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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Oksygenaza hemowa (HO) rozklada hem do tlenku wegla (CO), jonéw zelazawych i biliwerdyny,
redukowanej nastepnie do bilirubiny przez reduktaze biliwerdynowa. HO wystepuje w trzech
izoformach. Ekspresja HO-1 w warunkach fizjologicznych jest niewielka, wzrasta natomiast pod
wplywem wielu czynnikéw, takich jak stres oksydacyjny, zapalenie, tlenek azotu, wysokie
stezenie substratu i hipoksja. HO-2 jest konstytutywnym enzymem bioracym udzial w wy-
twarzaniu CO w ukladzie krazenia i nerwowym. HO-3 ma mala aktywno$¢ katalityczna.
Podobnie jak tlenek azotu, CO aktywuje rozpuszczalng cyklaze guanylowa i zwigksza synteze
c¢GMP w komorkach. Jony Fe?* uwalniane z czasteczki hemu stymulujg wytwarzanie ferrytyny,
ktéra podobnie jak barwniki zélciowe, dziala antyoksydacyjnie. CO rozszerza naczynia
krwiono$ne za posrednictwem cGMP, a takze przez aktywacje kanaléw potasowych w
komorkach miesni gladkich. Poza tym CO hamuje agregacje plytek krwi, proliferacje komérek
mig$niowki naczyn i apoptoze oraz stymuluje angiogeneze. Zaréwno niedobér jak i nadmiar
HO-1 moze odgrywac rol¢ w patogenezie nadcisnienia tetniczego. Indukcja HO-1 zmniejsza
nasilenie miazdzycy i uszkodzenie migs$nia sercowego poddanego niedokrwieniu i reperfuzji.
Farmakologiczne i genetyczne indukowanie HO-1 oraz stosowanie egzogennego CO wydaja si¢
obiecujacymi metodami terapeutycznymi w leczeniu choréb ukladu krazenia.

oksygenaza hemowa * tlenek wegla « biliwerdyna ¢ bilirubina  reduktaza biliwerdynowa ¢
nadci$nienie tetnicze » miazdzyca * uszkodzenie w nastepstwie niedokrwienia z reperfuzja

Summary

Heme oxygenase (HO) degrades heme to carbon monoxide (CO), ferrous ions, and the bile pig-
ment biliverdin, which is subsequently reduced to the other important bile pigment, bilirubin,
by biliverdin reductase. Fe?* liberated from the heme molecule upregulates ferritin production,
and bile pigments are potent endogenous antioxidants. The HO enzyme exists in three
isophorms: HO-1 is expressed at low levels under physiological conditions, but is induced by
numerous factors, including oxidative stress, inflammation, nitric oxide, an elevated level of sub-
strate, and hypoxia. HO-2 is a constitutive enzyme involved in the baseline production of CO in
the cardiovascular and nervous systems, whereas HO-3 is also ubiquitously expressed, but
possesses low catalytic activity. Like nitric oxide, CO activates soluble guanylate cyclase and ele-
vates cGMP in target tissues, which dilates blood vessels. It also does this by directly activating
potassium channels in vascular smooth muscle cells. In addition, CO inhibits platelet aggrega-
tion and proliferation of vascular smooth muscle cells, inhibits apoptosis, and stimulates angio-
genesis. Both deficiency, and excess of HO-1 may be involved in the pathogenesis of arterial
hypertension. Induction of HO-1 attenuates atherosclerosis and myocardial ischemia-reperfu-
sion injury. Pharmacological and genetic induction of HO-1 as well as the delivery of exogenous
CO are promising therapeutic strategies for the treatment of cardiovascular diseases.
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Wykaz stosowanych skrotow

BVR - reduktaza biliwerdynowa (biliverdin reductase), CO — tlenek wegla (carbon monoxide), HO — oksygenaza hemowa (heme oxygenase),
NOS - syntaza tlenku azotu (nitric oxide synthase), PDGF — plytkopochodny czynnik wzrostowy (platelet-derived growth factor), PGE, — prostaglandy-
na E, (prolstaglandin E,), sGC - rozpuszczallna cyklaza guanylowa (soluble guanylyl cyclasel), TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu typu B
(transforming growth factor-g), VEGF — czynnik wzrostu komarek Srodbtonka (vascular endothelial growth factor).

WSsTEP

Tlenek wegla (CO) powstajacy w wyniku niecatko-
witego spalania zwigzkéw organicznych byl przez
wiele lat wytacznie przedmiotem zainteresowania toksy-
kologdéw jako jedna z najczestszych przyczyn ostrych
zatru¢. Chociaz juz w 1952 roku wykazano, ze CO
powstaje w ustroju ssakdéw, uwazano go jedynie za
produkt uboczny metabolizmu bez istotnego znacze-
nia fizjologicznego [28]. Badania ostatnich lat dowo-
dza, ze endogenny tlenek wegla pelni role mediatora o
wielokierunkowej aktywnos$ci biologicznej, a enzym
ktory go wytwarza — oksygenaza hemowa (HO) — ma
istotne znaczenie w fizjologii i patologii wielu narzadow.
Znaczenie CO jako przekaznika w ukfadzie ner-
wowym zostalo szczeg6lowo omoéwione w artykutach
przegladowych, rowniez w piSmiennictwie polskim
[10, 44]. W niniejszej pracy przedstawiono najwazniej-
sze informacje na temat roli oksygenazy hemowe;j i
tlenku wegla oraz oméwiono ich znaczenie w fizjologii
i patologii uktadu krazenia.

HEM | OKSYGENAZA HEMOWA

Hem stanowi grupe prostetyczng wielu bialek, takich
jak hemoglobina, mioglobina, cytochromy, mielopero-
ksydaza, peroksydaza glutationowa, katalaza, syntaza
tlenku azotu, cytoplazmatyczna cyklaza guanylowa i
cyklooksygenaza kwaséw ttuszczowych. Czasteczka
hemu sktfada si¢ z pierécienia porfirynowego (proto-
porfiryna IX) i jonu Fe?*. Protoporfiryna IX jest
zlozona z czterech pierScieni pirolowych potaczonych
wigzaniami metenowymi (-CH=) oznaczonymi jako
a, B, v 19. W warunkach prawidlowych hem wystgpuje
w tkankach wylacznie w postaci potaczen z biatkami.
Hem niezwigzany z biatkami ma silne wtasnoSci utlenia-
jace i powoduje uszkodzenie komérek w mechanizmie
stresu oksydacyjnego [34, 82, 83]. Oksygenaza hemowa
(HO, EC1. 14. 99. 3) znajdujaca si¢ we frakcji mikroso-
malnej komorek rozktada hem do biliwerdyny, tlenku
wegla i kationu zelazawego (Fe?*) (ryc. 1). W reakcji
katalizowanej przez HO s3 wykorzystywane elektrony
dostarczane przez NADPH-zalezna reduktaze cytochro-
mu P450. W pierwszym etapie dochodzi do utlenienia

hemu do o-metahydroksyhemu, ktéry nast¢pnie
reaguje z tlenem tworzac werdohem i CO. Werdohem
ulega konwersji do biliwerdyny. Porfiryny zawierajace
“niefizjologiczne” metale, takie jak protoporfiryna
cynkowa (ZnPP) lub cynowa (SnPP) sg inhibitorami
oksygenazy hemowej, poniewaz blokuja miejsce
wigzania substratu. Zwiazki te sa wykorzystywane w
badaniach doswiadczalnych. Metaloporfiryny nie sa
swoistymi inhibitorami HO, gdyz zmniejszaja one tez
aktywno§¢ syntazy tlenku azotu (NOS) oraz cytoplaz-
matycznej cyklazy guanylowej (sGC). Jednak hem jest
zwigzany z czasteczkami tych enzymdéw znacznie
Scislej niz z oksygenaza hemowa, dlatego hamowanie
ich aktywnoSci obserwuje si¢ wylacznie przy duzych
stezeniach inhibitoréw. Ciekawe, ze ZnPP wystepuje
w ustroju w niewielkich stg¢zeniach. Zwiazek ten po-
wstaje w wyniku polaczenia jonéw cynku z protopor-
firyna IX w reakcji katalizowanej przez ferrochelatazg,
a jego stezenie jest podwyzszone w stanach niedoboru
zelaza [70]. Dotad nie wiadomo, czy ZnPP pelni role
endogennego inhibitora HO analogicznie do asyme-
trycznej dimetyloargininy bedacej naturalnym inhibi-
torem syntazy tlenku azotu.

Powstajaca w reakc;ji katalizowanej przez HO biliwerdy-
na jest redukowana do bilirubiny przez reduktaze bili-
werdynowa (EC 1. 3. 1. 24). Tlenek wegla nie jest
metabolizowany. Wigze si¢ z hemoglobina, a nastepnie
jest wydalany przez pluca. W prawidtowych warunkach
okoto 0,5-1% hemoglobiny jest zwiazane z CO pocho-
dzenia endogennego. Zelazo jest wykorzystywane do
syntezy innych hemoprotein lub magazynowane w

polaczeniu z ferrytyna.

