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Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

Przewlekta niewydolno$é zylna (PNZ) jest problemem o charakterze zaréwno me-
dycznym, jak i spotecznym. Liczne badania i obserwacje kliniczne przekonuja, ze PNZ nalezy
do jednych z najbardziej rozpowszechnionych schorzen uktadu krazenia. Pomimo wysokiej
czesto$ci wystepowania PNZ w populacji ludzkiej, czynniki zaangazowane w jej powstawa-
nie i rozw0j sa nadal mato znane.

Ocena histotopatologiczna naczyn zylnych, pobranych od oséb z PNZ wskazuje na
zmiany we wszystkich trzech warstwach $ciany, szczegdlnie jednak w obregbie intimy [1,2].
Warstwa ta wykazuje¢ silng hipertrofi¢ a ciaglto$¢ pokrywajacego ja srodbtonka ulega wyraz-
nemu zaburzeniu. Przerwanie monowarstwy $rodbtonka utatwia penetracje Sciany zylnej
przez komorki obecne w krazeniu, przez co dochodzi do nadmiernego rozrostu
1 dezorganizacji glebiej potozonych tkanek.

Mimo, ze patogeneza rozwoju schorzen naczyn zylnych jest stabo poznana, podejrze-
wa sig, ze zaangazowane w to czynniki sa analogiczne z tymi sprzyjajacymi rozwojowi miaz-
dzycy. W przebiegu PNZ, podobnie jak w miazdzycy, kluczowa role odgrywaja procesy za-
palne, ktérych waznym mediatorem sa pobudzone neutrofile [3]. W stanie aktywacji wydzie-
laja one do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej szereg cytokin, stymulujacych inne komorki
odpowiedzi immunologicznej oraz zwiazkow bezposrednio uszkadzajacych otaczajace tkanki,
takich jak reaktywne formy tlenu (RFT) i proteazy [4].

Udziat RFT w uszkodzeniu $rdédbtonka zostat wielokrotnie potwierdzony w badaniach
in vitro, prowadzonych na ludzkich kulturach tkankowych [5,6]. Natomiast wsrod licznych
enzymOw proteolitycznych uwalnianych przez neutrofile, wielokierunkowy niekorzystny
wptyw na $rédblonek naczyn krwiono$nych wykazuje elastaza uwalniana z ziarnisto$ci azuro-
filnych. Z badan wynika, ze w =zalezno$ci od stezenia, elastaza powoduje cytolize
lub apoptoze komorek $rodbtonka [7]. Ponadto w jej obecnosci dochodzi do odtaczania sig
komorek §rodbtonka od btony podstawnej oraz destrukcji §rodbtonkowych polaczen migdzy-
komoérkowych [8,9]. Do wyzej opisanych niepozadanych efektéw dzialania enzymu na $rod-
btonek moze dochodzi¢ w sytuacji zaburzonej rownowagi mi¢dzy elastaza a jej naturalnym
inhibitorem alfa-1-antytrypsyna [10,11,12,13].

Z tego powodu, ze wyniki badan nad rola RFT i enzyméw proteolitycznych w uszko-
dzeniu naczyn zylnych sa niespojne, celem niniejszej pracy bylo okreslenie relacji migdzy

elastaza a jej inhibitorem - alfa-1-antytrypsyna oraz ocena wybranych parametrow stresu
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oksydacyjnego u pacjentdow z PNZ, z uwzglednieniem stadium klinicznego PNZ i czasu trwa-

nia choroby.
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2. Wstep

2.1. Przewlekla niewydolnos¢ zylna — dane epidemiologiczne

Przewlekta niewydolno$¢ zylna to utrwalone zaburzenie odptywu krwi zylnej
z konczyn dolnych wskutek wstecznego przeplywu zylnego, zwezenia lub niedrozno$ci zyt,
dotyczace uktadu zyt powierzchownych lub glebokich [14].

W szeregu badan epidemiologicznych szacowano, ze czgsto$¢ wystgpowania tego
schorzenia w Europie wynosi od 40 do 60% w populacji kobiet oraz od 15 do 30%
w populacji mezczyzn [15,16]. W Polsce sytuacja wyglada podobnie i ocenia sie, Ze na PNZ
cierpi az 47% kobiet i 38% megzczyzn [17].

Najczestszym objawem klinicznym PNZ sa zylaki konczyn dolnych, ktore nie leczone
moga doprowadzi¢ do powaznych komplikacji takich jak owrzodzenia zylne czy rozwoj zyl-

nej choroby zakrzepowo-zatorowej [17].

2.1.1. Czynniki ryzyka

Jednym z gléwnych czynnikéw ryzyka PNZ jest pleé. Z wielu badan wynika,
ze kobiety sa znacznie bardziej narazone na rozwdj choréb ukladu zylnego. Wykazano,
ze stosunek zachorowalno$ci wéréd mezczyzn do zachorowalnosci kobiet waha si¢ od 1:1.5
do 1:2.5. [18,19]. U 30% kobiet, pierwsze objawy kliniczne PNZ ujawniaja si¢ w czasie ciazy
[20]. Prawdopodobnie w tym okresie ich wystapienie ma zwiazek ze zmianami hormonalny-
mi, zwlaszcza  wzrostem  poziomu  estrogenéow  dzialajacych  rozluzniajaco
na migsniowke naczyn zylnych. Inna przyczyna moze by¢ wzrost ci§nienia zylnego, spowo-
dowanym wzrostem catkowitej objetosci krwi lub ucisk zyly biodrowej, uniemozliwiajacy
skuteczny odptyw krwi z konczyn dolnych.

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze niezaleznie od ptci, prawdopodobienstwo wy-
stapienia PNZ ro$nie wraz z wiekiem. W przypadku zylakéw zapadalno$é na to schorzenie w
przedziale wiekowym od 18 do 24 lat wynosi 11,5%, natomiast w wieku od 55 do 64 lat
wzrasta do 55,7% [21]. Podobna sytuacj¢ obserwuje si¢ w odniesieniu do cig¢zszych postaci
klinicznych PNZ, np. owrzodzef zylnych, ktérych czesto$é wystepowania w populacji ogdl-
nej szacuje si¢ na 1%, natomiast u 0os6b po 80 roku zycia ryzyko ich pojawienia si¢ wzrasta
do 5% [22]. Podejrzewa sig, ze za rozw6j PNZ u 0s6b mlodych opowiadaja gtéwnie czynniki
genetyczne. Udowodniono, ze elastyczno$¢ Scian zyl w koniczynach dolnych jest obnizona juz

u dzieci, w ktorych rodzinach wystgpowaty zylaki. Sugeruje sig, ze dziedziczone moga by¢
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niewlasciwe geny odpowiedzialne za utrzymanie prawidlowej proporcji 1 wlasciwosci sktad-
nikdw $cian naczyn krwiono$nych [23].

Innymi czynnikami warunkujacymi rozwéj PNZ sa otylos¢, niska aktywno$¢ fizyczna
1 towarzyszaca temu dieta uboga w btonnik [24]. Do powstawania schorzen uktadu zylnego
predysponuje takze wykonywanie zawodu zwiazanego z pozycja stojaca lub dlugotrwata po-

zycja siedzaca oraz przebyta w przesztosci zakrzepica naczyn zylnych [25].

2.1.2. Klasyfikacja PNZ

Ztozono$¢ problemu jakim jest PNZ oraz wielorako$é postaci choréb stata sie przy-
czyna tworzenia réznych klasyfikacji tej grupy schorzen. Proponowane podziaty miaty na
celu poprawg charakterystyki i systematyki oraz okreslenie stopnia cigzkosci omawianej jed-
nostki chorobowej. W 1994 roku zaproponowana zostata przez migdzynarodowy zespot spe-
cjalistow tzw. klasyfikacja CEAP (Clinical, Etiologic, Anatomic, Pathophysiologic classifica-
tion), ktorej zalozeniem bylo wprowadzenie jednolitego standardu oceny PNZ,
z uwzglednieniem wszystkich jej objawow [26].

Czgs$¢ kliniczna klasyfikacji CEAP (Tabela 1) obejmuje 6 stopni wskazujacych na na-
silenie procesu chorobowego, jednoczesnie umozliwiajac uwzglednienie objawow klinicz-
nych PNZ. Dodatkowa cecha A (asymptomatic) wskazuje na brak objawow klinicznych, na-

tomiast cecha S (symptomatic) potwierdza ich wystepowanie u danego pacjenta.

Tabela 1. Czes¢ kliniczna klasyfikacji CEAP [26].

Klasyfikacja kliniczna (C)

0 Objawy podmiotowe wylacznie

1 Obecnos¢ teleangiektazji lub zylakow siatkowatych

Zylaki

Obrzek

Zmiany troficzne skory z zagojonym owrzodzeniem (widoczna blizna)

2
3
4 Zmiany troficzne skory (przebarwienia, stasis dermatitis, lipodermatosclerosis)
5
6

Zmiany troficzne skéry z czynnym owrzodzeniem

Kazdemu stopniowi przydzielana jest cecha A (asymptomatic) lub S (symptomatic)

Czgs¢ etiologiczna klasyfikacji uwzglednia wrodzone zespoty, zmiany pierwotne
0 nieznanej przyczynie oraz zmiany wtorne i nabyte o znanej przyczynie. Czg$¢ anatomiczna

pozwala na doktadne okreslenie lokalizacji zaburzen (zyty powierzchowne, glebokie, prze-
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szywajace). W ocenie patofizjologicznej uktadu zylnego rozwazany jest problem wystgpowa-

nia refluksu i/lub niedrozno$ci u danego pacjenta.

2.1.3. Zmiany histopatologiczne w $cianie zZylnej w przebiegu PNZ

Na przekroju poprzecznym prawidlowej zyly wyrdznia si¢ 3 warstwy. Liczac od §wia-
ta jest to blona wewngtrzna (tunica intima), w sktad ktorej wchodza: jednowarstwowy $rod-
btonek lezacy na btonie podstawnej, warstwa podsrédblonkowa bedaca tkanka laczna wia-
Sciwag 1 warstwa sprezysta blony wewngtrznej zbudowana z widkien kolagenowych
i sprezystych. Btong $srodkowa (funica media) stanowia okr¢znie biegnace widkna migsni
gtadkich, wtokna kolagenowe 1 sprezyste. Warstwa trzecia, zewngtrzna (funica adventita),

zbudowana jest z tkanki tacznej wiotkiej oraz lezacych podtuznie wldkien migéni gltadkich

(Tabela 2).

Tabela 2. Zmiany w budowie histologicznej zylaka w pordwnaniu z zyta prawidlowa [23].

Budowa histopatologiczna Zyta prawidtowa Zylak

zyty (przekroj poprzeczny)

Warstwa wewngetrzna (intima) Monowarstwa komorek §rodblonka | e monowarstwa komdrek §rod-
(endothelium) bezposrednio kontak- btonka ulega uszkodzeniu
tujacych sig z krwia ptynaca w e pod $rodblonkiem pojawiaja
naczyniu si¢ depozyty kolagenu

Warstwa srodkowa (media) e trzy warstwy komorek migsni o skladniki macierzy zewnatrz-

gtadkich (podtuzna, okre¢zna, komorkowej zaburzaja podtuz-

podtuzna) ny i okrezny przebieg warstwy

e pomigdzy poszczegdlnymi war- migsni gtadkich

stwami obecno$¢ macierzy ze- o komorki oddzielone wioknami

wnatrzkomorkowej, w ktorej kolagenu o nieregularnym

sktad wchodza: kolagen, ela- przebiegu

styna i proteoglikany o komorki migsni gtadkich sa
powigkszone i traca swoj
wrzecionowaty ksztatt.

Warstwa zewnegtrzna (adventitia) Nieregularne, podtuzne widkna | Wzrasta ilos¢ komorek migsni
mig$niowe, obecno$¢  kolagenu | gtadkich oraz fibroblastow
i fibroblastow. i kolagenu.

Badania histopatologiczne naczyn zylnych pobrane od chorych cierpiacych na PNZ
wykazuja na powazne zmiany w obrgbie wszystkich 3 warstw (Tabela 2). Podejrzewa sig,

ze pierwotnym czynnikiem prowadzacym do obserwowanych nieprawidtowosci jest niewy-
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dolnos¢ zastawek zylnych powodujaca zastd) zylny i rozwoj nadcisnienia zylnego [27,28].
W  sprzecznosci z ta teoria pozostaja jednak doniesienia, z ktorych wynika,
ze nieprawidtowa przebudowa $ciany zylnej moze niekiedy poprzedza¢ uposledzenie pracy
zastawek [29,30]. Nasuwa to przypuszczenie, ze za powstawanie PNZ moga odpowiadaé
pierwotne zmiany w strukturze $cian naczyn zylnych, zarowno ich sktadnikow komoérkowych
jak 1 elementdw macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Mimo, ze etiologia obserwowanych nieprawidtowosci nie jest doktadnie sprecyzowa-
na, pewne jest jednak, ze zmiany w obrgbie naczynia zylnego negatywnie rzutuja na jego
funkcje prowadzac do rozwoju PNZ. Ze wzgledu na fakt, ze blona wewnetrzna jest najbar-
dziej narazona na niekorzystne zmiany wtasciwosci fizycznych i biochemicznych krwi, praw-
dopodobnie ona jako pierwsza ulega uszkodzeniu, rozpoczynajac patologiczng przebudowe
kolejnych warstw.

Ocena histopatologiczna zyt pacjentow z PNZ wskazuje, ze intima u tych chorych
ulega znacznemu rozciagni¢ciu 1 pofatdowaniu w poréwnaniu z prawidlowym naczyniem

zylnym (Rycina 1, Rycina 2) [1,2,31].

Rycina 1.  Obraz histologiczny prawidtowego naczynia zylnego. L ($wiatto naczynia), M (me-
dia), A (adventita), SM (komodrki migéni gtadkich), C (wtdkna kolagenowe) [1].

Na skutek wzrostu zawartosci wlokien kolagenowych i1 migracji komorek migs$nio-
wych z medii do intimy ta ostatnia ulega tez nieprawidlowemu zgrubieniu (hipertrofii)
(Rycina 2). Jednocze$nie w obrgbie blony wewngtrznej obserwuje si¢ zmniejszenie zawarto-

sci widkien elastynowych [31]. Podejrzewa sig, ze dysproporcja w ilosci wtokien kolageno-
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wych w stosunku do wlokien elastynowych moze mie¢ negatywny wplyw

na wlasciwo$ci mechaniczne $ciany zylne;.

Rycina 2.  Obraz histologiczny zyly zmienionej zylakowato z pofaldowana 1 hipertroficzna
warstwa intimy. L (§wiatto naczynia), th (hipertroficzna btona wewnetrzna) [1].

Powazne zaburzenia obserwuje si¢ takze w obrgbie $rodbtonka [1,2,31], ktérego ko-
morki traca swoj wlasciwy ksztalt, stajac sig¢ kuliste 1 obrzgknigte (Rycina 3). Ich cytoplazma
ulega silnej wakuolizacji, natomiast w obregbie jadra komoérkowego widoczna jest kondensacja
1 marginalizacja chromatyny. Ponadto na powierzchni komorek §rodbtonka od strony §wiatla
naczynia widoczne sa mikrokosmki, powodujace wzmozony kontakt elementéw morfotycz-
nych krwi ze $§rodbtonkiem. W obrgbie niektorych obszarow intimy, komorki srédbtonka ule-
gaja cytolizie, a uwolnione w tym procesie elementy komoérkowe widoczne sa w §wietle na-
czynia. W §wietle naczynia obecne sa takze same komorki srodbtonka, ktore ulegaja odtacze-
niu od blony podstawnej (Rycina 3). W miejscach przerwania ciaglo§ci monowarstwy $rod-
btonka, odslonigciu ulega btona podstawna, do ktérej zaczynaja przylega¢ ptytki krwi 1 ery-
trocyty, tworzac skrzepling przyscienna [2].
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Rycina 3.

Obraz mikroskopowy patologicznych zmiany w obrgbie $rodblonka.
A. Rozciagnigte komorki srodbtonka (E) z wyrazna wakuolizacja cytoplazmy (V) oraz pykno-
tycznym jadrem komorkowym (N) , Swiatlo naczynia (L) (x 2,444). B. Balonowte komorki $rod-
btonka (E) z uszkodzonymi mitochondriami (m). W warstwie pod$rodblonkowej widoczne nie-
regularne wiokna kolagenowe (gwiazdka) i elastynowe (strzalki), $wiatto naczynia (L) (x 6,759).
C. Calkowita dezorganizacja $rodbtonka (strzatka) z obecnoscia zdegenerowanych komorek (E)
w $wietle naczynia (L) (x 4,250). D. Pofaldowana warstwa $rodbtonka (E) z przylegajacymi do
niej erytrocytami (R) (x 4,500) [2].
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2.1.4. Udzial hipoksji i mechanizmow zapalnych w uszkodzeniu Sréodblon-
ka w PNZ

Za obserwowane w badaniach histopatologicznych zmiany w obrgbie §rédblonka wy-
Scielajacego naczynia zylne moze odpowiada¢ stan hipoksji rozwijajacy si¢ u pacjentow
z PNZ, na skutek zaburzen w odptywie krwi zylnej z konczyn dolnych. Podejrzewa sie,
ze czynnikami odpowiedzialnymi za rozwoj zastoju zylnego sa niewydolno$¢ zastawek zyl-
nych, zmiany w elastycznos$ci $ciany zylnej, uposledzenie funkcji pompy migsniowo-
stawowej oraz zaburzenia w mikrokrazeniu [32]. Stan hipoksji, o ktérym $wiadczy obnizone
ci$nienie parcjalne tlenu, obserwowane we krwi pobranej z konczyn dolnych pacjentow z
PNZ, moze prowadzi¢ do przewleklego stanu zapalnego, odpowiadajacego za niekorzystne
zmiany w obre¢bie naczynia zylnego [33,34].

Hipoksja wyzwalajac szereg biochemicznych zmian w obrgbie komoérek $rodbtonka
jak 1 samych neutrofilow, sprzyja ich wzajemnej adhezji [35] (Rycina 4).

W komorkach §rodbtonka, w wyniku hipoksji dochodzi do spadku efektywnosci fosfo-
rylacji oksydacyjnej i obnizenia st¢zenia ATP [36]. Nastgpuje spadek stezenia cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP), ktory prawdopodobnie odpowiada za wzrost przepusz-
czalnosci srodbtonka [37]. Rosnie wewnatrzkomorkowe stgzenie jondw wapnia, powodujace
aktywacje fosfolipazy A, ; cyklooksygenazy-2 [38]. Enzymy te biora udzial w syntezie pro-
staglandyn, ktore wydzielane przez komorki srodbtonka uczestnicza w chemotaksji neutrofi-
l6w. Podobne dziatanie wykazuje czynnik aktywujacy ptytki krwi (PAF), wytwarzany przez
aktywna formg fosfolipazy A, i ulegajacy ekspozycji na powierzchni $rédbtonka. Wzrost we-
wnatrzkomorkowego stgzenia jonow wapnia stymuluje takze egzocytozg cialek Weibel-
Palade’a, bedacych rezerwuarem czynnika von Willebranda oraz P-selektyny. Ta ostatnia, w
wyniku egzocytozy ulega ekspresji na powierzchni $rodbtonka i poprzez interakcje ze swoimi
ligandemi, selektyna L i PSGL-1 (glikoproteinowym ligandem 1 P-selektyny), zlokalizowa-
nymi na powierzchni neutrofilow, uczestniczy w ich toczeniu si¢ po endothelium (Rycina 4).

Hipoksja wptywa tez bezposrednio na same neutrofile. Na ich powierzchni dochodzi
do wzmozonej ekspresji integryn, zwlaszcza CDI11b/CDI18, ktéra przez interakcjg
z komplementarna $rodblonkowa glikoproteing ICAM-1, warunkuje silna adhezj¢ neutrofilow
do powierzchni $rodblonka [39]. W wyniku bezposredniego kontaktu neutrofilow
z komorkami $rodbtonka nastgpuje ich aktywacja i uwolnienie do przestrzeni zewnatrzko-
morkowej leukotrienow, zwlaszcza B4 (LTB4), RFT oraz enzyméw proteolitycznych [40]

(Rycina 4). Niekontrolowane wydzielanie przez neutrofile wymienionych metabolitow moze
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prowadzi¢ do zaburzen w funkcji i strukturze srodbtonka, skutkujacych niekorzystnymi zmia-

nami w obrgbie dalszych warstw naczynia zylnego.

NEUTROFIL
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Rycina4. Metaboliczna i biochemiczna odpowiedz komorek $rodbtonka oraz neutrofilow

na stan hipoksji. ICAM-1-czasteczka adhezji migdzykomorkowej-1, LTBy-leukotrien By,
PAF-czynnik aktywujacy ptytki krwi, PGF,,-prostoglandyna F,, , PSGL-1-glikoproteinowy li-
gand 1 P-selektyny, vWF-czynnik von Willebranda (zmodyfikowane wedhug [38]).

2.2. Srodblonek naczyniowy

Srédblonek jest postrzegany coraz czeiciej jako najwigkszy gruczot endokrynny
w ustroju czlowieka. Komoérki s$rodbtonka stanowia naturalng barier¢ miedzy krwia
1 migéniami gladkimi naczynia. Odgrywaja one istotng rolg¢ w regulacji wazomotoryki, hemo-
stazy 1 angiogenezy oraz proceséw zapalnych 1 immunologicznych.

Srédbtonek, na skutek wielu nie do kofica jeszcze poznanych mechanizméw, moze re-
agowac na zmiany ci$nienia i przeplywu krwi oraz preznosci gazow. Jest struktura fatwo po-
budliwa i szybko odpowiadajaca na bodzce, w wyniku ktérych dochodzi do jego aktywacji.
Uszkodzenie mechaniczne §rodbtonka czy tez utrata integralno$ci funkcjonalnej, zaburza wie-
loczynnikowa réwnowage zapewniang przez te komorki, powodujac szereg istotnych zabu-
rzen patologicznych, takich jak nadci$nienie, zmiany miazdzycowe, powstawanie zakrzepow

oraz zaburzenie perfuzji tkanek i narzadow.
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2.2.1. Budowa i funkcje sSrodblonka

Srodbtonek sktada si¢ z pojedynczej warstwy plaskich komorek o grubosci
0,2-0,3 um. Komorki srodbtonka tacza si¢ potaczeniami migdzykomorkowymi z udziatem
srodbtonkowej kadheryny (CD144) i MAKAM-1 (CD146) oraz potaczeniami $cistymi. Scia-
na naczynia w warunkach fizjologicznych jest bardzo szczelna, trudna do pokonania bariera
dla komorek krwi. Od strony $wiatta naczynia komorki endothelium pokrywa warstwa gliko-
kaliksu zbudowanego z glikozaminoglikandéw, z dominacja siarczanu heparanu. Glikokaliks,
dzigki obecnosci grup siarczanowych, nadaje wewngtrznej Scianie naczynia ujemny tadunek
elektryczny, zapewniajac skuteczne odpychanie czasteczek elektroujemnych, w tym albumin
oraz ujemnie natadowanych struktur bton komorkowych sktadnikéw morfotycznych krwi.

Czg$¢ podstawno-boczna komorek srodbtonka jest miejscem wystgpowania konstytu-
tywnych receptorow integrynowych wiazacych §rédbtonek ze sktadnikami blony podstawne;j i
macierzy zewnatrzkomorkowej, przede wszystkim z kolagenami, glikozaminoglikanami, ela-
styna, fibronektyna czy laminina. Na powierzchni luminalnej i bocznej komorek §rodbtonka
znajduja si¢ zarowno konstytutywne jak i indukowane czasteczki adhezyjne: zawierajace
fragment lektyny — selektyna E (CD62E) i selektyna P (CD62P) oraz adresyny immunoglobu-
linopodobne: czasteczka migdzykomorkowej adhezji-1 (ICAM-1, CD54), czasteczka migdzy-
komoérkowej adhezji-2 (ICAM-2, CD102), czasteczka adhezji komorkowej ptytek i §rédbton-
ka-1 (PECAM-1, CD31) oraz czasteczka adhezji komoérkowej naczyn-1 (VCAM-1, CD106).
Struktury te sa odpowiedzialne migdzy innymi za oddziatywania migdzykomorkowe, toczenie
sig, aktywacje, adhezj¢ 1 diapedezg neutrofilow w procesach zapalnych. Znamienng cecha
komorek $rodblonka jest obecno$¢ znacznej liczby pecherzykow pinocytarnych oraz biatek
transportowych, swiadczacych o wysokiej aktywno$ci metabolicznej. W cytoplazmie komo-
rek znajduja si¢ ciatka Weibel-Palade’a zawierajace multimery czynnika von Willebranda,
stanowiace najwigksze zrodto tej glikoproteiny w organizmie.

Jedna z gléwnych funkcji srodblonka jest regulacja relaksacji mig§niowki naczynio-
wej, poprzez wydzielanie zarowno zwiazkéw o charakterze wazodylatatorow jak
1 wazokonstryktorow. Do tych pierwszych nalezy tlenek azotu wytwarzany przez dwie izo-
formy syntazy tlenku azotu: konstytutywna oraz indukowana, ktérej produkcje stymuluje
dziatanie sit §cierajacych oraz wzrost stezenia acetylocholiny, bradykininy, niektoérych cyto-
kin, insuliny i substancji P.

Innymi czynnikami dzialajacymi rozluzniajaco na $ciang¢ naczynia i wydzielanymi

przez $rodbtonek sa prostacyklina I, (PGI,) oraz §rodblonkowy czynnik hiperpolaryzacyjny

16



Wstep

(endothelium derived hiperpolarizing factor —-EDHF). Mechanizm dzialania wazodylatatorow
polega na zmniejszeniu wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia w komorkach migsniowych
oraz hamowaniu biatek kurczliwych, w konsekwencji czego dochodzi do relaksacji mig-
$nidwki naczyn krwiono$nych.

Wydzielaniu wazodylatatorow przez komorki srodbtonka przeciwstawiane sa synteza
1 uwalnianie czynnikéw kurczacych naczynia: tromboksanu A, (TXA;), endoteliny-1 (ET-1),
angiotensyny II (AT II), czynnika aktywujacego ptytki krwi (PAF) oraz leukotrienéw (LT).

Hemostatyczna czynno$¢ $rédbtonka w normalnych warunkach polega na zapewnie-
niu niekrzepliwosci krwi, nietrombogennosci powierzchni naczyn, a po jego uszkodzeniu lub
przerwaniu, na ograniczeniu skrzepliny do miejsca trombogennego. Dziatanie antykoagula-
cyjne, zapewnia wytwarzana przez komorki srédblonka antytrombina III (AT III), ktéra ha-
muje i inaktywuje czynniki krzepnigcia krwi, tj. czynnik II, [Xa, Xa, Xla, XlIla, plazming i
kalikrening. Dziatania AT III wspomagane jest przez wystepujacy na powierzchni srodblonka
TFPI (tissue factor pathway inhibitor) hamujacy zewnatrzpochodna kaskade krzepnigcia po-
przez inaktywacj¢ czynnika X oraz czynnika VII w jego kompleksie z czynnikiem tkanko-
wym (tissue factor, TF). Inne biatko obecne na powierzchni $rodbtonka - trombomodulina,
uczestniczy w hamowaniu krzepnigcia, poprzez wiazanie si¢ z trombina, ktora w tej formie
traci swa aktywnos$¢ prozakrzepowa. Innym mechanizmem zapobiegajacym tworzeniu sig
wewnatrznaczyniowych zakrzepow jest synteza przez komorki srédblonka tkankowego akty-
watora plazminogenu (tissue plasminogen activator — t-PA) oraz urokinazowego aktywatora
plazminogenu (urokinase plasminogen activator — u-PA), proteaz serynowych nasilajacych w
obecnosci fibryny proces przeksztalcenia plazminogenu w plazming.

