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Wykaz stosowanych skrotow

4PYMP

4PYR, PCNR
4PYTP

M2PY, 2PY, Met2PY
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MNA, MetNA
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NADP*
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NNMT

PARP
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monofosforan 4-pirydono-3-karboksyamido-1-3-D-
rybonukleozydu
1-B-D-rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamid
trojfosforan 4-pirydono-3-karboksyamido-1-8-D-rybonukleozydu
N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid
N-metylo-4-pirydono-3-karboksyamid

N1-metylonikotynamid
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dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
mononukleotyd nikotynamidu

metylotransferaza nikotynamidu
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przewlekla choroba nerek (dawniej: przewlekla niewydolnosé
nerek i ta nazwa jest uzywana w tekscie rozprawy habilitacyjnej)



1. Wstep

Nikotynamid i kwas nikotynowy sg zwigzkami chemicznymi wystepujacymi czesto pod
wspolna nazwa niacyna, witamina PP lub B, Zaréwno nikotynamid jak i kwas nikotynowy
dostarczane sa do organizmu gléwnie z pokarmem. Mozliwa jest réwniez ich synteza
w organizmie czlowieka. W produktach roslinnych (otrgby zbozowe, roéliny straczkowe, orzechy
arachidowe, szpinak) wystepuje gléwnie kwas nikotynowy. W produktach pochodzenia
zwierzecego (watroba, nerki, ryby) dominuje nikotynamid. Dzienne zapotrzebowanie na kwas
nikotynowy 1 nikotynamid wynosi okoto 15-20 mg [7,2].

Kwas nikotynowy powstaje w wyniku przeksztalcenia tryptofanu w szlaku kynureinowym.
Z 60 mg tryptofanu dostarczanego z dietag powstaje okolo 1 mg kwasu nikotynowego. Syntez¢
nikotynamidu opisano ponizej (rycina 1). Zaréwno kwas nikotynowy, jak i nikotynamid sa
substratami do biosyntezy NAD" i powoduja wzrost stezenia tego dinukleotydu w komorkach
[3]. Wspodlng cecha kwasu nikotynowego i jego amidu jest ich skuteczno$¢ w leczeniu pelagry
oraz innych stanéw niedoboru witaminy B;. Wtasciwosci farmakologiczne nikotynamidu i kwasu
nikotynowego sa jednak rézne [7]. Kwas nikotynowy jest skutecznym lekiem obnizajacym
stezenie LDL-cholesterolu i triacylogliceroli a podwyzszajacym zawarto§¢ HDL-cholesterolu we
krwi [7,4]. Nikotynamid nie wplywa na stezenie lipidéw we krwi. W prezentowanej rozprawie
przedstawione zostaly dane dotyczace roli nikotynamidu i jego metabolitow w fizjologii
1 patologii czlowieka, uzyskane w czasie realizacji rozprawy habilitacyjnej 1 przedyskutowane

z danymi z pi$miennictwa.

1.1. Metabolizm nikotynamidu

Nikotynamid (NA) moze by¢ bezposrednim produktem wielu reakcji enzymatycznych
w komorkach organizmu czlowieka. Sg to przede wszystkim reakcje zwigzane z degradacja
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD") [5,6]. Do grupy enzyméw metabolizujacych
NAD" naleza: polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP; EC 2.4.2.30), mono-ADP-rybozylo-
transferaza (EC 2.4.2.31), sirtuiny (np. deacetylaza histonéw, EC 3.5.1.98) oraz NAD(P)"
glikohydrolazy/cyklazy ADP-rybozy (EC 3.2.2.5 1 EC 3.2.2.6) [7,8]. Reakcje katalizowane przez te

enzymy odgrywajq istotna role w wielu procesach fizjologicznych, na przyklad w miedzy-

*
Ze wzgledu na znaczace réznice whasciwosci farmakologicznych kwasu nikotynowego i nikotynamidu nie
powinno si¢ stosowac dla tych zwigzkéw nazwy niacyna. Niestety nie jest to uwzgledniane w publikacjach
naukowych i podrecznikach.



1 wewnatrzkomoérkowej sygnalizacji, transkrypcji, naprawie DNA, regulacji cyklu komérkowego,
mitozie, jak réwniez apoptozie 1 nekrozie komoérek [6,9,70]. Zaburzenia funkcjonowania tych
proceséw moga by¢ przyczyna wielu zjawisk patologicznych.

Poza degradacja NAD" nikotynamid moze powstawaé réwniez w wyniku odwracalnej
reakcji katalizowanej przez fosforylaze nukleozydu nikotynamidowego (EC 2.4.2.1) [77] lub przez
tosforybozylotransteraze nikotynamidowa (NamPRT; EC 2.4.2.12) [72].

Nikotynamid ulega przemianie do N-oksydu nikotynamidu i 6-hydroksynikotynamidu
[73,14], a przy udziale cytoplazmatycznego enzymu - metylotransferazy nikotynamidu (NNMT,
EC 2.1.1.1) do N-metylonikotynamidu (MNA, oznaczanego réwniez symbolem MetNA) [75].
Metabolit ten pod wplywem oksydazy aldehydowej (EC 1.2.3.1) ulega degradacji do: N-metylo-2-
pirydono-5-karboksyamidu (M2PY, oznaczanego rowniez symbolem 2PY, Met2PY) 1 N-metylo-
4-pirydono-3-karboksyamidu (M4PY, oznaczanego réwniez symbolem 4PY, Met4PY), ktore sa
koncowymi produktami degradacji nikotynamidu [76-78]. Nikotynamid jest prekursorem
rybozydu nikotynamidu, a takze mononukleotydu nikotynamidu (NMN) [72,79]. Ogdlny
metabolizm nikotynamidu przedstawiono na rycinie 1. Reakcje katalizowane przez enzymy,

ktérych kody umieszczono na rycinie 1 1 szczegélowo oméwiono w tabeli 1.



Dinukleotyd
nikotynamidoadeninowy

EC 2.7.1.23 (NAD+) EC27.71
Fosforan dinukleotydu EC 24230
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Rycina 1. Metabolizm nikotynamidu w komérkach u ssakow.

Fosforylaza nukleozydu nikotynamidowego (EC 2.4.2.1), fosforybozylotransferaza nikotynamidowa
(NamPRT; EC 24.2.12), NAD* glikohydrolaza/cyklaza ADP-rybozy (EC 3.2.2.5), NADP+
glikohydrolaza/cyklaza ADPR-rybozy (EC 3.2.2.6), polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP; EC 2.4.2.30),
mono-ADP-rybozylotransferaza (EC 2.4.2.31), sirtuiny (EC 3.5.1.98), metylotransferaza nikotynamidu
(NNMT, EC 21.1.1), oksydaza aldehydowa (EC 1.2.3.1), adenylotransferaza mononukleotydu
nikotynamidu (EC 2.7.7.1), 5- nukleotydaza (EC 3.1.3.5) kinaza rybozylonikotynamidu (EC 2.7.1.22),
kinaza NAD* (EC 2.7.1.23).



Tabela 1.

Reakcje katalizowane przez enzymy uczestniczace w metabolizmie

nikotynamidu i jego metabolitow

EC zgodnie Nazwa enzymu
z IUBMB ** | zalecana przez IUBMB Katalizowane reakcje
(czgsto stosowana)

EC2.4.2.1 Fosforylaza nukleozydéw | Nukleozyd purynowy + fosforan = zasada purynowa
purynowych + a-D-rybozo-1-fosforan
*fosforylaza nukleozydu *rybozyd nikotynamidu + fosforan = nikotynamid +
nikotynamidowego a-D-rybozo-1-fosforan + H* [77,20]

EC 2.4.2.12 | fosforybozylotransferaza D-rybonukleotyd nikotynamidu + difosforan =
nikotynamidu nikotynamid + 5-fosfo-a-D-rybozo- 1-difosforan

EC 3.2.2.5 NAD" nukleozydaza NAD* + H,O = ADP-ryboza + nikotynamid
(NAD "glikohydrolaza/
cyklaza ADPR-rybozy)

EC3.2.2.6 NADP™ nukleozydaza NADP* + HO = ADP-ryboza(P) + nikotynamid
(NADP+ glikohydrolaza/
cyklaza ADPR-rybozy)

EC 24230 | NAD" ADP-rybozylo- NAD* + (ADP-D-tybozylo),-akceptor =
transferaza (pohmeraza nikotynamid + (ADP—D-rybozylo)ﬂJr1—akcept0r + H*
poli(ADP-rybozy))

EC 24231 | NAD" ADP-rybozylo- NAD™ + L-arginina biatka = nikotynamid + Ne-
transferaza reszt argininy (ADP-D-rybozylo)-L-arginina biatka
biatka (mono-ADP-
rybozylotransferaza)

EC3.5.1.98 | deacetylaza histonéw Hydroliza reszty N(6)-acetylolizyny histonow
(niektore sirtuiny) z uwolnieniem deacetylowanych histonoéw

(nie podano reakcji sumarycznej)

EC21.1.1 N-metylotransferaza S-adenozylo-L-metionina + nikotynamid =
nikotynamidu S-adenozylo-L-homocysteina + 1-metylonikotynamid

EC1.2.3.1 oksydaza aldehydowa aldehyd + H2O + O3 = kwas + H20»

EC2.7.7.1 adenylotransferaza ATP + rybonukleotyd nikotynamidu = difosforan +
mononukleotydu NAD*
nikotynamidu

EC3.1.3.5 5’- nukleotydaza 5'-rybonukleotyd + H2O = rybonukleozyd + fosforan

EC2.7.1.23 | kinaza NAD* NAD* + ATP = NADP* + ADP

EC2.7.1.22 | kinaza ATP + N-rybozylonikotynamid = ADP +
rybozylonikotynamidu rybonukleotyd nikotynamidu

enzymy nie ujete w spisie [UBMB, a katalizujace reakcje opisane w pismiennictwie

** Rekomendowane przez Komitet Nomenklatury Migdzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej dla
Nomenklatury i Klasyfikacji Reakcji  Katalizowanych przez Enzymy [www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/]
(ang. Recommendations of the Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology on the
Nomenclature and Classification of Enzymes by the Reactions they Catalyse)
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1.2. Ste¢zenia nikotynamidu i jego metabolitéw w plynach biologicznych

