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Abstract

Background. Recent studies revealed that mitochondrial function is altered since the earliest stages of ath-
erosclerosis development. Experimental studies results revealed that endothelial dysfunction, elevated levels
of inflammatory cytokines, such as excessive reactive oxygen species production, which underlie atheroscle-
rosis, result in significant disruptions in the Krebs cycle flux. However, there is little data about the influence
of atherosclerosis on the Krebs cycle intermediates concentrations in people. The aim of the study was to
evaluate a possible influence of chronic cardiac ischemia on plasma concentrations of a-ketoglutarate in
people with stable symptomatic coronary heart disease.

Material and methods. Blood samples were collected from 53 patients, with stable, symptomatic coronary
heart disease confirmed in coronarography, who were admitted to the hospital due to persistent severe
angina despite pharmacological treatment, without the elevation of cardiac enzymes blood level. The con-
trol group included 20 healthy people. Plasma concentrations of a-ketoglutarate were determined using
an high-performance liquid chromatography (HPLC).

Results. Patients with stable coronary heart disease had significantly lower a-ketoglutarate plasma concen-
trations compared to healthy controls. There were no statistically significant differences in other analyzed
clinical and biochemical parameters between both groups.

Conclusions. |. Patients with chronic myocardial ischemia have lower plasma concentrations of a-ketoglutarate
comparing to healthy controls. 2. The decrease of plasma a-ketoglutarate concentrations in these patients
may be a consequence of the Krebs cycle disruption due to the influence of endothelial dysfunction and inflam-
matory processes involved in the development of atherosclerosis, however further investigations are required.
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Streszczenie

Wstep. Wyniki dotychczasowych badar sugerujg, ze juz od najwczesniejszych etapéw rozwoju miazdzycy
naczyr krwionosnych zachodzqg zmiany w funkcjonowaniu mitochondriow komdrek. Wyniki badar ekspery-
mentalnych sugerujg, ze dysfunkcja srodblonka, podwyzszone stezenia cytokin prozapalnych, jak réwniez
nadmierne wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych, obserwowane w przebiegu miazdzycy, znaczgco zabu-
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rzajq reakcje cyklu Krebsa. Obecnie jednak mato jest danych z badan klinicznych na temat wplywu miazdzycy
na stezenia metabolitéw cyklu Krebsa u ludzi. Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu niedokrwienia
miesnia sercowego U pacjentow z chorobg wiericowg na osoczowe stezenie a-ketoglutaranu.

Materiat i metody. Do badania wigczono 53 pacjentéw z potwierdzong w badaniu koronarograficznym cho-
robg niedokrwienng serca, ktérzy zostali przyjeci do szpitala z powodu utrzymywania sie, mimo zastosowania
farmakoterapii, objawdw stabilnej dfawicy piersiowej, bez towarzyszgcego wzrostu stezenia markerdw martwicy
miesnia sercowego we krwi. Do grupy kontrolnej wigczono 20 zdrowych oséb. Wartosci osoczowych stezen
a-ketoglutaranu okreslono z zastosowaniem wysokosprawnej chromatogrdfii cieczowej (HLPC).

Whyniki. Pacjenci z utrzymujgcymi sie objawami stabilnej przewlektej choroby wiencowej charakteryzowali sie
istotnie nizszymi wartosciami stezen a-ketoglutaranu w osoczu w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej.
Obie grupy nie wykazywaty istotnych statystycznie réznic pod wzgledem innych analizowanych parametréw
klinicznych i biochemicznych.

Whioski. |. Wartosci osoczowych stezen a-ketoglutaranu u pacjentow ze stabilnym niedokrwieniem miesnia
sercowego sq nizsze w poréwnaniu z osobami zdrowymi. 2. Spadek zawartosci a-ketoglutaranu w osoczu
u tych pacjentow moze by¢ rezultatem zaburzen przebiegu reakcji cyklu Krebsa spowodowanych dysfunkcjg
srédbtonka i procesami zapalnymi w naczyniach zaangazowanych w rozwdj miazdzycy, chociaz do potwier-
dzenia tej tezy potrzebne sq dalsze badania.

Stowa kluczowe: a-ketoglutaran, cykl Krebsa, stres oksydacyjny, miazdzyca
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Introduction

Despite cardiovascular mortality trend gradually de-
creases, coronary heart disease still remains one of the
most frequent causes of death, especially in developed
countries. The reduction in coronary heart disease mor-
tality rates is most indicated in Western countries and
is connected either with primary prevention strategies
implemented by authorities and health care profession-
als, or improvements in medical treatment [1-3]. The
amount of deaths caused by coronary heart disease has
decreased since 1980’s in these countries. Statistical
data concerning Eastern Europe are more differenti-
ated. In some countries, such as Poland, Czech Republic,
Slovakia, Hungary and Slovenia the decline in coronary
heart disease mortality can be observed since the begin-
ning of economic and market transformation in 1990’s,
while in other countries, such as Russia, Bulgaria, and
Romania cardiovascular death rates have not significantly
changed and still remain high [2]. The reduction in total
cholesterol plasma level, such as blood pressure values
lowers the risk of cardiovascular death, while diabetes
prevalence, body mass index and smoking are positively
correlated with coronary disease mortality rate [I, 3].
Furthermore, essential changes in food consumption,
such as reduced animal fat intake and increased con-
sumption of n-3 fatty acids results in recent decline of
cardiovascular deaths prevalence [2]. Coronary heart
disease is the important manifestation of atheroscle-

