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1. Wstep

W ostatnim raporcie WHO choroba niedokrwienna serca (ChNS) zostata
sklasyfikowana jako najczgstsza przyczyna $mierci, stanowi 12,2% ogotu zgondw na
swiecie 1 16,3% w krajach wysokorozwinigtych (WHO, 2004). Pomimo znacznego
postgpu w rozwoju nowoczesnych metod leczenia ChNS tj.: zabiegi przezskornej
angioplastyki wiencowej 1 operacje pomostowania aortalno—wiencowego a takze
opracowanie  standardu  postgpowania w  ostrym  zespole = wiencowym
(rekomendowanym przez Europejskie i Amerykanskie Towarzystwa Kardiologiczne)
szacuje sig¢, ze S$miertelno§¢ z powodu ChNS nadal bedzie rosta. Zjawisko to
thumaczone jest starzeniem si¢ spoleczenstwa oraz obecnoscia wielu krajow w fazie
intensywnego rozwoju gospodarczego. Wymienione uwarunkowania, a takze
zwigkszona przezywalno$¢ po incydentach wiencowych leczonych metodami
rewaskularyzacji, predysponuje do rozwoju przewleklej niewydolnosci serca (PNS).
Szacuje sig, ze obecnie wystepuje ona u 1 — 2% populacji w wieku 50 — 59 lat i ponad
10% wsrdd ludzi powyzej 75 roku zycia (Mosterd 1 Hoes, 2007). Ze wzglgdu na duze
znaczenie kliniczne, prowadzone sa nieustannie badania, ktére maja na celu nie tylko
optymalizacj¢ algorytmow postgpowania w leczeniu ChNS 1 PNS, ale takze
poszukiwanie nowych srodkéw farmakologicznych dziatajacych w oparciu o
innowacyjne mechanizmy kardioprotekcyjne. Jednym z celow jest poszukiwanie

inhibitoréw deaminazy AMP.

1. 1. Wplyw mutacji C34T genu AMPDI na przebieg chorob serca

Poprawg przezywalnosci u pacjentdow z rozpoznana PNS 1 posiadajacymi
mutacje C34T przynajmniej w jednym allelu genu AMPDI zaobserwowal jako
pierwszy Loh (Loh i wsp., 1999). Spostrzezenie to zostato potwierdzone takze przez
innych badaczy (Yazaki i wsp., 2004; Gastmann i wsp., 2004). Na podstawie analizy
ponad tysiaca pacjentow z PNS bedacej skutkiem ChNS zaobserwowano trend w
kierunku poprawy przezywalnosci u heterozygot z mutacja C34T (Kolek i wsp., 2005).
Istotnie wyzsza przezywalno$¢ zaobserwowano takze u heterozygot C34T z rozpoznana
na podstawie badania koronarograficznego ChNS (Anderson i wsp., 2000). Ukazaty si¢

rowniez publikacje, ktore nie wykazaty zalezno$ci pomigdzy polimorfizmem genu



AMPD] a poprawa przezywalno$ci w ChNS i w PNS (de Groote i wsp., 2006; Collins i
wsp., 2006).

1.2. Rodzina genéw deaminazy AMP

Deaminaza AMP (AMPD; EC 3.5.4.6) u zwierzat kodowana jest przez rodzing
trzech genow: AMPD 1, AMPD?2 i AMPD?3 (Sabina i wsp., 1990; Morisaki i wsp., 1990;
Mahnke-Zizelman 1 Sabina, 1992). Geny AMPD podlegaja regulacji na poziomie
transkrypcji (Morisaki i Holmes, 1993). W wyniku procesu alternatywnego sktadania
powstaja rdzne izoformy tego enzymu, ktore tworza trzy zasadnicze grupy: mig¢$niowa,
watrobowa oraz erytrocytarng (Mineo 1 wsp., 1990; Mineo i Holmes, 1991). U
cztowieka oznacza je si¢ skrotami kolejno: M, L 1 E (Ogasawara 1 wsp., 1982), a u
szczura A, B 1 C (Ogasawara 1 wsp., 1978). Gen AMPDI jest zlokalizowany na
chromosomie 1, odpowiedzialny jest za kodowanie izoformy mig$niowej, a jego
ekspresja u czlowieka 1 szczura zachodzi gldéwnie w mig$niach szkieletowych, w sercu
oraz w mniejszej ilosci w plucach, nerkach 1 jelitach (Morisaki 1 wsp., 1990). Gen
AMPD? jest umiejscowiony w okolicy genu AMPDI, koduje izoformg watrobowa, a
jego ekspresja u cztowieka ma miejsce gldwnie w watrobie, ale jest obserwowana takze
w mozgu, sercu, sledzionie, tozysku, ptucach, nerce 1 trzustce (Van den Bergh 1 Sabina,
1995). Gen AMPD3 znajduje si¢ u cztowieka na chromosomie 11, koduje izoforme
erytrocytarng 1 poza krwinkami czerwonymi ulega ekspresji w sercu, mig$niach

szkieletowych, nerce oraz $ledzionie (Mahnke-Zizelman i wsp., 1996).

1. 3. Wilasciwosci deaminazy AMP

Wszystkie izoformy AMPD sa tetrametrami. Podjednostki enzymu maja
zréznicowane masy w zaleznosci od genu i procesu alternatywnego sktadania. Pierwsze
obserwacje uzyskane w oparciu o elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym
wykazywaty masy czasteczkowe podjednostek ludzkiej AMPD w granicach 68-85 kDa.
Jednak ostatnie dane uzyskane w oparciu o analiz¢ sklonowanych podjednostek
wykazaty ich wigksza mase (86-101 kDa). Rozbieznos¢ ta thumaczona jest utrata czesci
biatka w procesie proteolizy podczas izolacji enzymu (Sabina i Mahnke-Zizelman,
2000). Deaminaza AMP wystepuje we wszystkich komorkach organizmu, ale proporcje

izoform w poszczegbdlnych narzadach sa rdézne 1 zmieniaja si¢ one w obrebie jednego



narzadu w czasie ontogenezy (Kaletha i Zydowo, 1971; Ogasawara i wsp., 1975;
Marquetant i wsp., 1987). W mig$niach szkieletowych aktywno$¢ tego enzymu jest
kilkadziesiat razy wyzsza niz w innych tkankach (Lowenstein, 1972). Deaminaza AMP
podczas wysitku fizycznego w 50-60% swoim N-koncowym fragmentem przytaczona
jest do tancucha miozyny, natomiast podczas fazy spoczynku wystgpuje glownie w
formie wolnej w cytozolu (Rundell i wsp., 1992; Mahnke-Zizelman i Sabina, 2001).
Potaczenie AMPD z miozyna nie wptywa na dlugos¢ 1 ksztatt widkien miozynowych,
powoduje natomiast aktywacje enzymu (Byrnes 1 Suelter, 1965; Ashby i1 Frieden,
1977). Domena katalityczna zlokalizowana jest na koncu karboksylowym tancucha
polipeptydowego i katalizuje nieodwracalng reakcj¢ hydrolizy kwasu adenylowego
(AMP) do kwasu inozynowego (IMP) i amoniaku (Parnas 1 wsp., 1927; Schmidt,
1928). W erytrocytach izoformy E moga wystepowaé w formie wolnej lub moga by¢
przylaczone do cytoplazmatycznej strony blony komoérkowej (Mahnke-Zizelman i
Sabina, 2002).

Deaminaza AMP jest enzymem allosterycznym o sigmoidalnej zaleznosci
szybkosci reakcji od stezenia substratu (Zydowo, 1960; Smiley, Jr. 1 wsp., 1967).
Optimum pH dla aktywnosci tego enzymu miesci si¢ w zakresie 6,5-6,8 (Zielke i
Suelter, 1971). Aktywnos¢ AMPD zalezna jest od temperatury (osiagajac maksimum w
45°C) (Zydowo i wsp., 1965). Stala Michaelisa deaminazy AMP wyizolowanej z
miokardium krolika wynosi Km=5,6 mM dla AMP a predkos¢ maksymalna
Vmax=10,6umol'min™-mg biatka” (Thakkar i wsp., 1993). Aktywnos¢ AMPD
odwrotnie koreluje z fizjologiczna wartoscia tadunku energetycznego (0,75-0,95)
(Solano 1 Coffee, 1978). Aktywatorami allosterycznymi AMPD sa kationy metali
jednowartosciowych (gtownie K™ w stezeniu 100-150 mM, ale takze Li", Na", Rb",
Cs") oraz nukleotydy ATP i ADP (Smiley i Suelter, 1967; Setlow i Lowenstein, 1967;
Ronca-Testoni 1 wsp., 1970). Inhibitorami allosterycznymi sa: GTP, GDP, oraz
fosforan nieorganiczny (Setlow i Lowenstein, 1968; Kaletha i wsp., 1976). Niektore
produkty glikolizy a takze bisfosforan 4,5-fosfatydyloinozytolu réwniez hamuja jej
aktywno$é (Sims i wsp., 1999). AMPD jest metaloproteing zawierajaca gtéwnie Zn’", a
takze pewne ilosci Ca>", Mg”", Fe*" (Zielke i Suelter, 1971). Aktywujaco na AMPD
dziata fosforylacja poprzez kinaze proteinowa C jak i przytaczenie do niej Ca*'—
kalmodulina (Thakkar i wsp., 1993; Mahnke i Sabina, 2005). AMPD wyizolowana z
serca szczura ma 3—5 razy wigksza aktywnos$¢ niz u czlowieka (Kochan i wsp., 1994;

Tavenier 1 wsp., 1995).



1. 4. Fizjologiczna rola deaminazy AMP

W warunkach fizjologicznych, w pracujacym migéniu deaminaza AMP
stabilizuje tadunek energetyczny adenylanow poprzez nieodwracalne przeksztatcanie
AMP do IMP, co przesuwa rownowagg reakcji katalizowanej przez miokinazg w
kierunku produkcji ATP (Chapman i Atkinson, 1973). Jednocze$nie wraz z
powstawaniem IMP tworzy si¢ amoniak, ktory aktywujac fosfofruktokinaze-2 prowadzi
do zwigkszonej produkcji ATP poprzez aktywacj¢ szlaku glikolizy (Yoshino 1
Murakami, 1983). W migéniach szkieletowych nagromadzony w wyniku intensywnego
wysitku  IMP  jest ponownie przeksztalcany do AMP przez syntetazg
adenylobursztynianowa oraz liaz¢ adenylobursztynianowa, tworzacych wspodlnie z
AMPD cykl nukleotydéw purynowych (Tornheim i Lowenstein, 1972). Wytworzony w
wyniku tego cyklu fumaran zostaje wiaczony w cykl kwasow karboksylowych i
stanowi istotne zrodto energii w migsniu podczas spoczynku (Scislowski 1 wsp., 1982).
Podczas forsownego wysitku fizycznego nagromadzenie w komorce IMP zabezpiecza
wewnatrzkomorkowa pule nukleotydow adenylanowych, nie dopuszczajac do ich
degradacji do nukleozydéw i utraty poza komodrke w procesie dyfuzji (Vincent i wsp.,
1982).

Fizjologiczna rola deaminazy AMP w migsniach szkieletowych oceniana byta
za pomoca intensywnego 30 sekundowego testu wysitkowego Wingate’a na
cykloergometrze. Wyniki testu pokazaly, ze pacjenci z niedoborem deaminazy AMP
charakteryzuja si¢ okoto 10% redukcja Sredniej rozwijanej mocy 1 wyzszymi
parametrami zmegczenia podczas badania w stosunku do 0s6b zdrowych, natomiast nie
stwierdzono roznic u heterozygot z mutacja C34T (Rico-Sanz 1 wsp., 2003; Fischer 1
wsp., 2007). Analiza biochemiczna ujawnita, ze u oséb z niedoborem deaminazy AMP
poddanych intensywnemu wysitkowi fizycznemu wystgpowat brak akumulacji
amoniaku 1 IMP oraz ponad 25-krotne zwigkszenie produkcji adenozyny przez migsnie
szkieletowe. W poréwnaniu do osoéb zdrowych nie stwierdzono istotnych zmian w
wielko$ci tadunku energetycznego w migsniach szkieletowych, ani stezenia mleczanu
we krwi podczas wysitku (Norman 1 wsp., 2001; Tarnopolsky i wsp., 2001). W
Swiatowej  klasie  sportowcow  wytrzymatosciowych (kolarze 1  biegacze
dlugodystansowi) zaobserwowano istotnie mniejsza czgstotliwos¢ wystepowania
mutacji C34T i wplywu tej mutacji na wydolno$¢ w sportach wytrzymatosciowych

(Rubio 1 wsp., 2005).



1.5. Niedobor deaminazy AMP

Fishbein jako pierwszy (Fishbein 1 wsp., 1978) opisal nowa jednostke
chorobowa charakteryzujaca si¢ slaboscia miesni szkieletowych 1 skurczami
migsniowymi wystgpujacymi po wysitku fizycznym. W bioptatach tych mig$ni
stwierdzit brak obecno$ci deaminazy AMP. Kilka lat pdzniej Morisaki (Morisaki i
wsp., 1992) wykazal, ze przyczyna niedoboru deaminazy AMP jest punktowa mutacja
C34T w obu allelach genu AMPD]. Jednocze$nie zwrdcono uwage na fakt, ze objawy
pacjentow z niedoborem AMPD sa bardzo rozne, od formy bezobjawowej po silne
wysitkowe bole migsniowe. Jako interpretacje tak zréznicowanego obrazu klinicznego
zaproponowano kilka przyczyn: usunigcie eksonu 2 w genie AMPDI w wyniku
alternatywnego sktadania, zwigkszenie ekspresji innej izoformy deaminazy AMP badz
konieczno$¢ istnienia dodatkowego deficytu metabolicznego niezbgdnego do
ujawnienia pelnoobjawowego obrazu choroby. Obecnie wiadomo, ze mutacja C34T jest
najczesciej wystepujacym defektem genu AMPDI w populacji ludzkiej. Jest to mutacja
punktowa, w ktorej cytozyna w pozycji 34 zamieniona jest na tyming w eksonie 2.
Mutacja ta ma charakter nonsensowny i skutkuje przedwczesnym zatrzymaniem
syntezy deaminazy AMP, powodujac powstanie biatka pozbawionego funkcji
katalitycznej. Badania epidemiologiczne wykazaty stosunkowo wysoka czestos¢
wystgpowania tej mutacji, az 8-12% oso0b rasy kaukaskiej oraz 19% o0s6b rasy
afroamerykanskiej posiada mutacj¢ C34T w jednym allelu AMPDI a okoto 2-3%
populacji w obu allelach (Norman i wsp., 1995; Rubio 1 wsp., 2005). Przeprowadzone
badania okreSlenia aktywnosci deaminazy AMP w migsniach szkieletowych w
zaleznosci od polimorfizmu genu AMPDI wykazaly zmniejszenie aktywnosci
deaminazy AMP do okoto 50% u heterozygot i do sladowej aktywnosci u homozygot z
mutacja C34T w obu allelach genu AMPDI (Norman i wsp., 1998). Interesujaca
obserwacja jest zredukowana do 50% aktywno$¢ sercowej deaminazy AMP u

heterozygot z mutacja C34T w genie AMPD1 (Kalsi i wsp., 2003).

