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1. WYKAZ SKROTOW/ ABBREVIATIONS
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- ekto-dwufosfohydrolaza trdjfosfonukleozydowa 1/
ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1
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low density lipoprotein receptor
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MNA - N-1- metylonikotynamid/N- 1- methylnicotinamide
MPC - mitochondrialny transporter pirogronianowy/
mitochondrial pyruvate carrier
NA - nikotynamid/nicotinamide
NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy/
nicotinamide adenine dinucleotide
NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy forma zredukowana/
nicotinamide adenine dinucleotide reducted form
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nicotinamide N-methyltransferase
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ORO - barwienie czerwienig oleistg/Oil red O staining
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WT - myszy szczepu dzikiego/wild type mice
4PYR - 1-B-D-rybonukleozyd 4-pirydono-3-karboksyamidu/

4-pyridone-3-carboxamide-1-B-D-ribonucleoside
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3. STRESZCZENIE

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sa gldéwnym powodem $miertelnosci
w krajach wysoko rozwinigtych. Wsrdd tych patologii szczegdlnym problemem sa
miazdzyca naczyn, choroby zastawkowe oraz niewydolno$¢ serca. Waznym
mechanizmem utrzymania homeostazy sercowo-naczyniowej jest sygnalizacja
purynergiczna.

Celem pracy bylo zbadanie modyfikacji przemian nukleotydow i metabolizmu
energetycznego w eksperymentalnych modelach miazdzycy i niedokrwienia serca. Do
przeprowadzenia badan wykorzystany zostal genetyczny model miazdzycy: myszy
ApoE-/-LDLR-/-. Zastosowane techniki badawcze obejmowaly wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa, spektrometri¢ mas, testy enzymatyczne, barwienia
histologiczne oraz standardowe procedury biochemiczne. W jednej serii eksperymentow
zbadano wplyw metabolitu nikotynamidu- 1-B-D-rybonukleozydu 4-pirydono-3-
karboksyamidu (4PYR) na przebieg procesu miazdzycowego u myszy . Ocena zmian
miazdzycowych wykonana za pomoca barwienia ORO wykazata wigkszg akumulacje
barwnika na powierzchni S$ciany aort myszy traktowanych 4PYR. Szczegdlnie
interesujacy byt wzrost aktywnosci ekto-deaminazy adenozyny 1 (eADAI) w $cianie
naczyn w grupie z 4PYR, podczas gdy aktywnosci ekto-dwufosfohydrolazy
trojfosfonukleozydowej 1 (eNTPD1) czy ekto-5’-nukleotydazy (e5°NT) nie rdznily sig.
Mozliwe, ze zwigkszona aktywno§¢ eADAl w $cianie naczynia pochodzita
z aktywowanych komorek $rodbtonka i infiltrujagcych makrofagow. W kolejnej serii
eksperymentéw u myszy ApoE-/-LDLR-/- sprawdzony zostal wpltyw infuzji dozylnej
pirogronianu MNA, pirogronianu sodu, MNA lub soli fizjologicznej w kontroli, na
przebieg eksperymentalnego zawalu serca indukowanego ekspozycja na obnizone
stezenie tlenu w powietrzu oddechowym. W trakcie hipoksji monitorowane byto EKG,
a po okresie hipoksji zbadane bylo uwalnianie troponiny T i aktywnos$¢ kinazy
kreatynowej. Wyniki wykazaty kardioprotekcyjny wptyw pirogronianu MNA, ktéremu
nie towarzyszyta hipernatremia wystepujaca po podaniu pirogronianu sodu. Na koniec
pracy podkreslono warto$¢ terapeutyczng modulacji aktywnosci deaminazy AMP
(AMPD) - waznego enzymu biorgcego udzial w przemianach nukleotydow. Wykazano,
ze protekcyjne efekty inhibicji AMPD dotyczy¢ moga nie tylko kardiomiocytdéw, lecz
réwniez komorek $rédbtonka.

Zaburzenia szlakow metabolizmu nukleotydéw adeninowych i adenozyny ulegaja
istotnym zmianom w patologiach sercowo-naczyniowych. Nalezy podkresli¢, ze ich
modyfikacje moga by¢ markerem toczacego si¢ procesu patologicznego, a takze dziatac
protekcyjnie, przez co moga by¢ waznym celem terapeutycznym.
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4. ABSTRACT

Cardiovascular disease is the main cause of mortality in developed countries. Among
these pathologies, the particular problem is atherosclerosis, valvular diseases and heart
failure. An important mechanism for maintaining cardiovascular homeostasis is purine
signaling.

The aim of the study was to examine the modification of nucleotide changes and
energy metabolism in experimental models of atherosclerosis and cardiac ischemia.
A genetic model of atherosclerosis was used for the study: ApoE-/-LDLR-/- mice.
Research techniques that were used include high performance liquid chromatography,
mass spectrometry, enzyme activity tests, histological staining and standard biochemical
procedures. In one series of experiments, the effect of the nicotinamide metabolite- 4-
pyridone-3-carboxamide-1-B-D-ribonucleoside (4PYR) on the course of the
atherosclerotic process in mice was examined. Assessment of atherosclerotic lesions by
ORO staining showed a greater accumulation of the dye on the aortic wall surface of
4PYR treated mice. Particularly interesting was the increase in the activity of ecto-
adenosine deaminase 1(eADAI1) in the vascular wall in the 4PYR group, while the
activity of ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 (eNTPDI1) or ecto-5'-
nucleotidase (e5'NT) did not differ. It is possible that the increased eADA activity in the
vascular wall was derived from activated endothelial cells and infiltrating macrophages.
In the next series of experiments in ApoE-/-LDLR-/- mice, the effect of intravenous
infusions of MNA pyruvate, sodium pyruvate, MNA or saline was checked in the control
of experimental myocardial infarction induced by exposure to a reduced oxygen
concentration in the respiratory air. In the course of hypoxia, the ECG was monitored,
and after the hypoxia period, the release of troponin T and creatine kinase was examined.
The results showed a cardioprotective effect of MNA pyruvate which was not
accompanied by hypernatremia occurring after administration of sodium pyruvate.
Finally, the therapeutic value of modulation of AMP deaminase activity (AMPD)- an
important enzyme involved in nucleotide metabolism was underlined. It has been
demonstrated that the protective effects of AMPD inhibition may target not only
cardiomyocytes but also endothelial cells.

Disturbances in the adenine nucleotide and adenosine metabolic pathways are
common in cardiovascular pathologies. It should be emphasized that their modifications
may have the protective potential or can be a marker of ongoing pathological process.
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5. WSTEP

5.1.Miazdzyca i choroba niedokrwienna serca

Choroba niedokrwienna 1 niewydolno$¢ serca sa gldownymi przyczynami
zachorowalno$ci 1 $miertelno$ci u ludzi na calym $wiecie, o znaczacej tendencji
wzrostowe] w zwigzku ze starzeniem si¢ spoteczenstwa. Przewiduje si¢, ze tylko
w Stanach Zjednoczonych liczba przypadkéw niewydolnosci serca wzrosnie z 6.5
miliona do ponad 8 milionéw przypadkéw do roku 2030 !'. Do niedokrwienia mig$nia
sercowego dochodzi migdzy innymi w przypadku zablokowania przeplywu wiencowego
spowodowanego miazdzyca. Zmiany miazdzycowe okre$lane sgjako ogniskowe
zgrubienia o asymetrycznym ksztalcie na powierzchni naczynia krwiono$nego. Sktadaja
sie z elementow tkanki tgcznej, lipidow i komorek zapalnych 2. W procesie rozwoju
blaszki miazdzycowej biorg udziat komoérki uktadu immunologicznego, wsrdd nich
gléwnie monocyty, limfocyty B i T oraz komodrki dendrytyczne. Monocyty, ktore
w najwigkszej ilosci buduja blaszke miazdzycowa, przylaczaja si¢ do powierzchni
uszkodzonego $rodbtonka za pomoca receptora dla leukocytow, ktorego ekspresji nie
obserwuje si¢ w normalnych komoérkach srédblonka. Indukcja receptoréw zachodzi przy
przeptywie turbulentnym krwi wywotujacym stres oksydacyjny $rodbtonka
naczyniowego, w obecno$ci cytokin adhezyjnych i prozapalnych, angiotensyny II,
zewnatrzkomorkowych nukleotydéw czy lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) 3. Wzrost
blaszki miazdzycowej odbywa si¢ w kierunku §wiatta naczynia, stopniowo prowadzac do
zaburzenia przeptywu krwi 4. Pekniecie i erozja blaszki moze by¢ natomiast bezposrednig
przyczyng zablokowania $wiatla naczynia i niedotlenienia zaopatrywanego organu °.
Niedotlenienie moze powodowac zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej, przemian
kwasow thuszczowych 1 utleniania weglowodanéw. Ze wzgledu na zmniejszenie
szybkosci odtwarzania wysokoenergetycznych fosforanéw 1 deficyt energetyczny,
niedokrwieniu towarzyszy szybka utrata sity skurczu i zaburzenia homeostazy jonowej
migs$nia sercowego °.

