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Wykaz najczesciej uzywanych skrotow:

ACE — angiotensin converting enzyme — enzym konwertujacy angiotensyng

CRP — C-reactive protein — biatko C-reaktywne

HF — heart failure — niewydolno$¢ serca

il — interleukin - interleukina

NADPH - Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate - dwunukleotyd nikotyno-
amidoadeninowy

NYHA  — New York Heart Association — Nowojorskie Towarzystwo Kardiologiczne

NOS — nitric oxide synthase — syntaza tlenku azotu

NO — nitric oxide — tlenek azotu

Nox — NADPH oxidase — oksydaza NADPH

ROS — reactive oxygen species — wolne rodniki tlenowe

RAAS — renin-angiotensin-aldosterone system — uklad renina-angiotensyna-
aldosteron

RT-PCR - real time-reverse transcription-polymerase chain reaction — odwrotna
transkrypcja sprz¢zona z tancuchowa reakcja polimerazowa w czasie
rzeczywistym

mRNA  — messenger Ribonucleic Acid — informacyjny kwas rybonukleinowy

TNF — tumor necrosis factor — czynnik martwicy guza

TRAF — TNF receptor-associated factor — czynnik zwiazany z receptorem dla TNF



W niniejszej rozprawie wykorzystano czg¢$¢ wynikdw prezentowanych w pu-
blikacji:

Dworakowski R., Walker S., Momin A., Desai J., El-Gamel A., Wendler O.,
Kearney M.T., Shah A.M. Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

oxidasederived superoxide and vascular endothelial dysfunction in human heart
failure.

J. Am. Coll. Cardiol. 2008, 51, 1349-56.
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1. WSTEP

1.1. Niewydolnos$¢ serca

Pomimo postgpu w kardiologii, jaki dokonal si¢ w ostatnich 20 latach
1 znacznego zmniejszenia $miertelnosci z powodu chorob uktadu krazenia, rocz-
na $miertelno$¢ wsrdd chorych z cigzka niewydolnos$cia serca w klasie II-IV
NYHA, wciaz jest bardzo wysoka i przekracza 25%. W USA liczba zgonow
w wyniku niewydolnosci serca w 1992 r. wynosita prawie 40 tys. i byta o 80%
wyzsza niz w 1980, i prawie 4-krotnie wigksza niz w 1968 roku. Wedtug naj-
nowszych danych z europejskiego rejestru z lat 2000 - 2003, $miertelnos¢ wsrod
chorych z niewydolno$cia serca pozostaje wciaz wysoka i ponad 30% chorych
umiera w ciggu 3 lat [159]. Niewydolno$¢ serca wyraznie czgsciej dotyczy osob
starszych a proporcja kobiet do mezczyzn jest zblizona, co wyr6znia niewydol-
no$¢ serca od innych chordb uktadu krazenia. Gléwnymi przyczynami niewy-
dolnosci serca sa choroba wiencowa, nadcis$nienie tgtnicze oraz cukrzyca [36].
Rzadsze przyczyny niewydolnosci serca obejmuja pdzno rozpoznane wrodzone
lub nabyte wady zastawkowe, kardiomiopatie pierwotne oraz wtorne np. w prze-
biegu infekcji wirusowej, dziatania toksyn (w tym alkoholu i niektorych lekow),
choréb metabolicznych, kolagenoz, chorob auto-immunologicznych. Postep
w leczeniu ostrych zespotow wiencowych przyniost znaczna poprawe rokowania
oraz zmniejszenia $miertelno$ci w ostrym zawale serca, ale wydaje sig, ze para-
doksalnie moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia liczby chorych z niewydolnoscia
serca [177].

Niewydolnos¢ serca to zespot kliniczny wynikajacy z uszkodzenia migsnia
sercowego, prowadzacego do niewydolnosci serca jako pompy oraz do zmniej-
szenia rzutu serca, z obiektywnymi dowodami uposledzonej czynno$ci serca
i odpowiedzia na typowe leczenie. Niewydolno$¢ serca wynikajaca z niedomogi
skurczowej lub/i rozkurczowej prowadzi w konsekwencji do niewydolnosci kra-
zenia, stanu klinicznego, ktéry charakteryzuje si¢ szeregiem zaburzen ogoélno-
ustrojowych, miedzy innymi zatrzymaniem sodu i wody, zwigkszeniem oporu
obwodowego, zwigkszonym pobudzeniem uktadu wspoétczulnego oraz postepu-
jaca przebudowa migsénia sercowego i naczyn krwiono$nych.

Niewydolnosci serca jest konsekwencja postepujacego procesu przebudowy
migénia sercowego. Proces ten cechuje szereg zmian na poziomie tkankowym
1 komérkowym, migdzy innymi zmiang ekspresji genoéw i bialek. W poczatkowym
etapie przebudowa ma charakter adaptacyjny i pozwala utrzymaé prawidlowy
rzut serca (pomimo utraty masy mig$niowej zwiazanej z niedokrwieniem) i/lub
przezwycigzy¢ zwigkszone obciazenie nastgpcze. W miarg uptywu czasu proces
przebudowy prowadzi do stopniowego poszerzenia lewej komory serca i jej
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zwloknienia, przyczyniajac si¢ do wystgpowania zaburzenia rytmu i skutkujac
dalszym postgpujacym pogorszeniem funkcji serca jako pompy [150].

Od wielu lat do oceny zaawansowania niewydolnosci serca stosuje si¢ klasy-
fikacj¢ Nowojorskiego Towarzystwa Kardiologicznego (New York Heart
Association - NYHA). Opiera si¢ ona na ocenie ci¢zkosci subiektywnych obja-
wow klinicznych. W wielu badaniach wykazano, ze klasyfikacja NYHA jest sil-
nym, negatywnym, niezaleznym czynnikiem rokowniczym [155, 195].

Zaburzenia hemodynamiczne sa jedynie pierwszym etapem rozwoju zespotu
klinicznego. Konsekwencja zmniejszonego rzutu serca jest aktywacja szeregu
mechanizmé6w kompensacyjnych, prowadzacych do aktywacji ukladu wspot-
czulnego i zmniejszenia aktywnosci uktadu przywspolczulnego [62]. Dysregula-
cja na poziomie neurohormonalnym prowadzi do podwyzszonego stgzenie amin
katecholowych w tym noradrenaliny, angiotensyny oraz endotelin [21, 64, 128].
Wszystkie te substancje sa silnymi wazopressorami, powoduja zwigkszenie opo-
ru obwodowego i zwigkszaja obciazenie serca. Aktywacja uktadu adrenergicz-
nego oraz hipoperfuzja nerek powoduja pobudzenie uktad renina-angiotensyna-
aldosteron [113]. Angiotensyna II i aldosteron poprzez wptyw na skurcz naczyn
tetniczych, bezposrednie dziatanie inotropowe dodatnie oraz zwigkszenie wole-
mii, pozwalaja utrzymac¢ odpowiedni przeptyw krwi przez wazne zyciowo organy
pomimo obnizonego rzutu serca, ale w dluzszym okresie powoduja przewodnienie
i przyczyniaja si¢ do dusznosci wysitkowej lub spoczynkowej oraz wystepowa-
nia obrzekéw obwodowych. Wigkszo$¢ objawow niewydolnosci serca jest zwia-
zana z aktywacja mechanizmow kompensacyjnych spowodowanych zmniejszo-
nym rzutem serca.

1.2. Biochemiczne markery niewydolnosci serca

Juz w latach szes¢dziesiatych stwierdzono, ze pacjenci z niewydolnoscia
serca maja podwyzszone st¢zenie noradrenaliny w spoczynku a do dodatkowego
wzrostu jej stgzenia dochodzi w czasie wysitku [34]. Pozniej wykazano, ze stg-
zenie noradrenaliny jest podwyzszone u chorych bezobjawowych, koreluje z
zaawansowaniem niewydolnosci serca oraz jest ono niezaleznym czynnikiem
prognostycznym [37]. Kolejnym waznym krokiem w badaniach nad patofizjolo-
gia niewydolnosci serca byto wykazanie zaburzen w zakresie ukladu renina-
angiotensyna-aldosteron (RAAS) przez Swedberga i wsp. [176]. Aktywacja
uktadu noradrenaliny oraz RAA, powodujac zatrzymanie sodu i wody oraz
skurcz naczyn, ma na celu utrzymanie prawidtowego cis$nienia tgtniczego. Oba
uktady wzajemnie oddziatywaja na siebie i reguluja swoja aktywno$¢. Dla przy-
ktadu stymulacja receptoréw P-adrenergicznych w aparacie przykigbuszkowym,
zwigzana z aktywacja uktadu wspoétczulnego oraz aktywacja baroreceptorow,
w wyniku zmniejszonego przeplywu nerkowego, aktywuja sekrecje reniny. Re-
nina przeksztatca angiotensynogen, produkowany w watrobie do angiotensyny I,
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ktora ulega dalszej transformacji do angiotensyny Il przez enzym konwertujacy
angiotensyng (ACE - angiotensin converting enzyme). Chociaz zwigkszenie stg-
zenie reniny nie jest powszechnie stwierdzane u chorych z niewydolnoscia serca,
podwyzszone stezenie angiotensyny Il wystepuje nawet u chorych bezobjawo-
wych [64]. Angiotensyna Il jest jedna z najsilniejszych substancji powodujacych
skurcz migéni gladkich naczyn i wraz z aminami katecholowymi (gtéwnie norad-
renaling) przyczynia si¢ do zwigkszenia systemowego oporu naczyniowego.
Dodatkowo, angiotensyna Il reguluje uwalnianie noradrenaliny oraz aldosteronu
[1]. Poprzez zwigkszone wchianianie sodu w nerkach aldosteron przyczynia si¢
do zatrzymania ptynéw i1 wystgpowania obrzekéw [166]. Aldosteron wykazuje
rowniez dzialanie centralne na receptory w przysadce, przez ktore reguluje
uwalnianie wazopresyny. Wazopresyna powoduje dodatkowe zwigkszenie aku-
mulacji plyndéw i systemowy skurcz miesni gltadkich naczyn, nasilajac objawy
niewydolnosci krazenia. Podobnie jak w przypadku opisanych wyzej mediato-
row, zwigkszone stezenie wazopresyny koreluje z rokowaniem i stwierdzane si¢
zardwno u chorych z ostra, jak i przewlekta niewydolnoscia serca [165].

Dziatanie omawianych substancji nie ogranicza si¢ tylko do regulacji gospo-
darki wodno-elektrolitowej oraz oporu naczyniowego. Wykazuja one szereg
dziatan na poziomie komorkowym zarowno na naczynia jak i na migsien serco-
wy. Dla przyktadu angiotensyna II bezposrednio wptywa na przebudowe migsnia
sercowego, pobudza przerost kardiomiocytow i moze aktywowac apoptoze
[162]. Ponadto angiotensyna II i aldosteron aktywuja proliferacje fibroblastow,
reguluja wytwarzanie kolagenu oraz procesy wtdknienia w sercu [121, 130].

Kolejna substancja, ktora odgrywa wazna rolg w patofizjologii niewydolno-
$ci serca jest czasteczka biatkowa wydzielana przez komorki §rodbtonka, zwana
endoteling. Jest to jedna z silniejszych znanych substancji powodujacych skurcz
migéni gladkich naczyn oraz aktywujacych proliferacje komérkowa [180]. Po-
dobnie jak angiotensyna II, endotelina reguluje przebudoweg serca i naczyn
wptywajac na procesy widknienia [181]. Uwalnianie endoteliny jest aktywowane
przez rdzne substancje wazoaktywne, miedzy innymi angiotensyng II, noradrena-
ling, trombing oraz niektore cytokiny zapalne. Podwyzszone st¢zenie endoteliny
stwierdzano u wszystkich chorych z niewydolnos$cia serca. Stezenie endoteliny
dobrze koreluje z cigzkos$cia nadci$nienia ptucnego, nasileniem niewydolnosci
serca i rokowaniem [86, 111]. Badacze Valsartan Heart Failure Trial (Val-HeFT)
porownali warto§¢ prognostyczna réznych neurohormonéow u 4300 chorych
z niewydolnoscia serca. Okazato sig, ze najwigksza warto$¢ prognostyczna od-
no$nie $miertelnosci u chorych z niewydolnoscia serca maja kolejno: BNP, duza
endotelina-1, noradrenalina, endotelina-1, renina i na koncu aldosteron [111].

Zapalenie odgrywa wazna role w patogenezie i w rozwoju wielu postaci
niewydolnos$ci serca. Po raz pierwszy obecno$¢ zapalenia u chorych z niewydol-
noscia serca zaobserwowano stwierdzajac podwyzszone stgzenia reaktywnego
biatka C (CRP; C-reactive protein) w grupie 40 chorych z niewydolnoscia serca
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[55]. CRP jest biatkiem ostrej fazy produkowanym przez watrobg migdzy innymi
w odpowiedzi na interleuking 6 (I1-6). W wielu badaniach wykazano, ze poziom
CRP koreluje z cigzkoscia niewydolno$ci serca i rokowaniem [5]. Na poziomie
komorkowym CRP wykazuje bezposrednie dzialanie na funkcje $rodblonka,
redukuje uwalnianie tlenku azotu, zwigksza ekspresj¢ molekut adhezyjnych oraz
pobudza wytwarzanie wolnych rodnikow [152, 191]. W niewydolnosci serca
obserwowano takze zwigkszenie stezenia wielu cytokin, takich jak TNF-a, II-1,
11-2, 11-6 oraz rozpuszczalnego receptora dla tych cytokin (m.in. receptora dla
TNF-a) [20]. Stezenia wigkszosci z nich dobrze korelowaty z nasileniem niewy-
dolnoéci serca oraz z rokowaniem [114, 183]. Dodatkowo w badaniu The Fra-
mingham Heart Study w oparciu o stezenia biatka C-reaktywnego, TNF-a oraz
11-6, badacze mogli nawet zidentyfikowaé bezobjawowych pacjentow, ktorzy
mieli zwigkszone ryzyko rozwoju niewydolnosci serca w przysztosci [190].

