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Streszczenie

Nadmierna hemoliza nieodlacznie towarzyszy wielu wrodzonym i nabytym chorobom wliczajac
w to anemig sierpowata (SCD), czerwienicg, nocna napadowa hemoglobinuri¢ (PNH) czy po-
lekowe niedokrwistosci hemolityczne. Mimo réznej etiopatologii tych choréb, towarzyszace im
objawy sa zblizone i obejmuja m.in. nadci$nienie, hemoglobinuri¢ i nadkrzepliwos$¢. Badania
ostatnich lat wskazuja coraz wigcej mechanizméw, lezacych u podstaw tych objawéw, zwraca-
jac szczegllna uwage na znaczenie wiazania przez wolng hemoglobing (Hb) tlenku azotu (NO)
— endogennego czynnika wazorelaksacyjnego i przeciwzakrzepowego. Wysycenie ochronnych,
fizjologicznych mechanizméw usuwania wolnej hemoglobiny, prowadzi do jej nagromadzenia
w osoczu i hemoglobinemii. Cigzka hemoglobinemia prowadzi do hemoglobinurii, ktéra moze
skutkowa¢ uszkodzeniem nerek i rozwojem syndromu Fanconiego. Powaznym zagrozeniem
cierpigcych na SCD i PNH jest nadcisnienie plucne i ogélnoustrojowe. Moze ono prowadzi¢ do
wstrzasu krazeniowego, wliczajac w to udar i jest zwigzane ze zniesieniem biodostgpnosci NO
dla komorek migsni gtadkich naczyn krwionos$nych. Gtéwna przyczyna zgonu pacjentéw cho-
rych na SCD i PNH sa epizody zakrzepowe. Ich wystgpowanie jest zwigzane z brakiem hamo-
wania ptytek krwi przez NO w wyniku jego wiazania przez wolna Hb. Powaznym problemem
cierpiacych na choroby przebiegajace z nadmierna hemolizg sa zaburzenia erekcji. Takze bez-
posrednie cytotoksyczne, prooksydacyjne i prozapalne dziatanie wolnej hemoglobiny i wolnego
hemu sktadaja si¢ na obraz kliniczny choréb hemolitycznych. W pracy przedstawiono aktualny
stan wiedzy na temat pojawiania si¢ w osoczu wolnej Hb, mechanizméw jej usuwania oraz inte-
rakcji Hb z NO i patofizjologiczncyh konsekwencji tych proceséw. Zrozumienie krytycznej roli
hemolizy i wolnej Hb jest istotne z punktu widzenia leczenia pacjentéw i projektowania nowych
strategii walki z chorobami hemolitycznymi.

wolna hemoglobina ¢ hemoliza ¢ tlenek azotu * hemoglobinemia ¢ anemia sierpowata * noc-
na napadowa hemoglobinuria ¢ nadcisnienie ptucne ¢ zaburzenia erekcji ¢ plytki krwi ¢ stan
zapalny

Summary

Abundant hemolysis is associated with a number of inherent and acquired diseases including sic-
kle-cell disease (SCD), polycythemia, paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) and drug-in-
duced hemolytic anemia. Despite different etiopathology of hemolytic diseases, many concomitant
symptoms are comparable and include e.g. hypertension, hemoglobinuria and hypercoagula-
tion state. Studies in the last years have shown a growing list of mechanisms lying at the basis of
those symptoms, in particular irreversible reaction between cell-free hemoglobin (Hb) and ni-
tric oxide (NO) — endogenous vasorelaxant and anti-thrombotic agent. Saturation of protective
physiological cell-free Hb-scavenging mechanisms results in accumulation of Hb in plasma and
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hemoglobinemia. Extensive hemoglobinemia subsequently leads to hemoglobinuria, which may
cause kidney damage and development of Fanconi syndrome. A severe problem in patients with
SCD and PNH is pulmonary and systemic hypertension. It may lead to circulation failure, inclu-
ding stroke, and it is related to abolition of NO bioavailability for vascular smooth muscle cells.
Thrombotic events are the major cause of death in SCD and PNH. It ensues from lack of platelet
inhibition evoked by Hb-mediated NO scavenging. A serious complication that affects patients
with excessive hemolysis is erectile dysfunction. Also direct cytotoxic, prooxidant and proinflam-
matory effects of cell-free hemoglobin and heme compose the clinical picture of hemolytic di-
seases. The pathophysiological role of plasma Hb, mechanisms of its elimination, and direct and
indirect (via NO scavenging) deleterious effects of cell-free Hb are presented in detail in this re-
view. Understanding the critical role of hemolysis and cell-free Hb is important in the perspec-
tive of treating patients with hemolytic diseases and to design new effective therapies in future.

Key words: free hemoglobin ¢ hemolysis ° nitric oxide * hemoglobinemia ° sickle-cell disease °
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria ¢ pulmonary hypertension ¢ erectile dysfunction
platelets ¢ inflammation
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Wykaz skrétow:  AMP - adenozynomonofosforan; ATP - trifosforan adenozyny; cAMP - 3’,5-cykliczny

adenozynomonofosforan; e¢GMP - cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan; CO - tlenek wegla;
EDRF - Srodbtonkowy czynnik rozluzniajacy; eNOS - Srodbtonkowa syntaza tlenku azotu;

GMP - guanozynomonofosforan; gp llb/Illa - glikoproteina llb/lIlla; GTP - trifosforan guanozyny;
Hb - hemoglobina; HDL - lipoproteina o duzej gestosci; HO-1 - oksygenaza hemowa 1;

Hp - haptoglobina; Hx - hemopeksyna; ICAM-1 - czasteczka 1 adhezji miedzykomarkowej;

IP, - inozytolo-1,4,5-trifosforan; IRAG - substrat dla zaleznej od cGMP kinazy zwiazany z receptorem
inozytolo-1,4,5-trifosforanu; LDH - dehydrogenaza mleczanowa;

LDL - lipoproteina o niewielkiej gestosci; metHb - methemoglobina; MLCK - kinaza lekkiego
taficucha miozyny; MLCP - fosfataza lekkiego taficucha miozyny; NADPH - fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego; NO - tlenek azotu; 0,~ - anionorodnik ponadtlenkowy;

0DQ - 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3-a]chinoksalin-1-on; ONOO- - nadtlenoazotyn;

oxyHb - oksyhemoglobina; PDE3 - fosfodiesteraza 3; PDES - fosfodiesteraza 5" PIP, -
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PKA - kinaza biatkowa A; PKG - kinaza biatkowa G;

PLC - fosfolipaza C; PNH - nocna napadowa hemoglobinuria; PS - fosfatydyloseryna;

SCD - anemia sierpowata; SERCA - sarkoplazmatyczna Ca?*-ATPaza; sGC - rozpuszczalna
cyklaza guanylanowa; TxA2 - tromboksan A2; VASP - fosfoproteina stymulowana czynnikiem
rozluZniajacym; VCAM-1 - czasteczka adhezyjna komérek srodbtonka 1.