Oksygenaza hemowa wystepuje w trzech izoformach:
HO-1, HO-2 i HO-3, kodowanych przez odrgbne
geny. Izoenzym HO-1 o masie czasteczkowej 32 kDa
jest zaliczany do bialek szoku termicznego (HSP32).
W prawidlowych warunkach w duzych iloSciach
wystepuje on jedynie w §ledzionie i watrobie, gdzie
bierze udzial w katabolizmie hemoglobiny starzeja-
cych sie erytrocytow. Ekspresja genu HO-1 wzrasta
znamiennie pod wpltywem bardzo wielu czynnikow,
takich jak podwyzszona temperatura, promieniowanie
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Ryc. 1. Reakcja katalizowana przez oksydaze hemowg i dziatanie jej produktéw, BVR — reduktaza biliwerdyny, ROS — reaktywne formy tlenu (reactive
oxygen species), RNS — reaktywne formy azotu (reactive nitrogen species), IRP — biatko regulowane zelazem (iron-regulated protein)

ultrafioletowe typu A, stres oksydacyjny niedobo6r glu-
tationu, metale ciezkie, hipoksja, hiperoksja oraz duze
stezenie hemu lub hemoprotein. Temu ostatniemu
nalezy przypisa¢ znaczna ekspresje HO-1 w watrobie i
§ledzionie — tkankach, w ktorych hem jest uwalniany z
erytrocytow w uktadzie siateczkowo-§rodbtonkowym.
Tlenek azotu (NO) takze zwicksza ilo§¢ HO-1 w tkan-
kach [29]. Czynniki indukujace mogg spowodowac nawet
100-krotne zwigkszenie HO-1 w komoérkach. Regulacja
aktywnosci tego enzymu odbywa si¢ gléwnie na pozio-
mie ekspresji genu (syntezy lub katabolizmu mRNA).

Izoenzym HO-2 o masie czasteczkowej 36 kDa ma
charakter konstytutywny. Najwiecej stwierdza si¢c go w
mozgu i jadrach, a w mniejszych iloSciach w wigkszosci
innych tkanek. HO-2 bierze udzial w katabolizmie
hemoprotein oraz wytwarza CO pelniacy role mediatora,
m. in. w ukladzie krazenia i nerwowym. Niewiele wiado-
mo na temat regulacji aktywno$ci HO-2. W prawidto-
wych warunkach enzym ten nie jest wysycony sub-
stratem, poniewaz hem i pokrewne zwigzki zwickszaja
jego aktywnos¢ zaréwno in vitro jak iin vivo. Ekspresja
HO-2 nie ulega zmianie pod wplywem czynnikéw
indukujacych HO-1.

HO-3 o masie czasteczkowej 33 kDa ma strukture
pierwszorzedowa w 90% zblizong do HO-2 i wystepuje
w wielu narzadach, ale ma bardzo mala aktywno$¢
enzymatyczng [88]. Uwaza sig, ze izoenzym ten petni
role biatka wigzacego hem w komorkach.

MECHANIZMY DZIALANIA CO

W warunkach fizjologicznych, gdy dominujacym
izoenzymem jest HO-2, jedynym biologicznie aktyw-
nym produktem reakcji katalizowanej przez oksyge-
naze¢ hemows3 jest tlenek wegla. Chociaz endogenne
wytwarzanie CO znane jest juz od prawie 50 lat, ewen-
tualne dzialanie biologiczne tego zwiazku zaczeto braé
pod uwage dopiero po poznaniu tlenku azotu w latach
80. XX wieku. Tlenek wegla powstaje w ustroju w iloSci
okoto 500 umol/dobg (okoto 12 ml czystego CO), dla
pordéwnania tlenek azotu w ilo$ci okoto 850 wmol/dobe.
W warunkach fizjologicznych CO wystepuje w
tkankach w stezeniach nanomolarnych. Podobnie jak
NO, CO aktywuje rozpuszczalna cyklaze guanylowa
wigzac sie z grupa hemowa tego enzymu. Tlenek
wegla wykazuje jednak znacznie mniejsza aktywno$§¢ w
tym zakresie; NO zwigcksza aktywnos¢ cyklazy prawie
400 razy, podczas gdy CO tylko 4 razy. Wynika to z
innego mechanizmu dziatania obydwu gazow [67]. W
prawidtowych warunkach jon Fe?* w czgsteczce hemu
jest zwigzany przez 4 pierscienie pirolowe oraz grupe
imidazolowa jednej z reszt histydyny. NO wiaze si¢ z
jonem Fe?* wigzaniem koordynacyjnym powodujac
zerwanie wigzania z grupa imidazolowa i “wysuniecie”
tego jonu ponad plaszczyzne czasteczki hemu. Nato-
miast CO wigzac sie z Fe?* nie powoduje zerwania tego
wigzania, a kation zelazawy pozostaje w plaszczyZnie
czasteczki hemu. Jednak pomimo stabszej stymulacji
oczyszczonej cyklazy guanylowej, CO znamiennie
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zwicksza synteze cGMP w wielu komdrkach. Moze to
by¢ spowodowane dwoma przyczynami. Po pierwsze
stwierdzono, ze syntetyczny zwiazek YC-1 wzmaga
stymulacje cyklazy guanylowej przez CO i wskazuje
si¢, ze istnieja endogenne zwiazki o podobnym
dziataniu. Ponadto w odrdznieniu od tlenku azotu,
ktory bardzo szybko ulega inaktywacji, CO nie jest
rozkladany w ustroju i moze dziala¢ znacznie dtuze;j.
Tlenek wegla uczestniczy w wielu mechanizmach
zaleznych od ¢cGMP, takich jak rozszerzenie naczyn
krwiono$nych, hamowanie agregacji plytek i prolife-
racji komorek mig§nidwki naczyn, czy udziat w neuro-
transmisji.

Poza cyklaza guanylowa, CO wykazuje powinowactwo
do innych hemoprotein powodujac hamowanie ich
aktywnoSci. Ma to znaczenie nie tylko w dziataniu
toksycznym tego zwiazku, ale réwniez w dziataniu
fizjologicznym. CO zmniejsza aktywnos¢ cytochromu
P450 hamujac powstawanie kwasu 20-hydroksyeikoza-
tetraecnowego (20-HETE) - zwiazku silnie zweza-
jacego naczynia. Innym mechanizmem dzialania CO
jest niezalezna od cGMP aktywacja cyklooksygenazy
kwasow tluszczowych i stymulacja syntezy PGE,. W
tym mechanizmie CO hamuje wydzielanie inter-
leukiny 1f przez izolowane podwzgorze szczura. NO
dziala przeciwnie — stymuluje wydzielanie IL-1f w
sposdb zalezny od cGMP [84]. Tlenek wegla aktywu-
je ponadto kinazg bialkowa p38 aktywowang mitoge-
nami (p38 MAPK), zmniejsza natomiast aktywno§¢
innych kinaz z tej grupy np. ERK1/ERK2. Ten szlak
sygnatowy uczestniczy w dzialaniu przeciwzapalnym,
antyproliferacyjnym i w hamowaniu apoptozy [11,
106, 130]. CO wiaze si¢ tez z grupami histydynowymi
zaleznych od wapnia kanaléw potasowych, zwigksza-
jac czas ich otwarcia. Dzialanie to jest niezalezne od
wewnatrzkomorkowych mechanizméw przekazywa-
nia informacji i poSredniczy w dziataniu CO na naczy-
nia krwiono$ne, regulacji transportu jondéw w
kanalikach nerkowych, w regulacji pobudliwosci
chemoreceptordw tetniczych oraz hamowaniu kurczli-
wosci miesniowki macicy [13, 76, 115, 151, 153]. CO
moze tez wplywaé bezposrednio na ekspresje genow.
U bakterii Rhodospirillum rubrum wystepuje czynnik
transkrypcyjny CooA zawierajacy hem, ktoéry w obec-
noéci CO aktywuje ekspresje genu dehydrogenazy
tlenku wegla (CODH), utleniajacej go do dwutlenku
wegla [34]. Niedawno opisano pierwszy czynnik tran-
skrypcyjny wrazliwy na CO w komoérkach eukarioty-
cznych. Jest to hemoproteina NPAS2, wystepujaca w
mobzgu, odpowiedzialna za regulacje cyklu dobowego,
ktora wiaze CO, ale nie ma powinowactwa do tlenu ani
tlenku azotu. Zwiazanie CO hamuje oddzialywanie
tego czynnika z DNA [23].

