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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Reaktywne formy tlenu odgrywaja istotna role w patogenezie miazdzycy. Gtéwnymi mecha-
nizmami odpowiedzialnymi za promiazdzycowe dzialanie RFT sa: oksydacyjna modyfikacja
lipoprotein niskiej gestosci, inaktywacja tlenku azotu oraz modulowanie redox-wrazliwych
drég sygnalnych. RFT mogg sie przyczynia¢ do uruchamiania wielu mechanizméw istotnych
dla patogenezy miazdzycy, takich jak: dysfunkcja komérek §rédbtonka, rekrutacja monocytéw/
makrofagéw iich aktywacja, stymulacja odpowiedzi zapalnej czy indukcja migracji i proliferacji
komérek miesni gtadkich. Gléwnym zrédlem reaktywnych form tlenu w komérkach $ciany
naczynia jest oksydaza NADPH. Enzym ten sktada sie z dwdch elementéw potaczonych z btong
(gp91Phox i p22rhox) i trzech elementéw w cytosolu (p47°hox, p67°hox, p40Phox), Dodatkowo w sktad
oksydazy wchodza mate biatka rac1 lub rac2. Zidentyfikowano siedem réznych izoform tego
enzymu z czego cztery (NOX1, 2, 4 i 5) funkcjonujg w uktadzie sercowo-naczyniowym. W arty-
kule oméwiono role stresu oksydacyjnego i enzyméw z rodziny NOX w patogenezie miazdzycy.
Ponadto przeanalizowano badania eksperymentalne, ktérych celem bylo zbadanie zaleznosci
miedzy enzymami z rodziny NOX a miazdzyca.
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Summary

Reactive oxygen species (ROS) play a key role in the pathogenesis of atherosclerosis. The main
mechanisms which are involved are low-density lipoprotein oxidative modification, inactiva-
tion of nitric oxide and modulation of redox-sensitive signaling pathways. ROS contribute to
several aspects of atherosclerosis including endothelial cell dysfunction, monocyte/macro-
phage recruitment and activation, stimulation of inflammation, and inducing smooth muscle
cell migration and proliferation. NADPH oxidase is the main source of ROS in the vasculature.
This enzyme consists of a membrane-bound heterodimer of gp91Ph** and p22°hx, cytosolic
regulatory subunits p47°h°%, p67°hox and p40Phox, and small GTP-binding proteins racl and rac
2. Seven distinct isoforms of this enzyme have been identified, of which four (NOX1, 2, 4 and
5) may have cardiovascular function. In this paper, we review the current state of knowledge
concerning the role of oxidative stress and NOX enzymes in pathogenesis of atherosclerosis.
Moreover, we analyze the experimental studies that explore the relationship between the
NOX family and atherosclerosis.
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mérkowo; FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy; FAK - kinaza ognisk przylegania; FMD - wskaz-
nik rozszerzalnosci tetnicy ramiennej; H,0, - nadtlenek wodoru; ICAM-1 - czasteczka adhezji
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fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny;
NO - tlenek azotu; NOS - srodbtonkowa syntaza tlenku azotu; NOX 1-5 - izoformy oksydazy
NADPH; O, - —anionorodnik ponadtlenkowy; OH' - rodnik hydroksylowy; oxyLDL - oksydacyjnie
zmodyfikowane LDL; PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu; PI3K - kinaza 3-fosfoinozytolu;
PI(3,4,5)P, - fosfatydyloinozytolo-trifosforan; PKA - kinaza biatkowa zalezna od cyklicznego
AMP; PKC - kinaza biatkowa C; PKG - kinaza biatkowa zalezna od cyklicznego GMP; p38 MAPK
- kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny; RFT - reaktywne formy tlenu; SHP-2 - fosfataza
fosfotyrozynowa; STAT-3 - przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 3; TNF-a — czynnik martwicy

nowotworu; VCAM-1 - czasteczka adhezji komdrkowej naczyn.

WPROWADZENIE

Miazdzyca jest chorobg o wieloczynnikowej etiopatoge-
nezie i jest gtéwna przyczyna choréb naczyniowo-serco-
wych [49]. Na powstawanie i przebieg miazdzycy duzy
wplyw ma toczacy sie w $cianie naczynia stres oksyda-
cyjny. Stres oksydacyjny definiuje sie jako brak réwno-
wagi miedzy generacja reaktywnych form tlenu (RFT),
a zdolno$ciami antyoksydacyjnymi organizmu [55]. Do
RFT zalicza sie mate i silnie reaktywne zwigzki, takie jak
wolne rodniki zawierajace niesparowany elektron, czyli
anionorodnik ponadtlenkowy (0,) i rodnik hydroksy-
lowy (OH') oraz nadtlenek wodoru (H,0,), ktéry nie jest
wolnym rodnikiem. W fizjologii RFT pelniag istotna role
w wielu waznych procesach komérkowych, takich jak
wzrost, proliferacja, réznicowanie, apoptoza, regulacja
ekspresji gendw, fosforylacja biatek, mechanizmy obrony
immunologicznej. Natomiast w sytuacji stresu oksyda-
cyjnego, wytwarzane w nadmiarze RFT przyczyniaja
sie do wielu patologicznych proceséw zaangazowanych
w powstawanie i progresje miazdzycy. Wyréznia sie trzy
typy dziatalnosci RFT. Stres oksydacyjny indukuje silne
utlenianie i tym samym uszkodzenie biatek, lipidéw, fos-
folipidéw bton komdrkowych i DNA, czym przyczynia sie
do dysfunkgji i destrukcji komérek. Wytwarzane w nad-
miarze RFT reaguja z tlenkiem azotu (NO), a to upo$ledza
biodostepno$é NO i tym samym ostabia funkcje wazody-
latacyjna srédbtonka. Ponadto RFT modulujg aktywno$é
wielu biatek komérkowych i drég sygnalnych (redox
signaling) indukujgc tym samym swoiste ostre lub prze-
wlekte zmiany w fenotypie i funkcjonowaniu komérek.

Do potencjalnych zrédet RFT w komdrce zalicza sie: tan-
cuch oddechowy, oksydaze NADPH, oksydaze ksanty-
nowg, rozprzezong (uncoupled) §rédbtonkowa syntaze
NO (eNOS), cyklooksygenaze, mieloperoksydaze czy lipo-
oksygenaze [46]. Wéréd tych zrédet enzymy z rodziny
oksydazy NADPH (NOX) wydaja sie gléwnymi enzymami
odpowiedzialnymi za wytwarzanie RFT w komérkach
$ciany naczyn. Z wielu dotychczasowych badati wynika,
ze ich aktywno$¢ jest zwiekszona w chorobach naczy-
niowo-sercowych, a wiele czynnikéw ryzyka miazdzycy
ma wplyw na ich funkcjonowanie [11,74]. W pracy omé-
wiono stan wiedzy na temat roli stresu oksydacyjnego
i enzyméw z rodziny NOX w patogenezie miazdzycy, ze
szczegdlnym uwzglednieniem funkgcji, ekspres;ji i regu-
lacji poszczegdSlnych oksydaz w réznych stanach patolo-
gicznych przyczyniajacych sie do powstania i progresji
miazdzycy.

