
      Celem projektu jest zbadanie kompensacyjnej roli szlaku MNA/COX-2/PGI2 w toku rozwoju dysfunkcji śródbłonka i
upośledzenia aktywności NO oraz zbadanie skutków farmakologicznej jego aktywacji na aktywność płytek krwi w mysim modelu
niedoboru śródbłonkowego NO.
      1-methylo-nikotynamid (MNA) jest metabolitem nikotynamidu (NA) powstajacym przy udziale metylotransferazy
nikotynamidu (NNMT) w wątrobie. MNA podawany egzogennie wywołuje działanie przeciwzakrzepowe i przeciwzapalne przez
mechanizmy zależne od COX-2/PGI2, a podwyższone stężenie endogennego MNA w przebiegu dysfunkcji śródbłonka
towarzyszącej miażdżycy czy zapaleniu wątroby wskazuje na znaczenie kompensacyjne tej cząsteczki. Prostacyklina (PGI2) jest
mediatorem lipidowym , jednym z najsilniejszych endogennych inhibitorów aktywacji płytek krwi syntetyzowanym z kwasu
arachidonowego z uczestnictwem enzymu cyklooksygenazy-2 (COX-2).
      Stawiamy hipotezę, że endogenny MNA jest regulatorem aktywności układu COX-2/PGI2 i stanowi istotny mechanizm
kompensacyjny uruchamiany wobec upośledzenia wydzielania śródbłonkowego tlenku azotu (NO) będącego głównym
mediatorem śródbłonka. NO poza aktywacją komórek mięśniowych naczyń krwionośnych do rozkurczu i wieloma innymi
ważnymi działaniami naczynioprotekcyjnymi, zapobiega także adhezji oraz agregacji płytek krwi do komórek śródbłonka i przez
to przeciwdziała powstawaniu zakrzepów wewnątrznaczyniowych oraz dysfunkcji śródbłonka.
      Niniejszy projekt ma na celu zweryfikowanie tej hipotezy z wykorzystaniem mysiego modelu nadciśnienia wywołanego przez
farmakologiczne zahamowanie syntezy NO. Zbadany zostanie wpływ niedoboru NO na zmiany aktywności szlaku
MNA/COX-2/PGI2 w oparciu o pomiary stężenia MNA i jego metabolitów (2-Met-PY, 4-Met-PY), profilu eikozanoidów w
osoczu i w moczu w odniesieniu do zmian aktywności płytek krwi, która będzie badana w oryginalnym eseju w pełnej krwi ex
vivo. Zbadanie aktywności płytek krwi i równoczesny pomiar metabolitów PGI2, dostarczy informacji o zmianach aktywności
biologicznej PGI2 uruchamianej w wyniku zahamowania produkcji NO. Badania przeprowadzone będą w toku rozwoju
nadciśnienia wywołanego przez farmakologiczny niedobór NO, jak i po podaniu związków będących egzogennym źródłem MNA
(MNACl) lub MNA i NO (MNANO2, MNANO3, c2913).
      Ważnym elementem tego projektu będzie opracowanie metody analizy ilościowej oznaczania wybranych eikozanoidów w
moczu oraz w osoczu, a także przeprowadzenie walidacji metody. Ponadto, wyniki zebrane w toku realizacji tego projektu
pozwolą na podjęcie próby modelowania PK/PD, obejmującego integrowanie danych farmakokinetycznych, biochemicznych i
farmakodynamicznych opisujących działanie badanych związków, a zarazem aktywność dwóch badanych szlaków – zależnego od
NO i zależnego od PGI2. Podstawą do modelowania PK/PD od strony biochemicznej będą biomarkery aktywacji szlaku
zależnego od NO (NO2-, NO3-) oraz biomarkery zależne od szlaku MNA/COX-2/PGI2 (6-keto-PGF1α, MNA, 2-Met-PY, 4-Met-
PY) analizowane w osoczu. Natomiast od strony biologicznej - aktywacja płytek krwi w warunkach ex vivo, która odzwierciedla
zarówno działanie NO (przez mechanizmy zależne od cGMP), jak i PGI2 (przez mechanizmy zależne od cAMP) a zostanie ona
zbadana na podstawie stężenia TXB2.
      Realizacja projektu pozwoli na zrozumienie współzależności pomiędzy aktywnością szlaku MNA/COX-2/PGI2, a stanami
różnego stopnia upośledzenia biodostępności śródbłonkowego NO w rozwoju nadciśnienia tętniczego krwi u myszy.
Nowatorskim aspektem zaproponowanego projektu jest zastosowanie substancji będących egzogennym źródłem MNA i NO
których zastosowanie pozwoli na regulację biodostępności MNA i co za tym idzie aktywności COX-2/PGI2, oraz zwiększenie
biodostępności NO u myszy z niedoborem NO. Chociaż znany jest fakt, że MNA ma działanie przeciwzakrzepowe oraz
przeciwpłytkowe poprzez aktywację układu COX-2/PGI2, jednakże, jak dotąd nie ma badań które próbowały by opisać relatywne
znaczenie układu zależnego od NO i od MNA/COX-2/PGI2 w regulacji aktywności płytek krwi w stanach o różnym stopniu
upośledzenia biodostępności śródbłonkowego NO.
      Niniejszy projekt o charakterze interdyscyplinarnym, obejmujący badania analityczne, farmakokinetyczne i farmakologiczne
pozwoli nie tylko na opracowanie nowych metod (profilowanie eikozanoidów LC/MS/MS) i rozwój nowych narzędzi
badawczych (modelowanie PK/PD), ale przede wszystkim przyczyni się do lepszego zrozumienia kompensacyjnej roli szlaku
MNA/COX-2/PGI2 uruchamianego w toku rozwoju dysfunkcji śródbłonka i postępującego zmniejszenia biodostępności NO. Na
podstawie wyników planowanych badań przeprowadzonych podczas realizacji projektu, będziemy mogli odpowiedzieć na pytanie
czy MNA jest regulatorem aktywności układu COX-2/PGI2 i czy jego podniesione endogenne stężenie stanowi istotny
mechanizm kompensacyjny uruchamiany wobec upośledzenia wydzielania śródbłonkowego NO oraz zbadamy jaka jest jego
funkcjonalna rola w odniesieniu do regulacji czynności płytek krwi. Realizacja projektu pozwoli na zrozumienie nowych
mechanizmów, które mogą mieć znaczenie w dysfunkcji śródbłonka naczyniowego a przez to w rozwoju chorób sercowo-
naczyniowych.


