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Wykaz stosowanych skrótów 

4PYR, PCNR - 1-�-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamid 

4PYMP - monofosforan 1-�-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamidu 

4PYTP - trójfosforan 1-�-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamidu 

4PYRAD - dinukleotyd  

1–�–D–rybofuranozylo–4–pirydono–3–karboksyamidoadeninowy 

NA  - nikotynamid 

NaRib  - rybozyd nikotynamidu 

NAD
+
  - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy 

NADP
+
 - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego 

NMN  - mononukleotyd nikotynamidu 

ATP  - adenozyno 5’trójfosforan 

ADP  - adenozyno 5’dwufosforan 

AMP  - adenozyno 5’monofosforan 

AOX  - oksydaza aldehydowa 

5’NT  - 5’ nukleotydaza 

PARP  - polimeraza poli(ADP-rybozy) 

ADPR  - ADP-ryboza 

ITU  - 5’-jodotubercydyna 

EHNA  - erytro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenina 

NO  - tlenek azotu 

kg m.c. - kilogram masy ciała 

HPLC  - wysokosprawna chromatografia cieczowa (High Pressure Liquid 

Chromatography) 

LC/MS - chromatografia cieczowa z detekcj� masow�  

 (Liquid Chromatography/Mass Spectrometry)

TOF (LC/MS) - detekcja masowa typu czasu przelotu (Time of Flight LC/MS) 

1
H NMR - spektrometria protonowego magnetycznego rezonansu j�drowego 

(proton Nuclear Magnetic Resonance) 
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1. WST�P 

Nukleotydy s� to zwi�zki organiczne składaj�ce si� z zasady azotowej, 

pi�ciow�glowego cukru – pentozy oraz grupy fosforanowej. Zasad� azotow� stanowi�

zwykle zwi�zki z grupy puryn lub pirymidyn. Purynami najcz��ciej wchodz�cymi w 

skład nukleotydów s�: adenina, guanina, ksantyna i hipoksantyna, natomiast 

pirymidynami: cytozyna, tymina oraz uracyl. Oprócz wymienionych zwi�zków 

wyst�puj� równie� zasady azotowe o nietypowej budowie, najcz��ciej zmodyfikowane 

jedn� lub wi�ksz� ilo�ci� grup metylowych. S� to mi�dzy innymi:                              

N
6
N

6
-dimetyloadenina, N

2
N

2
-dimetyloguanina, N

7
-metyloguanina, 5-metylocytozyna, 

5-hydroksymetylocytozyna
[1]

. Zasady azotowe, ł�cz�c si� z pentoz� wi�zaniem                    

N-�-glikozydowym, tworz� zwi�zki zwane nukleozydami. Cukry, które wchodz� w 

skład nukleozydów to ryboza i deoksyryboza. Nukleotydy powstaj� poprzez poł�czenie 

wi�zaniem estrowym jednej reszty kwasu ortofosforowego z w�glem 5’ pentozy 

wchodz�cej w skład nukleozydu. Przył�czenie dwóch, lub trzech grup fosforanowych 

powoduje powstanie nukleotydu (odpowiednio) dwufosforanowego lub 

trójfosforanowego
[1]

.   

Nukleotydy cykliczne: cykliczny 3’5’-AMP (cAMP) i cykliczny 3’5’-GMP 

(cGMP) stanowi� odr�bn� grup� zwi�zków, dla których prekursorami s� odpowiednie 

trójfosforany: ATP i GTP. Powstaj� one na drodze reakcji cyklizacji, zachodz�cej przy 

udziale odpowiednio – cyklazy adenylanowej i cyklazy guanylanowej. Polega ona na 

poł�czeniu w�gli 5’ i 3’ rybozy wi�zaniem fosfodiestrowym poprzez jedn� grup�

fosforanow�[1]
. 

Nukleotydy monofosforanowe mog� powstawa� na drodze syntezy de novo lub 

poprzez degradacj� kwasów nukleinowych i pochodnych nukleotydowych (dwu- i 

trójfosforanowych).  

Degradacja nukleotydów purynowych w organizmie człowieka prowadzi 

ostatecznie do powstania kwasu moczowego, który wydalany jest z moczem. 

Nukleotydy pirymidynowe degradowane s� do NH4
+
, CO2 oraz trzeciego produktu, 

którym w przypadku rozpadu cytozyny i uracylu jest �-alanina, natomiast w przypadku 

tyminy – �-aminoizoma�lan
[1]

. 
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1.1.1 Rola nukleotydów 

Nukleotydy odgrywaj� kluczow� rol� w funkcjonowaniu organizmu. Jedn� z 

ich funkcji jest udział w przenoszeniu informacji genetycznej. Elementami składowymi 

kwasów nukleinowych s� nukleotydy zawieraj�ce jedn� grup� fosforanow�. Sekwencja 

nukleotydów wchodz�cych w skład kwasów nukleinowych determinuje budow� oraz 

funkcj� białek powstaj�cych w procesie translacji
[1]

. 

Nukleotydy wyst�puj� tak�e w formie „wolnej” pełni�c szereg wa�nych funkcji 

w komórce. S� bardzo dobr� form� magazynowania i przenoszenia energii. Szczególnie 

wa�n� rol� no�nika energii odgrywa adenozynotrójfosforan (ATP). Magazynuje on 

energi� powstał� w wyniku procesów oddychania komórkowego oraz reakcji 

katabolicznych. Z drugiej strony stanowi wa�ne 	ródło energii dla reakcji syntezy oraz 

transportu aktywnego przez błony biologiczne. Bierze udział w pracy mi��ni, w tym 

równie� mi��nia sercowego oraz uczestniczy w utrzymaniu gradientu jonowego po obu 

stronach błon biologicznych. Obok ATP udział w przemianach energetycznych ma 

tak�e GTP, UTP i CTP
[1]

.  

Nukleotydy uczestnicz� w regulacji reakcji enzymatycznych jako efektory 

allosteryczne (ATP, AMP) oraz jako elementy kofaktorów enzymów (koenzym A)
[1]

, a 

GTP tak�e jako ligand białek G
[2]

. 

Nukleotydy uczestnicz� w syntezie glikogenu i glikozoaminoglikanów          

(UDP-glukoza, UDP-galaktoza). Bior� udział w glikozylacji białek, przemianie 

galaktozy oraz syntezie fosfolipidów.  

Cykliczne nukleotydy uczestnicz� w przetwarzaniu i przesyłaniu sygnałów. 

Pełni� one rol� wtórnego przeka	nika sygnału pochodz�cego z receptorów błonowych 

dla hormonów, przez co warunkuj� oddziaływanie hormonu na komórk�. Cykliczny 

3’5’-AMP (cAMP) aktywuje swoiste kinazy białkowe. Zwi�ksza przepuszczalno��

błon komórkowych. Jest wtórnym przeka	nikiem po�rednicz�cym w działaniu wielu 

hormonów (np. noradrenaliny i glukagonu) wpływaj�c na regulacj� szeregu procesów 

(w tym rozpad i syntez� glikogenu
[3]

 oraz przemiany lipidów
[4]

).  

Zwi�kszenie st��enia cyklicznego 3’5’-GMP (cGMP) w komórce powoduje 

aktywacj� kinazy białkowej G. cGMP bierze udział w odpowiedzi komórkowej na 

tlenek azotu przyczyniaj�c si� do relaksacji mi��ni gładkich (np. rozkurczu naczy�

krwiono�nych zale�nego od funkcji �ródbłonka
[5]

). Uczestniczy w agregacji płytek 

krwi
[6]

, a tak�e w procesie przetwarzania bod	ców wzrokowych
[1]

. 
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Ponadto nukleotydy i nukleozydy zewn�trzkomórkowe poprzez pobudzenie 

receptorów purynergicznych (nukleotydowych) reguluj� szerokie spektrum procesów 

fizjologicznych. Adenozyna, poprzez pobudzenie receptorów z grupy P1 (A1, A2A, A2B, 

A3) wykazuje działanie moduluj�ce prac� układu sercowo – naczyniowego, nerwowego 

oraz immunologicznego
[7]

. Zwi�kszone st��enie adenozyny wykazuje działanie 

przeciwzapalne
[8]

, a nadekspresja receptorów A1 oraz A3 u myszy wykazuje efekt 

kardioprotekcyjny
[7]

. Pobudzenie receptorów P1 działa zwykle antagonistycznie 

wzgl�dem pobudzenia receptorów P2 przez ATP i ADP. Oba nukleotydy wykazuj�

działanie na receptory z grup P2Y (receptory metabotropowe - 8 podtypów) oraz P2T. 

Dodatkowo ATP wykazuje działanie na receptory z grupy P2X (receptory jonotropowe 

- 7 podtypów). Receptory z grupy P2 mog� by� równie� pobudzone przez nukleotydy 

pirymidynowe (UTP, UDP) oraz ich zwi�zki cukrowe (UDP-glukoza, UDP-galaktoza, 

UDP-glukuronian)
[7,9]

. Nukleotydy zewn�trzkomórkowe reguluj� funkcj� układu 

nerwowego, napi�cie �cian naczy� krwiono�nych oraz stymuluj� rozwój stanu 

zapalnego
[7,10]

. Ponadto mog� bra� udział w regulacji wzrostu ko�ci oraz wpływa� na 

przyspieszenie wapnienia zastawek w sercu
[10]

. Receptory purynergiczne s� szeroko 

rozpowszechnione u ludzi i zwierz�t, jednak fizjologiczny efekt ich pobudzenia cz�sto 

jest ró�ny w ró�nych tkankach u ró�nych gatunków
[9]

. Nastr�cza to wielu problemów z 

jednoznacznym okre�leniem ich funkcji oraz mo�e by� jednym z czynników 

utrudniaj�cych praktyczne zastosowania
[11,12]

. 

Nukleotydy s� ponadto składnikami aktywnych metabolitów, np.:                         

S-adenozylometioniny (donora rodnika metylowego w reakcjach metylacji), PAPS 

(koenzymu i donora grupy siarczanowej w reakcjach katalizowanych przez 

sulfotrasferazy), UDP-glukozy czy CDP-choliny. 

Analogi nukleotydów s� szeroko stosowane w leczeniu niektórych chorób. np. 

nowotworowych (5-fluorouracyl, 5-fluorourydyna) i wirusowych (np. azydotymidyna 

(AZT), dideoksycytydyna, dideoksyinozyna u�ywane w terapii HIV).  

1.1.2 Nukleotydy nietypowe  

Zwi�zki o budowie odmiennej od klasycznej, zachowuj�ce jednak struktur�

nukleotydu, okre�lane s� one mianem nukleotydów nietypowych.  
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Najwa�niejszym przedstawicielem tej grupy jest NMN, czyli mononukleotyd 

nikotynamidowy. Zwi�zek ten w miejscu klasycznej zasady azotowej zawiera, 

nietypowy dla nukleotydów, nikotynamid. NMN, wraz z ATP, s� substratami do 

syntezy dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD
+
) oraz jego ufosforylowanej 

postaci – NADP
+[13,14]

. 

Drugim wa�nym zwi�zkiem z tej grupy jest mononukleotyd flawinowy (FMN) 

zawieraj�cy trójpier�cieniow� zasad� azotow� – dimetyloizoalloksazyn�. FMN 

wchodzi w skład dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD), koenzymu bior�cego 

udział w wielu reakcjach metabolicznych
[15]

. 

1.2 Synteza i metabolizm NAD
+

Głównymi prekursorami NAD s� nikotynamid oraz kwas nikotynowy – zwi�zki 

okre�lane wspólnie jako witamina B3. Nikotynamid jest przekształcany do 

mononukleotydu (NMN), a nast�pnie tworzy dinukleotyd nikotynamidoadeninowy w 

reakcji katalizowanej przez adenylotransferaz� NMN. Z kwasu nikotynowego w 

pierwszym etapie powstaje dinukleotyd adeninonikotynowy, który ostatecznie 

przekształcany jest do NAD
+
 w reakcji katalizowanej przez jedn� z syntetaz NAD

+
 – 

hydrolizuj�c� glutamin� lub zale�n� od amoniaku. Synteza NAD
+
 mo�e odbywa� si�

tak�e de novo na drodze przemian tryptofanu
[14,16]

.  

Degradacja NAD
+
 przebiega wielokierunkowo. Główn� drog� jego rozpadu s�

reakcje, w których NAD
+
 jest substratem. Mo�na do nich zaliczy� syntez� cyklicznej 

ADP-rybozy, mono- lub poli-ADP-rybozylacj�, jak równie� reakcje deacetylacji 

katalizowane przez niektóre sirtuiny. Produktem tych przemian jest mi�dzy innymi 

nikotynamid
[16,17]

. NAD
+
 mo�e by� równie� przekształcany do NADP

+
 w reakcji 

katalizowanej przez kinaz� NAD
+
 oraz degradowany do NMN przy udziale 

pirofosfatazy NAD
+[16]

. Przemiana NMN do nikotynamidu mo�e przebiega�

bezpo�rednio przy udziale fosforybozylotransferazy nikotynamidu lub z utworzeniem 

rybozydu nikotynamidu. Rybozyd nikotynamidu mo�e nast�pnie zosta� zdegradowany 

do nikotynamidu w reakcji katalizowanej przez fosforylaz� nukleozydow�

nikotynamidu lub ponownie przekształcony do NMN przy udziale kinazy 

rybozylonikotynamidu, enzymu opisanego niedawno przez Bieganowskiego
[18]

. 

Rybozyd nikotynamidu mo�e równie� zosta� przekształcony do 4PYR w reakcji 
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katalizowanej przez oksydaz� aldehydow�. Jest to najbardziej prawdopodobne 	ródło 

tego zwi�zku w organizmie (dane własne, nieopublikowane). Katabolizm nikotynamidu 

obejmuje metylacj� w pozycji 1, w wyniku czego powstaje N-1-metylonikotynamid 

(MNA)
[19]

, a nast�pnie utlenianie w pozycji 2 lub 4 przy udziale oksydazy 

aldehydowej, co prowadzi do powstania, odpowiednio: N-1-metylo-4-pirydono-3-

karboksyamidu (Met4PY) oraz N-1-metylo-2-pirydono-5-karboksyamidu (Met2PY). 

Powstałe metabolity wydalane s� z moczem
[20,21,22,23]

. 

Metabolizm NAD
+
 przedstawiono schematycznie na rycinie 1, a dokładny opis 

zachodz�cych reakcji zamieszczono w tabeli 1. 

Ryc. 1. Schemat głównych szlaków powstawania i degradacji NAD
+
. 

Obja�nienia: NAD – dinukleotyd nikotynamidoadeninowy; NA – nikotynamid; 

Nac – kwas nikotynowy; NacAD – dinukleotyd nikotynoadeninowy;                      

NMN – mononukleotyd nikotynamidu; NaRib – rybozyd nikotynamidu;             

MNA – N1-metylo nikotynamid; TRP – tryptofan; 4PYR – 4-pirydono-3-

karboksyamid; 4PYMP – monofosforan 4-pirydono-3-karboksyamidu;          

4PYTP – trójfosforan 4-pirydono-3-karboksyamidu; Met4PY – N-1-metylo-4-

pirydono-3-karboksyamid; Met2PY – N-1-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid. 
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Tabela 1. Enzymy oraz katalizowane przez nie reakcje zwi�zane z metabolizmem 

NAD
+
.  

Nr Nazwa Enzymu E.C. Katalizowana reakcja 

1 Glikohydrolaza NAD
+
 (CD38) 3.2.2.5 NAD

+
 + H2O 
 NA + ADP-ryboza

NAD
+
 glycohydrolase /  

 ADP-ribosyl cyclase * 

2 Glikohydrolaza NAD(P)
+
 (CD38) 3.2.2.6 NAD(P)

+
 + H2O 
 NA + 2’-fosforan 

ADP-ribosyl cyclase /  ADP-rybozy

cyclic ADP-ribose hydrolase

3 Polimeraza poli(ADP-rybozy) 2.4.2.30 NAD
+
 + (ADP-rybozylo)n-akceptor 


NAD
+
 ADP-ribosyltrasferase  NA + (ADP-rybozylo)n+1-akceptor + H

+

4 Mono ADP-rybozylo-transferaza 2.4.2.31 NAD
+
 + L-Arg(białko) 
 NA + 

NAD
+
-protein-arginine  N

�
-(ADP-rybozylo)-L-Arg(białko)

ADP-ribosyltrasferase

5 Deacetylaza histonów (sirtuiny) 3.5.1.98 Hydroliza N(6)-acetylolizyny histonów z 

Histone deacetylase   uwolnieniem deacetylowanych histonów 

6 Fosforybozylotransferaza 2.4.2.12 NMN + PPi 
 NA + PRPP

 nikotynamidu 

Nicotinamide phosphoribosyltranferase  

7 Fosforylaza nukleozydu 2.4.2.1 NARib + Pi 
 NA + R-1-P + H
+

 nikotynamidowego 

Purine-nucleoside phosphorylase  

8 5’-nukleotydaza 3.1.3.5 NMN + H2O 
 NARib + Pi

5’-nucleotidase

9 Kinaza rybozylonikotynamidu 2.7.1.22 ATP + NARib 
 ADP + NMN

Ribosylnicotinamide kinase

10 Deaminaza nikotynamidowa 3.5.1.19 NA + H2O 
 Nac + NH3

Nicotinamidase

11 N1-metylotransferaza 2.1.1.1 NA + SAM 
 MNA + SAH

 nikotynamidu   

Nicotinamide N-methyltransferase

12 Oksydaza aldehydowa 1.2.3.1 MNA + H2O + O2 �

Aldehyde oxidase  Met4(2)PY + H2O2

13 Adenylotransferaza NMN 2.7.7.1 NMN + ATP 
 NAD
+
 + PPi

Nicotinamide-nucleotide 

adenylyltransferase
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Tabela 1 c.d. 