MOLEKULARNE MECHANIZMY ODPOWIEDZIALNE ZA PROMIAZDZYCOWE
DZIALANIE STRESU OKSYDACYJNEGO

Miazdzyca jest swoista postacia przewlektego zapale-
nia [49,51]. Proces zapalny jest cecha charakterystyczng
wszystkich etapéw miazdzycy, od aktywacji §rédbtonka
do pekniecia ptytki miazdzycowej. W powstawanie i roz-
wéj miazdzycy jest zaangazowanych wiele komérek,
whaczajac komérki §rédblonka, monocyty/makrofagi,
komérki mie$ni gtadkich i limfocyty T. Przebieg miaz-
dzycy jest modyfikowany zaburzeniami w metabolizmie
lipidéw, stresem oksydacyjnym i toczacym sie w $cia-
nie naczynia procesem fibroproliferacyjnym. Ztozono$¢
proceséw odpowiedzialnych za powstawanie i progre-
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sje miazdzycy wyklucza mozliwo$¢ ich szerokiego omé-
wienia w tym miejscu. Ogélnie miazdzyca jest skutkiem
takich proceséw jak dysfunkcja §rédbtonka, gromadze-
nie zmodyfikowanych lipoprotein, infiltracja monocy-
téw i limfocytéw i ich akumulacja w btonie wewnetrzne;j
$ciany naczynia, aktywacja mechanizméw odpowie-
dzi immunologiczno-zapalnej oraz proliferacja komd-
rek mie$ni gtadkich prowadzaca do przebudowy $ciany
naczynia. Reaktywne formy tlenu moga by¢ zaangazo-
wane na wszystkich tych etapach.

Wiadomo, ze w patogenezie miazdzycy to RFT sa odpo-
wiedzialne za powstawanie oksydacyjnie zmodyfikowa-
nych LDL (oxyLDL). OxyLDL sg substancjami o silnych
wlasciwosciach proaterogennych [32,73,86]. Powstajace
w nadmiarze oxyLDL sa wylapywane przez makrofagi za
pomoca receptoréw wymiatajacych (scavenger recep-
tors) w sposéb niekontrolowany, a to doprowadza do
powstawania komérek piankowatych. Uaktywniajg sie
makrofagi, ktére m.in. nasilajg synteze cytokin prozapal-
nych i uruchomiaja odpowiedz zapalna. OxyLDL moga
by¢ prezentowane limfocytom T, co uaktywnia odpo-
wiedz immunologiczng. Zmodyfikowane oksydacyjnie
LDL wykazuja tez inne wladciwosci proaterogenne: sa
jednym z gléwnych czynnikéw sprawczych dysfunkcji
$rédbtonka, stymuluja adhezje leukocytéw i ich transen-
dotelialng wedréwke, promujg zwezanie naczyn, nasilajag
agregacje ptytek krwi oraz zwiekszaja ekspresje czynni-
kéw wzrostu, przyczyniajac sie do przebudowy $ciany
naczynia. Wptywaja takze na procesy krzepniecia pobu-
dzajgc synteze czynnika tkankowego i inhibitora tkanko-
wego aktywatora plazminogenu.

Jedna zwaznych cech dysfunkgji §rédbtonka jest zmniej-
szenie biodostepno$ci NO, w wyniku zmniejszenia syn-
tezy lub nasilenia biodegradacji [14,20]. Srédbtonkowa
syntaza NO syntetyzuje tlenek azotu w obecno$ci kofak-
tora tetrahydrobiopteryny (BH,) i NADPH (fosforan
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego) jako dawcy
elektronu. Powstajagce w nadmiarze RFT utleniajg BH,
powodujac jej degradacje. Diugotrwaly stres oksyda-
cyjny uposledza funkcje eNOS, co objawia sie tym, ze
wytwarza O, - a nie NO. Méwi sie wéwczas o dziataniu
rozprzezonej eNOS. Reaktywne formy tlenu wchodzg
w interakcje z NO i powstaje anion nadtlenoazotanowy
(I11), substancja, ktéra juz nie pelni funkcji NO, a staje sie
toksyczng postacig RFT. Warto podkresli¢, ze obnizenie
ilosci tlenku azotu to nie tylko zaburzenia w wazodylata-
¢ji i hiperagregacji ptytek krwi. Wiadomo, ze NO wptywa
hamujaco na tworzenie RFT, proliferacje i migracje mie-
$ni gtadkich i aktywacje czynnika transkrypcyjnego
NF-kB (nuclear factor B). Jest to czynnik ktéry, regu-
luje wiele genéw odpowiedzi zapalnych. Nastepstwem
uposledzenia biodostepno$ci NO moze by¢ nadmierny
skurcz naczy, przebudowa $ciany naczynia, rekrutacja
mononuklearnych leukocytéw, zapalenie i zakrzepica.

Umiarkowane poziomy RFT, szczegélnie 0,~ i H,0,
posrednicza w aktywacji wielu drég sygnalnych w odpo-
wiedzi na substancje wazoaktywne, hormony, czynniki

wzrostu, cytokiny, czynniki krzepniecia czy sity $cina-
nia [55,68]. RFT uczestnicza w przekazywaniu sygnatéw
przez potranslacyjne kowalencyjne modyfikacje miejsc
aktywnych i allosterycznych w biatkach. Polega to na
utlenianiu redoks - reaktywnej cysteiny w wyniku czego
powstaje kwas sulfenowy - SOH, ktéry moze tworzyé
mostki siarczkowe z sgsiednio umiejscowiong cysteing
lub podlega¢ dalszej oksydacji do kwasu sulfinowego -
SO,H lub kwasu sulfonowego - SO,H. Modyfikacje zmie-
niaja strukture i funkcje biatek. Redoks wrazliwe drogi
sygnalne moga mie¢ skutek natychmiastowy, tak jak
w przypadku biatek kanatéw jonowych lub biatek kurcz-
liwych lub skutek dtugoterminowy przez wplyw na
kinazy biatkowe i redoks wrazliwe czynniki transkryp-
cyjne. Skutkiem aktywacji kinaz jest uruchomienie wielu
proceséw, takich jak proliferacja, metabolizm, réznico-
wanie oraz proces przezycia. Wydaje sie, ze gléwnym
celem RFT, szczegdlnie H,0, sa fosfatazy tyrozynowe
biatek. Jest to grupa enzymédw, ktére defosforylujg wiele
kinaz aktywowanych w wyniku ich fosforylacji. Reak-
tywne formy tlenu hamujg ich aktywno$¢ przez utlenia-
nie cysteiny w domenach odpowiedzialnych za hydrolize
miejsc fosfotyrozynowych w biatkach, tym samym przy-
czyniajg sie do utrzymania kinaz biatkowych w postaci
aktywnej. Przyktadowymi kinazami, w aktywacji ktérych
posrednicza RFT sa: kinaza 3-fosfoinozytolu (phosphati-
dylinositol-3-kinases; PI13K), kinaza biatkowa C (protein
kinase C; PKC), kinaza biatkowa zalezna od cyklicz-
nego AMP (cyclic AMP-dependent protein kinase; PKA)
i kinaza biatkowa zalezna od cyklicznego GMP (cyclic
GMP-dependent protein kinase; PKG).