Wstep

Mimo stopniowego spadku $miertelnosci z przyczyn
sercowo-naczyniowych choroba wiericowa pozostaje
nadal jedng z gtéwnych przyczyn zgonéw, zwlaszcza
w krajach rozwinigtych. Zmniejszenie $miertelnosci wy-
wotanej choroba niedokrwienng serca jest najbardziej
widoczne w krajach Europy Zachodniej i ma zwiazek
zaréwno z dziataniami z zakresu prewencji pierwot-
nej, wdrozonymi przez wiadze i pracownikéw ochrony
zdrowia, jak tez z rozwojem metod leczniczych [1-3].
W krajach tych liczba zgonéw spowodowanych choroba
niedokrwienna serca obniza si¢ od lat 80. ubiegtego wie-
ku. W przypadku krajéw Europy Wschodniej dane staty-
styczne s3 bardziej zréznicowane. W niektorych krajach,
jak Polska, Czechy, Stowacja, Wegry i Stowenia spadek
$miertelnosci z powodu choroby wiericowej jest widocz-
ny od momentu rozpoczecia przemian ekonomicznych,
ktoére miaty miejsce w latach 90. XX wieku, podczas gdy
w innych krajach, jak Rosja, Butgaria, czy Rumunia ilo$¢
Zgonow z przyczyn sercowo-naczyniowych nie ulegfa
zmniejszeniu i nadal pozostaje wysoka [2]. Obnizenie
stezenia cholesterolu catkowitego we krwi i redukcja
wartosci cisnienia tetniczego zmniejszaja prawdopo-
dobienstwo zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych,
natomiast wystepowanie cukrzycy, (wysoka?) wartosé¢
indeksu masy ciata czy palenie tytoniu wykazuja dodatnia
zalezno$¢ z ryzykiem zgonu spowodowanego chorobg
niedokrwienng serca [ 1, 3]. Co wigcej, réwniez zmiany
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rosis, however, it is known that atherosclerotic lesions
may also form in arterial vessels in other locations, thus
leading to numerous complications, such as brain stroke,
aortic aneurysm formation, peripheral arterial disease,
abdominal angina, or renal failure.

It has been proved that endothelial dysfunction is
the early stage of atherosclerosis development. The
endothelium is the internal layer of blood vessels, that
plays crucial role in vascular tone regulation by the se-
cretion of vasodilators, such as NO, prostacyclines and
vasoconstrictors (angiotensin, endotelin- |, tromboxane
A2 and superdioxide anion). Moreover, the endothelium
prevents from thrombus forming due to the synthesis
and secretion of anticoagulative substances, such as
antithrombin Ill, tissular factor inhibitor, and protein
S, platelets antiadherents (NO and prostacyclin), and
fibrinolitic factors (tissue plasminogen activator), which
in healthy people outweighs endothelial synthesis and
secretion of procoagulative substances (von Willen-
brand factor, fibronectin and thrombospondine). In the
presence of atherosclerosis risk factors, the balance
between different endothelium actions is disrupted.
Such status, called endothelium dysfunction, comprises
not only reduced vasodilatating and anticoagulative en-
dothelial actions, but also enhanced proinflammatory
molecules synthesis, that enables leucocytes migration
into the intima [4-6]. Moreover, recent findings suggest
that endothelial dysfunction has an impact on energy
generation in mitochondria. It has been shown that dis-
rupted endothelium functions result in the Krebs cycle
inhibition and enhanced glycolytic pathway of pyruvate
usage, similarly to the hypoxia conditions, and due to it
the Krebs cycle inhibition seems to be an early marker
of endothelium dysfunction [7]. One of the Krebs cy-
cle intermediates is a-ketoglutarate, which is subse-
quently converted in mitochondria to succinyl-CoA by
a-ketoglutarate dehydrogenase [8]. There is growing
evidence that cardiovascular risk factors not only disrupt
endothelium functions, but also enhance the production
of reactive oxygen species (ROS) by either endothelium
or located in blood vessel walls leucocytes. Oxidative
stress, described as an imbalance between reactive oxy-
gen species (ROS) production and elimination, in favor
the former, is known to be characteristic to diabetes,
hypertension and atherosclerosis. On the other hand
the level of oxidative stress may be influenced by the
lifestyle modification. According to recent data people,
who regularly perform aerobic and anaerobic exercises,
have lower levels of blood oxidative stress biomarkers
than people avoiding training [9]. Excessive ROS produc-
tion not only damages proteins and DNA, but also results
in lipids peroxidation. It has been proved that circulating