Rola endothelium polega takze na regulowaniu procesOw angiogenezy
i waskulogenezy, waznych w rozwoju zarodkowym, reprodukcji, gojeniu si¢ ran, ale takze
odgrywajacych istotng role w procesach nowotworzenia. Spos$rod czynnikéw wytwarzanych
przez komorki srodbtonka, ktore biora udzialt w angiogenezie wymieni¢ mozna: naczyniowo-
srédbtonkowy czynnik wzrostu (vascular endothelial growth factor — VEGF), zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastow (basic fibroblast growth factor — bFGF), czynnik martwicy
nowotworow alfa (tumor necrosis factor-o. - TNF-a) oraz transformujacy czynnik wzrostu
alfa (transforming growth factor-ca - TGF-a.).

Wazna funkcja $rodbtonka jest jego udzial w odpowiedzi immunologicznej, polegaja-
cy na ekspresji molekut adhezyjnych i syntezie cytokin prozapalnych, uczestniczacych w
chemotaksji leukocytow, ich przyleganiu do warstwy $rodbtonka a nastgpnie transmigracji
przez $ciang naczynia do miejsca docelowego, objetego stanem zapalnym [41].
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2.2.2. Wybrane markery uszkodzenia srodblonka

W schorzeniach uktadu krazenia czgsto obserwuje si¢ zaburzenia w prawidlowym
funkcjonowaniu $roédblonka naczyn. Dysfunkcja $rodbtonka prowadzi do kompensacyjnej
odpowiedzi wyrazajacej si¢ swoistymi zmianami metabolizmu, funkcji i1 struktury komorek
srodbtonka, ktore umozliwiaja im wilasciwa reakcj¢ na dziatajacy patofizjologiczny czynnik.
Adaptacyjne zmiany w funkcji i strukturze $rodbtonka prowadza do ostrych lub przewlektych
zaburzen w interakcjach komorek $roédblonka z komoérkowymi lub makromolekularnymi
sktadowymi krazacej krwi i §ciany naczynia.

W wyniku dysfunkcji srodbtonka dochodzi do wzrostu jego przepuszczalnosci dla li-
poprotein 1 biatek osocza, wzmozonej adhezji wobec leukocytow oraz zachwiania rownowagi
w uwalnianiu czynnikéw pro- i antyzakrzepowych, czynnikow hamujacych i stymulujacych
wzrost, a takze substancji dzialajacych wazokonstrukcyjnie i relaksujaco na $ciang naczynia.
Kwestia spekulacji pozostaje jednak problem, czy zmiany w fizjologicznych funkcjach $rod-
btonka poprzedzone sa jego uszkodzeniem, czy tez pojawiaja si¢ zanim w jego obrgbie mozna
stwierdzi¢ zaburzenia w prawidtowej morfologii komorek.

Przypuszcza si¢ jednak, ze zard6wno uszkodzenie jak i dysfunkcje¢ $rodbtonka zapo-
czatkowuje jego aktywacja, czgsto bedaca odpowiedzia na rozwijajacy si¢ w organizmie stan
zapalny lub tez spowodowana zaburzeniami w przeptywie i wlasciwosciach reologicznych
krwi. Aktywacja srodbtonka polega na wydzieleniu przez niego prostacyklin oraz cytokin
zapalnych, a takze ekspresji na jego powierzchni molekut adhezyjnych, waznych we wzajem-
nych interakcjach migdzy nim a elementami morfotycznymi krwi. W prawidlowych warun-
kach procesy te umozliwiaja dotarcie leukocytow do tkanek objetych stanem zapalnym i wy-
eliminowanie go, jednak w sytuacji przedtuzajacego si¢ odczynu zapalnego, dtugotrwata ak-
tywacja srédbtonka moze prowadzi¢ do jego uszkodzenia.

Patologii $rodbtonka czgsto towarzyszy nadmierna lub niedostateczna produkcja spe-
cyficznych czynnikdéw, zwanych popularnie markerami dysfunkcji $rédbtonka. W obrgbie
markerow dysfunkcji srodbtonka odrgbna grupe stanowia biomolekuty, ktorych wzrost stgze-
nia we krwi dodatnio koreluje z morfologicznymi zmianami w obrgbie $rodbtonka i ktore ze
wzgledu na ten fakt klasyfikuje si¢ jako markery jego uszkodzenia. Do tej kategorii naleza
czasteczki uwalniane do krazenia przez uszkodzone komorki, prawdopodobnie w wyniku
naruszenia integralnos¢ ich bton komorkowych, takie jak czynnik von Willebranda czy trom-

bomodulina.
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Ostatnie badania wskazuja, ze wysoce specyficznym markerem uszkodzenia srod-
btonka moga by¢ nie tylko molekuly uwolnione przez uszkodzony $rodbtonek, ale jego ko-
morki pojawiajace si¢ w nadmiernej ilosci w krazeniu na skutek ich odtaczenia od btony pod-

stawnej 1 okreslane jako ,,krazace komorki srédbtonka” [42].

2.2.2.1. Rozpuszczalna frakcja trombomoduliny (sTM)

Popularnym markerem uszkodzenia $rodblonka jest rozpuszczalna frakcja trombomo-
duliny. Trombomodulina (TM) to integralne biatko blonowe o masie okoto 75 kDa wystgpu-
jace na powierzchni srodbtonka tetnic, zyl, naczyn wlosowatych i limfatycznych. Niewielkie
ilosci tego biatka wyizolowano takze z plytek krwi, neutrofilow, komoérek migsni ghadkich i
epitelialnych [43,44]. Badania nad struktura drugorzedowa TM, wykazaly, ze na N-koncu
biatka znajduje si¢ zalezna od jondw wapnia domena laktynopodobna, tuz za nia region za-
wierajacy 6 powtorzen o budowie podobnej do czynnika wzrostu naskorka (EGF-epidermal
growth factor), bedacy miejscem wiazania trombiny 1 aktywacji biatka C, dalej fragment bo-
gaty w reszty seryny 1 treoniny, w ktorym prawdopodobnie zachodzi proces O-glikozylacji
biatka. Ostatnie elementy, ktore mozna wyrézni¢ w budowie biatka to domena transblonowa
oraz czgs$¢ cytoplazmatyczna [45].

Gtowna funkcja TM jest utrzymanie ptynnosci krwi 1 przeciwdziatanie tworzeniu si¢
wewnatrznaczyniowych zakrzepow. Zewnatrzblonowy fragment biatka taczy si¢ z trombinag
w stosunku stechiometrycznym 1:1, powodujac aktywacje biatka C i proteolityczna degrada-
cje czynnikow Va i Vlla kaskady krzepnigcia. Powstaty kompleks posiada ponadto wiasciwo-
$ci profibrynolityczne, polegajace na hamowaniu aktywnosci tkankowego inhibitora plazmi-
nogenu (PAI-1). Dodatkowo sama trombina zwiazana z TM traci swoje wlasciwos$ci proko-
agulacyjne, polegajace na katalizowaniu reakcji przejscia fibrynogenu w fibryng.

Powierzchniowa ekspresja TM regulowana jest przez okreslone czynniki. Cykliczne
AMP 1 jego analogi podwyzszaja ilo$¢ czasteczek TM eksponowanych na powierzchni $rod-
btonka, natomiast interleukina 1 (IL-1), TNF-a oraz hipoksja wykazuja odwrotny efekt [46].

W 1985 roku Ishii i Majerus zidentyfikowali w osoczu krwi ludzkiej czasteczki TM
o masie molowej 28 — 105 kDa, ktoére okazaly si¢ produktami degradacji zewnatrzbtonowe;j
domeny TM. Okreslone zostaty one jako rozpuszczalne lub krazace czasteczki TM (soluble
thrombomodulin - sTM, circulating thrombomodulin - cTM), jednak przyczyny ich obecnosci

we krwi nie zostaty przez autorow doktadnie sprecyzowane [47].
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Sawada 1 in. wykorzystujac hodowle komorek srédbtonka aorty bydlecej obserwowali
wzrost stgzenia sSTM w medium hodowlanym po ekspozycji komorek na dziatanie czynnikow
o wilasciwosciach destrukcyjnych, takich jak nadtlenek wodoru czy neutrofilowa elastaza
[48]. Wyniki te dowiodly, ze wzrost poziomu rozpuszczalnej frakcji sTM moze by¢ zwiazany
z procesem uszkodzenia §rddblonka. Przypuszczenie te potwierdzily liczne badnia kliniczne,
wykazujace podwyzszone stgzenie sTM w tych jednostkach chorobowych, w ktorych patoge-
nezie uszkodzenie $rodbtonka odgrywato kluczowa rolg.

Schorzenia, ktorym towarzyszy podwyzszony poziom sTM we krwi to choroby uktadu
sercowo — naczyniowego o podtozu miazdzycowym takie jak choroba niedokrwienna serca,
nadci$nienie tetnicze czy ostre niedokrwienie mozgu [49,50,51,52]. Wzrost stgzenia tego
biatka obserwuje si¢ rowniez u chorych na cukrzycg, zwlaszcza tych z mikro 1 makroangiopa-
tig cukrzycowa [53,54]. Wysokie stgzenie sSTM moze pojawiac si¢ takze w chorobach uktadu
oddechowego, w ktérych koreluje z ryzykiem wystapienia ostrej niewydolnosci oddechowe;j
(ARDS - acute respiratory distress syndrome), jezeli w osoczu krwi osiaga warto$¢ co naj-
mniej 100 ng/ml [55]. W zespole ogoélnoustrojowej reakcji zapalnej (SIRS - systemic inflam-
matory response syndrome), w ktorym dochodzi do rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow
chorobotworczych droga uszkodzonych naczyn krwionos$nych, stwierdza si¢ takze wysoki
poziom sTM, korelujacy pozytywnie ze wspoiczynnikiem $miertelnosci pacjentow [56].

sTM jako wskaznik destrukcji srodbtonka ma znaczna przewage nad innymi marke-
rami, takimi jak czynnik vVWF czy PAI-1, ktore uwalniane sa z pecherzykéw komoérek §rod-
btonkowych pod wpltywem réznego rodzaju stymulantdéw i przez to traktowane sa bardziej
jako markery dysfunkcji $rodbtonka niz jego uszkodzenia. Ponadto TM nie jest biatkiem
ostrej fazy, dlatego jej stezenie nie ro$nie w stanach zapalnych czy infekcjach. Inng zaleta
sTM jest fakt, ze jej dobowy poziom we krwi jest stosunkowo stabilny, nie zmienia si¢ takze
wraz z wiekiem, czy tez pod wptywem intensywnego wysitku fizycznego [57].

Wykorzystywanie sTM jako markera destrukcji srodbtonka ma réwniez pewne ogra-
niczenia. St¢zenie tego biatka moze by¢ podwyzszone u os6b z chorobami watroby
1 niewydolnos$cia nerek [58]. Jej wzrost mozna zaobserwowaé w chorobach nowotworowych
[59] ze wzgledu na zdolno$¢ transformowanych komoérek do syntezy tego biatka [60]. Nalezy
takze wzia¢ pod uwagg, ze wzrost st¢zenie sTM we krwi moze by¢ spowodowany wzmozona
synteza 1 uwalnianiem biatka przez niektore elementy morfotyczne krwi, takie jak phytki krwi,

monocyty, makrofagi czy neutrofile.
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2.2.2.2. Rozpuszczalna frakcja Srodblonkowej kadheryny (sVE-cadherin)

Ze wzgledu na stosunkowa niska specyficzno$¢ popularnie wykorzystywanych marke-
row uszkodzenia $rodbtonka, caly czas poszukuje si¢ nowych wyznacznikow jego destrukeji.
Ostatnio duzo uwagi poswigca si¢ srodbtonkowej kadherynie (vascular endothelial cadherin
— VE-cadherin), ktora zlokalizowana jest wylacznie na powierzchni komorek srodbtonka, stad
tez podejrzewa si¢, ze moze charakteryzowacé si¢ wyzsza specyficzno$cia w poréwnaniu z
innymi wykorzystywanymi wyznacznikami jego uszkodzenia.

Funkcjonalna czasteczka VE-kadheryny jest zaleznym od jonéw wapnia dimerem, za-
kotwiczonym w btonie komorkowej. W obrebie kazdej z podjednostek dimeru wyodrgbnic¢
mozna fragment zewnatrzkomérkowy sktadajacy si¢ z pigciu, powtarzajacych si¢ tandemowo
segmentow (EC1-ECS5), cze$¢ transblonowa oraz wysoce konserwatywny fragment we-
wnatrzkomorkowy zwany ogonem cytoplazmatycznym.

Fragment wewnatrzkomoérkowy taczy sig z cytoszkieletem aktynowym poprzez biatka
z rodziny katenin tj. biatko 120, B katening oraz plakoglobing. Z kolei domeny zewnatrzko-
morkowe dwoch sasiadujacych ze soba czastek VE-kadheryny asocjuja ze soba tworzac su-
perkompleksy podobne do zamka btyskawicznego (zipper-like superstructure) [61]. W ten
sposob migdzy sasiadujacymi komodrkami srodbtonka tworza si¢ szczelne potaczenia migdzy-
komorkowe, nieprzepuszczalne dla elementéw morfotycznych krwi ani innych obecnych w
niej makromolekut.

Pod wplywem roéznych czynnikow wewnatrz- i zewnatrzpochodnych dziatajacych na
srédblonek dochodzi do regulacji jego przepuszczalnosci. Odwracalny wzrost przepuszczal-
nosci $rodblonka ma wazne znaczenie w wielu istotnych dla prawidtowego funkcjonowania
organizmu procesach, takich jak transport tlenu, substancji odzywczych oraz lekéw do okre-
Slonych tkanek a takze migracji leukocytow do miejsc objgtych stanem zapalnym.

Jednym z mechanizméw, ktory reguluje przepuszczalnosé srodbtonka jest fosforylacja
okreslonych reszt tyrozynowych w obrgbie VE-kadheryny, katalizowana przez kinaz¢ SRC,
CSK oraz PYK2 [61]. Do fosforylacji VE-kadheryny dochodzi w odpowiedzi na wzrost stg-
zenia substancji takich jak histamina, TNF-a, PAF oraz w wyniku adhezji leukocytéw zacho-
dzacej za posrednictwem ICAM-1 [62,63,64]. Skutkiem fosforylacji VE-kadheryny jest
zmiana konformacyjna biatka powodujaca odlaczenie si¢ fragmentow zewnatrzkomorko-
wych, sasiadujacych dimeréw VE-kadheryny i pojawienie si¢ miedzykomoérkowych szczelin.

Inng przyczyna wzrostu przepuszczalnosci srédbtonka moze by¢ fosforylacja specyficznej
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reszty seryny Ser-665, powodujaca internalizacj¢ VE-kadheryny i spadek jej komorkowe;
ekspresji [65].

Wyzej wymienione mechanizmy maja charakter odwracalny, gdyz defosforylacja
biatka powoduje ponowne odtworzenie potaczen migedzykomoérkowych. Istnieja jednak oko-
licznosci, kiedy zmiany w obregbie adhezyjnych potaczen migdzykomoérkowych maja charak-
ter trwaly, prowadzacy do niekontrolowanego wzrostu przepuszczalnos$ci srodbtonka.

Zewnatrzbtonowy fragment VE-kadheryny jest podatny na dzialanie enzyméw takich
jak metaloproteinazy, katepsyna G i elastaza, uwalnianych gléwnie przez aktywowane stanem
zapalnym leukocyty oraz komorki nowotworowe [66, 9]. Wymienione proteazy powoduje
enzymatyczna degradacje domeny zewnatrzblonowej biatka, przez co integralno$¢ bariery
srodblonkowej ulega zachwianiu. Wyznacznikiem stopnia zaburzenia tej integralnosci jest
wzrost st¢zenia rozpuszczalnej frakcji VE-kadheryny (soluble vascular endothelial cadherin -
sVE-cadherin).

Wysokie stezenie rozpuszczalnej frakcji VE-kadheryny (sVE-kadheryny) obserwuje
si¢ w jednostkach chorobowych czgsto zwiazanych z nadaktywnoscia leukocytow. Soeki i in.
wykazali wysokie stezenie sVE-kadheryny u pacjentow z symptomami oraz przebytym zawa-
fem serca, u ktérych korelowato ono dodatnio ze stopniem zwegzenia $wiatta naczyn [67].
Wysokie stezenie sVE-kadheryny stwierdzono takze u pacjentow z sepsa. Zhang 1 in., probu-
jac wyjasni¢ mechanizm pojawiania si¢ wysokich st¢zen sVE-kadheryny w krazeniu chorych
na sepsg, przeprowadzil badania in vitro, w ktorych kulturg ludzkich komorek $rodblonka
inkubowano z surowica pacjentow. Zaobserwowano istotny ubytek VE-kadheryny w obrgbie
potaczen miedzykomorkowych, sugerujacy, ze wysokie stezenie sVE-kadheryny w krazeniu
chorych na sepse¢ jest prawdopodobnie skutkiem proteolitycznej degradacji btonowej formy
bialka, a nie jego wydzielaniem przez komorki $roédbtonka [68]. Inne badania przedstawione
przez Navaratna i in., dowodza, ze degradacja VE-kadheryny w obr¢bie srodbtonka mikrona-
czyn siatkowki, zachodzaca w wyniku nadaktywnosci metaloproteinaz moze sprzyjac rozwo-
jowi retinopatii u chorych na cukrzyceg [69].

sVE-kadheryna jako wyznacznik uszkodzenia $rodbtonka charakteryzuje si¢ wyzsza
specyficznoscia w pordwnaniu z innymi markerami, ale ma tez swoje ograniczenia. Czynni-
kiem powodujacym wzrost jej stezenia we krwi moze by¢ proces angiogenezy przebiegajacy
w organizmie w warunkach fizjologicznych 1 ulegajacy znacznemu nasileniu w stanach za-

palnych i chorobach nowotworowych [70].
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2.3. Rola metabolitow pochodzenia neutrofilowego w uszkodze-
niu srodblonka naczyn

Neutrofile stanowia 60-70% krazacych leukocytow. Ksztalt komorek jest kulisty,
srednica wynosi 12-15 um, jadro komoérkowe podzielone jest na 2-5 platow (segmentdw).
Cytoplazma dojrzatych komoérek zawiera ziarnistosci o $rednicy 0.3 — 0.8 um, okreslone jako
swoiste 1 mniej liczne ziarnistosci azurofilne, w ktérych znajduja si¢ zwiazki i enzymy klu-

czowe dla prawidlowego funkcjonowania tych komorek (Tabela 3.)

Tabela 3. Zawarto$¢ ziarnistosci w ludzkich neutrofilach.

Ziarnisto$ci swoiste Ziarnisto$ci azurofilne
Fosfataza zasadowa Fosfataza kwasna
Kolagenaza Alfa — mannozydaza
Laktoferyna Arylsulfataza
Lizozym Beta — galaktozydaza
Fagocytyna Beta — glukuronidaza
Katepsyna
5" - nukleozydaza
Elastaza
Kolagenaza
Mieloperoksydaza
Lizozym

Kationowe biatka przeciwbakteryjne

Neutrofile maja zdolno$¢ poruszania si¢ i fagocytozy. Uczestnicza w licznych proce-
sach fizjologicznych organizmu, ale najwazniejszy jest ich udzial w odpornosci nieswoiste;j.
Stanowia pierwsza lini¢ obrony w stosunku do obcych dla organizmu czynnikow, zwlaszcza
bakterii. W stanie spoczynku sa mato aktywne metabolicznie, a ich enzymy lizosomalne biora
udzial gtéwnie w degradacji zuzytych biatek cytozolowych w fagolizosomach. W odpowiedzi
na bodziec stymulujacy, neutrofile zmieniaja swoje wtasciwosci reologiczne, przystosowuja
si¢ do ukierunkowanego ruchu oraz interakcji z innymi komoérkami.

Nadmierna aktywacja neutrofilow moze mie¢ dzialanie niepozadane, powodujace roz-
legte uszkodzenia tkankowe, ktorych powodem jest uwolnienie przez te komorki wolnych

rodnikoéw 1 proteaz.
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2.3.1. Reaktywne form tlenu wytwarzane przez aktywowane neutrofile

W wyniku aktywacji neutrofilow dochodzi do ich degranulacji i uwolnienia proteaz
z ziarnisto$ci cytoplazmatycznych oraz znacznych ilosci RFT. Wydzielone zwiazki petnia
funkcje modulatorow reakcji zapalnej a ponadto umozliwiaja przechodzenie neutrofilow
przez $ciang naczynia krwiono$nego i skuteczna eliminacj¢ czynnika infekcyjnego lub innego
kompleksu antygen-przeciwciato. Mimo, ze protezy oraz RFT sa niezb¢dnymi narzedziami
W usuwaniu stanu zapalnego i jego czynnikow sprawczych, ich niekontrolowane uwalnianie
moze prowadzi¢ do uszkodzenia biatek, lipidow i1 kwaséw nukleinowych, w rezultacie powo-
dujac niekorzystne zmiany w obregbie komoérek, a nawet catych tkanek i narzadéw gospoda-
rza.

RFT wytwarzane sa przez neutrofile w procesie zwanym ,,wybuchem tlenowym?”, kto-
ry charakteryzuje si¢ zwigkszona konsumpcja tlenu i glukozy przez komérki [71]. Wsrod
RFT, uwalnianych przez neutrofile, dominuje anionorodnik ponadtlenkowy (O,”) wytwarza-
ny przez oksydaze NADPH, ktéra w stanie spoczynku wystepuje w formie nieaktywnych
podjednostek zlokalizowanych zar6wno w cytoplazmie jak i blonie komérkowe;.

W obrebie blony komorkowej znajduje si¢ cytochrom b558 sktadajacy si¢ z dwoch
podjednostek gp91-phox (phox-phagocyte oxydase) 1 p22-phox, natomiast w cytozolu obecne
sa p47-phox, p67-phox, p40-phox oraz biatko rac2 o aktywnosci GTPazy (Rycina 5) [72].
Pobudzenie komodrki powoduje przemieszczenie si¢ podjednostek cytozolowych do btony
komoérkowej, gdzie nastgpuje ich potaczenie w wielosktadnikowy kompleks wykazujacy ak-
tywno$¢ oksydazy. Pelna aktywacja oksydazy NADPH nastgpuje w wyniku fosforylacji jed-
nostek p47-phox, p67-phox, p40-phox oraz p22-phox [73].
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Btona komdrkowa

Rycina 5. Struktura i udziat oksydazy NADPH w generowaniu O, [72].

Kompleks uzyskuje zdolno$¢ wytwarzania O,” w reakcji jednoelektronowej redukcji

tlenu, w ktorej NADPH jest donorem elektronu (Rycina 6).

20, + NADPH — 224z VDM 50" + NADPH ™ + H* Rycina 6

Anionorodnik  ponadtlenkowy wydzielany jest do wngtrza fagolizosomu
lub do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, gdzie ulega przemianom do bardziej reaktywnych
metabolitow.

Na skutek dysmutacji O, przeksztalca sie do nadtlenku wodoru (H,O;) (Rycina 7),
ktéry pod wptywem mieloperoksydazy znajdujacej si¢ w ziarnisto$ciach azurofilnych 1 w
obecnosci jonéw halogenkowych (np. Cl) ulega przemianie do kwasu podchlorawego

(HOCI) (Rycina 8).

20__ n 2H+ dysmutaza ponadtlenkowa S H 0 + O .
X ,0,+0, Rycina 7

+ - mieloperoksydaza
H,0,+H" +CI > HOCIl+ H,0 Rycina 8
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Kwas podchlorawy nalezy do najsilniejszych fizjologicznych, nierodnikowych oksy-
dantow, odpowiedzialnych za utlenianie grup tiolowych, tioestrowych, tryptofanylowych i € —
aminowych bialek. Reaguje réwniez z resztami nienasyconych kwasow ttuszczowych fosfoli-
pidéw i z cholesterolem [74].

W reakcji Habera-Weissa, katalizowanej przez jony metali przejsciowych np. jony ze-

laza, O," i H,0, moga tworzy¢ silnie reaktywny rodnik hydroksylowy ((OH) (Rycina 9).

. Fe** | Fe** . -
Oy +H,0,— " SOH +OH +0, Rycina 9

Rodnik hydroksylowy, zaleznie jedynie od szybkosci swojej dyfuzji, utlenia niemal wszystkie
wazne biologicznie zwiazki wystgpujace w organizmie.

Ponadto O,” w reakcje z tlenkiem azotu, wytwarzanym przez syntazg tlenku azotu
komorek srodblonka jak i samych neutrofildow, odpowiada za powstawanie nadtlenoazotyndéw

(Rycina 10).

Nadtlenoazotyny naleza do reaktywnych form azotu (RFN) i odpowiadaja przede wszystkim

za proces nitrozylacji 1 nitrowania biatek oraz peroksydacje lipidow [74,75].

2.3.2. Udzial reaktywnych form tlenu w uszkodzeniu Srodblonka

Wiele badan in vitro wskazuje, ze w obecnosci RFT dochodzi do uszkodzen i zmian
w morfologii komoérek §rodbtonka [76,77,78]. W 1978 Sacks i in. przeprowadzili ekspery-
ment, w ktérym znakowane radioaktywnie ludzkie komodrki $rodbtonka inkubowali z akty-
wowanymi neutrofilami, obserwujac po pewnym czasie wzrost poziomu radioaktywnego
chromu w medium hodowlanym [79]. Probujac wyjasni¢ mechanizm odpowiedzialny za de-
strukcj¢ komorek $rodbtonka, do medium hodowlanego dodano wybrane enzymy o wiasci-
wosciach antyoksydacyjnych, takie jak katalaza 1 dysmutaza ponadtlenkowa, ktore skutecznie
ograniczyly wyptyw radioaktywnego chromu (*'Cr). Wyniki tego eksperymentu potwierdzity,
ze czynnikami odpowiedzialnymi za uszkodzenie $rédbtonka sa uwalniane przez neutrofile

RFT.
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W dalszych badaniach wykazano, ze w zalezno$ci od dawki i1 czasu ekspozycji, RFT
wywotuja apoptozg lub nekroz¢ komoérek srodblonka [76,77,78]. Obecny stan wiedzy pozwa-
la przypuszczaé, ze apoptoza jest efektem réznych szlakow sygnatowych, uruchamianych w
komorce pod wptywem RFT, natomiast proces nekrozy spowodowany jest dezintegracja bto-
ny komoérkowej w wyniku bezposredniego dziatania RFT na komorki srodbtonka. Oba proce-
sy rdznig si¢ wywotywanymi zmianami morfologicznymi i biochemicznymi w obrgbie komo-

rek, ktore scharakteryzowano w Tabeli 4 [80].

Tabela 4. Zmiany biochemiczne i morfologiczne w komoérkach wywotane apoptoza lub ne-
kroza [80].

