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Endogenne mechanizmy kardioprotekcyjne
— co to takiego i jak to dziata?

Endogenous cardioprotective mechanisms — what is it about and how does it work?

Andrzej Beresewicz

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

Streszczenie

Reperfuzja stanowi obecnie podstawowa metode leczenia zawatu serca. Zabieg ten jest jedynym znanym sposobem ratowa-
nia niedokrwionego miokardium, ale réwnoczesnie powoduje jego reperfuzyjne uszkodzenie, ograniczajace korzystne efek-
ty reperfuzji. Kardioprotekcja farmakologiczna skutecznie zmniejsza niepozadane efekty reperfuzji w modelach ekspery-
mentalnych, ale nie ma dowodéw na jej kliniczna skutecznosé. Dlatego wielkie nadzieje wiaze sie z mozliwoscia klinicznego
wykorzystania endogennych mechanizméw kardioprotekcyjnych, znanych jako ischaemic preconditioning i ischaemic post-
conditioning, odpowiednio hartowanie niedokrwieniem i hartowanie reperfuzja. Coraz lepiej udokumentowana jest hipote-
za, ze hartowanie dziafa kardioprotekcyjnie, dlatego Zze zapobiega aktywacji przez reperfuzje megakanatu mitochondrialne-
go, ktéry jest integratorem i ostatecznym mediatorem r6znych mechanizméw reperfuzyjnego uszkodzenia.

Stowa kluczowe: reperfuzyjne uszkodzenie serca, kardioprotekcja, hartowanie niedokrwieniem, hartowanie reperfuzja,
megakanat mitochondrialny

Abstract

Reperfusion therapy is the primary treatment for acute myocardial infarction. Its infarct-limiting effectiveness is, however,
limited by so called reperfusion-induced myocardial injury likely related to reperfusion-mediated opening of the mitochon-
drial permeability transition pore (mPTP). While pharmacologic cardioprotection has proved to effectively reduce infarct size
in the experimental models its clinical usefulness is problematic. In this context, a clinical exploitation of endogenous cardio-
protective mechanisms, known as ischaemic preconditioning and ischaemic postconditioning, emerges as an attractive thera-
peutic alternative. This is particularly so because ischaemic pre- and post-conditionig seem to afford cardioprotection by
preventing reperfusion-induced deleterious opening of mPTP.

Key words: myocardial reperfusion injury, cardioprotection, ischaemic preconditioning, ischaemic postconditioning,
mitochondrial permeability transition pore
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USZKODZENIE SERCA SPOWODOWANE tologii ludzkiej wystepuja liczne stany (tab. 1), w ktérych za-
NIEDOKRWIENIEM I REPERFUZJA chodzi nieréwnos¢:

Zrédiem energii zasilajacej prace mechaniczna pompy ser-

cowej saw > 95% tlenowe przemiany glukozy i kwaséw tfusz- Przeptyw wiencowy < Zapotrzebowanie na przeptyw
czowych zachodzace w mitochondriach. Dlatego produkcja

ATP, a nastepnie czynno$¢ skurczowa miokardium w sposéb Wszystkie one sg definiowane jako niedokrwienie mio-
krytyczny zaleza od réwnowagi miedzy aktualnym przepty-  kardium, gdyz towarzyszy im uwalnianie z serca kwasu mle-
wem wieficowym i zapotrzebowaniem na przeptyw. W pa-  kowego (produkt glikolizy beztlenowej) oraz adenozyny (pro-
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Tabela 1. Kliniczne postaci niedokrwienia

Niedokrwienia Niedokrwienia

spoczynkowe wysitkowe

Zawat serca Angina wysitkowa

Spazm naczyniowy Proba wysitkowa
Niedokrwienia okotoproceduralne
— plastyka wiencowa

— krazenie pozaustrojowe

— transplantacja serca

Niedokrwienie |Reperfuzja

Uszkodzenie
niedokrwienne
stabo modyfikowalne

N
V

Uszkodzenie
reperfuzyjne
modyfikowalne

J

Uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne
(ischaemia/reperfusion injury)
Angina, arytmie, | kurczliwos¢, martwica

Rycina 1. Koncepcja niedokrwienno-reperfuzyjnego uszkodze-
nia serca. Niedokrwienie i oddzielnie reperfuzja sg zrédtem
uszkodzenia. W warunkach klinicznych efekty te sumuija sie.
Dtugos¢ niedokrwienia jest gféwng modyfikowalng determi-
nanta niedokrwiennego uszkodzenia (i wtérnie uszkodzenia
reperfuzyjnego). Kardioprotekgja, jezeli w ogdle dziata,
skutkuje redukcjg jedynie reperfuzyjnego uszkodzenia

dukt katabolizmu ATP). Jezeli deficyt przeptywu trwa odpo-
wiednio dfugo, niedokrwienie skutkuje r6znymi postaciami
uszkodzenia migsnia sercowego.