Wstep

Istnienie skutecznych mechanizméw usuwania wolnej he-
moglobiny z osocza krwi oraz bardzo efektywna kompart-
mentalizacja tego biatka wewnatrz erytrocytow sugeruja
koniecznos$¢ zapobiegania nadmiernemu nagromadzeniu
si¢ wolnej hemoglobiny w osoczu. Lista klinicznych konse-
kwencji uwalniania hemoglobiny z erytrocytéw w wyniku
hemolizy spowodowanej przyczynami wrodzonymi, naby-
tymi lub jatrogennymi stale si¢ wydluza. Istnieje ogrom-
na liczba prac dotyczacych hemolizy wewnatrznaczynio-
wej 1 klinicznych implikacji hemoglobinemii w przebiegu

chordb, takich jak czerwienica, zimna i nocna napadowa
hemoglobinuria, anemia sierpowata, talasemie, wrodzo-
ne enzymopatie i hemoglobinopatie czy polekowe niedo-
krwistosci hemolityczne [2,17,36,40,69]. Obraz klinicz-
ny wymienionych choréb jest odmienny, istnieja jednak
wspolne objawy zwigzane z towarzyszaca tym schorze-
niom hemoglobinemia. Sposréd nastgpstw hemolizy we-
wnatrznaczyniowej przede wsystkim nalezy wymienic¢
anemi¢, nadci$nienie ptucne, wystgpowanie epizodow
zakrzepowych i inne nieprawidtowosci dotyczace ukla-
déw krwionos$nego, pokarmowego, moczowo-piciowego
i oddechowego [36,71,78]. Wiele z tych zaburzeit mozna
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tlumaczy¢ opierajac si¢ na mechanizmie nieodwracalnej
reakcji hemoglobiny (Hb) z tlenkiem azotu (NO), kt6-
ra zachodzi z duza szybkoscia i uniemozliwia dyfuzje
NO z miejsc wytwarzania do miejsc docelowych, a tym
samym wyklucza jego rolg jako parakrynnej czasteczki
sygnalowej [27,42]. Inne zaburzenia sa wynikiem bez-
posredniego cytotoksycznego, prooksydacyjnego i pro-
zapalnego dziatania wolnej hemoglobiny oraz uwalnia-
jacego si¢ z niej hemu [74].

Od czasu odkrycia roli NO jako czynnika regulujacego
napigcie mig$ni naczyn krwionosnych oraz odpowiada-
jacego za homeostazg wewnatrznaczyniowa, szczegdlne
zainteresowanie badaczy skupito si¢ na interakcji hemo-
globiny z NO u ssakéw. W literaturze Swiatowej bardzo
dobrze udokumentowana zostata rola NO takze w takich
procesach jak aktywacja i agregacja ptytek krwi, utrzy-
manie napigcia wazomotorycznego czy ekspresja czaste-
czek adhezyjnych komérek srédbtonka naczyn [13,15].
Wydaje sig, ze mechanizmy homeostazy wewnatrznaczy-
niowej ewoluowaty w kierunku ograniczenia toksycznego
wplywu wolnej Hb. Szybkos¢ reakcji Hb z NO w warun-
kach fizjologicznych jest ograniczona kompartmentaliza-
cja Hb wewnatrz erytrocytu. Istnieja jednak mechanizmy
zapewniajace skuteczne wigzanie i eliminacje zewnatrz-
komoérkowej Hb w czasie prawidtowej, fizjologicznej he-
molizy, nieniosacej ze soba zauwazalnych negatywnych
skutkéw. W pracy podjeto probg syntezy aktualnej wie-
dzy na temat pojawiania si¢ wolnej Hb i hemu w osoczu,
mechanizméw ich usuwania, interakcji Hb z NO i czynni-
kéw ten proces modulujacych, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem szlakéw transdukcji sygnatu oraz klinicznych im-
plikacji tych procesow.

MECHANIZMY USUWANIA WOLNEJ HEMOGLOBINY | HEMU Z 0SOCZA

Po uwolnieniu Hb z erytrocytu biatko to przedostaje si¢ do
fazy ptynnej osocza, gdzie z formy tetrameru przechodzi
w forme dimeryczna. Nastgpnie wigze si¢ z tetramerycz-
nym biatkiem osoczowym — haptoglobina (Hp), tworzac
niedysocjujacy kompleks. Kompleks tych biatek nie ule-
ga przesaczaniu nerkowemu, co zapobiega utracie zelaza.
Kompleks hemoglobina-haptoglobina prezentuje neoepi-
top receptora zmiatajacego CD163 obecnego na powierzch-
ni btony makrofagéw i monocytéw. Nastepnie odbywa si¢
zwigzanie kompleksu do tego receptora, endocytoza i de-
gradacja wewnatrz komoérek fagocytujacych. W przypad-
ku wiazania przez makrofagi dotyczy to gtéwnie komoérek
Kupffera (makrofagi osiadte w zatokach watroby). Podczas
tego procesu nie dochodzi do uwolnienia wolnej Hp i jej
powrotu do osocza, dlatego tez podczas wzmozonej hemo-
lizy, np. w anemii sierpowatej, st¢zenie osoczowej Hp jest
czesto ponizej progu detekcji tego biatka. Mozliwa jest tak-
ze bezposrednia interakcja pomigdzy Hb a CD163, jednak
Z mniejszym powinowactwem niz powyzsza reakcja [57].
Buehler i wsp. udowodnili protekcyjna role¢ Hp wzgledem
Hb, znajdujacej si¢ z nia w kompleksie, przed uszkodze-
niami oksydacyjnymi. Nieodwracalna modyfikacja oksy-
dacyjna, zachodzaca np. podczas stanéw zapalnych, utrud-
nia wychwytywanie wolnej, niezwiazanej z haptoglobing
Hb przez receptor CD163. Natomiast w postaci kompleksu
z Hp, Hb jest mniej podatna na uszkodzenia oksydacyjne,
co pozwala na bardziej efektywne jej usuwanie z osocza
[10]. U cztowieka gen kodujacy Hp wystgpuje w postaci

allelicznej, w zwiazku z tym mozliwe sa trzy genotypy,
okreslane mianem Hp1-1, Hp 2-1 oraz Hp 2-2. Hp 1-1 wy-
kazuje najwyzsze powinowactwo do wolnej Hb, allotyp Hp
2-1 posrednie, a Hp 2-2 najstabsze [46]. Jezeli ilo$¢ ze-
wnatrzkomoérkowej Hb przewyzsza mozliwosci wiazania
jej przez Hp, wéwczas dochodzi do gromadzenia wolnej
Hb w osoczu i wystapienia hemoglobinemii [4].

