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Wykaz stosowanych skrétow

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

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

4PYTP - trojfosforan 1-B-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamidu

4PYRAD - dinukleotyd
1-B—D-rybofuranozylo—4—pirydono—3—karboksyamidoadeninowy

NA - nikotynamid

NaRib - rybozyd nikotynamidu

NAD" - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

NADP" - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

NMN - mononukleotyd nikotynamidu

ATP - adenozyno 5’tréjfosforan

ADP - adenozyno 5’dwufosforan

AMP - adenozyno 5’monofosforan

AOX - oksydaza aldehydowa

5S’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 ciata

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (High Pressure Liquid
Chromatography)

LC/MS - chromatografia cieczowa z detekcja masowa

(Liquid Chromatography/Mass Spectrometry)
TOF (LC/MS)- detekcja masowa typu czasu przelotu (Time of Flight LC/MS)
'H NMR - spektrometria protonowego magnetycznego rezonansu jagdrowego

(proton Nuclear Magnetic Resonance)



1. WSTEP

Nukleotydy sa to zwigzki organiczne skladajace si¢ z zasady azotowej,
piecioweglowego cukru — pentozy oraz grupy fosforanowej. Zasade azotowa stanowig
zwykle zwiazki z grupy puryn lub pirymidyn. Purynami najczesciej wchodzacymi w
sktad nukleotydow s3g: adenina, guanina, ksantyna 1 hipoksantyna, natomiast
pirymidynami: cytozyna, tymina oraz uracyl. Oprocz wymienionych zwigzkéw
wystepuja rowniez zasady azotowe o nietypowej budowie, najczesciej zmodyfikowane
jedng lub  wigkszg iloscig grup metylowych. Sa to miedzy innymi:
N®N®-dimetyloadenina, N*N*-dimetyloguanina, N’-metyloguanina, 5-metylocytozyna,

5-hydroksymetylocytozyna*'.

Zasady azotowe, laczac si¢ z pentoza wigzaniem
N-B-glikozydowym, tworzg zwiazki zwane nukleozydami. Cukry, ktore wchodza w
sktad nukleozydoéw to ryboza i deoksyryboza. Nukleotydy powstaja poprzez potaczenie
wigzaniem estrowym jednej reszty kwasu ortofosforowego z weglem 5’ pentozy
wchodzacej w sklad nukleozydu. Przytaczenie dwoch, lub trzech grup fosforanowych
powoduje  powstanie  nukleotydu  (odpowiednio)  dwufosforanowego  lub
trojfosforanowego!.

Nukleotydy cykliczne: cykliczny 3°5’-AMP (cAMP) i cykliczny 3°5’-GMP
(cGMP) stanowig odrgbng grupg zwigzkoéw, dla ktérych prekursorami sg odpowiednie
trojfosforany: ATP 1 GTP. Powstajg one na drodze reakcji cyklizacji, zachodzacej przy
udziale odpowiednio — cyklazy adenylanowej 1 cyklazy guanylanowej. Polega ona na
polaczeniu wegli 5° 1 3’ rybozy wigzaniem fosfodiestrowym poprzez jedna grupe
fosforanowal*.

Nukleotydy monofosforanowe moga powstawac na drodze syntezy de novo lub
poprzez degradacje kwasow nukleinowych i pochodnych nukleotydowych (dwu- i
trojfosforanowych).

Degradacja nukleotydow purynowych w organizmie cztowieka prowadzi
ostatecznie do powstania kwasu moczowego, ktéry wydalany jest z moczem.
Nukleotydy pirymidynowe degradowane sa do NH,", CO, oraz trzeciego produktu,
ktérym w przypadku rozpadu cytozyny i uracylu jest B-alanina, natomiast w przypadku

tyminy — B-aminoizomaslan'),



1.1.1 Rola nukleotydow

Nukleotydy odgrywaja kluczowa rolg w funkcjonowaniu organizmu. Jedng z
ich funkcji jest udziat w przenoszeniu informacji genetycznej. Elementami sktadowymi
kwasow nukleinowych sg nukleotydy zawierajace jedng grupe fosforanowg. Sekwencja
nukleotydow wchodzacych w sktad kwasow nukleinowych determinuje budowe oraz
funkcje bialek powstajacych w procesie translacjil™).

Nukleotydy wystepuja takze w formie ,,wolnej” petnigc szereg waznych funkcji
w komorce. Sg bardzo dobrg formg magazynowania i przenoszenia energii. Szczegolnie
wazng role nosnika energii odgrywa adenozynotrdjfosforan (ATP). Magazynuje on
energic powstala w wyniku procesow oddychania komoérkowego oraz reakcji
katabolicznych. Z drugiej strony stanowi wazne zrodto energii dla reakcji syntezy oraz
transportu aktywnego przez blony biologiczne. Bierze udzial w pracy migsni, w tym
réwniez migsnia sercowego oraz uczestniczy w utrzymaniu gradientu jonowego po obu
stronach blon biologicznych. Obok ATP udzial w przemianach energetycznych ma
takze GTP, UTP i CTP!*.

Nukleotydy uczestniczag w regulacji reakcji enzymatycznych jako efektory
allosteryczne (ATP, AMP) oraz jako elementy kofaktoréw enzyméw (koenzym A), a
GTP takze jako ligand biatek G2/,

Nukleotydy wuczestnicza w syntezie glikogenu 1 glikozoaminoglikanow
(UDP-glukoza, UDP-galaktoza). Biora udzial w glikozylacji biatek, przemianie
galaktozy oraz syntezie fosfolipidow.

Cykliczne nukleotydy uczestniczg w przetwarzaniu i przesytaniu sygnatow.
Pelnig one role wtornego przekaznika sygnatu pochodzacego z receptorow btonowych
dla hormonéw, przez co warunkuja oddzialywanie hormonu na komorke. Cykliczny
3’5’-AMP (cAMP) aktywuje swoiste kinazy biatkowe. Zwigksza przepuszczalnosé
bton komorkowych. Jest wtornym przekaznikiem posredniczacym w dziataniu wielu
hormonéw (np. noradrenaliny i glukagonu) wptywajac na regulacje szeregu procesOw
(w tym rozpad i synteze glikogenu!® oraz przemiany lipidow!)).

Zwigkszenie stezenia cyklicznego 3°5’-GMP (¢cGMP) w komoérce powoduje
aktywacje¢ kinazy biatkowej G. ¢cGMP bierze udziat w odpowiedzi komorkowej na
tlenek azotu przyczyniajac si¢ do relaksacji miesni gtadkich (np. rozkurczu naczyn
krwiono$nych zaleznego od funkcji $rodblonkal®). Uczestniczy w agregacji ptytek

krwil®), a takze w procesie przetwarzania bodzcéw wzrokowych!*.



Ponadto nukleotydy i1 nukleozydy zewnatrzkomoérkowe poprzez pobudzenie
receptoréw purynergicznych (nukleotydowych) reguluja szerokie spektrum procesow
fizjologicznych. Adenozyna, poprzez pobudzenie receptoréow z grupy P1 (Aj, Aza, Azs,
As) wykazuje dziatanie modulujace prace uktadu sercowo — naczyniowego, nerwowego

oraz immunologicznego!”.

Zwigkszone stezenie adenozyny wykazuje dziatanie
przeciwzapalne'®!, a nadekspresja receptorow Al oraz A3 u myszy wykazuje efekt
kardioprotekcyjny!”). Pobudzenie receptoréw P1 dziala zwykle antagonistycznie
wzgledem pobudzenia receptorow P2 przez ATP i ADP. Oba nukleotydy wykazuja
dziatanie na receptory z grup P2Y (receptory metabotropowe - 8 podtypow) oraz P2T.
Dodatkowo ATP wykazuje dziatanie na receptory z grupy P2X (receptory jonotropowe
- 7 podtypow). Receptory z grupy P2 moga by¢ rowniez pobudzone przez nukleotydy
pirymidynowe (UTP, UDP) oraz ich zwigzki cukrowe (UDP-glukoza, UDP-galaktoza,
UDP-glukuronian) 7). Nukleotydy zewnatrzkomorkowe reguluja funkcje ukladu
nerwowego, napigecie $cian naczyn krwionosnych oraz stymulujag rozwoj stanu
zapalnego!”%. Ponadto moga bra¢ udziat w regulacji wzrostu kosci oraz wplywaé na
przyspieszenie wapnienia zastawek w sercul*®l. Receptory purynergiczne sa szeroko
rozpowszechnione u ludzi i zwierzat, jednak fizjologiczny efekt ich pobudzenia czgsto
jest rozny w roznych tkankach u roznych gatunkow!®). Nastrecza to wielu problemow z
jednoznacznym okresleniem ich funkcji oraz moze by¢ jednym z czynnikow
utrudniajacych praktyczne zastosowanial* 2,

Nukleotydy sa ponadto sktadnikami aktywnych metabolitow, np.:
S-adenozylometioniny (donora rodnika metylowego w reakcjach metylacji), PAPS
(koenzymu 1 donora grupy siarczanowej w reakcjach katalizowanych przez
sulfotrasferazy), UDP-glukozy czy CDP-choliny.

Analogi nukleotydéw sa szeroko stosowane w leczeniu niektorych chordb. np.
nowotworowych (5-fluorouracyl, 5-fluorourydyna) i wirusowych (np. azydotymidyna

(AZT), dideoksycytydyna, dideoksyinozyna uzywane w terapii HIV).

1.1.2  Nukleotydy nietypowe

Zwiazki o budowie odmiennej od klasycznej, zachowujace jednak strukture

nukleotydu, okres$lane sg one mianem nukleotydéw nietypowych.



Najwazniejszym przedstawicielem tej grupy jest NMN, czyli mononukleotyd
nikotynamidowy. Zwigzek ten w miejscu klasycznej zasady azotowej zawiera,
nietypowy dla nukleotydow, nikotynamid. NMN, wraz z ATP, sg substratami do
syntezy dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD") oraz jego ufosforylowane;
postaci — NADP 112141,

Drugim waznym zwigzkiem z tej grupy jest mononukleotyd flawinowy (FMN)
zawierajacy trojpierscieniowa zasade azotowa — dimetyloizoalloksazyne. FMN
wchodzi w sktad dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD), koenzymu bioracego

udziat w wielu reakcjach metabolicznych™%).

1.2 Synteza i metabolizm NAD"

Gltéwnymi prekursorami NAD sg nikotynamid oraz kwas nikotynowy — zwigzki
okreslane wspolnie jako witamina Bj;. Nikotynamid jest przeksztalcany do
mononukleotydu (NMN), a nastepnie tworzy dinukleotyd nikotynamidoadeninowy w
reakcji katalizowanej przez adenylotransferaze¢ NMN. Z kwasu nikotynowego w
pierwszym etapie powstaje dinukleotyd adeninonikotynowy, ktory ostatecznie
przeksztatcany jest do NAD" w reakcji katalizowanej przez jedng z syntetaz NAD" —
hydrolizujaca glutaming lub zalezna od amoniaku. Synteza NAD' moze odbywaé sie
takze de novo na drodze przemian tryptofanu!*42¢!,

Degradacja NAD" przebiega wielokierunkowo. Gtéwna droga jego rozpadu sa
reakcje, w ktorych NAD' jest substratem. Mozna do nich zaliczy¢ synteze cyklicznej
ADP-rybozy, mono- lub poli-ADP-rybozylacje, jak réwniez reakcje deacetylacji
katalizowane przez niektore sirtuiny. Produktem tych przemian jest migdzy innymi

16171 NAD" moze by¢ rowniez przeksztalcany do NADP™ w reakcji

nikotynamid
katalizowanej przez kinaze NAD' oraz degradowany do NMN przy udziale
pirofosfatazy NAD™*®). Przemiana NMN do nikotynamidu moze przebiegaé
bezposrednio przy udziale fosforybozylotransferazy nikotynamidu lub z utworzeniem
rybozydu nikotynamidu. Rybozyd nikotynamidu moze nastepnie zosta¢ zdegradowany
do nikotynamidu w reakcji katalizowanej przez fosforylaze nukleozydowa
nikotynamidu lub ponownie przeksztalcony do NMN przy udziale kinazy
18]

rybozylonikotynamidu, enzymu opisanego niedawno przez Bieganowskiegol

Rybozyd nikotynamidu moze rowniez zosta¢ przeksztalcony do 4PYR w reakcji



katalizowanej przez oksydaze aldehydows. Jest to najbardziej prawdopodobne zrodto
tego zwigzku w organizmie (dane wtasne, nieopublikowane). Katabolizm nikotynamidu
obejmuje metylacje w pozycji 1, w wyniku czego powstaje N-1-metylonikotynamid
(MNA)*°!a nastepnie 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-I1-metylo-2-pirydono-5-karboksyamidu (Met2PY).
Powstale metabolity wydalane sa z moczem!2%-21:22:23],

Metabolizm NAD" przedstawiono schematycznie na rycinie 1, a doktadny opis

zachodzacych reakceji zamieszczono w tabeli 1.

NaRib

e

4PYR Met2PY MetdPY

N/

Wydalanie z moczem

Ryec. 1. Schemat gtéwnych szlakow powstawania i degradacji NAD".

Objasnienia: NAD — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy; NA — nikotynamid;
Nac — kwas nikotynowy; NacAD - dinukleotyd nikotynoadeninowy;
NMN - mononukleotyd nikotynamidu; NaRib — rybozyd nikotynamidu;
MNA - Nl-metylo nikotynamid; TRP — tryptofan; 4PYR — 4-pirydono-3-
karboksyamid; 4PYMP — monofosforan 4-pirydono-3-karboksyamidu;
4PYTP — trojfosforan 4-pirydono-3-karboksyamidu; Met4PY — N-1-metylo-4-
pirydono-3-karboksyamid; Met2PY — N-1-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid.



Tabela 1. Enzymy oraz katalizowane przez nie reakcje zwigzane z metabolizmem

NAD".
Nr Nazwa Enzymu E.C. Katalizowana reakcja
1 Glikohydrolaza NAD" (CD38) 3.2.2.5 NAD' + H,0 <> NA + ADP-ryboza
NAD" glycohydrolase /
ADP-ribosyl cyclase *
2 Glikohydrolaza NAD(P)" (CD38) 3.2.2.6 NAD(P)" + H,0 < NA + 2’-fosforan
ADP-ribosyl cyclase / ADP-rybozy
cyclic ADP-ribose hydrolase
3 Polimeraza poli(ADP-rybozy) 2.4.2.30 NAD" + (ADP-rybozylo),-akceptor <>
NAD" ADP-ribosyltrasferase NA + (ADP-rybozylo),, -akceptor + H"
4 Mono ADP-rybozylo-transferaza  2.4.2.31  NAD' + L-Arg(biatko) <> NA +
NAD " -protein-arginine N®-(ADP-rybozylo)-L-Arg(biatko)
ADP-ribosyltrasferase
5 Deacetylaza histondow (sirtuiny) 3.5.1.98  Hydroliza N(6)-acetylolizyny histonéw z
Histone deacetylase uwolnieniem deacetylowanych histonéw
6 Fosforybozylotransferaza 2.4.2.12 NMN + PPi < NA + PRPP

nikotynamidu

Nicotinamide phosphoribosyltranferase

7 Fosforylaza nukleozydu
nikotynamidowego
Purine-nucleoside phosphorylase

8 5’-nukleotydaza
5 -nucleotidase

9 Kinaza rybozylonikotynamidu
Ribosylnicotinamide kinase

10 Deaminaza nikotynamidowa
Nicotinamidase

11 Nl-metylotransferaza
nikotynamidu
Nicotinamide N-methyltransferase

12 Oksydaza aldehydowa
Aldehyde oxidase

13 Adenylotransferaza NMN
Nicotinamide-nucleotide

adenylyltransferase

2.4.2.1

3.1.3.5

2.7.1.22

3.5.1.19

2.1.1.1

1.2.3.1

2.7.7.1

NARib + Pi & NA + R-1-P+ H”

NMN + H,O < NARib + Pi

ATP + NARib < ADP + NMN

NA + HzO <« Nac + NH3

NA + SAM < MNA + SAH

MNA +H20 + 02 -

Met4(2)PY + H,0,
NMN + ATP < NAD" + PPi

10



Tabela 1 c.d.