10



1. 6. Metabolizm nukleotydéow adeninowych

Podczas normoks;ji, kiedy to zachodza zrownowazone procesy wytwarzania i
zuzywania energii, w miokardium znajduje si¢ okoto 6-8 mM stezenie ATP, 40 uM
ADP, 0,2 uM AMP 1 okoto 0,05 uM adenozyny (Decking, 2000). W warunkach
deficytu tlenu dochodzi do szybkiego wyczerpania si¢ zapasu energii zgromadzonego
w postaci ATP 1 fosfokreatyny powodujac przyrost ADP, AMP oraz katabolitow
adenylanowych (Gneushev 1 wsp., 1977; Remme 1 wsp., 1977). W sytuacji kiedy w
komorce wzrasta stgzenie AMP, zaczyna ono by¢ dalej metabolizowane przez AMPD
oraz 5’-nukleotydaze¢ AMP-specyficzna. Podczas gdy proces deaminacji jest
nieodwracalny a resynteza AMP jest dlugotrwata 1 wymaga zaangazowania syntetazy
adenylobursztynianowej oraz liazy adenylobursztynianowej, to proces refosforylacji
adenozyny do AMP jest bardzo szybki. Umozliwia on skuteczna fosforylacje okoto
90% powstajacej adenozyny przy uzyciu kinazy adenozyny w tak zwanym cyklu
adenozynowym (Kroll 1 wsp., 1993). W trakcie nieprzerwanej ischemii dochodzi
jednak do dalej idacych proceséw katabolicznych, wytwarzajacych znaczace ilosci
katabolitow tj.: adenozyny 1 inozyny. Nukleozydy te dyfundujac przez btong
komorkowa miocytow rozprzestrzeniaja si¢ w przestrzeni migdzykomoérkowej, gdzie
dochodzi do oddziatywania ze swoistymi receptorami na powierzchni komorek
(Burnstock, 1980). Znajdujace si¢ w btonie komdrkowej endoteliocytow transportery
nukleozydow wychwytuja okoto 65% adenozyny z przestrzeni migdzykomoérkowe;,
transportery w kardiomiocytach i fibroblastach dalsze 5% a pozostale 30% ,,wycieka”
pomigdzy komodrkami srodbtonka do krwi 1 trafia do erytrocytéw (Deussen 1 wsp.,
1999). W ludzkich endoteliocytach 1 erytrocytach oprocz deaminazy adenozyny
znajduja si¢ takze fosforylaza nukleozydow purynowych oraz fosforylaza
metyltioadenozyny. Fosforylaza nukleozydow purynowych Kkatalizuje proces
odwracalnej fosforolizy inozyny i guanozyny odpowiednio do hipoksantyny i guaniny a
fosforylaza metyltioadenozyny katalizuje fosforoliz¢ adenozyny z uwolnieniem
adeniny. Produktem w obu tych reakcjach jest rowniez rybozo-1-fosforan (Gabrio i
wsp., 1956). W cytoplazmie endoteliocytoéw a takze na ich powierzchni znajduje si¢
oksydaza ksantynowa, degradujaca hipoksantyn¢ do ksantyny i dalej do kwasu
moczowego (Jarasch i wsp., 1986), ktory nastepnie jest eliminowany z organizmu przez
filtracj¢ w kigbuszkach nerkowych (Ryc. 1). Ten ukiad enzymatyczny sprawia, ze

stezenie adenozyny w warunkach normoksji jest bardzo niskie 1 wynosi 0,1-1,0 uM we

11



krwi oraz ponizej 0,5 pM w przestrzeni migdzykomorkowej miocytoéw (Moser 1 wsp.,
1989). Podczas ischemii produkcja adenozyny gwattownie wzrasta powodujac ponad
50-krotne podwyzszenie stezenia w przestrzeni migdzykomorkowe] miocytéw
(Mullane 1 Bullough, 1995). Stan ten nie jest jednak dtugotrwaty, poniewaz srédbtonek

bardzo aktywnie metabolizuje powstala adenozyng.

adenylobursztynian
DP + P;
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H,0 NH,"
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H,O \ _» ADP H,O
5’ nukleotydaza | | kinaza adenozyny 5’ nukleotyd%
P;

P, 4/ \\ ATP
H,0 NH,
v \ /A v

adenozyna deaminaza adenozyny > Inozyna
P; i
fosforylaza metyltioadenozyny ,
(przy wysokim stgseniu adenozyny) ) fosforylaza nukleozydow purynowych
rybozo 1-fosforan 4/ y rybozo 1-fosforan
N
adenina hipoksantyna
P A 0O, + H,0 \
fosforylaza metyltioadenozyn:/} oksydaza ksantynowa
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v
. ksantyna
metyltioadenozyna
0, +H,0 —
oksydaza ksantynowa
H,0,
v

kwas moczowy

Ryc. 1. Schemat metabolizmu adenylanow
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1.7. Adenozyna

Pierwsze fizjologiczne dziatanie adenozyny zaobserwowano juz w 1929 roku.
Zaobserwowano wowczas wystepowanie bradykardii, hipotonii oraz rozszerzenia tgtnic
wiencowych po dozylnym podaniu $§wince morskiej ekstraktow z serca i innych tkanek
zawierajacych adenozyng (Drury i Szent-Gyorgyi, 1929). W 1963 roku Berne wysunat
hipotezg, ze istnieje zwiazek pomigdzy zuzyciem tlenu w migsniu sercowym,
migdzykomdrkowym stgzeniem adenozyny a przeptywem wiencowym. Jednoczesnie
postulowat ochronne dzialanie adenozyny, powodujace rozszerzanie t¢tnic wiencowych
niedokrwionego mig$nia sercowego (Berne, 1963). Od tamtego czasu zgromadzono
wiele dowodow kardioprotekcyjnego dziatania adenozyny w ukladzie sercowo-
naczyniowym. W doswiadczeniach, w ktorych badano znaczenie endogennie
produkowanej adenozyny podczas ischemii stosowano blokery receptorow
adenozynowych podawanych przed oraz w trakcie ischemii. Wykazano powigkszenie
strefy zawatu oraz zwigkszenie koncowo-rozkurczowego cisnienia w lewej komorze w
grupach traktowanych antagonistami receptoréw adenozynowych (Bunch 1 wsp., 1992;
Zhao 1 wsp., 1993). W doswiadczeniach, w ktorych oceniano wplyw egzogennej
adenozyny podawanej droga dozylna przed i w trakcie ischemii wykazywano
zredukowanie strefy martwicy oraz ogluszenia migsnia sercowego (Janier i wsp., 1993;
Sekili 1 wsp., 1995). Jedynie w okresie reperfuzji podawanie egzogennej adenozyny
zmniejsza stref¢ zawalu w nieznacznym stopniu lub pozostaje bez wplywu na jej
wielko$¢ (Vander Heide 1 Reimer, 1996). Ze wzgledu na bardzo krotki czas pottrwania
adenozyny we krwi wynoszacy okoto 1,2 sekundy a takze potrzebg uzyskania
wysokiego stezenia adenozyny we krwi, trzeba bylo stosowa¢ duze dawki adenozyny
(50-70 pgkg m.c.”'min™). Wiazalo si¢ to jednak z wystapieniem wielu niepozadanych
efektow: bradyarytmii (blok przedsionkowo-komorowy II i III stopnia), hipotonii a
takze bolow glowy, bolu dltawicowego czy dusznosci (Ogilby 1 wsp., 1993). W zwiazku
z tym duzo wicksze nadzieje poktadano w zwiazkach zwigkszajacych stezenie
endogennej adenozyny w miejscu ischemii. Do takich zwiazkéw naleza: inhibitory
enzymow (tj.: kinazy adenozyny, deaminazy adenozyny, deaminazy AMP) oraz
inhibitory transporterow nukleozydow blokujacych wychwyt adenozyny z przestrzeni
migdzykomoérkowej do komorek $rodblonka. Zastosowanie nieselektywnego blokera
transportera nukleozydow — dipirydamolu, jak rowniez selektywnego blokera

transportera nukleozydow — draflazyny, czy inhibitora deaminazy adenozyny - EHNA
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przed i podczas ischemii powodowato zwigkszenie stgzenia migdzykomodrkowe;j
adenozyny 1 ograniczalo stref¢ zawatu (Dorheim i1 wsp., 1991; Zughaib 1 wsp., 1993;
Sommerschild 1 wsp., 1997). Jesli stezenie endogennej adenozyny zwigkszane byto
jedynie podczas reperfuzji efekt kardioprotekcyjny byt mniejszy (Zhao et al., 1993).
Adenozyna wywiera kardioprotekcyjne efekty plejotropowo, gtéwnie poprzez
oddziatywanie z receptorami Al i A3 zlokalizowanymi na kardiomiocytach oraz z
receptorami A2a i1 A2b zlokalizowanymi na pozostatych komodrkach uktadu sercowo-
naczyniowego (Burnstock, 1980). Aktywacja receptora Al wiaze si¢ z uczuciem bolu
dlawicowego, powoduje ujemny efekt chronotropowy w wezle zatokowo-
przedsionkowym 1 ujemny efekt dromotropowy w wezle przedsionkowo-komorowym
(Ely 1 Berne, 1992). W kardiomiocytach w warunkach niedokrwienia poprzez
aktywacje receptora Al dochodzi do obnizenia stezenia cyklicznego AMP, co
przeciwdziata stymulacji adrenergicznej prowadzac do ujemnego efektu inotropowego,
zmniejszenia relaksacji, zmniejszenia wewnatrzkomorkowego stg¢zenia wapnia a takze
ograniczenia poboru wolnych kwasoéw tluszczowych, lipolizy czy glikogenolizy
(Belardinelli 1 wsp., 1995). W wyniku przejSciowej ischemii badz aktywacji receptorow
Al przy uzyciu swoistych agonistow, wystgpuje zjawisko hartowania serca poprzez
niedokrwienie (ang. ischaemic preconditioning) (Murry 1 wsp., 1986). W zaleznosci od
gatunku 1 sity bodzca faza wczesna hartowania zaczyna si¢ po uplywie kilkunastu
minut od ischemii 1 trwa do kilku godzin po stymulacji receptora Al powodujac
zwigkszenie tolerancji miokardium na kolejne niedokrwienie. Koncowymi efektorami
wczesnej fazy hartowania sa: kinaza biatek C, kinaza tyrozyny, kinaza bialek
aktywowana mitogenem, mitochondrialne kanaly Karp, mitochondrialne pory
(mitochondrial permeability transition pore - MPTP) (Yellon 1 wsp., 1998; Halestrap 1
wsp., 2004). P6zna faza hartowania obserwowana jest zazwyczaj pomiedzy 12 a 72
godz. od niedokrwienia, a jej kardioprotekcyjne znaczenie thumaczone jest synteza badz
posttranslacyjna modyfikacja biatek tj.: dysmutazy ponadtlenkowej zaleznej od Mn
(MnSOD), indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) czy bialek szoku termicznego
(HSP) (Baxter i wsp., 1994; Bolli, 2000). Aktywacja receptorow A2 powoduje gtownie
wazodylatacje w wyniku bezposredniej relaksacji migsni gladkich $ciany naczyn oraz
poprzez zwigkszenie produkcji tlenku azotu (Smits 1 wsp., 1995). Dodatkowo
aktywacja receptorow A2 odpowiada za obnizenie aktywno$ci granulocytow
oboje¢tnochlonnych, wywiera efekt przeciwzakrzepowy, przeciwzapalny, zmniejsza

produkcje wolnych rodnikow w fazie reperfuzji (Cronstein i wsp., 1990).
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Z danych pisSmiennictwa wynika réwniez, ze adenozyna hamuje produkcje
TNFa, odgrywajacego istotna rol¢ w patologii niewydolno$ci serca i odrzutu
przeszczepu (Wagner i wsp., 1998). Poza kardioprotekcyjnymi mechanizmami za
posrednictwem receptorow typu A, zwigkszone stezenie migdzykomodrkowej
adenozyny podczas reperfuzji ma rowniez inne korzystne dziatania. Adenozyna moze
by¢ tatwo wchtonigta przez kardiomiocyty i szybko refosforylowana do AMP i dalej do
ATP, dzigki czemu szybko moze zosta¢ uzupeiniona pula nukleotydéw adeninowych
(Seifart 1 wsp., 1980; Kalsi i wsp., 1998).

Pomimo ogromnej ilosci dowodoéw na korzystne dziatanie adenozyny w
uktadzie sercowo-naczyniowym, pochodzacych z badan eksperymentalnych, obecnie w
praktyce klinicznej adenozyna stosowana jest jedynie w celu przerwania czgstoskurczu
nadkomorowego. Przyczyna braku szerszych wskazan do stosowania adenozyny jest
wystgpowanie efektow ubocznych podczas jej stosowania tj.: hipotonii, bradyarytmii,
wywotania ,,efektu podkradania” w przypadku obecnosci istotnego zwgzenia w tetnicy
wiencowej, a takze wystgpowania innych objawOw nietolerancji w postaci bolu
dtawicowego, bolu glowy, dusznos$ci czy zaczerwienienia twarzy (Ogilby 1 wsp., 1993).
Jak do tej pory jedynie kilka prac zostalo po$§wigconych badaniu roli egzogennie
podanej adenozyny w warunkach ischemii i1 reperfuzji u ludzi. Garratt i Mahaffey
(Garratt 1 wsp., 1998; Mahaffey 1 wsp., 1999) wykazali istotna redukcje strefy zawatu u
pacjentow z rozpoznanym zawatem serca leczonych angioplastyka wiencowa a
nastgpnie dozylnym wlewem adenozyny w stezeniu 70 nug/kg m.c./min. Z kolei Marzilli
1 Assali (Marzilli 1 wsp., 2000; Assali 1 wsp., 2000) wykazali redukcje¢ wystgpowania
zjawiska ,,no reflow” 1 poprawe¢ rokowania po zawale serca w grupie pacjentow
leczonych wlewem adenozyny do tetnic wiencowych oraz poddanych pierwotnej
angioplastyce wiencowej. Wpltyw adenozyny obecnej w ptynie kardioplegicznym,
stosowanym podczas operacji pomostowania aortalno-wiencowego, na przebieg
pooperacyjny badano w randomizowanym, podwdjnie §lepym, kontrolowanym placebo
badaniu z udzialem 253 pacjentow. W grupie traktowanej adenozyna wykazano
zmniejszenie czgstosci stosowania amin katecholowych oraz redukcje ryzyka
wystapienia zawatu serca 1 $mierci (Mentzer, Jr. i wsp., 1999). Ostatnim, i jak do tej
pory najwigkszym programem badajacym znaczenie adenozyny jako dodatkowego
srodka w leczeniu zawatu mig$nia sercowego byto randomizowane, podwdjnie Slepe,
kontrolowane placebo, wieloosrodkowe badanie - AMISTAD II. Bralo w nim udziat

2118 pacjentdw z rozpoznanym zawatem serca $ciany przedniej z uniesieniem odcinka
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ST (Ross 1 wsp., 2005). W badaniu tym testowano wptyw 3 godz. dozylnego wlewu
adenozyny w dawkach 50 lub 70 pg/kg m.c./min rozpoczgtego 15 min przed terapia
reperfuzyjna (fibrynoliza badz angioplastyka wiencowa) na wielko$¢ strefy zawatowej,
niewydolnos$¢ serca 1 $miertelno$¢ do 6 miesigcy od rozpoznania zawatu. Badanie to
wykazato istotne, bo az 57% zredukowanie strefy zawatu w grupie traktowanej wysoka
dawka adenozyny w stosunku do grupy otrzymujacej placebo. Pomimo tak wyraznej
redukcji strefy zawalu, badacze odnotowali jedynie staby trend w kierunku poprawy

rokowania u pacjentoOw leczonych dozylnym wlewem adenozyny (Ross 1 wsp., 2005).

1. 8. Kinaza bialek zalezna od AMP

Procesem mogacym indukowa¢ mechanizmy protekcyjne w komorkach serca w
warunkach ischemii jest takze aktywacja kinazy biatkowej zaleznej od AMP (AMPK).
AMPK jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za utrzymanie energetyczne]
homeostazy w komorkach serca (Dyck 1 Lopaschuk, 2006). Do allosterycznej aktywacji
AMPK dochodzi w warunkach ischemii w wyniku zwigkszenia stosunku AMP/ATP
(Frederich 1 Balschi, 2002). AMPK moze by¢ takze aktywowana w wyniku fosforylacji
przez inne AMPKK jak np.: STRAD (STE-related adapter), MO25 (mouse protein 25),
LKB1 (ludzkie bialko o wtasciwosciach kinazy serynowo/treoninowej) czy przez
kinazg kinazy biatek zaleznej od kalmoduliny (Hardie i Carling, 1997). Aktywacja
AMPK ma na celu odbudowanie komoérkowej puli ATP, glownie w wyniku wlaczenia
procesOw utleniania glukozy 1 kwaséw thuszczowych. Wzrost katabolizmu glukozy
odbywa si¢ poprzez zwigkszenie wychwytu glukozy wskutek przemieszczenia
transportera glukozy GLUT4 do sarkolemmy (Russell, III i wsp., 2004), a takze
poprzez fosforylacj¢ i aktywacje fosfofruktokinazy-2, wytwarzajacej silny aktywator
glikolizy — fruktozo-2,6-bisfosforan (Marsin i wsp., 2000). Wzrost utleniania kwasow
thuszczowych odbywa si¢ w wyniku ztozonych regulacji, glownie w wyniku
fosforylacji 1 inhibicji karboksylazy acetylo-CoA, w wyniku ktdérej maleje st¢zenie
sercowego malonylo-CoA, co w efekcie prowadzi do zwigkszenia aktywnosci
palmitoilotransferazy karnitynowej 11 tym samym do wzrostu transportu acylo-CoA do
mitochondrium (Kudo i wsp., 1995). W wyniku aktywacji AMPK dochodzi takze do
przemieszczenia CD36 do sarkolemmy, co prowadzi do zwigkszonego wychwytu

wolnych kwasow tluszczowych przez miocyty (Luiken 1 wsp., 2003) oraz do
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fosforylacji 1 aktywacji dekarboksylazy malonylo-CoA, kolejnego czynnika
prowadzacego do nasilenia katabolizmu wolnych kwasoéw ttuszczowych (Saha 1 wsp.,

2000).

