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. WSTEP

Obszerna jest wiedza opisujaca farmakologiczne wtasciwosci kwasunikotynowego
i nikotynamidu. Jednak na temat biologicznych wtasciwoéci 1-metylonikotynamidu (MNA®),
glownego metabolitu nikotynamidu, wiadomo niewiele. Do niedawna byl, bowiem uwaza-
ny za nieaktywny metabolit nikotynamidu. Struktura kwasu nikotynowego, nikotynamidu
1MNA*jest bardzo zblizona, jednak tylko kwas nikotynowy ma dziatanie obnizajace troj-
glicerydy, natomiast nikotynamid a nie kwas nikotynowy jest gléwnym prekursorem NAD".
Niniejsza praca doktorska w catosci poswiecona jest Srodblonkowemu dziataniu MNA*,
ktore wydaje sie wyrozniac ten endogenny metabolit od jego prekursora, nikotynamidu,
jak rowniez od kwasu nikotynowego. Ponizej przedstawiono krotko dziatanie biologiczne

wyzej wymienionych zwiazkow.
KWAS NIKOTYNOWY

Pierwsze doniesienia na temat korzystnego wptywu kwasu nikotynowego na profil
lipidowy uludzi pojawily sie w latach 50-tych ubieglego wieku [25]. Tak, wiec, juz od
ponad piec¢dziesieciu lat kwas nikotynowy jest stosowany w leczeniu dyslipidemii. Kwas
nikotynowy podnosi we krwi stezenie lipoprotein HDL1obniza stezenie lipoprotein boga-
tych w trojglicerydy takich jak VLDL, chylomikronyilipoproteiny resztkowe. W prébach
klinicznych wykazano, ze dtugotrwate podawanie kwasu nikotynowego u pacjentow z czyn-
nikami ryzyka chorob uktadu sercowo-naczyniowego zmniejsza $miertelnosé sercowo-
naczyniowa, [39;97; 81;105;112;124;126].

Dziatanie hipolipemizujace 1 naczynioprotekcyjne kwasu nikotynowego wymaga jed-
nak stosowania wysokich gramowych dawek tego leku. Stosowanie tak wysokich dawek
kwasu nikotynowego niesie za soba ryzyko pojawienia sie charakterystycznych dzialan
ubocznych ze strony naczyn krwiono$nych skory, ktore ujawniaja sie jako zaczerwienie
twarzy 1 gornej czesci tutowia. Cho¢ efekt ten nie jest grozny 1 zwykle mija przy diugo-

trwalym stosowaniukwasunikotynowego, toograniczajego stosowanie wsrod pacjentow
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[81;97;124]. Ten profil dzialan ubocznych kwasu nikotynowego wynika stad, ze obok dziala-
nia na profil lipidowy kwas nikotynowy, w przeciwienstwie do nikotynamidu ma réwniez
bezposrednie dzialanie naczyniorozszerzajace zalezne od cyklooksygenazy 1 srodblonkowe;j
prostacykliny [48] lub innych prostanoidéw. Ciekawe i nie konca jest jasne, dlaczego roz-
szerzeniu ulegaja przede wszystkim naczynia krwionosne twarzy 1 klatki piersiowej. Dzia-
tanie naczyniorozszerzajace kwasu nikotynowego dotyczy rowniez krazenia obwodowego
konczyn dolnych 1 stad zastosowanie kwasu nikotynowego jak réwniezjego pochodnych
(Ryc. A) w leczeniu zaburzen krazenia obwodowego [47;48]. Istotnie, przez wiele lat w
leczeniu miazdzycy naczyn obwodowych konczyn dolnych stosowano Nikotynian ksantyno-
lu (Sadamina) bedacy potaczeniem kwasu nikotynowego i teofiliny. Badania prowadzone
w Zakladzie Farmakologii Klinicznej Katedry Farmakologii CMUJ udowodnily, ze stoso-
wanie Nikotynianu ksantynolu u pacjentéw z chorobami naczyn obwodowych zwigzane
jestnie tylkozdziataniemna profillipidowy, ale takze z pobudzeniem procesu fibrynolizy
[16]. Obok Nikotynianu ksantynolu stosowano réwniez Nikametat (Provasan), ktory jest
polaczeniem kwasu nikotynowego z dwuetyloaminoetanolem oraz Nikotynyl (Ronicol), kté-
ry jest alkoholem —$ —pirydynowym ($-pirydylkarbinol). Oba te leki wykazuja dzialanie
naczyniorozszerzajace malych tetniczek, przeciwzakrzepowe, profibrynolityczne [16;35;48]
a stosowane byly w stanach chorobowych przebiegajacych ze zwezeniem naczyn tetni-

czych konczyn dolnych [47]1 gérnych, w miazdzycy naczyn mézgowych i wienicowych [35],

OH *|*
Q e N+\/\
HC | OH N
s CHs ~
J\N | /> = (0]
© |
CH, 0
Nikotynian ksantynolu
N
> N
o o
N
~N CH, _ OH
;o)
: Nikotynyl
Nikametat

Ryc. A. Struktury pochodnych kwasu nikotynowego stosowanych w chorobach uktadu krazenia (szczegély

w tekscie).
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w zespole Meniere’a, w naczyniopochodnych schorzeniach okulistycznych. Podobnie jed-
nak jak sam kwas nikotynowy rowniez ijego polaczenia w wyzej opisanych preparatach
posiadaly dziatania uboczne objawiajace sie zaczerwienieniem 1 uczuciem goraca w obrebie
gbérnej polowy ciata a nawet ostabieniem i zawrotami glowy [13;14].

Nowy rozdzial w zrozumieniu farmakologii kwasu nikotynowego otworzyto odkrycie
receptoréw dla kwasu nikotynowego GPR109A (znany takze pod nazwa HM74A bedacy
receptorem o wysokiej specyficznoéci dla kwasu nikotynowego), GPR81 oraz GPR109B
(zwany takze jako HM74 receptory o niskiej specyficznoéci dla kwasu nikotynowego)
[89;97;124].

Odkryte niedawno receptory GPR109A i GPR81 nalezace do rodziny biatek G (G,)
wystepuja zarowno u ludzi jak 1 u gryzoni gtownie w adipocytach 1 komorkach uktadu odpor-
nosciowego. Receptor GPR109B zostal natomiast opisany tylko u ludzi. Odkryto, ze dziala-
nie obnizajace trojglicerydy kwasu nikotynowego odbywa sie przy udziale receptora GPR109A
wystepujacego w komorkach adipocytéw przez zahamowanie cyklazy adenylowej w adipo-
cytach, skutkiem czego, zmniejsza sie hydroliza triacylglicerolu do wolnych kwasow ttusz-
czowych w tych komorkach. Dziatanie naczyniorozszerzajace na naczynia skory zwiazane
jest natomiast z zalezna od receptora nikotynowego GPR109A stymulacja cyklooksygena-
zy 1 (COX-1)iprodukcja prostaglandyny D,, (PGD,) przez makrofagi tkanki podskornej
lub przez komérki Langerhansa [13;14;97]. Ostatnio sugerowano takze, ze mechanizm
naczynioprotekcyjnego efektu dzialania kwasu nikotynowego moze by¢ niezalezny od jego
wplywu na profil lipidowy, a moze by¢ zwiazany z aktywacja jadrowego receptora aktywuja-
cego proliferacje peroksysomoéw (PPAR() przez PGD, lub jej metabolit 15-deoxy-) >"*-PG{
w makrofagach [69;89]. Tak wiec, choé¢ minelo niedawno pél wieku klinicznego zastosowa-
nia kwasu nikotynowego [25] dopiero od niedawna zaczynamy rozumieé molekularne me-