Nr Nazwa Enzymu E.C. Katalizowana reakcja
14 Syntetaza NAD" zalezna od 6.3.1.5 NaAD' + ATP + NH; <
amoniaku NAD® + AMP + PPi

NAD" synthase
15 Syntetaza NAD" hydrolizujaca 6.3.5.1
glutaming
NAD" synthase
(glutamine-hydrolysing)

16 Pirofosfataza NAD" 3.6.1.22
NAD" diphosphatase

17 Kinaza NAD" 2.7.1.23
NAD" kinase

NaAD" + ATP + L-Gln + H,0 «
NAD"' + AMP + PPi + L-Glu

NAD" + H,0 <> NMN + AMP

NAD" + ATP <> NADP" ADP

* Kursywa zaznaczono nazwy enzymOw rekomendowane przez Komitet Nomenklatury
Migdzynarodowej 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)

11



1.2.1 Rola NAD"

Dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (NAD") oraz jego ufosforylowana
pochodna (NADP") sa jednymi z wazniejszych i bardziej rozpowszechnionych
czasteczek w organizmie. Ich gléwng funkcjg jest przenoszenie protonéw w wielu
procesach oksydoredukcyjnych. NAD" jest waznym elementem przemian nukleotydéw
(w syntezie GMP) oraz katabolizmu kwaséw ttuszczowych. Bierze réwniez udzial w
metabolizmie aminokwaséw w mitochondriach (np. deaminacja oksydacyjna
glutaminianu). Jest akceptorem protondéw pochodzacych z glikolizy oraz cyklu Krebsa
stanowiagc jednoczeénie zrodto energii dla tancucha oddechowego. NADP™ jest
zaangazowane w cyklu pentozowym oraz syntezie lipidow . Wszystkie te reakcje
wykorzystuja NAD" lub NADP" nie wptywajac jednoczesnie na jego pule komoérkowa.
Co wigcej, do niedawna uwazano, ze funkcja przeno$nika protondw jest jedyna funkcja
NAD" w organizmie. Istnieje jednak grupa reakcji, w ktérych NAD" zuzywany jest
jako substrat, co w konsekwencji prowadzi do jego degradacji.

Jedng z  najwazniejszych  reakcji zuzywajacych  NAD'™  jest
poli-(ADP  rybozyl)acja. Jest to reakcja katalizowana przez polimeraze
poli(ADP-rybozy) (PARP) zachodzaca gldwnie w odpowiedzi na uszkodzenie DNA
spowodowane czynnikami zewnetrznymi, takimi jak: promieniowanie jonizujace,
wolne rodniki czy zwiazki alkilujace®*). Aktywacja enzymu nastepuje po polaczeniu z
uszkodzonym DNA, co powoduje degradacje znacznych ilosci NAD" z wytworzeniem
nikotynamidu i ADP-rybozy. Czasteczki ADP-rybozy (ADPR) wykorzystywane sa
nastepnie do utworzenia dlugich rozgalezionych polimerow, ktére po potaczeniu z
biatkiem akceptorowym modyfikuja jego strukture i funkcje!?®. W ten sposob
modyfikowane sg niektore biatka uczestniczace w tworzeniu struktury przestrzennej i
metabolizmie DNA (np. histony H1 i H2B!?*!, polimerazy czy topoizomerazy 2%)), ale
przede wszystkim modyfikowana jest struktura PARP. W efekcie takiej
automodyfikacji nastgpuje odlaczenie enzymu od DNA 1 naprawa uszkodzonej

25,27

struktury!?®27). Jednak rola PARP nie ogranicza si¢ jedynie do udzialu w naprawie

uszkodzonego DNA. Enzym ten uczestniczy w regulacji dhugoéci telomerdow!?®),

zachowaniu integralnosci struktury DNA, oraz wplywa na takie procesy jak

transkrypcja i apoptoza[2 5,26,27,29]
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Poli-ADP-rybozylacja w normalnych warunkach jest procesem naprawczym i
regulacyjnym. W niektorych sytuacjach moze jednak prowadzi¢ do negatywnych
skutkow. Utworzenie wielu dhugich, rozgatezionych tancuchow poli(ADP-rybozy)
wymaga uzycia w krotkim czasie wielu czasteczek NAD'. W przypadku znacznego
uszkodzenia DNA zbyt wysoka aktywno$¢ PARP moze w przeciggu kilku minut
doprowadzi¢ do nadmiernego zuzycia NAD", a nawet do catkowitego wykorzystania
komorkowej puli tego zwiazku prowadzac do zaburzenia syntezy ATPP%. Wykazano,
ze nadmierna aktywacja PARP moze rowniez dotyczy¢ niektorych chordb, w tym:
zawalu serca, cukrzycy, procesow zapalnych i neurodegeneracyjnych. Inhibitory PARP
moga sta¢ sie waznym elementem terapii tych choréb®*>2!,

Kolejng reakcja wykorzystujaca ADP-ryboze (ADPR) pochodzaca z NAD" jest
mono-ADP-rybozylacja polegajaca na modyfikacji biatka akceptorowego poprzez
enzymatyczne polaczenie jednej czasteczki ADPR z jednym z aminokwasow
(u eukariontow gtownie z argining). Reakcje tego typu, katalizowane przez monoADP-
rybozylotransferazy z grup ART 1-5, powodujag w znacznej wigkszosci zahamowanie
aktywnosci biatka akceptorowego (np. Ca**ATPazy, dehydrogenazy aldehydowej)!2®.

Odmienng grupa enzyméw zuzywajacych NAD' sa deacetylazy biatkowe z
grupy SIRT (sirtuiny - SIRT1 do SIRT7). Mechanizm dziatania sirtuin polega na
przeniesieniu grupy acetylowej (SIRTI1, 2, 3, 7), bursztynianowej (SIRT 5) lub
lipidowej (SIRT 6) z reszty aminokwasowej acetylolizyny tancucha peptydowego na
ADPR, modyfikujac w ten sposob tadunek i funkcje docelowego biatka*>!. Uwaza sie,
ze sirtuiny stanowig wazny element odpowiedzi komoérkowe] na stres wywolany

34,35

niedoborem substancji odzywczych lub oddziatywaniem toksycznym! 1. Poprzez

modyfikacje czynnikoéw transkrypcyjnych (FOXO, p53, NFKappaB) uczestniczg w

[35]

, Majg wptyw
1. Poprzez deacetylacje

regulacji procesow zapalnych 1 apoptozie, zapobiegaja nowotworzeniu
na adaptacje do warunkow stresowych i przezycie komorkil**
enzymoOw odpowiadajag za regulacje utleniania kwaséw tluszczowych, glikolizy,
wydzielania insuliny i biosynteze acetylo-CoA w mitochondriach®>>>¢!. Ochronna rola
sirtuin stwarza nadzieje na opracowanie terapii choréb zwigzanych z dziataniem
toksyn, nowotworéw oraz choréb neurodegeneracyjnych w oparciu o ich
aktywnogél>3=34,

W ostatnich latach znaczaco wzrosto znaczenie NAD' jako elementu szlakow

. . . + . ’ ’
sygnatowych zwiazanych z uwalnianiem Ca>". Jednym z mechanizméw szczegdlowo
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opisanych w literaturze jest rozpad NAD" z wytworzeniem ADPR, ktora nastepnie
przeksztatcana jest w cykliczng form¢ — cykliczng ADP-ryboze (cADPR). Reakcja
cyklizacji ADPR katalizowana jest u ludzi przez CD38, biatko znane dotychczas jako
powierzchniowy antygen limfocytow T. Istniejg jednak przypuszczenia, ze zachodzi
ona roOwniez przy udziale innych, cytozolowych enzyméw posiadajgcych aktywnosc
cyklazy ADPR!?®). Cykliczna ADP-ryboza, oddziatywujac na receptory ryanodynowe,
powoduje uwolnienie wewnatrzkomorkowej puli Ca’’, dzieki czemu odgrywa
kluczowa role w procesie wydzielania insuliny w komodrkach B trzustki oraz soku

trzustkowego w pecherzykach wydzielniczych!?¢-7).
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1.3 1-p-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamid (4PYR)

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

4PYR jest modyfikowanym nukleozydem sktadajacym si¢ z nikotynamidu
utlenionego w pozycji czwartej pierscienia pirydynowego oraz rybozy potaczonej z
azotem piercienia pirydynowego wiazaniem B-glikozydowym (Ryc. 2)1*%!. Jego masa
czasteczkowa wynosi 270 g/mol. W warunkach fizjologicznych wystepuje w formie

niezdysocjowanej, natomiast ponizej wartoéci pH = 2 wystepuje jako kation[*®),

O O
|

C

\NH2

Ryc. 2. Wz6r chemiczny 4PYR.

Pierwszej identyfikacji 4PYR dokonal Dutta 1 wsp. opisujac zwiazek
wyizolowany z ludzkiego moczu*®. Byla to jedna z nielicznych prac prawidtowo
okreslajaca jego struktur¢ chemiczng. 4PYR wielokrotnie opisywany byt blednie jako
jego izomer strukturalny — 2PYR — posiadajacy grupe karbonylowa w pozycji 214°7431,
Dopiero w 1989 roku Mills i wsp. dokonat analizy wszystkich izomeroéw strukturalnych
wystepujacych w moczu ludzkim okreslajac ich procentowa zawarto$§¢. Wynosi ona
okoto 90% dla 4,3-PYR, 9% dla 2,5-PYR i okoto 0,1% dla 2,3-PYR. Praca ta byla

swego rodzaju przelomem w badaniach nad 4PYR, poniewaz wykazano, ze niemal

wszystkie dotychczasowe badania opisujace rybozyd utlenionego nikotynamidu
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w rzeczywistosci dotyczyly, przewazajacej w moczu, izoformy 4,3-PYRE®. 4PYR
wystepuje w organizmie ludzkim gtéwnie jako anomer BI*°. W moczu ludzkim

(441 " Przypuszczalnie wszystkie izomery

wystepuje rowniez w formie anomeru o
strukturalne mogg by¢ zwigzane z ryboza wigzaniem a-glikozydowym, co daje w sumie
az 6 mozliwych form izomerycznych nie réznigcych si¢ masg. Wszystkie natomiast
réznig si¢ od siebie wlasciwosciami fizykochemicznymi, co daje mozliwo$¢ ich
rozdzialu i niezaleznej analizy za pomoca metod chromatograficznych!>*+4%),

Problemy z jednoznacznym okresleniem struktury chemicznej oznaczanego
zwiazku wprowadzily znaczny chaos w nomenklaturze 4PYR. W literaturze stosowano
rozne skroty zaczynajac od najczeéciej uzywanych: 4PYRM%4” i PCNRM“®!, poprzez te
mniej znane: GNI*®! 4Py-R[*®! czy 4KN-riboside!*®!. Réwnoczesnie skrétem 4-Pyr
okreslane byly inne zwiazki, np. N1-metylo-4-pirydono-3-karboksyamid'®®. Obecnie
najczesciej uzywanym skrotem dla dominujacej formy tego zwigzku jest 4PYR.
Ujednolicenie nazewnictwa wraz z pojawieniem si¢ zaawansowanych metod

analitycznych umozliwito uporzadkowanie nomenklatury dotyczacej 4PYR oraz realng

oceng dotychczasowej wiedzy.

1.3.2 Metabolizm 4PYR i jego pochodne

4PYR jako zwigzek o budowie zblizonej do nikotynamidu moglby powstawaé
zarébwno na drodze syntezy de novo z tryptofanu jak i na drodze przemian NAD'.
Wykazano jednak brak zwiazku pomiedzy ilo$cig przyjmowanego z pokarmem

(221 " Sugerowano

tryptofanu czy nikotynamidu, a iloscig 4PYR wydalang z moczem
rowniez, ze 4PYR moze pochodzi¢ z rozpadu tRNA. Potwierdzeniem tej tezy miato
by¢ podwyzszone stezenie 4PYR w moczu u pacjentéw z choroba nowotworowa,
ktorzy charakteryzuja sie intensywnym metabolizmem kwaséw nukleinowychl*®!.
Obecnie uwaza si¢ jednak, ze gtownym zrodlem 4PYR w organizmie cztowieka jest
szlak przemian NAD" [2%-5%],

Najbardziej prawdopodobnym prekursorem 4PYR jest rybozyd nikotynamidu.
Jest on utleniany przez oksydaze aldehydowa, enzym wykorzystujacy kofaktor
molibdenowy, w procesie przypominajacym detoksykacje pierwszej fazy. U dzieci z

deficytem kofaktora molibdenowego nie stwierdzono we krwi obecnosci pochodnych
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4PYR®. Ponadto nie udato si¢ wyizolowaé wolnej utlenionej zasady'®. Wystepuje
ona tylko w polaczeniu z ryboza lub grupa metylowa, co §wiadczy o tym, ze dopiero
podstawienie pozycji pierwszej pierscienia daje mozliwos¢ podstawienia grupy
karbonylowej w pozycji czwartej lub drugie;j.

Zsyntetyzowany w watrobie 4PYR przedostaje si¢ do osocza, gdzie moze

wystepowaé w formie wolnej badz zwiazanej z biatkamil®!!

. Czes¢ zwiazku ulega
dystrybucji do erytrocytéw, w ktorych nastepuje jego bardzo szybka fosforylacja do
monofosforanowej pochodnej — 4PYMP. Proces jest bardzo intensywny, przez co
wiekszos¢ puli 4PYR wystepuje w formie monofosforanu w erytrocytach. 4PYMP
przeksztatcany jest dalej do dwu- i trojfosforanu, jednak proces ten nastepuje znacznie
wolniej. Najbardziej prawdopodobnym enzymem przeksztalcajagcym 4PYR do
fosforanowych pochodnych jest kinaza adenozyny. W obecno$ci jodotubercydyny
(selektywnego inhibitora kinazy adenozyny) proces ten zachodzi w stopniu
minimalnym. Z duzym prawdopodobienstwem mozna przypuszczaé, ze kinaza
rybozydu nikotynamidu w niewielkim stopniu jest odpowiedzialna za przeksztalcenie
4PYR do 4PYMP!®?,

4PYR wydalany jest w znacznym stopniu przez nerki, a klirens wydalania
4PYR z moczem jest wigkszy niz klirens kreatyniny. Intensywnos$¢ tego procesu i
znaczna roznica stezen pomiedzy osoczem, a moczem $wiadczg o jego aktywnym

charakterze!”!,

1.3.3 Znaczenie 4PYR

4PYR fizjologicznie wystepuje w osoczu zdrowych ludzi w stezeniu 0,013 +
0,006 pmol/l i wydalany jest z moczem w ilosci 26,7 + 18,2 pmol/24h!”). Wartosci te
moga si¢ rozni¢ w zaleznosci od wieku. Stezenie 4PYR w osoczu i moczu réwniez
moze znaczaco zmieniac si¢ w przebiegu roznych patologii.

Od wielu lat uwaza si¢, ze nukleozydy wydalane z moczem mogg byc¢
markerem niektoérych chordob, w tym o charakterze nowotworowym. W licznych
publikacjach opisywano wyrazng zalezno$¢ pomigdzy procesem nowotworzenia, a
stezeniem nukleozydow wydalanych z moczem!*>4%52-5¢]. Badania dotyczace 4PYR
wykazaly, ze rdwniez ten nukleozyd moze stuzy¢ jako marker rozwoju niektorych

choréb nowotworowych. Jego stezenie w moczu istotnie wzrasta u pacjentow w
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55]

przypadku zaawansowanych nowotworéw ztosliwych (réznego typu)'>®!, u chorych na

45,57

przewlekla biataczke szpikowal ] jak rowniez w przebiegu ostrych postaci biataczki

szpikowej i limfoblastycznej*®). Oznaczany byl w moczu pacjentéw ze ztosliwym

[58,59] 60] [61]

miedzybtoniakiem , rakiem jajnikal®® oraz rakiem nosowej czeéci gardtal®,
Interesujace wyniki badan z udziatem oso6b zakazonych HIV przedstawil Interieri et.
al.[®2l. 4PYR (opisany jako PCNR) zaliczony zostat tu do grupy czynnikéw, ktorych
stezenie w osoczu moze stanowi¢ podstawe do rokowania wzgledem czasu rozwoju
AIDS, a zatem wzgledem dtugosci przezycia zakazonych wirusem.

Najwigksze zmiany w stezeniu 4PYR w osoczu wystepuja jednak u chorych z
przewlekta chorobg nerek. U tych pacjentow zaobserwowano podwyzszone stezenie
4PYR w osoczu, 40-krotnie przekraczajace stezenie tego zwigzku u oséb zdrowych.
Stwierdzono takze wzrost stezenia pochodnych 4PYR — 4PYMP oraz 4PYTP w
erytrocytach!®”). Interesujacy wydaje si¢ rowniez proces fosforylacji zwiazku do
trojfosforanu, ktory akumuluje si¢ w erytrocytach znacznie wolniej niz monofosforan.
Jego stezenie utrzymuje si¢ na wysokim poziomie nawet do sze$ciu miesiecy po
przeszczepie nerki, podczas gdy stezenie 4PYMP 1 4PYR po transplantacji szybko
osiaga warto$ci zblizone do tych obserwowanych u 0sob zdrowych!*”".