Wartosci stezen nikotynamidu 1 jego metabolitow (MetNA, Met2PY 1 Met4PY) w osoczu
1 moczu ludzi zdrowych publikowane do tej pory réznia si¢ znaczaco miedzy soba (tabela 2).
Wplyw na to moze mie¢ wiele czynnikdéw. Jednym z nich moze by¢ jakos¢ i ilos¢ spozywanych
pokarméw. U ludzi wydalanie z moczem MNA oraz Met2PY i Met4PY wzrasta po spozyciu
kwasu nikotynowego lub nikotynamidu [27,22]. Po doustnym podaniu nikotynamidu lub kwasu
nikotynowego zaobserwowano najwyzszy wzrost ilosci Met2PY (80% podanego zwiazku
przeksztalcilo si¢ w Met2PY) w moczu. Mniejszy wzrost nastapil po podaniu MetNA 1 kwasu
nikotynurowego, tylko 13%. Stezenia metabolitow nikotynamidu w moczu nie wzrastaly po
podaniu: kwasu N-metylo-2-pirydono-5-karboksylowego, kwasu chinolowego, trigonelliny, kwasu
6-hydroksy-nikotynowego i 6-hydroksynikotynamidu [23], jak réwniez po podaniu NAD®
1 NADH [24]. Dieta pozbawiona kwasu nikotynowego, ale bogata w kwas orotowy powodowala
obnizenie wydalania MNA, Met2PY i Met4PY, gdyz jak sugeruja autorzy zmniejsza si¢ szybkos¢
przeksztalcania tryptofanu do kwasu nikotynowego [25]. Kolejnym czynnikiem mogacym
wplywac na rozbieznos¢ wynikéw przedstawionych w tabeli 2 sa réznice dobowe w wydalaniu
metabolitoéw nikotynamidu z moczem. Wydalanie MNA najwigksze jest rano i obniza si¢ w porze
popoludniowej [26]. Stezenia Met2PY i Met4PY sa wysokie w porze rannej 1 wzrastajg do
popotudnia, a potem obnizaja si¢. Najmniejsze stezenie metabolitéw nikotynamidu obserwuje si¢
wieczorem 1 w nocy [26]. Nie mozna jednak wykluczy¢, Ze jest to takze zalezne od stosowane;j
diety, a przede wszystkim od pory dnia, w ktérej spozywane sg positki.

Wplyw na wydalanie metabolitow nikotynamidu majq takze niektére hormony.
Zaobserwowano, ze estrogeny powoduja obnizenie wydalania NA, MetNA oraz Met2PY
1 Met4PY z moczem, natomiast testosteron pozostaje bez wplywu [27]. Stezenie MNA w moczu
wzrasta, gdy stosowany jest hormon wzrostu [28]. Obniza si¢ po podaniu steroidow
(hydrokortyzon) i nie zmienia si¢, gdy oba hormony stosowane s jednoczesnie. Stezenie Met2PY
ulega obnizeniu, gdy stosowany jest hormon wzrostu, a nie zmienia si¢, gdy stosowany jest tylko
hydrokortyzon [26].

Rozbieznosci w wartosciach stezen metabolitéw nikotynamidu publikowanych do tej pory
moga wynika¢ takze z roznych metod stosowanych do ich oznaczania. Wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detekcja UV, stosowana niemal we wszystkich publikowanych
dotychczas pracach, nie pozwala na jednoznaczna identyfikacj¢ analizowanych zwigzkéw.
Dlatego jednym z celéw badan przedstawianych w niniejszej rozprawie habilitacyjnej bylo

opracowanie metody pozwalajacej na analizowanie stezen nikotynamidu i jego metabolitow
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w moczu 1 osoczu o0s6b zdrowych oraz poréwnanie uzyskanych wynikéw 2z danymi
z pi$miennictwa.

Z dostepnych danych pi§miennictwa oraz badan wlasnych wynika, ze stezenia metabolitéw
nikotynamidu w osoczu i moczu ulegaja zmianie w réznych stanach patologicznych (tabela 3).
Badanie stezenia metabolitow nikotynamidu w osoczu lub moczu moze pozwoli¢ na §ledzenie
przebiegu proceséw patologicznych, a w niektérych stanach patologicznych pelni¢ role
wskaznikéw prognostycznych. MNA jest uwazany za wskaznik skutecznosci leczenia bialaczki
u pacjentow po zabiegach naswietlania i przeszczepu szpiku kostnego [29]. U pacjentéw dobrze
rokujacych, 20 dni po wspomnianych zabiegach, obserwuje si¢ wzrost wydalania MNA, ktory
normalizuje si¢ do 40 dnia [29]. Normalizacji wydalania MNA nie obserwuje si¢ u pacjentéw Zle
rokujacych [29]. Wydalanie wigkszych ilosci MNA zaobserwowano u wczesniakéw w poréownaniu
z dzie¢mi urodzonymi w terminie. Na tej podstawie autorzy sugeruja, ze MNA moze byc
markerem okoloporodowych zmian metabolicznych u dziecka [30]. MNA jest takze uwazany za
wskaznik zatrucia azotynami, gdyz jego stezenie w moczu wzrasta gwaltownie po ekspozycji na te
zwigzki [37].

U chorych z przewlekla niewydolnoscig nerek (PNN) dochodzi do zaburzonego wydalania
metabolitoéw nikotynamidu. Dlatego tez badania dotyczace ich stezen, a szczegodlnie roli jaka
moga odgrywaé w przewleklej niewydolnosci nerek, sa jednym z celow badan niniejszej
rozprawy.

Analiza stezenia w osoczu i wydalania z moczem metabolitéw nikotynamidu jest interesujaca
nie tylko ze wzgledu na mozliwo$¢ monitorowania poziomu niacyny w organizmie (iacin
nutritional - status), katabolizmu NAD', funkcji nerek czy innych stanéw patologicznych.
Metabolizm nikotynamidu zmienia si¢ w réznych stanach fizjologicznych, np. w czasie starzenia.
Ten stan fizjologiczny kojarzony jest ze spowolnieniem funkcji metabolicznych, stad potrzeba

sprawdzenia, czy wraz z dlugoscia zycia zmieniajg si¢ st¢zenia metabolitow nikotynamidu.
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Tabela 2. Stezenia nikotynamidu i jego metabolitow w osoczu (A) i wydalanie z moczem

(B) u ludzi zdrowych.
Metabolit Stezenie Pismiennictwo
A)

NA 0,34 umol/1 [32]
0,026 £ 0,01 pmol/1 [33]
0,36 * 0,04 pmol/1 *)

MetNA 0,17 pmol/1 [34]
0,0073-0,85 pmol/1 [35]
0,15 £ 0,01 pmol/1 [36]
0,0038 pmol/1 *)

Met2PY 1,32-3,95 pmol/1 [27]
9 + 4,5 umol/1 [37]
0,83 * 0,18 umol/1 [publikacja 2] [36]
0,39 £ 0,22 pmol/1 (osoby < 16 r.z.) [publikacja 4]
1,01 + 0,5 umol/1 (osoby> 60 r.z.)

MetdPY 0,34 £ 0,15 pumol/1 *)
0,26 * 0,09 pmol/1 [publikacja 3] [33]

B)

NA < 3 umol/24h [39]

MetNA 31,1 £ 12,3 pmol/24h (11,9 - 66,9 pmol/24h) [39]
3,65-180 umol/1 [35]
42 + 26 pmol/24h (zakres 12-108 pmol/24h) [40]
25,61 + 10,11 pmol/24h [26]
36,5 pmol/24h (11,1-86,1 pmol/24h) [47]

Met2PY 0,658 — 31,6 pmol/1 [73]
96,6 — 384,5 pmol/24h (u mezczyzn) [22]
84,1 — 132 wmol/24h (u kobiet)
59,8 + 26,5 umol/24h (18 — 136 umol/24h) [39]
60 wmol/24h (16,2 — 146 umol/24h) [41]
132 umol/24h [42]
4349 + 11,64 pmol/24h [26]
132,2 £ 84,9 umol/24h (39,5 — 337,5 pmol/24h) | [40]
1,75 * 0,97 pmol/kg/24h (osoby < 16 t.z.) [publikacja 4]
1,20 * 0,97 umol/kg/24h (osoby >60 r.z.)

Met4PY 7,1 £ 3,3 umol/24h (zakres 2,4-15,8 umol/24h) [39]
30,7-44,9 pmol/24h (u kobiet) [22]
67,1-157,6 pmol/24h (u mezczyzn)
5,79 + 2,15 pmol/24h [26]
28,9 * 22 umol/24h [publikacja 6]

(*) Wyniki wilasne, niepublikowane. Pogrubiong czcionka zaznaczono wyniki wlasne autora rozprawy.
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Tabela 3. Zmiany wydalania metabolitow nikotynamidu z moczem u ludzi (A) i szczurow

(B) w roznych stanach patologicznych.

Metabolit i jego
wydalanie Stan patologiczny Pismiennictwo
Z moczem
A)
- w marskosci watroby [36]
MetNA i Met2PY | - po oparzeniach [43]
'S - w cigzy (ale tylko w trzecim trymestrze) [44,45]
N
g - w cukrzycy typu 2 [406]
g - w stresie wywolanym zimnem [26,47]
é MetNA - w nowotworach piersi [48]
E - po leczeniu niektérymi lekami, np. [49]
pyrazinamidem
- w chorobie Parkinsona [50-52]
- w alkoholowej pelagrze [53,54]
MetNA i Met2PY | - w schizofrenii [55]
'S - we wtornej depresji [56]
N
g, - w niedorozwoju umystowym dzieci [57]
B
é Met2PY - u dzieci z autyzmem [59]
g - w przewleklym zapaleniu migdatkéw [59]
MetNA - w AIDS (z biegunka) [54]
B)
- u szczuréw po podaniu zwiazkéw [60-62]
g MetNA 1 Met2PY | rakotworczych
o
&
>\. . .
§ - u szczutéw po podaniu zwiazkow [63,64]
é MetNA hepatotoksycznych, np. klofibratu,
:LS dimetylohydrazyny
g - u szczuréw w marskosci watroby [65]
'% MetNA wywolanej czterochlorkiem wegla
g - przy duzej utracie masy ciala [64]
N
g
el
@)
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1.3. Rola nikotynamidu i jego metabolitow

Badania dotyczace roli nikotynamidu w fizjologii i patologii prowadzone sa od
kilkudziesieciu lat a zgromadzona wiedza jest obszerna. Poza rola prekursora NAD(P),
nikotynamid uczestniczy w procesach zwigzanych z regulacja cyklu komoérkowego i naprawa
DNA. Liczne badania wykazaly, zZe nikotynamid wykazuje przeciwzapalne wlasciwosci
wynikajace miedzy innymi z hamowania indukowalnej syntazy tlenku azotu (INOS) [60],
zdolnosci do usuwania wolnych rodnikéw [67], a takze hamowania ekspresji gendéw kodujacych
antygeny MHC klasy II [68] 1 wewnatrzkomérkowego czynnika adhezyjnego ICAM-1
w komorkach §rédblonka [69]. Nikotynamid jest rowniez silnym inhibitorem syntezy
prozapalnych cytokin: IL-18 [70,77], 1L-6 [70], 1L-8 [70], 1L-12 [72] i TNFa [70,72]. Jego
wladciwosci przeciwzapalne probowano wykorzysta¢ w dermatologii [73-77] 1 w reumatologii
[78,79]. Wiazano z nim takze duze nadzieje w leczeniu cukrzycy typu I [§0,87] i w chorobach
ukladu nerwowego [§2-84].