nawykoéw zywieniowych polegajace na ograniczeniu spo-
zycia ttuszczéw zwierzecych i zwiekszeniu konsumpgji
n-3 nienasyconych kwaséw ttuszczowych przyczynity
sie do obserwowanej obecnie redukcji $miertelnosci
z przyczyn sercowo-naczyniowych [2]. Choroba nie-
dokrwienna serca jest powiktaniem miazdzycy o du-
zym znaczeniu klinicznym. Wiadomo jednak, ze blaszki
miazdzycowe moga powstawac réwniez w tetnicach
zaopatrujacych inne narzady i tym samym powodowac
wiele innych komplikacji, jak udar mézgu, powstawanie
tetniakow aorty, miazdzyce tetnic konczyn dolnych,
angine brzuszng czy niewydolnos¢ nerek.
Udowodniono, ze na wczesnym etapie rozwo-
ju miazdzycy wystepuja zaburzenia funkcji komoérek
srodbtonka. Srodbtonek jest wewnetrzng warstwa
naczyn krwionosnych i odgrywa kluczows role w re-
gulacji stanu napigcia naczyn poprzez uwalnianie sub-
stancji rozszerzajacych naczynie, jak tlenek azotu (NO)
i prostacyklina, jak réwniez czynnikéw obkurczajacych
naczynie (angiotensyna, endotelina- |, tromboksan A2,
anion ponadtlenkowy). Co wiecej, $rédbtonek petni
réwniez funkcje ochronng przed formowaniem sie
skrzepliny w $wietle naczynia, produkujac i uwalniajac
czynniki zapobiegajace wykrzepianiu, jak antytrombina
11, inhibitor czynnika tkankowego i biatko S, substancje
zapobiegajace przyleganiu ptytek (NO i prostacyklina),
jak rowniez czynniki fibrynolityczne (tkankowy akty-
wator plazminogenu). W przypadku $rodbtonka osob
zdrowych produkcja wymienionych substancji przewaza
nad wytwarzaniem przez endotelium czynnikéw pro-
zakrzepowych (czynnik von Willenbranda, fibronektyna
i trombospondyna). Natomiast w obecnosci czynnikow
ryzyka miazdzycy réwnowaga pomiedzy réznymi rolami
petnionymi przez komérki srédbtonka ulega zakidceniu.
Stan taki, nazywany dysfunkcja srodbtonka, charakte-
ryzuje sie nie tylko zmniejszeniem sekrecji czynnikow
naczyniorozszerzajacych i przeciwzakrzepowych, ale
réwniez wzmozona produkcja czastek prozapalnych,
co umozliwia przechodzenie leukocytéw do btony we-
whnetrznej naczyn [4-6]. Wyniki ostatnich badan sugeruja
ponadto, ze dysfunkcja $rédbtonka wptywa na procesy
energetyczne zachodzace w mitochondriach. Wykazano,
ze zaburzona czynno$¢ komoérek endotelium powodu-
je zahamowanie aktywnosci cyklu Krebsa i podobnie
jak w warunkach hipoksji, wzmaga aktywno$¢ prze-
mian bursztynianu w procesie glikolizy, co wskazuje na
to, ze zahamowanie aktywnosci cyklu Krebsa moze by¢
uznane za wczesny marker dysfunkcji srodbtonka [7].
Jednym z metabolitéw cyklu Krebsa jest a-ketoglutaran,
ktory jest nastepnie przeksztatcany w mitochondriach
przez enzym dehydrogenaze a-ketoglutaranu do bursz-
tynylo-koenzymu A (bursztynylo-CoA) [8]. Coraz wiecej
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oxidized low-density lipoproteins (LDL) enable foam
cells formation in atherosclerotic plaques. Furthermore,
both ROS and oxidized LDL enhance disruptions in mito-
chondrial processes [4, 6, 10, | 1]. Excessive production
of ROS leads to the apoptosis of either vascular smooth
muscle cells, or macrophages in atherosclerotic lesions,
and thus results in atherosclerotic plaques rupture [12].
The destabilization of atherosclerotic lesions enables
thrombus forming, which rapidly limits the flow of blood,
produces acute heart ischemia symptoms and leads
to myocardial infarction. Ischemia affects processes of
energy generating in heart tissue mitochondria by trig-
gering anaerobic metabolic pathways, such as anaerobic
glycolysis and fatty acids utilization, enhanced glucose
uptake and the decrease of heart muscle contractility.
Moreover, it has been established that ROS produc-
tions increases rapidly during ischemia, such as after the
reperfusion [13, 14].

Located in mitochondrial matrix a-ketoglutarate is
known to be an intermediate in the Krebs cycle, while
the origin and functions of plasma a-ketoglutarate have
not been completely established yet. According to the
concept of anaplerosis and cataplerosis, some of the
Krebs cycle metabolites may pass through mitochondrial
and cell membranes, and due to it excessive amounts
of the Krebs cycle intermediates can be removed from
cells (kataplerosis), while some other substances can be
used to restore necessary concentrations of intermedi-
ates (anaplerosis). One of these substances is gluta-
mate, which is converted to a-ketoglutarate in reactions
catalysed by glutamate dehydrogenase and aminotrans-
ferases [8]. However, the issue of possible links between
plasma levels of a-ketoglutarate and atherosclerosis in
people still needs further investigations. The aim of the
study was to evaluate the influence of cardiac ischemia
on plasma concentrations of a-ketoglutarate in people
with stable, symptomatic coronary heart disease.