Kinazy aktywowane mitogenami (mitogen activated
protein kinases; MAPK) sg rodzing enzyméw zaliczang
réwniez do grupy redox wrazliwych molekut sygnal-
nych zaangazowanych w przekazywanie sygnatéw zwig-
zanych z réZnymi procesami istotnymi w patogenezie
miazdzycy [67]. Kinazy MAP dzielg sie na trzy rodziny:
JNK (c-Jun N-terminal kinase), ERK (extracellular signal-
-regulated kinase) oraz kinaza p38 MAPK. MAPK s3
kinazami biatkowymi o aktywnosci serynowo-treonino-
wej, ktére regulujg wiele wewnatrzkomérkowych pro-
ceséw, wlaczajac w to transkrypcje gendw, biosynteze
biatek, podziaty komérkowe, réznicowanie i przezycie
lub apoptoze komérki. Mimo ze aktywacja kinaz MAP
jest $cisle regulowana podczas kaskady fosforylacji jest
wiele dowodéw, ze wytwarzane wewnatrzkomérkowo
RFT sg zaangazowane w proces ich aktywacji [56,68].
Moze sie to odbywac przez uczestnictwo w aktywacji
kinaz wyzej lezacych w kaskadzie prowadzacej do akty-
wacji MAPK. Wydaje sie, ze RFT uczestniczg w aktywacji
kinaz MAP przez ich hamujacy wptyw na fosfatazy kinaz
MAP (MKP). Defosforylacja kinaz przez MKP jest gtéw-
nym mechanizmem odpowiedzialnym za zmniejszenie
aktywno$ci MAPK i jest najbardziej skutecznym sposo-
bem negatywnej regulacji. Analogiczna sytuacja zacho-
dzi w przypadku fosfataz tyrozynowych biatek MKP,
ktére maja réwniez redox wrazliwa cysteine w rdzeniu
katalitycznym i ktéra moze by¢ utleniana przez powsta-
jace w poblizu RFT. Funkcjonalng konsekwencjg aktywa-
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cji kinaz MAP jest regulacja mechanizméw odpowiedzi
zapalnej, cyklu komérkowego, apoptozy réznicowania,
proliferacji czy migracji.

Czynnikami transkrypcyjnymi wrazliwymi na stres
zaleznymi réwniez od kinaz MAP sg: AP-1 (activator
protein-1), STAT-3 (signal transducer and activator of
transcription-3) czy NF-kB [22]. Aktywacja AP-1 i NF-kB
doprowadza m.in. do transkrypcji genéw zaangazowa-
nych w mechanizmy odpowiedzi zapalnej. Stres oksy-
dacyjny moze réwniez nasilaé ekspresje mRNA c-fos
i c-jun.

Inng mozliwo$cia oddzialywania RFT na wewnatrz-
komérkowe drogi sygnalizacyjne jest ich wplyw na
wewnatrzkomdrkowe stezenia Ca?" przez utlenianie
miejsc cysteinowych obecnych w kanatach jonowych
i transporterach [54,56]. Tym samym reaktywne formy
tlenu zwiekszajg naptyw jondéw Ca? zewnatrzkomérko-
wego oraz mobilizacje z magazynéw wewnatrzkomérko-
wych z jednoczesnym hamowaniem wylapywania przez
retikulum endoplazmatyczne.

OKSYDAZA NADPH I JEJ IZOFORMY

Charakterystyka biochemiczna oksydazy NADPH

Oksydaza NADPH [EC 1.6.3.1] jest kompleksem enzyma-
tycznym zbudowanym z wielu podjednostek [25]. Jest
gléwnym Zrédlem 0, (anionorodnik ponadtlenkowy)
w komérkach wchodzacych w sktad naczyn krwio-
no$nych, mie$nia sercowego i leukocytéw. Katalizuje
powstawanie O, - przez jednoelektronowa redukcje
tlenu z uzyciem NADPH lub NADH jako donora elektro-
néw:

20, + NADPH + 2 0, - + NADP" + H’

Anionorodnik ponadtlenkowy ulega dysmutacji sponta-
nicznej lub enzymatycznej do nadtlenku wodoru (H,0,):

20,-+2H = H,0,+0,

Czysty nadtlenek wodoru jest mato reaktywny, ale
w obecnosci jonéw metali (np. miedzi, zelaza) staje sie
bardzo aktywny, przechodzac w rodnik hydroksylowy
(OH'). Powstaje w komdrce wedtug reakcji Fentona, kata-
lizowanej przez jony zelaza (11):

H,0, + Fe* — Fe* + OH - + OH'
lub w reakcji Habera-Weissa:
0,-+H,0,— OH-+0H +0,
Po raz pierwszy oksydaze NADPH znaleziono w neu-
trofilach, natomiast pdzniejsze badania wykazaty, ze
jest obecna w innych komérkach, m.in. w komérkach

$rédbtonka [34], w komérkach miesni gtadkich naczyr
[57] oraz fibroblastach przydanki naczyniowej [64].

Neutrofilowa oksydaza sktada sie z pieciu komponen-
téw: p40Phox (phox-phagocyte oxidase), p47Phox, p67Phox
oraz p22PP°x i gp91Phox [56]. W spoczynkowych neutro-
filach trzy z nich: p40rhox, pa7rhox pe7Phox znajduja sie
w cytosolu tworzac kompleks. Pozostate dwa kompo-
nenty: (heterodimer) p22°ho* i glikoproteina gp91°hox
sa umiejscowione w btonie komérkowej, tworzac cyto-
chrom b558. Miejsce katalityczne enzymu znajduje sie
w obrebie hemu w biatku gp91°h°*, Heterodimer jest jed-
nak nieaktywny, jezeli nie sg przytaczone do niego biatka
cytoplazmatyczne: p40Phox, p47°hox | pe7Phox oraz biatka
rac-1 (w monocytach i makrofagach) lub rac-2 (w neu-
trofilach) z rodziny biatek G, jak réwniez biatko rap1A
wystepujace w blonach komérkowych. Regulacja aktyw-
nosci oksydazy NADPH odbywa sie zaréwno przez mate
biatka G, jak i przez procesy fosforylacji i defosforylacji
podjednostek enzymu za pomoca odpowiednich kinaz,
w tym kinaze biatkowa A, kinaze biatkowa C [7,89]. Fosfo-
rylacja podjednostek powoduje przytaczenie biatek cyto-
plazmatycznych do sktadnikéw blonowych i w rezultacie
aktywacje enzymu.

