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Wprowadzenie

Niewydolnos¢ serca (NS) to stan charakteryzujacy si¢ wzmozong aktywacja osi
renina-angiotensyna-aldosteron (RAA) i ukfadu wspotczulnego (SNS), a takze dziatajacego
antagonistycznie do nich uktadu peptydow natriuretycznych (NP). Modulacja powyzszych
ukladéw wykorzystywana jest w terapii NS. Dotychczas podejmowano wiele prob
wykorzystania kardioprotekcyjnego wptywu NP poprzez tworzenie syntetycznych peptydow
natriuretycznych, badz ingerencj¢ w uklad klirensowy NP (inhibicja neutralnej
endopeptydazy (NEP)). Préby te okazaly si¢ nieskuteczne, gdyz ten relatywnie
niespecyficzny enzym rozklada duzg liczbe czasteczek o dziataniu wazoaktywnym (w tym
angiotensyne II i bradykinine), a dopiero koncepcja jednoczesnego hamowania osi RAA
i maksymalizacji dziatania peptydow natriuretycznych na uklad sercowo-naczyniowy
poskutkowala stworzeniem inhibitora receptoréw angiotensyny II i neprylizyny (ARNI) oraz
otworzyta nowe mozliwosci leczenia niewydolnosci serca.

Dziatajac przez receptory NPR-A, NPR-B i NPR-C peptydy natriuretyczne reguluja
napiecie $cian naczyn, rownowage wodno-sodowa, diurezg, procesy widknienia oraz procesy
przebudowy migsnia sercowego i naczyn. NPR-C i neutralna endopeptydaza (NEP) stanowia
komponenty uktadu klirensowego, eliminujacego peptydy natriuretyczne z krwioobiegu.
NPR-A i NPR-B s3 zwigzane ze szlakiem sygnatowania cyklazy guanylowej (GC — zwiazanej
z ¢GMP), a stymulacja naczyniowego NPR-C skutkuje hamowaniem dziatania cyklazy
adenylowej (AC — zwigzanej z cAMP) i wzrostem aktywnosci fosfolipazy C (PLC —
zwigzanej z IP3). Dotychczasowe badania pokazuja, ze w niewydolnosci serca dochodzi do
istotnych zmian zaré6wno w zakresie ekspresji NP, ekspresji i funkeji efektoréw NP, a takze
ukladu klirensowego. Brakuje jednak spdjnej oceny zmian w systemie peptydow

natriuretycznych w ludzkim modelu niewydolnosci serca.

Cele badania

W naszym badaniu podjeliSmy si¢ wszechstronnego scharakteryzowania zmian
w ekspresji peptydow natriuretycznych 1 ich receptoréw na poziomie mRNA
i bialek, jak rowniez odpowiedzi receptoréw na specyficzng i niespecyficzng stymulacjg, a
takze  ekspresji i  aktywno$ci  komponentow  ukladu  klirensowego NP

w sercach i naczyniach pobranych od pacjentéw z niewydolnoscia i bez niewydolnosci serca.

Material i metody



Oznaczenia przeprowadzono w 43 sercach (lewa komora) pobranych od pacjentow z
zaawansowang niewydolnoscig serca kwalifikowanych do transplantacji, grup¢ kontrolng
stanowito 12 serc (lewa komora) od zdrowych dawcéw, ktore nie zostaty zakwalifikowane do
przeszezepu. Oznaczen w naczyniach (aorty) dokonano na materiale od 17 pacjentow z
niewydolnoscia serca i 8 dawcow niezakwalifikowanych do przeszczepu serca. Ekspresj¢ NP,
ich receptor6w na poziomie mRNA i bialek oznaczono metodg, odpowiednio, RT-PCR
i ELISA, ekspresje NEP na poziomie biatkowym oznaczano metodg ELISA. Funkcj¢ NPR-A
i NPR-B oceniano przez oznaczenie stezen cGMP przed i po stymulacji syntetycznymi,
specyficznymi agonistami receptoréw (ANP dla NPR-A i CNP dla NPR-B), oraz
niespecyficznym stymulatorem cyklazy guanylowej (TritonX). Funkcje NPR-C w sercu
i w aorcie oceniono oznaczajac stezenia cAMP oraz IP; przed i po stymulacji specyficznym
ligandem NPR-C, cANFs;. jak réwniez po podaniu niespecyficznych czynnikow
stymulujgcych  (forskolina) lub  hamujacych  (2'.3'-dideoksyadenozyna - DDA)
dziatanie  cyklazy adenylowej. Oceny aktywnosci NEP  dokonano testem

immunofluorescencyjnym.

