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ADA - deaminaza adenozyny

Ado - adenozyna

AMP - adenozyno -5’- monofosforan

AMPD - deaminaza AMP

AMPD 1, 2, 3 - geny 1, 2 i 3 deaminazy AMP

AMPKK -

ATP - adenozyno-5’-trójfosforan

BSA -

ChNS - choroba niedokrwienna serca

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

GDP - guanozyno-5’-difosforan

GTP - guanozyno-5’-trójfosforan

HClO4 - kwas chlorowy (VII)

HEPES - kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy

HGPRT - fosforybozylotransferaza hipoksantyno-guaninowa

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa

Hx - hipoksantyna

IMP - inozyno-5’-monofosforan

Ino - inozyna

kDa - kilo-Dalton

Ki -

Km -

KH2PO4 - diwodorofosforan (V) potasu

K2HPO4 - wodorofosforan (V) potasu

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

MNA - N-metylonikotynamid

NA - nikotynamid

NAD+ - utleniony dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

Pi - fosforan nieorganiczny

PNP - fosforylaza nukleozydów purynowych

PNS -

PRPP - 5-fosforybozylo-1-pirofosforan

RBC - erytrocyty (red blood cells)

SAH - S-adenozylo-L-homocysteina

TET01 - 3-[2-(3-karboksy-4-bromo-5,6,7,8-tetrahydronaftylo)etyl]-3,6,7,8-tetrahydro-

imidazo-[4,5]-[1,3]diazepin-8-ol

TRIS - kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy

WHO -

Vmax -

XOD - oksydaza ksantynowa

4PYR -
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1.

innowacyjne mechanizmy kardioprotekcyjne. Jednym z celów jest poszukiwanie

inhibitorów deaminazy AMP.

AMPD1 na przebieg chorób serca

AMPD1

pierwszy Loh

innych badaczy (Yazaki i wsp., 2004; Gastmann i wsp., 2004). Na podstawie analizy
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AMPD1

wsp., 2006).

1. 2. Rodzina genów deaminazy AMP

trzech genów: AMPD1, AMPD2 i AMPD3 (Sabina i wsp., 1990; Morisaki i wsp., 1990;

szczura A, B i C (Ogasawara i wsp., 1978). Gen AMPD1 jest zlokalizowany na

AMPD2 jest umiejscowiony w okolicy genu AMPD1

1995). Gen AMPD3

2000).
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formie wolnej w cytozolu (Rundell i wsp., 1992; Mahnke-Zizelman i Sabina, 2001).

(AMP) do kwasu inozynowego (IMP) i amoniaku (Parnas i wsp., 1927; Schmidt,

Sabina, 2002).

45o

-1 -1

+ +, Na+, Rb+,

Cs+) oraz nukleotydy ATP i ADP (Smiley i Suelter, 1967; Setlow i Lowenstein, 1967;

fosforan nieorganiczny (Setlow i Lowenstein, 1968; Kaletha i wsp., 1976). Niektóre

2+, a
2+, Mg2+, Fe2+

2+–

kalmodulina (Thakkar i wsp., 1993; Mahnke i Sabina, 2005). AMPD wyizolowana z

Tavenier i wsp., 1995).
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1. 4. Fizjologiczna rola deaminazy AMP

AMPD cykl nukleotydów purynowych (Tornheim i Lowenstein, 1972). Wytworzony w

1982).

szkieletowe. W porównaniu do osób zdrowych nie stwierdzono istotnych zmian w

(Rubio i wsp., 2005).
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1. 5. Niedobór deaminazy AMP

C34T w obu allelach genu AMPD1

AMPD1 w populacji ludzkiej. Jest to mutacja

Mutacja ta ma charakter nonsensowny i skutkuje przedwczesnym zatrzymaniem

AMPD1

populacji w obu allelach (Norman i wsp., 1995; Rubio i wsp., 2005). Przeprowadzone