Obserwacje Borsody’ego i wsp. dowodza, ze u pacjentéw
z allelem Hp 2 znacznie czgSciej dochodzi do skurczu tet-
nic mézgowych po krwotoku podpajeczynéwkowym niz
u pacjentéw z allelem Hp 1 [7]. Takze w wywotanym eks-
perymentalnie krwawieniu podpajeczynéwkowym u trans-
genicznych myszy z allelem Hp 2 skurcz tgtnic mézgo-
wych wystepowatl wyraznie czgsciej niz u myszy z allelem
Hp 1 [12]. Azarov i wsp. wykazali, ze kompleks Hb z Hp
allotypu 2 jest wiazany i usuwany przez receptor CD163
z wydajnoscia 2—3-krotnie mniejsza niz kompleks Hb-
Hp 1. Zwiazana w kompleks z hemopeksyna wolna Hb
posiada podobny potencjat do wigzania NO jak wolna Hb
[4]. Dtuzszy czas péttrwania komplekséw Hb-Hp 2 w po-
réownaniu do Hb-Hp 1 sprawia wigc, ze mozna uzna¢ ge-
notyp Hp 2-2 za czynnik ryzyka w wypadku krwawienia
w osrodkowym uktadzie nerwowym, mogacym skutkowac
udarem zatorowym.

Hem, stanowiacy element wiazacy tlen w czasteczce Hb
— hem (Fe?") moze by¢ utleniany do postaci — hem (Fe?*"),
ktora jest uwalniana z czeSci bialkowej Hb, a nastgpnie
wigzana z duzym powinowactwem przez osoczowa gli-
koproteing — hemopeksyne (Hx). Kompleks Hx-hem pre-
zentuje neoepitop, ktéry rozpoznawany jest przez recep-
tor zmiatajacy CD91 komérek Kupffera [S0]. Podobnie jak
w przypadku Hp obnizone stezenie Hx w osoczu jest mar-
kerem wewnatrznaczyniowej hemolizy (ryc. 1). Wysycenie
wszystkich wolnych czasteczek Hp i Hx w osoczu, co moze
wystapi¢ w przebiegu ostrej badZ przewleklej hemolizy,
powoduje nagromadzenie Hb i hemu w osoczu i moczu.
Powoduje to wiele niekorzystnych konsekwencji — Hb z bar-
dzo duza wydajnoscia wiaze NO, natomiast hem jest czyn-
nikiem prozapalnym i prooksydacyjnym [1].

IMECHANIZMY 0GRANICZAJACE REAKCJE HEMOGLOBINY Z TLENKIEM
AZOTU

Giéwna reakcja zachodzaca migdzy NO a Hb jest reak-
cja dioksygenacji z utlenowang Hb — oksyhemoglobina,
w wyniku ktérej powstaja methemoglobina i anion azo-
tanowy (V) (reakcja 1). Stalg szybkosci tej reakcji okre-
§la si¢ w granicach 6-8x107 M's™! [47]. Podobnie przed-
stawia si¢ szybkos¢ reakcji NO z nieutlenowang Hb [4].

(1) Hb0, + NO — MetHb + NO,-

W warunkach fizjologicznych oprécz mechanizméw utrzy-

mujacych kompartmentalizacje Hb wewnatrz erytrocy-

tu (integralnos¢ blon plazmatycznych) oraz usuwajacych

wolna Hb z osocza, istnieja naturalne bariery, ktére znacz-

nie ograniczaja reakcje NO z Hb znajdujaca si¢ wewnatrz

erytrocytu. Nalezy wymienic tu:

* strefe wolna od erytrocytéw,

e ,martwa strefe” (unstirred layer) otaczajaca erytrocyt
oraz

» wlasciwg barier¢ btonowa erytrocytu.
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Ryc. 1. Mechanizmy usuwania wolnej Hb i hemu z osocza. Szczegéty w tekscie [47, zmodyfikowano]

Wspdtistnienie tych trzech naturalnych barier ogranicza
reaktywnos¢ NO z Hb znajdujaca si¢ wewnatrz erytrocy-
tu prawie 1000-krotnie [31].

Pierwsza zewnetrzna barierg jest strefa wolna od erytrocy-
tow (co za tym idzie takze od hemoglobiny) znajdujaca si¢
w bezposrednim sasiedztwie komérek srédbtonka naczynia.
Jej istnienie jest spowodowane wystgpowaniem gradientu
predkosci w laminarnym przeptywie krwi przez naczynie.
Zgodnie z prawem Bernoulliego w centralnej czgsci naczynia
krwionosnego predkos¢ przeptywu krwi jest wigksza, tam
tez panuje nizsze cisnienie niz w strefie przy Scianie naczy-
nia. Gradient ci$nien kieruje erytrocyty w kierunku srodka
osi przeptywu krwi przez naczynie — w ten spos6b powsta-
je strefa wolna od erytrocytéw [31]. Taki sposob przeptywu
krwi wiaze sig z powstawaniem naprezen Scinajacych (she-
ar stress), ktére stymuluja komérki srédbtonka do wytwa-
rzania NO [34,68]. Istnienie strefy wolnej od erytrocytéw
wydtuza czas péttrwania NO okoto 1000-krotnie [30]. Liao
1 wsp. stwierdzili, ze ilo§¢ Hb zamknigtej w erytrocytach,
ktora jest wymagana do wygenerowania skurczu modelo-
wego naczynia krwionosnego jest 1000-krotnie wigksza niz
ilos¢ wolnej Hb, ktéra powoduje ekwiwalentny skurcz [55].

Drugim rodzajem zewngtrznej bariery ograniczajacej re-
akcje NO z Hb jest obecno$¢ tzw. ,,martwej strefy”” wokot
erytrocytu. W doswiadczeniach z wykorzystaniem tech-
niki stopped-flow, w ktérych dokonywano nagtego zmie-
szania NO z erytrocytami wykazano istnienie regionu

otaczajacego erytrocyty, ktéry nawet podczas gwattowne-
go mieszania pozostawal nieruchomy. Stanowit on dodat-
kowa przestrzen, przez ktéra NO musial przedyfundowac,
co spowalniato przedostawanie si¢ NO do wnetrza erytro-
cytu [16,31]. Liu i inni autorzy uwazaja, ze ,,martwa stre-
fa” wokot erytrocytu jest gtdéwnym czynnikiem ogranicza-
jacym dyfuzje NO do wnetrza krwinki [37].

Po odkryciu znaczacej roli ,,martwej strefy” wokot erytro-
cytu jako gtéwnego ogranicznika dyfuzji NO do erytrocy-
tu, zaproponowano inng, fizyczna bariere dyfuzyjna zwana
,,wlasciwa bariera blonowa” (intrinsic membrane barrier).
W wielu badaniach polegajacych na chemicznych i fizycz-
nych modyfikacjach blony oraz biatek btonowych uzyska-
no wyniki sugerujace istotny wplyw blon erytrocytarnych
na szybkos¢ zuzywania NO [21]. Te doniesienia sa jednak
kontrowersyjne zwazywszy, ze NO ma zblizone wtasciwo-
Sci przenikania blon plazmatycznych do tlenu. Integralnosé
bton erytrocytu zapobiega przedostawaniu si¢ do osocza
arginazy — enzymu katalizujacego rozklad argininy do or-
nityny, a tym samym ograniczajacego dostepnos¢ substra-
tu do syntezy NO, jakim jest arginina [17] (ryc. 2). Udziat
kazdej z wyzej wymienionych barier w ograniczaniu inte-
rakcji Hb z NO jest obecnie obiektem intensywnych badan.