Apoptoza Nekroza

Sposob eliminacji komorki programowana, genetycznie kontro-

lowana $mier¢ komorki

chaotyczny model $mierci

Czas $mier¢ komorki jest procesem $mier¢ komorki w bardzo krotkim
wieloetapowym, ale szybko czasie (kilka minut)
zachodzacym

Naktad energii proces czynny, endoenergetyczny nie wymaga naktadu energii

Przebieg procesu obkurczenie jadra i catej komorki,
zaggszczenie 1 fragmentacja DNA,

pofatdowanie btony komérkowe;,

utrata integralnosci btony cytopla-
zmatycznej, pgcznienie komorki i
powstanie jadra pyknotycznego,

powstawanie i uwalnianie ciatek apo-
ptycznych  (zachowanie  ciaglosci
btony)

obrz¢k mitochondridw, uwolnienie
zawarto$ci komoérek do otaczajacego
srodowiska pozakomorkowego

Wplyw na otaczajace komorki

ciatka apoptotyczne sa szybko fagocy-
towane przez makrofagi
i sasiadujace komorki

obecnos¢ produktow rozpadu ko-
morki moze uszkadzaé sasiadujace
komorki

Odpowiedz organizmu

nie dochodzi do uruchomienia me-
chanizméw odpowiedzi zapalne;j

wywolanie reakcji obronnej organi-
zmu z wyzwoleniem reakcji zapal-

nej

Prawdopodobnie RFT uruchomiaja szlak apoptozy w komodrkach $rdédblonka po-
przez aktywacj¢ czynnika jadrowego kappa (NF-kB) [81]. W wyniku indukcji NF-kB docho-
dzi do spadku ekspresji biatka antyapoptycznego Bcl-2, przy jednoczesnej wzmozonej tran-
skrypcji genu Bax, kodujacego biatko proapoptotyczne o tej samej nazwie. Przesunigcie row-
nowagi w strong biatek promujacych apoptoz¢ doprowadza do otwarcia kanatow w obrebie
zewngtrznej btony mitochondrialnej i wyplywu cytochromu c z przestrzeni migdzyblonowej
mitochondrium do cytoplazmy. W obrebie cytozolu dochodzi do utworzenia apoptosomu i
aktywacji kaspaz, ktore odpowiadaja za proteolize biatek komdrkowych i1 fragmentacje DNA
(Rycina 11).
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i fragmentacja DNA
kaspaza 9
\ aktywne kaspazy efektorowe: 3, 6, 7
o (proteoliza i aktywacja wielu biatek
jﬁdm komérkowych, w tym endonukleaz)

komo6rkowe

Rycina 11. Proces formowania si¢ apoptosomu. AIF- czynnik indukujacy apoptoze (apoptosis indu-
cing factor), CARD-domena werbunku kaspaz (caspase and RIP adapter with death domain),
Apaf-1- czynnik 1 aktywujacy proteaze (apoptosis protease activating factor-1) [80].

Jak wynika z badan Bresgena i in., RFT wykazuja efekt genotoksyczny wobec ko-
morek $rodbtonka, przejawiajacy si¢ zwigkszaniem czgsto$ci wystgpowania aberracji chro-
mosomowych oraz pgknie¢ nici DNA [82]. Istnieje wigc przypuszczenie, ze obserwowane
zmiany w obrgbie materiatu genetycznego moga stanowi¢ sygnat do uruchomienia opisanych
powyzej mechanizmdéw apoptozy. Ponadto apoptoza komorek §rodbtonka moze zostac zaini-
cjowana takze na skutek zaburzen w ich kontakcie z btona podstawna. W badaniach Warrena
1 in. wykazano, ze w zjawisku tym kluczowa role odgrywaja aktywowane pod wptywem RFT
metaloproteinazy, zwtaszcza MMP-9, ktora poprzez degradacje komponentéw macierzy ze-
wnatrzkomorkowej powoduje odtaczanie si¢ komorek srédbtonka od btony podstawnej 1 ini-
cjacje ich programowanej $mierci [78].

RFT mogg takze sprzyja¢ adhezji leukocytéw do powierzchni srédbtonka i w ten spo-
sOb posrednio wptywacé na jego uszkodzenia. Prawdopodobnie w obecnosci RFT dochodzi do
wzmozone] ekspresji na powierzchni komorek $rédbtonka, molekut adhezyjnych, takich jak
selektyna P czy PAF, uczestniczacych w interakcji pomigdzy srodbtonkiem a krazacymi neu-
trofilami [83]. Zgodnie z mechanizmem opisanym w podrozdziale 2.2.3, bezposredni kontakt
neutrofildéw ze $rodbtonkiem, powoduje aktywacje¢ tych pierwszych i towarzyszace temu

uwolnienie do przestrzeni zewnatrzkomorkowej kolejnych RFT oraz proteaz.
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2.3.3. Wybrane wykladniki stresu oksydacyjnego

Stres oksydacyjny to stan w ktérym dochodzi do zwigkszonej aktywnosci wolnych
rodnikéw. Rozwija si¢ on w nastgpstwie zaburzen rownowagi pomigdzy produkcja a usuwa-
niem toksycznych pochodnych tlenu. Zaburzenie réwnowagi pomigdzy uktadem utleniaczy a
antyutleniaczy moze prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian w organizmie oraz przyczynia¢

si¢ do uszkodzenia tkanek w réznych stanach chorobowych.

2.3.3.1. Aldehyd dimalonowy (MDA)

Bezposrednim przejawem niekorzystnych zmian wywotanych dziataniem RFT jest
zjawisko peroksydacji lipidow, prowadzace w konsekwencji do uszkodzenia blon biologicz-
nych 1 inaktywacji biatek enzymatycznych. Do oceny aktywnosci RFT, a tym samym stopnia
zaawansowania zachodzacych proceséw peroksydacji lipidow, wykorzystuje si¢ oznaczenie
stezenia dialdehydu malonowego (MDA) w ptynach ustrojowych lub homogenatach tkanko-
wych.

W wyniku procesu peroksydacji lipidow powstaja kréotkotancuchowe kwasy thuszczo-
we, alkohole, cykliczne endonadtlenki oraz aldehydy, w tym MDA. Wytwarzany w procesie
peroksydacji lipidow MDA wykazuje duza reaktywno$¢ wzgledem biatek i kwasoéw nukle-
inowych. Z miejsc, w ktoérych powstaje, tatwo przenika do odlegtych tkanek itam, dzigki
mozliwo$ci tworzenia wiazan kowalencyjnych z biomolekutami, moze modyfikowaé ich
strukture 1 zmienia¢ ich wlasciwosci.

Produkty reakcji MDA z kwasem tiobarbiturowym (TBA) okres$la si¢ jako produkty

TBA-reaktywne i uwaza za marker nieenzymatycznego procesu peroksydacji lipidow [84].

2.3.3.2. Calkowita zdolnos¢ antyoksydacyjna (CZA)

Innym nieenzymatycznym markerem antyoksydacyjnym jest ocena catkowitej zdolno-
$ci antyoksydacyjnej (CZA), ktéra odzwierciedla catkowita pojemno$¢ bariery antyoksyda-
cyjnej danej komorki, tkanki, narzadu czy ptynu ciata. Na wartos¢ CZA zasadniczy wplyw
maja enzymy antyoksydacyjne, jak rowniez st¢zenie niskoczasteczkowych antyoksydantow.
Wydaje sig, ze warto$¢ tego parametru moze by¢ miara réwnowagi oksydacyjno-

antyoksydacyjnej organizmu oraz wskaznikiem wyczerpania rezerw antyoksydacyjnych, kto-
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re obserwuje si¢ w przebiegu wielu chordb. Istnieje kilka metod oznaczania catkowitej zdol-
nos$ci antyoksydacyjnej. Wszystkie opieraja si¢ na podobnej zasadzie: obecnos¢ antyoksydan-
tow w probce spowalnia barwna reakcj¢ utleniania, a parametr charakteryzujacy to spowol-

nienie jest miarg zawartosci antyoksydantow w badanej probce [85].

2.3.3.3. Kwas moczowy

Kwas moczowy jest produktem degradacji puryn, nalezacym do niskoczasteczkowych,
rozpuszczalnych w wodzie antyoksydantow organizmu cztowieka. Ze wzgledu na silne wia-
sciwos$ci redukujace jego udzial w catkowitym potencjale antyoksydacyjnym krwi wynosi
ponad 60% [86]. Kwas moczowy posiada zdolno$¢ eliminowania rodnika hydroksylowego,
nadtlenkéw lipidowych i tlenu singletowego. W reakcjach z wolnymi rodnikami zredukowana
posta¢ kwasu moczowego przechodzi w utleniona okreslana jako kwas allantoinowy. Ocena
molowego stosunku stezenia kwasu moczowego do allantoiny przeprowadzana we krwi oraz
innych plynach ciala uznawana jest za czuty marker stresu oksydacyjnego. Inna wazna wia-
Sciwoscia kwasu moczowego oprocz zmiatania wolnych rodnikdéw jest zapobiegania ich po-
wstawaniu poprzez chelatowanie jondw metali przejsciowych np. jondw zelaza. W ten sposob
kwas moczowy chroni inne antyoksydanta np. kwas askorbinowy przed utrata ich wlasciwo-

$ci biologicznych [87].

2.3.4. Neutrofilowa elastaza — struktura i funkcje

W wyniku aktywacji, neutrofile uwalniaja nie tylko RFT, ale takze enzymy ziarnisto-
$ci cytoplazmatycznych, w tym elastaz¢ (NE). Enzym ten nalezy do proteaz serynowych, kto-
re w neutralnym pH osiagaja optimum swojej aktywnosci. Proces syntezy NE rozpoczyna si¢
w mieloblastach, a konczy si¢ na poziomie promielocyta [88]. Dojrzale neutrofile nie wyka-
zuja zdolnosci syntezy NE de novo, a ich rola ogranicza si¢ jedynie do magazynowania ak-
tywnej formy enzymu i jego uwalniania z ziarnistosci azurofilnych pod wpltywem okreslone-
go bodzca. Czynnikami stymulujacymi uwalnianie NE sa niektore cytokiny i1 chemoatraktanty
takie jak TNF-a, interleukina 8 (IL-8), C5a, fMLP (Nformylometionyloleucynofenyloalanina)
oraz bakteryjny lipopolisacharyd (LPS) [89,90,91].

NE (E.C.3.4.21.37) sktada si¢ z pojedynczeago tancucha polipeptydowego, zawieraja-

cego 219 reszt aminokwasowych, stabilizowanego przez 4 mostki disulfidowe. Do tancucha
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polipeptydowego przy udziale reszt asparaginianowych w pozycji 95 i 144, przylaczone sa
dwa oligosacharydy [92,93]. W strukturze NE wyodrgbni¢ mozna obszar wysoce konserwa-
tywny, charakterystyczny dla wszystkich proteaz serynowych, tzw. triadg katalityczna, w
sktad ktorej wchodzg trzy reszty aminokwasowe His-41, Asp-88 i Ser-173. NE odpowiada za
degradacje wiazania peptydowego, w sklad ktorego wchodzi alifatyczny, niepolarny amino-
kwas o niskiej masie molowej, alanina lub walina [94,95].

Hydroliza wiazania peptydowego z udziatem NE rozpoczyna si¢ od nukleofilowego
ataku atomu tlenu grupy —OH seryny 173 na karbonylowy atom wggla hydrolizowanego wia-

zania peptydowego (Rycina 12).
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Rycina 12. Hydroliza wigzania peptydowego z udziatem proteazy serynowej (zmodyfikowane
wedtug [96]).

Na tym etapie powstaje tetraedryczny zwiazek posredni z pojedynczym wigzaniem
migdzy atomem wegla i tlenu w grupie karbonylowej. Ponadto atom wodoru z seryny zostaje
przeniesiony na reszt¢ histydyny, ta z kolei przekazuje proton na atom azotu degradowanego
wiazania peptydowego, ktore w rezultacie ulega hydrolizie. Nastgpuje odtaczenie aminowe;j
czesci substratu 1 powstanie przejsciowego kompleksu acyloenzymu. Ten proces konczy
pierwszy etap hydrolizy peptydu zwany acylacja. W drugim etapie zwanym deacylacja, miej-

sce aminowej czg$ci substratu zajmuje czasteczka wody. Reszta histydyny 41 odciaga proton
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z czasteczki wody, a powstaty jon OH™ atakuje natychmiast karbonylowy atom wegla grupy
acylowej. Podobnie jak w acylacji powstaje przejsciowy tetraedryczny zwiazek posredni.
Drugi etap konczy przeniesienie protonu z histydyny 41 na atom tlenu seryny 173, czemu
towarzyszy uwolnienie kwasowej czesci substratu.

NE jest jednym z aktywnych sktadnikow systemu fagocytarnego neutrofiléw. Bierze
udzial w degradacji zewnatrz- i wewnatrzkomorkowego materiatu pobranego w procesie fa-
gocytozy. Ze wzgledu na fakt, ze NE wykazuje zdolnos$¢ proteolizy wigkszosci biatek macie-
rzy zewnatrzkomorkowej, takich jak elastyna, kolagen, fibronektyna i proteoglikany, aktyw-
nie uczestniczy w procesach przebudowy i naprawy tkanek wilasnych gospodarza [97]. Jako
zwiazek o wilasciwosciach antybakteryjnych bierze udzial w odpowiedzi immunologicznej
wywolanej r6znymi patogenami [98,99]. Dowiedziono, ze NE moze by¢ takze negatywnym
modulatorem odpowiedzi immunologicznej, ze wzgledu na zdolno$¢ degradacji immunolo-
globulin oraz niektorych cytokin prozapalnych takich jak TNF-a, interleukina 2 (IL-2)
oraz interleukina 6 (IL-6). [100,101,102]. Ponadto NE bierze udziat w unieczynnieniu niekto-
rych czynnikéw krzepnigcia krwi oraz inhibitorow proteaz [100].

Za fizjologiczna regulacj¢ aktywnosci NE odpowiedzialne sa jej endogenne biatkowe
inhibitory wystepujace w surowicy krwi i innych ptynach ciala: alfa-1-antytrypsyna, alfa-2-
makroglobulina, wydzielniczy inhibitor leukocytarnej elastazy (SLPI), elafina. W prawidlo-
wych warunkach 90% catkowitej puli NE pozostaje w kompleksie ze swoim gldwnym inhibi-
torem — alfa-1-antytrypsyna, co przeciwdziata niekontrolowanemu trawieniu biatek gospoda-
rza [103]. Jednak w stanach patologicznych, w ktérych nast¢puje nadmierne uwalnianie en-
zymu lub obnizenie stezenia jego aktywnych inhibitoréw, moze pojawi¢ si¢ pula wolnej, nie-

zwiazanej NE o destrukcyjnych wlasciwos$ciach wobec otaczajacych tkanek.

2.3.4.1. Alfa-1-antytrypsyna jako inhibitor neutrofilowej elastazy

Alfa-1-antytrypsyna (AAT) to glikoproteina o masie czasteczkowej okoto 52 kDa,
zbudowana z pojedynczego tancucha polipeptydowego, liczacego 394 reszty aminokwasowe,
do ktérego w pozycji 46, 83 1 247 przylaczone sa trzy podstawniki cukrowe [104]. Stanowi
gtowny skladnik frakcji al-globulinowej ludzkiego osocza, pelniac w nim funkcje najwaz-
niejszego inhibitora proteaz serynowych: elastazy, katepsyny G i proteinazy 3, z ktorymi ta-
czy si¢ w stosunku stechiometrycznym 1:1. Struktura przestrzenna AAT oparta jest na trzech
B-pofatdowaniach i dziewigciu a-helisach. Blisko karboksylowego konca biatka wystepuje

domena uktadajaca si¢ w strukturg reaktywnej petli o gigtkiej strukturze, zawierajaca specy-
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ficzna sekwencje czterech aminokwasow Pro-Met-Ser-Ile [105]. Obecna w tej sekwencji Met-
358 jest bezposrednio odpowiedzialna za inaktywacje NE.

Proces inhibicji NE przy udziale AAT zachodzi w bardzo specyficzny sposob.
W pierwszym etapie reaktywna petla AAT rozpoznawana jest przez NE. Nastgpuje zakotwi-
czenie petli w centrum aktywnym enzymu, czemu towarzyszy jednoczesna degradacja przez
NE wiazania peptydowego w obrgbie AAT migdzy kluczowa Met-358 a sasiadujaca
z nig seryna. Zdegradowana petla AAT ulega insercji migdzy trzy B-pofaldowania AAT, a
zasocjowana z nia NE, §lizgajac si¢ po powierzchni inhibitora, zostaje przeniesiona na prze-
ciwstawny koniec AAT. Proces ten powoduje zmiang konformacyjna AAT, ktora nie moze
zosta¢ strawiona przez NE a jedynie rozpoznana przez receptory na powierzchni hepatocy-

tow, ktore w ten sposob eliminuja z krwioobiegu kompleksy NE-AAT (Rycina 13) [104].

Rycina 13. Inhibicja NE przy udziale AAT. NE (kolor szary), B-pofaldowania AAT (kolor zielony),
aktywna petla AAT (kolor czerwony) [104].

Gen kodujacy AAT, usytuowany na dlugim ramieniu chromosomu 14, sklada si¢

z siedmiu eksondw oraz szesciu intronow. Gen koduje tancuch polipeptydowy o dlugosci 418

aminokwasow, w obrgbie ktoérego znajduje si¢ peptyd sygnalowy odcinany podczas transpor-

tu bialka do retikulum endoplazmatycznego hepatocytow. W siateczce endoplazmatycznej

zachodzi réwniez proces potranslacyjnego wbudowania oligosacharydow w czasteczke AAT
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[106]. Z uwagi na fakt, ze gen dla AAT wykazuje wysoki polimorfizm, mozliwe jest wyste-
powanie réznych fenotypow tego biatka. Fenotypowanie odbywa si¢ na podstawie punktu
izoelektrycznego 1 szybkosci migracji na zelu poliakrylamidowym. W wyniku rozdziatu elek-
troforetycznego otrzymuje si¢ cztery frakcje: M (medium), S (slow), F (fast) 1 Z (very slow)
[107].

Wyréznia si¢ trzy podstawowe warianty AAT w zalezno$ci od aktywno$ci inhibitoro-
wej 1 stgzenia w surowicy krwi. Pierwszy z nich to wariant prawidtowy, wystepujacy u ponad
90% populacji, reprezentowany przez allel M i jego podtypy M1-M4. Odpowiada on genoty-
pom homozygotycznym MM i przejawia si¢ fenotypem PIMM. W tym wariancie stgzenie
AAT w surowicy waha si¢ od 20 do 48 umol/l, a inhibicja NE przebiega prawidlowo. Wariant
niedoborowy, reprezentowany przez allele S i Z, odpowiada genotypom homozygotycznym
SS oraz ZZ 1 przejawia si¢ fenotypami PiSS 1 PiZZ. Czgsto$¢ ich wystgpowania wynosi 2-4%
dla PiSS i 1-2% dla PiZZ, a stezenie AAT w surowicy waha si¢ odpowiednio od 13 do 33
umol/l oraz od 2,5 do 7 umol/l. U homozygot SS, podobnie jak w przypadku heterozygot MS
1 MZ, stgzenie AAT jest ro6zne, ale zwykle nie spada ponizej 50%, dlatego inhibicja NE prze-
biega prawidtowo. U homozygot ZZ, ze wzgledu na niskie ste¢zenie AAT, jej zdolno$ci inhibi-
torowe sg znacznie uposledzone.

W kolejnym wariancie okreslanym jako null, biosynteza AAT nie wystgpuje w ogodle
lub syntetyzowane jest szczatkowe biatko ulegajace degradacji. Jest to w wigkszos$ci przypad-
kéw wynikiem mutacji prowadzacej do powstania kodonu stop.

Oprocz trzech glownych wariantéw opisanych powyzej, w populacji ludzkiej
z mniejsza czgstoscia wystepuje takze wariant dysfunkcji, charakteryzujacy si¢ zaburzeniami
w funkcji inhibitorowej AAT, przy jej prawidlowym stezeniu w surowicy krwi. Obserwowa-
ny efekt jest prawdopodobnie nastgpstwem mutacji punktowej, w wyniku ktorej reszta metio-
niny obecna w pozycji 358, kluczowa dla aktywnosci inhibitorowej biatka, zostaje zamienio-

na na argining [107,108].

2.3.4.2. Zaburzenia w r6wnowadze elastaza — alfa-1-antytrypsyna

Z badan klinicznych wynika, ze zaburzenia w réwnowadze migdzy NE a jej gldéwnym
inhibitorem, AAT leza u podtoza wielu choréb. Dowiedziono, ze genetyczne przyczyny nie-
doboru lub dysfunkcji AAT, opisane w podrozdziale 2.3.4.1, odpowiadaja za wystgpowanie
rozedmy ptuc, przewleklej choroby obturacyjnej ptuc, marskosci watroby oraz rozwdj glebo-
kiego zapalenia tkanki podskérnej. Za obciazany najwigkszym ryzykiem powiklan uznaje sig
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genotyp ZZ, ktory warunkuje nie tylko obnizone st¢zenie AAT w surowicy krwi, ale takze
gromadzenie si¢ jej polimeréw w hepatocytach, skutkujace uszkodzeniami watroby [108].

Oprocz genetycznych przyczyn zachwiania rdwnowagi proteazowo — antyproteazowej,
istnieja inne znacznie czgsciej wystgpujace mechanizmy sprzyjajace niekontrolowanej aktyw-
nosci NE. Jednym z nich jest masywne uwolnienie enzymu przez pobudzone stanem zapalnym
neutrofile 1 osiagnigcie st¢zenia znacznie przewyzszajacego zdolnosci inhibitorowe AAT [109].
Taka sytuacje¢ stwierdza si¢ u pacjentow z tgtniakami mézgu, w surowicy ktorych obserwuje si¢
wyzsze, W porownaniu z osobami zdrowymi, st¢zenie NE przy jednoczesnym braku statystycz-
nej réznicy w stezeniu AAT [10]. Mimo, ze poziom AAT u pacjentéow z t¢tniakami pozostaje
prawidlowy, rosnace st¢zenie NE prowadzi do pojawienie si¢ nierownowagi proteazowo-
antyproteazowej, sprzyjajacej destrukcyjnym wlasciwosciom enzymu. Z kolei w badaniach
Vignola i in., prowadzonych w grupie pacjentdw cierpiacych na astmg i chroniczne zapalenie
oskrzeli wykazano, ze wzrost stezenia NE moze uruchamia¢ mechanizm kompensacyjny pole-
gajacy na jednoczesnym wzroscie stezenia AAT. Przy czym okazuje si¢ on nieskuteczny,
o czym $wiadczy wysoka aktywno$¢ NE obserwowana w $linie i plwocinie chorych [110].

Prawidtowe stezenie AAT nie gwarantuje skutecznej inaktywacji NE, poniewaz
oprocz opisanych wczesniej niedoborow ilosciowych inhibitora moze takze wystapi¢ jego
deficyt czynnosciowy [109] (Rycina 13). Gléwnymi czynnikami inaktywujacymi AAT sa
RFT, utleniajace kluczowa dla wlasciwos$ci inhibitorowych metioning w pozycji 351 lub 358
tancucha polipeptydowego [13]. Ueda i in. wykorzystujac jako pierwsi przeciwciata mono-
klonalne skierowane przeciwko oksydacyjnie zmodyfikowanej AAT, wykryli jej wysokie
stgzenie w surowicy pacjentdéw z reumatycznym zapaleniem stawoéw oraz innymi schorze-
niami o podtozu zapalnym takimi jak sepsa, nowotwory, zawal serca, zapalenie ptuc [111].
Autorzy pracy stwierdzili, ze gtownym zZrédtem RFT w tych jednostkach chorobowych sa
prawdopodobnie aktywowane stanem zapalnym neutrofile. Wykorzystujac t¢ sama metodg
detekcji, utleniong AAT wykryto takze we krwi osob poddawanych regularnej hemodializie,
u ktorych jej stezenie korelowato dodatnio ze wskaznikiem grubosci kompleksu intima-media
tetnic szyjnych (carotid intima-media thickness — CIMT) [112]. Wyniki powyzszych badan
sugeruja, ze AAT jest silnie podatna na dzialanie RFT, przez co jej zdolnosci inhibitorowe
w stanach patologicznych, ktorym towarzyszy nasilony stres oksydacyjny, moga ulec znacz-
nemu ostabieniu.

Innym Zrédlem RFT, o destrukcyjnych wobec AAT wiasciwosciach, jest dym papiero-
sowy. Wykazano, ze ekspozycja na dym papierosowy powoduje wzrost stgzenia oksydacyjnie

zmodyfikowanej AAT w poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych (BAL) i homogena-
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tach plucnych zwierzat eksperymentalnych [113]. Prawdopodobnie wywotana dymem papie-
rosowym oksydacyjna modyfikacja AAT odpowiada za obserwowany u palaczy spadek jej
aktywnosci inhibitorowej wobec NE [114,115]. Konsekwencja jest wzrost aktywnosci NE we
krwi obwodowej i1 innych plynach ciata 0séb palacych, sprzyjajacy rozwojowi choréb uktadu
oddechowego takich jak rozedma czy obturacyjna choroba ptuc [116,117].

Kolejnym powodem dysfunkcji AAT moze byc¢ jej proteolityczna degradacja katali-
zowana przez niektére metaloproteinazy: MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-§, MMP-9
[118,119,120] (Rycina 13). Wymienione enzymy dokonuja cigcia proteolitycznego pomigdzy
dwoma resztami aminokwasowymi Phe352-Leu353 lub Pro357-Met358 w tancuchu polipep-
tydowym powodujac utratg wtasciwosci inhibitorowych AAT. Ponadto sama NE moze po-
wodowaé proteolityczna inaktywacje swojego inhibitora [121]. Obecno$¢ proteolitycznie
zmodyfikowanych fragmentow AAT wykazano w prébach BAL pacjentdw cierpiacych na
rozstrzenie oskrzeli, u ktorych jednoczesnie stwierdzono wysoka aktywnos¢ NE [122].

Oprocz wyzej opisanych standw patologicznych, istnieja takze stany fizjologiczne,
w ktorych przy prawidlowym stezeniu biologicznie aktywnej AAT, ujawnia si¢ proteolityczna
aktywnos¢ NE (Rycina 14). Ma to miejsce w sytuacji $cistej adhezji neutrofili do powierzchni
biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej [123]. Proces ten powoduje tworzenie si¢ mikroprze-
strzeni pomig¢dzy neutrofilem a biatkiem macierzy, niedostepnej dla inhibitorow proteaz ze
wzgledu na ich duza masg czasteczkowa. W tym mikrosrodowisku o wysokiej koncentracji NE
1 bez obecnosci inhibitoréw zachodzi proces trawienia bialek. Wykazano takze, ze sama NE

zwiazana $cisle ze swoim substratem — elastyna, jest oporna na dziatanie AAT [124].
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Rycina 14. Mechanizmy sprzyjajace proteolitycznej aktywnosci NE w obecnosci czasteczek
inhibitora. E-enzym, I-inhibitor, E-I-nieaktywny kompleks enzym-inhibitor, I*-inaktywowany
inhibitor (zmodyfikowane wedtug [109]).

Oprocz NE wydzielanej do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, istnieje rowniez forma
btonowa enzymu, uczestniczaca w procesie aktywnego przechodzenia neutrofilow przez $cia-
ng naczynia krwionosnego, ktora pozostaje niewrazliwa wobec swoich naturalnych inhibito-
row [125,126] (Rycina 14). Mechanizm tego zjawiska jest do tej pory niewyjasniony,
ale prawdopodobnie zwiazany jest z zawada steryczna, ktoéra uniemozliwia efektywne tacze-

nie si¢ wysokoczasteczkowych inhibitorow z NE w obregbie btony komorkowe;.

2.3.5. Udzial elastazy w uszkodzeniu srodblonka

Przeprowadzone 1985 roku badania Smedley’a i in. dowiodly, ze udzial NE
w uszkodzeniu $rodblonka moze by¢ istotniejszy niz RFT [127]. Autorzy wykazali, ze 4 go-
dzinna inkubacja neutrofiléw z radioaktywnie znakowanymi komoérkami $rodbtonka, zwigk-
sza wyptyw radioaktywnego indu (*''In) i powoduje wzrost radioaktywnosci medium hodow-
lanego. Probujac zidentyfikowaé czynniki odpowiedzialne za destrukcj¢ srodbtonka, te same
komorki poddano inkubacji osobno z NE oraz nadtlenkiem wodoru obserwujac poréwnywal-
ny z poczatkiem eksperymentu wzrost radioaktywnosci jedynie w przypadku wykorzystania

proteazy. Ostatecznie udziat NE w destrukcji srodbtonka potwierdzitlo wykorzystanie jej syn-
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tetycznych inhibitorow, ktére zahamowaty wyptyw radioaktywnego '''In. Fakt, ze poziom

radioaktywnego '

In w medium hodowlanym korelowal dodatnio ze stgzeniem wewnatrz-
komorkowej dehydrogenazy mleczanowej sugerowat, ze gldownym mechanizmem odpowie-
dzialny za uszkodzenia komorek srodbtonka w obecnosci NE jest ich cytoliza.