Biatka wchodzace w sktad oksydazy NADPH
9P91 phox

Biatko gp91P"°*, inaczej NOX2 (NADPH oxidase 2) jest
podjednostka katalityczng oksydazy neutrofilowej [81],
zbudowane z 570 reszt aminokwasowych. tanicuch
polipeptydowy gp91Phox tworzy sze$¢ domen w blonie
i zawiera przynajmniej trzy miejsca glikozylacji: Asn131,
Asn148, Asn239 [87]. W rejonie C-koicowym jest umiej-
scowione w centrum flawinowe i miejsca wigzania
NADPH.

Bialko gp91°"o* jest hemoproteing, ktéra zawiera
dwa centra hemowe usytuowane miedzy trzecia
i pigta domena blonowa. Gp91P"> oraz pozostate biatka
zrodziny NOX, to oksydazy zalezne od FAD (dinukleotyd
flawinoadeninowy) generujace transport elektronu na
tlen czasteczkowy, ktdry jest redukowany do aniono-
rodnika ponadtlenkowego [59]. Donorem elektronéw
jest NADPH lub NADH, a ich posrednimi akceptorami sa
FAD, centrum hemowe 1 i 2. Ostatecznym akceptorem
elektronu jest zewnatrzkomérkowy tlen czgsteczkowy.
Biatko gp91Phox jest kodowane przez gen CYBB (cyto-
chrome b beta).

]022 phox

Biatko p22Pho* podredniczy w przylaczaniu cytoplazma-
tycznych sktadnikéw oksydazy [78], sktada sie ze 195
reszt aminokwasowych i ma cztery domeny btonowe.
Oba korice polipeptydu znajduja sie po cytoplazma-
tycznej stronie btony komdrkowej. Na C-koticu biatka
p22PPx (pozycje aminokwasowe 151-160) znajduje sie
region bogaty w reszty proliny (domena PRR - proline
rich region), ktéry bierze udzial w oddzialywaniach
miedzy p22Ph**, a N-koricowa domeng SH3 (Src homo-
logy domain-3) biaka p47°h°%, Biatko p22P"** ma réwniez
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dodatkowe miejsce wigzania dla p47°h°* (w pozycji 51-63
reszt aminokwasowych) i dwa potencjalne miejsca wia-
zania dla p67P"%, Biatko p22P"** kodowane jest przez gen
CYBA (cytochrome b alpha).

p47 phox

Biatko to jest zbudowane z 390 reszt aminokwasowych,
ktére tworza kilka funkcjonalnych domen [41]; p47 Phox
ma dwie domeny SH3, ktdre uczestniczag w oddziaty-
waniach typu biatko-biatko z regionami biatek bogate
w reszty proliny. Domena SH3, znajduje si¢ na N-koricu
i jest umiejscowiona miedzy 159-213 resztami amino-
kwasowymi. Domena SH3, znajduje si¢ na C-koricowym
rejonie biatka, miedzy 231-287 resztami aminokwa-
sowymi. Regiony bogate w reszty proliny sg umiej-
scowione w czeéci C-koricowej biatka pa7phex, Miedzy
domeng SH3, a regionem bogatym w reszty proliny
znajduje sie domena bogata w reszty argininy i lizyny
(Arg/Lys rich domain). To wla$nie obecne w tym rejonie
biatka i powtarzajace sie reszty seryny sa miejscami fos-
forylacji dla wielu kinaz np. kinazy biatkowej C. Biatko
p47P"% jest kodowane przez gen NCF1 (neutrophil cyto-
sol factor 1).

p67 phox

Biatko jest zbudowane z 526 reszt aminokwasowych. Na
N-koficu jest umiejscowiona domena TPR (tetratrico-
peptide repeat domain) zawierajaca cztery motywy TPR
[40,41]. Motywy TPR odpowiadajg za wigzanie biatka Rac.
Biatko p47°"** ma réwniez dwie domeny SH3 i przynaj-
mniej jeden region bogaty w reszty proliny. Na C-koricu
znajduje sie domena PB1(Phox and Bemlp domain), odpo-
wiada za tworzenie heterodimeréw miedzy biatkami
zawierajacymi domeny PB1. Biatko p67°"* jest kodowane
przez gen NCF2 (neutrophil cytosol factor 2).

p40 phox

Biatko jest zbudowane z 339 reszt aminokwasowych,
zawiera domene PX i jedna domene SH3. Na C-koricu
jest umiejscowiony motyw PC, ktdry jest ewolucyjnie
podobny do domeny PB1, a potrzebny do tgczenia sie
domen PB1 w heterodimery [41]. Biatko p40P"°* nie jest
konieczne do aktywacji kompleksu oksydazy. Jego funk-
cja jest prawdopodobnie stabilizacja kompleksu p67°hox
- p47°hox w cytoplazmie. Biatko p40 Phox jest kodowane
przez gen NCF4 (neutrophil cytosol factor 4).

RacliRac2

Sa to najliczniejsze biatka w komérkach neutrofi-
16w, komérkach mieéni gtadkich naczyt i komérkach
$rédbtonka, naleza do GTPaz klasy Rho. Biatka Rac
w cytoplazmie wystepuja w postaci nieaktywnej i sg
zwigzane z GDP. Aktywacja kompleksu oksydazy NADPH
wymaga wymiany GDP na GTP i zwigzania biatka Rac
z p67Phox [40].

Molekularne mechanizmy odpowiedzialne za aktywacje

oksydazy NADPH

Biatka p47Phox, p67°hox i p4aorhox ktdre znajduja sie
w komérkach bedace w stanie spoczynku tworza kom-
pleks. W kompleksie tym biatko p67°ho* jest tacznikiem
miedzy p40 Phox a p47°hox, Biatka p67°hx i p47°hx oddzia-
tywaja ze soba na dwa sposoby [41]. Po pierwsze domena
SH3 C-korica p67 Phox wigze region bogaty w reszty pro-
liny, ktéry znajduje sie na C-koficu p47 Pr°x. Po dru-
gie rejon bogaty w reszty proliny biatka p67°hox wigze
domene SH3, biatka p47°hox, Biatko p40Pho* jest zwia-
zane z domeng PB1 biatka p67°h°* za pomocg motywu
PC. Biatko p47°h°* pelni funkcje tacznika miedzy skiad-
nikami cytosolowymi a blonowymi. W cytoplazmie
biatko p47°hox wystepuje w konformacji nieaktywne;j
(konformacja autoinhibicyjna), co uniemozliwia pota-
czenie elementéw btonowych z cytoplazmatycznymi.
Obie domeny SH3 sa zablokowane przez wewnatrzczg-
steczkowe oddziatywania z regionem bogatym w reszty
proliny [26,31]. Molekularnym przetacznikiem i gtéwna
reakcja aktywacji kompleksu oksydaz NADPH jest fos-
forylacja biatka p47P"*X. Enzymem odpowiedzialnym
za proces jest kinaza biatkowa C (PKC) [26,71,80], ktéra
jest aktywowana przez Ca® i diacyloglicerol (DAG). Za
pomoca kinazy biatkowej C ulegajg fosforylacji reszty
seryny w domenie bogatej w reszty argininy i lizyny.
Dzieki temu domena SH3, biatka p47°h°* moze sie zwia-
zaé z regionem bogatym w reszty proliny na C-koricu
biatka p22°hox, To prowadzi do integracji kompleksu
i zapoczatkowania przeptywu elektronéw i wytwarzania
0, [26,31].

