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Wykaz skrétow: Cu/Zn-SOD - cynkowo-mie-
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HUVEC - komorki $rédbtonka izolowane z
ludzkiej zyly pepowinowej; iNOS - induko-
walna izoforma syntazy tlenku azotu; Mn-SOD
- manganowa izoforma dysmutazy ponadtlen-
kowej, mitochondrialna; nNOS - neuronalna
izoforma syntazy tlenku azotu; eNOS - $réd-
blonkowa izoforma syntazy tlenku azotu;
NOX - oksydaza NAD(P)H (izoformy NOX1,
2,4, 5); RFT - reaktywne formy tlenu; TNF-alfa
- czynnik martwicy nowotworu alfa; UCP2 -
biatko rozprzegajace - izoforma 2
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STRESZCZENIE

przebiegu cukrzycy réznego typu nieprawidlowe funkcjonowanie (dysfunkcja) srédblonka

naczyniowego odgrywa decydujaca role w rozwoju powaznych powiklan. Uwaza sie, ze u
podloza zmian patologicznych lezy stres oksydacyjny. Potwierdzono, ze w warunkach hiperglike-
mii i/lub hiperlipidemii dochodzi do zwigkszenia wytwarzania reaktywnych form tlenu réwno-
legle ze znaczaco obnizona wydolnoscia systeméw antyoksydacyjnych. Srédblonek naczyniowy
nie jest tylko bierna wysciélka naczyn. Ta niezwykle aktywna metabolicznie tkanka wytwarza i
wydziela szereg aktywnych biologicznie czynnikéw odpowiedzialnych za utrzymanie homeosta-
zy naczyn, a tym samym oddzialuje na stan calego organizmu. Stres oksydacyjny prowadzi do
zaburzenia funkcji sSrédblonka zwiazanych z napieciem naczyn krwionosnych, co gléwnie wiaze
sie z ograniczeniem dostepnosci NO. W srédblonku naczyniowym, podobnie jak w innych typach
komorek, istnieje szereg mechanizméw wytwarzajacych RFT. Wydaje sie jednak, ze mitochon-
drialny taficuch oddechowy oraz oksydaza NAD(P)H odgrywaja najbardziej znaczaca role. W dal-
szych rozdzialach tej pracy oméwiono zaburzenia funkcji srédblonka w cukrzycy oraz znaczenie
mitochondriéw i oksydazy NAD(P)H w rozwoju dysfunkcji tej tkanki.

WPROWADZENIE

Cukrzyca jest jedng z choréb metabolicznych o niezwykle zlozonej etiologii.
Dochodzi do zwigkszenia zawartosci glukozy we krwi (hiperglikemia) oraz zabu-
rzenia metabolizmu biatek, lipidéw i weglowodanéw, co zazwyczaj jest skutkiem
uposledzonego wydzielania insuliny badz niewlasciwego dzialania tego hormo-
nu na tkanki obwodowe (insulinoopornosé). Najczesciej wystepujacym typem cu-
krzycy na $wiecie jest cukrzyca typu 2. Choroba ta stanowi jedno z najwiekszych
wyzwan medycyny, gdyz wedlug danych Miedzynarodowej Federacji Diabetolo-
gicznej dotyka obecnie ponad 415 milionéw ludzi na Swiecie. Co 6 sekund umiera
chory na cukrzyce. Liczba 0séb ze zdiagnozowana cukrzyca drastycznie wzrasta,
ana leczenie tej choroby przeznacza sie okoto 12% wszystkich srodkéw skierowa-
nych na ochrone zdrowia [1]. Zaburzenia sercowo-naczyniowe sa bez watpienia
najczestsza przyczyna $mierci badZ niepelnosprawnosci pacjentéw cierpiacych na
cukrzyce typu 2. Prowadza do nich zmiany strukturalne i funkcjonalne naczyn
krwionosénych, czego nastepstwem sa powazne uszkodzenia wtérne, takie jak:
stopa cukrzycowa, kardiomiopatia, retinopatia, nefropatia czy tez neuropatia. W
wyniku tego dochodzi do Slepoty, niewydolnosci nerek, czy tez neurologicznych
dysfunkcji innych narzadéw, co znaczaco utrudnia zycie pacjentom. W duzej mie-
rze problemy te sg skutkiem angiopatii spowodowanej dysfunkcja srédbtonka
naczyniowego [2, 3]. Efektem tego typu powiklan narzadowych wynikajacych ze
zmian zwyrodnieniowych w naczyniach krwionoénych jest przedwczesna $mier¢
ponad 50% chorych na cukrzyce [4]. Manifestacja probleméw sercowo-naczynio-
wych nasila sie réwniez z wiekiem, co koreluje z rozwojem miazdzycy, jednego z
istotnych powiktan cukrzycy [2].

U chorych na cukrzyce zaburzone sa funkgje srédblonka zwigzane z neowa-
skularyzacja czy potencjalnymi mozliwosciami naprawczymi. Uwaza sie, ze w
warunkach hiperglikemii i/lub hiperlipidemii jednym z czynnikéw o kluczo-
wym znaczeniu w rozwoju zmian patologicznych w érédblonku jest nadmierne
wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT), czy raczej zaburzenie réwnowagi
miedzy iloscia wytwarzanych RFT a wydolnoscia systeméw antyoksydacyj-
nych. W konsekwencji dochodzi do powstawania uszkodzerr oksydacyjnych
prowadzacych do dysfunkcji komoérek i ich §mierci [5]. RFT to nie tylko czynniki
uszkadzajace komorki, ale réwniez bardzo wazne czastki uczestniczace w prze-
kazywaniu sygnatéw, zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicz-
nych. Odgrywaja one istotna role w kontrolowaniu funkcji érédblonka, napiecia
i integralnosci $cian naczyn krwionoénych, a takze w patofizjologii zapalenia
czy hipertrofii. Biorg udzial w przebiegu szeregu proceséw fizjologicznych, ta-
kich jak: wrodzona odpowiedZ immunologiczna, dynamika macierzy zewnatrz-
komoérkowej, proliferacja, réznicowanie czy migracja komorek [6,7].
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Stres oksydacyjny ma istotne znaczenie w rozwoju wielu
choréb sercowo-naczyniowych, stanéw zapalnych czy scho-
rzen neurodegeneracyjnych. W 1956 roku wytwarzanie RFT
stalo sie podstawa do opracowania teorii starzenia przez
Harmana, ktora glosi, ze reaktywne formy tlenu sg czynni-
kiem warunkujacym dlugosc¢ zycia [8]. Postuluje sie, Ze na-
czyniopatie towarzyszace cukrzycy powodowane sa przez
RFT pochodzace zaréwno z cytoplazmy, jak tez z mitochon-
driéw. Istnieje kilka systeméw wytwarzajacych reaktywne
formy tlenu. Wydaje sie jednak, ze obok mitochondrialnego
taricucha oddechowego, oksydaza NAD(P)H (NOX) odgry-
wa szczego6lna role w rozwoju dysfunkgji naczyniowych. W
prezentowanej pracy zestawiono dane zwigzane z oksyda-
cyjnymi uszkodzeniami érédblonka naczyniowego w cu-
krzycy typu 2, jak réwniez opisano udzial mitochondriéw
i oksydazy NAD(P)H w tym procesie.