Struktura chemiczna 4PYR moze by¢ czynnikiem determinujacym jego wpltyw
na enzymy szlaku przemian NAD', natomiast nukleotydowe pochodne 4PYR moga
mie¢ wplyw na funkcjonowanie enzymow zaangazowanych w szlaki przemian
niektorych nukleotydéw (np. ATP)7°2¢3] Dotychczasowe badania wykazaly jednak
jedynie niewielka aktywacje hydrolazy S-adenozylohomocysteiny (SAHH) pod
wptywem inkubacji lizatéw erytrocytéw ludzkich z 4PYRI®3, Wydaje sig, ze znacznie
wiekszy wpltyw na procesy metaboliczne ma 4PYMP — bezposredni metabolit 4PYR.
Wykazano, ze podczas inkubacji z lizatem erytrocytéw hamuje on deaminaz¢ AMP
(AMPD)!**!, enzym katalizujacy przemiane AMP do IMP, co moze sugerowaé dzialanie
kardioprotekcyjne 4PYMP*5. Podobny efekt zauwazono podczas inkubacji 4PYMP

z homogenatem serca oraz w kardiomiocytach szczurzych®*

. Jest to zaskakujace
biorac pod uwage wczesniejsze spekulacje zakladajace, ze 4PYR moze by¢
aktywatorem AMPD w erytrocytach®?. 4PYMP moze réwniez w pewnym stopniu
hamowa¢ aktywno$¢ APRT oraz ekto-5’nukleotydazy in vitro, jednak konieczno$¢

uzycia wysokiego stezenia zwigzku, jakie bylo potrzebne do wywotania znaczacych
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zmian aktywnos$ci enzymatycznej, wyklucza wieksze znaczenie biologiczne tego
procesul®3l,

Dotychczasowe badania nad wplywem podwyzszonego stezenia 4PYR w
erytrocytach in vitro wykazaty, ze moze on mie¢ toksyczny wplyw na metabolizm
energetyczny komorki. Szybkie powstawanie nukleotydowych pochodnych 4PYR w
erytrocytach inkubowanych w obecno$ci wysokiego st¢zenia 4PYR wigzato si¢ z

47,52

obnizeniem stezenia ATP w komorce!*”-°2], Podobny efekt uzyskano podczas inkubacji
komorek $rodblonka z 4PYR!®®. Jednak, aby w petni oceni¢ toksyczno$é tego zwiazku
wzgledem uktadu sercowo — naczyniowego konieczne jest przeprowadzenie badan w
oparciu o modele eksperymentalne ex vivo lub in vivo pozwalajace na ocene funkcji

serca oraz $rodbtonka naczyniowego.
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1.4 Endogenne czynniki toksyczne w ukladzie sercowo — naczyniowym

Uktad sercowo — naczyniowy narazony jest na dziatanie rdéznorodnych
czynnikéw toksycznych, pochodzenia egzogennego oraz endogennego. Czynniki
egzogenne s3 dobrze poznane i stosunkowo tatwe do wyeliminowania lub kontroli.
Naleza do nich takie grupy substancji jak: leki nasercowe (beta blokery), leki
cytostatyczne (antracykliny), substancje zawarte w uzywkach (nikotyna, kofeina),
metale cigzkie (rte¢), monotlenki gazowe (CO) i wiele innych'®”). Toksyny endogenne
sa z kolei grupa stabiej poznang, a wigkszo$¢ z nich zaliczana jest do tzw. toksyn

mocznicowych.

1.4.1 Toksyny mocznicowe w ukladzie sercowo — naczyniowym.

Niewydolno$¢ nerek zwigzana jest z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia
choréb towarzyszacych, zwlaszcza obejmujacych uktad sercowo — naczyniowy.
Szacuje si¢, ze czestotliwos¢ wystapienia miazdzycy naczyn krwionosnych jest 5 do 30
razy wyzsza u pacjentdw z zaawansowang niewydolnoscig nerek niz u zdrowych
0s0bl®7). W grupie tej czeéciej notuje sie przypadki niedokrwienia w obrebie mozgu,
konczyn dolnych i serca. Osoby z niewydolnoscia nerek czgsciej zapadaja na choroby
naczyniowe, a przy tym rozwijaja si¢ one we wczesniejszym wieku niz u osob

68]

zdrowych!®®l. Zmniejszone wydalanie nerkowe prowadzi do akumulacji we krwi

zwigzkow aktywnych biologicznie mogacych mie¢ wptyw na funkcj¢ wielu narzadow
organizmu. Zwiazki te zalicza si¢ do szerokiej grupy toksyn mocznicowych. W 2003
roku do grupy tej zaliczano okoto 90 zwiazkéw!®® jednak liczba ta stale wzrastal”%"*,
Uklad sercowo — naczyniowy, jako pierwsza bariera dla toksycznych metabolitow
nagromadzonych w osoczu, jest najbardziej narazony na ich dzialanie, a najcze¢sciej
spotykane dysfunkcje zwigzane z niewydolnoscig nerek to nadci$nienie, stres

[72

oksydacyjny, stan zapalny i zwloknienial’?. Uwaza sie, ze niewydolno$¢ nerek i

zwigzane z nig znaczne nagromadzenie toksyn mocznicowych jest jednym z
najwazniejszych czynnikOw ryzyka rozwoju chorob sercowo — naczyniowych,

[68

przewyzszajac klasyczne czynniki, takie jak nadcisnienie czy otyto$é!®®. Do najlepiej

20



poznanych toksyn mocznicowych o udowodnionym wptywie na uktad sercowo —
naczyniowy nalezg homocysteina oraz asymetryczna i symetryczna dimetyloarginina.
Jedng z najwczes$niej opisanych toksyn mocznicowych jest homocysteina

(Hey)!”?). Powstaje ona z metioniny i moze by¢ przeksztalcana ponownie do metioniny

74]

oraz do cysteiny przy udziale witamin z grupy B! Podwyzszone stezenie

homocysteiny we krwi, wigze si¢ ze zwigkszong proliferacja w obrebie migsnidwki
gladkiej naczyn krwionos’nych[75]. Hiperhomocysteinemia prowadzi rowniez do zmian
miazdzycowych 1 podwyzszonego ryzyka wystgpienia ostrych epizodow

wiencowych!747¢77] zakrzepicy zyt glebokich!”®), choroby niedokrwiennej i zawatow

[78,79,80

serca’ ], Proby leczenia hiperhomocysteinemii poprzez podanie kwasu foliowego,

witaminy B¢ 1 witaminy Bj, prowadzily do zmniejszenia st¢zenia homocysteiny w

osoczu, jednak zmniejszenie ryzyka wystgpienia choréb sercowo — naczyniowych jest

niejednoznacznel -8,

Zwigzkiem zaliczanym do grupy toksyn mocznicowych jest takze asymetryczna
dimetyloarginina (ADMA)!*2. ADMA jest analogiem argininy, wykazujacym dziatanie
hamujace wzgledem §rodblonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS)#*#*. W efekcie
dochodzi do zmniejszenia wydzielania tlenku azotu, zmniejszenia jego funkcji
rozkurczowej i ochronnej wzgledem naczyn krwionoénych!®®. Wykazano, ze

podwyzszone stezenie ADMA w osoczu spowodowane niewydolnoscia nerek

82,84] 86]

przyczynia si¢ do wzrostu ciénienia tetniczegol , rozwoju miazdzycy'®®, zmian

przerostowych i funkcjonalnych migénia sercowego!®”!

szyjnejt®4).

oraz zgrubienia tetnicy
Zoccali sklasyfikowal asymetryczng dimetyloargining jako drugi w
kolejnosci (po wieku pacjenta) czynnik ryzyka zwigzany ze $miertelnoscig oraz
czestoscig wystepowania epizodow niedokrwiennych u chorych z niewydolno$cia
nerek!#®].

Symetryczna dimetyloarginina (SDMA), izomer strukturalny ADMA, jest
kolejnym zwigzkiem, ktorego st¢zenie wzrasta w przebiegu niewydolnosci nerek. W
przeciwienstwie do AMDA, SMDA nie wykazuje wlasciwo$ci hamujacych na
aktywno$¢ eNOS, jest jednak inhibitorem kompetycyjnym transportu L-argininy przez
bton¢ komorkowa komorek srodbtonka, bedacej donorem tlenku azotu w reakcji
katalizowanej przez eNOS!®*°%). Udziat SDMA w rozwoju nadci$nienia zaleznego od

[82]

dysfunkcji $rodblonka nie zostat w pelni udowodniony Poprzez aktywacje

NF-kappaB, a w efekcie zwigkszong ekspresje I1-6 1 TNF-a SDMA moze by¢
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promotorem rozwoju stanu zapalnego zwigzanego z przewlekla niewydolnos$cig
nerek®%).

Nowa grupe zwigzkow zaliczanych do toksyn mocznicowych stanowig
pochodne nikotynamidu. Do dobrze poznanych zwigzkoéw z tej grupy nalezg utlenione
pochodne MNA: Met-2-PY oraz Met-4-PY[°2-232495] (metabolizm tych zwiazkow
przedstawiono na rycinie 1), z ktorych pierwszy wilaczony zostat do grupy toksyn
mocznicowych przez ,,European Uremic Toxin Group™’®!. Wykazano, ze oba zwigzki,
podobnie jak nikotynamid, hamuja aktywno$¢ polimerazy poli(ADP-rybozy)
(PARP-1)°%°7! co w przebiegu niewydolnosci nerek moze mie¢ kluczowe znaczenie
dla zachowania integralnosci genomu, a w efekcie przyczynia¢ si¢ do zwiekszonej
zapadalnosci na choroby nowotworowe!°®). Do grupy tej zaliczono rowniez 4PYR oraz
jego pochodng 4PYTP!®*!. Metabolizm 4PYR oraz jego toksyczne efekty zostaty
czgsciowo poznane i1 przedstawione w oparciu o badania in vitro w preparatach
erytrocytow oraz w hodowlach komorek $rodbtonka (szerzej opisano w punkcie 1.2.3).
Brak jest natomiast danych dotyczacych dystrybucji oraz metabolizmu 4PYR w
pozostatych tkankach oraz wptywu podwyzszonego stezenia 4PYR na funkcj¢ uktadu

SErcowo - naczyniowego in vivo.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byla identyfikacja nieznanych metabolitow 4PYR oraz ocena

wptywu 4PYR 1 jego pochodnych na czynnos$¢ uktadu sercowo - naczyniowego.

W szczegblnosci cele pracy obejmowaly:

Identyfikacje nowego metabolitu 4PYR

Zbadanie dystrybucji 4PYR i jego pochodnych w tkankach zwierzat
Ocene wplywu 4PYR na funkcj¢ sroédbtonka

b=

Ocen¢ wplywu 4PYR na funkcj¢ mechaniczng i1 krazenie wiencowe w modelu

perfundowanego serca
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Zwierzeta laboratoryjne

Do eksperymentow wykorzystano szczury rasy Wistar o masie okoto 300 g
oraz myszy C57BL/6 o masie okoto 30 g pozyskane z Trojmiejskiej Akademickiej
Zwierzetarni Doswiadczalnej. Do kazdego zabiegu operacyjnego zwierzgta znieczulano
mieszaning ketaminy (K) i1 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
podwyzszonej inwazyjnosci (stopien 3 1 4 wedlug Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa
Wyzszego) dawke anestetyku zwiekszano 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 doswiadczen na zwierzetach w Gdansku (uchwata nr 15/2008 z dn. 9.06.2008;
uchwata nr 26/2011 z dn. 11.07.2011) oraz po uzyskaniu zezwolenia Dziekana
Wydzialu Lekarskiego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego na przeprowadzenie
doswiadczen na zwierzetach (zezwolenie nr 13/2007). Wszelkie procedury
przeprowadzane na zwierz¢tach wykonywano w oparciu o $wiatowe wytyczne
dotyczace traktowania zwierzat laboratoryjnych, technik iniekcji i pobierania materiatu

biologicznego!t®®*°°.
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3.2 Metabolizm 4PYR w modelach eksperymentalnych in vitro.

3.2.1 Inkubacja erytrocytow 7 4PYR

Procedur¢ inkubacji erytrocytow z 4PYR przeprowadzono wykorzystujac krew
ludzka. Probki krwi o objetosci okoto 3 ml pobierano od ochotnikow réznych pici w
wieku 25 — 40 lat wykorzystujac probowki prozniowe z heparynag litowag. Krew
pobierana byta przez wykwalifikowany personel medyczny. Pobrang krew przeniesiono
do probéwek typu Eppendorf i odwirowano przy 3000 obr./min. (wiréwka Hettich
Universal 320R) przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie usuni¢to osocze
wraz z warstwg leukocytow. Erytrocyty dwukrotnie plukano buforem sktadajacym sie
z: 135 mM NaCl, 5 mM KCIl, 1 mM MgSO,4, 2 mM CaCl,, 1,2 mM NaH;POq,,
5 mM glukozy, 24 mM HEPES o pH = 7,4. Do eksperymentow erytrocyty
rozcienczono buforem uzytym do ptukania, doprowadzajac do hematokrytu 20%.

Tak przygotowane erytrocyty umieszczono w probowkach typu Eppendorf po
500 ul w kazdej. Probowki umieszczono w tazni wodnej o temperaturze 37°C,
a nastepnie dodano do kazdej po 20 pl roztworu 4PYR o takim st¢zeniu, aby ostateczne
stezenie w inkubowanej probce wynosito 300 umol/l. Do probek stanowigcych kontrolg
dodano po 20 pl 0,9% roztworu NaCl. Do potowy probdéwek zawierajacych 4PYR
dodano dodatkowo inhibitor kinazy adenozyny — 5’-jodotubercydyn¢ (ITU).
Odpowiednio po 3, 6 i 12 godzinach przerywano reakcje, dodajac do probéwek 2,4 M
HCl10O4, w stosunku objetosciowym 1:1.

Inkubacje erytrocytow z réznymi stezeniami 4PYR przeprowadzono wedlug
powyzszej procedury. Do probowek umieszczonych w tazni wodnej dodano 20 pl
roztworu 4PYR o takich st¢zeniach, aby ostateczne stezenia w mieszaninach
reakcyjnych wynosity odpowiednio 0,1, 0,3 oraz 1 mmol/l. Do polowy probdéwek
dodano dodatkowo ITU. Czas trwania reakcji wynosit 3 godziny, po uptywie ktorych
przerywano reakcje dodajac 2,4 M HCIO,.

Degradacje metabolitow 4PYR (4PYMP oraz 4PYRAD) przeprowadzono przy
uzyciu erytrocytow preinkubowanych przez 3 godziny z 300 uM 4PYR wedhug
powyzszej procedury. Mieszaniny reakcyjne nie zawieraly ITU. Po uptywie 3 godzin

erytrocyty odwirowano przy 3000 obr./min. przez 5 minut w temperaturze pokojowej w
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celu usunigcia buforu zawierajacego 4PYR, po czym rozcienczono je buforem
reakcyjnym uzyskujac hematokryt 20%. Nastepnie do probek dodano ITU lub 0,9%
NaCl, a nastepnie poddano inkubacji w 37°C przez 0,5, 1, 2, 3 i 6 godzin. Po uptywie
tego czasu inkubacj¢ przerywano dodajac 2,4 M HCIO4. 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 zwierzqgt

Szczury u$piono mieszaning ketaminy i ksylazyny, po czym pobrano od nich
serce, watrob¢ 1 nerki. Pobrane narzady zwazono i przeniesiono do oddzielnych
probowek i umieszczono w lodzie. Nastgpnie tkanki homogenizowano z buforem
o temperaturze 4°C w stosunku wagowo — objetosciowym wynoszagcym 1:9
(150 mM KCI, 20 mM TRIS, 1 mM dithiothreitol, ImM EDTA, pH 7,0). Homogenaty
odwirowano przy 14000 obr./min. w temperaturze 4°C przez 30 minut (Universal
320R, Hettich), a otrzymany supernatant rozcienczono 20-krotnie buforem
inkubacyjnym (7 mM NaH;PO4, 3 mM MgSO,4, 0,4 mM EDTA, 3,3 mM cytrynian
sodu, pH 7,5). Do rozcienczonego homogenatu dodano roztwor reakcyjny
(0,6 mM roztwor 4PYR z dodatkiem 4 mM ATP, 8 mM fosfokreatyny, 5 uM EHNA,
0,2 mg/ml fosfokinazy kreatynowej i1 0,03 mg/ml miokinazy) w stosunku
objetosciowym 1:1. Do potowy probek dodano ITU w stezeniu 5 uM. Probki kontrolne
nie zawieraly 4PYR w roztworze reakcyjnym. Inkubacje prowadzono w tazni wodnej o
temperaturze 37°C przez 3h. Reakcje zatrzymano poprzez dodanie 1,3 M HCIO,.
Nastepnie probki odwirowano (14000 obr./min., 4°C, 15 min.), a zebrane supernatanty
doprowadzono do pH 6-6,5 poprzez dodanie 3M K;3PO,. Po 15 minutowej inkubacji w
lodzie probki ponownie odwirowano (14000 obr./min., 4°C, 5 min.), a supernatanty

poddano analizie z uzyciem HPLC.
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3.3 Metabolizm 4PYR oraz jego wplyw na uklad sercowo — naczyniowy w
eksperymentalnych modelach zwierzecych.