Wyniki

Sredni wiek w grupie badanej wynosil 49,5 = 12,1 lat, $rednia klasa NYHA 3,5 = 0,5.
Dominujgcymi przyczynami NS byly kardiomiopatia rozstrzeniowa (48,8%) oraz choroba
niedokrwienna serca (30,2%). Parametry echokardiograficzne w grupie badanej Swiadczyly
o istotnym uszkodzeniu funkcji lewej komory (LVEDD 68,7 «+10,5mm, LVEF
21,1 = 10,2%). Parametry hemodynamiczne odzwierciedlaly uposledzong funkcje migsnia
sercowego (CO 3,9 = 1,4 1/min, mPWP 21,4 +9,2 mmHg) i cechy nadcis$nienia plucnego
(mPAP 29,3 = 11,1 mmHg, sPAP 42,79 = 14,37 mmHg, PVR 2,5 = 1,6 j.W.). W parametrach
biochemicznych stwierdziliémy znaczne pobudzenie neurohormonalne (Srednie NT-proBNP
5986 + 5 270,6 pg/ml). Pacjenci otrzymywali optymalne leczenie NS, w tym m.in.: inhibitory
konwertazy angiotensyny — 86,36%, beta blokery — 95,45%, antagonisci aldosteronu —
90,91%, diuretyki — 95,45%. Zaden pacjent nie otrzymywat leku z grupy ARNI. W grupie
kontrolnej $redni wiek dawcoéw wynosit 33,8 + 11,5 roku, pacjenci prezentowali stabilny stan
hemodynamiczny, funkcja skurczowa lewej komory pozostawata prawidlowa. Parametry
biochemiczne nie odbiegaty od wartosci prawidiowych.

W sercach niewydolnych odnotowalismy istotny wzrost ekspresji ANP i BNP
w stosunku do serc wydolnych zaréwno na poziomie mRNA (odpowiednio: 24,4-krotny



1 13,3-krotny wzrost ekspresji; p=0,0004 i p=0,0441), jak i bialkowym (3,39 + 3,58 vs.
1,2 = 1,19 ng/mg biatka dla ANP, p=0,001; 94,11 = 56,59 vs. 26,18 + 12,79 ng/mg biatka
dla. BNP, p<0,0001). Ekspresia mRNA dla CNP byla zredukowana
w niewydolnym sercu (0,12 poziomu ekspresji w sercach wydolnych, p=0,0191), lecz
stwierdziliSmy istotnie podwyzszony poziom CNP na poziomie biatkowym (12,07 = 7,37 vs.
7,645 = 1,26 ng/mg biatka, p = 0,015). Po dokonaniu podzialu grupy badanej na etiologie
niedokrwienng (n = 13) i nie-niedokrwienng (n = 30) nie obserwowalismy roznic w ekspresji
peptydéw natriuretycznych na poziomie mRNA (p=0,32 dla ANP, p=0,84 dla BNP,
p = 0,35 dla CNP), jak i biatek (p = 0,18 dla ANP, p = 0,61 dla BNP, p = 0,08 dla CNP).