Po raz pierwszy zwigkszone stgzenie TNF-a u chorych z niewydolno$cia
serca opisat Levine i wsp. w 1990 [114]. P6zniej wykazano, ze TNF-a ma bez-
posrednie dziatanie inotropowe ujemne, wptywa niekorzystnie na przebudowe
migénia sercowego 1 progresj¢ niewydolnosci serca [59]. TNF-a aktywujac me-
taloproteinazy reguluje procesy wtoknienia i powoduje poszerzenie lewej komo-
ry [168]. Stgzenie I1-6, podobnie jak TNF-a, jest podwyzszone u pacjentdw
z niewydolnoscia serca. Podobnie jak w przypadku TNF-a wykazano, ze wyzsze
stezenie 11-6 koreluje dobrze ze stopniem zaawansowania choroby i ze zwigk-
szona $miertelnoscia [40, 185]. 11-6 wykazuje dziatanie inotropowe ujemne oraz
stymuluje przerost serca [59, 82]. Aktualnie uwaza sig, ze przynajmniej czes$¢
dziatan TNF-a oraz I1-6 mozna wiaza¢ z regulacja produkcji wolnych rodnikow
przez oksydaze NADPH [39].

Niewydolno$¢ serca jest zwiazana z zaburzeniami wielu systemow regula-
cyjnych na poziomie para- i autokrynnym, wiaczajac tlenek azotu [20]. Tlenek
azotu jest wytwarzany migdzy innymi przez komorki §roédbtonka naczyniowego.
Poczatkowo dziatanie biologiczne tlenku azotu wiazano jedynie z regulacja na-
pigecia naczyniowego [145]. P6zniej wykazano, ze tlenek azotu, jako tak zwany
»drugi przekaznik”, reguluje funkcje¢ wielu organow oraz komorek. Tlenek azotu
jest syntetyzowany na drodze enzymatycznej transformacji z L-argininy przez
syntazg tlenku azotu (NOS; nitric oxide synthase). Syntaza tlenku azotu wyste-
puje w trzech izoformach: neuronalnej (nNOS), indukowanej (iNOS) oraz §rod-
btonkowej (eNOS) [63]. Podstawowa postacia syntazy tlenku azotu wystgpujaca
w komorkach $rodbtonka jest eNOS, ktora produkuje NO w sposob ciagly, acz-
kolwiek jej aktywnos¢ jest $cisle regulowana. W odréznieniu do eNOS, ekspre-
sja iNOS w komorkach $rodblonka jest indukowana przez cytokiny zapalne.
Enzym ten moze produkowaé znacznie wigksze ilosci NO w poréwnaniu do
eNOS. NO jako drugi przekaznik aktywuje cyklaze guanylowa w komodrkach
migéni gladkich naczyn i powoduje ich rozkurcz. W ten sposob NO pelni wazna
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role w regulowaniu oporu obwodowego. Zmniejszenie oporu obwodowego,
aprzez to zmniejszenie obcigzenia nastgpczego, poprawia czynno$¢ niewydol-
nego serca. Dodatkowo NO moze regulowa¢ funkcje serca poprzez modulowanie
kurczliwo$ci, metabolizmu komoérkowego, wzrostu komoérek i apoptozy [53,
105, 127, 188].

1.3. Dysfunkcja srodblonka

Srédbtonek naczyniowy to wysciotka naczyn, utworzona z jednej warstwy
wysoce wyspecjalizowanych komorek oddzielajacych $§wiatlo naczyn od otocze-
nia. Komorki §rodbtonka reaguja na lokalne zmiany przeptywu krwi czy cisnie-
nia parcjalnego tlenu i moduluja homeostazg wewnatrznaczyniowa [72], regulu-
jac napiecie migéni gladkich naczyn, utrzymanie ptynnos$¢ krwi, krzepliwos$e,
przepuszczalno$ci naczyn, proliferacje komorkowa oraz apoptoze. Mediatorami
tych procesow sa substancje wydzielane przez endothelium, takie jak wspomnia-
ne wczesniej tlenek azotu (NO), endothelina (ET-1), prostacykliny oraz czynniki
wzrostu. Na powierzchni komorek §rodbtonka wystepuje enzym konwertujacy
angiotensyne¢ (ACE) oraz tkankowy aktywator plas-minogenu (tPA). Przez nie-
wydolno$¢ srodbtonka rozumie si¢ wystepowanie zaburzenia funkcji jednego Iub
wielu opisanych powyzej systemow [24].

Napigcie migéni gladkich naczyn jest regulowane przez tlenek azotu, prosta-
cykliny oraz endoteliny, a jednym z podstawowych wyktadnikow zabu-
rzen funkcji srodblonka jest zmniejszenie biodostgpnosci tlenku azotu. Uwaza
sig, ze uposledzenie zaleznej od $rodblonka wazodylatacji jest podstawowym
markerem niewydolnosci $rodbtonka. W warunkach fizjologicznych stres tarcia
(shear stress) pobudza ekspresje eNOS oraz zwigksza wydzielanie tlenku azotu.
W przewleklej niewydolnosci serca wystgpuje niewydolnos¢ §rodbtonka, ktéra
migdzy innymi cechuje si¢ zmniejszona biodostepnoscia tlenku azotu [81].
Zmniejszenie biodostgpnosci tlenku azotu moze by¢ zwiazane ze zmniejszeniem
wytwarzania, na przyktad w wyniku zmniejszenia ekspresji eNOS (w zwiazku ze
zwolnionym przeptywem krwi przez naczynia w wyniku zmniejszenia stresu
tarcia). Haywood 1 wsp. sugerowali, ze podstawowe wydzielanie NO pozostaje
niezmienione w niewydolnosci serca, prawdopodobnie w zwiazku ze zwigkszona
ekspresja iNOS [78]. Inni badacze nie potwierdzali tych obserwacji, a wrecz
przeciwnie stwierdzali zmniejszenie podstawowego wydzielania NO [133].

Uposledzenie zaleznego od $rédbtonka rozkurczu migsni gladkich, w wyniku
zmniejszonego wydzielania NO, odgrywa istotna role w patofizjologii niewydol-
nosci serca, jest jedna z przyczyn zwigkszonego oporu obwodowego (ryc. 1).
Wykazano, ze zaburzenia funkcji srodbtonka i zmniejszenie biodostgpnosci NO
sa jednymi z wcze$niejszych cech niewydolnosci serca [79]. Dodatkowo
w ostatnich latach potwierdzono znamienng korelacje pomiedzy dysfunkcja
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srodbtonka a zdarzeniami sercowo-naczyniowymi i rokowaniem w niewydolno-
$ci serca [61, 77, 101].

1T obcigzenie
nastgpcze

lwydolnos¢
wysitkowa

'DYSFUNKCJA
SRODBLONKA
ROS / NO

lperfuzja

T przebudowa
m.sercowego

m.sercowego

lwydajnosé

serca

Ryc. 1. Rola dysfunkcji §rodbtonka w patologii niewydolnosci serca
Fig. 1. The role of endothelial dysfunction in pathology of heart failure

Skurcz naczyn krwiono$nych wynika takze ze zwigkszonego st¢zenia kraza-
cych substancji naczynioskurczowych, takich jak noradrenalina, angiotensyna
oraz endotelina. Tlenek azotu pekni jednak kluczowa role w tym procesie, po-
niewaz moze réwnowazy¢ efekt dziatania czynnikow wazokonstrykcyjnych
i pelni podstawowa rol¢ w regulacji napigcia naczyniowego na poziomie komor-
kowym [24].

Rozkurcz naczyn wystepujacy fizjologicznie w czasie wysitku jest znacznie
ograniczony u chorych z niewydolnoscia serca. Wykazano, ze rozkurcz naczyn
moze by¢ czgsciowo przywrdcony po podaniu L-argininy, prekursora tlenku
azotu, sugerujac podstawowg rol¢ srodbtonka w regulacji napigcia naczyniowego
[81]. Zmniejszenie biodostepnosci NO cze$ciowo przyczynia si¢ do ograniczenia
tolerancji wysitku w zwiazku z niedostateczna perfuzja migsni szkieletowych,
pogorszeniem hemodynamiki i dodatkowym zwigkszeniem obcigzenia nastgp-
czego [44]. W przypadku uktadu zylnego — zwigkszone napigcie zylne skutkuje
w zwigkszeniu obciazenia wstepnego i przeciazenia objetosciowego [140, 141].
Konsekwencja zmiany ekspresji NOS jest zmnigjszenie biodostgpnosci tlenku
azotu, oraz uposledzenie funkcji srodbtonka naczyniowego, co wptywa na funk-
cje naczyn i serca. W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze zwigkszona
ekspresja eNOS wptywa korzystnie na przebudowe migsnia sercowego po zawale
w odroznieniu od braku eNOS, ktory zwigzany jest z wigkszym uszkodzeniem
[94, 164].
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Podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za uposledzenie zaleznej od
srodblonka wazorelaksacji jest zmniejszenie biodostgpnosci tlenku azotu [24].
Moze ono wynika¢ ze zmniejszenia produkcji tlenku azotu, w wyniku obnizonej
ekspresji syntazy tlenku azotu (nitric oxide syntase — NOS), braku substratu
(L-argininy) lub kofaktora dla NOS (tetrahydrobiopteryny - BH,) lub zwigkszo-
nej inaktywacji NO [6]. W badaniach klinicznych zwracano uwage, ze krotko-
terminowe 1 przewlekte podawanie przeciw utleniaczy — witaminy C, skutkowato
w poprawie zaleznego od tlenku azotu rozkurczu naczyn, co sugeruje istotna role
wolnych rodnikéw w niedomodze $rodbtonka [84]. Farquharson i Landmesser
w swoich badaniach wykazali, ze dysfunkcja srodblonka w przewleklej niewy-
dolnosci serca rzeczywiscie jest zwiazana ze zwigkszeniem rozktadu NO przez
wolne rodniki [57, 110]. Dodatkowo w kolejnych pracach wykazano, ze bloko-
wanie receptora dla aldosteronu w eksperymentalnej niewydolno$ci serca
u szczurOw otrzymujacych inhibitory enzymu konwertujacego angiotensyneg
(ACEI) poprawia funkcje $rodbtonka i przyczynia si¢ do zwigkszenia biodostep-
no$ci NO poprzez zmniejszone wytwarzanie wolnych rodnikow [163]. Johar
i wsp. wykazali, ze poprzez blokadg receptora aldosteronowego mozna zahamo-
wac¢ indukowana przez angiotensyne II aktywacje oksydazy NADPH [92].
W tych i w wielu innych badaniach eksperymentalnych i klinicznych wykazano, ze
stres oksydacyjny petni kluczowa role w patofizjologii niewydolnosci serca [117].

1.4. Stres oksydacyjny

Przez termin stres oksydacyjny rozumie si¢ zachwianie rownowagi pomig-
dzy produkcja wolnych rodnikéw oraz endogennymi mechanizmami antyoksy-
dacyjnymi, na korzy$¢ wolnych rodnikéw. Wykazano, ze stgzenie markerow
stresu oksydacyjnego jest zwigkszone u pacjentéw z niewydolnoscia serca. Do-
datkowo markery te, podobnie jak markery zapalenia, dobrze koreluja ze stop-
niem dysfunkcji lewej komory oraz stopniem zaawansowania niewydolnosci
serca. Poczatkowo uwazano, ze dziatanie wolnych rodnikéw polega jedynie na
bezposrednim uszkodzeniu komoérek prowadzacym do martwicy badz aktywacji
apoptozy [53, 58]. Wspoélczesne badania zmienily ten poglad, gdyz wykazano, ze
biologiczne dziatanie wolnych rodnikéw zalezy bardzo od ich ilo$ci, miejsca
dzialania oraz rd6wnowagi pomig¢dzy poziomem generowanych wolnych rodni-
kéw a aktywnoscia uktadow antyoksydacyjnych. Wykazano, ze wolne rodniki
jako tzw. ,,drugi przekaznik”, petnia funkcjg regulacyjna i wplywaja na szereg
procesOw wewnatrzkomorkowych, modulujac aktywno$¢ wielu bialek we-
wnatrzkomérkowych szlakow sygnalowych [28]. Proces ten powszechnie okre-
$la sig jako redox signalling — przekaznictwo zalezne od wolnych rodnikow.

Wolne rodniki tlenowe (reactive oxygen species — ROS) to substancje posia-
dajace niesparowany elektron i cechujace si¢ znaczaca reaktywnoscia. Do wolnych
rodnikow zalicza sie: wolny rodnik ponadtlenkowy (O,"), rodnik hydroksylowy
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(OH"), nadtlenoazotyn (ONOOQ®) oraz nadtlenek wodoru (H,0,). Nadtlenek wo-
doru nie jest wolnym rodnikiem per se, ale ma cechy wolnych rodnikow, takie
jak duza reaktywnos¢. Poszczegdlne rodniki réznia si¢ pomigdzy soba czasem
péltrwania i miejscem dziatania. Rodnik hydroksylowy jest wysoce reaktywny,
ale ze wzgledu na niezwykle krétki czas pottrwania dziata tylko w miejscu po-
wstania. Podobnie rodnik ponadtlenkowy ma krotki czas pottrwania, wynoszacy
tylko kilka sekund, poniewaz ulega bardzo szybkiej transformacji do nadtlenku
wodoru w procesie zaleznym od dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Rodnik
ponadtlenkowy nie przechodzi przez blony komoérkowe i dlatego dziata wytacz-
nie w miejscu powstania, w przeciwienstwie do nadtlenku wodoru, ktéry swo-
bodnie przenika pomiedzy réznymi kompartmentami komoérkowymi. Wolne
rodniki tlenowe, zwlaszcza rodnik ponadtlenkowy (O,"), moga regulowaé ak-
tywnos¢ i stezenie NO. Tlenek azotu niezwykle tatwo wchodzi w reakcje z rod-
nikiem ponadtlenkowym a wynikiem tej reakcji jest wysoce reaktywny i bardzo
toksyczny rodnik nadtlenoazotynowy (ONOO®) [182]. Poziom wolnych rodni-
kéw zalezy nie tylko od aktywno$ci enzymoéw wytwarzajacych, ale takze od
aktywnosci uktadow antyoksydacyjnych [41, 45, 117].

Wolne rodniki wywieraja silne dzialanie biologiczne w wielu stanach pato-
logicznych. Zwigkszony stres oksydacyjny stwierdzano w nadci$nieniu t¢tni-
czym, cukrzycy, miazdzycy, niewydolnosci serca, w uszkodzeniu zwigzanym
z niedokrwieniem-reperfuzja, oraz w przewlektej niewydolnosci nerek [157].
Uwaza sig, ze wolne rodniki wptywaja na funkcje¢ $rodbtonka, zapalenie i przy-
czyniaja si¢ do rozwoju miazdzycy [106, 154, 182].