5.2. Metabolizm energetyczny i przemiany nukleotydow w sercu

5.2.1. Metabolizm energetyczny i przemiany nukleotydow w sercu
w warunkach fizjologicznych

Serce ma bardzo wysokie zapotrzebowanie na energi¢ przy bardzo ograniczonej
zdolnosci do jej magazynowania. I[los¢ ATP obecna w sercu wystarcza tylko
w przyblizeniu na 12 uderzen serca. Dlatego serce musi stale wytwarza¢ duze ilosci ATP
aby utrzyma¢ zdolno$¢ do skurczu i homeostaze jonowg "®. W warunkach normoksji,
95% ATP wytwarzanego w sercu pochodzi z fosforylacji oksydacyjnej. Pozostate 5%
pochodzi z fosforylacji substratowej *-'°. Do pracy mechanicznej serce zuzywa od 60%
do 70% wygenerowanego ATP !!. Pula metabolitow energetycznych serca skfada sie
glownie z ATP 1 fosfokreatyny (PCr). PCr pelni funkcj¢ transportowg dla
wysokoenergetycznego fosforanu oraz funkcj¢ buforu energetycznego. W przestrzeni
mi¢dzyblonowej  mitochondriow,  energia  wysokoenergetycznego — wigzania
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fosforanowego z ATP moze zosta¢ przeniesiona na kreatyn¢ przez mitochondrialng
kinaze kreatynowa, czego skutkiem jest utworzenie PCr. Przy mniejszej masie
czasteczkowej niz ATP, PCr moze szybciej dyfundowaé w okolice aparatu kurczliwego
do cytozolu. W cytozolu PCr moze by¢ uzyta do odtworzenia ATP z ADP przy udziale
cytozolowej kinazy kreatynowe;.

W zdrowym sercu w fazie spoczynku okoto 70% do 90% ATP powstaje w wyniku
utleniania kwasow tluszczowych a preferowanymi sa kwas oleinowy 1 kwas
palmitynowy !2. Pozostate 10% do 30% pochodzi z utleniania glukozy i mleczanu, a takze
z niewielkich iloéci cial ketonowych i niektorych aminokwasow !3. Proporcje te
zmieniajg si¢ w zalezno$ci od warunkéw. Zbadano, ze po positku, gdy poziom glukozy
i insuliny w osoczu wzrasta, zwieksza si¢ udziat glukozy w produkcji ATP w sercu !4,
Metabolizowana przez serce glukoza pochodzi z wychwytu egzogennej glukozy lub
zmagazynowanego glikogenu. Serce ma wzglednie niewielka pule glikogenu (=30umol/g
mokrej masy, co stanowi 20% masy mig$ni szkieletowych), ale tempo jego obrotu jest
wysokie. W szczurzym sercu glukoza pochodzaca z glikogenu moze stanowi¢ nawet
wiecej niz 40% produkcji ATP zaleznej od glukozy . Na rycinie 1. schematycznie
przedstawiono procesy metaboliczne ukierunkowane na wytwarzanie ATP z glukozy
1 kwaséw thuszczowych.
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— T N — — — (7 S S—
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Rycina 1. Metabolizm energetyczny serca
GLUT: transporter glukozy; FAT: transporter kwasow ttuszczowych; MPC: mitochondrialny transporter
pirogronianowy.

Na podstawie: ,,Cardiac Metabolism in Heart Failure - Implications beyond ATP production:
Doenst et. al.; Circ Res. 2013 August 30; 113(6): 709-724

W stanie fizjologicznym, w zwiazku z duzym zapotrzebowaniem energetycznym

serca, podstawowe przemiany nukleotydow i ich aktywno$¢ dostosowane sa do
wzmozone] pracy szlakow metabolicznych zwigzanych z wytwarzaniem energii.
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Najwigksza aktywnos$¢ wykazujg enzymy zaangazowane w syntez¢ ATP (takie jak kinaza
adenylanowa, kinaza kreatynowa), ale takze zuzywajace ATP jako substrat (ATP-aza
sodowo-potasowa, ATP-aza wapniowa czy ATP-aza miozynowa). W normoksji, kiedy
serce jest w rownowadze pomi¢dzy procesami syntezy i zuzywania energii, cytozolowe
stezenia najwazniejszych metabolitow energetycznych miokardium wynosza
odpowiednio: ATP ok. 6-8mM, ADP ok. 40uM, AMP ok. 0,2uM i adenozyny ok.
0,05uM 16, Zaobserwowano, ze wzrost stezenia AMP wplywa aktywujaco na
katabolizujace go- deaminaze¢ AMP (AMPD) i ekto-5 nukleotydaze (e5’NT). Powstajace
nukleozydy adenozyna i inozyna moga przechodzi¢ do przestrzeni pozakomorkowe;.
Adenozyna wychwytywana jest przez receptory komoérek sSrédblonka (65%) oraz
transportery w blonie fibroblastow i kardiomiocytéw (5%), a pozostala trafia do krazenia
17 Schemat metabolizmu nukleotydéw adeninowych przedstawiono na Rycinie 2.
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Rycina 2. Metabolizm nukleotydow w ukladzie sercowo-naczyniowym
Na podstawie: ,,Inhibition of AMP deaminase as therapeutic target in cardiovascular pathology”, Zabielska
et. al., Pharmacological Reports. 2015; 67: 682-688; Zatacznik—Praca C.

5.2.2. Metabolizm energetyczny i przemiany nukleotydow w miazdzycy

i chorobie niedokrwiennej serca
Metabolizm oksydacyjny zmniejsza si¢ proporcjonalnie do spadku podazy tlenu.
Wigkszo$¢ badan wykazata zmniejszenie uzycia kwasow thuszczowych w niewydolnym

¥ Podczas fagodnego niedokrwienia B-oksydacja kwasow tluszczowych

sercu
przewyzsza utlenianie weglowodanow 7. Co ciekawe, po przywroceniu przeptywu w
naczyniu wiencowym (reperfuzji), f-oksydacja kwasow thuszczowych szybko wzrasta do

poziomu przed niedotlenieniem, natomiast utlenianie glukozy pozostaje zahamowane '
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Cho¢ tlen w trakcie reperfuzji nie jest juz czynnikiem limitujagcym, preferencja
B-oksydacji kwasoéw tluszczowych moze mie¢ wiele znaczacych konsekwencji podczas
i1 po ischemii. Moze na przyklad przyczyni¢ si¢ do powstania kwasicy
wewnatrzkomorkowej, jak réwniez dalszego poglebienia zaburzen
wewnatrzkomorkowej homeostazy jonow Na* i Ca?* 2921, Do skorygowania i ponownego
wyrownania gradientdéw jonowych wymagana jest wigksza ilos¢ ATP, co zmniejsza tym
samym pule ATP dostgpng dla pracy skurczowej. Badania na szczurzych modelach
niewydolnosci serca z dysfunkcja skurczu wykazywaty zmniejszenie poziomu ekspresji
mRNA i bialka transporterow kwasoéw tluszczowych 22, Stwierdzono, ze szybkos$¢
utleniania kwasow thuszczowych 1 aktywno$¢ enzymow zaangazowanych w ten proces
byty zmniejszone we wczesnych etapach przerostu lewej komory. Wyniki te sa rowniez
zgodne z badaniami u szczuréw ze spontanicznym nadci$nieniem t¢tniczym wywotanym
zwezeniem aorty brzusznej. Tych zmian nie obserwuje si¢ natomiast u szczuré6w rasy
Dahl wrazliwych na so6l oraz u szczuréw z wyindukowanym zawalem mig$nia
sercowego 23. Badania na modelach zwierzecych i ludziach wyraznie dowodza obecnosci
zaburzenia funkcji oddechowej mitochondriow, ktéra zachodzi jeszcze przed
spostrzezeniem dysfunkcji skurczowej. Wynikiem tego moze by¢ zmniejszona produkcja
ATP w sercu.

W przeciwienstwie do wynikéw dotyczacych metabolizmu kwaséw ttuszczowych,
dane o wykorzystaniu glukozy jako materialu energetycznego dla niedotlenionego serca
sa mniej spojne. W przypadku dysfunkcji skurczowej stwierdzono, ze metabolizm
glukozy zmniejszyt si¢ u myszy po zwezeniu aorty. Co ciekawe nie zmienit si¢
u szczurdéw z zawatem mig$nia sercowego, natomiast zwigkszyt si¢ u szczurdéw rasy Dahl
wrazliwych na sol 24, Po zwezeniu aorty u szczuréw, oceniajgc utlenianie substratu w
réznych punktach czasowych zaobserwowano, Ze utlenianie glukozy w sercu poczatkowo
wzrastalo, nie zmienialo si¢ w hipertrofii i zmniejszato, gdy wystapita dysfunkcja
skurczowa 2°. Uposledzenie utleniania glukozy, ktore jest powiagzane z dysfunkcjg
skurczowa, moze by¢ czgSciowo zwigzane z dysfunkcja mitochondridow, zmniejszong
ekspresja genow zaangazowanych w glikolize i1 utlenianie glukozy, lub zmniejszong
aktywnoécig kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (PDH) 26, Co ciekawe,
stwierdzono, ze szczury ze spontanicznym nadci$nieniem, w stadium przerostu mi¢énia
sercowego, ale bez rozwinigtej niewydolnosci, majg wyzszy poziom utleniania glukozy
lub zwigkszony przeplyw przez kompleks PDH w poréwnaniu do szczurdéw
kontrolnych 2’. U pacjentéw z idiopatyczng kardiomiopatig rozstrzeniowa wykazano
wyzsze wskazniki wykorzystania glukozy przy obnizeniu wykorzystania i utleniania
kwasow thuszczowych 282°, Mozliwe zatem, ze w przeciwienstwie do zmian w utlenianiu
kwasow ttuszczowych, utlenianie glukozy nie koreluje z funkcja kurczliwos$ci serca
w chorobie niedokrwiennej, a zmiany w utlenianiu glukozy mogg zaleze¢ zaréwno od
stadium, jak i od patogenezy tej choroby.

