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SYMBOLE | SKROTY UZYWANE W PRACY

2KIC
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LXSN
MAPK
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0,
ONN
PARP

— 2 kidney 1 clip

— 3-nitrotyrozyna

— apoptosis inducing factor

— syntaza kwasu §-aminolewulinowego

— czynnik transkrypeyjny activator protein-1

— apoptotic protease activating factor

— ataxia teleangiectasia-mutated

— B cell leukemia/lymphoma-2

— protoporfiryna kobaltowa

— cyklooksygenaza (cyclooxygenase)

— podjednostka IV oksydazy cytochromu ¢

— cytochrom ¢

— direct IAP binding protein with low PI

— Fas ligand

— granulocyte-macrophage colony stimulating factor
— oksygenaza hemowa (heme oxygenase)

— inhibitors of apoptosis proteins

— interleukin

— c-Jun NH -terminal kinase

— wektor retrowirusowy z genem HO-1 w orientacji ,,antysens”
— ,,pusty” wektor retrowirusowy

— mitogen activated protein kinase

— macrophage inflammatory protein

— czynnik transkrypeyjny nuclear factor kappa B
— syntaza tlenku azotu (nitric oxide synthase)

— anion ponadtlenkowy

— ostra niewydolnos¢ nerek

— poly (ADP-ribose) polymerase



PI3K — phosphatidylinositol-3 kinase

PTP — permeability transition pore

ROS — reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)
Smac — second mitochondria-derived activator of caspase
SnMP — mezoporfiryna cynowa

SnPP — protoporfiryna cynowa

STZ — streptozotocyna

TGF-B — tumor growth factor

TNF-a — tumor necrosis factor o.

TNFR — tumor necrosis factor receptor

TUNEL — TdT-mediated dUTP nick end-labeling

VDAC — voltage-dependent anion channel

ZnPP — protoporfiryna cynkowa



WPROWADZENIE

Zainteresowanie oksygenaza hemowg (HO), znanym od 1968 roku enzymem roz-
ktadajacym hem i wytwarzajacym tlenek wegla (CO), wzrosto po odkryciu w latach
osiemdziesigtych XX wieku pierwszego ,,gazowego” mediatora — tlenku azotu (NO).
Okazato si¢ wtedy, ze rola HO nie ogranicza si¢ jedynie do kontroli poziomu wolnego
hemu w komoérce, a rozliczne dzialania biologiczne produktow rozktadu hemu — CO, bi-
lirubiny 1 zelaza — zapewnity HO gtéwna rolg wsrdd endogennych uktadéw chronigecych
komorki przed uszkodzeniem.

Jak dotychczas, wigkszo$¢ badan dotyczy szeroko rozumianego dziatania przeciwza-
palnego HO. W pismiennictwie obecne sg takze prace, oparte gtdéwnie na badaniach in
vitro, ogblnie opisujace pobudzajace lub hamujace (w zaleznosci od szczegotdw modelu
badawczego) oddziatywanie szlaku HO na zachodzenie proceséw apoptozy. Oryginal-
no$¢ niniejszej pracy polega na tym, ze skupia si¢ ona na badaniach prowadzonych in
vivo (analizie uszkodzenia nerek w trzech réznych, zwierzgcych modelach schorzen, be-
dacych powaznymi problemami w praktyce klinicznej), a takze przedstawia molekular-
ne mechanizmy wplywu oksygenazy hemowej na procesy regulujace apoptozg.

Praca niniejsza jest czesciowo oparta na nastepujacych artykutach:

1. Olszanecki R., Rezzani R., Omura S., Stec D.E., Rodella L., Botros .F, Goodman
A.L, Drummond G., Abraham N.G. Genetic suppression of HO-1 exacerbates renal da-
mage: Reversed by an increase in the anti-apoptotic signaling pathway. Am. J. Physiol.
Renal Physiol. 2007; 292:F148-157.

2. Botros F.T., Olszanecki R., Prieto-Carrasquero M.C., Goodman A.I., Navar L.G.,
Abraham N.G. Induction of heme oxygenase-1 in renovascular hypertension is associa-
ted with inhibition of apoptosis. Cell Mol. Biol. (Noisy-le-grand) 2007; 53(4):51-60.

3. Goodman A.l., Olszanecki R., Yang L.M., Quan S., Li M., Omura S., Stec D.E.,
Abraham N.G. Heme oxygenase-1 protects against radiocontrast-induced acute kidney
injury by regulating anti-apoptotic proteins. Kidney Int. 2007; 72(8):945-953.






1, WSTEP

1.1. Hem i oksygenaza hemowa

Charakterystyczng cecha porfiryn — cyklicznych zwigzkéw, zbudowanych z 4 pier-
$cieni pirolowych potaczonych mostkami metinowymi — jest tatwe tworzenie komplek-
sow z metalami [238]. Metaloporfiryny, ze wzgledu na tatwe wchodzenie w reakcje utle-
niania i redukcji oraz korzystne wilasnosci elektrochemiczne, umozliwiaja wiele pod-
stawowych reakcji metabolicznych i sa szeroko rozpowszechnione w przyrodzie [238].
Najwazniejsze w fizjologii ssakdéw jest potaczenie porfiryny z zelazem — hem. Swe
funkcje fizjologiczne hem petni po potaczeniu z wlasciwymi biatkami, i to od struktury
sktadnika bialkowego zalezy sposdb wykorzystania hemu w konkretnych hemoprote-
inach [89]. W przypadku hemoglobiny i mioglobiny jest to przenoszenie i magazyno-
wanie tlenu dwuczasteczkowego; w przypadku cytochroméw — transport elektronow,
w wypadku za$ enzymoéw, takich jak syntaza tlenku azotu (NOS), cyklooksygenaza
(COX), katalaza czy rézne peroksydazy, niezbedne uczestnictwo w reakcjach utlenia-
nia/redukcji odpowiednich substratow.

Hem syntetyzowany jest we wszystkich komorkach jadrzastych. Porfirynowy szkie-
let hemu powstaje z glicyny i1 sukcynylokoenzymu A, w skomplikowanym cyklu reak-
cji zapoczatkowanym w mitochondriach przez syntaz¢ kwasu d-aminolewulinowego
(ALAS), prowadzonym nastepnie w cytoplazmie, a ukonczonym na powrot w mitochon-
driach [282]. Na ostatnim etapie syntezy hemu, w uktad porfirynowy, przy udziale enzy-
mu — ferrochelatazy, wbudowywane jest zelazo. Hem moze by¢ takze importowany do
komorki z zewnatrz przy udziale blonowego transportera [441]. Jako zwiazek lipofilny,
hem dos¢ tatwo dyfunduje pomiedzy organellami wewnatrz komorki, jednak pula wol-
nego (niezwigzanego z biatkami) hemu jest w komdrce bardzo niewielka [325]. Niemal
w catosci jest on wbudowywany do hemoprotein lub wiazany przez biatka — magazyny
(hemopeksyng, HBP23) [180, 279]. Komorka ,,obchodzi si¢” z hemem bardzo ostroznie,
poniewaz wolny hem jest niezwykle toksyczny — wybitnie nasila powstawanie reak-
tywnych form tlenu (ROS), dziata prozapalnie, uszkadza btony lipidowe i cytoszkielet
komorki [33, 184, 344, 414], dlatego nie tylko powstawanie, lecz i rozktad hemu jest
Scisle regulowany [282].

W pewnych warunkach, po zadziataniu czynnikdéw stresowych, na skutek uwolnie-
nia hemu z hemoprotein, w komérce moze dojs¢ do podwyzszenia stgzenia wolnego
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hemu (rys. 1). Rozktad hemu determinowany jest przez aktywnos¢ HO (EC 1.14.99.3)
(rys. 1).

Oksygenaza hemowa (HO) opisana zostata w 1968 roku przez Tenhunen i wsp.
[398]. Trzeba jednak doda¢, ze juz duzo wczesniej pojawialy si¢ informacje dotyczace
poszczegdlnych etapdw procesu degradacji hemu — zaobserwowano np., ze rozktad he-
moglobiny in vivo wiaze si¢ z powstawaniem CO [75, 365, 366].

HO utlenia hem do biliwerdyny, CO oraz zelaza na stopniu utlenienia +2 (Fe*") (rys. 1).
Utlenienie jednej czasteczki hemu wymaga 3 moli tlenu oraz 1 mola NADPH (lub NADH),
dostarczonego przez wspdtpracujacy enzym — reduktazg NADPH:cytochrom p450 (EC.
1.6.2.4) [297, 398, 411, 453]. Ciekawym aspektem reakcji HO jest to, ze hem, wigzac si¢
z enzymem, dziata zarowno jako substrat, jak i kofaktor [398]. Syntetyczne metaloporfi-
ryny — protoporfiryny: kobaltowa (CoPP), cynowa (SnPP), cynkowa i manganowa (ZnPP,
MnPP), oraz mezoporfiryny cynowa i chromowa (SnMP, CrMP) moga dziata¢ jako kom-
petycyjne inhibitory aktywnosci HO, zwlaszcza zastosowane in vitro. CoPP zastosowana
in vivo jest silnym induktorem aktywnosci HO.

Uwolnione z hemu Zelazo jest natychmiast wigzane przez ferrytyng, tlenek wegla
swobodnie dyfunduje, hydrofilna biliwerdyna zas redukowana jest przez reduktaze bi-
liwerdyny (BVR) (EC.1.3.1.24) do lipofilnej bilirubiny. Wigkszo$¢ metod pomiaru ak-
tywnosci HO opiera si¢ wlasnie na spektrofotometrycznej ocenie tempa powstawania
bilirubiny w probce w obecnosci nadmiaru substratéw, kofaktoroéw oraz BVR [345].

HO wystepuje w dwoch izoformach: HO-1 (~32 kDa) oraz HO-2 (~36 kDa), wy-
kazujacych u cztowieka 88% homologii sekwencji aminokwaséw. [zoformy te sg pro-
duktami odrgbnych gendw ho-1 oraz ho-2 [80, 254, 406, 407]. Aktywniejsza izoforma
HO-1 jest enzymem indukowalnym i w stanie fizjologii w wigkszych ilosciach wyste-
puje jedynie w tkankach i narzadach zaangazowanych w tworzenie i usuwanie erytro-
cytow (Sledziona, komorki uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego watroby, szpik kostny)
[306, 398]. Poziom HO-1 w $ledzionie, watrobie i nerkach silnie wzrasta w czasie hemo-
lizy [321, 322]. Indukcja transkrypcji HO-1 moze zachodzi¢ praktycznie we wszystkich
komorkach jadrzastych w odpowiedzi na niezwykle szeroka game¢ bodzcow uszkadza-
jacych, ogdlnie kwalifikowanych jako stres komorkowy. Izoforma HO-2 jest enzymem
konstytutywnym — stale obecnym i aktywnym w komorkach (jej aktywnos¢ jest ok.
3 razy mniejsza niz HO-1). Najwigkszy poziom HO-2 wystepuje w jadrach, mozgu (za-
rowno neuronach, jak i gleju), watrobie, $cianie jelit i naczyn krwionosnych (zaréwno
w $rodbtonku, jak i mig$niach gtadkich) [250, 407, 456]. Opisana w 1997 roku izoforma
HO-3 [262], o niktej aktywnos$ci enzymatycznej i nieznanej roli, w $wietle ostatnich ba-
dan nie znajduje potwierdzenia jako odrgbne genetycznie biatko [160].

Wewnatrz komorek zaréwno HO-1, jak i HO-2 wystepuja gtownie we frakeji mi-
krosomalnej (siateczka srodplazmatyczna), w ktorej moga tworzyé kompleksy biatkowe
z reduktaza NADPH:cytochrom p450 oraz reduktaza biliwerdyny. Obie izoformy HO
posiadaja hydrofobowe domeny blisko C-konca, sugerujace zakotwiczenie w btonach
[178, 360]. Wykazano obecnos¢ obu izoform na otoczce jadrowej [236, 248], a takze na
btonie komoérkowej, gdzie izoforma HO-1 kolokalizuje si¢ z kaweolina-1, ktora moze
peié rolg inhibitora aktywnosci HO [203]. Ostatnio podnosi si¢ mozliwos¢ wystgpo-
wania HO-1 w mitochondriach [76, 98, 343].

Zastanawiajaca jest ztozono$¢, wszechobecnos$¢ w organizmie oraz rozpowszechnie-
nie w przyrodzie enzymow rozktadajacych metaloporfiryny — obecnos¢ biatek przypo-
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Rys. 1. Miejsce oksygenazy hemowej (HO) w metabolizmie hemu. Szczegoty w tekscie
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minajacych budowsa i aktywnoscia HO-1 wykazano u nizszych zwierzat, roslin, grzy-
bow, a nawet bakterii [28, 226, 267, 280, 313, 334, 429, 435, 459]. Kluczem do odpo-
wiedzi na pytanie, dlaczego ewolucja tak skutecznie zachowata ten szlak metaboliczny,
sg pelnione przez HO i produkty jej reakcji role biologiczne, daleko wykraczajace poza
regulowanie poziomu hemu w komorce.

U bakterii i grzybow biatka podobne do HO-1 stuza do pozyskiwania zelaza z hemo-
protein otoczenia, u roslin biorg udziat w syntezie waznych barwnikéw — fitochromow,
fitochromobilin oraz fikobilin [127].

U ssakéw role szlaku HO sg bardzo zrdéznicowane, a ich analiza musi uwzglgdnia¢
dwa gldwne aspekty:

* usuwanie hemu (zarowno udziat w fizjologicznym metabolizmie hemoprotein,

jak i rozktad nadmiaru wolnego hemu w stanach patologicznych);

* dziatania produktéw reakcji — Fe**, bilirubiny i CO.

W fizjologicznym metabolizmie hemoglobiny pierwszoplanowa role odgrywa HO-1
zlokalizowana w narzadach zaangazowanych w rozktad i powstawanie erytrocytéw. Jej
ilos¢ przyrasta w warunkach zwigkszonego rozpadu czerwonych krwinek. Rozktad
hemu uwalniajacego si¢ w duzo mniejszych ilosciach, fizjologicznie w kazdej komor-
ce, z innych niz hemoglobina hemoprotein komdrkowych ,,obstuguje” konstytutywna
HO-2. W wypadku szeroko rozumianego stresu komérkowego (zob. dalej) w rozktadzie
hemu wigksza rolg zaczyna odgrywaé wyindukowana HO-1. Ciekawym aspektem usu-
wania hemu przez izoformy HO jest mozliwos$¢ regulowania dostgpnos$ci hemu w ko-
morkach, a przez to aktywnosci niektoérych waznych enzymoéw o budowie hemoprotein.
Wykazano regulowanie aktywnosci COX i NADPH oksydazy przez HO-1 w komdrkach
srodblonka i makrofagach [151, 391].

Prawdziwe zainteresowanie szlakiem HO wzrosto wtedy, gdy zwrdcono uwage na
mozliwe dziatania biologiczne produktéw rozktadu hemu, a zwlaszcza CO i bilirubiny
(rys. 1). Przy zatozeniu, ze w warunkach fizjologicznych za ich powstawanie odpowiada
wytwarzajaca wzglednie niewielkie ilosci konstytutywna HO-2, w patologicznych za$
dominuje aktywniejsza HO-1, role produktéw degradacji hemu w tych dwoch sytuacjach
sa odmienne. Nalezy rdwniez dodaé, ze w przypadku niskiej, konstytutywnej aktywno-
$ci HO produktem, ktoéry — jak si¢ okazalo — ma najwicksze dziatania biologiczne, jest
CO. W sytuacjach patologicznych, kiedy tempo rozktadu hemu wzrasta, duze znaczenie
biologiczne uzyskuja wszystkie produkty reakcji HO.

Konstytutywne wytwarzanie CO odgrywa najwigksza rol¢ w osrodkowym 1 obwo-
dowym uktadzie nerwowym, uktadzie rozrodczym oraz w $cianie naczyn krwionos$nych.

Ogolnie, molekularnym celem CO jest hem licznych hemoprotein (taczac si¢ z nim,
CO moduluje aktywnos¢ COX, NOS, katalazy, cyklazy guanylanowej) oraz reszty histy-
dyny niektorych biatek (np. kanatow potasowych BK . ) [343].

W neurofizjologii CO ,,awansowal” do rangi drugiego obok NO najwazniejszego
neuroprzekaznika ,,gazowego” [przeglad zob. 250, 367, 442]. Udowodniono jego po-
wstawanie (zalezne gléwnie od HO-2) we wszystkich strukturach osrodkowego i ob-
wodowego uktadu nerwowego [116] oraz udziat w tak podstawowych zjawiskach, jak
regulacja funkcji osi podwzgdrze-przysadka [256], kontrola rytmu dobowego [19], prze-
wodzenie bodzcoéw bolowych [237], termoregulacja [115], uczenie si¢ 1 pamig¢ [377];
wykazano udzial CO w neurotransmisji NANC [457] (np. w zjawisku ejakulacji [53]
czy regulacji perystaltyki przewodu pokarmowego [299]).
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W uktadzie rozrodczym CO odgrywa rolg w regulacji spermatogenezy [252] oraz
funkcji jajnikow [12]. Bardzo ciekawa i nie do konca poznana (moze obejmowac regula-
cj¢ funkcji tozyska i wzrastania ptodu) jest rola szlaku HO w ciazy [przeglad zob. 442].

Wiele uwagi poswigcono naczyniorozkurczowemu dziataniu CO, ktdre po raz pierw-
szy obserwowali McGrath i Smith: podanie egzogennego CO wywotato rozkurcz tgtnicy
wiencowej szczura [263]. Egzogenny CO wywoluje rozkurcz niezalezny od obecnosci
srodblonka [422] — zalezy on od pobudzania cyklazy guanylanowej do produkcji cGMP
[384] oraz otwierania kanalow potasowych BK . [424] w migsniach gtadkich naczyn.
Naczyniorozkurczowe dziatanie endogennego CO wykazano, stosujac metaloporfiry-
ny — inhibitory aktywno$ci HO, ktdére podnosity ci$nienie w modelu izolowanej, per-
fundowanej watroby [387] oraz kurczyty tetniczki zaopatrujace migsien smukty [213].
Obecnie wiadomo, ze fenomen rozkurczu naczyn w odpowiedzi na CO dotyczy niemal
wszystkich tozysk naczyniowych i ma znaczenie w niektorych stanach patologicznych
(marskos$¢ watroby, krwotok podpajeczynowkowy). Udziat CO w wazoregulacji, w sta-
nie fizjologii oraz w niektorych schorzeniach uktadu sercowo-naczyniowego jest jednak
stale przedmiotem kontrowersji [31, 257, 292, 422].