Kolejne badania dowiodty, ze nie jest to jedyny mechanizm destrukcyjnego wpltywu
NE na $rodbtonek. Ballieux 1 in. wykazali, ze krotsza inkubacja NE z kultura ludzkich komo-
rek $rodbtonka tylko w 19% odpowiada za ich cytolizg i az w 60% powoduje ich odtaczanie
si¢ od monowarstwy komodrkowej [8]. Utrata kontaktu komorek srédblonka ze sktadnikami
btony podstawnej indukuje ich apoptoze, prawdopodobnie na skutek zaburzen
w syntezie DNA 1 transkrypcji RNA [128]. Potwierdzity to badania Yang 1 in., ktorzy w
obecno$ci NE o roznych stezeniach zaobserwowali biochemiczne 1 morfologiczne zmiany
komorek $rodbtonka, charakterystyczne dla procesu apoptozy, a ponadto odnotowali dodatnia
korelacj¢ migdzy procentem apoptotycznych komorek a liczba komoérek ulegajacych odiacze-
niu od $cianek naczynia hodowlanego [7]. Prawdopodobnie udziat NE w odtaczaniu komorek
od monowarstwy $rodbtonka wynika ze zdolnosci tego enzymu do degradacji szerokiego za-
kresu biatek macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Dowiedziono, ze NE powoduje wzrost przepuszczalnosci $rodbtonka nie tylko po-
przez cytolizg 1 odtaczanie komorek od blony podstawnej, ale takze na skutek degradacji VE
kadheryny, waznego skfadnika §rodbtonkowych potaczen migdzykomorkowych [129].
W badaniach Cardena i in. degradacji VE-kadheryny w obecnos$ci neutrofiléw, a nastgpnie
samej NE, towarzyszylo dodatkowo pojawienie si¢ jej rozpuszczalnej frakcji (sVE-
kadheryny) w medium hodowlanym [9].

Oprocz bezposredniego, niekorzystnego wptywu NE na §rodblonek naczyn, jej dzia-
fanie moze mie¢ charakter posredni, polegajacy na zaburzeniu ustrojowej rownowagi prote-
azowo-antyproteazowej. Wiele badan wskazuje, ze NE odpowiada za proteolize nieaktyw-
nych zymogenow MMP-2, MMP-3, MMP-9 [130,131,132] do krotszych fragmentow o okre-
slonej aktywnosci enzymatycznej. Jednoczesnie poprzez proteoliz¢ NE inaktywuje tkankowe
inhibitory metaloproteinaz przesuwajac stan rownowagi na korzy$¢ enzymow, ktore w tych
okolicznos$ciach moga niszczy¢ tkanki gospodarza, w tym takze srodbtonek wyscielajacy na-

czynia krwiono$ne [133].
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3. Cel pracy

Wiele badan wskazuje na udziat NE w proteolitycznej degradacji $ciany zylnej w
przebiegu PNZ. Jednak do tej pory nie okreslono faktycznej relacji miedzy enzymem a jego
inhibitorem oraz nie ustalono roli stresu oksydacyjnego w ksztattowaniu si¢ ich wzajemnych
stosunkow.

Celem podjetych w przedstawionej pracy badan byta:

1) Ocena parametrow rownowagi NE-AAT, dokonana poprzez pomiar stezenia NE, ak-
tywnosci elastolitycznej oraz aktywnosci AAT w surowicy/osoczu pacjentow z PNZ,

2) Ocena wyktadnikow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjna, realizowana poprzez
oznaczenie wybranych parametréw stresu oksydacyjnego w surowicy/osoczu pacjen-
tow z PNZ,

3) Ocena parametrow rownowagi NE-AAT oraz stresu oksydacyjnego w zaleznosci od
nasilenia choroby oraz czasu jej trwania,

4) Zbadanie wspolzaleznosci migdzy parametrami réwnowagi NE-AAT oraz stresu
oksydacyjnego a wybranymi markerami uszkodzenia srodbtonka - rozpuszczalng frak-

cja srodbtonkowej kadheryny (sVE — kadheryny) i trombomoduliny (sTM).
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4. Material

Grupe badana stanowito 58 pacjentéw z PNZ (45 kobiet, 13 mezczyzn), w wieku
od 26 do 65 lat (srednia wieku: 44,59+10,23), leczonych w Klinice Chirurgii Ogolnej i Na-
czyn UM oraz w Poznaniu. U wszystkich pacjentdéw wykonane zostaly badania podmiotowe
oraz badanie przedmiotowe: ultrasonograficzne badanie Duplex-Doppler. Badanie dopple-
rowskie z podwojnym obrazowaniem uktadu zylnego wykonywano aparatem Sonoline Elegra
firmy Simens Logic 7. Zyly ukladu powierzchownego i gtebokiego konczyn dolnych badano
W pozycji stojacej, glowicami liniowymi o czgstotliwosci 5-9 MHz i 5-12 MHz. Preferowana
metoda wykrywania obecnosci skrzeplin w pniach zylnych byta proba uciskowa. W przypad-
ku niemozliwo$ci wykonania wydolnej proby uciskowej za kryterium droznosci naczyn
uznawano wypetnienie kolorem calego przekroju podluznego i poprzecznego naczynia po
wymuszeniu przeplywu przez ucisk naczyn na obwodzie lub podczas proby Valsalvy. Wy-
dolnos$¢ ukladu zastawkowego oceniano na podstawie analizy wykresu Dopplera spektralne-
go. Badanie wykonywano na przekrojach podtuznych naczyn przy zachowaniu kata insonacji
< 60°. Przeplyw w naczyniu wymuszano poprzez r¢ezne ucisnigecie obwodowych odcinkow
pni naczyniowych, zazwyczaj na tydce. Za objaw niewydolnos$ci uktadu zastawkowego przy-
jeto refluks o czasie trwania dtuzszym od 0,5 sekundy.

Na podstawie przeprowadzonych badan pacjenci podzieleni zostali na dwie podgrupy w za-
leznos$ci od obrazu klinicznego choroby. Grupe M (n=34, $rednia wieku: 41,76+8,76) stano-
wili pacjenci z tagodnym obrazem klinicznym choroby tzn. z zylakami i towarzyszacym im
obrzgkiem (grupy C2, C3 wedtlug klasyfikacji CEAP). Grupe S (n=24, $rednia wieku:
48.44+11,19) stanowili pacjenci z cigzka postacia kliniczna choroby, tzn. ze zmianami skor-
nymi przypisywanymi, chorobom zyl, przebarwieniami, wypryskiem zylnym, zapaleniem
tkanki podskornej, owrzodzeniami lub wygojonymi owrzodzeniami (grupy C4, C5, C6 we-
dhug klasyfikacji CEAP). Pacjenci ze wzgledu na czas trwania choroby podzieleni zostali na
dwie podgrupy, chorujacy 1-10 lat (n=32, $rednia wieku: 40,03+8,62) oraz > 10 lat (n=26,
srednia wieku: 51,19+7,54). Ponadto w badaniach uwzgledniono ple¢ pacjentow, a wszytkie
parametry analizowano zaréwno w grupie kobiet z PNZ (n=45, $rednia wieku: 45,18+10,54)

jak i mezczyzn z PNZ (n=8, $rednia wieku: 42,71+9,71).

Z badan wykluczono pacjentdw, u ktorych rozpoznano zylna chorobg zatorowo za-
krzepowa (zchzz), zakrzepowe zapalenie zyl powierzchownych, choroby tkanki tacznej,

miazdzycowe niedokrwienia konczyn dolnych, cukrzyce. W badaniu nie uczestniczyli chorzy
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z zylakami wtornymi, po przebytych zapaleniach zyl glebokich 1 powierzchownych, chorzy u
ktérych wykonywano wcze$niej miniflebektomie lub zabiegi z wykorzystaniem zyl uktadu
powierzchownego w pomostowaniu tetnic. Ponadto nie kwalifikowano chorych po ztama-
niach konczyn dolnych lub urazach mogacych skutkowaé procesem zapalnym w $cianie na-

czynia zylnego.

Materiat do badan stanowilo osocze pobrane do probowek z wersenianem sodu
oraz surowica wyizolowane z krwi zyly obwodowej na konczynie gornej.

W badaniach kontrolnych wykorzystano osocze i surowice od 25 kobiet i 8 mgzczyzn
bez objawoéw PNZ, w wieku od 26 do 61 lat (§rednia wieku: 41,87+6,99).

Projekt badan uzyskat akceptacje Komisji Bioetycznej Akademii Medycznej im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu (numer decyzji 236/09 z dnia 05.03.2009).
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S.

Metodyka badan

5.1. Odczynniki

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.

5.1.6.

Oznaczanie calkowitego st¢zenia neutrofilowej elastazy (NE)

Wykorzystano test firmy Hycult Biotech
Human Elastase ELISA kit, nr katalogowy: HK319

Pomiar aktywnosci elastolitycznej

Bufor TRIS-HCI, 0,2M - pH 7,6
N-sukcynylo-trialanylo-p-nitroanilid (Suc-Ala3-pNA), 12 mM

Pomiar aktywnosci alfa-1-antytrypsyny (AAT)

Wykorzystano test firmy Pathway Diagnostics, UNITEST Alpha-1-antitrypsin,
nr katalogowy: UD 0076

Oznaczenie ste¢zenia bialka C-reaktywnego wysokiej czuloSci
(hsCRP)

Wykorzystano test ELISA firmy DGR International, CRP, HS (C-reactive protein),
nr katalogowy:EIA-3954

Oznaczanie st¢zenia dialdehydu malonowego (MDA)

Kwas trojchlorooctowy (TCA) - 15%
Kwas tiobarbiturowy (TBA) - 0,375%
Kwas chlorowy (HCI1) - 0,25 M
Siarczan dodecylu sodu (SDS) - 8,1%
Butylohydroksytoluen (BHT) - 2,5 uM
1,1,3,3-Tetrametoksypropanu — 50 uM

Pomiar calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej surowicy (CZA)

Bufor fosforanowy, 0,1 M
0,2 M NaH,PO4, 0,2 M Na,HPO4 - pH 7,0
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e S0l amonowa kwasu 2,2-azinobis(3-etylobenzo-tiazolinio-6-sulfonowego) (ABTS) —
5mM

e 2.2'-azobis(2-amidynopropan) (AAPH) — 200 mM

e Trolox — 1 mM

5.1.7. Oznaczanie st¢zenia kwasu moczowego

e Wykorzystano test firmy Biomaxima, nr katalogowy: 1-043-0150

5.1.8. Oznaczanie st¢zenia rozpuszczalnej sSrodblonkowej kadheryny (sVE-
kadheryny)

e Wykorzystano test firmy eBioscience, Human sVE-cadherin ELISA kit,
nr katalogowy: BS-BMS253INST

5.1.9. Oznaczanie st¢zenia rozpuszczalnej trombomoduliny (sTM)

e Wykorzystano test firmy Gen-Probe, Human CD141/trombomodulin ELISA kit, nr
katalogowy: 850.720.192

5.2. Oznaczanie calkowitego st¢zenia neutrofilowej elastazy (NE)

Oznaczanie catkowitego stgzenie elastazy (NE), wolnej jak i zwiazanej ze swoim inhi-
bitorem alfa-1-antytrypsyna (AAT) w probkach osocza wykonano przy uzyciu testu ELISA
firmy Hycult Biotech.

Zasada metody ELISA opierala si¢ na katalitycznych wiasciwosci enzymow uzytych
do wykrywania 1 iloSciowego oznaczania biatka w reakcjach immunologicznych. NE (anty-
gen) ulegata potaczeniu do poliklonalnego przeciwciata zaadsorbowanego na powierzchni
studzienki. Do zwiazanego biatka w drugim etapie przytaczato si¢ przeciwciato monoklonalne
sprzgzone z biotyna. W dalszych reakcjach biotyna taczyla si¢ ze streptawidyna sprzg¢zona z
peroksydaza chrzanowa. Ostatnim etapem bylo dodanie tetrametylobenzydyny (TMB), sub-
stratu dla peroksydazy chrzanowej, przeksztatcanej w barwny produkt. Intensywno$¢ powsta-
tego zabarwienia proporcjonalna do stezenia NE, w badanej probie, mierzona byta spektrofo-
tometrycznie przy dtugosci fali 450 nm.

Warto$cia graniczng dla testu do oznaczania NE bylo st¢zenie 0,4 ng/ml. Wspotczyn-
nik zmiennos$ci migdzyseryjnej (intra-assay coefficient of variation) wynosit 3,0%, natomiast

wspotczynnik zmienno$ci wewnatrzseryjnej (inter assay coefficient of variation) wynosit
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7,2%. Reagenty przygotowane zostalty zgodnie z protokotem dotaczonym do testu. Oznacze-

nie wykonano zgodnie z procedura rekomendowang przez producenta testu.

5.3. Pomiar aktywnosci elastolitycznej surowicy

Pomiar aktywnosci elastolitycznej surowicy wykonany zostal w oparciu o metode
spektrofotometryczna przy wykorzystaniu syntetycznego substratu: N-sukcynylo-trialanylo-p-
nitroanilidu [134]. Zasada metody polegata na enzymatycznym odlaczeniu od substratu, pod
wptywem NE, p-nitroaniliny, czemu towarzyszyt przyrost absorbcji przy dtugosci fali 410 nm.

W badaniach wykorzystana zostata mikrometoda, w ktérej 60 pL. surowicy inkubowano
przez 2 minuty z 100 pL buforu Tris-HCl w temperaturze 37°C. Po tym czasie dodawano 60
uL substratu rozpuszczonego uprzednio w buforze oraz 30 pL wody destylowanej. Catos¢
inkubowano w temperaturze 37°C przez 17 minut, a nastepnie dokonano pierwszego odczytu
absorbancji (A;). Po uplywie 100 minut od pierwszego odczytu nastapil drugi odczyt
absorbancji (A;), a na podstawie wartosci roznicy A, — A, dla kazdej probki obliczony zostat
przyrost absorbancji na minut¢ (AA/min). Poprzez podstawienie uzyskanej wartosci do
ponizszego wzoru wyznaczona zostata aktywno$¢ enzymatyczna wyrazona w jednostkach
aktywnosci elastazy na 1 L osocza. Za 1 U przyjgto ilo$¢ enzymu powodujaca przeksztatcenie

1 umola substratu w ciagu 1 minuty w temperaturze 37°C.

x1000

U/ _ AA/minx 0,250x 4,2
L 8,8x 0,06

0,250 — catkowita objgtos¢ proby (ml).
4,2 — wspotczynnik rozcienczenia
8,8 — molowy wspotczynnik ekstynkeji dla p-nitroanilidu (uM™'xem™).

0,06 —objetos¢ surowicy (ml).
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5.4. Pomiar aktywnosci alfa-1-antytrypsyny (AAT)

Pomiar aktywno$ci AAT przeprowadzono w oparciu o metodeg spektrofotometryczna.
Probki osocza rozcienczano z uzyciem buforu TRIS-HCI, ktory dodatkowo zawieratl metylo-
aming inaktywujaca op-makroglobuling. Réwnolegle z badanymi prébkami przygotowano
krzywa wzorcowa poprzez wielokrotne rozcienczenie probki osocza o znanej aktywnosci al-
fa-1-antytrypsyny. Po naniesieniu prob na mikroptytke inkubowano je w temperaturze 37°C
przez kilka minut. W czasie inkubacji do kazdego z dotkéw wprowadzana nadmiar trypsyny,
z ktorej cze$¢ wiazana byta natychmiast przez obecna w probkach osocza AAT. Ilos¢ pozo-
stalej niezwiazanej trypsyny mierzono wykorzystujac jej zdolno$¢ do degradacji peptydu Bz-
Val-Gly-Arg-pNA, czemu towarzyszyto uwolnienie p-nitroaniliny i przyrost absorbcji przy
dhugos$ci fali 410 nm. Przyrost absorbancji wyrazony jako loga4os byt odwrotnie proporcjo-

nalny do aktywnos$ci alfa-1-antytrypsyny w badanych probkach.

5.5. Oznaczanie st¢zenie bialka C-reaktywnego wysokiej czulosci
(hs CRP)

Oznaczanie st¢zenia biatka C-reaktywnego wysokiej czutosci (hs CRP) w probkach
surowicy wykonano przy uzyciu testu ELISA firmy DRG International. Wartoscia graniczna
dla testu do oznaczania hs CRP bylo stezenie 0,1 mg/l. Wspotczynnik zmiennosci migdzyse-
ryjnej (intra-assay coefficient of variation) wynosit 4,4%, natomiast wspotczynnik zmienno-
$ci wewnatrzseryjnej (inter assay coefficient of variation) wynosit 3,2%. Reagenty przygoto-
wane zostaty zgodnie z protokotem dotaczonym do testu. Oznaczenie wykonanano zgodnie z

procedura rekomendowana przez producenta testu.

5.6. Oznaczanie st¢zenia dialdehydu malonowego (MDA)

Oznaczenie stgzenia MDA prowadzono w oparciu o metod¢ spektrofotometryczna,
wykorzystujaca zdolno$¢ tworzenia przez MDA barwnego kompleksu z kwasem
tiobarbiturowym (TBA) w srodowisku kwasnym [135,136].

Do 100 pl osocza dodawano SDS i BHT w ilo$ci 50 pl, a nastgpnie wprowadzano 800
ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 15% TCA, 0,375% TBA oraz 0,25 M HCIL. Catos¢
inkubowano we wrzacej tazni wodnej przez 30 minut. Po tym czasie proby schtadzano
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a barwny kompleks ekstrahowany przy uzyciu n-butanolu. Po odwirowaniu prébek przy 1500g
przez 10 minut dokonywano pomiaru absorbancji gornej warstwy przy dwoch dtugosciach fali
532 nm i 572 nm. Absorbancj¢ odczytana przy 572 nm odejmowano od warto$ci uzyskanej
przy 532 nm, w celu wyeliminowania ewentualnej interferencji TBA z innymi niz MDA
zwiazkami. Stezenie MDA odczytywano z krzywej wzorcowej przygotowanej dla 1,1,3,3-

tetrametoksypropanu w zakresie stgzen 0 — 50 nmol/ml.

5.7. Pomiar calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej surowicy
(CZA)

Pomiar catkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej surowicy (CZA) przeprowadzono
w oparciu o metod¢ spektrofotometryczna wykorzystujaca zdolno$¢ obecnych w surowicy
antyoksydantow do hamowania utleniania 2,2'-azynobis(3-etylotiazolino-6-sulfonianu)
(ABTS) [137].

W metodzie tej 2,2'-azobis(2-amidynopropan) (AAPH) w temperaturze 37°C ulegat
spontanicznemu rozpadowi do wolnych rodnikéw. Pierwotne rodniki w obecnosci tlenu
przeksztatcaly si¢ w rodniki alkoksylowe i nadtlenkowe, ktore nastgpnie utleniaty ABTS do
zielononiebieskiego kationorodnika ABTS®". Obecne w probce antyoksydanty, reagowaty z
wolnymi rodnikami powstajacymi w uktadzie lub redukowaly powstajacy kationorodnik
ABTS"". Czas indukcji, czyli czas od momentu dodania AAPH do mieszaniny reakcyjnej
zawierajace] badana probe, do czasu pojawienia si¢ zielononiebieskiego zabarwienia byt
proporcjonalny do ilosci antyoksydantéw obecnych w tej probie.

Kazdorazowo do kuwetki spektrofotometrycznej pipetowano nastgpujace odczynniki:
890 uL buforu fosforanowego, 30 uL ABTS, 10 pL surowicy oraz na koncu 100uL roztworu
AAPH. Po dokladnym wymieszaniu zawartosci kuwety, umieszczano w komorze
spektrofotometru, po uprzednim doprowadzeniu temperatury do 37°C. Od tego momentu
sledzono czas po ktorym nastgpowat przyrost absorbancji roztworu przy dtugosci fali 414 nm.
Z wykresu zaleznos$ci absorbancji probki od czasu reakcji wyznaczano tzw. okres indukcji.
Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna badanej probki surowicy odczytywano z krzywej
wzorcowej przygotowanej dla Troloksu, przedstawiajacej zalezno$¢ okresu indukcji od
stezenia Troloksu w probie. Zakres stgzen Troloksu wykorzystany do przygotowania krzywe;j
wzorcowej miescit si¢ w zakresie 1 — 7 uM. Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna surowicy

pacjentéw wyrazano w rownowaznikach Troloksu.
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5.8. Oznaczanie st¢zenia kwasu moczowego

Oznaczanie stgzenia kwasu moczowego w probkach surowicy wykonywano przy uzy-
ciu diagnostycznego testu firmy Biomaxima. Zasada pomiaru opierala si¢ na enzymatycznym
utlenianiu kwasu moczowego do allantoiny i nadtlenku wodoru. W drugim etapie uprzednio
powstaly nadtlenek wodoru reagowat z 4-aminoantypiryna tworzac barwny produkt. Inten-
sywnos$¢ zabarwienia, mierzona przy dlugosci fali 550 nm, byla wprost proporcjonalna do
stezenia kwasu moczowego w probie.

Wartoscia graniczna dla testu do oznaczania bylo stgzenie kwasu moczowego 0,4
ng/ml. Wspdlczynnik zmiennos$ci miedzyseryjnej (intra-assay coefficient of variation) wyno-
sit 3,0%, natomiast wspotczynnik zmienno$ci wewnatrzseryjnej (inter assay coefficient of
variation) wynosit 2,0%. Reagenty przygotowane zostaly zgodnie z protokotem dotaczonym
do testu. Oznaczenie wykonane zostalo zgodnie z procedura rekomendowanym przez produ-

centa testu

5.9. Oznaczanie st¢zenia rozpuszczalnej Srodblonkowej kadhery-
ny (sVE-kadheryny)

Oznaczanie catkowitego st¢zenie rozpuszczalnej $rodblonkowej kadheryny (sVE-
kadheryny) w probkach osocza wykonano przy uzyciu testu ELISA firmy eBioscience. War-
toscia graniczna dla testu do oznaczania sVE-kadheryny bylo stezenie 0,05 ng/ml. Wspot-
czynnik zmienno$ci migdzyseryjnej (intra-assay coefficient of variation) wynosit 9,5%, na-
tomiast wspotczynnik zmiennos$ci wewnatrzseryjnej (inter assay coefficient of variation) wy-
nosit 11,8%. Reagenty przygotowane zostaly zgodnie z protokotem dotaczonym do testu.

Oznaczenie wykonany zostat zgodnie z procedura rekomendowana przez producenta testu.

5.10. Oznaczanie st¢zenia rozpuszczalnej trombomoduliny (sTM)

Oznaczenie st¢zenia rozpuszczalnej trombomoduliny (sTM) w prébkach osocza wy-
konano przy uzyciu testu ELISA firmy Gen-Probe. Warto$cia graniczna testu do oznaczania
sTM bylo stezenie 0,31 ng/ml. Wspdlczynnik zmienno$ci migdzyseryjnej (intra-assay coeffi-
cient of variation) wynosit 3,9%, natomiast wspotczynnik zmienno$ci wewnatrzseryjnej (inter
assay coefficient of variation) wynosit 9,8%. Reagenty przygotowane zostaly zgodnie z pro-
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tokolem dotaczonym do testu. Oznaczenie wykonanozgodnie z procedura rekomendowana

przez producenta testu.

5.11. Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonano przy pomocy programu GraphPad Prism 5.0. Uzy-
skane wyniki przedstawiono w postaci $rednich arytmetycznych wraz z odchyleniem standar-
dowym Ilub jako mediang oraz gorny i dolny kwartyl. Normalno$¢ rozktadu zmiennych
sprawdzano testem Kotomogorowa-Smirnowa. Dla poréwnania zmiennych, spetiajacych
kryterium normalnos$ci rozktadu, migdzy dwoma lub wigksza liczba grup wykorzystano test t-
Studenta lub jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA.

W przypadku rozktadu nie bedacego rozkladem normalnym dla poréwnania zmien-
nych pomiedzy dwoma lub wigksza liczba grup wykorzystano test U-Mann Whitney lub test
Kruskalla-Wallisa. Do oceny zmiennych jakosciowych wykorzystano test A%. Zalezno$é po-
migdzy oznaczanymi parametrami analizowano za pomoca korelacji Pearsona lub korelacji
porzadku rang Spearmana. Znamienno$¢ statystyczng przyj¢to na poziomie istotnosci p <

0,05.
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6. Wyniki

6.1. Ocena parametrow rownowagi NE-AAT oraz stezenia
hsCRP

6.1.1. Ocena parametrow rownowagi NE-AAT i stezenia hsCRP w calej
grupie pacjentow z PNZ

Pierwszym etapem przeprowadzonych badan bylto okreslenie relacji miedzy NE a jej
inhibitorem — AAT w calej grupie pacjentéw z PNZ. Jako parametry stuzace do oceny row-
nowagi NE-AAT wybrano analizg st¢zenia i aktywno$ci NE, przeprowadzona rownolegle z
oznaczeniem aktywnos$ci AAT. Jako marker stanu zapalnego wykorzystano oceng stezenia
hsCRP.

Na podstawie uzyskanych wynikdw nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian
w stezeniu NE w grupie pacjentow w pordwnaniu z grupa kontrolna. W surowicy chorych,
w odniesieniu do grupy kontrolnej, wykazano natomiast statystycznie istotnie nizsza aktyw-
nosci elastolityczng przy jednoczesnej wyzszej aktywnosci AAT. Stezenie hsCRP w grupie

pacjentéw z PNZ pozostawalo bez zmian w poréwnaniu z osobami zdrowymi (Tabela 5).

Tabela 5. Ocena parametrow rownowagi NE-AAT i stezenia hsCRP w calej grupie pacjen-
tow z PNZ w odniesieniu do grupy kontrolne;.

Parametr Grupa kontrolna Pacjenci z PNZ p
(n=33) (n=58)
Stgzenie NE 44 (26 — 85)" 52,5 (17,38 - 87,63) 0,993
(ng/ml)
AthWI’IOSC elasto- 0,736 (0,099 — 1,253) 0,587 (0,258 _ 0’954)* 0,034
lityczna
(un
Aktywnos¢ AAT | 0,806 +0,205 ° 1,05140,497 0,019
(U/ml)
Stezenie hsCRP | 1,63 (0,17-2,40) 1,16 (0,28-2,72) 0,651
(mg/)

"Mediana (dolny — gérny kwartyl), “Srednia-+odchylenie standardowe, “Pacjenci z PNZ vs kontrola,
p<0,05

W grupie pacjentéow z PNZ aktywnosé elastolityczna surowicy korelowala ujemnie,

chociaz stabo ze stezeniem NE (Rycina 15) oraz aktywnos$cia AAT (Rycina 16).
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Rycina 15. Ujemna korelacja migdzy aktywnos$cia elastolityczna surowicy a stgzeniem NE u

pacjentéw z PNZ [r=(-0,325) p=0,038].
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Rycina 16. Ujemna korelacja migdzy aktywnoS$cia elastolityczna surowicy a aktywnos$cia

AAT u pacjentéw z PNZ [r=(-0,351) p=0,015].
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6.1.2. Ocena parametrow rownowagi NE-AAT i stezenia hsCRP w zalez-
nosci od postaci klinicznej PNZ

W kolejnym etapie parametry rownowagi NE-AAT i st¢zenie hsCRP analizowano
u pacjentéw z tagodna ( grupa M) i ciezka (grupa S) postacia kliniczna PNZ. W tym wypadku
wykazano tendencje do wzrostu stezenia NE wraz ze stopniem nasilenia PNZ, ktora okazata
si¢ statystycznie nieistotna [kontrola: 44 (26-85) ng/ml, grupa M: 49,5 (16-76) ng/ml,
grupa S: 59 (25- 123,5) ng/ml, p=0,626] (Rycina 17).
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Rycina 17. Stezenie NE w osoczu pacjentow z tagodna (grupa M) 1 cigzsza (grupa S) postacia
kliniczna PNZ.