1.9. Farmakologiczna inhibicja deaminazy AMP

Zahamowanie deaminacji AMP z duzym prawdopodobienstwem bedzie
powodowato wzrost stezenia AMP w komorce, szczegdlnie w warunkach deficytu
energetycznego, co prowadzi¢ bedzie do zwigkszonej produkcji adenozyny. Spowoduje
to takze wzrost stosunku AMP/ATP, bedacego sygnatem aktywujacym dziatanie kinazy
biatkowej AMP zaleznej (AMPK). Zaréwno zwigkszona produkcja adenozyny, jak 1
aktywacja AMPK sa znanymi czynnikami odgrywajacymi ochronng rol¢ w warunkach
niedokrwienia 1 niewydolno$ci serca. Farmakologiczna inhibicje AMPD jako
potencjalny cel terapeutyczny dodatkowo uzasadniaja ostatnie doniesienia o
korzystnym wptywie polimorfizmu C34T genu AMPDI w ChNS i PNS. Dlatego
glownym celem niniejszej pracy byla ocena wptywu farmakologicznej inhibicji
deaminazy AMP na metabolizm 1 funkcje serca w eksperymentalnych modelach

choroby niedokrwiennej 1 niewydolnosci serca.
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Cel pracy

Celem pracy byto:

1. Poréwnanie dziatania potencjalnych inhibitoréw deaminazy AMP na

aktywno$¢ izolowanego enzymu 1 w homogenatach serc szczurow.
2. Zbadanie wplywu inhibitorow deaminazy AMP: TETOl 1 N-
metylonikotynamidu na metabolizm nukleotydow oraz stan energetyczny

izolowanych kardiomiocytow szczura.

3. Zbadanie wptywu TETO1 na aktywno$¢ deaminazy AMP w sercu szczura

perfundowanym w uktadzie Langendorffa.

4. Zbadanie farmakokinetyki TETOI u myszy po jego dozylnym podaniu.
Ustalenie optymalnej dawki 1 sposobu podania TETOI.

5. Zbadanie wptywu TETOI na zmiany w EKG oraz st¢zenie troponiny [ w
eksperymentalnym zawale serca u myszy C57BL ApoE/LDLR(-/-).

6. Zbadanie wplywu N-metylonikotynamidu na funkcj¢ 1 metabolizm serc

szczurdw w eksperymentalnym modelu pozawatowej niewydolnosci serca.
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3. Materialy i metody

3.1. Zwierzeta dosSwiadczalne

Wszystkie badania zostaty przeprowadzone po uzyskaniu zgody 3 Lokalnej
Komisji Etycznej w sprawie doswiadczen na zwierzgtach w Gdansku (uchwala nr
15/2006, 37/2007 1 NKEBN 483/2006) oraz po uzyskaniu zezwolenia Dziekana
Wydzialu Lekarskiego GUMed na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzgtach
(zezwolenie nr 8/06 1 11/08). Wszelkie procedury przeprowadzane na zwierzgtach
wykonywano w oparciu o wytyczne o traktowaniu zwierzat laboratoryjnych, podazy
iniekcji 1 pobieraniu krwi (Diehl 1 wsp., 2001).

Do doswiadczen zostaty uzyte zwierzgta laboratoryjne: szczury rasy Sprague —
Dawley zakupione w Instytucie Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PAN w Warszawie, myszy rasy C57BL/6]J zakupione w Trojmiejskiej
Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej, oraz genetycznie modyfikowane myszy
rasy C57BL  (ApoE/LDLR-/-), otrzymane ze  Zwierz¢tarni  Wydzialu
Farmaceutycznego, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Do znieczulenia zwierzat laboratoryjnych uzywana byla mieszanka ksylazyny z
ketaming podawana w iniekcjach droga dootrzewnowa w dawce kolejno: 2/35 mg/kg
m.c. u szczura (Itter 1 wsp., 2004) 1 5/80 mg/kg m.c u myszy (Bryant i wsp., 1999). Do
zabiegow terminalnych stosowano dootrzewnowa iniekcje¢ thiopentalu w dawce 50

mg/kg m.c.

3.2. Modele eksperymentalne oraz protokoly doswiadczen

3.2.1. Izolowana deaminaza AMP i homogenat serca szczura

Analiza wplywu TETO01 i kofeiny aktywnos¢ izolowanej deaminazy AMP

Fragmenty ludzkiego migénia czworoglowego uda uzyskano z Zaktadu
Medycyny Sadowej GUMed. Po oddzieleniu tkanki tacznej, migsien szkieletowy zostat
podzielony na czgsci po 5 g a nastgpnie zhomogenizowany w 15 ml 89 mM buforu
fosforanowego o pH 6,5, zawierajacego: 180 mM KCI, 1 mM thioetanol, 1 mM fluorek
fenylometylosulfonowy 1 1 g/ml inhibitor trypsyny. Nastgpnie homogenat zostal
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dwukrotnie zwirowany, kolejno 30 min przy 600 rpm i 30 min przy 4000 rpm,
uzyskany supernatant zostal wprowadzony na kolumng wypetniona fosfoceluloza (2,6
cm x 20 cm) zgodnie z opisana procedura (Smiley, Jr. 1 wsp., 1967). Nastgpnie
kolumng ptukano kolejno buforem ekstrakcyjnym 0,4 M KCI, i 0,75 M KCI w
objetosciach kolejno 0,5, 0,2 1 0,1 dm’. Deaminaza AMP zostala wyptukana liniowo
narastajacym gradientem 0,75-2,0 M KCIl. Frakcje o najwigkszej aktywnosci
enzymatycznej zostaly zebrane 1 powtornie natozone na kolumng z fosfoceluloza (2,6
cm x 20 cm), ktora phukano kolejno: 0,1 dm’® 0,4 M KCI i 0,1 dm’ 0,75 M KCI a
nastgpnie 2,0 M KCl przy przeptywie 7 ml/h.

Frakcjg izolowanej deaminazy AMP rozcienczono 100 krotnie buforem 50 mM
Tris, pH 7,0 z dodatkiem inhibitora w roéznych st¢zeniach. Oznaczenie aktywnosci
prowadzono zgodnie z opisem podanym uprzednio (Kochan i wsp., 1994). Roztwor
enzymu preinkubowano przez 15 min w temp 37°C z TETO1 w zakresie stezen 0,01 —
30 uM oraz z kofeinag w zakresie stgzen 0,01 — 3 mM. Nastgpnie do kazdej probowki
dodawano 25 mM AMP i inkubowano przez kolejne 5 min w temp 37°C. Inkubacje
przerywano dodaniem 0,4 M HCIO,4. Nastepnie mieszaning doprowadzono do pH 5-6
za pomoca 3 M K;3PO,. Tak przygotowana probke¢ analizowano przy pomocy HPLC.

Kontrolg stanowily probki bez inhibitora.

Analiza wplywu TETO0I i kofeiny na aktywnosé¢ deaminazy AMP w homogenacie
serca szczura

Po 5 min perfuzji, szczurze serce o masie 1,7 g zostato zhomogenizowane w 15
ml buforu zawierajacego 150 mM KCI, 20 mM TRIS, 1 mM EDTA, 1 mM
dithiothreitol (pH 7,0, 4°C). Nastepnie homogenat wirowano przez 30 min w 4°C przy
3700 rpm a uzyskany supernatant zebrano (Kochan i wsp., 1994). Supernatant
rozcienczono 10-krotnie buforem 50 mM Tris pH 7,0 a nastgpnie inkubowano przez 15
min w 37°C z TETO1 w zakresie stezen 0,01-100 pM. Nastepnie do kazdej probowki
dodano 100 uM AMP i inkubowano przez kolejne 5 min w temp 37°C, po czym reakcje
przerywano dodaniem 0,4 mM HCIlO,. Nastgpnie mieszaning doprowadzono do pH 5-6
za pomoca 3 M K3PO,. Tak przygotowana probke analizowano przy pomocy HPLC.

Kontrolg stanowity probki bez inhibitora.
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3.2.2. Izolowane kardiomiocyty

Procedura izolacji kardiomiocytow

Wypreparowane serce, podiaczone do ukladu Langendorffa, bylo wstgpnie
perfundowane w ukladzie otwartym przy uzyciu pompy perystaltycznej z przeptywem

10 ml/min buforem A (zawierajacym: 60 mM NaCl, 16 mM KCI, 1,2 mM KH;,PO,,

3,25 mM MgSO4*7H,0, 10 mM HEPES, 80 mM mannitol, 11 mM glukozg, 5 mM
pirogronian, 20 mM tauryng; pH 7,2, 37°C) gazowanym w sposob ciagly karbogenem
(95% O,/ 5% COy). Po 10 min perfuzji wstgpnej, uktad przetaczany byl na model
recyrkulacji, 20 ml buforu A zawierajacego dodatkowo 0,1% kolagenaze 1 0,1% BSA.
Po kolejnych 15 min perfuzji dodawano do buforu CaCl, uzyskujac stezenie 0,25 mM a
po kolejnych 5 i1 10 min, zwigkszano je odpowiednio do 0,5 1 0,75 mM. Po 35-45 min
perfuzji serce byto rozdrabniane, a uzyskana zawiesing filtrowano przez nylonowa
siatke. W kolejnym etapie zawiesing miocytow wirowano przez 1 min przy 500 rpm a
supernatant wylewano. Osadzone na dnie miocyty zawieszano w buforze A z 4% BSA
(pH 7,2, 37°C) i ponownie wirowano a uzyskany supernatant wylewano. Procedurg ta
powtarzano trzykrotnie i za kazdym razem skracano czas wirowania o 5 s. Nastgpnie

miocyty zawieszano w buforze B (zawierajacym: 120 mM NacCl, 2,6 mM KCI, 1,2 mM

KH,POq4, 1,2 mM MgS04+*7H,0, 10 mM HEPES, 1 mM CaCl,*2H,0, 11 mM glukozg,
2 mM pirogronian, pH 7,4, 37°C) z dodatkowo 2% BSA. Inkubowano je przez 15 min
w 37°C, ostroznie mieszajac co kilka minut przeciwdzialajac nadmiernej sedymentacji
miocytéw. Po inkubacji miocyty poddawano kolejnemu cyklowi trzech wirowan w
buforze A z 4% BSA w sposob identyczny jak opisano powyzej. Przed ostatnim
wirowaniem pobierano 1 pl zawiesiny miocytoéw, wprowadzano do komory Thoma i1 po
dodaniu 1% bfekitu trypanu okreslano ilo$¢ 1 zywotno$¢ komoérek (Ryc. 2). Po ostatnim
wirowaniu supernatant zlewano, a miocyty zawieszano w buforze B z 2% BSA (pH
7,4, 37°C), w takiej objetosci buforu by otrzymaé liczbe okoto 75 tys. zywych

kardiomiocytow w 1 ml buforu (Smolenski i wsp., 1991).
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Ryc. 2. Wyizolowane kardiomiocyty szczura.

Inkubacja wyizolowanych kardiomiocytow 7 TETO01 bez stymulacji katabolizmu

Do wyizolowanych kardiomiocytow, zawieszonych w 6 ml buforu B z 2% BSA,
dodawano 5 uM EHNA i 10 uM ITU. Do 330 pl zawiesiny dodawano odpowiednio: do
prébek kontrolnych 0,9% NaCl a do pozostatych dodawano 0,03, 0,1, 0,3, 1 i 3 mM
TETO1. Probki inkubowano przez 75 min. Po uptywie tego czasu pobierano 30 pl
srodowiska w celu oznaczenia aktywnosci LDH a do pozostalej objgtosci zawiesiny
dodawano 2,4 M kwas nadchlorowy, tak by jego koncowe st¢zenie wynosito 0,4 M. Do
2 probowek kontrolnych z miocytami dodawano 0,1% Triton X 1 po doktadnym
wymieszaniu zawartosci pobierano 30 pl w celu oznaczenia aktywnosci LDH. Po
przygotowaniu materiatu jak opisano w czgsci 3.3.1 w probkach oznaczano stgzenia
nukleotydéw adeninowych i ich katabolitow przy pomocy HPLC. Metoda Bradforda

mierzono ilo$¢ biatka w préobcee.

Inkubacja wyizolowanych kardiomiocytow z inhibitorami AMPD w warunkach
stymulacji katabolizmu

Do wyizolowanych kardiomiocytow, zawieszonych w 6 ml buforu B z 2% BSA
dodawano 5 uM EHNA i 10 uM ITU. Do prébek zawierajacych po 330 pl zawiesiny
dodawano odpowiednio: a) 0,9% NaCl w przypadku probek kontrolnych, b) 0,03, 0,1,
0,3, 113 mM TETO1 i nastgpnie preinkubowano przez 30 min, 2,4 i 8 godz., ¢) 1 mM
4PYR, MNA, NA, met-4-PY, 2-P, 4-KPA, PA, met-2-PY i preinkubowano przez 30
min, d) 1 mM 4PYR, MNA i preinkubowano przez 6 godz, e) 0,2 mM purynorybozyd i

preinkubowano odpowiednio przez 10, 30 i 60 min. Po zakonczeniu fazy preinkubacji
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prowadzonej w temperaturze 37°C do mieszaniny dodawano w celu stymulacji
katabolizmu 5 pg/ml oligomycyny i 10 mM deoksyglukozy. Inkubacj¢ kontynuowano
przez kolejne 45 min. Po tym czasie pobierano po 30 ul srodowiska w celu oznaczenia
aktywnos$ci LDH a nastepnie do pozostatej objgtosci zawiesiny dodawano 2,4 M kwas
nadchlorowy, tak by jego koncowe stgzenie wynosito 0,4 M. Do 2 probowek
kontrolnych z miocytami dodawano 0,1% Triton X i po dokladnym wymieszaniu
zawartosci pobierano 30 pl w celu pomiaru aktywnosci LDH. Po przygotowaniu
materiatu jak opisano w cze$ci 3.3.1. w probkach przy pomocy HPLC oznaczano
stezenia nukleotydéw adeninowych 1 ich katabolitow. Metoda Bradforda okreslano

ilo$¢ biatka w probcee.

Ocena transportu TETO01 do wyizolowanych kardiomiocytow

Wyizolowane kardiomiocyty inkubowano z 0,9% NaCl (kontrola) i z 0,3 mM
TETO1 przez 0,5, 2, 4 1 8 godz. Po inkubacji do kazdej probki dodawano 20 ul 0,5 M
MNA sluzacego jako marker przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Nastgpnie cata
zawiesing kardiomiocytow zbierano 1 wprowadzano na warstw¢ 400 pul
bromododekanu, pod ktora znajdowala si¢ warstwa 100 ul 2 M HCIO4. Nastgpnie
probowki wirowano przez 3 min w 4°C z predkoscia 14000 rpm. Po wirowaniu
najwyzsza warstwg (Srodowisko) zbierano i1 dodawano taka objgtos¢ 2,4 M HCIOg, by
jego koncowe stezenie wynosito 0,4 M. Nastgpnie mieszaning wirowano przez 10 min
w 4°C przy 14000 rpm a uzyskany supernatant zobojetniano 2 M KOH. Jednocze$nie
po doktadnym zebraniu warstwy bromododekanu, zbierano dolng warstwg (komorki) i
zobojgtniano ja 2 M KOH. Nastgpnie 100 pl zobojgtnionych probek z dolnej 1 gornej
warstwy liofilizowano a nastgpnie rozpuszczano je w 100 pl buforu zawierajacego 16,9
mM kwas nonafluoropentanoinowy i dodawano 5 ul 1 mM chloroadenozyny (jako
standard wewnetrzny). Tak przygotowany materiat analizowano przy pomocy LC/MS
w celu oznaczenia stgzenia TET01 i MNA. Osad miocytow rozpuszczano w 0,5 ml 2 M

NaOH i metoda Bradforda oznaczano stezenie bialka.

