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NAZWY, MIEJSCA | ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZ PRAWY DOKTORSKIEJ

15 grudzien 2003
nadanie uchwatg Rady Wydzialu Szkoly Gléwnej Gospodarstwa  Wiejskiego
w Warszawie tytutu doktora nauk rolniczych w zakresie technologii zywnos$ci i zywienia

25 czerwca 2003

- publiczna obrona rozprawy doktorskiej w SGGW w Warszawie

- tytut rozprawy: Wysitek fizyczny a wybrane wskazniki stanu odzywienia i poziomu stresu
oksydacyjnego u miodziezy

- promotor w przewodzie doktorskim: dr hab. Ewa Babicz-Zielinska, prof. nadzw.
Akademii Morskiej w Gdyni

- recenzenci w przewodzie doktorskim:

prof. dr hab. Anna Gronowska-Senger,

dr hab. Jan Jeszka, prof. nadzw. Akademii Rolniczej w Poznaniu

20 czerwca 1997
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i otrzymanie tytutu: magistra wychowania fizycznego w zakresie specjalnosci: Zywienie

cztowieka

1993 ukonczenie Liceum Ogolnoksztatcace nr Il w Gdyni
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Emory University School
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Emory University School
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Post-doctoral
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B. 4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY
Z DNIA 14 MARCA 2003 ROKU | STOPNIACH NAUKOWYCH ORA Z STOPNIACH
| TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.)

a) Tytut osiggniecia naukowego

Osiggniecie stanowi cykl publikacji pod wspélnym tytutem:
.Nowe aspekty segmentacji sygnalizacji komérkowej m odulowanej przez reaktywne
formy tlenu w patogenezie wybranych choréb cywiliza cyjnych”

(IF: tgcznie 66,234; MNISW: fgcznie 361)

b) Publikacje wchodzgce w skilad osiggniecia naukowego

Shirai T, Nazarewicz RR , Wallis BB, Yanes RE, Watanabe R, Hilhorst M, Tian L, Harrison DG,
Giacomini JC, Assimes TL, Goronzy JJ, Weyand CM.

The glycolytic enzyme PKM2 bridges metabolic and inflammatory dysfunction in coronary artery
disease. J Exp Med. 2016 Mar 7;213(3):337-54.

(IF: 11.991; MNiSW: 45)

Wkiad habilitanta 30%: koncepcja badan, planowanie eksperymentéw i ich realizacja,
pozyskanie materialu do badan, analiza statystyczna, interpretacja wynikow, udziat

W pisaniu pracy.

Dikalov SlI, Nazarewicz RR, Bikineyeva A, Hilenski L, Lasségue B, Griendling KK, Harrison DG,
Dikalova AE.

Nox2-induced production of mitochondrial superoxide in angiotensin Ill-mediated endothelial
oxidative stress and hypertension. Antioxid Redox Signal. 2014 Jan 10;20(2):281-94.
(IF: 7.407; MNiSW: 45)

Wktad habilitanta 40%: koncepcja badan, planowanie eksperymentéw i ich realizacja,

pozyskanie materialu do badan, analiza statystyczna, interpretacja wynikow, udziat

W pisaniu pracy
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Nazarewicz RR , Dikalova AE, Bikineyeva A, Dikalov SI.

Nox2 as a potential target of mitochondrial superoxide and its role in endothelial oxidative
stress. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2013 Oct 15;305(8):H1131-40.

(IF: 4.012; MNiSW: 35)

Wkiad habilitanta 60%: koncepcja badan, planowanie eksperymentéw i ich realizacja,
pozyskanie materialu do badan, analiza statystyczna, interpretacja wynikéw, udziat

W pisaniu pracy

Nazarewicz RR, Dikalova A, Bikineyeva A, Ivanov S, Kirilyuk IA, Grigor'ev IA, Dikalov SI.
Does scavenging of mitochondrial superoxide attenuate cancer prosurvival signaling pathways?
Antioxid Redox Signal. 2013 Aug 1;19(4):344-9.

(IF: 7.667; MNiSW: 45)

Wktad habilitanta 60%: koncepcja badan, planowanie eksperymentdéw i ich realizacja,
pozyskanie materialu do badan, analiza statystyczna, interpretacja wynikéw, udziat

W pisaniu pracy

Nazarewicz RR , Bikineyeva A, Dikalov SI.

Rapid and specific measurements of superoxide using fluorescence spectroscopy. J Biomol
Screen. 2013 Apr;18(4):498-503.

(IF: 2.012; MNiSW: 25)

Wkiad habilitanta 60%: koncepcja badan, planowanie eksperymentu i jego realizacja,
pozyskanie materiatu do badan, wykonanie pomiar6w, analiza statystyczna, interpretacja

wynikow, napisanie publikacji

Nazarewicz RR, Salazar G, Patrushev N, San Martin A, Hilenski L, Xiong S, Alexander RW.
Early endosomal antigen 1 (EEAl) is an obligate scaffold for angiotensin
ll-induced, PKC-alpha-dependent Akt activation in endosomes. J Biol Chem. 2011
Jan 28;286(4):2886-95.
(IF: 4.773; MNiSW: 35)
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Wkiad habilitanta 65%: koncepcja badan, planowanie eksperymentu i jego realizacja,
pozyskanie materiatu do badan, wykonanie pomiaréw, analiza statystyczna, interpretacja

wynikow, napisanie publikacji

Dikalova AE, Bikineyeva AT, Budzyn K, Nazarewicz RR, McCann L, Lewis W, Harrison DG,
Dikalov Sl.