ZNACZENIE OCHRONNE HO-1

Wzmozona ekspresja HO-1 w sytuacji narazenia
komorek na stres sugeruje, ze enzym ten moze dziatac
ochronnie. Wiele badan wykazalto, ze indukowanie
HO-1 zmniejsza uszkodzenie spowodowane stresem
oksydacyjnym, niedokrwieniem, hipoksja, hiperoksja
Iub zapaleniem. Mechanizm ochronnego dzialania
HO-1 jest zréznicowany i wielokierunkowy. HO-1
rozktada wolny hem, ktory dziata cytotoksycznie i
prooksydacyjnie. Dzialanie cytoprotekcyjne wykazuja
tez wszystkie produkty reakcji. Tlenek wegla rozszerza
naczynia i hamuje agregacje plytek krwi poprawiajac
ukrwienie tkanek. Chociaz dzialanie wazodylatacyjne
CO jest stabsze niz NO, moze mie¢ on szczegdlnie
istotne znaczenie w warunkach stresu oksydacyjnego.
W odréznieniu od NO, tlenek wegla jest zwigzkiem
stabilnym i dziata znacznie dluzej. Nie reaguje tez z
anionorodnikiem ponadtlenkowym, co w przypadku
tlenku azotu prowadzi do powstawania toksycznego
nadtlenoazotynu (ONO"). W warunkach stresu oksy-
dacyjnego reakcja ta prowadzi do szybkiego unieczyn-
niania NO, a to ogranicza jego dziatanie wazodylata-
cyjne, natomiast wplyw CO nie ulega wdwczas
oslabieniu. Stwierdzono réwniez, ze CO hamuje pro-
cesy apoptozy w wielu rodzajach komérek.

Powstajace z hemu barwniki z6lciowe, biliwerdyna i
bilirubina, maja silne dziatanie antyoksydacyjne.
Bilirubina jest najsilniejszym lipofilnym antyoksydan-
tem, silniejszym nawet niz witamina E i hamuje wol-
norodnikowe uszkodzenia bton lipidowych i lipopro-
tein osocza [103, 131, 132]. Bilirubina i biliwerdyna
reaguja takze z reaktywnymi formami azotu, takimi
jak np. nadtlenoazotyn [65]. Na istotne znaczenie
bilirubiny wskazuje to, ze powstaje ona z hydrofilnej a
wiec tatwiejszej do wydalenia biliwerdyny, co jest
niespotykanym kierunkiem przemian; wigkszos¢
zwiazkdw przeznaczonych do wydalania jest metaboli-
zowana do bardziej hydrofilnych produktow.
Reduktaza biliwerdynowa (BVR) wystepuje tylko u
ssakow. Sugerowano, ze lipofilna bilirubina jest
fatwiej wydalana przez lozysko. Jednak u plodu
wystepuje inna postaé BVR (typ B), katalizujaca pow-
stawanie bilirubiny IXf, natomiast w okresie postna-
talnym pojawia si¢ izoenzym BVRA, katalizujacy
powstawanie izomeru bilirubiny IXoa. Tak wiec
“hipoteza tozyskowa” moze tlumaczy¢ jedynie istnie-
nie BVRB. W wyniku reakcji z wolnymi rodnikami
bilirubina ulega utlenieniu do biliwerdyny, ktora jest
ponownie redukowana przez BVR. Dzigki tym cyk-
licznym przemianom jedna czasteczka bilirubiny moze
w krotkim czasie reagowaé z wieloma czasteczkami
oksydantow (ryc. 1). BVR odgrywa wigc gléwna role w
antyoksydacyjnym dzialaniu bilirubiny. Hamowanie
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aktywnoSci tego enzymu wzmaga toksyczno$¢ nad-
tlenku wodoru w stosunku do komérek nerwowych [8, 38].
Poza dziataniem enzymatycznym, BVR aktywuje tran-
skrypcje genu HO-1 [2]. Ilo§¢ BVR w tkankach wzrasta
w stanach stresu oksydacyjnego, np. w mozgu po wywota-
niu do$§wiadczalnego niedokrwienia [108]. Ekspozycja
komorek na H,O, zwigksza aktywno$¢ BVR w wyniku
fosforylacji czasteczki enzymu [119]. BVR moze by¢
wiec regulowana zaréwno na poziomie ekspresji genu,
jak i przez zmiany aktywnosci istniejacych czasteczek
enzymu. Bilirubina chroni komérki §rédbionka oraz
neurony przed uszkodzeniami wolnorodnikowymi in
vitro [25, 94]. U szczuréw z hiperbilirubinemia
stezenie substancji reagujacych z kwasem tiobarbituro-
wym —markera stresu oksydacyjnego — jest mniejsze niz
u zwierzat kontrolnych [21]. Mniejsze natezenie stresu
oksydacyjnego stwierdzono tez u weze$niakéw z hiper-
bilirubinemia [43]. St¢zenie bilirubiny w osoczu
wcze$niakOw ujemnie koreluje z wystgpowaniem
retinopatii, w ktorej istotng role odgrywaja wolne rod-
niki tlenowe [7]. Opisano przypadki przejsciowego
ustgpienia objawow trudnej do leczenia astmy
oskrzelowej w czasie hiperbilirubinemii spowodowa-
nej wirusowym zapaleniem watroby typu B [104].
Dane te wskazuja, ze bilirubina jest nie tylko zbednym
produktem przemiany materii, ale réwniez istotnym
endogennym antyoksydantem.

Jony Fe?* uwalnianie z hemu katalizuja powstawanie
anionorodnika ponadtlenkowego w tzw. reakcji
Fentona, maja wigc silne dziatanie prooksydacyjne.
Wykazano jednak, ze uwalniane zelazo stymuluje syn-
teze ferrytyny — biatka wigzacego zelazo o dziataniu
antyoksydacyjnym. Przy braku zelaza synteza ferrytyny
jest hamowana przez biatko IRP (iron regulatory pro-
tein) wigzace si¢ z elementem odpowiedzi na zelazo
(iron response element — IRE) w obrebie mRNA fer-
rytyny. Przy duzej zawartosci zelaza w komorce wigze
si¢ ono z IRP tworzac aktywny enzym cyklu Krebsa —
akonitazg, a translacja mRNA ferrytyny ulega wéwczas
odhamowaniu [39]. Ponadto aktywacja HO-1 powodu-
je indukcje “pompy zelazowej” — Fe-ATP-azy, ktora
aktywnie usuwa jony Fe?* z komorki [6].

Potwierdzeniem udzialu HO-1 w metabolizmie zelaza
sa zmiany wystepujace u myszy pozbawionych genu
tego enzymu (HO-17). Charakteryzuja si¢ one niskim
stezeniem Fe w osoczu, niedokrwisto$cia mikrocy-
tarng (z niedoboru zelaza), a jednocze$nie nagro-
madzeniem zelaza w komoérkach watroby i nerek,
hepatosplenomegalia, powickszeniem weziow chion-
nych, zwiekszong leukocytoza i postepujacym uszkodze-
niem kigbuszkéw nerkowych [111, 112]. Fibroblasty
tych zwierzat wytwarzaja wigcej reaktywnych form
tlenu i sg bardziej wrazliwe na dzialanie wolnych rod-

nikow. Doswiadczalny wstrzas septyczny wywolany
podawaniem endotoksyn bakteryjnych powoduje
martwice watroby i wicksza $miertelnoé¢ u myszy HO-1"
niz u zwierzat kontrolnych. U myszy HO-1" wystepuje
tez zwigkszona Smiertelno§¢ w wyniku uszkodzenia
pluc spowodowanego niedokrwieniem i reperfuzja,
czemu zapobiega oddychanie 0,2% CO [35]. U myszy
HO-2" uposledzona jest czynno$é widkien ukladu
autonomicznego unerwiajacych przewod pokarmowy i
ukfad moczowo-plciowy, co przejawia si¢ przyspiesze-
niem perystaltyki i zaburzeniami ejakulacji [12, 165].
HO-2 moze tez odgrywa¢ pewna role¢ w obronie
antyoksydacyjnej, gdyz myszy HO-2” sa bardziej
wrazliwe na hiperoksje, pod wplywem ktérej dochodzi
do uszkodzenia ptuc i gromadzenia w nich zelaza,
pomimo jednoczesnego wzrostu ekspresji HO-1 [22].

Dotychczas opisano jeden przypadek niedoboru HO-1
u czlowieka (6-letniego chiopca). Przejawial si¢ on
opOznieniem wzrostu, niedokrwisto$cia hemolityczna,
podwyzszona leukocytoza, matym stezeniem biliru-
biny i duzym haptoglobiny oraz zwickszona wra-
zliwoscia komorek na toksyczne dzialanie hemu [66,
105, 160]. W odrdznieniu od myszy HO-1", zmiany w
nerkach polegaja gtéwnie na uszkodzeniu kanalikow.

Nalezy jednak podkre§li¢, ze oksygenazie hemowej
nie mozna przypisywac wytacznie ochronnych witasci-
wosci. W niektorych badaniach wykazano, ze wzmozo-
na ekspresja tego enzymu nasila uszkodzenie tkanek.
Wszystkie produkty reakcji katalizowanej przez HO w
wiekszych stezeniach dziataja toksycznie, w wypadku
tlenku wegla dzialanie toksyczne obserwowano juz w
stezeniach nieznacznie przekraczajacych wartoSci
prawidtowe [137]. Dzialanie HO-1 jest zalezne od
dawki. Wykazano np., ze 2-5-krotny wzrost aktywnosci
tego enzymu chroni komorki przed toksycznym
dzialaniem tlenu, natomiast wzrost ponad 15-krotny
zwicksza jego toksycznos¢ [135].