Niektére skutki dzialania NA zwiazane sa z hamowaniem aktywnosci enzymow
metabolizujacych NAD" [85]. Nikotynamid hamuje polimeraze poli(ADP-rybozy) (PARP) z IC;,
43 + 5,2 pM i mono-ADP-rybozylotransferaze z IC,, 3400 £ 410 uM [86,87]. Niekompetycyjnie
hamuje sirtuiny z K, 50-150 uM [88-97]. Jest on takze inhibitorem fosforylazy nukleozydu
nikotynamidowego [92,93], fosfodiesterazy [76] oraz inhibitorem monooksygenaz [94].

Polimeraza poli(ADP-rybozy) jako jeden z wazniejszych enzymoéw zwiazanych z przemiana
NAD-u odgrywa istotng role w komorce. PARP jest szczegdlnie wazna w utrzymaniu
integralnosci genomu komorki [95,96], jest zaangazowana w dekondensacje¢ chromatyny [97,96],
replikacje DNA [99], naprawe DNA [700], transkrypcje [707,702], duplikacje centrosomoéw [703],
regulacje funkcji telomerow [704,705], regulacje mitozy [706], nekroze [707], zalezna od kaspaz
[708-110] 1 niezalezng od kaspaz apoptoze¢ [777]. Reguluje takze aktywnos$¢ szlakow
metabolicznych i sygnatowych [772]. W $rodblonku hiperglikemia, indukujac stres oksydacyjny,
aktywuje polimeraze poli(ADP-rybozy), ktéra powoduje obnizenie stezenia NAD”, spowolnienie
glikolizy, hamowanie transportu elektronéw 1 obnizenie stezenia ATP. W rezultacie proces ten
prowadzi do jego ostrej dysfunkcji [772].

Aktywnos¢ PARP odgrywa takze istotna rol¢ w patogenezie licznych stanéw chorobowych,
takich jak: zawal 1 wylew krwi w mozgu, zawal migsnia sercowego, cukrzyca, alergie i inne
choroby zapalne oraz choroby neurodegeneracyjne, wiaczajac w to chorobe Parkinsona
1 Alzheimera [78,713]. Z tego tez powodu trwaja intensywne poszukiwania inhibitoréw PARP

1 sposobow ich podawania, ktére z jednej strony mialyby chroni¢ przed negatywnymi skutkami
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nadmiernej aktywno$ci PARP (w tym obnizeniem stezenia NAD™ w komorce), a z drugiej nie
uposledzac¢ naprawy uszkodzonego DNA.

Hamowanie aktywnosci polimerazy poli(ADP-rybozy) przez nikotynamid wskazuje na jego
wladciwosci cytoprotekeyjne. Chroni komorki przed uszkodzeniami toksycznymi 7z vitro, jak
réwniez i vivo [174]. W obecnosci nikotynamidu w komorkach watroby zaobserwowano
mniejsze uszkodzenia po dzialaniu réznych czynnikéow toksycznych [775]. W komorkach
mig$niéwki gladkiej naczyn [776], kardiomiocytach [777] poddanych dzialaniu peroksynitrytu lub
endotoksyny nikotynamid hamowal aktywno$¢ PARP i zapobiegal hamowaniu oddychania
mitochondrialnego, a w konsekwencji prowadzil do zachowania stezenia ATP w komorkach
[776,117].

Struktura chemiczna wigkszosci znanych inhibitoréw PARP-1 jest podobna do struktury
nikotynamidu. Ponadto region nikotynamidowy w czasteczce NAD" jest miejscem wiazania do
PARP-1 [778]. Pochodne nikotynamidu, zwlaszcza Met2PY i Met4PY sa strukturalnie podobne
do znanych inhibitoréw PARP, takich jak 3-aminobenzamid [778,779]. Dodatkowo jeszcze,
wickszo$¢ inhibitoréw PARP ma karboksyamidowa grupe (obecna réwniez w metabolitach
nikotynamidu), ktora, jak si¢ okazalo, odgrywa kluczows rol¢ w hamowaniu tego enzymu [776].

W zwigzku z powyzszym w ramach realizacji rozprawy habilitacyjnej sprawdzono czy

pochodne nikotynamidu posiadaja wlasciwosci hamujace aktywnosé PARP.

W przeciwienstwie do nikotynamidu znaczenie jego pochodnych jest stabo poznane. Poza
monitorowaniem ich stezen (w osoczu i moczu) w czasie podawania lub w stanie niedoboru
nikotynamidu lub kwasu nikotynowego nie przypisywano tym zwiazkom wickszego znaczenia.
Uzyskane w ostatnich latach dane nakazuja powtérne zdefiniowanie roli tych zwiazkow
w fizjologii i patologii cztowieka.

7. dostepnych publikacji wynika, ze MNA wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne, ktore
probuje si¢ stosowaé w leczeniu niektérych choréb skéry i oparzeniach [720-7122] oraz
w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego [723]. Dzialania te sa zwiagzane ze stymulacja
produkeji prostacykliny w §rodblonku [724,725], jednego z najsilniejszych znanych czynnikéw
hamujacych wykrzepianie i procesy zapalne. Z dzialaniem zwigkszajacym produkcje prostacykliny
zwigzany jest wplyw ochronny MNA na §luzéwke zoladka [726]. Analiza czynnodci §rédblonka
u szczurdow z cukrzycg i hipertriglicerydemia potwierdzita cytoprotekcyjny wplyw MNA [727].
W badaniach tych wykazano poprawe zaleznych od $rédblonka mechanizméw regulujacych

przeplyw krwi po podaniu MNA. Badania te wykazaly réowniez korzystny wplyw MNA na

" PARP-1 jest obecnie najlepiej poznanym izoenzymem polimerazy poli(ADP-rybozy). Poszukiwania
specyficznych inhibitorow PARP dotycza gtownie tej izoformy.
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patologiczny poziom triglicerydow we krwi. To dzialanie jest obecnie w fazie badan klinicznych
1 by¢ moze MNA bedzie stosowany jako lek hipolipomizujacy.

Przypuszcza sie, ze MNA moze zapobiega¢ i lagodzi¢ rozwoj cukrzycy typu 1 [726],
a jednym z argumentéw przemawiajacym za tym ma byc spostrzezenie, ze u ludzi i zwierzat
z cukrzyca obserwuje si¢ brak lub niedobér MNA [729,730]. MNA zaangazowany jest
w proliferacje komorek [737-733], moze wplywac na ekspresje genéw oraz produkcje hormonu
wzrostu i prolaktyny [734,735]. Stwierdzono, ze MNA w o$rodkowym ukladzie nerwowym jest
czynnikiem neurotoksycznym 1 neurodegeneracyjnym [736,737], a w chwili obecnej trwaja
badania nad jego rolg w chorobie Parkinsona [50,57]. Istnieja rowniez dane uzyskane w badaniach
in vitro sugerujace neuroprotekcyjne dziatanie MNA [73§,739]. MNA hamuje réwniez aktywnosé
metaloproteinazy-9 we wczesnej fazie przebudowy macierzy pozakomoérkowej w moézgu
wywolanych niedokrwieniem oraz aktywuje metaloproteinaze-2 w poéznej fazie [740].

W ostatnich latach poszukuje si¢ zwigzku MNA 2z procesami nowotworowymi.
Zaobserwowano nadekspresje genu kodujacego metylotransferaze nikotynamidu (NNMT)
w raku zoladka [747] oraz komorkach raka brodawkowatego tarczycy [742,743].
W jasnokomoérkowym raku nerki stwierdzono korelacje pomiedzy nadekspresja genu NNMT
a wielkoscig guza [744]. Badania przeprowadzone przez Nakagawa 1 wspol. [745] wykazaly, ze
stezenie MNA we krwi moze by¢ markerem ryzyka rozwoju nowotworéw ztosliwych. U oséb
narazonych na rozwdj nowotwordw zlosliwych po podaniu NA zaobserwowano wzrost
aktywnosci NNMT i wyzsze stezenie MNA we krwi [745]. Uwaza sig, ze MNA moze by¢ takze
wczesnym markerem raka jelita grubego [746].

Klirens MNA jest uwazany za wskaznik funkcji kanalikéw nerkowych w przewleklych
chorobach nerek [34], a w szczegdlnosci za wskaznik transportu kationow [747,748]. Inne prace

kwestionuja jednak specyficznos¢ MNA w tym aspekcie.

1.4. Nowe metabolity przemian nikotynamidu

W 1979 roku w moczu pacjenta z przewlekly bialaczka megaloblastyczna zidentyfikowano
zwiazek bedacy utlenionym rybozydem nikotynamidu - rybozyd 4PY (1-8-D-rybonukleozyd-4-
pirydono-3-karboksyamidu, ang. 4-pirydone-3-carboxamid-1-g-ribonucleoside, 4PYR, PCNR) [749].
Dziesig¢ lat poézniej zostala opublikowana praca opisujaca izolacje z moczu izoformy
1-B-D-rybofuranozylo-2-pirydono-5-karboksyamidu (2PYR, 2-PCNR) [750]. PCNR moze

wystepowac w formie dwoch izomeréw: o i B, jednak w moczu znajduje si¢ okolo 10 razy wiccej
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formy B niz a. Oprécz 4PYR w moczu zidentyfikowano takze jego izomery strukturalne, takie
jak: 2,5-PYR (1-D-rybonukleozyd 2-pirydono-5-karboksyamidu), 2,3-PYR (1-D-rybonukleozyd
2-pirydono-3-karboksy-amidu). Jednoczesnie kazdy z tych izomeréw moze wystgpowacé w formie
o lub B, co daje lacznie (wliczajac 4,3-PYR) az szes¢ mozliwych réznych struktur PCNR [757].
W 1989 roku Mills stwierdzil, ze w moczu dominujaca formg jest 3 4-PYR [750)], co kilka lat
pozniej potwierdzit Schram [757]. Obaj przeprowadzali analizy moczu pochodzacego od oséb
z choroba nowotworows. Zwiazkiem o najwyzszym stezeniu w moczu okazal si¢ 4,3-PYR,
zawarto$¢ 2,5-PYR wynosita okoto 7% 4,3-PYR, a 2,3-PYR tylko 1% 2,5-PYR [750,757]. Jednak
dopiero wykrycie w ostatnich latach rybozydu nikotynamidu rzucito nowe $wiatlo na przemiany
NAD" i stalo si¢ podstawa do dalszych badan [752].