Z pewnoscia najwieksze zainteresowanie budzi indukowalny szlak HO, zalezny od
pojawiania si¢ w komorkach izoformy HO-1. Dziwi jednak fakt, ze praktycznie wszyst-
kie jadrzaste komorki odpowiadajg indukcja tego enzymu na niezwykle szeroka game
bodzcdw, ktore ogdlnie mozemy opisac jako stresowe [przeglad zob. 343]. Wymieniajac
tylko najwazniejsze, mozna zaliczy¢ do nich:

+ reaktywne formy tlenu (H,O,, jon ponadtlenkowy, naswietlanie UVA) [201];

» lipopolisacharyd bakteryjny (LPS) i cytokiny prozapalne (IL-1, TNF-a) [56, 399];

» czynniki wzrostu (TGF-B) [221];

 tlenek azotu i nadtlenoazotyn [52, 65];

* hiperoksj¢ oraz hipoksje [92, 228];

» produkty utleniania biomolekut (utlenione LDL, glikowane biatka) [177, 448];

» substancje zmniejszajace stezenie zredukowanych grup —SH w komorce [16];

» metale cigzkie w postaci ich soli (Co, Sn, Cd, Zn) [253];

* metaloporfiryny [352];

» niektdre endogenne lipidy (prostaglandyny serii J) [210];

 polifenole pochodzenia roslinnego (kurkumina, rezweratrol, karnozol) [188, 278].

Chociaz jest to wciaz przedmiotem sporow, tak duza grupa bodzcéw wykorzystuje
kilka podstawowych, wspdlnych drog indukcji HO-1. Przypuszczalnie wigkszos$¢ bodz-
cow powoduje pewien rodzaj ,,uniwersalnego” stresu komoérkowego, w ktorym hem,
luzno zwiazany z niektorymi hemoproteinami, moze zosta¢ uwolniony do cytoplazmy
i indukowa¢ HO-1 [418]. Czg$¢ powoduje obnizenie ilosci zredukowanego glutationu
w komorce (substancje zmniejszajace ilos¢ grup —SH, ROS, metale cigzkie, prostaglan-
dyny J), inne nasilaja wewnatrzkomorkowe wytwarzanie reaktywnych form tlenu (hiper-
oksja) lub dziataja przez swoiste czynniki transkrypcyjne (np. cytokiny przez czynnik
NF kB 1 AP-1; polifenole przez czynnik Nrf-2, inne ksenobiotyki przez receptory akty-
wowane proliferatorami peroksysomow PPAR) [4, 216, 343].

Odpowiedz na pytanie, dlaczego natura wyposazyta komodrki w tak uniwersalng
zdolno$¢ do indukcji enzymu rozktadajacego hem, lezy w analizie wlasciwosci biolo-
gicznych produktéw reakcji HO — ich dzialania maja na celu odwrécenie skutkéow juz
zaistniatego stresu komorkowego oraz ochrong przed nastepnym uszkodzeniem.
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W czasie rozktadu hemu przez HO-1 uwolnione zostaja duze ilosci Fe*", bilirubiny
1 CO.

Zelazo, jako potencjalnie toksyczne (moze nasilaé wytwarzanie ROS na drodze reak-
cji Fentona [261]), wbudowywane jest natychmiast do ferrytyny, ktorej indukcja towa-
rzyszy zazwyczaj indukcji HO-1 [54, 110]. Wykazano réwniez, ze indukcja HO-1 idzie
w parze z pojawieniem si¢ ATP-azy, aktywnie transportujacej Fe’" na zewnatrz komor-
ki, co prawdopodobnie przeciwdziata przetadowaniu transferyny zelazem i zapobiega
toksycznemu dziataniu wolnego Fe** [25]. Ostatnio zaproponowano, ze w niektorych
rodzajach komorek (hodowane komorki chtoniaka) Fe?* uwolnione przez HO-1 moze
(prawdopodobnie przez delikatne zwigkszenie wewnatrzkomoérkowego powstawania
ROS) aktywowac¢ czynnik transkrypcyjny NF kB, co powoduje zahamowanie apoptozy
[67]. Nalezy jednak podkresli¢, ze dotychczas opublikowane prace nie wyjasnily jed-
noznacznie wptywu HO na procesy apoptozy, wskazujac na przeciwapoptotyczne lub
proapoptotyczne, w zaleznosci od rodzaju komorek, dziatanie CO (zob. dalej).

Bezposrednim produktem reakcji HO jest zielony, hydrofilny barwnik — biliwerdyna,
ktéra przeksztatcana jest szybko do zottej, lipofilnej bilirubiny w reakcji katalizowanej
przez reduktaze biliwerdyny (BVR) (rys. 1). Podobnie jak CO, bilirubina przez dlugi
czas uwazana byta za szkodliwy odpad procesu degradacji hemu. Dobrze opisano jej
dziatanie neurotoksyczne, zalezne od odktadania si¢ barwnika w fosfolipidach osrodko-
wego uktadu nerwowego [70, 395] (farmakologiczne hamowanie HO za pomoca metalo-
porfiryn jest ciekawa kliniczng alternatywa tradycyjnych metod leczenia hiperbilirubine-
mii wczesniakdw [192]). Potencjalnie korzystne wlasciwosci ,,zmiatania” reaktywnych
form tlenu przez bilirubing poznane zostaty juz w latach siedemdziesiatych XX wieku
[376]. W serii doswiadczen Stoker i wsp. udowodnili bardzo skuteczne, antyoksydacyj-
ne dziatanie bilirubiny in vitro [379-381, 383] oraz zasugerowali takie jej dziatanie in
vivo [383]. Bilirubina reaguje z wigkszos$cig znanych ROS, takze z wytwarzanym przez
neutrofile podchlorynem [382], nadtlenoazotynem i tlenkiem azotu [194, 255]. W czasie
reakcji moze zosta¢ utleniona z powrotem do biliwerdyny (jak si¢ sugeruje, BVR odpo-
wiedzialna bytaby wtedy za cykl odzyskiwania bilirubiny) [24]. W doswiadczeniach in
vitro bilirubina zapobiega utlenianiu makromolekut (lipidow 1 biatek) [293, 294], a takze
chroni hodowane neurony oraz komdérki HelLa przed uszkodzeniem i apoptoza spowo-
dowanymi przez H,0, [24, 101]. Wydaje sig, ze za dziatania biologiczne barwnikow
z6lciowych odpowiada gtownie wlasciwos$¢ zmiatania ROS, chociaz ostatnio wskaza-
no takze na mozliwo$¢ innego, niz antyoksydacyjne, mechanizmu dziatania bilirubi-
ny i biliwerdyny — uczestnictwo w wewnatrzkomorkowym przekazywaniu sygnatow
[251]. Ochronne i przeciwzapalne dziatanie bilirubiny i biliwerdyny obserwowano in
vitro (bilirubina zapobiegata zapalnej aktywacji hodowanych komdrek srodbtonka przez
TNF-a [197]) oraz in vivo — zmniejszata ona uszkodzenie watroby spowodowane lipo-
polisacharydem bakteryjnym [425], ograniczata reakcj¢ zapalng w modelu zwtdknienia
ptuc spowodowanego bleomycyna [421], zmniejszata uszkodzenie serca i nerek po ich
niedokrwieniu i reperfuzji [7, 71] oraz zapobiegata reakcji odrzucania przeszczepu serca
i nerek [283, 446]. Rozkwit badan podstawowych nad biologiczna aktywnos$cia barwni-
kéw zotciowych, wykazanie ochronnego dziatania tagodnej hiperbilirubinemii u zwie-
rzat (szczury szczepow ,,Gunn” i ,,Eizai”) [92, 207], a takze zidentyfikowanie jej jako
czynnika zapobiegajacego chorobie niedokrwiennej serca u ludzi [47, 356] spowodowa-
ly zainteresowanie uzyciem bilirubiny i biliwerdyny w celach terapeutycznych [343].
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Najwigcej uwagi poswigcono badaniom biologicznej roli CO. Dobowa produkcja
CO w organizmie czlowieka oceniana jest na ok. 350—400 mikromoli [442]. Podobnie
jak bilirubina, CO uwazany byt przez dtugi czas za toksyczny odpad metaboliczny. Tok-
sycznos¢, obserwowana przy zatruciu egzogennym CO, zalezy od jego zdolnosci do
wigzania si¢ z hemem hemoprotein, a szczegolnie hemoglobiny (powinowactwo CO do
hemoglobiny jest ok. 250 razy wigksze niz powinowactwo tlenu dwuczasteczkowego)
i powodowania uogolnionej hipoksji szybko prowadzacej do $mierci [378]. Stosunko-
wo po6zno rozpoczete badania nad dziataniem mniejszych, wytwarzanych w organizmie
ilosci CO przyniosty wiele niezwykle ciekawych informacji [przeglad zob. 442]. U pod-
staw biologicznego dziatania CO lezy przede wszystkim jego zdolnos¢ do wiazania si¢
z hemem hemoprotein i modulowania ich funkcji (wybrane, najwazniejsze dziatania ze-
brano ponizej).

Hemoproteina Efekt wigzania CO Pi$miennictwo

Hemoglobina i mioglobina hamowanie 74,123
Syntaza tlenku azotu (NOS) hamowanie 403
Cyklaza guanylanowa (sGC) stymulacja 384
Cyklooksygenaza (COX) hamowanie 11
Cytochrom p450 hamowanie 114
Oksydaza cytochromu ¢ hamowanie 437
Katalaza hamowanie 174
NADPH oksydaza hamowanie 79
Dioksygenaza tryptofanu hamowanie 317

Badania molekularnych mechanizméw dziatania CO sugeruja pobudzanie trzech
gléwnych szlakéw wewnatrzkomdrkowego przekaznictwa sygnatu: aktywacje sGC
prowadzaca do wzrostu stgzenia cGMP, stymulacj¢ (czy bezposrednig — jest to wcigz
przedmiotem dyskusji) kinaz MAPK oraz otwarcie kanatu potasowego BK  (poprzez
zwigzanie si¢ z resztami histydyny biatka kanatu). W przypadku konkretnego efektu fi-
zjologicznego udziat poszczegolnych mechanizmdéw moze by¢ rozny (jedna z drog zwy-
kle dominuje).

Jak wspomniano powyzej, pobudzanie przez CO sGC migsni gtadkich powoduje ich
rozkurcz, obserwowany zardwno w tozysku naczyniowym [423], jak tez w oskrzelach [58].
W pewnych tozyskach naczyniowych (t¢tniczki zaopatrujace migsien smukty, tetnica ogo-
nowa szczura, tetniczki zaopatrujace opong miekka, krazenie mézgowe) dominowac moze
rozkurcz niezalezny od cGMP, spowodowany otwarciem BK_ [181, 233, 423, 458].

Najwigcej zainteresowania budzi przeciwzapalne dziatanie CO, a takze jego wpltyw
na przebieg cyklu komorkowego i procesy apoptozy.

Przeciwzapalne dzialanie zardwno egzo-, jak i endogennego CO obserwowano in
vitro oraz w zwierzgcych modelach zapalenia [305, 418].

Zaréwno indukcja HO-1, jak tez egzogenny CO zmniejsza produkcj¢ TNF-a, IL-1,
IL-6, GM-CSF oraz MIP-1p w makrofagach stymulowanych przez LPS [343]. Co wig-
cej, w tym samym modelu CO zwigksza wytwarzanie cytokiny przeciwzapalnej — IL-10
[343] (z kolei IL-10 dziata poprzez indukowanie HO-1 [230]). Jak si¢ wydaje, w wypad-
ku wptywu na TNF-a, IL-1B oraz MIP-1f, dziatanie CO zalezy od pobudzania szlaku
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kinazy p38 MAPK [93, 332], w przypadku zmniejszania wytwarzania IL-6 do dziatania
CO wymagana jest czynna kinaza JNK [275], wplyw za$ na wytwarzanie GM-CSF (ob-
serwowany takze w hodowanych komdrkach migsni gtadkich oskrzeli HASMC) zalezy
cz¢$ciowo od cGMP, a czgSciowo od zahamowania, grajacego pierwszoplanowa rolg
w reakcjach zapalnych, czynnika transkrypcyjnego NF kB [350, 372]. Zaréwno induk-
cja HO-1, jak tez egzogenny CO zmniejsza ekspresj¢ zapalnych molekut adhezyjnych na
hodowanych komarkach $rodbtonka [368, 417].

Tlenek wegla hamuje proliferacje komorek zapalnych oraz migsni gladkich naczyn
(istotne w rozwoju nadcis$nienia czy miazdzycy) i oskrzeli (istotne w rozwoju astmy).
Skomplikowany mechanizm wptywu CO na procesy mnozenia si¢ 1 wzrostu komoérek
migsni gladkich obejmuje cGMP-zalezne pobudzenie kinazy p38 MAPK, w wyniku
ktérego dochodzi do indukcji inhibitora progresji cyklu p21%/CP! oraz hamowania klu-
czowego dla postgpu cyklu czynnika transkrypcyjnego E2F [273, 274]; ostatnio wy-
krywa si¢ takze inne mechanizmy tego waznego wptywu CO na miesniowke gtadka
[390]. Antyproliferacyjny wplyw CO obserwowano w zwierzgcym modelu restenozy po
uszkodzeniu balonem tetnicy szyjnej [307]. Indukcje inhibitora p2 1%/l przez CO wy-
kazano takze w hodowanych limfocytach T [371].

W kilku pracach donoszono zaréwno o pro-, jak i antyapoptotycznym dziataniu CO.
Hamowanie apoptozy przez CO opisano na modelu stymulowanych przez TNF-o hodo-
wanych fibroblastow [315] oraz komdrek srdédbtonka [51]. W przypadku komérek $réd-
btonka dzialanie CO zalezato od kinazy p38 MAPK oraz wiazalo si¢ z pobudzaniem
czynnika transkrypcyjnego NF «B [51]. Nalezy dodaé, ze wptyw CO na procesy apo-
ptozy jest wciaz przedmiotem kontrowersji. Wykazano proapoptotyczne dzialanie CO
na komorki srédbtonka [400]; w komoérkach T linii Jurkat CO aktywowal kaspazy oraz
hamowat antyapoptotyczne biatko Bcl-x1 [373]. Wiadomo réwniez, Zze wysokie stgzenia
CO wywotuja apoptoze komdrek nerwowych mozgu [318].

Pomimo kontrowersji co do szczeg6éldw mechanizmow dziatania produktéw reak-
¢ji HO, nie ma watpliwosci, ze aktywacja tego szlaku metabolicznego oferuje potezne
dziatanie ochronne [przeglad zob. 343], obserwowane w zwierzecych modelach schorzen
zapalnych [393], jak wstrzas septyczny [305], astma [63] i odrzucanie przeszczepu [198,
320, 353], czy sercowo-naczyniowych, jak zawat migsnia sercowego [242, 333], miaz-
dzyca [179, 451], niektdre postaci nadcisnienia tetniczego [292] 1 uszkodzenie zwigzane
z niedokrwieniem i reperfuzjg [283]. Ochronne znaczenie szlaku HO podkreslaja dane
pochodzace z badan nad zwierzgtami transgenicznymi z wylaczonymi genami HO-1 lub
HO-2 [141, 301, 327, 451] oraz kliniczny opis niedoboru genetycznego HO-1 u czlowie-
ka [209, 300, 443]. Nie dziwia wigc proby terapeutycznego wykorzystania CO: w postaci
zwiazkow uwalniajacych CO (,,CO-donoréw” [277]) lub indukowania HO-1 (metalopor-
firyny, polifenole roslinne [1]). Projektowaniu lekow musi towarzyszy¢ jednak glgbsze
zrozumienie mechanizmdw ochronnego dziatania szlaku HO. Wcigz nie sa jasne mecha-
nizmy wplywu HO na procesy programowanej $mierci komorki — apoptozy, a wlasnie
nadmierna apoptoza moze odgrywaé wazna role w wymienionych wyzej schorzeniach.
Co wigcej, szlak HO i apoptoza wydaja si¢ z soba $cisle zwigzane — niemal wszystkie
bodzce indukujace HO-1 moga réwniez spowodowaé programowang $mier¢ komorki.
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1.2. Apoptoza

Rozréznienie pomigedzy gwattownym, wywolanym dzialaniem silnych czynnikow
uszkadzajacych, rozpadem komorki a Scisle zaprogramowanym i kontrolowanym jej
umieraniem wprowadzit w 1972 roku Kerr, nazywajac pierwszy proces nekroza, drugi
za$ apoptoza (apoptosis — gr. opadanie lisci z drzew) [200]. Juz wcze$niej jednak zauwa-
Z0no, ze W czasie roznicowania i rozwoju organizmu zachodzi kontrolowana eliminacja
niepotrzebnych komdrek, wprowadzajac pojecie programowanej Smierci komorki [244].
Obecnie wiadomo, ze absolutny rozdziat pomigdzy nekrozg a apoptoza nie jest do konca
prawdziwy, a komorki, w zaleznosci od rodzaju bodzcow i ich nasilenia, moga umieraé
na kilka réznych, czasem wykorzystujacych wspolne mechanizmy sposobow [20, 21,
50, 81, 186]; obecnie sugeruje si¢ rdéwniez istnienie programowanej nekrozy [42]. Nie-
mniej nadal uznaje si¢ za prawdziwy klasyczny opis morfologiczny, podkreslajacy rdz-
nice pomigdzy nekroza a apoptoza [217]. W przypadku nekrozy, na skutek catkowitego
zatamania si¢ metabolizmu energetycznego i braku funkcjonowania btony komodrkowej,
komorka ,,puchnie”, nastepuje masywna aktywacja proteaz, przerwanie btony komorko-
wej, a zawartos$¢ cytoplazmy wylewa sie do otoczenia, powodujac lokalng reakcj¢ zapal-
na. W wypadku apoptozy komorka kurczy si¢ 1 oddziela od otaczajacych struktur, DNA
ulega fragmentacji, chromatyna ulega kondensacji i zgromadzeniu pod btona jadrowa,
a degradacja cytoszkieletu powoduje obkurczanie si¢ jadra i cytoplazmy z ich fragmen-
tacja 1 formowaniem si¢ pecherzykow zawierajacych fragmenty struktur komérkowych
(zeiosis). Resztki komorki apoptotycznej ulegaja niezapalnej fagocytozie.

Fenomen programowanej $mierci jest obecny niemal w calym $wiecie zywym:
w krolestwie zwierzat i roslin [369, 404]. Obserwowano go takze u drozdzy [130], a na-
wet u niektdrych bakterii [14]. Co wigcej, przynajmniej w §wiecie zwierz¢cym, moleku-
larne mechanizmy apoptozy wykazuja duze podobienstwa [217, 259, 447].