Do petnej aktywacji kompleksu oksydaz NADPH sg nie-
zbedne biatka Racl. Wchodzace w sktad kompleksu oksy-
dazy NADPH biatko Rac2, nalezgce do rodziny biatek Rho,
odlgcza sie od inhibitora - RhoGDI (RhoGDP dyssociation
inhibitor) i oddziatuje z flawocytochromem b,,, tworzac
miejsce wigzania dla podjednostek cytoplazmatycznych
oksydazy NADPH, a ktérej kompletne ,,ztozenie”, warun-
kuje jej prawidtowe funkcjonowanie i wytwarzanie reak-
tywnych form tlenu [27,71]. Do aktywacji Racl oraz
fosforylacji p47°"** indukowanej m.in. przez angioten-
syne II jest konieczna obecnos$¢ kinazy tyrozynowej c-Src
[71,80]. Aktywacja kinazy c-Src zalezy od obecnosci H,0,.
Biatko p47°ho jest fosforylowane przez aktywna kinaze
c-Src, kinaza stymuluje aktywacje receptora naskérko-
wego czynnika wzrostu, co powoduje wzrost aktywnosci
PI3K, a to wzmaga wytwarzanie fosfatydyloinozytolo-
-trifosforanu (P1(3,4,5)P,). (P1(3,4,5)P,) stymuluje aktyw-
no$¢ GTPazowg biatka Racl, umozliwiajac jego zwigzanie
z blong [71,80]. Inhibitory kinazy fosfatydylo-3-fosfo-
inozytolu (np. LY294002) oraz receptora naskérkowego
czynnika wzrostu (AG1478) ostabiajg zaréwno aktywacje
Rac-1, jak i wytwarzanie reaktywnych form tlenu [71].

Izoformy oksydazy NADPH

W warunkach fizjologicznych obecna w neutrofi-
lach oksydaza wystepuje w postaci spoczynkowej, ale
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w chwili aktywacji, najczesciej spowodowanej obec-
no$cig mikroorganizméw, wytwarza ogromne ilo-
$ci rodnika ponadtlenkowego (tzw. wybuch tlenowy)
[6]. W stanie fizjologicznym, oksydazy NADPH umiej-
scowione w innych typach komdrek niz fagocytarne,
syntetyzujg konstytutywnie znacznie mniejsze ilo-
$ci anionorodnika ponadtlenkowego niz w fagocytach.
Komérki $ciany naczynia wytwarzajg 1-10% ilosci O,
- uwalnianego przez neutrofile w obecnosci mikroor-
ganizméw podczas wybuchu tlenowego. Réznig sie tez
tym, ze w komérkach niefagocytujacych wiekszo$é RFT
pojawia sie wewngtrzkomérkowo [19].

Réznice w aktywnosci biochemicznej fagocytarnych
i niefagocytarnych oksydaz doprowadzily do identyfika-
cji catej rodziny oksydaz NADPH w oparciu o 7 réznych
izoform gp91Phox lub NOX (NADPH oxidase), kodowa-
nych przez rézne geny. Wyrdznia sie izoformy oksydazy
NADPH, takie jak: NOX1 - NOX5, Duox1 i Duox2 [19,74].
Wszystkie NOX wykorzystuja NADPH jako dawce elek-
tronu i katalizujg transfer elektronu na tlen czastecz-
kowy generujac albo O, ~ albo H,0,. Enzymy rodziny NOX
mozna zaliczy¢ do trzech grup w zalezno$ci od budowy.
NOX1 - NOX4 s3g zbudowane z 6 transmembranowych
domen o réznym stopniu podobiefistwa do gp91rhox
(NOX2) oraz maja domene wiazacg NADPH w rejonie
C-koticowym. NOX5 oprécz podobnej struktury podsta-
wowej w rejonie N-koricowym zawiera podobna do kal-
moduliny domene wiazaca Ca?". Duox 11 2 sg podobne do
NOX5, ale w rejonie N-koricowym zawieraja dodatkowo
domene homologiczna z peroksydaza.

Z wymienionych izoform oksydazy cztery (NOX1, NOX2,
NOX4 i NOX5) sg powszechnie obecne w komdérkach
$ciany naczynia, podczas gdy pozostate sa nieobecne
lub wystepuja w niewielkich ilo$ciach i ich znaczenie jak
dotad nie jest jeszcze poznane. NOX1, 2 i 4 polaczone sa
z biatkiem p22°"x, ktére jest niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania enzyméw [74]. Pelna aktywacja NOX2
wymaga przytaczenia podjednostek cytoplazmatycz-
nych i biatka rac. NOX1 jest aktywowane po przytaczeniu
NOXO1 (ktére jest homologiem p47°h°%) i NOXA1 (inaczej
biatko p51°hox, ktére jest homologiem biatka p67°hox)
oraz biatka rac [23,74]. Natomiast NOX4 jest enzymem
aktywnym konstytutywnie i nie wymaga dodatkowych
podjednostek regulatorowych. Regulacja jego aktywno-
$ci jest zwiazana raczej ze zmianami w poziomie ekspre-
sji. Inaczej niz NOX1 i NOX2, ktére wytwarzaja gtéwnie
0,7, a NOX4 H,0, [16]. Aktywno$¢ NOX5 jest regulowana
przez przylaczenie jonéw wapnia [10], wytwarza H,0,.

NOX2 wystepuje gléwnie w komérkach fagocytujacych,
gdzie odpowiada za wybuch tlenowy. Ponadto wystepuje
w §rédbtonku, komdrkach miesni gtadkich czy fibrobla-
stach [65,74]. NOX1 wystepuje gtéwnie w komdrkach
miesni gtadkich, chociaz jej obecno$é stwierdza sie réw-
niez w komérkach $rédbtonka [3,74]. RFT pochodzace
z NOX1 odgrywaja istotng role w transdukcji sygnatu,
proliferacji komdrek i angiogenezie. NOX4 wystepuje
w $rédbtonku, komérkach mieéni gtadkich i fibrobla-

stach [9,24]. Znaczenie NOX4 jest rézne w zalezno$ci od
typu komérki i stymulatora. Wykazano, ze moze dziataé
antagonistycznie do NOX1 i NOX2 [70]. Istnieja badania,
ktére wskazuja, ze NOX4 dziata ochronnie na naczynia
podczas niedotlenienia czy zapalenia. NOX5 jest obecne
w $rédbtonku i komérkach miesni gtadkich [74].