Do niedawna wydawalo si¢, ze fizjologiczne nukleotydy sa juz dobrze poznane. Tym
bardziej, ze odgrywaja one znaczaca role w prawie wszystkich procesach zwiazanych z funkcja
komorek (przekazywaniem informacji genetycznej, metabolizmem energetycznym 1 regulacja
proceséw). Zmiany w poziomie nukleotydéw sa kluczowe w réznych fazach cyklu komérkowego
1 réznicowania, a nukleotydy sa stosowane w leczeniu choréb nowotworowych, zapalnych,
imunosupresyjnych 1 wirusowych [753,754]. Jednak juz 20 lat temu w rozdzialach
chromatograficznych zauwazono w erytrocytach osoéb z przewlekla niewydolnoscia nerek
niezidentyfikowane dotychczas zwiazki o budowie tréjfosforandéw nukleotydéow obecne w bardzo
duzych ilodciach [37,755]. Spektrum tych zwiazkéw w UV bylo zblizone do pochodnych
nikotynamidu. Dlatego tez jednym 2z celow moich badan byla identyfikacja tych nukleotydow

oraz ich prekursorow.

Opisane powyzej dane dotyczace nikotynamidu i jego metabolitéw wskazuja, ze okredlenie
roli tych zwiazkéw w fizjologii 1 patologii wymaga jeszcze wielu badan. Ze wzgledu na istniejace
rozbiezno$ci w warto$ciach stezen tych zwigzkéw we krwi 1 moczu konieczne bylo opracowanie
metody pozwalajacej na analizowanie stezenn nikotynamidu i jego metabolitow w plynach
biologicznych. Stezenia te moga pozwoli¢ na Sledzenie przebiegu proceséw patologicznych,
w niektorych przypadkach moga pelni¢ role wskaznikéw prognostycznych. Duze znaczenie moga
mie¢ u chorych z PNN, w ktérych dochodzi do zaburzonego wydalania metabolitow
nikotynamidu. Dlatego tez u tych chorych szczegdlnie wazne sa badania dotyczace metabolizmu
oraz roli jaka te zwigzki moga odgrywac w patologii przewleklej niewydolnosci nerek. Jak
wykazano powyzej, stezenia metabolitow nikotynamidu zmieniajg si¢ nie tylko w stanach
patologicznych, ale takze w réznych stanach fizjologicznych, stad konieczno$¢ sprawdzenia jak

zmieniajg si¢ one u os6b zdrowych wraz z wiekiem. Strukturalne podobiefistwo metabolitow
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nikotynamidu do inhibitoréw PARP sugeruje, ze jedna z ich wlasciwosci moze by¢ hamowanie
tego enzymu i dzialanie cytoprotekeyjne tych zwigzkow.

Szczegolnie interesujace wydaja si¢ pochodne rybozydu nikotynamidu, przede wszystkim
pochodne nukleotydowe. Niezbedna jest identyfikacja ich prekursora, czynnikéw regulujacych

jego synteze, okreslenie jego metabolizmu i roli w organizmie tych zwigzkow.
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2. Cel badan:

20

Opracowanie metody pozwalajacej na analize (z wykorzystaniem
spektrometrii masowej) stezen metabolitow nikotynamidu w plynach

biologicznych i tkankach.

Oznaczenie stezen metabolitdéw nikotynamidu we krwi i moczu u chorych

z przewlekla niewydolnoscia nerek.

Analiza zmian stezen metabolitow nikotynamidu w osoczu os6b zdrowych

w réznym wieku.

Zbadanie i wvitro: a) wplywu pochodnych nikotynamidu na aktywnos¢
polimerazy poli(ADP-rybozy), b) cytoprotekcyjnego dziatania pochodnych

nikotynamidu.

Zbadanie metabolizmu pochodnych nikotynamidu — 4PYR, 4PYTP i 4PYMP.
Oznaczenie stezen tych zwigzkéw w osoczu 1 erytrocytach u ludzi w stanach

tizjologicznych i z PNN.



3. Metody

3.1. Opracowanie metody oznaczania st¢zen metabolitow nikotynamidu

Jednym z celéw badan przedstawianych w niniejszej rozprawie bylo opracowanie metody
analizy stezen nikotynamidu i jego metabolitow (NA, MetNA, Met2PY, Met4PY, 4PYR)
W osoczu i moczu z wykorzystaniem spektrometrii masowej [publikacja 1]. Analize stezen wyzej
wymienionych zwiazkéw przeprowadzono przy uzyciu detektora masowego Thermo-Finnigan
LCQ Advantage ze zrédlem jonéw typu ,electrospray” (ESI) pracujacego w trybie jonizacji
dodatniej. Praca detektora w trybie ,single ion monitoring” (SIM) umozliwiala detekcje NA,
MetNA, Met2PY, Met4PY oraz N-oksydu nikotynamidu, a w trybie ,tandem MS” (MS2)
detekcje 4PYR. Rozdzial chromatograficzny uzyskano przy uzyciu kolumny Synergi Hydro-RP
(4 pm, 150 x 2,0 mm). Jako faz¢ ruchoma A stosowano wodny roztwor 10 mM kwasu
nonafluoropentanowego (NFPA), za§ jako faz¢ ruchoma B 100% acetonitryl. Analize
prowadzono przy przeplywie 0,2 ml/min i gradiencie od 0% do 60% B w ciagu 12 minut.
Procedury ekstrakcji materialu biologicznego (osocza, moczu) polegaly na straceniu bialek
z uzyciem 10% kwasu trichlorooctowego, a nastepnie ekstrakeji uzyskanego supernatantu eterem.
Alternatywnie stosowano metode ekstrakcji przy uzyciu 70% acetonitrylu lub ultrafiltracje
z wykorzystaniem filtréw celulozowych o wielkosci poréow zatrzymujacych biatka o masie
powyzej 10 kDa. Przy zastosowaniu wymienionych metod ekstrakcji uzyskiwano odzyski dla
badanych zwiazkow w granicach 75-95%, co uwzgledniano przy obliczaniu stezen.

Opracowana metoda pozwala na oznaczenie stgzen izomerow (Met2PY 1 Met4PY), a przez
zastosowanie MS2 z wysoka czuloscig - stezenia 4PYR. Dzigki tej metodzie mozliwe jest
jednoczesne okreslenie stezenia wszystkich badanych metabolitéw w tych samych warunkach
w ciggu 15 minut analizy. Na Rycinie 2 przedstawiono przykladowe chromatogramy jonowe

z rozdzialu metabolitow nikotynamidu wedlug wlasnej metody. Ze wzgledu na zbyt niskie

stezenie nie jest mozliwe oznaczenie tq metodg stezen N-oksydu nikotynamidu w osoczu.

21



RT: 0.00-1502 SM: 3B @
RT:7.68 NL: §.24E6
7677 miz=301.3-302.3 F: + ¢ ES| Full
AA 72695929 ms [F0.00-1500.00] MS ICIS
@100 a3
1 345 436 545 577 613 604 904 858 1087 1196 13.42
RT. 6.96 NL: 1.78E8
miz= 122 51235 F:+ o ES1 5IM
MA: 35824275 ms[122.25-123.75,
100+ 136.35-137.85, 138 45-129.95,
] 152 45-153 95] MS std3
= NA
2 ] 738
e ] 950 387 AT 540 G5 756 782 gyg 970 479 1178 1352 13.93
Jo3s 3.00
= RT 7.65 NL: 3.97E6
E T E4 i 135 6457 £ F-+ o ES1 510
ms [122.25-123.75,
: 100+ AnTEIB1BE 136.35-137.85, 138 45-129.95,
| MetN 152 45-153 95] MS ICIS std3
Ne) ] 360 405 483 674 728 810 897 951 1070 11.93 12,57 13.71 1422
‘W RT. 6.83 ML 2.9568
o 688 miz= 152 51535 F: + ¢ ES1 SIM
ms [122 25-123.75,
: 100+ Af 5320014 136 36-137 86, 138 46-130.96,
T B.06 152.45-153.95] M3 ICIS std3
3 Met2PY:::
A 32006643 M t4PY
5’ e RT:14.36
14355
c agp 415 483 TE2 801 863 10A6 1102 1199 1257 AR 134341
q’ RT- 612 ML 2.32E6
- 5123 iz 138.5-138.5 F:+ ¢ B3 Full
: A 33005753 ms2 271.00@eid25.00
[F0.00-275.00] WS ICIS std3
= 30000
10000 4PYR
10000
0000
.62 7.58 8.99
B o o o o AR RS R R R |
0 1 2 3 4 5 & 7 ] ] 10 1 12 13 14 1

czas rozdziatu

RT: 0.00-15.03 SM: 3B @
RT 766 NL: 2 42E5
7567 miz= 301.3-302.3 F: + ¢ ESI Full
AB 25539750 mz [F0.00-1500.00] WS ICIS 15
@ 100 B
= ISTD
3.59 1061 1430
413 564 6.83 1080 -
S A3 sm 1080 1198 1334 1389 A
RT.B.75 NL: 1.19E5
miz= 12251235 F: + ¢ ES|
MA 2035820 EIM ms [122.25-123.75,
100 136 35-137 85, 138.45-139.95,
152.45-15395] M3 15
o b
o~
d
= HL: 2.29E5
ey miz= 136 5137 5 F: + o E5I
m 03 SIM ms [122.25-123.75,
100 136 36-137 26, 138.96-130.06,
: M tN u 152 45-153.99] MS 15
>
1272
(7] 433 480 13.86
NS 342 1
") RT. 5.98 NL:7 63ES
5077 miz= 162 5-163.5 F: + ¢ ES|
o A4 147803210 SIM ms [122.25-123.75,
: 100+ 136.35-137 85, 138.45-130 85,
] 152 45-153 95] MS ICIS 15
3 o] Met2PY || ... Met4PY
> N 6.753
1 RT: 5.34
7)) 1 i Ad: 44656844
c 1 65 414 A% 4172110 T2 844876 981 1067 11.58 1226 1295 13.95
q, 0 RT-B.00 NL: 1.28E5
] 5.008 Imiz= 138 51305 F: + ¢« ESI Full
: AL TORIAED ms2 271.00@eid25.00
[f0.00-275.00] MS ICIS 15
— q
4PYR
1000 572
] ¥y 2E 1097
] 450 s 1270
B L e
8 10

czas rozdziatu

Rycina 2. Przyktadowe chromatogramy jonowe z rozdziatu nikotynamidu i jego metabolitow
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej z detekcja masowa. (A) standardy (B) probka osocza
pacjenta z PNN. ISTD — standard wewnetrzny, 5-chloroadenozyna. Po prawej stronie chromatograméw dla kazdego
z analizowanych zwiazkéw zaznaczono warunki analizy sygnatu masowego.
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4. Wyniki