ZALEZNOSC MIEDZY NO | CO ORAZ SYNTETYZUJACYMI JE
ENZYMAMI

NO i CO sg prostymi dwuatomowymi gazami. Oba
zwiazki sa syntetyzowane przez enzymy konstytutywne
(Sr6dbtonkowa i neuronalna syntaza NO oraz HO-2) i
indukowalne (indukowalna syntaza NO i HO-1), cho-
ciaz iNOS nie jest regulowana przez tak wiele czyn-
nikéw jak HO-1. Zaréwno NO, jak i CO wigza si¢ z
grupami hemowymi biatek i oba aktywuja cytoplaz-
matyczng cyklaze guanylowa. Oba gazy w niewielkich
stezeniach sg biologicznie aktywnymi mediatorami a w
wickszych dziataja toksycznie. Poza tymi podobien-
stwami wystepuja jednak istotne réznice. NO jest
reaktywnym wolnym rodnikiem, podczas gdy CO jest
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zwigzkiem stabilnym. NO, w odréznieniu od tlenku
wegla wigze sie z grupami —SH biatek i glutationu
tworzac nitrozotiole (tab. 1).

Wiele danych wskazuje, ze migdzy obydwoma zwigzka-
mi oraz syntetyzujacymi je enzymami istnieja wielo-
kierunkowe i skomplikowane interakcje (ryc. 2). Tlenek
azotu moze hamowa¢ aktywnoS$¢ oksygenazy hemowej,
a takze zwickszac ekspresje genu HO-1.

Tabela 1. Poréwnanie tienku wegla i tlenku azotu

(K1) NO

Enzymy syntetyzujace

konstytutywne HO-2 ENOS, nNOS

indukowalne HO-1 iNOS
Metabolizm Zwigzek stabilny  wolny rodnik
Aktywacja cyklazy tak tak

guanylowej (okoto 4 razy)  (okoto 400 razy)
Reakcja z grupami -SH nie tak
Reakcja z resztami tak nie

histydynowymi
Reakcja z grupami tak tak

hemowymi biatek

W stanach zapalnych wzmozona ekspresja iNOS
wyprzedza czesto pojawienie si¢ HO-1, co wskazuje,
ze tlenek azotu moze by¢ odpowiedzialny za indukcje
tego enzymu. Z kolei HO-1 rozkiada czasteczke hemu
wchodzaca w skiad syntazy tlenku azotu zmniejszajac
aktywno$¢ enzymu. Ponadto CO hamuje aktywnos¢
NOS wiazac si¢ z jej grupa hemowa, a uwolnione w
wyniku dziatania HO-1 jony Fe?* hamuja transkrypcje
genu syntazy NO. Tak wigc enzymy generujace NO i
CO moga by¢ powiazane ze soba na zasadzie ujem-
nego sprzezenia zwrotnego. Wykazano jednak, ze w
niektorych sytuacjach CO zwigksza ilo§¢ NO w
tkankach wypierajac go z polgczen z hemoproteinami
[138]. Z kolei wzmozona synteza CO hamuje niekiedy
dzialanie tlenku azotu, gdyz CO wiaze si¢ z cyklaza
guanylowa zwickszajac jej aktywno$¢ w niewielkim
stopniu i uniemozliwiajac wigzanie silniejszego akty-
watora jakim jest NO [47].

REGULACJA NAPIECIA NACZYN I CISNIENIA TETNICZEGO

Od dawna znane bylo dzialanie wazodylatacyjne
tlenku wegla, poniewaz w zatruciach tym zwigzkiem
obserwowano rozszerzenie naczyn obwodowych i
spadek ciSnienia tetniczego. Badania ostatnich lat
wskazuja, ze endogenny CO reguluje napiecie naczyn

krwiono$nych. Zaréwno komorki §rodbtonka, jak i
komorki mig$niowki naczyn zawieraja HO-2, a pod
wplywem czynnikéw indukujgcych pojawia sie¢ w nich
rowniez HO-1 [164]. CO syntetyzowany przez komor-
ki §rédbionka dyfunduje do sasiadujacych komorek
mig¢éniowych, gdzie aktywuje cyklaze guanylowa,
zwicksza st¢zenie cGMP i powoduje ich relaksacje
[90]. Badania na izolowanych komdrkach §rédbtonka
wykazaly, ze prawie 45% wytwarzanego przez nie
c¢GMP zalezy od tlenku wegla, a okoto 30% od tlenku
azotu, proporcje te prawdopodobnie ksztaltuja sie
jednak r6znie w zaleznoSci od tozyska naczyniowego
[61]. Jednak cGMP posredniczy w dziataniu CO tylko
na niektore naczynia np. aorte [45, 120, 152] czy
naczynia ptucne [96]. W innych naczyniach np. mézgo-
wych [72], mig§niowych [166] i nerkowych [63] CO nie
nasila syntezy ¢cGMP, ale bezposrednio aktywuje
zalezne od wapnia kanaly potasowe w komorkach
mie$niowych [153]. Podobne dzialanie ma tez NO, ale
ten ostatni aktywuje kanaly wiazac si¢ z grupami —SH
reszt cysteiny w obrebie podjednostki 3, podczas gdy
tlenek wegla wiaze si¢ z resztami histydynowymi pod-
jednostek a [157, 159]. Dzialanie to nie zalezy od
wewnatrzkomdrkowych — mechanizméw  transmisji
sygnaléw, poniewaz obserwowano je w izolowanych
btonach komoérkowych. W niektdérych przypadkach, jak
np. w tetnicy ogonowej szczura [152] czy w przewodzie
tetniczym [17] wspolistnieja oba te mechanizmy. Osta-
tnie badania wskazuja, ze endo- i egzogenny CO moga
dziala¢ wazodylatacyjnie w r6zny sposdb. W tetnicy
krezkowej szczura lizynian hemu zwigkszajacy synteze
endogennego CO w komoérkach powoduje rozkurcz
mieéniowki w mechanizmie niezaleznym od cGMP, a
egzogenny CO dziala za poSrednictwem cGMP.
Przypuszcza sie, ze CO jest syntetyzowany w komorce w
poblizu kanaléw potasowych co umozliwia mu
bezposrednie dzialanie, natomiast podanie egzogen-
nego CO, ktory osiaga podobne stezenie w calym
cytosolu sprzyja aktywacji cyklazy guanylowej [97].

Innym mechanizmem wazodylatacyjnego dzialania
CO jest hamowanie syntezy 20-HETE - pochodnej
kwasu arachidonowego zaleznej od cytochromu P450
o silnym dzialaniu naczyniozwezajacym [154]. CO
hamuje tez syntez¢ endoteliny 1 przez komorki
Srodbtonka [18, 19, 91]. Hem i jego pochodne dzialaja
wazodylatacyjnie, podobnie jak CO, czemu zapobiegaja
inhibitory oksygenazy hemowej. Natomiast podawanie
samych inhibitorow HO powoduje skurcz naczyn w
badaniach in vitro i wzrost ci$nienia w badaniach in
vivo, co §wiadczy o istotnej roli CO w regulacji napiecia
naczyn w warunkach podstawowych [55, 69].

W niektoérych badaniach wykazano jednak, ze zaréwno
hem jak i tlenek wegla dzialaja naczyniozwezajaco w
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HO rozkiada grupe hemowg NOS

|
|
T ep—
+ / SGC ~e— CO
L-arginina _T> NO -———— HOMOPROTEINY HEM
|
___________ F62+

Fe2t hamuje transkrypcje genu NOS

Ryc.2. Zalezno$¢ miedzy tlenkiem wegla i tlenkiem azotu oraz syntetyzujacymi je enzymami; NOS — syntaza tlenku azotu, sGC — rozpuszczalna
cyklaza guanylowa. Linie ciggte oznaczajg wptyw pobudzajacy, linie przerywane — wptyw hamujacy

naczyniach z nieuszkodzonym $rédbtonkiem [58, 59].
Wynika to z hamowania przez CO syntazy tlenku azotu
lub z blokowania dziatania NO przez CO wiazacy si¢ z
cyklaza guanylowa. Po usunigciu §rédbtonka lub far-
makologicznym zahamowaniu syntazy tlenku azotu
obserwowano dzialanie wazodylatacyjne. W izolowa-
nych tetniczkach nerkowych CO w niewielkich steze-
niach dziala wazodylatacyjnie uwalniajac NO z maga-
zyndéw komorkowych (z polaczen z grupami hemowymi
biatek). W wigkszych stezeniach, CO hamuje naczynio-
rozszerzajace dziatanie acetylocholiny zmniejszajac
aktywno$¢ syntazy NO [138]. Poznane dotychczas
mechanizmy dziatania CO na naczynia krwiono$ne
przedstawia tabela 2.