Doktadne omdwienie oszalamiajacej ztozonoscia maszynerii molekularnej, ,,0b-
shugujacej” apoptoze, daleko wykracza poza ramy niniejszej pracy (szczegoly Czytel-
nik znajdzie w wielu artykutach pogladowych: 13, 21, 35, 66, 73, 102, 147, 152, 168,
185, 186, 206, 217, 259, 462) — zostang wigc krotko omdowione jedynie najwazniejsze
(w $wietle obecnej wiedzy i w kontekscie tematu pracy) szlaki i mechanizmy.

Apoptoza moze zosta¢ zainicjowana i przebiega¢ na kilku réznych drogach, z kto-
rych najwazniejsze to: szlak zewnatrzpochodny zalezny od pobudzania tzw. recepto-
row $mierci (gldwnie receptory dla TNF-a) oraz szlak wewnatrzpochodny, w ktorym
najwieksze znaczenie odgrywaja mitochondria (szlak mitochondrialny) (rys. 2). Oprocz
tych dwoch gtownych drog znaleziono dodatkowe, inicjowane z zewnatrz (szlak zalezny
od granzymu B i perforyny) oraz z wewnatrz komorki (szlak zwigzany z zaburzeniem
czynnosci siateczki srddplazmatycznej) [50, 189]. Apoptoze moze nasila¢ deprywacja
bodZcoéw wzrostowych, a hamowaé¢ — dziatanie czynnikow wzrostu (rys. 2). O tym, na
jakiej drodze bedzie zachodzi¢ apoptoza, decyduje charakter uszkodzenia i rodzaj ko-
morek na nie odpowiadajacy. Ogolnie, szlak zewnatrzpochodny aktywowany jest przez
bodzce zapalne i preferowany w uktadzie immunologicznym. Do aktywacji drogi we-
wnatrzpochodnej dochodzi w wyniku przetadowania cytoplazmy wolnym Ca**, wzro-
stu w komdrce wytwarzania ROS, wykrytego przez komdrke powaznego uszkodzenia
DNA, czy zaburzen regulacji cyklu komorkowego.
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Rodzina proteaz cysteinowych — kaspaz, odgrywa podstawowa rol¢ w przebiegu obu
szlakéw apoptozy [36, 170, 316, 341, 349, 359]. Obecne w komérce jako zymogeny
(prokaspazy) moga zosta¢ aktywowane przez receptorowe kompleksy biatkowe zwigza-
ne z pobudzonymi ,,receptorami $mierci” drogi zewnatrzpochodnej (kaspaza-8, kaspa-
za-10) lub przez kompleks biatka Apaf-1 i cytochromu ¢, uwolnionego z mitochondriow
na drodze wewnatrzpochodnej (kaspaza-9) (rys. 2). Oba szlaki doprowadzaja do akty-
wacji kaspazy-3, ktéra sama, lub aktywujac kolejne biatka, nieodwracalnie doprowa-
dza do fragmentacji DNA, zmian w jadrze komdorkowym i zaburzen cytoszkieletu, ktore
prowadza do opisanych wczesniej zmian morfologicznych (rys. 2). Kaspazy aktywo-
wane podczas zapoczatkowywania szlakéw apoptozy (kaspaza-2, -8, -9, -10) nazywa
si¢ czasem ,,inicjujacymi”, kaspazy za$ bezposrednio realizujace program $mierci ko-
morki — ,,wykonawczymi” (kaspaza-3, -6, -7) [170]. Opisano takze zachodzenie apop-
tozy (gtownie szlaku wewnatrzpochodnego) bez udziatu kaspaz, zalezne od uwolnienia
z mitochondridéw czynnika AIF (apoptosis inducing factor) oraz endonukleazy G, degra-
dujacej DNA [50].

Centralne miejsce w wewnatrzpochodnym szlaku apoptozy zajmuja mitochondria
[17, 45,162, 260, 340, 363, 438] i to nie tylko dlatego, ze w pewnych warunkach moga
by¢ zrodtem proapoptotycznych ROS [302, 385, 402], lecz przede wszystkim dlatego, ze
moga uwalnia¢ do cytoplazmy biatkowe czynniki aktywujace apoptoze (rys. 2). Wszyst-
kie czynniki wywotujace apoptoz¢ doprowadzaja do uposledzenia funkcji mitochon-
driow, objawiajacego si¢ spadkiem potencjalu blonowego AY. Wydaje sig, ze istotng
role w ,,powiadomieniu” mitochondridow np. o uszkodzeniu DNA odgrywa biatko p53,
wraz z kinaza ATM stojace na strazy integralnosci genomu i prawidlowego postgpu cy-
klu komérkowego [109, 129, 445]. Kluczowym zdarzeniem na wewnatrzkoméorkowym
szlaku apoptozy jest wzrost przepuszczalno$ci bton mitochondrialnych i uwolnienie do
cytozolu z przestrzeni migedzybtonowej mitochondriéw szeregu biatek — poteznych sty-
mulatorow apoptozy [215]. Sposrod nich najwazniejsze to cytochrom c, biatko Smac/
DIABLO, Omi/Htr A2, AIF, endonukleaza G 1 prokaspazy-2, -3 i-9. Chociaz istnieja
kontrowersje co do doktadnego mechanizmu uwalniania tych biatek z mitochondriéw
[215], z pewnoscia w procesie tym uczestniczy megakanat — PTP (permeability trans-
ition pore), zlokalizowany w miejscu zetknigcia si¢ zewngtrznej 1 wewnetrznej btony
mitochondrium. W formowaniu si¢ PTP, od strony blony wewngtrznej uczestniczy trans-
lokaza nukleotydéw adeninowych (ANT — adenine nucleotide translocator), po stronie
btony zewnetrznej zas poryna VDAC (voltage dependent anion channel). Oprocz tych
dwoéch w sktad kompleksu PTP wchodzg réwniez inne biatka (obwodowy receptor dla
benzodiazepin, heksokinaza, kinazy glicerolowe, kinazy kreatynowe, cyklofilina D).
7 PTP wiaza si¢ rowniez biatka regulatorowe rodziny Bcl-2 (zob. dalej) [17, 208]. PTP
ma $rednice 2—3 nm i moze przepuszczac czasteczki o masie nawet 1,5 kDa. Uwolniony
do cytozolu cytochrom ¢ wiaze si¢ z biatkiem Apaf-1. Powstaly kompleks po oligome-
ryzacji, zwigzaniu i aktywacji prokaspazy-9 nazywany jest apoptosomem (a ze wzgledu
na swa promienista symetri¢ — ,,kotem $mierci”’). Apoptosom silnie aktywuje ,,wyko-
nawczg” kaspaze-3 (rys. 2).

Apoptoza jest procesem regulowanym. Istnieje kilka grup biatek zaangazowanych
w kontrole (zaréwno hamowanie, jak i nasilanie) mechanizmdw programowanej Smierci
komorki. Najlepiej poznanymi regulatorami apoptozy sa bialka rodziny Bel-2 odkryte
w hodowanych komdrkach chtoniaka (B cell leukemia/lymphoma-2). Gléwna rola tych
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22

biatek to modulowanie uwalniania z mitochondridow czynnikoéw proapoptotycznych
[112, 205]. W licznej rodzinie Bcl-2 mozna wyrdzni¢ grupe biatek hamujacych apop-
toze (np. Bcl-2, Bel-x1) oraz grupe biatek proapoptotycznych (np. Bax, Bak, Bid, Bad).
Role poszczegdlnych bialek sa dos¢ zréznicowane. Proapoptotyczne biatko Bax uczest-
niczy w zwigkszaniu przepuszczalnosci mitochondridw, oddziatujac z PTP i/lub formu-
jac po oligomeryzacji pory w btonie zewnetrznej [112]. Antyapoptotyczne biatka Bcl-2
i Bel-xlI (zlokalizowane na zewngtrznej btonie mitochondrialnej i otoczce jadrowej) wia-
73 si¢ z biatkami proapoptotycznymi i zapobiegajg destabilizacji mitochondriow. Wyda-
je sie, ze Bcl-2 1 Bel-xI moga réwniez bezposrednio hamowac kaspazy [386]. Pobudzane
na drodze receptorowej biatko Bid uczestniczy w zwigkszaniu przepuszczalno$ci mito-
chondridow, funkcjonuje wigc jako przetaczenie pomigdzy zewnatrz- a wewnatrzpochod-
nym szlakiem apoptozy (rys. 2) [148, 386]. R6wnowaga pomig¢dzy biatkami pro- i anty-
apoptotycznymi jest zaburzana, kiedy dziataja bodzce uszkadzajace komorki — dochodzi
wtedy do indukcji bialek proapoptotycznych i rozhamowania ich dziatania [205].

Wiele innych biatek bierze udzial w regulowaniu proceséw apoptozy: wazng grupa
inhibitoréw apoptozy sa biatka IAP (inhibitors of apoptosis proteins) [349]; hamujg one
aktywnos¢ kaspaz. Szlaki apoptozy modulowane sg takze przez biatka szoku cieplnego
(HSP) [30, 349]. Co ciekawe, oksygenaza hemowa, chociaz nie pelni funkcji HSP, byta
poczatkowo zaliczana do grupy biatek szoku cieplnego [201].

Biatka biorace udziat w apoptozie mogg by¢ fosforylowane (a takze podlega¢ innym
modyfikacjom) przez kinazy uczestniczace w wewnatrzkomoérkowym przekazywaniu
sygnatdéw. Znana jest antyapoptotyczna rola kinaz PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase)
oraz kinazy Akt (protein kinase B) [68, 128, 370, 401].

Obecnos¢ tak skomplikowanej maszynerii zapewniajacej prawidlowy przebieg
$mierci komorki wskazuje na bardzo istotna biologiczng role zjawiska programowanej
$mierci komdrki. Apoptoza bierze udziat w morfogenezie w zyciu zarodkowym [102,
232], jest podstawowgq drogg eliminowania komorek w czasie roznicowania i dojrzewa-
nia w organizmie dojrzatym (np. tymocyty w grasicy, neurony w dojrzewajacym mozgu
[29, 247)), jest wreszcie podstawowym mechanizmem usuwania komorek ,,zepsutych”
(z uszkodzonym DNA, niezdolnych do prawidtowego i kontrolowanego wzrostu) lub
komoérek, ktore zakonczyty swa ,,misj¢” biologiczng (granulocyty, inne komorki uktadu
immunologicznego). Nie dziwi wigc fakt, ze uposledzenie apoptozy (np. mutacje bia-
ek proapoptotycznych) przyczynia si¢ do powstawania nowotwordéw [57, 78, 220, 357,
361, 420, 455]. Nalezy rowniez podkresli¢, ze apoptoza to gtéwny mechanizm $mierci
komorek nowotworowych poddanych dziataniu chemioterapeutykow, a jej uposledzenie
moze przesadzac o niepowodzeniu terapii przeciwnowotworowej [249, 324]. Uszkodze-
nie mechanizmdéw $mierci i eliminacji komodrek uktadu immunologicznego moze row-
niez odgrywac rolg w rozwoju schorzen autoimmunizacyjnych [266, 291, 328].

Jednakze nadmiernie nasilona apoptoza jest istotnym czynnikiem w patogenezie
wielu schorzen, w tym rowniez przewlektych choréb ,,cywilizacyjnych”. Stopniowo
odkrywa si¢ udzial tego zjawiska w rozwoju miazdzycy [222, 269], nadcisnienia [124]
i cukrzycy [229]. Modulowanie proceséw apoptozy mogltoby wigc reprezentowac nowe
podejscie do leczenia tych schorzen.
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1.3. Ostre i przewlekte uszkodzenie nerek

Nerka, z uwagi na mnogos$¢ pemionych funkcji, jest narzadem podstawowym dla
zachowania homeostazy. Pogorszenie czynnosci nerek, oprocz nieprawidtowosci gospo-
darki wodno-elektrolitowej, powoduje m.in. zaburzenia funkcjonowania uktadu endok-
rynnego oraz uktadu krazenia i hemostazy [167, 312]. Zaréwno ostra, jak i przewlekta
niewydolno$¢ nerek, a zwlaszcza jej posta¢ schytkowa stanowia wciaz bardzo waz-
ny itrudny problem kliniczny, przed ktérym staja lekarze réznych specjalnosci [154,
167, 212, 225, 234, 271, 312]. Pomimo pewnych postgpoOw w zrozumieniu patogenezy
i wciaz udoskonalanych strategii terapeutycznych, wspotczesna medycyna nie oferuje
definitywnego leczenia tych stanow [187, 211, 212]. Bez watpienia do powstania no-
wych, skutecznych lekow moze przyczynic¢ si¢ lepsze zrozumienie mechanizméw odpo-
wiedzialnych za ostre i przewlekte uszkodzenie nerek.

Nie wchodzac w zawilo$ci terminologii klinicznej (Amerykanskie Towarzystwo Ne-
frologiczne sugeruje zastapienie terminu ,,ostra niewydolno$¢ nerek” okresleniem ,,ostre
uszkodzenie nerek” [5, 412]), ostra niewydolnos$¢ nerek oznacza nagte (czasokres mi-
nut — dni) zmniejszenie si¢ filtracji klebuszkowej, spowodowane przyczynami klasy-
fikowanymi tradycyjnie jako ,,przednerkowe” (prerenalne), ,,zanerkowe” (postrenalne)
i,,nerkowe” [167]. Niewydolno$¢ ,,przednerkowa” rozwija si¢ w odpowiedzi na spa-
dek przeptywu krwi przez nerki (hipowolemia, hipotensja, niewydolnos¢ serca), przy
braku lub niewielkim zaburzeniu ich mikrostruktury. Z kolei uszkodzenie ,,zanerkowe”
spowodowane jest uniemozliwieniem odptywu moczu (kamica drég moczowych, ucisk
moczowodow) i charakteryzuje si¢ wodonerczem z poszerzeniem uktadu kielichowego
nerek i sptaszczeniem brodawek nerkowych. W niewydolnosci spowodowanej przyczy-
nami ,,nerkowymi” najwazniejsza rol¢ odgrywa uszkodzenie struktury narzadu: kigbusz-
kéw, cewek, naczyn krwionosnych lub miazszu nerek.

Niewydolnos¢ ,,nerkowa” jest patofizjologicznie najwazniejszym i najczg¢stszym ro-
dzajem ostrego uszkodzenia nerek [5]. Prowadzi do niej przewlekajace si¢ niedokrwienie
(wiodg do niego wszystkie przyczyny uszkodzenia ,,przednerkowego”), a takze dziatanie
substancji nefrotoksycznych (np. $rodki kontrastowe), uszkodzenie naczyn (zakrzepica,
vasculitis) czy schorzenia kigbuszkéw nerkowych [5, 167]. Nalezy podkresli¢, ze po-
mimo réznorodnych przyczyn mechanizmy i obraz patologiczny ostrego, ,,nerkowego”
uszkodzenia nerek sa bardzo podobne [97].

W obrazie mikroskopowym najbardziej typowo wystepuje poszerzenie kanalikow
blizszych oraz sptaszczenie iuszkodzenie rabka szczoteczkowego komorek nabtonka
w kanalikach blizszych. Obecny jest ubytek komorek nabtonka kanalikow blizszych
i dalszych z obecnymi tam obszarami nekrozy (gtownie w zewnetrznym obszarze rdze-
nia nerek), apoptozy i regeneracji. W cewkach pojawiaja si¢ waleczki, a naczynia oko-
tocewkowe charakteryzuja si¢ uszkodzeniem komorek srédbtonka i akumulacja leuko-
cytow [5, 96, 97].

Wydaje sie, ze osiowe dla rozwoju ostrego, ,,nerkowego” uszkodzenia nerek sg pier-
wotne zaburzenia struktury i funkcji komérek cewek nerkowych, nasilane przez zmiany
hemodynamiczne (skurcz naczyn i niedokrwienie rdzenia nerek), uszkodzenie naczyn
oraz pojawiajaca si¢ odpowiedz zapalng (uszkodzenie $rédbtonka naczyn, akumulacja
komorek zapalnych ze wzmozona produkceja cytokin) [5, 27, 38, 40, 97, 223]. W komor-
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kach cewek dochodzi do uposledzenia metabolizmu tlenowego, nagromadzenia produk-
tow rozktadu ATP (AMP, hipoksantyna, ksantyna), zaburzen gospodarki jonami wapnia
(wzrost wewnatrzkomdrkowego stezenia Ca™) i zwigkszonego powstawania reaktyw-
nych form tlenu [97]. W takich warunkach dochodzi do dysfunkcji cytoszkieletu komo-
rek nabtonka cewek, rozszczelnienia si¢ potaczen pomigdzy komdrkami i zahamowania
Na, K-ATPazy odpowiadajacej za resorpcj¢ Na'.

Ostatnie badania sugeruja, ze istotna rolg w rozwoju ostrego uszkodzenia nerek od-
grywa dysfunkcja mitochondriow komorek nabtonka cewek oraz zwigzana z nig ich
nasilona apoptoza [37, 39, 84, 90, 95, 96, 113, 153, 196, 410]. Badania te podkreslaja
réwniez wazng dla przywrocenia funkcji nerek rolg stosunkowo szybko pojawiajacej si¢
regeneracji komorek nablonka cewek [5, 39, 95-97, 239, 241, 309, 310].

Co ciekawe, wydaje si¢, ze pomimo odmiennych przyczyn (gtdéwnie nadcisnienie
i cukrzyca), obrazu morfologicznego (dominuje raczej postepujace uszkodzenie kile-
buszkow nerkowych 1 zwidknienie miazszu) oraz mniejszej intensywnosci procesu, po-
dobne mechanizmy moga takze odpowiadac za postep przewlektej niewydolnosci nerek
[27, 138, 153, 154, 225, 234, 265, 270, 271, 342, 351, 354, 358, 444]. Takze i w tym
przypadku dochodzi do niedotlenienia rdzenia nerki, uszkodzenia nablonka cewek oraz
tkanki §rodmiazszowej, a w przebiegu tych zjawisk duza rolg¢ odgrywa nasilona apopto-
za, uszkodzenie naczyn i reakcja zapalna [135, 227, 270, 284, 285, 358, 408, 444, 454].