Badania wykazaly, Zze zaburzenia metabolizmu energetycznego na poziomie
mitochondridow, takie jak: brak wydajnej syntezy ATP, zaburzenia w transporcie ATP
z mitochondriéw do cytozolu, czy tez zakldcenia procesow zuzywania ATP, skutkuja
zaburzeniami funkcji mechanicznej serca. W ischemii, zuzywane jest ATP i PCr,
a stezenia ADP, AMP i innych metabolitow adenylanowych wzrastaja. Przy
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dlugotrwalym niedotlenieniu resynteza nukleotydow nie jest jednak mozliwa
1 w nastgpstwie powoduje to wzrost st¢zenia adenozyny i inozyny. Zbadano, ze stezenie
adenozyny (ktére w kardiomiocytach i we krwi w warunkach fizjologicznych wynosi
okoto 0,5uM), podczas niedotlenienia wzrasta ponad 50-krotnie 3%°!. Dzigki duzej
aktywnosci metabolicznej komorek $rodbtonka nawet tak duze st¢zenia adenozyny sa
sprawnie przeksztalcane w kolejne metabolity. Ostatnie badania pokazaly, Ze postgpujacy
proces  miazdzycowy  charakteryzuje @ si¢ = zmiang  profilu  aktywno$ci
zewnatrzkomérkowych enzymow bioracych udzial w metabolizmie nukleotydow
adeninowych i adenozyny 2. Jeszcze przed pojawieniem si¢ blaszki miazdzycowej
zaobserwowano wzrost aktywnos$ci ekto-deaminazy adenozyny 1 (eADAT1). Okreslono,
ze podwyzszona aktywno$¢ eADA1 pochodzi gléwnie z komorek $rodbtonka oraz
makrofagoéw. Z tego powodu enzym ten moze by¢ bardzo dobrym markerem aktywacji
srodbtonka naczyniowego, a w konsekwencji stanu zapalnego. Enzymem o istotnym
wptywie na uktad krazenia bioracym udzial w metabolizmie nukleotydow purynowych
jest takze e5’NT. Wykazano, ze zahamowanie aktywno$ci tego enzymu powoduje
rozwdj dysfunkcji srodbtonka pod wptywem indukcji stanu zapalnego. Aktywacja e5’NT
zwiekszajgca ochrone $rodbtonka, moze by¢ kolejng, nowg strategig leczenia 334,

5.3. Modyfikacje przemian energetycznych i metabolizmu nukleotydow jako
cel terapeutyczny w chorobach sercowo-naczyniowych

Nowym podejsciem terapeutycznym w leczeniu miazdzycy i choroby niedokrwiennej
serca moze by¢ "modulacja metaboliczna". W celu zmniejszenia skutkdw choroby
niedokrwiennej serca mozliwa jest optymalizacja metabolizmu energetycznego za
pomoca modulatorow metabolicznych, co skutkuje przede wszystkim poprawag
skurczowej pracy serca. Mozna zaproponowaé kilka podej§¢ terapeutycznych:
modyfikacje metabolizmu puryn, stymulowanie utleniania glukozy i/lub hamowanie
utleniania kwasow ttuszczowych .
Ekto-dwufosfohydrolaza trdjfosfonukleozydowa 1 (eNTPDI), e5’NT i eADA1 petnia
kluczowa rol¢ w zewnatrzkomorkowym metabolizmie nukleotydéow na powierzchni
$ciany naczynia 3°. Zmiany w aktywnosciach tych enzymow przyczyniajg sie do rozwoju
stanu zapalnego na powierzchni naczyn krwiono$nych a w konsekwencji miazdzycy 7.
Zbadano, ze aktywno$¢ eADA1 stymuluja czynniki znane jako pro- miazdzycowe, takie
jak niektore kwasy tluszczowe (kwas kaprylowy, palmitynowy, erukowy, oleinowy)
1 cytokiny prozapalne (IL-6, LPS). Hamujace dziatanie maja wielonienasycone kwasy
thuszczowe (kwas linolenowy, DHA), statyny (atorvastatyna), flawonoidy (kemferol) czy
MNA. Badania prowadzone w Katedrze i Zaktadzie Biochemii GUMed wykazaty, ze
zahamowanie aktywno$ci eADA1 deoksykoformycynag w eksperymentalnym modelu
miazdzycy z wykorzystaniem myszy ApoE-/-LDLR-/- spowodowato znaczne
spowolnienie rozwoju miazdzycy naczyn 2. Ochronna rola e5’NT wykazana byla
w zwapnieniu zastawek, miazdzycy, odrzucie po ksenotransplantacji i zakrzepicy zyt 3%
40 Zmniejszona aktywno$¢ e5’NT spowodowana kontaktem limfocytow ze
srodbtonkiem zwigksza jego przepuszczalno$é, co prowadzi do zwigkszonej
transmigracji leukocytow. Aktywacja e5’NT moze mie¢ zatem funkcj¢ ochronng
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w szeregu patologii sercowo-naczyniowych. Taki efekt zostat potwierdzony w przypadku
niektorych lekow, takich jak statyny i moze by¢ cze$cig jej plejotropowego dziatania 344!,
Modulacja metaboliczna serca mozliwa jest przy zastosowaniu kilku terapii
farmakologicznych #2. Badania wykazaly, ze bardzo dobrym podej$ciem terapeutycznym
u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca jest zmniejszenie wykorzystania wolnych
kwasow thuszczowych 7. Gdy stezenie wolnych kwasow ttuszczowych w krazeniu jest
wysokie, zmniejsza si¢ utlenianie glukozy i pirogronianu 3. W wyniku tego pirogronian
zostaje przeksztalcony do mleczanu i uwalniany z serca. Odwrotnie, zmniejszenie
stezenia wolnych kwasow tluszczowych w osoczu, lub bezposrednie hamowanie ich
utleniania, zwigksza utlenianie pirogronianu i poprawia funkcje mechaniczng serca '2.

Lekoéw, ktore hamujace utlenianie kwasow thuszczowych, stymuluja wykorzystanie
glukozy, w tym zaréwno glikolizy, jak i utleniania glukozy jest kilka. Trimetazydyna
1 ranolazyna dzialaja poprzez hamowanie tiolazy-1. Trimetazydyna selektywnie hamuje
aktywno$¢ tiolazy 3-ketoacylo-CoA, ostatniego enzymu tancucha oksydacyjnego.
Eksperymentalnie wykazano, Ze jej zastosowanie zmniejsza uniesienie odcinka ST przy
podwigzaniu tetnic wiencowych serca krolika i ma wlasciwosci kardioprotekcyjne
w modelach niedokrwienia in vitro **. Stosowana jej u pacjentdw z niewydolnoScig serca
wplywa korzystnie na funkcje mechaniczng serca i poprawia prace lewej komory #4.
Zwigzane to jest takze z obserwowanym wzrostem stosunku PCr/ATP, co pozwala na
zachowanie wysokich pozioméw energii w sercu . Trimetazydyna zostala
zarejestrowana w wielu krajach jako lek przeciw niedokrwieniu w leczeniu dusznicy
bolesnej *°. Badania wykazaly, ze lepiej tolerowana przez organizm ranolazyna dziata
podobnie. Zaréwno w badaniach eksperymentalnych in vivo, jak i in vitro stwierdzono
jej kardioprotekcyjne dziatanie w niedokrwieniu i reperfuzji . U pacjentéw z chorobg
niedokrwienng serca zaobserwowano korzystny wplyw ranolazyny na poprawe
wydolnosci fizycznej bez zmiany parametréw kurczliwosci czy czesto$ci akcji serca 4.