Material and methods

The study group included 53 men, aged 42-87 years,
with coronary heart disease confirmed in coronarogra-
phy, who were admitted to the hospital due to persis-
tent angina despite pharmacological treatment, without
elevated cardiac enzyme blood level. The control group
included 20 healthy men aged 56—70 years. The study
was approved by the local Ethic Committee. Patient
blood samples were collected in the morning, after
8 hours of fasting, in the second day of hospitalization,
and control blood samples were also obtained in the
morning, after 8-hour fasting period. Blood samples were
collected for EDTA, with the use of Sarstedt’s Microvette
Capillary Blood Collection Systems, spun at 5 thousands

danych wskazuje na to, ze obecnos¢ czynnikéw ryzyka
miazdzycy nie tylko wywotuje dysfunkcje srodbtonka, ale
réwniez nasila produkcje wolnych rodnikéw tlenowych
(ROS, reactive oxygen species) zaréwno przez komorki
endotelium, jak tez i przez leukocyty obecne w $cianie
naczyn krwionosnych. Stres oksydacyjny, ktéry polega
na przewadze wytwarzania ROS nad procesami ich
eliminacji, jest charakterystyczny dla cukrzycy, nadci-
$nienia czy miazdzycy naczyn. Z drugiej jednak strony
na poziom stresu oksydacyjnego moga réwniez wpty-
wa¢é modyfikacje stylu zycia. Udowodniono, ze u oséb,
ktére regularnie wykonuja ¢wiczenia aerobowe i ana-
erobowe stezenie markeréw stresu oksydacyjnego we
krwi jest nizsze w poréwnaniu z osobami, ktére unikaja
aktywnosci fizycznej [9]. Nadmierna produkcja ROS
nie tylko uszkadza biatka i DNA komorek, ale réwniez
powoduje utlenianie lipidéw. Wykazano, ze zawarte
w krazeniu utlenione lipoproteiny o niskiej gestosci
(LDL, low-density lipoproteins), utatwiaja powstawanie
komérek piankowatych w blaszkach miazdzycowych.
Co wiecej, zarowno ROS, jak i utlenione LDL nasilaja po-
wstate zaburzenia funkcji mitochondriow [4, 6, 10, I 1].
Nadmierna produkcja ROS prowadzi do apoptozy
komoérek migsni gtadkich i makrofagéw w blaszkach
miazdzycowych, prowadzac do ich pekania [12]. De-
stabilizacja blaszki miazdzycowej zlokalizowanej w tet-
nicy wiencowej prowadzi do powstania zakrzepu, ktory
gwaltownie ogranicza przeptyw krwi w naczyniu, wywo-
tujac objawy ostrego niedokrwienia migsnia sercowego
i powodujac zawat serca. Niedokrwienie zmienia sposéb
pozyskiwania energii w mitochondriach tkanki migsnia
sercowego poprzez aktywacje beztlenowej glikolizy
i rozktadu kwasow ttuszczowych, powoduje réwniez
nasilenie wychwytu glukozy i ostabienie kurczliwosci
migsnia sercowego. Wykazano réwniez, ze zaréwno
podczas niedokrwienia, jak i reperfuzji produkcja ROS
szybko wzrasta [ 13, 14].

Wiadomo, ze zawarty w macierzy mitochondrialnej
a- ketoglutaran jest metabolitem posrednim cyklu Kreb-
sa, natomiast pochodzenie i rola osoczowego a-ketoglu-
taranu nie zostaly jeszcze dostatecznie zbadane. Zgodnie
z teorig anaplerozy i kataplerozy niektére substancje,
bedace produktami posrednimi w cyklu Krebsa, moga
swobodnie przechodzi¢ przez bfony mitochondrialne
i komdrkowe, dzieki czemu nadmierne ilosci tych zwiaz-
kéw moga by¢ usuwane z komorek (proces kataplero-
zy). Natomiast gdy ich ilo$¢ jest niewystarczajaca, moga
one zosta¢ odtworzone z innych zwigzkéw chemicz-
nych (proces anaplerozy). Jedna z takich substancji jest
kwas glutaminowy, ktéry moze zosta¢ przeksztatcony
do a-ketoglutaranu w reakcjach katalizowanych przez
dehydrogenaze glutaminianowa i aminotransferazy [8].
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of revolutions for a 10 minutes and kept frozen in -250C
until further analysis. Subsequently plasma samples were
defrosted and deproteinised by filtration through 10 kDa
molecular weight cut-off filters (Pall Life Sciences, Ann
Arbor, Ml, USA) for 2 hours at 14 thousands of revolu-
tions. Concentrations of a-ketoglutarate in plasma samples
were determined using an high-performance liquid chro-
matography (HPLC) system, that consisted of an LC-10AD
isocratic pump (Shimadzu, Kyoto, Japan), a Basic Marathon
Plus autosampler (Spark Holland, Emmen, Netherlands),
a Mistral Column Oven (Spark Holland) and a SPD-10A
VP UV detector (Shimadzu). Samples were separated on
an RSpak KC-81 | column (Shodex, Kawasaki, Japan) using
25 mM perchloric acid as a mobile phase (ISO-grade, Sigma
Aldrich, Stockholm, Sweden) with a flow rate of 0.6 ml/min
for 100 minutes. Separation was carried out at 50°C and
a-ketoglutarate was detected at a wavelength of 210 nm.
The system was calibrated against a standard series of
a-ketoglutarate dissolved in Millipore grade H2O which
was then used to calculate plasma levels of a-ketoglutarate.
Standard blood samples were collected for EDTA,
serum and Lithium-heparin and spun at 2,5 thousands
of revolutions for 10 minutes to obtain data about blood
count parameters, such as plasma concentrations of
glucose, total cholesterol, low-density lipoproteins
(LDL), high-density lipoproteins (HDL), triglycerides,
sodium, potassium, chloride, urea, creatinine, bilirubin
and transaminases. Subsequently samples analysis was
performed on the Cobas Integra System (Roche).
Patients’ height and weight were estimated the same
day that blood samples were collected. Body mass in-
dex (BMI) values were evaluated using BMI formula.
Glomerular filtration rates (GFR) values were calculated
using Modification of Diet in Renal Disease formula.
The statistical analysis was conducted with Sigma Plot
I 1.0 software (Systat Software, Inc.). The distribution of
the variable was estimated using Shapiro-Wilk test. Stu-
dent’s T-test was used to verify differences between both
populations in case of data with normal distribution, while
Mann-Whitney test was applied to compare data with
abnormal distribution. Results were considered statistically
significant if the p-value was below 0.05 (Tab. I).

