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Wykaz najczęściej używanych skrótów: 

ACE  –  angiotensin converting enzyme – enzym konwertujący angiotensynę 
CRP  –  C-reactive protein – białko C-reaktywne 
HF  –  heart failure – niewydolność 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 – układ renina-angiotensyna-

 aldosteron 
RT-PCR  –  real time-reverse transcription-polymerase chain reaction – odwrotna 

 transkrypcja sprzężona z łańcuchową reakcją polimerazową w czasie 
 rzeczywistym 

mRNA  –  messenger Ribonucleic Acid – informacyjny kwas rybonukleinowy 
TNF  –  tumor necrosis factor – czynnik martwicy guza 
TRAF  –  TNF receptor-associated factor – czynnik związany z receptorem  dla TNF 
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1. WSTĘP 

1.1. Niewydolność serca 

Pomimo postępu w kardiologii, jaki dokonał się w ostatnich 20 latach 
i znacznego zmniejszenia śmiertelności z powodu chorób układu krążenia, rocz-
na śmiertelność wśród chorych z ciężką niewydolnością serca w klasie III-IV 
NYHA, wciąż jest bardzo wysoka i przekracza 25%. W USA liczba zgonów 
w wyniku niewydolności serca w 1992 r. wynosiła prawie 40 tys. i była o 80% 
wyższa niż w 1980, i prawie 4-krotnie większa niż w 1968 roku. Według naj-
nowszych danych z europejskiego rejestru z lat 2000 - 2003, śmiertelność wśród 
chorych z niewydolnością serca pozostaje wciąż wysoka i ponad 30% chorych 
umiera w ciągu 3 lat [159]. Niewydolność serca wyraźnie częściej dotyczy osób 
starszych a proporcja kobiet do mężczyzn jest zbliżona, co wyróżnia niewydol-
ność serca od innych chorób układu krążenia. Głównymi przyczynami niewy-
dolności serca są choroba wieńcowa, nadciśnienie tętnicze oraz cukrzyca [36]. 
Rzadsze przyczyny niewydolności serca obejmują późno rozpoznane wrodzone 
lub nabyte wady zastawkowe, kardiomiopatie pierwotne oraz wtórne np. w prze-
biegu infekcji wirusowej, działania toksyn (w tym alkoholu i niektórych leków), 
chorób metabolicznych, kolagenoz, chorób auto-immunologicznych. Postęp 
w leczeniu ostrych zespołów wieńcowych przyniósł znaczną poprawę rokowania 
oraz zmniejszenia śmiertelności w ostrym zawale serca, ale wydaje się, że para-
doksalnie może przyczynić się do zwiększenia liczby chorych z niewydolnością 
serca [177].  

Niewydolność serca to zespół kliniczny wynikający z uszkodzenia mięśnia 
sercowego, prowadzącego do niewydolności serca jako pompy oraz do zmniej-
szenia rzutu serca, z obiektywnymi dowodami upośledzonej czynności serca 
i odpowiedzią na typowe leczenie. Niewydolność serca wynikająca z niedomogi 
skurczowej lub/i rozkurczowej prowadzi w konsekwencji do niewydolności krą-
żenia, stanu klinicznego, który charakteryzuje się szeregiem zaburzeń ogólno-
ustrojowych, między innymi zatrzymaniem sodu i wody, zwiększeniem oporu 
obwodowego, zwiększonym pobudzeniem układu współczulnego oraz postępu-
jącą przebudową mięśnia sercowego i naczyń krwionośnych.  

Niewydolności serca jest konsekwencją postępującego procesu przebudowy 
mięśnia sercowego. Proces ten cechuje szereg zmian na poziomie tkankowym 
i komórkowym, między innymi zmianą ekspresji genów i białek. W początkowym 
etapie przebudowa ma charakter adaptacyjny i pozwala utrzymać prawidłowy 
rzut serca (pomimo utraty masy mięśniowej związanej z niedokrwieniem) i/lub 
przezwyciężyć zwiększone obciążenie następcze. W miarę upływu czasu proces 
przebudowy prowadzi do stopniowego poszerzenia lewej komory serca i jej 
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zwłóknienia, przyczyniając się do występowania zaburzenia rytmu i skutkując 
dalszym postępującym pogorszeniem funkcji serca jako pompy [150]. 

Od wielu lat do oceny zaawansowania niewydolności serca stosuje się klasy-
fikację Nowojorskiego Towarzystwa Kardiologicznego (New York Heart  
Association - NYHA). Opiera się ona na ocenie ciężkości subiektywnych obja-
wów klinicznych. W wielu badaniach wykazano, że klasyfikacja NYHA jest sil-
nym, negatywnym, niezależnym czynnikiem rokowniczym [155, 195]. 

Zaburzenia hemodynamiczne są jedynie pierwszym etapem rozwoju zespołu 
klinicznego. Konsekwencją zmniejszonego rzutu serca jest aktywacja szeregu 
mechanizmów kompensacyjnych, prowadzących do aktywacji układu współ-
czulnego i zmniejszenia aktywności układu przywspółczulnego [62]. Dysregula-
cja na poziomie neurohormonalnym prowadzi do podwyższonego stężenie amin 
katecholowych w tym noradrenaliny, angiotensyny oraz endotelin [21, 64, 128]. 
Wszystkie te substancje są silnymi wazopressorami, powodują zwiększenie opo-
ru obwodowego i zwiększają obciążenie serca. Aktywacja układu adrenergicz-
nego oraz hipoperfuzja nerek powodują pobudzenie układ renina-angiotensyna-
aldosteron [113]. Angiotensyna II i aldosteron poprzez wpływ na skurcz naczyń 
tętniczych, bezpośrednie działanie inotropowe dodatnie oraz zwiększenie wole-
mii, pozwalają utrzymać odpowiedni przepływ krwi przez ważne życiowo organy 
pomimo obniżonego rzutu serca, ale w dłuższym okresie powodują przewodnienie 
i przyczyniają się do duszności wysiłkowej lub spoczynkowej oraz występowa-
nia obrzęków obwodowych. Większość objawów niewydolności serca jest zwią-
zana z aktywacją mechanizmów kompensacyjnych spowodowanych zmniejszo-
nym rzutem serca. 

1.2. Biochemiczne markery niewydolności serca  

Już w latach sześćdziesiątych stwierdzono, że pacjenci z niewydolnością 
serca mają podwyższone stężenie noradrenaliny w spoczynku a do dodatkowego 
wzrostu jej stężenia dochodzi w czasie wysiłku [34]. Później wykazano, że stę-
żenie noradrenaliny jest podwyższone u chorych bezobjawowych, koreluje z 
zaawansowaniem niewydolności serca oraz jest ono niezależnym czynnikiem 
prognostycznym [37]. Kolejnym ważnym krokiem w badaniach nad patofizjolo-
gią niewydolności serca było wykazanie zaburzeń w zakresie układu renina-
angiotensyna-aldosteron (RAAS) przez Swedberga i wsp. [176]. Aktywacja 
układu noradrenaliny oraz RAA, powodując zatrzymanie sodu i wody oraz 
skurcz naczyń, ma na celu utrzymanie prawidłowego ciśnienia tętniczego. Oba 
układy wzajemnie oddziaływają na siebie i regulują swoją aktywność. Dla przy-
kładu stymulacja receptorów β1-adrenergicznych w aparacie przykłębuszkowym, 
związana z aktywacją układu współczulnego oraz aktywacją baroreceptorów, 
w wyniku zmniejszonego przepływu nerkowego, aktywują sekrecję reniny. Re-
nina przekształca angiotensynogen, produkowany w wątrobie do angiotensyny I, 
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która ulega dalszej transformacji do angiotensyny II przez enzym konwertujący 
angiotensynę (ACE - angiotensin converting enzyme). Chociaż zwiększenie stę-
żenie reniny nie jest powszechnie stwierdzane u chorych z niewydolnością serca, 
podwyższone stężenie angiotensyny II występuje nawet u chorych bezobjawo-
wych [64]. Angiotensyna II jest jedną z najsilniejszych substancji powodujących 
skurcz mięśni gładkich naczyń i wraz z aminami katecholowymi (głównie norad-
renaliną) przyczynia się do zwiększenia systemowego oporu naczyniowego. 
Dodatkowo, angiotensyna II reguluje uwalnianie noradrenaliny oraz aldosteronu 
[1]. Poprzez zwiększone wchłanianie sodu w nerkach aldosteron przyczynia się 
do zatrzymania płynów i występowania obrzęków [166]. Aldosteron wykazuje 
również działanie centralne na receptory w przysadce, przez które reguluje 
uwalnianie wazopresyny. Wazopresyna powoduje dodatkowe zwiększenie aku-
mulacji płynów i systemowy skurcz mięśni gładkich naczyń, nasilając objawy 
niewydolności krążenia. Podobnie jak w przypadku opisanych wyżej mediato-
rów, zwiększone stężenie wazopresyny koreluje z rokowaniem i stwierdzane się 
zarówno u chorych z ostrą, jak i przewlekłą niewydolnością serca [165].  

Działanie omawianych substancji nie ogranicza się tylko do regulacji gospo-
darki wodno-elektrolitowej oraz oporu naczyniowego. Wykazują one szereg 
działań na poziomie komórkowym zarówno na naczynia jak i na mięsień serco-
wy. Dla przykładu angiotensyna II bezpośrednio wpływa na przebudowę mięśnia 
sercowego, pobudza przerost kardiomiocytów i może aktywować apoptozę 
[162]. Ponadto angiotensyna II i aldosteron aktywują proliferację fibroblastów, 
regulują wytwarzanie kolagenu oraz procesy włóknienia w sercu [121, 130].  

Kolejną substancją, która odgrywa ważną rolę w patofizjologii niewydolno-
ści serca jest cząsteczka białkowa wydzielana przez komórki śródbłonka, zwana 
endoteliną. Jest to jedna z silniejszych znanych substancji powodujących skurcz 
mięśni gładkich naczyń oraz aktywujących proliferację komórkową [180]. Po-
dobnie jak angiotensyna II, endotelina reguluje przebudowę serca i naczyń 
wpływając na procesy włóknienia [181]. Uwalnianie endoteliny jest aktywowane 
przez różne substancje wazoaktywne, między innymi angiotensynę II, noradrena-
linę, trombinę oraz niektóre cytokiny zapalne. Podwyższone stężenie endoteliny 
stwierdzano u wszystkich chorych z niewydolnością serca. Stężenie endoteliny 
dobrze koreluje z ciężkością nadciśnienia płucnego, nasileniem niewydolności 
serca i rokowaniem [86, 111]. Badacze Valsartan Heart Failure Trial (Val-HeFT) 
porównali wartość prognostyczną różnych neurohormonów u 4300 chorych 
z niewydolnością serca. Okazało się, że największą wartość prognostyczną od-
nośnie śmiertelności u chorych z niewydolnością serca mają kolejno: BNP, duża 
endotelina-1, noradrenalina, endotelina-1, renina i na końcu aldosteron [111].  

Zapalenie odgrywa ważną rolę w patogenezie i w rozwoju wielu postaci 
niewydolności serca. Po raz pierwszy obecność zapalenia u chorych z niewydol-
nością serca zaobserwowano stwierdzając podwyższone stężenia reaktywnego 
białka C (CRP; C-reactive protein) w grupie 40 chorych z niewydolnością serca 
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[55]. CRP jest białkiem ostrej fazy produkowanym przez wątrobę między innymi 
w odpowiedzi na interleukinę 6 (Il-6). W wielu badaniach wykazano, że poziom 
CRP koreluje z ciężkością niewydolności serca i rokowaniem [5]. Na poziomie 
komórkowym CRP wykazuje bezpośrednie działanie na funkcję śródbłonka, 
redukuje uwalnianie tlenku azotu, zwiększa ekspresję molekuł adhezyjnych oraz 
pobudza wytwarzanie wolnych rodników [152, 191]. W niewydolności serca 
obserwowano także zwiększenie stężenia wielu cytokin, takich jak TNF-α, Il-1, 
Il-2, Il-6 oraz rozpuszczalnego receptora dla tych cytokin (m.in. receptora dla 
TNF-α) [20]. Stężenia większości z nich dobrze korelowały z nasileniem niewy-
dolności serca oraz z rokowaniem [114, 183]. Dodatkowo w badaniu The Fra-
mingham Heart Study w oparciu o stężenia białka C-reaktywnego, TNF-α oraz 
Il-6, badacze mogli nawet zidentyfikować bezobjawowych pacjentów, którzy 
mieli zwiększone ryzyko rozwoju niewydolności serca w przyszłości [190].  

Po raz pierwszy zwiększone stężenie TNF-α u chorych z niewydolnością 
serca opisał Levine i wsp. w 1990 [114]. Później wykazano, że TNF-α ma bez-
pośrednie działanie inotropowe ujemne, wpływa niekorzystnie na przebudowę 
mięśnia sercowego i progresję niewydolności serca [59]. TNF-α aktywując me-
taloproteinazy reguluje procesy włóknienia i powoduje poszerzenie lewej komo-
ry [168]. Stężenie Il-6, podobnie jak TNF-α, jest podwyższone u pacjentów 
z niewydolnością serca. Podobnie jak w przypadku TNF-α wykazano, że wyższe 
stężenie Il-6 koreluje dobrze ze stopniem zaawansowania choroby i ze zwięk-
szoną śmiertelnością [40, 185]. Il-6 wykazuje działanie inotropowe ujemne oraz 
stymuluje przerost serca [59, 82]. Aktualnie uważa się, że przynajmniej cześć 
działań TNF-α oraz Il-6 można wiązać z regulacją produkcji wolnych rodników 
przez oksydazę NADPH [39]. 