3.3.1 Farmakokinetyka 4PYR u myszy.

Krzywa eliminacji 4PYR oraz powstajacych z niego metabolitow — 4PYMP i
4PYRAD - wykonano po podskérnym wstrzyknieciu w okolice pachowa 100 pl
50 mM roztworu 4PYR rozpuszczonego w 0,9% NaCl. Pelng krew, w ktorej oznaczano
stezenia zwigzkow (okoto 30 pl) pobrano z zyly odpiszczelowej (v. saphena)
bezposrednio przed wykonaniem iniekcji, co stanowito czas zerowy, oraz doktadnie w
5, 30, 90 oraz 180 minucie od podania 4PYR. Pobrane probki krwi poddano ekstrakcji
opisanej w punkcie 3.4.3, a stezenia zwigzkoOw oznaczono w ekstraktach przy uzyciu

HPLC.

3.3.2 Zwierzece modele dlugotrwale podwyiszonego steienia 4PYR we krwi.

3.3.2.1 Infuzja dootrzewnowa 4PYR u szczura

Infuzje dootrzewnowag 4PYR wykonano przy uzyciu osmotycznych pomp
infuzyjnych firmy ALZET (model 2ML1) zapewniajacych statg, siedmiodniowg infuzje
z szybkoscig 10 ul/h. W jednej grupie pompy wypekliono 70 mM roztworem 4PYR
rozpuszczonym w 0,9% roztworze NaCl, a w drugiej, stanowiacej kontrole, pompy
wypetniono 0,9% roztworem NaCl. Procedur¢ wypetiania pomp przeprowadzono w
warunkach aseptycznych, a roztwér 4PYR bezposrednio przed umieszczeniem w
pompie przefiltrowano przez jatowy filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 um.

Do procedury implantacji pomp osmotycznych szczury znieczulono mieszaning
ketaminy 1 ksylazyny, ogolono po stronie brzusznej w 2/3 dhugosci ciata liczac od
glowy 1 zdezynfekowano skore. Nastepnie wykonano okoto lcm nacigcie skory i
znajdujacej si¢ pod nig warstwy migéni, przez ktére wsunigto pompe osmotyczng do
jamy otrzewnej. Nacigcie zamknigto poprzez zatozenie szwoéw chirurgicznych (Prolene
0-3 firmy Ethicon). Bezposrednio po implantacji pompy osmotycznej pobrano okoto
100 pl krwi poprzez punkcje zyty odpiszczelowej (v. saphena). W ten sam sposob

pobierano krew od szczurow z wszczepiong pompg osmotyczng w 1, 3 1 7 dniu infuz;ji.
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Pobrana krew zostala odwirowana przy 3000 obr./min. w temperaturze 20°C i
rozdzielona na osocze i erytrocyty, ktére nastgpnie poddano kwasnej ekstrakcji i
analizie z uzyciem HPLC. Po zabiegu wszczepienia pomp infuzyjnych szczury
umieszczono w klatkach umozliwiajacych kontrolg ilosci oddawanego moczu. Mocz
zbierano co 24 godziny, odcedzano resztki pokarmu, siersci 1 innych wickszych
nieczysto$ci na gestej gazie bawetnianej i przechowywano w -80°C do czasu dalszej
obrobki i analizy z wykorzystaniem HPLC.

Po 7 dniach od wszczepienia pomp infuzyjnych szczury poddano glebokiej
anestezji, a nast¢gpnie pobrano serce, a w dalszej kolejnosci watrobe, ptuca, nerki i
migsénie. Pobrany material natychmiast zamrozono w cieklym azocie i przechowywano

w -80°C do dalszych analiz.

3.3.2.2 [niekcje podskorne 4PYR u myszy

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

7 dni roztworem o objetosci okoto 100 ul i stezeniu 50 mM. Objetos¢ podawanego

roztworu ustalano indywidualnie dla kazdej myszy w taki sposdb, aby uzyskana dawka

zwigzku wynosita 100 mg/kg/24h. Zwiazek rozpuszczony byt w 0,9% roztworze NaCl.

Roztwoér podawano bez uprzedniego znieczulenia w okolice pachowa. Grupe¢ kontrolng
stanowily myszy otrzymujace iniekcje 0,9% roztworu NaCl.

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

w dalszej kolejnosci watrobg, pluca, nerki i migénie. Pobrany material natychmiast

zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C do dalszych analiz.

3.3.3 Wplyw 4PYR na funkcje srodblonka naczyniowego myszy.

3.3.3.1 Ocena funkcji srodbtonka naczyniowego w tetnicy udowej myszy in vivo

Funkcje s$rodbtonka naczyniowego myszy oceniono w oparciu o0
zmodyfikowang metod¢ pomiaru funkcji $rédblonka tetnicy udowej myszy opisang

[101

przez Tamure i wsp.*°*. Po 7 dniowym podawaniu 4PYR w podskérnych iniekcjach
zwierzeta znieczulono mieszaning ketaminy i ksylazyny, a nastgpnie umieszczono w

inkubatorze. Podczas calej procedury utrzymywano statg temperature ciala zwierzgcia
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na poziomie 37°C za pomocg podgrzewanego podloza z mozliwoscig regulacji
intensywnos$ci  grzania. Temperatur¢ ciata monitorowano przy pomocy sondy
doodbytniczej potaczonej z termometrem elektronicznym. Temperatura zewnetrzna w
bezposrednim otoczeniu utrzymywana byla na poziomie 30°C. W pierwszym etapie
chirurgicznie uwidoczniono 1 delikatnie wypreparowano tetnice udowsg (a. femoralis) 1
pozostawiono na 10 minut w celu wyeliminowania efektow zwigzanych z procedura
chirurgiczng. Nastgpnie zamkni¢to przeptyw krwi w tetnicy na 3 minuty zaktadajac
przeznaczony dla myszy mikrozacisk naczyniowy. Po uptywie 3 minut zacisk zdj¢to
przywracajac normalny przepltyw krwi. W efekcie dziatania sily $cinajacej wywieranej
przez krew na S$cian¢ tetnicy (Wall Shear Stress) dochodzi do rozkurczu naczynia
zaleznego od czynno$ci $rdédblonka. Po kolejnych 3 minutach réwnowazenia na
wyeksponowana tetnice zaaplikowano 100 pl 0,2% roztworu nitrogliceryny (Nitracor,
Teva), wywotujac rozkurcz niezalezny od funkcji §rédblonka.

Opisana powyzej procedura rejestrowana byta za pomoca mikroskopu-kamery
polaczonej z komputerem. Obraz zapisywany byl w wysokiej rozdzielczosci z
szybkoscig 1 klatki na sekunde. Zarejestrowany materiat postuzyt do wykonania
precyzyjnych pomiaréw mikrometrycznych $rednicy tetnicy udowej w odleglosci okoto
2 mm dystalnie od zacisku. Pomiary wykonano bezposrednio przed zatozeniem
zacisku, podczas hemostazy, 30 sekund po przywrdceniu przeptywu oraz 30 sekund po
podaniu nitrogliceryny, co stanowilo odpowiednio: warto$¢ podstawowg Srednicy
naczynia, test skuteczno$ci zacisku, warto$¢ $rednicy dla rozkurczu zaleznego od
funkcji srodblonka oraz warto$¢ srednicy naczynia podczas rozkurczu niezaleznego od
funkcji $rodbtonka.

Wyniki przedstawiono jako procentowg zmian¢ Srednicy tetnicy udowej myszy

po rozkurczu w stosunku do wartosci podstawowej wyrazonej jako 100%.

3.3.3.2 Ocena funkcji srodbtonka naczyniowego aorty zstepujgcej myszy ex vivo

Oceng funkcji srodbtonka naczyniowego u myszy wykonano po 7 — dniowym
podawaniu 4PYR (punkt 3.3.2.2). Zwierzg¢ta znieczulono, a nastgpnie wykonano
torakotomig 1 pobrano czg$¢ piersiowa aorty zstepujacej, umieszczajac ja natychmiast
w buforze Krebsa — Henseleita (118,0 mM NacCl, 2,52 mM CaCl,, 1,64 mM MgSO,,
24,88 mM NaHCOs, 1,18 mM K,POy4, 4,7 mM KCI, 10,0 mM glukoza) o temperaturze

pokojowe;j.
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Wypreparowane aorty oczyszczono z przylegajacych tkanek i1 pocigto na 2 mm
krazki. Kazdy z tak przygotowanych krazkoéw zamontowano pomi¢dzy dwoma pinami
miografu (620M, Danish Myo Technology), zanurzonymi w buforze Krebsa —
Henseleita. Jeden z pinow stanowit przekaznik sily napiecia krazka aortalnego
umozliwiajacy jej pomiar 1 rejestracje w programie komputerowym (LabChart,
ADInstruments, Australia). Drugi natomiast byt zamontowany na state i stanowit opér
podczas procedury zwickszania napiecia krazka. W czasie 30 minut po zamontowaniu
krazki aortalne rownowazono w buforze Krebsa — Henseleita o temperaturze 37°C i
pH = 7.4. Bufor nieprzerwanie gazowano karbogenem (95% O,, 5% COy).
Poczatkowo napigcie spoczynkowe krazkow podniesiono do wartosci 10 mN i
rownowazono w identycznych warunkach przez kolejne 30 min. Po zrownowazeniu
krazki poddano ocenie kurczliwosci w odpowiedzi na 30 i 60 mM KCIl, a nastepnie, po
przeptukaniu buforem Krebsa, wywotano skurcz krazkoéw uzywajac rosngcych stezen
fenylefryny (0,01 — 1 uM) tak, aby osiagnety 60-90% skurczu wywotanego przez 60
mM KCIl. Tak obkurczone krazki poddano dziataniu wzrastajacych stezen
acetylocholiny (0,01 — 10 uM) uzyskujac rozkurcz. Pozwolitlo to na ocene¢ funkcji
srodbtonka wyrazong jako procent skurczu uzyskanego za pomoca fenylefryny.
Nastepnie krazki przeptukano i po krotkim réwnowazeniu ponownie obkurczono
fenylefryna, po czym poddano je dzialaniu rosngcych st¢zen nitroprusydku sodu
(0,001 — 1 uM) oceniajac zdolno$¢ krazkéw aortalnych do rozkurczu niezaleznego od

srodbtonka.

3.3.4 Efekt krotkotrwalej infuzji 4PYR na funkcje uktadu sercowo — naczyniowego
w modelu perfundowanego serca szczura.

3.3.4.1 Perfuzja serc szczura w ukladzie Langendorffa

Serca pobrano od znieczulonych szczurow i1 natychmiast umieszczono je w
buforze Krebsa — Henseleita (118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM KH,POy,,
1,2 mM MgSO4, 24 mM NaHCOs;, 1,4 mM CaCly, i 11 mM glukoza, pH 7,4) o
temperaturze 4°C. Nastepnie wypreparowano aorte, do ktorej wprowadzono kaniule
aparatu do perfuzji. Potaczenie aorty z kaniulg zabezpieczono petla w taki sposob aby
zacis$ni¢ta byta cze$¢ wstepujaca aorty pomiedzy ujsciem tetnic wiencowych, a ujsciem

pnia ramienno — glowowego. Uktad do perfuzji sktadat si¢ z termostatowanej kolumny
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o wysokos$ci 1 metra wypelnionej buforem Krebsa — Henseleita o temperaturze 37°C
oraz pompy perystaltycznej potaczonej z kolumng dwoma drenami, z ktérych jeden
zapewniat doptyw 2mM 4PYR rozpuszczonego w buforze Krebsa - Henseleita, drugi
natomiast doprowadzatl czysty bufor stanowigcy kontrole. Perfuzja buforem z 4PYR
nastepowata poprzez natychmiastowe przetaczenie drenow. Przeplyw z pompy
perystaltycznej stanowil 5% catkowitego przeptywu wiencowego mierzonego na
kolumnie z buforem za pomocg przeptywomierza elektromagnetycznego. W efekcie, po
wlaczeniu przeplywu 2 mM 4PYR, jego stezenie w buforze przeptywajacym przez
serce wynosito 100 uM. Bufor perfundujacy serce uprzednio przefiltrowano przez filtr
o wielkosci poréw 0,45 pum i stale gazowano karbogenem (95% 0,/5% CO,)*°2],

W pierwszym etapie po podiaczeniu do systemu nastgpowal 15 minutowy okres
pracy serca bez obcigzenia lewej komory, majacy na celu jego zrownowazenie.
Nastepnie wykonano dwukrotny pomiar funkcji serca opisany szczegétowo w punkcie
3.3.4.2. Po krétkotrwalym réwnowazeniu, wprowadzony wczesniej do lewej komory
balon wypelniono woda do momentu osiggnigcia 5 mmHg ci$nienia
koncoworozkurczowego. W takich warunkach perfundowano serce wstepnie przez
5 minut podajac z pompy perystaltycznej bufor Krebsa — Henseleita, a nast¢pnie przez
kolejne 5 minut perfundowano serce buforem z dodatkiem 4PYR. Po uptywie tego
czasu przywrocono 100% przeptyw buforu perfundujagcego i wykonano podwodjny
pomiar funkcji mechanicznej serca. Nastepnie, po krotkotrwatym zréwnowazeniu,
serca zamrazano poprzez zacisni¢cie w aluminiowych blokach o temperaturze cieklego
azotu. Pobrany material poddano liofilizacji, a nastepnie umieszczono w -80°C. W

takich warunkach materiat przechowywano do dalszych analiz.

3.3.4.2 Ocena funkcji mechanicznej oraz przeptywu wiencowego w modelu
perfundowanego serca szczura

W ciagu pierwszych 15 minut perfuzji w lewej komorze serca, poprzez nacigcie
uszka lewego przedsionka i zastawke mitralng, umieszczono balon z folii PCV
polaczony z elastycznym drenem, ktérego koniec podlaczono do przetwornika ci$nienia
krwi (TSD 104A). Uklad zakonczono zaworem trojdroznym umozliwiajagcym
napelnienie balonu odgazowang wodga. Otwarcie zaworu umozliwialo swobodny
odptyw wody, podczas gdy jego zamknigcie skutkowato utrzymaniem w uktadzie

ustalonego ci$nienia wody.
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Pomiar funkcji mechanicznej lewej komory serca rozpoczynal si¢ od
wypelnienia balonu woda tak, aby ci$nienie koncoworozkurczowe nie przekroczyto
warto$ci 40 mmHg. Istotnym elementem byta wielko$¢ balonu, na tyle duza, aby po
wprowadzeniu maksymalnej objetosci wody cisnienie koncoworozkurczowe bylo
wynikiem napiecia §cian serca, a nie sztywnos$ci balonu. Tak przygotowany uktad
oprézniano poprzez otwarcie zaworu i umozliwienie swobodnego odptywu wody,
doprowadzajac ci$nienie w komorze serca do zera. Nastgpnie zawor zamykano i
wprowadzano co 15 sekund 50 mikrolitrowe objetosci wody wypelniajagc balon az do
uzyskania ci$nienia koncoworozkurczowego 40 mmHg, po czym otwierano zawor
pozwalajac na wyptyniecie nadmiaru wody z ukladu. Czynno$¢ ta powtarzano
dwukrotnie, co stanowito jeden pomiar funkcji serca. Odptyw wody po pomiarze
odbarczat lewa komorg serca. W efekcie nastgpowato nagle zwiekszenie przeptywu
wiencowego, a zarazem sily $cinajgcej wywieranej na $ciany naczynia (Shear Stress),
czynnika stymulujacego $rodblonek naczyniowy do wydzielania tlenku azotu.
Maksymalny przeptyw wiencowy uzyskany po odbarczeniu lewej komory byl zatem
podstawg oceny funkcji srodbtonka naczyn wiencowych.