Results

Patients with stable coronary heart disease, admit-
ted to the hospital due to persistent angina despite
treatment, without concomitant cardiac enzymes el-
evation, had significantly lower a-ketoglutarate plasma
concentrations (0.91 =+ 0.29 ng/ml) compared to healthy
controls (1.07 = 0.14 ng/ml), p < 0.05. There were
no statistically significant differences in other examined
parameters between groups (Fig. I).

Kwestia wptywu proceséw miazdzycowych na stezenie
a-ketoglutaranu w osoczu u ludzi wymaga jednak dal-
szego wyjasnienia. Celem pracy byto okreslenie wptywu
niedokrwienia migsnia sercowego na osoczowe steze-
nia a-ketoglutaranu u pacjentéw ze stabilng objawowa
przewlekta choroba wiencowa.

Materiat i metody

Do grupy badanej wtaczono 53 mezczyzn w wie-
ku 42-87 lat z rozpoznana choroba niedokrwienna
serca potwierdzona w badaniu koronarograficznym.
Pacjenci zostali przyjeci do szpitala z powodu utrzy-
mujacych sie, mimo stosowanej farmakoterapii, prze-
wlektych dolegliwosci stenokardialnych, bez towarzy-
szacej zwyzki stezenia markeréw martwicy miesnia
sercowego we krwi. Do grupy kontrolnej wtaczono
20 zdrowych mezczyzn w wieku 5670 lat. Na prze-
prowadzenie badania uzyskano zgode miejscowej
Komisji Bioetycznej. Probki krwi zostaty pobrane od
pacjentéw rano, po uptywie co najmniej 8 godzin
od ostatniego positku, w drugim dniu hospitalizacji.
Probki krwi od oséb z grupy kontrolnej réwniez po-
brano rano, na czczo. Prébki krwi byty pobierane
na kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA, ethyle-
nediaminetetraacetic acid) za pomoca systemow za-
mknietych do pobierania krwi Sarstedt’s Monovette,
wirowane z predkoscia 5000 obrotéw/minute przez
10 minut, a nastgpnie zamrozone i przechowywane
w temperaturze -250C do czasu dalszej analizy. Po
rozmrozeniu prébki osocza wirowano z predkoscia
14 000 obrotéw/minute przez 2 godziny z uzyciem
filtrow molekularnych zatrzymujacych czastki o masie
czasteczkowej powyzej |10 kDa (Pall Life Sciences, Ann
Arbor, MI, Stany Zjednoczone), w celu usuniecia biatek
z prébek. Stezenie a-ketoglutaranu oznaczano przy
pomocy chromatografii wysokocisnieniowej (HLPC,
high-performance liquid chromatography). System
do oznaczania stezenia a-ketoglutaranu sktadat sie
z pompy izokratycznej LC-10AD (Shimadzu, Kyoto,
Japonia), autosamplera Basic Marathon Plus (Spark
Holland, Emmen, Holandia), termostatu kolumnowe-
go Mistral Column Oven (Spark Holland) i detektora
SPD-10A VP UV (Shimadzu). Do separacji probek uzy-
to kolumny RSpak KC-811 (Shodex, Kawasaki, Japo-
nia) z roztworem 25 mM kwasu nadchlorowego jako
fazy ruchomej (ISO-grade, Sigma Aldrich, Sztokholm,
Szwecja) z przeptywem 0,6 ml/min przez 100 minut.
Separacje przeprowadzono w temperaturze 50°C,
a stezenie a-ketoglutaranu odczytano przy dtugosci fali
wynoszacej 210 nm. Uktad byt kalibrowany przy uzy-
ciu standardowych serii roztworéw a-ketoglutaranu
w wodzie oczyszczonej systemem Millipore.
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Alpha-ketoglutarate plasma level in patients with
coronary heart disease (study group) and health people
(control group).

Discussion

Our study revealed differences in a-ketoglutarate
levels between healthy people and patients with sta-
ble, symptomatic coronary heart disease. Inflamma-
tory processes located in arterial walls of patients with
atherosclerosis significantly disrupt tissue metabolism,
which leads to the increase of ROS formation. Re-
sults of experimental studies suggest that citric acid
cycle disturbances are early indicators of endothelial
dysfunction. Chronic decrease of endothelial NO syn-
thase activity in mice leads not only to the increase
of endothelial dysfunction markers concentrations,
such as sICAM-| (soluble intracellular adhesive mol-
ecule-1), VCAM-I (vascular adhesive molekule-1)
and MMP-9 (matrix metalloproteinase-9), but also
selective inhibition of aconitase activity, such as the
decrease of mitochondrial mass. These results sug-
gest that endothelial dysfunction may lead to the in-
hibition of Krebs cycle enzymes activity and it may
switch cellular metabolism to obtain energy from
pyruvate through glycolysis, similarly to cellular me-
tabolism under hypoxia conditions [I5]. It has been
also proved that «-ketoglutarate dehydrogenase,
which catalyses the convertion of a-ketoglutarate
into succinylo-Co-A reveals disturbed activity under
significant level of oxidative stress. The synthesis of
succinylo-CoA, which is catalysed by a-ketoglutarate
dehydrogenase leads under physiological conditions
to the prodyction of NADH, such as supplies res-
piratory chain with electrons. However in case of
increased ROS production a-ketoglutarate dehydro-
genase decreases the synthesis of NADH and may also
act as a source of ROS when NADH/NAD + ratio is
increased [16].