Niewydolność serca jest związana z zaburzeniami wielu systemów regula-
cyjnych na poziomie para- i autokrynnym, włączając tlenek azotu [20]. Tlenek 
azotu jest wytwarzany między innymi przez komórki śródbłonka naczyniowego. 
Początkowo działanie biologiczne tlenku azotu wiązano jedynie z regulacją na-
pięcia naczyniowego [145]. Później wykazano, że tlenek azotu, jako tak zwany 
„drugi przekaźnik”, reguluje funkcję wielu organów oraz komórek. Tlenek azotu 
jest syntetyzowany na drodze enzymatycznej transformacji z L-argininy przez 
syntazę tlenku azotu (NOS; nitric oxide synthase). Syntaza tlenku azotu wystę-
puje w trzech izoformach: neuronalnej (nNOS), indukowanej (iNOS) oraz śród-
błonkowej (eNOS) [63]. Podstawową postacią syntazy tlenku azotu występującą 
w komórkach śródbłonka jest eNOS, która produkuje NO w sposób ciągły, acz-
kolwiek jej aktywność jest ściśle regulowana. W odróżnieniu do eNOS, ekspre-
sja iNOS w komórkach śródbłonka jest indukowana przez cytokiny zapalne. 
Enzym ten może produkować znacznie większe ilości NO w porównaniu do 
eNOS. NO jako drugi przekaźnik aktywuję cyklazę guanylową w komórkach 
mięśni gładkich naczyń i powoduje ich rozkurcz. W ten sposób NO pełni ważną 
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rolę w regulowaniu oporu obwodowego. Zmniejszenie oporu obwodowego, 
a przez to zmniejszenie obciążenia następczego, poprawia czynność niewydol-
nego serca. Dodatkowo NO może regulować funkcję serca poprzez modulowanie 
kurczliwości, metabolizmu komórkowego, wzrostu komórek i apoptozy [53, 
105, 127, 188].  

1.3. Dysfunkcja śródbłonka 

Śródbłonek naczyniowy to wyściółka naczyń, utworzona z jednej warstwy 
wysoce wyspecjalizowanych komórek oddzielających światło naczyń od otocze-
nia. Komórki śródbłonka reagują na lokalne zmiany przepływu krwi czy ciśnie-
nia parcjalnego tlenu i modulują homeostazę wewnątrznaczyniową [72], regulu-
jąc napięcie mięśni gładkich naczyń, utrzymanie płynność krwi, krzepliwość, 
przepuszczalności naczyń, proliferację komórkową oraz apoptozę. Mediatorami 
tych procesów są substancje wydzielane przez endothelium, takie jak wspomnia-
ne wcześniej tlenek azotu (NO), endothelina (ET-1), prostacykliny oraz czynniki 
wzrostu. Na powierzchni komórek śródbłonka występuje enzym konwertujący 
angiotensynę (ACE) oraz tkankowy aktywator plas-minogenu (tPA). Przez nie-
wydolność śródbłonka rozumie się występowanie zaburzenia funkcji jednego lub 
wielu opisanych powyżej systemów [24].  

Napięcie mięśni gładkich naczyń jest regulowane przez tlenek azotu, prosta-
cykliny oraz endoteliny, a jednym z podstawowych wykładników zabu-
rzeń funkcji śródbłonka jest zmniejszenie biodostępności tlenku azotu. Uważa 
się, że upośledzenie zależnej od śródbłonka wazodylatacji jest podstawowym 
markerem niewydolności śródbłonka. W warunkach fizjologicznych stres tarcia 
(shear stress) pobudza ekspresję eNOS oraz zwiększa wydzielanie tlenku azotu. 
W przewlekłej niewydolności serca występuje niewydolność śródbłonka, która 
między innymi cechuje się zmniejszoną biodostepnością tlenku azotu [81]. 
Zmniejszenie biodostępności tlenku azotu może być związane ze zmniejszeniem 
wytwarzania, na przykład w wyniku zmniejszenia ekspresji eNOS (w związku ze 
zwolnionym przepływem krwi przez naczynia w wyniku zmniejszenia stresu 
tarcia). Haywood i wsp. sugerowali, że podstawowe wydzielanie NO pozostaje 
niezmienione w niewydolności serca, prawdopodobnie w związku ze zwiększoną 
ekspresją iNOS [78]. Inni badacze nie potwierdzali tych obserwacji, a wręcz 
przeciwnie stwierdzali zmniejszenie podstawowego wydzielania NO [133].  

Upośledzenie zależnego od śródbłonka rozkurczu mięśni gładkich, w wyniku 
zmniejszonego wydzielania NO, odgrywa istotną rolę w patofizjologii niewydol-
ności serca, jest jedną z przyczyn zwiększonego oporu obwodowego (ryc. 1). 
Wykazano, że zaburzenia funkcji śródbłonka i zmniejszenie biodostępności NO 
są jednymi z wcześniejszych cech niewydolności serca [79]. Dodatkowo 
w ostatnich latach potwierdzono znamienną korelację pomiędzy dysfunkcją 
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śródbłonka a zdarzeniami sercowo-naczyniowymi i rokowaniem w niewydolno-
ści serca [61, 77, 101]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Ryc. 1.  Rola dysfunkcji śródbłonka w patologii niewydolności serca 
Fig. 1.  The role of endothelial dysfunction in pathology of heart failure 
 

Skurcz naczyń krwionośnych wynika także ze zwiększonego stężenia krążą-
cych substancji naczynioskurczowych, takich jak noradrenalina, angiotensyna 
oraz endotelina. Tlenek azotu pełni jednak kluczową rolę w tym procesie, po-
nieważ może równoważyć efekt działania czynników wazokonstrykcyjnych 
i pełni podstawową rolę w regulacji napięcia naczyniowego na poziomie komór-
kowym [24].  

Rozkurcz naczyń występujący fizjologicznie w czasie wysiłku jest znacznie 
ograniczony u chorych z niewydolnością serca. Wykazano, że rozkurcz naczyń 
może być częściowo przywrócony po podaniu L-argininy, prekursora tlenku 
azotu, sugerując podstawową rolę śródbłonka w regulacji napięcia naczyniowego 
[81]. Zmniejszenie biodostępności NO częściowo przyczynia się do ograniczenia 
tolerancji wysiłku w związku z niedostateczną perfuzją mięśni szkieletowych, 
pogorszeniem hemodynamiki i dodatkowym zwiększeniem obciążenia następ-
czego [44]. W przypadku układu żylnego – zwiększone napięcie żylne skutkuje 
w zwiększeniu obciążenia wstępnego i przeciążenia objętościowego [140, 141]. 
Konsekwencją zmiany ekspresji NOS jest zmniejszenie biodostępności tlenku 
azotu, oraz  upośledzenie funkcji śródbłonka naczyniowego, co wpływa na funk-
cję naczyń i serca. W badaniach eksperymentalnych wykazano, że zwiększona 
ekspresja eNOS wpływa korzystnie na przebudowę mięśnia sercowego po zawale 
w odróżnieniu od braku eNOS, który związany jest z większym uszkodzeniem 
[94, 164]. 
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Podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za upośledzenie zależnej od 
śródbłonka wazorelaksacji jest zmniejszenie biodostępności tlenku azotu [24]. 
Może ono wynikać ze zmniejszenia produkcji tlenku azotu, w wyniku obniżonej 
ekspresji syntazy tlenku azotu (nitric oxide syntase – NOS), braku substratu  
(L-argininy) lub kofaktora dla NOS (tetrahydrobiopteryny - BH4) lub zwiększo-
nej inaktywacji NO [6]. W badaniach klinicznych zwracano uwagę, że krótko-
terminowe i przewlekłe podawanie przeciw utleniaczy – witaminy C, skutkowało 
w poprawie zależnego od tlenku azotu rozkurczu naczyń, co sugeruje istotną rolę 
wolnych rodników w niedomodze śródbłonka [84]. Farquharson i Landmesser 
w swoich badaniach wykazali, że dysfunkcja śródbłonka w przewlekłej niewy-
dolności serca rzeczywiście jest związana ze zwiększeniem rozkładu NO przez 
wolne rodniki [57, 110]. Dodatkowo w kolejnych pracach wykazano, że bloko-
wanie receptora dla aldosteronu w eksperymentalnej niewydolności serca 
u szczurów otrzymujących inhibitory enzymu konwertującego angiotensynę 
(ACEI) poprawia funkcję śródbłonka i przyczynia się do zwiększenia biodostęp-
ności NO poprzez zmniejszone wytwarzanie wolnych rodników [163]. Johar 
i wsp. wykazali, że poprzez blokadę receptora aldosteronowego można zahamo-
wać indukowaną przez angiotensynę II aktywację oksydazy NADPH [92]. 
W tych i w wielu innych badaniach eksperymentalnych i klinicznych wykazano, że 
stres oksydacyjny pełni kluczową rolę w patofizjologii niewydolności serca [117].  

1.4. Stres oksydacyjny 

Przez termin stres oksydacyjny rozumie się zachwianie równowagi pomię-
dzy produkcją wolnych rodników oraz endogennymi mechanizmami antyoksy-
dacyjnymi, na korzyść wolnych rodników. Wykazano, że stężenie markerów 
stresu oksydacyjnego jest zwiększone u pacjentów z niewydolnością serca. Do-
datkowo markery te, podobnie jak markery zapalenia, dobrze korelują ze stop-
niem dysfunkcji lewej komory oraz stopniem zaawansowania niewydolności 
serca. Początkowo uważano, że działanie wolnych rodników polega jedynie na 
bezpośrednim uszkodzeniu komórek prowadzącym do martwicy bądź aktywacji 
apoptozy [53, 58]. Współczesne badania zmieniły ten pogląd, gdyż wykazano, że 
biologiczne działanie wolnych rodników zależy bardzo od ich ilości, miejsca 
działania oraz równowagi pomiędzy poziomem generowanych wolnych rodni-
ków a aktywnością układów antyoksydacyjnych. Wykazano, że wolne rodniki 
jako tzw. „drugi przekaźnik”, pełnią funkcję regulacyjną i wpływają na szereg 
procesów wewnątrzkomórkowych, modulując aktywność wielu białek we-
wnątrzkomórkowych szlaków sygnałowych [28]. Proces ten powszechnie okre-
śla się jako redox signalling – przekaźnictwo zależne od wolnych rodników.  

Wolne rodniki tlenowe (reactive oxygen species – ROS) to substancje posia-
dające niesparowany elektron i cechujące się znaczącą reaktywnością. Do wolnych 
rodników zalicza się: wolny rodnik ponadtlenkowy (O2

•), rodnik hydroksylowy 
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(OH•), nadtlenoazotyn (ONOO•) oraz nadtlenek wodoru (H2O2). Nadtlenek wo-
doru nie jest wolnym rodnikiem per se, ale ma cechy wolnych rodników, takie 
jak duża reaktywność. Poszczególne rodniki różnią się pomiędzy sobą czasem 
półtrwania i miejscem działania. Rodnik hydroksylowy jest wysoce reaktywny, 
ale ze względu na niezwykle krótki czas półtrwania działa tylko w miejscu po-
wstania. Podobnie rodnik ponadtlenkowy ma krótki czas półtrwania, wynoszący 
tylko kilka sekund, ponieważ ulega bardzo szybkiej transformacji do nadtlenku 
wodoru w procesie zależnym od dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Rodnik 
ponadtlenkowy nie przechodzi przez błony komórkowe i dlatego działa wyłącz-
nie w miejscu powstania, w przeciwieństwie do nadtlenku wodoru, który swo-
bodnie przenika pomiędzy różnymi kompartmentami komórkowymi. Wolne 
rodniki tlenowe, zwłaszcza rodnik ponadtlenkowy (O2

•), mogą regulować ak-
tywność i stężenie NO. Tlenek azotu niezwykle łatwo wchodzi w reakcje z rod-
nikiem ponadtlenkowym a wynikiem tej reakcji jest wysoce reaktywny i bardzo 
toksyczny rodnik nadtlenoazotynowy (ONOO•) [182]. Poziom wolnych rodni-
ków zależy nie tylko od aktywności enzymów wytwarzających, ale także od 
aktywności układów antyoksydacyjnych [41, 45, 117].  

Wolne rodniki wywierają silne działanie biologiczne w wielu stanach pato-
logicznych. Zwiększony stres oksydacyjny stwierdzano w nadciśnieniu tętni-
czym, cukrzycy, miażdżycy, niewydolności serca, w uszkodzeniu związanym 
z niedokrwieniem-reperfuzją, oraz w przewlekłej niewydolności nerek [157]. 
Uważa się, że wolne rodniki wpływają na funkcję śródbłonka, zapalenie i przy-
czyniają się do rozwoju miażdżycy [106, 154, 182].  