Dobrym podejsciem eksperymentalnym wydawato si¢ zahamowanie aktywnosci
palmitoilotransferazy karnitynowej (CPT). Enzym ten posiada dwie izoformy: CPT1
1 CPT2 zlokalizowane w mitochondrium (odpowiednio na zewnetrznej i wewnetrzne;j
btonie). Jednak inhibitory CPT- oxfenicyna, etomoxir i pherhexilina, ze wzgledu na
wywotane efekty uboczne nie zostaly wprowadzone jako leki *84°,

Kolejnym ciekawym podejsciem do modulacji metabolizmu, ktory zwicksza
utlenianie glukozy jest aktywacja PDH. PDH jest kompleksem zlokalizowanym
w macierzy mitochondrialnej i katalizuje nieodwracalng dekarboksylacje pirogronianu
do acetylo-CoA i NADH. Dla witasciwej kompleksowej regulacji podjednostka E1-a
enzymu dziata jako przelacznik wiaczajacy/wylaczajacy, ktory regulowany jest przez
fosforylacj¢/defosforylacje. W roznych typach komorek jedna z izoform kinazy
dehydrogenazy pirogronianowej (PDHK) moze fosforylowac te podjednostke prowadzac
do inaktywacji PDH. Znanym inhibitorem PDHK jest dwuchlorooctan, ktory
w nastgpstwie jego dzialania obniza poziom mleczanu poprzez aktywacje tego
kompleksu. W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze dwuchlorooctan znakomicie
poprawial uposledzong funkcje mechaniczng serca po niedokrwieniu *°. Niestety
milimolowe stg¢zenia terapeutyczne 1 krotki okres pottrwania pirogronianu
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1 dwuchlorooctanu po doustnym jak i dozylnym podaniu ograniczyly ich uzycie
w praktyce °!.

L-karnityna jest naturalnie wystepujacym zwiazkiem transportujacym
dhugotancuchowe kwasy tluszczowe do mitochondriéw. Zauwazono, ze zmniejszone
stezenie L-karnityny zwigksza utlenianie glukozy wraz ze wzrostem aktywnos$ci
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej 2. Zaobserwowano, ze na [-oksydacje
kwasow thuszczowych w sercu maja wplyw takze analogi L-karnityny, jak np. propionylo
L-karnityna 3. Klinicznie wykazano, ze zard6wno L-karnityna, jak i propionylo-L-
karnityna zapobiegaja efektom niedokrwienia. Podczas testow wysitkowych u pacjentow
z choroba wieficowg oba zwiazki wykazaly zmniejszenie obnizenia odcinka ST
1 ci$nienia koncoworozkurczowego lewej komory, dlatego tez zostaty skutecznymi
srodkami przeciw dusznicy bolesnej. Ponadto zaobserwowano kardioprotekcyjne
dziatanie L-karnityny po operacji by-passow i po ostrym zawale serca >4,

Nowg substancja lecznicza jest meldonium (propionian trimetylohydrazyny), ktory
powoduje zahamowanie aktywno$ci hydroksylazy y-butyrobetainy . Dziala poprzez
obnizenie stezenia L-karnityny, uposledzajac transport kwaséw tluszczowych
1 wymuszajac tym samym zwigkszenie metabolizmu glukozy. Ze wzgledu na brak
odpowiednich badan klinicznych, meldonium dostgpny jest tylko na Litwie. Stosowany
jest przez sportowcdw jako doping w celu zwiekszenia wydolnosci >

Inng mozliwo$cig posredniej modyfikacji metabolizmu energetycznego serca jest
hamowanie aktywnosci pompy sodowo-potasowej (ATP-azy Na'/K"), przez co zwigksza
si¢ aktywno$¢ sarkoplazmatycznej pompy wapniowej (SERCA2a). Powoduje to
zwigkszenie wychwytu wapnia do retikulum sarkoplazmatycznego i1 obnizenie stezenia
wapnia dostgpnego dla rozkurczu. Energetyczna korzy$¢ takiego dziatania wynika
z mniejszego uzycia ATP wymaganego do usunigcia wapnia z cytoplazmy przez
SERCA2a, niz przez sarkoplazmatyczny wymiennik jonow Na'/Ca**. Lekiem
dziatajacym na tej zasadzie jest istaroxime, ale jego zastosowanie wymaga dalszych
badan klinicznych 7.

Z kolei Omecamtiv Mecarbil jest bezposrednim aktywatorem sercowej ATPazy
miozynowej. Hamuje takze aktywacj¢ wtornych przekaznikoéw i bierze udziat w regulacji
stezenia wapnia %, Badania pokazaty, ze Omecamtiv Mecarbil ma silnie pozytywny efekt
inotropowy bez zwigkszania zuzycia tlenu i nadwyr¢zania niewydolnego serca, co
powoduje, Ze jest bardzo obiecujagcym kandydatem na lek *°.

Nowym farmaceutykiem jest Bendavia, ktora ma struktur¢ peptydowa i jest
zwigzkiem skierowanym przeciwko kardiolipinie. Kardiolipina jest fosfolipidem
wystepujacym w blonie mitochondrialnej i kluczowym kofaktorem stabilizujagcym
elementy faficucha oddechowego
w mitochondriach i tworzenie reaktywnych form tlenu. W zwierzgcych modelach

. Bendavia zmniejsza przepuszczalnos¢ porow

niedokrwienia migénia sercowego wywolanego podwigzaniem gatezi miedzykomorowe;j
przedniej (LAD), Bendavia skutecznie odtworzyla mitochondrialny metabolizm
energetyczny redukujac uszkodzenie wywotlane niedokrwieniem i reperfuzja. W planach
s3 badania kliniczne z udzialem pacjentow po zawale migsnia sercowego
charakteryzujacych si¢ podniesieniem odcinka ST ¢!,
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Kolejnym podejsciem w kardiologii jest badanie lekéw zwigzanych
zmodulacjg aktywnosci transkrypcyjnej biatek biorgcych udzialt w metabolizmie lipidow.
Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomoéw (PPAR) 1 receptory
estrogenowe (ERR) indukowane sg w wyniku interakcji PPAR-y z koaktywatorami-1
(PGC-1). PGC-1a wiaze si¢ 1 koaktywuje PPARa 1 ERRa, prowadzac do zwigkszone;j
zdolnoséci wychwytywania i utleniania kwasow ttuszczowych. Niedawno odkryto, ze
PGC-1B moze rowniez odgrywaé¢ wazng rol¢ w regulacji metabolizmu energetycznego
serca, poniewaz biatka PGC-1 sa silnymi aktywatorami biogenezy mitochondrialne;.
Efekt ten zwigzany jest z indukcja jadrowego czynnika oddechowego 1
1 mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A. Aktywno§¢ PGC-la jest silnie
regulowana zar6wno na poziomie ekspresji jak 1 przez potranslacyjne modyfikacje, takie
jak fosforylacja, acetylacja lub metylacja 2.

Ciekawa grupa lekow modulujagcych metabolizm energetyczny serca jest np.
metformina, ktora aktywuje kinaze biatkowa zalezng od AMP (AMPK). AMPK jest
kolejnym waznym mediatorem adaptacji metabolicznej, zwigksza produkcje ATP
i hamuje energochtonne szlaki biosyntezy w warunkach niedokrwienia 3. Do aktywacji
AMPK dochodzi przy zwigkszeniu stosunku AMP/ATP w warunkach niedotlenienia w
wyniku fosforylacji AMP. AMPK zwigksza produkcje ATP przez intensywne
stymulowanie zaro6wno utleniania kwasow thuszczowych, transportu glukozy do wnetrza
komorki 1 glikolizy, jednocze$nie spowalniajac procesy zuzywajace ATP, takie jak
synteza lipidow i biatek. Ponadto AMPK moze rowniez poprawi¢ energetyke serca w
dtuzszym okresie poprzez aktywacje PGC-1la, co prowadzi do zwigkszonej biogenezy
mitochondrialnej .

Jednym z glownych kierunkéw badan w kardiologii eksperymentalnej jest
poszukiwanie nowych lekéw dziatajacych ochronnie na $rodblonek i kardiomiocyty.
Badania przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej skupiaja si¢ na badaniu
wybranych zwigzkow wywierajacych wptyw na metabolizm energetyczny serca w stanie
niedokrwienia. Zbadano wptyw 4PYR na $rodblonek naczyniowy w miazdzycy,
pirogronianu MNA na metabolizm i funkcj¢ serca poddanego hipoksji oraz poddano
analizie wptyw inhibitor6w AMPD na komorki uktadu sercowo-naczyniowego.