Mitochondrial dysfunction may lead to further in-
crease of ROS and RNS (reactive nitrogen species) gen-
eration, which enhances inflammatory processes located
in arterial walls, decreases the activity of endothelial NO
synthase, such as deepens endothelial dysfunction and
consequently enables atherosclerotic plaques formation
in blood vessel walls. Inflammatory cytokines, such as
tumor necrosis factor-a (TNF-a) are proved to enhance
macrophages NADPH oxidase activity, which results in
the increase of ROS production and further disturbances
in mitochondrial functions [17]. Experimental data sug-
gest that NO may influence mitochondrial oxidative
stress through peroxisome proliferators-activated re-
ceptor y coactivator |-y (PGC-1y). It has been proved

Pobrano réwniez standardowe probki krwi na
EDTA, surowice i do probéwek z heparyng litowa, od-
wirowano je z szybkoscig 2500 obrotéw/minute przez
10 minut w celu oznaczenia parametréw morfologii krwi
obwodowej, jak réwniez osoczowych stezen glukozy,
cholesterolu catkowitego, lipoprotein o niskiej gestosci
(low-density lipoprotein) LDL, lipoprotein o wysokiej
gestosci (HDL, high-density lipoprotein), triglicerydéw,
sodu, potasu, chlorkéw, mocznika, kreatyniny, bilirubi-
ny i transaminaz. Oznaczen dokonano na analizatorze
Cobas Integra (Roche).

W dniu pobrania prébek krwi okreslono rowniez
wzrost i mase ciata pacjentéw. Wartosci wskaznika
masy ciata (BMI, body mass index) obliczano stosujac
odpowiedni wzér. Wartosci przesaczania ktebusz-
kowego (GFR, glomerular filtration rate) obliczano
z zastosowaniem wzoru Modification of Diet in Renal
Disease (MDRD).

Obliczen statystycznych dokonano za pomoca pro-
gramu statystycznego Sigma Plot | 1.0 (Systat Software,
Inc.). Rodzaj rozktadu zmiennych okreslono za pomoca
testu Shapiro-Wilka. W przypadku zmiennych o rozkta-
dzie normalnym do poréwnania badanych grup stoso-
wano test t-Studenta, natomiast test Manna-Whitneya
stosowano do poréwnania wartosci parametréw, ktore
nie mialy rozkfadu normalnego. Wyniki byty brane pod
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Figure |. Plasma a-ketoglutarate level in patients with
coronary heart disease (study group) and health people
(control group)

Rycina |. Stezenie a-ketoglutaranu w osoczu pacjentéw
z choroba wiencowa (grupa badana) i oséb zdrowych (grupa
kontrolna)
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Table I. Patients’ characteristic in both groups
Tabela I. Charakterystyka pacjentéw obu grup

Parameter/ Parametr

Study group
Grupa badana

Control group
Grupa kontrolna

Age (years)/Wiek (lata)
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
Number of patients/Liczba pacjentéw
BMI value [kg/m2])/Wartos¢ BMI [kg/m?]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD
Red blood cell count [min/mm3]/Liczba erytrocytéw [min/mm?]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
Hemoglobin (Hb) concentration [g/dI]/Stezenie hemoglobiny (Hb) [g/dI]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD
Mean cell volume [fl]/Srednia objetos¢ erytrocytu [fl]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD
White blood cell count [103/mm?3]/Liczba leukocytéw [103/mm?3]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD
Platelet count [103/mm?3]/Liczba ptytek krwi [103/mm?]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD
Glucose plasma concentration [mg/dl]/Stezenie glukozy w osoczu [mg/dl]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
Urea plasma concentration [mg/dI]/Stezenie mocznika w osoczu [mg/dI]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
GFR value [ml/min/1.73 m?]/Warto$¢ GFR [ml/min/1,73 m?]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
Total cholesterol plasma concentration [mg/dl]/Stezenie cholesterol catkowitego w osoczu
[mg/dl]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
LDL plasma concentration [mg/dl]/Stezenie cholesterolu frakcji LDL w osoczu [mg/dl]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
HDL plasma concentration [mg/dl]/Stezenie cholesterolu frakcji HDL w osoczu [mg/dl]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia = SD
Triglycerides plasma concentration [mg/dl]/Stezenie triglicerydéw w osoczu [mg/dI]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD
Sodium plasma concentration [mmol/I]/Stezenie sodu w osoczu [mmol/l]
Range/Zakres
Mean * SD/Srednia + SD
Potassium plasma concentration [mmol/l]/Stezenie potasu w osoczu [mmol/l]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD
Chloride plasma concentration [mmol/I]/Stezenie chlorkéw w osoczu [mmol/I]
Range/Zakres
Mean + SD/Srednia + SD