W układzie sercowo-naczyniowym wykazano, że wolne rodniki regulują 
funkcję wielu białek, między innymi tych związanych z procesem przetwarzania 
pobudzenia elektrycznego na skurczu (białek kanałów jonowych, kanałów wap-
niowych – SERCA) [67] oraz białek miofilamentów [112, 158]. Jak wspomniano 
wcześniej wolne rodniki zmniejszają biodostępność tlenku azotu i przez to przy-
czyniają się do niewydolności śródbłonka.  

Dodatkowo na poziomie wewnątrzkomórkowym wolne rodniki wpływają na 
ekspresję szeregu białek i regulują fenotyp komórek. Wolne rodniki modulują 
funkcję fibroblastów, aktywują ich proliferację oraz syntezę kolagenu, aktywują 
i zwiększają ekspresję metaloproteinaz [170, 172], pozostają więc kluczowe 
w regulacji procesów włóknienia. Na poziomie wewnątrzkomórkowym wolne 
rodniki wpływają na kinazy białkowe aktywowane mitogenem (MAPK) oraz 
czynniki transkrypcyjne (między innymi NF-kB) [33].  

Potencjalnymi źródłami wolnych rodników są enzymy mitochondrialnego 
łańcucha oddechowego, enzymy zawierające cytochrom P450, oksydaza ksantynowa, 
komórki zapalne, syntaza tlenku azotu (uncoupled NOS) oraz oksydaza  
NADPH [46, 57, 117, 132]. Mitochondrialny łańcuch oddechowy stanowi istotne 
źródło wolnych rodników w angiopatii cukrzycowej oraz w niedokrwieniu  
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i reperfuzji. W warunkach prawidłowych, mitochondria produkują jedynie nie-
wielkie ilości wolnych rodników, ale są one bardzo wrażliwe na uszkodzenie 
wynikające z ich działania [97, 129]. Wolne rodniki pochodzące z innego źródła 
mogą zwiększyć mitochondrialną produkcję wolnych rodników [46]. Oksydaza 
ksantynowa występuje na komórkach śródbłonka od strony światła naczynia 
i katalizuje proces przemiany hipoksantyny do moczanu. Zwykle enzym ten 
występuje w formie dehydrogenazy, która nie wytwarza rodnika ponadtlenko-
wego, ale może zostać przekształcona do oksydazy poprzez utlenienie lub enzy-
matyczną modyfikację. Utleniona forma enzymu wytwarza wolny rodnik ponad-
tlenkowy i odpowiada za zwiększenie stresu oksydacyjnego między innymi 
w niedokrwieniu i reperfuzji [18, 131, 132].  

Syntaza tlenku azotu w normalnych warunkach produkuje tlenek azotu, ale 
przy niedoborze tetrahydrobiopteryny (BH4) - kofaktora enzymu, NOS rozpada 
się na monomery (uncoupled NOS) i zaczyna produkować rodnik ponadtlenkowy 
zamiast tlenku azotu (proces ten nazwano kindling radical phenomenon) [6, 24]. 
W takim przypadku NOS (uncoupled NOS) staje się bardzo ważnym źródłem 
wolnych rodników i wykazano, że przyczynia się do postępu waskulopatii cu-
krzycowej, miażdżycy oraz rozwoju powikłań nadciśnienia tętniczego 
i hypercholesterolemii. Tetrahydrobiopteryna ulega degradacji pod wpływem 
działania rodnika ponadtlenkowego oraz nadtlenoazotynowego [109]. Wolne 
rodniki pochodzące z innego źródła mogą nasilać stres oksydacyjny w tym me-
chanizmie [18, 29, 106] (ryc. 2). 

W odróżnieniu od wymienionych powyżej systemów enzymatycznych, 
oksydaza NADPH jest jedynym enzymem produkującym wyłącznie wolne rod-
niki. Oksydaza NADPH zajmuje centralne miejsce w regulacji wytwarzania 
wolnych rodników, ponieważ poprzez ich uwalnianie może regulować aktyw-
ność pozostałych układów zaangażowanych w ich produkuję. Oksydaza NADPH 
może również odpowiadać za regulację procesów apoptozy oraz indukować mar-
twicę. Statyny oraz podwyższone stężenie cholesterolu HDL ograniczają zwią-
zaną z niedokrwieniem i reperfuzją apoptozę, prawdopodobnie wpływając na 
regulację wydzielania wolnych rodników, poprzez zmianę ekspresji białka rac 
[52, 53]. Stres oksydacyjny i oksydaza NADPH mogą również pełnić istotną rolę 
w protekcyjnym działaniu hartowania [47, 48]. 

Oksydaza NADPH pełni kluczową rolę w procesie przekaźnictwa zależnego 
od wolnych rodników (redox signalling). Wykazano, że zwiększona produkcja 
wolnych rodników przez oksydazę NADPH przyczynia się do zaburzeń czynno-
ści śródbłonka w nadciśnieniu tętniczym, hypercholesterolemii oraz cukrzycy 
[27, 146, 197]. Dotychczas nie wyjaśniono, jaką rolę pełnią wolne rodniki gene-
rowane przez oksydazę NADPH w patofizjologii upośledzonej funkcji śródbłon-
ka w niewydolności serca u ludzi. Jakkolwiek w badaniach eksperymentalnych 
wykazano, że niewydolność serca u zwierząt jest związana ze zwiększeniem 
ekspresji oksydazy NADPH w śródbłonku aorty i może być odpowiedzialna  
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za zaburzenia czynności śródbłonka [134, 178, 194]. Dotychczas u chorych 
z niewydolnością serca wykazano jedynie zwiększoną ekspresję oksydazy  
NADPH w myocardium [80, 123]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Ryc. 2.  Wzajemne zależności pomiędzy oksydazą NADPH a innymi źródłami wolnych 
 rodników.  

O2
• – rodnik ponadtlenkowy, NO – tlenek azotu, NOO• – rodnik nadtlenoazoty-

nowy, BH4 – tetrahydrobiopteryna, eNOS – syntaza tlenku azotu 
Fig. 2. Interplay between NADPH oxidase and other ROS sources. 

O2
• – superoxide radical, NO – nitric oxide, NOO• – peroxynitrite, BH4 – tetra-

hydrobiopterin, eNOS – nitric oxide synthase  
 

1.5. Oksydaza NADPH  

System oksydazy NADPH został opisany po raz pierwszy w komórkach fa-
gocytarnych (neutrofilach, eozynofilach, monocytach i makrofagach), w których 
odpowiada za gwałtowny wyrzut wolnych rodników tlenowych [10]. Kompleks 
ten pełni kluczową rolę w niespecyficznej obronie przeciwbakteryjnej powodu-
jąc gwałtowne wytwarzanie znacznej ilości rodnika ponadtlenowego w procesie 
opisywanym jako „wybuch tlenowy” [107]. System oksydaz w komórkach  
fagocytarnych zbudowany jest ze związanego z błoną komórkową heterodime-
rowego kompleksu – flawocytochromu b558 składającego się z podjednostki 
22kDa - p22phox (α) oraz podjednostki gp91phox (β). Wzajemna interakcja pomiędzy 
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tymi komponentami odgrywa kluczową rolę dla stabilności całego kompleksu. 
Transfer elektronu z NADPH na O2 odbywa się w obrębie podjednostki gp91phox. 
Chociaż flawocytochrom zawiera centrum katalityczne, do jego aktywacji nie-
zbędna jest translokacja kilku cytozolowych podjednostek regulujących, ich 
przyłączenie do błony komórkowej i związanie z cytochromem b558 (p47phox, 
p67phox, p40phox, Rac1 lub Rac2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Ryc. 3.  Schemat budowy oksydazy NADPH. 
 Nox1, Nox2, Nox4 – izoformy podjednostki katalitycznej; Rac, p67phox, p47phox, 
 p40phox, p22phox – podjednostki regulatorowe niezbędne do aktywacji oksydazy 
 NADPH zawierającej Nox1 i Nox2   
Fig. 3.  Schematic diagram of the structure of the NADPH oxidase. 
 Nox1, Nox2, Nox4 – cataltic subunit isoforms; Rac, p67phox, p47phox, p40phox, 
 p22phox – regulatory subunits of NADPH oxidase containing Nox1 and Nox2  

 

W ostatnich latach stwierdzono, że oksydaza NADPH występuje także 
w komórkach niefagocytowych. W układzie sercowo-naczyniowym stwierdzono 
obecność oksydazy NADPH w komórkach mięśni gładkich naczyń (vascular 
smooth muscle cells – VSMCs) [14], komórkach śródbłonka [144], komórkach 
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przydanki naczyń, fibroblastach mięśnia serca [16] oraz w kardiomiocytach 
[108]. Komórki te produkują wolne rodniki konstytutywnie. Dodatkowo różne 
bodźce mogą zwiększać produkcję wolnych rodników. Wolne rodniki wytwa-
rzane przez oksydazę NADPH uważane są aktualnie za ważny drugi przekaźnik 
regulujący miedzy innymi przerost i przebudowę serca [138]. 

W komórkach nie-fagocytowych oksydaza NADPH zbudowana jest z hete-
rodimerowej domeny katalitycznej, wytwarzającej wolne rodniki poprzez trans-
feru elektronu z NADPH, oraz podjednostki regulatorowej, o niskiej masie czą-
steczkowej zwanej p22phox[107]. Domena katalityczna według nowej nomenkla-
tury zwana jest Nox (od NADPH oxydase, dawniej gp91phox) i występuje 
w siedmiu różnych izoformach, spośród których tylko Nox1, Nox3 i Nox4 mają 
podobną strukturę do gp91phox (Nox2 - według nowej nomenklatury). Na pod-
stawie budowy rodzina Nox została podzielona na 3 grupy: (i) Nox1-Nox4, za-
wierająca 6 przezbłonowych domen charakterystycznych dla wszystkich izoform 
Nox, oraz na C-końcu domenę wiążąc flawiny, (ii) Nox5 zbudowana na tej samej 
podstawowej strukturze jak Nox1-4, ale dodatkowo posiada domenę podobną do 
kalmoduliny wiążącą Ca2+ na N-końcu, (iii) Duox1 i Duox2 posiadają na  
N-końcu domenę peroksydazowa [27]. Różne podjednostki Nox mają podobną 
strukturę do Nox2. Podobieństwo to sięga 59% w przypadku Nox3 i 21% 
w przypadku Nox5 (ryc. 4). 

Poszczególne izoformy są kodowane przez różne geny, a ich ekspresja jest 
specyficzna dla różnych komórek i tkanek, które mogą posiadać więcej niż jedną 
formę Nox. Dla przykładu Nox1 występuje w gruczole krokowym, macicy 
i VSMC [175, 179], Nox3 - w komórkach płodowych i w komórkach ucha środ-
kowego [30, 31], a Nox4 w wielu tkankach ludzkich wliczając trzustkę, łożysko, 
serce, naczynia, jajniki, jądra, mięśnie szkieletowe oraz nerki [4]. Nox5 stwier-
dzano w komórkach płodowych, a u dorosłych w jądrach, śledzionie, jajnikach, 
łożysku i trzustce [11]. Odnośnie układu sercowo-naczyniowego Nox1 wykryto 
w komórkach mięśniówki gładkiej naczyń (VSMC), Nox2 w komórkach śród-
błonka, kardiomiocytach i fibroblastach, a Nox4 w komórkach śródbłonka na-
czyń, komórkach mięśni gładkich naczyń (VSMCs), kardiomiocytach i fibrobla-
stach. Występujący w komórkach śródbłonka Nox5 reguluje proliferację komór-
kową i przemianę komórek śródbłonka w struktury przypominające naczynia 
[15, 28]. Podstawowymi izoformami regulującymi funkcję śródbłonka na-
czyń oraz wpływającymi na zależną od śródbłonka rozszerzenie naczyń są Nox2 
oraz Nox4. 
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Ryc. 4.  Budowa izoformy domeny katalitycznej oksydazy NADPH (Nox).  
 Podstawę wszystkich izoform stanowi przezbłonowe sześcioheliksowe centrum 
 katalityczne ze znajdującą się na C-końcu domeną wiążącą NADPH. Nox5 
 zawiera na N-końcu sekwencję wiążącą wapń, a izoformy Duox posiadają 
 dodatkową domenę przezbłonową oraz domenę peroksydazową 
Fig. 4.  Structure of Nox isoforms. 
 The structure of all NADPH oxidase isoforms is based on six transmembrane α-
 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  

 

Aktywność oksydazy NADPH podlega ścisłej regulacji i może być modyfi-
kowana w różny sposób, między innymi poprzez regulację ekspresji poszczegól-
nych komponent kompleksu [51]. Jedynie aktywacja klasycznej formy oksydazy 
NADPH nie wymaga translokacji cytosolowych jednostek regulujących: p67phox, 
Rac, p47phox i p40phox oraz ich związania do jednostki katalitycznej Nox [107]. 
Wymienione podjednostki regulujące są niezbędne do aktywacji innych izoform 
oksydazy NADPH. Wszystkie podjednostki oksydazy NADPH występują 
w komórkach śródbłonka naczyniowego [14, 71, 93, 115]. Pomimo podobnej 
budowy, funkcjonalnie oksydaza fagocytarna znacznie różni się od kompleksu 
występującego w komórkach śródbłonka. Po pierwsze komórki śródbłonka 
uwalniają małe ilości wolnych rodników w sposób ciągły, ale aktywność enzymu 
może być zwiększona w wyniku działania odpowiednich agonistów. Po drugie 
większość rodnika ponadtlenkowego produkowanego w komórkach śródbłonka 



Rafał Dworakowski 26

jest wytwarzana wewnątrzkomórkowo w przeciwieństwie do fagocytarnej oksy-
dazy NADPH, która uwalnia rodniki do przestrzeni pozakomórkowej.  

p67phox zwana jest podjednostką aktywującą (activator component), ponie-
waż inicjuje transport elektronu. Translokacja p67phox z cytosolu do błony ko-
mórkowej jest zależna od dwóch pozostałych podjednostek regulujących: p47phox 
- zwanej podjednostką organizującą (organizing component) oraz podjednostki 
p40phox. Uważa się, że podjednostki te stabilizują kompleks oksydazy NADPH 
poprzez jego zakotwiczenie do błony komórkowej oraz do podjednostki p22phox. 
W wielu badaniach wykazano, że małe GTP-azy z nadrodziny Ras pełnią ważną 
funkcję w regulacji aktywności układu redox [42]. Do białek z tej rodzinny nale-
ży małe białko Rac. Rac związany z GDP, ulega modyfikacji z geranylgeranyl 
i konwersji do aktywnego kompleksu z GTP. Aktywowany complex GTP-Rac 
łączy się z N-końcowa domeną p67phox i w ten sposób reguluje aktywność kom-
pleksu [19] (ryc. 3).  