Szczeg6lna role odgrywa tlenek wegla w regulacji
napiecia naczyn zatokowych watroby, w ktorej NO
wlasciwie nie jest wytwarzany. Inhibitory oksygenazy
hemowej zwigkszaja o 30% opdr naczyniowy w
izolowanej perfundowanej watrobie szczura, czemu
zapobiega dodanie CO lub pochodnych ¢cGMP do
plynu inkubacyjnego [133]. Tlenek wegla rozszerza
naczynia zatokowe watroby aktywujac cyklaze guany-
lowa w pericytach tych naczyn (komodrkach gwiaz-
dzistych) [134]. CO jest wytwarzany w watrobie w ko-
morkach Browicza-Kupffera zawierajacych HO-1 oraz
w hepatocytach zawierajacych HO-2 [36].

Niewiele wiadomo na temat regulacji HO-2 w
komorkach §rédbionka. Podobnie jak NOS, jest ona
aktywowana przez sily styczne do powierzchni
Srodbtonka spowodowane przeptywem krwi, a takze
przez rozciaganie Sciany naczynia [150]. Acetylocholi-
na poprzez receptory muskarynowe zwicksza akty-
wno$¢ HO-2 i wytwarzanie CO w naczyniach piucnych

[164]. W naczyniach opony mickkiej kwas glutaminowy
zwicksza aktywno$¢ HO-2 i synteze CO [109, 116].
Pobudzajace dziatanie glutaminianu na aktywnos¢
HO-2 jest blokowane przez inhibitory biatkowych
kinaz tyrozynowych i nasilane przez inhibitory fosfataz
tyrozynowych, co §wiadczy o istotne;j roli fosforylacji
reszt tyrozyny w regulacji aktywnosci tego enzymu.
Aktywatory kinazy biatkowej C oraz zwickszenie
stezenia wapnia w komorce réwniez nasilajg synteze
CO, odbywa si¢ to jednak nie w wyniku wzrostu akty-
wnosci HO-2, ale wskutek zwi¢kszenia stezenia hemu
[33, 73]. Kwas glutaminowy jest neuroprzekaznikiem
pobudzajacym wydzielanym w duzych iloSciach np. w
stanach niedokrwienia mézgu oraz w stanach drgawko-
wych i moze odgrywaé wazna role w regulacji krazenia
mobzgowego w tych sytuacjach [113]. Wykazano réwniez,

Tabela 2. Mechanizmy dziaftania CO na naczynia krwiono$ne

wazodylatacyjne
e wzrost stezenia cGMP
 aktywacja kanatéw potasowych
« hamowanie aktywnos$ci cytochromu P450 i syntezy 20-HETE
« uwalnianie NO z potaczen z hemoproteinami
wazokonstrykcyjne
* hamowanie aktywnos$ci NOS

 blokowanie dziatania NO na cyklaze guanylowg
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ze inkubacja izolowanych komorek §rodbionka w
obecnosci estradiolu nasila ekspresje HO-2 i
wydzielanie tlenku wegla [140]. Tlenek wegla moze
wiec odgrywac role w ochronnym dziataniu estrogendw
na uktad sercowo-naczyniowy. Hipoksja wzmaga
ekspresje HO-1 i syntezg¢ CO w komdrkach mig§niow-
ki naczyn prowadzac do ich rozszerzenia, nie wplywa
natomiast na ekspresje i aktywno$¢ HO-2 [90]. Tlenek
azotu réwniez wzmaga ekspresje HO-1 w komorkach
mie$niowki naczyn [29]. Podobne dziatanie na komor-
ki §rodblonka wykazuje przedsionkowy peptyd natriu-
retyczny [68]. Czynniki regulujace aktywno$¢ HO w
naczyniach krwiono$nych przedstawia tabela 3.

Tlenek wegla przyczynia si¢ do utrzymaniu droznosci
przewodu tetniczego taczacego tetnice plucna z aorta
w okresie ptodowym. Ekspresja HO-2 jest wigksza w
komorkach mig$niowych tego przewodu niz w naczy-
niach zwierzat doroslych. Przewdd tetniczy rozszerza
sie pod wplywem hipoksji charakterystycznej dla okresu
plodowego i kurczy przy prawidiowym st¢zeniu tlenu.
Hemina powoduje rozszerzenie, a ZnPP skurcz prze-
wodu tetniczego tylko w warunkach hipoksji, lecz nie
przy prawidlowym stezeniu tlenu. Wskazuje to, ze
zwickszona synteza CO w okresie ptodowym przyczy-

Tabela 3. Czynniki regulujace aktywno$¢ HO w naczyniach krwiono$nych

HO-2
* sity hemodynamiczne
e acetylocholina
* kwas glutaminowy
s estrogeny
HO-1
* hipoksja
*NO
* przedsionkowy peptyd natriuretyczny
* nadmierna podaz sodu
e stres oksydacyjny, utlenione lipoproteiny osocza
e cytokiny i czynniki wzrostowe

nia si¢ do utrzymania droznoSci przewodu, za$ jej
obnizenie po porodzie do jego zamknigcia [18].

W okresie stresu pooperacyjnego wzrasta znaczenie
CO w regulacji napiecia naczyn kosztem tlenku azotu.
U szczuréw w pierwszych dniach po zabiegu opera-
cyjnym zwiekszona jest ekspresja HO-1 w watrobie,
aorcie i migSniu sercowym, stgzenie CO w tych
tkankach oraz wydalanie bilirubiny z moczem.
Podawanie inhibitoréw HO w dawkach niewplywaja-
cych na ci$nienie tetnicze w prawidiowych warunkach,
dziala hipertensyjniec w okresie pozabiegowym

wskazujac na wieksze znaczenie CO w regulacji
napiecia naczyn [95].

OSRODKOWA REGULACJA KRAZENIA

Niektére badania wykazuja, ze wzrost ciSnienia
spowodowany podawaniem inhibitoréw oksygenazy
hemowej zalezy od aktywacji uktadu autonomicznego,
co wskazuje na o§rodkowy mechanizm dzialania tych
zwigzkow [57]. Wykazano, ze wstrzyknigcie ZnPP do
jadra pasma samotnego hamuje odruch z barorecep-
toréw tetniczych, czyli zwolnienie akcji serca spowo-
dowane wzrostem ci$nienia. Zapobiega temu jed-
noczesne wstrzykiwanie roztworu CO. Natomiast
podanie hemu lub samego CO nasila odruch z barore-
ceptoréw [80]. Jadro pasma samotnego jest osrod-
kiem, w ktérym zakonczenia neuronéw aferentnych
dochodzacych z baroreceptordw 13cza si¢ synapsami z
kolejnymi neuronami. Wzrost ciSnienia tetniczego
powoduje aktywacje tych neurondéw i ich zakonczenia
wydzielaja do szczeliny synaptycznej kwas glutaminowy,
ktory zwigksza aktywno§¢ HO-2 i wzmaga synteze CO
w neuronach postsynaptycznych [128]. Podawanie
kwasu glutaminowego do jadra pasma samotnego
powoduje bradykardie i spadek ci$nienia, czemu
czesSciowo zapobiega ZnPP. Kwas glutaminowy dziala
depresyjnie na ukfad krazenia zar6wno za posred-
nictwem receptordw metabotropowych, jak i
jonotropowych, ale tylko dziatanie przez receptory
metabotropowe odbywa si¢ za posrednictwem CO [81].

REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO | APOPTOZY KOMOREK
NACZYN

Wzmozona ekspresja HO-1 w komoérkach §rddbtonka
powoduje ich proliferacje, co jest pierwszym etapem
angiogenezy. Jest to wynikiem pobudzajacego wplywu
CO na ekspresje czynnika wzrostu komoérek srodbtonka
(VEGF) [61, 136]. W przeciwiefistwie do komorek
§rodblonka, wzmozona ekspresja HO-1 hamuje proli-
feracje komdrek miesnidowki naczyn [75, 92]. Inhibitory
HO nasilaja proliferacje miocytéw naczyn wywolana
angiotensyna II, PDGF, endoteling i hipoksja, nato-
miast hemina ma odwrotne dziatanie [110]. CO w
fizjologicznych stezeniach (100-200 ppm) hamuje pro-
liferacje miocytow za poSrednictwem cGMP.
Mechanizm antyproliferacyjnego dziatania CO nie zostat
doktadnie wyjasniony. Nadekspresja HO-1 lub egzogen-
ny CO powoduje zatrzymanie cyklu komoérkowego na
granicy fazy G1i S w wyniku hamowania ekspresji cyk-
liny A i spadku aktywnoSci kinazy biatkowej od niej
zaleznej [27, 110]. CO wzmaga tez ekspresj¢ biatka
p21 - inhibitora kinazy bialkowej zaleznej od cyklin
typu 2 (cdk-2). CO zmniejsza tez syntez¢ endoteliny 1
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i PDGF przez komorki S$rédblonka, przy czym
dzialanie to nie zalezy od cGMP [91].