SRODBEONEK NACZYNIOWY W CUKRZYCY

SRODBEONEK I JEGO ZADANIA

Srédbtonek naczyniowy tworzy unikalng bariere pomiedzy
Scianami naczynia a jego $wiatlem. Jest kluczowy dla zacho-
wania homeostazy naczyniowej oraz adaptacji ukladu naczy-
niowego do zmian $rodowiskowych. Obok watroby jest to naj-
wiekszy organ wydzielniczy w organizmie czlowieka, ktérego
catkowita powierzchnia jest poréwnywalna z powierzchnia
boiska pilkarskiego. Nalezace do grupy nabtonkéw plaskich
komorki srédbtonka wyscielaja wszystkie naczynia krwiono-
$ne od duzych tetnic po mate naczynia wlosowate, naczynia
limfatyczne oraz przedsionki i komory serca. Obecnie wiado-
mo, ze tkanka ta nie jest tylko bierna wysciétka naczyn krwio-
noénych (, warstwa celofanu”), ale jest ona niezwykle aktywna
metabolicznie i fizjologicznie, gdyz kontroluje funkcje naczyn,
ale réwniez odpowiada za prawidlowe funkcjonowanie cate-
go organizmu. Srédblonek naczyniowy jest niezwykle niejed-
norodng tkanka. Co szczegdlnie istotne i ciekawe, zaleznie od
specyficznej lokalizacji w organizmie oraz od stanu fizjologicz-
nego, komorki srédblonka zdecydowanie r6znia sie odpowie-
dzia na rézne bodzce, np. na hemokiny czy czynniki zapalne,
ale réwniez maja inng morfologie i fenotyp powierzchniowy.
Ta niezwykle niejednorodna tkanka jest zdolna do selekgji ko-
morek ulegajacych adhezji do warstwy srédbtonka, a takze
moze posrednio regulowaé inwazyjnos¢ komorek transfor-
mowanych. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku od-
dziatywania z komoérkami krazacymi we krwi, zaréwno pra-
widlowymi, jak i transformowanymi. Ponadto tego rodzaju
specyficznosé srédbtonka moze zostaé wykorzystana w celu
projektowania ukierunkowanej terapii farmakologicznej, ge-
nowej czy z wykorzystaniem komorek macierzystych. Selek-
tywnos¢ reakcji objawia sie takze w stanach patologicznych,
kiedy zaleznie od specyficznej lokalizacji komérek srédblonka,
aktywowana jest odpowiedz wlasciwa dla danego mikrosro-
dowiska [9].

Utrzymanie réwnowagi pomiedzy skurczem i rozluznie-
niem $cian naczynia krwiono$nego w odpowiedzi na bodzce
jest jednym z podstawowych zadar $rédblonka. Poza kontro-
lowaniem przeplywu krwi i zachowaniem wiasciwej struk-
tury naczyn, czynnie uczestniczy on w aktywacji proceséw
zapalnych; odpowiedzi immunologicznej poprzez regulacje
adhezji komoérek ukladu odpornosciowego; kontroli proce-

Postepy Biochemii 62 (2) 2016

s6w krzepniecia krwi; regulacji przepuszczalnosci i integral-
nosci $cian naczynia oraz kontroli wymiany substancji miedzy
osoczem a glebiej polozonymi narzadami. Nalezy wyjasnic,
ze zapalenie jest rozumiane jako aktywacja Srodbtonka, ktérej
towarzyszy obniZenie szczelnosci tej warstwy oraz podwyz-
szona adhezja leukocytéw i zwiekszenie aktywnosci proza-
krzepowej [10]. Jednym z istotnych zadan tej tkanki jest udziat
w tworzeniu nowych naczynn krwionoénych i przebudowie
juz istniejacych. Jest to zjawisko, ktére poza norma, przy nad-
miernej aktywagji komoérek srédbtonka, moze by¢ przyczyna
powaznych komplikacji, zwlaszcza gdy powstaja nieprawi-
diowe badz niefunkcjonalne naczynia krwionosne (np. reti-
nopatia cukrzycowa, czy tworzenie naczyn podczas wzrostu
nowotworu) [11]. Zasadniczo, w warunkach normy komorki
$rodbtonka pozostaja w stanie spoczynku. Tworzenie nowych
naczyn krwionosnych wymaga ich aktywagji, do ktérej docho-
dzi pod wptywem VEGF (srédblonkowy czynnik wzrostu).
Neowaskularyzacja ma istotne znaczenie podczas naturalnego
gojenia si¢ ran, inicjujgc procesy naprawcze i uczestniczac w
tworzeniu ziarniny oraz ograniczajac obszar martwicy. Proces
ten stanowi takze niezbedng podstawe prawidlowego dojrze-
wania kosci i wzrostu wloséw [12].

Srédblonek wytwarza i wydziela szereg substancji bioak-
tywnych (Ryc. 1), ktére dzialajg w $wietle naczynia, ale réw-
niez wplywaja na komoérki mieséni gtadkich wspéttworzacych
naczynie krwionosne. Najbardziej istotnym wydaje sie tlenek
azotu, ktéry jest niezwykle reaktywna czasteczka o krétkim
okresie poltrwania (szerzej bedzie opisany w kolejnym pod-
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Rycina 1. Srédblonek naczyniowy i jego fizjologiczne funkcje. Srodbtonek naczy-
niowy pelni wiele istotnych funkgji, co jest mozliwe dzieki wytwarzaniu i wy-
dzielaniu szeregu czynnikéw. ACE - enzym konwertujacy angiotensyne; AT IIT
- antytrombina IIT; EDCF - srédblonkowy czynnik wywotujacy skurcz miocytéw;
EDGEF - czynnik wzrostowy wydzielany przez srédblonek; EDHF - §r6dblonko-
wy czynnik hiperpolaryzujacy; ICAM-1 - miedzykomoérkowa czasteczka adhe-
zyjna 1, FGF - czynnik wzrostu fibroblastow; IGF - insulinopodobny czynnik
wzrostu; PDGF - plytkowy czynnik wzrostu; IL-1,6,8 - interleukina (1,6,8); MHC
II - gléwny uklad zgodnosci tkankowej klasy II; NO - tlenek azotu; PGI2 - pro-
stacyklina 2; TNF-alfa - czynnik martwicy nowotworu alfa; TXA2 - tromboksan
A2; VCAM-1 - naczyniowa czastka adhezji komoérek, vWF - czynnik von Wille-
branda.
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Rycina 2. Tlenek azotu - jego rola w zachowaniu homeostazy srédblonka naczy-
niowego. NO powstaje z L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze tlenku
azotu. Kofaktorem tej reakcji jest tetrahydrobiopteryna (BH4). W warunkach ty-
powego dla cukrzycy §rodowiska metabolicznego dochodzi do zaburzenia do-
stepnosci NO i rozwoju licznych patologii.

rozdziale). NO reguluje napiecie $cian naczyn krwionosnych
oraz adhezje i agregacje plytek krwi, wplywa na proliferacje
mieéni gladkich wspéltworzacych naczynie, a takze chroni ko-
morki przed apoptoza i stanem zapalnym oraz jest istotnym
czynnikiem przeciwmiazdzycowym (Ryc. 2). Srédbtonek na-
czyniowy, jak pokazano na rycinie 1, wydziela réwniez takie
czynniki, jak: prostacyklina rozszerzajaca naczynia i hamujaca
agregacje plytek krwi; czynnik von Willebranda aktywujacy
agregacje plytek krwi; trombomodulina hamujaca krzepniecie
krwi, czy selektyna, ktéra aktywuje przyleganie granulocytéw
obojetnochtonnych [13]. Wydzielanie tak wielu czynnikéw
determinuje pelnienie licznych, niezwykle istotnych funkgji
przez érédblonek naczyniowy. Wobec tego zaburzenia w dzia-
taniu tak wszechstronnej tkanki maja powazne konsekwencje
i prowadza do rozwoju réznych patologii, miedzy innymi leza
u podioza nadciénienia tetniczego czy miazdzycy.