Kliniczne postaci niedokrwienia (tab. 1) koncza sie naj-
czesciej spontaniczng badz indukowana reperfuzjg, skutkujaca
przynajmniej czeSciowym powrotem réownowagi miedzy prze-
ptywem wieficowym i zapotrzebowaniem na przeptyw. Re-
perfuzja stanowi jedyny znany sposéb ratowania niedokrwio-
nych komorek, ale jest rownoczesnie czynnikiem uszkadzaja-
cym i ostateczny wynik reperfuzji jest suma jej korzystnych
efektow i efektow tzw. reperfuzyjnego uszkodzenia serca.

Uszkodzenia niedokrwienne i reperfuzyjne ,w czystej
postaci” daja sie badac¢ tylko w warunkach eksperymentu
zwierzecego. Natomiast w warunkach klinicznych z reguty
spotyka sie mieszanine efektéw samego niedokrwienia i re-
perfuzji. Dlatego w kontekscie klinicznym méwimy o uszko-
dzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym (ischaemia/reperfusion
injury) (ryc. 1).

Nasilenie niedokrwiennego uszkodzenia jest wypadkowa
stopnia ograniczenia perfuzji wieficowej oraz czasu trwania
tego ograniczenia:

Efekt niedokrwienia = % ograniczenia
perfuzji wiericowej X czas niedokrwienia

Dodatkowa komplikacja polega na tym, ze uszkodzenie
reperfuzyjne jest tym wieksze, im wieksze jest poprzedzajace
uszkodzenie niedokrwienne. Oznacza to, ze obie postaci
uszkodzenia zalezg ostatecznie od czasu trwania i wielkosci
niedokrwienia.

W obrazie kliniczno-patofizjologicznym niedokrwienia
dominuja: bl wieicowy, zaburzenia kurczliwosci miokardium,
zaburzenia rytmu, utrata rownowagi energetycznej miokardium
skutkujaca rozktadem ATP, m.in. do AMP i adenozyny, ktére
staja sie substancjami sygnalowymi. Adenozyna wywotuje bdl
wienicowy i powoduje rozszerzenie naczyn. Adenozynomo-
nofosforan, poprzez kinaze AMP, przekierowuje metabolizm
energetyczny komoérek na produkcje ATP z glukozy. Od pew-
nego etapu niedokrwienia, miokardium ulega martwicy, kt6-
ra powoli postepuje od wsierdzia do nasierdzia. Niedokrwie-
nie skutkuje dodatkowo zaburzeniami, ktére sg substratem
dla patologicznych proceséw uruchamianych w miokardium
dopiero w reperfuzji. Najwazniejsze z nich to: (i) niskie ko-
morkowe poziomy ADP i AMP i wysokie fosforu nieorganicz-
nego; (ii) zmiany w mitochondriach przygotowujace je do
zwiekszonej reperfuzyjnej produkcji anionorodnika ponad-
tlenkowego (O,") i innych reaktywnych form tlenu (ROS) oraz
(iii) kwasica komorkowa skutkujaca komérkowa akumulacja
Ca?*. Kulminacja tych procesow jest reperfuzyjna aktywacja
megakanatu mitochondrialnego (mPTP, mitochondrial pre-
meability transition pore), ostatecznie skutkujaca reperfuzyjna
$miercig komorek.

Na efekty reperfuzji skfadaja sie:

— czedciowa odbudowa czynnosci skurczowej miokardium
i/lub ochrona kardiomiocytéw przed $miercig w wyniku nie-
dokrwienia. Jest to dziatanie korzystne i reperfuzja stanowi
jedyny znany spos6b ratowania niedokrwionych komérek;

— reperfuzyjne uszkodzenie miokardium — jego istnienia
dowodzi fakt, ze r6zne interwencje zastosowane tuz przed
reperfuzjg zmniejszaja rozlegfos¢ zawatu serca (MI) u zwie-
rzat i ludzi. Wyrdznia sie 4 typy zaburzer reperfuzyjnych:
(i) ogtuszenie miesnia sercowego; (i) reperfuzyjne zabu-
rzenia rytmu; (iii) $mier¢ komérek w wyniku nekrozy
i apoptozy oraz (iv) uszkodzenie Srédbtonka, ktérego kon-
sekwencjami sa: akumulacja granulocytéw w reperfundo-
wanym obszarze i toksyczno$¢ z tym zwigzana oraz no-
reflow phenomenon — stan, w ktérym podczas reperfuzji
doszto do embolizacji mikrokrazenia, co ogranicza powrét
perfuzji miokardium i korzysci reperfuzji.