U pacjentow z tagodnym obrazem klinicznym choroby (grupa M) stwierdzono obni-
zong aktywnos¢ elastolityczng surowicy w porodwnaniu z grupa kontrolna [grupa M: 0,422
(0,174-0,785) U/l vs kontrola: 0,736 (0,447-1,253) U/1, p=0,004] (Rycina 18). U pacjentow w
ciezszym stadium klinicznym PNZ (grupa S) nastepowal wzrost aktywnoéci elastolitycznej
surowicy w porownaniu z grupa M, osiagajacy poziom poréwnywalny z tym odnotowanym w
grupie kontrolnej [grupa M: 0,422 (0,174-0,785) U/l vs grupa S: 0,696 (0,418-1,213) U/l,
p=0,037] (Rycina 18).
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Rycina 18. Aktywno$¢ elastolityczna surowicy pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza po-
* ko

stacig (grupa S) kliniczna PNZ. Grupa M vs kontrola, P<0,05; Grupa S vs grupa M,
p=0,05.

Aktywno$¢ AAT zardwno w grupie M jak i grupie S pozostawala podwyzszona w od-
niesieniu do grupy kontrolnej [grupa M: 1,085+0,533 U/ml, grupa S: 1,027+£0,453 U/ml vs
kontrola: 0,805+0,205 U/ml, p=0,046] (Rycina 19).
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Rycina 19. Aktywno$¢ AAT surowicy pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza postacia
L%
(grupa S) kliniczng PNZ. Grupa M, grupa S vs kontrola, p<0,05.

Stezenie hsCRP nie roznito sig istotnie ani pomigdzy grupami ani w odniesieniu do

0s6b zdrowych [grupa M: 1,27 (0,15-2,90) mg/l, grupa S: 1,16 (0,40-2,26) mg/1 vs kontrola:
1,63 (0,17-2,40) mg/1, p=0,927] (Rycina 20).
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Rycina 20. Stezenie hsCRP surowicy pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza postacia
(grupa S) kliniczna PNZ.

W grupie M wykazano ujemna korelacj¢ migdzy aktywnoscia elastolityczng surowicy

a aktywnos$cia AAT (Rycina 21).
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Rycina 21. Ujemna korelacja migdzy aktywnos$cia elastolityczna surowicy a aktywnoscia
AAT u pacjentow z lagodna postacia kliniczng PNZ (Grupa M) [r=(-0,443)
p=0,018].

Z kolei w grupie S aktywno$¢ elastolityczna surowicy korelowata ujemnie ze stgze-
niem NE (Rycina 22). Poza tym w tej samej grupie chorych wykazano statystycznie istotna

dodatnia korelacj¢ migdzy aktywno$cia AAT a wskaznikiem BMI (r=0,620 p=0,002).
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Rycina 22. Ujemna korelacja migdzy aktywnoscia elastolityczng surowicy a stezeniem NE u
pacjentdw z ci¢zsza postacia kliniczna PNZ (Grupa S) [r=(-0,529) p=0,011].

6.1.3. Ocena parametrow rownowagi NE-AAT i stezenia hsCRP w zalez-
nosci od czasu trwania PNZ

Biorac pod uwagg czas trwania choroby, pacjentow podzielona na dwie grupy, tych
chorujacych < 10 lat oraz > 10 lat. W przypadku NE nie zaobserwowano statystycznie istot-
nych réznic w jej ste¢zeniu miedzy rozpatrywanymi grupami (Tabela 6). W przypadku pozo-
statych parametréw tylko w surowicy pacjentow chorujacych < 10 lat stwierdzono statystycz-
nie nizsza aktywno$¢ elastolityczng i wyzsza aktywno$¢ AAT w poréwnaniu z grupa kontrol-
na. Stezenie hsCRP pozostawato bez zmian niezaleznie od czasu trwania PNZ. (Tabela 6).

Tabela 6. Wplyw czasu trwania PNZ na analizowane parametry rownowagi NE-AAT.*<10
lat vs grupa kontrolna, p<0,05.

Grupa kontrolna <10 lat >10 lat
Parametr P
(n=33) (n=32) (n=26)
Stezenie NE 44 (26 — 85) 53 (20 -96) 41 (15 - 86,5) 0,930
(ng/ml)
Aktywnos¢ .
elastolityczna | 0,736 (0,099 — 1,253) 0,557 (0,248-0,785) 0,666 (0,243-1,223) 0,018
(U/)
Aktywnos¢ "
AAT 0,806 +0,205 1,11140,524 0,982+0,467 0,036
(U/ml)
StQZ“‘(‘;I‘fg}SCRP 1,63 (0,17-2,40) 1,00 (0,18-2,92) 1,33 (0,60-2,56) 0,764
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W grupie pacjentow chorujacych < 10 lat, podobnie jak u pacjentow z tagodna posta-

cig kliniczna PNZ, wykazano znamienng statystycznie ujemna korelacje miedzy aktywnoscia
elastolityczna surowicy a aktywnoscia AAT (r=-0,422 p=0,040). Natomiast u pacjentdow cho-
rujacych > 10 lat, analogicznie jak w grupie S, zaobserwowano ujemna korelacje migdzy ak-
tywnoscia elastolityczng a stezeniem NE (r=-0,464 p=0,026). Ponadto u pacjentéw choruja-
cych > 10 lat odnotowano dodatnia korelacj¢ migdzy stgzeniem NE a aktywno$cia AAT (Ry-
cina 22) oraz mig¢dzy st¢zeniem hsCRP a warto$cig wskaznika BMI (Rycina 23).
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Rycina 22. Dodatnia korelacja migdzy stgzeniem NE a aktywno$cia AAT u pacjentdw choru-
jacych na PNZ > 10 lat [r=0,489 p=0,021].

W obu grupach pacjentow odnotowano korelacj¢ migdzy stezeniem NE a czasem
trwania choroby, przy czym w kazdej z nich wykazywata ona odmienny kierunek, odwrotnie
proporcjonalny u pacjentéw chorujacych <10 lat (r=-0,378 p=0,036) i wprost proporcjonalny
w grupie chorujacej na PNZ >10 lat (r=0,529 p=0,009).
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Rycina 23. Dodatnia korelacja migdzy stezeniem hsCRP a wartoscig wskaznika BMI u pa-
cjentéw chorujacych na PNZ > 10 lat [r=0,500 p=0,021].

6.1.4. Ocena parametrow rownowagi NE-AAT i st¢zenia hsCRP w zalez-
nosci od plci pacjentow z PNZ

Po podziale pacjentow na grupg kobiet i mgzczyzn wykazano, ze u pacjentow plci
zenskiej (PNZ-Q) nie wystepuja istotne statystycznie roznice w stezeniu NE i aktywnosci
elastolitycznej surowicy w odniesieniu do kobiet grupy kontrolnej (Kontrola-9). Wystepuje
jedynie statystycznie wyzsza aktywno$é AAT (Tabela 7). W grupie mezczyzn z PNZ (PNZ-
d) nie odnotowano istotnie statystycznej zmiany w stezeniu NE, stwierdzono natomiast obni-
zona aktywnos$¢ elastolityczna oraz podwyzszona aktywnos¢ AAT w poréwnaniu z mezczy-
znami grupy kontrolnej (Kontrola-) (Tabela 7). Niezaleznie od plci pacjentow z PNZ nie
wykazano statystycznie istotnych réznic w stgzeniu hsCRP w odniesieniu odpowiednio do
zdrowych kobiet lub mezczyzn (Tabela 7). Przy czym w grupie kobiet z PNZ stezenie hsCRP
korelowato dodatnio z wartoscia wskaznika BMI (r=0,422 p=0,011).
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Tabela 7. Parametry rownowagi NE-AAT 1 stgzenie hsCRP w grupie chorych kobiet
(PNZ-9) i mezczyzn (PNZ-J). *PNZ-Q vs kontrola-Q, p<0,05; PNZ-d vs kontrola-,

p=0,05.
Parametr Kontrola-? PNZ-Q p Kontrola-J PNZ-& p
(n=25) (n=45) (n=8) (n=13)
Stezenie NE |4y 501 5.66) | 54(22-126) | 0527 |  65(31-98,5) | 52(155-62) | 0,158
(ng/ml)
Aktywnos$¢
. 0,577 (0,418- 0,587 (0,239- 1,452 (0,945- 0,686 (0,298-
elastolityczna 0,288 *k 0,023
un 0,994 0,935) 2,521) 1,178)
Aktywnosé N -
AAT 0,757+0,176 0,989+0,506 | 0,014 |  0,915+0,234 1,25140,427 0,037
(U/ml)
Stezenie
hsCRP 1,00 (0,12-1,86) | 1,02 (0,28-2,98) | 0,371 | 2,50 (1,66-3,35) | 2,11 (0,38-2,30) | 0,335
(mg/1)

Kategoryzujac kobiety z PNZ na odpowiednie grupy w zaleznoéci od postaci klinicz-
nej choroby i czasu jej trwania, w zadnej z nich nie zaobserwowano statystycznie istotnych
zmian w stezeniu NE ani aktywnosci elastolitycznej surowicy. Jedynie w osoczu pacjentek z
tagodna postacia kliniczna PNZ (Grupa M-9Q) oraz tych chorujacych od ponad 10 lat (> 10
lat-Q) utrzymywata si¢ podwyzszona aktywno$¢ AAT (Tabela 8,9).

Tabela 8. Parametry rownowagi NE-AAT u kobiet i mezczyzn z PNZ podzielonych ze

*
wzgledu na posta¢ kliniczna choroby. Grupa M-9 vs kontrola-Q, p<0,05; **Grupa M-&
vs kontrola-c, p<0,05.

Parametr Kontrola-9 Grupa M-9 Grupa S-9 p
(n=25) (n=29) (n=16)
Stezenie NE | 1) 5 9] 5.66) 52 (19-81) 59(25-172) | 0,678
(ng/ml) ’ ’ ’
egggﬁ;;’;a 0,577 (0,418- | 0,408 (0,159- 0.686 (0437- | oo
un 0,994 0,756) 1,104)
Aktywno$¢ "
AAT 0,757+0,176 1,007+0,506 0,974+0,537 0,032
(U/ml)
Stezenie
hsCRP 1,00 (0,12-1,86) | 0,98 (0,13-3,15) | 1,15(0,56-2,84) | 0,549
(mg/1)
Parametr Kontrola-& Grupa M-&' Grupa S-& p
(n=8) (n=5) (n=8)
Stezenie NE
(n/m) 65 (31-98.5) 17 (14,5-58,5) 56 (22-83) 0,204
AKEywnos€ 1y 4s) (g o45. | 0517(0.208- | 1014 (0,453-
elast&ljl/tl};czna 2.521) 1,005) 2.143) 0,029
Aktywnosc x
AAT 0,915+0,234 1,455+0,551 1,104+0,268 0,030
(U/ml)
Stezenie
hsCRP 2,50 (1,66-3,35) | 2,27 (1,59-4,70) | 1,18 (0,26-2,31) | 0,512
(mg/1)
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Stezenie hsCRP nie réznilo sig istotnie w zadnej z rozpatrywanych grup pacjentek
z PNZ w odniesieniu do kobiet grupy kontrolnej (Tabela 8,9).

W  przypadku mgzczyzn zaobserwowano wyzsza aktywno$¢ elastolityczna
oraz nizsza aktywno$¢ AAT jedynie u tych w tagodnym stadium klinicznym PNZ (Grupa M-
@) lub chorujacych < 10 lat (< 10 lat-) . Ponadto w grupie mezczyzn cierpiacych na PNZ
nie dtuzej niz 10 lat aktywno$¢ AAT byla wyzsza niz u tych z PNZ od ponad 10 lat (Tabela

9). Stezenie hsCRP u mezczyzn z PNZ nie réznilo sig istotnie w poréwnaniu ze zdrowymi

osobami ptci meskiej w zadnej z rozpatrywanych grup (Tabela 8,9).

Tabela 9.

Parametry réwnowagi NE-AAT u kobiet i mgzczyzn z PNZ pod21elonych ze
510 lat-& vs konto-

wzgledu na czas trwania choroby >10 lat-Q vs kontrola-Q, p <0,05,

la-&, p<0,05; V<10 lat-& vs >10 lat-&, p <0,05.
Parametr Kontrola-9 <10lat— @ >101lat— @ p
(n=25) (n=21) (n=24)

Stezenie NE |41 5 01566) | 54(20-137) 50(25:96) | 0,814
(ng/ml) i ’ ’
eles(tm;f;a 0,577 (0,418- 0,596 (0,239- 0497 (0,243 | )

Ui 0,994 0,795) 1,084)
Aktywnos¢ "
AAT 0,757+0,176 0,967+0,521 1,010+0,503 0,046
(U/ml)
Stezenie
hsCRP 1,00 (0,12-1,86) | 1,00 (0,15-3,09) | 1,05 (0,33-3,33) | 0,597
(mg/1)
Parametr Kontrola-& <10lat—- & >10 lat— & p
(n=8) (n=8) (n=5)
Stezenie NE
(ng/ml) 65 (31-98.5) 52 (23-63) 16 (14,5-75,5) | 0,288
AktywnoS€ |y 455 (0,945 | 0.537(0298- | 1213 (0.497-
elastolityczna 2.521) ok 1.840) 0,038
i) , 1,009) ,
Aktywnos$¢ o
AAT 0,915+0,234 145320362 ' | 0,846+0,191 0,002
(U/ml)
Stezenie
hsCRP 2,50 (1,66-3,35) | 2,11 (0,19-5,15) | 2,18 (1,41-2,30) | 0,802
(mg/1)
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6.2. Ocena parametrow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyj-
nej

6.2.1. Ocena parametrow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w
calej grupie pacjentow z PNZ

W celu oceny rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej analizie poddano stgzenie
MDA, kwasu moczowego oraz warto§¢ CZA w osoczu/surowicy chorych, ktore odniesiono
do wynikéw uzyskanych w grupie kontrolne;.

Na podstawie analizy statystycznej uzyskanych danych stwierdzono wyzsze stezenie
MDA w osoczu pacjentéw z PNZ w poréwnaniu z grupa kontrolna [pacjenci z PNZ: 3,93
(3,05-5,25) nmol/ml vs grupa kontrolna: 2,96 (2,13-4,06) nmol/ml, p=0,001] (Rycina 24).
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Rycina 24. Stezenie MDA w osoczu pacjentow z PNZ*Pacjenci z PNZ vs grupa kontrolna, p<0,05.

Stezenie kwasu moczowego bylo znaczaco obnizone w surowicy chorych w poréwna-
niu z grupa kontrolng [pacjenci z PNZ: 250£72 uM vs grupa kontrolna: 309+77 uM,
p=0,0004] (Rycina 25).
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Rycina 25. Stezenie kwasu moczowego w surowicy pacjentow z PNZ."Pacjenci z PNZ vs grupa
kontrolna, p<0,05.

Warto§¢ CZA surowicy pacjentdOw nie réznifa sig istotnie statystycznie w odniesieniu
do 0sob zdrowych [pacjenci z PNZ: 731£134 uM Trolox equiv. vs grupa kontrolna: 722+118
uM Trolox equiv., p=0,743].

W calej grupie pacjentéw z PNZ stezenie MDA korelowato dodatnio z aktywnoscia
elastolityczng surowicy (Rycina 26). Wykazano takze dodatnia korelacj¢ migdzy stgzeniem

kwasu moczowego a wartoscia CZA osocza chorych (Rycina 27).
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Rycina 26. Korelacja miedzy st¢zeniem MDA a aktywnoS$cia elastolityczna u pacjentow z
PNZ [r=0,469 p=0,0002].
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Rycina 27. Dodatnia korelacja migdzy stezeniem kwasy moczowego a CZA osocza u pacjen-
tow z PNZ [r=0,491 p=0,0001].

6.2.2. Ocena parametrow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w
zaleznosci od postaci klinicznej PNZ

Podwyzszone stgzenie MDA wykazano zaréwno u pacjentdow z tagodna jak i cigzsza
postacia kliniczng PNZ [grupa M: 3,84 (2,79-5,31) nmol/ml, grupa S: 3,93 (3,25-5,24)
nmol/ml vs kontrola: 2,96 (2,13-4,06) nmol/ml, p=0,004] (Rycina 28).
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Rycina 28. Stezenie MDA w 0soczu pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza (grupa S) po-
stacia kliniczng PNZ. Grupa M, grupa S vs kontrola, p<0,05.

61



Wyniki

W obu grupach utrzymywato si¢ takze obnizone stezenie kwasu moczowego w odnie-
sieniu do osob zdrowych [grupa M: 246+70 pM, grupa S: 254+77 uM vs kontrola: 309+77
uM, p=0,002] (Rycina 29).
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Rycina 29. Stezenie kwasu moczowego w surowicy pacjentow z fagodna (grupa M) i cigzka
(grupa S) postacia klinicznag PNZ. Grupa M, grupa S vs kontrola, p<0,05.

Wartos¢ CZA surowicy pacjentow z grupy M oraz z grupy S nie roznita si¢ istotnie
statystycznie od jej warto$ci w grupie kontrolnej [grupa M: 725£129 uM Trolox equiv., grupa
S: 744+145 uM Trolox equiv. vs kontrola: 722+118 uM Trolox equiv., p=0,798].

W obu grupach st¢zenie MDA korelowato dodatnio z aktywnoscia elastolityczna, jed-
nak w grupie S sifa tej zaleznos$ci byta wyzsza niz w grupie M (grupa M: r=0,366 p=0,040;
grupa S: 1=0,493 p=0,017). Tylko w grupie M stezenie MDA korelowato dodatnio ze stgze-
niem hsCRP (r=0,431 p=0,028). W obu grupach wykazano takze dodatnia, istotna statystycz-
nie korelacje¢ migdzy stgzeniem kwasu moczowego a CZA surowicy (grupa M: r=0,746
p<0,0001; Grupa S: r=0,650 p=0,0006). Ponadto w grupie pacjentow w ci¢zszym stadium
klinicznym choroby odnotowano odwrotna zalezno$¢ migdzy stezeniem MDA a st¢zeniem

kwasu moczowego (Rycina 30).
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Rycina 30. Ujemna korelacja migdzy stezeniem MDA a stgzeniem kwasu moczowego
u pacjentéw z cigzsza postacia kliniczng PNZ (Grupa S) [r=(-0,406) p=0,049].

6.2.3. Ocena parametrow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w
zalezno$ci od czasu trwania PNZ

Zmiany w wartosciach oznaczanych parametréw roéwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej zaobserwowano takze dzielac pacjentéw ze wzgledu na czas trwania choro-
by. Zaréwno u tych chorujacych krocej (<10 lat) jak 1 dluzej (> 10 lat) wykazano podwyzszo-
ne stgzenie MDA i obnizone st¢zenie kwasu moczowego w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Natomiast CZA surowicy w obu grupach pozostawala bez zmian w odniesieniu do 0sob
zdrowych (Tabela 10).

Tabela 10. Wplyw czasu trwania PNZ na analizowane parametry rownowagi oksydacyjno-
. .k
antyoksydacyjnej. <10 lat, >10 lat vs grupa kontrolna, p<0,05.

Parametr Grupa kontrolna <10 lat >10 lat p
(n=33) (n=32) (n=26)
Stezenie 3,92(2,85- 3,89 (3,12-
MDA 2,96 (2,13-4,06) * * 0,008
(nmol/ml) 5,35) 5,24)
Stezenie
kwasu mo- * *
czowego 309+77 258+79 240+62 0,001
(uM)
CZA
(uM Trolox 722+118 729+126 735+146 0,929
equiv.)
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W obu grupach pacjentéw stwierdzono statystycznie istotna dodatnia korelacje miedzy
stezeniem MDA a aktywnoscia elastolityczna surowicy (< 10 lat: r=0,626 p=0,0003; >10 lat:
1=0,444 p=0,023) oraz migdzy stgzeniem kwasu moczowego a CZA surowicy chorych (< 10
lat: r=0,685 p=0,0001; > 10 lat: r=0,775 p<0,0001).

6.2.4. Ocena parametrow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w
zaleznosci od plci pacjentow z PNZ

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze kobiety chorujace na PNZ wyka-

zuja istotnie wyzsze stgzenie MDA oraz nizsze stgzenie kwasu moczowego

w poréwnaniu z kobietami zdrowymi. Natomiast warto$¢ CZA surowicy kobiet z PNZ pozo-
staje bez zmian w odniesieniu do kobiet z grupy kontrolnej. W przypadku mezczyzn z PNZ
warto$¢ zadnego z oznaczanych parametréw réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej nie

roznita sig istotnie statystycznie w porownaniu ze zdrowymi mgzczyznami (Tabela 11).

Tabela 11. Parametry réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w grupie chorych kobiet
(PNZ-9) i mezczyzn (PNZ-3). *PNZ-2Q vs kontrola-Q, p<0,05.

Parametr Kontrola-Q PNZ-Q p Kontrola-J PNZ-J& p
(n=25) (n=45) (n=8) (n=13)
Stezenie .
MDA 2,41 (2,03-4,06) | 4,04 (3,08-5,40) | 0,0005 | 3.24(2,92-3,96) | 3,26 (2,84-3,92) | 0,885
(nmol/ml)
Stezenie
kwasu mo- *
czowego 287439 227+54 <0,0001 380+120 329473 0,304
(M)
CZA osocza
(uM Trolox 684+92 694+118 0,710 842+116 860+104 0,706
equiv.)

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata, ze zaréwno kobiety z grupy

kontrolnej jak i pacjentki z PNZ, posiadaja obnizone stezenie kwasu moczowego oraz nizsza

warto$¢ CZA surowicy w porownaniu z odpowiednio zdrowymi lub chorymi mgzczyznami

(Rycina 31, 32).
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Rycina 31. Stgzenie kwasu moczowego w surowicy zdrowych i chorych kobiet i mez-
* ek . .
czyzn. Kontrola-Q vs kontrola-3, p<0,05; PNZ-Q vs PNZ-&, p<0,05.
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Rycina 32. CZA surowicy zdrowych i chorych kobiet i mezczyzn. Kontrola-$ vs kontrola-d,
sk . .
p<0,05; PNZ-Q vs PNZ-J&, p<0,05.

W grupie kobiet z PNZ odnotowano statystycznie istotna dodatnia korelacje migdzy
warto$cia CZA surowicy a stezeniem kwasu moczowego (r=0,604 p<0,0001) oraz migdzy
stezeniem MDA a aktywnoscia elastolityczna surowicy (r=0,554 p<0,0001). W grupie me¢z-
czyzn stgzenie MDA korelowato dodatnio ze st¢zeniem hsCRP (r=0,705 p=0,010).

Ponadto podwyzszone stgzenie MDA oraz obnizone stgzenie kwasu moczowego
stwierdzono u kobiet z PNZ niezaleznie od stadium klinicznego PNZ i czasu jej trwania,
w przeciwienstwie do mezczyzn z PNZ, u ktorych w Zadnej z rozpatrywanych grup nie wyka-
zano istotnych zmian w warto$ciach analizowanych parametrow réwnowagi oksydacyjno-

antyoksydacyjnej w porownaniu z dobrana plciowo grupa kontrolna (Tabela 12,13).
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Tabela 12. Parametry rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej u kobiet i mezczyzn z PNZ
podzielonych ze wzgledu na posta¢ kliniczna choroby. Grupa M-9, Grupa S-9 vs kon-

trola-@, p<0,05.

Parametr Kontrola-9 Grupa M-Q Grupa S—9 p
(n=25) (n=29) (n=16)
Stezenie MDA s *
(nmol/ml) 2,41 (2,03-4,06) 3,93 (2,92-5,40) | 4,41 (3,47-5,93) 0,018
Stezenie kwasu . N
moczowego 287+39 228+54 225455 <0,0001
(uM)
CZA osocza
(uM Trolox equiv.) 684+92 703+127 682+108 0,754
Parametr Kontrola-& Grupa M-8 Grupa S-&
(n=8) (n=5) (n=8) P
Stezenie MDA
(nmol/ml) 3,24 (2,92-3,96) 3,12 (2,54-3,92) 3,32 (2,97-3,91) 0,670
Stezenie kwasu
moczowego 380+120 354450 313+84 0,385
(uM)
CZA osocza 842 116 84842 8684132 0,890
(uM Trolox equiv.)

Tabela 13. Parametry rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej u kobiet i mezczyzn z PNZ
podzielonych ze wzgledu na czas trwania choroby.” <10 lat-Q, >10 lat-Q vs kontrola-2,

p<0,05.
Parametr Kontrola-9 <10 lat-Q >10 lat—% p
(n=25) (n=24) (n=21)
Stezenie MDA * *
(amol/ml) 2,41 (2,03-4,06) | 4,12(2,88-5,98) | 4,01(3,10-524) | 0,0004
Stezenie kwasu . .
moczowego 287+39 223452 231+57 <0,0001
(uM)
CZA osocza 68492 681=91 709144 0,646
(uM Trolox equiv.)
Parametr Kontrola-& <10lat-& >10 lat-&
(n=8) (n=8) (n=5) P
Stezenie MDA
(nmol/ml) 3,24 (2,92-3,96) 3,19 (2,80-3,92) 3,38 (2,92-5,34) 0,846
Stezenie kwasu
moczowego 380+120 362+49 276178 0,133
(M)
CZA
osocza 842 +116 872106 841111 0,828

(UM Trolox equiv.)
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6.3. Ocena markerow uszkodzenia srodblonka

6.3.1. Ocena markerow uszkodzenia srodblonka w calej grupie pacjentow
zPNZ

W badaniach ocenie poddano dwa markery uszkodzenia $rdédbtonka, stezenie sVE-
kadheryny oraz sTM. Na podstawie uzyskanych wynikéw, w grupie pacjentow z PNZ stwier-
dzono istotnie statystycznie nizsze stezenie sVE-kadheryny i brak zmian w stezeniu sTM w

poréwnaniu z grupa kontrola (Tabela 14).

Tabela 14. Ocena markeréw uszkodzenia $rodblonka w calej grupie pacjentow z PNZ
w odniesieniu do grupy kontrolne;j.

Parametr Grupa kontrolna Pacjenci z PNZ p
(n=33) (n=58)
sVE-kadheryna *
(ng/ml) 38,92 (35,92-42,11) 29,07 (24,55-36,80) 0,0001
sT™M
(ng/ml) 1,23 (0,88-1,85) 1,40 (1,10-2,27) 0,239

"Pacjenci z PNZ vs kontrola, p<0,05

W catej analizowanej grupie chorych nie odnotowano Zadnej zalezno$ci migdzy
sVE-kadheryna/lub sTM a parametrami rownowagi NE-AAT oraz ocenianymi wykladnikami

stresu oksydacyjnego.