TLENEK AZOTU - WYKEADNIK FUNKCJI SRODBEONKA

W warunkach fizjologicznych, w stanie spoczynku tlenek
azotu stanowi kluczowy czynnik warunkujacy zachowanie
integralnosci écian naczynia, co pokazano na rycinie 2. NO
wplywa hamujaco na odpowiedz zapalng, procesy krzep-
niecia i proliferacje poprzez hamowanie oksydacyjnej fosfo-
rylacji w mitochondriach i nitrozylacji reszt cysteinowych w
licznych biatkach, w tym czynnikach transkrypcyjnych (np.
Nf-xB) czy bialkach kontrolujacych cykl komérkowy [14].
Jedna z charakterystycznych cech dysfunkcji srédblonka
jest obnizenie dostepnosci NO (Ryc. 2). W przypadku wielu
patologii (miazdzyca, cukrzyca, nadci$nienie tetnicze czy
niewydolnos¢ serca) na réznych etapach zaawansowania
choroby obserwowano zaburzenia napiecia naczyn krwio-
nos$nych wynikajace z niedostatecznej dostepnosci NO. Na-
lezy wspomnie¢, ze jedynie w przypadku sepsy obserwuje
sie znaczaco zwiekszone wytwarzanie tlenku azotu czy ra-
czej podwyzszona jego biodostepnosé. Wykazano, ze reak-
tywne formy tlenu, hiperglikemia czy brak wrazliwosci na
insuline istotnie wplywaja na réwnowage zwiazana z tlen-
kiem azotu [15].
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W warunkach fizjologicznych NO jest syntezowany z L-
-argininy w reakcji katalizowanej przez érédbtonkowa syn-
taze tlenku azotu (eNOS). Kluczowym aktywatorem tego
enzymu s sily zwigzane z napieciem écinajacym, a ponadto
liczne czasteczki uczestniczace w przekazywaniu sygnatu,
jak bradykinina, adenozyna, insulina czy serotonina. Do pel-
nej aktywacji ludzkiej eNOS konieczna jest fosforylacja reszty
seryny w pozycji 1177. Biatkowa kinaza A (PKA), biatkowa
kinaza aktywowana AMP (AMPK) czy kinaza PKB (Akt) ka-
talizuja ta fosforylacje [16]. Ponadto aktywnos¢ eNOS jest Sci-
sle regulowana obecnoscia jonéw wapnia. Zwiekszenie we-
wnatrzkomoérkowego stezenia Ca?* przyczynia sie do wzro-
stu wydzielania NO, a tym samym wplywa na skurcz naczyn
krwionoénych [17]. Poza eNOS NO jest wytwarzany w wy-
niku aktywnosci neuronalnej syntazy tlenku azotu (nNOS),
ktora jest obecna w komoérkach érédblonka naczyniowego.
W szczegélnych przypadkach, na przykiad pod wplywem
cytokin czy endotoksyn, NO powstaje réwniez na skutek ak-
tywacji procesu syntezy indukowalnej syntazy tlenku azotu
(iNOS). Dostepnos¢ NO jest zatem wynikiem réwnowagi
jego wytwarzania na drodze zaleznej od aktywnosci wymie-
nionych izoform NOS oraz jego przeksztatcania w produkty
bardziej stabilne (nitryty czy nitraty) czy tez niezwykle re-
aktywne nadtlenoazotyny, ktére powstaja w reakcji NO z
anionorodnikiem ponadtlenkowym. OONO" sa czastkami o
silnych wlasciwosciach oksydacyjnych, ktére moga powo-
dowa¢ fragmentacje DNA oraz peroksydacje lipidéow [18].
Jednym z istotnych czynnikéw uczestniczacych w degradacji
NO sa reaktywne formy tlenu, o ktérych bedzie mowa w dal-
szej czesci tej pracy. Warto wspomnieé, ze NO wydzielany
na drodze zaleznej od nNOS uczestniczy w regulacji napie-
cia naczyn krwionoénych zlokalizowanych w obrebie miesni
szkieletowych. Wykazano, ze zaburzenie aktywnosci nNOS
posredniczy w powstawaniu uszkodzen mieéni u pacjentéw
z mie$niowa dystrofia Duchenne’a, do ktérych dochodzi na
skutek dlugotrwatego skurczu naczyn krwionosnych [19].

W przypadku choréb ukladu sercowo-naczyniowego rézne
mechanizmy moga zaburza¢ dostepnosé NO. Czesto wynika
to ze zmniejszonego wytwarzania tlenku azotu na skutek ob-
nizenia aktywnosci eNOS, gdyz nie dochodzi do fosforylacji
reszty seryny 1177. Zaburzona moze réwniez by¢ synteza bial-
ka badz tez ograniczona dostepnosc niezbednych kofaktoréw.
Nadmierne wytwarzanie RFT na drodze zaleznej od oksydazy
NAD(P)H, oksydaz ksantynowych, mitochondrialnego an-
cucha oddechowego czy tez tzw. rozprzezenia eNOS, przy-
czynia si¢ do degradacji NO i tym samym istotnie zmniejsza
jego dostepnosé. W komorkach srédbtonka z aorty czlowieka
wykazano, ze glukoza w wysokich stezeniach zmniejsza ilos¢
mRNA érédblonkowej syntazy tlenku azotu oraz wptywa na
poziom biatka eNOS na drodze zaleznej od RFT wytwarza-
nych przez mitochondrialny taricuch oddechowy [20].

Wydaje sig, ze dostepnosé NO moze tez wptywac na two-
rzenie struktur kapilarnych i mozliwoé¢ mobilizacji sr6dbton-
kowych komoérek progenitorowych ze szpiku kostnego. W
warunkach cukrzycy dochodzi do zmniejszenia ilosci tych
komorek na skutek obnizenia tempa proliferacji czy tez skro-
cenia czasu zycia w krwi obwodowej. Wykazano, ze w stanie
insulinoopornoéci dochodzi do uszkodzenia efektywnosci na-
prawy i regeneracji srodblonka naczyniowego. Przypuszcza
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sig, ze jest to wynikiem nieprawidlowosci w szlaku kinazy Akt
[21]. Sciezka ta jest wazna dla funkcjonowania tej tkanki, gdyz
reguluje miedzy innymi przezywalno$¢ komoérek érédblonka,
ich migracje czy tworzenie struktur kapilarnych. Dodatkowo
aktywna kinaza Akt kontroluje synteze NO poprzez regulo-
wanie fosforylacji eNOS w pozycji 1177, wobec czego reguluje
skurcz i rozkurcz naczyr krwionosnych, a tym samym réw-
nowage ukladu sercowo-naczyniowego [22]. Zmniejszona
aktywnos¢ kinazy Akt jest wskaZnikiem opornosci tkanek
obwodowych, w tym réwniez érédblonka naczyniowego, na
insuling, do ktérej dochodzi w warunkach hiperglikemii czy
hiperlipidemii. Wydaje sie, ze zmniejszenie dostepnosci NO
jest jednym z etapéw w rozwoju dysfunkcji srodbtonka.

DYSFUNKCJA SRODBEONKA

Srédblonek naczyniowy oddzialuje ze wszystkimi czynni-
kami obecnymi w przeplywajacej krwi i limfie i jako pierw-
szy reaguje na pojawienie si¢ nowych czy tez nietypowych
substancji. Co istotne, w stanie spoczynkowym warstwa
srodbtonka gwarantuje swobodny przeplyw krwi, gdyz unie-
mozliwia adhezje innych komoérek. Dopiero pojawienie sie
molekut adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1) zmienia wlasciwo-
Sci tej powierzchni. Wielokierunkowe dziatanie czynnikéw
wydzielanych przez srédblonek oraz liczne petnione przez ta
tkanke funkcje (Ryc. 1) sprawiajq, ze zaburzenie integralnosci
tej warstwy wyscielajacej naczynia krwionosne, moze stano-
wié czynnik determinujacy zmiany patologiczne zwiazane
ze stanem zapalnym, posocznica czy wstrzasem septycznym.
Zaburzenie funkcji srédblonka stanowi jeden z pierwszych
etapéw w rozwoju choréb uktadu sercowo-naczyniowego, ta-
kich jak miazdzyca oraz niewydolnos¢ serca, wptywa réwniez
na funkcjonowanie innych komérek budujacych naczynie, w
tym komoérek miesni gltadkich oraz komérek ukladu odpor-
noéciowego, co w konsekwengji jest podstawa do rozwoju
niewydolnosci naczyniowej. W duzej mierze jest to efektem
zwiekszonego stresu oksydacyjnego czy tez indukcji odpo-
wiedzi zapalnej, z czym wiaze sie istotny wzrost wytwarzania
reaktywnych form tlenu. Przyczyna zaburzen funkcjonowania
srodblonka naczyniowego sa zaréwno procesy fizjologiczne
(np. starzenie), stany patologiczne (cukrzyca czy nadci$nie-
nie), jak tez czynniki srodowiskowe, na przykiad dieta. Nalezy
wspomnie¢, ze posilki z wysoka zawartoscia ttuszczu wywo-
tuja zwiekszenie poziomu wolnych kwaséw ttuszczowych we
krwi, co moze przyczynia¢ sie¢ do nadmiernego wytwarzania
RFT i tym samym negatywnie oddziatywa¢ na funkcjonowa-
nie §rodbtonka [23]. Wykazano, Zze u 0s6b z rozwinieta opor-
noscig tkanek obwodowych na insuling, otylych i chorych na
cukrzyce typu 2 dochodzi do zaburzenia funkgcji Srédblonka
naczyniowego. Jednoczesnie wydaje sie, ze zaburzenie funk-
qji tej tkanki stanowi wczesny i kluczowy etap w rozwoju to-
warzyszacych cukrzycy zaburzen naczyniowych, jak réwniez
sprzyja zaostrzeniu zmian miazdzycowych, ktére réwniez sa
jednym z gléwnych powiktan cukrzycowych [24].