W uktadzie sercowo-naczyniowym wykazano, ze wolne rodniki reguluja
funkcje wielu biatek, miedzy innymi tych zwiazanych z procesem przetwarzania
pobudzenia elektrycznego na skurczu (biatek kanatéw jonowych, kanatow wap-
niowych — SERCA) [67] oraz biatek miofilamentow [112, 158]. Jak wspomniano
wczesniej wolne rodniki zmniejszaja biodostepnos¢ tlenku azotu i przez to przy-
czyniaja si¢ do niewydolnosci srodblonka.

Dodatkowo na poziomie wewnatrzkomoérkowym wolne rodniki wptywaja na
ekspresje szeregu bialek i reguluja fenotyp komoérek. Wolne rodniki moduluja
funkcjg fibroblastow, aktywuja ich proliferacj¢ oraz syntez¢ kolagenu, aktywuja
i zwickszaja ekspresje metaloproteinaz [170, 172], pozostaja wigc kluczowe
w regulacji procesow wioknienia. Na poziomie wewnatrzkomérkowym wolne
rodniki wptywaja na kinazy biatkowe aktywowane mitogenem (MAPK) oraz
czynniki transkrypcyjne (migdzy innymi NF-kB) [33].

Potencjalnymi zrédtami wolnych rodnikéw sa enzymy mitochondrialnego
tancucha oddechowego, enzymy zawierajace cytochrom P450, oksydaza ksantynowa,
komoérki zapalne, syntaza tlenku azotu (uncoupled NOS) oraz oksydaza
NADPH [46, 57, 117, 132]. Mitochondrialny fancuch oddechowy stanowi istotne
zroédto wolnych rodnikéw w angiopatii cukrzycowej oraz w niedokrwieniu
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i reperfuzji. W warunkach prawidtowych, mitochondria produkuja jedynie nie-
wielkie ilosci wolnych rodnikow, ale sa one bardzo wrazliwe na uszkodzenie
wynikajace z ich dziatania [97, 129]. Wolne rodniki pochodzace z innego zrodta
moga zwigkszy¢ mitochondrialng produkcje wolnych rodnikow [46]. Oksydaza
ksantynowa wystepuje na komoérkach $rodbtonka od strony $wiatla naczynia
i katalizuje proces przemiany hipoksantyny do moczanu. Zwykle enzym ten
wystepuje w formie dehydrogenazy, ktéra nie wytwarza rodnika ponadtlenko-
wego, ale moze zosta¢ przeksztatcona do oksydazy poprzez utlenienie lub enzy-
matyczng modyfikacje. Utleniona forma enzymu wytwarza wolny rodnik ponad-
tlenkowy i odpowiada za zwigkszenie stresu oksydacyjnego miedzy innymi
w niedokrwieniu i reperfuzji [18, 131, 132].

Syntaza tlenku azotu w normalnych warunkach produkuje tlenek azotu, ale
przy niedoborze tetrahydrobiopteryny (BH,) - kofaktora enzymu, NOS rozpada
si¢ na monomery (uncoupled NOS) i zaczyna produkowa¢ rodnik ponadtlenkowy
zamiast tlenku azotu (proces ten nazwano kindling radical phenomenon) [6, 24].
W takim przypadku NOS (uncoupled NOS) staje si¢ bardzo waznym zrodiem
wolnych rodnikéw i wykazano, ze przyczynia si¢ do postepu waskulopatii cu-
krzycowej, miazdzycy oraz rozwoju powiklan nadci$nienia tgtniczego
1 hypercholesterolemii. Tetrahydrobiopteryna ulega degradacji pod wpltywem
dzialania rodnika ponadtlenkowego oraz nadtlenoazotynowego [109]. Wolne
rodniki pochodzace z innego Zrédta moga nasila¢ stres oksydacyjny w tym me-
chanizmie [18, 29, 106] (ryc. 2).

W odréznieniu od wymienionych powyzej systemow enzymatycznych,
oksydaza NADPH jest jedynym enzymem produkujacym wylacznie wolne rod-
niki. Oksydaza NADPH zajmuje centralne miejsce w regulacji wytwarzania
wolnych rodnikdéw, poniewaz poprzez ich uwalnianie moze regulowaé aktyw-
no$¢ pozostatych uktadow zaangazowanych w ich produkuje. Oksydaza NADPH
moze réwniez odpowiada¢ za regulacjg proceséw apoptozy oraz indukowaé mar-
twice. Statyny oraz podwyzszone stezenie cholesterolu HDL ograniczaja zwia-
zana z niedokrwieniem i reperfuzja apoptoze, prawdopodobnie wptywajac na
regulacje wydzielania wolnych rodnikéw, poprzez zmiang ekspresji biatka rac
[52, 53]. Stres oksydacyjny i oksydaza NADPH moga réwniez petni¢ istotna rolg
w protekcyjnym dzialaniu hartowania [47, 48].

Oksydaza NADPH peni kluczowa rolg¢ w procesie przekaznictwa zaleznego
od wolnych rodnikow (redox signalling). Wykazano, ze zwigkszona produkcja
wolnych rodnikow przez oksydazg NADPH przyczynia si¢ do zaburzen czynno-
$ci $rodbtonka w nadcis$nieniu tetniczym, hypercholesterolemii oraz cukrzycy
[27, 146, 197]. Dotychczas nie wyjasniono, jaka role pelnia wolne rodniki gene-
rowane przez oksydazg NADPH w patofizjologii uposledzonej funkcji srodbton-
ka w niewydolno$ci serca u ludzi. Jakkolwiek w badaniach eksperymentalnych
wykazano, ze niewydolno$¢ serca u zwierzat jest zwiazana ze zwigkszeniem
ekspresji oksydazy NADPH w $rodblonku aorty i moze by¢ odpowiedzialna
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za zaburzenia czynnosci $rodbtonka [134, 178, 194]. Dotychczas u chorych
z niewydolnoscia serca wykazano jedynie zwigkszona ekspresje oksydazy
NADPH w myocardium [80, 123].
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Ryc. 2. Wzajemne zaleznos$ci pomi¢dzy oksydaza NADPH a innymi zrodtami wolnych
rodnikow.
O," — rodnik ponadtlenkowy, NO — tlenek azotu, NOO" - rodnik nadtlenoazoty-
nowy, BH, — tetrahydrobiopteryna, eNOS — syntaza tlenku azotu

Fig. 2. Interplay between NADPH oxidase and other ROS sources.
0;" — superoxide radical, NO — nitric oxide, NOO" — peroxynitrite, BH, — tetra-
hydrobiopterin, eNOS — nitric oxide synthase

1.5. Oksydaza NADPH

System oksydazy NADPH zostat opisany po raz pierwszy w komoérkach fa-
gocytarnych (neutrofilach, eozynofilach, monocytach i makrofagach), w ktérych
odpowiada za gwattowny wyrzut wolnych rodnikow tlenowych [10]. Kompleks
ten petni kluczowa role w niespecyficznej obronie przeciwbakteryjnej powodu-
jac gwaltowne wytwarzanie znacznej ilosci rodnika ponadtlenowego w procesie
opisywanym jako ,,wybuch tlenowy” [107]. System oksydaz w komorkach
fagocytarnych zbudowany jest ze zwiazanego z blong komorkowa heterodime-
rowego kompleksu — flawocytochromu bssg sktadajacego si¢ z podjednostki
22kDa - p22°™* (o) oraz podjednostki gp91°" (B). Wzajemna interakcja pomiedzy
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tymi komponentami odgrywa kluczowa rolg dla stabilno$ci catego kompleksu.
Transfer elektronu z NADPH na O, odbywa si¢ w obrebie podjednostki gp917™*,
Chociaz flawocytochrom zawiera centrum katalityczne, do jego aktywacji nie-
zbedna jest translokacja kilku cytozolowych podjednostek regulujacych, ich
przytaczenie do btony komoérkowej i zwiazanie z cytochromem bssg (p4
p67°"%, p40P™* Racl lub Rac2).
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Ryc. 3. Schemat budowy oksydazy NADPH.
Nox1, Nox2, Nox4 — izoformy podjednostki katalitycznej; Rac, p67°"™, p47°">,
p40P™ p22P"* _ podjednostki regulatorowe niezbedne do aktywacji oksydazy
NADPH zawierajacej Nox1 i Nox2

Fig. 3. Schematic diagram of the structure of the NADPH oxidase.
NoxI, Nox2, Nox4 — cataltic subunit isoforms, Rac, p67° hox. p47’ hox. p4r hox.
p22°"°% _ regulatory subunits of NADPH oxidase containing NoxI and Nox2

W ostatnich latach stwierdzono, ze oksydaza NADPH wystgpuje takze
w komorkach niefagocytowych. W uktadzie sercowo-naczyniowym stwierdzono
obecno$¢ oksydazy NADPH w komorkach miegsni gladkich naczyn (vascular
smooth muscle cells — VSMCs) [14], komorkach srodbtonka [144], komorkach
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przydanki naczyn, fibroblastach migénia serca [16] oraz w kardiomiocytach
[108]. Komorki te produkuja wolne rodniki konstytutywnie. Dodatkowo rézne
bodzce moga zwigksza¢ produkcje wolnych rodnikoéw. Wolne rodniki wytwa-
rzane przez oksydazg¢ NADPH uwazane sa aktualnie za wazny drugi przekaznik
regulujacy miedzy innymi przerost i przebudowe serca [138].

W komoérkach nie-fagocytowych oksydaza NADPH zbudowana jest z hete-
rodimerowej domeny katalitycznej, wytwarzajacej wolne rodniki poprzez trans-
feru elektronu z NADPH, oraz podjednostki regulatorowej, o niskiej masie cza-
steczkowej zwanej p22°"°*[107]. Domena katalityczna wedtug nowej nomenkla-
tury zwana jest Nox (od NADPH oxydase, dawniej gp91™™™) i wystepuje
w siedmiu r6znych izoformach, sposrod ktorych tylko Nox1, Nox3 i Nox4 maja
podobna strukture do gp91™™* (Nox2 - wedlug nowej nomenklatury). Na pod-
stawie budowy rodzina Nox zostata podzielona na 3 grupy: (i) Nox1-Nox4, za-
wierajaca 6 przezbtonowych domen charakterystycznych dla wszystkich izoform
Nox, oraz na C-koncu domeng wiazac flawiny, (ii) Nox5 zbudowana na tej samej
podstawowe;j strukturze jak Nox1-4, ale dodatkowo posiada domeng podobng do
kalmoduliny wiazaca Ca** na N-koncu, (iii) Duoxl i Duox2 posiadaja na
N-koncu domeng peroksydazowa [27]. Rozne podjednostki Nox maja podobna
struktur¢ do Nox2. Podobienstwo to sigga 59% w przypadku Nox3 i 21%
w przypadku NoxS5 (ryc. 4).

Poszczegolne izoformy sa kodowane przez rézne geny, a ich ekspresja jest
specyficzna dla réznych komorek i tkanek, ktére moga posiada¢ wigcej niz jedna
form¢ Nox. Dla przyktadu Nox1 wystepuje w gruczole krokowym, macicy
1 VSMC [175, 179], Nox3 - w komorkach ptodowych i w komorkach ucha $rod-
kowego [30, 31], a Nox4 w wielu tkankach ludzkich wliczajac trzustke, tozysko,
dzano w komorkach plodowych, a u dorostych w jadrach, sledzionie, jajnikach,
tozysku i trzustce [11]. Odnos$nie uktadu sercowo-naczyniowego Nox1 wykryto
w komorkach migéniowki gladkiej naczyn (VSMC), Nox2 w komoérkach §rod-
btonka, kardiomiocytach i fibroblastach, a Nox4 w komorkach srédbtonka na-
czyn, komorkach migsni gladkich naczyn (VSMCs), kardiomiocytach i fibrobla-
stach. Wystepujacy w komorkach srédbtonka Nox5 reguluje proliferacjg komor-
kowa i przemiang¢ komoérek srodbtonka w struktury przypominajace naczynia
[15, 28]. Podstawowymi izoformami regulujacymi funkcje $rodbtonka na-
czyn oraz wptywajacymi na zalezna od $rodbtonka rozszerzenie naczyn sa Nox2
oraz Nox4.
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Ryc. 4. Budowa izoformy domeny katalitycznej oksydazy NADPH (Nox).
Podstawg wszystkich izoform stanowi przezblonowe szescioheliksowe centrum
katalityczne ze znajdujaca si¢ na C-koncu domena wiazaca NADPH. Nox5
zawiera na N-koncu sekwencj¢ wiazaca wapn, a izoformy Duox posiadaja
dodatkowa domeng przezblonowa oraz domeng peroksydazowa

Fig. 4. Structure of Nox isoforms.
The structure of all NADPH oxidase isoforms is based on six transmembrane o~
helices catalitic core with binding site for NADPH on C-terminal. Nox 5 conta
ins a calcium-binding sequence on N-terminal site and Duox isoforms have
additional peroxidase domain

Aktywno$¢ oksydazy NADPH podlega $cistej regulacji i moze by¢ modyfi-
kowana w rozny sposob, migdzy innymi poprzez regulacj¢ ekspresji poszczegol-
nych komponent kompleksu [51]. Jedynie aktywacja klasycznej formy oksydazy
NADPH nie wymaga translokacji cytosolowych jednostek regulujacych: p67°",
Rac, p47™* i p40°™™ oraz ich zwiazania do jednostki katalitycznej Nox [107].
Wymienione podjednostki regulujace sa niezbedne do aktywacji innych izoform
oksydazy NADPH. Wszystkie podjednostki oksydazy NADPH wystgpuja
w komorkach $rédbtonka naczyniowego [14, 71, 93, 115]. Pomimo podobnej
budowy, funkcjonalnie oksydaza fagocytarna znacznie rézni si¢ od kompleksu
wystepujacego w komodrkach §rodbtonka. Po pierwsze komorki $rodblonka
uwalniaja mate ilosci wolnych rodnikow w sposob ciagly, ale aktywno$¢ enzymu
moze by¢ zwigkszona w wyniku dziatania odpowiednich agonistow. Po drugie
wigkszo$¢ rodnika ponadtlenkowego produkowanego w komorkach srodblonka
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jest wytwarzana wewnatrzkomorkowo w przeciwienstwie do fagocytarnej oksy-
dazy NADPH, ktéra uwalnia rodniki do przestrzeni pozakomorkowe;.

p67°™* zwana jest podjednostka aktywujaca (activator component), ponie-

""" phox 7 cytosolu do btony ko-
morkowej jest zalezna od dwoch pozostatych podjednostek regulujacych: p47™™
- zwanej podjednostka organizujaca (organizing component) oraz podjednostki
p40P™* Uwaza sig, ze podjednostki te stabilizuja kompleks oksydazy NADPH
poprzez jego zakotwiczenie do btony komorkowej oraz do podjednostki p22°™*,
W wielu badaniach wykazano, ze mate GTP-azy z nadrodziny Ras pelnia wazna
funkcje w regulacji aktywnos$ci uktadu redox [42]. Do biatek z tej rodzinny nale-
zy mate biatko Rac. Rac zwiazany z GDP, ulega modyfikacji z geranylgeranyl
i konwersji do aktywnego kompleksu z GTP. Aktywowany complex GTP-Rac
taczy si¢ z N-koncowa domena p67°™* i w ten sposéb reguluje aktywnos¢ kom-
pleksu [19] (ryc. 3).

