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‘Nuclear factor kappa B’ in perifere leukocyten is verhoogd bij patiénten met
ischemie-reperfusieschade
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Tijdens oxidatieve fosforylering wordt zuurstof gro-
tendeels gereduceerd tot onschadelijke produkten; een
klein gedeelte van deze zuurstof wordt echter omge-
zet in reactieve zuurstofradicalen. Dit proces vindt
voortdurend in beperkte mate plaats in het lichaam.
In normale omstandigheden is er evenwicht tussen de
‘scavenging’-mechanismen voor zuurstofradicalen en
de productie ervan. Als dat evenwicht verstoord wordt
en er meer zuurstofradicalen geproduceerd worden dan
er onschadelijk gemaakt kunnen worden, spreken we
van oxidatieve stress; een situatie met een overmaat
aan radicalen die schade aan diverse celcomponenten
tot gevolg heeft.

Van een groot aantal acute en chronische aandoenin-
gen is aangetoond dat zij gepaard gaan met verhoogde
oxidatieve stress (1), waarbij zuurstofradicalen zowel
schade veroorzaken aan weefsels als dat zij het gevolg
zijn van deze schade. Meting van oxidatieve stress zou
daarom gebruikt kunnen worden om weefselschade
en/of de reactie daarop in kaart te brengen.
Transcriptiefactor ‘nuclear factor kappa B’ (NFKB)
speelt een sleutelrol in de reactiecascade geinitieerd
door oxidatieve stress (2). Expressie is verhoogd bij
oxidatieve stress, 0.a. in skeletspier (3, 4). Spierbiopten
lenen zich echter niet tot veelvuldige afname; moni-
toren van de mate van oxidatieve en/of fysiologische
stress via meting van NFKB in perifere leukocyten,
middels eenvoudige venapunctie te verkrijgen, is mo-
gelijk een patiéntvriendelijker alternatief.

Omdat messenger-RNA (mRNA) sneller geinduceerd
wordt dan het overeenkomstige eiwit, de amplitude
van de inductie meestal groter is en NFKB een intra-
cellulair eiwit is dat niet gesecreteerd wordt, gaat de
voorkeur uit naar meting van het messenger-RNA van
NFKB in perifere leukocyten.

Reperfusie na myocardinfarct leidt tot verhoogde
oxidatieve stress en een inflammatoire respons (5-7).
Daarom hebben we bij patiénten met een myocard-
infarct (AMI), die behandeld worden met percutane
coronaire interventie (PCI), de invloed van oxidatieve
stress en inflammatoire respons op mRNA-expressie
van NFKB in perifere leukocyten onderzocht.
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Methoden en materialen

Negen patiénten met een AMI werden na schriftelijke
toestemming geincludeerd. AMI werd als volgt gede-
finieerd: (i) symptomen van myocardinfarct die mini-
maal 30 minuten aanhouden en niet verdwijnen met
aspirine, heparine of nitroglycerine; (ii) gelijktijdige
verhoging van het ST-segment van meer dan 1 mm
(0,1mV) bij twee of meer ECG’s en (iii) concentra-
tie cardiaal troponine-I (cTnl) is hoger dan de afkap-
waarde 10 uur na optreden van de symptomen. Om
een reinfarct uit te sluiten, werden patiénten waarvan
de concentratie cTnl bij binnenkomst hoger was dan
de afkapwaarde, niet geincludeerd. Bloed werd afge-
nomen bij binnenkomst in het ziekenhuis en 10, 16 en
24 uur na optreden van de symptomen. PCI werd zo
snel mogelijk na opname uitgevoerd.

Het bloed werd afgenomen in PAXgene™ Blood RNA
Tubes (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) en on-
middellijk ingevroren. RNA werd uit volbloed geiso-
leerd met het PAXgene™ Blood RNA System (Qiagen,
Valencia, CA) zoals beschreven in de bijsluiter. ‘Copy’-
DNA werd vervolgens overgeschreven uitgaande
van ongeveer 50 ng RNA met random hexameren
en Tagman Reverse Transcription Reagents (Applied
Biosystems, Foster City, CA) volgens de richtlijnen in
de bijsluiter.

B-glucuronidase (GUSB) en NFKB werden gekwanti-
ficeerd met Tagman Universal PCR Master Mix (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA) en zelf ontworpen
primers en probes. Alle analyses werden uitgevoerd
op een Applied Biosystems 7500-systeem. De 2*Ct-
methode werd gebruikt voor relatieve kwantificatie
met GUSB als referentiegen en het gemiddelde van
twee normale patiénten als kalibrator (8).

Tabel 1. Messenger-RNA-expressie van NFKB bij patiénten
met acuut myocardinfarct op verschillende momenten na per-
cutane coronaire interventie (PCI) vergeleken met de waarde
bij binnenkomst voor PCI (Wilcoxon rank test).

*: Significant verschil (p<0,05).

Tijd na tijd na PCI (u) mRNA NFKB P
symptomen (u) (gem.=S.D.) inleukocyten
(gem.x S.D.) (gem.x S.D.)