Cukrzyca typu 2, jak wczeéniej wspomniano, jest ztozo-
nym schorzeniem, ktéremu towarzyszy dyslipidemia, nad-
ci$nienie tetnicze, choroby ukladu sercowo-naczyniowego
czy otyloéé. Charakterystyczne dla cukrzycy srodowisko
metaboliczne (hiperglikemia, zwiekszona podaz wolnych
kwasow tluszczowych czy insulinoopornoséé tkanek obwo-
dowych) indukuja szereg zdarzerr oddziatujacych negatyw-
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nie na éciany naczyn krwionosnych. Wszystko to prowadzi
do zaburzenia zaleznej od Srédblonka regulacji ci$nienia
krwi, uposledzenia fibrynolizy, czy tez zwiekszenia ekspres;ji
molekut adhezyjnych i genéw zwiazanych z procesem zapal-
nym. Dochodzi do poglebienia zaburzen funkcji srodbtonka,
czemu towarzyszy nasilenie stresu oksydacyjnego, a w kon-
sekwencji wzrasta skurcz naczyn, rozwija si¢ stan zapalny, co
sprzyja zakrzepicy [25]. Do rozwoju kardiomiopatii cukrzy-
cowych przyczynia si¢ aktywacja szlakow zwigzanych z na-
gromadzeniem produktéw nieenzymatycznej glikacji bialek
(AGE, ang. advanced glycation end products), w wyniku czego
dochodzi do aktywacji biatkowej kinazy C i szlaku heksoza-
miny, co nastepuje wtérnie do zwiekszonego wytwarzania
anionorodnika ponadtlenkowego [26]. Wspomniane wcze-
$niej duze zréznicowanie komorek srédbtonka w organizmie
cztowieka dotyczy réwniez zmian zachodzacych w cukrzycy.
Siatkéwka oka czy nerki sa szczegélnie narazone na uszko-
dzenia funkcji naczyn w tej chorobie. W wielu przypadkach
zaburzenia $rédblonka towarzyszace cukrzycy moga by¢
skutkiem uposledzonej odpowiedzi tej tkanki na insuline,
co sprawia, ze §rodblonek staje si¢ jednym z celéw terapeu-
tycznych w cukrzycy. Postuluje sie, ze poprawa funkcji $rod-
blonka na wczesnym etapie rozwoju tej choroby pomoze w
zwiekszeniu wrazliwosci tkanek obwodowych na insuline i
obnizy ryzyko rozwoju powiklfari sercowo-naczyniowych, a
tym samym poprawi jakosé i diugosé zycia pacjentéw [27].

W ostatnim czasie coraz powszechniej wskazuje sie, ze
zaburzenia w funkcji naczyn sa skutkiem nie tylko dysfunk-
¢ji srédblonka naczyniowego, ale wynikaja ze zlozonego
oddzialywania tej tkanki z autonomicznym ukladem ner-
wowym (ANS, ang. autonomous nervous system). Sugeruje
sig, ze zaburzenia funkcjonowania srédbtonka wspélistnieja
z zaburzeniami w ANS, co koreluje z towarzyszaca cukrzy-
cy neuropatia. Podstawga do tego typu sugestii byly badania,
w ktorych funkgje srédblonka odnoszono do poziomu nora-
drenaliny w osoczu [28,29].

STRES OKSYDACYJNY A FUNKCJE SRODBEONKA

Stan zaburzonej réwnowagi miedzy iloscia wytwarzanych
reaktywnych form tlenu, a zdolnoscia do ich usuwania, stanowi
podloze do rozwoju wielu patologii. W wyniku zwiekszonego
stresu oksydacyjnego dochodzi do uszkodzenia tkanek. Od-
grywa to niezwykle istotng role w przebiegu wielu procesé6w
fizjologicznych, takich jak starzenie, ale przede wszystkim pato-
logicznych, wsréd ktérych wymieni¢ nalezy rozw6j choréb no-
wotworowych, choréb neurodegeneracyjnych, cukrzyce, miaz-
dzyce, nadci$nienie, ostry zespdt niewydolnosci oddechowej,
astme czy tez choroby autoimmunologiczne. Stres oksydacyjny
jest tez gléwnaq przyczyna nastepstw poudarowych, bezposred-
nio wywolany ischemia a nastepnie reperfuzjg. W przypadku
cukrzycy, RFT posrednicza w indukcji insulinoopornosci tka-
nek obwodowych, przyczyniaja sie do zaburzen funkcjonowa-
nia komoérek {3 trzustki, a takze, co szczegodlnie istotne z punktu
widzenia tej pracy, stanowig kluczowy czynnik w rozwoju kom-
plikacji naczyniowych towarzyszacych cukrzycy zwiazanych z
zaburzeniami w funkgji naczyn [30]. RFT mogg aktywowac r6z-
ne mechanizmy promujace rozwéj wyzej wspomnianych pa-
tologii. Dotyczy to miedzy innymi podwyzszonego utleniania
lipoprotein, aktywacji genéw prozapalnych, zmiany fenotypu
miesni gtadkich wchodzacych w sktad naczynia czy wreszcie,
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co najbardziej istotne, redukuja dostepnos¢ NO, o czym byta
mowa powyzej. Wydaje sig, ze oksydacyjne zaburzenia struk-
tury naczyn towarzyszace cukrzycy typu 2 stanowia gléwna
przyczyne niepelnosprawnosci i $mierci. Dochodzi bowiem
do powaznych wtérnych komplikacji wielonarzadowych, jak
kardiomiopatia, nefropatia czy retinopatia. Uwaza sie, ze nad-
mierne wytwarzanie RFT stanowi jeden z kluczowych czynni-
kéw w rozwoju patologicznych zmian w srédblonku naczynio-
wym w warunkach hiperglikemii badZ na skutek zwiekszanej
dostepnosci wolnych kwaséw tluszczowych [31,32]. Ponadto,
wytwarzanie RFT przekraczajgce mozliwosci obrony antyoksy-
dacyjnej sprzyja uszkodzeniu komérek érédbtonka, powoduje
wzrost przepuszczalnosci tej warstwy, co pozwala na przenika-
nie szkodliwych substancji do glebszych tkanek.

Poza wytwarzaniem RFT, istotne dla utrzymania prawi-
dlowego funkcjonowania tkanek i narzadéw sa mechanizmy
obronne, przyczyniajace sie do neutralizacji RFT, ale biorace
rowniez udzial w naprawianiu powodowanych przez nie
uszkodzen oksydacyjnych. W komoérce istnieje szereg en-
zymatycznych i nieenzymatycznych systeméw antyoksy-
dacyjnych. Jednym z nieenzymatycznych antyoksydantow
jest glutation, ktéry wystepuje w komoérce w formie utlenio-
nej (GSSG) i zredukowanej (GSH). Réwnowaga tych form
definiuje stan redoks komoérki [33]. Inny nieenzymatyczny
mechanizm antyoksydacyjny jest zwigzany z tioredoksyna-
mi i glutaredoksynami. Te matle bialka posiadaja aktywne
domeny dwusiarczkowe, dzieki ktérym redukuja biatkowe
tiole i disulfidy utrzymujac stan zredukowany w komorce
[34]. Enzymy antyoksydacyjne usuwaja ré6zne RFT. Wsréd
nich nalezy wymieni¢ dysmutazy ponadtlenkowe, ktore
neutralizuja anionorodnik ponadtlenkowy przeksztalcajac
go w nadtlenek wodoru, oraz peroksydaze glutationowa i
katalaze, ktére przeksztatcaja H,O, w wode [35]. Ponadto
wykazano dzialanie antyoksydacyjne biatek z rodziny UCP
(ang. uncoupling proteins). Wykazano, ze UCP2 hamuje wy-
twarzanie RFT w mitochondriach komoérek srédbtonka aor-
ty poddawanych dzialaniu kwaséw tluszczowych [36]. Po-
nadto stwierdzono, ze UCP2 zwieksza wtérnie wydzielanie
NO w srédbtonku otylych myszy cukrzycowych [37] oraz
poprawia funkcje srédbtonka, ktéry byt narazony na dziata-
nie glukozy w wysokim stezeniu [38]. Sprawnie dzialajace
mechanizmy obrony utrzymuja RFT na poziomie koniecz-
nym do spelniania ich fizjologicznych funkgji, ale niezagra-
zajacym funkcjonowaniu komoérki i organizmu, co pozwala
na zachowanie funkgji érédblonka, w tym szczegdlnie tej
zwigzanej z dostepnosciag NO.