Regulacja aktywnos$ci czastek regulacyjnych, oprocz zmiany ekspresji, od-
bywa si¢ rOwniez poprzez posttranlacyjna modyfikacje. Na przyktad fosforylacja
biatka p47™™* umozliwia jego zwiazanie z p67°™™ oraz interakcje z p22°°*. Ostat-
nio wykryto réwniez istnienie homologéw p47°™* i p67°™™*, NoxO1 (od Nox
Organizer 1) i NoxAl (od Nox Activator I). Dodatkowo NoxO1 — homolog
p47"* — wystepuje w 4 izoformach rozniacych si¢ migdzy soba unikalnymi
N-konicowymi domenami PX powstalymi w wyniku r6znego podziatlu mRNA.
NoxOla, B, y, d wystepuja w roznych kompartmentach wewnatrzkomorkowych,
zaleznie od dlugosci domeny PX [186]. Wciaz nie jest jasne jak rozne izoformy
podjednostek regulujacych wplywaja na aktywno$¢ Nox i jaka peinia role
w uktadzie sercowo-naczyniowym.

W przeciwienstwie do Nox1 i Nox2 oksydaza NADPH zawierajaca Nox4
nie wymaga do aktywacji interakcji z p47™™, p67°"™ czy Rac. Nox4 jest aktyw-
na stale i uwalnia ROS w sposob ciagly (konstytutywny) (ryc. 3).

Aktywacja oksydazy NADPH odbywa si¢ poprzez: (i) aktywacje receptorow
zwiazanych z biatkiem G (angiotensyna II, ET-1) [49, 120]; (ii) cytokiny np.:
TNF-a (tumor necrosis factor ) [66]; (iii) czynniki wzrostu np. VEGF (vascu-
lar endothelial growth factor) i insuling [189]; (iv) czynniki metaboliczne np.
podwyzszone stgzenie glukozy, hyperinsulinemia, ox-LDL (Oxidase low-density
lipoprotein) [90, 98, 161, 193]; (v) niedokrwienie i reperfuzjg¢ [103] oraz (vi)
bodzce mechaniczne np. stres tarcia (oscillatory shear stress) [87]. Zwigkszona
aktywno$¢ oksydazy NADPH wynika z ostrego zwigkszenia aktywnosci kom-
pleksu (wtoérnie do posttranslacyjnej modyfikacji podjednostek regulatorowych)
lub z przewleklego zwigkszenia ekspresji poszczegolnych podjednostek na po-
ziomie transkrypcji lub/i translacji.
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1.6. Podsumowanie

Zwigkszony stres oksydacyjny peini wazna rolg w uposledzeniu funkcji
srodblonka naczyn w wielu stanach chorobowych. W ostatnich latach wykaza-
no, ze jednym z gléwnych zrédel wolnych rodnikow, odpowiedzialnym za
zwigkszenie stresu oksydacyjnego jest naczyniowa oksydaza NADPH. Wszyst-
kie tradycyjne czynniki ryzyka miazdzycy, wliczajac hypercholesterolemig, nad-
ci$nienie tetnicze, cukrzyce oraz palenie papieroséw, sa zwiazane z wystgpowa-
niem dysfunkcji srédbtonka, ktora przynajmniej czgsciowo jest efektem zwigk-
szonej produkcji wolnych rodnikéw. Analiza tkanek naczyniowych pobranych
od pacjentow poddanych zabiegowi przgstowania aortalno-wiencowego wykaza-
la, ze oksydaza NADPH stanowi gléwne zrédlo wolnych rodnikéw, nie tylko
w badaniach eksperymentalnych, ale roéwniez w warunkach klinicznych [73].
Oksydaza NADPH pehi centralng rolg w regulacji poziomu stresu oksydacyjne-
g0 a wytwarzany przez nig rodnik ponadtlenkowy pobudza inne uktady enzyma-
tyczne do wytwarzania wolnych rodnikéw [173].

Sposroéd czynnikoéw ryzyka miazdzycy, szczegdlnie silnym aktywatorem
oksydazy NADPH prowadzacym do uposledzenia funkcji §rodblonka jest cu-
krzyca. W naczyniach pobranych od pacjentéw z cukrzyca potwierdzono istotne
zwigkszenie aktywnosci oksydazy NADPH oraz zwigkszenie ekspresji jej pod-
jednostek [74].

Uposledzenie funkcji $rédblonka jest wazna cecha niewydolnosci serca,
przyczyniajaca si¢ do zwigkszonego oporu obwodowego. U podtoza niewydol-
nosci srodbtonka lezy migdzy innymi zwigkszenie stresu oksydacyjnego. W ba-
daniach eksperymentalnych wykazano, ze wolne rodniki produkowane przez
oksydazg NADPH powoduja zaburzenie czynnosci §rodbtonka naczyn w niewy-
dolnosci serca [13]. Dodatkowo rodnik ponadtlenkowy wytwarzany przez $rod-
btonkowa oksydaze NADPH moze wptywaé na kurczliwos¢ migsnia sercowego
inaktywujac NO [124]. W badaniach eksperymentalnych potwierdzono, ze oksy-
daza NADPH pehi kluczowa rol¢ w procesie przebudowy serca, regulujac prze-
rost i wldknienie migsnia sercowego [16, 23]. Dotychczas nie potwierdzono, jaka
role w regulacji dysfunkcji §rédbtonka u chorych z niewydolno$cia serca petnia
wolne rodniki wytwarzane przez oksydazg NADPH (ryc. 5).
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Ryc. 5. Rola oksydazy NADPH w regulacji funkcji srédbtonka
Fig. 5. The role of NADPH oxidase in regulating function of endothelium
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2.

CELE PODJETYCH BADAN

Celami podjetych badan byto:

1.

Ocena wplywu wolnych rodnikow tlenowych na zaburzenia funkcji $rod-
btonka naczyn u chorych z niewydolnoscia serca.

Okreslenie roli oksydazy NADPH i jej r6znych izoform w patogenezie
niewydolnosci srodbtonka naczyn.

Ocena wptywu cytokin zapalnych na produkcje wolnych rodnikéw i ak-
tywnos¢ oksydazy NADPH.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Material kliniczny

Do badania kwalifikowano pacjentow skierowanych do Kings College
Hospital (Londyn, Anglia) na zabieg przgstowania naczynh wiencowych
zpowodu choroby wiencowej. Badania uzyskaly pozytywna opini¢ lokalnej
Komisji Etycznej, a pacjenci wyrazili pisemna zgod¢ na udziat w badaniu. Do
badania wtaczono 19 chorych z rozpoznana niewydolnos$cia serca. Rozpoznanie
niewydolno$ci serca opierato si¢ na konwencjonalnych kryteriach, tzn. typowe
objawy kliniczne oraz echocardiograficzne cechy niewydolnosci skurczowej
serca z frakcja wyrzutowa (ejection fraction — EF) obnizona ponizej 45%. Grupa
kontrolna sktadata si¢ z 35 pacjentow z choroba wiencowa oraz prawidlowa
funkcja skurczowa lewej komory (EF powyzej 50%).

Do badan wykorzystano fragmenty zyly odpiszczelowej, ktore nie zostaly
uzyte do przestowania naczyn wiencowych. Natychmiast po pobraniu, polowa
materialu przeznaczona do badan molekularnych byta umieszczana w ciektym
azocie, a nastepnie przechowywana w temp -80°C. Druga cze$¢ przeznaczona do
badan czynnosciowych umieszczano w schtodzonym i natlenowanym roztworze
Krebsa-Henseleita.

3.2. Oznaczenia markerow zapalenia

Przed zabiegiem kardiochirurgicznym pobierano krew na czczo i w lokal-
nym laboratorium oznaczano stgzenie catkowitego cholesterolu (fotal cholesterol
- TC), cholesterolu lipoprotein o duzej gestosci (high-density lipoprotein - HDL),
cholesterolu lipoprotein o niskiej gestosci (low-density lipoprotein - LDL), trdj-
glicerydow (TG), glukozy i kreatyniny. Surowice do oznaczen st¢zenia biatka
C-reaktywnego (C-reactive protein - CRP), czynnika martwicy guza-a (tumor
necrosis factor-a - TNF-a) oraz interleukiny 6 (IL-6) przechowywano w tempe-
raturze -80°C do czasu wykonania analizy. CRP uznaczano uzywajac metody
immunoturbidimetrycznej o wysokiej czutosci (WAKO Chemicals, Neuss,
Niemcy) oraz zestawu Cobas Mira Analyser (Roche Diagnostics, Lewes, Wielka
Brytania). Najnizsze wykrywalne st¢zenie CRP wynosito 0,2 mg/l. Wspolczyn-
nik zmienno$ci w obrgbie grupy wynosit 3,1% przy stezeniu 5,0 mg/l. Stezenia
TNF-a i IL-6 oznaczano uzywajac dostepnych komercyjnie testOw immunoen-
zymatycznych ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays, R&D Systems,
Minneapolis, USA). Wspoélczynnik zmiennosci dla TNF-o wynosit 9%, a dla
11-6 <9%.
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3.3. Ocena funkcji wazomotorycznej

Segmenty zyly odpiszczelowej do badan in vitro transportowano natych-
miast do pracowni fizjologicznej. Po uwaznym oczyszczeniu zyl z otaczajacej
tkanki tacznej, pierScienie o szeroko$ci 4 mm umieszczano w naczyniach do
badan narzadoéw izolowanych o pojemnosci 10 ml (Letica, Barcelona, Hiszpania)
zawierajacych roztwor Krebsa-Henseleita w sktadzie: NaCl 119 mmol/l, KCl
4,7 mmol/l, KH,PO, 1,18 mmol/l, NaHCO; 25 mmol/l, MgSO, 1,19 mmol/l,
CaCl, 2,5 mmol/l, glukoza 11,04 mmol/l. Podczas eksperymentu utrzymywano
stata temperaturg 37°C, oraz napowietrznie mieszanka 95%0,/5%CO,, tak aby
utrzymac state fizjologiczne pH 7,4. Site skurczu mierzono uzywajac przetwor-
nika izometrycznego, systemu PowerLab 8/SP oraz oprogramowania Chart
v 4.2.3 (ADInstruments Ltd, Chalgrove, UK).

Po 45 minutach inkubacji pierScieni naczyniowych pod statym obciazeniem
3 g, mierzono maksymalny skurcz w odpowiedzi na 80 mmol/l KCl, a nastgpnie
konstruowano krzywe zalezno$ci efekt-dawka w odpowiedzi na kumulacyjne
dawki fenylefryny (w stgzeniach od 1 nmol/l do Immol/l). Po osiagnigciu 70%
maksymalnego skurczu w odpowiedzi na fenylefryng mierzono rozkurcz zalezny
od srodbtonka w odpowiedzi na kumulacyjne dawki agonisty receptorow muska-
rynowych - acetylocholing (w stezeniach od 1 nmol/l do 0,01 mmol/l) oraz roz-
kurcz niezalezny od $rodbtonka w odpowiedzi na nitroprusydek sodu (SNP;
w stezeniach od 0,1 nmol/l do 0,1 mmol/l). Badania czynnosci naczyniowoskur-
czowej, wytwarzania wolnych rodnikow oraz RT-PCR byly oznaczane metoda
slepej proby.

3.4. Ocena produkcji wolnych rodnikow

Wytwarzanie wolnych rodnikéw oznaczano w homogenatach zyt odpiszcze-
lowych uzywajac techniki chemiluminescencji wzmocnionej przez lucigening
(lucigenin-enhanced chemiluminescence). Tkanke homogenizowano w ciekltym
azocie i rozcienczano z buforem w sktadzie 20 mmol/l KH,PO,, 1 mmol EGTA,
2 pl inhibitoréw proteaz/20 mg tkanki, o pH 7,0. Tak przygotowana zawiesing
umieszczano na 96-studzienkowej ptytce dodajac NADPH (300 umol/l) oraz
zaadaptowana do ciemnosci lucigening (5 pmol/l), po czym dokonywano pomia-
ru chemiluminescencji. Produkcje rodnika ponadtlenkowego wyrazano
w jednostkach $wietlnych zarejestrowanych w czasie 20 minut, jako powierzch-
ni¢ pod krzywa (arbitrary light units - ALU). W celu oznaczenia zroédet wolnych
rodnikow homogenaty zyt odpiszczelowych inkubowano przez 15 minut z sub-
stancjami blokujacymi wytwarzanie wolnych rodnikéw: przechodzacym przez
btony komorkowe wymiataczem nadtlenkowym Tiron (4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic acid; 20 mmol/l), inhibitorem enzyméw flawoproteinowych -
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diphenyleneiodonium (DPI; 10 pmol/l), inhibitorem NOS L-NAME (N°
nitro-L-arginine methyl ester; 100 umol/l), inhibitorem oksydazy ksantynowe;j -
allopurynol (100 pmol/l) oraz blokerem kompleksu I tancucha oddechowego
(oksydoreduktazy dinukleotydu nikotynoadeninowego-koenzym Q) - rotenon
(2 pmol/l).

3.5. Ocena ekspresji podjednostek oksydazy NADPH oraz
izoform syntazy tlenku azotu metoda RT-PCR

Ekspresja podjednostek oksydazy NADPH oraz NOS byla okreslana przy
zastosowaniu techniki odwrotnej transkrypcji sprz¢zonej z tancuchowa reakcja
polimerazowa z analiza w czasie rzeczywistym (reverse transcription-
polymerase chain reaction — RT-PCR). RNA izolowano z zamrozonych frag-
mentow zyt odpiszczelowych uzywajac zestawu RNeasy Fibrous Tissue Kit
(Qiagen). cDNA syntezowano uzywajac zestawu Omniscript kit (Qiagen) oraz
randomicznych dekamerow.

