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STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byto poznanie molekularnego podtoza dysfunkcji sSrodbtonka
w miazdzycy ludzkich naczyn tetniczych zwigzanego z obnizeniem biodostepnosci
tlenku azotu (NO).

Materiat do badan stanowily fragmenty tetnicy szyjnej wspdlnej (tetnica
niezmiazdzycowana) oraz tetnicy szyjne] wewnetrzne] (tetnica zmiazdzycowana),
pozyskane od pacjentow zakwalifikowanych do zabiegu transendarterektomii tetnicy
szyjnej wewnetrznej (n=15 w kazdej badanej grupie).

W przeprowadzonych do$wiadczeniach wykazano wzrost catkowitej ekspresji
biatka eNOS w tetnicy objetej procesem miazdzycowym w poréwnaniu do tetnicy
niezmiazdzycowanej. Wyniki te byly zgodne z ekspresja mRNA NOS3. Wykonano
takze analizy majace na celu okreslenie ekspresji formy monomerycznej i dimerycznej
eNOS, w ktérych zaobserwowano, ze stosunek formy dimerycznej do catkowitej
ekspresji eNOS byl wyzszy w tetnicy niezmiazdzycowanej. Natomiast stosunek formy
monomorycznej uzyskanej w warunkach nieredukujacych do formy dimerycznej eNOS
byt statystycznie znamiennie wyzszy w tetnicy zmiazdzycowanej w poréwnaniu do
tetnicy niezmiazdzycowane;j.

W posrednich metodach oceniajacych aktywnos¢ eNOS (konwersja L-argininy do
L-cytruliny) oraz ilo$¢ produkowanego NO (ocena stezenia azotandw i azotynow
metoda Griessa) zaobserwowano wzrost aktywno$ci enzymu oraz wzrost st¢zenia
metabolitow NO w tetnicy zmiazdzycowanej w porOwnaniu do tgtnicy
niezmiazdzycowanej. Jednakze wykorzystujac metode pozwalajacg na iloSciowe
oznaczenie wolnego biologicznie NO produkowanego przez eNOS wykazano spadek
stezenia tlenku azotu w tetnicy zmiazdzycowanej w porOwnaniu z tetnica nie
wykazujaca cech miazdzycy. Ponadto stgzenie O, oraz ONOO™ wydzielanych przez
eNOS bylo statystycznie znamiennie wyzsze Ww tetnicy objetej procesem
miazdzycowym w poréwnaniu do tg¢tnicy niezmiazdzycowanej. Zmierzono rowniez
ilo$¢ cynku pochodzacg z formy dimerycznej eNOS, ktoéra byla wigksza w tetnicy
niezmiazdzycowanej w porownaniu do tetnicy zmiazdzycowane;.

Uzyskane wyniki pozwalajag na stwierdzenie z duzym prawdopodobienstwem, ze
wzrost ekspresji mMRNA NOS3, catkowitej ekspresji biatka eNOS oraz aktywnosci

eNOS jest mechanizmem kompensujacym obecne w tetnicy zmiazdzycowanej



rozprzezenie eNOS, czego skutkiem jest wytwarzanie przez eNOS wzmozonej iloSci
O, kosztem NO. Jednym z mechanizméw prowadzacym do rozprzezenia enzymu jest
rozerwanie Klastra tiolowo-cynkowego, co w konsekwencji prowadzi do dysocjacji
dimeréw enzymu i obnizenia jego fizjologicznej aktywnosci - W znaczeniu wytwarzania
NO przez eNOS w takich warunkach, ktore zapewniajg plejotropowe cytoprotekcyjne
I przeciwmiazdzycowe dziatanie NO.

Srodblonek naczyniowy jest zatem nowym celem terapeutycznym w leczeniu
chorob sercowo-naczyniowych zwigzanych z dysfunkcja srodbtonka. Jednakze przyszte
cele terapii kardioprotekcyjnej musza opiera¢ si¢ na zrozumieniu, ze réwnowaga
pomiedzy iloscig NO i O, w komdrkach §rodblonka ktoérego Zrddlem jest eNOS per se,

jest znacznie wazniejsza niz bezwzgledny poziom samego NO.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the molecular basis of endothelial
dysfunction in atherosclerosic plaque of human arterial vessels associated with
a decrease of nitric oxide (NO) bioavailability.

The study material consisted of fragments of the common carotid artery (non-
atherosclerotic artery), and internal carotid artery (atherosclerotic artery), obtained from
patients qualified for transendarterectomy of the internal carotid artery (n=15 in each
group).

The experiments showed increased total eNOS protein expression in the
atherosclerotic artery compared to the non-atherosclerotic artery. These results were
consistent with the expression of NOS3 mRNA. Determination of the monomeric and
dimeric forms of eNOS revealed higher dimer-to-total eNOS expression ratio in non-
atherosclerotic artery. However, monomer-to-dimer ratio was significantly elevated in
atherosclerotic plaque in comparison to non-atherosclerotic artery.

Indirect evaluation of eNOS activity (assayed by conversion of L-arginine to L-
citrulline) and the amount of NO production (measurements of nitrite and nitrite
concentration by the Griess method) revealed increased enzyme activity and elevated
NO metabolites concentrations in atherosclerotic plaque related to non-atherosclerotic
artery. Nevertheless, the quantitative determination of biologically active NO generation
by eNOS showed decreased concentration of NO in atherosclerotic artery in comparison
to non-atherosclerotic artery. In addition, the concentration of O, and ONOQO" released
by eNOS were statistically significantly higher in atherosclerotic plaque compared to
non-atherosclerotic artery. The amount of zinc derived from the dimeric form of eNOS
was also measured, which was higher in the atherosclerotic artery.

Obtained results determine with high probability that the increased of NOS3 mRNA
expression, total expression of eNOS protein and eNOS activity is a mechanism
compensating the eNOS uncoupling. The consequence of this phenomenon is increased
production O, instead of NO by eNOS. The possible mechanism leading to the eNOS
uncoupling is disruption of zinc-thiolate cluster. This eventually results in dissociation
of enzyme dimers and reduction of its physiological activity — in terms of production of
NO by eNOS in amounts that can provide pleiotropic cytoprotective and

antiatherosclerotic effects of NO.



In conclusion, endothelium is a new therapeutic target for the treatment of
cardiovascular diseases associated with endothelial dysfunction. However, future goals
of cardioprotective therapy must be based on the understanding that the balance
between NO and O, in endothelial cells - whose source is eNOS per se - is much more

important than the absolute level of NO itself.