5.3.1. 1-B-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamid (4 PYR)

4PYR jest modyfikowanym nukleozydem powstajacym w reakcji katalizowanej
przez oksydaz¢ aldehydowa, a jego prekursorem jest rybozyd nikotynamidu. Mimo, ze
odkryto go juz w 1979 r., dopiero niedawno zidentyfikowano jego pochodne
nukleotydowe: mono-, dwu- i trdjfosforany (4PYMP, 4PYDP, 4PYTP), jak réwniez
analog NAD- 4PYRAD %6, U zdrowych ludzi stezenie 4PYR w osoczu wynosi
0,013+0,006pmol/l, natomiast wydalanie z moczem wynosi 26,7+18,2umol/24h ¢,
Nukleozydy wydalane z moczem moga by¢ markerem réznych patologii. Zmiany
stezenia 4PYR zaobserwowano w przebiegu choréb nowotworowych takich jak, ostra
bialaczka limfoblastyczna, rak jajnika czy zto$liwy migdzybtoniak 6871,
Zaobserwowano, ze st¢zenie 4PYR w osoczu pozwala takze na okreslenie rokowania dla
chorych na AIDS 72. Ciekawym spostrzezeniem jest ponad 40-krotne podwyzszenie
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stezenia tego zwigzku w osoczu 0sob z przewlekta choroba nerek w porownaniu do 0sob
zdrowych. Podczas badan prowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Biochemii GUMed
okreslono toksyczno$¢ tego zwiazku na uklad sercowo-naczyniowy. Juz podczas
pierwszych eksperymentéw z zastosowaniem izolowanych erytrocytdw zauwazono
wptyw 4PYR na metabolizm energetyczny. Co ciekawe, podobny efekt zaobserwowano
w badaniach in vitro podczas dtugotrwatej ekspozycji komorek srodbtonka na 4PYR,
kiedy komorki miaty znaczaco nizsze stezenie ATP i NAD 7>, In vivo badano wplyw
4PYR na kurczliwo$¢ migéniowki zalezng od srodbtonka. Obserwacje srédblonka tetnicy
udowej po ekspozycji na 4PYR, potwierdzity sroédblonkowa toksycznos¢ tego zwiagzku.
4PYR podczas krotkiej perfuzji serca nie wpltywal na przeplyw wiencowy, funkcje
mechaniczng czy metabolizm energetyczny serca. Dlugotrwata ekspozycja na ten
zwigzek powodowata natomiast uposledzenie funkcji Srodblonka naczyniowego poprzez
zmniejszenie zdolno$ci naczyh krwiono$nych do skurczu 3. Ciekawe wyniki uzyskano
w badaniach nad izolowanymi kardiomiocytami szczura, z uzyciem lizatow erytrocytow,
a takze w homogenacie serca szczura, gdzie po zastosowaniu 4PYR zauwazono stabg
inhibicje AMPD. Dopiero dluzszy czas inkubacji wykazywal istotne zahamowanie
aktywno$ci AMPD 7>,

W niniejszej pracy doktorskiej okreslono wplyw 4PYR na wielko$¢ naczyniowych
zmian patologicznych oraz aktywno$¢ ekto-enzymoéw przemian nukleotyddéw
1 adenozyny na powierzchni mysich aort w eksperymentalnym modelu miazdzycy.

5.3.2. Pirogronian MNA

Fizjologicznie, serce posiada "elastycznos¢ metaboliczng", ktéra pozwala na
przelaczanie si¢ migdzy utlenianiem kwasow thuszczowych 1 weglowodanéw. Preferencje
zmieniajg si¢ w zaleznosci od obcigzenia serca, odzywienia organizmu oraz rownowagi
hormonalnej. Na przyklad wzrostowi utleniania kwasow tluszczowych w sercu
towarzyszy gwalttowny spadek utleniania pirogronianu pochodzacego z glukozy
i odwrotnie 7. Ta elastyczno$¢ metaboliczna umozliwia sercu wytwarzanie niezbednej
ilosci ATP potrzebnej do utrzymania mi¢dzy innymi kurczliwo$ci serca. W surowicy
krwi cztowieka, psa czy tez §wini znajduje si¢ pirogronian o stezeniu okoto 0.2mM 78,
Mimo malego stezenia krazacego pirogronianu, serce jest wysoce reaktywne
funkcjonalnie i metabolicznie pod wzgledem egzogennego pirogronianu, ktory zwigksza
metabolizm energetyczny kardiomiocytow i wydajno$¢ ich skurczu . Znaczne
podniesienie st¢zenia pirogronianu w surowicy (2-10mM) zwigksza pojemno$é
minutowg serca i zmniejsza ci$nienie koncoworozkurczowe lewej komory. Pirogronian
wspomaga rowniez transport Ca?* w siateczce sarkoplazmatycznej, czym jest w stanie
ztagodzi¢ odwracalne i nieodwracalne uszkodzenie migsnia sercowego. Co wigcej,
wzrost stezenia pirogronianu zwigksza stosunek NAD/NADH poprzez reakcje
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) 8. Wykazano, ze po niedokrwieniu, egzogenny
pirogronian dziata w sprzezeniu z glutationem jako antyoksydantem 3!. Podczas badan
zaobserwowano, ze pirogronian dzigki swoim wlasciwosciom poprawia funkcje
skurczowg serca w normoksji, hipoksji, a takze po niedotlenieniu °. Glownym
problemem w klinicznym zastosowaniu pirogronianu jest jego wysokie stezenie
terapeutyczne, ktorego uzyskanie mozliwe bylo tylko przez wstrzyknigcie dozylne/
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tetnicze np. bezposrednio do naczyn wiencowych w operacji pomostowania naczyn
wiencowych serca. Testowany pirogronian sodu podawany w tak duzych dawkach
powodowat hipernatremi¢. Nowo syntezowana sol wytworzona z pirogronianu i N-1-
metylonikotynamidu (MNA)- pirogronian MNA- moze by¢ alternatywnym
rozwigzaniem, eliminujacym powyzsze problemy.

MNA jest gltéwnym metabolitem nikotynamidu
metylotrasferaza nikotynamidu (NNMT) katalizuje N-metylacj¢ nikotynamidu (NA)
zalezng od S-adenozylometioniny (SAM), w wyniku czego powstaje w N-1-
metylonikotynamid (MNA) i S-adenozylohomocysteina (SAH) #. Wplyw MNA
testowano do tej poru w wielu uktadach eksperymentalnych. Podczas badan wykazano,

82, Cytozolowy enzym N-

ze MNA ma dzialanie przeciwzapalne w tradziku rozowatym 8. MNA wykazuje takze
ochronny wpltyw na naczynia krwiono$ne u zwierzat z hipertriglicerydemia i cukrzyca.
Jego podawanie zwiekszato przezywalno$é tych zwierzat 3. W innych badaniach
zauwazono, ze u myszy ApoE-/-LDLR-/-, rozwdj zapalenia naczyn i miazdzyca byty
zahamowane przy stymulacji produkcji MNA, poprzez zwigkszenie aktywno§ci NNMT.
Myszy te charakteryzowaty si¢ poprawiong funkcja srédbtonka w odpowiedzi zaleznej
od PGl i NO, zahamowang aktywacja plytek krwi oraz zmniejszona odpowiedzia
ogolnoustrojowego zapalenia %°. Podczas badah w Katedrze i Zaktadzie Biochemii
GUMed z uzyciem homogenatow serca oraz izolowanych kardiomiocytow szczura,
MNA wykazywato wlasciwosci hamujace aktywnos¢ AMPD, lecz nie catkowicie.
W badaniach nad farmakokinetyka MNA zauwazono, ze jest on szybko wydalany wraz
z moczem. Wydaje si¢, ze w $wietle przedstawionych danych, sol pirogronian MNA
moze by¢ obiecujagcym kandydatem na nowy terapeutyk do zastosowania np. w chorobie
niedokrwiennej serca.

W przedstawionej pracy doktorskiej zbadano wplyw pirogronianu MNA na
metabolizm i funkcj¢ serca poddanego hipoksji.

5.3.3. Deaminaza AMP (AMPD)

AMPD jest enzymem przeksztatcajgcym AMP do IMP i amoniaku 3. AMPD jest
enzymem wspotzawodniczacym z cytozolowag 5’-nukleotydazg (e5’NT) o AMP.
Adenozyna, produkt e5’NT, rozszerza naczynia krwiono$ne, przeciwdziala
jonotropowemu dzialaniu katecholamin, dziata przeciwptytkowo, przeciwzapalnie
i immunosupresyjnie %%8°. Podczas badah wykazano rowniez jej kardioprotekcyijne
dziatanie w ostrym niedotlenieniu serca °*!. Stosunek AMPD/e5’NT okresla ilos¢
wytwarzanej adenozyny w szlaku katabolizmu nukleotydéw adeninowych. Hamowanie
aktywnosci AMPD moze zmieni¢ ten stosunek, powodujac zwiekszenie produkcji
adenozyny. Oprocz potencjalnego wptywu na produkcje adenozyny, podniesienie
stezenia AMP np. w wyniku hamowania aktywnosci AMPD moze réwniez dochodzi¢ do
aktywacji AMPK z wieloma dalszymi konsekwencjami obejmujacymi: zwigkszony
metabolizm energetyczny, biogeneze mitochondridw i cytoprotekcje ?2. Podczas gdy
korzysci z tych procesow sa szeroko badane w kardiomiocytach, rola AMPD w ochronie
srodblonka moze by¢ jeszcze wazniejsza. Stosowanie hamowania aktywnosci AMPD jest
ograniczone ze wzgledu na trudnosci z uzyskaniem zwigzkéw o odpowiedniej
biodostepnosci *?. Wedlug badan przeprowadzonych w Katedrze i Zakladzie
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Biochemii, najsilniejszym dotad syntezowanym inhibitorem aktywnosci AMPD jest
zwigzek 3-[2-(3-carboxy-4-bromo-5,6,7,8-tetrahydronaphthyl)ethyl]-3,6,7,8-
tetrahydroimidazo[4,5-d][1,3]diazepin-8-0l nazywany w skrocie TET1. Stabszymi
inhibitorami tego enzymu sg kofeina, MNA, 4PYR oraz purynorybozyd. TETI podany
dozylnie myszom ApoE-/-LDLR-/- podczas eksperymentalnej hipoksji skutkowat
obnizeniem odcinka ST w obrazie EKG oraz redukcja uwalniania troponiny I z serca.
Ciekawa obserwacja w eksperymentalnym modelu niedokrwienia serca po podaniu MNA
byta poprawiona funkcja rozkurczowa oraz odwrocenie zmian struktury kolagenu
niewydolnego serca ?>%.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta analiza mozliwosci zastosowania

inhibitoréw aktywnos$ci deaminazy AMP w terapii choréb sercowo-naczyniowych.
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6. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu modyfikacji przemian nukleotydow
1 metabolizmu energetycznego w eksperymentalnych modelach miazdzycy i choroby

niedokrwiennej serca.