ZNACZENIE OKSYDAZ NADPH W PATOGENEZIE MIAZDZYCY

Zalezne od oksydazy NADPH zwigkszenie wytwarzania
RFT przyczynia sie do szeroko pojetej dysfunkcji $réd-
btonka, migracji i proliferacji mieéni gtadkich i tym
samym przebudowy $ciany naczynia oraz aktywacji
mechanizméw odpowiedzi zapalnej i immunologiczne;j.
Jak wspomniano wcze$niej wszystkie te procesy sa pod-
stawowymi w rozwoju i progresji miazdzycy. Ponadto
wiekszo$¢ uznanych czynnikéw ryzyka miazdzycy,
takich jak hipercholesterolemia, cukrzyca, otytos¢,
zespdt metaboliczny czy nadci$nienie sa aktywatorami
oksydazy NADPH [11]. Rzeczywi$cie aktywno$¢ i eks-
presja gtéwnych sktadowych oksydazy NADPH koreluje
z liczba czynnikéw ryzyka miazdzycy u ludzi [29]. RFT
wytwarzane przez oksydaze NADPH sg zaangazowane
w oksydacyjng modyfikacje LDL [45,91]. Z dotychczaso-
wych badari wynika, Ze NOX1, NOX2 i NOX4 sg gléwnymi
enzymami z rodziny NOX zaangazowanymi w powstawa-
nie i progresje miazdzycy [1].

Wplyw na dysfunkcje srédblonka

Najbardziej poznana w patogenezie miazdzycy cecha
dysfunkcji $rédbtonka jest uposledzenie biodostepno-
$ci NO. Jak wspomniano wczeéniej stres oksydacyjny
uposledza biodostepno$¢ NO. Badania przeprowadzone
na zwierzetach pozbawionych NOX1 i NOX2 sugeruja,
ze izoformy oksydazy NADPH moga by¢ zaangazowane
w kontrolowanie funkcji wazodylatacyjnej naczyn przez
wytwarzanie RFT i modulowanie biodostepnosci NO
[36,58]. W innych badaniach zaobserwowano negatywna
korelacje miedzy ekspresja NOX2, a zalezng od $réd-
btonka relaksacja wyizolowanej aorty [79,92]. Istotna
role oksydazy NADPH w dysfunkcji $rédbtonka potwier-
dzajg badania przeprowadzone u pacjentédw z przewlekta
chorobg ziarniakowa, u ktérych wystepuje genetycz-
nie uwarunkowany niedobér NOX2. U pacjentéw tych
wskazniki FMD (flow mediated vasodilatation), ktérych
warto$¢ zalezy gtéwnie od NO sg duzo wyzsze w pordw-
naniu do oséb zdrowych [85]. Wazne, ze obcigzenie
miazdzyca u tych pacjentéw jest duzo stabsze, co suge-
ruje istotng role NOX2 w patogenezie miazdzycy. Duzo
mniejsze obcigzenie miazdzyca u tych pacjentéw mozna
ttumaczy¢ tym, ze NO dziala réwniez przeciwzapalnie
i przeciwmiazdzycowo.

Inng cecha dysfunkgji §rédbtonka jest zwiekszona prze-
puszczalno$é, zjawisko niekorzystne w patogenezie
miazdzycy, gdyz przyczynia sie do zwiekszonej akumu-
lacji LDL w btonie wewnetrznej $ciany naczynia, gdzie
sa zatrzymywane przez proteoglikany, co umozliwia
ich oksydacyjng modyfikacje w $rodowisku nasilonego
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stresu oksydacyjnego [50]. Reaktywne formy tlenu, kté-
rych zrédtem jest oksydaza NADPH moga nasilaé prze-

puszczalno$é srédbtonka m.in. przez aktywacje NF-kB
i zwiekszenie naptywu jonéw Ca? [22].

Podstawowa zaréwno dla rozwoju miazdzycy, jak i tocza-
cych sie w $cianie naczynia reakcji immunologiczno-
-zapalnych jest dysfunkcja $rédbtonka zwiazana ze zmiang
fenotypu antyadhezywnego na proadhezywny [49]. Jest to
zwigzane z pojawieniem sie na ich powierzchni czasteczek
adhezyjnych, do ktérych zalicza sie m.in.: ICAM-1 (inter-
cellular adhesion molecule-1) i VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1). Sg to czasteczki adhezyjne, ktére
wraz z MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
posrednicza w interakcjach miedzy leukocytami a komdr-
kami $rédbtonka. Interakcje te umozliwiaja adhezje leu-
kocytéw z ich nastepowa transendotelialna wedréwka do
$ciany naczynia. Z wielu badant wynika, ze pochodzace
z oksydazy NADPH reaktywne formy tlenu sa zaangazo-
wane w regulacje ekspresji $rédbtonkowych czgsteczek
adhezyjnych. TNF-a (czynnik martwicy nowotworu),
cytokina prozapalna o plejotropowym dziataniu, indu-
kuje ekspresje ICAM-1, VCAM-1 i MCP-1 przez aktywa-
cje NF-kB w sposéb zalezny od aktywacji NOX2 [13,21,47].
Z innych badan wynika, ze stymulowana TNF-a aktywacja
oksydazy NADPH posredniczy w aktywacji NF-kB przez
wplyw na kinazy MAPK, zwiekszajac ekspresje VCAM-1
[48]. RFT, ktérych Zrédlem jest oksydaza NADPH sa
réwniez zaangazowane w indukowana angiotensyna 11
zwiekszong ekspresje ICAM-1, VCAM-1 i MCP-1 [15,52].
Wykazano, ze w komdrkach poddanych dziataniu oscy-
lacyjnych sit $cinania (stymulator promujacy zapalenie
i tworzenie zmiany miazdzycowej) ekspresja mRNA NOX2
koreluje z poziomem wytwarzania RFT z towarzyszacym
wzrostem ICAM-1 i nasileniem adhezji monocytéw [33].
W badaniach przeprowadzonych na zwierzecych mode-
lach doswiadczalnych wykazano, ze hipercholesterole-
mia promuje adhezje i migracje leukocytéw w naczyniach
postkapilarnych przez nasilenie wytwarzania RFT, kté-
rych gtéwnym Zrédtem byta oksydaza NADPH [77].

Monocyty/makrofagi

Osiadte w blonie wewnetrznej $ciany naczynia mono-
cyty zostaja przeksztalcone w makrofagi, na powierzchni
ktérych pojawiaja sie receptory zmiatajace [60,63]. Za
pomoca tych receptoréw makrofagi pochtaniaja oxyLDL.
Ekspresja receptoréw zmiatajacych nie jest zwrotnie
regulowana, tak jak ekspresja receptoréw LDL, co wywo-
tuje niekontrolowang akumulacje lipidéw i powstanie
tak charakterystycznych dla miazdzycy komérek pian-
kowatych. Wytapywanie oxyLDL czy innych patogenéw
lub wydzielane lokalnie cytokiny uaktywnia makro-
fagi, ktére wydzielajg wiele czynnikéw modulujacych
przebieg miazdzycy. Sa Zrédlem: czynnikéw chemotak-
tycznych, cytokin zapalnych, czynnikéw wzrostowych,
czynnika tkankowego, metaloproteinaz i reaktywnych
form tlenu. Gtéwnym zrédtem RFT wytwarzanych
w makrofagach jest oksydaza NADPH.