3.2.3. Perfuzja izolowanego serca

Serca pobierano po uprzednim glebokim znieczuleniu zwierzecia. Po rozcigciu
powtoki jamy brzusznej wzdhuz tukéw zebrowych, do zyty glownej tylnej podawano

heparyng w dawce 200 IU. Nastepnie rozpoczynajac od wyrostka mieczykowatego i
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kierujac si¢ do wcigcia jarzmowego przecinano przyczepy lewych zeber do mostka. Po
uwidocznieniu serce odcinano od naczyn z naddatkiem tkanki ptucnej i niezwlocznie
umieszczano w roztworze zawierajacym: 118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM
KH,POy4, 1,2 mM MgSO4, 24 mM NaHCOs3, 1,4 mM CacCl,, i 11 mM glukoze¢ (pH 7,4,
4°C).

Po pobraniu serca, umieszczeniu je w ptynie kardioplegicznym a nastgpnie po
odcigciu naddatku tkanki plucnej wypreparowano aortg. Serce bylo podwieszane do
uktadu Langendorffa poprzez nasunigcie aorty na kaniulg¢ a nastgpnie zatozeniu pgtli
przytwierdzajacej aort¢ do kaniuli (Ryc. 3). Cis$nienie o warto$ci okoto 80 mmHg,
niezbgdne do perfuzji tgtnic wiencowych, byto utrzymywane przez stale uzupetniajacy
si¢ do wysokosci jednego metra stup buforu Krebsa — Henseleit’a (zawierajacego: 118
mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM KH,POy, 1,2 mM MgSO,, 24 mM NaHCOs3, 1,4 mM
CaCl,, 1 11 mM glukoze), badz przez pompeg perystaltyczna z regulacja predkosci
przeptywu buforu. Ci$nienie w czasie perfuzji serca bylo stale monitorowane przez
wbudowany do uktadu czujnik ci$nienia. Bufor perfundujacy serce (37°C, pH 7,4) byt
przefiltrowany przez filtr o wielkosci porow 0,45 um, i stale gazowany karbogenem

(95% 0,/5% CO,) (Langendorff, 1895).

Ryc. 3. Serce szczura perfundowane w ukiadzie Langendorffa.
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Wyizolowane serce szczura bylo perfundowane w uktadzie Langendorffa w
systemie otwartym buforem Krebsa — Henseleit’a przez 10 min (perfuzja wstgpna) a
nast¢pnie na 10 min uktad przetaczany byt na model recyrkulacji, w ktérym krazyto 30
ml stale gazowanego karbogenem buforu Krebsa — Henseleit’a o temp 37°C
zawierajacego 300 uM TETO1 lub tylko buforem w grupie serc stanowiacych kontrolg.
Podczas etapu recyrkulacji, serce umieszczano w dwuwarstwowym szklanym naczyniu
stanowiagcym plaszcz wodny a gor¢ naczynia przykrywano szczelnie parafilmem,
zapewniajac utrzymanie stalej temp serca (37°C) podczas ischemii. Ischemie serca
wywotywano przez zatrzymanie perfuzji serca na 5 min poprzez odcigcie przeptywu
buforu perfundujacego. Nastepnie serce niezwtocznie zamrazano w cieklym azocie. Po
przygotowaniu materiatu jak opisano w czesci 3.3.1. probki analizowano pod katem
analizy stezen nukleotydéw adeninowych oraz ich katabolitow przy uzyciu HPLC

(Ogino 1 wsp., 1996).

3.2.4. Farmakokinetyka TETO1 in vivo

Samce myszy rasy C57BL o mase 25-30 g byly znieczulone mieszanka
ksylazyny z ketaming w dawce podanej uprzednio. W celu stabilizacji warunkow
do$wiadczenia, mysz znajdowala sie w inkubatorze klinicznym Medicor w temp 30°C.
Po rozcigeiu skory w pachwinie lewego uda wypreparowywano zyte udowa i zaktadano
do niej wktucie z iglty 0,33 mm z nasunig¢tym na drugi koniec drenem polietylenowym,
umozliwiajacy iniekcje oraz wykonywanie wlewow przez pompe infuzyjna Ascor
AP14. Przez rozcigta powloke jamy brzusznej zaktadano wkiucie do zyly gléwnej
tylnej z iglty 0,6 mm z nasunigtym na drugi koniec drenem do pobierania probek krwi.
Znieczulonym myszom podawano w iniekcji dozylnej 2 mg TETO1 a nastgpnie po 15
min, 1 1 3 godz. pobierano serca. Kazde z nich przecinano na dwie réwne czgsci i
inkubowano w probowkach przez 5 i 15 min w 37°C. Po jej zakonczeniu serca
zamrazano w ciektym azocie. W czasie 5, 15 min, 1 oraz 3 godz. po podaniu TETO1 z
zyly glownej tylnej przez dren polietylenowy pobierano po 50 pl krwi i od razu
zamrazano w cieklym azocie. Probki krwi i czg$¢ serca przygotowywano do analizy
stezenia TETO1 na LC/MS metoda opisana w czesci 3.3.2.

W innym eksperymencie znieczulonym myszom podawano 5 mg TETO1 z
dostepu przez zyte udowa w infuzji przez 0,5 1 1 godz. Po ukonczeniu infuzji pobierano

krew 1 serce. Serce przecinano na dwie czgsci 1 inkubowano w proboéwkach przez 51 15
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min w 37°C, a nastgpnic zamrazano w cieklym azocie. 50 pl z pobranej krwi
zamrazano w cieklym azocie bezposrednio po pobraniu, a pozostata czgs¢ wirowano
przez 3 min w 21°C przy 3000 rpm uzyskujac rozdzial na osocze i elementy

morfotyczne, po czym obie frakcje zamrazano w ciektym azocie.

3.2.5. Eksperymentalny zawal serca wywolany hipoksja

Samce myszy rasy C57BL ApoE/LDLR(-/-) o masie 25-30 g byly znieczulane
mieszanka ksylazyny z ketamina w dawce podanej uprzednio. Po wuzyskaniu
znieczulenia, szyje, klatke piersiowa oraz pachwing lewego uda golono mechaniczna
golarka. Srodkowym, podtuznym cieciem, przecinano skore szyi, wypreparowywano
tkanke taczna i powierzchowna warstwe migsniowa w celu uwidocznienia tchawicy a
nastgpnie intubowano mysz rurka do intubacji o $rednicy 1 mm. Nastgpnie mysz
podiaczano do respiratora SAR-830/P i1 wentylowano mieszanka 21% O,/ 79% N,
(objetosé oddechowa 8 ml*kg™; czestos¢ 200 oddechéw*min™) (Schwarte i wsp.,
2000). Procentowa zawartos$¢ tlenu w mieszaninie oddechowej byta stale monitorowana
przez aparat Capnomac Ultima, GE Healthcare. W celu stabilizacji warunkow
doswiadczenia, mysz wentylowana przez respirator znajdowata si¢ w inkubatorze
klinicznym Medicor w temp 30°C. Nastepnie wszywano myszy trzy elektrody do
pomiaru EKG, pierwsza w prawy migsien piersiowy wigkszy, druga w lewy migsien
najszerszy grzbietu oraz trzecia w migsien czworogtowy prawego uda. Elektrody
podtaczono kablem TSD 155C do rejestratora BIOPAC Systems MP 150 sprzgzonego z
platforma PC. Program AcqKnowledge 3.7.2 umozliwiat obserwowanie EKG w czasie
rzeczywistym oraz archiwizacj¢ danych w formacie cyfrowym. Po rozcigciu skory w
pachwinie lewego uda wypreparowywano zyl¢ udowa i1 zaktadano do niej wklucie z
igly 0,33 mm z nasunigtym na drugi koniec drenem polietylenowym, umozliwiajac
wykonywanie wlewow przez pompg infuzyjna Ascor AP14. Obrazowo pokazano to na

Ryc. 4.
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Ryc. 4. Model zawatu serca indukowanego hipoksjq.

TETO1 w ilo$ci 5 mg podawano myszom w 30 min dozylnym wlewie przy
uzyciu pompy infuzyjnej w stezeniu 10 mg/ml, za$ kontrolnym myszom jednakowa
objetos¢ 0,9% NaCl. Po ukonczeniu infuzji zmniejszano zawarto$¢ tlenu w mieszaninie
oddechowej do 5% przez 5 min a nastgpnie powracano do standardowej mieszaniny
oddechowej tj.: 21% O,/ 79% N, i kontynuowano ja przez dalsze 15 min (Caligiuri i
wsp., 1999). Po przeprowadzeniu procedury hipoksji 1 reoksygenacji mysz
ekstubowano, odlaczano od elektrod, zszywano skore a nastgpnie przenoszono do
klatki. Po uptywie 24 godz od hipoksji ponownie znieczulano mysz i po podlaczeniu do
respiratora, z dostepu przez zyle glowna tylna pobierano krew a bijace serce
natychmiast zamrazano w cieklym azocie. Pobrana krew wirowano przez 3 min w
temperaturze pokojowej przy 3000 rpm, a w uzyskanym osoczu oznaczano stgzenie

troponiny .
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3.2.6. Eksperymentalna niewydolnos¢ serca

Model niewydolnosci serca szczura wywolany podwiqzaniem tetnicy wiencowej

Samce szczurdéw rasy Sprague-Dawley o masie 250-300 g zostaty znieczulone
mieszanka ksylazyny z ketamina. Procedurg powiazania tetnicy wiencowej prowadzono
zgodnie z opisem podanym uprzednio (Suzuki i wsp., 2001). Po uzyskaniu znieczulenia
klatke piersiowa golono przy pomocy mechanicznej golarki. Nastgpnie przy pomocy
laryngoskopu wykonywano intubacje wenflonem 17G (Jou i wsp., 2000) a nastgpnie
zwierzgta podtaczano do respiratora i wentylowano 100% tlenem (objetos¢ oddechowa
9 ml*kg'l; czestosé 90 oddechéw*min™) (Walder i wsp., 2005). Torakotomig
wykonywano na wysokosci lewej, czwartej przestrzeni miedzyzebrowej. Po
uwidocznieniu serca, przy uzyciu nici 6-0 Ethicon Mersilk (Johnson&Johnson)
podwiazywano galaz przednia zstgpujaca lewej tgtnicy wiencowej w jej czgsci
poczatkowej, co przedstawiono na Ryc. 5. Po zabiegu przy uzyciu nici 3-0 Amifilm
(Sinpo Poznan), wszystkie warstwy zszywano. Zabieg prowadzono w aseptycznych
warunkach. Smiertelno$¢ procedury wynosita okoto 25%. Po 2 tygodniach od
wytworzenia zawalu 1 po echokardiograficznej ocenie funkcji serca, szczury
rozdzielano na dwie grupy: grupg, ktorej podawano rozpuszczony w wodzie pitnej

MNA w dawce 100 mg/kg mc/dobg oraz grupg kontrolna.

&5
Ryc. 5. Podwiqzanie tetnicy wiencowej u szczura. Model niewydolnosci serca indukowanej
zawatem.
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Echokardiograficzna ocena mechanicznej funkcji serca szczura in vivo

Szczurom, ktoére mialy wywotana podwiazaniem t¢tnicy niewydolno$¢ serca
wykonywano badania echokardiograficzne w II Klinice Kardiologii, Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w przy uzyciu aparatu Acuson Sequoia 512 z glowica 8L5
(8 MHz). Z projekcji przymostkowej w osi krotkiej wykonywano pomiary w trybie M-
mode a nastgpnie z tej samej projekcji w trybie 2D przy uzyciu planimetrycznej metody
Simpson’a wyliczano wielko$¢ frakcji wyrzutowej (Yang i wsp., 1999). Kazde zwierze
miato wykonane badanie echokardiograficznie w 2, 4 1 8 tyg. od czasu podwiazania

tetnicy wiencowej (Ryc. 6 A 1 B).
A B
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Ryc. 6. Pomiar kurczliwosci lewej komory serca szczura w projekcji przymostkowej, w osi
krotkiej przy zastosowaniu opcji M-mode. Ryc. 64 (po lewej) przedstawia serce kontrolne,
natomiast Ryc. 6B (po prawej) przedstawia rozstrzen lewej komory powstatej po 8 tyg. od
podwiqzania gatezi przedniej zstepujqceyj.

Inwazyjna ocena mechanicznej funkcji serca szczura in vitro

Po znieczuleniu szczura i dozylnej iniekcji 200 IU heparyny, pobrane serce,
niezwlocznie podwieszono do ukladu Langendorffa i perfundowano w systemie
otwartym buforem Krebsa — Henseleit’a przy ci$nieniu wytwarzanym hydrostatycznie
przez jednometrowej wysokosci stup buforu. W czasie pierwszych 15 min perfuzji
wprowadzano do lewej komory serca przez nacigcie w S$cianie lewego przedsionka
foliowy balon szczelnie zamocowany do polietylowego drenu o $rednicy 2 mm. Drugi
koniec drenu podtaczano do przetwornika ci$nienia krwi TSD 104A i rejestratora
BIOPAC Systems MP 150 sprzgzonego z platforma PC. Program AcqKnowledge 3.7.2
umozliwiatl obserwacj¢ ci$nienia w czasie rzeczywistym oraz archiwizacje¢ danych w
formacie cyfrowym. Do serca podlaczono stymulator EV4542, a elektrody

umieszczono w $cianie prawego przedsionka i w okolicy koniuszka serca. Stymulacje
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serca prowadzono z czestoscia 350 pobudzen na min. Nastgpnie do balonu
wprowadzono wode w celu jego wypelnienia w jamie lewej komory. Procedurg
wykonywano tak, by ci$nienie koncowo-rozkurczowe w lewej komorze nie
przekraczato wartosci 40 mmHg. W czasie trwania eksperymentu dbano by w drenie 1
w balonie nie znajdowaly si¢ pecherzyki powietrza oraz by objgtos¢ balonu byta
odpowiednia do badanego serca. Po takim przygotowaniu, otwierano zawor uktadu w
celu wyplynigcia nadmiaru wody 1 wyzerowania ci$nienia w balonie. Nastgpnie
zamykano zawor uktadu 1 w 60 sekundowych odstgpach czasowych wprowadzano
strzykawka do balonu kolejne objgtosci wody po 100 pl az do uzyskania ci$nienia
koncowo-rozkurczowego o wartosci 40 mmHg. Nastepnie otwierano zawor ukladu w
celu ponownego wyptynigcia nadmiaru wody 1 wyzerowania ci§nienia, po czym zawor
uktadu ponownie zamykano a procedur¢ pomiaru funkcji serca rozpoczynano od
poczatku podajac w 60 sekundowych interwatach do balonu po 50 pl wody az do
uzyskania ci$nienia koncowo-rozkurczowego o wartosci 40 mmHg. Przeplyw
wiencowy stale rejestrowano przy pomocy czujnika elektromagnetycznego
podtaczonego do rejestratora BIOPAC (Ryc. 7). U wszystkich szczurow po uptywie 8
tyg. od wykonania podwigzania tgtnicy wiencowej oznaczono funkcje mechaniczna
serca. Z analizy wykluczono pomiary funkcji serc, w ktéorych nie stwierdzono
wytworzenia blizny zawatowej (Smolenski 1 wsp., 2001). Po ukonczeniu pomiaru,
serca natychmiast zamrazano w cieklym azocie 1 po przygotowaniu materialu jak
opisano w czg$ci 3.3.1. probk¢ analizowano przy uzyciu HPLC w celu oznaczenia

stezenia nukleotydow adeninowych i ich metabolitow.

17 712195

03571 40392257 447 48503 43105350 h I (4

Ryc. 7. Inwazyjny pomiar funkcji serca z ocenq zmiany cisnienia w lewej komorze serca (gorny
wykres) oraz pomiar przeplywu wiencowego mierzonego czujnikiem elektromagnetycznym
(dolny wykres).
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3.3. Metody analityczne

3.3.1. Analiza przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja

w ultrafiolecie

Zamrozong w -80°C ptytke z miocytami rozmrazano w lodzie. Nastepnie cala
zawartos$¢ ze studzienek przenoszono do proboéwek Eppendorff i wirowano przez 10
min w 4°C przy 14000 rpm. Po wirowaniu zbierano supernatant, ktory doprowadzano
do pH 6,5-7,0 2 M KOH, po czym probke wirowano przez 10 min w 4°C przy 14000
rpm a zebrany supernatant analizowano przy uzyciu HPLC.