4.1. Stezenia metabolitéw nikotynamidu w osoczu ludzi

4.1.1. Stezenia metabolitéw nikotynamidu w osoczu chorych z przewlekta niewydolnoscia

nerek

U dzieci i doroslych z przewlekla niewydolnoscia nerek leczonych zachowawczo
zaobserwowano wielokrotny wzrost stezenia Met2PY w osoczu w poréwnaniu do oséb
zdrowych. Wydaje sig¢, Zze ten wzrost jest zwigzany bezposrednio ze stopniem niewydolnosci
nerek, gdyz wykazano pozytywng korelacjc pomigdzy stezeniem kreatyniny (markerem
diagnostycznym niewydolnosci nerek) a stezeniem Met2PY w osoczu [publikacja 2,3] [33].
Zaobserwowano takze ujemna korelacj¢ pomigdzy stezeniem Met2PY a klirensem kreatyniny
[33].

U dorostych z PNN leczonych zachowawczo stwierdzono tez okolo 5-krotny wzrost
stezenia MetdPY w osoczu. Srednie stezenie wynosito 1,59 = 1,35 pmol/l w poréwnaniu do
wartosci 0,34 = 0,15 pmol/l w grupie kontrolnej (wyniki wlasne niepublikowane, wartosci
srednie = SD). U dzieci ten wzrost byl nawet 10-krotny. Stezenie Met4PY w osoczu wynosito
2,1 £ 2,61 umol/l w poréwnaniu z wartosciami stezent 0,259 + 0,09 pmol/1 u dzieci zdrowych
[publikacja 3]. Podobnie jak w przypadku Met2PY, wykazano dodatnig korelacje pomiedzy
stezeniem Met4PY a stezeniem kreatyniny oraz ujemna korelacj¢ pomiedzy stezeniem Met4PY
a klirensem kreatyniny [publikacja 3] [33].

U os6b dorostych z PNN nie obserwowano podwyzszonego stezenia nikotynamidu
w osoczu w pordwnaniu z osobami zdrowymi (odpowiednio 0,51 £ 0,27 pmol/1 i 0,36 £ 0,13
pwmol/l) (wyniki wlasne niepublikowane). Natomiast u dzieci z PNN srednie stezenie
nikotynamidu bylo wyzsze niz u dzieci zdrowych i wykazywalo dodatnia korelacje ze stezeniem
kreatyniny 1 ujemng z klirensem kreatyniny [publikacja 3].

Przeprowadzono réwniez badania w grupie chorych z przewlekla niewydolnoscia nerek
poddawanych zabiegowi hemodializy. U pacjentow tych srednie stezenie Met2PY w osoczu bylo
ponad 20-krotnie wyzsze niz u oséb zdrowych. Bezposrednio po hemodializie st¢zenie Met2PY
obnizalo si¢ o polowe, podobnie jak kreatynina i wzrastalo przed nastepna dializa [publikacja 2]
[33,37]. Juz w 1964 roku obecno§¢ Met2PY stwierdzono w plynie dializacyjnym [756]. Podobnie
jak Met2PY zmienialo si¢ stezenie Met4PY w tej grupie chorych: przed dializa wynosito 2,34 £
2,73 umol/l, a po zabiegu 0,80 + 0,48 pmol/l (wyniki wlasne niepublikowane). Na szczegdlna
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uwage zastuguje fakt, ze juz po 30 minutach hemodializy st¢zenia obu koncowych metabolitéw
nikotynamidu obnizyly si¢ o 50% (wyniki wlasne niepublikowane). Jednoczesnie obnizenie
stezenia nikotynamidu w czasie hemodializy bylto niewielkie, z 0,47 + 0,25 pmol/1 do 0,33 £ 0,16
pmol/l po 270 minutach zabiegu. Nie zaobserwowano natomiast zmian w stezeniu MNA
w osoczu tych chorych (wyniki wlasne niepublikowane).

Bezposrednio po transplantacji nerek stezenie Met2PY w osoczu osiagato wartosci zblizone
do obserwowanych u 0séb zdrowych (1,64 £ 0,16 umol/1) [publikacja 2] [33]. Potwierdzaja to tez
inni badacze [33,37].

Przedstawione powyzej wyniki wskazuja, ze u ludzi produkowane sa znaczne ilosci
koncowych metabolitéw nikotynamidu, szczegdlnie Met2PY, ktéry jest gléwnym metabolitem
nikotynamidu [27,757]. U o0séb zdrowych zwiazki te wydalane sa z moczem. Zaleznosci
pomigdzy stopniem niewydolnosci nerek a stezeniem Met2PY 1 Met4PY sugeruja, ze
uposledzone wydalanie jest gléwna przyczyng wzrostu stezenia tych zwiazkéw w osoczu. Po
transplantacji nerek wartosdci te wracajq do normy. Jednak wzrost stezenia Met2PY u oséb z PNN
jest wyzszy niz kreatyniny, bo ponad 20-krotny przy 12-krotnym wzrodcie markera przewleklej
niewydolnosci nerek. To sugeruje, ze niewydolno$¢ nerek nie jest jedyna przyczyna wzrostu
stezen metabolitow nikotynamidu. Dlatego nalezy rozwazy¢ inne czynniki mogace mie¢ wplyw
na catkowita pule nikotynamidu np. dieta 1 masa migsniowa a takze wzrost produkcji koncowych
metabolitow nikotynamidu w nastepstwie uszkodzenia DNA zwiazanego z PNN. Dieta nie ma
najprawdopodobniej wi¢kszego znaczenia, gdyz grupa ludzi zdrowych byta dobierana losowo
1 badane osoby réznily si¢ zaréwno stosowang dietg jak 1 masa mig¢$niowa, a réznice w stezeniu
Met2PY w osoczu byly maksymalnie dwukrotne. Jest natomiast mozliwe, ze u chorych z PNN
dochodzi do zwigkszonej aktywacji enzymdéw produkujacych nikotynamid, np. polimerazy
poli(ADP-rybozy). Wprawdzie nie ma danych dotyczacych aktywnosci tego enzymu u pacjentow
z przewlekla niewydolnodcia nerek, jednak kilka ponizszych faktéw moze przemawiac za ta
hipoteza. U pacjentow z PNN obserwuje si¢ liczne uszkodzenia DNA [758,759), ktore aktywuja
polimeraze poli(ADP-rybozy), enzym bioracy udzial w naprawie uszkodzonego DNA [760,767].
Aktywacja tego enzymu powoduje przeniesienie reszt ADP-rybozy z NAD" na biatka jadrowe
z jednoczesnym uwolnieniem nikotynamidu [760)]. Jednoczesnie zwigzanie PARP z uszkodzona
nicia DNA powoduje 500-krotna aktywacje tego enzymu [762,763]. U chorych z PNN obserwuje
si¢ jednak tylko niewielki wzrost stezenia nikotynamidu w osoczu. Jest to prawdopodobnie
spowodowane natychmiastows degradacja nikotynamidu do Met2PY i Met4PY. Nie ma danych
na temat aktywnosci metylotransferazy nikotynamidu 1 oksydazy aldehydowej u chorych z PNN,

ale wiadomo, ze procesy transmetylacji sa u tych oséb nasilone, czego dowodem jest zwigckszona
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produkcja poliamin [764]. Malo prawdopodobna jest inkorporacja nikotynamidu do NAD"
u chorych z PNN. Obserwuje si¢ wprawdzie wzrost stezenia ATP, substratu dla
adenylotransferazy mononukleotydu nikotynamidu (NNMAT) w erytrocytach [765], ale nie
obserwuje si¢ wzrostu stezenia NAD™ [publikacja 6].

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze wysokie stezenia Met2PY i Met4PY moga petni¢
znaczaca role w przebiegu mocznicy [publikacja 2,3][33]. Moga by¢ takze czulym, wczesnym
1 fatwym do oznaczania wskaznikiem niewydolno$ci nerek. Moga réwniez §wiadczy¢ o wzroscie

aktywnosci PARP 1 uszkodzeniach DNA spowodowanych procesem chorobowym [766-768].

4.1.2. Zalezne od wieku zmiany stezenia metabolitow nikotynamidu w osoczu os6b

zdrowych

7. przeprowadzonych badan wynika, ze stezenie Met2PY w osoczu dzieci (ponizej 16 roku
zycia) bylto nizsze (0,39 + 0,22 pmol/l) niz u 0séb powyzej 50 roku zycia (1,01 £ 0,5 pmol/l).
Wprawdzie stezenie kreatyniny takze bylo wyzsze u oséb starszych, jednak stosunek stezen
kreatyniny oséb starszych do mlodszych wynosit 1,6 a Met2PY - 2,6 [publikacja 4]. Réwniez
stezenie Met4PY bylo wyzsze w grupie osob starszych. Nie zaobserwowano natomiast réznic
w stezeniu nikotynamidu pomiedzy tymi grupami, ktére wynosito okoto 0,30 umol/l (wyniki
wlasne niepublikowane). Dzienne wydalanie Met2PY z moczem bylo zdecydowanie wyzsze
u 0s6b starszych. Po przeliczeniu na kg masy ciala uzyskano wynik wskazujacy na okolo 30%
nizsze wydalanie Met2PY u osob starszych [publikacja 4], co jest takze zgodne z danymi
z piSmiennictwa [52].