Przeptyw wiencowy monitorowano za pomoca przeptywomierza (MDL 1401) z
czujnikiem elektromagnetycznym Skalar (AGM Medical Systems). Zardwno czujnik
cisnienia jak 1 przeplywomierz podlaczono do przetwornika danych systemu
rejestrujgcego Biopac Systems MP100 zintegrowanego z programem komputerowym
do rejestracji danych Biopac Acq 3.9.1.6. Umozliwialo to jednoczesnie monitorowanie
W czasie rzeczywistym oraz rejestracj¢ i pozniejsza obrobke danych. Przyktadowy
wykres tworzony przez program komputerowy przedstawiajacy zmiany ci$nienia w
lewej komorze serca oraz zmiany przeptywu wiencowego w czasie przedstawiono na

rycinie 3.
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Ryc.3 Wykres przedstawiajacy zmiany ciSnienia wywieranego przez S$ciany
komory serca na balonik z woda podczas procedury napetniania (mmHg)
(gorny panel) oraz obrazujacy aktualny przeplyw wiencowy (ml/min.)
(dolny panel) rejestrowany w czasie rzeczywistym w programie Acq
Knowledge.

3.4 Przygotowanie materialu biologicznego do analizy z wykorzystaniem HPLC

3.4.1 Ekstrakcja tkanek zwierzecych

Wszystkie pobrane od zwierzat tkanki przechowywano w temperaturze -80°C, a
przed ekstrakcja liofilizowano. Liofilizaty, po zwazeniu, umieszczano w
homogenizatorze, a nastepnie dodawano 0,4 M HClO4 o temperaturze 4°C w stosunku
wagowo — objetosciowym 1:25. Do homogenizacji uzyto homogenizatora szklanego.
Podczas homogenizacji dolng cze$¢ homogenizatora umieszczano w lodzie
zapewniajac ciagle chlodzenie preparatu. Nastgpnie homogenaty przenoszono do
probowek typu Eppendorf i odwirowywano (10 min., 4°C przy 14000 obr./min.,
Universal 320R, Hettich). Uzyskane supernatanty zbierano, po czym doprowadzono do
pH = 6,5 za pomoca 2 M KOH i umieszczano w lodzie na 15 minut. Po uplywie tego
czasu ekstrakty ponownie odwirowywano (5 min. 4°C, 14000 obr./min.) w celu
oddzielenia nierozpuszczalnego osadu KClO4. Zebrane supernatanty poddano analizie

przy uzyciu HPLC.
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3.4.2 Ekstrakcja pelnej krwi i osocza

Krew pobrang od zwierzat oraz osocze poddawano kwasnej ekstrakcji dodajac w
stosunku objetosciowym 1:1 1,3 M HCIO4. Po 15 — minutowej inkubacji w lodzie
ekstrakty odwirowano w 4°C przy 14000 obr./min. przez 15 min. Nastepnie do
supernatantu dodawano 3 M K3;PO, doprowadzajac do pH = 6,5. Prébki ponownie
umieszczono w lodzie na 15 min. Tak przygotowane ekstrakty odwirowano przy
14000 obr./min. przez 5 min. w temperaturze 4°C, aby oddzieli¢ wytragcony

KC104. Supernatanty poddano analizie przy uzyciu HPLC.

3.4.3 Ekstrakcja ptukanych erytrocytow

Krew pobierano z zyty biodrowej wspdlnej (v. iliaca communis), lub w przypadku
pobran przezyciowych, z zyly odpiszczelowej (v. saphena). Jedna porcje krwi
poddawano ekstrakcji opisanej powyzej, pozostala cze$¢ natomiast przenoszono do
probowek typu Eppendorff i odwirowywano przez Smin. przy 3000 obr/min. (wirowka
Hettich Universal 320R). Oddzielone osocze zbierano do oddzielnych probowek do
dalszej ekstrakcji. Pozostate erytrocyty, po usunigciu powierzchownej warstwy
biatokrwinkowej, ptukano buforem zawierajacym 135 mM NaCl, 5 mM KClI,
1 mM MgSOy, 2 mM CaCl,, 1,2 mM NaH,PO4, 5 mM glukozy, 24 mM HEPES o
pH 7,4. Powstala mieszaning wirowano przez 5 min. przy 3000 obr/min. Plukanie
przeprowadzono dwukrotnie w celu usunig¢cia pozostatosci osocza. W otrzymanej
zawiesinie erytrocytow oznaczono hematokryt (kapilary hematokrytowe Medlab,
wirowka hematokrytowa MPW-215), w celu ustalenia iloSci erytrocytow w
badanej probie. Nastepnie erytrocyty poddawano kwasnej ekstrakcji dodajac w
stosunku objetosciowym 1:1 2,4 M HCIO4 i energicznie wstrzasajac. Probki
umieszczono w lodzie i po 15 minutach odwirowano w 4°C przy 14000 obr/min.
przez 15 min. (Universal 320R, Hettich). Po odwirowaniu zbierano supernatant
doprowadzajac go do pH = 6,5 za pomoca 3 M K;POs. Probki ponownie umieszczano
w lodzie na 15 min. Po uplywie tego czasu ekstrakty odwirowywano w 4°C przy
14000 obr./min. w czasie 5 min. Uzyskany supernatant analizowano z uzyciem

HPLC.
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3.4.4 Ultrafiltracja moczu

Rozcienczony pigciokrotnie woda mocz poddawano ultrafiltracji z uzyciem
filtrow wirdéwkowych Sartorius Vivaspin 500 o zdolnosci filtracji do 10 kD. Probki
odwirowywano przy 14000 obr./min. przez 30 minut w temperaturze 4°C. Filtraty

zebrano i poddano analizie z uzyciem HPLC.
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3.5 Metody analityczne

3.5.1 Wysokosprawna chromatografia cieczowa 7 detekcjqg UV

3.5.1.1 Analiza probek materiatu biologicznego

Oznaczenie stezen 4PYR, 4PYMP, 4PYTP oraz 4PYRAD, jak rowniez stezenia
nukleotydéw purynowych (ATP, GTP), NAD" oraz ich metabolitow wykonano w
oparciu o technik¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja UV.

System chromatograficzny (HP-Agilent 1100) sktadat si¢ z kolejno potaczonych
elementow: degazera, pompy wysokoci$nieniowej, autosamplera z chtodzeniem (4°C),
kolumny analitycznej o wymiarach 150mm/4,9mm z wypelieniem typu odwrdcone;j
fazy (Hypersil C18-BDS) firmy Phenomenex o wielko$ci ziarna 3 pm umieszczonej w
termostacie (23°C), detektora DAD, komputera PC z oprogramowaniem analitycznym
HP ChemStation umozliwiajgcym rejestracj¢ oraz jakosciowg 1 ilosciowg analize
danych.

Rozdziat probki zachodzil przy zmieniajagcym si¢ sktadzie eluentu. Bufor A
sktadat si¢ z 122 mM KH,PO,4, 150 mM KCI, 28 mM K,HPO,. Bufor B wykonano
poprzez dodanie 15% acetonitrylu do buforu A. Przebieg gradientu byl nastepujacy:
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 rozdzialu
wynosit 13,5 min. przy szybko$ci przeptywu eluentu wynoszacej 0,9 ml/min. 1
cisnieniu 180+200 bar. Objetos¢ nastrzykiwanej probki wynosita, zaleznie od
analizowanego materiatu, 5+10 pl. Kazda analizg (seri¢ probek) poprzedzat i konczyt
nastrzyk mieszaniny wzorcowej zawierajacej 19 znanych zwiazkéw w okreslonych
stezeniach, ktore wyptukiwane byly z kolumny analitycznej w kolejnosci:
fosfokreatyna, kreatyna, GTP, GDP, kwas moczowy, GMP, IMP, ATP, ADP,
hipoksantyna, ADPR, ksantyna, AMP, NADP', NAD", adenina, inozyna, guanozyna i
adenozyna. Oprécz stadardowego roztworu wzorcowego nastrzykiwano réwniez
wzorzec 4PYR, 4PYMP, 4PYTP oraz wzorzec 4PYRAD wyizolowany z krwi
szczurzej inkubowanej z 4PYR. Analiza jakosciowa przeprowadzona byla w oparciu o
czas retencji oraz spektrum absorbancji badanego zwigzku w poroOwnaniu z wzorcem.

Analiza ilo$ciowa przeprowadzona zostala w oparciu o proporcjonalne przeliczenie
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pola powierzchni pod krzywa szczytu chromatograficznego (chromatographic peak) w

poréwnaniu do pola powierzchni pod krzywa szczytu standardul*°3,

3.5.2 [Izolacja i identyfikacja 4PYRAD

3.5.2.1 [Izolacja 4PYRAD

Izolacja 4PYRAD, zsyntetyzowanego po inkubacji erytrocytow z 4PYR,
wymagata, w pierwszej kolejnosci, chromatograficznego oddzielenia tego zwigzku od
innych substancji zawartych w ekstrakcie erytrocytow (Ryc. 4).  Wstepnego
oczyszczenia i zebrania frakcji dokonano przy uzyciu metody analitycznej opisanej w
punkcie 3.5.1. Frakcje zawierajagcg 4PYRAD zbierano w oparciu o czas retencji przy
uzyciu polaczonego z systemem chromatograficznym kolektora frakcji (Jaytee 5512,
Jaytee Biosciences). Zebrane frakcje polaczono i zageszczono poprzez 24 godzinng
liofilizacje.

W drugim etapie zageszczone frakcje poddane zostaly oczyszczaniu w innym
uktadzie chromatograficznym. Celem tego etapu byto pozbycie si¢ soli fosforanowych 1
potasowych oraz dokladna izolacja 4PYRAD. Zastosowano uktad dwoch buforow.
Bufor A stanowit 8mM octan amonu, natomiast bufor B sktadat si¢ z 15% acetonitrylu
rozpuszczonego w buforze A. Rozdziat polegal na zmieniajagcym si¢ gradientowo
sktadzie buforow 1 trwat 10 minut przy przeptywie 0,9 ml/min. i cis$nieniu 100+120 bar.
Gradient buforéw rozpoczynat si¢ od 100% buforu A, po czym udzial procentowy
buforu B w eluencie wzrastat liniowo, osiagajac 100% w 6 minucie. Do rozdziatu
zastosowano kolumne analityczng o wymiarach 150mm/4,9mm z wypetnieniem typu
odwroconej fazy (Hypersil C18-BDS) firmy Phenomenex o wielkos$ci ziarna 3 um
umieszczong w termostacie (18°C). Frakcje zawierajagcg 4PYRAD zbierano przy uzyciu
kolektora frakcji, po czym odparowano rozpuszczalniki organiczne poprzez
24 godzinng liofilizacje. Czysto$¢ 1 zgodno$¢ zwigzku poddanego oczyszczaniu
poréwnano z tym pochodzacym z ekstraktow erytrocytow za pomocg metody
analitycznej HPLC (Ryc. 5). Oczyszczony zwigzek poddano rowniez analizie masowe;j

LC/MS (TOF) i 'H NMR.
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3.5.2.2 Wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcjg masowq.

Analize doktadnej masy wyizolowanej substancji przeprowadzono z
zastosowaniem systemu wysokosprawnej chromatografii cieczowej polaczonej z
detektorem masowym typu czasu przelotu. System chromatograficzny stanowit
chromatograf Dionex Ultimate 3000. Detektor masowy to MicroTOF QII firmy Bruker
wyposazony w zrodlo jonow Apollo typu ESI. Analize prowadzono z zastosowaniem
kolumny analitycznej 150mm/4,9mm z wypehieniem typu odwroconej fazy (Hypersil
C18 — BDS) firmy Phenomenex o wielko$ci ziarna 3 pm umieszczonej w termostacie
(18°C). Faze ruchoma stanowit 10 mM octan amonu jako faza A oraz acetonitryl jako

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

3.5.2.3 Analiza "H NMR

Potwierdzenie struktury chemicznej nowo odkrytego zwigzku wykonano w
pracowni jadrowego rezonansu magnetycznego Migdzywydziatlowego Laboratorium
NMR Politechniki Gdanskiej. Badania obejmowaly analiz¢ spektrometryczng 1D i 2D
(‘H i gCOSY). Widma wykonano przy uzyciu spektrometru Varian Unity 500 plus w
temperaturze pokojowej w roztworze D,O. Do zakwaszenia roztworow uzyto kwasu

trifluorooctowego (TFA).
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3.6 Materialy i odczynniki

4PYR wykorzystany we wszystkich eksperymentach otrzymano na drodze syntezy
chemicznej wykonanej w Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego przed dr Czestawe Orlewska. Struktura i
czysto$¢ zwigzku potwierdzono metodami HPLC i NMR 47,

KCl, K,HPO4, KH;PO,4, octan amonu i acetonitryl niezb¢dne do przygotowania
buforéw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej pochodzity z firmy Merck.

HCIO4, K5PO4, KOH, KCI, MgSO4, NaH,PO,, CaCl,, H,KPO4, NaCl i cytrynian
sodu stuzace do inkubacji, ekstrakcji i homogenizacji tkanek oraz do przygotowania
buforu do perfuzji serc pochodzity z firmy AnalaR.

Glukoza oraz NaHCO; stuzace do przygotowania buforu do perfuzji serc w
systemie Langendorfa pochodzilty z firmy POCH S.A.

Fizjologiczny 0,9% roztwor NaCl (nazwa handlowa: Injectio Natrii Chlorati
Isotonica) wykorzystywany jako rozpuszczalnik oraz roztwor kontrolny do wstrzyknigé
1 infuzji pochodzit z firmy Polpharma.

Jako antykoagulantu uzywano komercyjnego roztworu heparyny sodowej o
aktywnosci 5000 j.m./ml (Heparinum WZF).

Pozostate odczynniki uzywane w trakcie badan naukowych pochodzity z firmy
Sigma — Aldrich.

Woda wykorzystywana we wszystkich eksperymentach i1 analizach oczyszczana
byla w czteroetapowym procesie. Kolejne etapy stanowily: filtracja mechaniczna,
demineralizacja (zywica jonowymienna i odwrdcona osmoza) oraz koncowe
oczyszczenie za pomocag kompleksowego systemu do produkcji wody o wysokiej

czystosci firmy Barnstead.
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3.7 Metody statystyczne

Wyniki przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardowe (SD), lub $rednie +
btad standardowy (SEM).

W celu ustalenia istotnosci statystycznej obserwowanych réznic pomiedzy
dwiema grupami uzyto niesparowanego testu t-Studenta. Analiza rdznic poprzedzona
byta testem rozktadu Shapiro — Wilka. Jedynie w eksperymencie badajacym napigcie
krazkow aortalnych rozktad normalny sprawdzony zostat testem D'Agostino &
Pearson. W przypadku poréwnywania wigcej niz 2 grup przeprowadzono analize
wariancji (one-way ANOVA) oraz analize¢ testem ,,post-hoc” Student-Newmann-Keuls
w celu identyfikacji indywidualnych roznic.

Analizy statystyczne wykonano przy uzyciu programu SigmaStat.
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4. WYNIKI

4.1 Identyfikacja i powstawanie 4PYRAD

4.1.1 [Identyfikacja 4PYRAD

W ekstraktach erytrocytow inkubowanych z 4PYR oprocz znanych
nukleotydowych pochodnych 4PYR — 4PYMP i 4PYTP — zaobserwowano obecno$¢
niezidentyfikowanego piku, ktory w zastosowanym uktadzie chromatograficznym
wyptukiwany byl z kolumny w czasie zblizonym do NAD'. Jednoczesénie jego
spektrum absorbancji w UV nie pokrywato si¢ z zadnym z grupy zwiazkoéw
stanowigcych wzorce (Ryc. 4).

W celu jego identyfikacji zastosowano dwuetapowy uktad chromatograficzny,
ktéry umozliwil otrzymanie zwigzku o czystosci 99,9% (Ryc. 5). Analiza
oczyszczonego zwigzku z wykorzystaniem systemu LC/MS pozwolita na okreslenie
stosunku masy do tadunku (m/z), ktéry w pozytywnej jonizacji wynosit 680,111
(Ryc. 6). Odpowiada to rzeczywistej masie molowej rownej 679,111 g/mol i zwigzkowi
o sumarycznym wzorze C,1Hy7N7015P;.