Zamrozone w -80°C fragmenty mig$nia sercowego liofilizowano przez 48
godz., nastgpnie podzielono je na czesci o masie okolo 30 mg. Jedna czgs$¢
homogenizowano z 0,4 M HCIO4 w stosunku wagowym 1:25. Po homogenizacji
zawiesing wirowano a uzyskany supernatant doprowadzono do pH 6,5-7,0 2 M KOH.
Probke ponownie wirowano przez 10 min w 4°C przy 14000 rpm a zebrany supernatant
analizowano przy uzyciu HPLC.

Stezenia nukleotydow adeninowych i ich metabolitéw analizowano przy pomocy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja w ultrafiolecie. System
(Merck-Hitachi/Hewlett-Packard) ztozony byt z kolejno podiaczonych ze soba
podzespotow:

e modutu do buforéw A, Bi1C

e wysokoci$nieniowej pompy ze sterownikiem gradientu (L-6200)

e autosamplera (AS-2000) chtodzonego do 4°C

e prekolumny firmy Phenomenex typu SecurityGuard

e kolumny analitycznej o wymiarach 150mm/4.9mm z wypekieniem typu

odwroconej fazy (Hypersil C18-BDS) firmy Phenomenex o wielkos$ci ziarna 3

pum umieszczonej w termostacie (18°C)

e detektora (UV-VIS) z szeregiem diodowym typu DAD serii 1050 (Merck-

Hitachi/Hewlett Packard)

Dane byly rejestrowane oraz analizowane jako$ciowo 1 ilosciowo przy pomocy
programu HPChemStation pracujacego na platformie typu PC.

Rozdzial probki zachodzit przy zmieniajacym si¢ skladzie eluentu. Bufor A
ztozony byt z 122 mM KH,PO,, 150 mM KCI, 28 mM K,HPO,, bufor B sktadal si¢ z

1,5% roztworu acetonitrylu w buforze A, bufor C sktadat si¢ z 15% roztworu
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acetonitrylu w buforze A. Do analizy stosowano nastgpujacy gradient: do 3 min elucji
50% A 150% B, do 5,5 min 25% A, 25% B 1 50% C, od 9,4 min 100% C. Czas trwania
analizy probki wynosit 13,5 min, nastrzyk probki 20 pl a wielko$¢ przeptywu eluentu w
uktadzie 0,9 ml/min. Cis$nienie podczas rozdzialu wynosito 180-210 atmosfer. Analizg
probek rozpoczynano i1 konczono rozdzialem standardow (17 zwiazkow). Czasy
retencji  poszczegélnych zwiazkdéw byly stale a kolejno$¢ rozdziatu standardow
nastgpujaca: fosfokreatyna, kreatyna, kwas moczowy, GMP, IMP, ATP, ADP,
hipoksantyna, ADPR, ksantyna, AMP, NADP, NAD, adenina, inozyna, guanozyna i
adenozyna (Ryc. 8 A 1 B). Analizy jakosciowej poszczegolnych zwiazkow
dokonywano na podstawie czasu retencji oraz spektrum absorbancji dla kazdego
zwiazku przy dlugosci fali od 210 nm do 340 nm. Analiz¢ iloSciowa oznaczanych
zwiazkow przeliczano proporcjonalnie z pola powierzchni pod krzywa danego piku do
pola powierzchni standardu. Stezenie oznaczanych zwiazkdéw odnoszono do stgzenia

biatka w danej probce (Smolenski i wsp., 1990).
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Ryc. 8. Rozdzial chromatograficzny nukleotydow  purynowych i ich katabolitow
wyekstrahowanych z zawiesiny kardiomiocytow inkubowanych w warunkach normoksji (4)
oraz w warunkach stymulacji katabolizmu (B).
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3.3.2. Analiza przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja

masowa

Przygotowanie probek do analizy steienia TETOI metodq LC/MS

Zamrozone w -80°C probki krwi pelnej, erytrocytow, osocza rozmrazano i
dodawano acetonitryl o koncowym stezeniu 70%, a nastgpnie dokladnie mieszano.
Nastepnie probki wirowano 5 min w 4°C przy 14000 rpm, a uzyskany supernatant
zamrazano w cieklym azocie i1 liofilizowano przez 24 godz. Po zliofilizowaniu,
zawarto$§¢ probki rozpuszczano w 100 pl buforu zawierajacego 16,9 mM kwas
nonafluoropentanoinowy 1 dodawano 5 ul 1 mM 2-chloroadenozyny (bgdacej
standardem wewnetrznym). Tak przygotowany material analizowano przy pomocy
LC/MS. Wyekstrahowane kwasem nadchlorowym fragmenty mig$nia sercowego
zostaly zamrozone i1 nastgpnie zliofilizowane. Zawarto$¢ probek rozpuszczano w 100 pl
buforu zawierajacego 16,9 mM kwas nonafluoropentanoinowy i dodawano po 5Sul
ImM 2-chloroadenozyny jako standardu wewngtrznego. Tak przygotowany materiat

analizowano z wykorzystaniem LC/MS.

Przygotowanie probek do oznaczenia steienia hydroksyproliny i pirydynoliny 7
wykorzystaniem LC/MS

Zliofilizowane probki migs$nia sercowego poddawano 18 godz hydrolizie w 6 M
HCIl w zamknigtej szklanej fiolce w temp 110°C. Probki ponownie liofilizowano po
czym rozpuszczano w 5 mM kwasie nonafluoropentanoinowym. Stg¢zenie

hydroksyproliny i pirydynoliny analizowano przy uzyciu LC/MS.

System spektrometrii masowej LC/MS

Stezenie TETO1, MNA, hydroksyproliny i pirydynoliny w badanych probkach
oznaczano z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja
masowa (LC/MS). System (Thermo-Finnigan, LCQ Advantage, Surveyor, Waltham,
MA, USA) ztozony byl z kolejno podtaczonych ze soba podzespotow:

e modutu do buforow A1 B

e wysokoci$nieniowej pompy ze sterownikiem gradientu (Surveyor MS Pump)

e autosamplera (Surveyor AS) chtodzonego do temp 4°C

e prekolumny 2x2 mm C18 Security Guard
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e kolumny analitycznej Phenomenex umieszczonej w termostacie
e jonizatora czasteczek metoda elektrorozpylania (ESI)
e analizatora mas typu putapki jonowej (LCQ Advantage)
Dane byly rejestrowane oraz analizowane jakosciowo i ilo$ciowo przy pomocy

programu Xcalibur Quan i Qual Browser pracujacego na platformie typu PC.

Oznaczenie steienia TET01 i MNA przy uiyciu LC/MS

Rozdziaty probek prowadzone byly na kolumnie analitycznej firmy
Phenomenex o wymiarach 150mm/2,0mm z wypehlieniem Hypersil C18-BDS 1
wielkos$ci ziarna 3 pm. Bufor A zawieral 10 mM kwas nonafluoropentanoiowy (NFPA)
a bufor B 100% acetonitryl. W ciagu 12 min sklad buforu zmienial si¢ liniowo z
poczatkowego 100% buforu A do 60% buforu B na koncu przy przeptywie 0,2 ml/min.
Kolumna byta termostatowana w 25°C, a objgto$¢ nastrzyku wynosita 20 ul. Detektor
masowy pracowal w trybie MS/MS z pozytywna jonizacja z zastosowaniem glowicy
ESI. Przeptyw gazu wynosit 35 arbitralnych jednostek aparatu, napigcie 4,5 kV,
temperatura kapilary 275°C. Bezpos$rednia infuzja standardéow zwiazkow TETOI i
MNA umozliwila okreSlenie fragmentacji oraz zoptymalizowanie energii kolizji dla
analizy w trybie MS/MS. W tych warunkach TETOI1 tworzyl jon macierzysty o
m/z=434, ktory poddany fragmentacji 25% energia kolizji tworzyt jony pochodne
m/z=415 1 417, ktore wykorzystano do analizy (Ryc. 9). W identycznych warunkach
MNA tworzyl jon 0 m/z=137. Odzysk TET01 1 MNA wynosit 85-95%, a wspotczynnik
zmiennos$ci okoto 10%. Analizg¢ ilosciowa oznaczanych zwiazkoéw okreslono w oparciu

o krzywa kalibracyjna (Slominska 1 wsp., 2006).
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Ryc. 9. Przedstawiono trzy chromatogramy z detektora masowego. W panelu gérnym widoczny
jest chromatogram standardu TETO1. Panel srodkowy przedstawia kontrolny rozdziat ekstraktu
petnej krwi przed podaniem TET01, natomiast panel dolny przedstawia rozdziat ekstraktu krwi
po uplywie 15 min od dozylnego podania TET01 (widoczny duzy pik inhibitora).

Oznaczenie steZenia hydroksyproliny i pirydynoliny przy uZyciu LC/MS

Oznaczenie stgzenia hydroksyproliny 1 pirydynoliny przeprowadzono na
kolumnie analitycznej firmy Phenomenex o wymiarach 150mm/2,0mm Synergi Hydro
RP C18/ODS i1 wielkosci ziarna 4 pm. Bufor A zawieral 5 mM kwas
nonafluoropentanoinowy (NFPA) a bufor B 100% acetonitryl. W ciagu 5 min sklad
buforu zmienial si¢ liniowo z poczatkowego 100% buforu A do 85% buforu B na
koncu, przeptyw 0,15 ml/min. Catkowity czas analizy probki wynosit 18 min. Kolumna
utrzymywana byla w 25°C przy pomocy termostatu. Objeto$¢ nastrzykiwanych
standardow kalibracyjnych 1 probek wynosita 2 pl. Detektor masowy pracowat w trybie
MS/MS z pozytywna jonizacja z zastosowaniem elektrospreju. Przeptyw gazu wynosit
35 arbitralnych jednostek aparatu, napigcie elektrospreju 20 kV, temperatura kapilary
300°C. W metodzie zastosowano dodatkowy przeptyw 0,15ml/min mieszaniny

acetonitrylu z 0,05% kwasem mrowkowym w celu ustabilizowania parametrow
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elektrycznych elektrospreju. Mieszanina byla podawana bezposrednio przed komora
jonizacyjna za pomoca dodatkowej pompy typu Waters. Hydroksyproling oznaczano w
trybie MS/MS uzyskujac z jonu macierzystego m/z=132 jon pochodny m/z=86 przy
zastosowaniu 26% energii kolizji. Pirydynoling oznaczano réwniez w trybie MS/MS
uzyskujac z jonu macierzystego m/z=429 jon pochodny m/z=412 przy uzyciu 30%
energii kolizji. Odzysk hydroksyproliny i pirydynoliny wynosit powyzej 90%, a
wspotczynnik zmiennosci byl nizszy niz 15%. Analize iloSciowa oznaczanych

zwiazkow przeprowadzono w oparciu o krzywa kalibracyjna (Kindt i wsp., 2000).

3.3.3. Pozostale procedury analityczne

Oznaczenie dehydrogenazy mleczanowej metodq spektrofotometryczng

Pomiar stgzenia dehydrogenazy mleczanowej wykonano przy uzyciu metody
spektrofotometrycznej. Do 50 mM buforu Tris-HCl o pH 7,4 dodawano kolejno:
badana probke, 20 uM pirogronian oraz 6 uM NADH. Nastgpnie zawartos¢ kuwety
mieszano 1 w spektrofotometrze oznaczano absorbancj¢ przy dlugosci fali 340 nm
(Hakala i wsp., 1956). Uzyskany w jednostkach (U) wynik odnoszono do pomiaru

probki kontrolnej traktowanej 0,1% Tritonem-X i przedstawiano w procentach.

Oznaczenie wiqzania TETO0I 7 albuming

Do probéwek z membrang o $rednicy poréow 0,45 um wprowadzano osocze
szczura a takze roztwory 0,5 1 2% biatka z 0,01-0,3 mM TETO1 i inkubowano 15 min
w temp pokojowej. Nastgpnie pobierano 40 pl roztworu a pozostata czgs¢ wirowano
przez 15 min w 4°C przy 14000 obr/min po czym pobierano 40 pl filtratu. Do probek
pobranych na poczatku jak i do filtratow dodawano po 60 pl 100% acetonitrylu a
nastepnie wirowano przez 15 min w 4°C przy 14000 obr/min. Nastepnie 50 pl
supernatantu przenoszono do eppendorfa, zamrazano i liofilizowano, po czym
zawarto$¢ probki rozpuszczano w 100 pl buforu zawierajacego 16,9 mM kwas
nonafluoropentanoinowy i dodawano 5 pul 1 mM 2-chloroadenozyny. Tak

przygotowane probki analizowano przy pomocy LC/MS.
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Oznaczenie biatka metodq Bradford’a

Standardy albuminy w zakresie st¢zenia od 0,05 do 0,5 mg/ml oraz probki w
ktérych oznaczano stezenia biatka rozpuszczono w 0,5 M NaOH. Nastgpnie
przenoszono po 10 ul roztworu na 96—dotkowa ptytk¢ 1 dodano 200 pl roztworu
Bradford’a. Po wymieszaniu zawarto$ci 1 30 min inkubacji w temp pokojowe;j
mierzono na spektrofotometrze absorbancj¢ przy dlugosci fali 595 nm (Bradford,

1976).

Oznaczanie steienia troponiny 1

Stezenie troponiny I w osoczu myszy oznaczane bylo przy uzyciu
immunochemicznego testu Architect Stat troponina I na platformie Architect ci8200 w
Centralnym Laboratorium Klinicznym, Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego (James

1 wsp., 2006).

3.4. Odczynniki

TETO01 (3-[2-(3-karboksy-4-bromo-5,6,7,8-tetrahydronaftylo)etyl]-3,6,7,8-tetrahydro-
imidazo-[4,5]-[1,3]diazepin-8-0l) — selektywny inhibitor deaminazy AMP, zostal
zsyntetyzowany w Katedrze Chemii Organicznej, Wydzialu Farmaceutycznego
GUMed w oparciu o publikacje Kasibhatla (Kasibhatla 1 wsp., 2001) przez Pania Dr
Czestawe Orlewska.

MNA (1-metylonikotynamid) — zostal uzyskany z firmy Pharmena, dzigki uprzejmosci

Pana Profesora Jerzego Gebickiego (Gebicki i wsp., 2003).

4PYR (fosforan 4-pirydo-3-karboksamid-1-beta-D-rybonukleozyd), met-2-PY (N-
metylo-2-pirydo-5-karboksamid), met-4-PY (N-metylo-4-pirydo-3-karboksamid), 2-P
(kwas 2-pikoliniowy), PA (pikolinamid), 4-KPA (kwas 4-ketopikolinowy) zostaty
zsyntetyzowane w Katedrze Chemii Organicznej, Wydzialu Farmaceutycznego

GUMed (Slominska i wsp., 2006).

Purynorybozyd (puryno-1-D-rybofuranozyd) i Kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna)

zostaty zakupione w firmie Sigma-Aldrich.
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Pozostale odczynniki: EHNA (erytro-9-hydroksy-3-nonyloadenozyna), ITU (5-
jodotubercydyna), kolagenaza C8051, albumina A6003, albumina A9418, NADH,
pirogronian, NA, tauryna, Tris-HCI, HEPES zostaly zakupione w firmie Sigma-
Aldrich. Zwiazki chemiczne uzyte do chromatografii: KH,PO4, KCI, K,;HPOy,

acetonitryl, kwas nonafluoropentanoinowy zostaly zakupione w firmie Merck. NaCl,

KCl, KH,PO4, MgSO4*7H,0, mannitol, glukoza, CaCl, NaHCO; zakupiono w firmie
Polskie Odczynniki Chemiczne. Do wszystkich doswiadczen uzywano wody
oczyszczonej z zastosowaniem techniki molekularnego wymieniacza jonowego i

odwroconej osmozy (zestaw Elga Maxima).

3.5. Analiza statystyczna

Zmienne przedstawione sa jako wartosci srednie + blad standardowy. Roznica
pomigdzy dwiema grupami, w ktorej zmienna rozktadata si¢ w sposdb normalny,
analizowana byta testem t-Studenta, natomiast w przypadku braku normalnego
rozkladu zmiennej, wykorzystywano test U-Manna Whitney’a. Roznica miedzy
wieloma grupami analizowana byla przy uzyciu analizy jednoczynnikowej] ANOVA z

testem post hoc Bonferroniego. Warto$¢ p < 0,05 uwazana byla za istotna statystycznie.