Uwaza sie, ze jednym z gléwnych mechanizméw pro-
miazdzycowego dziatania makrofagéw jest ich udzial
w powstawaniu oxyLDL [12]. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze za to odpowiadajg RFT pochodzace z oksy-
dazy NADPH. Podanie makrofagom apocyniny, swoistego
inhibitora oksydaz NADPH, powoduje redukcje tleno-
wych modyfikacji LDL o 89% [4].

Istnieja badania wskazujgce na udziat oksydazy NADPH
w powstawaniu komérek piankowatych. Wykazano
bowiem, ze NOX1 w potgczeniu z LOX-1 (receptor
oxyLDL) przez pobudzenie receptora Toll-podobnego
9 (TLRY) i aktywacje kinazy p38MAPK nasila tworzenie
komdrek piankowatych [43,53].

Zatrzymywanie natadowanych lipidami makrofagéw
w blonie wewnetrznej $ciany naczynia jest jednym
z gléwnych, ale odwracalnych etapéw miazdzycy [2].
Podczas gdy prawidtowo makrofagi migruja po zneu-
tralizowaniu patogenéw, komdrki piankowate pozostaja
w blonie wewnetrznej, gdzie powodujg lokalne zapale-
nie. Badania regresji zmiany miazdzycowej wykazaty,
ze byta zwigzana ze znikaniem komérek piankowatych
spowodowanych ich migracjg do weztéw chtonnych
[53]. Dostepne sa badania, ktére implikuja role oksy-
dazy NADPH w zatrzymywaniu makrofagéw w blonie
wewnetrznej. Wykazano, ze oxyLDL indukuja zmiany
w funkcjonowaniu makrofagéw zaleznie od CD36 (jeden
z receptordéw zmiatajacych) prowadzace do trwatej akty-
wacji FAK (focal adhesion molecule kinase) i inaktywacje
fosfatazy fosfotyrozynowej (SHP-2) [66]. Autorzy wyka-
zali, ze RFT pochodzgce z oksydazy NADPH sa odpowie-
dzialne za hamowanie SHP-2. Zdolno$ci makrofagéw do
migracji nawet w obecnosci oxyLDL zostaly odbudowane
w obecnosci apocyniny.

Wytwarzane przez makrofagi metaloproteinazy trawia
sktadowe tkanki facznej, a wiec kolagen, fibronektyny,
elastyny, lamininy i inne proteoglikany, przyczynia-
jac sie do przebudowy $ciany naczynia i pekania plytki
miazdzycowej. Autorzy wykazali, ze izoforma oksydazy
NADPH-NOX2 jest zaangazowana w regulacje ekspresji
metaloproteinaz w makrofagach [37].

Zapalenie

Mechanizmy odpowiedzi zapalnej odgrywaja gtéwna
role w patogenezie miazdzycy. Rola oksydazy NADPH
w miazdzycy jest ztozona, cytokiny zapalne aktywuja
poszczegblne oksydazy, a RFT pochodzace z oksydazy
NADPH odgrywajg istotna role w transdukcji sygnatu
prowadzacego do aktywacji odpowiedzi zapalnej [11].
Jak wspomniano wczes$niej w transdukcji sygnatu uru-
chomiajacego odpowiedz zapalna posrednicza wrazliwe
na stres oksydacyjny kinazy MAP (p38MAPK, JNK i ERK)
oraz czynniki transkrypcyjne (NF-kB i AP-1). Z wielu
badati wynika, ze reaktywne formy tlenu, ktérych zré-
dtem jest oksydaza NADPH poérednicza w transdukcji
sygnatu. Sygnat jest indukowany takimi czynnikami pro-
aterogennymi jak: oxyLDL, angiotensyna II, LPS (lipo-
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polisacharyd) czy hiperglikemia. Dziatanie czynnikéw
proaterogennych aktywuje NF-B i kinazy MAP z naste-
powym promowaniem syntezy cytokin zapalnych, che-
mokin czy $rédbtonkowych czasteczek adhezyjnych [18].

Komérki mieéni gladkich

Komérki mie$ni gtadkich odgrywaja istotna role w pato-
genezie miazdzycy [62]. Pod wplywem wydzielanych
lokalnie czynnikéw wzrostowych komdérki miesni gtad-
kich migruja z btony $rodkowej do btony wewnetrznej,
gdzie proliferuja i syntetyzujg sktadowe tkanki taczne;j.
Procesy uczestnicza w powstawaniu i progresji blaszki
miazdzycowej. Dzieki dzialaniu obecnych w btonie
wewnetrznej komdrek mies$ni gtadkich dochodzi naj-
pierw do powstania wtdknistej czapeczki pokrywaja-
cej zmiane miazdzycowa, a nastepnie do przebudowy
$ciany naczynia (tzw. remodeling), powodujac jej zweze-
nie i uposledzenie doptywu krwi do tkanek. Stres oksy-
dacyjny odgrywa istotng role w przebudowie $ciany
naczynia nasilajagc migracje i proliferacje komdrek mie-
$ni gladkich. Dzieje sie tak zaréwno wskutek bezposred-
niego dziatania RFT prowadzacego do zmiany fenotypu
komdérek $rédbtonka, ale réwniez przez zalezne od
stresu oksydacyjnego upo$ledzenie biodostepnosci NO
majacego wlasciwosci antyproliferacyjne.

Reaktywne formy tlenu pochodzgce z oksydazy NADPH
majg istotny udziat w zmianie fenotypu i funkcjono-
waniu komdrek mieéni gtadkich. Gtéwng role odgrywa
NOX1, zaangazowana zaréwno w proliferacje, jak
i migracje komérek miesni gtadkich. Jest aktywowana
m.in. Ang II, PDGF (plateled derived growth factor),
trombine czy oxyLDL [42,61,90]. Mechanizmy, za pomoca
ktérych NOX1 jest zaangazowana w regulacje proliferacji
miesni gladkich, moga by¢ zwigzane z redox wrazliwymi
drogami transdukcji sygnatu. W komérkach mieéni glad-
kich stymulowanych Ang 11, NOX1 nasila proliferacje
przez wptyw na p38MAPK oraz kinaze Akt [82,83]. NOX1
po$redniczy réwniez w nasileniu migracji stymulowanej
PDGF, bFGF (basic fibroblast growth factor) czy trombina
[44,69,93]. W komérkach miesni gladkich stymulowa-
nych trombing reaktywne formy tlenu, ktére pochodza
z NOX1 nasilajg ich proliferacje. Jest to zwigzane, przy-
najmniej czesciowo, ze wzrostem stezenia jondw Ca?
w cytosolu [93]. Na proces przebudowy $ciany naczy-
nia duzy wptyw ma réwniez degradacja i reorganizacja
sktadowych macierzy pozakomérkowej, za co sg odpo-
wiedzialne metaloproteinazy. Jak juz wspomniano RFT,
ktérych zrédtem jest oksydaza NADPH nasilaja ich eks-
presje w makrofagach. Pochodzace z NOX1 reaktywne
formy tlenu sg zaangazowane réwniez w nasilenie syn-
tezy metaloproteinazy 9 (MMP9) w fibroblastach przez
aktywacje NF-kB [72].