Ekspresja NPR-A i NPR-B pozostawala stabilna zaréwno na poziomie mRNA (0,89
poziomu ekspresji w sercach wydolnych, p=0.394 dla NPR-A; 0,98 poziomu ekspresji w
sercach wydolnych, p = 0,445 dla NPR-B), jak i biatek (21,53 = 7,5 vs. 22,83 =+ 8,24 ng/mg
biatka, p=0,578 dla NPR-A; 10,46 = 6,75 vs 11,07+3,03, p=0,168 dla NPR-B). Ekspresja
NPR-C w sercach niewydolnych ulegala zwigkszeniu na poziomie mRNA (2,93-krotny
wzrost w stosunku do serc wydolnych, p <0,00001), lecz byla istotnie zredukowana na
poziomie biatkowym (4,86 £ 1,94 vs 7,56 = 1,86 ng/mg biatka, p=0,001). W ocenie etiologii
nie stwierdzilismy istotnych réznic w ekspresji receptoréw na poziomie mRNA (p = 0,38 dla
NPR-A, p = 0,64 dla NPR-B, p = 0,21 dla NPR-C), natomiast na poziomie biatek, jedynie
NPR-C wykazywalo istotnie wyzsza ekspresj¢ w sercach niewydolnych z powodu
kardiomiopatii niedokrwiennej (6,40 +1,4 vs. 4,19+ 1,82 ng/mg biatka, p < 0,001)
w porownaniu z etiologig nie-niedokrwienng. StwierdziliSmy nieistotny statystycznie trend
w kierunku wyzszej ekspresji NPR-A w etiologii niedokrwiennej (24,77 = 7,11 vs
20,12 + 7,34 ng/mg bialka, p = 0,06), bez roznic w zakresie ekspresji NPR-B (13,71 = 11,31
vs 9,05 = 2,52 ng/mg biatka, p = 0,16).

W ocenie aktywnosci receptorow NPR-A 1 NPR-B zwigzanych z cyklazg guanylowa,
po stymulacji receptoréw odpowiednimi ligandami (ANP dla NPR-A i CNP dla NPR-B)
obserwowaliSmy znamienny wzrost stezenia ¢GMP zaréwno w sercach wydolnych
(z 2,187+0,29 do 4,087 +0,67 pmol cGMP/min/mg biatka, p=0,001 dla NPR-A;
z 2,187+0,29 do 337+038 pmol cGMP/min/mg biatka, p=0,002 dla
NPR-B), jak i niewydolnych (z 1,941 0,59 do 2,714 £ 0,97 pmol ¢cGMP/min/mg bialka,
p=0,0117 dla NPR-A; z 1,941 + 0,59 do 2,714 = 0,71 pmol cGMP/min/mg biatka, p = 0,023
dla NPR-B). U chorych z niewydolnoscig serca odpowiedz NPR-A na stymulacje

zdefiniowana  jako  réznica  pomiedzy  st¢zeniem ¢GMP  po  stymulacji



i w warunkach podstawowych (8) byla zmniejszona w stosunku do serc wydolnych
(0,77 = 1,04 vs. 1,90 = 0,68 pmol cGMP/min/mg biatka, p = 0,020). Natomiast funkcja NPR-
B pozostawala niezmieniona (1,18 0,50 vs 0,77 = 1,07 pmol ¢GMP/min/mg bialtka,
p = 0,255). Aktywnos¢ podstawowa cyklazy guanylowej (przed stymulacja) nie roznita sig
istotnie pomiedzy sercami wydolnymi a niewydolnymi (2,187 = 0,29 vs. 1,941 + 0,59 pmol
¢GMP/min/mg biatka, p = 0,175) pomimo istotnie zwigkszonej ekspresji NP w niewydolnosci
serca. Nie stwierdzilismy tez réznic w odpowiedzi receptoréw na stymulacj¢ w zaleznosci od
etiologii niewydolnosci serca (p = 0,43 dla NPR-A, p = 0,94 dla NPR-B).

Receptor typu C przez wiele lat uwazany byl jedynie za komponent¢ ukladu
klirensowego. Jednak wiele badan wskazywalo na jego podwojng funkcje w (a) usuwaniu NP
z krazenia, (b) w sygnatowaniu wewnatrzkomérkowym zwigzanym ze szlakami cAMP i IP;
i nastepowym efektem antyproliferacyjnym i wazodylatacyjnym. W naszym badaniu
skupiliémy sie na aktywacji szlakow wewngtrzkomorkowych zwiazanych z receptorem
klirensowym w ludzkim sercu i naczyniach.