38



4. Wyniki

4.1. Wplyw TETO01 i kofeiny na aktywnos$¢ wyizolowanej deaminazy
AMP

Na Ryc. 10 przedstawiono aktywnos$¢ deaminazy AMP wyizolowanej z mig$nia
szkieletowego cztowieka inkubowanej w obecnosci réznych stgzen TETO1 i1 kofeiny.
Po zastosowaniu TETO1 w stezeniu 0,5 pM deaminaza AMP hamowana byta w 50%.
Podczas gdy stosowano 10 uM TETO01 zahamowanie aktywnosci enzymu bylo niemal
catkowite. Zastosowanie kofeiny w stezeniu 3 mM hamowalo aktywno$¢ enzymu

jedynie w 25%.
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Ryc. 10. Aktywnos¢ deaminazy AMP wyizolowanej z miesnia szkieletowego cztowieka w
obecnosci TETOI w zakresie stezen 0,01-30 uM oraz kofeiny w zakresie stezen 0,01-3 mM.

Wyniki stanowiq Sredniq = SEM, n=3. *P<0,05 vs kontrola. Za 100% aktywnos¢ deaminazy
AMP przyjeto probki bez inhibitora ( produkujqce najwiekszq ilos¢ IMP).
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4.2. Porownanie hamowania aktywnosci AMPD przez TET01 w
homogenatach serc i izolowanych kardiomiocytach szczura

Na Ryc. 11 przedstawiono aktywno$¢ deaminazy AMP obecnej w
homogenatach serc oraz w wyizolowanych kardiomiocytach szczura w obecnosci
roznych stezen TETO1. W homogenacie uzyskano 50% hamowanie aktywnosci AMPD
po zastosowaniu st¢zenia 2 uM podczas gdy 30 uM niemal calkowicie ja hamowalo. W
wyizolowanych kardiomiocytach 50% zahamowanie aktywno$ci AMPD uzyskano po
zastosowaniu 0,5 mM TETO1, natomiast st¢zenie 1| mM powodowalo hamowanie w

okoto 90%.
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Ryc. 11. Aktywnos¢ deaminazy AMP w homogenatach serc oraz w wyizolowanych
kardiomiocytach szczura w obecnosci 0,01-3000 uM TETO0I. Wyniki stanowiq sredniq = SEM,
n=3. *P<0,05 vs kontrola. Za 100% aktywnosci deaminazy AMP przyjeto probki inkubowane
bez TETO01( produkujqce najwiekszq ilos¢ IMP).
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43. Wplyw TET01 na metabolizm adenylanéw, ocena jego
toksycznosci w wyizolowanych kardiomiocytach

Ryc. 12 przedstawia wptyw réznych stezen TETO1 (0,03—3 mM) na metabolizm
adenylanbw w modelu wyizolowanych kardiomiocytow poddanych stymulacji
katabolizmu, u ktorych zahamowano aktywnos$¢ deaminazy adenozyny 1 kinazy
adenozyny poprzez inkubacj¢ ich z 5 uM EHNA 1 10 uM ITU.

W panelu A i B przedstawiono kolejno st¢zenia: IMP 1 inozyny. St¢zenia obu
tych zwiazkow byly zmniejszone o okoto 40% po zastosowaniu 0,3 mM TETOI 1 o
90% po zastosowaniu 1 mM w poréwnaniu do kontroli ze stymulacja katabolizmu
(SK). Po inkubacji kardiomiocytéow z TETOl w stezeniach 0,3, 1 1 3 mM
zaobserwowano podwyzszenie produkcji adenozyny odpowiednio o 47, 98 1 125% w
poréwnaniu do kontroli z SK (Ryc. 12 C).

Panel D przedstawia stosunek stgzenia adenozyny do sumy st¢zenia inozyny i
IMP — Ado/(Ino+IMP), bedacy wskaznikiem aktywno$ci deaminazy AMP. Po
zastosowaniu 0,3 mM TETO1 uzyskano 2,75-krotny wzrost stosunku Ado/(Ino+IMP),
natomiast zastosowanie 1 mM powodowato ponad 12-krotny wzrost stosunku
Ado/(Ino+IMP) w poréwnaniu do kontroli z SK, co $wiadczy o niemal catkowitym
zahamowaniu AMPD.

Zastosowanie TETO1 w zakresie stgzen 0,03-3 mM w modelu izolowanych
kardiomiocytow poddanych stymulacji katabolizmu (z calkowicie zahamowana
aktywnos$cia deaminazy adenozyny i kinazy adenozyny) nie wptynglo na tadunek
energetyczny adenylanow (Ryc. 13 A). W grupie kardiomiocytéw inkubowanych z 3
mM TETOl obserwowano obnizenie sumy st¢zen nukleotydow adeninowych w
poréwnaniu do kontroli z SK (Ryc. 13 B). Rowniez suma stgzen katabolitow AMP a
takze procent LDH uwolnionej do $rodowiska inkubacyjnego byty podwyzszone w
przypadku kardiomiocytéw inkubowanych z 3 mM TETO01 w poréwnaniu do kontroli z

SK (Ryc. 13 C1D).
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Ryc. 12. Stezenie IMP (A), inozyny (B), adenozyny (C) oraz stosunek Ado/(Ino+IMP) (D) w
kardiomiocytach inkubowanych przez 0,5 godz z 0,03 - 3 mM TETOI w obecnosci 5 uM EHNA
i 10 uM ITU a nastepnie poddanych stymulacji katabolizmu (SK). Wyniki stanowiq sredniq +

SEM, n=5. *P<0,05 vs kontrola z SK. +P<0,05 vs kontrola bez SK. Czarne stupki (SK), biate
stupki (bez SK)
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Ryc. 13. Ladunek energetyczny adenylanow (A), suma stezen nukleotydow adeninowych
(ATP+ADP+AMP) (B), suma stezen katabolitow AMP (IMP+Ino+Ado+Hx) (C) oraz procent
uwolnionej do srodowiska LDH (D) w kardiomiocytach inkubowanych 0,5 godz z 0,03 - 3 mM
TETO1 w obecnosci 5 uM EHNA i 10 uM ITU a nastepnie poddanych stymulacji katabolizmu
(SK). W panelu D wartos¢ 100% uzyskana byta w preparacie kardiomiocytow poddanych
dziataniu 0,1% Triton X. Wyniki stanowiq sredniq £ SEM, n=5. *P<0,05 vs kontrola z SK.
7P<0,05 vs kontrola bez SK. Czarne stupki (SK), biate stupki (bez SK).
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4.4. Wplyw czasu inkubacji izolowanych kardiomiocytow z TETO01
na efekt inhibicji AMPD i parametry toksycznosci

Ryc. 14 przedstawia wptyw 0,3 1 1,0 mM TETOI na metabolizm nukleotydow
adeninowych w zalezno$ci od czasu inkubacji izolowanych kardiomiocytéw poddanych
stymulacji katabolizmu, z catkowicie zahamowang aktywnoscia deaminazy adenozyny
1 kinazy adenozyny.

0,3 mM TETO1 spowodowat zmniejszenie produkcji IMP i inozyny o okoto
40% po 0,5 1 2 godz. inkubacji w porownaniu do kontroli z SK. Natomiast po 8 godz.
inkubacji zaobserwowano 30% wzrost produkcji IMP 1 20% wzrost produkcji inozyny
w porownaniu do kontroli z SK (Ryc. 14 A i B). Inkubacja 0,5 i 2 godz. z 0,3 mM
TETO1 powodowata kolejno 50% 1 44% wzrost produkcji adenozyny, jednak
wydhuzenie inkubacji do 8 godz. skutkowato zmniejszeniem produkcji adenozyny o
okoto 15% w stosunku do kontroli z SK (Ryc. 14 C). Stosunek Ado/(Ino+IMP) po
inkubacji 0,5 1 2 godz. z 0,3 mM TETO1 wzrdst okoto 2,7-krotnie, natomiast inkubacja
trwajaca 8 godz. powodowata zmniejszenie wspotczynnika o okoto 30% w stosunku do
kontroli z SK (Ryc. 14 D).

I mM TETO1 powodowal niemal catkowite zahamowanie produkcji IMP i
inozyny w badanym przedziale czasowym (0,5-8 godz) w poréwnaniu do kontroli z SK
(Ryc. 14 A 1 B). Po zastosowaniu 1 mM TETO01 zaobserwowano takze zwigkszona o
okoto 100% produkcje adenozyny w czasie calego do$wiadczenia w porownaniu do
kontroli z SK (Ryc. 14 C). Wspotczynnik Ado/(Ino+IMP) po zastosowaniu 1 mM
TETO1l w czasie catego do$wiadczenia byt istotnie podwyzszony w stosunku do
kontroli z SK, ale od 2-giej godziny inkubacji stopniowo obnizat si¢ (Ryc. 14 D).

Inkubacja przez 8 godz. z 0,3 i 1 mM TETOl a nastgpnie stymulacja
katabolizmu nie powodowata efektéw cytotoksycznych w kardiomiocytach. Wartosci
fadunku energetycznego adenylanéw, suma stezen nukleotydéw adeninowych, suma
stezen katabolitow AMP oraz procent LDH uwolnionej od §rodowiska inkubacyjnego
nie zmieniaty si¢ (Ryc. 15).

W kardiomiocytach inkubowanych przez 75 min w warunkach bez stymulacji
katabolizmu uzycie TETOl w =zakresie 0,03-3 mM nie wptywato na parametry
cytotoksycznos$ci tj.: tadunek energetyczny adenylandéw, sume stezen nukleotydow
adeninowych, sumg stezen katabolitow AMP, procent uwolnionej do §rodowiska LDH

(Tab. 1).
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IMP [umol/mg biatka]
Inozyna [umol/mg biatka]
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Ryc. 14. Stezenie IMP (A), inozyny (B), adenozyny (C) oraz stosunek Ado/(Ino+IMP) (D) w
kardiomiocytach inkubowanych przez 0,5-8 godz z 0,3 i I mM TET01 w obecnosci 5 uM EHNA
i 10 uM ITU a nastepnie poddanych stymulacji katabolizmu (SK). Wyniki stanowiq sredniq +
SEM, n=4. *P<0,05 vs kontrola z SK. 1P<0,05 vs kontrola bez SK. Czarne stupki (SK), biate
stupki (bez SK).
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Ryc. 15. Ltadunek energetyczny adenylanow (A), suma stezen nukleotydow adeninowych
(ATP+ADP+AMP) (B), suma stezen katabolitow AMP (IMP+Ino+Ado+Hx) (C) oraz procent
uwolnionej do srodowiska LDH (D) w kardiomiocytach inkubowanych przez 0,5-8 godz z 0,3 i
1 mM TETOI w obecnosci 5 uM EHNA i 10 uM ITU a nastepnie poddanych stymulacji
katabolizmu (SK). Wyniki stanowiq sredniq = SEM, n=4. *P<0,05 vs kontrola z SK. #P<0,05
vs kontrola bez SK. Czarne stupki (SK), biate stupki (bez SK).
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Tab. 1. tLadunek energetyczny adenylanow, suma stezen nukleotydow adeninowych
(ATP+ADP+AMP), suma stezen katabolitow AMP (IMP+Ino+Ado+Hx) oraz procent
uwolnionej do srodowiska LDH w preparacie kardiomiocytow inkubowanych przez 75 min z
0,03-3 mM TETO1 w obecnosci 5 uM EHNA i 10 uM ITU. Wyniki stanowiq Sredniq + SD, n=4.
W obrebie poszczegolnych parametrow nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic pomiedzy
grupami.

kontrola | 0,03 mM | 0,1 mM | 0,3 mM 1 mM 3mM

ladunek

0,9+0,03 0,9+0,03 0,9+0,02 0,9+0,03 0,9+0,04 0,9+0,05
energetyczny

ATP+ADP+AMP 40,1+0,2 40,5+0,1 40,3+0,1 40,1+0,1 40,6+0,1 39,9+0,2

IMP+Ino+Ado+Hx | 1,1:0,1 1,0+0,1 1,140,1 1,020,1 1,240,1 1,240,1

% uwolnionego

5,1+0,3 4,9+0,3 5,0+0,3 5,1£0,2 5,0+0,2 5,4+0,4
LDH 2 b b 2 b 2 2 B B > B 2

4.5. Wplyw purynorybozydu oraz pochodnych nikotynamidu na
aktywno$¢ deaminazy AMP w izolowanych kardiomiocytach

Kroétka, 10 min inkubacja kardiomiocytow z 0,2 mM purynorybozydem (Purr),
poddawanych stymulacji katabolizmu =z zahamowana aktywnos$cia deaminazy
adenozyny i kinazy adenozyny, powodowala okolo 10% wzrost aktywnosci AMPD.
Natomiast 1-godzinna inkubacja powodowata okoto 15% redukcj¢ aktywnosci AMPD
(Tab. 2). Aktywno$¢ deaminazy AMP zostala wyrazona stosunkiem stezenia IMP do
sumy katabolitow AMP w celu uzyskania wspolnego parametru umozliwiajacego

poréwnanie wynikdw pomigdzy réoznymi do§wiadczeniami.

Tab. 2. Stosunek IMP/katabolity jako wskaznik aktywnosci deaminazy AMP po 10, 30 i 60 min
inkubacji kardiomiocytow z 0,2 mM Purr w obecnosci 5 uM EHNA i 10 uM ITU, ktore
nastepnie poddane zostaly stymulacji katabolizmu. Wyniki stanowiq Sredniq = SD, n=7.
*P<(0,05 vs 10 min.

Kontrola 10 min 30 min 60 min

IMP/katabolity 0,064+0,014 | 0,071+0,010 | 0,064+0,008 | 0,055+0,006*

Na Ryc. 16 przedstawiono wyniki inkubacji NA 1 jego pochodnych tj.: 4PYR,
MNA, met-4-PY, 2-P, 4KPA, PA, met-2-PY w stgzeniu 1 mM z kardiomiocytami,
ktore nastgpnie zostaty poddane stymulacji katabolizmu, jednocze$nie z zablokowana

aktywnos$cia deaminazy adenozyny i kinazy adenozyny. Po 0,5 godz. inkubacji nie
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zaobserwowano istotnych zmian w stosunku st¢zenia IMP do sumy stezen katabolitow
AMP w porownaniu do kontroli (Ryc. 16 A). Wydtuzenie inkubacji do 6 godz. z 1 mM
4PYR 1 MNA powodowato zmniejszenie stosunku stezen IMP/katabolity o kolejno 43 1
30% w poroéwnaniu z grupa kontrolng (Ryc. 16 B).
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Ryc. 16. Stosunek stezenia IMP do sumy katabolitow AMP (IMP/katabolity) jako wskaznik
aktywnosci deaminazy AMP po 0,5 godz (4) i po 6 godz (B) inkubacji kardiomiocytow z 1 mM
4PYR, MNA, NA, met-4-PY, 2-P, 4KPA, PA, met-2-PY w obecnosci 5 uM EHNA i 10 uM ITU,
nastepnie poddanych stymulacji katabolizmu. Wyniki stanowiq sredniq + SD, n=5. *P<0,05 vs
kontrola.
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4.6. Ocena wewnatrzkomorkowego stezenia TETO01 w
kardiomiocytach

Ryc. 17 przedstawia wewnatrzkomorkowe stezenie TETOI, po inkubacji
kardiomiocytow z TETO1 w stezeniu 0,3 mM przez 0,5-8 godz. Po 0,5, 2 1 4 godz.
inkubacji wewnatrzkomorkowe stezenie TETO1 wynosito okoto 35 uM, natomiast po 8
godz inkubacji byto istotnie mniejsze 1 wynosito 27 uM. Z przeprowadzonej analizy

wynika, ze tylko okoto 10% inhibitora ,,wchodzi” do kardiomiocytow.
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Czas inkubacji [godz]

Ryc. 17. Stezenie TET01 w kardiomiocytach inkubowanych przez 0,5-8 godz z 0,3 mM TETO1 w
srodowisku. Wyniki stanowiq sredniq £ SEM, n=3. *P<0,05 vs 0,5 godz.

4.7. Ocena stopnia wigzania si¢ TETO01 z albuming

Doswiadczenie majace na celu oceng stopnia wigzania TETO1 przez albuming
obecna w $rodowisku wykazato, ze przy stezeniu 0,1 mM TETOl w obecnosci 0,5%
albuminy stezenie formy niezwiazanej wynosi 70 uM, natomiast w nierozcienczonym
osoczu szczura i roztworze 2% albuminy wolny TETO1 byl niewykrywalny. Po
inkubacji 0,3 mM TETO1 z osoczem szczura, 2% 1 0,5% albumina, TETO1 wystgpowat
w formie niezwigzanej w st¢zeniu kolejno 30, 1351 250 uM (Rye. 18).
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Ryc. 18. Stezenie wolnego TET0I w Srodowisku inkubacyjnym w zaleznosci od steZenia
albuminy oraz koncowego stezenia TETO1. Wyniki stanowiq sredniq £ SEM, n=3. *P<0,05 vs
300 uM w grupie z osoczem. 1P<0,05 vs 100 uM w grupie z osoczem.