Nr Nazwa Enzymu E.C. Katalizowana reakcja 

14 Syntetaza NAD
+
 zale�na od  6.3.1.5 NaAD

+
 + ATP + NH3 


  amoniaku  NAD
+
 + AMP + PPi

NAD
+
 synthase

15 Syntetaza NAD
+
 hydrolizuj�ca  6.3.5.1 NaAD

+
 + ATP + L-Gln + H2O 


 glutamin�  NAD
+
 + AMP + PPi + L-Glu

NAD
+
 synthase 

(glutamine-hydrolysing)  

16 Pirofosfataza NAD
+
 3.6.1.22 NAD

+
 + H2O 
 NMN + AMP

NAD
+
 diphosphatase 

17 Kinaza NAD
+
 2.7.1.23 NAD

+
 + ATP 
 NADP

+ 
ADP

NAD
+
 kinase

* Kursyw� zaznaczono nazwy enzymów rekomendowane przez Komitet Nomenklatury 

Mi�dzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej dla Nomenklatury i Klasyfikacji 

Reakcji Katalizowanych Przez Enzymy (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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1.2.1 Rola NAD
+
  

Dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (NAD
+
) oraz jego ufosforylowana 

pochodna (NADP
+
) s� jednymi z wa�niejszych i bardziej rozpowszechnionych 

cz�steczek w organizmie. Ich główn� funkcj� jest przenoszenie protonów w wielu 

procesach oksydoredukcyjnych. NAD
+
 jest wa�nym elementem przemian nukleotydów 

(w syntezie GMP) oraz katabolizmu kwasów tłuszczowych. Bierze równie� udział w 

metabolizmie aminokwasów w mitochondriach (np. deaminacja oksydacyjna 

glutaminianu). Jest akceptorem protonów pochodz�cych z glikolizy oraz cyklu Krebsa 

stanowi�c jednocze�nie 	ródło energii dla ła�cucha oddechowego. NADP
+
 jest 

zaanga�owane w cyklu pentozowym oraz syntezie lipidów[1]. Wszystkie te reakcje 

wykorzystuj� NAD
+
 lub NADP

+
 nie wpływaj�c jednocze�nie na jego pul� komórkow�. 

Co wi�cej, do niedawna uwa�ano, �e funkcja przeno�nika protonów jest jedyn� funkcj�

NAD
+
 w organizmie. Istnieje jednak grupa reakcji, w których NAD

+
 zu�ywany jest 

jako substrat, co w konsekwencji prowadzi do jego degradacji.  

Jedn� z najwa�niejszych reakcji zu�ywaj�cych NAD
+
 jest                                 

poli-(ADP rybozyl)acja. Jest to reakcja katalizowana przez polimeraz�                    

poli(ADP-rybozy) (PARP) zachodz�ca głównie w odpowiedzi na uszkodzenie DNA 

spowodowane czynnikami zewn�trznymi, takimi jak: promieniowanie jonizuj�ce, 

wolne rodniki czy zwi�zki alkiluj�ce
[24]

. Aktywacja enzymu nast�puje po poł�czeniu z 

uszkodzonym DNA, co powoduje degradacj� znacznych ilo�ci NAD
+
 z wytworzeniem 

nikotynamidu i ADP-rybozy. Cz�steczki ADP-rybozy (ADPR) wykorzystywane s�

nast�pnie do utworzenia długich rozgał�zionych polimerów, które po poł�czeniu z 

białkiem akceptorowym modyfikuj� jego struktur� i funkcj�[25]
. W ten sposób 

modyfikowane s� niektóre białka uczestnicz�ce w tworzeniu struktury przestrzennej i 

metabolizmie DNA (np. histony H1 i H2B
[24]

, polimerazy czy topoizomerazy 
[26]

), ale 

przede wszystkim modyfikowana jest struktura PARP. W efekcie takiej 

automodyfikacji nast�puje odł�czenie enzymu od DNA i naprawa uszkodzonej 

struktury
[25,27]

. Jednak rola PARP nie ogranicza si� jedynie do udziału w naprawie 

uszkodzonego DNA. Enzym ten uczestniczy w regulacji długo�ci telomerów
[28]

, 

zachowaniu integralno�ci struktury DNA, oraz wpływa na takie procesy jak 

transkrypcja i apoptoza
[25,26,27,29]

. 
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Poli-ADP-rybozylacja w normalnych warunkach jest procesem naprawczym i 

regulacyjnym. W niektórych sytuacjach mo�e jednak prowadzi� do negatywnych 

skutków. Utworzenie wielu długich, rozgał�zionych ła�cuchów poli(ADP-rybozy) 

wymaga u�ycia w krótkim czasie wielu cz�steczek NAD
+
. W przypadku znacznego 

uszkodzenia DNA zbyt wysoka aktywno�� PARP mo�e w przeci�gu kilku minut 

doprowadzi� do nadmiernego zu�ycia NAD
+
, a nawet do całkowitego wykorzystania 

komórkowej puli tego zwi�zku prowadz�c do zaburzenia syntezy ATP
[30]

. Wykazano, 

�e nadmierna aktywacja PARP mo�e równie� dotyczy� niektórych chorób, w tym: 

zawału serca, cukrzycy, procesów zapalnych i neurodegeneracyjnych. Inhibitory PARP 

mog� sta� si� wa�nym elementem terapii tych chorób
[31,32]

. 

Kolejn� reakcj� wykorzystuj�c� ADP-ryboz� (ADPR) pochodz�c� z NAD
+
 jest 

mono-ADP-rybozylacja polegaj�ca na modyfikacji białka akceptorowego poprzez 

enzymatyczne poł�czenie jednej cz�steczki ADPR z jednym z aminokwasów                 

(u eukariontów głównie z arginin�). Reakcje tego typu, katalizowane przez monoADP-

rybozylotransferazy z grup ART 1-5, powoduj� w znacznej wi�kszo�ci zahamowanie 

aktywno�ci białka akceptorowego (np. Ca
2+

ATPazy, dehydrogenazy aldehydowej)
[26]

. 

Odmienn� grup� enzymów zu�ywaj�cych NAD
+
 s� deacetylazy białkowe z 

grupy SIRT (sirtuiny - SIRT1 do SIRT7). Mechanizm działania sirtuin polega na 

przeniesieniu grupy acetylowej (SIRT1, 2, 3, 7), bursztynianowej (SIRT 5) lub 

lipidowej (SIRT 6) z reszty aminokwasowej acetylolizyny ła�cucha peptydowego na 

ADPR, modyfikuj�c w ten sposób ładunek i funkcj� docelowego białka
[33]

. Uwa�a si�, 

�e sirtuiny stanowi� wa�ny element odpowiedzi komórkowej na stres wywołany 

niedoborem substancji od�ywczych lub oddziaływaniem toksycznym
[34,35]

. Poprzez 

modyfikacj� czynników transkrypcyjnych (FOXO, p53, NF
appaB) uczestnicz� w 

regulacji procesów zapalnych i apoptozie, zapobiegaj� nowotworzeniu
[35]

, maj� wpływ 

na adaptacj� do warunków stresowych i prze�ycie komórki
[34]

. Poprzez deacetylacj�

enzymów odpowiadaj� za regulacj� utleniania kwasów tłuszczowych, glikolizy, 

wydzielania insuliny i biosyntez� acetylo-CoA w mitochondriach
[35,36]

. Ochronna rola 

sirtuin stwarza nadzieje na opracowanie terapii chorób zwi�zanych z działaniem 

toksyn, nowotworów oraz chorób neurodegeneracyjnych w oparciu o ich 

aktywno��[33,34]
.  

W ostatnich latach znacz�co wzrosło znaczenie NAD
+
 jako elementu szlaków 

sygnałowych zwi�zanych z uwalnianiem Ca
2+

. Jednym z mechanizmów szczegółowo 



14

opisanych w literaturze jest rozpad NAD
+
 z wytworzeniem ADPR, która nast�pnie 

przekształcana jest w cykliczn� form� – cykliczn� ADP-ryboz� (cADPR). Reakcja 

cyklizacji ADPR katalizowana jest u ludzi przez CD38, białko znane dotychczas jako 

powierzchniowy antygen limfocytów T. Istniej� jednak przypuszczenia, �e zachodzi 

ona równie� przy udziale innych, cytozolowych enzymów posiadaj�cych aktywno��

cyklazy ADPR
[26]

. Cykliczna ADP-ryboza, oddziaływuj�c na receptory ryanodynowe, 

powoduje uwolnienie wewn�trzkomórkowej puli Ca
2+

, dzi�ki czemu odgrywa 

kluczow� rol� w procesie wydzielania insuliny w komórkach � trzustki oraz soku 

trzustkowego w p�cherzykach wydzielniczych
[26,37]

. 
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1.3 1-�-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamid (4PYR) 

1.3.1 Budowa chemiczna 1-�-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamidu.

4PYR jest modyfikowanym nukleozydem składaj�cym si� z nikotynamidu 

utlenionego w pozycji czwartej pier�cienia pirydynowego oraz rybozy poł�czonej z 

azotem pier�cienia pirydynowego wi�zaniem �-glikozydowym (Ryc. 2)
[38]

. Jego masa 

cz�steczkowa wynosi 270 g/mol. W warunkach fizjologicznych wyst�puje w formie 

niezdysocjowanej, natomiast poni�ej warto�ci pH = 2 wyst�puje jako kation
[39]

.  

Ryc. 2.  Wzór chemiczny 4PYR. 

Pierwszej identyfikacji 4PYR dokonał Dutta i wsp. opisuj�c zwi�zek 

wyizolowany z ludzkiego moczu
[38]

. Była to jedna z nielicznych prac prawidłowo 

okre�laj�ca jego struktur� chemiczn�. 4PYR wielokrotnie opisywany był bł�dnie jako 

jego izomer strukturalny – 2PYR – posiadaj�cy grup� karbonylow� w pozycji 2
[40-43]

. 

Dopiero w 1989 roku Mills i wsp. dokonał analizy wszystkich izomerów strukturalnych 

wyst�puj�cych w moczu ludzkim okre�laj�c ich procentow� zawarto��. Wynosi ona 

około 90% dla 4,3-PYR, 9% dla 2,5-PYR i około 0,1% dla 2,3-PYR. Praca ta była 

swego rodzaju przełomem w badaniach nad 4PYR, poniewa� wykazano, �e niemal 

wszystkie dotychczasowe badania opisuj�ce rybozyd utlenionego nikotynamidu              
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w rzeczywisto�ci dotyczyły, przewa�aj�cej w moczu, izoformy 4,3-PYR
[39]

. 4PYR 

wyst�puj� w organizmie ludzkim głównie jako anomer �[39]
. W moczu ludzkim 

wyst�puje równie� w formie anomeru �[44]
. Przypuszczalnie wszystkie izomery 

strukturalne mog� by� zwi�zane z ryboz� wi�zaniem �-glikozydowym, co daje w sumie 

a� 6 mo�liwych form izomerycznych nie ró�ni�cych si� mas�. Wszystkie natomiast 

ró�ni� si� od siebie wła�ciwo�ciami fizykochemicznymi, co daje mo�liwo�� ich 

rozdziału i niezale�nej analizy za pomoc� metod chromatograficznych
[39,45]

. 

Problemy z jednoznacznym okre�leniem struktury chemicznej oznaczanego 

zwi�zku wprowadziły znaczny chaos w nomenklaturze 4PYR. W literaturze stosowano 

ró�ne skróty zaczynaj�c od najcz��ciej u�ywanych: 4PYR
[46,47]

 i PCNR
[45]

, poprzez te 

mniej znane: GN
[48]

, 4Py-R
[39]

, czy 4KN-riboside
[49]

. Równocze�nie skrótem 4-Pyr 

okre�lane były inne zwi�zki, np. N1-metylo-4-pirydono-3-karboksyamid
[50]

. Obecnie 

najcz��ciej u�ywanym skrótem dla dominuj�cej formy tego zwi�zku jest 4PYR. 

Ujednolicenie nazewnictwa wraz z pojawieniem si� zaawansowanych metod 

analitycznych umo�liwiło uporz�dkowanie nomenklatury dotycz�cej 4PYR oraz realn�

ocen� dotychczasowej wiedzy. 

1.3.2 Metabolizm 4PYR i jego pochodne 

4PYR jako zwi�zek o budowie zbli�onej do nikotynamidu mógłby powstawa�

zarówno na drodze syntezy de novo z tryptofanu jak i na drodze przemian NAD
+
. 

Wykazano jednak brak zwi�zku pomi�dzy ilo�ci� przyjmowanego z pokarmem 

tryptofanu czy nikotynamidu, a ilo�ci� 4PYR wydalan� z moczem
[39]

. Sugerowano 

równie�, �e 4PYR mo�e pochodzi� z rozpadu tRNA. Potwierdzeniem tej tezy miało 

by� podwy�szone st��enie 4PYR w moczu u pacjentów z choroba nowotworow�, 

którzy charakteryzuj� si� intensywnym metabolizmem kwasów nukleinowych
[48]

. 

Obecnie uwa�a si� jednak, �e głównym 	ródłem 4PYR w organizmie człowieka jest 

szlak przemian NAD
+ [39,51]

.  

Najbardziej prawdopodobnym prekursorem 4PYR jest rybozyd nikotynamidu. 

Jest on utleniany przez oksydaz� aldehydow�, enzym wykorzystuj�cy kofaktor 

molibdenowy, w procesie przypominaj�cym detoksykacj� pierwszej fazy. U dzieci z 

deficytem kofaktora molibdenowego nie stwierdzono we krwi obecno�ci pochodnych 
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4PYR
[46]

. Ponadto nie udało si� wyizolowa� wolnej utlenionej zasady
[51]

. Wyst�puje 

ona tylko w poł�czeniu z ryboz� lub grup� metylow�, co �wiadczy o tym, �e dopiero 

podstawienie pozycji pierwszej pier�cienia daje mo�liwo�� podstawienia grupy 

karbonylowej w pozycji czwartej lub drugiej.  

Zsyntetyzowany w w�trobie 4PYR przedostaje si� do osocza, gdzie mo�e 

wyst�powa� w formie wolnej b�d	 zwi�zanej z białkami
[51]

. Cz��� zwi�zku ulega 

dystrybucji do erytrocytów, w których nast�puje jego bardzo szybka fosforylacja do 

monofosforanowej pochodnej – 4PYMP. Proces jest bardzo intensywny, przez co 

wi�kszo�� puli 4PYR wyst�puje w formie monofosforanu w erytrocytach. 4PYMP 

przekształcany jest dalej do dwu- i trójfosforanu, jednak proces ten nast�puje znacznie 

wolniej. Najbardziej prawdopodobnym enzymem przekształcaj�cym 4PYR do 

fosforanowych pochodnych jest kinaza adenozyny. W obecno�ci jodotubercydyny 

(selektywnego inhibitora kinazy adenozyny) proces ten zachodzi w stopniu 

minimalnym. Z du�ym prawdopodobie�stwem mo�na przypuszcza�, �e kinaza 

rybozydu nikotynamidu w niewielkim stopniu jest odpowiedzialna za przekształcenie 

4PYR do 4PYMP
[52]

. 

4PYR wydalany jest w znacznym stopniu przez nerki, a klirens wydalania 

4PYR z moczem jest wi�kszy ni� klirens kreatyniny. Intensywno�� tego procesu i 

znaczna ró�nica st��e� pomi�dzy osoczem, a moczem �wiadcz� o jego aktywnym 

charakterze
[47]

.  

1.3.3 Znaczenie 4PYR 

4PYR fizjologicznie wyst�puje w osoczu zdrowych ludzi w st��eniu 0,013 ± 

0,006 µmol/l i wydalany jest z moczem w ilo�ci 26,7 ± 18,2 µmol/24h
[47]

. Warto�ci te 

mog� si� ró�ni� w zale�no�ci od wieku. St��enie 4PYR w osoczu i moczu równie�

mo�e znacz�co zmienia� si� w przebiegu ró�nych patologii. 

Od wielu lat uwa�a si�, �e nukleozydy wydalane z moczem mog� by�

markerem niektórych chorób, w tym o charakterze nowotworowym. W licznych 

publikacjach opisywano wyra	n� zale�no�� pomi�dzy procesem nowotworzenia, a 

st��eniem nukleozydów wydalanych z moczem
[45,48,53-56]

. Badania dotycz�ce 4PYR 

wykazały, �e równie� ten nukleozyd mo�e słu�y� jako marker rozwoju niektórych 

chorób nowotworowych. Jego st��enie w moczu istotnie wzrasta u pacjentów w 
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przypadku zaawansowanych nowotworów zło�liwych (ró�nego typu)
[55]

, u chorych na 

przewlekł� białaczk� szpikow�[45,57]
 jak równie� w przebiegu ostrych postaci białaczki 

szpikowej i limfoblastycznej
[40]

. Oznaczany był w moczu pacjentów ze zło�liwym 

mi�dzybłoniakiem
[58,59]

, rakiem jajnika
[60]

 oraz rakiem nosowej cz��ci gardła
[61]

. 

Interesuj�ce wyniki bada� z udziałem osób zaka�onych HIV przedstawił Interieri et. 

al.
[62]

. 4PYR (opisany jako PCNR) zaliczony został tu do grupy czynników, których 

st��enie w osoczu mo�e stanowi� podstaw� do rokowania wzgl�dem czasu rozwoju 

AIDS, a zatem wzgl�dem długo�ci prze�ycia zaka�onych wirusem.  

Najwi�ksze zmiany w st��eniu 4PYR w osoczu wyst�puj� jednak u chorych z 

przewlekł� chorob� nerek. U tych pacjentów zaobserwowano podwy�szone st��enie 

4PYR w osoczu, 40-krotnie przekraczaj�ce st��enie tego zwi�zku u osób zdrowych. 

Stwierdzono tak�e wzrost st��enia pochodnych 4PYR – 4PYMP oraz 4PYTP w 

erytrocytach
[47]

. Interesuj�cy wydaje si� równie� proces fosforylacji zwi�zku do 

trójfosforanu, który akumuluje si� w erytrocytach znacznie wolniej ni� monofosforan. 

Jego st��enie utrzymuje si� na wysokim poziomie nawet do sze�ciu miesi�cy po 

przeszczepie nerki, podczas gdy st��enie 4PYMP i 4PYR po transplantacji szybko 

osi�ga warto�ci zbli�one do tych obserwowanych u osób zdrowych
[47]

. 