INTERAKCJE HEMOGLOBINY Z TLENKIEM AZOTU

Za prawidtowe wartosci catkowitej Hb we krwi dorostego
czlowieka przyjmuje si¢ 13—18 g/dl u mezczyzn, 1215 g/dl
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Ryc. 2. Mechanizmy ograniczajace wigzanie NO przez Hb. Szczegéty w tekscie [23, zmodyfikowano]

u kobiet, 11-16 g/dl u dzieci. Wartos¢ Hb spada podczas
ciazy przewaznie do 11-12 g/dl [39]. Hb zamknigta w obre-
bie erytrocytéw ma zdolno§¢ wychwytywania NO, jednak
reakcja ta jest limitowana przez wiele czynnikéw oméwio-
nych wczesniej. Erytrocyty sa zbyt duze, by moc przeni-
ka¢ poza obreb Swiatla naczynia krwionosnego. Moze to
jednak czyni¢ Hb, ktéra w wyniku hemolizy wydostaje
si¢ z erytrocytu i moze przedostawac si¢ w poblize komo-
rek srédbtonka i strefy podsrédbtonkowej, a wigc bezpo-
Srednio do Zrédia wytwarzania NO. Wolna Hb ma zatem
wigkszy potencjat wychwytywania NO niz Hb zawarta
w erytrocytach, gdyz:

e moze przedostawac si¢ do strefy wolnej od erytrocytow,
* ma zdolno$¢ penetrowania strefy podsrédbtonkowej oraz
* nie jest ograniczona przez bariery dyfuzyjne erytrocytu.

Biorac pod uwagg, ze reakcja Hb z NO jest nieodwracal-
na, a przy tym szybka, stosunkowo niewielka ilo$¢ wol-
nej Hb moze doprowadzi¢ do catkowitego zwiazania
Srédbtonkowego NO i dysfunkcji Srédblonka. Na przy-
ktad juz 0,01 g/dl wolnej Hb catkowicie blokuje rozkurcz
pierscienia aorty poddanego ekspozycji na acetylocholing
[55]. W przebiegu anemii sierpowatej stgzenia Hb, ktére
stwierdza si¢ w osoczu pacjentéw mieszcza si¢ w zakre-
sie 0,001-0,041 g/dl. U chorych tych stwierdza sig czgsto
nadcisnienie ptucne oraz wyrazne ostabienie rozkurczo-
wego dziatania donoréw NO, takich jak nitroprusydek so-
dowy i nitrogliceryna. U pacjentéw z anemig sierpowata,
w badaniach in vitro, uzyskano wysoka korelacje (R=0,92)

migdzy spadkiem biodostgpnosci NO a stgzeniem wolnej
Hb w osoczu [55]. Przyjmuje sig, ze u chorych ze stgze-
niem wolnej Hb wyzszym niz 0,01 g/dl odnotowuje si¢
80% redukcje zaleznych od NO odpowiedzi zwigzanych
z przeptywem krwi [55]. Na potwierdzenie tego mecha-
nizmu przytoczy¢ mozna wyniki doSwiadczen, w ktérych
wstrzyknigcie osocza pochodzacego od pacjenta z anemia
sierpowata, znosito wazorelaksacyjne dziatanie donoréw
NO na krazenie w przedramieniu osoby zdrowej [18].
Podobne wyniki uzyskano w badaniach transgenicznych
myszy z anemia sierpowata. U zwierzat tych wykazano
takze ostabiony wplyw dziatania donoréw NO, skorelo-
wany z poziomem Hb w osoczu [30]. Przytaczane wyzej
efekty sa nasilone u chorych z nocna napadowa hemo-
globinurig, druga obok anemii sierpowatej chorobg, kt6-
ra traktowana jest jako reprezentatywne schorzenie z he-
moliza jako cecha charakterystyczna. W jej przebiegu
stezenie Hb w osoczu wynosi typowo 0,05-0,2 g/dl i sig-
ga 1 g/dl podczas epizodéw hemolitycznych. U tych cho-
rych znakiem rozpoznawczym wzmozonej hemolizy jest
hemoglobinuria, znacznie zwigkszona aktywnos¢ dehy-
drogenazy mleczanowej w osoczu, a takze czgsto dysfa-
gia, bdl brzucha, zaburzenia erekcji, epizody zakrzepowe
i przewlekte zmeczenie [8]. CzgS¢ wyzej wymienionych
objawéw stwierdza si¢ takze u wielokrotnie dializowa-
nych pacjentéw, u ktérych stgzenie Hb w osoczu moze
siggaé nawet 3 g/dl [60]. Interesujace wyniki przyniosty
badania Donadee i wsp., ktérzy ocenili, ze krew przecho-
wywana przez 39 dni w banku krwi wykazuje zblizone
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do wolnej Hb efekty wazokonstrykcyjne. W wyniku dhu-
giego przechowywania zachodzi hemoliza erytrocytéw
i/lub zrzucanie mikropgcherzykéw erytrocytarnych, kté-
re z podobna stata szybkosci co wolna Hb, reaguja z NO
(~1000 razy szybciej niz Hb w nieuszkodzonych erytro-
cytach) [14]. Podkresla to wage problemu jakim jest defi-
cyt krétko przechowywanej krwi w stacjach krwiodawstwa
i bankach krwi oraz zagrozenie dla pacjentéw wyptywa-
jace z tej sytuacji. U podstaw wyzej wymienionych zabu-
rzen lezy obecnos¢ wolnej Hb w osoczu, ktéra pociaga za
soba wiele uciazliwych oraz niebezpiecznych dla zdrowia
i zycia chorych dziatain. Mechanizmy szkodliwego wptywu
wolnej Hb na funkcjonowanie niektérych narzadéw i ko-
morek sa intensywnie badane. Nizej przedstawiono aktu-
alny stan wiedzy na temat mechanizmu dziatania wolnej
Hb w poszczegdlnych zaburzeniach.

HEMOGLOBINURIA

Jednym z najczestszych objawéw nasilonej hemolizy, ale
takze podania preparatéw na bazie hemoglobiny, jest wy-
stapienie hemoglobinurii [22]. Hemoglobina jest filtrowa-
na w ktebuszkach nerkowych i aktywnie reabsorbowana
w kanaliku proksymalnym. W komoérkach kanalika prok-
symalnego zachodzi uwolnienie zelaza z hemu i magazy-
nowanie go w postaci hemosyderyny [55]. Gdy zdolnos§¢
komorek kanalika proksymalnego do aktywnej reabsorpcji
Hb ulegnie wysyceniu, wowczas Hb pojawia si¢ w moczu.
Hemoglobinuria moze prowadzi¢ do ostrej niewydolno-
Sci nerek i czgsto wspdtistnieje ze znacznym nagroma-
dzeniem hemosyderyny w komoérkach kanalikéw prok-
symalnych, rozwojem przewleklej niewydolnosci nerek
i zespotu Fanconiego (charakteryzujacego si¢ zaburze-
niem reabsorpcji drobnoczasteczkowych substancji w tym
wody, aminokwasow, glukozy i licznych jonéw) [26,47,52].
‘Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze wolna Hb poja-
wiajaca si¢ we krwi pacjentéw po transplantacjach (np.
serca), operacji pomostowania aortalno-wiencowego oraz
wielokrotnych hemodializ, moze wystgpowaé w podwyz-
szonym st¢zeniu przez relatywnie dtugi okres rekonwale-
scencji. Skutkiem tego moze by¢ rozwinigcie przewlekte-
go zapalenia nerek z charakterystycznymi zmianami, np.
nekroza komérek kanalikow proksymalnych czy obnize-
nie klirensu kreatyniny [42,70,81].