4.8. Wplyw TETO01 na aktywno$¢ deaminazy AMP w izolowanym
sercu

Perfuzja serca szczura z 0,3 mM TETO1 w uktadzie Langendorffa przez 10 min
1 nastgpnie poddanie go 5 min ischemii spowodowalo 65% obnizenie produkcji IMP i
stosunku stezen IMP/katabolity w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 19 A i C).
Jednoczes$nie zaobserwowano ponad 22% podwyzszenie produkcji adenozyny w
poréownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 19 B). Analiza parametréw toksycznosci tj.:
katabolitow AMP i tadunku energetycznego adenylanow w grupie traktowanej TETOI 1

grupie kontrolnej nie wykazata r6znic, co pokazano na Ryc. 20.
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Ryc. 19. Wptyw 10 min perfuzji serca szczura z 0,3 mM TETO0I na stezenie IMP (A), produkcje
adenozyny (B) oraz na stosunek IMP/katabolity (C) po 5 min ischemii. Wyniki stanowiq sredniq
+ SEM, n=3. *P<0,05 vs kontrola.
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Ryc. 20. Wplyw 10 min perfuzji serca szczura z 0,3 mM TETOI na sumaryczne stezenie
katabolitow AMP (IMP+Hx+Ado+Ino) (A) oraz tadunek energetyczny adenylanéw (B)
oznaczony po 5 min catkowitej ischemii. Wyniki stanowiq Sredniq + SEM, n=3.
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4.9. Ocena farmakokinetyki TETO01 in vivo na podstawie st¢zenia
inhibitora i jego efektu metabolicznego

Po dozylnym podaniu myszy 2 mg TETO1 obserwowano szybki spadek st¢zenia
tego zwiazku we krwi z wartosci poczatkowej 51,8 uM do stezenia 35,3, 22,2 1 13,2
uM odpowiednio po 15 min, 1 1 3 godz od podania inhibitora. Pozwolitlo to na
okreslenie czasu pottrwania tego zwiazku we krwi na okoto 30 min (Ryc. 21 A).

Stgzenie TETO1 bylo najwyzsze w miokardium po 15 min od podania i
wynosito 0,055 pmol/g suchej tkanki. Po 1 1 3 godz. stezenie inhibitora w miokardium
wyraznie obnizyto si¢ 1 wynosito odpowiednio 0,007 1 0,005 umol/g suchej tkanki
(Ryc. 21 B).

Podanie myszy 5 mg TETOl w dozylnym 30 min wlewie z uzyciem pompy
infuzyjnej pozwolito uzyskac 276 uM stgzenie tego zwiazku w osoczu 1 okoto 5-krotnie

mniejsze (48 uM) w erytrocytach (Ryc. 21 C).

Jednorazowe, dozylne podanie myszy 2 mg TET01 powodowato 50% obnizenie
stosunku stezen IMP/katabolity w miokardium po 15 min od podania inhibitora,
normalizacj¢ parametru po 1 godz. i1 2-krotny wzrost po 3 godz. w poréwnaniu do
kontroli. Wyniki uzyskane z miokardium poddanego 5 1 15 min ischemii byly zbliZzone,
(Ryc. 22 A).

W celu zwigkszenia efektu metabolicznego zastosowano dozylng infuzj¢ 5 mg
TETO1 przez 0,5 1 1 godz., uzyskujac w obu przypadkach okoto 75% redukcje stosunku
stezen IMP/katabolity w miokardium poddanym 5 i 15 min ischemii, (Ryc. 22 B).
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Ryc. 21. Stezenie TET01 w mysiej krwi po 5 min, 15 min, 1 godz i 3 godz (A) oraz w mysim
sercu po 15 min, 1 godz i 3 godz (B) od podania dozylnie 2 mg TET01 a takze stezenie TETO1 w
mysim osoczu i w erytrocytach po 30 min dozylnej infuzji 5 mg TET01 (C). *P<0,05 vs 5 min.
7P<0,05 vs 15 min. §P<0,05 vs osocze.
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Ryc. 22. Stosunek IMP/katabolity jako wskaznik aktywnosci deaminazy AMP w mysim sercu
poddanym 5 i 15 min ischemii po 15, 60 i 180 min od dozylnej iniekcji 2 mg TETOI (A) oraz po
0,5 i 1 godz dozylnej infuzji 5 mg TETOI (B). Wyniki stanowiq Sredniq + SEM, n=3. *P<0,05 vs
kontrola 5 min ischemii. ¥P<0,05 vs kontrola 15 min ischemii.
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4.10. Wplyw TETO01 na metabolizm adenylanow w czasie ischemii in
vivo

Ryc. 23 przedstawia procentowa zawarto$¢ nukleotydéow adeninowych i ich
katabolitow w miokardium myszy po 5 min (panel A) 1 15 min (panel B) ischemii
prowadzonej w temp 37°C. Dozylne podanie myszy 5 mg TETOl a nastepnie
wykonanie identycznego modelu ischemii powoduje zwigkszenie produkcji adenozyny

(Ryc. 24).

A B

ATP ADP ATP ADP

0, 0, 0, (o)
32.3% 30.9% 15.1% 14.6% AMP

______ 18.9%
Hx

4.3% '

Ino

| AMP
”° 25.2% 18.6%

23% IMP | Ado IMP Ado
149% 6.8% 6.7% 21.9%

Ryc. 23. Procentowa zawartos¢ nukleotydow adeninowych i ich katabolitow (Ado, Ino, Hx) w
mysim sercu po 5 (4) i 15 min catkowitej ischemii (B).

A B

ATP ADP ATP ADP
31.4% 30.1% 13.7% 12.9%
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Hx
1.3%
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Ryc. 24. Procentowa zawartos¢ nukleotydow adeninowych i ich katabolitow (Ado, Ino, Hx) w
sercu myszy po 30 min dozylnej infuzji 5 mg TETOI oraz 5 min (A) i 15 min catkowitej ischemii

(B).
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4.11. Wplyw TETO01 na parametry niedokrwienia i martwicy mysiego
miokardium w modelu zawalu serca indukowanego hipoksja

Dozylne podanie 5 mg TETO1 w 30 min infuzji myszom knock-out rasy C57BL
ApoE/LDLR-/-, a nastgpnie poddanie ich 5 min hipoksji z zastosowaniem 5% O,
spowodowato istotna redukcje obnizenia odcinka ST w 4-tej 1 5-tej min hipoksji z 0,09
10,14 mV w grupie kontrolnej do 0,04 i1 0,06 mV w grupie traktowanej TETO1 (Ryc.
25 A). Podanie inhibitora spowodowato zmniejszenie stezenia troponiny I w osoczu po

24 godz od hipoksji w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 25 B).
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Ryc. 25. Zachowanie odcinka ST podczas hipoksji (4) oraz stezenie Troponiny I w osoczu
myszy C57BL Apo-/- LDLR -/- po 24 godz od poczqtku hipoksji (B) poprzedzone 30 min
dozylnym wlewem 5 mg TET01. Wyniki stanowiq sredniq + SEM, n=5. *P<0,05 vs kontrola.
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4.12. Wplyw MNA na funkcj¢ i metabolizm serca oraz na strukture
kolagenu w modelu pozawalowej niewydolnosci serca

Ze wzgledu na brak mozliwosci uzyskania dtugotrwatego efektu zahamowania
aktywnos$ci deaminazy AMP przy uzyciu TETO1 z powodu jego krotkiego okresu
pottrwania in vivo, do oceny wplywu przewlektego wyhamowania deaminazy AMP na
rozw0] niewydolno$ci serca zostat uzyty MNA, nieselektywny inhibitor deaminazy
AMP.

MNA nie wplywat na frakcje¢ wyrzutowa lewej komory mierzona badaniem
echokardiograficznym. Po 4 tyg. od podwiazania gal¢zi przedniej zstgpujacej wykazano
obnizenie frakcji wyrzutowej zarowno w grupie kontrolnej jak 1 przyjmujacej MNA do
33% a po 8 tyg. do 25% (Ryec. 26).

Przedstawienie wynikéw inwazyjnej oceny parametrow funkcji skurczowej
niewydolnych serc znajduje si¢ na Ryc. 27. Na podstawie oceny szczytowego ci$nienia
skurczowego lewej komory w zalezno$ci od objgtosci balonu wypelniajacego lewa
komorg (Ryc. 27 A), maksymalnego rozwijanego ci$nienia lewej komory (Ryc. 27 B)
oraz maksimum + dp/dt (Ryc. 27 C) nie stwierdzono roznic w funkcji skurczowe;j
pomigdzy grupa przyjmujaca MNA a grupa kontrolna.

Ryc. 28 przedstawia parametry funkcji rozkurczowej niewydolnych serc
oceniane metoda inwazyjna. Analiza krzywej zalezno$ci koncowo-rozkurczowego
ci$nienia w lewej komorze od objg¢tosci balonu wypetniajacego lewa komore wykazata
uzyskanie istotnie mniejszego ci$nienia koncowo-rozkurczowego w grupie traktowane;
MNA w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 28 A). MNA spowodowal takze ponad
7% zwigkszenie warto$ci maksimum - dp/dt (Ryc. 28 B).

Podanie MNA nie wptyngto ani na fadunek energetyczny adenylanoéw ani na
sumg stezen nukleotydéw adeninowych w sercach obu badanych grup (Ryc. 29 A i B).
W grupie traktowanej MNA uzyskano 35% redukcje produkcji IMP w stosunku do
grupy kontrolnej (Ryc. 29 C).

MNA nie wptlynat na ilo$¢ kolagenu w pozawalowo przebudowanym sercu
(Ryc. 30 A), spowodowal on jednak istotne 10% zmniejszenie mostkow
pirydynolinowych wyrazonych stosunkiem stezen pirydynoliny/hydroksyproliny (Ryc.
30 B).
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Ryc. 26. Frakcja wyrzutowa lewej komory serca okreslona metodq Simpsona w badaniu
echokardiograficznym po 2, 4 i 8 tygodniach od podwiqzania proksymalnego odcinka gatezi
przedniej zstepujqcej, lewej tetnicy wiencowej (LAD) w grupie przyjmujqcej MNA i w grupie
kontrolnej. Wyniki stanowiq Sredniq £ SD, n=20. *P<0,05 vs kontrola 2 tygodnie.
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Ryc. 27. Szczytowe cisnienie skurczowe (LVPSP) (A), maksymalne rozwijane cisnienie (B),
maksymalne +dp/dt (C) lewej komory w perfundowanym sercu szczurow traktowanych przez 6
tygodni doustnq dawkq 100 mg/kg metylonikotynamidu (MNA) lub placebo. Wyniki stanowiq
Sredniq = SEM, n=20.
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Ryc. 28. Koncowo-rozkurczowe cisnienie (LVEDP) (4), maksymalne - dp/dt (B) lewej komory,
perfundowanego w uktadzie Langendorffa serca szczura traktowanego przez 6 tygodni 100
mg/kg m.c. per os MNA vs kontrola. Wyniki stanowiq Sredniq = SEM, n=20. *P<0,05 vs
odpowiednia kontrola. Trend 1P = 0,13 vs kontrola.
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Ryc. 29. Ladunek energetyczny adenylanow (A), suma stezen nukleotydow adeninowych
(ATP+ADP+AMP) (B) oraz stezenie IMP (C) po oznaczeniu funkcji mechanicznej w
pozawatowo przebudowanym miesSniu sercowym szczura traktowanego przez 6 tygodni 100
mg/kg m.c. MNA oraz w grupie kontrolnej. Wyniki stanowiq sredniq = SEM, n=20. *P<0,05 vs
kontrola.
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Ryc. 30. Zawartos¢ kolagenu wyrazona stezeniem hydroksyproliny (A) oraz wskaznik ilosci
mostkow kolagenowych wyrazony stosunkiem pirydynolina/hydroksyprolina (B) w pozawatowo
przebudowanym miesniu sercowym szczura traktowanego przez 6 tygodni 100 mg/kg m.c. MNA
oraz w grupie kontrolnej. Wyniki stanowiq Sredniq + SEM, n=20. *P<0,05 vs kontrola.
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5. Dyskusja

W  niniejszej pracy wykazano, ze 3-[2-(3-karboksy-4-bromo-5,6,7,8-
tetrahydronaftyl)etyl]-3,6,7,8-tetrahydroimidazo[4,5]-[ 1,3]diazepin-8-0l (TETO01) jest
skutecznym inhibitorem AMPD dzialajacym zaréwno in vitro jak i in vivo. Dzialanie
hamujace aktywnos¢ AMPD wykazano réwniez dla 4PYR oraz MNA. W
doswiadczeniach z uzyciem izolowanej AMPD, wyizolowanych kardiomiocytow,
perfundowanych serc szczura oraz w do$wiadczeniach in vivo u myszy TETO1
powodowal niemal catkowite zahamowanie AMPD. Badania przedstawione w
niniejszym opracowaniu wykazaty koniecznos$¢ stosowania wysokich stgzen TETO1 w
modelach komorkowych 1 in vivo ze wzgledu na wiazanie z biatkami oraz utrudniona
dyfuzj¢ inhibitora przez btong¢ komorkowa. Nie zaobserwowano jednak efektow
toksycznych przy stosowaniu tak duzych dawek. Stosunkowo krotki czas pottrwania
TETO01 w mysim modelu in vivo spowodowal konieczno$¢ zastosowania ciaglego
dozylnego wlewu inhibitora, co pozwolito uzyska¢ skuteczna inhibicj¢ AMPD.
Zahamowanie aktywno$sci AMPD przez TETOl w mysim modelu zawatu serca
indukowanym hipoksja zredukowano parametry niedokrwienia i martwicy serca. W
przedstawianych badaniach stwierdzono rowniez poprawe czynnosci rozkurczowej
niewydolnego serca po dlugotrwatym podawaniu MNA. Efekt ten moze jednak nie by¢
zwiazany tylko z hamowaniem AMPD.

Przedstawiona w niniejszej pracy analiza wpltywu TETOl na izolowana
deaminazg AMP wykazata 50% zahamowanie jej aktywnosci przy stgzeniu ok. 0,5 uM.
Jest to stgzenie wielokrotnie wyzsze niz wartosci Ki podane uprzednio dla tego
zwiazku wynoszace 2 nM (Kasibhatla i wsp., 2001). Roznica ta moze wynikaé z
przyczyn metodologicznych — stosowano rézne metody oznaczania aktywnos$ci, a
przede wszystkim rozne st¢zenia AMP w czasie oznaczania. Metoda stosowana w
niniejszej pracy uzywala bardzo wysokiego, 25 mM stezenia AMP. Ponadto AMPD
uzyta do sprawdzenia tego efektu byta z innego zrédta — w niniejszej pracy stosowano
AMPD z miegs$ni szkieletowych czlowieka, natomiast w cytowanej uzyto
rekombinowanej AMPD typu erytrocytarnego.