Therapeutic targeting of mitochondrial superoxide in hypertension. Circ Res. 2010
Jul 9;107(1):106-16.

(IF: 9.504; MNiSW: 32)

Wkiad habilitanta 25%: koncepcja badan, planowanie eksperymentu i jego realizacja,
pozyskanie materiatu do badan, wykonanie pomiaréw, analiza statystyczna, interpretacja

wynikéw, pisanie publikaciji

Nazarewicz RR, Zenebe WJ, Parihar A, Larson SK, Alidema E, Choi J, Ghafourifar P.
Tamoxifen induces oxidative stress and mitochondrial apoptosis via stimulating mitochondrial
nitric oxide synthase. Cancer Res. 2007 Feb 1;67(3):1282-90.

(IF: 7.672; MNiSW: 24)

Wkiad habilitanta 60%: koncepcja badan, planowanie eksperymentu i jego realizacja,
pozyskanie materiatu do badan, wykonanie pomiaréw, analiza statystyczna, interpretacja
wynikéw, pisanie publikacji

Prace pogladowe:

Dikalov SI, Nazarewicz RR .

Angiotensin ll-induced production of mitochondrial reactive oxygen species: potential echanisms
and relevance for cardiovascular disease. Antioxid Redox Signal. 2013 Oct 1;19(10):1085-94.

(IF: 7.667; MNiSW: 45)

Wktad habilitanta 55%: wspotudziat w analizie danych z pismiennictwa i napisaniu publikacji.
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Nazarewicz RR , Dikalov SlI.

Mitochondrial ROS in the prohypertensive immune response. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 2013 Jul 15;305(2):R98-100.

(IF: 3.529; MNiSW: 30)

Wkiad habilitanta 80%: koncepcja badan, planowanie eksperymentéw i ich realizacja,
pozyskanie materialu do badan, analiza statystyczna, interpretacja wynikéw, udziat

W pisaniu pracy

c) Omdéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikbw wraz z omoéwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

c.1 Znaczenie kompartmentalizacji sygnalu komdrkowego w skutecznosci farmakoterapii

i suplementac;ji

Kompartmentalizacja sygnalu komorkowego moze odgrywac¢ kluczowe znaczenie
w projektowaniu skutecznej farmakoterapii oraz celowanej suplementaciji [1]. Dlatego tez
badania nad organizacjg sygnatu komérkowego w réznych szlakach metabolicznych powinny
by¢ zintensyfikowane, i skupione nad dogtebnym poznaniem szczegétowych mechanizmow
molekularnych odpowiedzialnych za powstawanie patologicznych zmian w réznych tkankach
i komérkach z uwzglednieniem badan domen sygnalizacyjnych. Wiele terapii farmakologicznych
lub suplementacji wskazuje na brak skutecznosci, miedzy innymi z powodu braku
specyficznego dziatania ograniczonego do wybranych organelli komdérkowych bez naruszenia
homeostazy catej komérki. Podczas gdy wiele badan in vitro opartych na manipulacji ekspresji
enzymow odpowiedzialnych za produkcje reaktywnych form tlenu (RFT) wskazujg
na ich kluczowg role w regulacji sygnalu komérkowego [2], badania Kkliniczne
z wykorzystaniem zwigzkéw regulujgcych poziom RFT w komorce (antyoksydantéw, inhibitorow
powstawania RFT), wskazujg na brak ich skutecznosci. W $wietle badan prowadzonych
w haszym laboratorium, powodem powyzszej rozbieznosci moze byé brak specyficznosci
dziatania wykorzystywanych antyoksydantéw. Suplementacja antyoksydantami kierowanymi
do okreslonych organelli komérkowych daje mozliwo$¢ osiggniecia znacznie wyzszego stezenia
antyoksydanta w danych organellach bez zmian w pozostatych czesciach komarki. Stosowanie
zwigzkéw pozbawionych specyficznosci w osiggnieciu danego celu komérkowego prowadzi

do znacznego wzrostu stezenia w roznych organellach i zwigzanego z tym oddziatywania
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na réznorodne szlaki metaboliczne i sygnalizacyjne [1]. W efekcie zwigzki te mogg naruszac
homeostaze bez osiggniecia zamierzonego celu. Seria naszych badan pokazuje klarownie,
iz mitochondrialne RFT sg niezwykle istotnym elementem regulujgcym sygnalizacje komérkowg
w réznych typach komorek, wiaczajgc komérki endotelium, miesnidwki gtadkiej czy komarki
ukladu immunologicznego.  Stosowanie suplementacji celowanej daje nowe mozliwosci
prowadzenia badan nad specyficznymi organellami komérkowymi i ich rola w patologii,

ale réwniez otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne.