Powstajace w nadmiarze RFT moga wplywac na struktu-
re DNA, powodowa¢ modyfikacje biatek i lipidéw, aktywo-
wac czynniki transkrypcyjne oraz synteze cytokin prozapal-
nych. Birben i wspélpracownicy szeroko opisuja mozliwe
skutki stresu oksydacyjnego [39]. Miedzy innymi wska-
zuja, ze peroksydacja lipidow moze by¢ przyczyna zmian
w strukturze blon biologicznych, co sprzyja zaburzeniu
aktywnosci receptoré6w blonowych i wielu enzymoéw oraz
wplywa na przepuszczalnos$é¢ tworzonej przez srédbtonek
bariery. RFT wplywaja rowniez na strukture biatek, ktore
wowczas sg bardziej wrazliwe na proteolize. W kolejnych
podrozdziatach zostanie oméwiony wptyw RFT na funkcjo-
nowanie $rédblonka naczyniowego oraz gléwne mechani-
zmy zwigzane z wytwarzaniem RFT.
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Reaktywne formy tlenu, podobnie jak reaktywne formy
azotu, sa produktami prawidlowego metabolizmu komérki.
RFT pelnia kluczowe funkcje w przekazywaniu sygnalu i dzie-
ki temu reguluja szereg proceséw w kazdej komorce, ale moga
tez powodowacé powazne uszkodzenia biatek, lipidow i DNA,
przez co zaburzone sa ich wtasciwe funkcje (Ryc. 3). W niskich
stezeniach, kiedy system obrony antyoksydacyjnej funkcjonu-
je prawidlowo, RFT reguluja wzrost, przezywalnoéé, prolife-
racje, migracje oraz inne funkcje komoérek, jak réwniez pelnia
znaczaca role w ochronie przed patogenami. Obecnie wiado-
mo, ze RFT wraz z innymi wtérnymi przekaznikami, przeno-
sza informacje z wewnatrzkomérkowego srodowiska w celu
indukdji specyficznej odpowiedzi komérkowej. Co istotne, ta
sama czastka (np. H,0,) ma zdolnoé¢ wywolania kilku réz-
nych efektéw biologicznych, zaleznie od aktualnych potrzeb.
Wydaje sig, ze specyficzna odpowiedz (biologiczny efekt) za-
lezy od typu komoérek, miejsca wytwarzania RFT i wreszcie
réwniez od rodzaju dzialajacej czastki (np. anionorodnik po-
nadtlenkowy - O, rodnik hydroksylowy - OH' czy nadtlenek
wodoru - H,O,) [40]. W przypadku érédblonka naczyniowego
RFT posrednio kontroluja przeptyw krwi, gdyz wplywaja na
wydzielanie NO. Sa takze zwigzane ze zdolnoscia do tworze-
nia struktur kapilarnych i angiogeneza. Znaczace zwiekszenie
wytwarzania RFT moze by¢ przyczyng $mierci komoérek na
drodze apoptozy badZ nekrozy, modulowac¢ napiecie naczy-
niowe, ostabia¢ funkcje bariery srédbtonkowej, czy tez posred-
niczy¢ w przebudowie naczyn.

W érédblonku naczyniowym, podobnie jak w innych
typach komoérek, istnieje kilka potencjalnych Zrédet RFT,
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Rycina 3. Reaktywne formy tlenu w normie i patologii. Zachowanie homeostazy
oksydoredukcyjnej warunkuje prawidlowy przebieg szeregu istotnych dla zycia
komorki proceséw. RFT wytwarzane w nadmiarze powoduja liczne uszkodzenia
przyczyniajace sie do dysfunkcji komoérek. Szczegélnie istotne sg towarzyszace
cukrzycy oksydacyjne uszkodzenia srodblonka naczyniowego lezace u podtoza
szeregu chorob ukladu sercowo-naczyniowego.

www.postepybiochemii.pl



NOX 2

dysfunkcja

mitochondriéw

glukoza
kwasy
tluszczowe

ONOO

uszkodzenia $rédblonka

Rycina 4. Zrédia RFT w komérkach srédblonka naczyniowego. Wytwarzanie
RFT moze przebiegac przy wspoétudziale kilku systeméw. Wydaje sie, ze w wa-
runkach cukrzycy szczegélnie istotne sa mitochondrialny faricuch oddechowy i
oksydaza NAD(P)H.

w tym mitochondrialny faficuch oddechowy, oksydaza
NAD(P)H, oksydaza ksantynowa, enzymy metabolizujace
kwas arachidonowy (cytochrom P450, lipooksygenaza, cy-
klooksygenaza) czy w konicu srédbtonkowa syntaza tlenku
azotu w stanie rozprzezonym (Ryc. 4). Wydaje sie, ze NOX
jest gtéwnym enzymem kontrolujacym stres oksydacyjny w
srédbtonku, a jego aktywacja moze przyczyniac sie do dys-
funkcji mitochondriéw i uszkodzenia komérek w cukrzycy
[41]. Ponadto stwierdzono, ze wytwarzanie RFT w ukladzie
mikronaczyn jest skutkiem wzrostu stezenia glukozy w
komorce. Natomiast w ukladzie duzych naczyn krwiono-
$nych, jak réwniez w sercu, zwiekszona produkcja reaktyw-
nych form tlenu stanowi prawdopodobnie konsekwencje
podwyzszonego utleniania kwaséw tluszczowych [26].

W warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi do istotne-
go obnizenia dostepnosci NO, co opisywano w poprzednim
rozdziale. Zmniejszone wydzielane tlenku azotu obserwo-
wano u pacjentéw z cukrzyca typu 2. Jest to miedzy innymi
zwigzane z zahamowaniem $ciezki sygnalowej kinazy Akt
na skutek zmniejszonej wrazliwoéci na insuline. Dochodzi
rowniez do zwiekszenia ilosci biatka iNOS, ktére moze kom-
pensowac zmniejszona dostepnosé NO. Najbardziej istotnym
wydaje sie zmniejszenie syntezy eNOS i prostacykliny [42],
co znaczaco zmniejsza zdolnos¢ relaksacyjna naczyn krwio-
no$nych. Ponadto wiadomo, ze zahamowanie syntezy NO
jest skutkiem utleniania tetrahydrobiopteryny (BH4) pod
wplywem zwiekszonej dostepnosci nadtlenoazotynéw. BH4
jest niezbednym kofaktorem eNOS [43]. Srédblonek naczy-
niowy narazony na wzrastajacy poziom RFT wytwarza sze-
reg cytokin, w tym bialko chemotaktyczne dla monocytéw -1
(MCP-1), czynnik martwicy nowotworu a (TNF-a), NF-xB,
interleukine-8 (IL-8) [44,45], a czynniki te jak wiadomo réw-
niez powodujg wzrost wytwarzania RFT.

RFT sg przedmiotem zainteresowania badaczy od wielu lat.

Proba wyjasnienia mechanizméw ich wytwarzania i sposoby
dzialania na komérke/organizm ma na celu znalezienie poten-
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cjalnego miejsca ingerendji terapeutycznej. Ze wzgledu na ich
zlozony metabolizm, kluczowe znaczenie w przebiegu wielu
proceséw fizjologicznych oraz niezwykle istotng role w rozwo-
ju wielu patologii, jest to bardzo trudne. Postuluje si¢ jednak, ze
podstawowa strategia leczenia cukrzycy powinna by¢ ochrona
przed skutkami wzrastajacego stresu oksydacyjnego.

MITOCHONDRIA W SRODBONKU NACZYNIOWYM

W komoérkach $rédbtonka naczyniowego mitochondria
przez szereg lat nie byly badane, gdyz zapotrzebowanie
energetyczne jest tu prawie catkowicie pokrywane przez
proces glikolizy. Obecnie wiadomo, ze mitochondria sa nie
tylko centrum energetycznym komorki, ale réwniez nie-
zwykle waznymi organellami sygnalizacyjnymi. Moga one
by¢ miejscem zainicjowania sygnalu komoérkowego, badz
uczestniczg w przekazywaniu sygnatu pochodzacego z in-
nego miejsca w komorce. W efekcie mitochondria aktywnie
uczestnicza w przebiegu wielu proceséw regulacyjnych w
komérce. W érédblonku naczyniowym przekazywanie sy-
gnatu jest wiodaca funkcja mitochondriéw, podczas gdy w
komérkach o wysokim zapotrzebowaniu energetycznym
(np. mies$ni czy watroby) przede wszystkim na drodze
oksydacyjnej fosforylacji wytwarzaja ATP. W wyniku pracy
taficucha oddechowego powstaje réwniez anionorodnik po-
nadtlenkowy, ktérego znaczenie opisano powyzej.