WPLYW WOLNEJ HEMOGLOBINY NA NAPIECIE MIESNI GLADKICH
NACZYNIA KRWIONOSNEGO

NO jest srodblonkowym czynnikiem rozluzniajacym (EDRF
— endothelium-derived relaxing factor), ktéry reguluje stan
napigcia migsni gtadkich naczyn krwionosnych. W komér-
kach srédbtonka naczyn NO wytwarzany jest z argininy
przez Srédbtonkowa izoforme syntazy tlenku azotu (eNOS —
endothelial nitric oxide synthase). Czasteczki NO dyfundu-
ja przez btong komoérek srédbtonka we wszystkich kierun-
kach, w tym w kierunku warstwy komoérek migsni gtadkich
naczynia, lezacych bezposrednio pod warstwa Srédbtonka.
Mechanizm wazorelaksacyjnego dziatania NO opiera sig
na aktywacji rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej (sGC
— soluble guanylate cyclase) w komdrkach migsni gtadkich
naczynia. Ten cytosolowy enzym katalizuje reakcje prze-
ksztalcenia GTP w cykliczna posta¢ — cGMP, ktéry jest
czasteczka sygnatowa, aktywujaca zalezna od cGMP ki-
naze biatkowa — kinaze biatkowa G (PKG — protein kinase

G). Enzym ten jest serynowo-treoninowa kinaza, fosforylu-
jaca wiele cytosolowych biatek, a jednoczesnie miejscem
rozgatezienia szlaku transdukcji sygnatu. Wynikiem kon-
cowym jest zahamowanie mozliwosci skurczu komoérki
mig$niowe]j poprzez spadek cytosolowego stezenia wap-
nia i regulacyjna modyfikacje miozyny [25,63]. W mio-
cytach naczynia krwionosnego swoistym substratem dla
PKG jest fosfataza lekkiego taicucha miozyny (MLCP —
myosin light chain phosphatase). Ufosforylowana posta¢
MLCP defosforyluje lekki taficuch w czasteczce miozy-
ny, co uniemozliwia zajscie interakcji miozyny z aktyna.
Rezultatem jest brak skurczu komérki migsniowej, a wigc
relaksacja mig$niowki naczynia [63].

Innym mechanizmem prowadzacym do relaksacji mig$ni
gtadkich jest obnizenie cytosolowego st¢zenia jondw wap-
nia. Napigcie migs$ni gladkich jest regulowane przez cyto-
solowe stgzenie jonéw wapnia. Wzrost st¢zenia Ca®* jest
molekularnym sygnatem do skurczu mig$nia. Mechanizm
obnizania wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca** przez NO
odbywa si¢ za posrednictwem szlaku, w ktérym gtéwna
role odgrywa PKG [24]. PKG bezposrednio fosforylu-
je btonowy kanat potasowy, co prowadzi do zwigkszonej
przepuszczalnosci dla jonow K*, ktére przemieszczaja si¢
na zewnatrz komorki. Otwarcie kanaléw potasowych po-
woduje depolaryzacje btony plazmatycznej i zamknigcie
obecnych w niej kanaléw wapniowych typu L. Skutkiem
tego jest ograniczenie naptywu jonéw Ca?* ze srodowiska
zewnatrzkomorkowego do cytosolu [63].

Drugi mechanizm prowadzacy do ograniczenia cytosolo-
wego st¢zenia Ca** opiera si¢ na fosforylacji przez PKG
biatka IRAG (Ins(1,4,5)P-receptor-associated cGKI sub-
strate). Bialko to po fosforylacji oddziatuje z recepto-
rem dla inozytolo-1,4,5-trifosforanu (IP,). Receptor ten
umiejscowiony jest w blonie retikulum endoplazmatycz-
nego i petni funkcjg kanatu wapniowego. IP, jest produk-
tem hydrolizy fosfolipidu btonowego — fosfatydyloino-
zytolo-4,5-bisfosforanu (PIP,) przez fosfolipaze C (PLC
— phospholipase C) i petni funkcje wtérnego przekazni-
ka sygnatu. Oddziatywanie biatka IRAG z receptorem IP,
hamuje wyptyw Ca?* z retikulum endoplazmatycznego,
ktore jest wewnatrzkomérkowym rezerwuarem Ca** [59].
W komoérkach migsni gtadkich dominujaca postacia PKG
jest izoforma PKG typu If, dla ktérej gtéwnym substra-
tem jest biatko IRAG. Wskazuje to, ze gléwnym mecha-
nizmem oddziatywania NO/cGMP na stezenie wewnatrz-
komorkowego Ca** w migsniach gtadkich naczynia jest
fosforylacja biatka IRAG [25].

Kolejny mechanizm obnizajacy cytosolowe stezenie Ca®*
opiera si¢ na bezposredniej, niezaleznej od PKG, aktywa-
cji przez NO sarkoplazmatycznej Ca**-ATP-azy (SERCA
— sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase). Enzym ten
pelni funkcje zaleznej od ATP pompy wapniowej trans-
portujacej jony Ca’* z cytosolu do magazynéw wewnatrz-
komoérkowych. W ten sposdb obnizone zostaje cytosolo-
we stgzenie jondw wapnia po aktywacji (ktérej towarzyszy
powstanie sygnatu wapniowego) do poziomu spoczynko-
wego. NO poprzez stymulacje pompy SERCA przyczy-
nia si¢ do napetnienia wewnatrzkomoérkowych magazy-
néw wapniowych, ograniczenia naptywu jonéw Ca** do
cytosolu i w konsekwencji do obnizenia wewnatrzkomor-
kowego stezenia jonéw Ca>* [49] (ryc. 3).
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Ryc. 3. NO oddziatuje na wiele wewnatrzkomdrkowych szlakdw przekazywania sygnatu w komérkach miesni gtadkich. Objawia sie to wzrostem
wewnatrzkomdrkowego stezenia cGMP, spadkiem cytosolowego stezenia jondw Ca?* i relaksacja aparatu kurczliwego komérki. Szczegoty w tekscie

Przerwanie powyzszych szlakéw transdukcji sygnatu, w wy-
niku ograniczenia biodostgpnosci NO przez Hb, skutkuje
zniesieniem kontroli nad napigciem migsni naczyn krwio-
no$nych, skurczem mig$ni Sciany naczynia i w rezultacie
wzrostem cisnienia.