c.2 Znaczenie kompartmentalizacji sygnatu komoérkowego w patogenezie choréb uktadu

krwionosnego

W naszych pracach staraliSmy sie zidentyfikowa¢ organizacje sygnalizacji
w komérkach miesniéwki gtadkiej, komadrkach endotelium czy monocytach, majgcej decydujgce
znaczenie dla powstawania chorob uktadu krwionos$nego. W pracy zatytutowanej
“EEA1 is an obligate scaffold for angiotensin ll-induced PKC-dependent Akt activation” [3]
wykazatlem, w jaki sposGb nastepuje organizacja sygnatu komoérkowego inicjowanego przez
angiotensyne |l, prowadzgca do aktywacji jednej z kluczowych kinaz w szlakach sygnalizacji
komérkowej, kinazy serynowo-treoninowej 1 (Aktl). Dowiodlem, ze Aktl wigze sie z biatkiem
odpowiedzialnym za fuzje wczesnych endosomow (EEAL), biatkiem specyficznym
dla endosoméw, dajgc mozliwos¢ oddziatywania na wybrane cele w szlakach sygnalizaciji
komérkowej. Organizacja tego kompleksu moze ttumaczy¢ wczesniej obserwowang separacje
sygnatu Aktl od pozostatych szlakéw sygnalizacji zaleznej od RFT, takich jak Erk1/2.
Wczesniejsze badania wskazywaty na kolokalizacje oksydazy NADPH 2 (NOX2) z EEA1l
we wczesnych endosomach, jednakze rola NOX2 w tych organellach nie zostata wyjasniona [4].
Obecnos¢ RFT-zaleznej kinazy, Aktl, wraz z NOX2 we wczesnych endosomach nabiera
nowego znaczenia w kontekscie regulacji sygnalizacji komorkowej. Blisko$¢ jednego
z gtownych zrédet ROS wzgledem kompleksu biatek, w ktérego skitad wchodzi Aktl daje
mozliwos¢ specyficznego oddziatywania RFT na redox-zalezne domeny w komérce. Nasze
badania wskazujg na rozdzielenie sygnatu aktywujgcego Aktl i jego dalsze oddziatywanie
na Erkl/2, co jest niezmiernie istotne dla zrozumienia istoty proliferacji komaorek miesniowki

gtadkiej i powstawania chordb degeneracyjnych $ciany naczyn krwionos$nych.

14



¢.3 Nowa metoda detekcji anionorodnika ponadtlenkowego w materiale biologicznym

Mitochondria odgrywajg znaczgcg role w funkcjach komérki. Do tej pory, mitochondria
byty gtéwnie przedmiotem badan ze wzgledu na ich udziat w energetyce komoérkowe;.
Jakkolwiek badania dotyczace roli mitochondribw w sygnalizacji komérkowej sg bardzo
ograniczone i ich rola w warunkach patologicznych nie jest dokladnie poznana. Znaczgcym
czynnikiem regulujgcym sygnalizacje komérkowg inicjowang w mitochondriach stanowig RFT.
Jedng z przyczyn spowalniajgcych badania nad funkcjami RFT w mitochondriach jest brak
odpowiednich metod badawczych. Skutecznos¢ pomiaréw rodnika ponadtlenkowego w miejscu
jego powstawania uzalezniona jest od precyzji i selektywnosci metod badawczych. Jedng
z czesciej uzywanych metod do badania O, jest fluorescencyjny zwigzek mitoSOX, ktory jest
zwigzkiem pochodnym od DHE (dihydroethidium). Obie formy etydyny, zaréwno DHE jak
i mitoSOX, specyficznie reagujg z O, . MitoSoX jest zwigzkiem, ktéry dzieki pozytywnemu
tadunkowi pochodzgcemu z grupy -TPP+ akumulowany jest w mitochondriach. Modyfikacja
ta umozliwia pomiar O, w mitochondriach. W trakcie reakcji oksydacji, dihydroethydium
generuje 20H-ethidium, zwigzek obrazujgcy reakcje z O, , jak réwniez pule zwigzkéw
niespecyficznych dla reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym, takich jak ethidium, ktére
charakteryzujg sie silng fluorescencjg. Dotychczas stosowane metody pozwalajg na detekcje
20H-ethidium wymagaty zastosowania HPLC z detekcja fluoerescenji. Metoda ta ma znaczace
ograniczenia w badaniach zywych i dynamicznych systeméw, albowiem nie daje mozliwosci
pomiarbw O, przy malej ilosci materialu jak roéwniez nie daje rozdzielczosci czasu.
Do tej pory inne metody stosujgce detekcje catkowitej fluorescencji nie dawaly roéwniez
mozliwosci separacji sygnatu niespecyficznego ethidium i specyficznego 20OH-ethidium.
Aby umozliwi¢ tego rodzaju pomiary w systemach biologicznych, nasze laboratorium skupito
sie na opracowaniu specjalnej metody pomiaru fluorescencji 20H-ethidium i odseparowaniu
od innych niespecyficznych sygnatow. Metoda nasza otworzyta mozliwosci specyficznej detekciji
anionorodnika ponadtlenkowego w maltych prébkach materiatu biologicznego z rozdzielczosciag

czasu, przy zastosowaniu powszechnie uzywanych instrumentéw jak fluorescencyjny czytnik

piytek czy cytometr przeptywowy [5].