KARDIOPROTEKCJA NIEDOKRWIONEGO/

/REPERFUNDOWANEGO MIOKARDIUM

Wyro6znia sie (ryc. 2):

— kardioprotekcje bezposrednia, w ktérej substancje o spo-
dziewanym dziataniu protekcyjnym sg podawane przed,
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1. Kardioprotekcja
bezposrednia

Interwencja

A\
Niedokrwienie | Reperfuzja

(mata skutecznos¢

w zawale/reperfuzji)

Bodziec

2. Hartowanie \J \j

Niedokrwienie | Reperfuzja

| ,Pamie¢” — 1 tolerancja IR

Rycina 2. Schemat dwoch typéw kardioprotekeji niedokrwionego/reperfundowanego miokardium (szczegéty w tekscie)
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Rycina 3. Schemat pokazujacy hipotetyczng dynamike postepu martwicy zawatowej od wsierdzia (Endo) do nasierdzia (Epi) oraz
wptyw kardioprotekcji i reperfuzji na te dynamike i ostateczng wielkos¢ martwicy; A. Kontrolny zawat (linia ciggta) i kardioprotekcja
(linia przerywana). Kardioprotekcja zwalnia proces umierania miokardium, ale nie zmniejsza ostatecznej wielkosci martwicy;

B. Zawat bez reperfuzji (linia przerywana), reperfuzja (linia ciagta) i reperfuzja z kardioprotekcja (linia wykropkowana). Zwraca
uwage fakt, ze reperfuzja zmniejsza wielko$¢ zawatu o ok. 50% i ze kardioprotekcja dodana do reperfuzji zmniejsza wielkos¢
zawatu o kolejne ok. 50%. Martwica zawatowa ratowana przez kardioprotekcje dodang do reperfuzji jest miarg reperfuzyjnego

uszkodzenia miokardium

w trakcie lub po niedokrwieniu, z zatozeniem, ze ich ko-
rzystne dziatanie dotyczy jedynie okresu, w ktérym maja
one kontakt z miokardium;

kardioprotekcje w mechanizmie , hartowania” miokar-
dium — wykorzystuje sie tu endogenny mechanizm kar-
dioprotekcyjny polegajacy na tym, ze pod wptywem
pewnych bodzcéw (np. krétkotrwate nieuszkadzajace
niedokrwienie) w miokardium pozostaje ,pamiec”
w postaci przediuzajacego sie w czasie okresu zwiek-
szonej tolerancji miokardium na niedokrwienie/reper-
fuzje. Jezeli kolejny incydent niedokrwienia/reperfuz;ji
trafi na okres zwiekszonej tolerancji, spowodowane nim
uszkodzenie bedzie mniejsze.

Intensywne poszukiwania sposobéw ograniczania kon-
sekwendji niedokrwienia/reperfuzji zaczety sie w 1974 r., kiedy
to Braunwald i Maroko [1], na podstawie obserwacji, ze ro-
kowanie pacjentéw z MI pogarsza sie wraz z iloscia utraco-
nego miokardium, stworzyli hipoteze, ze sposobem na po-
prawe rokowania mogfoby by¢ leczenie nastawione na ogra-
niczanie rozmiaru martwicy zawatowej. Mniej wiecej w tym

samym czasie wykazano, ze rozwdj martwicy zawafowej jest

procesem rozciggnietym w czasie (zaczyna sie w warstwie

podwsierdziowej i powoli postepuje w kierunku nasierdzia)

(wave-front phenomenon) (2, 3] (ryc. 3), co pokazato, ze ist-

nieje dos¢ diugi przedziat czasowy, w ktérym proponowane

przez Braunwalda i Maroko [1] leczenie kardioprotekcyjne
mogfoby by¢ skuteczne. W kolejnych latach przebadano ty-
sigce interwencji o potencjalnym dziataniu kardioprotekcyj-
nym, gtéwnie w zwierzecych modelach MI. W 1980 r. uka-
zata sie publikacja DeWooda i wsp. [4] dowodzaca, Ze przy-
czyna Ml jest niedroznos¢ tetnicy wienicowej spowodowana
skrzeplina. W efekcie rozpoczat sie okres trombolitycznego
leczenia MI oraz fascynadji reperfuzjq i jej konsekwencjami.

Badania dotyczace kardioprotekcji mozna podsumowac

w nastepujacych punktach:

1. W modelach eksperymentalnych interwencje farmako-
logiczne lub metaboliczne o dziafaniu kardioprotekcyj-
nym jedynie zwalniajg proces rozwoju martwicy zawa-
towej i nie wptywaja na jej ostateczng wielkos¢ (ryc. 3).
Podobnie, nie ma dowodéw na to, by ktéras z tych in-
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terwengji dziatata korzystnie u pacjentéw z Ml bez reper-
fuzji (badania sprzed ery trombolitycznego leczenia Ml);

2. Reperfuzja, wykonana odpowiednio wczesnie jest jedyna
znana interwencja ratujaca niedokrwione komérki przed
$miercig, wiec zgodnie z definicjg jest interwencjg o dzia-
taniu kardioprotekcyjnym. Zgodnie z hipotezg Braunwal-
da i Maroko [1], reperfuzja, jezeli skutkuje redukcja roz-
legtosci MI, poprawia rokowanie pacjentéw z Ml;

3. Ostateczny wynik reperfuzji stanowi sume jej korzystnych
i niekorzystnych efektow. Innymi stowy, spodziewany ko-
rzystny efekt reperfuzji jest zwykle pomniejszany o skutki
reperfuzyjnego uszkodzenia miokardium (ryc. 3);