Ciekawym spostrzezeniem jest istnienie dodatniej korelacji pomiedzy stezeniem konicowych
metabolitéw nikotynamidu, a wiekiem [publikacja 4], co przedstawiono na Rycinie 3 (wyniki
wlasne niepublikowane). Aby wykluczy¢ wplyw funkcji nerek przebadano grupe oséb w réznym
wieku, ale o podobnym stezeniu kreatyniny. W tym przypadku takze potwierdzono zaleznosc
pomiedzy stezeniem Met2PY a wiekiem. To sugeruje, ze nie tylko pogorszenie funkcji nerek
zwigzane z wiekiem, ale takze wiek sgq niezaleznymi czynnikami wplywajacymi na stezenie
Met2PY. Potwierdza to wieloczynnikowa analiza korelacji pomiedzy zmianami stezenia Met2PY
w osoczu a wiekiem i stezeniem kreatyniny w osoczu. Analiza ta wykazala, ze w przypadku ludzi
zdrowych wiek jest czynnikiem decydujacym o wzroscie stezenia Met2PY w osoczu [publikacja

4].
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Rycina 3. Stg¢zenia nikotynamidu i jego koncowych metabolitéw w osoczu u o0s6b
zdrowych w zalezno$ci od wieku.

Wydaje sig, ze podwyzszone stezenia Met2PY i Met4PY we krwi [publikacja 4] (rycina 3) moga
by¢ skutkiem wzrostu degradacji NAD" i/lub obnizenia wbudowywania nikotynamidu do puli
NAD". Jednak na podstawie moich wynikéw nie mozna tego jednoznacznie stwierdzié.
Wprawdzie analizowane stezenia nikotynamidu i NAD' w watrobie (gléwnym miejscu
metabolizmu NAD") szczuréw mlodych byly wyzsze niz u starych, to jednak nie byly to réznice
statystycznie znamienne. Dodatkowo byly one odpowiednio 10 i 20 razy wyzsze niz stezenia
Met2PY zmierzone w watrobach tych zwierzat [publikacja 4]. Ponadto Met2PY 1 Met4PY moga
powstac tylko z nikotynamidu, a zatem u ludzi starszych produkcja tego zwigzku musi by¢
zwickszona. W komorkach limfocytarnych pochodzacych od stulatkéw zaobserwowano wigksza
aktywnos¢ poli(ADP-rybozy)lacji [769]. Zaobserwowany wzrost uszkodzen DNA zwigzany
z wiekiem [770] stymuluje aktywnos¢ polimerazy poli(ADP-rybozy) [70,760,161,171].
W ostatnich latach stwierdzono (na razie tylko u organizmoéw jednokomoérkowych), ze aktywnosé
sirtuin, enzymow produkujacych nikotynamid, zwiazana jest z dltugoscia zycia [772,773]. Wydaje
si¢ takze, ze zwickszona produkcja Met2PY i Met4PY moze by¢ zwigzana bezposrednio ze
zwickszona aktywnodcia enzymow degradujacych nikotynamid u ludzi starszych. Nie ma
w pismiennictwie danych potwierdzajacych te przypuszczenia. Stwierdzono jedynie bardzo niska
(ponizej 2%) aktywnos¢ metylotransferazy nikotynamidu (NNMT, EC 2.1.1.1) w watrobie ptodu
szczura, ale juz 28 dni po urodzeniu byla taka jak u osobnika dorostego, jednak nie badano, czy
wraz z wiekiem si¢ zwigksza [774]. Podobnie aktywnos$¢ oksydazy aldehydowej u myszy jest niska
w 1, 71 14 dniu, a pelng aktywnos$¢ osiaga w 4 tygodniu zycia [775]. Podobne wyniki uzyskano
u dzieci. Zaraz po urodzeniu aktywno$¢ oksydazy aldehydowej jest bardzo niska i powoli

z wiekiem wzrasta. Dodatkowo wykazano korelacje pomiedzy aktywnoscia enzymu a wiekiem,
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masa ciala, powierzchnig ciala oraz wielkoscia watroby. Aktywnos$¢ obserwowang u oséb

dorostych oksydaza aldehydowa osiaga okolo 3 roku Zycia i przy masie ciata okoto 15 kg [776].
Proponowana zatem sekwencja: wiek — aktywacja enzyméw metabolizujacych NAD®

(sirtuin, polimerazy poli(ADP-rybozy)) — wzrost produkcji nikotynamidu — wzrost stezenia

Met2PY i Met4PY jest bardzo prawdopodobna.

4.2. Pochodne nikotynamidu inhibitorami polimerazy poli(ADP-rybozy)

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze kofncowe metabolity nikotynamidu sa
inhibitorami PARP. Najsilniejszym inhibitorem tego enzymu okazal si¢ Met4PY [publikacja 3],
stabszym Met2PY [publikacja 3] [33]. Natomiast wsrod pochodnych silne wlasciwosci hamujace
wykazujg izomery nikotynamidu — pikolinamid i izonikotynamid (wyniki wlasne niepublikowane,
rycina 4). Wsréd metabolitbw NAD' najsilniejszym inhibitorem PARP-u jest nikotynamid,
jednak jego stezenie w osoczu jest niskie i nie wzrasta znaczaco w przewleklej niewydolnosci
nerek (rozdzial 4.1.1). Hamowanie aktywnosci PARP przez Met2PY i Met4PY moze mieé
znaczenie dla przebiegu niektorych choréb. O ile u ludzi zdrowych stezenia metabolitow
nikotynamidu sg bardzo niskie w osoczu o tyle u chorych z przewlekla niewydolnoscia nerek
wzrastaja kilkunastokrotnie, osiagajac wartosci zblizone do hamujacych PARP 77 vitro. Co prawda
IC,, dla Met2PY wynosi ok. 2 mM, a dla Met4PY ok. 0,2 mM, to jednak trzeba zauwazyc, ze
wysokie stezenia tych zwigzkéw utrzymuja si¢ przez caly czas w organizmie chorych [publikacja
3], a ich dzialanie kumuluje si¢. Co wigcej, w komorce stezenia koncowych metabolitow
nikotynamidu moga by¢ wyzsze niz w osoczu (ze wzgledu na mozliwos¢ aktywnego transportu
1 zageszczanie). Niewykluczone, ze hamowanie aktywnosci PARP przez gromadzace si¢
metabolity jest odpowiedzialne za limfopeni¢ [777] 1 czestszy rozwdj nowotwordéw u niektorych

pacjentow z przewlekla niewydolnoscig nerek [776].
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Rycina 4. Hamowanie polimerazy poli(ADP-rybozy) przez wybrane pochodne
nikotynamidu.

NA-nikotynamid, = MetNA-N1-metylonikotynamid, =~ Met2PY-N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid,
Met4PY-N-metylo-4-pirydono-3-karboksyamidu, PA-pikolinamid, IsoNA— izonikotynamid. 100% to
aktywno$¢ polimerazy poli(ADP-rybozy) bez inhibitora.

4.3. Cytoprotekcyjne dziatanie pochodnych nikotynamidu

7. przeprowadzonych badan z pochodnymi nikotynamidu wynika, ze niektére z tych
zwigzkow majg wlasciwosci cytoprotekceyjne. Efekty te obserwowano w duzych stezeniach (ok.
0,122 g¢/1), to jednak w przypadku cukrzycy i chorob neurologicznych stosowane sa dawki
nikotynamidu wynoszace okoto 1g/dzien [2,84]. Wsréd pochodnych nikotynamidu zwiazkami
o najsilniejszych wlasciwosdciach cytoprotekeyjnych okazaly si¢: Met2PY, PA, a takze 6-OHP
(rycina 5) [publikacja 5]. Wydaje si¢, ze hamowanie PARP-u moze mie¢ znaczenie
w cytoprotekeyjnym dzialaniu tylko w przypadku pikolinamidu (PA). Ani IsoNA, ani tym
bardziej Met4PY nie chronia komoérek endotelium poddanych dzialaniu peroksynitrytu przed
obnizeniem stezenia NAD" i ATP. Nie ma wigc $cislej zaleznosci pomiedzy bezposrednim
hamowaniem PARP-u a dzialaniem cytoprotekcyjnym. Zwiazkiem, ktéry wykazywal
poréwnywalne z nikotynamidem wlasciwosci cytoprotekeyjne, okazal si¢ 6-OHP, ale jego izomer

3-OHP juz takich wlasciwosci nie wykazywal. W przypadku zwiazkéw takich jak 6-OHP
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mechanizm dzialania wymaga wyjasnienia. Najprawdopodobniej decydujaca role odgrywa
struktura tych zwigzkéw. Wydaje sig, ze im blizej azotu (N1) w pierscieniu pirydonowym znajduja
si¢ podstawniki (grupa hydroksylowa lub ketonowa) tym lepsza ochrona przed cytotoksycznym
dzialaniem peroksynitrytu [publikacja 5].

Obserwacje kliniczne sugeruja, ze cytoprotekcyjne dzialanie Met2PY u chorych z PNN
najprawdopodobniej nie ma istotnego znaczenia. By¢ moze jego stezenie w tych warunkach jest
zbyt niskie albo przediuzona ekspozycja nie jest skuteczna. Wzrost stezenia Met2PY moze mieé
natomiast zwiazek ze stresem oksydacyjnym. Zaobserwowano bowiem dodatnia korelacje
pomigdzy stezeniem malonylodialdehydu (MDA) - markerem stresu oksydacyjnego a stg¢zeniem
Met2PY oraz MetdPY w osoczu. Zwigkszona czesto$¢ wystepowania nowotworow u chorych
z PNN, ktéra moze by¢ zwiazana z hamowaniem proceséw naprawy DNA (w ktérych
uczestniczy PARP), sugeruje, ze Met2PY 1 Met4PY moga by¢ toksynami mocznicowymi
[779,180].
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Rycina 5. Cytoprotekcyjne dziatanie pochodnych nikotynamidu.