Struktura chemiczna 4PYR mo�e by� czynnikiem determinuj�cym jego wpływ 

na enzymy szlaku przemian NAD
+
, natomiast nukleotydowe pochodne 4PYR mog�

mie� wpływ na funkcjonowanie enzymów zaanga�owanych w szlaki przemian 

niektórych nukleotydów (np. ATP)
[47,52,63]

. Dotychczasowe badania wykazały jednak 

jedynie niewielk� aktywacj� hydrolazy S-adenozylohomocysteiny (SAHH) pod 

wpływem inkubacji lizatów erytrocytów ludzkich z 4PYR
[63]

. Wydaje si�, �e znacznie 

wi�kszy wpływ na procesy metaboliczne ma 4PYMP – bezpo�redni metabolit 4PYR. 

Wykazano, �e podczas inkubacji z lizatem erytrocytów hamuje on deaminaz� AMP 

(AMPD)
[63]

, enzym katalizuj�cy przemian� AMP do IMP, co mo�e sugerowa� działanie 

kardioprotekcyjne 4PYMP
[64,65]

.  Podobny efekt zauwa�ono podczas inkubacji 4PYMP 

z homogenatem serca oraz w kardiomiocytach szczurzych
[63]

. Jest to zaskakuj�ce 

bior�c pod uwag� wcze�niejsze spekulacje zakładaj�ce, �e 4PYR mo�e by�

aktywatorem AMPD w erytrocytach
[52]

. 4PYMP mo�e równie� w pewnym stopniu 

hamowa� aktywno�� APRT oraz ekto-5’nukleotydazy in vitro, jednak konieczno��

u�ycia wysokiego st��enia zwi�zku, jakie było potrzebne do wywołania znacz�cych 
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zmian aktywno�ci enzymatycznej, wyklucza wi�ksze znaczenie biologiczne tego 

procesu
[63]

. 

Dotychczasowe badania nad wpływem podwy�szonego st��enia 4PYR w 

erytrocytach in vitro wykazały, �e mo�e on mie� toksyczny wpływ na metabolizm 

energetyczny komórki. Szybkie powstawanie nukleotydowych pochodnych 4PYR w 

erytrocytach inkubowanych w obecno�ci wysokiego st��enia 4PYR wi�zało si� z 

obni�eniem st��enia ATP w komórce
[47,52]

. Podobny efekt uzyskano podczas inkubacji 

komórek �ródbłonka z 4PYR
[66]

. Jednak, aby w pełni oceni� toksyczno�� tego zwi�zku 

wzgl�dem układu sercowo – naczyniowego konieczne jest przeprowadzenie bada� w 

oparciu o modele eksperymentalne ex vivo lub in vivo pozwalaj�ce na ocen� funkcji 

serca oraz �ródbłonka naczyniowego. 
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1.4 Endogenne czynniki toksyczne w układzie sercowo – naczyniowym 

Układ sercowo – naczyniowy nara�ony jest na działanie ró�norodnych 

czynników toksycznych, pochodzenia egzogennego oraz endogennego. Czynniki 

egzogenne s� dobrze poznane i stosunkowo łatwe do wyeliminowania lub kontroli. 

Nale�� do nich takie grupy substancji jak: leki nasercowe (beta blokery), leki 

cytostatyczne (antracykliny), substancje zawarte w u�ywkach (nikotyna, kofeina), 

metale ci��kie (rt��), monotlenki gazowe (CO) i wiele innych
[67]

. Toksyny endogenne 

s� z kolei grup� słabiej poznan�, a wi�kszo�� z nich zaliczana jest do tzw. toksyn 

mocznicowych.  

1.4.1 Toksyny mocznicowe w układzie sercowo – naczyniowym. 

Niewydolno�� nerek zwi�zana jest z podwy�szonym ryzykiem wyst�pienia 

chorób towarzysz�cych, zwłaszcza obejmuj�cych układ sercowo – naczyniowy. 

Szacuje si�, �e cz�stotliwo�� wyst�pienia mia�d�ycy naczy� krwiono�nych jest 5 do 30 

razy wy�sza u pacjentów z zaawansowan� niewydolno�ci� nerek ni� u zdrowych 

osób
[67]

. W grupie tej cz��ciej notuje si� przypadki niedokrwienia w obr�bie mózgu, 

ko�czyn dolnych i serca. Osoby z niewydolno�ci� nerek cz��ciej zapadaj� na choroby 

naczyniowe, a przy tym rozwijaj� si� one we wcze�niejszym wieku ni� u osób 

zdrowych
[68]

. Zmniejszone wydalanie nerkowe prowadzi do akumulacji we krwi 

zwi�zków aktywnych biologicznie mog�cych mie� wpływ na funkcj� wielu narz�dów 

organizmu. Zwi�zki te zalicza si� do szerokiej grupy toksyn mocznicowych. W 2003 

roku do grupy tej zaliczano około 90 zwi�zków
[69]

 jednak liczba ta stale wzrasta
[70,71]

. 

Układ sercowo – naczyniowy, jako pierwsza bariera dla toksycznych metabolitów 

nagromadzonych w osoczu, jest najbardziej nara�ony na ich działanie, a najcz��ciej 

spotykane dysfunkcje zwi�zane z niewydolno�ci� nerek to nadci�nienie, stres 

oksydacyjny, stan zapalny i zwłóknienia
[72]

. Uwa�a si�, �e niewydolno�� nerek i 

zwi�zane z ni� znaczne nagromadzenie toksyn mocznicowych jest jednym z 

najwa�niejszych czynników ryzyka rozwoju chorób sercowo – naczyniowych, 

przewy�szaj�c klasyczne czynniki, takie jak nadci�nienie czy otyło��[68]
. Do najlepiej 
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poznanych toksyn mocznicowych o udowodnionym wpływie na układ sercowo – 

naczyniowy nale�� homocysteina oraz asymetryczna i symetryczna dimetyloarginina. 

Jedn� z najwcze�niej opisanych toksyn mocznicowych jest homocysteina 

(Hcy)
[73]

. Powstaje ona z metioniny i mo�e by� przekształcana ponownie do metioniny 

oraz do cysteiny przy udziale witamin z grupy B
[74]

. Podwy�szone st��enie 

homocysteiny we krwi, wi��e si� ze zwi�kszon� proliferacj� w obr�bie mi��niówki 

gładkiej naczy� krwiono�nych
[75]

. Hiperhomocysteinemia prowadzi równie� do zmian 

mia�dzycowych i podwy�szonego ryzyka wyst�pienia ostrych epizodów 

wie�cowych
[74,76,77]

, zakrzepicy �ył gł�bokich
[78]

, choroby niedokrwiennej i zawałów 

serca
[78,79,80]

. Próby leczenia hiperhomocysteinemii poprzez podanie kwasu foliowego, 

witaminy B6 i witaminy B12 prowadziły do zmniejszenia st��enia homocysteiny w 

osoczu, jednak zmniejszenie ryzyka wyst�pienia chorób sercowo – naczyniowych jest 

niejednoznaczne
[78,81]

. 

Zwi�zkiem zaliczanym do grupy toksyn mocznicowych jest tak�e asymetryczna 

dimetyloarginina (ADMA)
[82]

. ADMA jest analogiem argininy, wykazuj�cym działanie 

hamuj�ce wzgl�dem �ródbłonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS)
[83,84]

. W efekcie 

dochodzi do zmniejszenia wydzielania tlenku azotu, zmniejszenia jego funkcji 

rozkurczowej i ochronnej wzgl�dem naczy� krwiono�nych
[85]

. Wykazano, �e 

podwy�szone st��enie ADMA w osoczu spowodowane niewydolno�ci� nerek 

przyczynia si� do wzrostu ci�nienia t�tniczego
[82,84]

, rozwoju mia�d�ycy
[86]

, zmian 

przerostowych i funkcjonalnych mi��nia sercowego
[87]

 oraz zgrubienia t�tnicy 

szyjnej
[84]

. Zoccali sklasyfikował asymetryczn� dimetyloarginin� jako drugi w 

kolejno�ci (po wieku pacjenta) czynnik ryzyka zwi�zany ze �miertelno�ci� oraz 

cz�sto�ci� wyst�powania epizodów niedokrwiennych u chorych z niewydolno�ci�

nerek
[88]

.   

Symetryczna dimetyloarginina (SDMA), izomer strukturalny ADMA, jest 

kolejnym zwi�zkiem, którego st��enie wzrasta w przebiegu niewydolno�ci nerek. W 

przeciwie�stwie do AMDA, SMDA nie wykazuje wła�ciwo�ci hamuj�cych na 

aktywno�� eNOS, jest jednak inhibitorem kompetycyjnym transportu L-argininy przez 

błon� komórkow� komórek �ródbłonka, b�d�cej donorem tlenku azotu w reakcji 

katalizowanej przez eNOS
[89,90]

. Udział SDMA w rozwoju nadci�nienia zale�nego od 

dysfunkcji �ródbłonka nie został w pełni udowodniony
[82]

. Poprzez aktywacj�            

NF-kappaB, a w efekcie zwi�kszon� ekspresj� Il-6 i TNF-� SDMA mo�e by�
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promotorem rozwoju stanu zapalnego zwi�zanego z przewlekł� niewydolno�ci�

nerek
[91]

.  

Now� grup� zwi�zków zaliczanych do toksyn mocznicowych stanowi�

pochodne nikotynamidu. Do dobrze poznanych zwi�zków z tej grupy nale�� utlenione 

pochodne MNA: Met-2-PY oraz Met-4-PY
[92,93,94,95]

 (metabolizm tych zwi�zków 

przedstawiono na rycinie 1), z których pierwszy wł�czony został do grupy toksyn 

mocznicowych przez „European Uremic Toxin Group”
[70]

. Wykazano, �e oba zwi�zki, 

podobnie jak nikotynamid, hamuj� aktywno�� polimerazy poli(ADP-rybozy)           

(PARP-1)
[96,97]

 co w przebiegu niewydolno�ci nerek mo�e mie� kluczowe znaczenie 

dla zachowania integralno�ci genomu, a w efekcie przyczynia� si� do zwi�kszonej 

zapadalno�ci na choroby nowotworowe
[98]

. Do grupy tej zaliczono równie� 4PYR oraz 

jego pochodn� 4PYTP
[93]

. Metabolizm 4PYR oraz jego toksyczne efekty zostały 

cz��ciowo poznane i przedstawione w oparciu o badania in vitro w preparatach 

erytrocytów oraz w hodowlach komórek �ródbłonka (szerzej opisano w punkcie 1.2.3). 

Brak jest natomiast danych dotycz�cych dystrybucji oraz metabolizmu 4PYR w 

pozostałych tkankach oraz wpływu podwy�szonego st��enia 4PYR na funkcj� układu 

sercowo - naczyniowego in vivo.  
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2. CEL PRACY 

Celem pracy była identyfikacja nieznanych metabolitów 4PYR oraz ocena 

wpływu 4PYR i jego pochodnych na czynno�� układu sercowo - naczyniowego. 

 W szczególno�ci cele pracy obejmowały:  

1.  Identyfikacj� nowego metabolitu 4PYR 

2.  Zbadanie dystrybucji 4PYR i jego pochodnych w tkankach zwierz�t 

3.  Ocen� wpływu 4PYR na funkcj� �ródbłonka 

4. Ocen� wpływu 4PYR na funkcj� mechaniczn� i kr��enie wie�cowe w modelu 

perfundowanego serca 



24

3. MATERIAŁY I METODY 

3.1 Zwierz�ta laboratoryjne 

Do eksperymentów wykorzystano szczury rasy Wistar o masie około 300 g        

oraz myszy C57BL/6 o masie około 30 g pozyskane z Trójmiejskiej Akademickiej 

Zwierz�tarni Do�wiadczalnej. Do ka�dego zabiegu operacyjnego zwierz�ta znieczulano 

mieszanin� ketaminy (K) i ksylazyny (Ks) w iniekcji dootrzewnowej w dawce 

odpowiednio 80 mg (K)/kg m.c. i 5 mg (Ks)/kg m.c. W przypadku procedur o 

podwy�szonej inwazyjno�ci (stopie� 3 i 4 według Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa 

Wy�szego) dawk� anestetyku zwi�kszano do 100 mg (K)/kg m.c. i 8 mg (Ks)/kg m.c. 

Wszystkie procedury chirurgiczne wykonywano w warunkach aseptycznych.  

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody 3 Lokalnej Komisji Etycznej do 

spraw do�wiadcze� na zwierz�tach w Gda�sku (uchwała nr 15/2008 z dn. 9.06.2008; 

uchwała nr 26/2011 z dn. 11.07.2011) oraz po uzyskaniu zezwolenia Dziekana 

Wydziału Lekarskiego Gda�skiego Uniwersytetu Medycznego na przeprowadzenie 

do�wiadcze� na zwierz�tach (zezwolenie nr 13/2007). Wszelkie procedury 

przeprowadzane na zwierz�tach wykonywano w oparciu o �wiatowe wytyczne 

dotycz�ce traktowania zwierz�t laboratoryjnych, technik iniekcji i pobierania materiału 

biologicznego
[99,100]

.  
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3.2 Metabolizm 4PYR w modelach eksperymentalnych in vitro. 

3.2.1 Inkubacja erytrocytów z 4PYR 

Procedur� inkubacji erytrocytów z 4PYR przeprowadzono wykorzystuj�c krew 

ludzk�. Próbki krwi o obj�to�ci około 3 ml pobierano od ochotników ró�nych płci w 

wieku 25 – 40 lat wykorzystuj�c probówki pró�niowe z heparyn� litow�. Krew 

pobierana była przez wykwalifikowany personel medyczny. Pobran� krew przeniesiono 

do probówek typu Eppendorf i odwirowano przy 3000 obr./min. (wirówka Hettich 

Universal 320R) przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nast�pnie usuni�to osocze 

wraz z warstw� leukocytów. Erytrocyty dwukrotnie płukano buforem składaj�cym si�

z: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 2 mM CaCl2, 1,2 mM NaH2PO4,        

5 mM glukozy, 24 mM HEPES o pH = 7,4. Do eksperymentów erytrocyty 

rozcie�czono buforem u�ytym do płukania, doprowadzaj�c do hematokrytu 20%.  

Tak przygotowane erytrocyty umieszczono w probówkach typu Eppendorf po    

500 µl w ka�dej. Probówki umieszczono w ła	ni wodnej o temperaturze 37
o
C,                

a nast�pnie dodano do ka�dej po 20 µl roztworu 4PYR o takim st��eniu, aby ostateczne 

st��enie w inkubowanej próbce wynosiło 300 µmol/l. Do próbek stanowi�cych kontrol�

dodano po 20 µl 0,9% roztworu NaCl. Do połowy probówek zawieraj�cych 4PYR 

dodano dodatkowo inhibitor kinazy adenozyny – 5’-jodotubercydyn� (ITU). 

Odpowiednio po 3, 6 i 12 godzinach przerywano reakcj�, dodaj�c do probówek 2,4 M 

HClO4, w stosunku obj�to�ciowym 1:1. 

Inkubacj� erytrocytów z ró�nymi st��eniami 4PYR przeprowadzono według 

powy�szej procedury. Do probówek umieszczonych w ła	ni wodnej dodano 20 µl 

roztworu 4PYR o takich st��eniach, aby ostateczne st��enia w mieszaninach 

reakcyjnych wynosiły odpowiednio 0,1, 0,3 oraz 1 mmol/l. Do połowy probówek 

dodano dodatkowo ITU. Czas trwania reakcji wynosił 3 godziny, po upływie których 

przerywano reakcj� dodaj�c 2,4 M HClO4. 

Degradacj� metabolitów 4PYR (4PYMP oraz 4PYRAD) przeprowadzono przy 

u�yciu erytrocytów preinkubowanych przez 3 godziny z 300 µM 4PYR według 

powy�szej procedury. Mieszaniny reakcyjne nie zawierały ITU. Po upływie 3 godzin 

erytrocyty odwirowano przy 3000 obr./min. przez 5 minut w temperaturze pokojowej w 
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celu usuni�cia buforu zawieraj�cego 4PYR, po czym rozcie�czono je buforem 

reakcyjnym uzyskuj�c hematokryt 20%. Nast�pnie do próbek dodano ITU lub 0,9% 

NaCl, a nast�pnie poddano inkubacji w 37
O
C przez 0,5, 1, 2, 3 i 6 godzin. Po upływie 

tego czasu inkubacj� przerywano dodaj�c 2,4 M HClO4. Po zatrzymaniu reakcji 

erytrocyty poddano ekstrakcji opisanej w punkcie 3.4.3, a uzyskane ekstrakty poddano 

analizie z wykorzystaniem HPLC. 

3.2.2 Metabolizm 4PYR w tkankach zwierz�t 

Szczury u�piono mieszanin� ketaminy i ksylazyny, po czym pobrano od nich 

serce, w�trob� i nerki. Pobrane narz�dy zwa�ono i przeniesiono do oddzielnych 

probówek i umieszczono w lodzie. Nast�pnie tkanki homogenizowano z buforem          

o temperaturze 4
o
C w stosunku wagowo – obj�to�ciowym wynosz�cym 1:9                    

(150 mM KCl, 20 mM TRIS, 1 mM dithiothreitol, 1mM EDTA, pH 7,0). Homogenaty 

odwirowano przy 14000 obr./min. w temperaturze 4
o
C przez 30 minut (Universal 

320R, Hettich), a otrzymany supernatant rozcie�czono 20-krotnie buforem 

inkubacyjnym (7 mM NaH2PO4, 3 mM MgSO4, 0,4 mM EDTA, 3,3 mM cytrynian 

sodu, pH 7,5). Do rozcie�czonego homogenatu dodano roztwór reakcyjny                  

(0,6 mM roztwór 4PYR z dodatkiem 4 mM ATP, 8 mM fosfokreatyny, 5 µM EHNA, 

0,2 mg/ml fosfokinazy kreatynowej i 0,03 mg/ml miokinazy) w stosunku 

obj�to�ciowym 1:1. Do połowy próbek dodano ITU w st��eniu 5 µM. Próbki kontrolne 

nie zawierały 4PYR w roztworze reakcyjnym. Inkubacj� prowadzono w ła	ni wodnej o 

temperaturze 37
o
C przez 3h. Reakcj� zatrzymano poprzez dodanie 1,3 M HClO4. 