6.3.2. Ocena stezenia markerow uszkodzenia Srodblonka w zaleznosci od
postaci klinicznej PNZ

Nizsze stezenie sVE-kadheryny utrzymywato si¢ u pacjentow zarowno z tagodna jak i
ostra postacia kliniczna PNZ w poréwnaniu z osobami zdrowymi [grupa M: 28,05 (24,07-
34,02) ng/ml, grupa S: 31,54 (26,37-40,56) ng/ml vs. kontrola: 38,92 (35,92-42,11) ng/ml,
p=0,0004] (Rycina 33). Natomiast w przypadku sTM, jej podwyzszone stezenie zaobserwo-
wano wylacznie u pacjentdéw w ciezszym stadium klinicznym PNZ [grupa S: 1,65 (1,14-2,54)
ng/ml vs. kontrola: 1,23 (0,88-1,85) ng/ml, p=0,035] (Rycina 34).
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Rycina 33. Stezenie sVE-kadheryny w osoczu pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza (gru-
pa S) postacia kliniczng PNZ. Grupa M, grupa S vs kontrola, p<0,05.
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Rycina 34. Stezenie sTM w osoczu pacjentow z tagodna (grupa M) 1 cigzsza (grupa S) posta-

cig kliniczna PNZ. Grupa S vs kontrola, p<0,05.

6.3.3. Ocena stezenia markerow uszkodzenia Srodblonka w zaleznosci od

czasu trwania PNZ

Po podziale pacjentéw na odpowiednie grupy w zaleznosci od czasu trwania PNZ, za-

obserwowano, ze zar6wno u pacjentoéw chorujacych krocej (< 10 lat) jak i dluzej (> 10 lat)

stezenie sVE-kadheryny jest istotnie statystycznie obnizone w poréwnaniu z grupa kontrolna

[< 10 lat: 32,20 (25,20-36,88) ng/ml, >10 lat: 27,35 (23,62-36,51) ng/ml vs kontrola: 38,92

(35,92-42,11) ng/ml, p=0,0004] (Rycina 35).
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Rycina 35. Stezenie sVE-kadheryny w osoczu pacjentéw podzielonych ze wzgledu na czas
trwania choroby. 1-10 lat, >10 lat vs kontrola, p<0,05.

Wraz z wydluzaniem si¢ czasu trwania choroby w osoczu pacjentdw stgzenie sTM
wykazywato tendencje wzrostowa, ktéra nie osiagata jednak istostno$ci statystycznej w po-
roéwnaniu z grupa kontrolnag [1-10 lat: 1,38 (1,10-2,54) ng/ml, >10 lat: 1,47 (1,11-2,28) ng/ml
vs kontrola: 1,23 (0,87-1,85) ng/ml, p=0,395] (Rycina 36).
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Rycina 36. Stezenie sSTM w osoczu pacjentow podzielonych ze wzgledu na czas trwania cho-
roby.

6.3.4. Ocena st¢zenie markerow uszkodzenia srodblonka w zaleznosci od
plci pacjentow z PNZ

W osoczu kobiet i mezczyzn chorujacych na PNZ wykazano obnizone stezenie sVE-

kadheryny w poréwnaniu z dobrang ptciowo grupa kontrolng. W przypadku sTM jej podwyz-
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szone stezenie stwierdzono tylko u kobiet z PNZ, natomiast u chorych ptci meskiej jej poziom

byl porownywalny z tym obserwowanym w grupie zdrowych mezczyzn (Tabela 15).

Tabela 15. Stezenie markeréow uszkodzenia $rédbtonka w grupie chorych kobiet (PNZ-Q)
1 mezczyzn (PNZ.-C? ). *PNZ-Q vs kontrola-@, p<0,05; **PNZ—S vs kontrola-c, p<0,05.

Parametr Kontrola-Q PNZ-Q P Kontrola-2 PNZ-3 p
(n=25) (n=45) (n=8) (n=13)
. . * EX3
Stezenie | 39 30 31,54 0,001 | 36 o3 26,39 0,028
SVE- (36,19-42,11) | (23,90-39,51) (34,72-43,44) (25,52-36)
kadheryny
(ng/ml)
Stezenie | .06 h 0,022 | 1,93 (1,60-2,02) | 1,63 (1,13-2.41) | 0,256
sTM (0,85-1,50) (1,10-2,16)
(ng/ml)

W grupie mgzczyzn wykazano statystycznie istotng korelacj¢ miedzy stezeniem sTM a
aktywnoscia elastolityczna surowicy (r=0,582; P=0,037). Z kolei st¢zenie sVE-kadheryny
korelowato ujemnie ze stgzeniem MDA (1=-0,654; p=0,015) i hs CRP (r=-0,711; p=0,009).

Obnizone stezenie sVE-kadheryny stwierdzono u kobiet z fagodna postacia kliniczna
PNZ, gdy tymczasem u pacjentek nalezacych do grupy S jej stezenie byto poréwnywalne z
tym odnotowanym w grupie kontrolnej [Grupa M-%: 30,34 (23,36-34,44) ng/ml vs kontrola-
©:39,30 (36,19-42,11) ng/ml, p=0,0005] (Rycina 37). W poréwnaniu ze zdrowymi kobietami
stezenie sSTM byto podwyzszone zaréwno u pacjentek z tagodna jak i cigzsza postacia kli-
niczna PNZ, jednak tylko w tej ostatniej grupie réznica byla statystycznie istotna [Grupa S-Q:
1,43 (1,10-2,25) ng/ml vs kontrola-9: 0,96 (0,85-1,50) ng/ml, p=0,029] (Rycina 38).
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Rycina 37. Stezenie sVE-kadheryny w osoczu kobiet z fagodna i cigzsza postacia kliniczng
PNZ. Grupa M-kobiety vs kontrola-kobiety, p<0,05.
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Rycina 38. Stezenie sSTM w osoczu kobiet z tagodna i cigzsza postacia kliniczng PNZ. *Grupa
S-kobiety vs kontrola-kobiety, p<0,05.

Stezenie sVE-kadheryny pozostawato obnizone w osoczu pacjentek w poroéwnaniu ze

zdrowymi kobietami niezaleznie od czasu trwania choroby [1-10 lat-Q: 32,21 (23,65-45,91)
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ng/ml, >10 lat-Q: 28,28 (24,11-38,01) ng/ml vs kontrola-9@: 39.30 (36,19-42,11) ng/ml,
p=0,004] (Rycina 39).
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Rycina 39. SteZenie sVE-kadheryny w osoczu kobiet z PNZ podzielonych ze wzgledu na
czas trwania choroby. 1-10 lat-kobiet, >10 lat-kobiety vs kontrola-kobiety, p<0,05.

W grupie kobiet z PNZ tylko krotszy czas trwania choroby (< 10 lat ) zwiazany byt ze
wzrostem stezenia sSTM, natomiast u pacjentek chorujacych dtuzej (> 10 lat) r6znica ta stawa-
ta si¢ statystycznie nieistotna [1-10 lat-@: 1,33 (1,10-2,55) ng/ml vs kontrola-9: 0,96 (0,85-
1,50) ng/ml, p=0,021] (rycina 40).
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Rycina 40. Stezenie sTM w osoczu kobiet z PNZ podzielonych ze wzgledu na czas trwania

choroby. *1-10 lat-kobiety vs kontrola-kobiety, p<0,05.

Po podziale megzczyzn na odpowiednie grupy w zalezno$ci od postaci klinicznej

i czasu trwania PNZ, w zadnej z nich nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w steze-

niu sVE-kadheryny i sTM w poréwnaniu ze zdrowymi osobami ptci mgskiej (Tabela 16).

Tabela 16. Stezenie markerow uszkodzenia srédbtonka u mezczyzn z PNZ podzielonych ze
wzgledu na posta¢ kliniczng i1 czas trwania choroby.

Parametr Kontrola-& Grupa M-& Grupa S-& p
(7=8) (n=5) (7=8)
Stezenie
sVE- 36,08 26,04 27 0.116
kadheryny (34,72-43,44) (25,36-60,54) (23,66-36,44) ’
(ng/ml)
Stezenie
sTM a 61(;—923 02) © 616,—3 14 69) a 234’-928 66) 0,141
(ng/ml) ’ ’ i i > ’
Parametr Kontrola-& <10 lat -3 >10 lat-&
(n=8) (n=8) (n=5) P
Stezenie
sVE- 36,08 27,60 26,25 0.096
kadheryny (34,72-43 44) (25,83-36,88) (20,04-56,21) ’
(ng/ml)
Stgf\j[“e 1,93 1,63 1,67 0,523
(ool (1,60-2,02) (1,03-2,54) (1,31-2,49)
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6.4. Podsumowanie ocenianych parametrow po podziale pacjen-
tow na odpowiednie kwartyle

6.4.1. Porownanie oznaczanych parametrow zaleznie od kwartyla st¢zenia
NE

W kolejnej czgéci badan podsumowano oceniane parametry dzielac pacjentéw
na podgrupy w zaleznos$ci od kwartyla warto$ci stgzenia NE, aktywno$ci elastolitycznej
oraz AAT. Po podziale pacjentéw ze wzgledu na stezenie NE uzyskano 3 podgrupy, podgru-
pe I z wartoSciami stezen ponizej kwartyla pierwszego (< 17,38 ng/ml), podgrupe II ze stg-
zeniami NE zawartymi w przedziale 17,38 — 87,63 ng/ml, odpowiadajacymi II i III kwartylo-
wi oraz podgrupe III, w ktorej stezenie NE osiagalo wartosci powyzej trzeciego kwartyla (>
87,63 ng/ml) (Tabela 17).

W odniesieniu do grupy kontrolnej tylko u pacjentow podgrupy III wykazano staty-
stycznie istotny spadek aktywnosci elastolitycznej. Jednocze$nie w podgrupie tej zaobserwo-
wana znaczacy wzrost aktywnosci AAT w pordwnaniu z osobami zdrowymi. W podgrupie 111
odnotowano takze najwyzsze stgzenie hsCRP, jednak analiza statystyczna wykazata, ze
wzrost ten nie jest statystycznie istotny w odniesieniu do innych podgrup ani grupy kontrol-
nej.

We wszystkich podgrupach, niezaleznie od kwartyla stgzen NE zaobserwowano istot-
nie wyzsze stezenie MDA w porownaniu z grupa kontrolna. St¢zenie kwasu moczowego wy-
kazywato tendencje malejaca w poszczegdlnych podgrupach, jednak statystycznie istotny
spadek jego poziomo wykazano w podgrupie II i podgrupie III w poréwnaniu z osobami
z grupy kontrolnej. Warto§¢ CZA surowicy pozostawala bez zmian migdzy podgrupami
jak 1 w odniesieniu do grupy kontrolne;.

W przypadku markeréw uszkodzenia $rodbtonka istotne statystycznie réznice wyka-
zano tylko dla sVE-kadheryny. Jej ste¢zenie byto nizsze u pacjentow z wartosciami st¢zen NE
ponizej kwartyla I oraz powyzej kwartyla III w porownaniu z pacjentami podgrupy II oraz

kontrola. Stezenie sTM nie roznilo sig statystycznie w zadnej z analizowanych podgrup.
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Tabela 17. Podsumowanie ocenianych parametrow po podziale pacjentdéw na kwartyle ze
wzgledu na stezenie NE.
Stezenie NE (ng/ml)
Kontrola Podgrupa I Podgrupa I1 Podgrupa I1I p
kwartyl 1 kwartyl II 1 I1I kwartyl IV
(NE<17,38n) | (NE 17,38-87,63) (NE > 87,63)
Wick 41,948.6 46,3488 44,9+10 44,4+10,8 0,469
BMI 23,74+537 24,31+4,20 27,14+7,03 0,203
%C4C5C6 30,77 39,28 61,54 0,730
Czas trwania 11 10 7
choroby (6-12) (8-15) (3-20) 0,429
1,63 1,78 1,00 3,83
hsCRP (mg/l) | 175 40 (0,37-2,31) (0,49-1,97) (0,24-7,53) 0,547
Akt. elastoli- 0,736 0,944 0,591 0,418° 0.024
tyczna (U/) (0,099-1,253) | (0,323-1,325) (0,219-0,880) (0,228-0,616) ’
‘(%k/tl'n‘l*)AT 0,806+0,205 | 1,105+0,630 0,908+0,398 1244£0,515° 0,015
MDA 2,96 3,85° 3,93° 3,93° 0.019
(nmol/ml) (2,13-4,06) (2,85-5,33) (2,85-5,28) (3,18-5,09) ’
ﬁm)moczowy 309+77 273480 255+70" 222465 0,002
CZA
(LM Trolox 7204118 7774138 724+135 69096 0,352
equiv.)
SVE- e.* e.*
38,92 26,25 39,30 28,28
kadheryna ’ ’ ’ ’ <0,0001
(ng/ml) (35,92-42,11) | (23,87-31,11) (36,19-42,11) (21,81-32,45)
1,23 1,51 1,34 1,40
STM (ng/ml) (0,88-1,93) (1,04-1,79) (1,12-2,55) (1,008-2,395) 0,793

vs kontrola, *podgrupa i III vs podgrupa 11

Podgrupalll vs kontrola,” podgrupa LII i III vs kontrola, d podgrupa II i III vs kontrola,® podgrupa I i III
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6.4.2. Porownanie oznaczanych parametrow zaleznie od kwartyla aktyw-
nosci elastolitycznej surowicy

Dzielac pacjentow na kwartyle ze wzgledu na wartos¢ aktywnosci elastolitycznej su-
rowicy uzyskano 3 podgrupy. Podgrupg I stanowili chorzy u ktorych wartos$¢ aktywnosci ela-
stolitycznej wynosita < 0,258 U/l, podgrupg II pacjenci z warto$ciami aktywnosci 0,258-
0,954 U/1, natomiast podgrupe III, ci u ktorych warto$¢ aktywnosci elastolitycznej przekra-
czata 0,954 U/I (Tabela 18).

Na postawie przeprowadzonej analizy statystycznej wykazano, ze st¢zenie NE nie
rézni si¢ istotnie migdzy podgrupami ani w odniesieniu do grupy kontrolnej. U pacjentow
z najnizszymi warto$ciami aktywnos$ci elastolitycznej (< 0,258 U/l) zaobserwowano zna-
mienny statystycznie wzrost aktywnosci AAT. W pozostatych dwoch podgrupch aktywnosé
AAT wykazywata tendencj¢ spadkowa, osiagajac ostatecznie w podgrupie III warto$¢ istotnie
nizsza niz w podgrupie 1. Ponadto zaobserwowano, ze w podgrupie III przewazaja pacjenci z
cigzsza postacia kliniczng PNZ. Stezenie hsCRP nie roznilo sig istotnie statystycznie ani po-
migdzy grupami ani w odniesieniu do grupy kontrolnej. W przypadku ocenianych parametréw
stresu oksydacyjnego wykazano, ze stezenie MDA 1 CZA ro$nie w poszczegolnych podgru-
pach osiagajac najwyzsza warto$¢ u pacjentow z najwyzsza aktywnoscia elastolityczng suro-
wicy (podgrupa III). Stgzenie MDA w grupie II i III pozostawato podwyzszone takze w po-
roéwnaniu z grupa kontrola. Natomiast pordwnujac najwyzsza warto§¢ CZA uzyskana w pod-
grupie III z grupa kontrolna nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy. Stezenie kwasu mo-
czowego byto obnizone we wszystkich podgrupach, jednak tylko u pacjentéw z najnizszymi
oraz posrednimi warto$ciami aktywnosci elastolitycznej surowicy (podgrupa I 1 II) roznica to
byla statystycznie istotna w poréwnaniu z osobami zdrowymi.

W przypadku sVE-kadheryny jej stezenie bylo znaczaco nizsze we wszystkich pod-
grupach w odniesieniu do grupy kontrolnej. Odnotowano tendencj¢ do wzrostu st¢zenia sTM
wraz ze wzrostem aktywnosci elastolitycznej osocza, ktdra okazata si¢ jednak statystycznie

nieistotna.
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Tabela 18. Podsumowanie ocenianych parametrow po podziale pacjentow na kwartyle ze
wzgledu na aktywnos$¢ elastolityczna surowicy.

Aktywnos¢ elastolityczna (U/1)
Kontrola Podgrupal Podgrupa II Podgrupa III p
kwartyl 1 kwartyl II 1 111 kwartyl IV
(akt. elastolit. < (akt. elastolit. (akt.elastolit. >
0,258) 0,258-0,954) 0,954)
Wiek 41,9+8.,6 42+10,3 45,249 40 48,4+10,3 0,151
BMI 26,14+6,68 23,86+5,32 26,13+4,74 0,328
%C4C5C6 23,07 37,93 69,23" 0,017
Czas trwania 10 10 12 0218
choroby (6-17) (5-15) (10-20) i
hsCRP 1,63 1,78 0,98 2,29 0330
(mg/l) (0,17-2,40) (0,29-2,81) (0,24-3,16) (1,09-3,63) ’
Stezenie NE 44 47 60 22,75 0.132
(ng/ml) (26-85) (33,25-111) (25-172) (14,25-59,75) ’
Akt. AAT b
(U/ml) 0,806+0,205 | 1,247+0,506 1,035+0,534 0,820+0,317 0,011
MDA 2,96 3,19 3,91° 50457 0.0003
(nmol/ml) (2,13-4,06) (2,87-3,85) (2,72-5,18) (3,98-7,94) ’
Kw. Moczo- 309477 2344549 2434759 265+68 0,012
wy (uM)
CZA
(uM Trolox 7224118 697£119 709+142 792+110" 0,045
equiv.)
SsVE-
38,92 28,05° 31,54° 26,39°¢
?gg};ﬁgna (3592-42,11) | (23,91-34,88) (25,20-40,40) @013607) | 0%
sTM 1,23 1,14 1,55 1,67 0.083
(ng/ml) (0,88-1,93) (0,85-1,39) (1,15-2,53) (1,07-2,43) ’

* Podgrupa III vs podgrupa I i II. b podgrupa I vs kontrola, " podgrupa I vs podgrupa III, © podgupa II i III

vs kontrola,

podgrupa III vs podgrupa I i II, ¢ podgrupa I i II vs kontrola, * podgrupa IIT vs podgrupa I,
“podgrupa I, 1T i III vs kontrola.

77



Wyniki

6.4.3. Podsumowanie oznaczanych parametrow zaleznie od kwartyla ak-
tywnosci AAT

Ostatni zaproponowany podzial uwzgledniat wartosci aktywnosci AAT uzyskane u
poszczego6lnych pacjentow. Dzielac pacjentow na odpowiednie kwartyle, uzyskano podgrupe
I, w ktorej aktywnos¢ AAT wynosita < 0,610 U/ml, podgrupg II z warto$ciami aktywnosci
0,610-1,427 U/ml oraz podgrupe III, w ktérej aktywnos¢ AAT przekraczata 1,427 U/ml (Ta-
bela 19).

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej stwierdzono, ze st¢zenie NE nie
ro6zni si¢ pomigdzy podgrupami ani w odniesieniu do grupy kontrolnej. Pacjenci wykazujacy
najwyzsza aktywno$§¢ AAT (>1,427 U/ml) wykazywali nizsza aktywnos¢ elastolityczna niz
chorzy podgrupy I z najnizszymi warto§ciami aktywnosci AAT (< 0,610). Poza tym aktyw-
nos¢ elastolityczna surowicy pacjentow podgrupy II i III pozostawala obnizona takze
w poréwnaniu z grupa kontrolng. Zaobserwowano takze, ze pacjenci podgrupy III posiadaja
najwyzszy wskaznik wartosci BMI. Stgzenie hsCRP nie réznito si¢ pomigdzy grupami ani
w odniesieniu do grupy kontrolne;j.

W kazdej z analizowanych podgrup stwierdzono podwyzszone stezenie MDA, ale tyl-
ko w podgrupie I i Il réznica ta byla istotna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Analogiczng sytuacje zaobserwowano w przypadku stgzenia kwasu moczowego, ktdrego
istotny spadek odnotowano u pacjentow z najnizsza oraz posrednia aktywnoscia AAT
w poroéwnaniu z osobami zdrowymi. W przypadku CZA surowicy nie wykazano zadnych
zmian w jej warto$ciach miedzy podgrupami ani w odniesieniu do grupy kontrolne;.

W stosunku do kontroli, obnizone stezenie sVE-kadheryny wykazano w podgrupie I i
II1, natomiast wartosci stezen sTM nie roznily si¢ istotnie statystycznie w zadnej z rozpatry-

wanych podgrup.
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Tabela 19. Podsumowanie ocenianych parametrow po podziale pacjentdow na kwartyle ze

wzgledu na aktywnos$¢ AAT.

Aktywnos$é AAT (U/ml)
Kontrola Podgrupa I Podgrupa I1 Podgrupa III p
kwartyl 1 kwartyl 11 1 IIT kwartyl IV
(akt. AAT < (akt. AAT 0,610- | (akt. AAT > 1,427)
0,610) 1,427)

Wiek 41,9+8,6 45,748 4 45,6+11,3 40,9+8,1 0,180
BMI 22,52+3,80 25,17+4,89 28,20+6,77% 0,038
%C4C5C6 30,76 59,26 27,27 0,096
Czas trwa- 10 11 10 0.614
nia choroby (5-16) (8-20) (5-19) ’
hsCRP 1,63 0,99 1,16 2,20 0.845
(mg/1) (0,17-2,40) (0,63-1,94) (0,28-2,98) (0,11-4,77) ’
Stezenie NE 44 54 59 52,50 0.893
(ng/ml) (26-85) (15,50-78,50) (26,50-109,80) (12,50-52,50) ’
ﬁtkt elasto- 0.736 0.696 0’457b 0,338b’* 0014
(U/ml) (0,099-1,253) | (0,325-1,025) (0,219-0,875) (0,151-0,542)
MDA 2,96 4,04° 3,78° 3,26

0,038
(nmol/ml) (2,13-4,06) (2,75-5,72) (2,91-5,10) (2,62-3,93)
Kw. Mo- 309+77 245453% 242+63¢ 286+106 0,003
czowy (UM)
CZA
(uM Trolox 722+118 674+127 735+124 760+155 0,379
equiv.)
sVE- € €

38,92 27,11 32,96 26,68

l((rfg/}zf)yna (35.9242,11) | (23303229) | (@7.11-4044) 4482897y | <0
sTM 1,23 1,51 1,50 1,16 0.392
(ng/ml) (0,88-1,93) (1,10-2,53) (1,10-2,35) (0,81-1,41) ’

a Podgrupa III vs podgrupa I i II. b podgrupa II i I vs kontrola, i podgrupa III vs podgrupa L podgrupa 1111

vs kontrola, d podgrupa I i II vs. kontrola, ®podgrupa I i III vs kontrola.
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7. Dyskusja

Gléwnym czynnikiem rozwoju PNZ sa zaburzenia mechanizméw powrotu zylnego
prowadzace do powstania zastoju zylnego, odpowiedzialnego za wzrost ci$nienia zylnego.
Zastd) zylny 1 nadci$nienie zylne uniemozliwiaja efektywna wymian¢ gazowa
w obrgbie konczyn dolnych, przyczyniajac si¢ do obnizonego transport tlenu z krwi do tkanek
i pojawienia si¢ hipoksji. Coraz czgsciej pojawiaja si¢ przypuszczenia, ze hipoksja w obrgbie
konczyn dolnych jest istotnym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwoj przewlektego stanu
zapalnego, ktory z kolei przyczynia si¢ do patologicznej przebudowy naczynia Zylnego
[138,139].

W  wyniku hipoksji dochodzi do wzmozonego wydzielania przez monocyty
1 makrofagi cytokin prozapalnych takich jak interleukina 1p (IL-1p), interleukina 6 (IL-6)
oraz TNF-a [140]. U pacjentéw z PNZ stwierdzono ich lokalny wzrost we krwi pobranej z
konczyny dolnej objgtej procesem chorobowym [140] jak 1 we krwi obwodowej [141]. Pod
wptywem wydzielonych cytokin dochodzi do aktywacji neutrofiléw oraz komorek §rodbton-
ka, ktore uwalniaja kolejne mediatory stanu zapalnego oraz wykazuja nadmierna ekspresje
molekul adhezyjnych uczestniczacych w ich wzajemnych interakcjach. Badania kliniczne
przekonuja, ze nadmierna adhezja neutrofilow do komorek §rodbtonka naczyn zylnych u pa-
cjentdow z PNZ jest prawdopodobnie spowodowana wysoka ekspresja na ich powierzchni od-
powiednio integryny CD11b/CD18 [3] oraz taczacej si¢ z nia srédbtonkowej glikoproteiny
ICAM-1 [142]. Jak zostalo to opisane w podrozdziale 2.1.4., nadmierne przyleganie leukocy-
tow do $ciany zylnej moze by¢ pierwszym etapem w ztozonym procesie jej patologicznej
przebudowy.

W monitorowaniu ogolnoustrojowych stanow zapalnych wykorzystuje si¢ biatko
C-reaktywne (C-reactive protein, CRP) produkowane gltéwnie w watrobie pod wplywem
IL-6. Oznaczania biatka CRP metoda ultra czuta (high sensitive, hs), umozliwia pomiar jego
stezenia w zakresie niskich, prawidtowych warto$ci i jest przydatne w ocenie stabo nasilone-
go zapalania, towarzyszacego niektérym jednostkom chorobowym [143]. Wzrost st¢zenia
hsCRP zostat szeroko udokumentowany w rozwoju miazdzycy [144,145] czy cukrzycy typu
11 [146], natomiast duzo stabiej poznane jest zachowanie sie tego biatka w przebiegu PNZ.

W badaniach wiasnych nie stwierdzono zmian w st¢zeniu hsCRP u pacjentéw
z PNZ, ani jego korelacji ze stopniem zaawansowania czy czasem trwania choroby. Podobne

wyniki uzyskat Yasim i in., ktorzy analizowali st¢zenie CRP w surowicy krwi 25 pacjentow z
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pierwotnymi zylakami konczyn dolnych, nie stwierdzajac zadnych istotnych zmian w tym
parametrze w porownaniu ze zdrowymi ochotnikami. W tej samej grupie pacjentoéw autorzy
wykazali podwyzszone ste¢zenie innego markera stanu zapalnego - interleukiny 12 (IL-12),
cytokiny bioracej udzial w aktywacji monocytow, makrofagow oraz komorek NK (natural
killer) [147]. Blomgren i in. ocenie poddali stezenie CRP, dzielac pacjentdéw na 4 grupy: cho-
rych z zylakami, z zylakami i towarzyszacymi im zmianami skornymi, wygojonymi lub czyn-
nymi owrzodzeniami. W Zadnej z rozpatrywanych grup autorzy pracy nie zaobserwowali
wzrostu ste¢zenia CRP w odniesieniu do grupy kontrolnej [ 148].

Mimo, ze CRP jak wynika z przeprowadzonych badan, nie jest wlasciwym parame-
trem w monitorowaniu stanu zapalnego towarzyszacego PNZ, zmiany w jego stezeniu moga
poprzedza¢ wystapienie niewydolno$ci w obregbie uktadu zylnego, zwlaszcza tej o charakterze
wtornym, bedacej powiktaniem zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej. Dowodow na to do-
starczyly badania Krigera i in., ktérych celem bylo oznaczenie stgzenia biatka CRP, D-
dimerow oraz reologicznych parametrow krwi u chorych bezposrednio po przebyciu zakrze-
picy oraz powiazanie ich z ostatecznym wynikiem klinicznym [149]. Bezpos$rednio po rozpo-
znaniu zakrzepicy u badanych odnotowano zwigkszone st¢zenie CRP i D-dimerdw, nasilona
agregacje erytrocytow, zwigkszone stezenie fibrynogenu i leukocytoze. Po uptywie srednio 28
miesiecy od wystapienia zakrzepicy dokonano u nich oceny klinicznej, obliczajac wskaznik
zaawansowania zylnego stanu klinicznego (VCSS - venous clinical severity score). Tylko
stezenie CRP 1 agregacja erytrocytow korelowaly z cigzko$cia stanu niewydolnosci zylnej
wyrazona w skali VCSS.