W kolejnym etapie projektu prowadzono badania z zastosowaniem modelu
izolowanych kardiomiocytéw, gdzie badano hamujace dziatanie zwiazkéw majacych

wpltyw na izolowana deaminaz¢ AMP. Wykazano, ze TETO1 jest najsilniejszym
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inhibitorem AMPD spo$rod badanych zwiazkéw i po 30 min inkubacji selektywnie
hamuje jej aktywno$¢ w 50 1 90% w stgzeniach kolejno 0,5 i 1 mM. Z pozostatych
badanych zwiazkow jedynie wysokie stezenia (1 mM) 4PYR i MNA wykazywaly
wiasciwos$ci hamujace aktywno$s¢ AMPD (kolejno 43 1 30%), przy czym efekt ten byt
wyrazniejszy po zastosowaniu dlugich inkubacji (6 godz). Purynorybozyd oraz kofeina
wykazywaty rowniez staby efekt hamujacy AMPD (Borkowski i wsp., 2008). Stezenie
TETO1 hamujace w 50% aktywnos$¢ wyizolowanej AMPD czy AMPD w homogenacie
serca wynosito 0,5-2,0 uM, natomiast w modelu izolowanych kardiomiocytow
wynosito okolo 500 uM. Jak wykazaly przedstawione w niniejszym opracowaniu
badania, znaczaco wyzsze stezenie TETO1 potrzebne do zahamowania AMPD w
kardiomiocytach wynikato z wigzania inhibitora do albuminy obecnej w $rodowisku
inkubacyjnym oraz z utrudnionej dyfuzji TETO1 przez btong komorkowa. To
powodowato, ze wewnatrzkomorkowe stgzenie TETO1 wynosito jedynie 10% stezenia
obecnego w srodowisku zewnatrzkomorkowym. Analiza zmiany
wewnatrzkomorkowego stgzenia TETOl oraz stopnia zahamowania AMPD
wykazywata podobny trend tj.: uzyskanie najwyzszego stezenia inhibitora 1
najwigkszego efektu inhibicji AMPD w 0,5 — 2 godz inkubacji, a nastgpnie stopniowy
spadek stgzenia TETO1 z rownolegta normalizacja aktywnosci AMPD. Intrygujacym
wynikiem bylo wuzyskanie aktywacji AMPD w przypadku 8 godz inkubacji
kardiomiocytow z 0,3 mM TETOl. Najprawdopodobniej wskazuje to na
wewnatrzkomorkowy metabolizm TETO01 z wytworzeniem pochodnej, posiadajacej
przeciwny, czyli aktywujacy wptyw na AMPD. Zastosowanie TETO01 w st¢zeniu 1 mM
w uktadzie izolowanych kardiomiocytow nie wykazato wilasciwosci toksycznych
mierzonych uwalnianiem enzyméw wewnatrzkomorkowych. Opracowanie warunkow
pozwalajacych na niemal calkowite zahamowanie aktywnosci AMPD przez TETO1 w
modelu izolowanych kardiomiocytow z jednoczesnym brakiem cech toksycznego
dziatania, umozliwilo dalsze badanie wptywu hamowania AMPD na metabolizm i
funkcje w modelu perfundowanego serca oraz in vivo.

Dotychczasowy brak danych eksperymentalnych analizujacych wplyw
zahamowania aktywno$ci AMPD w sercu na jego funkcj¢ spowodowany byt brakiem
dostgpnych selektywnych inhibitorow AMPD. Z uwagi na liczne przestanki ptynace z
obserwacji klinicznych wskazujacych na potencjalnie korzystne efekty zahamowania
aktywnosci AMPD w warunkach niedokrwienia i niewydolno$ci serca (Loh i wsp.,

1999; Anderson i wsp., 2000; Yazaki i wsp., 2004; Kolek i wsp., 2005), w ostatnim
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czasie znacznie wzrosto zainteresowanie farmakologiczna inhibicja AMPD. W latach
1997 — 2001 grupa Erion opracowala szereg zwiazkéw chemicznych zsyntezowanych
na podstawie modyfikacji koformycyny (Kasibhatla i wsp., 2001). Wtasciwosci nowo
zsyntezowanych inhibitorow AMPD badano w modelu izolowanych hepatocytow,
gdzie wykazano ich silny efekt inhibicyjny AMPD, wysoka specyficznos¢ a takze brak
efektow toksycznych (Erion i wsp., 1999). Badania tej grupy ograniczyty si¢ jednak
tylko do okreslenia wilasciwosci chemicznych uzyskanych zwiazkow z bardzo
ograniczong analiza wlasciwosci biologicznych, co wynikato najprawdopodobniej z
braku odpowiedniego warsztatu badawczego. Badania selektywnych inhibitorow
AMPD w prostych modelach chordb i metabolizmu serca byly przedmiotem pracy
doktorskiej Se-Chan Kim prowadzonej w Centrum Fizjologii, Instytutu Serca i
Fizjologii Krazenia, Uniwersytetu w Dusseldorfie (Kim, 2003). W badaniach tych
wykazano niemal catkowite zahamowanie wyizolowanej AMPD po zastosowaniu
1 uM selektywnego inhibitora AMPD. Zaobserwowano réwniez utrudniona dyfuzj¢
inhibitora przez blon¢ komorkowa, wykazujac 20-sto krotnie mniejsze st¢zenie
zwiazku w cytoplazmie kardiomiocytow w poréwnaniu ze st¢zeniem w Srodowisku
inkubacyjnym. Wyniki te sa zgodne z danymi przedstawianymi w niniejszym
opracowaniu. Nie uzyskano jednak efektu hamujacego AMPD w modelu perfuzji
izolowanego serca S$winki morskiej po zastosowaniu badanych inhibitorow w
stezeniach 11 10 uM, co wynikato ze zbyt niskiego st¢zenia inhibitora AMPD. Badania
przedstawiane w niniejszym opracowaniu z zastosowaniem modelu perfuzji
izolowanego serca, w ktérych stosowano TETO1 w stezeniu 300 uM wykazaty 65%
efekt inhibicji AMPD z jednoczesnym 22% wzrostem produkcji adenozyny 1 brakiem
cech toksycznos$ci. Uzyskane wyniki potwierdzaja utrudniony transport inhibitora przez
btong komoérkowa kardiomiocytéw i wskazuja na koniczno$¢ stosowania jego wysokich
stezen w celu uzyskania odpowiedniego efektu metabolicznego. Jedna z drég poprawy
biodostgpnosci inhibitorow AMPD moze by¢ wytworzenie fosfonianowych
pochodnych, znacznie poprawiajacych biodostgpno$¢ szerokiej grupy zwiazkow
chemicznych (Dang 1 wsp., 2007).

Analiza st¢zenia TETO1 in vivo we krwi u myszy po jego dozylnym podaniu,
wykazata szybki spadek st¢zenia inhibitora we krwi z czasem pottrwania wynoszacym
okoto 30 min. Jeszcze wyrazniejszy spadek stgzenia inhibitora w okreslonym czasie od
podania obserwowano w miokardium. Réwnolegle do spadku stezenia TET01 we krwi,

wykazano zmiang aktywnosci AMPD w miokardium z poczatkowego 50%
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zahamowania aktywno$ci AMPD po 15 minutach od podania inhibitora, normalizacja
aktywnos$ci po 1 godz i podwojeniu aktywnosci AMPD po 3 godz. Wyniki te
potwierdzity dane o TETOl1 uzyskane na podstawie doswiadczen z uzyciem
kardiomiocytow o silnym efekcie inhibicyjnym oraz przemianach TETOI do
pochodnych, majacych przeciwstawne dzialanie. Zaobserwowano takze, ze st¢zenie
TETO1 w erytrocytach wynosi okoto 20% stgzenia w osoczu, potwierdzajac
wczesniejsze obserwacje o jego utrudnionej dyfuzji przez btong komoérkowa oraz
silnym wiazaniu z biatkami osocza. W celu uzyskania silniejszego 1 trwalszego efektu
metabolicznego wywotlanego przez TETO1 w modelu in vivo u myszy, zastosowano
dozylna infuzj¢ 5 mg inhibitora przez 30 min i 60 min. Zaréwno 30 min infuzji jak i
podwojenie tego czasu spowodowaty taki sam — 75% efekt hamujacy katabolizm przez
AMPD. Jest to najprawdopodobniej najsilniejszy efekt, ktory mozna uzyskac in vivo
podajac TETOI.

Z uwagi na dostgpnos¢ jedynie ograniczonej ilosci TETO1 oraz konieczno$¢
stosowania wysokich stgzen inhibitora w doswiadczeniach in vivo, eksperymenty
prowadzono na myszach. W celu zbadania roli inhibicji AMPD w eksperymentalnym
modelu zawalu serca, wykorzystano myszy knock-out rasy C57BL ApoE/LDLR-/-,
ktére spontanicznie rozwijaja miazdzycg. W modelu tym pod wplywem hipoksji
dochodzi do odruchowego skurczu tgtnic wiencowych na blaszce miazdzycowej, co
powoduje niedokrwienie miokardium widoczne pod postacia obnizenia odcinka ST w
EKG oraz martwicg miokardium zwigzana z uwalnianiem troponiny I (Caligiuri 1 wsp.,
1999). Podanie TETO1 myszom w dawce hamujacej deaminazg AMP powodowato
ograniczenie obnizenia odcinka ST w EKG oraz ograniczenie martwicy migsnia
sercowego (redukcj¢ uwolnionej troponiny I).

Bardzo niewiele jest danych w pismiennictwie dotyczacych wptywu inhibitorow
AMPD w eksperymentalnych modelach chordb serca. Jedyne dostgpne dane to analiza
wptywu aktywnosci AMPD na funkcj¢ serca w warunkach patologicznych (Paolocci 1
wsp., 2006). Badano tam wplyw nieselektywnego inhibitora macierzowych
metaloproteinaz (MMPI) na metabolizm nukleotydéw purynowych, aktywnos¢ AMPD
oraz zawarto$¢ mostkéw kolagenowych w modelu podostrej niewydolnosci serca
wywotanej przez ekspozycje na angiotensyng Il oraz tachykardi¢ uzyskana przez
elektryczna stymulacje serca. W doswiadczeniu tym zastosowanie MMPI spowodowato
zwigkszenie podatnosci niewydolnego serca. Autorzy pracy postuluja, ze jest to wynik

poprawy energetyki migsnia sercowego zwiazany z 20% inhibicja AMPD. W niniejszej
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pracy doktorskiej nie byto mozliwo$ci zastosowania selektywnego inhibitora TETO1 w
modelu niewydolno$ci serca z uwagi na jego ograniczone ilo$ci oraz krotki czas
pottrwania.

Innym dostgpnym w naszych warunkach zwiazkiem wykazujacym pewne
dziatanie hamujace aktywno$¢ AMPD byl MNA. Zwiazek ten podawano doustnie
szczurom po zawale serca przez 6 tyg w dawkach stosowanych we wcze$niejszych
badaniach (Bartus i wsp., 2008). W wyniku przewlektego podawania MNA, podobnie
jak w pracy Paolocci, uzyskano zwigkszenie podatnosci migsnia sercowego 1
zaobserwowano poprawg relaksacji niewydolnego serca. Poprawg obu parametrow
funkcji rozkurczowej mozna wiaza¢ ze zmniejszeniem o okoto 35% aktywnosci AMPD
a takze ze zmniejszeniem o 10% ilo$ci mostkow kolagenowych.

Jednym z kluczowych zagadnien zwiazanych z efektami dzialania inhibitorow
AMPD jest poznanie ich doktadnego mechanizmu. Zwigkszona produkcja adenozyny
lub/i aktywacja kinazy proteinowej zaleznej od AMP (AMPK) stanowia dwie
najwazniejsze mozliwosci. W ciagu ostatnich dekad, w oparciu o liczne badania
eksperymentalne, zgromadzono wiele dowodéw kardioprotekcyjnego znaczenia
adenozyny (Sommerschild i Kirkeboen, 2000; Peart 1 Headrick, 2007) jak i aktywacji
kinazy biatkowej AMP w warunkach niedokrwienia i niewydolnosci serca (Lopaschuk,
2008). Jednakze duze badania kliniczne jak np.: AMISTAD I 1 II badajace role
dozylnego wlewu adenozyny u pacjentdw z ostrym zawalem serca poddanych terapii
reperfuzyjnej, nie wykazaty istotnego wplywu egzogennej adenozyny na rokowanie
pacjentdw, pomimo wyraznego ograniczenia strefy martwicy serca. Obecnie wydaje
sig, ze badania kliniczne jednoznacznie przekreslity szans¢ adenozyny na stanie si¢
nowym, dodatkowym lekiem stosowanym w leczeniu ostrych zespoléw wiencowych ze
wzgledu na watpliwy efekt odlegly oraz na dzialania niepozadane takie jak wystapienie
bradyarytmii, hipotonii, bolow gtowy, bolu dtawicowego czy dusznosci (Ogilby 1 wsp.,
1993). W innych pracach eksperymentalnych wykazano poprawe funkcji serca po
ischemii 1 reperfuzji w grupach, w ktorych obserwowano zwigkszone stg¢zenie
miedzykomoérkowej endogennej adenozyny jak np.: w modelu genetycznie
modyfikowanych myszy z wylaczona aktywnoscia deaminazy adenozyny (Willems i
wsp., 2006), po zastosowaniu inhibitorow deaminazy adenozyny (Zhu i wsp., 1990),
facznego zastosowania inhibitorow deaminazy adenozyny oraz kinazy adenozyny
(Smolenski 1 wsp., 2001), badZz po zastosowaniu inhibitora transportera nukleozydow

(Sommerschild i wsp., 1997). Kolejnym mechanizmem w wyniku ktérego moze
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dochodzi¢ do zwigkszonej produkcji adenozyny w warunkach niedokrwienia jest
inhibicja AMPD. Kardioprotekcyjny efekt tego mechanizmu moze by¢ zwigkszony
poprzez aktywacje kinazy biatkowej AMP zaleznej w wyniku wzrostu stosunku
AMP/ATP. Ostatnie obserwacje kliniczne pacjentéw z mutacja C34T w genie AMPD1
powodujaca 50% zahamowanie aktywno$ci AMDP wykazaly poprawg rokowania w
ChNS i PNS (Kalsi 1 wsp., 2003; Gastmann i wsp., 2004; Kolek i wsp., 2005). W
przeciwienstwie prace (de Groote 1 wsp., 2006; Collins 1 wsp., 2006) nie wykazaly
korzysci polimorfizmu C34T w ChNS 1 PNS. Badania przedstawione w niniejszym
opracowaniu sa pierwszymi do$wiadczeniami badajacymi rolg selektywnej inhibicji
AMPD w modelu zawalu serca, ktore wykazaly jej kardioprotekcyjne znaczenie.
Zastosowanie MNA spowodowalo czg$ciowe zahamowania aktywnosci AMPD 1
poprawito parametry funkcji rozkurczowej niewydolnego serca.

Gléwnym ograniczeniem przedstawianej pracy jest szybki metabolizm
najsilniejszego inhibitora AMPD badanego w tej pracy — TETO01 oraz jego utrudniona
dyfuzja przez blong komoérkowa. Krotki czas pottrwania uniemozliwit dlugoterminowa
aplikacje¢ TETO1 w modelu niewydolnosci serca. Wskazane sa dalsze poszukiwania
bardziej stabilnych i1 biodostgpnych inhibitorow AMPD (Kirkman i wsp., 2008).
Pomimo koniecznosci prowadzenia dalszych badan, wyniki przedstawione w niniejszej
pracy dostarczaja waznych dowodow wskazujacych, ze hamowanie deaminazy AMP

moze by¢ skutecznym celem terapeutycznym w chorobach serca.
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Whioski

. Najsilniejszym inhibitorem deaminazy AMP ws$rod badanych zwiazkow jest

TETO1 podczas gdy MNA, 4PYR, purynorybozyd i kofeina sa stabszymi
inhibitorami tego enzymu.

Stata inhibitorowa TETO01 w preparacie wyizolowanej deaminazy AMP oraz
homogenacie serca szczura wynosi okolo 1 uM, natomiast w izolowanych

kardiomiocytach wynosi okoto 500 uM.

. Wysokie stgzenie potrzebne do zahamowania deaminazy AMP w

kardiomiocytach wynika ze stabego transportu TETO1 do komorki, wigzania si¢
z bialkami w S$rodowisku inkubacyjnym oraz wewnatrzkomérkowym
metabolizowaniu inhibitora.

TETO1 w stezeniu 1 mM nie wykazuje wtasciwos$ci cytotoksycznych, przez co
mozliwe jest zastosowanie tego zwiazku w tak wysokich stgzeniach w
badaniach in vivo.

TETO1 podany w stezeniu 0,3 mM hamuje deaminaz¢ AMP w ok. 65% w
izolowanym sercu perfundowanym w uktadzie Langendorffa.

Czas pottrwania TETO1 we krwi jest krotki; po dozylnym podaniu u myszy

wynosi okoto 30 min.

. Dozylna infuzja TETOl w dawce 5 mg przez 30 min powoduje ok. 75%

zmniejszenie aktywno$ci deaminazy AMP w mysim sercu; jednorazowa

iniekcja dozylna powoduje mniejszy efekt hamowania aktywnosci AMPD.

. Podanie TETO1 myszom C57BL ApoE/LDLR (-/-) w dawce hamujacej AMPD

ogranicza obnizenie odcinka ST w EKG oraz redukuje uwalnianie troponiny I

podczas eksperymentalnego zawatu serca.

. Podanie metylonikotynamidu (MNA) szczurom z niewydolno$cia serca

wywotana podwiazaniem t¢tnicy wiencowej powoduje zmniejszenie aktywnos$ci
deaminazy AMP, poprawe parametrow funkcji rozkurczowej niewydolnego

serca oraz zmiang struktury sercowego kolagenu.
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