Mitochondria sa wielofunkcyjnymi organellami, ktére
maja swoéj wlasny genom, transkryptom i proteom. Mito-
chondrialne DNA koduje 13 bialek wchodzacych w sklad
komplekséw taricucha oddechowego (pozostate 79 bialek
oksydacyjnej fosforylacji i okoto 1000 innych biatek mito-
chondrialnych koduje DNA jadrowe) oraz 22 tRNA (trans-
ferowe) i 2 rRNA (Ryc. 5). Utworzone sa przez dwie blony
lipidowo-biatkowe: zewnetrzng, ktéra jest stosunkowo tatwo
przepuszczalna dzieki obecnosci poryn, oraz wewnetrzna,
ktora jest przepuszczalna bardzo selektywnie. Blona we-
wnetrzna jest silnie pofaldowana, tworzy grzebienie mito-
chondrialne. W niej zlokalizowane jest wiele bialek, w tym
biatka komplekséw oddechowych, syntaza ATP, liczne biatka
transportujace, kanaty jonowe i wiele innych. Blony lipidowe
mitochondriéw wydzielaja przestrzeri miedzybtonowaq oraz
macierz mitochondrialna, ktéra zawiera okoto 70% wszyst-
kich biatek mitochondrialnych, w tym na przykiad enzymy
zwiazane z -oksydacja oraz DNA mitochondrialne [46,47].

Mitochondria sa dynamicznymi strukturami tworzacymi
scisle regulowana i uorganizowana, rozgaleziona sie¢ mito-
chondrialng, ktéra podlega nieustajaco procesom fragmentacji
i fuzji w odpowiedzi na réznego rodzaju bodzce. Dynamicz-
ne zmiany sieci mitochondrialnej zapewniaja odpowiednia
dystrybucje mitochondriéw w komoérce w celu dostarczenia
energii tam, gdzie jest to potrzebne. Pozwalaja na réwnomier-
na segregacje mitochondriéw do dwéch komérek potomnych
w trakcie podzialéw, a takze stanowia jeden ze sposobéw ko-
munikacji z innymi organellami wewnatrzkomoérkowymi i ja-
drem [46,48]. Ponadto utworzenie sieci mitochondrialnej chro-
ni przed kumulacja uszkodzonego DNA w jednym mitochon-
drium. Dzieki temu mozliwe jest kompensowanie niedobo-
réw wynikajacych z mutacji czy oksydacyjnego uszkodzenia
mtDNA w komérkach, nawet w przypadku, kiedy te zmiany
sa bardzo duze (wysoki procent penetracji mutacji czy uszko-
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Rycina 5. Kompleksy oksydacyjnej fosforylacji i miejsca wytwarzania RFT.

H
kompleks 111 kompleks IV kompleks V

oksydoreduktaza oksydaza syntaza
Koenzym Q - cytochromowa ATP

Cytochrom C

11 podjednostek 13 podjednostek 17 podjednostek
1 mtDNA/10 nDNA 3 mtDNA/10 nDNA 2 mtDNA/15 nDNA

dzeit mtDNA). Zachowanie prawidlowej dynamiki mitochon-
driéw jest rowniez istotne dla homeostazy érédblonka. Za-
burzenie proceséw fuzji i fragmentacji mitochondriéw obser-
wowano w wielu chorobach ukladu sercowo-naczyniowego.
Wykazano, ze u pacjentéw cierpigcych na cukrzyce obserwuje
sie zmieniong morfologie mitochondriéw, sie¢ mitochondrial-
na jest mniej rozlegta i wzrasta pula biatka adaptorowego Fis1,
ktére sprzyja fragmentacji sieci mitochondrialnej [49]. Waz-
nym dla funkcjonowania komorki i scisle regulowanym para-
metrem jest réwniez iloé¢ (masa) mitochondriéw. W procesie
biogenezy dochodzi do replikacji DNA mitochondrialnego i
ekspresji genéw kodowanych zaréwno przez geny jadrowe,
jak i mitochondrialne. Do aktywagiji i przebiegu tego procesu
konieczny jest udziat czynnikéw transkrypcyjnych, w tym ko-
aktywatora 1 a receptoréw y aktywowanych proliferatorami
peroksysoméw (PGC-1a), jadrowego czynnika oddechowe-
go 112 (NRF-1 i NRF-2) oraz mitochondrialnych czynnikéw
transkrypcyjnych A i B (TFAM i TFBM). Co wazne, biogeneza
mitochondriéw moze by¢ aktywowana przez NO, CO, a takze
RFT pochodzace z mitochondrialnego taricucha oddechowego
w wyniku sygnalu przekazywanego z mitochondriéw do ja-
dra komérkowego (tzw. retrograde signalling). Taki scenariusz
obserwowano pod wplywem dziatania cytokin prozapalnych,
w tym TNF-a czy IL-1B. Substangcje te indukowaty stres oksy-
dacyjny, powodowaly wzrost wewnatrzkomoérkowego steze-
nia jonéw wapnia oraz sprzyjaly wytwarzaniu NO, ktéry po-
Sredniczy! nie tylko w uszkadzaniu mitochondriéw, ale réw-
niez powodowat aktywacje biogenezy tych organelli [50]. Co
ciekawe, w starzejacym sie srodbtonku zaobserwowano zaha-
mowanie biogenezy mitochondriéw, czemu towarzyszyly ob-
nizenie syntezy biatka oksydazy cytochromowej i nadmierne
nagromadzanie RFT wytwarzanych w mitochondriach [51].

Reaktywne formy tlenu powstajace w mitochondriach sa
waznymi czynnikami w wielu procesach fizjologicznych. Wy-
mieni¢ nalezy tutaj regulacje autofagii, wrodzong odpornosé
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czy réznicowanie. Wydaje sie réwniez, ze dlugosé zycia jest
zwigzana z aktywnoscia mitochondriéw. Organelle te sg waz-
nym elementem w inicjacji apoptozy poprzez uwalnianie cyto-
chromu c. Petnia réwniez istotna role w regulacji homeostazy
jonéw wapnia, gdyz w sposob zalezny od stanu energetyczne-
go buforuja Ca*. W wyniku przetadowania mitochondriéw jo-
nami wapnia nastepuje zwiekszenie wytwarzania RFT i moze
dojs¢ do aktywacji apoptozy [wiecej w 52]. Wykazano, ze pro-
dukcja RFT w mitochondriach wzrasta w wyniku zwiekszenia
stezenia jonéw wapnia w tych organellach, na przyklad po ak-
tywagji receptoréw sprzezonych z bialkami G. Aktywatorem
moze by¢ miedzy innymi trombina. Mobilizacja Ca?" nastepuje
w wyniku wspoétdziatania z receptorem IP,. Jest to jedna z drog
umozliwiajacych adhezje leukocytéw do komorek srédblonka
w przypadku zapalenia indukowanego trombing [53]. Kore-
lacje miedzy zmianami wewnatrzkomérkowego poziomu
wapnia a produkcja RFT zauwazono miedzy innymi w ko-
morkach srédblonka tetnicy ptucnej stymulowanych ATP. Nie
do korica wiadomo jednak, jakie jest gtéwne Zrédlo reaktyw-
nych form tlenu w tym przypadku, gdyz podanie inhibitoréw
mitochondrialnego taficucha oddechowego, rotenonu i anty-
mycyny A, nie dalo jednoznacznych odpowiedzi i nasuneto
przypuszczenia, co do aktywagji innych niz mitochondrialny
taricuch oddechowy mechanizméw zwiekszajacych produkcje
RFT [54]. W mitochondriach aktywnie wytwarzajacych ATP,
aniorodnik ponadtlenkowy powstaje w niewielkiej ilodci za
posrednictwem kompleksu I taricucha oddechowego, za$ do-
minuje wytwarzanie tej reaktywnej czastki przez kompleks III
[55]. Potencjalne miejsca wytwarzania RFT przez kompleksy
taricucha oddechowego pokazano na rycinie 5.