Analiza mechanizmoéw ostrego i1 przewlektego uszkodzenia nerek pozwala scharak-
teryzowaé cechy najbardziej pozadanej interwencji terapeutycznej: zapobieganie nie-
dotlenieniu rdzenia nerek i skurczowi naczyn, hamowanie apoptozy komdrek nabtonka
cewek 1 srodbtonka naczyn oraz thumienie reakcji zapalnej. Takie dziatania moze wyka-
zywaé szlak oksygenazy hemowej, a jego nasladowanie, np. poprzez farmakologiczng
indukcje HO-1, mogtoby stanowi¢ nowa strategi¢ zapobiegania i leczenia niewydolno-
$ci nerek.



2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Nerki sa szczegdlnym narzadem w etiopatogenezie takich schorzen, jak nadcisnie-
nie i cukrzyca [119, 122, 136, 173, 243, 336, 463]. Jednoczesnie w fizjopatologii nerek
wazna rol¢ odgrywa szlak HO, a szczegodlnie wlasciwosci ochronne izoformy HO-1 [3,
166, 286].

Wykazano, ze w nerkach, w przebiegu schorzen przewleklych — nadcisnienia i cuk-
rzycy, a takze w czasie ich niedokrwienia i rozwoju ostrej niewydolnosci, duza rolg od-
grywa nadmiernie nasilona apoptoza [37, 90, 106, 133, 348]. Co ciekawe, we wszyst-
kich wymienionych schorzeniach wykryto w nerkach indukcj¢ HO-1, wskazujac na jej
dziatanie ochronne [7, 9, 10, 362, 392]. Wydaje si¢ wiec, ze nerki sa idealnym narzadem
do zbadania interakcji pomig¢dzy szlakiem HO a mechanizmami programowanej $mierci
komérki oraz oceny, czy za korzystne wtasnosci szlaku HO moze odpowiada¢ hamowa-
nie apoptozy.

Celem pracy jest zbadanie mechanizmoéw oddziatywania szlaku HO na procesy apoptozy w trzech
réznych modelach uszkodzenia nerek:

* modelu nadci$nienia naczyniowo-nerkowego 2K1C (2 Kidney 1 Clip);

» modelu ostrej niewydolnoéci nerek spowodowanej podaniem $rodka kontrastowego (ONN);

» modelu cukrzycy spowodowanej podaniem streptozotocyny (STZ).

Rozwdj zmian patologicznych w nerce po zacis$nigciu t¢tnicy nerkowej w modelu
2K1C oraz po podaniu $rodka kontrastowego w modelu ONN odpowiada obrazowi
ostrego uszkodzenia nerek. Oba modele sg dobrze opisane i wiernie oddaja mechanizmy
uszkodzenia obserwowane w praktyce klinicznej: zmniejszenie przeptywu krwi przez
nerki, niedotlenienie (zwlaszcza rdzenia nerki), zwigkszone powstawanie reaktywnych
form tlenu, uszkodzenie nabtonka cewek i kanalikow nerkowych oraz wtorng aktywacje
endokrynnych mechanizmow kompensacyjnych (zwigkszone powstawanie angiotensy-
ny 1I) [23, 94, 137, 150, 164, 165, 169, 224, 268, 272].

Model cukrzycy typu 1, polegajacy na zniszczeniu wysepek trzustkowych podaniem
streptozotocyny, jest szeroko stosowany w badaniach nad mechanizmami przewleklego
uszkodzenia nerek [32, 60, 125, 245, 347,427, 430].

Poznanie mechanizméw wpltywu HO na uktady wykonawcze i regulatorowe apo-
ptozy w wyzej wymienionych modelach mogloby rzuci¢ nowe $wiatlo na szczegdty
ochronnego dziatania szlaku HO i da¢ podstawy do projektowania nowych lekéw nefro-
protekcyjnych.






3. MATERIAL | METODY

3.1. Zwierzeta laboratoryjne

Wszystkie eksperymenty na zwierzgtach zostaly oparte na wytycznych publikowa-
nych przez Narodowe Instytuty Zdrowia (NIH, 2006). Zwierzgta pochodzily z Charles
River Laboratories (Wilmington, USA). W badaniach uzywano szczuréw Sprague-Daw-
ley (SD) (model 2K1C, model cukrzycy) o masie 200-250 graméw oraz samcOw szczu-
row Sabra (szczep wyprowadzony ze szczepu Wistar) o masie 260—380 gramow (model
ONN). Zwierzgta aklimatyzowaly sie przed eksperymentami przez 4-5 dni. Szczury
miaty wolny dostep do wody, przebywaly w cyklu oswietlenia/ciemnosci 12 godzin/
12 godzin, w klimatyzowanych pomieszczeniach, w temperaturze 21°C.

Transgeniczne szczury z ekspresja HO-1 w orientacji ,,antysens” uzyskane zo-
staly zgodnie z metodyka opisang w pismiennictwie [330]. Do eksperymentu wtaczono
potomstwo 9 samic szczurow SD (ok. 80 sztuk) trzymanych w warunkach hodowli ,,za
bariera” (pathogen-free). Do uzyskania modelu uposledzonej ekspresji HO-1 uzywa-
no oseskdéw meskich (ok. 50% potomstwa), ktérym zaggszczony wektor retrowirusowy
zawierajacy gen szczurzej HO-1 w orientacji ,,antysens” (LSN-RHO-1-AS, 3-5 x 10°
cfu/ml) oraz jako kontrolg wektor ,,pusty” (LXSN) [330] wstrzykiwano do lewej komory
serca w 5. oraz 12. dniu zycia. Po wstrzyknigciu oseski wracaty do matek. W 21. dniu
zycia zwierzeta przenoszono do osobnych klatek. W celu potwierdzenia skutecznos$ci
procedury, po ukonczeniu 1. miesiaca zycia, u 3 losowo wybranych zwierzat zmierzono
ekspresj¢ HO-1 oraz HO-2, jak rowniez aktywno$¢ HO w homogenacie aort, w warun-
kach podstawowych oraz po uzyciu typowych, chemicznych induktorow HO-1 (hem
oraz SnCl,, 1 mg/100 g masy ciala, i.p.) (rys. 3). Podanie wektora zawierajacego gen
szczurzej HO-1 w orientacji ,,antysens” nie wplywato na ekspresj¢ HO-2, natomiast
poziom biatka HO-1, jak i aktywnos¢ HO byty istotnie nizsze w grupie zwierzat LSN-
-RHO-1-AS, zaréwno w warunkach podstawowych, jak i po uzyciu typowych, chemicz-
nych induktorow HO-1 (rys. 3). Nalezy podkresli¢, ze szczury, ktérym podano wektor
LSN-RHO-1-AS, zachowaty, chociaz stabsza niz zwierzgta LXSN, zdolnos¢ do indukcji
HO-1 w odpowiedzi na typowe bodZce chemiczne (rys. 3).
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(LXSN) oraz wektora z genem HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-RHO-1-AS); (B) — densytometria praz-
kéw z panelu A; (C) — poréwnanie aktywnos$ci HO w homogenatach aort

Wedtug Olszanecki et al. [301]

3.2. Modele badawcze i protokoty eksperymentow

Model nadci$nienia naczyniowo-nerkowego 2K1C [43, 301] uzyskiwano poprzez
niecatkowite (pozostawiona szczelina: 0,25 mm) zamkniecie srebrng U-zapinkg lewej
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tetnicy nerkowej 12—13-tygodniowych samcéw szczuréw SD (350-370 g). Zabieg wyko-
nywano w znieczuleniu pentobarbitalem (50 mg/kg m.c., i.p.). Po zabiegu zwierzgta wra-
caly do swoich klatek. Kontrol¢ stanowily zwierzgta sham-operated, ktére przechodzity
»pozorowang”’ procedure polegajaca na otwarciu i zamknigciu jamy otrzewnej. Ci$nienie
tetnicze mierzono na tetnicy ogonowej za pomocg sfigmomanometru u spokojnego zwie-
rzecia niepoddanego anestezji. Na ostatnia dob¢ przed pobraniem nerek szczury umiesz-
czano w klatkach metabolicznych (Nalge Co., USA) w celu pobrania moczu. W 21. dniu
po operacji szczury usmiercano, pobierano krew (w obecnosci EDTA) oraz nerki: zaréw-
no nerke po stronie tgtnicy zacisnigtej, jak i po stronie ,,zdrowe;j”.

Protokol doswiadczen w modelu 2K1C polegat na zbadaniu 5 grup zwierzat (n =6
kazda): A) szczury po wstrzyknigciu ,,pustego” wektora, poddane operacji pozorowa-
nej (LXSN kontrola), B) szczury po wstrzyknigciu ,,pustego” wektora, poddane zacis-
nigciu tetnicy nerkowej (LXSN 2K1C), C) szczury po wstrzyknigciu wektora z genem
HO-1 w orientacji ,,antysens” poddane operacji pozorowanej (LSN-RHO-1-AS kontro-
la), D) szczury po wstrzyknigciu wektora z genem HO-1 w orientacji ,,antysens” pod-
dane operacji zacisnigcia tetnicy nerkowej (LSN-RHO-1-AS 2KI1C) oraz E) szczury
po wstrzyknigciu wektora z genem HO-1 w orientacji ,,antysens” z zaci$nieta t¢tni-
ca nerkowa, ktérym podawano chemiczny induktor HO-1, protoporfiryng kobaltowa
(CoPP, 5 mg/100 g, podskornie, raz na tydzien przez 3 tygodnie) (LSN-RHO-1-AS
2K1C+CoPP).

Model cukrzyey uzyskano poprzez jednorazowe, dootrzewnowe podanie 3-mie-
sigcznym szczurom rasy Sprague-Dawley steptozotocyny (STZ, Sigma, USA) zawie-
szonej w buforze cytrynianiowym o pH 4,5 [431]. W ciagu 3-5 dni po wstrzyknigciu
STZ glikemia u szczuréw rosta do ok. 475 + 65 mg/dl. Aby utrzyma¢ glikemie (mierzo-
na testami paskowymi we krwi z nacigcia na ogonie) ponizej 300 mg/dl, szczurom poda-
wano insuling (3 x w tygodniu neutral protamine Hagedorn [NPH], 2-3 U/300 g m.c.).
Do badan wybrano szczury z rozwinigta cukrzyca (3 miesigce po podaniu STZ).

Protokol doswiadczen w modelu cukrzycy polegat na zbadaniu 4 grup zwie-
rzat (n = 6 kazda): A) szczury po wstrzyknieciu ,,pustego” wektora (LXSN kontrola),
B) szczury po wstrzyknigciu ,,pustego” wektora oraz STZ (LXSN STZ), C) szczury po
wstrzyknigciu wektora z genem HO-1 w orientacji ,,antysens” oraz STZ (LSN-RHO-
-1-AS STZ), a takze D) szczury po wstrzyknigciu wektora z genem HO-1 w orientacji
»antysens” oraz STZ, ktore przed ukonczeniem eksperymentéw otrzymywaty CoPP
(5 mg/100 g, podskornie, raz na tydzien przez 3 tygodnie).

Model ostrej niewydolnosci nerek (ONN) [142] uzyskano w nastgpujacy sposob:
szczury, samce szczepu Sabra, na 21 dni przed podaniem s$rodka kontrastowego pod-
dawano jednostronnej nefrektomii. Na 7 dni przed podaniem s$rodka kontrastowego
zwierzeta karmiono dietg niskosodowa, stosujac raz dziennie furosemid (2 mg/kg, i.p.).
Wskutek tych procedur dobowe wydalanie sodu spadato z 1118 + 105 mEq (szczury na
normalnej diecie) do 278 + 32 mEq. U szczuréw w lekkim znieczuleniu pentobarbita-
lem (50 mg/kg) zaktadano polietylenowy cewnik do tetnicy udowej, a jego koniec wy-
puszczano na skore karku zwierzgcia (cewnik stuzyt do podania $rodka kontrastowego
oraz pobierania probek krwi). Na godzing przed podaniem $rodka kontrastowego hamo-
wano produkcje prostaglandyn w nerkach, podajac zwierzetom 10 mg/kg indometacyny.
Jodowy $rodek kontrastowy (kwas jotalamowy, 60% Angio-Conray, Mallinckrodt, Inc.,
USA) podawano przez ok. 2 minuty w dawce 8 ml/kg m.c. (2,9 g jodu organicznego/kg
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m.c.). Kontrole dla grupy otrzymujacej kwas jotalamowy stanowity zwierzeta poddane
jednostronnej nefrektomii, na diecie niskosodowej oraz po podaniu indometacyny. Po
zabiegu szczury trzymane byly w klatkach metabolicznych (Nalge Co., Rochester, USA)
z wolnym dostgpem do karmy oraz wody pitnej. Codziennie pobierano krew i zbierano
mocz. Nerki pobierano po 48 godzinach.

Protokol doswiadczen w modelu ONN polegat na zbadaniu 4 grup zwierzat (n = 6
kazda): A) szczury poddane nefrektomii, diecie niskosodowej oraz po iniekcji indome-
tacyny (kontrola), B) szczury po iniekcji kwasu jotalamowego (ONN), C) szczury, ktore
przed podaniem srodka kontrastowego otrzymywaty CoPP (5 mg/100 g, podskoérnie,
raz na tydzien przez 3 tygodnie) (ONN + CoPP) oraz D) szczury, ktore przed podaniem
$rodka kontrastowego otrzymywaty inhibitor aktywnosci HO, mezoporfiryng cynowa
(SnMP, 5 mg/100 g, podskornie, raz na tydzien przez 3 tygodnie) (ONN + SnMP).

3.3. Materiat do badan

Materiat stanowity nerki pobrane od zwierzat w gtgbokim uspieniu (pentobarbital 200
mg/kg m.c., i.p.). Po wycigciu w catosci nerki wazono i zamrazano w ciektym azocie.
W przypadku modelu ONN z pobranych nerek izolowano warstwe korowa oraz rdzen.
Cale nerki (model nadcisnienia 2K1C oraz cukrzycy) lub czgs¢ korowa i rdzen (model
ONN) ucierano w ciektym azocie w mozdzierzu, a powstaly proszek homogenizowano
w odpowiednich buforach (zob. metody Western blot oraz pomiar aktywnosci kaspaz);
do dalszych analiz uzywano nadsaczu z wirowania homogenatu w 4°C przy 10 000 x g
przez 10 minut.

W wybranych przypadkach metoda wirowania réznicowego [337] z homogenatu ne-
rek uzyskiwano frakcje mitochondrialng oraz cytozolowa.

3.4. Techniki biologii molekularnej, metody histologiczne oraz biochemiczne

Pomiar ekspresji bialek metoda Western blot

Zamrozone w cieklym azocie nerki, po roztarciu w mozdzierzu homogenizowano
w buforze TBS (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4) zawierajacym 0,25 M sacharoze,
0,5% Nonidet P-40, 10 mM EDTA, koktajl inhibitorow proteaz (Sigma, USA) oraz mie-
szaning inhibitoréw fosfataz (Pierce Biotechnology). Stezenie biatka w probkach ozna-
czane bylo metoda Bradford (Bio-Rad, USA). Przygotowane probki naktadano na zel
poliakrylamidowy (7-15%) i rozdzielano w procesie elektroforezy SDS-PAGE (Mini-
-Protean III, Bio-Rad, USA). Nast¢pnie bialka transferowano na membrany PVDF lub
nitrocelulozowa (Immobilon-P [ub Hybond-ECL, Amersham Pharmacia Biotech, USA),
uzywajac systemu semi-dry transfer system (Bio-Rad, USA). Membrany blokowano
przez 24 godziny w 4°C w 5% odtluszczonym mleku lub odczynniku blokujacym dla
detekcji fosfoprotein (Zymed, USA). Nastepnie membrany inkubowano w temperatu-
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rze pokojowej ze swoistymi przeciwciatami pierwotnymi (szczegoty — zob. ponizej),
a nastgpnie z przeciwcialami wtérnymi sprzezonymi z peroksydaza chrzanowa (HRP).
Membrany po odptukaniu przeciwciat wtérnych ponownie inkubowano z przeciwciata-
mi przeciw B-aktynie. Swiecenie prazkow rejestrowano na kliszy fotograficznej (Amer-
sham Pharmacia Biotech, USA), a wynik analizowano za pomoca programu graficznego
Scion Image (Scion Corporation, USA).

Przeciwciato przeciw Rozciiill'lcl:lzbear::ijeizlczas Zrédto
HO-1 1:1000 / 1 godzina Stressgen Biotechnologies Corp., Kanada
HO-2 1:1000 / 1 godzina Stressgen Biotechnologies Corp., Kanada
COX-2 1:1000 / 1 godzina Cayman Chemical Co., USA
3-NT 1:1000 / 2,5 godziny Cayman Chemical Co., USA
Apaf-1 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Bcl- x| 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Bcl-2 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Bax 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Akt 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Fosfo-Akt (SER473) 1:500 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Cytc 1:3000 / 1 godzina Invitrogen, USA
Cyt IV 1:3000 / 1 godzina Invitrogen, USA
VDAC-1 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Beta-actin 1:5000 / 1 godzina Sigma, USA

Techniki histologiczne oraz immunohistochemiczne

Nerki utrwalano w paraformaldehydzie nasyconym cynkiem [329]. Skrawki depa-
rafinizowano w ksylenie i alkoholu, przemywano i inkubowano przez 30 minut w 3%
H,O, w metanolu w celu zablokowania endogennej aktywnosci peroksydazowej. W celu
blokowania nieswoistych miejsc wigzania skrawki przemywano i inkubowano w roz-
cienczonym osoczu przez 30 minut oraz w mieszaninie awidyny i biotyny przez 15 mi-
nut. Nastepnie preparaty inkubowane byly z monoklonalnym przeciwciatem przeciw
HO-1 (1:200, Stressgen Biotechologies, Kanada) przez noc w temperaturze pokojowe;j,
phukane i inkubowane przez 30 minut z biotynylowanym przeciwcialem wtdérnym. Na
skrawki na 2 minuty aplikowano roztwdr substratéw dla peroksydazy (DAB DAKO,
USA). Preparaty byty barwione hematoksylina-eozyna, a nastgpnie zamykane w celu
analizy mikroskopowe;.

W barwieniu immunocytochemicznym metoda pozatopieniowa z uzyciem zlota ko-
rzystano z pomocy laboratorium mikroskopii elektronowej Zaktadu Biologii Komorki
New York Medical College.

Pomiar apoptozy metoda TUNEL w tkance
Wizualizacj¢ jader komorek apoptotycznych przeprowadzono metoda TUNEL
w preparatach histologicznych testem TdT-FragEL™ DNA fragmentation detection kit
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(Calbiochem, USA), zgodnie z instrukcja producenta. Liczbe jader apoptotycznych zli-
czano jako procent ogdlnej liczby jader komorkowych w 10 losowo wybranych polach
preparatu przy powigkszeniu 200 x.