NADCISNIENIE TETNICZE

‘Wzrost ci$nienia tgtniczego jest jednym z gtéwnych skut-
kéw wewnatrznaczyniowej hemolizy. Towarzyszy on takim
chorobom jak: wrodzone i nabyte anemie hemolityczne,
w tym anemia sierpowata [11,19,44]], talasemie [45,64],
nocna napadowa hemoglobinuria [23,24], wrodzona sfe-
ro- i stomatocytoza [28], mikroangiopatyczne anemie he-
molityczne. Obecnie panuje zgodnos¢, co do mechani-
zmu powstawania nadci$nienia w chorobach zwiagzanych
z hemoliza. Za gléwna przyczyng uznaje si¢ zuzywanie
NO przez uwolniona z erytrocytéw Hb, co prowadzi do
skurczu migs$ni gtadkich naczyn krwionosnych i w re-
zultacie do wzrostu ciSnienia tgtniczego [29,32,38,43].
Nadci$nienie jest jednym z gtéwnych czynnikow wpty-
wajacych na jakos$¢ zycia chorych z wewnatrznaczynio-
wa hemoliza i moze prowadzi¢ do §mierci wskutek udaru,
bedacego gtéwna przyczyna zgonu u chorych na anemig
sierpowata, zwtaszcza u dzieci. Czgsto w tych schorzeniach

nadcisnieniu towarzyszy tendencja do powstawania zakrze-
pow. U chorych stwierdza si¢ zakrzepy w drobnych na-
czyniach krwiono$nych, a takze w gteboko potozonych,
duzych zytach i tetnicach. Potgguje to ryzyko udaru nie-
dokrwiennego mézgu i stanowi bezposrednie zagrozenie
dla zycia chorych [11] (ryc. 4). Podawanie donoréw NO,
takich jak nitrogliceryna czy nitroprusydek sodowy, cier-
piacym na zwigzane z hemoliza nadcisnienie powodowa-
o relaksacj¢ mig$ni naczyn krwionosnych i obnizenie
ci$nienia [55]. Podobny efekt obserwowany byt podczas
inhalacji NO [65]. Wczesne do§wiadczenia z zastosowa-
niem preparatow krwiozastgpczych na bazie roztworéw
Hb zwiazane byly z problemem wzrostu ci$nienia u pa-
cjentéw, co stanowito zagrozenie dla ich zycia. Jednak,
jak wykazali Yu i wsp., podawanie tych preparatéw bez
szkodliwego wzrostu ci$nienia jest mozliwe przy zapew-
nieniu jednoczesnej inhalacji NO przez pacjenta [79]. Jest
to zwigzane z calkowitym zniesieniem biodostgpnosci NO
dla komoérek migsni gtadkich naczynia i w konsekwencji
z niemoznoscia relaksacji mig§niéwki naczynia. Skutkuje
to nagltym skurczem mig$ni naczynia i wzrostem cisnie-
nia. Potwierdza to rolg dostgpnosci NO w etiopatologii
nadcis$nienia zwigzanego z hemolizg i stanowi wyznacz-
nik kierunku poszukiwan skutecznych srodkéw do walki
Z ta postacia nadcisnienia.
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Ryc. 4. W przebiegu anemii sierpowatej dochodzi do nadmiernej hemolizy erytrocytow. Uwalniana z komdrek Hb wiagze NO, natomiast wydostajaca sie
znich arginaza ogranicza synteze NO de novo. Wolna Hb moze indukowac powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego (0,) poprzez stymulacje
oksydazy ksantyny lub oksydazy NADPH. W wyniku spontanicznej reakji NO z 0, ~ powstaje bardzo reaktywny nadtlenoazotyn (ONOO-). Spadek
biodostepnosci NO powoduje aktywacje ptytek krwi. Ulegajace hemolizie erytrocyty eksponuja ponadto na zewnetrznej monowarstwie btony
plazmatycznej fosfatydyloseryne (PS), co prowadzi do aktywacji trombiny i powstawania zakrzepéw [10, zmodyfikowano]

ZABURZENIA EREKC)I

WpLYW WOLNEJ HEMOGLOBINY NA PEYTKI KRWI

Czgstym problemem u chorych z podwyzszonym steze-
niem wolnej Hb w osoczu sa zaburzenia erekcji. Przyczyne
tej dysfunkcji upatruje si¢ w wychwytywaniu NO przez
wolng Hb. NO wytwarzany jest przez stymulowane ko-
morki nerwowe unerwiajace ciata jamiste penisa oraz ko-
morki Srédbtonka naczyn. NO jest czynnikiem warunku-
jacym relaksacje migsni gtadkich naczyn odpowiadajacych
za doprowadzenie krwi do ciatl jamistych, czego nastgp-
stwem jest petna erekcja [61]. W sytuacji niedoboru NO
nie jest mozliwy dostateczny rozkurcz migsniéwki tychze
naczyn i stad zaburzenia erekcji. Mechanizm relaksujace-
go dziatania NO na komoérki mig$ni gtadkich przedstawio-
no wczesniej. Zwiazki bedace inhibitorami fosfodiestera-
zy 5 (PDES — phosphodiesterase 5), takie jak sildenafil,
wardenafil, tadalafil czy awanafil hamuja rozktad cGMP
do GMP. Zastosowanie tych lekéw prowadzi do akumula-
cji cGMP w komérkach migsni gladkich naczyi, co umoz-
liwia ich relaksacje i w rezultacie erekcje [35]. Inhibitory
PDES okazaty sig skuteczne nie tylko w leczeniu zaburzen
erekcji, ale tez nadci$nienia spowodowanego obecnoscia
wolnej Hb w osoczu [33,48].

Zwigkszona aktywnos$¢ ptytek krwi jest powaznym objawem
towarzyszacym chorobom, ktérych przebieg jest zwiazany
z pojawieniem si¢ wolnej Hb w osoczu. Epizody zakrzepo-
we czgsto wystepuja u chorych na anemig sierpowata [71]
oraz stanowia gléwna przyczyne zgonu u chorych na noc-
na napadowa hemoglobinuri¢ [55]. Mechanizm hamujacego
wptywu NO na plytki polega gtéwnie na blokowaniu wzrostu
cytosolowego stezenia jonéw Ca?*, hamowaniu reorganizacji
cytoszkieletu oraz wytwarzaniu energii w mitochondriach.