Mitochondrialne reaktywne formy tlenu w sygnalizacji komérkowej

Mitochondria majg znaczacy udziat w przemianach energetycznych

i metabolicznych komérki. Funkcje metaboliczne wigzg sie ze zwiekszong produkcjg wolnych
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rodnikéw i stresu oksydacyjnego. Mitochondria produkujg rodnik ponadtlenkowy i produkcja
ta jest proporcjonalna do ich aktywnosci metabolicznej. Mitochondria wyposazone sg zaréwno
w szereg systeméw regulujacych produkcje wolnych rodnikéw jak i powstrzymujgcych
nadmierng produkcje wolnych rodnikéw, skutkujgcg powstawaniem stresu oksydacyjnego.
Wolne rodniki generowane w mitochondriach, anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru,
uwalniane sg do cytoplazmy gdzie reagujg z biatkami i poprzez oksydacyjne modyfikacje
regulujg ich funkcje. Biatka, ktére ulegajg oksydacji przez reaktywne formy tlenu i azotu moga
nie tylko traci¢ swoje podstawowe funkcje, ale réwniez moga zyskiwa¢ nowe niepozgdane
whasciwosci. Na tej drodze dochodzi do znaczacych zmian w sygnalizacji komérkowej oraz
w konsekwencji do zmian fizjologii komérek. Ma to szczegblne znaczenie w przypadku
powstawania choréb zwigzanych ze zmianami aktywnosci mitochondriow i nadprodukcjag
reaktywnych form tlenu. Poznanie mechanizméw regulujgcych ich  wytwarzanie
oraz modyfikujgcych sygnalizacje komorkowa, jest szczegélnie wazne dla rozwoju nowych
metod w farmakoterapii i celowanej suplementacji.

c.4 Rola mitochondriéw oraz zaleznej od nich sygnalizacji w dysfunkcji komérek endotelialnych

W serii naszych publikacji nad aktywnos$ciag metaboliczng mitochondriow komérek
endothelium wykazaliSmy znaczacy udziat RFT w dysfunkcji komérek endotelialnych
oraz wykazalismy funkcjonalng zalezno$¢ NOX2 od aktywnos$ci mitochondriow [1, 6-8]. Nasze
badania pokazaty, iz NOX2 zwieksza produkcje rodnika ponadtlenkowego w mitochondriach
zwierzgt poddawanych dziataniu angiotensyny Il. Rodnik ponadtlenkowy jest przeksztatcany
nastepnie do H,0,, aby zosta¢ uwolniony do cytoplazmy. Cytoplazmatyczne H,O, uruchamia
natomiast niepozadane zmiany w aktywnosci kinaz zaleznych od RFT.

Nasze prace pokazaly, ze mechanizm ten ma duze znaczenie w powstawaniu
nadcisnienia tetniczego i chorobie naczyh wiencowych. Nasza publikacja zatytutowana
“Therapeutic targeting of mitochondrial superoxide in hypertension” otworzyta nowe obszar
badan na temat zaleznosci NOX2 od aktywnosci mitochondriéw [1]. W pracy tej pokazalismy,
ze angiotensyna |l uruchamia sygnalizacje komérkowg, w ktérej kinaza biatkowa C (PKC)
aktywuje biatko p47Phox i mate biatko G z rodziny Rho (Racl), co doprowadza do aktywacji
NOX2 i zwiekszonej produkcji O, . Zwiekszona koncentracja O, w cytoplazmie prowadzi
do przenikania O, ~ i jego produktéw do innych organelli komérkowych wigczajgc mitochondria.
Oksydacja biatek mitochondrialnych uposledza dziatanie btony mitochondrialnej, wywotujac