HO-1 chroni komorki $rodbtonka przed apoptoza
indukowang m. in. przez TNF-a. Za dzialanie to jest
odpowiedzialny CO, nie zalezy ono jednak od cyk-
licznego GMP ale od stymulacji kinaz MAPK [11]. W
wypadku miocytéw naczyi otrzymywano sprzeczne
wyniki. CO w stezeniach fizjologicznych hamuje apop-
toze tych komorek za posrednictwem cGMP [78], nato-
miast znacznie zwigkszona dzigki manipulacjom gene-
tycznym ekspresja  HO-1 prowadzi do nasilenia
apoptozy wskutek toksycznego dziatania bilirubiny [79].

WPLYW CO NA PLYTKI KRWI

Tlenek wegla wydzielany przez komorki §rédbionka
stymuluje syntezg¢ cGMP w plytkach krwi i hamuje ich
agregacje [15, 150]. Dziatania CO na uklad krazenia
przedstawiono w tabeli 4.

OKSYGENAZA HEMOWA | TLENEK WEGLA W NADCISNIENIU
TETNICZYM

Znaczenie oksygenazy hemowej i tlenku wegla bylo
badane na kilku modelach nadci$nienia tetniczego.
Szczury z samoistnym nadci$nieniem tetniczym (SHR)
sa czesto wykorzystywanym modelem do$wiadczalnym
nadci$nienia uwarunkowanego genetycznie, ktore
rozwija si¢ u tych zwierzat miedzy 4 a 8 tygodniem
zycia niezaleznie od podazy sodu w diecie. Dostgpne
dane sugeruja, ze niedobor tlenku wegla moze byé
istotnym czynnikiem w patogenezie nadci$nienia u
szczur6w SHR. Ekspresja HO-1 i rozpuszczalnej cyk-
lazy guanylowej, a takze stezenie cGMP w §cianach
naczyn s3a mniejsze u szczurdw SHR w poczatkowej
fazie rozwoju nadci$nienia. Co wigcej, niedobér HO-1

Tabela 4. Dziatanie CO na ukfad krazenia

. rozszerzenie naczyh

. stymulacja proliferacji komérek §rodbtonka

. hamowanie proliferacji komérek migsniowych

. hamowanie wydzielania czynnikdéw wzrostowych

. hamowanie agregacji ptytek

. hamowanie apoptozy komérek $rodbtonka i
mie$niowki

. os$rodkowe dziatanie depresyjne

wystepuje juz u zwierzat 4-tygodniowych gdy ci$nienie
jest jeszcze prawidiowe, co wskazuje, ze zmniejszona
ekspresja tego enzymu jest zjawiskiem pierwotnym a
nie wynika z nadci$nienia [99, 100, 101, 102].
Niedobdr oksygenazy hemowej moze powodowac
rozwdj nadci$nienia nie tylko w wyniku niedoboru
CO, ale réwniez nadmiernej aktywno$ci monooksy-
genzy cytochromu P450 — enzymu katalizujacego pow-
stawanie 20-HETE z kwasu arachidonowego. U
szczur6w SHR aktywno$¢ cytochromu P450 i stgzenie
20-HETE sa podwyzszone, a podawanie chlorku cyny
—silnego induktora HO-1 — normalizuje te zaburzenia
oraz przywraca prawidlowe ci$nienie krwi [20, 31,
118]. Podawanie heminy zwicksza ekspresje HO-1 i
rozpuszczalnej cyklazy guanylowej oraz powoduje
spadek ci$nienia u mtodych szczuréw SHR [56, 74, 99,
100 102]. Podawanie innego induktora HO-1, proto-
porfiryny kobaltowej, wzmaga ekspresjc HO-1 w
korze i czeSci zewnetrznej rdzenia nerek, obniza
stezenie 20-HETE i réwniez powoduje obnizenie
ci$nienia [1]. Wprowadzenie genu HO-1 do tkanki
§rodmiagzszowej nerki u 5-dniowych szczurow SHR
powoduje dlugotrwaly wzrost ekspresji enzymu,
zwlaszcza w naczyniach doprowadzajacych krew do
ktebuszkéw oraz w petli Henlego. Prowadzi to do
spadku ilo$ci 20-HETE wydalanego z moczem i zapo-
biega rozwojowi nadciSnienia [37]. Podawanie
ciezarnym samicom SHR wiruséw zawierajacych
rekombinowany ludzki gen HO-1 zapobiega rozwo-
jowi nadcis$nienia u potomstwa [117]. W p6Zniejszym
wieku u szczuréow SHR dochodzi do wzrostu iloci
HO-1 i cyklazy guanylowej w naczyniach, co ma praw-
dopodobnie charakter kompensacyjny i jest
spowodowane bodZzcami hemodynamicznymi. Pomimo
to nie nast¢puje normalizacja ciSnienia, w zwiazku z
“odczuleniem” biatek regulowanych przez cGMP [100,
125]. Leczenie induktorami HO-1, chociaz dodatkowo
zwicksza ekspresje enzymu, nie powoduje obnizenia
ci$nienia u dorostych osobnikéw [100, 101].

Szczury szczepu Dahl z sodowrazliwym nadci$nieniem
tetniczym (DS) sa modelem nadci$nienia indukowa-
nego wysoka podaza sodu. U zwierzat tych ci$nienie
pozostaje prawidiowe, jezeli karmione sa one dieta o
prawidlowej zawartosci sodu, natomiast zwickszenie
jego podazy powoduje rozwoj nadci$nienia. U kon-
trolnego szczepu DR nadci$nienie nie rozwija si¢
nawet przy duzej podazy sodu. U szczuréw DS
stosowanie diety bogatosodowej powoduje wzrost
ekspresji HO-1 w komoérkach mig§nidwki aorty oraz
zwicksza ilo§¢ wytwarzanego CO oceniang na pod-
stawie stezenia hemoglobiny tlenkowegglowej we krwi.
Natomiast u szczuréw DR nie dochodzi do wzrostu
ekspresji HO-1 pod wplywem nadmiaru sodu. Ponadto
szczury DS na diecie bogatosodowej charakteryzuja si¢
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mniejszym udzialem NO w regulacji napiecia naczyn, o
czym $wiadczy mniejsze dzialanie presyjne inhibitora
syntezy NO, L-NAME, oraz upoSledzone dzialanie
naczyniorozszerzajace acetylocholiny. Podawanie
inhibitora oksygenazy hemowej, protoporfiryny kobal-
towej, obniza ciSnienie u szczuréw DS oraz znosi
roznice w dzialaniu L-NAME i acetylocholiny miedzy
obydwoma szczepami. Dane te wskazuja, ze nadmiar
HO-1 spowodowany duza podaza sodu moze by¢ przy-
czyna rozwoju nadci$nienia u szczuréw DS. Wzmozo-
na ilo§¢ HO-1 w naczyniach uposledza synteze tlenku
azotu w wyniku dziatania nastepujacych mecha-
nizméw: 1) HO-1 rozktada hem bedacy grupa proste-
tyczng NOS, 2) jony Fe?* uwolnione z hemu hamuja
transkrypcje genu NOS, 3) CO bezposrednio hamuje
aktywno$¢ NOS, 4) CO wiaze si¢ z cyklaza guanylowa
i uniemozliwia dzialanie NO, a sam jest stabszym jej
aktywatorem [60]. Potwierdzeniem tej hipotezy sa
wyniki badan myszy transgenicznych, u ktérych nad-
mierna ekspresja HO-1 w komorkach mie$niowki
naczyn powoduje rozwdj nadci$nienia [46]. U
szczurdw rasy Wistar karmionych dlugotrwale dieta
bogatosodowa inhibitory oksygenazy hemowe;j
powoduja spadek ci$nienia w odr6znieniu od zwierzat
kontrolnych, u ktérych indukujg jego wzrost. Swiadczy
to o tym, ze u zwierzat karmionych dieta
bogatosodowa oksygenaza hemowa dziala w kierunku
podwyzszenia ci$nienia [26]. Tak wigc nadmierna
aktywno§¢ HO moze si¢ przyczyniaé do rozwoju
nadci$nienia indukowanego dieta bogatosodowa
takze przy braku uwarunkowan genetycznych.

Znaczenie oksygenazy hemowej badano réwniez na mo-
delach nadci$nienia nieuwarunkowanego genetycznie.
Jednym z najczesciej stosowanych jest diugotrwale
podawanie angiotensyny. W izolowanych komoérkach
mig$niowki naczyn angiotensyna Il zmniejsza ekspresje
HO-1 poprzez dzialanie na receptory AT1 i wzrost
wewnatrzkomdrkowego stezenia wapnia [52]. Natomiast
przewlekie podawanie angiotensyny 11 in vivo wzmaga
ekspresje HO-1 w aorcie [51], sercu [54] i nerkach [4,
41, 53]. Jest to prawdopodobnie reakcja obronna
wywolana nadci$nieniem, ograniczajaca nat¢zenie stre-
su oksydacyjnego indukowanego angiotensyng II oraz
zwigzane z tym powiklania narzadowe. Podawanie
heminy zmniejsza, natomiast inhibitory HO-1 nasilaja
zmiany morfologiczne i czynnoSciowe w nerkach u
zwierzat otrzymujacych angiotensyne II [4].