AMPD1

AMPD1

AMPD1 (Kalsi i wsp., 2003).
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1. 6. Metabolizm nukleotydów adeninowych

adenylanowych (Gneushev i wsp., 1977; Remme i wsp., 1977). W sytuacji kiedy w

adenylobursztynianowej oraz liazy adenylobursztynianowej, to proces refosforylacji

adenozynowym (Kroll i wsp., 1993). W trakcie nieprzerwanej ischemii dochodzi

1999). W ludzkich endoteliocytach i erytrocytach oprócz deaminazy adenozyny

metyltioadenozyny. Fosforylaza nukleozydów purynowych katalizuje proces

odwracalnej fosforolizy inozyny i guanozyny odpowiednio do hipoksantyny i guaniny a



12

Ryc. 1. Schemat metabolizmu adenylanów
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1. 7. Adenozyna

produkowanej adenozyny podczas ischemii stosowano blokery receptorów

grupach traktowanych antagonistami receptorów adenozynowych (Bunch i wsp., 1992;

Sekili i wsp., 1995). Jedynie w okresie reperfuzji podawanie egzogennej adenozyny

(50-70 µg·kg m.c.-1·min-1

efektów: bradyarytmii (blok przedsionkowo-komorowy II i III stopnia), hipotonii a

enzymów (tj.: kinazy adenozyny, deaminazy adenozyny, deaminazy AMP) oraz

transportera nukleozydów – draflazyny, czy inhibitora deaminazy adenozyny - EHNA
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(Ely i Berne, 1992). W kardiomiocytach w warunkach niedokrwienia poprzez

niedokrwienie (ang. ischaemic preconditioning

ATP, mitochondrialne pory

(mitochondrial permeability transition pore - MPTP) (Yellon i wsp., 1998; Halestrap i
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przeszczepu (Wagner i wsp., 1998). Poza kardioprotekcyjnymi mechanizmami za

(Seifart i wsp., 1980; Kalsi i wsp., 1998).

podanej adenozyny w warunkach ischemii i reperfuzji u ludzi. Garratt i Mahaffey
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AMPK jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za utrzymanie energetycznej

homeostazy w komórkach serca (Dyck i Lopaschuk, 2006). Do allosterycznej aktywacji

przez inne AMPKK jak np.: STRAD (STE-related adapter), MO25 (mouse protein 25),

glikolizy – fruktozo-2,6-bisfosforan (Marsin i wsp., 2000). Wzrost utleniania kwasów

palmitoilotransferazy karnitynowej I i tym samym do wzrostu transportu acylo-CoA do



17

fosforylacji i aktywacji dekarboksylazy malonylo-CoA, kolejnego czynnika

2000).

1. 9. Farmakologiczna inhibicja deaminazy AMP

AMPD1 w ChNS i PNS. Dlatego
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2. Cel pracy

metylonikotynamidu na metabolizm nukleotydów oraz stan energetyczny

izolowanych kardiomiocytów szczura.

Ustalenie optymalnej dawki i sposobu podania TET01.

eksperymentalnym zawale serca u myszy C57BL ApoE/LDLR(-/-).
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3.

15/2006, 37/2007 i NKEBN 483/2006) oraz po uzyskaniu zezwolenia Dziekana

iniekcji i pobieraniu krwi (Diehl i wsp., 2001).

Mossakowskiego PAN w Warszawie, myszy rasy C57BL/6J zakupione w Trójmiejskiej

m.c. u szczura (Itter i wsp., 2004) i 5/80 mg/kg m.c u myszy (Bryant i wsp., 1999). Do

mg/kg m.c.

3.2.1. Izolowana deaminaza AMP i homogenat serca szczura
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dwukrotnie zwirowany, kolejno 30 min przy 600 rpm i 30 min przy 4000 rpm,

3

3 0,4 M KCl i 0,1 dm3 0,75 M KCl a

prowadzono zgodnie z opisem podanym uprzednio (Kochan i wsp., 1994). Roztwór

enzymu preinkubowano przez 15 min w temp 37o

dodawano 25 mM AMP i inkubowano przez kolejne 5 min w temp 37o

przerywano dodaniem 0,4 M HClO4

3PO4

serca szczura

dithiothreitol (pH 7,0, 4o oC przy

3700 rpm a uzyskany supernatant zebrano (Kochan i wsp., 1994). Supernatant

min w 37o

dodano 100 µM AMP i inkubowano przez kolejne 5 min w temp 37o

przerywano dodaniem 0,4 mM HClO4

3PO4
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3.2.2. Izolowane kardiomiocyty