Stezenie ATP i NAD* w komorkach §rodblonka po ekspozycji na 100 uM peroksynitryl. Wyniki stanowig
x £ SD (n=5). K-kontrola bez peroksynitrytu, KO—kontrola z peroksynitrytem, NA- nikotynamid,
Met_NA-N1-metylonikotynamid, Met2PY-N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid, Met4PY-N-metylo-4-
pirydono-3-karboksyamidu, 4PYR-  1-8-D-rybonukleozyd-4-pirydono-3-karboksyamidu,  ISONA-—
izonikotynamid, 3-OHP—kwas 3-hydroksypikolinowy, 6-OHP-kwas 6-hydroksypikolinowy, PA-
pikolinamid, 6NH2NA- 6-aminonikotynamid.
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4.4. Nowe metabolity przemian nikotynamidu

4.4.1. Pochodne nukleotydowe 1-3-D-rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamidu

W 2004 roku udalo si¢ zidentyfikowa¢ nieznany dotychczas nukleozydotréjfosforan. Bylo to
mozliwe po dokonaniu izolacji tego nukleotydu z ekstraktow erytrocytoéw chorych z PNN.
Nukleotyd poddano nastepnie degradaciji przy uzyciu fosfatazy alkalicznej. Uzyskany nukleozyd
zostal uzyty do analiz chemicznych. Kilkakrotne oczyszczanie otrzymanego produktu bylo
konieczne w celu uzyskania dostatecznej czystosci do dalszej analizy tego zwiazku. Identyfikacja
oparta byla o wyniki uzyskane przy pomocy spektroskopii w podczerwieni, magnetycznego
rezonansu jadrowego, chromatografii cieczowej oraz spektrometrii masowej. Uzyskane wyniki
pozwolily na identyfikacj¢ nieznanego nukleotydu jako tréjfosforanu  4-pirydono-3-

karboksyamido-1-B3-D-rybonukleozydu (4PYTP) [publikacja 6].
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Rycina 6. Trojfosforan 4-pirydono-3-karboksyamido-1-3-D-rybonukleozydu (4PYTP).

Ustalono nastepnie, ze prekursorem tego nukleotydu w organizmie jest 4PYR, ktory jest
przeksztalcany do nukleotydowych pochodnych: mono- 1 tréjfosforanowych (odpowiednio
4PYMP i 4PY'TP) [publikacje 6,7]. Przemiana 4PYR do 4PYMP odbywa si¢ przy udziale kinazy
adenozynowej. Jednoczes$nie proces ten powoduje znaczne obnizenie stezenia ATP, nasilenie

katabolizmu nukleotydéw adeninowych (wzrost st¢zenia hipoksantyny). Nie wplywa jednak na
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zmiane stezenia NAD' w komorce [publikacje 6,7]. 5jodotubercydyna, inhibitor kinazy
adenozyny, hamuje wbudowanie 4PYR do puli nukleotydéw [publikacja 6]. Podobne wyniki
uzyskano, gdy zamiast 4PYR stosowano 4-pirydono-3-karboksyamid (4PY) [publikacje 06,7].
Dodanie 4PYR do erytrocytow oraz innych komorek powoduje powstanie zdecydowanie
wickszej ilosci 4PYMP, niz 4PYTP. Po 3h inkubacji erytrocytéw w obecnosci 300 uM 4PYR
stezenie 4PYTP wzrosto w tych komérkach z 16,1 £ 0,6 pmol/l erytr. do 74,9 + 9,17
pwmol/l erytr., a 4PYMP z 5 pmol/l erytr do 254,7 + 13,9 pmol/l erytr. [publikacje 6,7].

Bardzo interesujaca jest degradacja nukleotydowych pochodnych 4PYR. Zaobserwowano
zalezne od czasu obnizenie stezenia 4PYMP 1 wzrost stezenia 4PYR. 4PYTP praktycznie nie
ulegal degradacji. Powstawanie 4PYR a nie 4PY wskazuje, ze to 5nukleotydaza jest
odpowiedzialna za przemiang 4PYMP do 4PYR [publikacja 7].

Nukleotydy 4PYR sq obecne w erytrocytach oséb zdrowych, a ich stezenia wynosza: 4PYTP
13 + 47 umol/l erytr. [publikacja 6] i 4PYMP 0,8 * 0,5 pmol/l erytr. (wyniki wlasne
niepublikowane). U dzieci stezenie 4PYTP w erytrocytach jest mniejsze niz u oséb doroslych
i wynosi 8,7 * 4,8 umol/l erytr., zas 4PYMP 0,5 £ 0,4 umol/l erytr. (wyniki wlasne
niepublikowane). To sugeruje, ze wraz z wickiem st¢zenie nukleotydowych pochodnych 4PYR
wzrasta. Te dane wskazujg réwniez, ze w erytrocytach oséb zdrowych stezenie 4PYTP jest
znaczace, stanowi jednak okoto 2% stezenia ATP. W erytrocytach oséb z niewydolnoscia nerek
stezenie 4PYTP wielokrotnie wzrasta i stanowi od 10 do 30% stezenia ATP komoérkowego
[publikacja 6]. Szczegdlnie duzy jest ten wzrost u chorych dializowanych otrzewnowo
[37,155,181]. Z przeprowadzonych analiz wynika, ze stezenie 4PYTP u chorych z PNN wzrasta
do wartosci 40,9 + 224 pmol/l erytr., zas stezenie 4PYMP do wartosci 3,7 £ 2,04 umol/1 erytr.
(wyniki wlasne niepublikowane). Zaobserwowano wprawdzie korelacje pomiedzy stezeniem
kreatyniny a st¢zeniem 4PYR w osoczu oraz st¢zeniem 4PYR w osoczu a stezeniem 4PYMP
w erytrocytach, ale nie zaobserwowano zaleznosci pomiedzy stezeniem kreatyniny w osoczu
a stezeniem 4PYTP w erytrocytach u chorych z PNN. Wydaje si¢, ze synteza 4PYTP
w erytrocytach chorych z PNN jest zalezna od wielu czynnikéw. U chorych z PNN
dializowanych, ktérzy regularnie otrzymywali erytropoetyne stezenia zaréwno 4PYTP, jak
1 4PYMP byly nizsze prawie o polowe w poréwnaniu do grupy chorych, ktéra nie dostawala
erytropoetyny, odpowiednio 4PYTP: 41 £ 238 pumol/l erytr. i 81,2 + 36,2 umol/l erytr.
i 4PYMP 3,66 £ 2,27 pmol/l erytr. i 6,0 £ 2,53 pmol/l erytr. (wyniki wlasne niepublikowane).
Jednoczesnie bezposrednio, po zakofniczeniu hemodializy nie obserwowano obnizenia stezen
nukleotydéw 4PYR. U pacjentéw po przeszczepie nerki zaréwno stezenie 4PYTP, jak 1 4PYMP
byto wyzsze (4PYTP: 18,9 £ 7,9 umol/l erytr., 4PYMP: 2,0 + 1,1 umol/l erytr.) niz w grupie
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0so6b zdrowych. Ze wstepnych naszych obserwacji wynika, ze stezenie nukleotydow 4PYR u os6b
po przeszczepie nerki wraca do wartosci obserwowanych u o0séb zdrowych dopiero po kilku
latach (wyniki wlasne niepublikowane). Badania te wymagaja jednak potwierdzenia na wigkszej

grupie chorych. Prezentowane wyniki zestawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Stezenia 4PYTP i 4PYMP w erytrocytach oséb zdrowych i z PNN.

Stezenie w erytrocytach
Badana grupa [umol/1 RBC]

4PYTP 4PYMP
Osoby Dzieci 8,7+ 48 0,5+ 0,4
zdrowe Dorosli 13,0 £ 4,7 0,8+ 0,5
Osoby leczeni zachowawczo 40,9 £ 224 37+120
z PNN dializowani - EPO 81,2 + 36,2 6,0+ 25
+ EPO 41,0 £ 238 37123
po transplantacji 18,9+ 7,9 20+ 1.1

Liczba 0séb w grupie badanej nie byla nizsza niz 12

4.4.2. 1--D-rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamid

Identyfikacji 4PYR w osoczu dokonano w wyniku badan przedstawianych w niniejszym
opracowaniu [publikacja 6]. Stezenie 4PYR w osoczu oséb zdrowych jest bardzo niskie 1 wynosi
0,013 £ 0,006 umol/l. Znaczny wzrost 4PYR obserwuje si¢ w osoczu chorych z przewlekla
niewydolnoscia nerek, gdzie osiaga stezenie 0,563 £ 0,321 umol/1 [publikacja 6]. Tak znaczacego,
niemal 50-krotnego wzrostu stezenia tego zwiazku nie mozna tlumaczy¢ jedynie uposledzeniem
funkcji wydalniczej nerek, gdyz wzgledny wzrost stezenia kreatyniny, pseudourydyny czy kwasu
moczowego u tych chorych byl zdecydowanie nizszy. W wyniku przeprowadzonych badan
ustalono, ze dobowe wydalanie 4PYR w moczu 0s6b zdrowych wynosi 26,7 = 18,2 umol/24h
[publikacja 6].

W pismiennictwie istnieja doniesienia dotyczace analizy stezen 4PYR lub jego izomerow
w moczu chorych z réznym typem nowotwordw. Prace te sa jednak sprzeczne pod wzgledem
oznaczonych wartodci stezen. Nie dokonano takze przekonujacej identyfikacji pod wzgledem
budowy chemicznej tych zwigzkéw, nie wiadomo bowiem czy jest to 4PYR (nazwany w tych

pracach 4-PCNR), czy jego analog 2PYR (2-PCNR). Stezenie 2PYR lub 4PYR zostalo oznaczone
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w moczu u chorych z réznym typem nowotworu (piersi, ptuc), w wigkszosci z zaawansowana
chorobg badz stwierdzonymi przerzutami [782,783], z przewlekla bialaczks szpikowa [784,785],
ze zlosliwym miedzybloniakiem [786,787], z rakiem jajnika [788], z rakiem nosowej czg¢$ci gardia
[789]. Autorzy jednej z opublikowanych niedawno prac sugeruja, ze stezenie 2PYR lub 4PYR
obok innych zmodyfikowanych nukleozydow (pseudourydyny, N2N2-dimetyloguaniny,
1-metylo-guanozyny, 2-metyloguanozyny i 1-metyloadenozyny) moze by¢ markerem procesu
nowotworowego, pozwalajacym na kontrole terapii tego procesu [790]. W pismiennictwie istnieja
réwniez dane dotyczace oznaczania PCNR (zdefiniowanego jako 2PYR) w osoczu u chorych
zakazonych wirusem HIV, w ktorych stwierdzono, ze zwiazek ten obok pseudourydyny moze
by¢ niezaleznym czynnikiem prognostycznym AIDS [797]. Wprawdzie w wigkszosci wyzej
wymienionych prac podano, ze oznaczone ste¢zenia dotycza 2PYR, jednak wydaje sig, ze bardziej
prawdopodobne jest to, ze faktycznie analizowano stezenie 4PYR lub sume stezen tych
zwigzkow. W powyzszych pracach brak jest danych czy jakiejkolwiek dyskusji dotyczacej 4PYR,
a metody analityczne zastosowane w tych badaniach nie pozwalaja na zréznicowanie tych
izomerow.