Pomiar aktywnosci kaspaz

Aktywno$¢ kaspazy-3, kaspazy-8 oraz kaspazy-9 oceniano przy uzyciu testow kolo-
rymetrycznych ApoTarget (BioSource International, USA) zgodnie z instrukcja produ-
centa. W skrocie, tkanke homogenizowano w buforze (Tris, pH 7,4, zawierajacy deter-
gent), homogenat odwirowywano 10 000 x g przez 5 minut w 4°C, a w nadsaczu mierzo-
no stezenie biatka metodq Bradford. Probke zawierajaca 200-300 mikrogramow biatka
inkubowano w ciemnosci, przez 24 godziny, ze swoistymi dla poszczegdlnych kaspaz
substratami (DEVD-pNA dla kaspazy-3, IEDT-pNA dla kaspazy-8 oraz LEHD-pNA dla
kaspazy-9) w temperaturze 37°C. Rozwoj reakcji mierzono przyrostem absorbancji przy
dlugosci fali 405 nm. Jako kontrolg stosowano probki niezawierajace substratow od-
szczepiajacych barwnik. Aktywnos¢ kaspaz wyrazano w jednostkach absorbancji (OD
405 nm) na miligram biatka.

Pomiar stezenia reniny w osoczu (2K1C)

Stezenie reniny mierzone byto metoda radioimmunologiczng (RIA) przy uzyciu
komercyjnego zestawu (Perkin Elmer Life Science, USA). W skrocie, probki osocza
rozmrazano na lodzie, rozcienczano buforem maleinianowym (pH 6,0) oraz inkubo-
wano przez godzing w temperaturze 37°C z substratem dla reniny (osocze pobrane od
szczurow 48 godzin po nefrektomii) w obecnos$ci dimerkaprolu i 8-hydroksychinoliny.
W probee mierzono przyrost stezenia angiotensyny I (ng/ml/godzing).

Pomiar stezenia kreatyniny
Stezenie kreatyniny w 0osoczu oraz w moczu oznaczano przy uzyciu komercyjnego
zestawu nr 555A (Sigma, USA), zgodnie z zaleceniami producenta.

Pomiar aktywnosci HO oraz oznaczanie poziomu hemu w tkance

Nerki homogenizowano w buforze TBS (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4) za-
wierajacym 0,25 M sacharoze. Homogenaty wirowano przy 10 000 x g przez 10 minut
w 4°C. Supernatantu uzywano do pomiaru aktywnosci HO. Stosowano metode polega-
jaca na ekstrakcji chloroformem z prébki (inkubowanej z mieszanka substratow i1 kofak-
torow HO: heming, NADP, glukozo-6-fosforanem, dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu,
mikrosomami z watroby szczura) bilirubiny, ktorej st¢zenie mierzono spektrofotome-
trycznie (Spectrophotometer Lambda 2, Perkin Elmer, Norwalk, USA), uzywajac r6zni-
cy absorbancji 460—530 nm oraz wspdtczynnika ekstynkeji 40 mM'cm™! [2]. Zawartos¢
hemu w tkance mierzono metoda powstawania hemochromogenu pirydyny, uzywajac
rdznicy absorbancji 557-530 nm oraz wspdtczynnika ekstynkcji 20,7 mM-'em™'.

Pomiar wytwarzania anionu ponadtlenkowego

Wytwarzanie anionu ponadtlenkowego (O,") mierzono dwiema metodami: metodg
redukcji ferricytochromu c oraz luminometrycznie. Homogenaty nerek do czasu badania
zamrazane byty w —80°C. W przypadku pomiaru metodg z ferricytochromem ¢ homo-
genaty (10-20 mg biatka) inkubowane byly w 0,5 ml buforu Krebsa-Hanseleita, zawie-
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rajacego 80 UM cytochromu ¢ oraz 2 mM NaN,. Po godzinie inkubacji w temperaturze
37°C zbierano supernatant, a ilo$¢ zredukowanego cytochromu ¢ wyliczano z réznicy
absorbancji 550—468 nm, stosujac wspotczynnik ekstynkcji 0,0245. Wytwarzanie anio-
nu ponadtlenkowego przedstawiano jako mikromole O, /miligram biatka.

W metodzie luminometrycznej wytwarzanie O,  mierzono przy uzyciu 10 uM lucy-
geniny i licznika Beckman LS6500 [18]. Aktywno$¢ przedstawiano jako liczbg impul-
sow (CPM) na minut¢ na mg biatka.

Pomiar aktywnosci oksydazy cytochromu c

Aktywno$¢ oksydazy cytochromu ¢ we frakcjach mitochondrialnych nerek mierzono
spektrofotometrycznie, metoda kinetyczng za pomoca komercyjnego zestawu (Sigma,
USA), zgodnie z zaleceniami producenta.

3.5. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako $rednie z n pomiaréw =+ btad standardowy. Znamiennos¢
statystyczng rdznic pomigdzy grupami sprawdzano przy uzyciu jednokierunkowej anali-
zy wariancji (ANOVA) oraz testami post hoc LSD Fishera i Sheffego. Za poziom istot-
nosci przyjeto p < 0,05.






4. WYNIKI

4.1. Model nadcisnienia naczyniowo-nerkowego 2K1C

4.1.1. Ekspresja HO w nerce w modelu 2K1C

Zaci$nigcie tetnicy nerkowej u ,,regularnych” (niepoddanych transfekeji wekto-
rami) szczurow SD powodowato indukcje HO-1 w nerce jedynie po stronie zacisku
(rys. 4 A—C). Indukcja HO-1 zwiazana byla ze wzrostem aktywnosci HO w tkance
nerki (rys. 4 D).

U tych zwierzat HO-1 wyindukowana zacisnigciem tegtnicy nerkowej lokalizowa-
ta si¢ przede wszystkim w komorkach tkanki srodmiazszowej rdzenia i, w mniejszym
stopniu, kory nerek (rys. 5). Nie stwierdzano HO-1 w komdrkach cewek nerkowych.

Podobnie do ,,regularnych” szczuréw SD, zacisnigcie tetnicy nerkowej wywotywa-
to silng indukcj¢ HO-1 w nerkach szczurdw, ktéorym podano ,,pusty” wektor (rys. 6).
W nerkach zwierzat, ktérym podano wektor z genem HO-1 w orientacji ,,antysens”, za-
ci$niecie tetnicy nerkowej nie powodowato indukcji HO-1 (rys. 6). Poziom HO-2 nie
zmieniat si¢ znaczaco po zabiegu (rys. 6).

Zwierzgta LSN-RHO-1-AS zachowywaty jednak zdolnos¢ do indukcji HO-1. Zasto-
sowanie chemicznego induktora HO-1 (CoPP) wywotywalo znaczny wzrost ekspresji
HO-1 w nerkach tych zwierzat, bez wptywu na poziom HO-2 (rys. 7).

4.1.2. Wptyw HO na rozwoj nadcisnienia i uszkodzenia nerek w modelu 2K1C

W grupie zwierzat, ktorym podano wektor LSN-RHO-1-AS, u szczurow poddanych
operacji ,,pozorowanej”, ci$nienie krwi nie podlegato istotnym zmianom. Zacisnigcie
lewej tetnicy nerkowej, juz od 12. dnia po zabiegu, powodowato znamienne podwyzsze-
nie ci$nienia tetniczego, ktoére w 17. dniu po zabiegu osiagato wartosci 151 = 1 mmHg
wzgledem 132 + 2 mmHg w grupie szczuréw poddanych operacji ,,pozorowanej”
(p <0,05) (rys. 10 A).

Wazrostowi ci$nienia towarzyszyto podwyzszenie stgzenia kreatyniny we krwi (40,3
+ 2,8 vs 29,3 + 3,9 pmol/l, p < 0,05) oraz obnizenie si¢ klirensu kreatyniny (1,5 + 0,2 vs
2,8 + 0,4 ml/min, p < 0,05).



36

Nerka lewa Nerka prawa
korLtroIa 2K1C kontrola 2K1C
A A A
A ‘ A = - — .
J  HO-1
———— "ktyna
B
500+ 2007
(1] * (1]
c _
SE £t
©
< 5 2501 < 6 100 =
o -
o< <
T ] g
O T 0 T 1
kontrola 2K1C kontrola 2K1C
c (n=6) (n=5) (n=3) (n=3)
200+ 2001
(2]
c ~ c
g 5 g5
< & 1007 = 5 1001 »
N (=] —
1 é ‘\Il xX
2 o~
I
0 ; 0 .
kontrola 2K1C kontrola 2K1C
D (n=6) (n=35) (n=3) (n=3)
o % % £ 041 "
= [«)) T
g 2 E
9 = = 0 =
S § 0,151 8 S oo
sz EE
23 =
36 £3
= 0 . < E O . !
kontrola  2K1C = kontrola 2K1C
(n=26) (n=86) (n=5) (n=5)

*p < 0,05 wzgledem grupy Sham

Rys. 4. Ekspresja (A), analiza densytometryczna (B i C) pozioméw HO-1 oraz HO-2 oraz aktywnos¢ HO
(D) w nerce z zacisnietg (lewa) oraz niezaci$nietg (prawa) tetnicg nerkowa. Nerki pobierano po 21 dniach
od zabiegu. Za kontrole stuzyly nerki pobrane od szczuréw poddanych operacji pozorowanej

Wedtug Botros et al. [43]
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kora

Rys. 5. Analiza immunohistochemiczna HO-1 wykonana na kolejnych skrawkach kory i rdzenia nerki
z zaci$nietg tetnicg nerkowg (2K1C). Duze zdjecia przedstawiajg 100-krotne powiekszenie obszaru za-
znaczonego ramkg w zdjeciach o powiekszeniu 40 x (A, C) — kontrole bez przeciwciata pierwotnego;
(B, D) — inkubacja z przeciwciatem pierwotnym. Sygnat pozytywny dla HO-1 — kolor brgzowy

Wedtug Botros et al. [43]

Co ciekawe, podawanie zwierzetom LSN-RHO-1-AS z zaci$nieta tetnica nerkows in-
duktora HO-1, CoPP skutecznie zapobiegato wzrostowi cis$nienia t¢tniczego (rys. 10 A)
oraz czesciowo chronito przed patologicznym spadkiem klirensu kreatyniny w czasie
rozwoju nadcisnienia w modelu 2K 1C.

Zacisnigcie tetnicy nerkowej powodowalo atrofi¢ nerki (ubytek masy ok. 37%), ktéra
byta silniej wyrazona w grupie zwierzat LSN-RHO-1-AS w poréwnaniu z grupa szczu-
réw LXSN (rys. 10 B i C). Podawanie induktora HO-1, CoPP skutecznie zapobiegato
atrofii spowodowanej zacisnigciem tetnicy nerkowej (rys. 10 B i C).

Zacisnigcie tetnicy nerkowej powodowato zaburzenie mikroskopowej struktury ne-
rek (rozstrzen cewek oraz nacieki limfocytarne), ktére byto silniej wyrazone w grupie
zwierzat LSN-RHO-1-AS w poréwnaniu ze szczurami LXSN (rys. 9 A-I). Co ciekawe,
podawanie CoPP w znacznym stopniu zapobiegato zmianom w nerkach (rys. 9 J-L).
Barwienie biekitem pruskim ujawnito ztogi zelaza pojawiajace si¢ w nerkach po zacis-
nigciu tgtnicy nerkowej (rys. 9, panel dolny).
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Rys. 6. (A) — ekspresja oraz analiza densytometryczna (B i C) pozioméw HO-1 oraz HO-2 w nerkach
szczurdw z wstrzyknietym ,pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji ,anty-
sens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola — szczury poddane operacji ,pozorowanej”’. 2K1C — nerki z zacisnietg
tetnicg nerkowa. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Rys. 7. (A) — ekspresja oraz analiza densytometryczna (B i C) pozioméw HO-1 oraz HO-2 w nerkach
szczuréw z wstrzyknietym wektorem z genem HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola
— szczury poddane operacji ,pozorowanej’. 2K1C — nerki z zacisnietg tetnicg nerkowa. CoPP (5 mg/
100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. dnia od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Rys. 8. (A) — ekspresja oraz analiza densytometryczna (B i C) pozioméw COX-2 oraz 3-NT w nerkach
szczurow z wstrzyknietym ,pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji ,anty-
sens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola — szczury poddane operacji ,pozorowanej’. 2K1C — nerki z zacisnietg
tetnicg nerkowa. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]
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ztogi zelaza



42

4.1.3. Wptyw HO na stres oksydacyjny i ekspresje COX-2 w nerce w modelu 2K1C

U szczurow LXSN zaci$nigcie tetnicy nerkowej skutkowalo wzmozona indukcja
COX-2 oraz podwyzszeniem poziomu 3-nitrotyrozyny (3-NT) w tkance (rys. 8). Co cie-
kawe, juz kontrolne nerki szczuréw, ktorym wstrzyknieto wektor z HO-1 w orientacji
»antysens”, wykazywaty podwyzszony poziom 3-NT oraz COX-2 (rys. 8). Rownie wy-
soki poziom 3-NT oraz COX-2 wystgpowat w nerkach szczuréw LSN-RHO-1-AS po
zacis$nieciu tetnicy nerkowej (rys. 8).

Co ciekawe, silny induktor HO-1, CoPP zmniejszat poziom 3-NT oraz COX-2 w ner-
kach szczuréw LSN-RHO-1-AS po zacisnigciu tetnicy nerkowej (rys. 11).

4.1.4. Wptyw HO na wystepowanie apoptozy w nerce w modelu 2K1C

Jadra komérek podlegajacych apoptozie wizualizowano metoda TUNEL (rys. 12).

Ilosciowe wyniki oznaczen metodq TUNEL przedstawiono na rysunku 13. W ner-
kach szczuréw, ktérym wstrzyknigto ,,pusty” wektor, poddanych operacji ,,pozorowa-
nej”, nie stwierdzano komorek apoptotycznych (rys. 12 A-C, rys. 13 A). Ich liczba
znacznie wzrastala po zacisnigciu tgtnicy nerkowej (rys. 12 G-I, rys. 13 A). Co cickawe,
w poréwnaniu z nerkami szczurow LXSN, juz w warunkach kontrolnych liczba komo-
rek apoptotycznych byta znamiennie wigksza w nerkach szczuréow z uposledzona eks-
presja HO-1 (rys. 12 D-F, rys. 13 A). Zacisnigcie tgtnicy nerkowej nieznacznie nasilato
apoptoze w rdzeniu nerki tych zwierzat (rys. 12 J-L, rys. 13 A). Induktor HO-1, CoPP
skutecznie zapobiegat apoptozie w nerkach zwierzat z genetycznym uposledzeniem eks-
presji HO-1 (rys. 12 M-0O, rys. 13 A).

Zaréwno w grupie zwierzat LXSN, jak i LSN-RHO-1-AS zacisnigcie tetnicy nerko-
wej wiagzato si¢ ze wzrostem w nerce aktywnosci kaspazy-3 (rys. 13 B). Wzrost ten byt
wigkszy u szczuréw, ktérym wstrzyknigto wektor z HO-1 w orientacji ,,antysens” (rys.
13 B). Zastosowanie CoPP skutecznie zapobiegalo aktywacji kaspazy-3 u szczuréw
z genetycznym uposledzeniem indukcji HO-1 (rys. 13 B).

4.1.5. Wptyw HO na biatka regulujace procesy apoptozy w nerce w modelu 2K1C

Juz w warunkach kontrolnych ekspresja biatka Apaf-1, bioracego udziat wraz z ka-
spaza-9 icytochromem c¢ w aktywacji kaspazy-3, byla wyzsza w nerkach szczurdw,
ktérym podano wektor z HO-1 w orientacji antysens (rys. 14 AiB). U tych zwierzat,
ekspresja Apaf-1 utrzymywata si¢ na podobnie wysokim poziomie po zaci$nigciu tetnicy
nerkowej (rys. 14 A i B).

Zarowno u szczurdw, ktérym podano wektor LXSN, jak tez u zwierzat z genetycznie
uposledzong indukcja HO-1 (LSN-RHO-1-AS), zacisnigcie tetnicy nerkowej powodo-
wato wzrost poziomu antyapoptotycznego biatka Bcl-2 (rys. 15). Jednoczesnie poziom
innego ochronnego biatka, Bcl-x1, wykazywat tendencj¢ do spadku, wigksza w nerkach
zwierzat LSN-RHO-1-AS (rys. 15).

Pod wptywem CoPP w nerkach szczuréw LSN-RHO-1-AS dochodzito do silnej in-
dukcji obu przeciwapoptotycznych biatek: Bel-2 i Bel-xI (rys. 16).
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Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Rys. 11. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) pozioméw COX-2 oraz 3-NT w nerkach
szczurow z wstrzyknietym wektorem z genem HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola
— szczury poddane operacji ,pozorowanej’, 2K1C — nerki z zaci$nietg tetnica nerkowa. CoPP (5 mg/
100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. dnia od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Rys. 14. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomu w nerkach szczuréw z wstrzyknie-
tym ,pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-RHO-1-AS).
Kontrola — szczury poddane operacji ,pozorowanej”. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Rys. 15. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) pozioméw Bcl-2 i Bcl-xI w nerkach szczu-
réw z wstrzyknigtym ,pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji ,antysens”
(LSN-RHO-1-AS). Kontrola — szczury poddane operacji ,pozorowanej”. 2K1C — nerki z zaci$nietg tetnicg
nerkowg. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Rys. 16. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomoéw biatek Bcl-2 oraz Bcl-xI w ner-
kach szczuréw z wstrzyknietym wektorem z genem HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-RHO-1-AS).
Kontrola — szczury poddane operacji ,pozorowanej’, 2K1C — nerki z zaci$nigetg tetnicg nerkowg. CoPP
(5 mg/100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. dnia od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]
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Rys. 17. Poziom fosforylowanego Akt (seryna 473) w nerkach szczuréw z wstrzyknigtym wektorem z ge-
nem HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola — szczury poddane operacji ,pozorowanej”,
2K1C — nerki z zaci$nietg tetnicg nerkowg. CoPP (5 mg/100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21.
dnia od zabiegu

Wedtug Olszanecki et al. [301]

W nerkach zwierzat, ktérym podano wektor z HO-1 w orientacji ,,antysens”, zasto-
sowanie CoPP zwigkszato ekspresje sprzyjajacej przezyciu kinazy B (Akt), a takze jej
aktywacje¢, mierzong wzrostem jej ufosforylowania czasteczki Akt w pozycji seryny 473
(rys. 17).