Procedura izolacji kardiomiocytów

2PO4,

3,25 mM MgSO4*7H2
o

(95% O2 / 5% CO2

Po kolejnych 15 min perfuzji dodawano do buforu CaCl2

supernatant wylewano. Osadzone na dnie miocyty zawieszano w buforze A z 4% BSA

(pH 7,2, 37o

KH2PO4, 1,2 mM MgSO4*7H2O, 10 mM HEPES, 1 mM CaCl2*2H2

2 mM pirogronian, pH 7,4, 37oC) z dodatkowo 2% BSA. Inkubowano je przez 15 min

w 37o

wirowaniem pobierano 1 µl zawiesiny miocytów, wprowadzano do komory Thoma i po

wirowaniu supernatant zlewano, a miocyty zawieszano w buforze B z 2% BSA (pH

7,4, 37o

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

Inkubacja wyizolowanych kardiomiocytów z TET01 bez stymulacji katabolizmu

Do wyizolowanych kardiomiocytów, zawieszonych w 6 ml buforu B z 2% BSA,

dodawano 5 µM EHNA i 10 µM ITU. Do 330 µl zawiesiny dodawano odpowiednio: do

Inkubacja wyizolowanych kardiomiocytów z inhibitorami AMPD w warunkach

stymulacji katabolizmu

Do wyizolowanych kardiomiocytów, zawieszonych w 6 ml buforu B z 2% BSA

dodawano odpowiednio: a) 0,9% NaCl w przypadku próbek kontrolnych, b) 0,03, 0,1,

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
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prowadzonej w temperaturze 37oC do mieszaniny dodawano w celu stymulacji

Ocena transportu TET01 do wyizolowanych kardiomiocytów

Wyizolowane kardiomiocyty inkubowano z 0,9% NaCl (kontrola) i z 0,3 mM

4

probówki wirowano przez 3 min w 4o

4, by

w 4o

3.2.3. Perfuzja izolowanego serca
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KH2PO4, 1,2 mM MgSO4, 24 mM NaHCO3, 1,4 mM CaCl2

4oC).

mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSO4, 24 mM NaHCO3, 1,4 mM

CaCl2

o

(95% O2/5% CO2) (Langendorff, 1895).
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ml stale gazowanego karbogenem buforu Krebsa – Henseleit’a o temp 37oC

Podczas etapu recyrkulacji, serce umieszczano w dwuwarstwowym szklanym naczyniu

o

(Ogino i wsp., 1996).

3.2.4. Farmakokinetyka TET01 in vivo

oC.

inkubowano w probówkach przez 5 i 15 min w 37o

W innym eksperymencie znieczulonym myszom podawano 5 mg TET01 z
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min w 37o

przez 3 min w 21o

2/ 79% N2
-1 -1) (Schwarte i wsp.,

przez aparat Capnomac Ultima, GE Healthcare. W celu stabilizacji warunków

klinicznym Medicor w temp 30o

Ryc. 4.
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oddechowej tj.: 21% O2/ 79% N2

wsp., 1999). Po przeprowadzeniu procedury hipoksji i reoksygenacji mysz

troponiny I.
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zgodnie z opisem podanym uprzednio (Suzuki i wsp., 2001). Po uzyskaniu znieczulenia

9 ml*kg-1 -1
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Echokardiograficzna ocena mechanicznej funkcji serca szczura in vivo

(8 MHz). Z projekcji przymostkowej w osi krótkiej wykonywano pomiary w trybie M-

A B

krótkiej przy zastosowaniu opcji M-mode. Ryc. 6A (po lewej) przedstawia serce kontrolne,

Inwazyjna ocena mechanicznej funkcji serca szczura in vitro
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serca. Z analizy wykluczono pomiary funkcji serc, w których nie stwierdzono