spadek potencjatu blony mitochondrialnej i w konsekwencji zmniejszenie syntezy ATP
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w mitochondriach. Innym negatywnym skutkiem tego procesu jest odwrdcony przeptyw
elektron6w przez tancuch oddechowy i zwiekszona produkcja O,  przez mitochondria.
Uwalniany przez mitochondria O, ulega dysmutacji do H,O, i ten z kolei powoduje oksydacje
kinazy tyrozynowej c-Src. Kinaza ta reguluje aktywnos¢ NOX2. W efekcie tego procesu
dochodzi do pozytywnej stymulacji NOX2 w mitochondriach. W naszych badaniach
wykazalismy, iz specjalnie zsyntezowany zwigzek mitoTempo, ktéry skierowany jest
do mitochondribw moze przerwaé ten negatywny cigg zdarzen i zapobiec mechanizmowi
zwrotnemu. Wyniki te zostaly dodatkowo potwierdzone przez specyficzny model zwierzecy
w ktérym, zwiekszona produkcja O2*-, spowodowana redukcjg ekspresji SOD2, zwieksza
aktywnos¢é NOX2 i nasila dziatanie angiotensyny Il w powstawaniu nadcisnienia tetniczego [1].
W kolejnych publikacjach przedstawilismy bardziej szczegblowy mechanizm
molekularny, ktéry wspiera aktywacje NOX2 poprzez dziatanie mitochondriéw. W naszej pracy
[6] wykazalismy, ze oksydacja kanatu potasowego zaleznego od ATP odpowiada za odwrécony
przeptyw elektronéw (reverse electron transfer, RET) przez mitochondrialny taricuch oddechowy
i nadprodukcje anionorodnika ponadtlenkowego. Nasza praca pokazata, ze zahamowanie RET
w mitochondriach zmniejsza aktywnosé¢ NOX2, gtéwnej oksydazy NAPDH zaleznej oksydazy
rezydujgcej w btonie komdrkowej. Aktywacja mitochondrialnego kanatu potasowego zaleznego
od ATP poprzez zastosowanie diazoxide, agonisty kanalu, przynosi podobne efekty
jak dziatanie angiotensyny Il. W modelu zwierzecym wykazaliSmy, ze mechanizm ten moze
potencjalnie  odgrywaé¢ role w powstawaniu dysfunkcji komérek endotelialnych
i nadcisnienia tetniczego [6]. Zastosowanie antyoksydantu skierowanego do mitochondriow
powstrzymywato negatywnie zmiany w komdrkach endotelialnych i zapobiegato rozwojowi
powstawaniu nadcisnienia tetniczego. Zastosowanie zwigzkéw, ktore powstrzymujg odwrécony
przeptyw elektrondw w mitochondriach takich jak jabtczan czy rotenon, hamujgcych dziatanie
mitochondrialnego ATP-zaleznego kanatu potasowego poprzez inhibicje jednostki regulujgcej
(PKCeg) przynosito takie same efekty na aktywnos¢ NOX2 jak bezposrednia inhibicja tego
enzymu poprzez zastosowanie specyficznego peptydu blokujgcego jego aktywnos¢. Diugoletnie
badania nad nadcisnieniem tetniczym klarownie pokazywaty udziat NADPH zaleznej oksydazy
jak i nadtlenku ponadtlenkowego w patogenezie tej choroby. Mimo tego badania kliniczne,
w ktérych wykorzystywano antyoksydanty takie jak witamina C lub E nie przynosity pozgdanych
rezultatbw. Nasze badania wskazuja, ze niespecyficzne antyoksydanty nie adresujg
rzeczywistych zmian w komorce i nie ograniczajg produkcji O, w mitochondriach, istotnego
zrédta tego oksydanta regulujgcego sygnalizacje komoérkowa, kluczowag dla powstawania

nadcisnienia.
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¢.5 Znaczenie aktywacji uktadu immunologicznego w patogenezie chordb uktadu krwionosnego.

Mechanizm regulacji sygnalizacji komorkowej.

Istotnym elementem przyspieszajgcym choroby uktadu krwionosnego, jak nadcisnienie
i choroba naczyn wiencowych, jest aktywacja uktadu immunologicznego [9]. Cytokiny
produkowane przez limfocyty i makrofagi doprowadzajg do dysfunkcji komoérek naczyn
krwionosnych wielu organéw. Nasze badania wykazaty, ze kombinacja interleukiny IL-17A,
TNF-alfa oraz angiotensyny ma szczeg6lnie negatywne dziatanie na funkcje naczyn
krwionosnych [7]. Synergistyczne patologiczne dziatanie tych cytokin i hormonu powoduje
zmiany oksydacyjne cyklofiliny D i w konsekwencji zaburzenia relaksacji naczyn krwionosnych,
co przyczynia sie do nadci$nienia tetniczego. Nasze badania wykazujg, iz nadmiar O~
w komorkach powoduje patologiczne konsekwencje. W przypadku komérek endotelialnych
nadmiar reaktywnych form tlenu prowadzi do zaburzen funkcji mitochondriéw i niedoboru tlenku
azotu, co z kolei prowadzi do zaburzen relaksacji naczyn krwionosnych i nadcisnienia
tetniczego. Nasze badania na komérkach uktadu immunologicznego wykazaty, ze reaktywne
formy tlenu, w szczeg6lnosci O, , powoduje niepozgdane zmiany w funkcji monocytow,
limfocytow i makrofagow. W pracy “The glycolytic enzyme PKM2 bridges metabolic
and inflammatory dysfunction in coronary artery disease” wykazalismy, ze O,  odpowiada
za oksydacyjne modyfikacje kluczowego enzymu glikolizy, kinazy pirogronianowej (PKM2)
i w konsekwencji zaburzenia réwnowagi pomiedzy formg monomeryczng, di- i tetrameryczng
tego enzymu [10]. PKM2, aby utrzymaé¢ swojg funkcje w przemianach glikolitycznych musi
pozostawa¢ w formie tetrameru. W formie dimeru enzym ten traci swoje funkcje metaboliczne
i moze pozyskiwa¢ nowe funkcje kinazy odpowiedzialnej za fosforylacie STAT3 (biatko
przekazujgce sygnat i regulujgce transkrypcje). Forma dimeru PKM2 ulega translokacja
do jgdra komoérkowego, gdzie wigze sie z STAT3 i zwieksza jego fosforylacje. STAT3 jest
kluczowym biatkiem regulujgcym transkrypcje cytokin, interleukiny IL-6 i IL-2, ktore z kolei petnig
krytyczng funkcje w rozwoju choréb uktadu krwionosnego i zwigzanymi z nim destrukcyjnymi
zmianami w narzgdach peryferyjnych. W naszej pracy wykazaliSmy, ze PKM2 ulega
modyfikacji, ktéra zalezna jest od produkcji anionorodnika ponadtlenkowego
w mitochondriach, aktywnosci metabolicznej mitochondriéw i glikolizy [10]. Wykazalismy,
ze monocyty jak i makrofagi wyizolowane od pacjentéw z chorobg niedokrwienng miesnia
sercowego charakteryzujg sie nadprodukcjg anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach,