4.2. Model ostrej niewydolnosci nerek

4.2.1. Ekspresja HO w nerce

Podanie $rodka kontrastowego powodowato indukcje HO-1 w warstwie korowej ne-
rek; w warstwie rdzeniowej nie obserwowano wzrostu poziomu HO-1 (rys. 18). Poziom
HO-2, zar6wno w rdzeniu, jak i w korze nerek, pozostawal niezmieniony (rys. 18).

Trzytygodniowe podawanie induktora HO-1, CoPP powodowato znamienny wzrost
ekspresji HO-1, przede wszystkim w korze, ale rdwniez w warstwie rdzeniowej nerek
(rys. 19 A). Masywnej indukcji HO-1 towarzyszyto znamienne zwigkszenie aktywnosci
HO mierzonej w homogenacie catej nerki (2,12 + 0,12 vs 0,835 + 0,057 nmol bilirubiny/
mg biatka/godzing, rys. 19 B). Inhibitor HO, SnMP réwniez powodowat indukcje HO-1,
hamujac jednoczes$nie jej aktywnosc¢ (0,34 + 0,026 vs 0,835 £ 0,057 nmol bilirubiny/mg
bialka/godzing, rys. 19 B).
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godzinach od zabiegu

Wedtug Goodman et al. [142]
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niu $rodka kontrastowego. Nerki pobierano po 48 godzinach od zabiegu. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g,
s.c.) podawano raz w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzajace wstrzyknigcie $rodka kontrastowego

Wedtug Goodman et al. [142]

4.2.2. HO a poziom wolnego hemu i nasilenie stresu oksydacyjnego w nerce

Pod wplywem kwasu jotalamowego dochodzito do wzrostu poziomu wolnego hemu
w tkance nerek (0,95 = 0,021 vs 0,61 = 0,058 nmol/mg biatka, p < 0,05; n = 4). Podawa-
nie induktora HO-1, CoPP powodowato znamienny spadek stezen hemu, zastosowanie
za$ inhibitora aktywnosci HO, SnMP istotnie zwigkszato poziom hemu w tkance nerek
(stezenia odpowiednio 0,28 + 0,048 oraz 1,14 + 0,1 nmol/mg biatka, p < 0,05 wzgledem
grupy ONN; n = 4).
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W homogenatach nerek poddanych dziataniu $rodka kontrastowego wystgpowato
zwigkszone wytwarzanie anionu ponadtlenkowego (O,") (rys. 20).

Podawanie induktora HO-1, CoPP powodowalo zmniejszenie wytwarzania, zastoso-
wanie zas$ inhibitora aktywnosci HO, SnMP istotnie nasilato produkcje O,” w homoge-
nacie nerek (rys. 20).

4.2.3. HO a biochemiczne wyktadniki rozwoju niewydolnosci nerek

Podanie srodka kontrastowego w ciggu 2448 godzin doprowadzato do znamiennego
wzrostu stezen kreatyniny we krwi (49 + 8,0 vs 37 £ 6,1 umol/l, p <0,05; n=4) oraz
spadku klirensu kreatyniny (1,84 + 0,26 vs 3,98 £+ 0,87 ml/min, p <0,05; n=4) (rys.
21 A i B). Patologiczne zmiany poziomu kreatyniny we krwi i klirensu kreatyniny byty
znamiennie nasilane przez zastosowanie inhibitora aktywnosci HO, SnMP (wartos$ci od-
powiednio: 52 +£4,8 umol/l oraz 2,11 + 0,37 ml/min) (rys. 21 A i B). W przeciwienstwie
do tego induktor HO-1, CoPP zapobiegat wzrostowi st¢zenia kreatyniny we krwi i spad-
kowi klirensu kreatyniny po wstrzyknigciu §rodka kontrastowego (wartosci odpowied-
nio: 35 + 5,0 pmol/l oraz 2,86 + 0,77 ml/min) (rys. 21 AiB).

4.2.4. Wptyw HO na procesy apoptozy w nerce w modelu ostrej niewydolno$ci nerek

Podanie srodka kontrastowego powodowato aktywacje kaspazy-3, kaspazy-8 oraz
kaspazy-9 w warstwie rdzeniowej, ale nie w korze nerek (rys. 22). Zastosowanie SnMP
nie zwigkszalo dalej aktywnosci kaspaz, podawanie za§ CoPP znamiennie thumito ich
aktywnosc (rys. 22).
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* p < 0,05 wzgledem grupy kontrolnej; # p < 0,05 wzgledem grupy ONN; n = 4

Rys. 20. Wytwarzanie O, w homogenatach nerek szczurow kontrolnych oraz po podaniu srodka kontra-
stowego. Nerki pobierano po 2 dniach od podania kwasu jotalamowego. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g,
s.c.) podawano raz w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzajace wstrzyknigcie $rodka kontrastowego

Wedtug Goodman et al. [142]
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Rys. 21. Poziom kreatyniny w surowicy krwi (A) oraz klirens kreatyniny (B) w 2. dobie od podania srodka
kontrastowego u szczuréw kontrolnych. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz w tygodniu
przez 3 tygodnie poprzedzajace wstrzykniecie srodka kontrastowego

Wedtug Goodman et al. [142]

W rdzeniu nerek podanie srodka kontrastowego powodowato silng indukcje sprzy-
jajacego apoptozie biatka Bax (rys. 23 i24). Indukcja Bax znoszona byta przez CoPP
(rys. 23 124). Co ciekawe, uzycie inhibitora HO, SnMP nasilato indukcj¢ Bax zaréwno
w rdzeniu, jak i w korze nerek (rys. 23 1 24).

Induktor HO-1, CoPP powodowat podwyzszenie w rdzeniu nerki pozioméw prze-
ciwapoptotycznych bialek Bcl-2 oraz Bcel-x1 (w przypadku biatka Bel-x1 podobna reak-
cja zachodzita réwniez w korze nerek) (rys. 23 1 24).

W korze nerki SnMP znamiennie obnizalo poziom biatka Bcl-2 (rys. 23 i 24).
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Rys. 22. Aktywno$¢ kaspaz w homogenatach kory i rdzenia nerek szczuréw kontrolnych oraz po podaniu
srodka kontrastowego. Nerki pobierano po 2 dniach od zabiegu. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g, s.c.)
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Wedtug Goodman et al. [142]
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Rys. 23. Ekspresja biatek rodziny Bcl-2 w rdzeniu (A) i korze (B) nerek szczuréw kontrolnych oraz po
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Wedtug Goodman et al. [142]
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Rys. 24. Analiza densytometryczna poziomu biatek rodziny Bcl-2 w rdzeniu i korze nerek szczuréw kon-
trolnych oraz po podaniu $rodka kontrastowego

Wedtug Goodman et al. [142]



58

4.3. Model cukrzycy

4.3.1. Ekspresja HO oraz wybranych biatek pro- i antyapoptotycznych w nerkach

W trakcie rozwoju cukrzycy, 3 miesigce po podaniu STZ w nerce dochodzito do
zwigkszonej ekspresji HO-1 zaréwno u szczurdéw, ktdrym podano ,,pusty” wektor, jak
i u szczurow LSN-RHO-1-AS (rys. 25 A i B). Frakcjonowanie homogenatu nerek umoz-
liwito doktadne zlokalizowanie pojawiajacej si¢ HO-1 we frakcji cytozolowej (rys. 25
A'iB). Zastosowanie CoPP powodowato masywna indukcje HO-1, ktéra obok frakc;ji
cytozolowej pojawiata si¢ w duzej ilosci w mitochondriach (rys. 25 A i B). Mitochon-
drialng lokalizacj¢ HO-1 wyindukowana przez CoPP potwierdzaty barwienia immuno-
cytochemiczne wykonane technika EM immunogold (rys. 26).

W poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi w nerkach szczurow cukrzycowych
w cytozolu stwierdzano wyraznie wyzszy poziom cytochromu c (rys. 25 A1 B). Co cie-
kawe, pomimo podobnego nasilenia indukcji HO-1 poziom cytochromu ¢ we frakcji
cytozolowej u szczurdw, ktorym wstrzyknigto wektor z HO-1 w orientacji ,,antysens”
byt wyzszy niz u zwierzat LXSN (rys. 25 Ai B). Podanie CoPP zmniejszato poziom
cytochromu ¢ w cytozolu (rys. 25 A i B).

W poréwnaniu ze zwierzgtami kontrolnymi po podaniu STZ nie dochodzito w ho-
mogenatach nerek do zmian w ekspresji przeciwapoptotycznego biatka Bel-x1. Jednak
podanie induktora HO-1, CoPP zwigkszalo poziom Bcl-x1 w cytozolu i mitochondriach
nerek szczuréw LSN-RHO-1-AS (rys. 25 A1 B).

W badanych probkach zaznaczata si¢ tendencja (jednak bez znamiennos$ci staty-
stycznej) do nizszego poziomu mitochondrialnego biatka VDAC-1 w nerkach szczuréw,
ktérym wstrzyknigto wektor z HO-1 w orientacji ,,antysens” w porownaniu z nerkami
zwierzat ,,zakazonych” wektorem LXSN (rys. 25 A1 B).

4.3.2. Aktywno$¢ oksydazy cytochromu c oraz wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych przez
frakcje mitochondrialng homogenatow nerek

Podanie STZ zmniejszato aktywnos$¢ oksydazy cytochromu ¢ mierzonej we frakceji
mitochondrialnej homogenatu nerek (rys. 27 A). Po 3 miesigcach hiperglikemii poziom
aktywnosci oksydazy cytochromu ¢ we frakcji mitochondrialnej byt podobny u szczu-
row LXSN oraz u zwierzat, ktorym podano wektor LSN-RHO-1-AS (rys. 27 A). U tych
ostatnich podanie CoPP podwyzszato mitochondrialng aktywno$¢ oksydazy cytochro-
mu c (rys. 27 A).

Trzymiesigczna cukrzyca powodowata wzrost wytwarzania ROS przez frakcje mi-
tochondrialng homogenatu nerek, nieznacznie wyzszy w przypadku frakcji mitochon-
drialnej homogenatdw nerek zwierzat ,,zakazanych” wektorem z HO-1 w orientacji ,,an-
tysens” (rys. 27 B). Induktor HO-1, CoPP powodowat zmniejszenie produkcji anionu
ponadtlenkowego przez frakcj¢ mitochondrialng homogenatow nerek szczurow cukrzy-
cowych LSN-RHO-1-AS (rys. 27 B).
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Rys. 25. Ekspresja (A) i analiza densytometryczna (B) poziomu HO-1, cytochromu c (Cyt c), biatka
VDAC-1 oraz biatka Bcl-xI we frakcji mitochondrialnej (MT) oraz cytozolowej (Cys) homogenatu nerek
szczuréw kontrolnych oraz po podaniu streptozotocyny (STZ). Ekspresje podjednostki IV cytochromu
(Cyt IV) potraktowano jako kontrole czystosci frakcji (wystepuje tylko we frakcji mitochondrialnej). Nerki
pobierano po 3 miesigcach od podania STZ. CoPP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz w tygodniu przez
3 tygodnie poprzedzajgce pobranie nerek



Rys. 26. Barwienie immunocytochemiczne metodg pozatopieniowg z uzyciem ztota na obecno$¢ HO-
1 w mitochondriach nerek szczuréw cukrzycowych (A i C) oraz cukrzycowych, ktérym podano CoPP
(5 mg/100 g, s.c., raz w tygodniu przez 3 tyg.) (B i D). Pozytywny sygnat zwigzany jest z btong mito-
chondrium (grube strzatki) oraz grzebieniami (przerywane strzatki). A i B — pow. 3900 x; C i D — pow.
21 000 x
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Rys. 27. Aktywnos¢ oksydazy cytochromu c (A) oraz wytwarzanie O,  (B) we frakcji mitochondrialnej
homogenatéw nerek szczuréw kontrolnych oraz po podaniu streptozotocyny (STZ). Badania prowadzono
na zwierzetach, ktérym podano ,pusty” wektor (LXSN) oraz wektor z HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-
-RHO-1-AS). Nerki pobierano po 3 miesigcach od podania STZ. CoPP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz
w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzajace pobranie nerek

4.3.3. Aktywno$¢ kaspaz w homogenatach nerek
W poréwnaniu ze szczurami kontrolnymi w nerkach zwierzat cukrzycowych, zaréw-

no LXSN, jak i ,,zakazonych” wirusem z HO-1 ,antysens”, dochodzito do podobnego
zwigkszenia si¢ aktywnosci kaspazy-3 i kaspazy-9, podczas gdy aktywno$¢ kaspazy-8
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nie ulegata znaczacym zmianom (rys. 28). Podawanie CoPP zmniejszato aktywnos¢ ka-
spaz do poziomdw wystepujacych u zwierzat kontrolnych (rys. 28).
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Rys. 28. Aktywno$¢ kaspaz w homogenatach nerek szczuréw kontrolnych oraz po podaniu streptozo-
tocyny (STZ). Badania prowadzono na zwierzetach, ktérym podano ,pusty” wektor (LXSN) oraz wektor
z HO-1 w orientacji ,antysens” (LSN-RHO-1-AS). Nerki pobierano po 3 miesigcach od podania STZ.
CoPP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzajgce pobranie nerek



5. PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. Indukcja HO-1 w nerkach wystgpowata we wszystkich badanych modelach: towa-
rzyszyta zacis$nieciu tetnicy nerkowej (2K1C), podaniu jonowego $rodka kontrastowego
(ONN) oraz, w dhuzszej perspektywie czasowej, rozwojowi cukrzycy po dootrzewno-
wym podaniu szczurom streptozotocyny (STZ).

2. Pojawiajace si¢ uszkodzenie nerek charakteryzowato si¢ zaburzeniem ich mor-
fologii (2K1C), uposledzeniem ich funkcji (2K1C, ONN), pojawieniem si¢ w komor-
kach enzymow zapalnych (2K1C) oraz wzrostem wytwarzania reaktywnych form tlenu
w tkance (2K1C, ONN, STZ).

3. We wszystkich trzech modelach uszkodzeniu nerek (zwlaszcza rdzenia) towarzy-
szyto nasilenie si¢ apoptozy, ze wzmozona aktywacja kaspaz (2K1C, ONN) oraz zmia-
nami ekspresji biatek pro- i antyapoptotycznych (2K1C, ONN, STZ). Aktywacja apop-
tozy byta zwigkszona u zwierzat z uposledzong ekspresja szlaku HO-1.

4. We wszystkich modelach chemiczny induktor HO-1 (CoPP) zwigkszat ekspresje
HO-1 w nerkach i zapobiegal ich morfologicznemu i czynno$ciowemu uszkodzeniu.

5. Wywolanej przez CoPP indukcji HO-1 towarzyszyto zahamowanie apoptozy (wy-
razone nizsza aktywnosScia kaspaz), zwigkszona ekspresja antyapoptotycznych biatek
Bcl-2 i1 Bcel-xI oraz podniesiony poziom ekspresji i zwigkszony stopien fosforylacji ki-
nazy Akt (2K1C).

6. W modelu cukrzycy wyidukowana pod wptywem CoPP HO-1 lokalizowata si¢
w mitochondriach. Pojawienie si¢ HO-1 w mitochondriach wiazato si¢ ze zwigkszeniem
aktywnosci mitochondrialnej oksydazy cytochromu ¢ oraz spadkiem mitochondrialnego
wytwarzania anionu ponadtlenkowego (O,").






6. DYSKUSJA

Indukcja HO-1 towarzyszyla uszkodzeniu nerek we wszystkich zastosowa-
nych modelach badawezych: w trakcie rozwoju nadci$nienia naczyniowo-nerkowego,
ostrej niewydolnosci nerek oraz cukrzycy. Chociaz modele te r6znig si¢ przyczynami
1 stopniem uszkodzenia nerek, mechanizmy wiodace do indukcji HO-1 w kazdym z nich
moga by¢ podobne.

W modelu 2K1C poprzez kontrolowane zacisnigcie t¢tnicy nerkowej ograniczony
zostaje przeptyw krwi przez jedna z nerek, podczas gdy druga pozostaje nietknigta [137,
268]. Masywne uwalnianie reniny z niedokrwionej nerki doprowadza do zwigkszone-
go wytwarzania angiotensyny Il w samym narzadzie oraz wzrostu jej stgzenia we krwi
[144, 191, 214, 231, 268, 272]. Nerka niedokrwiona ulega atrofii, nerka ,,zdrowa” zas
przerasta i podlega hiperperfuzji, co zapobiega wystapieniu hiperwolemii (typowej dla
modelu 1K1C, w ktérym zaciska si¢ tetnice nerkowa po uprzedniej, przeciwstronnej
nefrektomii). W modelu 2K1C za wystapienie i podtrzymanie nadcisnienia odpowiada
wigc przede wszystkim wzmozona aktywacja uktadu renina—angiotensyna—aldosteron
(RAA) [231].

Angiotensyna II jest jednym z typowych induktoréw HO-1 w tkankach [157, 323,
343], jednak sam wzrost poziomu krazacej angiotensyny Il nie wydaje si¢ wystarcza¢ do
indukcji HO-1 w nerce w modelu 2K1C. Znamienne, ze poziom HO-1 wzrastat jedynie
po stronie zacisnigtej tetnicy nerkowej — wydaje si¢ wige, ze krytyczne dla wystapie-
nia indukcji HO-1 byto miejscowe, naktadajace si¢ dziatanie kilku czynnikow (hipok-
sji, zwigkszonego powstawania ROS, aktywacji uktadu RAA). Co cieckawe, podobna
konstelacja mechanizmdéw patologicznych (wzmozone, wewnatrznerkowe powstawanie
angiotensyny II, skurcz naczyn, hipoksja i nasilenie wytwarzania ROS) pojawia si¢ nie
tylko po zaci$nigciu tgtnicy nerkowej, lecz odgrywa réwniez duza rolg w patogenezie
uszkodzenia nerek po podaniu jonowego Srodka kontrastowego [23, 164, 165, 224, 295,
308, 314] oraz w przebiegu nefropatii cukrzycowej [22, 59, 77, 296, 364, 396, 452].