Wykazano, ze u pacjentéw z cukrzyca typu 2 uposledzone
sa funkcje mitochondriéw. Obserwowano bowiem zmniej-
szona szybkos¢ zuzywania tlenu i obnizony potencjat trans-
blonowy mitochondriéw. Moze to by¢ powodowane tym, ze
w warunkach cukrzycy dochodzi do nieprawidtowosci w
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procesie biogenezy. Dodatkowo nastepuje fragmentacja sieci
mitochondrialnej, jak tez zaburzona jest autofagia. Sprzyja to
gromadzeniu si¢ nieprawidtowo funkcjonujgcych mitochon-
driéw, a tym samym ulatwia aktywacje szlakéw prowadza-
cych do $mierci komorek [56]. Ponadto wykazano obnizong
wydajnosé systeméw antyoksydacyjnych, co oceniano na
podstawie stosunku GSH/GSSG, a w efekcie obserwowano
wzrost wytwarzania RFT w mitochondriach [44]. Zatem wa-
runki metaboliczne, ktére towarzysza cukrzycy przyczyniaja
sie do dysfunkgji srédbtonka naczyniowego zaleznej od mito-
chondriow (Ryc. 4), ktére poprzez zwiekszone wytwarzanie
RFT moga indukowa¢ $mieré¢ komoérek na drodze apoptozy,
ale rowniez w wyniku zmian epigenetycznych (np. metylacji
DNA) indukowana jest pamie¢ metaboliczna i oksydacyjne
uszkodzenia DNA mitochondrialnego pogtebiaja sie mimo
normalizacji glikemii [57]. Ponadto wydaje sig, ze oksydacyj-
ne uszkodzenia w DNA jadrowym i/lub mitochondrialnym
kumuluja sie w czasie rozwoju choroby. Nie jest wykluczone,
aby na skutek zmian w DNA jadrowym i mitochondrialnym,
dochodzito do uszkodzenn w obrebie genéw kodujacych biat-
ka tego samego kompleksu oddechowego, czego skutkiem
sa deficyty w pracy taricucha oddechowego. Warto wspo-
mnied, ze jesli dochodzi do zaburzenia funkcji kompleksu V
(ATPaza mitochondrialna), wéwczas dotyka to tylko synte-
zy ATP. Natomiast uszkodzenia w kompleksie I, III lub IV
przyczyniaja sie do obnizenia potencjatu mitochondrialnego,
co w konsekwengji uniemozliwia wytwarzanie ATP, zaburza
homeostaze wapniowa i wplywa na aktywnosé zyciowa ko-
morki [58].

Podsumowujgc, zaburzenia w funkcji mitochondriéw
wplywaja na aktywnosé systemu oksydacyjnej fosforylacji,
sprzyjaja zwiekszeniu wytwarzania RFT, a takze znaczaco
oddzialuja na metabolizm Ca?* w komoérce. Zwigkszone
wytwarzanie RFT przez mitochondrialny taficuch oddecho-
wy moze indukowa¢ dysfunkcje mitochondriéw, ktéra jest
skutkiem uszkodzeri DNA mitochondrialnego i zaburzen w
szybkosci zuzywania tlenu. Zmiany te zwrotnie stymuluja
wytwarzanie RFT przyczyniajac sie do dalszego nasilania
stresu oksydacyjnego i poglebiaja uszkodzenia w obrebie
samych mitochondriéw oraz calej komorki.

OKSYDAZA NAD(P)H

Mitochondrialny farficuch oddechowy jest istotnym zré-
dlem RFT, ktére wplywaja na funkcje srédbtonka naczynio-
wego, Uwaza sie jednak, ze szczeg6lnie istotnym Zrédiem
RFT w tej tkance jest oksydaza NAD(P)H wystepujaca w
réznych blonach komoérki (Ryc. 4). Enzym ten katalizuje
powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego na drodze
jednoelektronowej redukgji tlenu z uzyciem NAD(P)H lub
NADH jako donora elektronéw. Moze wytwarza¢ znaczne
ilosci wolnych rodnikéw tlenowych. Jego aktywatorami sa
miedzy innymi angiotensyna II, trombina, TNF-q, ale takze
stres mechaniczny. Wiele doniesieni sugeruje, ze RFT wytwa-
rzane w spos6b kontrolowany przez enzymy z rodziny NOX
aktywuja prozyciowe szlaki przekazywania sygnatu zalezne
od AMPK, ponadto zwiekszaja aktywnosé eNOS i relaksa-
¢je naczyn, czyli dziataja normalizujaco na funkcje komérek
srodblonka. Wykazano, ze zastosowanie inhibitoréow NOX
w komorkach érédbtonka z naczyn wienicowych, z zyly pe-
powinowej oraz ze skéry powodowalo istotne zahamowanie
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proliferacji, co moze by¢ skutkiem zmniejszonej aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-«xB po obnizeniu dostepnosci
RFT [59]. U pacjentéw z cukrzyca obserwowano podwyzsze-
nie poziomu biatka NOX, co ttumaczy znaczace zwieksze-
nie iloéci powstajacych RFT. Podobnie sytuacja wyglada w
przypadku nadci$nienia czy zwiekszonej podazy wolnych
kwasoéw tluszczowych. Zaleznie od lokalizacji wewnatrzko-
morkowej enzyméw odpowiedzialnych za nadmierne wy-
twarzanie RFT moze dochodzi¢ do hiperaktywacji szlakéw
prowadzacych do indukgji stanu zapalnego, niedostatecz-
nej dostepnosci kofaktoréw czy molekul sygnatowych, jak
réwniez zbyt malej wydajnoséci mechanizméw antyoksyda-
cyjnych, co prowadzi do oksydacyjnego uszkadzania bialek
i lipidéw [60]. RFT wytwarzane przez oksydaze NAD(P)H
mogg wplywac na inne systemy generujace reaktywne for-
my tlenu, a aktywnos¢ NOX moze by¢ regulowana przez
RFT pochodzace z innych Zrédel, w tym z mitochondrialnego
taricucha oddechowego. To, co wyrdznia enzymy z rodziny
NOX, to fakt, ze ich podstawowa funkcja jest wytwarzanie
reaktywnych form tlenu. W przypadku pozostatych , produ-
centéw”, RFT sa jedynie produktem ubocznym powstajacym
przy okazji spelniania ich zasadniczych funkcji [61].

Biatka z rodziny NOX zlokalizowane sa w btonach biolo-
gicznych. Poza btona plazmatyczna, enzymy te zlokalizowa-
no w siateczce Srédplazmatycznej, mitochondriach i otocz-
ce jadrowej. Profil ekspresji genéw kodujacych oksydazy
NAD(P)H w warunkach patologicznych jest r6zny zaleznie
od rodzaju i stopnia zaawansowania choroby. Wydaje sie, ze
w warunkach fizjologicznych aktywnos¢ tych enzyméw jest
stosunkowo niska, natomiast istotnie wzrasta w odpowiedzi
na czynniki stymulujace, takie jak: cytokiny, czynniki wzrostu,
hiperlipidemia czy glukoza w wysokim stezeniu. Czynniki te
zaburzaja homeostaze srédbtonka naczyniowego i powoduja
zmiany patologiczne w tej tkance. W ukfadzie sercowo-na-
czyniowym, w tym réwniez w warstwie srédblonka, wyste-
puja nastepujace izoformy oksydazy NAD(P)H: NOX1, NOX2
NOX4 i NOX5. Schematycznie wystepowanie izoform NOX w
kolejnych warstwach tworzacych naczynie przedstawiono na
rycinie 6. Dla funkcji $srédbtonka szczegélnie istotna wydaje
sie izoforma NOX4. lloé¢ mRNA dla tego enzymu przekracza
okolo 20-krotnie iloé¢ mRNA izoformy NOX2 zwigzanej z re-
akcja obronng organizmu [62]. Jego ekspresja moze by¢ regulo-
wana na drodze zaleznej od czynnika NF-«B. Ligandy recepto-
réw PPARy, na przykiad roziglitazon, zmniejszaja aktywacje
tego czynnika transkrypcyjnego w komérkach érédblonka
naczyniowego eksponowanych na wysokie stezenia glukozy
i tym samym obnizaja ekspresje genu Nox4 [63]. NOX4 jest
aktywna konstytutywnie izoformg NOX i, podobnie jak inne
biatka z tej rodziny, zawiera blonowa domene katalityczna.
Stwierdzono jednak, ze do aktywacji tej izoformy enzymu
dochodzi bez udziatu podjednostek cytosolowych p47phox,
p67phox, p40phox, czy biatka Rac. Mutacje w waznej dla funk-
cjonowania innych oksydaz NAD(P)H podjednostce p22phox
réwniez nie wplywaja na jego funkcje. NOX4 reguluje aktyw-
nos¢ wielu kinaz i fosfataz biatkowych oraz czynnikéw trans-
krypcyjnych [64]. Ponadto jest to enzym unikatowy, gdyz w
przeciwienistwie do pozostatych izoform, jest w stanie bezpo-
srednio wytwarza¢ H,O, bez uchwytnej fazy powstawania
anionorodnika ponadtlenkowego (Ryc. 4). Czasteczka ta po-
zytywnie oddziatuje na uklad naczyniowy. Takie protekcyijne
dziatanie RFT komplikuje mozliwos¢ terapeutycznego zasto-
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fibroblasty