Nadcis$nienie indukowane usuni¢ciem jednej nerki oraz
zwezeniem tetnicy zaopatrujacej druga nerke (one kid-
ney one clip — 1K1C) jest modelem nadci$nienia
nerkopochodnego. W pierwszym etapie wzrost ci$nie-
nia wystepuje w wyniku aktywacji ukladu renina--
angiotensyna, jednak pdzniej jego aktywnos¢ spada a

nadci$nienie utrzymuje si¢ wskutek retencji sodu i
zwickszenia objetoSci krwi krazacej. Podwigzanie
tetnicy nerkowej zwigksza ekspresje HO-1 w nerce i
sercu. Wysoko$¢ ciSnienia tetniczego w modelu 1K1C jest
taka sama u myszy HO-1*/* i HO-1", ale u tych ostatnich
bardziej nasilony jest przerost migS$nia sercowego i
uszkodzenie nerek [158]. W nadci$nieniu indukowanym
przewlektym podawaniem L-NAME u szczuréw wzra-
sta ekspresja HO-1 i HO-2 w aorcie, lewej komorze i w
nerkach. Podawanie heminy powoduje wi¢ckszy spadek,
a inhibitory HO wickszy wzrost ci$nienia u zwierzat
otrzymujacych L-NAME niz u szczuréw kontrolnych,
co $wiadczy o wigkszej roli CO w utrzymaniu napigcia
naczyn [146].

Przedstawione dane wskazuja, ze zar6wno niedobor
(szczury SHR) jak i nadmiar (szczury DS) oksygenazy
hemowej i tlenku wegla mogg si¢ przyczynia¢ do rozwo-
junadci$nienia uwarunkowanego genetycznie. W innych
modelach nadci$nienia ekspresja HO-1 w naczyniach,
sercu i w nerkach jest zwiekszona, co prawdopodobnie
jest reakcja kompensacyjna ograniczajaca wzrost ciSnie-
nia i zapobiegajaca powiklaniom narzadowym.

Nadci$nienie tetnicze jest jednym z przewleklych
powiktan cukrzycy. U szczuréw z do§wiadczalng cukrzy-
ca nie zmienia si¢ ilo§¢ HO-1 i HO-2 w naczyniach, ale
upoSledzone jest dzialanie naczyniorozszerzajace CO.
U zdrowych zwierzat CO rozszerza tetnice ogonowa za
posrednictwem cGMP i przez aktywacje kanaléw pota-
sowych, natomiast w cukrzycy ten drugi mechanizm jest
upoSledzony prawdopodobnie w wyniku nieenzymaty-
cznej glikacji tych kanatéw [156].

Jak dotychczas niewiele wiadomo na temat zachowania
si¢ oksygenazy hemowej w nadci$nieniu u czlowieka.
Wykazano jedynie, ze ilo§¢ wydychanego CO jest
obnizona u kobiet z nadci$nieniem indukowanym cigza,
co moze wskazywaé na znaczenie niedoboru CO w jego
patogenezie [9].

OKSYGENAZA HEMOWA | TLENEK WEGLA W PATOGENEZIE
MIAZDZYCY

W obrebie zmian miazdzycowych stwierdzono obec-
nos$¢ HO-1 zar6wno u krolikow [98] jak i u ludzi [155].
Czynnikami indukujacymi HO-1 w blaszkach miazdzy-
cowych moga by¢ oksydowane lipoproteiny osocza,
rodnik nadtlenoazotynowy, angiotensyna II, hem uwol-
niony z uszkodzonych komorek oraz cytokiny i czynniki
wzrostowe, takie jak PDGF i TGF-f [30, 48].

Oksygenaza hemowa moze odgrywac istotng role w
hamowaniu rozwoju zmian miazdzycowych. CO
hamuje proliferacje komoérek mig§nidwki naczyn i

92



Beftowski J. i wsp. — Oksygenaza hemowa i tlenek wegla...

agregacj¢ plytek krwi, zmniejsza synteze czynnikow
wzrostowych przez komorki §rédbtonka [91], ponadto
dziala przeciwzapalnie [106]. Indukowanie HO-1 w
hodowli komérek $rédbtonka i migsniowki naczyn
hamuje migracj¢ monocytéw [48]. Istotne znaczenie
przeciwmiazdzycowe ma prawdopodobnie antyoksy-
dacyjne dzialanie bilirubiny. Indukcja HO-1 hamuje
ekspresje  bialek adhezyjnych na komorkach
Srodbtonka i przyleganie do nich leukocytéw, co jest
pierwszym etapem rozwoju blaszki miazdzycowe;j.
Dziatanie to wynika ze wzmozonego wytwarzania
bilirubiny, poniewaz egzogenna bilirubina dziala
podobnie, natomiast CO nie ma takich wiasciwosci
[42]. Natomiast hamowanie aktywnosci HO wzmaga
ekspresje bialek adhezyjnych [149]. Male stezenie
bilirubiny w osoczu jest niezaleznym czynnikiem ryzy-
ka choroby niedokrwiennej serca [24, 87]. W zespole
Gilberta — genetycznie uwarunkowanej tagodnej
hiperbilirubinemii ryzyko zachorowania na chorobe
niedokrwienng serca jest kilkakrotnie zmniejszone
[147]. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze kroliki niemajace
BVR sa szczegblnie podatne na indukowanie
miazdzycy dieta bogata w cholesterol.

Badania in vivo wykazuja, ze indukcja farmakologicz-
na lub dostarczenie genu HO-1 zmniejsza nasilenie
miazdzycy w roznych modelach zwierzecych, takich
jak np. myszy z nokautowanym genem receptora LDL
[49], myszy z niedoborem receptora apoproteiny E
[62] oraz kréliki Watanabe z wrodzona hiperlipidemia
[50]. Podawanie CO droga wziewng zmniejsza nasilenie
miazdzycy w przeszczepionej aorcie [107]. Wykazano,
ze homocysteina zapobiega indukowaniu HO-1 przez
tlenek azotu w §cianie naczyn krwionosnych [122].
Zaktadajac, ze HO-1 dziala przeciwmiazdzycowo, efekt
ten moze by¢ kolejnym mechanizmem nasilonej atero-
genezy spowodowanej hiperhomocysteinemia.

RESTENOZA PO ANGIOPLASTYCE WIENCOWE)

W zwiazku z coraz szerszym stosowaniem leczenia
zabiegowego w ostrych zespotach wiencowych, istot-
nym problemem klinicznym staje si¢ nawr6t zwezenia
(restenoza) po wykonaniu angioplastyki. Przyczyna
restenozy jest nagromadzenie komoérek mig$niowych
w blonie wewnetrznej Sciany naczynia. Indukcja HO-1
przez podawanie heminy hamuje rozwdj zwezenia
wywolanego doswiadczalnym uszkodzeniem tetnicy
szyjnej u szczuréw [3, 139, 143]. Podobnie wplywa
nadekspresja HO-1 za pomoca wektora wirusowego
[27, 144]. Natomiast delecja genu HO-1 lub farmako-
logiczne hamowanie jego aktywnoSci nasilaja rozrost
blony wewnetrznej uszkodzonego naczynia [27, 139].
Ciekawe, ze wziewne podawanie CO w niewielkich
stezeniach tylko przez 1 godzing przed wykonaniem

doswiadczalnej angioplastyki znamiennie hamowato
rozw@j restenozy [107].

POLIMORFIZM GENU HO-1 A MIAZDZYCA

W rejonie promotorowym genu HO-1 znajduja si¢
powtarzajace si¢ sekwencje GT, wystgpujace w
roznych iloSciach u r6znych os6b. Mniejsza ilo$¢ tych
sekwencji wiaze si¢ z bardziej nasilong transkrypcja
genu i wicksza aktywnoscia enzymu. Wykazano, ze u
0sob z diugimi sekwencjami HO-1 czeéciej wystepuje
choroba niedokrwienna serca [14, 64], restenoza po
angioplastyce wienicowej [32, 123] oraz tetniak aorty
brzusznej [124]. Sugeruje to, ze mala aktywnos¢ HO-1
sprzyja rozwojowi miazdzycy.