Nast�pnie próbki odwirowano (14000 obr./min., 4
o
C, 15 min.), a zebrane supernatanty 

doprowadzono do pH 6-6,5 poprzez dodanie 3M K3PO4. Po 15 minutowej inkubacji w 

lodzie próbki ponownie odwirowano (14000 obr./min., 4
o
C, 5 min.), a supernatanty 

poddano analizie z u�yciem HPLC. 
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3.3 Metabolizm 4PYR oraz jego wpływ na układ sercowo – naczyniowy w 

eksperymentalnych modelach zwierz�cych. 

3.3.1 Farmakokinetyka 4PYR u myszy. 

Krzyw� eliminacji 4PYR oraz powstaj�cych z niego metabolitów – 4PYMP i 

4PYRAD – wykonano po podskórnym wstrzykni�ciu w okolic� pachow� 100 µl          

50 mM roztworu 4PYR rozpuszczonego w 0,9% NaCl. Pełn� krew, w której oznaczano 

st��enia zwi�zków (około 30 µl) pobrano z �yły odpiszczelowej (v. saphena) 

bezpo�rednio przed wykonaniem iniekcji, co stanowiło czas zerowy, oraz dokładnie w 

5, 30, 90 oraz 180 minucie od podania 4PYR. Pobrane próbki krwi poddano ekstrakcji 

opisanej w punkcie 3.4.3, a st��enia zwi�zków oznaczono w ekstraktach przy u�yciu 

HPLC.  

3.3.2 Zwierz�ce modele długotrwale podwy�szonego st��enia 4PYR we krwi. 

3.3.2.1 Infuzja dootrzewnowa 4PYR u szczura 

Infuzj� dootrzewnow� 4PYR wykonano przy u�yciu osmotycznych pomp 

infuzyjnych firmy ALZET (model 2ML1) zapewniaj�cych stał�, siedmiodniow� infuzj�

z szybko�ci� 10 µl/h. W jednej grupie pompy wypełniono 70 mM roztworem 4PYR 

rozpuszczonym w 0,9% roztworze NaCl, a w drugiej, stanowi�cej kontrol�, pompy 

wypełniono 0,9% roztworem NaCl. Procedur� wypełniania pomp przeprowadzono w 

warunkach aseptycznych, a roztwór 4PYR bezpo�rednio przed umieszczeniem w 

pompie przefiltrowano przez jałowy filtr strzykawkowy o �rednicy porów 0,22 µm. 

Do procedury implantacji pomp osmotycznych szczury znieczulono mieszanin�

ketaminy i ksylazyny, ogolono po stronie brzusznej w 2/3 długo�ci ciała licz�c od 

głowy i zdezynfekowano skór�. Nast�pnie wykonano około 1cm naci�cie skóry i 

znajduj�cej si� pod ni� warstwy mi��ni, przez które wsuni�to pomp� osmotyczn� do 

jamy otrzewnej. Naci�cie zamkni�to poprzez zało�enie szwów chirurgicznych (Prolene 

0-3 firmy Ethicon). Bezpo�rednio po implantacji pompy osmotycznej pobrano około 

100 µl krwi poprzez punkcj� �yły odpiszczelowej (v. saphena). W ten sam sposób 

pobierano krew od szczurów z wszczepion� pomp� osmotyczn� w 1, 3 i 7 dniu infuzji. 
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Pobrana krew została odwirowana przy 3000 obr./min. w temperaturze 20
o
C i 

rozdzielona na osocze i erytrocyty, które nast�pnie poddano kwa�nej ekstrakcji i 

analizie z u�yciem HPLC. Po zabiegu wszczepienia pomp infuzyjnych szczury 

umieszczono w klatkach umo�liwiaj�cych kontrol� ilo�ci oddawanego moczu. Mocz 

zbierano co 24 godziny, odcedzano resztki pokarmu, sier�ci i innych wi�kszych 

nieczysto�ci na g�stej gazie bawełnianej i przechowywano w -80
o
C do czasu dalszej 

obróbki i analizy z wykorzystaniem HPLC. 

Po 7 dniach od wszczepienia pomp infuzyjnych szczury poddano gł�bokiej 

anestezji, a nast�pnie pobrano serce, a w dalszej kolejno�ci w�trob�, płuca, nerki i 

mi��nie. Pobrany materiał natychmiast zamro�ono w ciekłym azocie i przechowywano 

w -80
o
C  do dalszych analiz. 

3.3.2.2 Iniekcje podskórne 4PYR u myszy 

4PYR podawano myszom podskórnie. Iniekcje wykonywano co 12 godzin przez 

7 dni roztworem o obj�to�ci około 100 µl i st��eniu 50 mM. Obj�to�� podawanego 

roztworu ustalano indywidualnie dla ka�dej myszy w taki sposób, aby uzyskana dawka 

zwi�zku wynosiła 100 mg/kg/24h. Zwi�zek rozpuszczony był w 0,9% roztworze NaCl. 

Roztwór podawano bez uprzedniego znieczulenia w okolic� pachow�. Grup� kontroln�

stanowiły myszy otrzymuj�ce iniekcje 0,9% roztworu NaCl. 

 Po 7 dniach podawania 4PYR myszy znieczulono, a nast�pnie pobrano serce, a 

w dalszej kolejno�ci w�trob�, płuca, nerki i mi��nie. Pobrany materiał natychmiast 

zamro�ono w ciekłym azocie i przechowywano w -80
o
C  do dalszych analiz. 

3.3.3 Wpływ 4PYR na funkcj� �ródbłonka naczyniowego myszy. 

3.3.3.1 Ocena funkcji �ródbłonka naczyniowego w t�tnicy udowej myszy in vivo 

Funkcj� �ródbłonka naczyniowego myszy oceniono w oparciu o 

zmodyfikowan� metod� pomiaru funkcji �ródbłonka t�tnicy udowej myszy opisan�

przez Tamur� i wsp.
[101]

. Po 7 dniowym podawaniu 4PYR w podskórnych iniekcjach 

zwierz�ta znieczulono mieszanin� ketaminy i ksylazyny, a nast�pnie umieszczono w 

inkubatorze. Podczas całej procedury utrzymywano stał� temperatur� ciała zwierz�cia 
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na poziomie 37
o
C za pomoc� podgrzewanego podło�a z mo�liwo�ci� regulacji 

intensywno�ci grzania. Temperatur� ciała monitorowano przy pomocy sondy 

doodbytniczej poł�czonej z termometrem elektronicznym. Temperatura zewn�trzna w 

bezpo�rednim otoczeniu utrzymywana była na poziomie 30
o
C. W pierwszym etapie 

chirurgicznie uwidoczniono i delikatnie wypreparowano t�tnic� udow� (a. femoralis) i 

pozostawiono na 10 minut w celu wyeliminowania efektów zwi�zanych z procedur�

chirurgiczn�. Nast�pnie zamkni�to przepływ krwi w t�tnicy na 3 minuty zakładaj�c 

przeznaczony dla myszy mikrozacisk naczyniowy. Po upływie 3 minut zacisk zdj�to 

przywracaj�c normalny przepływ krwi. W efekcie działania siły �cinaj�cej wywieranej 

przez krew na �cian� t�tnicy (Wall Shear Stress) dochodzi do rozkurczu naczynia 

zale�nego od czynno�ci �ródbłonka. Po kolejnych 3 minutach równowa�enia na 

wyeksponowan� t�tnic� zaaplikowano 100 µl 0,2% roztworu nitrogliceryny (Nitracor, 

Teva), wywołuj�c rozkurcz niezale�ny od funkcji �ródbłonka.  

 Opisana powy�ej procedura rejestrowana była za pomoc� mikroskopu-kamery 

poł�czonej z komputerem. Obraz zapisywany był w wysokiej rozdzielczo�ci z 

szybko�ci� 1 klatki na sekund�. Zarejestrowany materiał posłu�ył do wykonania 

precyzyjnych pomiarów mikrometrycznych �rednicy t�tnicy udowej w odległo�ci około 

2 mm dystalnie od zacisku. Pomiary wykonano bezpo�rednio przed zało�eniem 

zacisku, podczas hemostazy, 30 sekund po przywróceniu przepływu oraz 30 sekund po 

podaniu nitrogliceryny, co stanowiło odpowiednio: warto�� podstawow� �rednicy 

naczynia, test skuteczno�ci zacisku, warto�� �rednicy dla rozkurczu zale�nego od 

funkcji �ródbłonka oraz warto�� �rednicy naczynia podczas rozkurczu niezale�nego od 

funkcji �ródbłonka.  

 Wyniki przedstawiono jako procentow� zmian� �rednicy t�tnicy udowej myszy 

po rozkurczu w stosunku do warto�ci podstawowej wyra�onej jako 100%.  

3.3.3.2 Ocena funkcji �ródbłonka naczyniowego aorty zst�puj�cej myszy ex vivo 

Ocen� funkcji �ródbłonka naczyniowego u myszy wykonano po 7 – dniowym 

podawaniu 4PYR (punkt 3.3.2.2). Zwierz�ta znieczulono, a nast�pnie wykonano 

torakotomi� i pobrano cz��� piersiow� aorty zst�puj�cej, umieszczaj�c j� natychmiast 

w buforze Krebsa – Henseleita (118,0 mM NaCl, 2,52 mM CaCl2, 1,64 mM MgSO4, 

24,88 mM NaHCO3, 1,18 mM K2PO4, 4,7 mM KCl, 10,0 mM glukoza) o temperaturze 

pokojowej.  
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Wypreparowane aorty oczyszczono z przylegaj�cych tkanek i poci�to na 2 mm 

kr��ki. Ka�dy z tak przygotowanych kr��ków zamontowano pomi�dzy dwoma pinami 

miografu (620M, Danish Myo Technology), zanurzonymi w buforze Krebsa – 

Henseleita. Jeden z pinów stanowił przeka	nik siły napi�cia kr��ka aortalnego 

umo�liwiaj�cy jej pomiar i rejestracj� w programie komputerowym (LabChart, 

ADInstruments, Australia). Drugi natomiast był zamontowany na stałe i stanowił opór 

podczas procedury zwi�kszania napi�cia kr��ka. W czasie 30 minut po zamontowaniu 

kr��ki aortalne równowa�ono w buforze Krebsa – Henseleita o temperaturze 37
o
C i      

pH = 7,4. Bufor nieprzerwanie gazowano karbogenem (95% O2, 5% CO2).  

Pocz�tkowo napi�cie spoczynkowe kr��ków podniesiono do warto�ci 10 mN i 

równowa�ono w identycznych warunkach przez kolejne 30 min. Po zrównowa�eniu 

kr��ki poddano ocenie kurczliwo�ci w odpowiedzi na 30 i 60 mM KCl, a nast�pnie, po 

przepłukaniu buforem Krebsa, wywołano skurcz kr��ków u�ywaj�c rosn�cych st��e�

fenylefryny (0,01 – 1 µM) tak, aby osi�gn�ły 60-90% skurczu wywołanego przez 60 

mM KCl. Tak obkurczone kr��ki poddano działaniu wzrastaj�cych st��e�

acetylocholiny (0,01 – 10 µM) uzyskuj�c rozkurcz. Pozwoliło to na ocen� funkcji 

�ródbłonka wyra�on� jako procent skurczu uzyskanego za pomoc� fenylefryny. 

Nast�pnie kr��ki przepłukano i po krótkim równowa�eniu ponownie obkurczono 

fenylefryn�, po czym poddano je działaniu rosn�cych st��e� nitroprusydku sodu          

(0,001 – 1 µM) oceniaj�c zdolno�� kr��ków aortalnych do rozkurczu niezale�nego od 

�ródbłonka.  

3.3.4 Efekt krótkotrwałej infuzji 4PYR na funkcj� układu sercowo – naczyniowego 

w modelu perfundowanego serca szczura. 

3.3.4.1 Perfuzja serc szczura w układzie Langendorffa 

Serca pobrano od znieczulonych szczurów i natychmiast umieszczono je w 

buforze Krebsa – Henseleita (118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM KH2PO4,                 

1,2 mM MgSO4,  24 mM NaHCO3, 1,4 mM CaCl2, i 11 mM glukoza, pH 7,4) o 

temperaturze 4
o
C. Nast�pnie wypreparowano aort�, do której wprowadzono kaniul�

aparatu do perfuzji. Poł�czenie aorty z kaniul� zabezpieczono p�tl� w taki sposób aby 

zaci�ni�ta była cz��� wst�puj�ca aorty pomi�dzy uj�ciem t�tnic wie�cowych, a uj�ciem 

pnia ramienno – głowowego. Układ do perfuzji składał si� z termostatowanej kolumny 
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o wysoko�ci 1 metra wypełnionej buforem Krebsa – Henseleita o temperaturze 37
o
C 

oraz pompy perystaltycznej poł�czonej z kolumn� dwoma drenami, z których jeden 

zapewniał dopływ 2mM 4PYR rozpuszczonego w buforze Krebsa - Henseleita, drugi 

natomiast doprowadzał czysty bufor stanowi�cy kontrol�. Perfuzja buforem z 4PYR 

nast�powała poprzez natychmiastowe przeł�czenie drenów. Przepływ z pompy 

perystaltycznej stanowił 5% całkowitego przepływu wie�cowego mierzonego na 

kolumnie z buforem za pomoc� przepływomierza elektromagnetycznego. W efekcie, po 

wł�czeniu przepływu 2 mM 4PYR, jego st��enie w buforze przepływaj�cym przez 

serce wynosiło 100 �M. Bufor perfunduj�cy serce uprzednio przefiltrowano przez filtr 

o wielko�ci porów 0,45 µm i stale gazowano karbogenem (95% O2/5% CO2)
[102]

.  

W pierwszym etapie po podł�czeniu do systemu nast�pował 15 minutowy okres 

pracy serca bez obci��enia lewej komory, maj�cy na celu jego zrównowa�enie. 

Nast�pnie wykonano dwukrotny pomiar funkcji serca opisany szczegółowo w punkcie 

3.3.4.2. Po krótkotrwałym równowa�eniu, wprowadzony wcze�niej do lewej komory 

balon wypełniono wod� do momentu osi�gni�cia 5 mmHg ci�nienia 

ko�coworozkurczowego. W takich warunkach perfundowano serce wst�pnie przez          

5 minut podaj�c z pompy perystaltycznej bufor Krebsa – Henseleita, a nast�pnie przez 

kolejne 5 minut perfundowano serce buforem z dodatkiem 4PYR. Po upływie tego 

czasu przywrócono 100% przepływ buforu perfunduj�cego i wykonano podwójny 

pomiar funkcji mechanicznej serca. Nast�pnie, po krótkotrwałym zrównowa�eniu, 

serca zamra�ano poprzez zaci�ni�cie w aluminiowych blokach o temperaturze ciekłego 

azotu. Pobrany materiał poddano liofilizacji, a nast�pnie umieszczono w -80
o
C. W 

takich warunkach materiał przechowywano do dalszych analiz. 

3.3.4.2 Ocena funkcji mechanicznej oraz przepływu wie�cowego w modelu 

perfundowanego serca szczura 

W ci�gu pierwszych 15 minut perfuzji w lewej komorze serca, poprzez naci�cie 

uszka lewego przedsionka i zastawk� mitraln�, umieszczono balon z folii PCV 

poł�czony z elastycznym drenem, którego koniec podł�czono do przetwornika ci�nienia 

krwi (TSD 104A). Układ zako�czono zaworem trójdro�nym umo�liwiaj�cym 

napełnienie balonu odgazowan� wod�. Otwarcie zaworu umo�liwiało swobodny 

odpływ wody, podczas gdy jego zamkni�cie skutkowało utrzymaniem w układzie 

ustalonego ci�nienia wody.  
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Pomiar funkcji mechanicznej lewej komory serca rozpoczynał si� od 

wypełnienia balonu wod� tak, aby ci�nienie ko�coworozkurczowe nie przekroczyło 

warto�ci 40 mmHg. Istotnym elementem była wielko�� balonu, na tyle du�a, aby po 

wprowadzeniu maksymalnej obj�to�ci wody ci�nienie ko�coworozkurczowe było 

wynikiem napi�cia �cian serca, a nie sztywno�ci balonu. Tak przygotowany układ 

opró�niano poprzez otwarcie zaworu i umo�liwienie swobodnego odpływu wody, 

doprowadzaj�c ci�nienie w komorze serca do zera. Nast�pnie zawór zamykano i 

wprowadzano co 15 sekund 50 mikrolitrowe obj�to�ci wody wypełniaj�c balon a� do 

uzyskania ci�nienia ko�coworozkurczowego 40 mmHg, po czym otwierano zawór 

pozwalaj�c na wypłyni�cie nadmiaru wody z układu. Czynno�� t� powtarzano 

dwukrotnie, co stanowiło jeden pomiar funkcji serca. Odpływ wody po pomiarze 

odbarczał lew� komor� serca. W efekcie nast�powało nagłe zwi�kszenie przepływu 

wie�cowego, a zarazem siły �cinaj�cej wywieranej na �ciany naczynia (Shear Stress), 

czynnika stymuluj�cego �ródbłonek naczyniowy do wydzielania tlenku azotu. 

Maksymalny przepływ wie�cowy uzyskany po odbarczeniu lewej komory był zatem 

podstaw� oceny funkcji �ródbłonka naczy� wie�cowych.  

Przepływ wie�cowy monitorowano za pomoc� przepływomierza (MDL 1401) z 

czujnikiem elektromagnetycznym Skalar (AGM Medical Systems). Zarówno czujnik 

ci�nienia jak i przepływomierz podł�czono do przetwornika danych systemu 

rejestruj�cego Biopac Systems MP100 zintegrowanego z programem komputerowym 

do rejestracji danych Biopac Acq 3.9.1.6. Umo�liwiało to jednocze�nie monitorowanie 

w czasie rzeczywistym oraz rejestracj� i pó	niejsz� obróbk� danych. Przykładowy 

wykres tworzony przez program komputerowy przedstawiaj�cy zmiany ci�nienia w 

lewej komorze serca oraz zmiany przepływu wie�cowego w czasie przedstawiono na 

rycinie 3. 
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Ryc. 3  Wykres przedstawiaj�cy zmiany ci�nienia wywieranego przez �ciany 

komory serca na balonik z wod� podczas procedury napełniania (mmHg) 

(górny panel) oraz obrazuj�cy aktualny przepływ wie�cowy (ml/min.) 

