Choroby uktadu krazenia sg najczestsza przyczyng zgondéw w krajach cywilizacji zachodniej. Wsp6lnym elementem ich
patomechanizmu jest zwiekszona naczyniowa produkcja reaktywnych form tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species)
skutkujaca naczyniowym stresem oksydacyjnym. Wazng konsekwencjg stresu oksydacyjnego jest dysfunkcja srodbtonkowa, o
ktorej wiadomo, ze jest czynnikiem ryzyka zgondéw w rdéznych postaciach choroby sercowo-naczyniowej. Paradoksalnie,
mechanizm stresu oksydacyjnego jest stabo poznany. Wskazuje na to chociazby fakt, ze kliniczne proby zapobiegania chorobie
Sercowo-naczyniowej przy pomocy anty-oksydantéw zakonczyty sie niepowodzeniem.

Naczyniowy stres oksydacyjny; W komdrkach organizméw tlenowych, produktem ubocznym enzymatycznych reakcji oksydo-
redukcyjnych (np. mitochondrialna fosforylacja oksydacyjna) jest przeniesienie elektronu na tlen i powstanie anionorodnika
ponadtlenkowego (O, + e- - Oy), tj. czasteczki O, z nadmiarowym, niesparowanym elektronem (wolny rodnik tlenowy).
Wyijatkowa pod tym wzgledem jest oksydaza NADPH, ktorej jedyna znana funkcja jest produkcja O, (ewentualnie H,0,). O, -
zapoczagtkowuje kaskade reakcji wolnorodnikowych, ktorej produktami sa: nadtlenoazotyn (ONOO-), nadtlenek wodoru (H,0, ),
rodnik wodorotlenowy (OH*) i kwas podchlorawy (HCIO) (Ryc. 1). Substancje te cechuje duza reaktywno$¢ chemiczna (stad
termin ROS, sg akceptorami lub donorami elektronu i odpowiednio utleniaczami lub reduktorami). W matych stezeniach stuza
jako przekazniki informacji w fizjologicznej transdukcji sygnatéw, a w wiekszych sg toksyczne. Ich efekty komérkowe wynikaja
z faktu, ze atakuja: (i) tlenek azotu (NO), co ogranicza biodostepnos¢ NO i skutkuje dysfunkcja Srédbtonkowa. Réwnoczesnie
powstaje nadtlenoazotynu (O,” + NO — ONOO"), ktory jest zrodtem toksycznego rodnika OH*, oraz skutkuje S-nitrozylacja
biatek, co zmienia ich wasciwosci (Ryc. 1); (ii) reszty —SH aminokwasow (gtdwnie cysteiny), co skutkuje zmiang wiasciwosci
biatek; (iii) lipidy w miejscu ich nienasyconych wigzan, co zaburza strukture fosfolipidéw btonowych oraz (iv) kwasy
nukleinowe, ktérych destrukcja skutkuje zaburzeniami genomu komoérkowego. Ochrone przed toksycznoscig ROS zapewniaja,
m.in., enzymy SOD, katalaza i peroksydaza glutationu. Termin ,,stres oksydacyjny” odnosi sie do stanéw, w ktérych produkcja
ROS przewaza nad ich eliminacja i ujawniaja sie niepozadane efekty ROS.
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Wszystkie czynniki ryzyka choroby sercowo-naczyniowej (hypercholesterolemia, nadcisnienie, starzenie, palenie papierosow,
otytos¢, cukrzyca i inne) skutkujg zwiekszong naczyniowg produkcjg O,-. Aktualna hipoteza zaklada, ze O, dziatajac: (i) per se
lub poprzez H,O,; (ii) poprzez inaktywacje NO lub (iii) przez nadtlenoazotyn i S-nitrozylacje, aktywuje rozne sktadowe
komdrkowych szlakéw sygnalizacyjnych (np. kinazy MAP, kinazy tyrozynowe, fosfatazy, czynniki transkrypcyjne), co
ostatecznie skutkuje indukcjg pro-zapalnego i pro-miazdzycowego fenotypu $ciany naczyniowej (np. indukcja molekut
adhezyjnych), jej przewlektym zapaleniem i przebudowa.