(dolny wykres).
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3.3. Metody analityczne

w ultrafiolecie

o

min w 4oC przy 14000 rpm. Po wirowaniu zbierano supernatant, który doprowadzano
oC przy 14000

oC fragmenty

homogenizowano z 0,4 M HClO4 w stosunku wagowym 1:25. Po homogenizacji

oC przy 14000 rpm a zebrany supernatant

oC

prekolumny firmy Phenomenex typu SecurityGuard

µm umieszczonej w termostacie (18ºC)

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

Hitachi/Hewlett Packard)

2PO4, 150 mM KCl, 28 mM K2HPO4



32

50% A i 50% B, do 5,5 min 25% A, 25% B i 50% C, od 9,4 min 100% C. Czas trwania

hipoksantyna, ADPR, ksantyna, AMP, NADP, NAD, adenina, inozyna, guanozyna i

A

B

wyekstrahowanych z zawiesiny kardiomiocytów inkubowanych w warunkach normoksji (A)

oraz w warunkach stymulacji katabolizmu (B).
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o

oC przy 14000 rpm, a uzyskany supernatant

analizowano z wykorzystaniem LC/MS.

wykorzystaniem LC/MS

oC. Próbki ponownie liofilizowano po

System spektrometrii masowej LC/MS

prekolumny 2x2 mm C18 Security Guard
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kolumny analitycznej Phenomenex umieszczonej w termostacie

m/z=415 i 417, które wykorzystano do analizy (Ryc. 9). W identycznych warunkach
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Ryc. 9. Przedstawiono trzy chromatogramy z detektora masowego. W panelu górnym widoczny

kolumnie analitycznej firmy Phenomenex o wymiarach 150mm/2,0mm Synergi Hydro

acetonitrylu z 0,05% kwasem mrówkowym w celu ustabilizowania parametrów

TET 01

TET 01
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spektrofotometrycznej. Do 50 mM buforu Tris-HCl o pH 7,4 dodawano kolejno:

(Hakala i wsp., 1956). Uzyskany w jednostkach (U) wynik odnoszono do pomiaru

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

przez 15 min w 4oC przy 14000 obr/min po czym pobierano 40 µl filtratu. Do próbek

o

przygotowane próbki analizowano przy pomocy LC/MS.
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1976).

immunochemicznego testu Architect Stat troponina I na platformie Architect ci8200 w

Centralnym Laboratorium Klinicznym, Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego (James

i wsp., 2006).

3.4. Odczynniki

TET01 (3-[2-(3-karboksy-4-bromo-5,6,7,8-tetrahydronaftylo)etyl]-3,6,7,8-tetrahydro-

MNA

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

GUMed (Slominska i wsp., 2006).

Purynorybozyd (puryno-1-D-rybofuranozyd) i Kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna)
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(erytro-9-hydroksy-3-nonyloadenozyna), ITU (5-

jodotubercydyna), kolagenaza C8051, albumina A6003, albumina A9418, NADH,

2PO4, KCl, K2HPO4,

KCl, KH2PO4, MgSO4*7H2O, mannitol, glukoza, CaCl2 NaHCO3 zakupiono w firmie

oczyszczonej z zastosowaniem techniki molekularnego wymieniacza jonowego i

odwróconej osmozy (zestaw Elga Maxima).

3.5. Analiza statystyczna
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adenylanów w modelu wyizolowanych kardiomiocytów poddanych stymulacji

porównaniu do kontroli z SK (Ryc. 12 C).

zastosowaniu 0,3 mM TET01 uzyskano 2,75-krotny wzrost stosunku Ado/(Ino+IMP),

zahamowaniu AMPD.

energetyczny adenylanów (Ryc. 13 A). W grupie kardiomiocytów inkubowanych z 3

przypadku kardiomiocytów inkubowanych z 3 mM TET01 w porównaniu do kontroli z

SK (Ryc. 13 C i D).
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i kinazy adenozyny.