4. W modelach zwierzecych wykazano, ze rézne interwen-
cje kardioprotekcyjne nacelowane wybiérczo na reper-
fuzyjne uszkodzenie (interwencje przeciwzapalne, anty-
rodnikowe, zapobiegajace komérkowej akumulacji Ca**,
hartowanie i inne), zmniejszaja martwice w niedokrwio-
nym/reperfundowanym sercu nawet o 30-50% (ryc. 3)
(przeglad literatury wg [51);

5. Badania kliniczne testujace mozliwosci farmakologicz-
nego ograniczania reperfuzyjnego uszkodzenia serca
w kontekscie ostrych zespotéw wieficowych (OZW) za-
konczyty sie spektakularnym niepowodzeniem, ktérego
powody nie sg jeszcze znane [5-7]. W efekcie w Stanach
Zjednoczonych i Europie nie zarejestrowano dotad zad-
nego leku przeznaczonego do ograniczania rozlegtosci
Ml u pacjentow z OZW;

6. Pozytywnymi przyktadami skutecznosci kardioprotekgji
w warunkach klinicznych sg jedynie kardioplegia w kar-
diochirurgii i ewentualnie skutecznos¢ lekéw ,wieico-
wych” w leczeniu stabilnej choroby wiericowej. Praw-
dopodobnie wynika to z tego, ze kardioprotekcja farma-
kologiczna jest skuteczna u ludzi jedynie w postaciach
tagodnego i/lub krétkotrwatego niedokrwienia;

7. Ograniczanie reperfuzyjnego uszkodzenia serca pozostaje
ciggle waznym, cho¢ niezrealizowanym celem terapeu-
tycznym. Ostrozne nadzieje w tym wzgledzie budza wstep-
ne doniesienia o klinicznej skutecznosci endogennych
mechanizméw kardioprotekcyjnych, w tym hartowania.

HARTOWANIE SERCA

Hartowanie jest forma kardioprotekcji z wykorzystaniem en-
dogennych mechanizméw kardioprotekcyjnych (ryc. 2).
W 1986 r. Murry i wsp. [8] wykonali stawny eksperyment,
w ktérym grupie kontrolnej pséw podwigzywali na 40 min
tetnice wieficowa, a w grupie badanej 40-minutowe niedo-
krwienie poprzedzali czterema 5-minutowymi epizodami nie-
dokrwienia rozdzielonymi 5-minutowymi okresami reperfu-
zji (ryc. 4A, B). Okazato sie, ze krotkie poprzedzajace niedo-
krwienia/reperfuzje skutkuja drastyczng redukcja martwicy
zawatowej (z 30% obszaru niedokrwionego w grupie kontro-
Inej do 7% w grupie badanej), mimo ze niedokrwienie w gru-
pie badanej trwato 50% dtuzej. Autorzy nazwali to zjawisko

Niedokrwienie (A)
_Hartowanie |_| |_||_| |_| | Niedokrwienie (B)
niedokrwieniem
(preC)
Hartowarjie Niedokrwienie (@)
reperfuzja
(postC)

Rycina 4. Schemat klasycznego protokotu hartowania: (B)
niedokrwieniem (ischaemic preconditioning) oraz (C) reperfuzja
(ischaemic postconditioning). Szczegdty w tekicie

ischaemic preconditioning (conditioning — indukowanie od-

ruchu warunkowego). W polskiej literaturze funkcjonuije ter-

min hartowanie (serca) niedokrwieniem (HN).

W 2003 r., w podobnym eksperymencie na psach, Zhao
i wsp. [9] wykazali, ze analogiczne dziatanie ograniczajace
rozlegtos¢ Ml jak HN ma takze HR — hartowanie reperfuzja
(ischaemic postconditioning), tj. zabieg, w ktérym miokardium
poddaje sie dziafaniu krétkich incydentéw niedokrwienia
i reperfuzji (w tym wypadku trzy 30-sekundowe niedokrwie-
nia nastepujace w 30-sekundowych odstepach) na poczatku
reperfuzji, a nie przed niedokrwieniem (ryc. 4C).

Wykazano ponadto, ze krétkie hartujace zamkniecie tetni-
cy pozasercowej (ramiennej, udowej etc.) skutkuje zwigkszona
odpornosciag miokardium na uszkodzenie niedokrwienne/reper-
fuzyjne. Zjawisko to znane jest jako hartowanie na odlegtos¢
(remote preconditioning, preconditioning at a distance).

W modelach eksperymentalnych wykazano, ze trening
fizyczny odnosi efekty sercowe analogiczne do HN (exercise
preconditioning, hartowanie wysitkiem fizycznym) [10].

W przypadku HN i HR wiadomo, Ze zabiegi te redukuja
martwice w niedokrwionym/reperfundowanym miokardium
poprzez zapobieganie reperfuzyjnej aktywacji mPTP i reper-
fuzyjnej komponencie uszkodzenia [11].