W ocenie szlaku cAMP w miokardium nie obserwowali$my hamowania aktywnosci
AC po stymulacji NPR-C specyficznym agonista, cANFsp;. w stosunku do wartosci
podstawowych zaréwno w sercach niewydolnych (79,14 5,66 vs 81,33 5,38 pmole
cAMP/mg biatka/min, p = 0,091), jak i wydolnych (85,58 2,40 vs 85,16 = 2,48 pmole
cAMP/mg bialka/min, p=0,728). W obu grupach niespecyficzna, pozareceptorowa
stymulacja AC za pomocg forskoliny powodowata oczekiwany efekt w postaci znamiennego
wzrostu  stezenia cAMP (odpowiednio: 118,23 + 10,38 pmole cAMP/mg biatka/min,
p=0,003; 134,57 = 12,63 pmole cAMP/mg biatka/min, p = 0,001). Obserwowali$my rowniez
znamienne hamowanie AC za pomoca DDA zaréwno w sercach niewydolnych (57,49 = 8,09
pmole cAMP/mg biatka/min, p = 0,007), jak i wydolnych (56,30 = 4,13 pmole cAMP/mg
biatka/min, p < 0,001). Nie stwierdziliémy r6znic pomiedzy dwiema grupami w zakresie
aktywnosci podstawowej (p=0,72), odpowiedzi na stymulacji receptorowej za pomocg
cANF4.2; (p=0.136), odpowiedzi na stymulacj¢ AC forskoling (p = 0,379) oraz odpowiedzi
na hamowanie AC przez DDA (p = 0,320).

W ocenie szlaku PLC w miokardium nie stwierdziliSmy istotnego wzrostu IP; po
stymulacji receptora NPR-C za pomocg cANF,,3 zar6wno w sercach niewydolnych
(0,70 = 0,16 pmol IP3/min/mg bialka przed stymulacjg i 0,73 = 0,25 pmol IP3/min/mg biatka
po stymulacji, p=0,61), jak i w wydolnych (0,57 0,04 pmol IP3/min/mg bialka przed
stymulacja i 0,58 = 0,10 pmol IP3/min/mg biatka po stymulacji, p = 0,87). Jednakze w sercach



niewydolnych podstawowa aktywnos¢ fosfolipazy byla istotnie wyzsza niz w sercach
wydolnych (p < 0,001).

Podsumowujac, zaréwno w sercach wydolnych, jak i niewydolnych nie stwierdzilismy
odpowiedzi na stymulacj¢ NPR-C zaréwno w zakresie aktywacji szlaku cAMP, jak i IP;.

Druga droga eliminacji NP jest zwigzana z neutralng endopeptydaza -
niespecyficznym enzymem rozkladajacym wazoaktywne peptydy, zlokalizowanym
w blonach komérkowych, ale rowniez obecnym krwioobiegu. PrzeprowadziliSmy wiec oceng
zmian ekspresji i aktywnosci tej drogi w niewydolnym migSniu sercowym
w poréwnaniu ze zdrowym miokardium.

Podczas gdy ekspresja NEP na poziomie bialek pozostawata niezmieniona
(205 = 57,92 ng/mg biatka w sercach wydolnych vs 218.48 +78.57 ng/mg biatka
w sercach niewydolnych, p=0,418), aktywnos¢ NEP byta istotnie wyzsza u chorych
z niewydolnos$cia serca (5 424,08 =2 883,13 F/10ug biatka/min) w poréwnaniu z sercami
wydolnymi (1 951,77 = 948,46 F/10ug biatka/min) (p = 0,002). Zidentyfikowali$my réwniez
istotne roznice w sercowej ekspresji NEP w zaleznosci od etiologii niewydolnosci serca —
byla ona istotnie wyzsza w niewydolnosci serca o etiologii niedokrwiennej (262,43 + 48,46
ng/mg biatka) w poréwnaniu z nie-niedokrwiennag (199.43 = 82,03 ng/mg biatka) (p = 0,02).

W przeciwienstwie do serc, w aortach pobranych od oséb bez niewydolnosci serca
obserwowalismy reakcje hamowania cAMP po stymulacji receptora NPR-C za pomocg
cANF4,3 (109,72 = 16,58 pmole cAMP/mg biatka/min przed stymulacjg i 71,54 = 11,14
pmole cAMP/mg biatka/min po stymulacji, p=0,012). W aortach pacjentéw z NS mialo
miejsce paradoksalne zwiekszenie aktywnosci cyklazy adenylowej po stymulacji cANF.)3
(50,44 = 3,04 pmole cAMP/mg biatka/min przed stymulacja vs 57,68 = 3,96 pmole cAMP/mg
biatka/min po stymulacji, p = 0,027). Podobnie jak w tkance pochodzacej z serca, w aortach
obserwowalisSmy istotny wzrost stezenia cAMP po podaniu forskoliny w aortach z serc
wydolnych i niewydolnych (odpowiednio: 155,12 = 18,78 pmole cAMP/mg biatka/min,
p=0,012; 138,51 +7.85 pmole cAMP/mg biatka/min, p<0,001) oraz znamienne
zahamowanie jego produkcji po podaniu DDA (odpowiednio: 65,85 = 11,75 pmole cAMP/mg
biatka/min, p = 0,012; 33,78 + 2,60 pmole cAMP/mg biatka/min, p <0,001). Stwierdzili$my
istotne réznice pomiedzy aortami z serc wydolnych i niewydolnych w aktywnosci
podstawowej AC (p <0,001), w nasileniu i kierunku odpowiedzi na cANF4; (p <0,001)
oraz nasileniu odpowiedzi na forskoline (p < 0,01) i DDA (p = 0,009), ktére byly znacznie