chanizmy jego dziatania.
NIKOTYNAMID

Nikotynamid (niacyna, witamina PP, witamina B,) jest prekursorem koenzymu di-
nukleotydu nikotynoamido adeninowego (NAD), ktéry bierze udzial w wytwarzaniu ATP
w mitochondrialnym tancuchu transportu elektronow. Odkrycie nikotynamidu jako sub-
stratu do syntezy NAD*"1 NADP* datuje sie na rok 1930, a kilka lat pozniej pojawity sie
pierwsze doniesienia na temat zastosowania nikotynamidu w leczeniu pelagry [54;56;60;126].
Obecnie wystepowanie pelagry jest bardzo rzadkie 1 ograniczone do krajow biednych,
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ludzi naduzywajacych alkoholu lub ludzi starszych. Kliniczne symptomy pelagry pojawiaja,
sig, gdy niedobor nikotynamidu jest juz bardzo zaawansowany, 1 wystepuja w postaci zmian
skérnych (zapalenie skéry), dolegliwoéci jelitowo-zotadkowych (biegunka) oraz dolegliwo-
éci ze strony systemu nerwowego (demencja) [54:56;60]. W zwiazku z nieczestym wystepo-
waniem pelagry nikotynamid nie ma szerokiego zastosowania klinicznego. Jest natomiast
stosowany w badaniach doswiadczalnych, co ciekawe, nie jako substrat dla NAD* czy NADP",
ale jako inhibitor PARP — polimerazy poli(ADP-rybozy). Istotnie w wielu uktadach do-
swiadczalnych wykazano, ze nikotynamid ma dzialanie cytoprotekcyjne 1 to dzialanie
wiazano z zahamowaniem PARP przez ten zwiazek [126]. Przyktad moze stanowié zwiek-
szona rekrutacja neutrofili do potencjalnego miejsca zapalenia wywolana przez zahamowa-
nie PARPw neutrofilachiinnych komérkach. Warto wspomnie¢, ze nikotynamid byt reko-
mendowanym lekiem w leczeniu pacjentéw z zapaleniem stawow juz w latach 40-tych
zeszlego wieku [126].

Nikotynamid byl tez szeroko badany pod wzgledem jego skutecznosci w neuroprotek-
cji w ostrych i przewleklych uszkodzeniach tkanki mézgowej [76]. Liczne badania wykazaly,
1z nikotynamid wykazuje dzialania ochronne przed skutkami stresu oksydacyjnego, jak row-
niez w niedokrwieniu/niedotlenieniu mézgu zarowno w warunkach in vitrojak 1 in vivo.
Nikotynamid przez zahamowanie fragmentacji DNA czy tez zahamowanie procesu napraw-
czego po fragmentacji DNA hamuje apoptoze i martwice tkanki mézgowej [126]. Dziatania
ochronne nikotynamidu wykazano réwniez w komérkach fotoreceptoréw, co zdaje sie suge-
rowad, ze nikotynamid moglby znalezé zastosowanie w farmakologicznej neuroprotekeji
uszkodzen siatkéwki [67].

Nikotynamid byt takze opisywany jako zwiazek przeciwdrgawkowy 1 przeciwzakrze-
powy, inhibitor peroksydacji lipidéw. Wszystkie te efekty nikotynamidu moga miec¢ udziat
w ochronnym dziataniu nikotynamidu w uszkodzeniach centralnego uktadu nerwowego wy-
wolanegoniedokrwieniem [126]. Warto dodaé, ze pojawiaja sie rowniez doniesienia, ktére
sugeruja, ze endogenny nikotynamid spelnia kilka waznych komérkowych funkeji w oérod-
kowym ukladzie nerwowym: podnosi stezenie choliny 1 jest endogennym ligandem benzo-
diazepinowychreceptoréw [76]. Nie dziwi wiecfakt, ze tak wiele prac po§wiecono dzialaniu
nikotynamidu jak rowniez analogéw nikotynamidu i NAD*w neurodegeneracyjnych choro-
bach oérodkowego ukladu nerwowego takich jak: choroba Parkinsona [38;94], choroba Al-
zheimera, zespoly otepieniaiinne schorzenia gerontopsychiatrii [126].

Nikotynamid chroni rowniez komorki srodblonka przed uszkodzeniem. Wydaje sie,
ze mechanizm tego dzialania zesrodkowany jest w mitochondriach [68]. W niektérych tozy-

skach naczyniowych nikotynamid wywotuje rozkurcz naczyn. Wydaje sie jednak, ze dziata-
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nie naczyniorozszerzajace nikotynamidu dotyczy tylko niektorych tozysk naczyniowych. Jest
np. wyrazne w naczyniach penetrujacych nowotwér [76] ale stabo zaznaczone w innych
naczyniach krwionoénych [41].

Istnieje szereg doniesien dotyczacych przeciwcukrzycowego dziatania nikotynamidu
co spowodowalo 1z podejmowano liczne préby leczenia insulinozaleznej cukrzycy za po-
moca nikotynamidu [12;113]. W badaniach doswiadczalnych wykazano, ze nikotynamid moze
zapobiegac apoptozie 1 nekrozie komoérek $- trzustki przez zahamowanie produkeji NO
1 fragmentacji DNA, ktore sa zaangazowane w destrukeje komoérek $. Badania doswiadezal-
ne wykazaly rowniez, iz nikotynamid zapobiega rozwojowi cukrzycy indukowanej streptozo-
tocyna u szczuréw [82] jak réwniez spontanicznej cukrzycy u nie otytych cukrzycowych
myszy [102]. Pomimotego, ze w wielu badaniach doéwiadczalnych wykazano, iz nikotyna-
mid ma dzialanie przeciwcukrzycowe, zwlaszcza w cukrzycy typu I, szeroko zakrojone bada-
nia kliniczne nie przyniosty oczekiwanych wynikéw 1 wykreslity nikotynamid z lekow o po-
tencjale przeciw cukrzycowym [102].

Podsumowujac, nikotynamid ma szerokie spektrum dzialania farmakologicznego, jed-
nakjaknarazie, pozaleczeniem pelagry, nie ma wyraznych i dobrze udokumentowanych

wskazan do jego zastosowania klinicznego.
1-METYLO-NIKOTYNAMID  (MNA®)

1-metylo-nikotynamid (MNAY) jest endogennym kationowym metabolitem nikotyna-
midu (niacyny, witaminy PP, witaminy B,) powstajacym w watrobie w reakcji katalizowane;
przez N-metylotransferaze nikotynamidu [40;85;114]. Enzym ten katalizuje przemiany ni-
kotynamidu takze w mézgu [94] oraz byé moze w $rédblonku naczyn. W toku dalszych
przemian MNA*jest dalej przeksztalcany przy udziale oksygenazy aldehydowej do N1-mety-
lo-4-pirydono-5-karboksamidu (4-PYR) lub N1-metylo-2-pyridono-5-karboksamidu (2-PYR)
[2;40;99]. Sugerowano réwniez udzial oksydazy ksantynowej w metabolizmie MNA* (Ryc.B).
MNA*1jego produkty metabolizmu sa wydalane z moczem.

Dotychczas MNA*uwazany byl za nieaktywny metabolit nikotynamidu 1 stad prace
poswiecone MNA* w literaturze, dotycza glownie sposobow jego pomiardw. Istotnie opra-
cowano kilka metod do mierzenia endogennego poziomu MNA* w biologicznych plynach.
Jedna z najczesciej stosowanych jest wysoko-sprawna chromatografia cieczowa — metoda
HPLC [85;114]. Inne czesto stosowane metody to chromatografia jonowymienna z detekcja
UV. Do iloéciowej analizy MNA* opracowano réwniez metode fluorescencyjna w ktorej MNA*
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Ryc. B. Szlaki przemian nikotynamidu (szczegély w tekécie).

jest upochodniony w reakcji z ketonami w warunkach alkaicznych dajac fluorescencyjny
produkt, ktéry jest oznaczany iloéciowo [30;106].

Stosujac rozne metody oznaczania endogennego MNA* wykryto zmiany jego steze-
nia w przebiegu kilku jednostek chorobowych. Podniesione stezenie MNA* w osoczu lub
moczu stwierdzono w oparzeniach [9] lub tez w toksycznym uszkodzeniu watroby [90;99].
W tych ostatnich badaniach sugerowano, ze poziom MNA"moze stanowi¢ wskaznik uszko-
dzenia watroby a jednocze$nie przemiany nikotynamidu do MNA*1 2-PYR moga odgrywac
role wochronie przed toksycznym efektem wewnatrzkomorkowego nagromadzenia sie ni-
kotynamidu, powstajacego w czasie katabolizmu uszkodzenia watroby [99].