42-87
70.9 = 10.5
53

23.0-49.0
307 £5.6

3.0-5.0
42+05

9.3-17.0
127 = 1.6

60.0-107.0
933%6.0

3.5-10.1
70+ 1.8

71.00-408.0
2416 779

71.0-99.0
88.0 = 6.23

23.0-45.0
40.0 +9.5

60.0-116.0

743 £ 12.7

86.0-303.0

165.7 = 39.5

42.0-220.0
973 =319

24.0-77.0
433 +10.7

50.0-308.0
125.5 = 50.7

130.0-146.0
139.4 = 3.0

3.7-54
45+04

92.0-110.0
103.1 =3.5

56-70
65547
20

23.0-36.0
29.0-39

4.02-4.27
43=0.1

12.1-13.6
133 +06

86.0-97.0
923 +39

5.9-10.8
7813

150.0-340.0
252.6 £ 55.7

86.0-98.0
93.9+40

23.0-39.0
33.0%5.0

60.0-79.0

65.0 =43

143.0-253.0

180.4 + 27.7

86.0-134.0
108.0 = 15.0

32.0-50.0
422 =42

110.0-170.0
134.5 = 16.0

131.0-142.0
138.2-2.6

3.8-5.0
44+04

98.0-110.0
102.9 = 3.7

SD (standard deviation) — odchylenie standardowe; BMI (body mass index) — wskaznik masy ciata; GFR (glomerular filtration rate) — wskaznik przesaczania
kigbuszkowego; LDL (low-density lipoprotein) — lipoproteiny o niskiej ggstosci; HDL (high-density lipoprotein) — lipoproteiny o wysokiej gestosci
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that endothelial NO synthase knockout mice reveal
decreased levels of PGC-ly, such as impaired gene
expression of enzymes involved in antioxidant defence,
such as catalase, superoxide dismutase, peroxiredoxins
Il and V, thioredoxin 2 and thioredoxin reductase [18].
Results of experimental studies mentioned above sug-
gest possible links between evoked by oxidative stress
citric acid cycle disturbances, endothelial dysfunction and
inflammatory processes located in vascular walls. How-
ever, there are no clinical data available that could verify
these hypotheses.

The other experimental model that investigates
the influence of enhanced ROS generation on citric
acid cycle may be ischemia and reperfusion condi-
tions. Results of these studies also confirm the link
between excessive ROS production and disrupted
the Krebs cycle flux. The treatment of isolated rat
heart mitochondria with hydrogen peroxide results
in significant inhibition of enzymes involved in the
citric acid cycle, such as a-ketoglutarate dehydroge-
nase, succinate dehydrogenase and aconitase [18].
Moreover, the treatment of isolated nerve terminals
with hydrogen peroxide revealed that aconitase is
most sensitive to inhibition by free radicals, while
a-ketoglutarate dehydrogenase is inactivated partially
only by higher concentrations of hydrogen peroxide.
The decrease of glutamate content in nerve termi-
nals was observed in conditions of aconitase activity
inhibition, which suggests, that glutamate fuels the
citric acid cycle when aconitase is inactivated, and the
generation of NADH remains unaltered while a-ke-
toglutarate dehydrogenase inactivation at higher con-
centrations of hydrogen peroxide limits the amount
of NADH available for the respiratory chain [19].
The inhibition of aconitase activity leads to the de-
crease of isocitrate content, which consequently lim-
its the production of other intermediates, including
a-ketoglutarate. The level of oxidative stress has not
been established in our study. However, it is possible,
that ROS generation in patients with cardiac ischemia
was great enough to inhibit aconitase activity, but
not sufficient to limit the activity of a-ketoglutarate
dehydrogenase, thus leading to the decrease of a-ke-
toglutarate plasma concentrations observed in this
study. Another experiment with in vivo animal model
of coronary occlusion/reperfusion confirmed that
aconitase and a-ketoglutarate dehydrogenase are
most susceptible to inactivation caused by ROS [20].
On the contrary, proteomic analysis of canine model
of ischemia-reperfusion injury followed by acute
heart failure showed that the amount of isocitrate
dehydrogenase subunit @, the enzyme, which con-

uwage jako istotne statystycznie wtedy, gdy wartosci p
byta nizsza niz 0,05 (tab. I).

Wyniki

Pacjenci z rozpoznang choroba wiencowa, przyjeci
z powodu utrzymywania si¢ dolegliwosci dtawicowych
pomimo stosowanego leczenia farmakologicznego, bez
towarzyszacej zwyzki markeréw martwicy migsnia
sercowego, charakteryzowali si¢ nizszymi wartosciami
stezen a-ketoglutaranu w osoczu (0,91 + 0,29 ng/ml)
w poréwnaniu z osobami zdrowymi z grupy kontrolnej
(1,07 = 0,13 ng/ml), p < 0,05. Obie grupy nie réznity
sie istotnie wiekiem, wartosciami BMI| ani pozostatymi
analizowanymi parametrami (ryc. |).