Regulacja aktywności cząstek regulacyjnych, oprócz zmiany ekspresji, od-
bywa się również poprzez posttranlacyjną modyfikację. Na przykład fosforylacja 
białka p47phox umożliwia jego związanie z p67phox oraz interakcję z p22pox. Ostat-
nio wykryto również istnienie homologów p47phox i p67phox, NoxO1 (od Nox 
Organizer 1) i NoxA1 (od Nox Activator 1). Dodatkowo NoxO1 – homolog 
p47phox – występuje w 4 izoformach różniących się między sobą unikalnymi  
N-końcowymi domenami PX powstałymi w wyniku różnego podziału mRNA. 
NoxO1α, β, γ, δ występują w różnych kompartmentach wewnątrzkomórkowych, 
zależnie od długości domeny PX [186]. Wciąż nie jest jasne jak różne izoformy 
podjednostek regulujących wpływają na aktywność Nox i jaką pełnią rolę 
w układzie sercowo-naczyniowym. 

W przeciwieństwie do Nox1 i Nox2 oksydaza NADPH zawierająca Nox4 
nie wymaga do aktywacji interakcji z p47phox, p67phox czy Rac. Nox4 jest aktyw-
na stale i uwalnia ROS w sposób ciągły (konstytutywny) (ryc. 3).  

Aktywacja oksydazy NADPH odbywa się poprzez: (i) aktywację receptorów 
związanych z białkiem G (angiotensyna II, ET-1) [49, 120]; (ii) cytokiny np.: 
TNF-α (tumor necrosis factor α) [66]; (iii) czynniki wzrostu np. VEGF (vascu-
lar endothelial growth factor) i insulinę [189]; (iv) czynniki metaboliczne np. 
podwyższone stężenie glukozy, hyperinsulinemia, ox-LDL (Oxidase low-density 
lipoprotein) [90, 98, 161, 193]; (v) niedokrwienie i reperfuzję [103] oraz (vi) 
bodźce mechaniczne np. stres tarcia (oscillatory shear stress) [87]. Zwiększona 
aktywność oksydazy NADPH wynika z ostrego zwiększenia aktywności kom-
pleksu (wtórnie do posttranslacyjnej modyfikacji podjednostek regulatorowych) 
lub z przewlekłego zwiększenia ekspresji poszczególnych podjednostek na po-
ziomie transkrypcji lub/i translacji.  
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1.6. Podsumowanie 

Zwiększony stres oksydacyjny pełni ważną rolę w upośledzeniu funkcji 
śródbłonka naczyń w wielu stanach chorobowych. W ostatnich latach wykaza-
no, że jednym z głównych źródeł wolnych rodników, odpowiedzialnym za 
zwiększenie stresu oksydacyjnego jest naczyniowa oksydaza NADPH. Wszyst-
kie tradycyjne czynniki ryzyka miażdżycy, wliczając hypercholesterolemię, nad-
ciśnienie tętnicze, cukrzycę oraz palenie papierosów, są związane z występowa-
niem dysfunkcji śródbłonka, która przynajmniej częściowo jest efektem zwięk-
szonej produkcji wolnych rodników. Analiza tkanek naczyniowych pobranych 
od pacjentów poddanych zabiegowi przęsłowania aortalno-wieńcowego wykaza-
ła, że oksydaza NADPH stanowi główne źródło wolnych rodników, nie tylko 
w badaniach eksperymentalnych, ale również w warunkach klinicznych [73]. 
Oksydaza NADPH pełni centralną rolę w regulacji poziomu stresu oksydacyjne-
go a wytwarzany przez nią rodnik ponadtlenkowy pobudza inne układy enzyma-
tyczne do wytwarzania wolnych rodników [173].  

Spośród czynników ryzyka miażdżycy, szczególnie silnym aktywatorem 
oksydazy NADPH prowadzącym do upośledzenia funkcji śródbłonka jest cu-
krzyca. W naczyniach pobranych od pacjentów z cukrzycą potwierdzono istotne 
zwiększenie aktywności oksydazy NADPH oraz zwiększenie ekspresji jej pod-
jednostek [74]. 

Upośledzenie funkcji śródbłonka jest ważną cechą niewydolności serca, 
przyczyniającą się do zwiększonego oporu obwodowego. U podłoża niewydol-
ności śródbłonka leży między innymi zwiększenie stresu oksydacyjnego. W ba-
daniach eksperymentalnych wykazano, że wolne rodniki produkowane przez 
oksydazę NADPH powodują zaburzenie czynności śródbłonka naczyń w niewy-
dolności serca [13]. Dodatkowo rodnik ponadtlenkowy wytwarzany przez śród-
błonkową oksydazę NADPH może wpływać na kurczliwość mięśnia sercowego 
inaktywując NO [124]. W badaniach eksperymentalnych potwierdzono, że oksy-
daza NADPH pełni kluczową rolę w procesie przebudowy serca, regulując prze-
rost i włóknienie mięśnia sercowego [16, 23]. Dotychczas nie potwierdzono, jaką 
rolę w regulacji dysfunkcji śródbłonka u chorych z niewydolnością serca pełnią 
wolne rodniki wytwarzane przez oksydazę NADPH (ryc. 5).  
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Ryc. 5.  Rola oksydazy NADPH w regulacji funkcji śródbłonka 
Fig. 5. The role of NADPH oxidase in regulating function of endothelium 
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2. CELE PODJĘTYCH BADAŃ 
 

Celami podjętych badań było: 

1. Ocena wpływu wolnych rodników tlenowych na zaburzenia funkcji śród-
błonka naczyń u chorych z niewydolnością serca. 

2. Określenie roli oksydazy NADPH i jej różnych izoform w patogenezie 
niewydolności śródbłonka naczyń. 

3. Ocena wpływu cytokin zapalnych na produkcję wolnych rodników i ak-
tywność oksydazy NADPH. 
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3. MATERIAŁ I METODY 

3.1. Materiał kliniczny 

Do badania kwalifikowano pacjentów skierowanych do Kings College  
Hospital (Londyn, Anglia) na zabieg przęsłowania naczyń wieńcowych 
z powodu choroby wieńcowej. Badania uzyskały pozytywną opinię lokalnej 
Komisji Etycznej, a pacjenci wyrazili pisemną zgodę na udział w badaniu. Do 
badania włączono 19 chorych z rozpoznaną niewydolnością serca. Rozpoznanie 
niewydolności serca opierało się na konwencjonalnych kryteriach, tzn. typowe 
objawy kliniczne oraz echocardiograficzne cechy niewydolności skurczowej 
serca z frakcją wyrzutową (ejection fraction – EF) obniżoną poniżej 45%. Grupa 
kontrolna składała się z 35 pacjentów z chorobą wieńcową oraz prawidłową 
funkcją skurczową lewej komory (EF powyżej 50%). 

Do badań wykorzystano fragmenty żyły odpiszczelowej, które nie zostały 
użyte do przęsłowania naczyń wieńcowych. Natychmiast po pobraniu, połowa 
materiału przeznaczona do badań molekularnych była umieszczana w ciekłym 
azocie, a następnie przechowywana w temp -80oC. Drugą część przeznaczoną do 
badań czynnościowych umieszczano w schłodzonym i natlenowanym roztworze 
Krebsa-Henseleita. 

3.2. Oznaczenia markerów zapalenia 

Przed zabiegiem kardiochirurgicznym pobierano krew na czczo i w lokal-
nym laboratorium oznaczano stężenie całkowitego cholesterolu (total cholesterol 
- TC), cholesterolu lipoprotein o dużej gęstości (high-density lipoprotein - HDL), 
cholesterolu lipoprotein o niskiej gęstości (low-density lipoprotein - LDL), trój-
glicerydów (TG), glukozy i kreatyniny. Surowicę do oznaczeń stężenia białka  
C-reaktywnego (C-reactive protein - CRP), czynnika martwicy guza-α (tumor 
necrosis factor-α - TNF-α) oraz interleukiny 6 (IL-6) przechowywano w tempe-
raturze -80°C do czasu wykonania analizy. CRP uznaczano używając metody 
immunoturbidimetrycznej o wysokiej czułości (WAKO Chemicals, Neuss,  
Niemcy) oraz zestawu Cobas Mira Analyser (Roche Diagnostics, Lewes, Wielka 
Brytania). Najniższe wykrywalne stężenie CRP wynosiło 0,2 mg/l. Współczyn-
nik zmienności w obrębie grupy wynosił 3,1% przy stężeniu 5,0 mg/l. Stężenia 
TNF-α i IL-6 oznaczano używając dostępnych komercyjnie testów immunoen-
zymatycznych ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays, R&D Systems, 
Minneapolis, USA). Współczynnik zmienności dla TNF-α wynosił 9%, a dla  
Il-6 <9%. 
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3.3. Ocena funkcji wazomotorycznej 

Segmenty żyły odpiszczelowej do badań in vitro transportowano natych-
miast do pracowni fizjologicznej. Po uważnym oczyszczeniu żył z otaczającej 
tkanki łącznej, pierścienie o szerokości 4 mm umieszczano w naczyniach do 
badań narządów izolowanych o pojemności 10 ml (Letica, Barcelona, Hiszpania) 
zawierających roztwór Krebsa-Henseleita w składzie: NaCl 119 mmol/l, KCl  
4,7 mmol/l, KH2PO4 1,18 mmol/l, NaHCO3 25 mmol/l, MgSO4 1,19 mmol/l, 
CaCl2 2,5 mmol/l, glukoza 11,04 mmol/l. Podczas eksperymentu utrzymywano 
stałą temperaturę 37°C, oraz napowietrznie mieszanką 95%O2/5%CO2, tak aby 
utrzymać stałe fizjologiczne pH 7,4. Siłę skurczu mierzono używając przetwor-
nika izometrycznego, systemu PowerLab 8/SP oraz oprogramowania Chart  
v 4.2.3 (ADInstruments Ltd, Chalgrove, UK).  

Po 45 minutach inkubacji pierścieni naczyniowych pod stałym obciążeniem 
3 g, mierzono maksymalny skurcz w odpowiedzi na 80 mmol/l KCl, a następnie 
konstruowano krzywe zależności efekt-dawka w odpowiedzi na kumulacyjne 
dawki fenylefryny (w stężeniach od 1 nmol/l do 1mmol/l). Po osiągnięciu 70% 
maksymalnego skurczu w odpowiedzi na fenylefrynę mierzono rozkurcz zależny 
od śródbłonka w odpowiedzi na kumulacyjne dawki agonisty receptorów muska-
rynowych - acetylocholinę (w stężeniach od 1 nmol/l do 0,01 mmol/l) oraz roz-
kurcz niezależny od śródbłonka w odpowiedzi na nitroprusydek sodu (SNP; 
w stężeniach od 0,1 nmol/l do 0,1 mmol/l). Badania czynności naczyniowoskur-
czowej, wytwarzania wolnych rodników oraz RT-PCR były oznaczane metodą 
ślepej próby. 