NO aktywuje w ptytkach sGC, ktéra wytwarza cGMP.
Prowadzi to do aktywacji PKG, ktérej przypisuje si¢ role
w hamowaniu aktywnosci plytek, w tym agregacji, sekre-
cji, aktywacji receptoréw integrynowych i reorganizacji
cytoszkieletu [75]. Poznano cz¢$¢ mechanizméw hamo-
wania aktywnosci ptytek krwi przez PKG. Jednym z nich
jest fosforylacja biatka VASP (vasodilator-stimulated pho-
sphoprotein), ktére reguluje dynamike powstawania aktyny
F poprzez wiazanie si¢ do mikrofilamentéw aktynowych
i monomerdw aktyny [77]. Fosforylacja swoistej reszty se-
ryny w biatku VASP dodatnio koreluje z zahamowaniem
agregacji ptytek, wiazania fibrynogenu do receptoréw in-
tegrynowych gp IIb/Illa i adhezji ptytek [58,77].
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Ryc. 5. NO dziata hamujaco na odpowiedzi ptytek krwi poprzez wzrost wewnatrzkomdrkowego stezenia cGMP i cAMP, spadek cytosolowego stezenia
jonéw Ca**, hamowanie wytwarzania energii w mitochondriach, inaktywacje receptora TxA, oraz blokowanie interakcji aktyny z miozyna.

Szczegoty w tekscie

Innym scharakteryzowanym w ptytkach mechanizmem jest,
podobnie jak w migsniach gladkich, fosforylacja przez PKG
biatka IRAG, co skutkuje zahamowaniem naptywu do cy-
tosolu Ca** z magazynéw wewnatrzkomérkowych (uktadu
kanalikow gestych) [3]. PKG moze tez fosforylowac recep-
tor tromboksanowy, co uniemozliwia jego interakcje z bial-
kiem G po zwiazaniu agonisty. W rezultacie blokuje to szlak
transdukcji sygnatu biegnacy od receptora tromboksano-
wego poprzez PLC do IP, [25]. Wyniki badan Massberga
i wsp. z wykorzystaniem myszy pozbawionych genu PKG
typu I dowodza, ze PKG niewatpliwie peini funkcje¢ anty-
agregacyjna. W badaniu tym ptlytki myszy pozbawionych
genu PKG okazaty sig niewrazliwe na dzialanie NO oraz
analogéw cGMP [41]. Podobnie jak w komdrkach mig$ni
gtadkich naczyn krwionosnych, takze w ludzkich ptytkach
krwi, w systemie kanalikéw gestych, znajduje si¢ pompa
SERCA aktywowana przez NO [67]. Obnizenie cytosolo-
wego stgzenia jonow Ca** uniemozliwia aktywacj¢ kinazy
lekkiego taiicucha miozyny (MLCK — myosine light cha-
in kinase), przez co hamuje zmiang ksztattu ptytek, a tym
samym adhezje i agregacje [58].

cGMP per se takze hamuje odpowiedzi ptytek krwi. W du-
zych stezeniach hamuje on fosfodiesteraz¢ 3 (PDE3 — pho-
sphodiesterase 3), ktéra odpowiada za hydrolizg cAMP
(i w mniejszym stopniu cGMP) do postaci niecyklicznej

— AMP (i analogicznie GMP) [6]. W rezultacie dochodzi
do nagromadzenia cAMP w cytosolu, co pociaga za soba
wiele hamujacych dziatain. Hamujace dziatanie podwyz-
szonego stezenia cAMP na proces aktywacji ptytek polega
na jego oddziatywaniu na kinazg biatkowa A (PKA — pro-
tein kinase A), co powoduje oddysocjowanie jej aktyw-
nej podjednostki katalitycznej. Podjednostka ta aktywuje
pompe¢ wapniowa, umiejscowiong w btonach uktadu kana-
likéw gestych, co powoduje transport jonéw Ca** z cyto-
solu do wewnatrzkomérkowych magazynow [80] (ryc. 5).

NO moze takze hamowac sekrecj¢ ptytkowa (proces w du-
zym stopniu zalezny od ATP) przez zmniejszenie wytwa-
rzania energii w mitochondriach. Zachodzi to poprzez
przejsciowe wigzanie NO do miejsca wiazacego tlen
w oksydoreduktazie cytochrom c: tlen i zmniejszenie w ten
sposéb jej aktywnosci [9]. Tomasiak i wsp. wykazali, ze za-
stosowanie inhibitora sGC — ODQ, nie wptywa na zahamo-
wanie wytwarzania energii w mitochondriach ptytek wie-
przowych poddanych dziataniu donoréw NO. Dowodzi to
bezposredniego, niezaleznego od szlaku cGMP/PKG, ha-
mowania wytwarzania energii w ptytkach przez NO [66].

NO moze takze bezposrednio wplywaé na aktywnosé
czynnikéw krzepnigcia, interferujac w procesy tworze-
nia skrzepu. Na przyktad NO modyfikuje czynnik XIII
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(czynnik stabilizujacy skrzep), zmniejszajac jego aktyw-
nos¢. Wiazanie NO przez wolna hemoglobing moze wigc
wzmacnia¢ stabilnos$¢ skrzepu i utrudniac jego lize [73].

Biorac pod uwagg, ze zakrzepy wewnatrznaczyniowe stano-
wig znaczny procent bezposredniej przyczyny zgonéw w cho-
robach hemolitycznych, duzy nacisk ktadzie si¢ obecnie na
opracowanie skutecznych lekéw znoszacych aktywacje pty-
tek. Zastosowanie znalazty leki bedace inhibitorami fosfodie-
sterazy 3, swoistej dla ptytek krwi, np. dipirydamol, powodu-
jacy wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia cGMP i cAMP
[52]. Villagra i wsp. wykazali natomiast, ze sildenafil (inhibi-
tor PDE 5) istotnie hamuje ekspresj¢ aktywnych receptoréw
integrynowych gp IIb/Illa na powierzchni ptytek pacjentéw
z anemig sierpowata [72]. Sildenafil potencjalizuje takze ha-
mujacy wplyw donoréw NO na aktywacje ptytek u pacjen-
tow z anemig sierpowata [20]. Ze wzgledu na swoistg Sciez-
ke aktywaciji ptytek w chorobach hemolitycznych, polegajaca
W mniejszym stopniu na aktywacji przez agoniste, a raczej na
zniesieniu zaleznego od NO hamowania, znalezienie skutecz-
nego leku przeciwptytkowego stanowi skomplikowane wy-
zwanie. Konieczne sa jednak dalsze intensywne badania nad
lekami przeciwptytkowymi, dajace nowe nadzieje na wydtu-
zenie i poprawe jakosci zycia pacjentow.

PROZAPALNE DZIALANIE WOLNEJ HEMOGLOBINY | HEMU

W wyniku hemolizy wolna Hb i hem przedostaja si¢ do
osocza, co niesie ze soba ryzyko odpowiedzi prozapalnej.
Hem prowadzi do aktywacji neutrofiléw, a takze stymuluje
ekspresje czastek adhezyjnych ICAM-1 (intracellular ad-
hesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion mo-
lecule-1) i selektyny E na powierzchni komérek sSrédbton-
ka in vitro [72]. Ekspresja tych czastek prawdopodobnie
jest zwiazana takze z wychwytywaniem NO przez Hb. De
Caterina i wsp. wykazali, ze NO hamuje indukowang przez
cytokiny ekspresje ICAM-1, VCAM-1 i selektyny E, wyka-
zujac dziatanie przeciwzapalne [55]. Wolna Hb z zelazem
hemowym w drugim stopniu utlenienia (Fe**) moze braé
udziat w reakcji Fentona, czego nastgpstwem jest genero-
wanie ekstremalnie reaktywnego rodnika hydroksylowego.