Oksydaza NADPH i jej izoformy (Nox); Jedyng funkcjg Nox jest produkcja ROS i enzym ten prawdopodobnie odgrywa
centralng role w mechanizmie stresu oksydacyjnego. Takze dlatego, ze indukuje produkcje ROS przez inne systemy
enzymatyczne (mitochondria, oksydaza ksantynowa, zmodyfikowana oksydatywnie $rodblonkowa syntaza NO, tzw.
rozprzegnieta eNOS) . Nox ma kilka izoform roznigcych sie mechanizmem aktywacji, komdrkowsq lokalizacjg i rodzajem
produkowanego ROS. W uktadzie krazenia u ludzi (i $winek morskich, badania wiasne) obecne sg izoformy Nox1, Nox2, Nox4 i
Nox5, a u myszy i szczurdw — tylko Nox1, Nox2 i Nox4. Izoformy Nox1/2 sg najlepiej poznane. Sg enzymami zwigzanymi z
btong komorkowa (m. in. komoérek $rodbtonka) i produkuja O, zardwno do $rodka jak i na zewnatrz komdrek. Nox4 i Nox5 sg
zwigzane z btonami wewnatrzkomérkowymi, ale ich rola biologiczna jest stabo poznana. W modelach stresu oksydacyjnego u
gryzoniow stwierdza sie wzrost aktywnosci enzymatycznej Nox oraz wzrost ekspresji Nox1/2. Podobnie w naczyniach ludzi z
miazdzyca czy cukrzyca opisano naczyniowg nadekspresje Nox1/2 oraz Nox5. Stad przekonanie, ze ,,up-regulacja”, gtdéwnie
Nox1/2, jest przyczyna naczyniowego stresu oksydacyjnego. Ostatnio pokazano, ze farmakologiczna indukcja ekspresji Nox4 ma,
paradoksalnie, protekcyjne dziatanie naczyniowe, natomiast eliminacja genu Nox4 skutkuje niekorzystnymi efektami
Srodbtonkowymi. Moze to by¢ konsekwencjg faktu, ze Nox4 produkuje H,O,, a Nox1/2 - O, i ze H,0, i O,” majg odmienne
dziatania sygnalizacyjne. Dla przykfadu, O, skutkuje aktywacja gtéwnie czynnika transkrypcyjnego NFkB, a H,0, czynnika
transkrypcyjnego Nrf2. Istnieje takze sugestia, ze Nox4 dziata korzystnie na naczynia poprzez indukcje ekspresji srodbtonkowej



syntazy NO (eNOS) i srodbtonkowej produkcji NO.

Celem ogo6lnym obecnego projektu jest zbadanie indywidualnej roli réznych izoform Nox w mechanizmie stresu
oksydacyjnego, w tym weryfikacja hipotezy, ze: (i) przyczyna naczyniowego stresu oksydacyjnego moze by¢ zaréwno ,up-
regulacja” toksycznych Nox1/2 jak i ,,down-regulacja” protekcyjnej Nox4; (ii) ze Nox1/2 i Nox4 wzajemnie regulujg swojg
ekspresje, oraz (iii) ze mozliwym posrednikiem w mechanizmie tej regulacji jest srodbtonkowy NO. W celu weryfikacji tych
hipotez proponuje realizacje trzech zadan:

1. Zbhadanie sercowej ekspresji Nox1/2 i Nox4 w dwdch réznych modelach stresu oksydacyjnego (stres towarzyszacy sezonowi
letniemu oraz cukrzycy typu | indukowanej streptozotocyng) u dwoch gatunkéw zwierzat (Swinka morska, szczur). W tym
kontekscie wykonatam juz wstepne eksperymenty, ktére, w zgodzie z hipoteza, pokazaty, ze kazdemu z tych czterech modeli
eksperymentalnych towarzyszyt: wzrost sercowej produkcji O,", enzymatycznej aktywnoSci Nox i ekspresji Nox1 i Nox2 oraz
spadek sercowej ekspresji Nox4 i eNOS (analiza Western blot). Okazato sie takze, ze istniata dodatnia liniowa korelacja miedzy
sercowa produkcja O, i ekspresja Nox1 i Nox2 (ale nie Nox4) oraz ujemna liniowg korelacja miedzy ekspresja Nox2 i Nox4.

2. Zbadanie wptywu treningu fizycznego i diety wzbogaconej o azotyny na poziom sercowej ekspresji Nox1/2 i Nox4 oraz na
liczne wyktadniki (i) stresu oksydacyjnego; (ii) homeostazy NO oraz (iii) pro-zapalnej aktywacji srodbtonka u szczurdw z
cukrzyca typu I. Trening fizyczny i azotyny, sg interwencjami, o ktérych wiadomo, ze indukujg ekspresje eNOS oraz
przeciwdziatajg nadekspresji Nox2 i stresowi oksydacyjnego w roznych zwierzecych modelach stresu oksydacyjnego. Od
niedawna wiadomo takze, ze azotyny, przy udziale réznych ustrojowych reduktaz, sg przeksztatcane do NO, ktéry nastepnie
skutecznie zastepuje/uzupetnia NO produkowany przez srédbtonek;

3. Zbadanie, wptywu przewlektego zahamowania eNOS (inhibitor L-NAME podawany w wodzie pitnej) u normalnych szczuréw
na poziom sercowej ekspresji Nox1/2 i Nox4 oraz na wyktadniki (i) stresu oksydacyjnego; (ii) homeostazy NO oraz (iii) pro-
zapalnej aktywacji Srédbtonka.

Jezeli moja hipoteza badawcza jest stuszna to: (i) cukrzycy powinien towarzyszy¢ wzrost ekspresji Nox1/2 i spadek ekspresji
Nox4, spadek ekspresji eNOS i zwiekszona $rodblonkowa ekspresja molekut adhezyjnych (ICAM-1 i VCAM-1, miara
prozapalnej aktywacji srédbtonka); (ii) podobne efekty jak cukrzyca powinno mie¢ przewlekte zahamowanie eNOS oraz (iii)
trening fizyczny i azotyny powinny zapobiega¢ efektom cukrzycy.

Pozytywna weryfikacja hipotezy, moze sta¢ sie impulsem do poszukiwania strategii leczenia stresu oksydacyjnego (i choroby
sercowo-naczyniowej) polegajacych: (i) na wybidrczej eliminacji jednego konkretnego, a nie wszystkich rodzajow ROS i/lub (ii)
na wybiérczym hamowaniu (badz aktywacji) jednej konkretnej, a nie wszystkich naraz, izoform Nox.