3.4. Ocena produkcji wolnych rodników 

Wytwarzanie wolnych rodników oznaczano w homogenatach żył odpiszcze-
lowych używając techniki chemiluminescencji wzmocnionej przez lucigeninę 
(lucigenin-enhanced chemiluminescence). Tkankę homogenizowano w ciekłym 
azocie i rozcieńczano z buforem w składzie 20 mmol/l KH2PO4, 1 mmol EGTA, 
2 μl inhibitorów proteaz/20 mg tkanki, o pH 7,0. Tak przygotowaną zawiesinę 
umieszczano na 96-studzienkowej płytce dodając NADPH (300 µmol/l) oraz 
zaadaptowaną do ciemności lucigeninę (5 µmol/l), po czym dokonywano pomia-
ru chemiluminescencji. Produkcję rodnika ponadtlenkowego wyrażano 
w jednostkach świetlnych zarejestrowanych w czasie 20 minut, jako powierzch-
nię pod krzywą (arbitrary light units - ALU). W celu oznaczenia źródeł wolnych 
rodników homogenaty żył odpiszczelowych inkubowano przez 15 minut z sub-
stancjami blokującymi wytwarzanie wolnych rodników: przechodzącym przez 
błony komórkowe wymiataczem nadtlenkowym Tiron (4,5-dihydroxy-1,3-
benzene disulfonic acid; 20 mmol/l), inhibitorem enzymów flawoproteinowych - 
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diphenyleneiodonium (DPI; 10 µmol/l), inhibitorem NOS L-NAME (NG- 
nitro-L-arginine methyl ester; 100 µmol/l), inhibitorem oksydazy ksantynowej - 
allopurynol (100 µmol/l) oraz blokerem kompleksu I łańcucha oddechowego 
(oksydoreduktazy dinukleotydu nikotynoadeninowego-koenzym Q) - rotenon  
(2 µmol/l). 

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

Ekspresja podjednostek oksydazy NADPH oraz NOS była określana przy 
zastosowaniu techniki odwrotnej transkrypcji sprzężonej z łańcuchową reakcją 
polimerazową z analizą w czasie rzeczywistym (reverse transcription-
polymerase chain reaction – RT-PCR). RNA izolowano z zamrożonych frag-
mentów żył odpiszczelowych używając zestawu RNeasy Fibrous Tissue Kit 
(Qiagen). cDNA syntezowano używając zestawu Omniscript kit (Qiagen) oraz 
randomicznych dekamerów.  

Reakcję łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) prze-
prowadzono używając ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) oraz wykorzystu-
jąc zestaw SYBR Green. Zestaw zawiera zoptymalizowane stężenie barwnika 
fluorescencyjnego mającego zdolność do wiązania się z podwójną nicią DNA 
i jednoczesnej emisji sygnału fluorescencji. Umożliwia to ocenę ilościową ge-
nów bez konieczności użycia specyficznej sondy fluorescencyjnej. Warunki 
termiczne reakcji to: początkowy cykl - odwrotna transkrypcja 50°C przez  
2 min, aktywacja polimerazy 95°C przez 10 min; następnie 40 cykli obejmujących: 
denaturację w 95°C przez 15 s i hybrydyzację starterów z matrycą w 60°C przez 
1 min. Poziom ekspresji wszystkich transkryptów oceniano używając krzywych 
standardowych na podstawie znanych stężeń transkryptu oraz normalizowano do 
beta-aktyny. W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej reakcji RT-PCR zastoso-
wano różne znane stężenia wzorca w tej samej mieszaninie reakcyjnej, której 
używano w badanych próbkach.  

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

Starter F/ 
Forwad primer 

Starter R/ 
Reverse primer 

Nox1 CACAAGAAAAATCCTTGGGTCAA GACAGCAGATTGCGACACACA 
Nox2 CAAGATGCGTGGAAACTACCTAAGAT CCCTGCTCCCACTAACATCA 
Nox4 CAGCAAGATACCGAGATGAGGA GTAGAGGCTGTGATCATGAGGAATAG 
eNOS GAACAGCACAAGAGTTATAAGATCCG GCACTGTCTGTGTTACTGGACTCCT 
nNOS CACCCTGCGTACGAA GCTGAAAACCTCATCGGTGTCT 
iNOS TGGAACATCCCAAATACGAGT TGCCCATGTACCAGCCATT 
p22phox GGCTCCACCATGGAGCG CAGGAGATGCAGGACGGC 
p67phox GCACTACAAGTACACGGTAGTCATGAA CGAGGCCGATAGCCAGCT 
p47phox TTCAAGGTGCGCCCTGAT TGATGTCTGTCGGGTACTCTT 
β-aktyna GCGAGAAGATGACCCAGATCA TCACCGGAGTCCATCACGAT 

 

3.6. Analiza statystyczna  

Analizę statystyczną przeprowadzono używając pakietu statystycznego 
SPSS 13 (SPSS, Inc, Chicago, Il). Dane wyrażano jako średnią ± błąd standar-
dowy (SE – standard error). Używając testu Kołmogorova-Smirnova sprawdzo-
no, czy rozkłady analizowanych parametrów są zbliżone do normalnego. W celu 
porównanie podstawowej charakterystyki klinicznej pomiędzy grupami użyto 
testu Chi2, dla rozkładów normalnych stosowano test t-Studenta, a dla rozkładów 
odbiegających od normalnego — test U Manna-Whitneya. Do porównania kilku 
grup używano jednostronnej ANOVA, a następnie testu Scheffe, lub w przypad-
kach niejednorodnej wariancji pomiędzy testowanymi grupami, testu nieparame-
trycznego Mann-Whitney. Do oceny jednorodności wariancji używano testu 
Levene. Korelację pomiędzy dwoma zmiennymi ciągłymi oceniano przy użyciu 
korelacji liniowej Pearson’a. Do oceny związku pomiędzy zmiennymi ciągłymi 
a zmiennymi porządkowymi używano modelu regresji liniowej. W celu oceny 
wpływu różnych zmiennych na uwalnianie wolnych rodników przeprowadzono 
analizę regresji logistycznej. Do analizowanego modelu wprowadzono zmienne, 
które potencjalnie wpływają na produkcję wolnych rodników a następnie prze-
prowadzono ich stopniową eliminację tak, aby osiągnąć najlepsze dopasowanie 
modelu. W badaniach statystycznych za poziom istotności przyjęto p<0,05. 
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4. WYNIKI 

4.1. Charakterystyka kliniczna 

Podstawowe dane kliniczne przedstawiono w tabeli 2. Pacjenci z niewydol-
nością serca mieli znamiennie niższą frakcję wyrzutową (37,5±1,7%) w porów-
naniu do chorych z grupy kontrolnej (>50%). Obie grupy badane nie różniły się 
pomiędzy sobą odnośnie wieku, płci oraz czynników ryzyka choroby wieńcowej 
(wliczając nadciśnienie tętnicze, palenie papierosów i hypercholesterolemię). 
Zaawansowanie choroby wieńcowej było również podobne w obu badanych 
grupach: choroba dwunaczyniowa (11 vs 10%), choroba trójnaczyniowa (51% vs 
63%) oraz choroba pnia lewej tętnicy wieńcowej (37 vs 26%). Zgodnie z ocze-
kiwaniami w grupie z niewydolnością serca znamiennie więcej pacjentów cho-
rowało na cukrzycę, przebyło zawał serca oraz miało upośledzoną funkcję nerek 
(zdefiniowaną jako podwyższoną kreatyninę powyżej 105 mmol/l). Poziom cho-
lesterolu całkowitego oraz trójglicerydów był podobny w obu grupach.  

Znamiennie więcej pacjentów z niewydolnością serca przyjmowało inhibito-
ry enzymu konwertującego angiotensynę lub/i blokery receptora aniotensyny II 
(68% vs 40%, p<0,05) oraz leki moczopędne (63% vs 14%, p<0,05). Nie było 
znamiennej różnicy odnośnie stosowania innych leków: leki przeciwpłytkowe 
(83% vs 89%), beta-blokery (77% vs 53%), statyny (91% vs 89%) oraz leki 
przeciwdławicowe (89% vs 68%).  
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Tabela 2. Charakterystyka kliniczna badanych grup 
Table 2.  Clincial characteristics of studied groups 

 

Grupa  
kontrolna 

Control group
(n=35) 

Niewydolność serca 
Heart  

Failure Group 
(n=19) 

Wiek w latach (średnia±SE) 
Age in years (mean±SE) 63±8 65±6 

Płeć, M:K 
Gender, M:F 35:0 18:1 

Czynniki ryzyka choroby wieńcowej 
Cardiovascular risk factors   

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

Nadciśnienie tętnicze, n (%) 
Hypertension, n (%) 28 (80) 14 (74) 

Cukrzyca, n (%) 
Diabetes, n (%) 6 (17) 8 (42)* 

Hypercholesterolemia, n (%) 
Hyperchlesterolemia, n (%) 28 (80) 16 (84) 

Ryzyko wg Framingham Risk Score, średnia±SE 
Framingham Risk Score, mean±SE 13,7±0,5 13,5±0,6 

Zespół metaboliczny, n (%) 
Metabolic syndrome, n (%) 17 (49) 8 (42) 

Przebyty zawał serca, n (%) 
Previous myocardial infarction, n (%) 16 (46) 16 (84)* 

Zawał serca bez załamka Q, n (%) 
Non-Q wave myocardial infarction, n (%) 11(31) 1(5) 

Zawał serca z załamkiem Q, n (%) 
Q-wave myocardial infarction, n (%) 5(14) 15(79) 

BMI, średnia±SE 
BMI, mean±SE 26,9±0,7 27,9±1,2 

Niewydolność nerek, n (%) 
Renal failure, n (%) 1 (3) 7 (37)* 

Cholesterol całkowity, mmol/l, średnia±SE 
Total cholesterol, mmol/l, mean±SE 3,4±0,1 3,1±0,2 

LDL-cholesterol, mmol/l, średnia±SE 
LDL-cholesterol, mmol/l, mean±SE 1,8±0,1 1,5±0,1 

HDL-cholesterol, mmol/l, średnia±SE 
HDL-cholesterol, mmol/l, mean±SE 0,95±0,05 0,93±0,06 

Trójglicerydy, mmol/l, średnia±SE 
Triglycerides, mmol/l, mean±SE 1,4±0,1 1,3±0,2 

Glukoza na czczo, mmol/l, średnia±SE 
Fasting glucose, mmol/l, mean±SE 6,5±0,3 7,2±0,9 

Kreatynina, mmol/l, średnia±SE 
Creatine, mmol/l, mean±SE 89±2 119±18* 
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Grupa  
kontrolna 

Control group
(n=35) 

Niewydolność serca 
Heart  

Failure Group 
(n=19) 

Skurczowe ciśnienie tętnicze, mmHg,  
średnia±SEM 
Systolic blood presure, mmHg, mean±SE 

143±4 129±6 

Rozkurczowe ciśnienie tętnicze, mmHg, śred-
nia±SE 
Diastolic blood pressure, mmHg, mean±SE 

76±2 72±3 

EF, %, średnia±SE 
EF, %, mean±SE  

>50 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 (%) 32 (91) 17 (89) 

ATIIR/ACEI, n (%) 
ATIIr/ACEI, n (%) 14 (40) 13 (68)* 

Antagoniści receptora angiotensynowego,  
n (%)  
Angiotensin receptor antagonist, n (%) 

0 (0) 6 (31)* 

ACEI, n (%) 
ACEI, n (%) 14 (40) 8 (42) 

Nitraty, n (%) 
Nitrates, n (%) 24 (69) 10 (53) 

Blokery kanałów wapniowych, n (%) 
Calcium channel blockers, n (%) 17 (49) 7 (37) 

Insulina, n (%) 
Insulin, n (%) 1 (3) 5 (26)* 

Doustne leki przeciwcukrzycowe, n (%) 
Oral hypoglycaemic agents, n (%) 1 (3) 2 (10) 

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

Test Chi2 dla zmiennych nominalnych, *p<0,05 
Test Studenta dla zmiennych ciągłych, *p<0,05 
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4.2. Cytokiny zapalne 

Stężenie białka C-reaktywnego było znamiennie wyższe u chorych 
z niewydolnością serca (ryc. 6A). Dodatkowo stężenie CRP dobrze korelowało 
z zaawansowaniem klinicznym i stopniem niewydolności serca według klasyfi-
kacji NYHA, nawet po uwzględnieniu cukrzycy oraz niewydolności nerek  
(ryc. 6B). Poziomy TNF-α oraz IL-6 były wyższe, nie osiągnęły jednak zna-
mienności statystycznej (ryciny 7, 8). Stwierdzono znamienną statystycznie za-
leżność pomiędzy poziomem Il-6 oraz CRP (r=0,627; p<0,0001). 