Reakcje tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) prze-
prowadzono uzywajac ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) oraz wykorzystu-
jac zestaw SYBR Green. Zestaw zawiera zoptymalizowane stezenie barwnika
fluorescencyjnego majacego zdolnos¢ do wiazania si¢ z podwdjna nicia DNA
i jednoczesnej emisji sygnatu fluorescencji. Umozliwia to oceng ilosciowa ge-
néw bez konieczno$ci uzycia specyficznej sondy fluorescencyjnej. Warunki
termiczne reakcji to: poczatkowy cykl - odwrotna transkrypcja 50°C przez
2 min, aktywacja polimerazy 95°C przez 10 min; nastgpnie 40 cykli obejmujacych:
denaturacje w 95°C przez 15 s i hybrydyzacje starterow z matryca w 60°C przez
1 min. Poziom ekspresji wszystkich transkryptéw oceniano uzywajac krzywych
standardowych na podstawie znanych st¢zen transkryptu oraz normalizowano do
beta-aktyny. W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej reakcji RT-PCR zastoso-
wano rézne znane st¢zenia wzorca w tej samej mieszaninie reakcyjnej, ktorej
uzywano w badanych probkach.

Primery do amplifikacji zaprojektowano, korzystajac z programu kompute-
rowego Primer Express TM Version 1.0, na podstawie bazy danych GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/irx/genbank). Uzyte sekwencje primerdéw przed-
stawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Sekwencje primerow uzytych do reakcji RT-PCR
Table 1. Primers sequences used for RT-PCR

Gen Starter F/ Starter R/

Gene  Forwad primer Reverse primer
Nox1 CACAAGAAAAATCCTTGGGTCAA GACAGCAGATTGCGACACACA
Nox2 CAAGATGCGTGGAAACTACCTAAGAT CCCTGCTCCCACTAACATCA
Nox4 CAGCAAGATACCGAGATGAGGA GTAGAGGCTGTGATCATGAGGAATAG
eNOS  GAACAGCACAAGAGTTATAAGATCCG GCACTGTCTGTGTTACTGGACTCCT
nNOS CACCCTGCGTACGAA GCTGAAAACCTCATCGGTGTCT
iNOS  TGGAACATCCCAAATACGAGT TGCCCATGTACCAGCCATT
p22° hox - GGCTCCACCATGGAGCG CAGGAGATGCAGGACGGC
po67- hox  GCACTACAAGTACACGGTAGTCATGAA CGAGGCCGATAGCCAGCT
p47" hox  TTCAAGGTGCGCCCTGAT TGATGTCTGTCGGGTACTCTT
P-aktyna GCGAGAAGATGACCCAGATCA TCACCGGAGTCCATCACGAT

3.6. Analiza statystyczna

Analizg statystyczna przeprowadzono uzywajac pakietu statystycznego
SPSS 13 (SPSS, Inc, Chicago, 11). Dane wyrazano jako $rednia + btad standar-
dowy (SE — standard error). Uzywajac testu Kotmogorova-Smirnova sprawdzo-
no, czy rozktady analizowanych parametréw sa zblizone do normalnego. W celu
porownanie podstawowej charakterystyki klinicznej pomiedzy grupami uzyto
testu Chi?, dla rozkladow normalnych stosowano test t-Studenta, a dla rozktadow
odbiegajacych od normalnego — test U Manna-Whitneya. Do poréwnania kilku
grup uzywano jednostronnej ANOV A, a nastegpnie testu Scheffe, lub w przypad-
kach niejednorodnej wariancji pomigdzy testowanymi grupami, testu nieparame-
trycznego Mann-Whitney. Do oceny jednorodno$ci wariancji uzywano testu
Levene. Korelacj¢ pomigdzy dwoma zmiennymi ciaglymi oceniano przy uzyciu
korelacji liniowej Pearson’a. Do oceny zwiazku pomiedzy zmiennymi ciagltymi
a zmiennymi porzadkowymi uzywano modelu regresji liniowej. W celu oceny
wplywu réznych zmiennych na uwalnianie wolnych rodnikéw przeprowadzono
analize regresji logistycznej. Do analizowanego modelu wprowadzono zmienne,
ktore potencjalnie wplywaja na produkcje wolnych rodnikéw a nastepnie prze-
prowadzono ich stopniowa eliminacjg tak, aby osiagnac¢ najlepsze dopasowanie
modelu. W badaniach statystycznych za poziom istotnosci przyjeto p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka kliniczna

Podstawowe dane kliniczne przedstawiono w tabeli 2. Pacjenci z niewydol-
no$cia serca mieli znamiennie nizsza frakcje wyrzutowa (37,5+1,7%) w poréw-
naniu do chorych z grupy kontrolnej (>50%). Obie grupy badane nie rdznity si¢
pomigdzy soba odnosnie wieku, ptci oraz czynnikdéw ryzyka choroby wiencowej
(wliczajac nadci$nienie tetnicze, palenie papieroséw i hypercholesterolemig).
Zaawansowanie choroby wiencowej bylo rowniez podobne w obu badanych
grupach: choroba dwunaczyniowa (11 vs 10%), choroba trojnaczyniowa (51% vs
63%) oraz choroba pnia lewej tgtnicy wiencowej (37 vs 26%). Zgodnie z ocze-
kiwaniami w grupie z niewydolno$cia serca znamiennie wigcej pacjentOw cho-
rowalo na cukrzycg, przebyto zawat serca oraz miato uposledzona funkcj¢ nerek
(zdefiniowana jako podwyzszona kreatyning powyzej 105 mmol/l). Poziom cho-
lesterolu catkowitego oraz trjglicerydow byl podobny w obu grupach.

Znamiennie wigcej pacjentow z niewydolnos$cia serca przyjmowato inhibito-
ry enzymu konwertujacego angiotensyn¢ lub/i blokery receptora aniotensyny 11
(68% vs 40%, p<0,05) oraz leki moczopedne (63% vs 14%, p<0,05). Nie byto
znamiennej rdznicy odnosnie stosowania innych lekow: leki przeciwplytkowe
(83% vs 89%), beta-blokery (77% vs 53%), statyny (91% vs 89%) oraz leki
przeciwdtawicowe (89% vs 68%).
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Tabela 2. Charakterystyka kliniczna badanych grup
Table 2. Clincial characteristics of studied groups

Grupa Niewydolnos$¢ serca
kontrolna Heart
Control group Failure Group
(n=35) (n=19)
Wiek w latach (SredniatSE)
+ +
Age in years (meanzSE) 63+8 65+6
Ple¢, M:K ) )
Gender, M:F 35:0 18:1
Czynniki ryzyka choroby wiencowej
Cardiovascular risk factors

Palenie papierosow, n (%)

Smoking, n (%) 24 (69) 15 (79)

Nadcisnienie tetnicze, n (%)

Hypertension, n (%) 28 (80) 14.(74)

Cukrzyca, n (%) N

Diabetes, n (%) 617 8 (42)

Hypercholesterolemia, n (%)

Hyperchlesterolemia, n (%) 28 (80) 16 (34)
Ryzyko wg Framingham Risk Score, $§redniaxSE + +
Framingham Risk Score, meantSE 13,740,5 13,540,6
Zesp6t metaboliczny, n (%)

Metabolic syndrome, n (%) 17.(49) 8 (42)
Przebyty zawat serca, n (%) %
Previous myocardial infarction, n (%) 16 (46) 16 (34)

Zawal serca bez zatamka Q, n (%) 1131) 165)

Non-Q wave myocardial infarction, n (%)

Zawal serca z zalamkiem Q, n (%)

O-wave myocardial infarction, n (%) >(14) 15(79)
BMI, $redniatSE

» + +
BMI, mean+SE 26,9£0,7 27,9412
Niewydolno$¢ nerek, n (%) N
Renal failure, n (%) 1@3) 767

. , -
Cholesterol catkowity, mmol/l, sredniatSE 3.440,1 3.140.2
Total cholesterol, mmol/l, mean+SE

- & 19+
LDL-cholesterol, mmol/l, Sredniat+SE 1.840,1 1,5+0,1
LDL-cholesterol, mmol/l, mean+SE
HDL-cholesterol, mmol/l, sredniatSE

’ ’ + +
HDL-cholesterol, mmol/l, mean+SE 0,95%0,05 0,93%0,06
Troéjglicerydy, mmol/l, sredniatSE

+ +

Triglycerides, mmol/l, mean+SE 1,420,1 1,320,2
Glukoza na czczo, mmol/l, $sredniatSE

’ ’ + +
Fasting glucose, mmol/l, mean+SE 6,540,3 7,240.9

: , -

Kreatynina, mmol/l, sredniatSE 3942 119+18%

Creatine, mmol/l, mean+SE
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Grupa Niewydolnos$¢ serca
kontrolna Heart
Control group Failure Group
(n=35) (n=19)

Skurczowe ci$nienie tetnicze, mmHg,
$redniatSEM 143+4 129+6
Systolic blood presure, mmHg, mean+SE

Rozkurczowe ci$nienie tgtnicze, mmHg, $red-

nia+SE 76+2 7243
Diastolic blood pressure, mmHg, mean#SE
EF, %, $rednia+SE

>50 +

EF, %, mean+SE 37,5%1,7
Stosowane leki
Concomitant medication

Kwas acetylosalicylowy, n (%)

Acetylsalicylic acid, n(%) 27(77) 17(89)

Klopidogrel, n (%)

Clopidogrel, n (%) 9 (26) 1(5)

Beta-blockery, n (%)

Beta-blockers, n (%) 27(77) 10 (53)

Statyny, n (%)

Statins, n (%) 32091 17 (89)

o
ATIIR/ACEIL n (%) 14 (40) 13 (68)*

ATIHr/ACEIL n (%)

Antagonisci receptora angiotensynowego,
n (%) 0(0) 6 (31)*
Angiotensin receptor antagonist, n (%)
ACEI, n (%)

ACEL n (%) 14 (40) 8 (42)

Nitraty, n (%)

Nitrates, n (%) 24.(69) 10G3)

Blokery kanatow wapniowych, n (%)

Calcium channel blockers, n (%) 17.(49) 767

Insulina, n (%) "

Insulin, n (%) 1) > (26)
. . 0

Doustne leki przeqwcukrzycovs;e, n (%) 13) 2 (10)

Oral hypoglycaemic agents, n (%)

Diuretyki, n (%) 5(14) 12 (63)*

Diuretics, n (%)

Test Chi* dla zmiennych nominalnych, *p<0,05
Test Studenta dla zmiennych ciagtych, *p<0,05
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4.2. Cytokiny zapalne

Stezenie biatka C-reaktywnego bylo znamiennie wyzsze u chorych
z niewydolnoscia serca (ryc. 6A). Dodatkowo stgzenie CRP dobrze korelowato
z zaawansowaniem klinicznym i stopniem niewydolnos$ci serca wedtug klasyfi-
kacji NYHA, nawet po uwzglednieniu cukrzycy oraz niewydolnosci nerek
(ryc. 6B). Poziomy TNF-a oraz IL-6 byly wyzsze, nie osiagnety jednak zna-
miennosci statystycznej (ryciny 7, 8). Stwierdzono znamienna statystycznie za-
lezno$¢ pomigdzy poziomem I1-6 oraz CRP (1=0,627; p<0,0001).

CRP

20+

%.

mg/L
4

J ]

T T T T T T
Kontrola CHF Kontrola NYHAI NYHAIl NYHAIlI

Ryc. 6. A) Stezenie CRP w surowicy pacjentow z grupy kontrolnej oraz u chorych
z niewydolnoscia serca. Test t-Studenta, *p<0,05. B) Zalezno$¢ pomigdzy ste-
zeniem CRP a cigzkoscia niewydolnosci serca wg klasyfikacji NYHA. Model
regresji liniowej, *p<0,05

Fig. 6. A) Serum CRP levels in control and heart failure group. T-Student test,
*»<0.05. B) CRP levels and severity of heart failure by NYHA class. Logistic
regression model, *p<0.05
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A) Stgzenie 11-6 w surowicy pacjentow z grupy kontrolnej oraz u chorych
z niewydolno$cia serca. Test t-Studenta, NS - nieznamienne statystycznie.
B) Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem I1-6 a cigzkoscia niewydolnosci serca wg
klasyfikacji NYHA. Model regresji liniowej, NS — nieznamienne statystycznie
A) Serum 1I-6 levels in control and heart failure group. T-Student test, NS - not
significant. B) 1I-6 levels and severity of heart failure by NYHA class. Linear
regression model, NS - not significant
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A) Stezenie TNF-a w surowicy pacjentdw z grupy kontrolnej oraz u chorych
z niewydolnoscia serca. Test t-Studenta, NS - nieznamienne statystycznie.
B) Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem TNF-a a cigzkoscia niewydolnoS$ci serca wg
klasyfikacji NYHA. Model regresji liniowej, NS — nieznamienne statystycznie
A) Serum TNF-a levels in control and heart failure group. T-Student test, NS -
not significant. B) TNF-a levels and severity of heart failure by NYHA class.
Linear regression model, NS - not significant
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4.3. Funkcja wazomotoryczna

Odpowiedz na czynniki rozkurczajace naczynia acetylocholing i nitroprusydek
sodu nie réznila sig istotnie w analizie nie-liniowej regresji w caloSci grupy
(ryc. 9), obserwowano jednak znaczna réznorodnos$¢ w odpowiedzi u poszcze-
golnych pacjentow w badanych grupach. W celu oceny zaleznego od $rédbtonka
rozkurczu naczyn, znormalizowano maksymalng odpowiedz na acetylocholing
wzgledem maksymalnej odpowiedzi na SNP i wynik przedstawiono jako procent
rozkurczu. Na rycinie 10 przedstawiono wzgledny rozkurcz naczyn zalezny od
srodbtonka (znormalizowany wzgledem odpowiedzi na SNP). Wskaznik ten byt
znaczaco nizszy u chorych z niewydolnoscia serca w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej. Roznica ta byta znamienna statystycznie nawet po wykluczeniu z analizy
pacjentow z cukrzyca (37,2+8,8% vs 17,0+4,7%, grupa kontrolna vs niewydol-
no$¢ krazenia; p<0,05). Nie byto roznicy w funkcji §rodbtonka, gdy analizowano
podgrupy pacjentow przyjmujacych statyny oraz ACEI/ARB.
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Ryc. 9. A) Krzywa zaleznosci efekt-stezenie dla nitroprusydku sodu (SNP). Model
regresji nie-liniowej, NS — nieznamienne statystycznie. B) Krzywa zaleznosci
efekt-stezenie dla acetylocholiny (ACh). Model regresji nie-liniowej, NS — nie
znamienne statystycznie

Fig. 9. A) Dose-effect curve for sodium nitropruside (SNP). Non-linear regression
model, NS — not significant. B) Dose-effect curve for acetylocholine (ACh). Non-
linear regression model, NS — not significant
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Ryc. 10. Wzgledny rozkurcz naczyn zalezny od $rédbtonka.
Test t-Studenta, *p<0,05

Fig. 10. Relative endothelium-dependent vasorelaxation.
t-Student test, *p<0.05

4.4. Produkcja wolnych rodnikow

Produkcja wolnych rodnikow byla znamiennie wyzsza w segmentach
zyt odpiszczelowych pacjentdw z niewydolnoscia serca w porownaniu do grupy
kontrolnej (ryc. 11A). Podobnie jak w przypadku funkcji srodbtonka ta roznica
byla istotna statystyczna po wylaczeniu pacjentow z cukrzyca (2,1£0,3 vs
4,5+0,7 ILU, grupa kontrolna vs CHF, p<0,05). Dodatkowo stwierdzono wyste-
powanie znamiennej statystycznie korelacji pomigdzy cigzko$cia niewydolnosci
krazenia ocenianej wedtug klasyfikacji NYHA a poziomem wolnych rodnikéw
w modelu regres;ji liniowej (rycina 11B; p=0,0001). Korelacja ta byta niezalezna
od niewydolnosci nerek oraz cukrzycy. Nie stwierdzono istotnej zaleznosci po-
migdzy produkcja wolnych rodnikéw a frakcja wyrzutowa. Produkcja wolnych
rodnikow przez segmenty zyt odpiszczelowych byta prawie catkowicie hamowa-
na przez DPI oraz Tiron. L-NAME, allopurinol oraz rotenone nie wptywat na
produkcje wolnych rodnikéw (ryc. 12). Wskazuje to, ze gtéwnym zroédtem wol-
nych rodnikow byta oksydaza NADPH.