OKSYDAZA NADPH A MIAZDZYCA

Przedstawione dane wskazujg na istotng role promiaz-
dzycowego dziatania oksydaz NADPH. Potwierdzaja to
badania oceniajgce ich obecno$¢ w wycinkach naczyn

objetych miazdzyca oraz niektére badania przeprowa-
dzone na zwierzecym modelu do$wiadczalnym miaz-

dzycy.

Jedng z najbardziej poznanych cech promiazdzycowego
dziatania RFT jest uposledzenie biodostepno$ci NO. Auto-
rzy wykazali ujemna zalezno$¢ miedzy aktywnoscig NOX
a funkcja wazodylatacyjng $rédbtonka w ludzkich naczy-
niach zylnych pobranych od pacjentéw z chorobami
naczyniowo-sercowymi [29]. W innych badaniach wyka-
zano zwiekszong ekspresje NOX w naczyniach wietico-
wych pobranych od pacjentéw z chorobami naczyt
wiericowych i ostabiong wazodylatacja zalezna od $réd-
blonka w poréwnaniu do oséb zdrowych [76]. Wykazano
réwniez zwiekszong ekspresje p22P"°* w ludzkiej zmianie
miazdzycowej pobranej z naczyti wieticowych w poréw-
naniu do naczyh nieobjetych miazdzyca [5]. Zwiekszong
ekspresje p22°hox stwierdzono w komérkach $§rédbtonka,
makrofagach, komdrkach mieéni gtadkich i fibrobla-
stach. Towarzyszyto temu nasilone wytwarzanie RFT
oraz obecno$¢ oxyLDL. Ponadto autorzy donosza, ze
wytwarzanie reaktywnych form tlenu byto wieksze
w wycinkach naczyn u pacjentéw z niestabilna choroba
niedokrwienng w poréwnaniu do stabilnej postaci tej
choroby. Wskazuje to, ze RFT moga modulowaé stabil-
no$¢ blaszki miazdzycowej. Inni autorzy stwierdzili, ze
p22Phox kolokalizuje z NOX2 gléwnie w makrofagach,
a poziom mRNA p22P"** i NOX2 korelowat z nasileniem
zmian miazdzycowych [75]. Obserwacje potwierdzono
w badaniach, w ktérych analizowano Zrédta RFT i eks-
presje NOX w zdrowych i objetych miazdzyca naczyniach
wieficowych pobranych od pacjentéw poddanych zabie-
gowi przeszczepienia serca. Stwierdzono zwiekszone
wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego w zmiaz-
dzycowanych naczyniach, a odpowiadata za to oksydaza
NADPH [28]. Inne badania wykazaty, ze hipercholeste-
rolemii towarzyszy zwiekszona ekspresja receptoréw
angiotensyny z towarzyszaca dysfunkcja srédblonka
i zalezng od oksydazy NADPH nasilonym wytwarzaniem
anionorodnika ponadtlenkowego [88]. Zastosowanie blo-
keréw receptoréw angiotensyny poprawia funkcje $réd-
blonka. Ponadto hamuje nasilenie stresu oksydacyjnego
z jednoczesng redukcja formowania zmiany miazdzyco-
wej.

Istnienie powiazan miedzy aktywnos$cig NOX a pro-
gresja miazdzycy badano réwniez w eksperymental-
nym modelu miazdzycy z wykorzystaniem zwierzat
znokautowanych. Niestety uzyskane wyniki nie sa jed-
noznaczne. Myszy apoE”~ pozbawione jednoczeénie
gp91Phex byty karmione dieta bogata w tluszcze przez 24
tygodnie w celu stworzenia modelu hipercholesterole-
mii z jednocze$nie uposledzong aktywnoscia NOX [39].
Mimo obnizenia wytwarzania O, nie stwierdzono réznic
w wielko$ci zmian miazdzycowych w zatokach aorty
miedzy grupa kontrolng a grupa zwierzat pozbawio-
nych gp91Phox, Podobne wyniki otrzymano w badaniach
z wykorzystaniem myszy pozbawionych jednoczesnie
apoE i p47P"ox[30]. Zwiekszona ekspresja NOX2 w komér-
kach $rédbtonka u myszy apoE”- byta zwigzana z nasi-
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leniem wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego
oraz aktywacjg $rédbtonka z nastepowym zwieksze-
niem rekrutacji makrofagéw [17]. Nasilona rekrutacja
makrofagdéw nie miata wpltywu na progresje miazdzycy.
Natomiast inni autorzy wykorzystujac podobny model
wykazali, ze wielko§¢é zmian miazdzycowych w aor-
cie jest mniejsza u myszy pozbawionych jednocze$nie
apoE i p47Ph** sugerujac, ze NOX1 lub NOX2 moze by¢
zaangazowana w powstawanie miazdzycy [8]. Podobne
wyniki otrzymano w eksperymencie z wykorzystaniem
myszy apoE”/~ pozbawionych jednocze$nie NOX2 kar-
mionych dietg wysokottuszczowg [35]. Brak aktywnosci
NOX2 nie wptywal na wielko§¢ zmian miazdzycowych
w zatokach aorty, natomiast byt zwiazany z 50% reduk-
cja zmian w aorcie ocenianych miedzy tukiem aorty
a rozwidleniem biodrowym. Zmniejszenie nasilenia
zmian miazdzycowych wigzalo sie z istotnym ostabie-
niem wytwarzania RFT z jednoczesnym zwiekszeniem
biodostepnosci NO. Ponadto wykazano, ze brak funkcjo-
nalnej aktywno$ci NOX u myszy pozbawionych p47°hox
byto zwigzane z zahamowaniem tworzenia zmiany miaz-

PismienNIcTWO

dzycowej wskutek zmniejszenia rekrutacji makrofa-
g6w przez zahamowanie ekspresji ICAM-1 i VCAM-1 na
powierzchni $rédbtonka [84].

Znaczenie oksydazy NADPH w patogenezie miazdzycy
potwierdzajg réwniez badania z zastosowaniem apo-
cyniny, ktéra hamuje aktywnosc oksydazy przez zapo-
bieganie translokacji p47Ph°%, Autorzy wykazali, ze
podawanie apocyniny myszom ApoE”-/LDL”" (hipercho-
lesterolowy zwierzecy model miazdzycy) zmniejszato
zmiany miazdzycowe w aorcie [38].

0d czaséw odkrycia oksydazy NADPH wiele juz dowie-
dziano sie o tym enzymie. Jej budowa zostata doktadnie
juz przebadana, sposéb aktywacji wyjasniony, przynaj-
mniej w pewnej cze$ci. Jak wynika z dotychczasowych
badan jest gtéwnym Zrédtem reaktywnych form tlenu
w $cianie naczynia i prawdopodobnie odgrywa wazna
role w patogenezie chordb, ktérych podtozem jest miaz-
dzyca.
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