Szczegolowe cele pracy obejmowaly:

1. Okreslenie wplywu 4PYR na wielkos$¢ naczyniowych zmian patologicznych oraz
aktywnosci ekto-enzymdéw przemian nukleotydow i adenozyny na powierzchni
mysich aort w eksperymentalnym modelu miazdzycy.

2. Zbadanie wplywu pirogronianu MNA na metabolizm i funkcje serca poddanego
hipoksji.

3. Zahamowanie aktywno$ci deaminazy AMP w terapii chordb sercowo-
naczyniowych.
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7. NAJWAZNIEJSZE WYNIKI BADAN

7.1. Zewnatrzkomorkowe przemiany nukleotydow adeninowych i adenozyny
na powierzchni naczyn objetych procesem miazdzycowym u myszy
otrzymujacych 4PYR

Weczesdniejsze badania in vitro wykazaty, ze 4PYR wywotywat efekt cytotoksyczny
w komorkach linit HMEC-1, ktérego wynikiem byto obnizenie wewnatrzkomorkowego
stezenia NAD i1 ATP. Nalezy wspomnie¢, ze juz wczesniej zaobserwowano dysfunkcje
srédblonka u myszy wywotang 7- dniowg infuzjg 4PYR. Zalezny od $rédblonka rozkurcz
krazkow aortalnych byl istotnie mniejszy w grupie myszy otrzymujacych 4PYR
w porownaniu do grupy kontrolne;.

Jednym z celow badan przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej byto
okreslenie wptywu 4PYR na $rodbtonek naczyniowy w perspektywie kilku dalszych
miesigcy po jego zastosowaniu. Samcom myszy ApoE-/-LDLR-/- w wieku dwoch
miesigcy, u ktorych nie rozwingta si¢ jeszcze miazdzyca, co 12 godzin przez miesiac
wstrzykiwano w fatd skorny w okolicy karku 100ul 50mM roztworu 4PYR, a myszom
kontrolnym sol fizjologiczng. Przez caly czas eksperymentu myszy karmione byty
standardowg dieta przeznaczong dla zwierzat laboratoryjnych.

Eksperyment zakoniczono 6 miesigcy po ostatnim podaniu 4PYR (myszy 8-
miesigczne). Aktywno$¢ ekto-enzymoéw przemian nukleotydow i adenozyny zostala
zbadana na powierzchni aorty brzusznej myszy ApoE-/-LDLR-/-. W celu identyfikacji
ekto-enzymow odpowiedzialnych za metabolizm nukleotydow 1 adenozyny, we
wczesniejszych badaniach wykonano pomiary st¢zenia produktow reakcji w obecnos$ci
inhibitoréw poszczegolnych enzymow. Poprzednie eksperymenty jak i wyniki zawarte w
niniejszej rozprawie doktorskiej wykazaty, ze zarbwno w naczyniach objetych procesem
miazdzycowym, jak i naczyniach kontrolnych, hydroliza ATP odbywa si¢ gldwnie przy
udziale eNTPDI1, hydroliza AMP przy udziale e5’NT, a degradacja adenozyny przy
udziale eADA1. Po zastosowaniu 4PYR nie zaobserwowano roznic w trakcie inkubacji
aort z ATP lub AMP, co sugeruje, ze aktywnos$ci eNTPDI1 (Praca A., Rycina 3.a) 1 e5°’NT
(Praca A., Rycina 3.b), nie roznily si¢ w badanych grupach. Wykazano natomiast
znaczacy wzrost stezenia inozyny po inkubacji z adenozyna w naczyniach zwierzat
otrzymujacych 4PYR w porownaniu do naczyn zwierzat kontrolnych. Aktywno$¢
eADA1 wzrosta o okolo 50% w grupie otrzymujacej 4PYR w poréwnaniu do kontroli
(Praca A., Rycina 3.c). Uzyskane wyniki wskazuja na brak regeneracji uszkodzonego
srédblonka nawet po 6 miesigcach od podania 4PYR.
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Rycina 3. Powierzchnia aorty myszy ApoE-/-LDLR-/-, ktore otrzymaly 4PYR
charakteryzuje si¢ wzrostem szybkosci deaminacji adenozyny i niezmieniona
aktywnoscia zwiazana z hydroliza ATP i AMP

Aktywnos¢ zewnatrzkomorkowych enzymoéw przemian nukleotydow adeninowych:
a) hydroliza ATP, b) hydroliza AMP), c), deaminacja adenozyny- na powierzchni aorty
brzusznej myszy ApoE-/-LDLR-/- w grupie otrzymujacej 4PYR i grupie kontrolne;j.
Wyniki przedstawiono jako $redniaxSEM (n=5-7), *p<0.05, analize statystyczng
przeprowadzono z wykorzystaniem testu 7-Studenta.

Na podstawie: ,Effects of 4-Pyridone-3-carboxamide-1p -D-ribonucleoside on adenine nucleotide

catabolism in the aortic wall; Implications for atherosclerosis in ApoE-/-LDLR-/-”, Zabielska et al.
Nucleotides, Nucleosides and Nucleic Acids. 2016; 35:1-12; 720-725; Zatacznik-Praca A.

Stezenie lipidow na powierzchni naczynia badanych zwierzat okre§lono
z wykorzystaniem barwienia ORO. W aortach myszy otrzymujacych 4PYR
zaobserwowano dwa razy wigkszg absorbcje barwnika w poréwnaniu do aort myszy
kontrolnych, co wskazuje na zwigkszony obszar blaszki miazdzycowej w okolicy
brzusznej. Dodatnia korelacja pomigdzy zwickszong aktywnosciag eADA1 a stezeniem
ORO u myszy otrzymujacych przez miesiac 4PYR dostarcza dalszych dowodéw na to,
ze w tej grupie $rodbtonek naczyniowy ulegt nieodwracalnemu uszkodzeniu 1 jest
bardziej podatny na rozw¢j miazdzycy (Praca A., Rycina 4.).
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Rycina 4. Wigksze stezenie lipidow na powierzchni aorty myszy ApoE-/-LDLR-/-
w grupie, ktora otrzymala 4PYR

Barwienie Oil Red O na powierzchni aorty brzusznej myszy ApoE-/-LDLR-/- w grupie
otrzymujacej 4PYR 1 grupie kontrolne;.

Wyniki przedstawiono jako S$rednia+SEM (n=6), **p<0.01, analiz¢ statystyczna

przeprowadzono z wykorzystaniem testu 7-Studenta.

Na podstawie: ,Effects of 4-Pyridone-3-carboxamide-1p -D-ribonucleoside on adenine nucleotide
catabolism in the aortic wall; Implications for atherosclerosis in ApoE-/-LDLR-/-”, Zabielska et al.
Nucleotides, Nucleosides and Nucleic Acids. 2016; 35:1-12; 720-725; Zatacznik-Praca A.

Oznaczenie surowiczego amyloidu A (SAA), czyli biatka ostrej fazy
zwigzanego z rozwojem stanu zapalnego s$rddbtonka, wykonano przy uzyciu testu
ELISA. Stezenie SAA nie roznilo si¢ miedzy grupa otrzymujaca 4PYR a kontrolng.
Mozliwym wyjasnieniem braku korelacji pomig¢dzy progresja miazdzycy a st¢zeniem
SAA w surowicy jest zakonczenie podawania 4PYR 6 miesiecy wczesniej, przed
zbadaniem tego wskaznika (Praca A., Rycina 5.). Wynik wskazuje, ze 6 miesiecy po
otrzymaniu 4PYR wu zwierzat nie obserwuje si¢ stanu zapalnego $rodbtonka
naczyniowego.
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Rycina 5. Otrzymywanie 4PYR nie zmienilo st¢zenia surowiczego amyloidu A
u myszy ApoE-/-LDLR-/-
Stezenie SAA w surowicy myszy ApoE-/-LDLR-/-, ktore otrzymaly 4PYR i sol
fizjologiczng byto podobne.
Wyniki przedstawiono jako $rednia=SEM (n=6), analize statystyczng przeprowadzono

z wykorzystaniem testu 7-Studenta.