Analizy przeprowadzone z wykorzystaniem magnetycznego rezonansu jadrowego
(‘"HNMR) pozwolity na identyfikacj¢ podstawowych struktur wzoru sumarycznego, do
ktérych naleza fragmenty pirydoniowy i purynowy oraz struktura cukrowa. (Ryc. 7)
Wykazano réwniez znaczne podobienstwo do zwiazkéw wzorcowych: 4PYR i NAD"
(Ryc. 8). Analizy wykazaty, ze badany zwiazek jest analogiem NAD' (Ryc. 9 A),
w ktorym NMN zastapiony zostal przez 4PYMP (Ryc. 9 B i 9 C). Nazwa nowo
zidentyfikowanego zwiazku wedlug Miedzynarodowego Zwigzku Chemii Czystej
i Stosowanej (International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC) to:
{[(2R, 38, 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; skrocona: 4-oxo-1,4-dihydropyridine-3-carbo xamide adenine dinucleotide.
Proponowana przez nas nazwa skrocona: dinukleotyd 1-pf—D-rybofuranozylo—4—
pirydono—3—karboksyamidowoadeninowy, a proponowany skrot: 4PYRAD. Wzor

strukturalny przedstawiono na ryc. 9.
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Ryc. 4. Chromatogram z analizy ekstraktu erytrocytow inkubowanych z 4PYR
wykonywanej przy uzyciu HPLC. P¢tla oznaczono pik odpowiadajacy
nowemu metabolitowi powstajagcemu w czasie inkubacji.
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Ryc. 5. Chromatogram HPLC i spektrum UV nowego zwigzku otrzymanego po
procedurze oczyszczenia. Czysto$¢ wyizolowanego zwigzku wynosita
99,9%.
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Chromatogram z analizy LC/MS
zastosowaniu jonizacji pozytywne;.
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Ryc. 8. Wplyw zakwaszania roztworu na obraz widm 'H NMR w D,0: NAD",
4PYR oraz probki zawierajacej oczyszczony zwigzek.
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Ryc. 9.  Wzor strukturalny 4PYRAD (A), NMN (B) oraz 4PYMP (C).
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4.1.2 Metabolizm 4PYRAD w ludzkich erytrocytach

W pierwszym etapie badan przeprowadzono analiz¢ stezenia powstajacego
4PYRAD w erytrocytach w zalezno$ci od czasu inkubacji 1 zastosowanego stezenia
4PYR. Analiza ekstraktow ludzkich erytrocytow inkubowanych przez 12 godzin z
300 uM 4PYR wykazata wzrost stezenia 4PYRAD, ktére osiggneto najwyzsza
warto§¢ w 6 1 12 godzinie inkubacji (odpowiednio: 92,3 + 0,6 pumol/l RBC oraz
106 £ 7,1 umol/l RBC). Zaobserwowano réwniez wzrost st¢zenia 4PYMP, ktore w
6 godzinie inkubacji osiagneto 547 £+ 8,7 umol/l RBC, po czym w 12 godzinie
inkubacji nastgpit jego spadek do wartosci 480 + 22,3 umol/l RBC. Przebieg zmian
stezenia obu zwigzkow podczas inkubacji erytrocytow z 4PYR przedstawiono na
rycinie 10.

Trzygodzinna inkubacja ludzkich erytrocytow w obecnosci 4PYR w stezeniu
0,] mM, 0,3 mM i | mM wykazatla zalezno$¢ pomiedzy szybko$cig reakcji
powstawania 4PYRAD, a stezeniem 4PYR. Stezenia 4PYRAD wynosily odpowiednio:
26,8 £ 1,7 umol/l RBC, 70,6 + 3,9 umol/l RBC oraz 136,0 £ 6,1 umol/l RBC. W czasie
reakcji powstal réwniez 4PYMP w st¢zeniu, odpowiednio: 102,6 = 9,4 umol/l RBC,
339,6 + 18,5 umol/l RBC oraz 899 + 45,7 umol/l RBC.

Weczesniejsze badania wykazaty, ze inkubacja erytrocytow w obecnosci 4PYR i
ITU (inhibitora kinazy adenozyny) powodowala niemal catkowite zahamowanie
powstawania 4PYMP. Sprawdzono zatem, czy zastosowanie ITU zablokuje takze
powstawanie 4PYRAD. Przeprowadzone badania wykazaty, Zze dodatek inhibitora
(ITU) spowodowat brak istotnego wzrostu stezenia 4PYRAD oraz niemal 100 krotnie
nizszy wzrost stezenia 4PYMP (Ryc. 11).

Degradacje 4PYRAD 1 4PYMP przeprowadzono po wczesniejszej inkubacji
ludzkich erytrocytow z 300 uM 4PYR. W tym celu usuni¢to substrat z mieszaniny
reakcyjnej. W grupie zawierajacej ITU po 6 godzinnej inkubacji stgzenie 4PYRAD i
4PYMP wynosito 38,5 £ 6,7 % oraz 3,0 = 1,1 % warto$ci stezenia poczatkowego.
Tymczasem w grupie nie zawierajacej I[TU stezenie 4PYRAD wzrosto do
113,4 + 10,6 % natomiast stezenie 4PYMP osiggneto 50,6 = 7,1 % wartosci stezenia
poczatkowego. Przebieg procesu degradacji obu zwigzkéw przedstawiono

na rycinie 12.
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Ryc. 10. Stezenie 4PYRAD oraz 4PYMP w ludzkich erytrocytach w zalezno$ci od
czasu inkubacji w obecnosci 300 uM 4PYR. Wyniki stanowig $rednia
(n=3)=£SD, (*) p <0,05 vs. czas 0.
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Ryec. 11. Stezenie 4PYRAD i 4PYMP w ludzkich erytrocytach podczas 3 godzinnej
inkubacji w zalezno$ci od stezenia 4PYR w obecnosci 1 nieobecnos$ci
5’jodotubercydyny. Wyniki stanowig $rednig (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 metabolitow 4PYR: 4PYRAD (A) oraz 4PYMP (B) w
erytrocytach ludzkich w zaleznosci od czasu inkubacji w obecnosci i
nieobecnosci 5’jodotubercydyny. Wyniki stanowig $rednig (n = 3) £ SD.
(*)p<0,05vs.—ITU
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4.2 Metabolizm 4PYR

4.2.1 Metabolizm 4PYR w homogenatach tkankowych szczura

Podczas 3-godzinnej inkubacji homogenatow serca, nerki i watroby z
300 uM 4PYR stezenie 4PYMP w mieszaninach inkubacyjnych wzrastato liniowo
osiggajac po 180 minutach w wyzej wymienionych tkankach odpowiednio stezenie
4,6 = 0,3 umol/g, 2,9 £ 0,2 umol/g 1 54,6 = 2,5 umol/g (Ryc. 13). Najwickszg szybkos¢
powstawania nukleotydu, wyrazona w odniesieniu do 1 grama mokrej tkanki
uzytej do przygotowania homogenatéw, zaobserwowano w homogenacie watroby
(390 £ 27 nmol/g/min), natomiast w homogenatach serca i nerki szybkosci reakcji byty
zblizone 1 wyniosty, odpowiednio: 34,3 = 4,3 nmol/g/min i1 33,2 + 9,2 nmol/g/min.

Dodanie inhibitora kinazy adenozyny (ITU) do mieszanin inkubacyjnych
spowodowato okolo dziesigciokrotny spadek szybkosci 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 watroby) (Ryc. 13).

W wyniku inkubacji z 4PYR w mieszaninach reakcyjnych powstawat rowniez
4PYRAD, ktorego najwyzsze st¢zenie, 192,1 + 4,5 nmol/g, zaobserwowano w
homogenacie watroby. Stezenie tego zwigzku w homogenacie serca i nerki wyniosto
odpowiednio: 87,3 £ 11,9 nmol/g i 33,9 £ 0,5 nmol/g. (Ryc. 14)

Nie zaobserwowano powstawania 4PYRAD w obecnos$ci 5’jodotubercydyny w

zadnej z badanych tkanek.
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Ryc. 13. Stezenie 4PYMP w homogenatach tkankowych szczura (A — serce,
B — nerki, C — watroba) inkubowanych z 300 uM 4PYR w 0, 5, 15, 45,
90 1 180 minucie inkubacji. Wyniki stanowig $rednig (n = 3) = SEM,
(*)p<0,05vs. +ITU.
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Ryc. 14. Stezenie 4PYRAD w homogenatach tkankowych szczura (A — serce,
B — nerki, C — watroba) inkubowanych z 300 uM 4PYR w 0, 5, 15,
45, 90 1 180 minucie inkubacji. Wyniki stanowig $rednig (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 szczurow spowodowata
stopniowg akumulacje 4PYR we krwi zwierzat. Maksymalne stezenie zwigzku
uzyskano w 7 dniu infuzji i wyniosto 11,1 + 0,9 umol/l w osoczu (Ryc. 15) i
5,0 £ 0,8 umol/l RBC w erytrocytach (Ryc. 17 A). Bardzo niskie stezenie 4PYR
uzyskane we krwi zwigzane bylo z niezwykle duzym wydalaniem tego zwigzku z
moczem, w ktorym stezenie 4PYR osiggato wartosci do 5 mmol/l. W zwigzku z
réznym stopniem zaggszczenia wydalanego moczu st¢zenia 4PYR zostaly przeliczone
na milimol kreatyniny. W szczycie wydalania, tj. w 3 dniu infuzji, stezenie 4PYR w
moczu wzrosto ponad 400 pmol/mmol kreatyniny, po czym w kolejnych dniach
nieznacznie si¢ obnizyto (Ryc. 16).

Najwyzsze zanotowane stezenie 4PYMP w  erytrocytach  szczurow
(61,3 = 6,2 umol/l RBC) odnotowano w 3 dniu infuzji. Pod koniec procedury stezenie
monofosforanu obnizyto si¢, podobnie jak ilo§¢ wydalanego 4PYR, o okoto 15%
(Ryc. 17 A).

Dootrzewnowe podanie 4PYR spowodowato poczatkowo szybka akumulacje
4PYRAD w erytrocytach, jednak w 3 dniu infuzji stezenie zwigzku ustabilizowato si¢
na poziomie okoto 11 pmol/l erytrocytow 1 do konca procedury tylko nieznacznie
wzrosto (Ryc. 17 B).

4PYR ulegl fosforylacji w niemal wszystkich tkankach szczura. Wysokie stezenie
monofosforanu, wynoszace powyzej 200 nmol/g suchej tkanki, zanotowano w
miesniach 1 plucach, a nieco nizsze w sercu 1 watrobie (odpowiednio 146 = 21 nmol/g 1
110 £ 16 nmol/g suchej tkanki) (Ryc. 18 A).

W tkankach po siedmiodniowej dootrzewnowej infuzji 4PYR zanotowano
wysokie stezenie 4PYRAD osiagajace w watrobie 95 nmol/g suchej tkanki. W sercu,
ptucach 1 migsniach stgzenie 4PYRAD miescito si¢ w granicach 30 — 60 nmol/g suchej
tkanki (Ryc. 18 B).

Jedynym narzadem, w ktorym nie zaobserwowano syntezy pochodnych 4PYR

(4PYMP, 4PYRAD) byta nerka (Ryc. 18 A i B).
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Ryec. 15. Stezenie 4PYR w osoczu szczura w 0, 1, 3 1 7 dniu infuzji dootrzewnowej
4PYR. Wyniki stanowig $rednig (n = 4) £ SEM, * p < 0,05 vs. czas 0.
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Ryc. 16. Stezenie 4PYR w moczu szczura w kolejnych dniach infuzji
dootrzewnowej wyrazone jako stosunek stezen 4PYR do kreatyniny.
Wyniki stanowig $rednig (n=4) = SEM, (*) p < 0,05 vs. czas 0.
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Ryec. 17. Stezenie 4PYR 1 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) w erytrocytach szczura
w 0, 1, 3 1 7 dniu infuzji dootrzewnowej 4PYR. Wyniki stanowig $rednia
(n=4) £ SEM., (*) p <0,05 vs. czas 0.
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Ryc. 18. Stezenie 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) w tkankach szczura po
siedmiodniowej dootrzewnowej infuzji roztworu 4PYR. Wiyniki
stanowig $rednig (n = 4) £ SEM, (*) p < 0,05 vs. serce; (#) p < 0,05 vs.
watroba; (@) p < 0,05 vs. ptuca; (§) p < 0,05 vs. nerki.
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4.2.2.2 Metabolizm 4PYR w tkankach myszy

Pojedyncze podskorne wstrzyknigcie myszy 100 pul 50 mM 4PYR spowodowato
niemal natychmiastowe pojawienie si¢ tego zwigzku we krwi w stezeniu okotlo
60 pumol/l. Juz w 30 minucie od iniekcji st¢zenie 4PYMP ponad dwukrotnie
przekroczyto stgzenie prekursora osiggajac 130 umol/l. Wynikiem szybkiego
metabolizmu i dystrybucji 4PYR do tkanek byt spadek jego stezenia we krwi, ktore w
90 minucie wyniosto 36 umol/l i nie zmienilo si¢ do 180 minuty. Podobny przebieg
krzywej stezenia mozna zaobserwowac dla 4PYMP, ktory pozostawat w rownowadze z
4PYR zachowujgc stosunek stgzen okoto 3:1 (Ryc. 19 A). Po 12 godzinach od
wstrzyknigcia stezenia obu zwigzkow (4PYR, 4PYMP) obnizyty si¢ do poziomu
ponizej 10 pmol/l petnej krwi jednak wcigz byly obecne w organizmie zwierzat.

Iniekcja podskérna 4PYR u myszy spowodowata powolny niemal liniowy wzrost
stezenia 4PYRAD (Ryc. 19 B). Zauwazalny poziom zwigzku pojawit si¢ we krwi
myszy juz w 5 minucie po iniekcji (okoto 2 umol/l). Po 3 godzinach stezenie 4PYRAD
wynosito juz 11,4 + 1,3 pmol/l pelnej krwi. W przeciwienstwie do 4PYR i 4PYMP
stezenie 4PYRAD po 12 godzinach tylko nieznacznie spadio do poziomu okoto
8 umol/l.

W grupie myszy otrzymujacych podskoérne iniekcje 4PYR co 12 godzin przez
7 dni zaobserwowano akumulacj¢ monofosforanu 4PYR niemal we wszystkich
tkankach (Ryc. 20 A). Najwyzsze stezenie 4PYMP, podobnie jak w przypadku
szczuroOw, zaobserwowano w migsniach (178,6 = 32,6 nmol/g suchej tkanki). Serce,
watroba oraz mozg wykazaty nizsza zdolno$¢ akumulacji nukleotydu (odpowiednio:
89,2 + 7,1, 47,0 £ 7,8 1 26,7 + 2,8 nmol/g suchej tkanki), natomiast pluca, odmiennie
niz u szczurow, byty tkanka o najmniejszej zdolnosci fosforylacji 4PYR. Jedynie w
nerkach nie stwierdzono akumulacji 4PYMP (ponizej 1 nmol/g suchej tkanki).

Najwyzsze stezenie 4PYRAD u myszy zaobserwowano w migs$niach (223 nmol/g
suchej tkanki). Niemal rownie wysoka zdolnos¢ akumulacji 4PYRAD wykazano w
tkance mdézgowej, natomiast w pozostatych tkankach st¢zenie zwigzku miescito si¢ w
granicach 25 = 95 nmol/g. W nerkach nie zaobserwowano akumulacji 4PYRAD
(< 9 nmol/g, co w tym przypadku stanowito granice detekcji) (Ryc. 20 B).
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Ryc. 19. Stezenie 4PYR 1 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) we krwi myszy po
podskérnym podaniu 100 pl 50 mM 4PYR. Wyniki stanowiag $rednig
(n=6)+ SEM, (*) p <0,05 vs. czas 0.
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Ryec. 20.

Stezenie 4PYMP (A) oraz 4PYRAD (B) w tkankach myszy po 7-

dniowym podskérnym podawaniu 4PYR. Wyniki stanowia $rednig (n =
6) = SEM, (*) p < 0,05 vs. serce; (#) p < 0,05 vs. watroba; (@) p < 0,05
vs. phuca; (§) p < 0,05 vs. nerki; () p < 0,05 vs. mozg.
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4.3 Ocena wplywu 4PYR na uklad sercowo naczyniowy

4.3.1 Wplyw dlugotrwale podwyiszonego steienia 4PYR na funkcje srodblonka

naczyniowego myszy.