Najlepiej scharakteryzowano HN, o ktérym wiemy, ze
[12-14]:

— jest endogennym i do tego niezwykle silnym mechani-
zmem cytoprotekcyjnym;

— wystepuje u wszystkich badanych dotad ssakéw, w tym
u cztowieka;

— dotyczy, obok miokardium, takze innych narzadéw
(mozg, nerka, zotadek, oko, watroba);

— obok 4 epizodéw niedokrwienia/reperfuzji (patrz ekspe-
ryment Murry i wsp. [8]), wywoluja je takze inne bodZce
wytracajagce miokardium z réwnowagi energetycznej,
w tym:
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* pojedynczy epizod catkowitego niedokrwienia trwa-
jacy 1,5-2,5 min,

* 15-minutowa czesciowa okluzja tetnicy wiencowe;j,

e krotkie okresy szybkiej stymulacji serca niewywotu-
jacej niedokrwienia,

 krotkie okresy niedotlenienia,

* krotkie epizody przeciazenia objetosciowego komory,

* 15-minutowy pobyt w Srodowisku o temperaturze
42°C (heat shock);

— redukcja martwicy zawatowej nie jest jedynym korzyst-

nym efektem HN. Inne to [13]:

* wolniejszy spadek poziomu ATP i fosfokreatyny w nie-
dokrwionym miokardium,

* mniej zaburzen rytmu w czasie niedokrwienia i re-
perfuzji,

* szybsza i bardziej kompletna odbudowa skurczu mie-
$nia po reperfuzji,

* redukcja apoptozy,

* mniejsze reperfuzyjne uszkodzenie srédbtonka naczyn
wieficowych, w tym mniejsze uszkodzenie glikokali-
ksu srodbfonkowego, mniejsza ekspresja srodbtonko-
wych czastek adhezyjnych oraz mniejsza adhezja gra-
nulocytow w reperfundowanym miokardium [15, 16],

* mniejsze wykrzepianie w naczyniach wieficowych za-
lezne od ptytek krwi;

— kardioprotekcja zwigzana z HN ma przebieg dwufazowy

(ryc. 5).

MOLEKULARNY MECHANIZM HARTOWANIA
Od dawna podejmuije sie proby zastapienia inwazyjnej i skom-
plikowanej technologicznie procedury HN hartowaniem farma-
kologicznym (zastapienie hartowania lekiem). Skutecznos¢ tych
usifowan jest ograniczona przez brak powszechnie akceptowa-
nej hipotezy na temat molekularnego mechanizmu HN. Trud-
nos¢ wynika z tego, ze w mechanizm HN jest zaangazowanych
kilka rownolegtych Sciezek sygnalizacyjnych, ze gatunki r6znia
sie ich udziatem w mechanizmie kardioprotekgji i ze niewiele
wiadomo na temat ich udziatu w mechanizmie hartowania
u czlowieka. Zgodnie z aktualng hipoteza, na komérkowy me-
chanizm HN skfadaja sie nastepujace elementy (ryc. 6):
— wwyniku hartujacego niedokrwienia z miokardium uwal-
niaja sie substancje czynne wyzwalajace proces hartowa-
nia, w tym adenozyna (dziatajaca przez receptory A, i A)),
opioidy (receptor d,), bradykinina (receptory B,) oraz nor-
adrenalina (gtéwnie w sercu szczura, receptory a,) [17];
— substancje te, dziafajac na odpowiednie receptory bto-
nowe, inicjuja wewnatrzkomérkowe Sciezki sygnalizacyj-
ne prowadzace do aktywacji kanatu potasowego regulo-
wanego stezeniem ATP zlokalizowanego w wewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej (mitochondrialny kanat po-
tasowy ATP-zalezny, mitoK-ATP), ktéra to aktywacja skut-
kuje niewielka mitochondrialng produkcja O, i innych
ROS [17, 18]. Substancjami aktywujacymi mitoK-ATP

Faza
pdzna

Faza
wczesna

Protekcja

<«——— Bodziec

0 1h2h 24 h 48 h 72 h 96 h
B
g
2 @ Geny poznej protekcji
[min/h] [dni]

Rycina 5. Dwie fazy zwiekszonej odpornosci miokardium na
uszkadzajace dziatanie niedokrwienia i reperfuzji spowodowane
hartowaniem. Faza wczesna rozpoczyna sie prawie natychmiast
po bodZcu hartujgcym, trwa 1-2 h i jest spowodowana
aktywacja tzw. kinaz biatkowych wczesnej protekcji. Faza pdzna
rozpoczyna sie 24 h po bodzcu, trwa 3 doby i jest spowodowa-
na aktywacjq ,,genéw pdznej protekcji”

Niedokrwienie hartujace
Adenozyna (A1), bradykinina (B2), opioidy (d,)
Aktywacja receptoréow btonowych

Aktywacja mitoK-ATP i produkcja ROS

4/’////////////\\\\\\\\\\“\;

Aktywacja kinaz Synteza biatek
mitochondrialnych (SOD, iINOS, COX-2)
(Akt, ERK 1/2, GSK-38, HK)