W pelagrze zaobserwowano znacznie obnizone poziomy obu metabolitow: MNA*
12-PYR w moczu, co spowodowato, 1z poziom tych metabolitow byt wielokrotnie stosowa-
ny do okreélenia niedoboréw zywieniowych [9]. W cukrzycy natomiast zanotowano wyraz-
ny spadek w wydalaniu metabolitow pirydonéw MNA®, natomiast niewielkie zmiany
w wydalaniu samego MNA*[9]. Wzrost w wydzielaniu obu metabolitéw obserwowany byt
natomiast u kobiet w ciazy [9]1u szczuréw leczonych fibratami [34]. Sugerowano nawet,
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ze MNA*jak 1 jego metabolit 4-PYR moga stanowi¢ biomarkery proliferacji peroksyso-
méw [34;103]. Pomiary MNA* w moczu stosowano réwniez jako parametr oceny zdolno-
sci systemu kanalikow nerkowych do wydzielenia organicznych kationéow lub parametr
przeptywu nerkowego [77; 87].

Choc¢ wyniki bezwzgledne wyzej przytoczonych pomiarow sa bardzo zmienne steze-
nie MNA* w osoczu 1 moczu wynosza odpowiednio okoto 1-117 ng ml?1 0.5-25 =g ml?
uzdrowychludziimoga spadaczwiekiemorazrosnaéw przebieguchorob nerek lub watro-
by [85;90;99].

Pomimo tego, ze MNA*uwazano za nieaktywny metabolit pojawialy sie doniesienia,
ze nadmierna aktywno$¢ N-metylotransferazy 1 zwiekszone wytwarzanie MNA*w mozgu
moze przyczyniac sie do uszkodzenia dopaminergicznych neuronow nigro-stratialnych i do
patogenezy choroby Parkinsona. Proponowano nawet wyjasnienie etiologii choroby Parkin-
sona w oparciu o zwiekszong produkcje wolnorodnikowych anionéw ponadtlenkowych two-
rzacych sie przy udziale MNA* i mitochondriéw [38]. Istotnie, pacjenci dotknieci choroba,
Parkinsona mieli wyzszy poziom aktywnosci N-metylotransferazy w tkankach mézgu w po-
rownaniu z osobami zdrowymi a ekspresja N-metylotransferazy nikotynamidu zwiekszala
sie wraz z postepem degeneracji neuronéw w chorobie Parkinsona [94].

Biologiczna aktywno$¢ MNA* po raz pierwszy wykazy pionierskie badania prowa-
dzone w zespole Profesora Jerzego Gebickiego z Y.odzi. Okazato sie, ze MNA* podawany
miejscowo jest skuteczny w leczeniu niektérych choréb skérnych [40;125] 1 wykazuje
dziatanie przeciwzapalne. Te badania otworzyly nowy rozdziat w historii badan nad MNA®,
Z nieaktywnego metabolitu nikotynamidu stal sie zwiazkiem o dziataniu przeciwzapal-
nym. Cho¢ mechanizm przeciwzapalnego dziatania MNA* nie byl znany, pojawily sie przy-
puszczenia, ze jest zwiazany ze srodblonkiem naczyniowym.

W §lad za badaniami Profesora Jerzego Gebickiego w L.odzi, badania prowadzone
przez Profesora Stefana Chlopickiego w Krakowie po raz pierwszy ujawnity, ze MNA*
w dawce 3-100 mg/kg ma dzialanie trombolityczne w modelu in vivo [26] i jest zwiazane
z uwolnieniem endogenne] prostacykliny zaleznej do COX-2. W przeciwienstwie do MNA?,
kwas nikotynowy i nikotynamid w tym samym zakresie dawek nie posiadaty dziatania
trombolitycznego (Ryc. C). Co ciekawe, érédblonkowe dzialanie MNA*odréznialo ten
zwiazek nie tylko od nikotynamiduikwasunikotynowego, ale takze od wielu innych zbli-
zonych do niego strukturalnie zwigzkow takich jak np. trygonelina czy metabolity MNA*
(N1-metylo-2-pyridono-5-karboksamid (2-PYR) i N1-metylo-4-pyridono-5-karboksamid
(4-PYR).
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Ryc.C. Dziatanie trombolityczne MNA* in vivou szczuréw Wistar zkrazeniem pozaustrojowym w porow-
naniu zdzialaniem nikotynamidu ikwasunikotynowego. Wyniki przedstawiaja warto$ci $rednie =
S.E.M z n=4-6 doSwiadczen. Przedstawiono odpowiedz mierzona po jednej godzinie od podania
badanego zwiazku i.v. Widoczne dziatanie MNA*, niewielkie dziatanie nikotynamiduibrak trombo-
lityczego dzialania kwasu nikotynowego. Na podstawie (Chlopicki et al., 2007).

Poza wiedza o dziataniu przeciwzakrzepowym MNA® in vivo, jak dotad, nie ma zad-
nych innych prac opisujacych dziatanie MNA' na Srodbtonek. Dlatego tez celem tej pracy
bylto zbadanie érodblonkowego dziatania MNA*w kilku wybranych modelach zwierzecych
patologii uktadu krazenia in vivo jaki 1 w modelach in vitro.



II. CELPRACY

Liczne badania kliniczne i do§wiadczalne wykazaly, ze dysfunkcja srodbtonka
odgrywa kluczowa role w wielu chorobach uktadu krazenia. Dysfunkcja Srédbtonka,
definiowana jako uposledzenie czynnosci rozkurczowej naczyn krwiono$nych zaleznej od
srodblonkowego NO, jest czynnikiem prognostycznym rozwoju atherothrombosis, a far-
makologiczne przywrocenie prawidlowej czynnosci srodblonka, zwiazane jest ze zmniej-
szeniem czestosci wystepowania zawatu serca czy udaru mozgu. Waznym celem wspot-
czesne] farmakologii uktadu krazenia jest wiec, poszukiwanie lekow srodbtonkowych, ktére
moglyby przywroci¢ prawidtowa czynnos$é srodbtonka.

Glownym celem tej rozprawy doktorskiej bylo scharakteryzowanie, srodbtonkowe-
go dziatania MNA* in vivo w modelach zwierzecych dysfunkcji $rodbtonka wywotanej przez
hipertriglicerydemie lub cukrzyce u szczuréw. Ponadto zbadano dzialanie MNA* in vitro
w modeluuszkodzenia srodbtonka przez pyrogallol wizolowanej aorcie szczuraiw mode-
lu uszkodzenia érodbtonka przez nadtlenek wodoru w linii komoérek srodbtonka EA. hy926.

Przedstawione w tej rozprawie badania pozwolily na opisanie srodbtonkowych wia-
sciwosci MNA', glownego metabolitu nikotynamidu, ktory dotychezas uznawany byl za
zwiazek nieaktywny biologicznie. By¢ moze srodblonkowy profil dziatania MNA*bedzie
mogl kiedy$ by¢ wykorzystany w klinicznym leczeniu choréb zwigzanych z dysfunkcja

srodbtonka.



ITI. MATERIALY I METODY
1. ZWIERZECE MODELE DYSFUNKCJI SRODBEONKA
[I11.1 MODEL HIPERTRIGLICERYDEMII

W celu wywolania hipertriglicerydemii szczury plei meskiej, rasy Wistar (n=40)
o wadze 250 g byly karmione dieta AIN93G bogata we fruktoze (60%). Grupe kontrolna,
stanowity szczury rasy Wistar karmione dieta kontrolng—AIN93G bez dodatku fruktozy.
Obiedietybyly podawane szczurom przezokres4lub 8 tygodni. Koncowy sktad diety poda-
ny jest w Tabeli 1.

Tab.1. Sktad standardowej diety AIN-93G 1 diety wzbogaconej we fruktoze.

Skladniki Dieta standardowa | Dieta wysokofruktozowa
(na 1000g paszy) (na 1000g paszy)
Skrobia kukurydziana 532.5 -
Kazeina 200.0 200.0
Sacharoza 100.0 -
Olej sojowy 70.0 70.0
Celuloza 50.0 50.0
Mieszanka mineralna 35.0 35.0
Mieszanka witaminowa 10.0 10.0
Dwuwinian choliny 25 25
Tert-butylohydronium 0.02 0.02
Fruktoza - 632.5
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II1.1.1. Opis do$wiadczenia
Grupy doswiadczalne

Grupaliczaca 40 szczuréw zostata podzielona na pie¢ grup doswiadczalnych:
Grupa I: Kontrola — (szczury karmione dieta AIN93G),
Grupa IT: Hipertriglicerydemia — (szczury karmione przez okres 4 lub 8 tygodni
dieta AIN93G zawierajaca dodatkowo 60% fruktozy),
GrupaIIT: Hipertriglicerydemia + MNA* (100 mg/kg) podawany przez okres czte-
rech tygodni (od czwartego do 6smego tygodnia trwania do$wiadczenia)
G rupa IV: Hipertriglicerydemia + MNA* (100 mg/kg) podawany przez okres o$miu
tygodni (od pierwszego do 6smego tygodnia trwania doéwiadczenia)

Dodatkowa grupa — Grupa V: Hipertriglicerydemia + MNA* (10 mg/kg) podawany
przez okres czterech tygodni (od czwartego do 6smego tygodnia trwania doéwiadczenia).