W patogenezie PNZ kluczowa role przypisuje sie neutrofilom, ktére w wyniku nad-
miernej adhezji do $ciany zylnej ulegaja aktywacji, uwalniajac do przestrzeni zewnatrzko-
morkowej RFT i enzymy proteolityczne [150,151]. Niekontrolowane wydzielanie przez neu-
trofile wymienionych metabolitow moze prowadzi¢ do zaburzen w funkcji
1 strukturze $srodbtonka, skutkujacych niekorzystnymi zmianami w obrgbie dalszych warstw
naczynia zylnego. Neutrofile wyizolowane z krwi zastoinowej zylakéw jak i krwi obwodowe;j
pacjentéw z PNZ, wykazuja zdolno§¢ wzbudzania chemiluminescencji zaleznej od luminolu,
swiadczacej o ich wzmozonym metabolizmie tlenowym [150]. Prawdopodobnie w procesie
zaleznym od jondw wapnia, neutrofile uwalniaja RFT, gléwnie anionorodnik ponadtlenkowy,
zdolny do utleniania waznych biomolekut tj. lipidow, biatek czy DNA [151,152]. Nasilona
produkcja RFT moze prowadzi¢ do zaburzen w rownowadze oksydacyjno-antyoksydacyjnej i
rozwoju stresu oksydacyjnego, ktory ocenia si¢ poprzez pomiar stezenia produktéw utleniania

bioczasteczek obecnych w organizmie [84].
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W niniejszych badaniach w osoczu pacjentéw niezaleznie od stopnia ci¢zkosci obja-
wow klinicznych i czasu trwania choroby wykazano podwyzszone stgzenie MDA, markera
utleniania nienasyconych kwasow tluszczowych. Uzyskane wyniki przekonuja, Ze juz w naj-
wczesniejszym stadium rozwoju PNZ moze dochodzié¢ do nasilenia procesow oksydacyjnych,
skutkujacych rozwojem stresu oksydacyjnego 1 wzrostem st¢zenia jego wyktadnikow. Podob-
ne wnioski sformutowali Kozka 1 in., ktorzy zaobserwowali wysokie stezenie MDA w osoczu
krwi obwodowej pacjentow ze zdiagnozowana PNZ w stopniu 2 i 3 wedlug CEAP [153]. Po-
przez wykazanie wyzszego stezenie MDA we krwi zastoinowej uzyskanej z zylaka w porow-
naniu z krwia obwodowa tych samych chorych, autorzy zwrécili takze uwage na lokalne nasi-
lenie procesow wolnorodnikowych w obregbie objetych stanem chorobowym, konczynach
dolnych. Wysokie stgzenie produktéw utleniania nienasyconych kwaséw tluszczowych odno-
towano takze w homogenatach tkankowych zyt odpiszczelowych pacjentow z zylakami oraz
owrzodzeniami konczyn dolnych [154,155].

O zaburzeniach w réwnowadze oksydacyjno-antyoksydacyjnej moze §wiadczy¢ nie
tylko wzrost stezenia MDA, ale obserwowany rownolegle spadek st¢zenia kwasu moczowego
w surowicy pacjentéow z PNZ. Kwas moczowy nalezy do endogennych antyoksydantow
i odpowiada za ponad 50% aktywnos$ci antyoksydacyjnej osocza krwi [156]. Dodatnia korela-
cja miedzy stezeniem kwasu moczowego a wartoscia catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
surowicy (CZA) zaobserwowana w niniejszych badaniach zarowno w grupie pacjentow jak 1
0sOb zdrowych, potwierdza silng zaleznos$¢ i wzajemne powiazanie tych dwoch parametrow.
Obnizone stgzenie kwasu moczowego moze $§wiadczy¢ o jego zuzyciu w wyniku nasilenia
procesOw oksydacyjnych. Przypuszczenie to potwierdza stwierdzone w cigzszym stadium
klinicznym PNZ niskie stezenie kwasu moczowego korelujace z wysokim stezeniem MDA.
Podobne wnioski w swoich badaniach sformutowali James 1 in., ktérzy w plynie drenazowym
pacjentoéw z owrzodzeniami konczyn dolnych, wykazali podwyzszone st¢zenie allantoiny,
produktu nieenzymatycznego utlenienia kwasu moczowego [157].

Zmniejszenie stgzenia kwasu moczowego nie przektada si¢ jednak na warto$¢ poten-
cjatu antyoksydacyjnego krwi, co wykazano w niniejszych badaniach poprzez brak istotnej
statystycznie roznicy w warto$ci CZA surowicy pacjentéw z PNZ w poréwnaniu z osobami
zdrowymi. Zjawisko to jest trudne do interpretacji, mozna jednak zalozy¢, ze zapewnienie
skutecznej obrony organizmu przed RFT wymaga zrekompensowania niedoboru jednego z
antyoksydantow wzrostem syntezy i/lub aktywnosci innych, przez co potencjatl antyoksyda-

cyjny ptynow ciala utrzymuje si¢ na wzglednie stalym poziomie.
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Jak wykazano w badaniach wtasnych stres oksydacyjny nie ulega nasileniu mimo
wzrostu ciezkoéci objawéw klinicznych PNZ czy czasu trwania choroby. Potwierdzit to brak
istotnych réznic w stezeniu ocenianych parametréw roéwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej miedzy pacjentami z tagodna i ciezka postacia kliniczna PNZ, jak i miedzy
tymi chorujacymi krocej (<10 lat) 1 dluzej (>10 lat). Ponadto wykazano, ze procesy oksyda-
cyjne moga odgrywaé istotna role w patogenezie PNZ, gléwnie u 0séb pici zefiskiej. Porow-
nujac pacjentki i pacjentow z PNZ, odpowiednio ze zdrowymi osobami plci zenskiej lub me-
skiej, tylko w przypadku kobiet z PNZ zaobserwowano podwyzZszone osoczowe stezenie
MDA i towarzyszacy mu nizsze st¢zenie kwasu moczowego. Wigksza podatnos¢ kobiet na
dziatanie stresu oksydacyjnego moze wynika¢ z mniejszej skutecznosci bariery antyoksyda-
cyjnej ich ustroju. Swiadczy o tym wykazane w niniejszych badaniach zmniejszone stezenie
kwasu moczowego oraz obnizony potencjal antyoksydacyjny surowicy krwi kobiet w poréw-
naniu z mgzczyznami, odnotowany zarowno w grupie badanej jak i kontrolne;j.

Aktywowane stanem zapalnym neutrofile staja si¢ nie tylko zrodlem RFT, ale takze
licznych proteaz. Jedna z nich jest neutrofilowa elastaza (NE) uwalniania z ziarnisto$ci azuro-
filnych. Dotychczasowe doniesienia potwierdzaja udziat NE w formowaniu si¢ blaszki miaz-
dzycowej [158], tetnikow aorty [159] oraz rozwoju mikro- i makroangiopatii cukrzycowych
[160]. Sugeruje sig, ze aktywnos¢ proteolityczna NE moze odpowiadaé takze za zmiany w
obrebie uktadu zylnego w przebiegu PNZ, o czym przekonuje wzmozone wydzielane tej pro-
teazy przez neutrofile wyizolowane z krwi obwodowej chorych [151,152].

W publikacjach na temat roli NE w rozwoju schorzen uktadu krazenia, autorzy ogra-
niczaja si¢ jedynie do okreslenia jej st¢zenia we krwi lub innych ptynach ciala, nie uzyskujac
informacji na temat aktywnej formy enzymu. Za uszkodzenia w obrgbie naczyn krwiono-
$nych moze odpowiadaé tylko wolna, nie zwigzana ze swoim inhibitorem NE, wykazujaca
zdolno$¢ proteolizy szerokiego spektrum bioczasteczek macierzy zewnatrzkomorkowej. Ze
wzgledu na fakt, ze aktywnos$¢ proteolityczna NE ujawnia si¢ w warunkach deficytu ilo$cio-
wego a czgsciej jakoSciowego jej inhibitora - alfa-1-antytrypsyny (AAT), wnikliwa ocena ich
wzajemnych relacji moze wyjaéni¢ faktyczny udzial NE w patogenezie PNZ. Problem ten
zostat podjety w przedstawionych badaniach poprzez wyznaczenie aktywnosci AAT réwno-
legle z ocena st¢zenia 1 aktywno$ci NE w surowicy/osoczu krwi chorych.

U pacjentéw z PNZ wykazano tendencje zwigkszanie stezenie NE wraz z nasileniem
stopnia cigzko$ci objawow klinicznych PNZ, ktora okazata sie jednak statystycznie nieistotna.
Odmienne wyniki uzyskat Shields i in., ktérzy oceniajac stgzenie NE w osoczu pacjentow

w réznym stadium klinicznym choroby, wykazali jej istotny wzrost we wszystkich rozpatry-
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wanych grupach, a wigc u pacjentéw z zylakami, lipodermatoskleroza i czynnymi owrzodze-
niami konczyn dolnych [161]. Wytlumaczeniem tych rozbiezno$ci moze by¢ nizsza niz w
badaniach wtasnych liczebno$¢ pacjentéw zakwalifikowanych przez cytowanych autoréw do
poszczegolnych grup.

Analiza korelacji migdzy stezeniem NE a czasem trwania choroby, przy przyjetym
okresie czasu rdzniacym badane grupy chorych, dowiodta, ze w ciagu pierwszych 10 lat stg-
zenie NE maleje wraz z czasem trwania choroby, natomiast w okresie dluzszym niz 10 lat
stezenie proteazy zaczyna wzrasta¢ w miarg jak czas trwania choroby wydtuza si¢. Mimo tego
odmiennego trendu, nie wykazano réznic w stezeniu NE migdzy pacjentami chorujacymi kro-
cej ( <10 lat) lub dtuzej (>10 lat), ani w odniesieniu do oso6b zdrowych.

W celu uzyskania informacji na temat wolnej formy enzymu, potencjalnie zdolnej do
degradacji komponentéw $ciany zylnej, ocenie poddano aktywno$¢ elastolityczna surowicy
pacjentéow z PNZ. Wykazano mniejsza aktywno$¢ elastolityczna surowicy w calej badane;
grupie chorych, a po uwzglednieniu postaci klinicznej 1 czas trwania u tych z tagodnymi ob-
jawami klinicznymi i krotszy czasem trwania PNZ (<10 lat). Biorac pod uwage pte¢ pacjen-
tow, obnizone warto$ci aktywnos$ci elastolitycznej obserwowano wyltacznie w grupie megz-
czyzn z PNZ. Niniejsze wyniki nie potwierdzaja badan Strvtinova i in., ktérzy w osoczu pa-
cjentdow z PNZ w stopniu 2, 3 i 4 wedtug CEAP odnotowali podwyzszona aktywno$¢ elastoli-
tyczna w porownaniu ze zdrowymi ochotnikami [151]. Autorzy analizowali aktywnos$¢ ela-
stazy we krwi 26 pacjentow w przedziale wiekowym 33-79 lat, ze $rednia wieku 52,4 lata.
W badaniach wlasnych grupa pacjentow byta wigksza (n=58), srednia wieku wynosila 44,6
lat, a przedzial wiekowy wahat si¢ od 26 do 65 lat. Ze wzgledu na fakt, iz z wiekiem aktyw-
no$¢ elastazy we krwi rosnie [162], udziat starszych pacjentdow w badaniach autoréw, mogt w
réwnej mierze jak ich zmniejszona liczebno$¢ rzutowaé na otrzymane przez nich wyniki i
thumaczy¢ obserwowane rozbieznosci.

Aktywno$¢ elastolityczng oceniano takze w zmienionej zylakowato $cianie zyly od-
piszczelowej, a wyniki przedstawione w piSmiennictwie pokazuja brak wspolnych obserwa-
cji. Gandhi i in. nie wykazali r6znic w aktywnosci elastolitycznej w tkankach uzyskanych z
zylaka w pordwnaniu z prawidtowa zyta odpiszczelowa [163], natomiast Urbanova i in. odno-
towali istotny jej spadek [164]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze za aktywno$¢ elastolityczna ob-
serwowang w $cianie zylnej w cytowanych badaniach odpowiadaty prawdopodobnie w glow-
nej mierze metaloproteinazy wydzielane przez makrofagi oraz komorki §rodbtonka, w mniej-

szym za$ stopniu NE.
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Badania wiasne oraz te pochodzace z czgsci cytowanych prac, wskazuja na obnizona
aktywno$¢ wybranych proteaz we krwi obwodowej 1 $cianie zylnej pacjentow i poddaja w
watpliwos¢ postulowane mechanizmy degradacji sktadnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej
$ciany zylnej jako przyczyne rozwoju PNZ [165,166,167]. Przekonuja, ze rownowaga miedzy
proteazami a antyproteazami w organizmie chorych przesunigta jest raczej na korzys¢ tych
drugich. W celu potwierdzenia tego przepuszczenia w przedstawionej pracy ocenie poddano
aktywno$¢ gltéwnego inhibitora proteaz serynowych, AAT. Wykazano jednoznacznie, ze ob-
nizeniu aktywnosci elastolitycznej towarzyszy wzrost aktywnosci AAT w osoczu chorych. U
pacjentdw z najwyzszymi wartosciami aktywnos$ci AAT (> 1,427 U/ml) obserwowano naj-
wigkszy spadek aktywnosci elastolitycznej surowicy. Ponadto stwierdzono, ze we wczesnym
stadium rozwoju choroby spadek aktywnosci elastolitycznej jest §cisle skorelowany ze wzro-
stem aktywnosci AAT.

Oceniajac aktywnos$¢ elastolityczna surowicy pacjentdow wykorzystano syntetyczny
peptyd N-sukcynylo-trialanylo-p-nitroanilid. Nalezy wzia¢ pod uwage, ze powaznym ograni-
czeniem tej metody jest niska specyficzno$¢ uzytego substratu, ktora nie pozwala jedno-
znacznie ustali¢ jaki udziat w jego degradacji ma elastaza pochodzenia neutrofilowego. Odno-
towana w badaniach niska aktywno$¢ elastolityczna skorelowana ze wzrostem aktywnosci
AAT, sugeruje jednak, ze za obnizona zdolno$¢ proteolityczna surowicy chorych moze w
duzym stopniu odpowiada¢ spadek aktywnej formy NE.

Wysoka warto$¢ aktywnos$ci AAT, ktora odzwierciedla st¢zenie funkcjonalnie aktyw-
nych czasteczek inhibitora wynika prawdopodobnie z nadmiernej syntezy tego biatka. Ze
wzgledu na fakt, ze AAT nalezy do bialek ostrej fazy, stan zapalny towarzyszacy PNZ moze
stymulowa¢ hepatocyty do jego produkcji [168]. Sugeruje to lepsza przydatnos¢ AAT jako
wykladnika procesu zapalnego w przebiegu PNZ w poréwnaniu z hsCRP w przypadku ktére-
g0, jak wykazano wczesniej, nie obserwowano zadnych roznic w stgzeniu we krwi pacjentow
w porownaniu z osobami zdrowymi. Dotychczasowe doniesienie przekonuja, ze wzrostowi
stezenia AAT moze sprzyjac takze nadwaga [169,170]. Potwierdza to stwierdzona w niniej-
szych badaniach dodatnia korelacja migdzy AAT i wskaznikiem masy ciata (BMI) oraz prze-
kraczajaca zakres normy warto$¢ BMI (28,20+6,77) obserwowana u pacjentOw z najwyzszy-
mi warto$ciami aktywnosci AAT w osoczu krwi (> 1,427 U/ml). Prawdopodobnie liczne adi-
pokiny wydzielane przez tkanke thuszczowa 0sob z podwyzszona masa ciata, inicjuja odpo-
wiedz immunologiczna organizmu, przez co zwigksza si¢ st¢zenie bialek ostrej fazy oraz
wzrasta ryzyko rozwoju zespotu metabolicznego, insulinoopornosci oraz powiktan sercowo-

naczyniowych, w tym PNZ [171].
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Mimo, ze w badaniach wlasnych w osoczu pacjentéw z PNZ nie stwierdzono istot-
nych zmian w stgzeniu NE w odniesieniu do grupy kontrolnej, obserwowano duze roznice
migdzy pacjentami. U chorych nalezacych do kwartyla o najwyzszych warto$ciach st¢zenia
NE, wykazano najsilniejsza aktywnos¢ AAT 1 jednoczesnie najwigkszy spadek aktywnosci
elastolitycznej. Ponadto po uptywie 10 lat trwania choroby stwierdzono, ze wyzsze stezenie
NE koreluje dodatnio ze wzrostem aktywno$ci AAT, natomiast ujemnie z aktywnoscia elasto-
litczng surowicy. Obserwacje te moga $wiadczy¢ o bezposrednim wplywie NE na syntezg jej
gléwnego inhibitora, procesie opisanym po raz pierwszy w badaniach Perlmuttera’a i in.
[172]. Zgodnie z mechanizmem zaproponowanym przez autorOw pracy, rosnace stezenie NE
powoduje zwigkszona syntez¢ i uwalniania AAT glownie przez monocyty krwi obwodowej,
prowadzac do inhibicji samego enzymu. Nie wykluczone, ze podobne zjawisko symultanicz-
nego wzrostu stezenia obu biatek moze zachodzi¢ w przebiegu PNZ. Potwierdzenie tej hipo-
tezy wymaga jednak dalszych badan, zwlaszcza tych z uzyciem technik biologii molekularnej,
ktore pozwoliltyby oceni¢ wpltyw NE na poziom ekspresji genu AAT w monocytach krwi ob-
wodowej pacjentéw z PNZ.

W miare nasilania si¢ stopnia ciezkoéci objawow klinicznych PNZ, skuteczno$é AAT
w hamowaniu aktywnosci proteolitycznej NE moze ulec ostabieniu. Swiadczy o tym najwyz-
sza warto$¢ aktywnosci elastolitycznej stwierdzona w grupie pacjentow z najwigkszym odset-
kiem tych w ciezszym stadium klinicznym PNZ, u ktorych jednoczes$nie wykazano najnizsza
aktywno$¢ AAT osocza krwi. Obserwowane w tej samej grupie chorych wysokie st¢zenie
MDA, przekonuje, ze za spadek aktywnosci ATT moga odpowiada¢ RFT. Dotychczasowe
doniesienia wskazuja, ze RFT powoduja utlenienie kluczowej dla wtasciwos$ci inhibitorowych
AAT metioniny w pozycji 351 lub 358 tancucha polipeptydowego bialtka [13]. Skutkiem tej
oksydacyjnej modyfikacji jest mniejsza skuteczno§¢ AAT w hamowaniu aktywnos$ci proteaz
serynowych, w tym NE. O waznej roli stresu oksydacyjnego w sprzyjaniu proteolitycznym
wiasciwosciom NE przekonuje takze, stwierdzona w niniejszych badaniach dodatnia korela-
cja migdzy stezeniem MDA a aktywnoscia elastolityczng surowicy pacjentow.

Rozpatrujac cala grupe pacjentéow w cigzszym stadium klinicznym PNZ,
nie wykazano jednak r6znic w medianie aktywnosci elastolitycznej w pordwnaniu z osobami
zdrowymi. Wynika z tego, ze mimo spadku aktywno$ci AAT, ktory moze nasila¢ si¢ w miare
zaostrzenia si¢ objawow klinicznych PNZ, iloéé funkcjonalnie aktywnych czasteczek inhibi-
tora pozostaje na tyle duza, iz zapewnia ochrong przed proteolitycznymi wlasciwosciami NE.

Nadmierna ilo$¢ inhibitora w stosunku do aktywnej formy enzymu, obserwowana

zwlaszcza w poczatkowym etapie rozwoju PNZ, moze mie¢, podobnie jak jego niedobér, po-
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wazne konsekwencje. Ze wzgledu na fakt, ze NE jest jedna z proteaz, ktéra uczestniczy
w metabolizmie skladnikow macierzy zewnatrzkomorkowej, utrzymanie jej aktywnosci
na odpowiednim poziomie warunkuje wlasciwy sklad ilosciowy i jakosciowy zrgbu tacznot-
kankowego [167].

Sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej sa istotnym elementem naczyn krwiono-
$nych decydujacym o ich sprezystosci 1 elastyczno$ci, a takze integralnosci budujacych je
komorek. Ustalenie swoistej rownowagi migdzy szybko$cia syntezy i szybko$cia degradacji
komponentow macierzy ma decydujace znaczenie dla prawidtowego stanu zyt i tgtnic. W
schorzeniach uktadu krazenia czgsto obserwuje si¢ przesunigcie rownowagi na korzys¢ proce-
sow sprzyjajacych kumulowaniu si¢ sktadnikow macierzy w $cianie naczyn krwionosnych. W
miazdzycy tetnic stwierdza si¢ nadmierne odkladanie kolagenu, ktéry moze stanowi¢ 60%
ogo6lnej zawartosci biatek. Podejrzewa sig, ze kolagen tworzy struktury stanowiace rusztowa-
nie dla zmodyfikowanych lipoprotein, sprzyjajacych powstawaniu blaszki miazdzycowej
[173]. Prawdopodobnie jedna z glownych przyczyn gromadzenia si¢ kolagenu w tgtnicach
jest jego wzmozona synteza przez migrujace i proliferujace komoérki migéni gtadkich [174].
Innym powodem akumulowania si¢ sktadnikow macierzy w $cianie naczyn krwiono$nych
moze by¢ ich glikacja, zachodzaca szczeg6lnie w przebiegu mikro i makroangiopatii cukrzy-
cowych, zmniejszajaca podatnos¢ biatek na procesy degradacji enzymatycznej [175].

Badania ultrasonograficzne i histochemiczne naczyn zylnych pacjentéw z PNZ wska-
zuja takze na zmiany w skladzie jako$ciowym i iloSciowym elementdw macierzy zewnatrz-
komoérkowej. W wigkszosci przypadkoéw autorzy stwierdzaja wzrost zawartos$ci wiokien kola-
genowych o nieregularnym przebiegu w obrebie intimy i medii zmienionej zylakowato zyty
odpiszczelowej [1,163,176,177,178], podwyzszona zawarto$¢ lamininy oraz fibronektyny
[142,179], a w poczatkowym etapie rozwoju PNZ zwiekszone odktadnie si¢ widkien ela-
stycznych [178,180]. Doniesienia te przekonuja, ze w przebiegu PNZ, podobnie jak w miaz-
dzycy tetnic, w $cianie naczyn zylnych dominuja procesy kumulowania si¢ sktadnikow biat-
kowych. Podejrzewa sig, ze patologicznemu pogrubieniu $ciany zylnej sprzyjaja, obecne w
obrazie histopatologicznym, hiperplastyczne i hipertroficzne komoérki migsni gtadkich, wyka-
zujace zdolno$¢ wzmozonej proliferacji i syntezy elementéw macierzy [180]. Innym branym
pod uwage powodem jest dysproporcja migdzy proteazami a ich inhibitorami obnizajaca
szybko$¢ degradacji elementéw macierzy i powodujaca ich odktadanie si¢ w $cianie zylne;.
Parra i in. oraz Badier-Commanader i in., w homogenatach §ciany zylnej pacjentéw z PNZ
wykazali obnizone stezenie i aktywno$¢ metaloproteinazy 2 (MMP-2), skorelowane ze wzro-

stem stezenia jej inhibitora TIMP-1 [181,182]. Stwierdzono, ze proporcja iloSciowa
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TIMP-1/MMP-2 w homogenatach tkankowych zyl pacjentow z PNZ jest trzykrotnie wieksza
w poréwnaniu z uzyskang w $cianie naczyn osob poddawanych zabiegowi wstawienia bypa-
sow [182]. Aravind i in. w Zyle odpiszczelowej pacjentow z PNZ, zwlaszcza w jej hipertro-
ficznych proksymalnych odcinkach, odnotowali wzrost st¢zenia inhibitoréw metaloproteinaz,
takich jak TIMP-2 i TIMP-3 [183].

Badania wlasne wskazuja, ze zaburzenia w réwnowadze proteazowo-antyproteazowej
nie ograniczaja si¢ tylko do $ciany zylnej ale moga mieé charakter ogdlnoustrojowy. Swiad-
czy o tym relacja miedzy NE a AAT we krwi pacjentéw z PNZ przypominajaca te obserwo-
wang w $cianie zylnej miedzy metaloproteinazami a ich inhibitorami. W obu wypadkach in-
hibitory proteaz znajduja si¢ w przewadze w stosunku do aktywnej formy enzymu. Niedobor
aktywnych proteaz zarowno we krwi jak i samej $cianie zylnej obniza szybko$¢ degradacji jej
biatkowych sktadnikéw. Skutkiem tego moze by¢ obserwowany w przebiegu PNZ zmieniony
sktad ilo$ciowy i jakoSciowy elementow macierzy zewnatrzkomorkowej $Sciany zylnej, zabu-
rzajacy prawidtowa morfologi¢ i funkcje naczynia zylnego.

Podobne dysproporcje migdzy proteazami a ich inhibitorami odnotowano w przebiegu
schorzen uktadu krazenia o podtozu miazdzycowym. W 1984 roku Bihari-Verga i in. wykaza-
li podwyzszona aktywno$¢ inhibitorowa wobec elastazy w surowicy pacjentdw z miazdzyca
tetnic o réznej lokalizacji [184]. Kilka lat pozniej badania w grupie pacjentow z choroba nie-
dokrwienng serca, mézgu i konczyn dolnych dowiodly, ze wzrost aktywnos$ci inhibitorowe;j
wobec elastazy przektada si¢ na spadek aktywnosci elastolitycznej surowicy krwi chorych
[185]. Zureik i in. przeprowadzajac prospektywne badanie kohortowe w populacji 1389 0sob
w wieku 59-71 lat stwierdzili, ze spadek aktywnosci elastolitycznej surowicy 1 towarzyszacy
mu wzrost aktywnoS$ci inhibitorowej jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju blaszki
miazdzycowej [186]. Autorzy podejrzewali, ze niedobdr enzymoéw o aktywnosci elastolitycz-
nej moze mie¢ negatywny wpltyw na strukturg i rozktad komponentow biatkowych $ciany
tetniczej. Swoje przypuszczenia poparli doniesieniami o korzystnej roli stosowania prepara-
tow zawierajacych wieprzowa elastaz¢ trzustkowa w przeciwdziataniu zmianom miazdzyco-
wym, takim jak degradacja wtokien kolagenowych czy sztywnienie $ciany tetnic [187,188,
189,190].

Przyjmuje sie, ze w patogenezie PNZ jednym z waznych czynnikéw inicjujacych pro-
ces patologicznego remodelingu $ciany zylnej jest uszkodzenie §rodbtonka, ulatwiajace mi-
gracj¢ elementéw morfotycznych krwi do glgbiej potozonych warstw naczynia zylnego. Ba-
dania immunohistochemiczne wskazuja na wzmozona ekspresj¢ na powierzchni §rodbtonka

czasteczek adhezyjnych takich jak ICAM-1 oraz VCAM-1, uczestniczacych w jego interak-
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cjach z krazacymi leukocytami [142]. We krwi obwodowej pacjentéw z PNZ stwierdza sie
natomiast podwyzszone stgzenie biochemicznych wyktadnikow dysfunkcji $rédblonka [147,
191, 192].

Jako marker uszkodzenia $rdédbtonka w badaniach witasnych wykorzystano sTM,
stwierdzajac istotny wzrost jej st¢zenia dopiero w cigzszym stadium klinicznym choroby, a
po uwzglednieniu pici pacjentéw, wylacznie u kobiet. W grupie kobiet z PNZ uszkodzeniu
srédblonka moga sprzyjac stwierdzone wczesniej u tej plci zaburzenia w réwnowadze oksy-
dacyjno-antyoksydacyjnej. U mezczyzn istotniejsza rolg¢ wydaje si¢ odgrywaé dysproporcja
migdzy aktywna forma elastazy a jej inhibitorem. Prowadzi¢ to moze do kumulowania si¢
sktadnikow macierzy w $cianie zylnej, czemu jak wynika z badan histopatologicznych, nie
musi towarzyszy¢ przerwanie ciaglosci srédbtonka [1] i tym samym wzrost parametrow jego
uszkodzenia.