Omowienie

Uzyskane wyniki dowodzg istnienia réznic w warto-
Sciach stezen a-ketoglutaranu migedzy osobami zdrowy-
mi a pacjentami ze stabilng choroba wiencowa. Procesy
zapalne w $cianach tetnic u oséb z miazdzycy istotnie
zaburzaja metabolizm tkankowy, co skutkuje wzmozong
produkcja ROS. Wyniki badan eksperymentalnych sugeru-
ja, ze zaburzenia cyklu kwasu cytrynowego s3 wczesnym
wskaznikiem dysfunkcji Srodbtonka naczyn krwionosnych.
Przewlekte zahamowanie srodbtfonkowej syntezy tlenku
azotu (NO) u myszy powoduje nie tylko wzrost stezenia
markerdw dysfunkgji srédbtonka, takich jak rozpuszczalna
miedzykomorkowa czasteczka adhezyjna typu | (sSICAM-1,
soluble intracellular adhesive molecule- 1), naczyniowa cza-
steczka adhezyjna typu | (VCAM-I, vascular adhesive mo-
lecule-1) i metaloproteinaza macierzy-9 (MMP-9, matrix
metalloproteinase-9), ale réwniez wybiércze zahamowanie
aktywnosci akonitazy i zmniejszenie masy mitochondriéw.
Te rezultaty sugeruja, ze dysfunkcja srédbtonka moze po-
wodowac zmniejszenie aktywnosci enzymow cyklu kwasu
cytrynowego i przestawienie metabolizmu komérki na
pozyskiwanie energii z pirogronianu szlakiem glikolizy,
podobnie jak ma to miejsce w warunkach hipoksii [15].
Wiadomo réwniez, ze aktywnos$¢ enzymu dehydroge-
nazy a-ketoglutaranu, katalizujacego reakcje przemiany
a-ketoglutaranu w bursztynylo-CoA réwniez ulega zakio-
ceniom w warunkach stresu oksydacyjnego. Prawidtowo
enzym ten katalizujac reakcje syntezy bursztynylo-CoA
powoduje powstawanie dinukleotydu nikotynoamido-
adeninowego (NADH, nicotinamide adenine dinucleotide)
i dostarcza elektrony dla taricucha oddechowego. W wa-
runkach zwigkszonej produkcji ROS dehydrogenaza a—
-ketoglutaranu zmniejsza synteze NADH, a w warunkach
zwiekszonego stosunku NADH/NAD + sama réwniez jest
zrédtem ROS [16].

Dysfunkcja mitochondriéw moze powodowac dalszy
wzrost produkcji ROS i reaktywnych form azotu (RNS, re-
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verts isocitrate into a-ketoglutarate, is significantly
increased in reperfused ischemic heart tissue zone
[21]. Data suggest that the Krebs cycle enzymes have
different sensitivity to individual ROS. The incubation
of rat heart mitochondria with hydrogen peroxide,
hydroxyl radical and superoxide anion revealed that
aconitase activity is limited particularly by superoxide
anion, while a-ketoglutarate dehydrogenase is more
sensitive to hydrogen peroxide and hydroxyl radical
[22]. Furthermore, some findings suggest that the
Krebs cycle enzymes susceptibility to inactivation
by ROS increases with age. It has been shown that
during the reperfusion period, a-ketoglutarate de-
hydrogenase activity is inhibited in higher degree in
heart tissue isolated from older rats than senescent
ones [23]. Another study revealed that ischemia
leads to the stimulation of glutamate dehydrogenase
and glutamate-oxaloacetate-transaminase activity in
brain tissue of aged rats in compare to adolescent
ones. Reactions catalyzed by these two enzymes may
led to the formation of a-ketoglutarate [24], which
may partially balance the decrease in a-ketoglutarate
content caused by inhibited aconitase activity. There
is a lack of data about these enzymes activity in aged
people, however the population in this study was too
small to reveal possible differences in a-ketoglutarate
plasma level that depend on patients age.

Conclusions

Patients with myocardial ischemia have lower plasma
concentrations of ¢-ketoglutarate comparing to healthy
controls.

The decrease of plasma a-ketoglutarate concentra-
tions in these patients may be a consequence of the
Krebs cycle disruption due to the influence of endothe-
lial dysfunction and inflammatory processes involved in
the development of atherosclerosis, however further
investigations are required.
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wraz z wiekiem. Wykazano, ze w okresie reperfuzji
aktywnos¢ dehydrogenazy a-ketoglutaranu jest w wiek-
szym stopniu zahamowana u starych szczuréw w po-
réwnaniu z osobnikami mfodszymi [24]. W kolejnym
doswiadczeniu udowodniono, ze niedokrwienie pobu-
dza aktywnos¢ dehydrogenazy glutaminianowej i trans-
aminazy glutaminianowo-szczawiowo-octowej w tkance
médzgowej szczuréw w wiekszym stopniu u osobnikéw
starych niz u mtodych. W wyniku reakgiji katalizowanych
przez te dwa enzymy powstaje a-ketoglutaran, co moze
czesciowo réwnowazy¢ spadek wytwarzania a-ketoglu-
taranu spowodowany inaktywacja akonitazy. Obecnie
brakuje danych na temat aktywnosci tych enzyméw
u ludzi w podesztym wieku a populacja wtaczona do
niniejszego badania byfa jednak za mata, zeby mozna byto
wykaza¢ ewentualne réznice w osoczowych stezeniach
a-ketoglutaranu w zaleznosci od wieku pacjentéw.
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Whioski

Wartosci osoczowych stezen a-ketoglutaranu u pa-
cjentéw z niedokrwieniem migsnia sercowego sa nizsze
w poréwnaniu z osobami zdrowymi.

Spadek zawartosci a-ketoglutaranu w osoczu u tych
pacjentéw moze by¢ rezultatem zaburzen przebiegu
reakcji cyklu Krebsa spowodowanych przez dysfunkcje
$rédbtonka i procesy zapalne w naczyniach zaangazo-
wane w rozwoj miazdzycy, chociaz do potwierdzenia
tej tezy potrzebne s3 dalsze badania.
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