Tagrupa do$wiadczalna dodana do wstepnych do§wiadczen miata na celu ustalenie opty-
malnej dawki MNA".

W kazdej z powyzszych grup do§wiadczalnych badano czynnosc srodbtonka wizolo-
wanej aorcie ex vivo wedlug protokotu opisanego ponizej (Rozdziat II1.2.).

III1.1.2. Analiza stezenia endogennego MNA® i jego metabolitow

W celu wyboru optymalnej dawki terapeutycznej MNA®, poziom MNA*1jego meta-
bolitéw N1-metylo-2-pyridono-5-karboksamidu (2-PYR) i N1-metylo-4-pirydono-5-karbok-
samidu (4-PYR) w osoczu mierzono przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detekcja masowa, (LC/MS). Zbadano poziomy metabolitéw w osoczu krwi u szczuréw
nieglodzonych (odstawienie pokarmu na dwie godziny przed pobraniem krwi) i glodzonych
(odstawienie pokarmu na dwanaécie godzin przed pobraniem krwi), karmionych lub
nie egzogennym MNA* (10 lub 100 mg/kg w wodzie do picia). Osocze otrzymano z krwi
pobranej na cytrynian (v/v 9:1) po odwirowaniu w wiréwee (3000 x g) w temperaturze poko-
jowej przez 15 min. Osocze zamrozone w -80°C byto przechowywane do czasu oznaczen.
Oznaczenia przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja masowsa, (LC/

MS) byty mozliwe dzieki uprzejmoéci Prof. Tomasza Smolefiskiegoi Dr Ewy Stominskiej
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z Akademii Medycznej w Gdansku 1 zostaly przeprowadzone wedtug opracowanej przez ten
zesp6l metody [111].

III11.3. Analiza biochemiczna rozwoju hipertriglicerydemii

Rozwdj hipertriglicerydemii u szczuréw byl monitorowany przez oznaczenia bioche-
miczne. Probki krwibyly pobierane po 2112 godzinnym glodzeniu zwierzat z lewej komo-
ry serca. Do analizy stosowano osocze uzyskane po pobraniu krwi na cytrynian (v/v 9:1)
i odwirowaniu w temperaturze pokojowej przez 15 minut (3000 x g). Dokonano nastepuja-
cych pomiarow: profil lipidowy zuwzglednieniem poziomu catkowitego cholesterol, LDL-,
HDL- cholesteroluitréjglicerydéw. Pomiary wykonano przed oraz po 418 tygodniach po-
dawania diety bogatej we fruktoze. Do oznaczenia parametréw biochemicznych zastosowa-
no standardowe kity dla pomiaru tréjglicerydow i catkowitego cholesterolu z firmy COR-
MAY (Lublin, Polska). Dla pomiaru LDLiHDL cholesterolu stosowano odezynniki firmy
Olympus Diagnositica GmbH (Hamburg, Niemcy). Wartosci w/w parametréw biochemicz-

nych przedstawiono w mmol/l.
II.1.2. MODEL CUKRZYCY

Cukrzyca byla wywolywana przez pojedyncze, dootrzewnowe wstrzykniecie strepto-
zytocyny (STZ) w dawce 70 mg/kg. Ze wzgledu na wieksza wrazliwo$é na STZ stosowano
szczury rasy Spraque-Dawley (SPD: 200-250 g), a nie szczury rasy Wistar.

IIL1.21. Opis doswiadczenia
Grupy doswiadczalne

Grupa 24 szczurdéw zostata podzielona na trzy grupy doswiadczalne:
Grupa I: Kontrola — szczury Spraque-Dawley (SPD), ktérym podana zostala sél
fizjologiczna dootrzewnowo (i.p.)
G rupa II: SPD-STZ — szczury Spraque-Dawley, ktérym podana byla streptozytocy-
na (70 mg/kg, i.p.)
Grupa III: SPD-STZ + MNA - szczury Spraque-Dawley, ktorym podana byla strep-
tozytocyna (70 mg/kg, i.p.), a nastepnie po ostrej fazie cukrzycy (po tygodniu po
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nastrzyknieciu STZ) podawany byt MNA* (100 mg/kg) wraz z woda do picia przez
okres 7 tygodni.

W kazdej z powyzszych grup dos§wiadczalnych, badano czynnosc érédbtonka wizolo-

wanej aorcie ex vivo, wedtug protokolu opisanego ponizej (Rozdzial IT1.2.)
III.1.22. Analiza stezenia endogennego MNA*i jego metabolitow

Analiza stezenia endogennego MNA*oraz poziomu jego metabolitéw (2-PYR 14 —
PYR) w osoczu pochodzacym od szczuréw z cukrzyca dokonano przy uzyciu wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej z detekcja masowa (LC/MS), w analogiczny sposéb jak to

opisano powyzej (Rozdziat I11.1.1.3).
II.1.2.3. Analiza biochemiczna rozwoju cukrzycy

Dla kontroli rozwijajacej sie cukrzycy stosowano petna krew lub osocze uzyskane po
pobraniu krwi na cytrynian (v/v 9:1) i odwirowaniu w temperaturze pokojowej przez 15
minut (3000 x g). Dokonano nastepujacych pomiaréw obrazujacych rozwijajaca sie cukrzy-
ce: poziom glukozy we krwi (przed nastrzyknieciem szczuréw streptozytocyna, po tygodniu
ipo 8 tygodniach), poziomy HbA1C (pelna krew, po 8 tygodniach) oraz peptydu Ci frukto-
zaminy (0socze, po 8 tygodniach). Ponadto analizowanoiloéé spozywanej wody (codzienne
pomiary), zmiany masy ciala (co tydzien). Profil lipidowy z uwzglednieniem calkowitego
cholesterolu, LDL, HDLitréjglicerydow wykonywany byl przed wywotaniem cukrzycy
1po8tygodniach powstrzyknieciu STZ. Dooznaczenia parametréw biochemicznych zasto-
sowano standardowe kity dla pomiaru tréjglicerydow i catkowitego cholesterolu z firmy
CORMAY (Lublin, Polska) oraz dla pomiaru LDL i HDL cholesterolu odczynniki firmy
Olympus Diagnositica GmbH (Hamburg, Niemcy). Wartosci parametréw biochemicznych
obrazujacych poziom lipidéw w osoczu przedstawiono w mmol/l. Poziom glukozy we krwi
byt oznaczany za pomoca glukometru (One-Touch). Frakcje glikozylowanej hemoglobiny
(HbA1C) oznaczano w prébkach pelnej krwi (20 :1) w automatycznym analizatorze DS5
(Drew Scientific, Cumbria, Wielka Brytania) z wykorzystaniem testu do oznaczen HbA1C
(Pink 300 Testreagent Kit, Drew Scientific). Peptyd C oznaczano metoda radioimmunolo-
giczna uzywajac gotowego zestawu firmy DRG International, USA (C peptide RIA (rat);
RIA 1254). Natomiast stezenie fruktozaminy oznaczano zgodnie z metoda opisana przez
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Baker’a i wsp. [7]. Niektére z tych oznaczen (fruktozamina, peptyd C) wykonano dzieki
uprzejmosci Profesora Cezarego Wataly w Zakladzie Zaburzen Krzepniecia Krwi Uniwersy-

tetu Medycznego w f.odzi.
III. 2. BADANIE CZYNNOSCI SRODBLONKA W IZOLOWANE] AORCIE

721 CZYNNOSCIOWE OZNACZENIE DYSFUNKCJI SRODBLONKA EX VIVO
W IZOLOWANEJ AORCIE SZCZURZEJ

Ponizej przedstawiono metodyke badania pierscieni naczyniowych aorty pochodza-
cych od szczurow, u ktorych wywotana zostata hipertriglicerydemia lub cukrzyca. Naczynia

aorty byty badane ex vivo w klasycznym ukladzie izolowanych naczyn.