W schorzeniach zwigzanych z uszkodzeniami w obrgbie wyscielajacego naczynia
srodbtonka w tym miazdzycy tetnic, sepsie, chorobie Behceta, we krwi chorych obserwuje si¢
wzrost stgzenia sVE-kadheryny, produktu degradacji blonowej formy biatka (VE-kadheryny)
[67,68,193]. Za proteoliz¢ VE-kadheryny w obrgbie $rodbtonkowych potaczen migdzyko-
morkowych i wzrost jej rozpuszczalnej frakeji odpowiadaja w gtdéwnej mierze proteazy uwal-
niane przez krazace leukocyty. W stanach patologicznych, ktérym towarzyszy niekontrolo-
wany wzrost aktywnoS$ci proteaz, degradacja VE-kadheryny moze prowadzi¢ do nieodwracal-
nych zaburzen w integralnosci 1 przepuszczalnosci srédbtonka.

W osoczu pacjentow z PNZ spodziewano sie wzrostu stezenia sVE-kadheryny, jednak
niezaleznie od postaci klinicznej 1 czasu trwania choroby zaobserwowano istotny jego spadek.
Obnizone st¢zenie sVE-kadheryn, ktore w grupie mgzczyzn korelowalo z wysokim stgzeniem
MDA i hsCRP moze sugerowac, ze obserwowane zjawisko ma zwiazek ze stanem zapalnym i
stresem oksydacyjnym towarzyszacym PNZ. Przekonuja o tym badania Aleksander i in., kto-
rzy dowiedli, ze ekspozycja komorek srodbtonka na dziatanie H,O; oraz histaminy powoduje
silng sekwestracj¢ VE-kadheryny z ich powierzchni [194]. Obnizone st¢zenie sVE-kadheryny
we krwi pacjentéw z PNZ moze wiec odzwierciedla¢ zmniejszenie powierzchniowej ekspresji
biatka pod wptywem cytokin prozapalnych i RFT. Wydaje si¢ wigc, ze nie tylko proteoliza,
ale takze szlaki sygnalowe uruchamiane przez czynniki zapalne 1 stres oksydacyjny moga
odpowiada¢ za utratg VE-kadheryny w $rédblonkowych potaczeniach migdzykomorkowych.
Jezeli wysunigte przypuszczenia zostatyby potwierdzone przez badania histochemiczne, moz-

na by rozwaza¢ spadek powierzchniowej ekspresji VE-kadheryny jako jedna z przyczyn
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wzrostu przepuszczalnosci srodblonka, odpowiadajaca za czesta w PNZ tendencje do wyste-
powania obrz¢koéw konczyn dolnych.

Na podstawie przeprowadzanych badan wykazano, ze we wcze$niejszym stadium
rozwoju PNZ dochodzi do przesunieciu ustrojowej rownowagi NE-AAT na korzysé inhibito-
ra, co prawdopodobnie wyklucza udziat NE w proteolitycznej degradacji elementow $ciany
zylnej na tym etapie rozwoju choroby. Przebudowie naczynia zylnego w przebiegu PNZ mo-
ze sprzyjac stres oksydacyjny pojawiajacy si¢ w wczesnym stadium i utrzymujacy si¢ przez
caly okres trwania choroby. Uszkodzenie $rodbtonka w przebiegu PNZ zostato potwierdzone
przez wykazany wzrost stgzenia sTM w osoczu pacjentow. Z kolei obserwowane w badaniach
obnizone stezenia sVE-kadheryny, odzwierciedlajace prawdopodobnie niski poziom komor-

kowej ekspresji tego biatka, sugeruje zwigkszona przepuszczalno$¢ srodbtonka.
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We wczesnym etapie rozwoju przewleklej niewydolnosci zylnej nastgpuje przesunig-
cie ustrojowej rownowagi NE-AAT na korzys$¢ inhibitora, o czym $wiadczy obnizona
aktywno$¢ elastolityczna surowicy i towarzyszacy jej wzrost aktywnosci AAT.
Czynnikiem sprzyjajacym wzrostowi aktywnosci AAT moze by¢ nadmierna masa
ciata.

Zaburzenia w rownowadze oksydacyjno-antyoksydacyjnej, ujawniajace si¢ juz we
wczesnym stadium rozwoju choroby i1 utrzymajace si¢ w miarg nasilania si¢ objawow
klinicznych, $§wiadcza o istotnej roli stresu oksydacyjnego w przebiegu przewlektej
niewydolnosci zylne;j.

Wykazana dodatnia korelcja migdzy stezeniem MDA a aktywnos$cia elastolityczna
potwierdza wplyw stresu oksydacyjnego na relacje NE-AAT.

Wazrost stezenia sSTM wykazany w cigzszym stadium klinicznym przewleklej niewy-
dolnosci zylnej moze $wiadczy¢ o uszkodzeniu $rodblonka naczyn zylnych. Nato-
miast obnizone osoczowe steznie sVE-kadheryny, odzwierciedlajace jej niska $rod-

btonkowa ekspresje moze sugerowac wzrost przepuszczalnosci srodbtonka.
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9. Streszczenie

Za istotny czynnik sprzyjajacy powstawaniu i rozwojowi PNZ uwaza sie stan zapalny,
aktywujacy krazace neutrofile, ktére w odpowiedzi uwalniaja do przestrzeni zewnatrzkomor-
kowej RFT 1 liczne proteazy. Jedna z wydzielanych przez neutrofile proteaz jest elastaza o
szerokim spektrum substratowym, ktorej udziat zostatl potwierdzony w patogenezie wielu
choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Podejrzewa sig, ze neutrofilowa elastaza (NE), po-
dobnie jak RFT, bierze udzial w uszkodzeniu $rédbtonka naczyn zylnych, rozpoczynajac w
ten sposob ztozony proces ich patologicznej przebudowy.

Celem niniejszych badan byto okreslenie relacji migdzy NE a jej gtéwnym inhibito-
rem alfa-1-antytypsyna (AAT) oraz ocena parametrow roéwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej i markeréw uszkodzenia srodblonka we krwi obwodowej pacjentéw z PNZ.

Materiat do badan stanowito osocze/surowica 58 pacjentow z PNZ, ktorzy podzieleni
zostali na podgrupy w zalezno$ci od postaci klinicznej 1 czasu trwania choroby. W sktad gru-
py kontrolnej wchodzily 33 osoby bez objwéw PNZ. Stezenie NE i markeréw uszkodzenia
sroddbtonka — sTM oraz sVE-kadheryny wyznaczono przy uzyciu testow immunologicznych
ELISA. Do pomiaru aktywnosci NE, AAT, st¢zenia kwasu moczowego, MDA oraz wartos$ci
CZA surowicy chorych wykorzystano metody spektrofotometryczne.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze stgzenie NE we osoczu pa-
cjentdéw nie ro6zni sie znaczaco w poréwnaniu ze zdrowymi osobami [Pacjenci z PNZ: 52,5
(17,38 — 87,63) ng/ml vs grupa kontrolna: 44 (26 — 85), p=0,993]. Natomiast w poczatkowym
etapie rozwoju choroby odnotowano istotnie nizsza aktywno$¢ elastolityczna [grupa M -
0,422 (0,174-0,785) U/l vs grupa kontrolna - 0,736 (0,447-1,253) U/l, p=0,004; < 10 lat -
0,557 (0,248-0,785) U/l vs grupa kontrolna - 0,736 (0,447-1,253) U/l), p=0,018] skorelowana
ze wzrostem aktywnosci AAT [grupa M - aktywno$¢ elastolityczna: aktywnos¢ AAT
=-0,443 p=0,018; < 10 lat - aktywnos¢ elastolityczna: aktywno$s¢ AAT r=-0,422 p=0,040]
Niezaleznie od postaci klinicznej PNZ i czasu trwania choroby we krwi pacjentéw wykazano
wzrost stezenia MDA [grupa M: 3,84 (2,79-5,31) nmol/ml, grupa S: 3,93 (3,25-5,24) nmol/ml
vs kontrola: 2,96 (2,13-4,06) nmol/ml, p=0,004; > 10 lat: 3,89 (3,12-5,24) nmol/ml, < 10 lat:
3,92(2,85-5,35) nmol/ml vs kontrola 2,96 (2,13-4,06) nmol/ml, p=0,008] i towarzyszacy mu
spadek poziomu kwasu moczowego [grupa M: 246+70 uM, grupa S: 254+77 pM vs kontrola:
309+77 uM , p=0,002; > 10 lat: 240+£62 uM, < 10 lat: 258+79 uM vs kontrola: 309+77 uM,

p=0,001] W przypadku markerow uszkodzenia srédbtonka, wzrost st¢zenia sSTM, odnotowano
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dopiero w ciezszym stadium klinicznym PNZ [grupa S: 1,65 (1,14-2,54) ng/ml vs. kontrola:
1,23 (0,88-1,85) ng/ml, p=0,035], natomiast we wszystkich rozpatrywanych grupach chorych
wykazano obnizone st¢zenie sVE-kadheryny [grupa M: 28,05 (24,07-34,02) ng/ml, grupa S:
31,54 (26,37-40,56) ng/ml vs kontrola: 38,92 (35,92-42,11) ng/ml, p=0,0004; < 10 lat: 32,20
(25,20-36,88) ng/ml, >10 lat: 27,35 (23,62-36,51) ng/ml vs kontrola: 38,92 (35,92-42,11)
ng/ml, p=0,0004].

Na podstawie przeprowadzanych badan wykazano, ze w poczatkowym stadium roz-
woju PNZ dochodzi do przesunieciu ustrojowej rownowagi NE-AAT na korzy$¢ inhibitora,
co prawdopodobnie wyklucza udzial NE w proteolitycznej degradacji elementow S$ciany zyl-
nej na tym etapie rozwoju choroby. Ocena parametrow stresu oksydacyjnego wykazata istotne
zaburzenia w rownowadze oksydacyjno-antyoksydacyjnej, pojawiajace si¢ juz we wczesnym
etapie rozwoju choroby i utrzymujace si¢ w miarg¢ nasilania si¢ jej objawow klinicznych.
Uszkodzenie $rodblonka w przebiegu PNZ zostato potwierdzony przez wykazany wzrost ste-
zenia sSTM w osoczu pacjentow. Z kolei obserwowane w badaniach zmniejszone stezenia
sVE-kadheryny, odzwierciedlajace prawdopodobnie niski poziom komodrkowej ekspresji tego

bialka, sugeruje wzrost przepuszczalnosci srédbtonka.
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10. Summary

It is supposed that inflammation, causing leukocyte activation, is one of the major
factors responsible for the chronic venous insufficiency (CVI). Activated cells, mainly
neutrophils, release reactive oxygen species and some proteases. Neutrophil elastase (NE)
represents one of the proteases characterized by broad range of substrate specificity,
participating in the pathogenesis of cardiovascular diseases. Some studies indicate the
formation of RFT together with an increase in NE activity may play an important role in the
endothelial damage during CVI development.

The aim of the present study was to determine the relationship between NE and its
inhibitor alpha-1-antytrypsin (AAT) and evaluate parameters of the oxidative stress (MDA
concentration, total antioxidant capacity, uric acid concentration) and the markers of
endothelial damage (soluble trombomodulin-sTM, soluble VE-cadherin-sVE-cadherin) in the
peripheral blood of CVI patients.

The serum/plama was obtained from 58 CVI patients divided according to disease
sevrity (group M — mild symptoms of CVI, group S — severe symptoms of CVI) and duration
(< 10 years, > 10 years). The control group consisted of 33 healthy donors without any
clinical manifestation of CVI. The NE concentration and markes of endothelial damage —
sTM and sVE-cadhein were measured using ELISA tests. Elastase-like activity, AAT and
total antioxidant activity as well as MDA and uric acid concentration were determined
spectrophotometrically.

Concentration of NE in plasma of CVI patients was observed to be not different in
compered with a healthy control [CVI patients: 52,5 (17,38 — 87,63) ng/ml vs control group:
44 (26 — 85) ng/ml, p=0,993]. A significant decrease in the elastase-like activity and an
increase in the AAT activity were found in patients with mild clinical symptoms of CVI and
shorter duration of disease (< 10 years) [elastase-like activity: group M - 0,422 (0,174-0,785)
U/1 vs control group - 0,736 (0,447-1,253) U/, p=0,004; < 10 years - 0,557 (0,248-0,785) U/l
vs control group - 0,736 (0,447-1,253) U/l), p=0,018; AAT activity: group M - 1,085+0,533
U/ml vs control group - 0,805+0,205 U/ml, p=0,046; < 10 years - 1,111+£0,524 U/ml vs
control group - 0,805+0,205 U/ml, p=0,036]. Moreover, in these groups of patients, a
significant negative correlation between AAT and elastase-like activity was noticed [group M
— clastase-like activity:AAT activity r=-0,443 p=0,018; < 10 years — -elastase-like

activity:AAT activity r=-0,422 p=0,040]. An elevated MDA concentration and a low uric acid
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level were observed regardless of CVI severity and disease duration [MDA: group M - 3,84
(2,79-5,31) nmol/ml, group S - 3,93 (3,25-5,24) nmol/ml vs control - 2,96 (2,13-4,06)
nmol/ml, p=0,004; > 10 years - 3,89 (3,12-5,24) nmol/ml, < 10 years - 3,92(2,85-5,35)
nmol/ml vs control - 2,96 (2,13-4,06) nmol/ml, p=0,008; uric acid: group M - 246+£70 uM,
group S - 254+77 uM vs control - 309+77 uM , p=0,002; > 10 years - 240+62 uM, < 10 years
- 258479 uM vs contol - 309+77 uM, p=0,001]. The concentration of sTM, a marker of
endothelial damage, was increased only in the blood of patients with severe clinical symptoms
of CVI [group S: 1,65 (1,14-2,54) ng/ml vs. control: 1,23 (0,88-1,85) ng/ml, p=0,035]. A low
sVE-cadherin concentration was found in the plasma of all groups of patients [grupa M -
28,05 (24,07-34,02) ng/ml, group S - 31,54 (26,37-40,56) ng/ml vs. control - 38,92 (35,92-
42,11) ng/ml, p=0,0004; < 10 years - 32,20 (25,20-36,88) ng/ml, >10 years - 27,35 (23,62-
36,51) ng/ml vs control: 38,92 (35,92-42,11) ng/ml, p=0,0004].

The results obtained in the present study are mostly contradictive to the hypothesis on
the potential role of NE in the proteolytic degradation of the vein wall, as they have not
shown any increase in the concentration or activity of NE in blood of CVI patients. Reversible
correlation between elastase-like activity and AAT activity suggests that NE-AAT balance is
rather shifted towards antiprotease. Alterations in the markers of the oxidative stress confirm
the important role of reactive oxygen species in CVI pathogenesis even in the earliest stage of
disease. A high concentration of sTM implies the occurrence of endothelial damage which is
typical of the severe stage of the disease. A decline in blood sVE-cadherin level probably
reflect a low expression of this protein at the endothelial cell surface which may be

responsible for an increased endothelial leakage.
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11. Wykaz stosowanych skrotow

‘OH - hydroxyl radical, rodnik hydroksylowy

AAT - alpha-lantitrypsin, alfa-1-antytrypsyna

ARDS - acute respiratory distress syndrom, ostra niewydolno$¢ oddechowa

ATII - angiotensin II, angiotensyna Il

AT III - antithrombin III, antytrobina I1I

ATP - adenosine-5 -triphosphate, adenozyno 5" trifosforan

BAL - bronchoalveolar lavage, poptuczynach oskrzelikowo-pgcherzykowych

bFGF - basic fibroblast growth factor, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow

BMI - body mass index, wskaznik masy ciata

cAMP - 3 5°-cyclic adenosine monophosphate, 3* 5’ - cykliczny
adenozynomonofosforan

CEAP - clinical, etiolgic, anatomic, pathophysiologic classification

CIMT - carotid intima-media thickness, grubo$¢ kompleksu intima-media t¢tnic
szyjnych

CRP - C-reactive protein, biatko C-reaktywne

cTM - circulating trombomodulin, krazaca trombomodulina

CZA - calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna

DNA - deoxyrybonucleic acid, kwas dezoksyrybonukleinowy

EDHF - endothelium derived hiperpolarizing factor, sSrodbtonkowy czynnik hi-
perpolaryzacyjny

EGF - epidermal growth factor, naskérkowy czynnik wzrostu

fMLP - N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin, N-formylo-metionylo-
leucynofenyloalanina

H,0, - hydrogen peroxide, nadtlenek wodoru

HOCI - hypochlorous acid, kwas podchlorawy

hsCRP - high sensitivity C-reactive protein, biatko C-reaktywne wysokiej czutosci

ICAM-1 - intercellular adhesion molecule-1, czasteczka migdzykomorkowej adhe-
zji-1

IL-1 - izjzterleukin 1, interlukina 1

IL-12 - interleukin 12, interleukina 12

IL-1B - interleukin 1B, interleukina 1B

IL-6 - interleukin 6, interleukina 6

IL-8 - interleukin 8, interleukina 8

LPS - lipopolysaccharide, lipopolisacharyd

LTB4 - leukotriene B4, leukotrien B4

MDA - malondialdehyde, dialdehyd malonowy

MMP-1 - metalloproteinase 1, metaloproteinaza 1

MMP-2 - metalloproteinase 2, metaloproteinaza 2

MMP-3 - metalloproteinase 3, metaloproteinaza 3

MMP-7 - metalloproteinase 7, metaloptoteinaza 7

MMP-8 - metalloproteinase 8, metaloproteinaza 8

MMP-9 - metalloproteinase 9, metaloproteinaza 9
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NADPH

NE
NF-kB
NO

0,
ONOO
PAF
PAI-1
PECAM-1

PGF2a
PGI2
PNZ
PSGL-1
PWV
RFN
RFT
RNA
SIRS

SLPI

sTM
sVE-kadheryna

TF
TFPI

TIMP-1
TIMP-2
TIMP-3

™
TNF-a
t-PA
TXA2
u-PA
VCAM-1
VCSS

VEGF

VE-kadheryna
vWF

nicotine adenine dinucleotide phosphate, fosforan dinukleotydu nikoty-
namidoadeninowego
neutrophil elastase, neutrofilowa elastaza

nuclear factor kB, czynnik jadrowy kappa

nitric oxide, tlenek azotu II

superoxide anion, anionorodnik ponadtlenkowy

peroxynitrite, peroksyazotyny

platelet activating factor, czynnik aktywujacy phytki krwi

plasminogen activator inhibitor 1, tkankowy inhibitor plazminogenu
platelet/endothelial cell adhesion molecule-1, czasteczka adhezji komor-
kowej ptytek i §rodbtonka-1

prostoglandin F2a, prostoglandyna F2a

prostacyclin 12, prostacyklina 12

przewlekla niewydolnosc zylna

P-selectin glikoprotein ligand 1, glikoproteinowym ligand 1 P-selektyny
pulse wave velocity, predko$¢ aortalnej fali t¢tna

reaktywne formy azotu

reaktyne formy tlenu

ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy

systemic inflammatory response syndrom, ogélnoustrojowa reakcja za-
palna

secretory leukocyte peptidase inhibitor, wydzielniczy inhibitor leukocy-
tarnej elastazy

soluble thrombomodulin, rozpuszczalna trombomodulina

soluble vascular endothelial cadherin, rozpuszczalna naczyniowo-
srodblonkowa kadheryna

tissue factor, czynnik tkankowy

tissue factor pathway inhibitor, inhibitor zaleznej od czynnika tkankowe-
go drogi krzepnigcia krwi

tissue inhibitor of metalloproteinases 1, tkankowy inhibitor
metaloproteinaz 1

tissue inhibitor of metalloproteinases 2, tkankowy inhibitor
metaloproteinaz 2

tissue inhibitor of metalloproteinases 3, tkankowy inhibitor
metaloproteinaz 3

thrombomodulin, trombomodulina

tumor necrosis factor o, czynnik martwicy nowotworow o

tissue palsminogen activator, tkankowy aktywator plazminogenu
tromboxane A, tromboksan A2

urokinase plasminogen activator, urokinazowy aktywator palzminogenu
vascular cell adhesion protein 1, czasteczka adhezji komoérkowej naczyn-1
venous clinical severity score , wskaznik zaawansowania zylnego stanu
klinicznego

vascular endothelial growth factor, naczyniowo-srédblonkowy czynnik
wzrostu

vascular endothelial cadherin, naczyniowo-srodbtonkowa kadheryna
von Willebrand factor, czynnik von Willebranda
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13. Wykaz rycin

Rycina 1.

Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.

Rycina 5.
Rycina 6.
Rycina 7.
Rycina 8.

Rycina 9.

Rycina 10.
Rycina 11.
Rycina 12.
Rycina 13.

Rycina 14.

Rycina 15.

Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.

Rycina 20.

Obraz histologiczny prawidlowego naczynia zylnego

Obraz
1 hipertroficzna warstwa infimy

histologiczny zyly zmienionej zylakowato 2z pofatdowana

Obraz mikroskopowy patologicznych zmiany w obrgbie §rodbtonka

Metaboliczna 1 biochemiczna  odpowiedz  komoérek  $rédbtonka

oraz neutrofilow na stan hipoksji

Struktura 1 udziat oksydazy NADPH w generowaniu O2e-
Powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego

Powstawanie nadtlenku wodoru

Powstawanie kwasu podchlorawego

Powtawanie rodnika hydroksylowego

Powstawane nadtlenoazotynow

Proces formowania si¢ apoptosomu

Hydroliza wiazania peptydowego z udziatem proteazy serynowe;j
Inhibicja NE przy udziale AAT

Mechanizmy sprzyjajace proteolitycznej aktywnosci NE w obecnosci czaste-
czek inhibitora

Ujemna korelacja migdzy aktywnoscia elastolityczng surowicy a stgzeniem
NE u pacjentéw z PNZ

Ujemna korelacja miedzy aktywnoscia elastolityczna surowicy a aktywnos$cia
AAT u pacjentéw z PNZ

Stezenie NE w osoczu pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza (grupa S) po-
stacig kliniczng PNZ

Aktywnos¢ elastolityczna surowicy pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza
postacia (grupa S) klinicznag PNZ

Aktywnos¢ AAT surowicy pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza postacia
(grupa S) kliniczng PNZ

Stezenie hsCRP surowicy pacjentéw z tagodna (grupa M) i cigzsza postacia
(grupa S) klinicznag PNZ
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Rycina 21.

Rycina 22.

Rycina 23.

Rycina 24.
Rycina 25.

Rycina 26.

Rycina 27.

Rycina 28.

Rycina 29.

Rycina 30.

Rycina 31.

Rycina 32.

Rycina 33.

Rycina 34.

Rycina 35.

Rycina 36.

Rycina 37.

Rycina 38.

Ujemna korelacja migdzy aktywnoS$cia elastolityczna surowic a aktywnoscia
AAT u pacjentéw z tagodna postacia kliniczng PNZ (Grupa M)

Dodatnia korelacja migdzy stezeniem NE a aktywnoscia AAT u pacjentéw
chorujacych na PNZ > 10 lat

Dodatnia korelacja migdzy stezeniem hsCRP a wartoscia wskaznika BMI
u pacjentdow chorujacych na PNZ > 10 lat

Stezenie MDA w osoczu pacjentow z PNZ
Stezenie kwasu moczowego w surowicy pacjentow z PNZ

Korelacja migdzy stezeniem MDA a aktywnoS$cia elastolityczng u pacjentow
zPNZ

Dodatnia korelacja migdzy stezeniem kwasy moczowego a CZA osocza
u pacjentow z PNZ

Stezenie MDA w osoczu pacjentow z tagodna (grupa M) i ci¢zsza (grupa S)
postacia klinicznag PNZ

Stgzenie kwasu moczowego w surowicy pacjentow z tagodna (grupa M)
i ciezka (grupa S) postacia kliniczng PNZ

Ujemna korelacja miedzy stgzeniem MDA a stezeniem kwasu moczowego
u pacjentow z cigzsza postacia kliniczng PNZ (Grupa S)

Stezenie kwasu moczowego w surowicy zdrowych 1 chorych kobiet
1 mezczyzn

CZA surowicy zdrowych i chorych kobiet 1 m¢zczyzn

Stezenie sVE-kadheryny w osoczu pacjentow z tagodna (grupa M) i cigzsza
(grupa S) postacia klinicznag PNZ

Stgzenie sTM w osoczu pacjentéw z lagodna (grupa M) i cigzsza (grupa S)
postacia klinicznag PNZ

Stezenie sVE-kadheryny w osoczu pacjentow podzielonych ze wzgledu
na czas trwania choroby

Stezenie sSTM w osoczu pacjentéw podzielonych ze wzgledu na czas trwania
choroby

Stezenie sVE-kadheryny w osoczu kobiet z tagodna i cigzsza postacia kli-
niczng PNZ

Stezenie sSTM w osoczu kobiet z lagodna i ciezsza postacia kliniczna PNZ
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Rycina 39. Stezenie sVE-kadheryny w osoczu kobiet z PNZ podzielonych ze wzgledu
na czas trwania choroby

Rycina 40. Stezenie sTM w osoczu kobiet z PNZ podzielonych ze wzgledu na czas trwa-
nia choroby
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14. Wykaz tabel

Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Czes$¢ kliniczna klasyfikacji CEAP
Zmiany w budowie histologicznej zylaka w poroéwnaniu z zyta prawidtowa
Zawarto$¢ ziarnistosci w ludzkich neutrofilach

Zmiany biochemiczne 1 morfologiczne w komodrkach wywotlane apoptoza
lub nekroza

Ocena parametrow rownowagi NE-AAT 1 stezenia hsCRP w calej grupie
pacjentéw z PNZ w odniesieniu do grupy kontrolne;j

Wplyw czasu trwania PNZ na analizowane parametry rownowagi NE-AAT

Parametry réwnowagi NE-AAT 1 stezenie hsCRP w grupie chorych kobiet
(PNZ-9) i mezczyzn (PNZ-3)

Parametry rownowagi NE-AAT u kobiet i mezczyzn z PNZ podzielonych
ze wzgledu na postac kliniczng choroby

Parametry réwnowagi NE-AAT u kobiet i mezczyzn z PNZ podzielonych
ze wzgledu na czas trwania choroby

Wplyw czasu trwania PNZ na analizowane parametry rownowagi oksydacyj
no-antyoksydacyjne;j

Parametry réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w grupie chorych kobiet
(PNZ-9) i mezczyzn (PNZ-3)

Parametry réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej u kobiet i mezczyzn
z PNZ podzielonych ze wzgledu na postaé kliniczna choroby

Parametry réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej u kobiet i mgzczyzn
z PNZ podzielonych ze wzgledu na czas trwania choroby

Ocena markerow uszkodzenia $rodbtonka w calej grupie pacjentéw z PNZ
w odniesieniu do grupy kontrolnej

Stezenie markerow uszkodzenia §rodbtonka w grupie chorych kobiet (PNZ-9)
i mezczyzn (PNZ-3)

Stezenie markeréw uszkodzenia $rodblonka u mezczyzn z PNZ podzielonych
ze wzgledu na postac kliniczna i1 czas trwania choroby

Podsumowanie ocenianych parametréw po podziale pacjentéw na kwartyle
ze wzgledu na stezenie NE.
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Tabela 18. Podsumowanie ocenianych parametréw po podziale pacjentdéw na kwartyle
ze wzgledu na aktywnos$¢ elastolityczng surowicy.

Tabela 19. Podsumowanie ocenianych parametréw po podziale pacjentéw na kwartyle
ze wzgledu na aktywnos$¢ AAT.
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