ktéry odpowiada za zwiekszong produkcje IL-6 i IL-2 za posrednictwem PKM2.
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Mediatory stanu zapalnego, cytokiny i interleukiny, przyczyniajg sie do rozwoju
nadcisnienia tetniczego poprzez ich dziatanie na organy peryferyjne, ale réwniez istnieje
mozliwos¢ ich dziatania na inne komérki kluczowe dla uktadu krwionosnego. W pracy
“Mitochondrial Cyclophilin D in Vascular Oxidative Stress and Hypertension”, zajeliSmy sie
badaniem efektu potgczonego dziatania interleukiny 17A, TNF-alfa oraz angiotensyny Il
na komorki endoteliaine [7]. Analiza funkcji endotelium wskazata na skomplikowany
mechanizm, w ktérym kluczowg role odgrywa mitochondrialny anionorodnik ponadtlenkowy
regulujgcy dziatanie cyklofiliny D. Produkcja anionorodnika ponadtlenkowego u myszy
z zahamowang ekspresjg cyklofiliny D byta znaczgco ograniczona. Obserwowalismy réwniez
znaczacy spadek cisnienia tetniczego oraz poprawe funkcji i relaksacji miesniéwki gtadkiej
w stosunku do myszy, u ktérych ekspresja cyklofiliny D byla zachowana. Analiza mechanizmu
molekularnego wskazata na oksydacyjne modyfikacje cyklofiliny D. Zaréwno na modelu
komérkowym, jak i zwierzecym wykazaliSmy S-glutationylacje cyklofiliny D. Negatywne efekty
dziatania anionorodnika ponadtlenkowego zniwelowane byly przez zastosowanie mitoEbselenu,
antyoksydanta wytapujgcego nadtlenek wodoru, skierowanego specyficznie do mitochondridw.
W modelu komérkowym poprawa funkcji komérek endotelialnych byta osiggnieta poprzez
nadekspresje SOD2 i katalazy. Podsumowujgc, nasze badania wskazaly na specyficzng role
mitochondrialnych RFT w regulacji funkcji komérek uktadu immunologicznego i potencjalnych
mozliwosci interwencji z uzyciem suplementacji celowanej w zapobieganiu choréb uktadu

krwionosnego.

c.6 Suplementacja celowana w chorobach zaleznych od mitochondrialnych reaktywnych form

tlenu

Regulacja sygnalizacji komérkowej poprzez aktywne formy tlenu generowane przez
mitochondria odgrywa istotng role w szybko dzielgcych sie komérkach. W naszych pracach
na modelu komdrkowym czerniaka wykazaliSmy, ze anionorodnik ponadtlenkowy moze
regulowa¢ sygnalizacje komérkowa, ktéra odpowiada za proliferacje komérek [11]. Reaktywne
formy tlenu uwalniane z mitochondriéw aktywujg Akt, kinaze odpowiedzialng za odpornosc
komérek na dziatanie czynnikbw uruchamiajgcych szlaki apoptotyczne. Zastosowanie
antyoksydantow, ktoére sg kierowane specyficznie do mitochondribw, daje przewage
nad dotychczas stosowanymi antyoksydantami, ktére dziatajg niespecyficznie i nie majg
mozliwosci  osiggniecia wystarczajgcej koncentracji w poszczegOlnych organellach

komérkowych. Nasza analiza koncentracji powszechnie stosowanych antyoksydantéw takich
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jak Tempol, wykazuje, iz majg one wielokrotnie nizsza koncentracje niz antyoksydanty
specyficznie skierowane do mitochondriow. Mitotempo moze osiggnaé zas 1000 razy wyzsze
stezenie niz Tempol przy zastosowaniu takiej samej dawki obydwu zwigzkéw [1]. Nasze
badania przedstawione w powyzszym opracowaniu pokazujg kluczowag role mitochondrialnych
reaktywnych form tlenu i koniecznos¢ zastosowania niekonwencjonalnych metod
ich neutralizacji. Tradycyjnie stosowane antyoksydanty, zgodnie z dotychczas
przeprowadzonymi badaniami nie wykazujg skutecznosci. Nasze dotychczasowe badania
na modelach komérkowych, zwierzecych oraz z wykorzystaniem komoérek wyizolowanych
od pacjentéw, pokazujg jednoznacznie skuteczno$¢ specyficznie i lokalnie dziatajgcych
antyoksydantow, i wskazujg na istnienie koniecznosci podjecia szerszych badan, ktére
odpowiedzg na pytanie czy antyoksydanty skierowane do mitochondriéw mogtyby stanowié
czesé dziatan leczniczych w chorobach, w ktorych reaktywne formy tlenu odgrywajg decydujace

znaczenie.