II.21.1. Opis aparatury do badania czynno$ci izolowanych naczyh

krwionos$nych

Metoda ,,organ bath”, wykorzystywana do badan na izolowanych naczyniach, opiera
sie na pomiarze zmian izometrycznego napiecia pierscieni naczyn krwionosnych, najcze-
Sciej aorty. Krazki aorty umieszczone sa w szklanych naczyniach (tazniach naczyniowych)
wypelnionych buforem Kresa- Hanseleita o sktadzie podanym ponizej (I11.2.1.2.1) i rozpiete
na stalowych drucikach potaczonych z czujnikiem rejestrujacym zmiany napiecia wywolane
podawaniem réznych Srodkow farmakologicznych. Sygnal zmiany napiecia jest rejestrowa-
ny na tasmie rejestratora w postaci krzywej, ktorej ramie wznoszace obrazuje skurcz naczy-
nia natomiast ramie opadajace rozkurcz naczynia.

Stosowano sze$ciokanalowy model tazni naczyniowej umozliwiajacy w czasie jedne-
go doswiadczenia réwnoczesne badanie szesciu krazkow aorty. Kazda z szesciu tazni naczy-
niowych o pojemnosci 5 ml byta wyposazona w oddzielny ptaszcz wodny, umozliwiajacy
zachowanie stalej temperatury buforu (37°C) wypelniajacego szklany cylinder, jak réw-
niez posiadata samodzielny uktad odprowadzajacy zuzyty bufor jak 1 doprowadzajacy Swiezy
bufor z dwdch zbiornikéw bedacych rezerwuarem $wiezego, napowietrzanego mieszanka,
5% CO,195% O, buforu. Dzieki tak sprzezonym uktadom w calym ukladzie tazni naczynio-
wej panowaly identyczne warunki do$wiadczalne. Krazki aorty rozpiete byty pomiedzy
dwoma stalowymi precikami, z ktorych jeden potaczony byl z czujnikiem izometrycznym
napiecia (tensometry Biegstab K30, typ 351, Hugo Sachs Elektronik, Germany), a drugi,
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umocowany w dolnej czesci tazni. Zapis wszystkich reakeji naczyniowych po przetworze-
niuiwzmocnieniu przez specjalny wzmacniacz (Transducer Coupler, Londyn, England),
odbywal sie w ciagly sposob na papierze milimetrowym rejestratora Graphtec Linearcord-
der W 3310. We wszystkich doswiadczeniach predkosé przesuwu papieru wynosita 1mm/
min, a czulos¢ rejestratora 25 mV/em. Czas trwania eksperymentu wynosit od 5 do 7 go-

dzin.
II.21.2. Opis protokolu doswiadczen
[M2.1.2.1. Izolacja aorty szczurzej

Po zwazeniu 1 oznaczeniu, szczury plci meskiej Wistar lub Sprage-Dawley znieczula-
no przez dootrzewnowe podanie tiopentalu w dawce 120-150 mg/kg. Po otworzeniu klatki
piersiowe] 1 przecieciu rdzenia kregowego, piersiowa czes¢ aorty byta wycinana i ostroz-
nieoczyszczona zprzylegajacych tkanekitluszezu. Oczyszcezanie z tkankiokotonaczynio-
wej, przeprowadzono w buforze Krebsa— Henseleita (K-H: sktad buforu: 118,0 mM NaCl;
4,7mMKCl; 2,25 mM CaCl,; 1,64 mMMgSO,;1,18mMKH,PO ; 24,88 mM NaHCO,;10,0 mM
glukoza; 2,2 mM C,H,0,Nai0,05 mM EDTA) ze szczeg6lna ostroznoécia tak by nie uszko-
dzi¢ srodbtonka. Oczyszczonag aorte nastepnie podzielono na krazki o szerokosci 3-4 mm,
ktore zawieszono w tazniach wodnych wypetnionych 5ml buforu K-H, pomiedzy dwoma sta-

lowymi precikami.
IMI1.2.1.2.2. Ocena aktywnos$ci naczyniorozszerzajacej srodblonkowego NO

Krazki aorty poczatkowo byly stabilizowane przez okres okoto 30 minut, a nastepnie
byly stabilizowane przy spoczynkowym napieciu 4¢g przez okoto 90 minut. Zmiany w napie-
ciuizometrycznym byly caly czas zapisywane przez sze$ciokanalowy rejestrator. Krazki
aorty byly przykurczane przez KCl w stezeniach 60190 mM. Po kazdorazowym podaniu
KCl kazde z naczyn trzykrotnie przeptukiwano a nastepnie przykurczano fenylefryna w ste-
zeniu 0,01-1 =M tak, aby osiagnaé okolo 60-80% submaksymalnego przykurczu wywolanego
przez KCI.

W tak przykurczonych przez fenylefryne krazkach aorty, wywolywano rozkurcz
naczyn zalezny i niezalezny od §rédblonka, odpowiednio przez acetylocholine (Ach, 0,01-
10 =M), histamine (Hist, 0,0001-30 =M), lub przez S- nitrozo - N-acetyl - D,L- penicylamine
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(SNAP 0,0001-10 =M), nitroprusydek sodu (NaNP 0,0001-1 =M). Udzial NO w odpowie-
dzi naczyniorozszerzajace) wywolanej przez Ach lub Hist byl badany za pomoca inhibitora
NOS — L-NAME (300 =M). Naczynia inkubowano z L-NAME przez 15 minut, a nastepnie
powtarzano odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywotane przez Ach lub Hist. We wszyst-
kich do$wiadczeniach L-NAME powodowal zahamowanie naczyniorozszerzajacych odpo-
wiedzina acetylocholineihistamine w okoto 90-100%. Odpowiedz wywolana przezacety-
locholine lub histamine byta, wiec miara aktywnosé naczyniorozszerzajace) NO.

W doéwiadczeniach, ktérych celem bylo sprawdzenie udzialu PGL,w dzialaniu &réd-
blonkowym MNA" stosowano nie selektywny inhibitor COX—indometacyne, ktora przez
okrestrzech dni podawanowrazzwodado picia szczurom (5 mg/kg), lubtez przeprowadza-
no doéwiadczenia w obecnoéci indometacyny w buforze (5 zM).

Badano réwniez dzialanie naczyniorozszerzajace samego MNA*(0,03-10 mM) i niko-
tynamidu (NA 0,03-10mM) na naczynia ze érédblonkiem jak i na naczynia pozbawione érod-
btonka. Dla potwierdzenie skutecznosci zabiegu usuniecia Srodblonka, naczynie przykur-
czano fenylefryna a nastepnie sprawdzano odpowiedzi na acetylocholine we wzrastajacych
stezeniach (0,01-10 = M).

Rozpuszezalnikiem dla podawanych zwiazkéw byl bufor KH lub w przypadku indome-
tacyny Na,HCO, (5%).

[M1.2.1.2.3. Zasada obliczania wielko§ci skurczu i rozkurczu naczyn

Aktywnosc¢ krazkow aorty na dziatanie zwiazkow byla rejestrowana podczas trwania
eksperymentu na papierze milimetrowym. Skurcz aorty byl obrazowany jako ramie wzno-
szace natomiast, odpowiedz rozkurczowa byta widoczna jako ramie opadajace. Diugosé
poszczegolnych odcinkow byla mierzona przy uzyciu linijkiiwyrazana w milimetrach
1tak np. dla maksymalnej odpowiedzi skurczowej wywotanej przez jedno ze stezen KCI
mierzono diugos$¢ ramienia wznoszacego od podstawy do punktu plateau wyrazona
w milimetrach okreslano jako 100%. Podobnie mierzono wielko§¢ przykurczu wywotane-
go przez fenylefryne, ktory stanowi¢ powinien od 60 do 80%, przykurczu wywotanego
przez KCl. Wielko$¢ rozkurczu wywolanego przez acetylocholine, histamine, SNAP, MNA*
1 nikotynamid wyliczana byta jako procent odpowiedzi skurczowej wywotanego przez fe-
nylefryne.
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III. 2.2. BADANIE PODSTAWOWEJ PRODUKCJI NO W AORCIE SZCZURZEJ
7 UZYCIEM ZNACZNIKA FLUORESCENCYJNEGO - DAF-FM

II2.2.1. Opis wlasciwosci stosowanego znacznika

DAF-FM reprezentuje nowy zwiazek stuzacy do iloSciowej oceny niskich stezen NO.
Zwiazek ten w zasadzie nie emituje $wiatla do czasu az nie zareaguje z NO tworzac fluore-
scencyjny benzotriazol. DAF-FM w poréwnaniu z innymi znacznikami fluorescencyjny-
mi starszej generacji (np. DAF-2) odznacza sie wieksza czuloécia oraz wieksza trwaloécig
tworzacych sie adduktéw w potaczeniu z NO (NO-DAF-FM). Dla potrzeb moich badan opra-
cowatam protokot badan majacy na celu oznaczenie podstawowej produkeji NO w aortach
pochodzacych od szczuréow z hipertriglicerydemia.