(dolny panel) rejestrowany w czasie rzeczywistym w programie Acq 

Knowledge. 

3.4 Przygotowanie materiału biologicznego do analizy z wykorzystaniem HPLC 

3.4.1 Ekstrakcja tkanek zwierz�cych 

Wszystkie pobrane od zwierz�t tkanki przechowywano w temperaturze -80
o
C, a 

przed ekstrakcj� liofilizowano. Liofilizaty, po zwa�eniu, umieszczano w 

homogenizatorze, a nast�pnie dodawano 0,4 M HClO4 o temperaturze 4
o
C w stosunku 

wagowo – obj�to�ciowym 1:25. Do homogenizacji u�yto homogenizatora szklanego. 

Podczas homogenizacji doln� cz��� homogenizatora umieszczano w lodzie 

zapewniaj�c ci�głe chłodzenie preparatu. Nast�pnie homogenaty przenoszono do 

próbówek typu Eppendorf i odwirowywano (10 min., 4
o
C przy 14000 obr./min., 

Universal 320R, Hettich). Uzyskane supernatanty zbierano, po czym doprowadzono do 

pH = 6,5 za pomoc� 2 M KOH i umieszczano w lodzie na 15 minut. Po upływie tego 

czasu ekstrakty ponownie odwirowywano (5 min. 4
o
C, 14000 obr./min.) w celu 

oddzielenia nierozpuszczalnego osadu KClO4. Zebrane supernatanty poddano analizie 

przy u�yciu HPLC. 
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3.4.2 Ekstrakcja pełnej krwi i osocza 

Krew pobran� od zwierz�t oraz osocze poddawano kwa�nej ekstrakcji dodaj�c w 

stosunku obj�to�ciowym 1:1 1,3 M HClO4. Po 15 – minutowej inkubacji w lodzie 

ekstrakty odwirowano w 4
o
C przy 14000 obr./min. przez 15 min. Nast�pnie do 

supernatantu dodawano 3 M K3PO4 doprowadzaj�c do pH = 6,5. Próbki ponownie 

umieszczono w lodzie na 15 min. Tak przygotowane ekstrakty odwirowano przy 

14000 obr./min. przez 5 min. w temperaturze 4
o
C, aby oddzieli� wytr�cony 

KClO4. Supernatanty poddano analizie przy u�yciu HPLC. 

3.4.3 Ekstrakcja płukanych erytrocytów 

Krew pobierano z �yły biodrowej wspólnej (v. iliaca communis), lub w przypadku 

pobra� prze�yciowych, z �yły odpiszczelowej (v. saphena). Jedn� porcj� krwi 

poddawano ekstrakcji opisanej powy�ej, pozostał� cz��� natomiast przenoszono do 

probówek typu Eppendorff i odwirowywano przez 5min. przy 3000 obr/min. (wirówka 

Hettich Universal 320R). Oddzielone osocze zbierano do oddzielnych probówek do 

dalszej ekstrakcji. Pozostałe erytrocyty, po usuni�ciu powierzchownej warstwy 

białokrwinkowej, płukano buforem zawieraj�cym 135 mM NaCl, 5 mM KCl,              

1 mM MgSO4, 2 mM CaCl2, 1,2 mM NaH2PO4, 5 mM glukozy, 24 mM HEPES o 

pH 7,4. Powstał� mieszanin� wirowano przez 5 min. przy 3000 obr/min. Płukanie 

przeprowadzono dwukrotnie w celu usuni�cia pozostało�ci osocza. W otrzymanej 

zawiesinie erytrocytów oznaczono hematokryt (kapilary hematokrytowe Medlab, 

wirówka hematokrytowa MPW-215), w celu ustalenia ilo�ci erytrocytów w 

badanej próbie. Nast�pnie erytrocyty poddawano kwa�nej ekstrakcji dodaj�c w 

stosunku obj�to�ciowym 1:1 2,4 M HClO4 i energicznie wstrz�saj�c. Próbki 

umieszczono w lodzie i po 15 minutach odwirowano w 4
o
C przy 14000 obr/min. 

przez 15 min. (Universal 320R, Hettich). Po odwirowaniu zbierano supernatant 

doprowadzaj�c go do pH = 6,5 za pomoc� 3 M K3PO4. Próbki ponownie umieszczano 

w lodzie na 15 min. Po upływie tego czasu ekstrakty odwirowywano w 4
o
C przy 

14000 obr./min. w czasie 5 min. Uzyskany supernatant analizowano z u�yciem 

HPLC. 
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3.4.4 Ultrafiltracja moczu 

Rozcie�czony pi�ciokrotnie wod� mocz poddawano ultrafiltracji z u�yciem 

filtrów wirówkowych Sartorius Vivaspin 500 o zdolno�ci filtracji do 10 kD. Próbki 

odwirowywano przy 14000 obr./min. przez 30 minut w temperaturze 4
o
C. Filtraty 

zebrano i poddano analizie z u�yciem HPLC. 
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3.5 Metody analityczne 

3.5.1 Wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcj� UV 

3.5.1.1 Analiza próbek materiału biologicznego 

Oznaczenie st��e� 4PYR, 4PYMP, 4PYTP oraz 4PYRAD, jak równie� st��enia 

nukleotydów purynowych (ATP, GTP), NAD
+
 oraz ich metabolitów wykonano w 

oparciu o technik� wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcj� UV. 

System chromatograficzny (HP-Agilent 1100) składał si� z kolejno poł�czonych 

elementów: degazera, pompy wysokoci�nieniowej, autosamplera z chłodzeniem (4
o
C), 

kolumny analitycznej o wymiarach 150mm/4,9mm z wypełnieniem typu odwróconej 

fazy (Hypersil C18-BDS) firmy Phenomenex o wielko�ci ziarna 3 µm umieszczonej w 

termostacie (23ºC), detektora DAD, komputera PC z oprogramowaniem analitycznym 

HP ChemStation umo�liwiaj�cym rejestracj� oraz jako�ciow� i ilo�ciow� analiz�

danych. 

Rozdział próbki zachodził przy zmieniaj�cym si� składzie eluentu. Bufor A 

składał si� z 122 mM KH2PO4, 150 mM KCl, 28 mM K2HPO4. Bufor B wykonano 

poprzez dodanie 15% acetonitrylu do buforu A. Przebieg gradientu był nast�puj�cy:        

0,0 min. – 0% B; 0,1 min. – 0,1% B; 3,3 min. – 3,0% B; 7,3 min. – 35,0% B;              

8,3 min. – 100,0% B; 10,5 min. – 100,0% B; 10,6 min. – 0,0% B. Czas rozdziału 

wynosił 13,5 min. przy szybko�ci przepływu eluentu wynosz�cej 0,9 ml/min. i 

ci�nieniu 180÷200 bar. Obj�to�� nastrzykiwanej próbki wynosiła, zale�nie od 

analizowanego materiału, 5÷10 µl. Ka�d� analiz� (seri� próbek) poprzedzał i ko�czył 

nastrzyk mieszaniny wzorcowej zawieraj�cej 19 znanych zwi�zków w okre�lonych 

st��eniach, które wypłukiwane były z kolumny analitycznej w kolejno�ci: 

fosfokreatyna, kreatyna, GTP, GDP, kwas moczowy, GMP, IMP, ATP, ADP, 

hipoksantyna, ADPR, ksantyna, AMP, NADP
+
, NAD

+
, adenina, inozyna, guanozyna i 

adenozyna. Oprócz stadardowego roztworu wzorcowego nastrzykiwano równie�

wzorzec 4PYR, 4PYMP, 4PYTP oraz wzorzec 4PYRAD wyizolowany z krwi 

szczurzej inkubowanej z 4PYR. Analiza jako�ciowa przeprowadzona była w oparciu o 

czas retencji oraz spektrum absorbancji badanego zwi�zku w porównaniu z wzorcem. 

Analiza ilo�ciowa przeprowadzona została w oparciu o proporcjonalne przeliczenie 
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pola powierzchni pod krzyw� szczytu chromatograficznego (chromatographic peak) w 

porównaniu do pola powierzchni pod krzyw� szczytu standardu
[103]

. 

3.5.2 Izolacja i identyfikacja 4PYRAD 

3.5.2.1 Izolacja 4PYRAD 

Izolacja 4PYRAD, zsyntetyzowanego po inkubacji erytrocytów z 4PYR, 

wymagała, w pierwszej kolejno�ci, chromatograficznego oddzielenia tego zwi�zku od 

innych substancji zawartych w ekstrakcie erytrocytów (Ryc. 4).  Wst�pnego 

oczyszczenia i zebrania frakcji dokonano przy u�yciu metody analitycznej opisanej w 

punkcie 3.5.1. Frakcj� zawieraj�c� 4PYRAD zbierano w oparciu o czas retencji przy 

u�yciu poł�czonego z systemem chromatograficznym kolektora frakcji (Jaytee 5512, 

Jaytee Biosciences). Zebrane frakcje poł�czono i zag�szczono poprzez 24 godzinn�

liofilizacj�.  

W drugim etapie zag�szczone frakcje poddane zostały oczyszczaniu w innym 

układzie chromatograficznym. Celem tego etapu było pozbycie si� soli fosforanowych i 

potasowych oraz dokładna izolacja 4PYRAD. Zastosowano układ dwóch buforów. 

Bufor A stanowił 8mM octan amonu, natomiast bufor B składał si� z 15% acetonitrylu 

rozpuszczonego w buforze A. Rozdział polegał na zmieniaj�cym si� gradientowo 

składzie buforów i trwał 10 minut przy przepływie 0,9 ml/min. i ci�nieniu 100÷120 bar. 

Gradient buforów rozpoczynał si� od 100% buforu A, po czym udział procentowy 

buforu B w eluencie wzrastał liniowo, osi�gaj�c 100% w 6 minucie. Do rozdziału 

zastosowano kolumn� analityczn� o wymiarach 150mm/4,9mm z wypełnieniem typu 

odwróconej fazy (Hypersil C18-BDS) firmy Phenomenex o wielko�ci ziarna 3 µm 

umieszczon� w termostacie (18ºC). Frakcj� zawieraj�c� 4PYRAD zbierano przy u�yciu 

kolektora frakcji, po czym odparowano rozpuszczalniki organiczne poprzez                         

24 godzinn� liofilizacj�. Czysto�� i zgodno�� zwi�zku poddanego oczyszczaniu 

porównano z tym pochodz�cym z ekstraktów erytrocytów za pomoc� metody 

analitycznej HPLC (Ryc. 5). Oczyszczony zwi�zek poddano równie� analizie masowej 

LC/MS (TOF) i 
1
H NMR. 
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3.5.2.2 Wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcj� masow�. 

Analiz� dokładnej masy wyizolowanej substancji przeprowadzono z 

zastosowaniem systemu wysokosprawnej chromatografii cieczowej poł�czonej z 

detektorem masowym typu czasu przelotu. System chromatograficzny stanowił 

chromatograf Dionex Ultimate 3000. Detektor masowy to MicroTOF QII firmy Bruker 

wyposa�ony w 	ródło jonów Apollo typu ESI. Analiz� prowadzono z zastosowaniem 

kolumny analitycznej 150mm/4,9mm z wypełnieniem typu odwróconej fazy (Hypersil 

C18 – BDS) firmy Phenomenex o wielko�ci ziarna 3 µm umieszczonej w termostacie 

(18
o
C). Faz� ruchom� stanowił 10 mM octan amonu jako faza A oraz acetonitryl jako 

faza B. Gradient przebiegał liniowo od 0% do 100% fazy B w czasie 10 min.  

3.5.2.3 Analiza 
1
H NMR 

Potwierdzenie struktury chemicznej nowo odkrytego zwi�zku wykonano w 

pracowni j�drowego rezonansu magnetycznego Mi�dzywydziałowego Laboratorium 

NMR Politechniki Gda�skiej. Badania obejmowały analiz� spektrometryczn� 1D i 2D 

(
1
H i gCOSY). Widma wykonano przy u�yciu spektrometru Varian Unity 500 plus w 

temperaturze pokojowej w roztworze D2O. Do zakwaszenia roztworów u�yto kwasu 

trifluorooctowego (TFA). 



39

3.6 Materiały i odczynniki 

4PYR wykorzystany we wszystkich eksperymentach otrzymano na drodze syntezy 

chemicznej wykonanej w Katedrze Chemii Organicznej Wydziału Farmaceutycznego 

Gda�skiego Uniwersytetu Medycznego przed dr Czesław� Orlewsk�. Struktura i 

czysto�� zwi�zku potwierdzono metodami HPLC i NMR 
[47]

. 

KCl, K2HPO4, KH2PO4, octan amonu i acetonitryl niezb�dne do przygotowania 

buforów do wysokosprawnej chromatografii cieczowej pochodziły z firmy Merck.  

HClO4, K3PO4, KOH, KCl, MgSO4, NaH2PO4, CaCl2, H2KPO4, NaCl i cytrynian 

sodu słu��ce do inkubacji, ekstrakcji i homogenizacji tkanek oraz do przygotowania 

buforu do perfuzji serc pochodziły z firmy AnalaR. 

Glukoza oraz NaHCO3 słu��ce do przygotowania buforu do perfuzji serc w 

systemie Langendorfa pochodziły z firmy POCH S.A. 

Fizjologiczny 0,9% roztwór NaCl (nazwa handlowa: Injectio Natrii Chlorati 

Isotonica) wykorzystywany jako rozpuszczalnik oraz roztwór kontrolny do wstrzykni��

i infuzji pochodził z firmy Polpharma.  

Jako antykoagulantu u�ywano komercyjnego roztworu heparyny sodowej o 

aktywno�ci 5000 j.m./ml (Heparinum WZF). 

Pozostałe odczynniki u�ywane w trakcie bada� naukowych pochodziły z firmy 

Sigma – Aldrich.   

Woda wykorzystywana we wszystkich eksperymentach i analizach oczyszczana 

była w czteroetapowym procesie. Kolejne etapy stanowiły: filtracja mechaniczna, 

demineralizacja (�ywica jonowymienna i odwrócona osmoza) oraz ko�cowe 

oczyszczenie za pomoc� kompleksowego systemu do produkcji wody o wysokiej 

czysto�ci firmy Barnstead. 
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3.7 Metody statystyczne 

Wyniki przedstawiono jako �rednie ± odchylenie standardowe (SD), lub �rednie ± 

bł�d standardowy (SEM).  

W celu ustalenia istotno�ci statystycznej obserwowanych ró�nic pomi�dzy 

dwiema grupami u�yto niesparowanego testu t-Studenta. Analiza ró�nic poprzedzona 

była testem rozkładu Shapiro – Wilka. Jedynie w eksperymencie badaj�cym napi�cie 

kr��ków aortalnych rozkład normalny sprawdzony został testem D'Agostino & 

Pearson. W przypadku porównywania wi�cej ni� 2 grup przeprowadzono analiz�

wariancji (one-way ANOVA) oraz analiz� testem „post-hoc” Student-Newmann-Keuls 

w celu identyfikacji indywidualnych ró�nic. 

Analizy statystyczne wykonano przy u�yciu programu SigmaStat. 
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4. WYNIKI 

4.1 Identyfikacja i powstawanie 4PYRAD  

4.1.1 Identyfikacja 4PYRAD  

W ekstraktach erytrocytów inkubowanych z 4PYR oprócz znanych 

nukleotydowych pochodnych 4PYR – 4PYMP i 4PYTP – zaobserwowano obecno��

niezidentyfikowanego piku, który w zastosowanym układzie chromatograficznym 

wypłukiwany był z kolumny w czasie zbli�onym do NAD
+
. Jednocze�nie jego 

spektrum absorbancji w UV nie pokrywało si� z �adnym z grupy zwi�zków 

stanowi�cych wzorce (Ryc. 4).  

W celu jego identyfikacji zastosowano dwuetapowy układ chromatograficzny, 

który umo�liwił otrzymanie zwi�zku o czysto�ci 99,9% (Ryc. 5). Analiza 

oczyszczonego zwi�zku z wykorzystaniem systemu LC/MS pozwoliła na okre�lenie 

stosunku masy do ładunku (m/z), który w pozytywnej jonizacji wynosił 680,111        

(Ryc. 6). Odpowiada to rzeczywistej masie molowej równej 679,111 g/mol i zwi�zkowi 

o sumarycznym wzorze C21H27N7O15P2.  

Analizy przeprowadzone z wykorzystaniem magnetycznego rezonansu j�drowego       

(
1
H NMR) pozwoliły na identyfikacj� podstawowych struktur wzoru sumarycznego, do 

których nale�� fragmenty pirydoniowy i purynowy oraz struktura cukrowa. (Ryc. 7) 

Wykazano równie� znaczne podobie�stwo do zwi�zków wzorcowych: 4PYR i NAD
+

(Ryc. 8). Analizy wykazały, �e badany zwi�zek jest analogiem NAD
+
 (Ryc. 9 A),           

w którym NMN zast�piony został przez 4PYMP (Ryc. 9 B i 9 C). Nazwa nowo 

zidentyfikowanego zwi�zku według Mi�dzynarodowego Zwi�zku Chemii Czystej          

i  Stosowanej  (International  Union  of  Pure  and  Applied  Chemistry  –  IUPAC)  to: 

{[(2R, 3S, 4R, 5R) – 5 – (6 – aminopurin – 9 – yl) – 3, 4 – dihydroxyoxolan – 2 – yl] 

methoxy – hydroxy – phosphoryl] [(2R, 3S, 4R, 5R) – 5 – (3 – carbamoyl – 4 – 

oxopyridin – 1(4H) – yl) – 3, 4 – dihydroxyoxolan – 2 – yl} methyl hydrogen 

phosphate; skrócona: 4-oxo-1,4-dihydropyridine-3-carbo xamide adenine dinucleotide. 

Proponowana przez nas nazwa skrócona: dinukleotyd 1–�–D–rybofuranozylo–4–

pirydono–3–karboksyamidowoadeninowy, a proponowany skrót: 4PYRAD. Wzór 

strukturalny przedstawiono na ryc. 9. 
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Ryc. 4. Chromatogram z analizy ekstraktu erytrocytów inkubowanych z 4PYR 

wykonywanej przy u�yciu HPLC. P�tl� oznaczono pik odpowiadaj�cy 

nowemu metabolitowi powstaj�cemu w czasie inkubacji. 