}

1 Szczelno$¢ megakanatu

| Faza protekcji Il Faza protekcji

Rycina 6. Uproszczony schemat $ciezek sygnalizacyjnych
odpowiedzialnych za wczesng i pdzng faze hartowania
niedokrwieniem. Szczegoty w tekscie

i nasladujacymi dziatanie HN sg diazoksyd i pinacidyl.
Clibenklamid i inne pochodne sulfonylomocznika blo-
kuja mitoK-ATP i efekty HN [17, 18];

— mitochondrialne ROS aktywuja Sciezki sygnalizacyjne,
ktorych efektorami sa:

e kaskada mitochondrialnych kinaz efektorowych [kinazy
wczesnej protekcji — RISK (reperfusion injury salvage
kinases). Aktywacja RISK skutkuje ,uszczelnieniem”
mPTP w reperfuzji (kinazy zapobiegaja reperfuzyjnej
aktywacji mPTP), co stanowi wazny argument na rzecz
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hipotezy o jego centralnej roli w mechanizmie reper-
fuzyjnego uszkodzenia miokardium. Waznymi ele-
mentami kompleksu kinaz RISK sa: kinaza Akt, kina-
za Erk 1/2, kinaza 3 syntazy glikogenu (GSK-3f) oraz
enzym glikolityczny heksokinaza (HK). Korficowymi
efektorami kaskady sa najpewniej HK i GSK-34 i ten
ostatni enzym prawdopodobnie fosforyzuje nieziden-
tyfikowany dotad komponent mPTP, co skutkuje
zmniejszong wrazliwoécig mPTP na czynniki aktywu-
jace [19, 20]. Aktywacja RISK moze sie okazac atrak-
cyjnym celem dziatania interwencji kardioprotekcyj-
nych. Wskazuje na to fakt, ze do aktywacji RISK do-
chodzi (przynajmniej w modelach eksperymental-
nych) w wyniku dziatania takich interwengji kardio-
protekcyjnych, jak HN, HR oraz podawanie razem
z reperfuzja insuliny, erytropoetyny, peptydéw natriu-
retycznych czy statyn [17].

e geny licznych biatek, w tym indukowalnej syntazy
tlenku azotu (iNOS) i mitochondrialnej izoformy dyz-
mutazy ponadtlenkowej (MnSOD), co prawdopodob-
nie jest waznym elementem mechanizmu p6znej fazy
kardioprotekgji [21].

MITOCHONDRIALNY MEGAKANAL
INTEGRATOREM MECHANIZMOW
REPERFUZYJNEGO USZKODZENIA I MIEJSCEM
DZIALANIA ROZNYCH FORM HARTOWANIA
Mitochondria stanowia ok. 30% objetosci kardiomiocytéw,
produkuja w procesie fosforylacji oksydacyjnej > 95% ATP
dostepnego w kardiomiocytach, ale réwnoczesnie moga sta-
nowi¢ przyczyne uszkodzenia, w tym zwigzanego z reperfuzja.
Fosforylacja oksydacyjna jest procesem, w ktérym enzy-
my oksydoredukcyjne, zwigzane z wewnetrzng btong mito-
chondrialng i tworzace tzw. taficuch oddechowy (sktadajacy

sie z komplekséw mitochondrialnych I, I, 11 IV) (ryc. 7):

— transportuja elektrony z NADH i FADH, poprzez kolej-
ne kompleksy mitochondrialne -1V i w kompleksie 1V
(oksydaza cytochromowa) dochodzi do tzw. 4-elektro-
nowej redukgji O, i powstania wody, a wyzwolona ener-
gia stuzy do syntezy ATP (niewielka czes¢ elektronow
»wycieka” z fancucha oddechowego na poziomie kom-
pleksow I, I1'i Il i reagujac z O,, skutkuje produkcja tok-
sycznego anionorodnika ponadtlenkowego (O,"). Pro-
dukcja O, znaczaco roénie w reperfundowanych mito-
chondriach/komérkach) [22];

— przenosza H* z NADH/FADH, obecnych w macierzy mi-
tochondrialnej do przestrzeni miedzybtonowej, co spra-
wia, ze wnetrze mitochondriéw ma potencjat ujemny
w stosunku do potencjatu na zewnatrz mitochondriéow
(w cytoplazmie komérek), ze stezenie H* w macierzy
jest mniejsze niz w przestrzeni miedzybfonowej i ze wo-
bec tego istnieje gradient elektrochemiczny H* (AWm)
faworyzujacy ich przechodzenie z powrotem do macie-
rzy mitochondrialnej [22];

Glukoza

Kwasy ttuszczowe }
Kwas mlekowy

| : III: IV:
tancuch oddechowy)

Rycina 7. Schemat tlenowych przemian substratéw energetycz-
nych i fosforylacji oksydacyjnej. Produktem spalania kwasow
ttuszczowych, glukozy i kwasu mlekowego sg zredukowane
kofaktory NADH i FADH,. tancuch oddechowy zwigzany z wew-
netrzng btona mitochondrialng przenosi z NADH i FADH,:

(i) elektrony na O, (przez kompleksy I-1V) oraz (ii) protony do
przestrzeni miedzybtonowej (kompleksy I, 11l i V), co buduje
gradient elektrochemiczny H* w poprzek wewnetrznej btony
(A®m). H* wracajg do macierzy przy udziale kompleksu syntazy
ATP zgodnie z AWm, czemu towarzyszy fosforylacja ADP do
ATP. Aktywacja mitochondrialnych biatek rozprzegajgcych (UCP)
i/lub megakanatu roztadowuje AWm, co skutkuje konsumpcjg O,
bez produkgji ATP, czyli stanem rozprzegania fosforylacji
oksydacyjnej

— transportuje H*, zgodnie z AWm i przy udziale syntazy
ATP z przestrzeni miedzybtonowej z powrotem do ma-
cierzy, czemu towarzyszy fosforylacja ADP do ATP (elek-
trochemiczny gradient H* jest Zrodfem energii dla synte-
zy ATP) [22].

Istnieje Sciste sprzezenie transportu elektronéw z NADH/
/FADH, na O, w faficuchu oddechowym, transportu H* do
przestrzeni miedzybtonowej oraz procesu fosforylacji ADP do
ATP. Dlatego o wielkosci mitochondrialnej produkcji ATP
decyduja: (i) wielkos¢ A¥Wm, ktéry jest pochodng dostepno-
éci NADH/FADH, oraz O,, a takze (i) poziomy ADP i fosforu
nieorganicznego (P) w macierzy mitochondrialnej, ktore
zaleza od wielkosci zuzycia ATP w aparacie kurczliwym. Pro-
dukcja ATP zwalnia, kiedy maleje dostepnos¢ zredukowa-
nych kofaktoréw, O, i/lub ADP i P [22].

Na wielkos¢ AWm wptywaja rézne biatka wewnetrznej
btony mitochondrialnej tworzace w niej kanaty jonowe lub
pory. W tym kontekscie szczegblne zainteresowanie budzg
megakanat mitochondrialny (mPTP) i biatka rozprzegajace
(UCPs, uncoupling proteins). Tworzone przez nie kanaty/pory
umozliwiaja naptyw H* do macierzy, co skutkuje zmniejsze-
niem AWm i produkcji ATP, mimo ze mitochondria ciagle
konsumuja O,. Jest to stan okreslany jako rozprzeganie fosfo-
rylacji oksydacyjnej, ktéremu na poziomie cafego serca to-
warzyszy spadek efektywnosci mechanicznej migsnia serco-
wego (normalna konsumpcja O, i mniejsza produkcja ATP).
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Dodatkowo, przy braku AWm lub kiedy jest on niewielki,

reakcja katalizowana przez syntaze ATP odwraca sie i enzym

zamiast produkowa¢ ATP, rozkfada go do ADP i P, [22].

W niedokrwionym miokardium wykazano, ze syntaza ATP

pracujaca w odwréconym trybie konsumuje ATP powstajacy

poza mitochondriami w procesie glikolizy [23].

Aktywacja mPTP nastepuje gtownie pod wptywem zwiek-
szonych stezeri jondw Ca?*. W wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej powstaje wtedy nieselektywny por (kanaf), przez ktéry
moga przechodzi¢ do i z mitochondrium substancje o cieza-
rze do 1,5 kDa, w tym jony H*, Ca?*, cytochrom c i inne.
Sktad biatkowy mPTP i jego rola fizjologiczna sa ciagle przed-
miotem kontrowersji. Do$¢ pewne sg natomiast nastepujace
fakty [20, 24, 25]:

— regulatorem mPTP jest biatko cyklofilina-D, zwigzane
z wewnetrzng btong mitochondrialng [11, 24, 26];

— jony Ca**, wiazac sie z cyklofiling-D, aktywujg mPTP
[11, 24, 26];

— lek cyklosporyna-A, ktéry wiaze sie z cyklofiling-D, prze-
ciwdziata aktywacji mPTP przez Ca** i inne czynniki
(11, 24, 26];

— nieodwracalna aktywacja mPTP jest prawdopodobna
koncowa przyczyna reperfuzyjnego uszkodzenia miokar-
dium. Z badan eksperymentalnych wiadomo, ze do ta-
kiej aktywacji dochodzi w pierwszych minutach reper-
fuzji (izolowane serce szczura) [20] i Ze jest katastrofalna
w skutkach dla dotknietego nig mitochondrium, a naste-
pnie catej komorki, gdyz powoduje [11, 24-26] (ryc. 8):
* rozprzezenie fosforylacji oksydacyjnej i utrate komor-

kowych zasobéw ATP (produkcja ATP maleje, a mi-
tochondria staja sie konsumentem ATP powstatego
w innych nieuszkodzonych mitochondriach i/lub
w procesie glikolizy),

* obrzek mitochondriéw, pekanie ich zewnetrznej bto-
ny i przedostawanie sie z przestrzeni miedzybtono-
wej do cytoplazmy cytochromu c i innych biatkowych
aktywatoréw apoptozy,

* uwalnianie do cytoplazmy duzych ilosci jonéw Ca?*,
co ma dziatanie toksyczne (ryc. 9), m.in. skutkujace
nekrozg.