I1.2.2.2. Opis protokotu doswiadczenia

Aorty pochodzace od szczurow, u ktérych wywotano hipertriglicerydemie byty
izolowane w spos6b opisany powyzej (Rozdziat I11.2.1.2). Oczyszczony z przylegajacych
tkanek krazek o szerokoéci okoto 3 milimetréw (mm) byt inkubowany przez okres 15 min
w ependorfce zawierajacej sam bufor K-H. Nastepnie po tej krotkiej inkubacji krazek aorty
byl przenoszony do ependorfki zawierajacej znacznik fluorescencyjny DAF-FM (1 M) roz-
puszczony w 1 mlbuforu K-H. Preinkubacjajakicata dwugodzinnainkubacja ze znaczni-
kiem DAF-FM odbywata sie w warunkach zaciemnienia oraz w statych warunkach tempera-
turowych (37°C), abufor K-H byl napowietrzany mieszanka 5% C0O,195 O,. Poinkubacji ze
znacznikiem krazki aorty byly przeptukiwane w buforze K-H z niezwiazanego z komérkami
znacznika dwukrotnie (dwa razy po 15 minut). Po odptukaniu krazki aorty byly przenoszone
do pojemniczkéw wypetnionych zelem OCT i catkowicie w nim zatapiane, a nastepnie za-
mrazane w temperaturze -80°C. Tak przygotowany materiat byt przesylany do Instytutu
Nenckiego w Warszawie, gdzie dzieki uprzejmosci dr Antoniego Wrzoska zostata dokonana
ocena ilosciowa podstawowego poziomu NO z wykorzystaniem opisanej ostatnio metodyki
[61] opartej na pomiarze fluorescencji w mikroskopie konfokalnym. Stezenie jak i czas
inkubacji krazkow aorty ze znacznikiem zostal ustalony jako optymalny na podstawie wstep-
nych do$wiadczen.

Pomiarintensywnosci §wiecenia aorty na przekroju poprzecznym w catej aorcie, we-

wnatrzjakinazewnatrzaorty umozliwit ocene podstawowego poziomuwytwarzania NO
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w nastepujacych grupach szczurow: kontrolnej, hipertriglicerydemicznej oraz w grupie
hipertriglicerydemicznej traktowanej MNA* (100 mg/kg).

I11.2.3. BADANIE PODSTAWOWEGO WYTWARZANIA PGI, PRZEZ KRAZKI AOR-
TY (pomiar 6-keto-PGF,.)

IM1.2.3.1. Podstawowe wytwarzanie PGI, w krazkach aorty stymulowanych
naciagiem

Wytwarzanie prostacykliny (PGL), uwalniane] przez krazki aorty bylo oceniane na
podstawie stezenia stabilnego metabolitu PGI, - 6-keto-PGF,.w efluencie. W tym celu wyko-
rzystano standardowe kity (Cayman Chemical Campany, MI, USA oraz R&D Systems, Inc.,
MN, USA) do oznaczen 6-keto-PGF,. metoda ELISA.

Podczas kazdego eksperymentu opisanego w rozdziatach II1.2.1. zostal pobrany eflu-
ent (200 :1) z kazdego krazka aorty do oznaczen 6-keto-PGF,. (bufor K-H po 30 minutowej
inkubacji, naciag naczynia 4g). Po zakoficzonym do$wiadczenia krazki aorty szczurzej zo-
staly oznaczaneiwysuszone w celu oznaczenia ich wagi. Stezenie 6-keto-PGF . w buforze

wyrazono w pg/ml/mg suchej masy aorty.

IM1.2.3.2. Podstawowe wytwarzanie PGI, w krazkach aortyniestymulowanych
naciagiem

Krazki aorty o dlugosci 3 mm pochodzace od szczuréw byly poczatkowo poddawane
wstepnej inkubacji (15 min, 37°C) w 1 ml ependorfkach wypetnionych buforem KH napo-
wietrzanym karbogenem wraz z odpowiednimi stezeniami indometacyny. Nastepnie po
wstepnej inkubacji przeniesione zostaly do nowych ependorfek zawierajacych odpowiednie
stezenie zwigzkow 1 poddane 30 min inkubacji w analogicznych warunkach bez naciagu.
Po zakonczeniu inkubacji efluent zostal natychmiast zamrozony do oznaczenia stezenia
6-keto-PGF,. (ELISA) natomiast krazki aorty byly suszone i wazone. Stezenie 6-keto-PGF,.
bylo wyrazone w pg/ml/mg suchej masy aorty.

W celu ustalenia Zrédla enzymatycznego wytwarzania PGIL,, krazki aorty, z wszyst-

kich grup do$wiadczalnych zostaly poddane inkubacji w obecnoéci indometacyny (5:=M).
W niektérych doswiadezeniach podawano egzogennie MNA* (300 = M).
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I1.2.3.3. Stezenie 6-keto-PGF,.w osoczu

W badanych grupach do§wiadczalnych szczuréw mierzono takze stezenie 6-keto-PGF .
W 0soczu uzywajac opisanej powyzej metodyki pomiarow. Osocze otrzymano po pobraniu
krwi na cytrynian (v/v 9:1) i odwirowaniu w temperaturze pokojowej (3000 x g). Osocze
bylo przechowywane w temperaturze -80°C. Stezenie 6-keto-PGF . wyrazono w pg/ml.

II1.3. MODELE USZKODZENIA SRODBEONKA IN VITRO

II.3.1. MODEL WOLNORODNIKOWEGO USZKODZENIA SRODBLONKA PRZEZ
PYROGALLOL

W modelu eksperymentalnym ,,organ bath” badano wplyw MNA* in vitro na uszko-

dzenie srodbtonka aorty wywotane przez generator wolnych rodnikéw jakim jest pyrogallol.
II.3.1.1. Opis protokolu doswiadczenia

Izolacje aort ze szczurdéw rasy Wistar przeprowadzano w sposob opisany powyze]
(Rozdziat I11.2.1.2). Przebieg doéwiadczenia byl nastepujacy: w przykurczonych submaksy-
malnie fenylefryna naczyniach, zostal oceniony czynno§ciowy stan §rédbtonka aorty, na
podstawie zaleznego od NO rozkurczu naczyn wywolanego przez acetylocholine (0,01-10
=M). Dla poréwnania testowany byl réwniez rozkurcz niezalezny od érédbtonka przy uzyciu
nitroprusydku sodu (0,0001-1 =M).

Nastepnie krazki aorty zostaty poddane dzialaniu generatora wolnych rodnikow pyro-
gallolu (30, 50 i 100 =M). Sprawdzony zostal stopien uszkodzenia komérek $rédblonka po
30 minutowej inkubacji krazkow aorty z pyrogallolem.

MNA* (300 =M) byt inkubowany przez godzine przed podaniem pyrogallolu (30, 50
1100 =M.

111.3.2. MODEL USZKODZENIA KOMOREK SRODBEONKA W HODOWLI KOMOR-
KOWEJ PRZEZ NADTLENEK WODORU (H,0,)

Wykorzystujac hodowle komérkowe linii EA. hy926 zostaly przeprowadzone doswiad-
czenia, sprawdzajace wplyw MNA*inikotynamidu (0,03;0,3; 1; 3; 10mM) na uszkodzenie
komorek $rodblonka wywotane przez nadtlenek wodoru (H,0,) (0,3; 1; 3; 10 mM).
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II.3.21. Opis protokolu doswiadczenia

Komorki linii EA. hy926 byly wysiewane na 96 dotkowa plytke w liczbie 2x10. Do-
swiadczenie wykonano na komoérkach, ktore uprzednio byly inkubowane przez 24 godziny
wmedium DMEM (Sigma) zawierajacym 10% surowicy, zdodatkiem HAT (suplement za-
wierajacy hipoksynteze, aminopteryne 1 tymidyne stosowany do selekcji 1 hodowli komérek
typu hybridoma) oraz 1% albuminy.