Whioski

Do najistotniejszych moich osiggnie¢ zaliczy¢ moge:

1. Ustanowienie roli mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego
w patogenezie dysfunkcji endotelium.

2. Ustanowienie roli aktywnosci mitochondriow w regulacji NOX2 oraz wyjasnienie
mechanizmu molekularnego stojgcego za tg regulacja.

3. Opracowanie  nowych metod farmakoterapii i suplementacji celowanej
w niwelowaniu skutkéw choréb uktadu krwionosnego.

4. Opracowanie nowych metod pomiaru mitochondrialnego anionorodnika
ponadtlenkowego pozwalajgcych na pomiary w modelach biologicznych opartych
na zywych komorkach.

5. Woyjasnienie roli mitochondrialnych RFT w regulacji aktywnosci komérek uktadu

immunologicznego w warunkach choréb uktadu krwionos$nego.
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i mechanizmu przyczyniajgcego sie do gwattownej proliferacji tych komérek. Nasze wyniki
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Celem tego projektu byla ocena wptywu diety wysokottuszczowej na potencjat antyoksydacyjny.
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proinflammatory activity of human macrophages in coronary artery disease. APS |,

Inflammation, Immunity and Cardiovascular Disease, Westminster, CO 2016.

Nazarewicz RR, Dikalova A, Bikineyeva A, Egnatchik R, Young J, Harrison DG, Dikalov
SI. T cell mitochondrial ROS in development of hypertension. Experimental Biology

Meeting, San Diego, California, 2014.

Nazarewicz RR, Dikalova A, Bikineyeva A, Harrison DG, Dikalov Sl. Mitochondrial ROS
in the pro-hypertensive immune response. Experimental Biology Meeting, Boston, MA,
2013

Nazarewicz R, Bikineyeva A, Harrison DG, Dikalov S. Rapid and Specific Measurements
of Superoxide Using Fluorescence Spectroscopy. Experimental Biology Meeting, San
Diego, California, 2012

Nazarewicz R, Dikalova A, Bikineyeva A, Hilenski L, Mayorov V, Lasségue B, Harrison

D, Griendling K, Dikalov S. Mechanism regulating cytoplasmic superoxide production by
mitochondria. Experimental Biology Meeting, Washington, 2011.
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Nazarewicz R, Dikalova A, Bikineyeva A, Hilenski L, Lasségue B, Harrison D, Griendling
K, Dikalov S. Mitochondrial ATP-Sensitive Potassium Channel Regulates Cytoplasmic
NADPH Oxidase Activity through Mitochondrial Superoxide. SFRBM Annual Meeting,
Orlando 2010, Free Rad Biol Med 2010,

Nazarewicz RR, Salazar G, Patrushev N, Martin AS, Hilenski L, Xiong S, Ushio-Fukai M,
Alexander RW. Central role of EEAL in organization of Angiotensin Il signaling leading to
Akt activation in early endosomes. American Heart Association Scientific Meeting,
Orlando, USA 2009, Circulation 2009, Supp.

Nazarewicz RR; Patrushev NA; Hilenski L; Ushio-Fukai M; Alexander RW. Novel Role
of Early Endosome Antigen 1 in Reactive Oxygen Species- dependent AT1 Receptor-
mediated Signaling Linked to Hypertrophy in Vascular Smooth Muscle Cells. American
Heart Association Scientific Meeting, New Orleans, USA 2008, Circulation
2008;118(18):S313-S314.

Nazarewicz R., Ziolkowski W. Effect of high fat diet on oxidative stress in human

subjects. 4 th International Conference, Lublin, Poland 2006.

I1l.  Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski oraz in formacja o wspotpracy

mi edzynarodowej habilitanta

a)

b)

Uczestnictwo w  programach  europejskich  lub  innyc h  programach

miedzynarodowych i krajowych:  brak

Aktywny udziat w mi  edzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych
Nazarewicz RR, Dikalova A, Fessel JP, Itani H, McMaster W, Bikineyeva A, Harrison
DG, Dikalov S. Cytokine-angiotensin Il Interplay in Cyclophilin D- mediated Vascular

Oxidative Stress and Hypertension. Hypertension 2014, High Blood Pressure, San
Francisco, CA 2014.
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Nazarewicz RR, Dikalova A, Fessel JP, Itani H, McMaster W, Harrison DG, Dikalov S.
Sirt3 Impairment and SOD2 Hyperacetylation Drive Vascular Oxidative Stress and

Hypertension. Hypertension 2014, High Blood Pressure, San Francisco, CA 2014,

. Nazarewicz RR, Saleh MA, Wu J, Dikalov S, Harrison DG. Mitochondrial hydrogen
peroxide in T cell activation. Hypertension 2014, High Blood Pressure, San Francisco,
CA 2014,

Nazarewicz R. Uric acid and oxidative stress in young sportsmen. International
Conference Physiological conditions of diet application. Warsaw, Poland 2004,
(monograph 354-359).