Ryc. 5. Chromatogram HPLC i spektrum UV nowego zwi�zku otrzymanego po 

procedurze oczyszczenia. Czysto�� wyizolowanego zwi�zku wynosiła 

99,9%. 

4PYR4PYMP 

4PYRAD
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Ryc. 6. Chromatogram z analizy LC/MS dla oczyszczonego zwi�zku przy 

zastosowaniu jonizacji pozytywnej. 

Ryc. 7. Widmo gCOSY uzyskane dla 4PYRAD metod� NMR. 
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Ryc. 8. Wpływ zakwaszania roztworu na obraz widm 
1
H NMR w D2O: NAD

+
, 

4PYR oraz próbki zawieraj�cej oczyszczony zwi�zek. 
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                   A 
                             

                     

      B                                                        C 

Ryc. 9. Wzór strukturalny 4PYRAD (A), NMN (B) oraz 4PYMP (C). 
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4.1.2 Metabolizm 4PYRAD w ludzkich erytrocytach  

W pierwszym etapie bada� przeprowadzono analiz� st��enia powstaj�cego 

4PYRAD w erytrocytach w zale�no�ci od czasu inkubacji i zastosowanego st��enia 

4PYR. Analiza ekstraktów ludzkich erytrocytów inkubowanych przez 12 godzin z             

300 µM 4PYR wykazała wzrost st��enia 4PYRAD, które osi�gn�ło najwy�sz�                        

warto�� w 6 i 12 godzinie inkubacji (odpowiednio: 92,3 ± 0,6 µmol/l RBC oraz                             

106 ± 7,1 µmol/l RBC). Zaobserwowano równie� wzrost st��enia 4PYMP, które w              

6 godzinie inkubacji osi�gn�ło 547 ± 8,7 µmol/l RBC, po czym w 12 godzinie 

inkubacji nast�pił jego spadek do warto�ci 480 ± 22,3 µmol/l RBC. Przebieg zmian 

st��enia obu zwi�zków podczas inkubacji erytrocytów z 4PYR przedstawiono na 

rycinie 10. 

Trzygodzinna inkubacja ludzkich erytrocytów w obecno�ci 4PYR w st��eniu 

0,1 mM, 0,3 mM i 1 mM wykazała zale�no�� pomi�dzy szybko�ci� reakcji 

powstawania 4PYRAD, a st��eniem 4PYR. St��enia 4PYRAD wynosiły odpowiednio: 

26,8 ± 1,7 µmol/l RBC, 70,6 ± 3,9 µmol/l RBC oraz 136,0 ± 6,1 µmol/l RBC. W czasie 

reakcji powstał równie� 4PYMP w st��eniu, odpowiednio: 102,6 ± 9,4 µmol/l RBC, 

339,6 ± 18,5 µmol/l RBC oraz 899 ± 45,7 µmol/l RBC.  

Wcze�niejsze badania wykazały, �e inkubacja erytrocytów w obecno�ci 4PYR i 

ITU (inhibitora kinazy adenozyny) powodowała niemal całkowite zahamowanie 

powstawania 4PYMP. Sprawdzono zatem, czy zastosowanie ITU zablokuje tak�e 

powstawanie 4PYRAD. Przeprowadzone badania wykazały, �e dodatek inhibitora 

(ITU) spowodował brak istotnego wzrostu st��enia 4PYRAD oraz niemal 100 krotnie 

ni�szy wzrost st��enia 4PYMP (Ryc. 11). 

Degradacj� 4PYRAD i 4PYMP przeprowadzono po wcze�niejszej inkubacji 

ludzkich erytrocytów z 300 µM 4PYR. W tym celu usuni�to substrat z mieszaniny 

reakcyjnej. W grupie zawieraj�cej ITU po 6 godzinnej inkubacji st��enie 4PYRAD i 

4PYMP wynosiło 38,5 ± 6,7 % oraz 3,0 ± 1,1 % warto�ci st��enia pocz�tkowego. 

Tymczasem w grupie nie zawieraj�cej ITU st��enie 4PYRAD wzrosło do                          

113,4 ± 10,6 % natomiast st��enie 4PYMP osi�gn�ło 50,6 ± 7,1 % warto�ci st��enia 

pocz�tkowego. Przebieg procesu degradacji obu zwi�zków przedstawiono                       

na rycinie 12. 
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Ryc. 10. St��enie 4PYRAD oraz 4PYMP w ludzkich erytrocytach w zale�no�ci od 

czasu inkubacji w obecno�ci 300 µM 4PYR. Wyniki stanowi� �redni�         
(n = 3) ± SD, (*) p < 0,05 vs. czas 0.
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Ryc. 11.  St��enie 4PYRAD i 4PYMP w ludzkich erytrocytach podczas 3 godzinnej 

inkubacji w zale�no�ci od st��enia 4PYR w obecno�ci i nieobecno�ci 

5’jodotubercydyny. Wyniki stanowi� �redni� (n = 3) ± SD, (*) p < 0,05 vs. 

kontrola; (#) p < 0,05 vs. 0,1 mM 4PYR; (§) p < 0,05 vs. 0,3 mM 4PYR.
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Ryc. 12.  Degradacja metabolitów 4PYR: 4PYRAD (A) oraz 4PYMP (B) w 

erytrocytach ludzkich w zalezno�ci od czasu inkubacji w obecno�ci i 

nieobecno�ci 5’jodotubercydyny. Wyniki stanowi� �redni� (n = 3) ± SD.       

(*) p < 0,05 vs. – ITU 
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4.2 Metabolizm 4PYR 

4.2.1 Metabolizm 4PYR w homogenatach tkankowych szczura 

Podczas 3-godzinnej inkubacji homogenatów serca, nerki i w�troby z                        

300 µM 4PYR st��enie 4PYMP w mieszaninach inkubacyjnych wzrastało liniowo 

osi�gaj�c po 180 minutach w wy�ej wymienionych tkankach odpowiednio st��enie             

4,6 ± 0,3 µmol/g, 2,9 ± 0,2 µmol/g i 54,6 ± 2,5 µmol/g (Ryc. 13). Najwi�ksz� szybko��

powstawania nukleotydu, wyra�on� w odniesieniu do 1 grama mokrej tkanki           

u�ytej do przygotowania homogenatów, zaobserwowano w homogenacie w�troby                            

(390 ± 27 nmol/g/min), natomiast w homogenatach serca i nerki szybko�ci reakcji były 

zbli�one i wyniosły, odpowiednio: 34,3 ± 4,3 nmol/g/min i 33,2 ± 9,2 nmol/g/min. 

Dodanie inhibitora kinazy adenozyny (ITU) do mieszanin inkubacyjnych 

spowodowało około dziesi�ciokrotny spadek szybko�ci reakcji fosforylacji 4PYR       

(2,7 ± 0,6 nmol/g/min, 2,4 ± 0,1 nmol/g/min oraz 40,0 ± 7,5 nmol/g/min odpowiednio 

dla homogenatu serca, nerki i w�troby) (Ryc. 13). 

W wyniku inkubacji z 4PYR w mieszaninach reakcyjnych powstawał równie�  

4PYRAD, którego najwy�sze st��enie, 192,1 ± 4,5 nmol/g, zaobserwowano w 

homogenacie w�troby. St��enie tego zwi�zku w homogenacie serca i nerki wyniosło 

odpowiednio: 87,3 ± 11,9 nmol/g i 33,9 ± 0,5 nmol/g. (Ryc. 14) 

Nie zaobserwowano powstawania 4PYRAD w obecno�ci 5’jodotubercydyny w 

�adnej z badanych tkanek. 
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Ryc. 13. St��enie 4PYMP w homogenatach tkankowych szczura (A – serce,               

B – nerki, C – w�troba) inkubowanych z 300 µM 4PYR w 0, 5, 15, 45,       

90 i 180 minucie inkubacji. Wyniki stanowi� �redni� (n = 3) ± SEM,            

(*) p < 0,05 vs. + ITU.
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Ryc. 14. St��enie 4PYRAD w homogenatach tkankowych szczura (A – serce,           

B – nerki, C – w�troba) inkubowanych z 300 µM 4PYR w 0, 5, 15,              

45, 90 i 180 minucie inkubacji. Wyniki stanowi� �redni� (n = 3) ± SEM,                                 

(*) p < 0,05 vs. czas 0. 
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4.2.2 Metabolizm 4PYR u gryzoni in vivo 

4.2.2.1 Metabolizm 4PYR w tkankach szczura 

Siedmiodniowa infuzja dootrzewnowa 4PYR u szczurów spowodowała 

stopniow� akumulacj� 4PYR we krwi zwierz�t. Maksymalne st��enie zwi�zku 

uzyskano w 7 dniu infuzji i wyniosło 11,1 ± 0,9 µmol/l w osoczu (Ryc. 15) i                  

5,0 ± 0,8 µmol/l RBC w erytrocytach (Ryc. 17 A). Bardzo niskie st��enie 4PYR 

uzyskane we krwi zwi�zane było z niezwykle du�ym wydalaniem tego zwi�zku z 

moczem, w którym st��enie 4PYR osi�gało warto�ci do 5 mmol/l. W zwi�zku z 

ró�nym stopniem zag�szczenia wydalanego moczu st��enia 4PYR zostały przeliczone 

na milimol kreatyniny. W szczycie wydalania, tj. w 3 dniu infuzji, st��enie 4PYR w 

moczu wzrosło ponad 400 �mol/mmol kreatyniny, po czym w kolejnych dniach 

nieznacznie si� obni�yło (Ryc. 16).  

Najwy�sze zanotowane st��enie 4PYMP w erytrocytach szczurów                             

(61,3 ± 6,2 µmol/l RBC) odnotowano w 3 dniu infuzji. Pod koniec procedury st��enie 

monofosforanu obni�yło si�, podobnie jak ilo�� wydalanego 4PYR, o około 15%      

(Ryc. 17 A). 

Dootrzewnowe podanie 4PYR spowodowało pocz�tkowo szybk� akumulacj�

4PYRAD w erytrocytach, jednak w 3 dniu infuzji st��enie zwi�zku ustabilizowało si�

na poziomie około 11 µmol/l erytrocytów i do ko�ca procedury tylko nieznacznie 

wzrosło (Ryc. 17 B).  

4PYR uległ fosforylacji w niemal wszystkich tkankach szczura. Wysokie st��enie 

monofosforanu, wynosz�ce powy�ej 200 nmol/g suchej tkanki, zanotowano w 

mi��niach i płucach, a nieco ni�sze w sercu i w�trobie (odpowiednio 146 ± 21 nmol/g i 

110 ± 16 nmol/g suchej tkanki) (Ryc. 18 A). 

W tkankach po siedmiodniowej dootrzewnowej infuzji 4PYR zanotowano 

wysokie st��enie 4PYRAD osi�gaj�ce w w�trobie 95 nmol/g suchej tkanki. W sercu, 

płucach i mi��niach st��enie 4PYRAD mie�ciło si� w granicach 30 – 60 nmol/g suchej 

tkanki (Ryc. 18 B).  

Jedynym narz�dem, w którym nie zaobserwowano syntezy pochodnych 4PYR 

(4PYMP, 4PYRAD) była nerka (Ryc. 18 A i B). 
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Ryc. 15.  St��enie 4PYR w osoczu szczura w 0, 1, 3 i 7 dniu infuzji dootrzewnowej 

4PYR. Wyniki stanowi� �redni� (n = 4) ± SEM, * p < 0,05 vs. czas 0. 
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Ryc. 16.  St��enie 4PYR w moczu szczura w kolejnych dniach infuzji 

dootrzewnowej wyra�one jako stosunek st��e� 4PYR do kreatyniny. 

Wyniki stanowi� �redni� (n=4) ± SEM, (*) p < 0,05 vs. czas 0. 
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Ryc. 17. St��enie 4PYR i 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) w erytrocytach szczura 

w 0, 1, 3 i 7 dniu infuzji dootrzewnowej 4PYR. Wyniki stanowi� �redni�
(n = 4) ± SEM, (*) p < 0,05 vs. czas 0.
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Ryc. 18.  St��enie 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) w tkankach szczura po 

siedmiodniowej dootrzewnowej infuzji roztworu 4PYR. Wyniki 

stanowi� �redni� (n = 4) ± SEM, (*) p < 0,05 vs. serce; (#) p < 0,05 vs. 

w�troba; (@) p < 0,05 vs. płuca; (§) p < 0,05 vs. nerki. 
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4.2.2.2 Metabolizm 4PYR w tkankach myszy 

Pojedyncze podskórne wstrzykni�cie myszy 100 µl 50 mM 4PYR spowodowało 

niemal natychmiastowe pojawienie si� tego zwi�zku we krwi w st��eniu około               

60 µmol/l. Ju� w 30 minucie od iniekcji st��enie 4PYMP ponad dwukrotnie 

przekroczyło st��enie prekursora osi�gaj�c 130 µmol/l. Wynikiem szybkiego 

metabolizmu i dystrybucji 4PYR do tkanek był spadek jego st��enia we krwi, które w 

90 minucie wyniosło 36 µmol/l i nie zmieniło si� do 180 minuty. Podobny przebieg 

krzywej st��enia mo�na zaobserwowa� dla 4PYMP, który pozostawał w równowadze z 

4PYR zachowuj�c stosunek st��e� około 3:1 (Ryc. 19 A). Po 12 godzinach od 

wstrzykni�cia st��enia obu zwi�zków (4PYR, 4PYMP) obni�yły si� do poziomu 

poni�ej 10 µmol/l pełnej krwi jednak wci�� były obecne w organizmie zwierz�t.  

Iniekcja podskórna 4PYR u myszy spowodowała powolny niemal liniowy wzrost 

st��enia 4PYRAD (Ryc. 19 B). Zauwa�alny poziom zwi�zku pojawił si� we krwi 

myszy ju� w 5 minucie po iniekcji (około 2 µmol/l). Po 3 godzinach st��enie 4PYRAD 

wynosiło ju� 11,4 ± 1,3 µmol/l pełnej krwi. W przeciwie�stwie do 4PYR i 4PYMP 

st��enie 4PYRAD po 12 godzinach tylko nieznacznie spadło do poziomu około                

8 µmol/l. 

W grupie myszy otrzymuj�cych podskórne iniekcje 4PYR co 12 godzin przez       

7 dni zaobserwowano akumulacj� monofosforanu 4PYR niemal we wszystkich 

tkankach (Ryc. 20 A). Najwy�sze st��enie 4PYMP, podobnie jak w przypadku 

szczurów, zaobserwowano w mi��niach (178,6 ± 32,6 nmol/g suchej tkanki). Serce, 

w�troba oraz mózg wykazały ni�sz� zdolno�� akumulacji nukleotydu (odpowiednio: 

89,2 ± 7,1, 47,0 ± 7,8 i 26,7 ± 2,8 nmol/g suchej tkanki), natomiast płuca, odmiennie 

ni� u szczurów, były tkank� o najmniejszej zdolno�ci fosforylacji 4PYR. Jedynie w 

nerkach nie stwierdzono akumulacji 4PYMP (poni�ej 1 nmol/g suchej tkanki). 

Najwy�sze st��enie 4PYRAD u myszy zaobserwowano w mi��niach (223 nmol/g 

suchej tkanki). Niemal równie wysok� zdolno�� akumulacji 4PYRAD wykazano w 

tkance mózgowej, natomiast w pozostałych tkankach st��enie zwi�zku mie�ciło si� w 

granicach 25 ÷ 95 nmol/g. W nerkach nie zaobserwowano akumulacji 4PYRAD                   

(< 9 nmol/g, co w tym przypadku stanowiło granic� detekcji) (Ryc. 20 B). 
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Ryc. 19.  St��enie 4PYR i 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) we krwi  myszy po 

podskórnym podaniu 100 µl 50 mM 4PYR. Wyniki stanowi� �redni�      
(n = 6) ± SEM, (*) p < 0,05 vs. czas 0. 
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Ryc. 20.  St��enie 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) w tkankach myszy po 7-

dniowym podskórnym podawaniu 4PYR. Wyniki stanowi� �redni� (n = 

6) ± SEM, (*) p < 0,05 vs. serce; (#) p < 0,05 vs. w�troba; (@) p < 0,05 

vs. płuca; (§) p < 0,05 vs. nerki; (�) p < 0,05 vs. mózg. 
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4.3 Ocena wpływu 4PYR na układ sercowo naczyniowy 

4.3.1 Wpływ długotrwale podwy�szonego st��enia 4PYR na funkcj� �ródbłonka 

naczyniowego myszy. 

Pomiar funkcji �ródbłonka w modelu mysim in vivo, oparty na oznaczeniu 

�rednicy t�tnicy udowej, wykazał istotn� statystycznie ró�nic� pomi�dzy grup� myszy 

otrzymuj�c� przez 7 dni 4PYR podskórnie, a grup� kontroln� otrzymuj�c� 0,9% NaCl. 

Rozkurcz naczynia wywołany zale�n� od przepływu aktywacj� �ródbłonka u myszy 

otrzymuj�cych 4PYR zmierzony 30 sekund po wznowieniu przepływu krwi wynosił 

zaledwie 90,6 ± 6,2% wzgl�dem stanu sprzed zało�enia zacisku (100%), podczas gdy w 

grupie kontrolnej warto�� ta wynosiła 114,2 ± 7,6% (Ryc. 21 A). Podanie do t�tnicy 

udowej 0,2% roztworu nitrogliceryny wywołało niezale�ny od �ródbłonka rozkurcz 

naczynia. W obu badanych grupach �rednica t�tnicy udowej po rozkurczu była 

porównywalna (odpowiednio 152 i 166%) (Ryc. 21 B). 