silniej wyrazone w aortach z serc wydolnych.



Whioski

W zaawansowanej NS ekspresja ANP i BNP istotnie wzrastala, zarowno na poziomie
transkrypcji, jak i translacji. Ekspresia mRNA dla CNP byla istotnie zmniejszona, przy
znamiennie wyzszej zawartosci CNP na poziomie biatkowym, (moze to sugerowac
zwigkszona pozasercowa produkcje CNP w NS). Nie stwierdziliSmy wplywu etiologii na
ekspresje¢ peptydéw natriuretycznych.

Ekspresja receptoréow NPR-A i NPR-B nie ulegta zmianie zaréwno na poziomie
mRNA, jak i bialek, ekspresia NPR-C na poziomie mRNA byta podwyzszona, a ulegata
obnizeniu na poziomie biatkowym (moze to wskazywa¢ na modyfikacj¢ post-translacyjna lub
zwiekszony rozktad receptora podczas rozkladu NP - internalizacja i degradacja lizosomalna).
Etiologia nie réznicowata ekspresji receptorow NPR-A/NPR-B, podczas gdy NPR-C
wykazywal wyzszg ekspresje (biatko) w sercach z niedokrwienng niewydolnoscia serca.

W odniesieniu do funkcji receptorow dla peptydéw  natriuretycznych,
w niewydolnym mie$niu sercowym stwierdziliémy uposledzenie funkcji receptora NPR-A
i brak zmian w funkcji NPR-B.

W ocenie funkcji sercowego receptora NPR-C nie obserwowali$my istotnego wptywu
specyficznej  stymulacji NPR-C  na  szlaki ~ wewnatrzkomérkowe — zwiazane
z cyklaza adenylowg oraz fosfolipaza C zaréwno w sercach wydolnych, jak
i niewydolnych (moze to wskazywaé na pelnienie przez ten receptor funkcji klirensowej
w sercu). W sercach niewydolnych obserwowalismy istotnie podwyZszong wyjsciowg
aktywnos$é fosfolipazy C, jednak wydaje si¢, ze nie byta ona regulowana za posrednictwem
receptora NPR-C.

W ocenie NEP stwierdzili$my brak zmian w ekspresji tego enzymu miedzy sercami
wydolnymi a  niewydolnymi oraz istotnie podwyzszong aktywnos¢ NEP
w niewydolnym sercu (moze byé to potencjalnie czynnikiem sprzyjajacym eliminacji
peptydéw natriuretycznych). W podziale na etiologie, stwierdziliSmy wyzsza ekspresj¢ NEP
w uszkodzeniu serca o przyczynie niedokrwienne;.

Odmiennie niz w sercu, w aorcie specyficzna stymulacja receptora NPR-C skutkuje
modyfikacja dziatania szlaku AC: w aortach pochodzacych z serc wydolnych
obserwowali$my hamowanie formowania ¢AMP, podczas gdy w aortach pochodzacych

z serc niewydolnych stwierdzilismy wzrost cAMP. Réwniez wyjsciowa aktywnos¢ AC byta



istotnie nizsza w aortach z serc niewydolnych w poréwnaniu z wydolnymi, a odpowiedz AC

na nieswoistg stymulacje i hamowanie byla istotnie zmniejszona.

Slowa kluczowe

peptydy natriuretyczne, receptory dla peptydéw natriuretycznych, neutralna endopeptydaza,

cyklaza guanylowa, cyklaza adenylowa, fosfolipaza C, niewydolnos¢ serca
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