Pomiar funkcji $rodbtonka w modelu mysim in vivo, oparty na oznaczeniu
srednicy tetnicy udowej, wykazal istotng statystycznie réznic¢ pomigdzy grupa myszy
otrzymujacg przez 7 dni 4PYR podskornie, a grupa kontrolng otrzymujacg 0,9% NaCl.
Rozkurcz naczynia wywotany zalezng od przepltywu aktywacja $srodbtonka u myszy
otrzymujacych 4PYR zmierzony 30 sekund po wznowieniu przeplywu krwi wynosit
zaledwie 90,6 + 6,2% wzgledem stanu sprzed zatozenia zacisku (100%), podczas gdy w
grupie kontrolnej warto$¢ ta wynosita 114,2 + 7,6% (Ryc. 21 A). Podanie do tetnicy
udowej 0,2% roztworu nitrogliceryny wywotatlo niezalezny od $rodbtonka rozkurcz
naczynia. W obu badanych grupach s$rednica tetnicy udowej po rozkurczu byta

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

Pomiar funkcji $rodbtonka w modelu mysim ex vivo oparty byt na pomiarze
napi¢cia Sciany krgzkéw aortalnych pobranych od myszy po 7-dniowym okresie
podawania 4PYR. W grupie zwierzat traktowanych 4PYR istotnemu zaburzeniu ulegta
funkcja $rodbtonka polegajaca na rozkurczu naczynia w odpowiedzi na rosnace
stezenie acetylocholiny (Ryc. 22 A). Rozkurcz krazkéw aortalnych przy najwyzszym
stezeniu acetylocholiny, przedstawiony jako procent skurczu wywolanego uprzednio
przez fenylefryng, byl istotnie mniejszy w grupie zwierzat otrzymujacych 4PYR
(76,3 £ 2,9%) w poroéwnaniu z grupa kontrolng (86,7 £ 2,3%). Jednocze$nie nie
wykazano istotnych réznic w odpowiedzi krazkéw aortalnych na nitroprusydek sodu

(Ryc. 22 B).
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Procentowa zmiana $rednicy tetnicy udowej myszy w stosunku do stanu
podstawowego zmierzona 30 sekund po przywrdceniu przeptywu (A)
oraz po podaniu 0,2% roztworu nitrogliceryny (B). Wyniki stanowig
srednig (n =3) £ S.D.; (*) p < 0,05 vs. kontrola.
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Ryc. 22. Rozkurcz krazkow aortalnych w odpowiedzi na rdézne stezenia

acetylocholiny (A) oraz nitroprusydku sodu (B) wyrazony jako procent
skurczu uprzednio wywotanego fenylefryng. Wyniki stanowig $rednig
(n=22)+ SEM.; (*) p < 0,05 vs. kontrola.
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4.3.2  Wplyw krotkotrwalej perfuzji serc szczura roztworem 4PYR na funkcje
srodblonka naczyn wiencowych oraz funkcje mechaniczng serca

4.3.2.1 Funkcja mechaniczna miesnia sercowego i przeplyw wiericowy

Wptyw krotkotrwale podwyzszonego stezenia 4PYR na uktad sercowo —
naczyniowy i funkcj¢ mechaniczng serca zbadano wykorzystujac model 5 — minutowe;j
infuzji wiencowej 100 uM 4PYR w perfundowanym sercu szczura.

Oddziatywanie zwigzku na $rodbtonek naczyniowy zbadano wykorzystujac
pomiar wielkosci przeptywu wiencowego w trakcie infuzji 4PYR, ktory nie zmienit si¢
istotnie podczas infuzji. Nie zaobserwowano réwniez istotnych réznic w wielko$ci
przeptywu wiencowego wzgledem grupy kontrolnej w przebiegu procedury pomiaru
funkcji $rodblonka oraz podczas infuzji 4PYR (Ryc. 23). Nie wykazano rowniez
wptywu 4PYR na czestotliwos¢ skurczow serca oraz funkcje skurczowa i rozkurczowa
lewej komory serca (Ryc. 24 A i B).

Analiza stezen nukleotydow purynowych a takze fosfokreatyny w tkance mig$nia
sercowego nie wykazata roznic w stosunku do grupy kontrolnej. Zaobserwowano
natomiast wysokie stezenie 4PYMP i 4PYRAD w grupie otrzymujacej 4PYR.
Szczegolowe dane dotyczace stezen wybranych zwigzkéw przedstawiono w tabelach
213.

Potencjat oksydoredukcyjny komorki okre§lony jako stosunek zredukowanej
formy NAD (NADH) do formy utlenionej (NAD") wyniést 0,028 w grupie kontrolnej,
oraz 0,032 w grupie traktowanej 4PYR. Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy

pomigdzy grupami.
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4PYR 4PYMP 4PYRAD
umol/g nmol/g  nmol/g

Kontrola s$rednia| <0,02 <20,00 <20,00
SD 0,00 0,00 0,00

Perfuzja S$rednia| 1,95* 85,60 * 43,91 *
4PYR
SD 0,85 46,91 6,47

Tabela 2.  Stgzenia 4PYR 1 jego metabolitow w migsniu sercowym po 5 minutowe;]
perfuzji serca 100 uM roztworem 4PYR. Wyniki stanowig (n = 8) = SD,
(*) p < 0,05 vs. kontrola.

ATP ADP AMP NAD® ADPR NADP' GTP Hipoksantyna
umol/g pmol/g pmol/g pmol/g nmol/g nmol/g pmol/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
Perfuzja $rednia| 19,36 4,27 0,80 4,41 142,59 337,50 1,28 27,45
4PYR
SD 1,18 0,50 0,31 0,65 58,94 30,84 0,09 20,29

Tabela 3.  Stgzenia metabolitow nukleotydow w mig$niu sercowym po 5 minutowe]
perfuzji serca 100 uM roztworem 4PYR. Wyniki stanowig §rednig £ SD
(n = 8). Nie wykazano statystycznie znamiennych réznic.
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Ryc. 23. Przeptyw wiencowy w perfundowanym sercu szczura w warunkach

podstawowych 1 po stymulacji §rédbtonka przed i po infuzji 4PYR lub
buforu kontrolnego. Wyniki stanowig $rednig (n = 8) £ SEM. Nie
wykazano statystycznie znamiennych roznic.
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Zmiany cisnienia koncoworozkurczowego (LVEDP) (A) oraz
skurczowego (LVSP) (B) w sercach perfundowanych 4PYR w
porownaniu z kontrolag. Wyniki stanowig $rednig (n = 8) = SEM.

Nie wykazano statystycznie znamiennych réznic.
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5. DYSKUSJA

5.1 4PYRAD - nowy metabolit 4PYR

5.1.1 Oczyszczanie i identyfikacja 4PYRAD

Odkrycia nowych metabolitow sa niezwykle rzadkie, szczegdlnie gdy dotycza
istotnych i wielostronnie badanych zwiazkow, takich jak NAD'. Tym bardziej
intrygujacy jest fakt odkrycia w ostatnich latach grupy zwiazkow o budowie
analogicznej do rybozydu i nukleotydéw nikotynamidu (4PYR, 4PYMP, 4PYTP)"”.
Jednym z wazniejszych osiagni¢¢ niniejszej pracy jest identyfikacja kolejnego zwigzku
nalezacego do tej grupy —4PYRAD.

Pierwszych obserwacji dotyczacych tego nowego metabolitu dokonano w
erytrocytach inkubowanych z 4PYR, w ktorych w czasie analizy HPLC zauwazono
wyrazny przyrost pola powierzchni nieznanego szczytu chromatograficznego o czasie
retencji zblizonym do NAD', adeniny i 4PYR. Widmo absorbancji UV tego szczytu
chromatograficznego zblizone bylo do 4PYR 1 adenozyny, lecz nie pokrywajace si¢ z
zadnym dotychczas oznaczanym zwigzkiem. Pozwalato to przypuszczaé, ze jest to
nowy zwigzek uczestniczagcy w przemianach 4PYR. Warto réwniez zaznaczy¢, ze
podczas inkubacji erytrocytow stezenie 4PYR ulegato zmniejszeniu, a przyrost stezenia
powstajacego monofosforanu i trojfosforanu nie byt rownowazny ubytkowi substratu.
Przyrost stezenia 4PYRAD wyjas$nit ta rozbieznos¢.

Analize¢ zwigzku poprzedzono synteza oparta o reakcje zachodzaca w
erytrocytach przy udziale 4PYR jako substratu. Poczatkowe ilosci otrzymywane w
wyniku reakcji zachodzacej w erytrocytach byly zadowalajace, jednak w przebiegu
dwuetapowego oczyszczania chromatograficznego zanotowano bardzo duze straty
badanego zwiazku, ktorych nie udato si¢ wyeliminowaé. Niska wydajno$¢ procesu
nastreczata wielu praktycznych trudnosci jak cho¢by bardzo duze zuzycie odczynnikow
oraz dlugi czas trwania rozdziatbw chromatograficznych, przez co niemozliwe byto
uzyskanie ilo$ci niezbednej do przeprowadzenia wszystkich planowanych badan.
Uzyskana ilo§¢ pozwolita jednak na wykonanie analizy masowej oraz analizy z

zastosowaniem magnetycznego rezonansu jadrowego. Metody te zostaly dobrane w
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taki sposob, aby z jak najwigksza precyzjg okresli¢ struktur¢ badanego zwigzku
zuzywajac przy tym jak najmniejsza ilo$¢ substancji. Analiza z wykorzystaniem
spektrometrii masowej typu czasu przelotu pozwolita z duza doktadnoscig okresli¢
mase¢ zwiazku, dzigki ktorej mozliwe bylo ustalenie wzoru sumarycznego. Analize
NMR wykorzystano natomiast w celu potwierdzenia struktury chemicznej badanej
substancji.

W dalszym etapie podje¢to proby syntezy 4PYRAD z wykorzystaniem metody
chemiczno — enzymatycznej, z udziatem biatka CD38. Procedure oparto o dostepne w
pismiennictwie zmodyfikowane metody otrzymywania analogow NAD' [104105:106]
wykorzystujac komercyjnie dostgpng NADaze¢ (Sigma) i reakcje wymiany. Jako
substrat wykorzystano miedzy innymi 4PYR, ale takze nikotynamid. Niewielka ilo$¢
powstajacego 4PYRAD oraz znaczne zanieczyszczenie nie pozwolity na uzyskanie
duzych ilosci tego zwigzku. Wydaje si¢ jednak, ze po dopracowaniu metoda taczona
moze okaza¢ si¢ dobrym zréddlem otrzymywania tego zwigzku. Tak otrzymany
4PYRAD moglby postuzy¢ do przeprowadzenia dalszych badan nad jego
wlasciwosciami biochemicznymi, wigcznie z wptywem na enzymy NAD-zalezne oraz

procesy oksydoredukcyjne zachodzace z udziatem NAD.

5.1.2 Metabolizm 4PYRAD w erytrocytach ludzkich

Przeprowadzone badania wykazaly, ze stezenie 4PYRAD w erytrocytach
inkubowanych z 4PYR jest zalezne zarowno od czasu inkubacji jak 1 od stezenia
uzytego substratu. Mato prawdopodobne jest jednak, ze reakcja ta zachodzi bez etapow
posrednich. Bezposrednim metabolitem 4PYR w erytrocytach jest 4PYMP, ktorego
stezenie szybko wzrastalo w przebiegu inkubacji. Wzrost ten rowniez uzalezniony byt
od czasu i stezenia 4PYR, a rownowaga pomig¢dzy reakcja tworzenia 4PYMP i jego
degradacja ustalata si¢ juz po 3 godzinach trwania inkubacji. Tak wysokie i stabilne
stezenie monofosforanu ttumaczy niemal liniowy przyrost stezenia 4PYRAD w czasie
(Ryc. 11). Potwierdzeniem tej tezy sa eksperymenty z wykorzystaniem ITU — inhibitora
kinazy adenozyny, ktorego obecnos¢ spowodowata zahamowanie tworzenia 4PYMP, a
w konsekwencji brak istotnego przyrostu 4PYRAD (Ryc. 12). Podobny efekt zachodzit
podczas degradacji 4PYRAD oraz 4PYMP w erytrocytach (Ryc. 13). Obecnos¢ ITU

spowodowata natychmiastowe obnizenie stezenia 4PYMP z powodu braku mozliwosci
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jego resyntezy z powstajacego 4PYR, natomiast stezenie 4PYRAD istotnie obnizyto si¢
dopiero po 2 godzinach inkubacji w odpowiedzi na okolo 60% obnizenie stgzenia
4PYMP. Wykluczy¢ mozna bezposredni udziat 4PYR w tworzeniu 4PYRAD gdyz w
obecnosci 4PYR 1 ITU pochodna NAD nie powstawala.

Podwyzszone stezenie 4PYR wraz z jego metabolitami (4PYMP i1 4PYTP)
zostato stwierdzone w erytrocytach pacjentéw z przewlekla niewydolnoscia nerek 7).
Wstepne dane potwierdzajg réwniez obecnos¢ 4PYRAD w erytrocytach u tych
chorych. Badania przedstawione w niniejszej pracy przedstawiaja akumulacje
4PYRAD w erytrocytach osob zdrowych inkubowanych z 4PYR, jednak stgzenie tego
zwigzku otrzymane w trakcie inkubacji erytrocytow jest znacznie mniejsze niz st¢zenie
4PYMP. Dalsze badania w kierunku obecnos$ci tych metabolitow u ludzi powinny si¢
skoncentrowac na stanach patologicznych, w ktorych moze wystapi¢ akumulacja 4PYR

1jego pochodnych we krwi.

5.2 Metabolizm 4PYR u gryzoni

Dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy metabolizmu 4PYR obejmowatl jedynie
przemiany zachodzace w erytrocytach i komérkach $rodbtonkal®®4752 Niniejsza praca
uzupetnita te dane dostarczajac informacji na temat metabolizmu 4PYR w innych
tkankach. W badaniach wykorzystano szczury i myszy, ktérym podawano 4PYR w
dootrzewnowej infuzji oraz poprzez seri¢ podskornych wstrzyknie¢. Zbadano rowniez
metabolizm 4PYR w homogenatach tkankowych serca watroby 1 nerki szczura. Taki
dobdr metodyczny pozwolit w pewnym stopniu poréwnacé zarowno rézne drogi podania
zwigzku jak i jego metabolizm u dwoch gatunkéw minimalizujac jednoczes$nie zuzycie
zwierzat laboratoryjnych.

4PYR inkubowany z homogenatami tkankowymi serca, watroby 1 nerki
przeksztatcany byl do 4PYMP, a nastgpnie do 4PYRAD we wszystkich badanych
tkankach (Ryc. 14 i 15). Szybko$¢ reakcji byta poréwnywalna w homogenacie serca i
nerki, natomiast w homogenacie watroby metabolity 4PYR powstawaly
dziesieciokrotnie szybciej. Pozostaje to w zgodzie z danymi z piSmiennictwa
dotyczacymi izolowanej aktywnosci kinazy adenozyny w tkankach szczural*®”).

Obecnos¢ ITU w nadmiarze, podobnie jak w przypadku erytrocytow, spowodowata
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zmniejszenie szybkosci reakceji fosforylacji 4PYR do okoto 10% szybkosci reakeji w
probkach kontrolnych. Mozna zatem przypuszczaé, ze reakcja fosforylacji nie
przebiega jedynie przy udziale kinazy adenozyny, ale réwniez z udzialem innej,
podobnej, aktywnosci enzymatycznej. Najbardziej prawdopodobng drogg alternatywna
dla fosforylacji 4PYR wydaje si¢ by¢ reakcja katalizowana przez kinaz¢ rybozydu
nikotynamidu, zaangazowang w przeksztalcanie rybozydu nikotynamidu do
mononukleotydu nikotynamidu. Weryfikacja tej tezy wymaga jednak dalszych badan.

4PYR w badaniach in vivo ulegal szybkiej dystrybucji zaréwno po podaniu
podskérnym jak 1 w trakcie infuzji dootrzewnowej, a w tkankach ulegat przeksztatceniu
do metabolitow: 4PYMP i1 4PYRAD. Zaskakujace wydaje si¢ wysokie stezenie
4PYRAD w tkankach, ktére w 7 dniu eksperymentu dorownalo, a w niektérych
przypadkach przewyzszyto stezenie 4PYMP (Ryc.19 1 21). Pozostaje to w sprzecznosci
z wynikami uzyskanymi w erytrocytach ludzkich i homogenatach tkankowych. Wydaje
si¢, ze przyczyng tego byla kompartmentacja wewnatrzkomérkowa aktywnosci
enzymatycznych degradujacych 4PYRAD. Bardziej prawdopodobng przyczyna jednak
byla niewielka szybko$¢ reakcji tworzenia 4PYRAD, powodujaca, ze czas inkubacji
erytrocytow 1 homogenatow tkankowych byt zbyt krotki, aby zaobserwowaé wyzsze
stezenia 4PYRAD.