 

 
 
Ryc. 6.  A) Stężenie CRP w surowicy pacjentów z grupy kontrolnej oraz u chorych 
 z niewydolnością serca. Test t-Studenta, *p<0,05. B) Zależność pomiędzy stę-
 żeniem CRP a ciężkością niewydolności 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, 
 *p<0.05. B) CRP levels and severity of heart failure by NYHA class. Logistic 
 regression model, *p<0.05 
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Ryc. 7.  A) Stężenie Il-6 w surowicy pacjentów z grupy kontrolnej oraz u chorych 
 z  niewydolnością serca. Test t-Studenta, NS - nieznamienne statystycznie.  
 B) Zależność pomiędzy stężeniem Il-6 a ciężkością niewydolności serca wg 
 klasyfikacji NYHA. Model regresji liniowej, NS – nieznamienne statystycznie 
Fig. 7.  A) Serum Il-6 levels in control and heart failure group. T-Student test, NS - not 
 significant. B) Il-6 levels and severity of heart failure by NYHA class. Linear 
 regression model, NS - not significant 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Ryc. 8.  A) Stężenie TNF-α w surowicy pacjentów z grupy kontrolnej oraz u chorych 
 z niewydolnością serca. Test t-Studenta, NS - nieznamienne statystycznie.  
 B) Zależność pomiędzy stężeniem TNF-α a ciężkością niewydolności serca wg 
 klasyfikacji NYHA. Model regresji liniowej, NS – nieznamienne statystycznie 
Fig. 8.  A) Serum TNF-α levels in control and heart failure group. T-Student test, NS - 
 not significant. B) TNF-α levels and severity of heart failure by NYHA class. 
 Linear regression model, NS - not significant 
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4.3. Funkcja wazomotoryczna 

Odpowiedź na czynniki rozkurczające naczynia acetylocholinę i nitroprusydek 
sodu nie różniła się istotnie w analizie nie-liniowej regresji w całości grupy  
(ryc. 9), obserwowano jednak znaczną różnorodność w odpowiedzi u poszcze-
gólnych pacjentów w badanych grupach. W celu oceny zależnego od śródbłonka 
rozkurczu naczyń, znormalizowano maksymalną odpowiedź na acetylocholinę 
względem maksymalnej odpowiedzi na SNP i wynik przedstawiono jako procent 
rozkurczu. Na rycinie 10 przedstawiono względny rozkurcz naczyń zależny od 
śródbłonka (znormalizowany względem odpowiedzi na SNP). Wskaźnik ten był 
znacząco niższy u chorych z niewydolnością serca w porównaniu do grupy kon-
trolnej. Różnica ta była znamienna statystycznie nawet po wykluczeniu z analizy 
pacjentów z cukrzycą (37,2±8,8% vs 17,0±4,7%, grupa kontrolna vs niewydol-
ność krążenia; p<0,05). Nie było różnicy w funkcji śródbłonka, gdy analizowano 
podgrupy pacjentów przyjmujących statyny oraz ACEI/ARB. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 9.  A) Krzywa zależności efekt-stężenie dla nitroprusydku sodu (SNP). Model 
 regresji nie-liniowej, NS – nieznamienne statystycznie. B) Krzywa zależności 
 efekt-stężenie 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. Względny rozkurcz naczyń zależny od śródbłonka.  
 Test t-Studenta, *p<0,05  
Fig. 10. Relative endothelium-dependent vasorelaxation. 
 t-Student test, *p<0.05 
 

4.4. Produkcja wolnych rodników 

Produkcja wolnych rodników była znamiennie wyższa w segmentach 
żył odpiszczelowych pacjentów z niewydolnością serca w porównaniu do grupy 
kontrolnej (ryc. 11A). Podobnie jak w przypadku funkcji śródbłonka ta różnica 
była istotna statystyczna po wyłączeniu pacjentów z cukrzycą (2,1±0,3 vs 
4,5±0,7 ILU, grupa kontrolna vs CHF, p<0,05). Dodatkowo stwierdzono wystę-
powanie znamiennej statystycznie korelacji pomiędzy ciężkością niewydolności 
krążenia ocenianej według klasyfikacji NYHA a poziomem wolnych rodników 
w modelu regresji liniowej (rycina 11B; p=0,0001). Korelacja ta była niezależna 
od niewydolności nerek oraz cukrzycy. Nie stwierdzono istotnej zależności po-
między produkcją wolnych rodników a frakcją wyrzutową. Produkcja wolnych 
rodników przez segmenty żył odpiszczelowych była prawie całkowicie hamowa-
na przez DPI oraz Tiron. L-NAME, allopurinol oraz rotenone nie wpływał na 
produkcję wolnych rodników (ryc. 12). Wskazuje to, że głównym źródłem wol-
nych rodników była oksydaza NADPH. 

W celu określenia potencjalnych czynników wpływających na zwiększenie 
produkcji wolnych rodników zastosowano model wielokrotnej logistycznej re-
gresji, używając produkcji wolnych rodników jako zmiennej zależnej a ciężkości 
niewydolności serca wg klasyfikacji NYHA, CRP, niewydolności nerek, cukrzy-
cy, nadciśnienia tętniczego oraz hypercholesterolemii, jako zmiennych niezależ-
nych. Spośród tych zmiennych tylko stopień zaawansowania niewydolności ser-
ca według NYHA oraz stężenie CRP korelowały z produkcją wolnych rodników 
(ryc. 13B, p<0,005, n=32). Na rycinie 13A przedstawiono zależność pomiędzy 
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stężeniem CRP a produkcją naczyniową wolnych rodników. Nie stwierdzono 
istotnej statystycznie zależności pomiędzy dysfunkcją śródbłonka a produkcją 
wolnych rodników, prawdopodobnie w związku z małą liczebnością grupy ba-
danej. 

Podobnie jak w przypadku niewydolności śródbłonka, nie stwierdzono istot-
nej różnicy w wytwarzaniu wolnych rodników, gdy pacjentów podzielono na 
podstawie przyjmowania statyn oraz ACEI/ARB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Ryc. 11. A) Naczyniowa produkcja wolnych rodników w grupie kontrolnej oraz u  cho-
 rych z niewydolnością serca. Test t-Studenta, *p<0,05. B) Zależność pomiędzy 
 naczyniową produkcją wolnych rodników a ciężkością niewydolności 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 rodników w grupie kontrolnej oraz u chorych 
 z  niewydolnością serca po inkubacji z: przechodzącym przez błony komórkowe 
 wymiataczem nadtlenkowym (Tiron), inhibitorem enzymów flawoproteinowych 
 (DPI), inhibitorem syntazy tlenku azotu (L-NAME), inhibitorem oksydazy 
 ksantynowej (allopurynol) oraz blokerem mitochondrialnego łańcucha 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 
 
 

 
 
Ryc. 13. A) Korelacja pomiędzy poziomem CRP w surowicy a naczyniową produkcją 
 wolnych rodników. Korelacja Pearsona, p<0,05. B) Poziom CRP w surowicy 
 a  ciężkość niewydolności 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 zwiększonej aktywności oksydazy NADPH w żyłach 
odpiszczelowych pacjentów z niewydolnością serca oceniano ekspresję mRNA 
izoform podjednostki katalitycznej (Nox1, Nox2 oraz Nox4) oraz podjednostek 
regulatorowych (p47phox, p67phox oraz p22phox). Ekspresja Nox4 była znamiennie 
podwyższona u chorych z niewydolnością serca w porównaniu do grupy kontro-
lnej, podczas gdy poziom Nox2 był wyższy, ale nie osiągnął znamienności staty-
stycznej (ryc. 14 i 15). Ekspresja Nox1 była poniżej poziomu wykrywalnego 
prawie u wszystkich pacjentów w obu badanych grupach. Odnośnie podjedno-
stek regulacyjnych: poziom ekspresji p67phox był znamiennie wyższy w grupie 
niewydolności serca, natomiast poziomy p47phox i p22phox były podobne (ryc. 16). 
Stwierdzono znamienną korelację pomiędzy ekspresją Nox2 i p67phox (r=0,685; 
p<0,0005). Odnośnie ekspresji podjednostek NOS nie stwierdzono istotnej róż-
nicy w poziomie mRNA dla eNOS i nNOS pomiędzy badanymi grupami (ryc. 
17). Poziomy iNOS było poniżej poziomu detekcyjnego. Dodatkowo stwierdzo-
no znamienną korelację pomiędzy poziomem Nox4 a eNOS (r=0,491; p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ryc. 14. A) Ekspresja mRNA dla Nox2 w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnością 
 serca. t-Student test, NS – nieznamienne statystycznie. B) Ekspresja mRNA 
 dla Nox2 zależnie od ciężkości niewydolności krążenia według 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 



Rafał Dworakowski 44

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ryc. 15. A) Ekspresja mRNA dla Nox4 w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnością 
 serca. Test t-Studenta, *p<0,05. B) Ekspresja mRNA dla Nox4 zależnie od 
 ciężkości niewydolności krążenia według klasyfikacji NYHA. Model regresji 
 liniowej, NS- nieznamienne statystycznie 
Fig. 15.  A) Nox4 mRNA expression in control and heart failure group. t-Student test, 
 *p<0.05. B) Nox4 mRNA expression by NYHA class. Linear regression model, 
 NS – not significant 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 16. A) Ekspresja mRNA dla p47phox w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnością 
 serca. B) Ekspresja mRNA dla p67phox w grupie kontrolnej i chorych 
 z niewydolnością serca. C) Ekspresja mRNA dla p22hox w grupie kontrolnej 
 i chorych z niewydolnością serca. Test t-Studenta, *p<0,05; NS – nieznamienne 
 statystycznie 
Fig. 16.  A) p47phox mRNA expression in control and heart failure group. B) p67phox 
 mRNA expression in control and heart failure group. C) p22phox mRNA expression 
 in control and heart failure group. t-Student test, *p<0.05; NS – not significant 
 
 
 



Wyniki 

 

45

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 17. A) Ekspresja mRNA dla eNOS w grupie kontrolnej i chorych z niewydolnością 
 serca. B) Ekspresja mRNA dla nNOS w grupie kontrolnej i chorych 
 z niewydolnością 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. OMÓWIENIE 
 

Niewydolność śródbłonka naczyń u chorych z niewydolnością serca stwier-
dzano w wielu badaniach, zarówno in vitro, jak i in vivo. Niewydolność śród-
błonka nie tylko przyczynia się do postępu choroby czy nasilenia objawów nie-
wydolności serca, ale ponadto jest niezależnym czynnikiem rokowniczym [43, 
110, 152]. Kluczową rolę w patologii niewydolności śródbłonka odgrywa ogra-
niczenie biodostępności tlenku azotu związane z inaktywacją NO przez wolne 
rodniki. Źródło wolnych rodników tlenowych w patologii niewydolności serca 
pozostawało do niedawna nieokreślone.  

W przedstawionej rozprawie potwierdzono, że względna, zależna od śród-
błonka wazodylatacja jest upośledzona u chorych z niewydolnością serca. Zjawi-
sko występowania upośledzonej funkcji śródbłonka oraz zaburzenia w zależnej 
od śródbłonka rozszerzenia naczyń u pacjentów z niewydolnością serca zostało 
opisano po raz pierwszy w 1992 przez Katz i wsp. [102]. Katz, mierząc inwazyj-
nie przepływ krwi w tętnicy udowej powierzchniowej wykazał, że u chorych 
z niewydolnością serca, rozkurcz naczyń tętniczych w odpowiedzi na acetylo-
cholinę jest upośledzony. W kolejnych pracach z tego samego ośrodka wykaza-
no, że upośledzenie zależnej od śródbłonka wazorelaksacji jest spowodowane 
przez zmniejszenie biodostępności NO oraz zmniejszenie reaktywności mięśni 
gładkich naczyń [100]. Katz i wsp. opisał również zależność pomiędzy zwiększo-
nym stężeniem TNF-α a zmianami przepływu krwi na przedramieniu w odpowie-
dzi na acetylocholinę i nitroglicerynę u chorych z niewydolnością serca [99].  

W niniejszej rozprawie wykazano, że upośledzenie funkcji śródbłonka jest 
związane ze zwiększeniem produkcji wolnych rodników przez oksydazę NADPH. 
Do niedawna uważano, że wolne rodniki powodują jedynie uszkodzenie białek 
strukturalnych komórki, materiału genetycznego oraz enzymów zaangażowa-
nych w produkcję energii a efektem ich działania jest martwica lub apoptozy 
[70]. Aktualnie uważa się, że takie działanie wolnych rodników ma istotne 
znacznie jedynie w zaawansowanej niewydolności serca oraz niedokrwieniu 
i reperfuzji. Wydaje się, że na wczesnym etapie rozwoju niewydolności serca 
względnie niewielkie ilości wolnych rodników pełnią istotne funkcje regulacyj-
ne, modulując aktywność wielu molekuł oraz wewnątrzkomórkowych szlaków 
sygnałowych [60]. Dodatkowo, niektóre wolne rodniki, tak jak rodnik ponadtlen-
kowy, mogą wchodzić w interakcję NO i poprzez zmniejszenie biodostępności 
NO wpływają na reaktywność naczyń tętniczych i żylnych oraz na kurczliwość 
lewej komory [142]. W ostatnich latach opublikowano wiele prac dowodzących 
istotnej rolę stresu oksydacyjnego w regulacji procesów przerostu i przebudowy  
serca. Wykazano, że w wyniku działania α-agonistów, aniotensyny II, endotheliny, 
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TNF-α czy czynników mechanicznych dochodzi do zwiększenia wydzielania 
wolnych rodniki, które jako przekaźnik wewnątrzkomórkowy są zaangażowane 
w regulację przerostu kardiomyocytów [83, 139, 151]. Dodatkowo wykazano, że 
zwiększona produkcja wolnych rodników, poprzez wpływ na system metaloprote-
inaz, aktywuje włóknienie śródmiąższowe oraz okołonaczyniowe [32, 91, 171].  