Pomiar funkcji �ródbłonka w modelu mysim ex vivo oparty był na pomiarze 

napi�cia �ciany kr��ków aortalnych pobranych od myszy po 7-dniowym okresie 

podawania 4PYR. W grupie zwierz�t traktowanych 4PYR istotnemu zaburzeniu uległa 

funkcja �ródbłonka polegaj�ca na rozkurczu naczynia w odpowiedzi na rosn�ce 

st��enie acetylocholiny (Ryc. 22 A). Rozkurcz kr��ków aortalnych przy najwy�szym 

st��eniu acetylocholiny, przedstawiony jako procent skurczu wywołanego uprzednio 

przez fenylefryn�, był istotnie mniejszy w grupie zwierz�t otrzymuj�cych 4PYR                

(76,3 ± 2,9%) w porównaniu z grup� kontroln� (86,7 ± 2,3%). Jednocze�nie nie 

wykazano istotnych ró�nic w odpowiedzi kr��ków aortalnych na nitroprusydek sodu 

(Ryc. 22 B). 
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Ryc. 21.  Procentowa zmiana �rednicy t�tnicy udowej myszy w stosunku do stanu 

podstawowego zmierzona 30 sekund po przywróceniu przepływu (A) 

oraz po podaniu 0,2% roztworu nitrogliceryny (B). Wyniki stanowi�
�redni� (n = 3) ± S.D.; (*) p < 0,05 vs. kontrola. 
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Ryc. 22.  Rozkurcz kr��ków aortalnych w odpowiedzi na ró�ne st��enia 

acetylocholiny (A) oraz nitroprusydku sodu (B) wyra�ony jako procent 

skurczu uprzednio wywołanego fenylefryn�. Wyniki stanowi� �redni�     

(n = 22) ± SEM.; (*) p < 0,05 vs. kontrola. 
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4.3.2 Wpływ krótkotrwałej perfuzji serc szczura roztworem 4PYR na funkcj�

�ródbłonka naczy� wie�cowych oraz funkcj� mechaniczn� serca 

4.3.2.1 Funkcja mechaniczna mi��nia sercowego i przepływ wie�cowy 

Wpływ krótkotrwale podwy�szonego st��enia 4PYR na układ sercowo – 

naczyniowy i funkcj� mechaniczn� serca zbadano wykorzystuj�c model 5 – minutowej 

infuzji wie�cowej 100 �M 4PYR w perfundowanym sercu szczura.  

Oddziaływanie zwi�zku na �ródbłonek naczyniowy zbadano wykorzystuj�c 

pomiar wielko�ci przepływu wie�cowego w trakcie infuzji 4PYR, który nie zmienił  si�

istotnie podczas infuzji. Nie zaobserwowano równie� istotnych ró�nic w wielko�ci 

przepływu wie�cowego wzgl�dem grupy kontrolnej w przebiegu procedury pomiaru 

funkcji �ródbłonka oraz podczas infuzji 4PYR (Ryc. 23). Nie wykazano równie�

wpływu 4PYR na cz�stotliwo�� skurczów serca oraz funkcj� skurczow� i rozkurczow�

lewej komory serca (Ryc. 24 A i B).  

Analiza st��e� nukleotydów purynowych a tak�e fosfokreatyny w tkance mi��nia 

sercowego nie wykazała ró�nic w stosunku do grupy kontrolnej. Zaobserwowano 

natomiast wysokie st��enie 4PYMP i 4PYRAD w grupie otrzymuj�cej 4PYR. 

Szczegółowe dane dotycz�ce st��e� wybranych zwi�zków przedstawiono w tabelach       

2 i 3. 

Potencjał oksydoredukcyjny komórki okre�lony jako stosunek zredukowanej 

formy NAD (NADH) do formy utlenionej (NAD
+
) wyniósł 0,028 w grupie kontrolnej, 

oraz 0,032 w grupie traktowanej 4PYR. Nie wykazano istotnej statystycznie ró�nicy 

pomi�dzy grupami.  
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  4PYR 4PYMP 4PYRAD

  µmol/g nmol/g nmol/g 
     

Kontrola �rednia < 0,02 < 20,00 < 20,00 

 SD 0,00 0,00 0,00 
     

�rednia 1,95 * 85,60 * 43,91 * Perfuzja 

4PYR 
SD 0,85 46,91 6,47 

Tabela 2. St��enia 4PYR i jego metabolitów w mi��niu sercowym po 5 minutowej 

perfuzji serca 100 µM roztworem 4PYR. Wyniki stanowi� (n = 8) ± SD,          

(*) p < 0,05 vs. kontrola. 

  ATP ADP AMP NAD
+

ADPR NADP
+

GTP Hipoksantyna

  µmol/g µmol/g µmol/g µmol/g nmol/g nmol/g µmol/g nmol/g 
          

Kontrola �rednia 20,53 4,07 0,59 4,73 131,28 359,14 1,24 23,83 

 SD 1,86 0,19 0,41 0,26 26,64 37,87 0,11 11,66 
          

�rednia 19,36 4,27 0,80 4,41 142,59 337,50 1,28 27,45 Perfuzja 

4PYR 
SD 1,18 0,50 0,31 0,65 58,94 30,84 0,09 20,29 

Tabela 3. St��enia metabolitów nukleotydów w mi��niu sercowym po 5 minutowej 

perfuzji serca 100 µM roztworem 4PYR. Wyniki stanowi� �redni� ± SD        

(n = 8). Nie wykazano statystycznie znamiennych ró�nic. 
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Ryc. 23.  Przepływ wie�cowy w perfundowanym sercu szczura w warunkach 

podstawowych i po stymulacji �ródbłonka przed i po infuzji 4PYR lub 

buforu kontrolnego. Wyniki stanowi� �redni� (n = 8) ± SEM. Nie 

wykazano statystycznie znamiennych ró�nic. 
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Ryc. 24. Zmiany ci�nienia ko�coworozkurczowego (LVEDP) (A) oraz 

skurczowego (LVSP) (B) w sercach perfundowanych 4PYR w 

porównaniu z kontrol�. Wyniki stanowi� �redni� (n = 8) ± SEM.            

Nie wykazano statystycznie znamiennych ró�nic. 
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5. DYSKUSJA 

5.1 4PYRAD – nowy metabolit 4PYR 

5.1.1 Oczyszczanie i identyfikacja 4PYRAD 

Odkrycia nowych metabolitów s� niezwykle rzadkie, szczególnie gdy dotycz�

istotnych i wielostronnie badanych zwi�zków, takich jak NAD
+
. Tym bardziej 

intryguj�cy jest fakt odkrycia w ostatnich latach grupy zwi�zków o budowie 

analogicznej do rybozydu i nukleotydów nikotynamidu (4PYR, 4PYMP, 4PYTP)
[47]

. 

Jednym z wa�niejszych osi�gni�� niniejszej pracy jest identyfikacja kolejnego zwi�zku 

nale��cego do tej grupy – 4PYRAD.  

Pierwszych obserwacji dotycz�cych tego nowego metabolitu dokonano w 

erytrocytach inkubowanych z 4PYR, w których w czasie analizy HPLC zauwa�ono 

wyra	ny przyrost pola powierzchni nieznanego szczytu chromatograficznego o czasie 

retencji zbli�onym do NAD
+
, adeniny i 4PYR. Widmo absorbancji UV tego szczytu 

chromatograficznego zbli�one było do 4PYR i adenozyny, lecz nie pokrywaj�ce si� z 

�adnym dotychczas oznaczanym zwi�zkiem. Pozwalało to przypuszcza�, �e jest to 

nowy zwi�zek uczestnicz�cy w przemianach 4PYR. Warto równie� zaznaczy�, �e 

podczas inkubacji erytrocytów st��enie 4PYR ulegało zmniejszeniu, a przyrost st��enia 

powstaj�cego monofosforanu i trójfosforanu nie był równowa�ny ubytkowi substratu. 

Przyrost st��enia 4PYRAD wyja�nił t� rozbie�no��.  

Analiz� zwi�zku poprzedzono syntez� opart� o reakcj� zachodz�c� w 

erytrocytach przy udziale 4PYR jako substratu. Pocz�tkowe ilo�ci otrzymywane w 

wyniku reakcji zachodz�cej w erytrocytach były zadowalaj�ce, jednak w przebiegu 

dwuetapowego oczyszczania chromatograficznego zanotowano bardzo du�e straty 

badanego zwi�zku, których nie udało si� wyeliminowa�. Niska wydajno�� procesu 

nastr�czała wielu praktycznych trudno�ci jak cho�by bardzo du�e zu�ycie odczynników 

oraz długi czas trwania rozdziałów chromatograficznych, przez co niemo�liwe było 

uzyskanie ilo�ci niezb�dnej do przeprowadzenia wszystkich planowanych bada�. 

Uzyskana ilo�� pozwoliła jednak na wykonanie analizy masowej oraz analizy z 

zastosowaniem magnetycznego rezonansu j�drowego. Metody te zostały dobrane w 
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taki sposób, aby z jak najwi�ksz� precyzj� okre�li� struktur� badanego zwi�zku 

zu�ywaj�c przy tym jak najmniejsz� ilo�� substancji. Analiza z wykorzystaniem 

spektrometrii masowej typu czasu przelotu pozwoliła z du�� dokładno�ci� okre�li�

mas� zwi�zku, dzi�ki której mo�liwe było ustalenie wzoru sumarycznego. Analiz�

NMR wykorzystano natomiast w celu potwierdzenia struktury chemicznej badanej 

substancji.  

W dalszym etapie podj�to próby syntezy 4PYRAD z wykorzystaniem metody 

chemiczno – enzymatycznej, z udziałem białka CD38. Procedur� oparto o dost�pne w 

pi�miennictwie zmodyfikowane metody otrzymywania analogów NAD
+ [104,105,106]

wykorzystuj�c komercyjnie dost�pn� NADaz� (Sigma) i reakcj� wymiany. Jako 

substrat wykorzystano mi�dzy innymi 4PYR, ale tak�e nikotynamid. Niewielka ilo��

powstaj�cego 4PYRAD oraz znaczne zanieczyszczenie nie pozwoliły na uzyskanie 

du�ych ilo�ci tego zwi�zku. Wydaje si� jednak, �e po dopracowaniu metoda ł�czona 

mo�e okaza� si� dobrym 	ródłem otrzymywania tego zwi�zku. Tak otrzymany 

4PYRAD mógłby posłu�y� do przeprowadzenia dalszych bada� nad jego 

wła�ciwo�ciami biochemicznymi, wł�cznie z wpływem na enzymy NAD–zale�ne oraz 

procesy oksydoredukcyjne zachodz�ce z udziałem NAD. 

5.1.2 Metabolizm 4PYRAD w erytrocytach ludzkich 

Przeprowadzone badania wykazały, �e st��enie 4PYRAD w erytrocytach 

inkubowanych z 4PYR jest zale�ne zarówno od czasu inkubacji jak i od st��enia 

u�ytego substratu. Mało prawdopodobne jest jednak, �e reakcja ta zachodzi bez etapów 

po�rednich. Bezpo�rednim metabolitem 4PYR w erytrocytach jest 4PYMP, którego 

st��enie szybko wzrastało w przebiegu inkubacji. Wzrost ten równie� uzale�niony był 

od czasu i st��enia 4PYR, a równowaga pomi�dzy reakcj� tworzenia 4PYMP i jego 

degradacj� ustalała si� ju� po 3 godzinach trwania inkubacji. Tak wysokie i stabilne 

st��enie monofosforanu tłumaczy niemal liniowy przyrost st��enia 4PYRAD w czasie 

(Ryc. 11). Potwierdzeniem tej tezy s� eksperymenty z wykorzystaniem ITU – inhibitora 

kinazy adenozyny, którego obecno�� spowodowała zahamowanie tworzenia 4PYMP, a 

w konsekwencji brak istotnego przyrostu 4PYRAD (Ryc. 12). Podobny efekt zachodził 

podczas degradacji 4PYRAD oraz 4PYMP w erytrocytach (Ryc. 13). Obecno�� ITU 

spowodowała natychmiastowe obni�enie st��enia 4PYMP z powodu braku mo�liwo�ci 
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jego resyntezy z powstaj�cego 4PYR, natomiast st��enie 4PYRAD istotnie obni�yło si�

dopiero po 2 godzinach inkubacji w odpowiedzi na około 60% obni�enie st��enia 

4PYMP. Wykluczy� mo�na bezpo�redni udział 4PYR w tworzeniu 4PYRAD gdy� w 

obecno�ci 4PYR i ITU pochodna NAD nie powstawała. 

Podwy�szone st��enie 4PYR wraz z jego metabolitami (4PYMP i 4PYTP) 

zostało stwierdzone w erytrocytach pacjentów z przewlekł� niewydolno�ci� nerek 
[47]

. 

Wst�pne dane potwierdzaj� równie� obecno�� 4PYRAD w erytrocytach u tych 

chorych. Badania przedstawione w niniejszej pracy przedstawiaj� akumulacj�

4PYRAD w erytrocytach osób zdrowych inkubowanych z 4PYR, jednak st��enie tego 

zwi�zku otrzymane w trakcie inkubacji erytrocytów jest znacznie mniejsze ni� st��enie 

4PYMP. Dalsze badania w kierunku obecno�ci tych metabolitów u ludzi powinny si�

skoncentrowa� na stanach patologicznych, w których mo�e wyst�pi� akumulacja 4PYR 

i jego pochodnych we krwi.  

5.2 Metabolizm 4PYR u gryzoni 

Dotychczasowy stan wiedzy dotycz�cy metabolizmu 4PYR obejmował jedynie 

przemiany zachodz�ce w erytrocytach i komórkach �ródbłonka
[66,47,52]

. Niniejsza praca 

uzupełniła te dane dostarczaj�c informacji na temat metabolizmu 4PYR w innych 

tkankach. W badaniach wykorzystano szczury i myszy, którym podawano 4PYR w 

dootrzewnowej infuzji oraz poprzez seri� podskórnych wstrzykni��. Zbadano równie�

metabolizm 4PYR w homogenatach tkankowych serca w�troby i nerki szczura. Taki 

dobór metodyczny pozwolił w pewnym stopniu porówna� zarówno ró�ne drogi podania 

zwi�zku jak i jego metabolizm u dwóch gatunków minimalizuj�c jednocze�nie zu�ycie 

zwierz�t laboratoryjnych.  

4PYR inkubowany z homogenatami tkankowymi serca, w�troby i nerki 

przekształcany był do 4PYMP, a nast�pnie do 4PYRAD we wszystkich badanych 

tkankach (Ryc. 14 i 15). Szybko�� reakcji była porównywalna w homogenacie serca i 

nerki, natomiast w homogenacie w�troby metabolity 4PYR powstawały 

dziesi�ciokrotnie szybciej. Pozostaje to w zgodzie z danymi z pi�miennictwa 

dotycz�cymi izolowanej aktywno�ci kinazy adenozyny w tkankach szczura
[107]

. 

Obecno�� ITU w nadmiarze, podobnie jak w przypadku erytrocytów, spowodowała 
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zmniejszenie szybko�ci reakcji fosforylacji 4PYR do około 10% szybko�ci reakcji w 

próbkach kontrolnych. Mo�na zatem przypuszcza�, �e reakcja fosforylacji nie 

przebiega jedynie przy udziale kinazy adenozyny, ale równie� z udziałem innej, 

podobnej, aktywno�ci enzymatycznej. Najbardziej prawdopodobn� drog� alternatywn�

dla fosforylacji 4PYR wydaje si� by� reakcja katalizowana przez kinaz� rybozydu 

nikotynamidu, zaanga�owan� w przekształcanie rybozydu nikotynamidu do 

mononukleotydu nikotynamidu. Weryfikacja tej tezy wymaga jednak dalszych bada�.  

4PYR w badaniach in vivo ulegał szybkiej dystrybucji zarówno po podaniu 

podskórnym jak i w trakcie infuzji dootrzewnowej, a w tkankach ulegał przekształceniu 

do metabolitów: 4PYMP i 4PYRAD. Zaskakuj�ce wydaje si� wysokie st��enie 

4PYRAD w tkankach, które w 7 dniu eksperymentu dorównało, a w niektórych 

przypadkach przewy�szyło st��enie 4PYMP (Ryc.19 i 21). Pozostaje to w sprzeczno�ci 

z wynikami uzyskanymi w erytrocytach ludzkich i homogenatach tkankowych. Wydaje 

si�, �e przyczyn� tego była kompartmentacja wewn�trzkomórkowa aktywno�ci 

enzymatycznych degraduj�cych 4PYRAD. Bardziej prawdopodobn� przyczyn� jednak 

była niewielka szybko�� reakcji tworzenia 4PYRAD, powoduj�ca, �e czas inkubacji 

erytrocytów i homogenatów tkankowych był zbyt krótki, aby zaobserwowa� wy�sze 

st��enia 4PYRAD.  

Jedyn� tkank�, zarówno u szczurów jak i u myszy, w której nie zaobserwowano 

metabolitów 4PYR były nerki. Jest to tym bardziej niezwykłe, �e podczas inkubacji 

4PYR z homogenatem nerki szczura, st��enie 4PYMP i 4PYRAD wzrastało z 

szybko�ci� porównywaln� do obserwowanej w homogenacie serca (punkt 4.2.1). 

4PYR, jako zwi�zek drobnocz�steczkowy, ulega filtracji kł�buszkowej. Mało 

prawdopodobne wydaje si� jednak, aby na tym etapie usuni�te zostało z osocza wi�cej 

ni� 20% zwi�zku. Jest to zbyt mało, by niemal wyeliminowa� metabolizm tego 

nukleozydu w nerce. Co wi�cej, degradacja 4PYMP znajduj�cego si� w erytrocytach 

natychmiast uzupełniłaby t� luk�. 4PYR mo�e by� zatem aktywnie wydzielany w 

cewkach nerkowych. Potwierdzeniem tej tezy jest niezwykle wysoki wzrost st��enia 

4PYR w osoczu chorych z przewlekł� niewydolno�ci� nerek oraz znaczna ilo�� tego 

zwi�zku wydalana z moczem zwierz�t (Ryc. 17). Nie tłumaczy to jednak całkowitego 

braku 4PYR i jego metabolitów w komórkach nerkowych. Niew�tpliwie nerka posiada 

mechanizm aktywnego wydzielania 4PYR, jednak zjawisko to wymaga dalszych 

bada�. 
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Wykorzystane w badaniach in vivo drogi podania ró�ni� si� uzyskiwanym 

st��eniem 4PYR w osoczu. Jednak w obu grupach ostateczne st��enie metabolitów w 

mi��niach było na podobnym poziomie. Przewaga infuzji nad podaniem w jednej 

dawce jest niezaprzeczalna, ale pompy infuzyjne przeznaczone dla myszy 

charakteryzuj� si� nieoptymaln� szybko�ci� infuzji. Uzasadnione wydaje si� zatem 

wykorzystanie podskórnej drogi podania w eksperymentach wymagaj�cych u�ycia 

du�ej ilo�ci roztworu. 