Rycina 6. Lokalizacja izoform NOX w kolejnych warstwach naczynia krwiono-
$nego.

sowania substancji o dziataniu antyoksydacyjnym, gdyz moze
zaburza¢ pozytywny efekt aktywacji NOX [41]. Wykazano,
ze w komoérkach srédbtonka mézgu NOX4 sprzyja aktywacji
szlakoéw prozyciowych [65]. Mimo takiego pozytywnego dzia-
tania RFT wytwarzane w nadmiarze moga wywiera¢ dziata-
nie cytotoksyczne. Wykazano bowiem, ze aktywna oksydaza
NAD(P)H (izoforma 4) oraz glukoza w wysokich stezeniach
moga by¢ przyczyna zaburzeri w homeostazie wapniowej ko-
morek srédbtonka naczyniowego, powodujac wzrost stezenia
Ca* w cytosolu [66-68]. Podobnie, w komérkach HUVEC pod-
dawanych dzialaniu hiperglikemii wydaje sie, ze enzym ten
jest dominujagcym miejscem podwyzszonej syntezy RFT [60].
Ponadto istnieja dowody, ze NOX4 moze by¢ réwniez zloka-
lizowany w mitochondriach [70]. Bezposrednie sgsiedztwo
taricucha oddechowego sprawia, ze te dwa systemy wytwa-
rzajgce RFT mogg na siebie wzajemnie oddzialywac i na za-
sadzie sprzezenia zwrotnego aktywowaé¢ wytwarzanie coraz
wigkszych iloéci reaktywnych form tlenu.

Poza chorobami sercowo-naczyniowymi, zmiany na pozio-
mie aktywnosci i ilosci NOX4 obserwowano réwniez w sta-
rzeniu. Stwierdzono, ze w $rédblonku aorty z wiekiem wzra-
sta stres oksydacyjny, co jest zwiazane z wyzsza aktywnoscia
NOX4, zwiekszonym wytwarzaniem anionorodnika ponad-
tlenkowego, ale réwniez z obnizong aktywnoscia dysmutaz
ponadtlenkowych. Nie stwierdzono natomiast zmian w ilosci
biatka Cu,Zn-SOD i Mn-SOD (izoformy SOD wystepujace od-
powiednio w przedziatach poza macierza mitochondrialng i
w mitochondriach). Wzrastajacy stres oksydacyjny koreluje z
rosnacym wraz z wiekiem stanem zapalnym [71].

W 2001 roku Cheng i wspéipracownicy odkryli, ze poza
NOX2 i NOX4, istotna role w ludzkich komoérkach srodbtonka
odgrywa NOXS5 [72]. Wydaje sie, ze biatko to moze mie¢ zna-
czenie w kontrolowaniu zaleznych od RFT proceséw zwiaza-
nych z angiogeneza. Moze réwniez wptywac na proliferacje
komorek srédbtonka, a w szczeg6lnosci na przestrzenna orga-
nizacje zwigzang z tworzeniem sieci kapilarnych [73]. Cieka-
we jest to, ze NOX5 naturalnie nie wystepuje w komorkach
gryzoni, nie znaleziono tam genu kodujacego ten enzym. Ina-
czej niz w przypadku pozostatych izoform NOX, aktywnos¢
NOXS jest regulowana przez jony wapnia, zawiera on bowiem
na koricu aminowym domene wiazaca Ca** (ang. calmodulin-
-like domain). Indukcja ekspresji genu kodujacego NOX5 w ko-
morkach §rodblonka z mysiej aorty sprzyjata podwyzszeniu
aktywnosci eNOS, co wedlug autor6w moze wyjasnia¢ wpltyw
RFT na dostepnosé¢ NO [74]. Wydaje sig, ze kinaza biatkowa C
(PKC) aktywuje NOX5. Stwierdzono, Ze w obecnosci glukozy
w wysokim stezeniu dochodzi do wzrostu aktywnosci PKCa
w komoérkach srédbtonka naczyniowego, czemu towarzyszy
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zwiekszone wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego
na drodze zaleznej od NOX5 [75]. W systemie in vitro wyka-
zano, ze w przypadku NOX5, przeciwnie do pozostatych en-
zymoéw z rodziny oksydaz NAD(P)H, NADH nie moze by¢
donorem elektronéw w zastepstwie NAD(P)H i aktywowac
wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego [76].

W zwigzku ze znaczacym udzialem enzyméw z rodziny
NOX w powstawaniu probleméw sercowo-naczyniowych to-
warzyszacych cukrzycy, upatruje sie mozliwosci terapeutycz-
nych w modyfikowaniu ich ilosci czy aktywnosci, co w efekcie
bedzie zwigzane ze Scislg kontrola wytwarzania reaktywnych
form tlenu. Niezwykle trudno jest bowiem ustali¢ granice po-
miedzy protekcyjnym a toksycznym dziataniem RFT pocho-
dzacych z NOX, podobnie jak ma to miejsce w przypadku RFT
pochodzacych z mitochondrialnego farficucha oddechowego.

PODSUMOWANIE

Dysfunkcja srédbtonka lezy u podioza wielu choréb ukta-
du sercowo-naczyniowego. W gléwnej mierze przyczynia
sie do tego stres oksydacyijny. Srodowisko metaboliczne to-
warzyszace cukrzycy (wysokie stezenie glukozy we krwi,
nadmiar wolnych kwaséw tluszczowych itp.) przyczynia
sie do zaburzenia wydolnosci systeméw antyoksydacyjnych
oraz znaczacego wzrostu wytwarzania reaktywnych form
tlenu. Ze wzgledu na wielorakie funkcje RFT niezwykle
trudne jest opracowanie sposobu eliminagji toksycznego ich
dzialania, gléwnie ze wzgledu na fakt, Ze mechanizmy ich
wytwarzania sg niezwykle zlozone. Czesto przyczyna nad-
miernej syntezy RFT jest aktywacja kilku wzajemnie na sie-
bie oddziatujacych i zwrotnie aktywujacych sie systeméw, co
dodatkowo komplikuje préby ingerencji farmakologiczne;j.
Wobec tego istotne jest pelniejsze wyjasnienie mechanizméw
wytwarzania RFT i dzieki temu opracowanie sposobéw ich
regulacji. Jest to przedmiotem intensywnych badan farmako-
logicznych. Kontrolowanie wytwarzania RFT, ktére przeciez
pelnia tak wazna role czastki sygnalizacyjnej, krytycznej dla
funkcji naczyn, wymaga ostroznosci i precyzji, aby nie zabu-
rza¢ funkcjonowania érédbfonka naczyniowego, a przy tym
wielu organéw i w konsekwencji calego organizmu.
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ABSTRACT

Endothelial dysfunction is one of the major diabetic complications causing morbidity and mortality of large number of patients. Oxidative
stress is key factor in the development and progression of such pathological changes. Hyperglycaemia and/or hyperlipidaemia accompany-
ing diabetes, cause increased production of reactive oxygen species in parallel with significantly reduced antioxidative defence. The vascular
endothelium is not only passive lining of the vessels but also highly metabolically active tissue. It produces and secretes a number of factors
responsible for the maintenance of vascular homeostasis. Oxidative stress leads to changes in vascular tone, which mainly involves the reduc-
tion of NO bioavailability. There are several ROS generating mechanisms, however it seems that the mitochondrial respiratory chain and
NAD(P)H oxidase play a most significant role in endothelium. The endothelial dysfunction in diabetes, the importance of mitochondria and
NAD(P)H oxidase in the development of pathological changes would be discussed below.
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