40% po 0,5 i 2 godz. inkubacji w porównaniu do kontroli z SK. Natomiast po 8 godz.

inkubacji zaobserwowano 30% wzrost produkcji IMP i 20% wzrost produkcji inozyny

w porównaniu do kontroli z SK (Ryc. 14 A i B). Inkubacja 0,5 i 2 godz. z 0,3 mM

kontroli z SK (Ryc. 14 D).

inozyny w badanym przedziale czasowym (0,5-8 godz) w porównaniu do kontroli z SK

W kardiomiocytach inkubowanych przez 75 min w warunkach bez stymulacji

(Tab. 1).
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grupami.

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

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

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 1,1±0,1 1,0±0,1 1,2±0,1 1,2±0,1

% uwolnionego

LDH
5,1±0,3 4,9±0,3 5,0±0,3 5,1±0,2 5,0±0,2 5,4±0,4

Krótka, 10 min inkubacja kardiomiocytów z 0,2 mM purynorybozydem (Purr),

*P<0,05 vs 10 min.

Na Ryc. 16 przedstawiono wyniki inkubacji NA i jego pochodnych tj.: 4PYR,

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*
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†

300 µM w grupie z osoczem. †P<0,05 vs 100 µM w grupie z osoczem.
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4.9. Ocena farmakokinetyki TET01 in vivo

inhibitora i jego efektu metabolicznego

(Ryc. 21 B).

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

(Ryc. 22 A).
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in

vivo

katabolitów w miokardium myszy po 5 min (panel A) i 15 min (panel B) ischemii

prowadzonej w temp 37o

(Ryc. 24).
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in vivo

AMP.

33% a po 8 tyg. do 25% (Ryc. 26).

Przedstawienie wyników inwazyjnej oceny parametrów funkcji skurczowej

Ryc. 28 przedstawia parametry funkcji rozkurczowej niewydolnych serc

grupy kontrolnej (Ryc. 29 C).

30 B).
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5. Dyskusja

tetrahydronaftyl)etyl]-3,6,7,8-tetrahydroimidazo[4,5]-[1,3]diazepin-8-ol (TET01) jest

in vitro jak i in vivo

in vivo u myszy TET01

modelach komórkowych i in vivo

TET01 w mysim modelu in vivo

rekombinowanej AMPD typu erytrocytarnego.

W kolejnym etapie projektu prowadzono badania z zastosowaniem modelu
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kardiomiocytów z 0,3 mM TET01. Najprawdopodobniej wskazuje to na

modelu izolowanych kardiomiocytów z jednoczesnym brakiem cech toksycznego

funkcje w modelu perfundowanego serca oraz in vivo.

1999; Anderson i wsp., 2000; Yazaki i wsp., 2004; Kolek i wsp., 2005), w ostatnim
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zsyntezowanych inhibitorów AMPD badano w modelu izolowanych hepatocytów,

braku odpowiedniego warsztatu badawczego. Badania selektywnych inhibitorów

doktorskiej Se-Chan Kim prowadzonej w Centrum Fizjologii, Instytutu Serca i

przedstawiane w niniejszym opracowaniu z zastosowaniem modelu perfuzji

efekt inhibicji AMPD z jednoczesnym 22% wzrostem produkcji adenozyny i brakiem

chemicznych (Dang i wsp., 2007).

in vivo
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kardiomiocytów o silnym efekcie inhibicyjnym oraz przemianach TET01 do

in vivo u myszy, zastosowano

in vivo

in vivo, eksperymenty

prowadzono na myszach. W celu zbadania roli inhibicji AMPD w eksperymentalnym
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eksperymentalne, zgromadzono wiele dowodów kardioprotekcyjnego znaczenia

adenozyny (Sommerschild i Kirkeboen, 2000; Peart i Headrick, 2007) jak i aktywacji

wsp., 2006), po zastosowaniu inhibitorów deaminazy adenozyny (Zhu i wsp., 1990),
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AMPD1

ChNS i PNS (Kalsi i wsp., 2003; Gastmann i wsp., 2004; Kolek i wsp., 2005). W

najsilniejszego inhibitora AMPD badanego w tej pracy – TET01 oraz jego utrudniona
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6. Wnioski

1.

inhibitorami tego enzymu.

2.

3.

metabolizowaniu inhibitora.

4.

badaniach in vivo.

5.

6.

7.

8.

9.
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