5.2.1 Szlak metaboliczny 4PYR 

Dotychczasowe doniesienia dotycz�ce metabolizmu 4PYR w erytrocytach 

obejmowały jego fosforylacj� do mono- i trójfosforanowych pochodnych. Poprzez 

identyfikacj� 4PYRAD rozszerzono szlak metaboliczny 4PYR o kolejny element, 

którego rola, ze wzgl�du na podobie�stwo strukturalne do NAD, mo�e okaza� si�

kluczowa w badaniach patogenezy schorze� zwi�zanych z podwy�szonym st��eniem 

4PYR w organizmie. Dokładny przebieg zachodz�cych reakcji oraz uczestnicz�ce w 

nich enzymy wci�� wymagaj� dalszych bada�, jednak wyniki zaprezentowane w 

niniejszej pracy wskazuj� na du�e podobie�stwo metabolizmu 4PYR do metabolizmu 

rybozydu nikotynamidu. Oba zwi�zki w podobny sposób przekształcane s� do 

mononukleotydowych pochodnych: 4PYMP i NMN, stanowi�cych substrat w reakcji 

katalizowanej przez adenylotransferaz� NMN, w której ostatecznie powstaj�

dinukleotydy, odpowiednio: 4PYRAD i NAD. Pomimo wielu podobie�stw, 

metabolizm 4PYR ró�ni si� jednak od metabolizmu NaRib. W eksperymentach 

przedstawionych w niniejszej rozprawie, jak równie� w wynikach prezentowanych w 

pi�miennictwie nie wykazano przyrostu st��enia wolnej zasady (4PY) w trakcie 

inkubacji komórek z 4PYR. Nie stwierdzono równie� przyrostu st��enia nikotynamidu 

w trakcie inkubacji komórek z 4PY (dane własne, niepublikowane). Mo�na zatem 

zało�y�, �e 4PYR, w odró�nieniu od rybozydu nikotynamidu, nie podlega reakcji 

katalizowanej przez fosforylaz� rybozydu nikotynamidowego, a stanowi produkt 

nieodwracalnej reakcji utlenienia rybozydu nikotynamidu przez oksydaz�

aldehydow�[46]. Elementem charakterystycznym dla metabolizmu 4PYR jest 4PYTP, 

zwi�zek, który został stwierdzony w erytrocytach pacjentów z niewydolno�ci�

nerek
[47,51,52]

. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania z zastosowaniem 
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homogenatów tkanek zwierz�cych, jak równie� eksperymenty in vivo nie wykazały 

przyrostu st��enia 4PYTP w �adnej z badanych tkanek. Jednym z powodów mogła by�

charakterystyczna dla 4PYTP powolna akumulacja i niezwykle wolna degradacja
[47]

. 

Wydaje si� jednak, �e podczas tygodniowego okresu podawania wysokiego st��enia 

4PYR, wzrastaj�ce st��enie 4PYTP powinno by� zauwa�alne. Drugim z powodów 

mo�e by� brak aktywno�ci enzymatycznej umo�liwiaj�cej powstawanie 4PYTP u 

gryzoni. Szlak przemian NAD, uzupełniony o nowe dane przedstawiono na rycinie 25. 

Opisy poszczególnych reakcji przedstawiono w punkcie 1.2 w tabeli 1. 

Ryc. 25. Schemat głównych szlaków powstawania i degradacji NAD
+
 uzupełniony o 

4PYRAD powstaj�cy na drodze metabolizmu wewn�trzkomórkowego 4PYR. 
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5.3 Wpływ 4PYR na układ sercowo – naczyniowy. 

5.3.1 Toksyczno�� �ródbłonkowa 4PYR 

Wpływ długotrwałego wzrostu st��enia 4PYR w osoczu na układ sercowo – 

naczyniowy zbadano wykorzystuj�c dwa modele eksperymentalne: model oparty na 

pomiarze zmiany napi�cia �ciany kr��ków aortalnych w odpowiedzi na indukcj�

acetylocholin� oraz model wykorzystuj�cy zale�ny od �ródbłonka rozkurcz t�tnicy 

udowej myszy indukowany sił� �cinaj�c� wywieran� przez krew na �ciany naczynia 

(Shear Stress) in vivo. 

 Metoda pomiaru funkcji �ródbłonka w oparciu o rozkurcz izolowanych kr��ków 

aortalnych pochodz�cych od myszy wykorzystywana jest rutynowo
[108,109,110,111]

 i 

stanowi podstaw� oceny zdolno�ci �ródbłonka do produkcji tlenku azotu w odpowiedzi 

na czynniki stymuluj�ce jego wydzielanie
[112]

. Jest zatem podstawow� metod�

pozwalaj�c� na okre�lenie stopnia uszkodzenia �ródbłonka naczyniowego w efekcie 

działania czynników toksycznych b�d	 jako nast�pstwo chorób układu sercowo – 

naczyniowego na czele z mia�d�yc�, nadci�nieniem i hipercholesterolemi�. Badania 

przedstawione w niniejszej pracy (Ryc. 23) wykazały istotnie zaburzon� funkcj�

�ródbłonka naczyniowego u myszy otrzymuj�cych przez 7 dni iniekcje z roztworem 

4PYR przy zachowanej zdolno�ci do rozkurczu (w odpowiedzi na nitroprusydek sodu). 

Taki efekt mo�e by� spowodowany obecno�ci� metabolitów 4PYR w komórkach 

�ródbłonka lub ich uszkodzeniem spowodowanym długotrwałym toksycznym 

wpływem 4PYR na metabolizm komórek �ródbłonka. Zastosowany model 

eksperymentalny nie daje jednak mo�liwo�ci oceny mechanizmu powstawania 

obserwowanej dysfunkcji �ródbłonka.  

 Funkcja �ródbłonka naczyniowego w warunkach in vivo podlega 

wieloczynnikowej regulacji wł�czaj�c szybko�� przepływu krwi, oddziaływanie układu 

nerwowego oraz funkcj� regulacyjn� morfotycznych składników krwi (głównie 

trombocytów). Zasadne było zatem potwierdzenie toksyczno�ci 4PYR w warunkach 

zbli�onych do fizjologicznych. Jedn� z metod pomiaru funkcji �ródbłonka 

naczyniowego in vivo jest metoda oparta na zale�nym od �ródbłonka rozkurczu naczy�

krwiono�nych w odpowiedzi na zwi�kszony przepływ krwi (FMV: flow – mediated 
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vasodilation)
[113]

. Badania oparte na tej metodzie stosowane s� w celu oznaczenia 

funkcji �ródbłonka t�tnicy ramiennej u ludzi in vivo
[114,115]

, a tak�e w oznaczeniach 

funkcji �ródbłonka w ludzkich naczyniach wie�cowych i obwodowych
[116]

. W 

niniejszej pracy wykorzystano metod� pomiaru funkcji �ródbłonka t�tnicy udowej 

myszy opracowan� i zoptymalizowan� przez Tamur�[101]
. Dokonane modyfikacje 

metody (u�ycie inkubatora czy u�ycie t�tniczego zacisku mechanicznego 

przeznaczonego dla myszy) były wynikiem wst�pnych eksperymentów i wpłyn�ły na 

stabilno�� i powtarzalno�� otrzymanych wyników. Uzyskana odpowied	 naczyniowa 

była porównywalna z opisan� przez Tamur� przy zastosowaniu optymalnych 

warunków (siły zacisku, czasu utrzymywania zacisku oraz czasu, po którym 

nast�pował maksymalny rozkurcz). Maksymalny rozkurcz zale�ny od �ródbłonka 

uzyskany przez Tamur� w grupie kontrolnej w optymalnych warunkach stanowił około 

130% warto�ci podstawowej, natomiast rozkurcz niezale�ny od �ródbłonka stanowił 

około 140% warto�ci podstawowej. Warto�ci uzyskane w niniejszej pracy stanowiły 

odpowiednio około 114% i 160% co, przy zachowaniu optymalnych czasów, wskazuje 

na zbyt mał�, lub zbyt du�� sił� zastosowanego zacisku naczyniowego. Jednak 

mniejsza inwazyjno�� takiego rozwi�zania oraz jednoczesne uproszczenie procedury w 

efekcie zwi�kszyło powtarzalno�� wyników. 

Otrzymane wyniki potwierdziły �ródbłonkow� toksyczno�� 4PYR wykazan� z 

zastosowaniem kr��ków aortalnych. Podobnie jednak jak w przypadku eksperymentów 

ex vivo, zastosowana metodologia nie daje mo�liwo�ci odpowiedzi na pytanie 

dotycz�ce odwracalno�ci tego efektu.  

4PYR obecny w komórkach �ródbłonka jest metabolizowany do 4PYMP i 

4PYRAD
[66]

. Oba zwi�zki potencjalnie mog� zaburza� metabolizm komórkowy 

wpływaj�c na przemiany i st��enie ATP oraz NAD. 4PYRAD mo�e akumulowa� si� w 

mitochondriach wpływaj�c na NAD-zale�ne enzymy ła�cucha oddechowego, czego 

efektem mo�e by� zaburzenie potencjału błonowego mitochondrium oraz, 

obserwowane przez innych autorów, obni�enie st��enia ATP w komórce
[47,66]

. W 

pi�miennictwie wci�� brak jest jednak danych, które mogłyby stanowi� jednoznaczne 

wyja�nienie mechanizmu oddziaływania 4PYR na komórki �ródbłonka.  
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5.3.2 Wpływ 4PYR na serce w krótkiej perfuzji 

Zwi�zki o budowie nukleozydowej b�d	 nukleotydowej, poprzez wpływ na 

receptory purynergiczne, a w szczególno�ci adenozynowe, mog� zmienia� funkcj�

�ródbłonka naczy� wie�cowych, jak równie� funkcj� mechaniczn� mi��nia sercowego. 

W niniejszej pracy wykazano brak wpływu 4PYR podanego w infuzji wie�cowej na 

perfundowane serce szczura. W przedstawionych eksperymentach nie zaobserwowano 

wpływu 4PYR na przepływ wie�cowy, kurczliwo�� mi��nia sercowego, czy cz�sto��

skurczów. Nie zaobserwowano równie� wpływu na metabolizm energetyczny mi��nia 

sercowego, pomimo znacznej akumulacji metabolitów 4PYR.  

Borkowski w rozprawie doktorskiej wykazał, �e 4PYR jest słabym inhibitorem 

deaminazy AMP (AMPD) w izolowanych kardiomiocytach szczurzych
[117]

. Podobny 

efekt zaobserwowano w lizatach erytrocytów oraz homogenacie serca szczura
[63]

. 

Uzyskanie znacz�cego efektu zahamowania AMPD przedstawionego w powy�szych 

badaniach wymagało jednak zastosowania długiego czasu inkubacji. Zastosowany w 

niniejszej pracy model eksperymentalny miał na celu identyfikacj� efektów 

natychmiastowych w obr�bie serca, zwi�zanych z oddziaływaniem receptorowym 

4PYR, lub z nagł� zmian� energetyczn� spowodowan� akumulacj� 4PYMP. Brak 

efektów metabolicznych zwi�zanych z potencjalnym hamowaniem AMPD przez 4PYR 

w zastosowanym modelu nie wyklucza wyst�powania takiego działania. 
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6. WNIOSKI 

1. Nieznanym metabolitem powstaj�cym w erytrocytach ludzkich podczas 

inkubacji z 4PYR jest dinukleotyd 1–�–D–rybofuranozylo–4–pirydono–3–

karboksyamidoadeninowy (4PYRAD), 

2. 4PYRAD powstaje z udziałem 4PYMP, a jego struktura chemiczna jest 

podobna do NAD
+
, 

3. 4PYR jest metabolizowany do pochodnych – 4PYMP i 4PYRAD nie tylko w 

erytrocytach ale równie� w innych komórkach i tkankach, 

4. W nerce, pomimo zdolno�ci do metabolizowania 4PYR in vitro, nie 

zaobserwowano akumulacji 4PYR ani jego metabolitów w warunkach in vivo, 

5. 4PYR in vivo nie wpływa znacz�co na metabolizm energetyczny komórek, a w 

szczególno�ci poziom komórkowego ATP, 

6. Długotrwała obecno�� 4PYR w �rodowisku upo�ledza funkcj� �ródbłonka 

naczyniowego zmniejszaj�c zdolno�� naczy� krwiono�nych do rozkurczu, 

7. Krótkotrwałe efekty 4PYR obecnego w kr��eniu wie�cowym nie s� znacz�ce; 

brak jest wpływu na funkcj� �ródbłonka naczy�, funkcj� mechaniczn� czy 

metabolizm energetyczny serca. 
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7. STRESZCZENIE 

Ostatnie lata przyniosły dynamiczny rozwój wiedzy dotycz�cej przemian 

pochodnych nikotynamidu, w tym substancji zawieraj�cych w swojej strukturze 

utleniony pier�cie� nikotynamidowy. Niniejsza rozprawa poddała analizie przemiany i 

efekty jednej z takich pochodnych: 1-�-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamidu 

(4PYR).  

Celem pracy była identyfikacja nowych metabolitów 4PYR, jak równie� ocena 

metabolizmu tego zwi�zku w wybranych tkankach zwierz�cych oraz jego dystrybucji u 

zwierz�t w modelach symuluj�cych podwy�szone st��enie 4PYR we krwi. Podj�to 

równie� prób� oceny wpływu tego zwi�zku na funkcj� �ródbłonka naczyniowego u 

myszy in vivo oraz na funkcj� �ródbłonka naczy� wie�cowych i funkcj� mechaniczn�

serca w modelu perfundowanego serca szczura. 

Szczególnym osi�gni�ciem przedstawionym w niniejszej rozprawie była 

identyfikacja nowego metabolitu 4PYR, powstaj�cego w erytrocytach ludzkich oraz  

tkankach zwierz�cych. Okre�lono struktur� chemiczn� tego zwi�zku oraz ustalono, �e 

jego prekursorem jest monofosforanowa pochodna 4PYR (4PYMP). Zaproponowana 

nazwa nowego metabolitu to: dinukleotyd 1–�–D–rybofuranozylo–4–pirydono–3–

karboksyamidoadeninowy (4PYRAD). 

W kolejnym etapie zbadano metabolizm 4PYR w homogenatach wybranych 

tkanek zwierz�cych, gdzie zwi�zek ten przekształcany jest do 4PYMP i 4PYRAD. 

Przeanalizowano równie� dystrybucj� i metabolizm 4PYR w tkankach zwierz�cych in 

vivo. Uzyskane wyniki potwierdziły zdolno�� wszystkich tkanek do przekształcania 

4PYR do 4PYMP i 4PYRAD. Jedynie w nerkach w badaniach in vivo nie 

zaobserwowano 4PYR ani jego pochodnych. 

Wpływ 4PYR na układ sercowo naczyniowy zbadano wykorzystuj�c modele 

mysie in vivo (model oparty na rozkurczu zale�nym od �ródbłonka - FMV), oraz          

ex vivo (pomiar funkcji �ródbłonka izolowanych kr��ków aortalnych). Uzyskane 

wyniki wykazały istotnie upo�ledzon� funkcj� �ródbłonka naczyniowego u myszy, 

które przez 7 dni otrzymywały 4PYR w iniekcjach podskórnych. Z kolei nie 

zaobserwowano wpływu 4PYR na funkcj� �ródbłonka naczy� wie�cowych oraz na 

funkcj� mechaniczn� serca szczura po krótkiej, 5-minutowej infuzji tego zwi�zku w 

modelu perfundowanego serca szczura.  

Badania przedstawione w niniejszym opracowaniu przyczyniły si� do 

identyfikacji nowych metabolitów zwi�zanych z przemianami nikotynamidu oraz do 

okre�lenia potencjalnych kierunków ich toksycznego działania. Mo�e to pomóc w 

zrozumieniu patologii takich jak przewlekła choroba nerek oraz przyczyni� si� do 

rozwoju terapii.   
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8. ABSTRACT 

Nicotinamide and its derivatives containing an oxidized nicotinamide ring in its 

structure attracted substantial scientific interest in the recent years. This dissertation is 

focused on the metabolism and the effects of one of such derivatives: 4-pirydone-3-

carboxamide-1-�-D-ribofuranosyl (4PYR). 

The aim of the studies that constitute basis for this thesis was the identification of 

new metabolites of 4PYR as well as evaluation of the metabolism and distribution of 

4PYR and its metabolites in blood and animal tissues. Further aim was evaluation of 

the impact of this compound on vascular endothelial function in mice in vivo and on 

coronary endothelial and mechanical function of the heart in perfused rat heart model. 

An important discovery presented in this thesis was the identification of a new 

metabolite of the 4PYR that is present in human erythrocytes and in animal tissues. The 

chemical structure of this compound as well as its precursor which was a 

monophosphate derivative of the 4PYR (4PYMP) were identified. The proposed name 

of the new metabolite was: 4-pirydone-3-carboxamide-1-�-D-ribofuranoside adenine 

dinucleotide (4PYRAD). 

In a next step 4PYR metabolism was examined in homogenates of animals tissues 

where this compound was converted to 4PYMP and 4PYRAD. The distribution and the 

metabolism of 4PYR in animal tissues in vivo were also analyzed. The results 

confirmed the ability of all tissues to transform 4PYR to 4PYMP and 4PYRAD. 

However the kidneys was the only tissue where neither accumulation of 4PYR nor 

formation of its derivatives in in vivo models were observed. 

An impact of the 4PYR on the cardiovascular system was assessed using mouse 

models in vivo (flow-mediated vasodilation - FMV), and ex vivo (endothelial function 

in isolated aortic rings). The vascular endothelial function in mouse was impaired after 

7 days of 4PYR treatment. On the other hand, no effect on a coronary endothelial or 

mechanical function in rat heart was observed after a short 5-minute infusion of 4PYR 

in the perfused rat heart model. 

The research presented in this thesis contributed to the identification of new 

metabolites associated with nicotinamide metabolism and highlighted potential 

directions for their toxicity. This may help in understanding the pathologies such as 

chronic kidney disease and contribute to the development of therapies. 
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