W celu okreslenia potencjalnych czynnikow wptywajacych na zwigkszenie
produkcji wolnych rodnikow zastosowano model wielokrotnej logistycznej re-
gresji, uzywajac produkcji wolnych rodnikoéw jako zmiennej zaleznej a cigzkos$ci
niewydolnos$ci serca wg klasyfikacji NYHA, CRP, niewydolnosci nerek, cukrzy-
cy, nadci$nienia tgtniczego oraz hypercholesterolemii, jako zmiennych niezalez-
nych. Sposrod tych zmiennych tylko stopien zaawansowania niewydolnosci ser-
ca wedlug NYHA oraz stezenie CRP korelowaty z produkcja wolnych rodnikow
(ryc. 13B, p<0,005, n=32). Na rycinie 13A przedstawiono zaleznos¢ pomigdzy
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stezeniem CRP a produkcja naczyniowa wolnych rodnikéw. Nie stwierdzono
istotne] statystycznie zaleznosci pomigdzy dysfunkcja $rodbtonka a produkcija
wolnych rodnikéw, prawdopodobnie w zwiazku z mata liczebnos$cia grupy ba-
dane;j.

Podobnie jak w przypadku niewydolnosci $rodbtonka, nie stwierdzono istot-
nej réznicy w wytwarzaniu wolnych rodnikéow, gdy pacjentdow podzielono na
podstawie przyjmowania statyn oraz ACEI/ARB.

4

ILU
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A

Ryc. 11. A) Naczyniowa produkcja wolnych rodnikéw w grupie kontrolnej oraz u cho-
rych z niewydolnoscia serca. Test t-Studenta, *p<0,05. B) Zalezno$¢ pomiedzy
naczyniowa produkcja wolnych rodnikéw a cigzkoscia niewydolnosci serca wg
klasyfikacji NYHA. Model regresji liniowej, *p<0,05

Fig. 11. A) Vascular reactive oxygen species production in control and heart failure
group. T-Student test, *p<0.05. B) Correlation of vascular reactive oxygen
species production and severity of heart failure by NYHA class. Linear re
gression model, *p<0.05
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Ryc. 12. Naczyniowa produkcja wolnych rodnikow w grupie kontrolnej oraz u chorych
z niewydolnoscia serca po inkubacji z: przechodzacym przez blony komérkowe
wymiataczem nadtlenkowym (Tiron), inhibitorem enzymoéw flawoproteinowych
(DPI), inhibitorem syntazy tlenku azotu (L-NAME), inhibitorem oksydazy
ksantynowej (allopurynol) oraz blokerem mitochondrialnego tancucha odde-
chowego (Rotenone). ANOVA, test Scheffe, *p<0,05

Fig. 12. Release of rotenon reactive oxygen species in control and heart failure after
incubation with a cell-permeable superoxide (Tiron), a NADPH oxidase
inhibitor (DPI), a nitric oxide synthase inhibitor (L-NAME), a xanthine
oxidase inhibitor (Allopurinol) and a complex I mitochondrial electron chain
inhibitor (Rotenone). ANOVA followed by Scheffe test , *p<0.05
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Ryc. 13. A) Korelacja pomiedzy poziomem CRP w surowicy a naczyniowa produkcja
wolnych rodnikéow. Korelacja Pearsona, p<0,05. B) Poziom CRP w surowicy
a cigzko$¢ niewydolnosci serca wg klasyfikcaji NYHA. Model regresji
liniowej, *p<0,05
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Fig. 13. A) Correlation between serum CRP levels and vascular ROS production. Pearson
correlation, p<0.05. B) CRP levels and severity of heart failure by NYHA class.
Linear regression model, *p<0.05

4.5. Ekspresja podjednostek oksydazy NADPH oraz izoform
syntazy tlenku azotu

W celu oceny przyczyn zwigkszonej aktywnosci oksydazy NADPH w zytach
odpiszczelowych pacjentéw z niewydolnos$cia serca oceniano ekspresjc mRNA
izoform podjednostki katalitycznej (Nox1, Nox2 oraz Nox4) oraz podjednostek
regulatorowych (p47°", p67°"™ oraz p22""*). Ekspresja Nox4 byta znamiennie
podwyzszona u chorych z niewydolnoscia serca w porownaniu do grupy kontro-
Inej, podczas gdy poziom Nox2 byl wyzszy, ale nie osiagnat znamiennosci staty-
stycznej (ryc. 14 i 15). Ekspresja Nox1 byta ponizej poziomu wykrywalnego
prawie u wszystkich pacjentow w obu badanych grupach. Odnosnie podjedno-
stek regulacyjnych: poziom ekspresji p67™™* byl znamiennie wyzszy w grupie
niewydolnosci serca, natomiast poziomy p47°"°* i p22°"* byty podobne (ryc. 16).
Stwierdzono znamienna korelacje pomiedzy ekspresja Nox2 i p67™™* (r=0,685;
p<0,0005). Odnos$nie ekspresji podjednostek NOS nie stwierdzono istotnej roz-
nicy w poziomie mRNA dla eNOS i nNOS pomiedzy badanymi grupami (ryc.
17). Poziomy iNOS byto ponizej poziomu detekcyjnego. Dodatkowo stwierdzo-
no znamienna korelacjg pomigdzy poziomem Nox4 a eNOS (r=0,491; p<0,05).
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Ryc. 14. A) Ekspresja mRNA dla Nox2 w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnos$cia
serca. t-Student test, NS — nieznamienne statystycznie. B) Ekspresja mRNA
dla Nox2 zaleznie od cigzkosci niewydolnosci krazenia wedtug klasyfikacji NYHA.
Model regresji liniowej, NS — nieznamienne statystycznie

Fig. 14. A) Nox2 mRNA expression in control and heart failure group. t-Student
test, NS — not significant. B) Nox2 mRNA expression by NYHA class. Linear
regression model, NS — not significant
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Ryc. 15. A) Ekspresja mRNA dla Nox4 w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnoscia
serca. Test t-Studenta, *p<0,05. B) Ekspresja mRNA dla Nox4 zaleznie od
cigzkosci niewydolnosci krazenia wedtug klasyfikacji NYHA. Model regresji
liniowej, N'S- nieznamienne statystycznie
Fig. 15. A) Nox4 mRNA expression in control and heart failure group. t-Student test,
*0<0.05. B) Nox4 mRNA expression by NYHA class. Linear regression model,
NS — not significant
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Ryc. 16. A) Ekspresja mRNA dla p47™™* w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnoscia
serca. B) Ekspresja. mRNA dla p67"™* w grupie kontrolnej i chorych
z niewydolnoscia serca. C) Ekspresja mRNA dla p22"™ w grupie kontrolnej
i chorych z niewydolnoscia serca. Test t-Studenta, *p<0,05; NS — nieznamienne
statystycznie
Fig. 16. A) p47"" mRNA expression in control and heart failure group. B) p67°"*™

mRNA expression in control and heart failure group. C) p22”"** mRNA expression
in control and heart failure group. t-Student test, *p<0.05; NS — not significant
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Ryc. 17. A) Ekspresja mRNA dla eNOS w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnos$cia
serca. B) Ekspresia mRNA dla nNOS w grupie kontrolnej i chorych
z niewydolnoscia serca. Test t-Studenta, NS — nieznamienne statystycznie

Fig. 17. A) eNOS mRNA expression in control and heart failure group. B) nNOS mRNA
expression in control and heart failure group. t-Student test, NS — not significant
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5. OMOWIENIE

Niewydolnos¢ srodbtonka naczyn u chorych z niewydolnoscia serca stwier-
dzano w wielu badaniach, zarowno in vitro, jak i in vivo. Niewydolnos$¢ $rod-
btonka nie tylko przyczynia si¢ do postgpu choroby czy nasilenia objawoéw nie-
wydolnosci serca, ale ponadto jest niezaleznym czynnikiem rokowniczym [43,
110, 152]. Kluczowa role w patologii niewydolnosci srodblonka odgrywa ogra-
niczenie biodostgpnosci tlenku azotu zwiazane z inaktywacja NO przez wolne
rodniki. Zrodto wolnych rodnikéw tlenowych w patologii niewydolnosci serca
pozostawato do niedawna nieokreslone.

W przedstawionej rozprawie potwierdzono, ze wzgledna, zalezna od $rod-
btonka wazodylatacja jest uposledzona u chorych z niewydolno$cia serca. Zjawi-
sko wystepowania uposledzonej funkcji $rodblonka oraz zaburzenia w zaleznej
od $rodblonka rozszerzenia naczyn u pacjentow z niewydolnoS$cia serca zostato
opisano po raz pierwszy w 1992 przez Katz i wsp. [102]. Katz, mierzac inwazyj-
nie przeplyw krwi w tetnicy udowej powierzchniowej wykazat, ze u chorych
z niewydolnoscia serca, rozkurcz naczyn tgtniczych w odpowiedzi na acetylo-
choling jest uposledzony. W kolejnych pracach z tego samego os$rodka wykaza-
no, ze uposledzenie zaleznej od $rodbtonka wazorelaksacji jest spowodowane
przez zmniejszenie biodostgpnosci NO oraz zmnigjszenie reaktywnosci migsni
gladkich naczyn [100]. Katz i wsp. opisal réwniez zalezno$¢ pomigdzy zwigkszo-
nym stgzeniem TNF-a a zmianami przeptywu krwi na przedramieniu w odpowie-
dzi na acetylocholing i nitrogliceryng u chorych z niewydolnoscia serca [99].

W niniejszej rozprawie wykazano, ze uposledzenie funkcji srodbtonka jest
zwiazane ze zwigkszeniem produkcji wolnych rodnikéw przez oksydaze NADPH.
Do niedawna uwazano, ze wolne rodniki powoduja jedynie uszkodzenie biatek
strukturalnych komorki, materialu genetycznego oraz enzymoéw zaangazowa-
nych w produkcj¢ energii a efektem ich dzialania jest martwica Iub apoptozy
[70]. Aktualnie uwaza sig, ze takie dziatanie wolnych rodnikéw ma istotne
znacznie jedynie w zaawansowanej niewydolnosci serca oraz niedokrwieniu
i reperfuzji. Wydaje sig, ze na wczesnym etapie rozwoju niewydolnosci serca
wzglednie niewielkie ilosci wolnych rodnikéw pelnig istotne funkcje regulacyj-
ne, modulujac aktywno$¢ wielu molekut oraz wewnatrzkomorkowych szlakow
sygnatowych [60]. Dodatkowo, niektore wolne rodniki, tak jak rodnik ponadtlen-
kowy, moga wchodzi¢ w interakcje NO i poprzez zmniejszenie biodostgpnosci
NO wplywaja na reaktywno$¢ naczyn tetniczych i zylnych oraz na kurczliwo$é¢
lewej komory [142]. W ostatnich latach opublikowano wiele prac dowodzacych
istotnej role stresu oksydacyjnego w regulacji procesow przerostu i przebudowy
serca. Wykazano, ze w wyniku dziatania o-agonistow, aniotensyny II, endotheliny,
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TNF-a czy czynnikow mechanicznych dochodzi do zwigkszenia wydzielania
wolnych rodniki, ktore jako przekaznik wewnatrzkomoérkowy sa zaangazowane
w regulacje przerostu kardiomyocytow [83, 139, 151]. Dodatkowo wykazano, ze
zwigkszona produkcja wolnych rodnikow, poprzez wplyw na system metaloprote-
inaz, aktywuje wtoknienie §rodmigzszowe oraz okotonaczyniowe [32, 91, 171].

Potencjalnymi zrédtami wolnych rodnikow odpowiedzialnymi za zaburzenia
czynnosci $rodbtonka w niewydolno$ci serca moga by¢: mitochondria, oksydaza
ksantynowa, NOS oraz oksydaza NADPH. Dotychczas jedynie w badaniach
eksperymentalnych wykazywano, ze zwigkszone uwolnienie wolnych rodnikow
przez oksydazg NADPH odgrywa podstawowa role w rozwoju niewydolnosci
srodblonka [117, 136] oraz moze mie¢ istotne znaczenie w patofizjologii niewy-
dolnosci serca [134, 178, 194]. Rolg oksydazy NADPH w niewydolnosci serca
wiazano gltownie z regulacja proceséw przebudowy migsénia sercowego [138],
nie bylo natomiast prac oceniajacych wpltyw wolnych rodnikow uwalnianych
przez oksydaze NADPH na funkcje srodblonka naczyniowego oraz funkcje mig-
$nia sercowego. Poczatkowo w badaniach eksperymentalnych, nast¢pnie w ba-
daniach klinicznych wykazano, ze przerost mig$nia sercowego jest regulowany
przez wolne rodniki uwalniane przez oksydazg NADPH. W patologii ludzkiej
niewydolnosci serca stwierdzano zwigkszona ekspresj¢ podjednostek oksydazy
NADPH i jej aktywno$¢ jedynie w myocardium pobranym od chorych [80, 123].
Na podstawie badan na zwierzetach przypuszczano, ze rodzina oksydazy NADPH
jest waznym zrodtem wolnych rodnikéw i moze bra¢ udziat w regulacji funkcji
srodbtonka. W wielu pracach wykazywano, ze rodnik ponadtlenkowy petni waz-
ne funkcje regulujace i jako ,,drugi przekaznik” moze regulowa¢ zmiany fenoty-
pu komorek srodbtonka [50].