Potencjalnymi źródłami wolnych rodników odpowiedzialnymi za zaburzenia 
czynności śródbłonka w niewydolności serca mogą być: mitochondria, oksydaza 
ksantynowa, NOS oraz oksydaza NADPH. Dotychczas jedynie w badaniach 
eksperymentalnych wykazywano, że zwiększone uwolnienie wolnych rodników 
przez oksydazę NADPH odgrywa podstawową rolę w rozwoju niewydolności 
śródbłonka [117, 136] oraz może mieć istotne znaczenie w patofizjologii niewy-
dolności serca [134, 178, 194]. Rolę oksydazy NADPH w niewydolności serca 
wiązano głównie z regulacją procesów przebudowy mięśnia sercowego [138], 
nie było natomiast prac oceniających wpływ wolnych rodników uwalnianych 
przez oksydazę NADPH na funkcję śródbłonka naczyniowego oraz funkcję mię-
śnia sercowego. Początkowo w badaniach eksperymentalnych, następnie w ba-
daniach klinicznych wykazano, że przerost mięśnia sercowego jest regulowany 
przez wolne rodniki uwalniane przez oksydazę NADPH. W patologii ludzkiej 
niewydolności serca stwierdzano zwiększoną ekspresję podjednostek oksydazy 
NADPH i jej aktywność jedynie w myocardium pobranym od chorych [80, 123]. 
Na podstawie badań na zwierzętach przypuszczano, że rodzina oksydazy NADPH 
jest ważnym źródłem wolnych rodników i może brać udział w regulacji funkcji 
śródbłonka. W wielu pracach wykazywano, że rodnik ponadtlenkowy pełni waż-
ne funkcje regulujące i jako „drugi przekaźnik” może regulować zmiany fenoty-
pu komórek śródbłonka [50]. 

Rola wolnych rodników uwalnianych przez oksydazę NADPH w regulacji 
funkcji śródbłonka naczyniowego u chorych z niewydolnością serca pozostawała 
do niedawna nieokreślona. W prezentowanej pracy wykazano, że wolne rodniki 
uwalaniane przez oksydazę NAPDH odgrywają ważną rolę w regulacji funkcji 
śródbłonka u chorych z niewydolnością serca. Kolejnym ważnym wynikiem 
prezentowanych badań jest wykazanie zwiększenia ekspresji izoformy Nox4 
oraz podjednostki regulacyjnej p67phox, jako potencjalnych przyczyn zwiększonej 
aktywności oksydazy NADPH.  

Ide i wsp. w serii prac wykazali, że mitochondria mogą być istotnym źró-
dłem wolnych rodników w eksperymentalnym modelu niewydolności serca [88, 
89]. W obu badaniach wolnym rodnikiem był głównie rodnik hydroksylowy, 
a dodatkowo ilość wolnych rodników dobrze korelowała z poziomem niewydol-
ności serca. Ta sama grupa badaczy stwierdziła również na hodowlach kardio-
miocytów, że TNF-α zwiększa produkcję wolnych rodników i uszkodzenie  
mitochondrialnego DNA [174]. We wszystkich tych pracach nie analizowano 
wpływu oksydazy NADPH na mitochondrialną produkcję ROS. Jak dotychczas 
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nie ma badań potwierdzających istotną rolę wolnych rodników uwalnianych 
jedynie przez mitochondria na funkcję śródbłonka u chorych z niewydolnością 
serca. 

Kolejnym ważnym potencjalnym źródłem wolnych rodników jest oksydaza 
ksantynowa. Zwiększenie ekspresji oraz aktywności oksydazy ksantynowej 
stwierdzano zarówno u chorych z niewydolnością serca jak i w badaniach ekspe-
rymentalnych na zwierzętach [25, 54, 187]. Dodatkowo wykazano, że długo-
trwałe podawanie allopurinolu wpływa na przebudowę po eksperymentalnym 
zawale serca [56]. W dwóch badaniach opublikowanych ostatnio wykazano, że 
wolne rodniki produkowane przez oksydazę ksantynową przyczyniają się do 
niewydolności śródbłonka u chorych z niewydolnością serca [57, 110]. Należy 
jednak podkreślić, że podobnie jak w badaniach dotyczących mitochondrialnego 
ROS, w pracach tych nie oceniano wolnych rodników uwalnianych prze oksyda-
zę NADPH. Dopiero od niedawna znany jest fakt, że wolne rodniki uwalnianie 
przez kompleks oksydazy NADPH mogą aktywować pozostałe systemy wytwa-
rzające ROS. We wstępie niniejszej rozprawy szczegółowo opisano udział wol-
nego rodnika ponadtlenkowego w konwersji dehydrogenazy ksantynowej do 
oksydazy ksantynowej, zwiększeniu mitochondrialnej produkcji ROS, degradacji 
kofaktora dla syntazy tlenku azotu – czterowodorobiopteryny i aktywacji NOS 
do produkcji wolnych rodników (uncoupled NOS) [109]. Oksydaza NADPH mo-
że więc nie tylko powodować niewydolność śródbłonka bezpośrednio, ale także 
pośrednio poprzez aktywację innych systemów enzymatycznych. Ostatnio opu-
blikowane prace potwierdzają tezę, że kluczową rolę w regulacji stresu oksyda-
zyjnego odgrywają wolne rodniki uwalniane przez oksydazę NADPH.  

W prezentowanej rozprawie przedstawiono dowody na istotną rolę wolnych 
rodników uwalnianych przez oksydazę NADPH w patofizjologii niewydolności 
śródbłonka u chorych z niewydolnością serca. Wytwarzanie wolnych rodników 
w badanym materiale było hamowane tylko przez substancje blokujące oksydazę 
NADPH a nie przez inhibitory innych układów wytwarzających wolne rodniki, 
wliczając NOS, oksydazę ksantynową oraz enzymy mitochondrialnego kom-
pleksu I. Dowodzi to jednoznacznie, że oksydaza NADPH stanowiła główne 
źródło wolnych rodników w badanym materiale.  

Oksydaza NADPH została po raz pierwszy opisana w granulocytach obojęt-
nochłonnych. Neutrofile zawierają podjednostkę Nox2 (zwaną gp91phox), która 
transportuje elektron z NADPH na cząsteczkę O2, a wynikiem tej reakcji jest 
rodnik ponadtlenkowy [9]. Jak wspominano we wstępie aktywna forma oksyda-
zy NADPH to kompleks enzymatyczny składający się nie tylko z podjednostki 
katalitycznej (Nox), ale także z podjednostki stabilizującej kompleks (p22phox), 
oraz z kilku podjednostek regulatorowych (p47phox, p67phox, Rac). Podjednostka 
p67phox jest niezbędna do aktywacji oksydazy NADPH zawierającej Nox2.  
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W wielu badaniach potwierdzono występowanie oksydazy NADPH zawiera-
jącej Nox2 poza granulocytami, np. w komórkach śródbłonka, fibroblastach, czy 
komórkach zapalnych [28]. W ostatnich latach wykazano, że izoformy podjed-
nostki katalitycznej są kodowane przez odrębne geny a ich ekspresja jest różna 
w zależności od rodzaju komórek i tkanek. Spośród izoform podjednostki katali-
tycznej, szczególnie ważną funkcję w regulacji funkcji naczyń pełnią Nox2 
i Nox4 [107]. Nox2 występuje w komórkach mięśniówki gładkiej naczyń, 
a Nox4 w komórkach śródbłonka naczyń [2], komórkach mięśniówki gładkiej 
naczyń [35] oraz fibroblastach [38]. Obie izoformy, Nox2 i Nox4 występują 
w komórkach naczyń u ludzi, a dodatkowo jak wykazano w niniejszej rozprawie, 
ekspresja mRNA dla Nox4 jest znamiennie wyższa u chorych z niewydolnością 
serca. W poprzednich pracach potwierdzono, że aktywność podjednostki katali-
tycznej Nox4 oksydazy NADPH jest regulowana na poziomie transkrypcji  
[4, 126, 167]. Zwiększona aktywność oksydazy NADPH i zwiększona produkcja 
wolnych rodników u chorych z niewydolnością serca może wynikać ze zwięk-
szonej ekspresji Nox4. Aktywność oksydazy zawierającej Nox4 jest również 
regulowana przez bodźce zapalne, takie jak lipopolisacharydy [148, 149].  

W przeciwieństwie do Nox4, aktywność oksydazy zawierającej Nox2 podle-
ga ścisłej regulacji przez podjednostki regulacyjne p47phox oraz p67phox. Podjed-
nostki regulatorowe bezpośrednio wpływają na stopień aktywności jednostki 
katalitycznej Nox2 [28]. W przedstawianej pracy wykazano znamienny wzrost 
ekspresji podjednostki p67phox, która zwiększa aktywność Nox2. Poziomy Nox2 
były także wyższe, choć nie znamiennie statystycznie. Na podstawie prezento-
wanych danych Nox1 nie odgrywa istnej roli w dysfunkcji śródbłonka u chorych 
z niewydolnością serca, jako że ekspresja mRNA dla Nox1 była bardzo niska 
w obu badanych grupach.  

W wielu badaniach eksperymentalnych in vivo wykazano, że w stanach pro-
miażdżycowych, takich jak nadciśnienie tętnicze, cukrzyca i hypercholesterole-
mia, ekspresja i aktywność Nox2 są zwiększone, natomiast ekspresja Nox4 po-
zostaje niezmieniona [17, 135, 147]. Podobnie w tętnicach wieńcowych u ludzi 
podstawowym źródłem wolnych rodników jest oksydaza NADPH zawierająca 
Nox2 [76]. W badaniach na myszach knockout nie zawierających Nox1 i Nox2 
wykazano, że zwiększenie ekspresji tych izoform podjednostki katalitycznej 
enzymu oksydazy NADPH, nie jest tylko objawem, ale odgrywa ważną, aktywną 
rolę w patologii naczyniowej. Dla przykładu podanie angiotensyny II powoduje 
wzrost ciśnienia tętniczego i pogrubienie warstwy środkowej aorty, które jest 
powiązane ze zwiększeniem produkcji wolnych rodników [192]. U zwierząt 
knockout nie posiadających genu dla Nox2 podanie angiotensyny II powodowało 
jedynie wzrost ciśnienia tętniczego. Angiotensyna II nie powodowała wzrostu 
wytwarzania wolnych rodników u myszy Nox2-/- i nie obserwowano przebudo-
wy naczyniowej. Podobne obserwacje poczynił Jung i wsp. odnośnie zależnej od 
śródbłonka wazorelaksacji w badaniach na modelu nadciśnienia nerkopochodnego 
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u myszy [95]. Usunięcie Nox1 skutkowało w upośledzeniu produkcji wolnych 
rodników i zależnej od śródbłonka wazorelaksacji w odpowiedzi na angiotensy-
nę II, ale nie wpływało na procesy przebudowy naczynia, takie jak proliferacja 
mięśni gładkich naczyń (VSMC) [68, 69]. W prezentowanej rozprawie wykaza-
no, że zarówno Nox4, jak i Nox2 mogą stanowić źródło wolnych rodników w 
niewydolności serca u ludzi. 

Poprzednie badania dotyczące roli oksydazy NADPH w regulacji funkcji 
śródbłonka przeprowadzono jedynie u chorych z chorobą wieńcową i cukrzycą. 
Stwierdzono związek pomiędzy czynnikami ryzyka choroby wieńcowej, cukrzy-
cą a aktywnością oksydazy NADPH [73, 74, 173]. W omawianej pracy wszyscy 
chorzy mieli rozpoznaną chorobę wieńcową oraz przynajmniej jeden czynnik 
ryzyka sercowo-naczyniowego. Obie badane grupy nie różniły się istotnie odno-
śnie czynników ryzyka miażdżycy (wyłączając cukrzycę) oraz zaawansowania 
choroby wieńcowej. W grupie chorych z niewydolnością serca znamiennie czę-
ściej stwierdzano występowanie cukrzycy oraz przebyty zawał serca. Korelacja 
pomiędzy produkcją wolnych rodników a niewydolnością serca była niezależna 
od cukrzycy. Różnica w produkcji wolnych rodników oraz dysfunkcji śródbłon-
ka pomiędzy grupą z niewydolnością serca a grupą kontrolną była znamienna 
nawet po wyłączeniu z analizy chorych z cukrzycą. W analizie regresji wielo-
krotnej wykazano, że CRP oraz klasa NYHA są niezależnymi czynnikami kore-
lującymi z produkcją wolnych rodników. Różnica pomiędzy grupami była istot-
na statystycznie nawet pomimo faktu, że większość badanych chorych otrzymy-
wała leki hamujące wytwarzanie wolnych rodników przez oksydazę NADPH, 
takich jak statyny oraz antagoniści układu renina-angiotensyna-aldosteron [28]. 
Wydaje się więc, że poziomy wolnych rodników oraz niewydolność śródbłonka 
mogłyby być znamiennie wyższe, gdyby nie stosowane leczenie. 

Nadciśnienie tętnicze i cukrzyca znamiennie częściej występują wśród rasy 
czarnej niż u rasy białej [22]. Używając komórek hodowli komórkowej HUVEC, 
Kalinowski i wsp. wykazali zmniejszoną biodostępność tlenku azotu wśród rasy 
czarnej, głównie w wyniku zwiększonej produkcji rodnika ponadtlenowego, 
biodegradacji tlenku azotu oraz zwiększonego wytwarzania peroksynitritu. Auto-
rzy wykazali, że do zwiększonej degradacja tlenku azotu dochodzi w wyniku 
reakcji z wolnymi rodnikami tlenowymi produkowanymi przez oksydazę NADPH 
[96]. W omawianej pracy wszyscy chorzy byli rasy kaukaskiej i nie badano po-
tencjalnego wpływu rasy, a zwiększona produkcja wolnych rodników była zwią-
zana jedynie z obecnością niewydolności serca. 