W kontekscie rozwazan roli fizjologicznej niezwykle waznym zagadnieniem jest
lokalizacja HO-1 w nerce [69]. O ile umiejscowienie w nerkach konstytutywnej HO-2
jest dobrze opisane i nie budzi wigkszych watpliwosci (wystegpuje gldwnie w komor-
kach czegsci wstepujacej petli Henlego, komdrkach kanalikow zbiorczych oraz w tet-
nicach migdzyptacikowych i tetniczkach doprowadzajacych) [82, 190, 240], o tyle
o wiele trudniej wskaza¢ typowa lokalizacj¢ pojawiajacej si¢ w warunkach patologicz-
nych izoformy HO-1 — zalezy ona w duzym stopniu od rodzaju uszkodzenia nerek.
U zwierzat w modelu rabdomiolizy, w przypadku uszkodzenia nerek spowodowanego
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podawaniem cisplatyny lub angiotensyny II, HO-1 pojawia si¢ gtownie w czesci prok-
symalnej cewek nerkowych [8, 157, 287, 416]; podobnie w przypadkach niektorych
schorzen nerek u ludzi — nocnej napadowej hemoglobinurii, nefropatii IgA czy ostrej
martwicy cewek [290, 300]. Donoszono jednak takze o indukcji HO-1 w kigbuszkach
nerkowych 1 komdrkach mezangium w przypadku kigbuszkowych zapalen nerek [85,
86, 276] oraz w cewkach, komodrkach srodmigzszowych i migsniach gtadkich naczyn
nerkowych w przebiegu anemii sierpowatokrwinkowej [288]. Charakterystyczne, ze
w wigkszosci schorzen indukcja HO-1 wystepuje w miejscu najwigkszego uszkodzenia
— w naszym modelu zacisnigcie tetnicy nerkowej powodowato indukcje HO-1 gldwnie
w najbardziej niedokrwionym obszarze — rdzeniu nerki. Co ciekawe, zasada ta nie ma
zastosowania do szczurzego modelu ostrej niewydolnosci nerek spowodowanej poda-
niem $rodka kontrastowego — tu indukcja HO-1 zachodzita jedynie w korze nerek, cho-
ciaz model ten, szczegdlnie po modyfikacji polegajacej na zahamowaniu indometacyng
syntezy prostaglandyn, uznawany jest za selektywnie uszkadzajacy rdzen tego narzadu
[49, 100, 164, 165].

Uzyskane w pracy wyniki wskazuja, ze naturalne mechanizmy indukcji HO-1 w od-
powiedzi na zacis$nigcie tetnicy nerkowej uposledzone byly u szczurow, ktdrym tuz po
urodzeniu podawano wektor zawierajacy gen szczurzej HO-1 w orientacji ,,antysens”.
Jak to juz wczesniej opisano, tego rodzaju manipulacja genetyczna prowadzi do trwate-
go obnizenia zdolno$ci komorek i tkanek do indukcji HO-1 w odpowiedzi na naturalny
stres, ale nie zamyka mozliwos$ci wyindukowania enzymu substancjami egzogenny-
mi, jak np. metaloporfirynami [330, 449]. Tak zmodyfikowane szczury stanowig wigc
bardzo wygodny model badawczy, a genetyczne hamowanie ekspresji HO-1 funkcjo-
nalnie odpowiada uzyciu inhibitora aktywnosci HO — mezoporfiryny cynowej (SnMP)
u ,,regularnych” zwierzat laboratoryjnych.

Zarowno w modelu 2K1C, jak i niewydolnosci nerek po podaniu §rodka kon-
trastowego, zahamowanie aktywnos$ci HO wiazalo si¢ z nasilaniem uszkodzenia
nerek, indukcja za§ HO-1 za pomoca CoPP wiazala si¢ z dzialaniem ochronnym.
Zacisnigcie tetnicy nerkowej powodowato atrofi¢ i1 patologiczne zmiany w strukturze
nerek, zaostrzone u zwierzat z genetycznym uposledzeniem indukcji HO-1. Co cieka-
we, juz w nerkach szczuréw z uposledzong indukcja HO-1, poddanych jedynie operacji
»pozorowanej”, notowano mikroskopowe cechy uszkodzenia, wystepowal wyzszy po-
ziom COX-2 (izoformy pojawiajacej si¢ gtownie w odpowiedzi tkanki na stres, chociaz
w matych ilodciach obecnej w nerkach konstytutywnie, w warunkach fizjologicznych
[120, 156, 450]) oraz 3-nitrotyrozyny (3-NT) — wyktadnika stresu oksydacyjnego, ,,che-
micznego dowodu” dziatania wolnego rodnika — nadtlenoazotynu — na reszty tyrozyno-
we biatek [61, 91, 103, 335]. Roznice te utrzymywaly si¢ takze u zwierzat poddanych
zacis$nieciu tetnicy nerkowe;.

W modelu ONN podanie $rodka kontrastowego powodowato rowniez znaczne
zwigkszenie wytwarzania w nerkach anionu ponadtlenkowego, co byto nieco nasilane
przez inhibitor aktywnosci HO, mezoporfiryne cynowa (SnMP).

Nalezy podkreslié, ze w obu modelach ,,superindukcja” HO-1, osiagana poprzez za-
stosowanie CoPP, znamiennie zmniejszata w nerkach stres oksydacyjny, zapobiegata ich
makro- i mikroskopowemu uszkodzeniu oraz poprawiata ich funkcje (klirens kreatyni-
ny), w modelu 2K1C takie dzialanie CoPP wiazato si¢ takze z normalizacja ci$nienia
krwi. Wynik ten pozostaje w zgodzie z wczesniejszym doniesieniem dotyczacym mo-
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delu 2K1C [44] oraz uzupetnia badania przeprowadzone na modelu 1K1C, w ktorym
unieczynnienie genu HO-1 sprzyjato nadci$nieniu i uszkodzeniu nerki [434].

Jakie mechanizmy molekularne moga odpowiada¢ za ochronne dzialanie HO-1
w nerkach? Uktad hem—oksygenaza hemowa ujawnil swoje cytoprotekcyjne dzialanie
w wielu modelach uszkodzenia narzadowego [343, 346, 442], jednak wydaje sig, ze
szczegolng rolg uktad ten pelni w nerkach [3, 166, 362], gdzie indukcje HO-1 mozna
rozwazac jako jeden z podstawowych mechanizmoéw adaptacji do uszkodzenia spowo-
dowanego niedokrwieniem i reperfuzja [9, 392], dziataniem nefrotoksyn (np. cisplatyny,
czy rapamycyny) [8, 139], zapaleniem ki¢buszkéw nerkowych [85, 276, 416], rabdo-
mioliza [287, 289] czy reakcja odrzucania przeszczepu [409, 419]. Zrozumienie roli
HO w fizjopatologii nerek poglebity prace na myszkach z unieczynnionymi genami dla
HO-1 [HO-17"] lub HO-2 [HO-27] oraz opis kliniczny niedoboru HO-1 u cztowieka
[300, 326, 327, 443]. W nerkach myszek HO-1"" powyzej 20. tygodnia zycia, w korze
w okolicach cewek wykazywano obecnos$¢ ztogow zelaza, a z czasem u zwierzat tych
pojawiato si¢ zapalenie ktebuszkdéw nerkowych [327]. Z kolei u myszek HO-27 poda-
nie streptozotocyny powodowato wigksze zmiany morfologiczne i funkcjonalne nerek
niz u myszek kontrolnych [141].

U pacjenta z niedoborem HO-1 notowano podobny fenotyp zaburzen, jak w przy-
padku myszek HO-1"": zaburzenie wzrostu, anemia, ztogi zelaza w narzadach miaz-
szowych, powigkszenie weztdw chtonnych, leukocytoza, hepatosplenomegalia, wzrost
podatnos$ci komoérek na uszkodzenie przez stres oksydacyjny. Tak jak w przypadku my-
szek HO-17~ nerkowe zlogi zelaza lokalizowaly si¢ przede wszystkim w okolicy cewek
proksymalnych, a w nerkach wystgpowat tagodny rozplem mezangium i uszkodzenie
naczyn kiebuszkow [300, 443].

Nefroprotekcyjna rola HO zaleze¢ moze od kilku mechanizméw. Po pierwsze,
indukcja HO-1 sprzyja usuwaniu toksycznego i nasilajacego wytwarzanie ROS wolnego
hemu [325, 344]. Poziom wolnego hemu w nerkach wzrasta w czasie ich ostrego uszko-
dzenia 1 jego usuwanie moze mie¢ duze znaczenie dla ochrony nerek [140, 219, 405].
Rzeczywiscie, w naszych eksperymentach podanie srodka kontrastowego powodowato
kumulacj¢ wolnego hemu w tkance nerek, czemu zapobiegat induktor HO-1, CoPP.

Po drugie, podwyzszona aktywnos$¢ HO-1 skutkuje zwigkszeniem wytwarzania bili-
rubiny, CO oraz zelaza, ktdrego potencjalnie szkodliwe, prooksydacyjne dziatanie neu-
tralizowane jest przez ferrytyng (jej indukcja prawie zawsze towarzyszy indukcji HO-1)
i/lub zwigkszony transport Fe*" na zewnatrz komorki [121]. Zwigkszenie poziomu bili-
rubiny w tkance nerek moze mie¢ duze znaczenie dla ochronnego dziatania HO-1. We-
wnatrznerkowy stres oksydacyjny odgrywa kluczowa rol¢ w patogenezie uszkodzenia
nerek po zacisnigciu tgtnicy nerkowej oraz wstrzyknieciu srodka kontrastowego [150,
157], a bilirubina, jako niezwykle skuteczny zmiatacz wolnych rodnikow oraz inhibi-
tor oksydazy NAD[P]H, moze ogranicza¢ zaréwno powstawanie, jak i oddzialywanie
ROS [383, 391]. Ochronne dziatanie bilirubiny opisane zostato w modelu niedokrwienia
i reperfuzji izolowanej nerki [7].

Za dziatanie ochronne HO-1 odpowiada¢ moze takze zwigkszone powstawanie tlen-
ku wegla (CO). Na ochronne wtasciwosci CO moze sktadac si¢ jego dziatanie naczynio-
rozszerzajace [105, 423, 458], hamowanie wytwarzania ROS przez oksydazg NAD[P]H
[3], dziatanie przeciwzapalne [275, 305], a takze (w modelach in vitro) zdolnos¢ do
hamowania procesow apoptozy [51]. Wykazano kardioprotekcyjne wiasciwosci ma-
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tych ilosci gazowego CO [131] oraz zwiazkow chemicznych — donoréw CO (CORM,
CORM-2, CORM-3) [72, 145].

Uzyskane w pracy wyniki Swiadcza, Ze nadmiernie nasilona apoptoza odgrywa
wazna role w patogenezie uszkodzenia nerek i nadci$nienia spowodowanego zacis-
nigciem tetnicy nerkowej oraz niewydolnosci nerek po podaniu jonowego Srodka
kontrastowego. Zacisnigcie tgtnicy nerkowej powodowato wzrost w tkance nerek licz-
by komorek apoptotycznych oraz zwigkszenie aktywnosci kaspazy-3 w homogenacie
z narzadu. We weczesniejszych badaniach prowadzonych w modelu 2K1C wykaza-
no aktywacj¢ kaspazy-3 oraz kaspazy-9, ale nie kaspazy-8 [43]. Podobnie w nerkach
szczurow z eksperymentalng cukrzyca dochodzito do aktywacji kaspazy-3 i kaspazy-9,
aktywno$¢ za$ kaspazy-8 nie ulegala podwyzszeniu. Inaczej byto w modelu ONN,
gdzie podanie $rodka kontrastowego powodowato aktywacje wszystkich trzech kaspaz
w rdzeniu nerek.

Analiza aktywnosci poszczegdlnych kaspaz sugeruje, ze w modelu 2K1C oraz cuk-
rzycy wywotanej podaniem STZ dochodzi gtéwnie do aktywacji wewnatrzpochodnego
szlaku apoptozy (zob. rys. 2), zaleznego od destabilizacji mitochondriow i uwalniania
z nich proapoptotycznych biatek. W modelu ONN, obok niewatpliwej aktywacji szlaku
wewnatrzpochodnego, nasila si¢ takze dziatanie szlaku zewnatrzpochodnego (mogtoby
to by¢ np. wyktadnikiem silniejszej w tym modelu komponenty zapalnej). Znamienne
jest takze, ze we wszystkich trzech modelach miejsce najsilniejszej aktywacji proceséw
apoptozy pokrywa si¢ z miejscem najwigkszego uszkodzenia narzadu.

Niniejsza praca po raz pierwszy zwraca uwage na istotng rol¢ programowanej $mier-
ci komorek w modelu 2K 1C, chociaz rowniez wiadomo, ze nadmiernie nasilona apop-
toza moze przyczyniaé si¢ do rozwoju roznych schorzen nerek [3, 195, 196, 246]: ostrej
niewydolnos$ci nerek w przebiegu ich niedokrwienia i reperfuzji [37, 83, 108, 134, 223,
309, 415], uszkodzenia spowodowanego podaniem $rodka kontrastowego [169] i glice-
rolu [171], a takze nefropatii cukrzycowej [218, 428, 440] i torbielowatosci nerek [107].
W wigkszos$ci wypadkow apoptoza bierze udziat w uszkodzeniu cewek nerkowych, cho-
ciaz ostatnio podnosi si¢ rowniez udziat programowanej $mierci komorki w patologiach
ktebuszkow nerkowych [175, 258]. Wydaje sig, ze hamowanie apoptozy mogloby stano-
wi¢ obiecujaca strategi¢ ochrony nerek [117, 303].

W prezentowanych modelach uszkodzenia nerek upos$ledzenie indukeji HO-1
lub zahamowanie jej aktywnoS$ci wiazalo si¢ z nasilaniem, ,,superindukcja” za$
HO-1 za pomoca CoPP z zahamowaniem apoptozy. Co cickawe, w modelu 2K1C,
juz u zwierzat poddanych operacji ,,pozorowanej”, genetyczne uposledzenie indukcji
HO-1 podwyzszato liczbg¢ komorek apoptotycznych w tkance nerek, czemu jednak nie
towarzyszyt wzrost aktywnosci kaspazy-3 (sugerowatoby to aktywacje¢ niezaleznych
od kaspaz drog apoptozy w nerkach tych zwierzat [50]). Zacisnigcie t¢tnicy nerkowej
u szczurdw, ktérym podano wektor zawierajacy gen HO-1 w orientacji ,,antysens”, po-
wodowalo znamiennie silniejsza aktywacj¢ kaspazy-3 w pordwnaniu ze zwierz¢tami
kontrolnymi. Podobnie w modelu ONN zastosowanie inhibitora aktywnosci HO, SnMP,
nasilato aktywacj¢ kaspaz. Niezmiernie wazne jest, ze indukcja HO-1 za pomoca CoPP
we wszystkich trzech modelach uszkodzenia nerek znamiennie zmniejszata cechy ak-
tywacji apoptozy. Mozliwo$¢ hamowania apoptozy w nerkach przez HO-1 podnoszona
byta juz wezesniej [204, 331], jednak mechanizmy antyapoptotycznego dziatania HO-1
nie byty zbadane.
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Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, Ze hamowanie apoptozy przez
HO-1 odbywa si¢ poprzez wplyw na bialka regulujace procesy apoptozy z rodzi-
ny Bcl-2 oraz kinaze bialkowa Akt. W modelu 2K1C, w grupie zwierzat poddanych
operacji ,,pozorowanej”, w porownaniu ze szczurami kontrolnymi, poziom jednego
z gldwnych aktywatoréw apoptozy — biatka Apaf-1 — w homogenatach nerek byt wy-
raznie wyzszy u szczuréw z genetycznym uposledzeniem indukcji HO-1 iréznica ta
utrzymywata po zacisnigciu tetnicy nerkowej. U tych zwierzat uposledzony byt takze
wzrost ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-2 w odpowiedzi na zaci$nigcie tetnicy
nerkowej — jak si¢ wydaje naturalna reakcja obronna, rozwijajaca si¢ bez przeszkod
u zwierzat kontrolnych. Z kolei w modelu niewydolnos$ci nerek farmakologiczne hamo-
wanie aktywnosci HO silnie zwigkszato, zar6wno w rdzeniu, jak i w korze nerek po-
ziom proapoptotycznego, destabilizujacego mitochondria, biatka Bax oraz zmniejszato
w korze nerek ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka Bcl-2. Szczegodlnie wazny jest fakt,
ze we wszystkich modelach uszkodzenia nerek indukcja HO-1 za pomoca CoPP silnie
zwigkszala poziomy antyapoptotycznych biatek Bel-2 i Bel-xl1.

Wzajemne hamowanie pomiedzy pro- i antyapoptotycznymi biatkami z rodziny Bcl-2,
realizowane gldwnie poprzez bezposrednie oddzialywanie ich domen biatkowych (BH1—
—BH4), jest kluczowe dla skutecznej kontroli wewnatrzpochodnego szlaku programowa-
nej $mierci komorki [41, 355, 436]. Biorac pod uwagge dziatanie i strukture, liczna rodzine
tych bialek dzieli si¢ na 3 podgrupy: posiadajace 4 domeny BH biatka hamujace apoptoze
(np. Bcl-2, Bel-x1, Bel-w, Mcl-1, A1/Bfl-1), wielodomenowe (ale bez domen BH4) biatka
nasilajace apoptoze¢ (np. Bax, Bak, Bok/Mtd) oraz proapoptotyczne biatka zawierajace
jedynie domen¢ BH3 (np. Bad, Bid, Bim/Mod, Noxa, Puma/Bbc3, Bmf). Liczne bada-
nia wcigz przynosza nowe informacje o dziataniu poszczegdlnych sktadowych rodziny
Bcl-2 [6, 143, 149, 339]. W najwickszym skrdcie, podczas aktywacji wewnatrzpochod-
nego szlaku apoptozy biatka Bax i Bak, tworzac oligomery na powierzchni mitochon-
driow, biora udzial w uwalnianiu z nich poteznych aktywatoréw apoptozy [193]. Gtow-
ng rola antyapoptotycznych bialek Bcl-2 jest zapobieganie tej reakcji. Nalezy jednak
podkresli¢, ze ochronna rola takich biatek, jak Bcl-2 1 Bel-x1 wykracza poza bezposred-
nie hamowanie biatek proapoptotycznych — moga one rowniez stabilizowaé przepusz-
czalno$¢ dla wapnia blon siateczki srédplazmatycznej i mitochondrium oraz dziata¢ an-
tyoksydacyjnie [99, 182]. Z kolei biatka zawierajace jedynie domen¢ BH3, indukowane
w sytuacji stresu komorkowego, inaktywuja antyapoptotyczne biatka Bcl-2. Komorki
regulujg ekspresj¢ oraz aktywno$¢ (poprzez modyfikacje potranslacyjne) poszczegol-
nych sktadowych rodziny Bcl-2 [41, 436]. Uzyskane wyniki wskazuja, ze ochronna rola
HO-1 moze polega¢ na przywracaniu prawidlowej rownowagi pomig¢dzy ekspresja pro-
i antyapoptotycznych biatek rodziny Bcl-2, a przez to na stabilizacji mitochondriow.
Doktadny mechanizm molekularny takiego wptywu wymaga jednak dalszych badan.