Za udzialem mPTP w mechanizmie reperfuzyjnego
uszkodzenia przemawiaja badania eksperymentalne [11, 26]
i kliniczne [27] pokazujace, ze blokowanie cyklofiliny-D za
pomoca cyklosporyny-A (w warunkach klinicznych jedna
iniekcja cyklosporyny-A tuz przed reperfuzjq) redukuje wiel-
kos¢ martwicy zawatowej o 30-50%.

W mPTP spotykaja sie i sumuja rézne procesy, ktore tra-
dycyjne obciazano odpowiedzialnoscia za powstawanie re-
perfuzyjnego uszkodzenia miokardium. Wéréd nich najwaz-
niejsze to zwiazane z reperfuzja: (i) obfadowanie komérek
Ca** (ryc. 9); (i) zwiekszona komérkowa produkcja ROS
i stres oksydacyjny (tzw. reperfuzyjny paradoks tlenowy);
(iii) spadek komorkowego stezenia ATP i ADP, a takze wyso-
kie stezenie fosforu nieorganicznego (P) oraz (v) reperfuzyjne

Alkalizacja

Hartowanie niedokrwieniem

Hartowanie reperfuzjg

| Potencjat
mitochondrialny

| Produkcja ATP
1 Konsumpcja ATP

1 Uwalnianie cyt. ¢
Apoptoza

1 Uwalnianie Ca™
Nekroza

Rycina 8. Centralna rola megakanatu mitochondrialnego (mPTP)
w mechanizmie reperfuzyjnego uszkodzenia miokardium.
Alkalizacja kardiomiocytédw w reperfuzji umozliwia dziatanie
aktywatoréw mPTP, w tym Ca?* i ROS. Konsekwencjg nieodwra-
calnej aktywacji mPTP jest katastrofa energetyczna komérki,

a takze jej apoptoza i/lub nekroza. Rézne formy hartowania
przeciwdziataja reperfuzyjnej aktywacji mPTP, co ma dziatanie
kardioprotekcyjne

Reperfuzja

Aktywacja Na'/H"

t Naptyw Ca
Alkalizacja

G
@

Reperfuzyjne
uszkodzenie

oksyd.

Rycina 9. Procesy aktywowane przez toksyczng akumulacje
Ca?* w reperfundowanych komérkach i zmiany czynnosciowe

z tym zwigzane. Wzrost komdérkowego Ca?* w reperfuzji jest
wtoérny do reperfuzyjnej alkalizacji przestrzeni pozakomérkoweyj,
aktywacji wymiennika Na*/H*, obtadowania kardiomiocytéw
Na* i dokomdrkowego naptywu Ca?* przez wymiennik Na*/Ca2*.
Toksycznos¢ Ca?* wigze sie m.in. z ,trwonieniem” ATP przez
ATP-azy, aktywacja proteaz (kalpainy) i fosfolipaz, a takze
aktywacjag mPTP, ktéra zwieksza dodatkowo poziom Ca?*

w cytoplazmie [7, 25]

wyptukiwanie H* z zakwaszonego niedokrwionego miokardium
(tzw. reperfuzyjny paradoks pH) (przeglad literatury wg [5]).
Kazdy z wymienionych mechanizméw ma swoj indywidual-
ny mechanizm toksycznosci (ryc. 9), ale wszystkie sa takze
czynnikami skutkujacymi szkodliwa aktywacja mPTP. Klasycz-
ne aktywatory mPTP to czynniki wymienione w punktach
(i)—(iii), ktore sa czeSciowo obecne juz w czasie niedokrwie-
nia. Jednak ich stymulujacemu dziataniu na mPTP zapobiega
wtedy niskie komérkowe pH. Reperfuzyjna alkalizacja mio-

www.kardiologiapolska.pl



S 66

Andrzej Beresewicz

kardium usuwa ten blok, a dodatkowo reperfuzja zwieksza
obecno$¢ aktywatorow. Coraz powszechniejsze jest obecnie
przekonanie, ze endogenne mechanizmy kardioprotekcyjne,
znane jako hartowanie, dziatajg poprzez zapobieganie reper-
fuzyjnej aktywacji mPTP (ryc. 8) [11, 24-26].

Na obecno$¢ hartowania w sercu cztowieka wskazuja:
(1) badania eksperymentalne na fragmentach ludzkiego mio-
kardium; (2) obserwacje sugerujace, ze béle wieficowe, kt6-
re sygnalizuja fakt niedokrwienia miokardium, paradoksalnie
zwiekszaja tolerancje serca na kolejne diuzsze niedokrwienia
oraz (3) nowe obserwacyjne prace kliniczne sugerujace:
(@) skuteczno$¢ HN w ograniczaniu okofoproceduralnego
uszkodzenia miokardium (HN jest nieprzydatne w leczeniu
M, gdyz wymaga zastosowania bodZca hartujacego przed nie-
dokrwieniem, ryc. 4B) oraz (b) skutecznos¢ HR, hartowania
na odlegtos¢ i ,mimetykéw” hartowania uzywanych jako uzu-
petnienie leczenia reperfuzyjnego MI.
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