Jak wykazali Watanabe i wsp., haptoglobina i hemopeksy-
na moga si¢ przytacza¢ do osoczowych lipoprotein o du-
zej gestosci (HDL — high density lipoprotein) i modulowac
ich funkcje przeciwzapalne. Wolna Hb i wolny hem, ktére
w wyniku hemolizy przedostaja si¢ do osocza, moga by¢
wigzane zaréwno przez (odpowiednio) Hp i Hx przytaczo-
ne do HDL, jak i przez postaci wolne, krazace w osoczu.
Jezeli Hb zwiaze si¢ z Hp potaczona z HDL, wéwczas nie
jest mozliwe rozpoznanie neoepitopu przez receptor CD163
makrofaga. Analogicznie sytuacja wyglada w przypadku
hemu i Hx zwiagzanych do HDL i niemoznosci wychwy-
cenia tego kompleksu przez receptor CD91. Autorzy tych
badan sugeruja, ze kompleksy Hb/Hp/HDL i hem/Hx/
HDL indukuja efekty prozapalne, takie jak: spadek steze-
nia i aktywnosci czynnikdéw przeciwzapalnych oraz anty-
oksydantéw, zwigkszenie zawartosci nadtlenkéw lipidéw
w blonach plazmatycznych, zmniejszenie zdolnosci HDL
do zapobiegania utlenianiu lipoprotein o niewielkiej ge-
stosci (LDL — low density lipoprotein) [76].

Na drugim biegunie modulacji stanu zapalnego znajduja si¢
bezposrednie produkty rozktadu hemu i Hb. Oksygenaza

hemowa 1 (HO-1 — hem oxygenase-1) katalizuje reakcje
rozpadu uktadu hemowego, w wyniku czego powstaja:
CO, biliwerdyna i wolne zelazo. Wolne zelazo jest inkor-
porowane przez ferrytyne, co zapobiega reakcji Fentona
[55]. Z kolei biliwerdyna wykazuje wlasciwosci antyoksy-
dacyjne, podobnie jak reduktaza biliwerdyny, redukujaca
biliwerdyne do bilirubiny [62]. CO jest z kolei zwiazkiem
o wlasciwosciach wazorelaksacyjnych, przeciwzapalnych
i antyoksydacyjnych m.in. poprzez indukcj¢ ekspresji ze-
wnatrzkomoérkowej dysmutazy ponadtlenkowej (katali-
zujacej rozktad O, i ograniczajacej przez to formowanie
silnie toksycznego ONOO- oraz zwigkszanie biodostgp-
nosci NO) [1, 56]. Degradacja hemu przez HO-1 ograni-
cza takze ekspresje¢ indukcyjnych, zaleznych od hemu en-
zymow prozapalnych, takich jak iNOS (inducible nitric
oxide synthase) oraz oksydaza NADPH [1]. Przytaczenie
kompleksu Hb/Hp do receptora CD163 skutkuje z ko-
lei indukcja przeciwzapalnej interleukiny 10 oraz HO-1
w krazacych monocytach [50]. Monocyty CD163* wyka-
zuja wysoka ekspresje HO-1 w odpowiedzi na zwiazanie
kompleksu Hb-Hp, podczas gdy inne populacje leukocy-
téw nie wykazuja tej wlasciwosci. Z drugiej strony trak-
towanie monocytéw lipopolisacharydem skutkuje zmniej-
szeniem stopnia ekspresji CD163 na powierzchni blony
plazmatycznej i obnizeniem wychwytu komplekséw Hb-
Hp [57]. Uposledzenie wychwytu komplekséw Hb-Hp
przez monocyty moze wigc przyczyniac si¢ do zwigkszo-
nej toksycznosci komplekséw Hb-Hp w ogélnoustrojowych
stanach zapalnych. Uktad CD163/HO-1/reduktaza biliwer-
dyny wydaje si¢ ewolucyjnym przystosowaniem kompen-
sujacym prozapalne i wazokonstrykcyjne efekty wiazania
NO oraz prooksydacyjne funkcje wolnej Hb, hemu i ze-
laza hemowego [1].

PobsumowaNIE

Zachodzaca w niekontrolowany sposob, patologiczna he-
moliza i towarzyszace jej pojawienie si¢ w osoczu wolnej
Hb moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia
chorych. Liczne badania, prowadzone zar6wno na ochotni-
kach, jak i na modelach zwierzecych, przedstawiaja dhuga li-
ste powaznych komplikacji zdrowotnych bgdacych skutkiem
nadmiernej hemolizy, wliczajac w to: nadci$nienie ogélno-
ustrojowe i ptucne, zaburzenia erekcji, nadmierna aktywa-
cje ptytek krwi, dysfunkcje srédbtonka naczyn krwiono-
$nych, nerek czy pojawianie si¢ stanéw zapalnych (ryc. 6).
Szkodliwe dziatanie hemoglobinemii obecnie tlumaczy si¢
bezposrednim cytotoksycznym i prozapalnym dziataniem
wolnej Hb i wolnego hemu oraz wychwytywaniem tlen-
ku azotu przez uwolniong z erytrocytéw Hb, co prowadzi
do zaburzenia homeostazy wewnatrznaczyniowej. W cho-
robach przebiegajacych z wewnatrznaczyniowa hemoliza
stezenia wolnej Hb w osoczu chorych sa na tyle wysokie
by efektywnie wigza¢ NO znoszac tym samym jego biodo-
stepnos¢. Obecnie powszechnie akceptowany jest poglad, ze
nieodwracalne wiazanie NO stanowi najpowazniejsza kon-
sekwencj¢ nadmiernej hemolizy. Ograniczanie dostepnosci
NO jest réwniez najbardziej ograniczajacym czynnikiem
W opracowywaniu i stosowaniu preparatéw krwiozastep-
czych bazujacych na hemoglobinie. Zrozumienie moleku-
larnych mechanizméw lezacych u podstaw, opisywanych
W niniejszym opracowaniu, stanoéw patologicznych pozwa-
la mie¢ nadziej¢ na opracowanie skutecznych lekéw popra-
wiajacych jakos¢ zycia chorych. Przyktadem takich lekéw sa
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Ryc. 6. W przebiegu wielu wrodzonych i nabytych chordb wystepuje nadmierna hemoliza. Uwalniana z erytrocytéw wolna Hb moze dziata¢ niekorzystnie

poprzez uwalnianie hemu, wigzanie NO, badz tez bezposrednio

inhibitory fosfodiesteraz, z powodzeniem stosowane w za-
burzeniach erekcji, a takze w nadcis$nieniu plucnym i jako
leki przeciwptytkowe. Sciste powiazanie podstaw choréb

PismiennicTwo

z wewnatrznaczyniowa hemoliza stwarza obszar, na ktéorym
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alizowane w celu poprawy jakosci i dlugosci zycia chorych.
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