Nazarewicz R ., Babicz-Zielinska E. Body composition related to physical activity and

protein intake. 9 th European Nutrition Conference, Rome, Italy 2003.

Nazarewicz R ., Babicz-Zielinska E. Protein intake and oxidative stress among youth of

different physical activity. 9 th European Nutrition Conference, Rome Italy 2003.

Ghafourifar P, Nazarewicz R, Zenebe WJ, Chen Z, Parihar MS, Parihar A. Heart
mitochondria nitric oxide synthase. Mitochondrial Medicine Meeting, San Diego, USA
2007, Mitochondrion 2007;7(6): 404.

Dikalova AE, Bikineyeva AT, Budzyn K, Nazarewicz RR, Lewis W, Harrison DG Dikalov
S| Therapeutic targeting of mitochondrial superoxide in hypertension. 16th Annual
Meeting of Society for Free Radical Biology and Medicine, USA 2009, Free Rad. Biol
Med 2009, 46, Supp.1.

Dikalova AE, Bikineyeva AT, Budzyn K, Nazarewicz RR, Lewis W, Harrison DG and

Dikalov SI. Therapeutic targeting of mitochondrial superoxide in hypertension. American
Heart Association Scientific Meeting, Orlando, USA 2009,Circulation 2009.
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10.

d)

e)

9)
h)

Dikalov S, Dikalova A, Nazarewicz R, Bikineyeva A, Mayorov V, Hilenski L, Lasségue B,
Harrison D, Griendling K. Role of Nox2-induced Reverse Electron Transfer in Production
of Mitochondrial Reactive Oxygen Species, Endothelial Dysfunction and Hypertension.
SFRBM Annual Meeting, Orlando 2010, Free Rad Biol Med 2010, 27.

Udziat w komitetach organizacyjnych mi  edzynarodowych i krajowych konferencji
naukowych: brak
Otrzymane nagrody i wyré znienia inne ni z wymienione w pkt Il j

2006 Nagroda Rektora Akademii Morskiej w Gdyni za osiggniecia naukowe
2005 Nagroda Rektora Akademii Morskiej w Gdyni dla mtodych naukowcéw
2002 Nagroda Rektora Akademii Morskiej w Gdyni za obrone doktoratu

Udzial w konsorcjach i sieciach badawczych: brak

Kierowanie projektami realizowanymi we wspotprac y z naukowcami z innych
osrodkéw polskich i zagranicznych oraz we wspoétpracy Z przedsi ebiorcami
innymi ni Zwymienione w pkt. Ili : brak

Udziat w komitetach redakcyjnych i radach naukow  ych czasopism: brak
Czlonkostwo w mi  edzynarodowych i krajowych organizacjach oraz towarz ystwach
naukowych

Od 2007 American Heart Association

Od 2008 American Physiological Society

Osi agni ecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki lu b sztuki

W ramach moich zadan dydaktycznych prowadzitem i prowadze zajecia w formie wyktadow

i cwiczen z nastepujgcych przedmiotéw: Analiza i interpretacja artykutdw naukowych, Dieta

w wybranych jednostkach chorobowych, Zywienie w rozwoju cziowieka, Biochemia, (w

AWFiS w Gdansku i Akademii Morskiej w Gdyni) zardwno na studiach stacjonarnych,

niestacjonarnych jak i podyplomowych, z ktérych duza ilo§¢ oparta zostata na programie

autorskim.

32



W ramach dziatan popularyzatorskich uczestniczytem w szkoleniu treneréow w zakresie
zywienia i biochemii oraz w konferencjach poswigconych roli aktywnosci fizycznej
w profilaktyce zdrowotnej. Prowadzitem rowniez wyktady popularyzujgce zdrowe zywienie
oraz organizowatem konferencje studenckich kot naukowych.

j) Opieka naukowa nad studentami i lekarzami w toku specjalizacji
llos¢é magistrantéw i licencjatow
22
k) Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego
lub promotora pomocniczego.
Brak
1) Staze w zagranicznych i krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

2007-2010 Emory University, School of Medicine, Division of Cardiology; Atlanta, GA

2006-2007 Ohio State University, Institute of Mitochondrial Biology, Davis Heart & Lung
Research Institute; Columbus, OH

m) Wykonane ekspertyzy lub inne opracowania na zamoéwienie: ekspertyza stanu
odzywiania i diety zawodnikow Nike Trail Team

n) Udziat w zespotach eksperckich i konkursowych: Vanderbilt Univeristy, VICTOR Advisory
Mitochondrial Group

o) Recenzowanie projektéw miedzynarodowych i krajowych: British Research Council
Research projects

p) Recenzowanie publikacji w czasopismach migedzynarodowych i krajowych:

Circulation Research — 3 recenzje

Antioxidants and Redox Signaling- 22 recenzje

The International Journal of Biochemistry & Cell Biology- 3 recenzje

r) Inne osiagniecia, nie wymienione w pkt llla-llip: brak

o

//M e v ol e
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