NIEDOKRWIENIE MIE§NIA SERCOWEGO

Niedokrwienie z nastgpowa reperfuzja wzmaga
ekspresje HO-1 w izolowanym mig$niu sercowym
szczura [86]. Jest to wynikiem stresu oksydacyjnego
towarzyszacego reperfuzji, poniewaz pojawieniu si¢
HO-1 zapobiega perfuzja roztworem zawierajacym
enzymy antyoksydacyjne. Wzmozona ekspresje HO-1
obserwowano tez w sercu poddanym niedokrwieniu i
reperfuzji in situ [71, 127]. Farmakologiczne induko-
wanie HO-1 przed epizodem niedokrwienia zmniejsza
rozmiar zawalu, nat¢zenie stresu oksydacyjnego w
niedokrwionym miesniu oraz czestotliwo$¢ wystepowa-
nia arytmii komorowych w okresie reperfuzji [40, 85].
Mniejsze uszkodzenie migSnia sercowego wywolane
niedokrwieniem obserwowano u myszy transgenicz-
nych oraz szczuréw, ktorym do migs$nia sercowego
wszczepiono dodatkowe kopie genu HO-1 [89, 148,
162]. U myszy HO-1*" niedokrwienie i reperfuzja
powoduja bardziej nasilone uszkodzenie mi¢$nia ser-
cowego przejawiajace sie wigkszym obszarem martwicy,
podwyzszona aktywnoscia kinazy kreatynowej i uposle-
dzeniem kurczliwo$ci [163]. Za ochronne dziatanie
HO-1 w stanie niedokrwienia moze by¢ odpowiedzial-
na bilirubina, gdyz perfuzja izolowanego serca roztwo-
rami tego zwigzku dziala podobnie jak indukcja HO-1
[16]. Inne badania sugeruja natomiast, ze to tlenek wegla
zapobiega arytmiom komorowym wystepujacym w izolo-
wanym sercu poddanym niedokrwieniu i reperfuzji [S].

PRZEROST | PRZEBUDOWA MIESNIA SERCOWEGO.
NIEWYDOLNOSC KRAZENIA

Przerost migs$nia sercowego wywotany hipoksja lub
zwezeniem tetnicy plucnej wiaze si¢ ze wzmozona
ekspresja HO-1 w kardiomiocytach [114]. Znaczenie
HO-1 w procesie przerostu i przebudowy mig$nia ser-
cowego nie jest jednoznacznie wyja$nione. U myszy
HO” hipoksja powoduje bardziej nasilony przerost
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prawej komory niz u zwierzat kontrolnych [161]. W
odréznieniu od myszy kontrolnych, u myszy HO-1"
pod wplywem przewleklej hipoksji wystepuja ogniska
martwicy mig¢énia prawej komory oraz jej znaczne po-
szerzenie. Podawanie chlorku cyny — induktora HO-1 -
zmniejsza nasilenie przerostu lewej komory u szczuréw
SHR, nawet w dawkach niewptywajacych na ci$nienie
tetnicze [126]. Dane te wskazuja, ze HO-1 ogranicza
proces przerostu. W marskosci watroby spowodowane;j
podwigzaniem przewodu z6lciowego u szczura wzrasta
ekspresja HO-1 w mig$niu sercowym i stezenie cGMP.
Moze to by¢ nastepstwem dziatania endotoksyn ba-
kteryjnych, cytokin zapalnych lub aktywacji uktadu
wspotczulnego. Wzrost ekspresji HO-1 wigze si¢ z
uposledzeniem kurczliwosci mig$nia sercowego, czemu
zapobiega podawanie ZnPP, natomiast egzogenny CO
zmniejsza kurczliwo$¢ izolowanych miesni brodawko-
watych. Sugeruje to, ze nadmiar CO jest jednym z me-
chanizméw zmniejszonej wydolnosci migsnia sercowego
u chorych z marskoScia watroby [77].

TRANSPLANTACJA SERCA

Istnieja dane wskazujace na zwigzek HO-1 z odrzu-
caniem przeszczepOw, W tym przeszczepdw serca. Serca
myszy HO” i HO-1*" przeszczepiane szczurom ulegaja
odrzuceniu znacznie wcze$niej niz serca pobrane od
zwierzat kontrolnych. W przeszczepionych sercach HO-
1+ stwierdza si¢ nasilong apoptoze miocytow, nacieki
leukocytarne, agregacje plytek i tworzenie zakrzepow w
naczyniach [129]. Podawanie protoporfiryny cynowej
(inhibitora HO) zmniejsza przezywalnos¢ przeszczepio-
nych serc, natomiast wziewnie stosowany CO dziala
korzystnie [121]. Dane te wskazuja, ze HO-1 dziala
ochronnie w stosunku do przeszczepu. Transfer genu
HO-1 za pomoca wektora wirusowego hamuje proces
odrzucania przeszczepu u szczura [141].

PobsSuMOWANIE

Wiele danych wskazuje, ze ekspresja HO-1 wzrasta w
sytuacji narazenia komdrek na stres, i ze enzym ten
ma dziatanie ochronne. Korzystny wplyw induktoréw
HO-1 wskazuje jednak, ze naturalny wzrost ekspres;ji
enzymu czesto nie chroni dostatecznie tkanek. W
zalezno$ci od modelu doswiadczalnego, zar6wno CO
jak i barwniki zélciowe moga odpowiadac za dziatanie
ochronne HO-1. Nadmierna ekspresja enzymu nasila
jednak uszkodzenie tkanek przede wszystkim w
wyniku uwalniania prooksydacyjnie dzialajacego
zelaza, chociaz CO i bilirubina w wigkszych st¢zeniach
tez dziataja toksycznie. Niedobdr oksygenazy hemo-
wej moze si¢ przyczyniaé do rozwoju niektdérych
chor6b uktadu krazenia, takich jak nadci$nienie
tetnicze czy miazdzyca. Ochronne dzialanie HO-1

wzbudza duze nadzieje terapeutyczne. Jednak pomi-
mo obiecujacych wynikéw wielu badan doswiadczal-
nych, perspektywy zastosowan klinicznych wydaja si¢
nadal odlegte. Zwiazki indukujace HO-1 dzialaja
nieswoiscie, gdyz wplywaja tez na inne biatka szoku ter-
micznego, a takze — jak sole metali cigzkich — jedno-
cze$nie dziatajg toksycznie. Poza tym farmakologiczna
indukcja HO-1 jest krotkotrwala, a wigc moze znalezé
zastosowanie jedynie w stanach ostrych. Bardziej
obiecujace sg proby zwigkszania aktywno$ci HO-1
przez manipulacje genetyczne, zwlaszcza ze mozna by
to przeprowadza¢ miejscowo np. w czasie koronaro-
grafii. Chociaz wziewnie podawany CO dziata korzyst-
nie w wielu modelach do§wiadczalnych, zastosowanie
go ta drogg u czlowieka nie wydaje sic mozliwe ze
wzgledu na toksyczno$¢ i trudnosci w uzyskaniu $ciSle
kontrolowanych stgzen tego zwiazku. Opisano zwiazki
nieorganiczne uwalniajace CO w warunkach fizjolo-
gicznych [93], ktére moglyby by¢ stosowane w terapii,
zwlaszcza miejscowo. Na uwage zastuguja tez zwiazki
wzmagajace dziatanie CO na cyklazg guanylowa, takie
jak np. YC-1, ktory skutecznie hamuje rozwdj restenozy
w uszkodzonych naczyniach w warunkach do$wiadczal-
nych [142]. Nalezy jednak pamigtaé, ze bedzie on nasi-
lat jedynie dziatania CO zalezne od cGMP.

Kontrowersje wzbudza znaczenie HO-2 i konstytutyw-
na rola tlenku wegla jako mediatora w warunkach
fizjologicznych. Chociaz CO wykazuje aktywno$¢ bio-
logiczna, wydaje sie, ze jego rola bywa niekiedy
przeceniana, gdyz ze wzgledu na podobny mechanizm
dzialania zbyt pochopnie przypisuje mu si¢ wiele
funkcji ekstrapolujac dane uzyskane dla tlenku azotu.
Niewiele dotychczas wiadomo o mechanizmach regu-
lujacych aktywno$§¢ HO-2, podczas gdy wszystkie
enzymy syntetyzujace biologicznie aktywne mediatory
sa precyzyjnie regulowane. CO nie jest kataboli-
zowany w ustroju, co jest niezwykla cecha wsrod
wtornych przekaznikéw, znacznie utrudniajaca
regulacje jego dzialania. Jednak niezaleznie od
watpliwo$ci, badania z tego zakresu rodza wiele
fascynujacych probleméw. Czy metaloporfiryny sa
endogennymi inhibitorami HO o znaczeniu fizjolo-
gicznym, a jezeli tak, to czy i jak ich metabolizm jest re-
gulowany? Czy istnieja endogenne zwiazki wzmagajace
aktywacje cyklazy guanylowej przez CO? Jakie mecha-
nizmy reguluja aktywnos¢ reduktazy biliwerdynowej —
enzymu o podstawowym znaczeniu dla dzialania
antyoksydacyjnego barwnikow zotciowych? Sa to tylko
niektore pytania, jakie niewatpliwie zostang wyjasnione
w kolejnych badaniach.
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