Rola wolnych rodnikéw uwalnianych przez oksydaze NADPH w regulacji
funkcji §rodbtonka naczyniowego u chorych z niewydolnoscia serca pozostawata
do niedawna nieokre§lona. W prezentowanej pracy wykazano, ze wolne rodniki
uwalaniane przez oksydaze¢ NAPDH odgrywaja wazna role w regulacji funkcji
sroédbtonka u chorych z niewydolno$cia serca. Kolejnym waznym wynikiem
prezentowanych badan jest wykazanie zwigkszenia ekspresji izoformy Nox4
oraz podjednostki regulacyjnej p67™™, jako potencjalnych przyczyn zwigkszonej
aktywnosci oksydazy NADPH.

Ide i wsp. w serii prac wykazali, ze mitochondria moga by¢ istotnym zré-
dtem wolnych rodnikéw w eksperymentalnym modelu niewydolnosci serca [88,
89]. W obu badaniach wolnym rodnikiem byt gléwnie rodnik hydroksylowy,
a dodatkowo ilo$¢ wolnych rodnikéw dobrze korelowata z poziomem niewydol-
no$ci serca. Ta sama grupa badaczy stwierdzita réwniez na hodowlach kardio-
miocytéw, ze TNF-a zwigksza produkcje wolnych rodnikéw i uszkodzenie
mitochondrialnego DNA [174]. We wszystkich tych pracach nie analizowano
wplywu oksydazy NADPH na mitochondrialng produkcj¢ ROS. Jak dotychczas
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nie ma badan potwierdzajacych istotna rolg wolnych rodnikéw uwalnianych
jedynie przez mitochondria na funkcje srodblonka u chorych z niewydolnoscia
serca.

Kolejnym waznym potencjalnym zrédtem wolnych rodnikéow jest oksydaza
ksantynowa. Zwigkszenie ekspresji oraz aktywnosci oksydazy ksantynowej
stwierdzano zaréwno u chorych z niewydolnos$cia serca jak i w badaniach ekspe-
rymentalnych na zwierzgtach [25, 54, 187]. Dodatkowo wykazano, ze dtugo-
trwate podawanie allopurinolu wptywa na przebudowe po eksperymentalnym
zawale serca [56]. W dwodch badaniach opublikowanych ostatnio wykazano, ze
wolne rodniki produkowane przez oksydaze ksantynowa przyczyniaja si¢ do
niewydolnosci $rodbtonka u chorych z niewydolnoscia serca [57, 110]. Nalezy
jednak podkresli¢, ze podobnie jak w badaniach dotyczacych mitochondrialnego
ROS, w pracach tych nie oceniano wolnych rodnikéw uwalnianych prze oksyda-
z¢ NADPH. Dopiero od niedawna znany jest fakt, ze wolne rodniki uwalnianie
przez kompleks oksydazy NADPH moga aktywowaé pozostale systemy wytwa-
rzajace ROS. We wstegpie niniejszej rozprawy szczegoétowo opisano udziat wol-
nego rodnika ponadtlenkowego w konwersji dehydrogenazy ksantynowej do
oksydazy ksantynowej, zwigkszeniu mitochondrialnej produkcji ROS, degradacji
kofaktora dla syntazy tlenku azotu — czterowodorobiopteryny i aktywacji NOS
do produkcji wolnych rodnikow (uncoupled NOS) [109]. Oksydaza NADPH mo-
ze wigc nie tylko powodowac¢ niewydolno$¢ srodblonka bezposrednio, ale takze
posrednio poprzez aktywacje innych systemow enzymatycznych. Ostatnio opu-
blikowane prace potwierdzaja teze, ze kluczowa role w regulacji stresu oksyda-
zyjnego odgrywaja wolne rodniki uwalniane przez oksydazg NADPH.

W prezentowanej rozprawie przedstawiono dowody na istotna role wolnych
rodnikoéw uwalnianych przez oksydaze NADPH w patofizjologii niewydolnosci
srédblonka u chorych z niewydolnos$cia serca. Wytwarzanie wolnych rodnikow
w badanym materiale bylo hamowane tylko przez substancje blokujace oksydaze
NADPH a nie przez inhibitory innych uktadéw wytwarzajacych wolne rodniki,
wliczajac NOS, oksydaze ksantynowa oraz enzymy mitochondrialnego kom-
pleksu I. Dowodzi to jednoznacznie, ze oksydaza NADPH stanowila glowne
zrodto wolnych rodnikéw w badanym materiale.

Oksydaza NADPH zostata po raz pierwszy opisana w granulocytach obojet-
nochtonnych. Neutrofile zawieraja podjednostke Nox2 (zwang gp917™™), ktora
transportuje elektron z NADPH na czasteczke O,, a wynikiem tej reakcji jest
rodnik ponadtlenkowy [9]. Jak wspominano we wstepie aktywna forma oksyda-
zy NADPH to kompleks enzymatyczny sktadajacy si¢ nie tylko z podjednostki
katalitycznej (Nox), ale takze z podjednostki stabilizujacej kompleks (p22°"),
oraz z kilku podjednostek regulatorowych (p47°™", p67°"*, Rac). Podjednostka
p67°"* jest niezbedna do aktywacji oksydazy NADPH zawierajacej Nox2.
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W wielu badaniach potwierdzono wystepowanie oksydazy NADPH zawiera-
jacej Nox2 poza granulocytami, np. w komorkach §rodbtonka, fibroblastach, czy
komorkach zapalnych [28]. W ostatnich latach wykazano, ze izoformy podjed-
nostki katalitycznej sa kodowane przez odrgbne geny a ich ekspresja jest rozna
w zaleznosci od rodzaju komorek i tkanek. Sposrod izoform podjednostki katali-
tycznej, szczegélnie wazna funkcje w regulacji funkcji naczyn pelnia Nox2
iNox4 [107]. Nox2 wystepuje w komoérkach migsniowki gladkiej naczyn,
a Nox4 w komorkach §rodbtonka naczyn [2], komodrkach migsnidwki gladkiej
naczyn [35] oraz fibroblastach [38]. Obie izoformy, Nox2 i Nox4 wystepuja
w komorkach naczyn u ludzi, a dodatkowo jak wykazano w niniejszej rozprawie,
ekspresja mRNA dla Nox4 jest znamiennie wyzsza u chorych z niewydolnoscia
serca. W poprzednich pracach potwierdzono, ze aktywnos$¢ podjednostki katali-
tycznej Nox4 oksydazy NADPH jest regulowana na poziomie transkrypcji
[4, 126, 167]. Zwigkszona aktywno$¢ oksydazy NADPH i zwigkszona produkcja
wolnych rodnikéw u chorych z niewydolno$cia serca moze wynika¢ ze zwigk-
szonej ekspresji Nox4. Aktywno$¢ oksydazy zawierajacej Nox4 jest rowniez
regulowana przez bodzce zapalne, takie jak lipopolisacharydy [148, 149].

W przeciwienstwie do Nox4, aktywnos¢ oksydazy zawierajacej Nox2 podle-
ga §cistej regulacji przez podjednostki regulacyjne p47°™ oraz p67°™*. Podjed-
nostki regulatorowe bezposrednio wplywaja na stopien aktywnosci jednostki
katalitycznej Nox2 [28]. W przedstawianej pracy wykazano znamienny wzrost
ekspresji podjednostki p67™"*, ktora zwigksza aktywno$é Nox2. Poziomy Nox2
byly takze wyzsze, cho¢ nie znamiennie statystycznie. Na podstawie prezento-
wanych danych Nox1 nie odgrywa istnej roli w dysfunkcji srodbtonka u chorych
z niewydolno$cia serca, jako ze ekspresja mRNA dla Nox1 byta bardzo niska
w obu badanych grupach.

W wielu badaniach eksperymentalnych in vivo wykazano, ze w stanach pro-
miazdzycowych, takich jak nadci$nienie tetnicze, cukrzyca i hypercholesterole-
mia, ekspresja i aktywnos¢ Nox2 sa zwigkszone, natomiast ekspresja Nox4 po-
zostaje niezmieniona [17, 135, 147]. Podobnie w tgtnicach wiencowych u ludzi
podstawowym zroédtem wolnych rodnikow jest oksydaza NADPH zawierajaca
Nox2 [76]. W badaniach na myszach knockout nie zawierajacych Nox1 i Nox2
wykazano, ze zwigkszenie ekspresji tych izoform podjednostki katalitycznej
enzymu oksydazy NADPH, nie jest tylko objawem, ale odgrywa wazna, aktywna
role w patologii naczyniowej. Dla przyktadu podanie angiotensyny Il powoduje
wzrost ci$nienia tgtniczego i pogrubienie warstwy $rodkowej aorty, ktére jest
powiazane ze zwigkszeniem produkcji wolnych rodnikéw [192]. U zwierzat
knockout nie posiadajacych genu dla Nox2 podanie angiotensyny Il powodowato
jedynie wzrost ci$nienia tetniczego. Angiotensyna Il nie powodowala wzrostu
wytwarzania wolnych rodnikow u myszy Nox2-/- i nie obserwowano przebudo-
wy naczyniowej. Podobne obserwacje poczynit Jung i wsp. odno$nie zaleznej od
srodblonka wazorelaksacji w badaniach na modelu nadci$nienia nerkopochodnego
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u myszy [95]. Usunigcie Nox1 skutkowato w uposledzeniu produkcji wolnych
rodnikow i zaleznej od $rodbtonka wazorelaksacji w odpowiedzi na angiotensy-
ng 11, ale nie wptywalo na procesy przebudowy naczynia, takie jak proliferacja
migéni gladkich naczyn (VSMC) [68, 69]. W prezentowanej rozprawie wykaza-
no, ze zarowno Nox4, jak i Nox2 moga stanowi¢ zrodto wolnych rodnikow w
niewydolnosci serca u ludzi.

Poprzednie badania dotyczace roli oksydazy NADPH w regulacji funkcji
srodblonka przeprowadzono jedynie u chorych z choroba wiencowa i cukrzyca.
Stwierdzono zwiazek pomig¢dzy czynnikami ryzyka choroby wiencowej, cukrzy-
ca a aktywnoscia oksydazy NADPH [73, 74, 173]. W omawianej pracy wszyscy
chorzy mieli rozpoznang chorobg wiencowa oraz przynajmniej jeden czynnik
ryzyka sercowo-naczyniowego. Obie badane grupy nie r6znily sig istotnie odno-
$nie czynnikow ryzyka miazdzycy (wylaczajac cukrzyce) oraz zaawansowania
choroby wiencowej. W grupie chorych z niewydolnos$cia serca znamiennie czg-
$ciej stwierdzano wystepowanie cukrzycy oraz przebyty zawatl serca. Korelacja
pomigdzy produkcja wolnych rodnikow a niewydolnoscia serca byta niezalezna
od cukrzycy. Roznica w produkcji wolnych rodnikéw oraz dysfunkcji $rédbton-
ka pomiedzy grupa z niewydolnoscia serca a grupa kontrolna byta znamienna
nawet po wylaczeniu z analizy chorych z cukrzyca. W analizie regresji wielo-
krotnej wykazano, ze CRP oraz klasa NYHA sa niezaleznymi czynnikami kore-
lujacymi z produkcja wolnych rodnikoéw. Réznica pomigdzy grupami byta istot-
na statystycznie nawet pomimo faktu, ze wigkszos¢ badanych chorych otrzymy-
wata leki hamujace wytwarzanie wolnych rodnikéw przez oksydaze NADPH,
takich jak statyny oraz antagonisci uktadu renina-angiotensyna-aldosteron [28].
Wydaje si¢ wigc, ze poziomy wolnych rodnikéw oraz niewydolno$¢ srodblonka
mogtyby by¢ znamiennie wyzsze, gdyby nie stosowane leczenie.

Nadcisnienie tetnicze i cukrzyca znamiennie czg$ciej wystepuja wsrod rasy
czarnej niz u rasy biatej [22]. Uzywajac komorek hodowli komorkowej HUVEC,
Kalinowski 1 wsp. wykazali zmniejszona biodostgpnos¢ tlenku azotu wsrod rasy
czarnej, gtownie w wyniku zwigkszonej produkcji rodnika ponadtlenowego,
biodegradacji tlenku azotu oraz zwigkszonego wytwarzania peroksynitritu. Auto-
rzy wykazali, ze do zwigkszonej degradacja tlenku azotu dochodzi w wyniku
reakcji z wolnymi rodnikami tlenowymi produkowanymi przez oksydaze NADPH
[96]. W omawiane] pracy wszyscy chorzy byli rasy kaukaskiej i nie badano po-
tencjalnego wptywu rasy, a zwigkszona produkcja wolnych rodnikéw byla zwia-
zana jedynie z obecnoscia niewydolnosci serca.