W modelu 2K 1C indukcji HO-1 wywotanej przez CoPP towarzyszyto podwyzszenie
poziomu kinazy Akt oraz wzrost jej aktywnosci, mierzony stopniem krytycznej dla jej
dziatania fosforylacji — przy reszcie seryny 473 [450]. Kinaza bialkowa Akt (znana takze
jako PKB, protein kinase B) to konserwatywne biatko wystepujace u ssakow w trzech
izoformach — PKBa, PKBp i PKBy (Aktl, Akt2 i Akt3) — odgrywajace (z pewnymi roz-
nicami co do poszczegdlnej izoformy [163]) centralng rolg w regulacji metabolizmu
(zwhaszcza cukrow), transkrypcji mRNA, przebiegu cyklu komorkowego 1 funkceji cy-
toszkieletu [46, 55, 104, 118]. Kinaza Akt sprzyja proliferacji komorkowe;j i petni aktyw-
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ng rol¢ w hamowaniu apoptozy, m.in. poprzez inaktywacje proapoptotycznego biatka
Bad [87, 126, 370, 401], ktore — podobnie jak inni sprzyjajacy apoptozie ,,cztonkowie”
rodziny Bcl-2 — bierze udzial w destabilizacji mitochondridw [355]. Nalezy dodaé, ze
dziatanie kinazy Akt jest bardzo $ci$le zwiazane z mitochondriami — oprécz hamowa-
nia biatka Bad odpowiada ona za przytaczanie do bton mitochondrialnych innych re-
gulatorow apoptozy (w tym np. innych kinaz), sama moze takze taczy¢ si¢ z blonami
mitochondrialnymi, a nawet by¢ ,,importowana” do wngtrza tych organelli [34, 311].
Podstawowym aktywatorem kinazy Akt jest kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K) pobu-
dzana zwigzaniem si¢ ze swoistymi receptorami czynnikow wzrostu czy insuliny [26,
159, 161, 375]. Chociaz mechanizm aktywacji Akt przez HO-1 w naszych modelach
badawczych pozostaje niejasny, to mozna spekulowac, ze mogtby zaleze¢ on od odkrytej
niedawno zdolnosci CO do pobudzania PI3K [235, 460]. Schematyczne ujg¢cie zaktada-
nych punktow dziatania HO-1 na szlaki apoptozy przedstawia rysunek 29.

Biologicznym rezultatem antyapoptotycznego dzialania HO-1 wydaje si¢ stabi-
lizacja mitochondriéw i poprawa ich funkcji. Mitochondria to nie tylko komoérkowe
»elektrownie” odpowiedzialne za wytwarzanie energii, ale takze podstawowe organelle
regulujace przebieg wewnatrzpochodnego szlaku programowanej $mierci komorki [15,
45, 62,260]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze dziatanie biologiczne indukowanych (lub ha-
mowanych) przez HO-1 molekut skupia si¢ whasnie na tych organellach [172, 338, 413].
Co wigcej, wydaje si¢, ze mitochondria maja swoj ,,wtasny” uktad HO (rys. 29).

Podawanie CoPP w modelu cukrzycy szczurom z genetycznym uposledzeniem in-
dukcji HO-1 powodowato pojawienie si¢ tego enzymu we frakcji mitochondrialnej. Mi-
tochondrialna lokalizacja HO-1 potwierdzona byta barwieniem immunocytochemicz-
nym, wykonanym technika EM immunogold. Co wigcej, podawanie CoPP poprawiato
funkcje mitochondriow — odwracato cukrzycowe uposledzenie aktywnosci mitochon-
drialnej oksydazy cytochromu c¢ oraz zmniejszato mitochondrialne wytwarzanie ROS.

Niewiele wiadomo o ,,wewnatrzmitochondrialnej HO-1" — po raz pierwszy mozli-
wosc takiej lokalizacji tego enzymu zasugerowano bardzo niedawno [76, 343]. Podej-
rzewa si¢, ze glowna rolg tej HO-1 bytaby degradacja hemu uwalnianego z licznych mi-
tochondrialnych hemoprotein [76]. Istnieja jednak wiarygodne przestanki, ze wewnatrz-
mitochondrialna HO-1 mogtaby réowniez regulowaé funkcje tych organelli [98]. Czy
mogtlaby takze zapobiega¢ uwalnianiu z nich aktywatoréw apoptozy, np. cytochromu c?
Uzyskane w modelu cukrzycy wyniki sugeruja taka wtasnie mozliwos¢.

Potencjalny mechanizm takiego dziatania HO-1 mogtby np. zaleze¢ od ogranicza-
nia prooksydacyjnego dziatania wolnego hemu na lipidy bton mitochondrialnych [98]
— ich stan bowiem (np. stopien utlenienia kardiolipiny) istotnie wptywa na funkcje
mitochondriow i dziatanie systemu pro- i1 antyapoptotycznych biatek Bcl-2 [264, 298,
304, 433, 439].

Smieré jest nieodtaczna towarzyszka zycia. Nadmierne hamowanie apoptozy moze
sprzyja¢ chorobom nowotworowym i zaburzeniom autoimmunizacyjnym [111, 158, 266].
Jednakze nadmiernie nasilona, ,,rozregulowana” apoptoza bierze udzial w patogenezie
wielu schorzen, w tym réwniez tych przewlektych, zwanych cywilizacyjnymi — chordb
uktadu sercowo-naczyniowego [88, 183, 461] oraz zaburzen degeneracyjnych uktadu
nerwowego [281]. Coraz bardziej intensywne sa wigc proby bezpiecznego hamowania
programu $mierci komorki, np. poprzez wptywanie na biatka regulujace apoptoze lub po-
prawiajace funkcje mitochondriow [132, 146, 158, 202, 281, 319, 389, 397, 432].
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Rys. 29. Schematyczne ujecie wptywu HO na podstawowe szlaki apoptozy. Szczegoly w tekscie

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze system HO dziata ochronnie po-
przez przywracanie prawidtowej regulacji apoptozy w wybranych, zwierzgcych mode-
lach ostrego i przewleklego uszkodzenia nerek. Otwarte jednak pozostaje pytanie, na
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ile wyniki te mozna odnies¢ do sytuacji klinicznej. Kazdy model zwierzgcy ma ograni-
czenia i odrgbnosci, ktdre uniemozliwiaja ,,automatyczne” odniesienia do prawdziwego
schorzenia u ludzi. Dotyczy to takze zwierzgcych modeli uszkodzenia nerek [48, 64,
374]. Biorac pod uwage patomechanizmy oraz obraz morfologiczny, modele ostrego
uszkodzenia nerek, spowodowanego zacisnigciem tetnicy nerkowej (2K1C) oraz poda-
niem $rodka kontrastowego (ONN), sa bardziej zblizone do sytuacji klinicznej niz model
ich przewlektego uszkodzenia w przebiegu cukrzycy typu 1, rozwijajacej si¢ po podaniu
streptozotocyny [49, 164, 165, 430]. Wydaje si¢ wigc, ze uzyskane w niniejszej pracy
wyniki mozna, chociaz z duza ostrozno$cia, odnies¢ przede wszystkim do przebiegu
klinicznego ostrej niewydolnosci nerek.

Nefroprotekcyjne dziatanie HO-1 wykazywano juz wczesniej [9, 10, 393]. Niniejsza
praca podkresla kluczowe znaczenie apoptozy w uszkodzeniu nerek, spowodowanym
zaci$nieciem tetnicy nerkowej oraz podaniem srodka kontrastowego, oraz identyfikuje
hamowanie apoptozy przez HO-1 jako gtdéwny mechanizm jej dzialania ochronnego.
W niniejszej pracy po raz pierwszy zaproponowano rowniez mechanizm molekularny
ochronnego dziatania HO-1 w ,,nerkowe;j” postaci uszkodzenia nerek.

Co ciekawe, istniejg przestanki, aby uzna¢ hamowanie apoptozy poprzez stymulacje
kinazy Akt oraz indukcje antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 za uniwersalny me-
chanizm dobroczynnego dziatania HO-1. Ostatnie miesigce przynosza kolejne ciekawe
doniesienia o powigzaniach HO-1 z uktadem biatek Bcl-2 w modelach in vitro uszko-
dzenia komorek srodbtonka [426], kardiomiocytow [155], komorek siatkdwki oka [388]
oraz in vivo, w modelu niedokrwienia jelit [176] 1 watroby [199]. Znalezienie bezpiecz-
nych, farmakologicznych sposobow nasladowania tego, jak si¢ wydaje, uniwersalnego
mechanizmu ochronnego mogloby wigc przyczynic si¢ nie tylko do postepoéw w leczeniu
ostrej lub przewleklej niewydolnosci nerek, lecz takze schorzen, w ktorych rozwoju rolg
odgrywa nadmiernie nasilona apoptoza.



7. WNIOSKI

1. Nadmiernie nasilona apoptoza, a zwtaszcza jej szlak wewnatrzpochodny, odgrywa
wazna rolg¢ w patogenezie uszkodzenia nerek i nadcisnienia spowodowanego zacisnig-
ciem tetnicy nerkowej oraz niewydolnosci nerek po podaniu jonowego srodka kontra-
stowego.

2. Niezaleznie od modelu, indukcja HO-1 towarzyszaca uszkodzeniu nerek jest czgs-
cig ochronnej odpowiedzi adaptacyjnej narzadu ukierunkowanej na ograniczenie uszko-
dzenia.

3. Mechanizm ochronnego dziatania HO-1 polega na aktywnym hamowaniu apopto-
zy, zwlaszcza jej szlaku wewnatrzpochodnego, poprzez podwyzszanie poziomu regula-
torowych biatek antyapoptotycznych (Bcl-2, Bel-xl1), obnizanie poziomu biatek proapo-
ptotycznych (Bax) oraz aktywacje¢ szlaku kinazy Akt.

4. Hamowanie wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy moze by¢ zwiazane z wewnatrz-
mitochondrialng HO-1 i jej potencjalnym wptywem ochronnym na mitochondria.






8. STRESZCZENIE

Oksygenaza hemowa (HO), a szczegodlnie jej izoforma indukowalna (HO-1), odgry-
wa gldwna rolg w obronie komorek i tkanek przed réznego rodzaju uszkodzeniem. Wy-
kazano ochronna rol¢ HO-1 w wielu schorzeniach nerek, jednak pomimo intensywnych
badan doktadne mechanizmy dobroczynnego dziatania tego enzymu nie sa do konca
poznane.

Nadmiernie nasilona apoptoza bierze udziat w rozwoju wielu ostrych i przewlektych
schorzen nerek, a hamowanie proceséw apoptozy moze mie¢ duzy potencjat terapeu-
tyczny.

Celem pracy bylo zbadanie mechanizméw oddziatywania szlaku HO na procesy apo-
ptozy w trzech réznych szczurzych modelach uszkodzenia nerek: modelu nadcisnienia
naczyniowo-nerkowego 2 Kidney 1 Clip (2K1C), modelu ostrej niewydolnosci nerek
spowodowanej podaniem $rodka kontrastowego (kwas jotalamowy) (ONN) oraz modelu
cukrzycy spowodowanej podaniem streptozotocyny (STZ).

W badaniach stosowano zaroéwno strategie hamujace aktywnos¢ HO (szczury, ktorym
zaraz po urodzeniu podawano retrowirusowy wektor zawierajacy gen szczurzej HO-1
utozony w orientacji ,,antysens”’; podawanie inhibitora aktywnosci HO — mezoporfiryny
cynowej — SnMP), jak 1 zwigkszajace indukcj¢ HO-1 (podawanie chemicznego indukto-
ra HO-1 — protoporfiryny kobaltowej — CoPP). Oceniano makro- i mikroskopowe (oce-
na histologiczna), biochemiczne (tkankowa ekspresja zapalnej cyklooksygenazy-2 oraz
3-nitrotyrozyny) oraz funkcjonalne (klirens kreatyniny) wyktadniki uszkodzenia nerek.
W nerkach mierzono ekspresj¢ i aktywnos¢ izoform HO (pomiar spektrofotometryczny
i technika Western blot), nasilenie apoptozy (metoda TUNEL, aktywno$¢ poszczegél-
nych kaspaz) oraz ekspresj¢ wybranych pro- i antyapoptotycznych biatek (Bcl-2, Bel-xl,
Bax, Apaf-1, Akt i fosfo-Akt).

Indukcja HO-1 w nerkach wystepowata we wszystkich badanych modelach: towa-
rzyszyla zacisnigciu tgtnicy nerkowej (2K1C), podaniu jonowego srodka kontrastowe-
go (ONN) oraz, w dtuzszej perspektywie czasowej, rozwojowi cukrzycy po dootrzew-
nowym podaniu szczurom streptozotocyny (STZ). Pojawiajace si¢ uszkodzenie nerek
charakteryzowato si¢ zaburzeniem ich morfologii (2K1C), uposledzeniem ich funkcji
(2K1C, ONN), pojawieniem si¢ w komorkach enzymow zapalnych (2K1C) oraz wzro-
stem wytwarzania wolnych rodnikéw tlenowych w tkance (2K1C, ONN, STZ). We
wszystkich modelach eksperymentalnych CoPP zwigkszat ekspresj¢ HO-1 w nerkach
1 zapobiegat ich morfologicznemu i czynno$ciowemu uszkodzeniu, a wywolanej przez
CoPP indukcji HO-1 towarzyszylo zahamowanie apoptozy (wyrazone nizsza aktyw-
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noscia kaspaz), zwigkszona ekspresja antyapoptotycznych biatek Bcl-2 i Bcel-x1 oraz
podniesiony poziom ekspresji i zwigkszony stopien fosforylacji kinazy Akt (2K1C). Co
ciekawe, w modelu cukrzycy wyidukowana pod wptywem CoPP HO-1 lokalizowata si¢
w mitochondriach, a pojawieniu si¢ HO-1 towarzyszyto zwigkszenie aktywnosci mito-
chondrialnej oksydazy cytochromu c oraz spadek mitochondrialnego wytwarzania anio-
nu ponadtlenkowego (O,").

Podsumowujac, mechanizm ochronnego dziatania HO-1 w badanych modelach
uszkodzenia nerek polegat na aktywnym hamowaniu apoptozy, zwlaszcza jej szlaku
wewnatrzpochodnego, poprzez podwyzszanie poziomu regulatorowych biatek antyapo-
ptotycznych (Bcl-2, Bel-xl), obnizanie poziomu biatek proapoptotycznych (Bax) oraz
aktywacje szlaku kinazy Akt. Hamowanie wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy mogto
by¢ zwigzane z wewnatrzmitochondrialng lokalizacja HO-1 i jej potencjalnym wply-
wem ochronnym na mitochondria. Znalezienie bezpiecznych, farmakologicznych spo-
sobow nasladowania tego mechanizmu ochronnego mogtoby przyczyni¢ si¢ nie tylko
do postepow w leczeniu ostrej lub przewlektej niewydolnosci nerek, ale takze schorzen,
w rozwoju ktérych rol¢ odgrywa nadmiernie nasilona apoptoza.



9. ABSTRACT

Heme oxygenase (HO) (esp. its inducible isoform — HO-1), plays pivotal role in cel-
lular defense against various form of injury and induction of HO-1 has been shown to
play a protective role in renal pathology. However, despite intensive studies the exact
mechanisms of renoprotective action of HO have not been fully established.

It is known that enhanced apoptosis contributes to the development of various acute
and chronic renal disorders, thus the inhibition of apoptotic processes may represent
new, important therapeutic approach.

The aim of this study was to study the mechanisms of anti-apoptotic action of HO
system in three different rat models of kidney injury: 2 kidney 1 clip reno-vascular hy-
pertension (2K1C), acute renal failure induced by injection of contrast medium (ioth-
alamic acid — ARF) and diabetes induced by administration of streptozotocin (STZ).
Both, strategies aimed to diminish HO activity (use of rats injected with retroviral vector
containing rat HO-1 gene in anti-sens orientation; use of HO activity inhibitor, stannous
mesoporphyrin — SnMP) and to enhance HO-1 induction (use of chemical HO-1 inducer,
cobalt protoporphyrin — CoPP) were applied. Renal functional parameters (creatinine
clearance) as well as macro- and microscopic features of kidney injury (histology, tis-
sue expression of cyclooxygenase-2 and 3-nitrotyrosine) were estimated. The expression
and activity of HO isoforms (spectrophotometric assay, western blot technique), activa-
tion of apoptotic processes (TUNEL method, activity of caspases) as well as expression
of selected pro- and anti-apoptotic proteins (Bcl-2, Bel-x1, Apaf-1, Bax, Akt kinase and
its phosphorylation) were estimated.

Depending on the model, the injury was characterized by derangement of kidney
morphology (2K1C), impairment of kidney function (2K1C, ARF), tissue induction of
inflammatory enzymes (2K1C) and increase of oxygen free radical production (2K1C,
ARF, STZ). In every model kidney injury was accompanied by the induction of HO-1.

Enhanced apoptosis was triggered in three models of kidney injury, as evidenced by
activation of caspases and changes in expression of pro- and anti-apoptotic regulatory
proteins. Apoptosis was enhanced by use of HO activity inhibitor, SnMP, and in HO-1-
-antisense rats. In every model of kidney injury, induction of HO-1 by chemical inducer,
CoPP was associated with decrease of morphological and functional damages as well as
with inhibition of apoptosis and increased expression of anti-apoptotic proteins (Bcl-2,
Bcl-xl, Akt and phosho-Akt). Interestingly, in kidneys of STZ-treated rats, CoPP-in-
duced HO-1 was localized in mitochondria, what was associated with increase of activ-
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ity of mitochondrial cytochrome ¢ oxidase and decrease of mitochondrial production of
superoxide anion (O,").

Summing up, the mechanism of protective action of HO-1 in studied models of kid-
ney injury was related to the inhibition of apoptosis (esp. its intrinsic pathway), due to
increase of expression of anti-apoptotic proteins (Bcl-2, Bel-xl), decrease of expres-
sion of pro-apoptotic factors (Bax) and activation of Akt pathway. Inhibition of intrin-
sic pathway of apoptosis by HO-1 could be also associated with protective action on
mitochondria. Better understanding of influence of HO-1 on apoptotic processes may
facilitate designing of HO-1-mimicking drugs, which could be useful in the treatment of
apoptosis-related diseases.
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