Eksperyment polegat na wstepnej inkubacji komoérek przez 2 godziny z badanymi
zwigzkami (MNA*1nikotynamidem) a nastepnie na podaniu czynnika uszkadzajacego (H Q)
na okres od 6 do 24 godzin. Po zakonczeniu eksperymentu i odwirowaniu plytki tak by
w supernatancie nie byto zawieszonych komérek, nadsacz byt zbieranyizamrazany (100
:1). Po rozmrozeniu supernatant byl wykorzystywany do oznaczenia aktywno$ci enzymu
LDH w uszkodzonych komorkach. Supernatant przez okres 30 minut byt inkubowany
w warunkach zaciemnienia z mieszanka reakcyjna dotaczona do standardowego kitu ozna-
czajacego aktywno$é LDH (Cytotoxicity Detection Kit, TakaRa, Bio Inc), ktéry mierzy ak-
tywnos¢ LDH na podstawie iloci tworzacego sie barwnego formazonu, wykazujacego mak-
simum absorbancji przy okoto 500 nm. Poinkubacji dokonywano odczytu absorbcji probek
w 492 nm uzywajac czytnika ptytkowego ELISA. Referencyjna dlugo$é wynosita 600 nm.
Uzyskane wyniki zwyczajowo przedstawiane sa jako procent uszkodzenia komorek w sto-
sunku do uszkodzenia powodowanego przez 1% TRYTON X-100. Wartosci uszkodzenia wy-
wotanegoprzez TRITON X- 100w stezeniu 1% bytyjednak porownywalne zuszkodzeniem,
jakie powodowata 3 mM H,0, stad wyniki przedstawiono jako % uszkodzenia wywotanego
przez H,0, (3 mM).

[I1.3.3. ANALIZA STATYSTYCZNA

Dane zdoswiadczen przedstawione sa w postaci Sredniej arytmetycznej+btad stan-
dardowy sredniej. Dla porownywania tylko dwu grup uzyto odpowiednio testu t-Studenta
(rozklad normalny) lub Wilcoxona (rozktad nienormalny), natomiast dla trzech i wiecej grup
odpowiednio ANOVAztestem Scheffego albo dla rozktadu nienormalnego test Kruskala-

Wallisa. We wszystkich poréwnaniach p<0.05 uznawano za statystycznie znamienne.
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IV. 1. BADANIE SRODBLONKOWEGO DZIALANIA MNA*W ZWIERZECYCH
MODELACH DYSFUNKC]JI SRODBLONKA

V11 WPLYWMNA*NAROZWOJ DYSFUNKCJI SRODBELONKA W HIPERTRIGLI-
CERYDEMII U SZCZUROW

IV111l.  Analiza biochemiczna rozwoju hipertriglicerydemii

Dla oceny rozwoju hipertriglicerydemii u szczuréw karmionych dieta wysokofrukto-
zowa wykonano oznaczenia profilu lipidowego w czwartym 1 6smym tygodniu czasu trwania
doéwiadczenia. Analizy dokonano w drugiej (szczury niegtodzone) albo dwunastej (szczury
glodzone) godzinie po odstawieniu karmy szczurom.

U szczurow niegtodzonych, zaréwno w czwartym jak 1 6smym tygodniu zywienia dieta
bogata we fruktoze stezenie trojglicerydéw bylo znacznie podwyzszone, po 4 tygodniach
diety hipertriglicerydemicznej okoto dwa razy (od 1,55+0,12 do 3,32+0,28 mmol/L), a po 8
tygodniach okolo trzykrotnie (do 4,25+0,27 mmol/L).

Zmiany innych parametréw profilu lipidowego byty niewielkie. Po 4 tygodniach zywie-
nia zaznaczy! sie niewielki wzrost stezenia cholesterolu calkowitego (od 1,56+0,07 do
1,99+0,05 mmol/L) i cholesterolu HDL (od 0,88+00,15 do 1,31 mmol/L) oraz niewielki
spadek cholesterolu LDL(0d 0,92+0,08 do 0,60 mmol/L). Natomiast po 8 tygodniach zywie-
nia nastapil niewielki spadek stezenia poziomu cholesterolu catkowitego i cholesterolu HDL
(Ryc. 1A).

W przeciwienstwie do wynikow uzyskanych u szczurow niegtodzonych, gdy szczury
poddano 12 godzinnemu glodzeniu stezenie tréjglicerydow we krwi u szczuréw karmio-
nych dieta wysokofruktozows, i kontrolna byly podobne (Ryc. 1B). Tak wiec efekt diety
bogatej we fruktoze na poziom trojglicerydéw byt widoczny tylko wtedy, gdy szczurom
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Ryc. 1. Wplyw diety bogatej we fruktoze na profil lipidowy u szczuréw: Ryc. 1A. Wzrost stezenia tréjgli-

cerydow u szczurow nieglodzonych karmionych dieta bogata we fruktoze przez okres 4 1 8 tygodni.
Ryc. 1B. Brak widocznego wzrostu stezenia trojglicerydéw pod wplywem diety bogatej we frukto-
ze po takim samym okresie karmienia szczuréw (418 tygodni), gdy szczury glodzono 12 godzin
przed pobraniem krwi. W obu przypadkach grupe kontrola stanowity szczury karmione dieta stan-
dardowa pozbawiona fruktozy. Wyniki przedstawiaja wartosci srednie + S.E.M. * oznacza p<0,05
pomiedzy grupa kontrolna szczuréw 1 karmionych dieta hipertriglicerydemiczna przez 41 8 tygo-
dni, # oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczurow karmionych dieta hipertriglicerydemiczna przez
okres 41 8 tygodni.
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pobrano krew na 2 godziny po odebraniu karmy szczurom. Glodzenie szczurow miato
takze wplyw na poziom cholesterolu LDL, HDL oraz catkowity poziom cholesterolu, jed-
nak nie byly to tak wyrazne zmiany jak w przypadku tréjglicerydow. Byly jednak widoczne
dla poziomoéw cholesterolu HDL 1 LDL. Istotnie, stezenie HDL — cholesterolu, u szczu-
réw gtodzonych, w 8 tygodniu zywienia dieta bogata we fruktoze byt wyzszy w poréwnaniu
z grupa, nieglodzona. Natomiast stezenie LDL — cholesterolu u szczuréw glodzonych 1 zywio-
nych przez 8 tygodni dieta wysokofruktozowa byt nizszy zaréwno w poréwnaniu z kontrola
iz grupa zywiona 4 tygodnie dieta wysokofruktozowsa (Ryc. 1B).

12 godzinne glodzenie szczuréw przed pobraniem krwi spowodowalo rowniez znaczny
spadek stezenia trojglicerydow u szczuréw kontrolnych w stosunku do stezenia trojglicery-
déw u szezuréw nieglodzonych przed pobraniem krwi (z 1,55+0,12 do 0,80+0,09 mmol/L).

V112 Rozwdj dysfunkcji srodblonka w modelu hipertriglicerydemii
V1121 Zmiany aktywnosci naczyniorozszerzajacej Srodbtonkowego NO

Funkcja §rodbtonka naczyn byta oceniana jako procent rozkurczu naczynia wywotane-
go przez acetylocholine w krazkach aorty ex vivo. Analizowano ja zaréwno u szczurow niegto-
dzonych jak 1 glodzonych.

SZCZURY NIEGEODZONE — ODSTAWIENIE KARMY 2 GODZINY PRZED POBRANIEM KRWT

Rozkurcz krazkéw aorty wywolany przez acetylocholine w stezeniu 1 =M, byl uposle-
dzony w stosunku do kontroli juz po 4 tygodniach (od 81,44%+3,90 do 66,90%=+4,54) i to
upo$ledzenie nasililo sie po 8 tygodniach stosowania diety bogatej we fruktoze (do
52,41%+7,89) (Ryc. 2).