Jedyna tkanka, zarowno u szczurdow jak i u myszy, w ktérej nie zaobserwowano
metabolitow 4PYR byty nerki. Jest to tym bardziej niezwykte, ze podczas inkubacji
4PYR z homogenatem nerki szczura, ste¢zenie 4PYMP 1 4PYRAD wzrastalo z
szybko$cig poréownywalng do obserwowanej w homogenacie serca (punkt 4.2.1).
4PYR, jako zwiazek drobnoczasteczkowy, ulega filtracji klebuszkowej. Mato
prawdopodobne wydaje si¢ jednak, aby na tym etapie usuni¢te zostato z osocza wiecej
niz 20% zwigzku. Jest to zbyt mato, by niemal wyeliminowa¢ metabolizm tego
nukleozydu w nerce. Co wigcej, degradacja 4PYMP znajdujacego si¢ w erytrocytach
natychmiast uzupehitaby te lukg. 4PYR moze by¢ zatem aktywnie wydzielany w
cewkach nerkowych. Potwierdzeniem tej tezy jest niezwykle wysoki wzrost stezenia
4PYR w osoczu chorych z przewlekta niewydolno$cig nerek oraz znaczna ilo$¢ tego
zwigzku wydalana z moczem zwierzat (Ryc. 17). Nie thumaczy to jednak catkowitego
braku 4PYR 1 jego metabolitow w komodrkach nerkowych. Niewatpliwie nerka posiada
mechanizm aktywnego wydzielania 4PYR, jednak zjawisko to wymaga dalszych
badan.
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Wykorzystane w badaniach in vivo drogi podania réznig si¢ uzyskiwanym
stezeniem 4PYR w osoczu. Jednak w obu grupach ostateczne st¢zenie metabolitow w
mig$niach bylo na podobnym poziomie. Przewaga infuzji nad podaniem w jednej
dawce jest niezaprzeczalna, ale pompy infuzyjne przeznaczone dla myszy
charakteryzujg si¢ nieoptymalng szybkoscig infuzji. Uzasadnione wydaje si¢ zatem
wykorzystanie podskérnej drogi podania w eksperymentach wymagajacych uzycia

duzej ilo$ci roztworu.

5.2.1 Szlak metaboliczny 4PYR

Dotychczasowe doniesienia dotyczace metabolizmu 4PYR w erytrocytach
obejmowaty jego fosforylacje do mono- i trojfosforanowych pochodnych. Poprzez
identyfikacj¢ 4PYRAD rozszerzono szlak metaboliczny 4PYR o kolejny element,
ktorego rola, ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do NAD, moze okazaé si¢
kluczowa w badaniach patogenezy schorzen zwigzanych z podwyzszonym st¢zeniem
4PYR w organizmie. Doktadny przebieg zachodzacych reakcji oraz uczestniczace w
nich enzymy wcigz wymagaja dalszych badan, jednak wyniki zaprezentowane w
niniejszej pracy wskazujg na duze podobienstwo metabolizmu 4PYR do metabolizmu
rybozydu nikotynamidu. Oba zwigzki w podobny sposob przeksztalcane sg do
mononukleotydowych pochodnych: 4PYMP i NMN, stanowigcych substrat w reakcji
katalizowanej przez adenylotransferaze NMN, w ktérej ostatecznie powstaja
dinukleotydy, odpowiednio: 4PYRAD 1 NAD. Pomimo wielu podobienstw,
metabolizm 4PYR rézni si¢ jednak od metabolizmu NaRib. W eksperymentach
przedstawionych w niniejszej rozprawie, jak rowniez w wynikach prezentowanych w
piSmiennictwie nie wykazano przyrostu st¢zenia wolnej zasady (4PY) w trakcie
inkubacji komoérek z 4PYR. Nie stwierdzono rowniez przyrostu st¢zenia nikotynamidu
w trakcie inkubacji komorek z 4PY (dane wtasne, niepublikowane). Mozna zatem
zatozy¢, ze 4PYR, w odroznieniu od rybozydu nikotynamidu, nie podlega reakcji
katalizowanej przez fosforylaz¢ rybozydu nikotynamidowego, a stanowi produkt
niecodwracalnej reakcji utlenienia rybozydu nikotynamidu przez oksydaze
aldehydowg *®’. Elementem charakterystycznym dla metabolizmu 4PYR jest 4PYTP,
zwigzek, ktory zostal stwierdzony w erytrocytach pacjentow z niewydolnoscia

47,51,52]

nerek! Przeprowadzone w niniejszej pracy badania z zastosowaniem
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homogenatow tkanek zwierzecych, jak rowniez eksperymenty in vivo nie wykazaly
przyrostu st¢zenia 4PYTP w zadnej z badanych tkanek. Jednym z powodéw mogta by¢
charakterystyczna dla 4PYTP powolna akumulacja i niezwykle wolna degradacjal*”.
Wydaje si¢ jednak, ze podczas tygodniowego okresu podawania wysokiego stezenia
4PYR, wzrastajace stezenie 4PYTP powinno by¢ zauwazalne. Drugim z powoddéw
moze by¢ brak aktywno$ci enzymatycznej umozliwiajacej powstawanie 4PYTP u

gryzoni. Szlak przemian NAD, uzupetniony o nowe dane przedstawiono na rycinie 25.

Opisy poszczegolnych reakcji przedstawiono w punkcie 1.2 w tabeli 1.

[\

4PYR Met2PY Met4PY

4PYRAD

{l'
4PYTP =<~

Wydalanie z moczem

4PYMP

Ryc. 25. Schemat gtéwnych szlakow powstawania i degradacji NAD" uzupehiony o
4PYRAD powstajacy na drodze metabolizmu wewnatrzkomorkowego 4PYR.
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5.3 Wplyw 4PYR na uklad sercowo — naczyniowy.

5.3.1 Toksycznosé srodblonkowa 4PYR

Wpltyw dhugotrwatego wzrostu stezenia 4PYR w osoczu na uklad sercowo —
naczyniowy zbadano wykorzystujac dwa modele eksperymentalne: model oparty na
pomiarze zmiany napi¢cia $ciany krazkow aortalnych w odpowiedzi na indukcje
acetylocholing oraz model wykorzystujacy zalezny od $rédbtonka rozkurcz tetnicy
udowej myszy indukowany sitg §cinajacg wywierang przez krew na §ciany naczynia
(Shear Stress) in vivo.

Metoda pomiaru funkcji §rédbtonka w oparciu o rozkurcz izolowanych krazkow

[108,109,110,111]

aortalnych pochodzacych od myszy wykorzystywana jest rutynowo 1

stanowi podstawe¢ oceny zdolnosci srodbtonka do produkcji tlenku azotu w odpowiedzi

(112 Jest zatem podstawowa metoda

na czynniki stymulujace jego wydzielanie
pozwalajaca na okreslenie stopnia uszkodzenia §rodblonka naczyniowego w efekcie
dziatania czynnikéw toksycznych badz jako nastgpstwo chorob uktadu sercowo —
naczyniowego na czele z miazdzyca, nadci$nieniem i hipercholesterolemia. Badania
przedstawione w niniejszej pracy (Ryc. 23) wykazaly istotnie zaburzong funkcje
srodbtonka naczyniowego u myszy otrzymujacych przez 7 dni iniekcje z roztworem
4PYR przy zachowanej zdolnosci do rozkurczu (w odpowiedzi na nitroprusydek sodu).
Taki efekt moze by¢ spowodowany obecnoscig metabolitow 4PYR w komorkach
srodbtonka lub ich uszkodzeniem spowodowanym dlugotrwatym toksycznym
wplywem 4PYR na metabolizm komoérek $rodblonka. Zastosowany model
eksperymentalny nie daje jednak mozliwosci oceny mechanizmu powstawania
obserwowanej dysfunkcji srodbtonka.

Funkcja $rodbtonka naczyniowego w warunkach in  vivo podlega
wieloczynnikowej regulacji wlaczajac szybkos$¢ przeptywu krwi, oddziatywanie uktadu
nerwowego oraz funkcje regulacyjng morfotycznych sktadnikow krwi (gléwnie
trombocytéw). Zasadne bylo zatem potwierdzenie toksycznosci 4PYR w warunkach
zblizonych do fizjologicznych. Jedng z metod pomiaru funkcji $rodbtonka
naczyniowego in vivo jest metoda oparta na zaleznym od $rodbtonka rozkurczu naczyn

krwiono$nych w odpowiedzi na zwigkszony przeptyw krwi (FMV: flow — mediated
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vasodilation)***. Badania oparte na tej metodzie stosowane sa w celu oznaczenia

[114.115] "5 takze w oznaczeniach

funkcji $rdédbtonka tetnicy ramiennej u ludzi in vivo
funkcji $rodblonka w ludzkich naczyniach wiencowych i obwodowych™*®. W
niniejszej pracy wykorzystano metod¢ pomiaru funkcji $rddbtonka tetnicy udowe;j

104 Dokonane modyfikacje

myszy opracowang i zoptymalizowana przez Tamure!
metody (uzycie inkubatora czy uzycie tetniczego zacisku mechanicznego
przeznaczonego dla myszy) byly wynikiem wstepnych eksperymentéow i wptyngty na
stabilno$¢ 1 powtarzalno$¢ otrzymanych wynikéw. Uzyskana odpowiedz naczyniowa
byla poréwnywalna z opisang przez Tamur¢ przy zastosowaniu optymalnych
warunkow (sity zacisku, czasu utrzymywania zacisku oraz czasu, po ktérym
nastgpowatl maksymalny rozkurcz). Maksymalny rozkurcz zalezny od $rodblonka
uzyskany przez Tamurg w grupie kontrolnej w optymalnych warunkach stanowit okoto
130% wartosci podstawowej, natomiast rozkurcz niezalezny od $rodbtonka stanowit
okoto 140% wartosci podstawowej. Wartosci uzyskane w niniejszej pracy stanowity
odpowiednio okoto 114% 1 160% co, przy zachowaniu optymalnych czaséw, wskazuje
na zbyt mata, lub zbyt duza sil¢ zastosowanego zacisku naczyniowego. Jednak
mniejsza inwazyjnos¢ takiego rozwigzania oraz jednoczesne uproszczenie procedury w
efekcie zwigkszylo powtarzalno$¢ wynikow.

Otrzymane wyniki potwierdzily §rédbtonkowg toksycznos$¢ 4PYR wykazang z
zastosowaniem krazkoéw aortalnych. Podobnie jednak jak w przypadku eksperymentow
ex vivo, zastosowana metodologia nie daje mozliwosci odpowiedzi na pytanie
dotyczace odwracalnosci tego efektu.

4PYR obecny w komoérkach $rodbtonka jest metabolizowany do 4PYMP i
4PYRAD!®?!. Oba zwiazki potencjalnic moga zaburza¢ metabolizm komoérkowy
wplywajac na przemiany i st¢zenie ATP oraz NAD. 4PYRAD moze akumulowac si¢ w
mitochondriach wptywajac na NAD-zalezne enzymy tancucha oddechowego, czego
efektem moze by¢ zaburzenie potencjalu blonowego mitochondrium oraz,
obserwowane przez innych autoréw, obnizenie stezenia ATP w komoérce!*”-°%). W
pismiennictwie wcigz brak jest jednak danych, ktére moglyby stanowi¢ jednoznaczne

wyjasnienie mechanizmu oddzialywania 4PYR na komorki srodbtonka.
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5.3.2 Wplyw 4PYR na serce w krotkiej perfuzji

Zwiazki o budowie nukleozydowej badz nukleotydowej, poprzez wpltyw na
receptory purynergiczne, a w szczegdlnosci adenozynowe, moga zmienia¢ funkcje
srodbtonka naczyn wiencowych, jak rowniez funkcje mechaniczng migsnia sercowego.
W niniejszej pracy wykazano brak wpltywu 4PYR podanego w infuzji wiencowej na
perfundowane serce szczura. W przedstawionych eksperymentach nie zaobserwowano
wplywu 4PYR na przeptyw wiencowy, kurczliwo$§¢ migsnia sercowego, czy czgstosé
skurczow. Nie zaobserwowano réwniez wptywu na metabolizm energetyczny migsnia
sercowego, pomimo znacznej akumulacji metabolitow 4PYR.

Borkowski w rozprawie doktorskiej wykazal, ze 4PYR jest stabym inhibitorem
deaminazy AMP (AMPD) w izolowanych kardiomiocytach szczurzych**”). Podobny
efekt zaobserwowano w lizatach erytrocytow oraz homogenacie serca szczural®>l.
Uzyskanie znaczacego efektu zahamowania AMPD przedstawionego w powyzszych
badaniach wymagato jednak zastosowania dlugiego czasu inkubacji. Zastosowany w
niniejszej pracy model eksperymentalny mial na celu identyfikacje efektow
natychmiastowych w obrgbie serca, zwigzanych z oddziatywaniem receptorowym
4PYR, lub z nagla zmiang energetyczna spowodowana akumulacja 4PYMP. Brak
efektow metabolicznych zwigzanych z potencjalnym hamowaniem AMPD przez 4PYR

w zastosowanym modelu nie wyklucza wyst¢powania takiego dziatania.
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6. WNIOSKI

1. Nieznanym metabolitem powstajacym w erytrocytach ludzkich podczas
inkubacji z 4PYR jest dinukleotyd 1-p—D-rybofuranozylo—4—pirydono—3—
karboksyamidoadeninowy (4PYRAD),

2. 4PYRAD powstaje z udzialem 4PYMP, a jego struktura chemiczna jest
podobna do NAD",

3. 4PYR jest metabolizowany do pochodnych — 4PYMP i 4PYRAD nie tylko w
erytrocytach ale rowniez w innych komorkach 1 tkankach,

4. W nerce, pomimo zdolnosci do metabolizowania 4PYR in vitro, nie
zaobserwowano akumulacji 4PYR ani jego metabolitow w warunkach in vivo,

5. 4PYR in vivo nie wplywa znaczaco na metabolizm energetyczny komorek, a w
szczego6lnosci poziom komorkowego ATP,

6. Dhlugotrwata obecno$¢ 4PYR w S$rodowisku uposledza funkcj¢ $rodbtonka
naczyniowego zmniejszajac zdolnos¢ naczyn krwionosnych do rozkurczu,

7. Kroétkotrwate efekty 4PYR obecnego w krazeniu wiencowym nie sg znaczace;
brak jest wptywu na funkcje $rodblonka naczyn, funkcje mechaniczng czy

metabolizm energetyczny serca.
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7. STRESZCZENIE

Ostatnie lata przyniosly dynamiczny rozwo6j wiedzy dotyczacej przemian
pochodnych nikotynamidu, w tym substancji zawierajacych w swojej strukturze
utleniony pier$cien nikotynamidowy. Niniejsza rozprawa poddata analizie przemiany i
efekty jednej z takich pochodnych: 1-B-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamidu
(4PYR).

Celem pracy byta identyfikacja nowych metabolitéw 4PYR, jak rowniez ocena
metabolizmu tego zwigzku w wybranych tkankach zwierzgcych oraz jego dystrybucji u
zwierzat w modelach symulujacych podwyzszone st¢zenie 4PYR we krwi. Podjeto
réwniez prob¢ oceny wpltywu tego zwigzku na funkcje $rodblonka naczyniowego u
myszy in vivo oraz na funkcj¢ srédblonka naczyn wiencowych i funkcje mechaniczng
serca w modelu perfundowanego serca szczura.

Szczegblnym osiggnieciem przedstawionym w niniejszej rozprawie byla
identyfikacja nowego metabolitu 4PYR, powstajacego w erytrocytach ludzkich oraz
tkankach zwierzecych. Okreslono strukture chemiczng tego zwigzku oraz ustalono, ze
jego prekursorem jest monofosforanowa pochodna 4PYR (4PYMP). Zaproponowana
nazwa nowego metabolitu to: dinukleotyd 1-pf—D-rybofuranozylo—4—pirydono—3—
karboksyamidoadeninowy (4PYRAD).

W kolejnym etapie zbadano metabolizm 4PYR w homogenatach wybranych
tkanek zwierzgcych, gdzie zwigzek ten przeksztatcany jest do 4PYMP 1 4PYRAD.
Przeanalizowano réwniez dystrybucje¢ i metabolizm 4PYR w tkankach zwierzecych in
vivo. Uzyskane wyniki potwierdzity zdolno$¢ wszystkich tkanek do przeksztatcania
4PYR do 4PYMP i 4PYRAD. Jedynie w nerkach w badaniach in vivo nie
zaobserwowano 4PYR ani jego pochodnych.

Wplyw 4PYR na uktad sercowo naczyniowy zbadano wykorzystujagc modele
mysie in vivo (model oparty na rozkurczu zaleznym od $rédbtonka - FMV), oraz
ex vivo (pomiar funkcji $rodblonka izolowanych krazkow aortalnych). Uzyskane
wyniki wykazaly istotnie uposledzong funkcje $rdédbtonka naczyniowego u myszy,
ktére przez 7 dni otrzymywaty 4PYR w iniekcjach podskérnych. Z kolei nie
zaobserwowano wptywu 4PYR na funkcj¢ $rodblonka naczyn wiencowych oraz na
funkcje¢ mechaniczng serca szczura po krotkiej, S-minutowej infuzji tego zwigzku w
modelu perfundowanego serca szczura.

Badania przedstawione w niniejszym opracowaniu przyczynity si¢ do
identyfikacji nowych metabolitow zwigzanych z przemianami nikotynamidu oraz do
okreslenia potencjalnych kierunkéw ich toksycznego dziatania. Moze to pomdc w
zrozumieniu patologii takich jak przewlekla 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-B-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-B-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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