Szlak powstawania 4PYR jest nieznany. Pojawily si¢ spekulacje, ze 4PYR moze powstawac
z dinukleotydu adeninonikotynamidowego ~(NAD") [783,792], czy mononukleotydu
nikotynamidowego (NMN) [22]. Sugerowano takze, ze 4PYR to zmodyfikowany nukleotyd
pochodzacy z degradacji tRNA [783]. Na obecnym etapie naszych badan wydaje sig, ze zréodlem
tego zwiazku moze by¢ rybozyd nikotynamidu [publikacja 6]. Pod wplywem oksydazy
aldehydowej, moglby by¢ przeksztatlcony do 4PYR i jego izomerow. Przemawiaja za tym wyniki
badan u chorych z deficytem kofaktora molibdenowego [37], a aktywnos$¢ oksydazy aldehydowe;j

zalezy miedzy innymi od obecno$ci molibdenianu [793,794].

Na temat roli jaka 4PYR 1 powstajace z niego nukleotydy moga petni¢ w komoéree w chwili
obecnej nic nie wiadomo. Na podstawie badan [publikacja 6] zasugerowano, ze powstajacy
w tkankach obwodowych nukleozyd 4PYR jest zwigzkiem toksycznym. Aby zapobiec tej
toksycznosci jest on wychwytywany przez erytrocyty, w ktorych ulega przemianie gléwnie do
formy monofosforanowej i bardzo powoli do tréjfosforanu. W nerce natomiast zachodzitby
proces odwrotny — katabolizm 4PYMP do nukleozydu 1 jego wydalanie z moczem. Powstawanie
4PYTP byloby wiec procesem niemajacym fizjologicznego znaczenia, ale ktéry zachodzi
intensywnie tylko wtedy, gdy wzrosnie stezenie 4PYMP w komorce. Koncepcja ta pozostaje

jednak hipoteza.
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5. Podsumowanie

Wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie habilitacyjnej dostarczyly nowych
informacji o przemianach i roli metabolitow nikotynamidu w stanach fizjologicznych
1 patologicznych. Identyfikacja nowego metabolitu przemian nikotynamidu - 4PYTP
w erytrocytach, identyfikacja jego prekursora (4PYR) oraz propozycja szlaku przemian tego
zwigzku stanowia oryginalne, ciekawe osiagni¢cia prezentowane w przedstawionej rozprawie
habilitacyjnej. Identyfikacja tych zwiazkéw byla mozliwa przy zastosowaniu spektroskopii
w podczerwieni, magnetycznego rezonansu jadrowego, chromatografii cieczowej a przede
wszystkim spektrometrii masowej. Przemiana 4PYR do 4PYMP w erytrocytach odbywa si¢ przy
udziale kinazy adenozyny powodujac obnizenie stezenia ATP wewnatrz krwinki czerwonej,
nasilenie katabolizmu nukleotydéw adeninowych oraz zwigkszona produkcje hipoksantyny.
Wyniki te majq znaczenie poznawcze oraz potencjalne znaczenie praktyczne.

Analiza stezen nukleotydow 4PYR w erytrocytach osoéb zdrowych wykazala, ze stezenia
4PYTP sa rzedu kilku mikromolowego, natomiast 4PYMP sa duzo nizsze. U pacjentow
z przewlekla niewydolnosdcia nerek obserwuje si¢ kilkudziesi¢ciokrotny wzrost stezenia tych
nukleotydéw w erytrocytach, szczegdlnie widoczny u pacjentéw dializowanych. Co ciekawe,
proces hemodializy nie obniza stezen tych zwiazkéw u chorych z PNN. Po transplantacji nerek
stezenie 4PYTP 1 4PYMP we krwi obniza si¢ powoli, ale nie osiaga wartosci obserwowanych
u ludzi zdrowych.

W Swietle przedstawionych badan wydaje si¢ uzasadnione uzupelnienie schematu

metabolizmu nikotynamidu o szlak przemian 4PYR (rycina 7).

34



Dinukleotyd

nikotynamidoadeninowy 4PYTP
EC27.1.23 (NAD) EC27.71 T
t
Fosforan dinukleotydu £C 24230 4PYMP
nikotynamidoadeninowego | ES242% Mononukleotyd
(NADP) EC 3.5.1.98 nikotynamidu (NMN) EC 3.1.35 EC 2.7.1.20

EC 24212 EC 27.1.22 4PYR

EC3.226
EC3.1.35 )
EC 1.2.3.1

EC2.4.21 N R bOZ d
NIKOTYNAMID “— " YROZYC
nikotynamidu
(NA) (NR)
EC 2.1.1.1
N-metylonikotynamid N-oksyd 6-hydroksynikotynamid
(Met NA) nikotynamidu

EC1.2.3.1

N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid N-metylo-4-pirydono-3-karboksyamid
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Rycina 7. Proponowany schemat metabolizmu nikotynamidu u ssakow.

Fosforylaza nukleozydu nikotynamidowego (EC 2.4.2.1), fosforybozylotransferaza nikotynamidowa
(NamPRT; EC 24.212) NAD* glikohydrolaza/cyklaza ADPR-tybozy (EC 3.2.2.5), NADP+
glikohydrolaza (EC 3.2.2.6), polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP; EC 2.4.2.30), mono-ADP-
rybozylotransferaza (EC 2.4.2.31), sirtuiny (EC 3.5.1.-), metylotransferaza nikotynamidu (NNMT, EC
2.1.1.1), oksydaza aldehydowa (EC 1.2.3.1), adenylotransferaza mononukleotydu nikotynamidu (EC
2.7.7.1), 5- nukleotydaza (EC 3.1.3.5) kinaza rybozylonikotynamidu (EC 2.7.1.22), kinaza adenozyny (EC
2.7.1.20), kinaza NAD* (EC 2.7.1.23).

Opracowanie procedury analizy stezen metabolitow nikotynamidu 2z zastosowaniem
chromatografii cieczowej z detekcja masows przyczynilo si¢ takze do wzbogacenia mozliwosci
metodycznych analizy przemian nikotynamidu. Metoda ta pozwala na analize stezen wszystkich
istotnych metabolitéw nikotynamidu w jednym rozdziale chromatograficznym. Ponadto mozliwy
jest dalszy rozwdj metody i jednoczesne oznaczenie innych zwigzkow.

Wyniki analiz stezen metabolitow nikotynamidu we krwi wykazaly, ze zaréwno stany
patologiczne, takie jak przewlekla niewydolno$¢ nerek oraz stany fizjologiczne takie jak podeszty
wiek prowadza do wzrostu stezenia niektérych metabolitow nikotynamidu we krwi, nie tylko
4PYR, lecz rowniez Met2PY 1 Met4PY. U ludzi starszych stezenia Met2PY 1 Met4PY w osoczu

byly znamiennie statystycznie wyzsze niz u dzieci. Analiza tych stezen wykazala istnienie
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dodatniej korelacji pomiedzy stezeniem koncowych metabolitéw nikotynamidu a wiekiem.
Ponadto analiza wieloczynnikowej korelacji pomi¢dzy zmianami stezenia Met2PY w osoczu
a wiekiem i stezeniem kreatyniny w osoczu potwierdzila, ze u ludzi zdrowych czynnikiem
odpowiedzialnym za obserwowany wzrost stezenia Met2PY w osoczu jest wiek.

U 0s6b z przewlekla niewydolnoscia nerek stezenie koncowych metabolitéw nikotynamidu
w osoczu bylo wielokrotnie wyzsze niz u oséb zdrowych. Stezenia zaréwno Met2PY, jak
1 Met4PY w osoczu wzrastaly wraz ze stopniem niewydolnosci nerek. U chorych
hemodializowanych stezenia tych zwigzkow bezposrednio po hemodializie obnizaly si¢ o polowe,
podobnie jak kreatynina, po czym wracaly do wartosci obserwowanych przed dializa. Natomiast
transplantacja nerki powodowala, ze stezenie Met2PY po tym zabiegu osiggalo wartosci zblizone
do tych obserwowanych u 0séb zdrowych.

Badania przedstawione w niniejszym opracowaniu wykazaly, ze pochodne nikotynamidu sa
inhibitorami polimerazy poli(ADP-rybozy), a wsréd konicowych metabolitéw nikotynamidu
najsilniejsze  wlasciwosci  hamujace wykazywal Met4PY. Stwierdzono réwniez —efekty
cytoprotekeyjne pochodnych nikotynamidu (szczegolnie Met2PY) polegajace na zahamowaniu

obnizenia stezenia ATP i NAD" w komérkach §rédblonka poddanych dziataniu peroksynitrytu.
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6. Wnioski

1. Zastosowanie chromatografii cieczowej z detekcja masowa znaczaco zwigcksza mozliwosci

analizy jako$ciowej 1 ilo§ciowej pochodnych nikotynamidu.

2. Przewlekla niewydolno$¢ nerek zwiazana jest ze wzrostem stezen katabolitow
nikotynamidu we krwi. Wzrost ten jest wynikiem zaréwno uposledzonego wydalania jak

1 zwigkszonej syntezy tych zwigzkow.

3. Stezenie katabolitéw nikotynamidu we krwi wzrasta wraz z wiekiem niezaleznie od zmian

funkcji wydalniczej nerek.

4. Pochodne nikotynamidu (takie jak: Met2PY, kwas 6-hydroksypikolinowy i pikolinamid)
wykazuja dzialanie cytoprotekcyjne (zapobiegajac obnizeniu stezenia ATP i NAD®
w komorkach §réodblonka poddanych dziataniu peroksynitrytu).

5. Katabolity nikotynamidu takie jak Met2PY i Met4PY sg inhibitorami PARP-1.

6. 4PYR jest prekursorem nukleotydow 4PYTP i 4PYMP w krwinkach czerwonych

czlowieka.

7. W przewleklej niewydolnosci nerek wzrostowi stezenia 4PYR w osoczu towarzyszy
wzrost pochodnych nukleotydowych 4PYR w erytrocytach: 4PYMP 1 4PYTP. Syntezie
tych nukleotydow 2 vitro w krwinkach czerwonych towarzyszy obnizenie stezenia ATP,

wzrost stezenia hipoksantyny oraz brak zmian w stezeniu NAD".
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