3014 n.v.t. 1,32+ 0,37 n.v.t.
98+ 1,1 6,718 1,54 £0,35 0,069
16,1 £1,1 13,0£1.4 1,74 £0,39 0,011*
233+£1.,8 20,220 1,72 £0,39 0,051
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Omdat de expressie van NFKB niet normaal verdeeld
was (Kolmogorov-Smirnov-test), werden de resul-
taten op de verschillende tijdstippen na PCI met een
gepaarde Wicoxon Signed Rank Test vergeleken met
de resultaten voor PCI.

Resultaten

Patiénten kwamen 3,0+1,4 uur (gemiddelde +S.D.) na
begin van de symptomen binnen. De eerste bloedafna-
me vond plaats bij binnenkomst, voor PCI. We vonden
een trend naar verhoogde NFKB-expressie in leukocy-
ten bij de eerste bloedafname na PCI, ongeveer 10 uur
na optreden van symptomen, of ook 7 uur na PCI (zie
tabel 1 en figuur 1). Expressie van NFKB was signi-
ficant verhoogd 16 uur na optreden van symptomen,
of 13 uur na PCI. Bij afname 24 uur na symptomen is
er nog steeds een trend naar verhoogde expressie van
NFKB, maar deze is niet significant.

Discussie

Veel acute en chronische aandoeningen zijn geassoci-
eerd met een verhoogde oxidatieve stress met schade
aan nucleinezuren, eiwitten en lipiden als gevolg. Me-
ting van oxidatieve stress zou daarom nuttig kunnen
zijn in het volgen van het ziekteverloop of de reactie
op antioxidatieve therapie.

Biochemische reactieprodukten van de cascade geini-
tieerd door oxidatieve stress, zoals malondialdehyde
en F2-isoprostanen, worden gebruikt als markers voor
oxidatieve stress. Hoewel de gemiddelde waarden in
groepen met en zonder verhoogde stress vaak ver-
schillen, is het discriminerend vermogen om indivi-
duele patiénten met oxidatieve stress te identificeren
vaak onvoldoende (9-12). Reperfusie na ischemie is
geassocieerd met verhoogde oxidatieve stress en een
inflammatoire respons, aantoonbaar in perifeer bloed:
verhoogde concentraties na reperfusie werden ook ge-
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Figuur 1. Boxplots van de mRNA-expressie van NFKB bij pa-
tiénten met acuut myocardinfarct bij binnenkomst in het zieken-
huis en de waarden na Percutane Coronaire Interventie (PCI):
10 uur na optreden van symptomen (10u), 16 uur na sympto-
men (16u) en 24 uur na symptomen (24u). Uitbijters (°) zijn
waarden die tussen 1,5 en 3 interquartiele ranges (IQR’s) van
het uiteinde van de box verwijderd zijn, extreme waarden (*)
zijn meer dan 3 IQR’s van het uiteinde van de box verwijderd.
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vonden voor malondialdehyde (5), ‘soluble vascular
cell adhesion molecule-1’ (13), 8-iso-prostaglandine-
F2a (6, 7) en ‘high sensitive’ CRP (6). Wij hebben
mRNA-expressie van NFKB onderzocht in leukocy-
ten bij patiénten met reperfusie na myocardischemie
omdat NFKB een cruciale rol speelt en de expressie
ervan verhoogd is bij oxidatieve stress (3, 4, 14). Bij
patiénten met PCI na AMI vonden we 16 uur na optre-
den van symptomen, of ook 13 uur na PCI, significant
verhoogde NFKB-expressie vergeleken met de waar-
de voor PCI. Bij afname 10 en 24 uur na symptomen
was er een trend naar verhoogde expressie die echter
niet significant was. Wat de bron is van oxidatieve
stress/inflammatie bij deze patiénten, is niet duidelijk.
Bij ischemie-reperfusiepati€nten zijn er aanwijzingen
voor verhoogde oxidatieve stress en inflammatie in het
myocard (15) en voor systemische endotheelactivatie
(13, 16).

Electieve PCI zonder voorafgaand AMI is ook geasso-
cieerd met verhoogde oxidatieve stress vergeleken met
de uitgangswaarde voor de ingreep (7). Het is daarom
niet waarschijnlijk dat de verhoogde oxidatieve stress
enkel te wijten is aan de verhoogde oxidatieve stress
ten gevolge van het myocardinfarct. Wel was de be-
studeerde groep beperkt tot slechts 9 patiénten; beves-
tiging van deze resultaten met grotere aantallen is dus
nodig. Ook zal de waarde van deze parameter onder-
zocht worden bij andere aandoeningen en zal NFKB-
expressie vergeleken worden met de reeds beschreven
markers voor oxidatieve stress. Expressie van NFKB
in perifere leukocyten in functie van oxidatieve stress
is niet eerder beschreven. De resultaten zijn veelbelo-
vend en nodigen uit tot verder onderzoek.
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