W niniejszej pracy potwierdzono fakt, ze niewydolnos$¢ srodbtonka dobrze
koreluje z cigzkoscia niewydolnosci serca wedlug klasyfikacji NYHA [61, 101].
Dodatkowo po raz pierwszy wykazano wystgpowanie podobnej korelacji z ak-
tywnoscia oksydazy NADPH.
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Jedna z wazniejszych substancji produkowanych przez $rodbtonek jest NO,
ktory nie tylko odgrywa kluczowa role w regulacji napigcia naczyniowego, ale
ponadto hamuje agregacje ptytek i wzrost komorek migéni gtadkich naczyn [8,
156]. Myszy knockout nieposiadajace eNOS maja istotnie podwyzszone cisnie-
nie tetnicze, tendencjg do zakrzepic, nadmierna agregacj¢ leukocytow oraz przy-
$pieszony rozwo6j miazdzycy [65, 85, 104], ale z drugiej strony nieobecnos¢ genu
eNOS zapobiega wystapieniu wstrzasu anafilaktycznego [26]. Tlenek azotu ak-
tywuje cyklaze gaunylowa i powoduje zwigkszenie stgzenia wewnatrzkomorkowe-
go cyklicznego-3’,5’-guanozynomonofosforanu (cGMP). cGMP z kolei poprzez
kinaze biatkowa G (PKQG) defosforyluje miozyng komorek migéni gtadkich na-
czyn i powoduje ich rozkurcz [137]. NO wplywa rowniez na kurczliwo$¢ mig-
$nia sercowego. Dobrze znany jest fakt, ze stymulacja uwalniania tlenku azotu
przez eNOS w $rdédblonku naczyn wiencowych powoduje zaburzenia relaksacji
oraz zwigkszenie zuzycia tlenu przez migsien sercowy [127]. Tlenek azotu moze
modulowac¢ réwniez podstawowa kurczliwos¢ migsnia serca, odpowiedz na sty-
mulacj¢ adrenergiczna oraz wptywaé na wewnatrz-sercowe mechanizmy regulu-
jace inotropizm (takie jak zalezno$¢ sita-czgstos¢ — force-frequency relationship)
[169]. Przebudowa migsénia sercowego po zawale serca jest w znacznym stopniu
regulowana przez tlenek azotu uwalniany przez eNOS [13]. Jones i wsp. stosujac
model transgenicznych myszy wykazali, ze zwigkszona ekspresja eNOS popra-
wia rokowanie i funkcje po eksperymentalnym zawale serca [94]. Jak wspo-
mniano wczesniej, zmniejszona biodostgpnos¢ tlenku azotu moze by¢ wynikiem
zmniejszonego  wytwarzania NO lub jego zwigkszonej degradacji.
W prezentowanym badaniu nie stwierdzono zwigkszenia ekspresji eNOS oraz
iNOS, co sugeruje, ze zmniejszenie wytwarzania tlenku azotu jest wynikiem
degradacji kofaktora dla NOS (BHy,), albo inaktywacji tlenku azotu przez wolne
rodniki uwalniane przez oksydaze NADPH. Wolny rodnik ponadtlenkowy re-
aguje z tlenkiem azotu a wynikiem tej rekcji jest wysoce reaktywny peroksyni-
tryt [143]. Tak wigc zmniejszenie biodostgpnosci tlenku azotu moze wystepo-
wa¢, pomimo normalnej lub nawet zwigkszonej produkcji NO przy wspotistnie-
jacym zwigkszeniu produkcji wolnych rodnikow [13]. Zwigkszone uwalnianie
wolnych rodnikéw u chorych z niewydolnoscia serca i ich wptyw na zmniejszo-
na biodostepnos¢ NO zostaly opisane [7, 12], natomiast do tej pory nie zidenty-
fikowano oksydazy NADPH jako zrédta wolnych rodnikow.

Wyjasnienie mechanizméw aktywujacych syntazg¢ NADPH jest wazne, aby
zrozumie¢ patofizjologie niewydolnosci §rodbtonka u chorych niewydolnoscia
serca. Jak wspominano we wstgpie, niewydolnos¢ serca charakteryzuje sig¢ ogol-
noustrojowym procesem zapalnym. U chorych z niewydolnoscia serca stwierdza
si¢ zwigkszone poziomy szeregu cytokin prozapalnych, wsrdéd nich CRP, IL-6
i TNF-a. Stezenia markeréw zapalenia dobrze koreluja z zaawansowaniem nie-
wydolnosci serca wedtug klasyfikacji NYHA, czgstoscia hospitalizacji oraz
rokowaniem [3, 125, 196]. Cytokiny zapalne, takie jak TNF-o. moga wplywac na
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niewydolno$¢ srodbtonka na wielu poziomach [153, 185]. Czynniki prozapalne,
oprocz wptywu na ekspresje roznych podjednostek oksydazy NADPH dodatko-
wo moga modulowac¢ aktywno$¢ enzymu. Dla przyktadu przedtuzone poddawa-
nie komorek $rodbtonka (HUVEC) dziataniu angiotensyny Il nie tylko powoduje
wzrost poziomu mRNA dla Nox2, ale rownoczesnie skutkuje 3-4—krotnym
wzrostem produkcji wolnych rodnikow [160]. Krotkotrwate podawanie angio-
tensyny Il rowniez powoduje zwigkszenie wytwarzania wolnych rodnikow przez
kompleks oksydazy NADPH w wyniku aktywacji fosforylacji podjednostek regula-
torowych, gléwnie p47"™™, pozostaje jednak bez wptywu na ekspresj¢ mRNA [116].

Wykazano, ze TNF-a moduluje funkcje $rodbtonka poprzez regulacjg pro-
dukcji tlenku azotu [184]. Dodatkowo stwierdzono, ze cytokiny prozapalne sa
silnymi aktywatorami oksydazy NADPH w endothelium i komorkach migséni
gtadkich naczyn [66, 119, 122]. Tak wigc, TNF-o. moze zmniejszaé¢ biodostep-
no$¢ tlenku azotu posrednio przez zwigkszenie wytwarzania wolnych rodnikow.

TNF-a aktywuje srodbtonkowa produkcje wolnych rodnikéw poprzez fosfo-
rylacje podjednostki p47™™, wplywa na interakcje pomiedzy kinaza biatkowa C
(PKC) oraz podjednostka p47™™* poprzez czynnik powiazany z receptorem dla
TNF (TRAF4) [66, 118]. Ufosforylowana podjednostka p47°™ stabilizuje kom-
pleks oksydazy NADPH i umozliwia przylaczenie pozostalych elementow nie-
zbednych do aktywacji podjednostki katalitycznej - Nox2. W przedstawianej
pracy obserwowano zwiazek pomigdzy poziomem uwalnianych wolnych rodni-
kéw a stezeniem TNF-a, ktory nie osiagnat jednak znamiennos$ci statystycznej.
Moze to wynika¢ przede wszystkim z malej liczebnosci badanej grupy.

Stezenie CRP w surowicy jest dobrym wskaznikiem ogo6lnoustrojowego pro-
cesu zapalnego a dodatkowo krazace CRP bezposrednio wplywa na funkcje
srodblonka naczyniowego. Qamirani i wsp. wykazali, ze CRP hamuje zalezna od
srodblonka wazodylatacje poprzez zmniejszenie biodostepnosci tlenku azotu
w wyniku bezposredniego pobudzenia wytwarzania wolnych rodnikéw przez
oksydazg NADPH [152]. W prezentowanej rozprawie potwierdzono rowniez, ze
stezenie CRP bylo znamiennie podwyzszone u chorych z niewydolno$cia serca.
Podobne obserwacje dotyczyly innych cytokin prozapalnych, ktérych stgzenia
oznaczano, tzn. 11-6 i TNF-a, aczkolwiek rdznice te nie osiagnely znamiennosci
statystycznej. Dodatkowo wykazano silng korelacje pomigdzy stgzeniem CRP
a aktywnoscia oksydazy NADPH, co sugeruje, Ze zapalenie odgrywa istotna role
w regulacji wydzielania wolnych rodnikow przez oksydazg NADPH w niewy-
dolnosci serca.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie wykazano, ze zwigkszona aktywno$¢
oksydazy NADPH, zwiazana z ogdlnoustrojowym zapaleniem, przyczynia sig do
zwigkszonej produkcji wolnych rodnikéw i uposledzenia funkcji $rodblonka
naczyniowego u chorych z niewydolnoscia serca. Badanie przeprowadzono na
zytach odpiszczelowych, dlatego trudno odnies¢ jego wyniki do uktadu tgtniczego.
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W innych badaniach wykazywano dobra korelacj¢ pomiedzy ekspresja roznych
podjednostek oksydazy NADPH oraz izoform podjednostki katalitycznej
w uktadzie tetniczym i zylnym [75]. Guzik i wsp. sugerowali, ze to powyzsze
podobienstwo jest zwigzane z ogdlnoustrojowymi mechanizmami regulujacymi
ekspresj¢ i aktywnos¢ oksydazy NADPH. Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze
mediatory zapalne pelnia wazna funkcje w regulacji aktywnosci oksydazy
NADPH. Chociaz nie mozna bezposrednio wypowiedzie¢ si¢ o czynnosci tetnic,
niewydolno$¢ srodblonka naczyn zylnych odgrywa réwnie istotna role w patofi-
zjologii niewydolno$ci serca, regulujac pojemnos¢ tozyska naczyniowego, po-
wrot zylny oraz obciazenie wstepne [141].
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WNIOSKI

Wolne rodniki uwalnianie przez oksydazg NADPH powoduja uposle-
dzenie funkcji §rédbtonka naczyn u chorych z niewydolnoscia serca.

Aktywacja oksydazy NADPH sktadajacej si¢ z podjednostki Nox2
i Nox4, jest przyczyna zwigkszonego stresu oksydacyjnego w niewydol-
no$ci serca.

Ogodlnoustrojowe zapalenie, ktorego przejawem jest zwigkszone stgzenie
wielu cytokin pozapalnych (CRP, 11-6, TNF-a), petni kluczowa role
w regulacji aktywnosci oksydazy NADPH.
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7. STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byto okreslenie roli stresu oksydacyjnego, a zwlasz-
cza udzialu wolnych rodnikéw (ROS) produkowanych przez oksydaze NADPH,
na funkcje $rodbtonka naczyniowego u chorych z niewydolnoscia serca. Niewy-
dolnos¢ srodblonka wystgpuje u chorych z niewydolnoscia serca i przyczynia sig
do zwigkszenia oporu naczyniowego, ograniczenia tolerancji wysitku, zaburze-
nia regulacji pojemnosci tozyska zylnego oraz zwigkszenia obciazenia wstepne-
g0. Sposrod wielu zrédet wolnych rodnikow, kompleks oksydazy NADPH sta-
nowi podstawowe zrodto ROS oraz petni kluczowa role w regulacji ich wydzie-
lania przez inne systemy. Rola oksydazy NADPH w regulacji funkcji srodblonka
naczyniowego u ludzi z niewydolno$cia serca pozostawala do niedawna nieokre-
slona. W niniejszej rozprawie badano funkcje Srodbtonka in vitro, uzywajac
zyt odpiszczelowych pobranych od pacjentdw z niewydolno$cia serca (n=19)
oraz pacjentow z grupy kontrolnej (n=35). Wytwarzanie wolnych rodnikow oce-
niano wykorzystujac techniki chemiluminesencji wzmocnionej lucigening.
W pobranym materiale, stosujac RT-PCR oznaczano ekspresje¢ mRNA dla roz-
nych podjednostek oksydazy NADPH (p67°", p47°", p22P"), izoform pod-
jednostki katalitycznej (Nox1, Nox2, Nox4) oraz izoform NOS (eNOS, iNOS,
nNOS). Dodatkowo w surowicy chorych oznaczano st¢zenie markeréw zapale-
nia, takich jak CRP, TNF-a oraz I1-6, ktore nastepnie korelowano z cigzkos$cia
niewydolnos$ci serca oraz poziomem stresu oksydacyjnego. Pacjenci z niewydol-
no$cig serca cechowali si¢ znacznie uposledzong funkcja §rodbtonka w poréw-
naniu do chorych z grupy kontrolnej wyrazona redukcja wzglednego rozkurczu
(15,243% vs 40,5+8,4%; p<0,05), podwyzszonym stezeniem markerow zapale-
nia, gtéwnie CRP (8,6£2,7 vs 2,610,4 mg/l; p<0,05), podwyzszeniem produkcji
wolnych rodnikow przez oksydaze NADPH (p<0,05), oraz zwigkszong ekspresja
podjednostki Nox4 i p67™™. Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji izo-
form syntazy tlenku azotu pomigdzy analizowanymi grupami. Aktywno$¢ oksy-
dazy NADPH korelowata ze stopniem nasilenia niewydolnosci serca wedtug
klasyfikacji NYHA (r=0,684, p<0,05) oraz st¢zeniem CRP (r=0,501, p<0,005).
W rozprawie tej wykazano, ze niewydolnos¢ srodbtonka wystepujaca u chorych
z niewydolnoscia serca, jest zwiazana ze zwigkszeniem produkcji wolnych rod-
nikow. W procesie tym kluczowa role pelni oksydaza NADPH, zawierajaca
Nox4 oraz prawdopodobnie Nox2. Dodatkowo stwierdzono, ze zapalenie od-
grywa istotna role¢ w regulacji funkcji oksydazy NADPH i produkcji wolnych
rodnikow.
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8. SUMMARY

The aim of this study was to investigate the role of oxidative stress and
NADPH oxidase in endothelial dysfunction in human heart failure. Vascular
endothelial dysfunction in human heart failure contributes to increased tone,
exercise limitation, and dysregulation of venous capacitance and vascular vol-
ume. Among various sources of reactive oxygen species, complex of NADPH
oxidase is an important source of oxidative stress and it plays a key role in regu-
lating release of ROS from other sources. The role of NADPH oxidase in the
endothelial dysfunction of human heart failure remains unknown. Endothelium-
dependent and —independent vasorelaxation were assessed in saphenous vein
segments obtained from consecutive patients with heart failure (n=19) or normal
left ventricular function (control, n=35) undergoing CABG. Saphenous vein
superoxide production was measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence
and mRNA expression of NADPH oxidase subunits (p47°", p67™™, p22°"),
isoforms of catalytic subunit (Nox1, Nox2, Nox4) and NOS isoforms (eNOS,
iNOS, nNOS) were quantified by real-time PCR. In addition various markers of
inflammation, including CRP, TNF-a and I1-6, were measured and correlated
with indices of oxidative stress. Heart failure patients had significantly worse
endothelial function than controls (15.24£3% vs 40.5£8.4% relative relaxation;
P<0.05), elevated CRP levels (8.6+£2.7 vs 2.6£0.4 mg/l; P<0.05), over 2-fold
higher NADPH-dependent superoxide generation (P<0.05), and significantly
higher expression of the NADPH oxidase isoform Nox4 and regulatory subunit
p67°™*. There was no difference in expression of NOS isoforms. Superoxide
levels were positively correlated with heart failure NYHA class (r=0.684,
P<0.05) and CRP (r=0.501, P<0.005, n=32). This study confirmed the presence
of venous endothelial dysfunction in human heart failure and showed that this is
associated with increased NADPH oxidase-derived superoxide generation, con-
taining Nox4 and probably Nox2 catalytic subunit. In addition it was shown that
inflammatory mechanisms may be involved in the increased reactive oxygen
species (ROS) generation.
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