W niniejszej pracy potwierdzono fakt, że niewydolność śródbłonka dobrze 
koreluje z ciężkością niewydolności serca według klasyfikacji NYHA [61, 101]. 
Dodatkowo po raz pierwszy wykazano występowanie podobnej korelacji z ak-
tywnością oksydazy NADPH.  
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Jedną z ważniejszych substancji produkowanych przez śródbłonek jest NO, 
który nie tylko odgrywa kluczową rolę w regulacji napięcia naczyniowego, ale 
ponadto hamuje agregację płytek i wzrost komórek mięśni gładkich naczyń [8, 
156]. Myszy knockout nieposiadające eNOS mają istotnie podwyższone ciśnie-
nie tętnicze, tendencję do zakrzepic, nadmierną agregację leukocytów oraz przy-
śpieszony rozwój miażdżycy [65, 85, 104], ale z drugiej strony nieobecność genu 
eNOS zapobiega wystąpieniu wstrząsu anafilaktycznego [26]. Tlenek azotu ak-
tywuje cyklazę gaunylową i powoduje zwiększenie stężenia wewnątrzkomórkowe-
go cyklicznego-3’,5’-guanozynomonofosforanu (cGMP). cGMP z kolei poprzez 
kinazę białkową G (PKG) defosforyluje miozynę komórek mięśni gładkich na-
czyń i powoduje ich rozkurcz [137]. NO wpływa również na kurczliwość mię-
śnia sercowego. Dobrze znany jest fakt, że stymulacja uwalniania tlenku azotu 
przez eNOS w śródbłonku naczyń wieńcowych powoduje zaburzenia relaksacji 
oraz zwiększenie zużycia tlenu przez mięsień sercowy [127]. Tlenek azotu może 
modulować również podstawową kurczliwość mięśnia serca, odpowiedź na sty-
mulację adrenergiczną oraz wpływać na wewnątrz-sercowe mechanizmy regulu-
jące inotropizm (takie jak zależność siła-częstość – force-frequency relationship) 
[169]. Przebudowa mięśnia sercowego po zawale serca jest w znacznym stopniu 
regulowana przez tlenek azotu uwalniany przez eNOS [13]. Jones i wsp. stosując 
model transgenicznych myszy wykazali, że zwiększona ekspresja eNOS popra-
wia rokowanie i funkcję po eksperymentalnym zawale serca [94]. Jak wspo-
mniano wcześniej, zmniejszona biodostępność tlenku azotu może być wynikiem 
zmniejszonego wytwarzania NO lub jego zwiększonej degradacji. 
W prezentowanym badaniu nie stwierdzono zwiększenia ekspresji eNOS oraz 
iNOS, co sugeruje, że zmniejszenie wytwarzania tlenku azotu jest wynikiem 
degradacji kofaktora dla NOS (BH4), albo inaktywacji tlenku azotu przez wolne 
rodniki uwalniane przez oksydazę NADPH. Wolny rodnik ponadtlenkowy re-
aguje z tlenkiem azotu a wynikiem tej rekcji jest wysoce reaktywny peroksyni-
tryt [143]. Tak więc zmniejszenie biodostępności tlenku azotu może występo-
wać, pomimo normalnej lub nawet zwiększonej produkcji NO przy współistnie-
jącym zwiększeniu produkcji wolnych rodników [13]. Zwiększone uwalnianie 
wolnych rodników u chorych z niewydolnością serca i ich wpływ na zmniejszo-
ną biodostępność NO zostały opisane [7, 12], natomiast do tej pory nie zidenty-
fikowano oksydazy NADPH jako źródła wolnych rodników. 

Wyjaśnienie mechanizmów aktywujących syntazę NADPH jest ważne, aby 
zrozumieć patofizjologię niewydolności śródbłonka u chorych niewydolnością 
serca. Jak wspominano we wstępie, niewydolność serca charakteryzuje się ogól-
noustrojowym procesem zapalnym. U chorych z niewydolnością serca stwierdza 
się zwiększone poziomy szeregu cytokin prozapalnych, wśród nich CRP, IL-6 
i TNF-α. Stężenia markerów zapalenia dobrze korelują z zaawansowaniem nie-
wydolności serca według klasyfikacji NYHA, częstością hospitalizacji oraz  
rokowaniem [3, 125, 196]. Cytokiny zapalne, takie jak TNF-α mogą wpływać na 
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niewydolność śródbłonka na wielu poziomach [153, 185]. Czynniki prozapalne, 
oprócz wpływu na ekspresję różnych podjednostek oksydazy NADPH dodatko-
wo mogą modulować aktywność enzymu. Dla przykładu przedłużone poddawa-
nie komórek śródbłonka (HUVEC) działaniu angiotensyny II nie tylko powoduje 
wzrost poziomu mRNA dla Nox2, ale równocześnie skutkuje 3-4−krotnym 
wzrostem produkcji wolnych rodników [160]. Krótkotrwałe podawanie angio-
tensyny II również powoduje zwiększenie wytwarzania wolnych rodników przez 
kompleks oksydazy NADPH w wyniku aktywacji fosforylacji podjednostek regula-
torowych, głównie p47phox, pozostaje jednak bez wpływu na ekspresję mRNA [116].  

Wykazano, że TNF-α moduluje funkcję śródbłonka poprzez regulację pro-
dukcji tlenku azotu [184]. Dodatkowo stwierdzono, że cytokiny prozapalne są 
silnymi aktywatorami oksydazy NADPH w endothelium i komórkach mięśni 
gładkich naczyń [66, 119, 122]. Tak więc, TNF-α może zmniejszać biodostęp-
ność tlenku azotu pośrednio przez zwiększenie wytwarzania wolnych rodników. 

TNF-α aktywuje śródbłonkową produkcję wolnych rodników poprzez fosfo-
rylację podjednostki p47phox, wpływa na interakcję pomiędzy kinazą białkową C 
(PKC) oraz podjednostką p47phox poprzez czynnik powiązany z receptorem dla 
TNF (TRAF4) [66, 118]. Ufosforylowana podjednostka p47phox stabilizuje kom-
pleks oksydazy NADPH i umożliwia przyłączenie pozostałych elementów nie-
zbędnych do aktywacji podjednostki katalitycznej - Nox2. W przedstawianej 
pracy obserwowano związek pomiędzy poziomem uwalnianych wolnych rodni-
ków a stężeniem TNF-α, który nie osiągnął jednak znamienności statystycznej. 
Może to wynikać przede wszystkim z małej liczebności badanej grupy.  

Stężenie CRP w surowicy jest dobrym wskaźnikiem ogólnoustrojowego pro-
cesu zapalnego a dodatkowo krążące CRP bezpośrednio wpływa na funkcję 
śródbłonka naczyniowego. Qamirani i wsp. wykazali, że CRP hamuje zależną od 
śródbłonka wazodylatację poprzez zmniejszenie biodostępności tlenku azotu 
w wyniku bezpośredniego pobudzenia wytwarzania wolnych rodników przez 
oksydazę NADPH [152]. W prezentowanej rozprawie potwierdzono również, że 
stężenie CRP było znamiennie podwyższone u chorych z niewydolnością serca. 
Podobne obserwacje dotyczyły innych cytokin prozapalnych, których stężenia 
oznaczano, tzn. Il-6 i TNF-α, aczkolwiek różnice te nie osiągnęły znamienności 
statystycznej. Dodatkowo wykazano silną korelację pomiędzy stężeniem CRP 
a aktywnością oksydazy NADPH, co sugeruje, że zapalenie odgrywa istotną rolę 
w regulacji wydzielania wolnych rodników przez oksydazę NADPH w niewy-
dolności serca.  

Podsumowując, w niniejszej rozprawie wykazano, że zwiększona aktywność 
oksydazy NADPH, związana z ogólnoustrojowym zapaleniem, przyczynia się do 
zwiększonej produkcji wolnych rodników i upośledzenia funkcji śródbłonka 
naczyniowego u chorych z niewydolnością serca. Badanie przeprowadzono na 
żyłach odpiszczelowych, dlatego trudno odnieść jego wyniki do układu tętniczego. 
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W innych badaniach wykazywano dobrą korelację pomiędzy ekspresją różnych 
podjednostek oksydazy NADPH oraz izoform podjednostki katalitycznej 
w układzie tętniczym i żylnym [75]. Guzik i wsp. sugerowali, że to powyższe 
podobieństwo jest związane z ogólnoustrojowymi mechanizmami regulującymi 
ekspresję i aktywność oksydazy NADPH. Wyniki niniejszej pracy wskazują, że 
mediatory zapalne pełnią ważną funkcję w regulacji aktywności oksydazy 
NADPH. Chociaż nie można bezpośrednio wypowiedzieć się o czynności tętnic, 
niewydolność śródbłonka naczyń żylnych odgrywa równie istotną rolę w patofi-
zjologii niewydolności serca, regulując pojemność łożyska naczyniowego, po-
wrót żylny oraz obciążenie wstępne [141]. 
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6. WNIOSKI 
 

1. Wolne rodniki uwalnianie przez oksydazę NADPH powodują upośle-
dzenie funkcji śródbłonka naczyń u chorych z niewydolnością serca.  

2. Aktywacja oksydazy NADPH składającej się z podjednostki Nox2 
i Nox4, jest przyczyną zwiększonego stresu oksydacyjnego w niewydol-
ności serca. 

3. Ogólnoustrojowe zapalenie, którego przejawem jest zwiększone stężenie 
wielu cytokin pozapalnych (CRP, Il-6, TNF-α), pełni kluczową rolę 
w regulacji aktywności oksydazy NADPH. 
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7. STRESZCZENIE 
 

Celem niniejszej pracy było określenie roli stresu oksydacyjnego, a zwłasz-
cza udziału wolnych rodników (ROS) produkowanych przez oksydazę NADPH, 
na funkcję śródbłonka naczyniowego u chorych z niewydolnością serca. Niewy-
dolność śródbłonka występuje u chorych z niewydolnością serca i przyczynia się 
do zwiększenia oporu naczyniowego, ograniczenia tolerancji wysiłku, zaburze-
nia regulacji pojemności łożyska żylnego oraz zwiększenia obciążenia wstępne-
go. Spośród wielu źródeł wolnych rodników, kompleks oksydazy NADPH sta-
nowi podstawowe źródło ROS oraz pełni kluczową rolę w regulacji ich wydzie-
lania przez inne systemy. Rola oksydazy NADPH w regulacji funkcji śródbłonka 
naczyniowego u ludzi z niewydolnością serca pozostawała do niedawna nieokre-
ślona. W niniejszej rozprawie badano funkcję śródbłonka in vitro, używając 
żył odpiszczelowych pobranych od pacjentów z niewydolnością serca (n=19) 
oraz pacjentów z grupy kontrolnej (n=35). Wytwarzanie wolnych rodników oce-
niano wykorzystując techniki chemiluminesencji wzmocnionej lucigeniną. 
W pobranym materiale, stosując RT-PCR oznaczano ekspresję mRNA dla róż-
nych podjednostek oksydazy NADPH (p67phox, p47phox, p22phox), izoform pod-
jednostki katalitycznej (Nox1, Nox2, Nox4) oraz izoform NOS (eNOS, iNOS, 
nNOS). Dodatkowo w surowicy chorych oznaczano stężenie markerów zapale-
nia, takich jak CRP, TNF-α oraz Il-6, które następnie korelowano z ciężkością 
niewydolności serca oraz poziomem stresu oksydacyjnego. Pacjenci z niewydol-
nością serca cechowali się znacznie upośledzoną funkcją śródbłonka w porów-
naniu do chorych z grupy kontrolnej wyrażoną redukcją względnego rozkurczu 
(15,2±3% vs 40,5±8,4%; p<0,05), podwyższonym stężeniem markerów zapale-
nia, głównie CRP (8,6±2,7 vs 2,6±0,4 mg/l; p<0,05), podwyższeniem produkcji 
wolnych rodników przez oksydazę NADPH (p<0,05), oraz zwiększoną ekspresją 
podjednostki Nox4 i p67phox. Nie stwierdzono istotnych różnic w ekspresji izo-
form syntazy tlenku azotu pomiędzy analizowanymi grupami. Aktywność oksy-
dazy NADPH korelowała ze stopniem nasilenia niewydolności serca według 
klasyfikacji NYHA (r=0,684, p<0,05) oraz stężeniem CRP (r=0,501, p<0,005). 
W rozprawie tej wykazano, że niewydolność śródbłonka występująca u chorych 
z niewydolnością serca, jest związana ze zwiększeniem produkcji wolnych rod-
ników. W procesie tym kluczową rolę pełni oksydaza NADPH, zawierająca 
Nox4 oraz prawdopodobnie Nox2. Dodatkowo stwierdzono, że zapalenie od-
grywa istotną rolę w regulacji funkcji oksydazy NADPH i produkcji wolnych 
rodników. 
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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 (p47phox, p67phox, p22phox), 
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-α and Il-6, were measured and correlated 
with indices of oxidative stress. Heart failure patients had significantly worse 
endothelial function than controls (15.2±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 
p67phox. 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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