Na podstawie: ,Effects of 4-Pyridone-3-carboxamide-1p -D-ribonucleoside on adenine nucleotide
catabolism in the aortic wall; Implications for atherosclerosis in ApoE-/-LDLR-/-”, Zabielska et al.
Nucleotides, Nucleosides and Nucleic Acids. 2016; 35:1-12; 720-725; Zatacznik-Praca A.
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Niniejsze wyniki wskazuja na znaczacy wplyw 4PYR na $rédblonek naczyniowy
myszy ApoE-/-LDLR-/-. Wyniki wcze$niejszych badan wykonanych w Katedrze
1 Zaktadzie Biochemii na linii komodrkowej srédbtonka (HMEC-1) po ekspozycji na
4PYR wykazaly, znaczace zwickszenie aktywnosci eNTPD1 i e5’NT dopiero po
72 godzinach inkubacji, a obnizenie aktywnosci eADA1 juz po 24 godzinach inkubacji
z 4PYR. W poprzednich eksperymentach wykazano takze brak wpltywu na funkcje
mitochondriéw z jednoczesnym obnizeniem aktywnos$ci glikolizy po 72 godzinach
inkubacji komorek $rodbtonka z 4PYR. Przedstawione wyniki pracy doktorskiej
uzupetniajg wczesniejsze spostrzezenia wskazujac, ze zmiana aktywnosci eADALI
wywolana 4PYR jest zmiang trwala, w znaczacy sposob zwigkszajac rozwoj miazdzycy.
W badaniach in vivo na myszach ApoE-/-LDLR-/- okre$lono réwniez, ze aktywno$¢
eADA1 moze stuzy¢ jako potencjalny marker procesu miazdzycowego, a wzrost jej
aktywnosci koreluje dodatnio z progresja miazdzycy na powierzchni naczynia.
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7.2. Wplyw pirogronianu MNA na metabolizm i funkcj¢ serca poddanego
hipoksji

W badaniach szczepu myszy ApoE-/-LDLR-/- obserwuje si¢ uszkodzenie
kardiomiocytow po ekspozycji na zmniejszone st¢zenie tlenu w powietrzu. Takiego efektu
nie zaobserwowano u myszy WT. Zbadanie wptywu pirogronianu MNA na metabolizm
1 funkcje serca poddanego hipoksji przeprowadzono u 7-miesigcznych samcoOw myszy
ApoE-/-LDLR-/-. Myszy podzielono na 4 grupy, ktore otrzymywaly dozylnie
odpowiednio: sol fizjologiczng (gr. kontrolna), 200mM pirogronian MNA, 200mM
pirogronian sodu lub 200mM MNA.

Stezenie sodu we krwi zbadano za pomoca fotometrii plomieniowej 10 minut
1 4 godziny po podaniu pirogronianu MNA 1 pirogronianu sodu (Praca B., Rycina 6.).
Pirogronian sodu spowodowat wzrost stezenia sodu o 12mM w stosunku do kontroli, co
jest zgodne z obserwacjami innych naukowcéw. Po 4 godzinach od podania substancji,
hipernatremii juz nie obserwowano. Stezenie sodu w grupie otrzymujacej pirogronian
MNA nie wzrosto. Wyniki te potwierdzaja hipotezg, Ze zastosowanie nowej soli
pirogonianowej jest w stanie skutecznie przeciwdziala¢ hipernatremii wywolane;j
podaniem pirogronianu sodu.

*%*
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120 T T

Kontrola Pirogronian Pirogronian Pirogronian
MNA sodu sodu
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Rycina 6. Wzrost stezenia sodu 10 minut po podaniu pirogronianu sodu jest
zniesiony 4 godziny od jego podania

Stezenie sodu w surowicy myszy ApoE-/-LDLR-/- 10 minut po dozylnym podaniu
odpowiednio: izotonicznej soli fizjologicznej, pirogronianu MNA, pirogronianu sodu
oraz 4 godziny po podaniu pirogronianu sodu.

Wyniki przedstawiono jako $redniatSEM (n=7); *p<0.05; **p<0.01, analizg

statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu ANOVA.
Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model
of cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zatacznik-Praca B.

Nie zaobserwowano réznic w stezeniach pirogronianu w grupach otrzymujacych
pirogronian MNA 1 pirogronian sodu (Praca B., Rycina 7.a). Obserwowane obnizenie
stezenia pirogronianu w surowicy wynika z szybkiego tempa metabolizmu pirogronianu
(Praca B., Rycina 7.b).
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Rycina 7. Stezenie pirogronianu w grupach otrzymujacych pirogronian MNA
i pirogronian sodu bylo podobne po 10 minutach od podania. Szybki metabolizm
pirogronianu nast¢puje wraz z czasem od podania substancji

a) Stezenie pirogronianu w surowicy myszy ApoE-/-LDLR-/- 10 minut po dozylnym
podaniu izotonicznej soli fizjologicznej, pirogronianu MNA 1 pirogronianu sodu,

b) Stgzenie pirogronianu w surowicy myszy ApoE-/-LDLR-/- 2,5, 5, 7,5 1 10 minut po
dozylnym podaniu pirogronianu MNA.

Wyniki przedstawiono jako $rednia=SEM (n=7); ***p<0.001, analiz¢ statystyczng

przeprowadzono z wykorzystaniem testu ANOVA.
Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model
of cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zatacznik-Praca B.

Stezenie MNA 1 jego metabolitow zmierzono metoda LC-MS. Stezenie MNA i jego
metabolitow (Met2PY 1 Met4PY) byly istotnie wyzsze w grupie otrzymujacej
pirogronian MNA w porownaniu do kontroli (Ryc. 8). Po 10 minutach od podania
zwigzku obserwowano nadal wysokie stezenie MNA, ale takze szybki metabolizm MNA
do jego metabolitow. Stezenia Met4PY 1 Met2PY znaczaco malaly od momentu podania
pirogronianu MNA, jednak po 10 minutach byly nadal duzo wyzsze niz w grupie
kontrolnej (Praca B., Rycina 8. a, b, c).
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Rycina 8. Wzrost stezenia MNA i jego metabolitow: Met2PY i Met4PY w surowicy
myszy obserwowano juz 2,5 minutach od podania pirogronianu MNA. Ste¢zenie
MNA, Met2PY i Met4PY zmniejszaly si¢ w czasie od podania pirogronianu MNA,
jednak w 10 minucie nadal byly wyzsze niz w grupie kontrolnej

Stezenie a) MNA 1 metabolitow MNA b) Met2PY ic) Met4PY w surowicy myszy ApoE-
/-LDLR-/- po dozylnym podaniu pirogronianu MNA.

Wyniki przedstawiono jako $rednia=SEM (n=7); *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001,
analizg¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu ANOVA.

Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model
of cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zatacznik-Praca B.

Wplyw pirogronianu  MNA na metabolizm 1 funkcj¢ serca zbadano
w eksperymentalnym modelu niedotlenienia serca. Niedotlenienie wykonane byto 10
minut po rozpoczgciu testowanej interwencji farmakologicznej. Podczas stresu
hipoksyjnego doplyw tlenu do komory hipoksyjnej, w ktoérej umieszczone byly myszy,
zostal zmniejszony w ciagu jednej minuty z 21% do 8% tlenu, a nastgpnie 8% tlen
utrzymywano przez 8 minut. Po 8 minut stresu hipoksyjnego zawarto$¢ tlenu w komorze
zostala przywrocona do 21% 1 przeprowadzono 5 minutowg reoksygenacj¢ monitorujac
ciggle stan zwierzgcia za pomoca EKG.
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Efekt niedotlenienia u myszy manifestowal si¢ obnizeniem odcinka ST w EKG.
Widoczne roznice zaobserwowano miedzy grupami otrzymujacymi pirogronian MNA
1 pirogronian sodu w poréwnaniu do grup traktowanych chlorkiem sodu i MNA.
Pozytywny wplyw na prace serca podczas niedotlenienia potwierdza brak zmian
w obrazie EKG w grupach z pirogronianem (Praca B., Rycina 9.a, b, ¢, d). Zmiany w
zapisie EKG polegajace na obnizeniu odcinka ST ulegly normalizacji natychmiast po
ustgpieniu niedotlenienia. Prawidtowy obrazu EKG mozna bylo zaobserwowac juz po
Smin od zakonczenia niedotlenienia, co $wiadczy o odwracalnosci ischemii w tym
modelu.

a) b)

0 minuta hipoksji 8 minuta hipoksji

8 minuta hipoksji N ‘ ‘

0 minuta hipoksji 8 minuta hipoksji

| | |
0 minuta hipoksii & minuta hipoksji ‘ |

]

Rycina 9. Efekt niedotlenienia manifestowany byl poprzez obnizenie odcinka ST
w obrazie EKG. Myszy, ktore otrzymaly pirogronian MNA i pirogronian sodu nie
wykazywaly zmian w odcinku ST w odpowiedzi na hipoksje¢ tak znaczaco, jak myszy
kontrolne czy otrzymujgce MNA

Zapis EKG myszy ApoE-/-LDLR-/- 10 minut po dozylnym podaniu odpowiednio:

a) izotonicznej soli fizjologicznej, b) pirogronianu MNA, c) pirogronianu sodu i d) MNA
w 0 1 8-minucie hipoksji indukowanej redukcja tlenu w wentylowanym powietrzu.

Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model
of cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zatacznik-Praca B.
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Na podstawie analizy obrazow EKG badanych zwierzat mozliwe byto policzenie
maksymalnego pola powierzchni STU w 8 minucie hipoksji. Zaobserwowano istotne
statystycznie zmniejszenie pola powierzchni STU u myszy, ktore otrzymaty pirogronian
MNA i pirogronian sodu w poréwnaniu do kontroli. Zastosowanie MNA nie miato
wptywu na obraz EKG myszy (Praca B., Rycina 10.). Wyniki te $wiadcza
o kardioprotekcyjnym wptywie pirogronianu w niedotlenieniu.
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Rycina 10. Pole powierzchni STU w 8 minucie hipoksji bylo najmniejsze u myszy,
ktore otrzymaly pirogronian MNA oraz pirogronian sodu. Natomiast myszy
otrzymujace MNA 1 so0l fizjologiczna mialy istotnie zwi¢kszone pole
powierzchni STU
Maksymalne pole powierzchni STU myszy ApoE-/-LDLR-/- 10 minut po dozylnym
podaniu izotonicznej soli fizjologicznej, pirogronianu MNA, pirogronianu sodu i MNA
w 6smej minucie hipoksji indukowanej redukcja tlenu w wentylowanym powietrzu.
Wyniki przedstawiono jako $redniaxSEM (n=7); **p<0.01, ***p<0.001, analizg
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu ANOVA.

Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model
of cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zalacznik-Praca B.

Cztery godziny po niedotlenieniu zmierzono st¢zenie troponiny T w surowicy krwi.
Myszy po infuzji pirogronianu MNA (o 20%) i pirogronianu sodu (o 10%) miaty
znaczaco nizsze stezenie troponiny T niz zwierzeta otrzymujace MNA 1 s6l fizjologiczng.
Uzyskane wyniki potwierdzily kardioprotekcyjny wptyw pirogronianu w niedotlenieniu
serca (Praca B. Rycina 11.).

U tych zwierzat zmierzono takze aktywno$¢ kinazy kreatynowej w surowicy. Byta
ona okoto 3-krotnie mniejsza w grupie, ktora otrzymata pirogronian MNA w poréwnaniu
z grupa otrzymujaca chlorek sodu (Praca B., Rycina 12.). Wyniki potwierdzaja
protekcyjne dziatanie pirogronianu MNA w modelu niedotlenionego serca. Polaczenie
pomiarow stezenia troponiny T i aktywnos$ci kinazy kreatynowej w surowicy doskonale
koreluje z rozwojem niedokrwiennego uszkodzenia migénia sercowego, w tym nawet
niewielkich zmian wywotanych niedotlenieniem.
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Rycina 11. Stezenie troponiny T w surowicy myszy, ktore otrzymaly pirogronian
MNA i pirogronian sodu bylo znacznie nizsze niz w grupie zwierzat
otrzymujacych MNA

Stezenie troponiny T u myszy ApoE-/-LDLR-/- 4 godziny po dozylnym podaniu
izotonicznej soli fizjologicznej, pirogronianu MNA, pirogronianu sodu oraz MNA
1 hipoksji indukowanej redukcja tlenu w wentylowanym powietrzu.

Wyniki przedstawiono jako $redniaxSEM (n=7); *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001,
analizg¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu ANOVA.

Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model
of cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zatacznik-Praca B.
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Rycina 12. Aktywnos¢ kinazy kreatynowej byla istotnie mniejsza w grupie, ktora
otrzymala pirogronian MNA

Aktywnos$¢ kinazy kreatynowej u myszy ApoE-/-LDLR-/- 4 godziny po dozylnym
podaniu izotonicznej soli fizjologicznej oraz pirogronianu MNA i hipoksji indukowane;j
redukcja tlenu w wentylowanym powietrzu.

Wyniki przedstawiono jako $redniatSEM (n=7); **p<0.01, analize¢ statystyczng
przeprowadzono z wykorzystaniem testu 7-Studenta.

Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model
of cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zatacznik-Praca B.

W pobranych od zwierzat sercach zbadano stezenia ATP, ADP, AMP. We
wszystkich grupach zwierzat byly one podobne. Co ciekawe, pirogronian MNA
zwigkszal stezenie PCr 0 27%, a stosunek PCr/Cr o 19% w porownaniu do serc zwierzat
kontrolnych, ktérym podano NaCl, czy MNA. Podobnie pirogronian sodu zwigkszyt
stezenie PCr o 25% 1 wspolczynnik PCr/Cr o 18% w poréwnaniu do serc zwierzat
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kontrolnych (otrzymujacych NaCl lub MNA) (Praca B., Tabela 1.). Wyniki te sg spojne
z badaniami nad pozytywnym wptywem pirogronianu na metabolizm energetyczny serca.

ATP ADP AMP Fosfokreatyna | Kreatyna PCr/Cr
Traktowanie [umol/g [pmol/g [pmol/g [nmol/g [pmol/g
suchej masy] suchej masy] suchej masy] suchej masy] suchej masy]
Chlorek sodu | 22,1+0,3 3,3+0,1 0,082 £ 0,008 27,2+1,1 11,4+0,5 2,2+0,1
P‘“’s’ir(;:“a“ 23,6+0,3 | 3,2402 | 0,095+£0,007 | 32,0£1,5%% 12,3+0,7 | 2,6+0,2%
P“ﬁg’:‘a“ 24,4+0,4 3240,3 | 0,096+0,012 | 32,840,8%%# | 12240,6 | 2,7+0,1%% #
MNA 21,6+0,3 2,9+0,2 0,081 + 0,005 26,8+1,5 11,9+0,6 2,3+0,1

Tabela 1. Podanie pirogronianu MNA i pirogronianu sodu wplywalo na wzrost
stezenia fosfokreatyny i stosunku fosfokreatyna/kreatyna w sercach badanych myszy
Efekt podania chlorku sodu, pirogronianu sodu, pirogronianu MNA i MNA na metabolizm
energetyczny serca.

Wyniki przedstawiono jako $rednia=SEM (n=6-7); *p<0.05 pirogronian sodu vs. chlorek
sodu; **p<0.01 pirogronian MNA vs. chlorek sodu; #p<0.05 pirogronian sodu vs. MNA;
#p<0.01 pirogronian MNA vs. MNA, analize statystyczng przeprowadzono

z wykorzystaniem testu #-Studenta.
Na podstawie: ,,Cardioprotective effect of N-methylnicotinamide salt of pyruvate in experimental model of
cardiac hypoxia”, Zabielska et. al., Pharmacological Reports. 2018; 70; 378-384; Zatacznik-Praca B.

Zastosowanie pirogronianu MNA miato efekt kardioprotekcyjny w modelu
niewydolnosci serca indukowanego hipoksja. Dzigki uzyciu pirogronianu MNA nie
zaobserwowano hipernatremii, ktéra wywotywato podanie pirogronianu sodu.
Homeostaza energetyczna serca jest krytyczna dla utrzymania jego funkcji. Liczne
badania potwierdzily skuteczno$¢ modulacji metabolicznej jako skutecznej terapii
w  chorobie niedokrwiennej Aktywacja  kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej przez podanie pirogronianu okazata si¢ korzystna dla przywrocenia

serca.

roOwnowagi energetycznej serca poddanego hipoksji.
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7.3. Zahamowanie aktywnosci deaminazy AMP w terapii chorob sercowo-

naczyniowych.

Zastosowanie inhibitoréw aktywnos$ci deaminazy AMP w terapii chorob sercowo-
naczyniowych zostalo szeroko oméwione w Pracy C. Podczas badan zauwazono, ze
zredukowana aktywno$¢ AMPD to skuteczny sposob na zwigkszenie st¢zenia miejscowe;j
i krgzacej adenozyny. Nukleozyd ten odgrywa role kardio- i naczynioprotekcyjng °!.
Adenozyna powoduje zwigkszenie przeptywu wiencowego, ttumienie arytmii, generuje
indukcje wstepnego przygotowania do niedokrwienia i supresje produkcji cytokin
prozapalnych (IL-1, IL-6 i TNF-a) 7. Kardioprotekcyjne dziatanie adenozyny mediowane
jest gtéwnie przez receptory dla adenozyny. Aktywacja tych receptorow uniemozliwia
wydzielenie katecholamin, generowanie nadmiernego skurczu serca przy udziale
receptora B-adrenergicznego i przecigzenia jonami Ca®* 8. Ochrona kardiomiocytow
obserwowana byta rowniez, gdy adenozyna wytworzona zostata w tkance innej niz serce,
a proces ten zwigzany jest ze wstgpnym ,hartowaniem” serca przed niedokrwieniem
i zachodzi on ,,;na odlegtos¢” *°. W opozycji do wyzej wymienionych wynikow stoja
badania, gdzie stwierdzono, ze adenozyna zaangazowana jest 