SZCZURY GEODZONE — ODSTAWIENIE KARMY 12 GODZIN PRZED POBRANIEM KRWI

Gdy krazki aorty pobierano od szczuréw glodzonych karmionych dieta standardowa
orazbogata we fruktoze odpowiedzina acetylocholine byty upo$ledzone (odpowiednio dla
1 =M Ach: 70,00+4,76 1 27,73+6,90 %) w poréwnaniu do analogicznych grup szczuréw
nieglodzonych (dla 1 =M Ach: 81,44+3,9 1 52,41+7,89 %) (Ryc. 3A i 3B). Jednak dwuna-
stogodzinne glodzenie szczuréw przed pobraniem aorty nie wpltyneto na wielko$¢ odpo-
wiedzi naczyniorozkurczajacej niezaleznej od srodblonkowego NO wywolanej przez SNAP,
zaréwno w grupie u szczuréw karmionych dieta standardowa (Rys. 4A) jak i u szczuréw
karmionych dieta bogata we fruktoze (Ryc. 4B).
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Ryc. 2. Poglebiajace sie, w toku trwania hipertriglicerydemii, upoéledzenie odpowiedzi naczyniorozsze:
rzajace] zaleznej od $rédblonkowego NO, wywolanej przez acetylocholine (1:M) w izolowanej aorcie
szezura ex vivo. Grupe kontrolng stanowily szczury karmione dieta standardowa pozbawiona frukto-
zy. Wyniki przedstawiaja wartoéci érednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna
szczuréw 1 karmionych dieta hipertriglicerydemiczna przez 41 8 tygodni.

IV1122. Zmiany aktywnosci srédblonkowej PGI,
V11221  Podstawowy poziom PGI,w krqzkach aorty stymulowanych naciqggiem

Poziom PGIL, w efluencie pochodzacym z inkubacji naczyn badano u szczuréw glodzo-

nych 1 niegtodzonych.

SZCZURY NIEGLODZONE

W grupie szczurdéw niegltodzonych przed pobraniem aorty w krazkach stymulowa-
nych naciggiem widoczny byt bardzo niewielki wzrost poziomu podstawowego metabolitu
PGL, (6-keto-PGF ) u szczuréw karmionych dieta bogata we fruktoze w stosunku do szczu-
réw karmionych dieta standardowa, (z 54,78+10,10 do 86,90+25,39 pg/ml/mg suchej masy
aorty)(Ryc.5).

SZCZURY GEODZONE
Natomiast u szczurow glodzonych w krazkach aorty stymulowanych naciagiem w gru-

pie szczuréw karmionych dieta bogata we fruktoze widoczny byl wzrost podstawowego
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Ryc. 3. Wplyw glodzenia szczuréw na wielkoéé odpowiedzi naczyniorozszerzajace] zaleznej od srodblonko-
wego NO wywolanej przez acetylocholine w aorcie szczura ex vivo. Ryc. 3A. Uposledzenie odpowie
dzi naczyniorozszerzajacej wywolanej przez acetylocholine, u szczuréw kontrolnych glodzonych przez
12 godzin przed pobraniem aorty. Wyniki przedstawiaja wartosci Srednie+S.E.M. * oznacza p<0,05
pomiedzy grupami szczuréw kontrolnych, niegtodzonych igtodzonych.
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Ryc. 3B. Uposledzenie odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywolanej przez acetylocholine, u szczurow
z hipertriglicerydemia gtodzonych przez 12 godzin przed pobraniem aorty. Wyniki przedstawiajq
wartosci Srednie+ S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupami szczuréw karmionych dieta hipertri-

glicerydemiczna, niegtodzonych 1 gtodzonych.
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Ryc. 4. Brak znaczacego wpltywu 12 — godzinnego glodzenia szczuréw na wielkoséé odpowiedzi naczynio-
rozszerzajacej niezaleznej od srodblonkowego NO wywotane) przez SNAP u szczurow kontrolnych
(Ryc. 4A) iu szczuréw z hipertriglicerydemia (Ryc. 4B). Wyniki przedstawiaja wartosci érednie
+ S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupami szczuréw nieglodzonych 1 gtodzonych.
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wytwarzania PGL, (6-keto-PGF,.) w stosunku do szczuréw karmionych dietg kontrolng
(od 57,10+ 2,99 do 784,17+118,44 pg/ml/mg suchej masy aorty) (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Wzrost podstawowego wytwarzania PGI, (6 keto-PGF ) w krazkach aorty stymulowanych nacia:
giem w grupie szczurdw z hipertriglicerydemia wywotany przez 12 godzinne glodzenie szczuréw
przed pobraniem aorty. Wyniki przedstawiaja wartosci srednie+S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy
grupa kontrolna szczuréw (glodzonych) i karmionych dieta hipertriglicerydemiczna (gtodzonych),
# oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczuréw z hipertriglicerydemig nieglodzonych i gtodzonych.

IV113.  Wybor dawki terapeutycznej MNA* do badan in vivo

Analiza poziomu MNA*1jego metabolitow w osoczu u szczuréw z hipertrigliceryde-
mia, ktorym podawano MNA*wykazala, 1z przy dobowej dawce MNA* 100 mg/kg zaobser-
wowano wzrost stezenia MNA* w osoczu (od 0,53+0,08 do 1,39+0,27 =mol/L odpowiednio
dla hipertriglicerydemii i hipertriglicerydemii+MNA?), jaki i jego metabolitéw 2-PYR (od
0,6420,09 do 3,45+0,90 =mol/L) i 4-PYR (od 1,78+0,29 do 3,75+0,84 =mol/L). Uzycie niz-
szej dawki MNA* (10 mg/kg masy ciala) nie spowodowato wzrostu poziomu MNA*i jego
metabolitéw (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Wzrost stezenia MNA*ijego metabolitéw 2-PYR (N1-metylo-2-pyridono-5-karboksamid) i 4-PYR
(1-metylo-4-pirydono-5-karboksamid) w osoczu u szczuréw z hipertriglicerydemia, ktérym podawanc
MNA*w dawce 100 mg/kg/dzienr. (NA- nikotynamid). Krew pobierano od szczuréw bez uprzedniege
ich glodzenia. Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie +S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupami
szezur6w z hipertriglicerydemia i grupami z hipertriglicerydemia u ktérych podawano MNA*w daw-
ce 10 lub 100 mg/kg masy ciata oraz pomiedzy grupa kontrolna a grupami z hipertriglicerydemia,
#oznacza p<0,05 pomiedzy grupami z hipertriglicerydemia, u ktérych podawano MNA*w dawce
101 100 mg/kg masy ciala.

Poziomy metabolitow MNA* w osoczu szczuréw w zaleznosSci od diugosci czasu ich
glodzenia w zasadzie nie réznily sie znamiennie statystycznie w badanych grupach (Ryc. 7A
17B).
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Ryc. 7. Brak znaczacego wptywu 12- godzinnego glodzenia szczuréw na stezenia MNA* 1 jego metabolitow
u szezuréw kontrolnych (7A) i szczuréw z hipertriglicerydemia (7A) i szczuréw z hipertrigliceryde-
mia traktowanych MNA* przez 4 i 8 tygodni (7B). MNA (4) oznacza 4 tygodniowy okres podawania
MNA"tak jak we wszystkich innych rycinach. Dodatkowo przedstawiono wyniki stezenia MNA*1 jege
metabolitéw po 8tygodniach podawania MNA*-MNA (8). Wyniki przedstawiaja wartoéci érednie
+S.E.M. *oznacza p<0,05 pomiedzy grupamiszczuréw gtodzonych iniegtodzonych,#oznacza p<0,05

pomiedzy szczurami kontrolnymi i szczurami zhipertriglicerydemia.
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IV114 Wplyw MNA" na rozwdj hipertriglicerydemii

SZCZURY NIEGLODZONE

Podawanie MNA* szczurom z hipertriglicerydemia przez okres 4 tygodni wywotywato
spadek stezenia tréjglicerydéw (od 4,25+0,27 do 2,18+0,14 mmol/L). Stezenie catkowitego
cholesterolu oraz LDL- cholesterolu nie ulegty zmianie pod wplywem przyjmowanego MNA*
jedynie stezenie HDL-cholesterolu wzroslo po podawaniu MNA*(od 0,87+ 0,17 do 1,33+
0,06 mmol/L)(Ryc. 8A).

Indometacyna podawana szczurom przez okres 3 dni (5 mg/kg masy ciala) nie miala
wplywu na dziatanie MNA* obnizajace stezenie trojglicerydéow bowiem podawanie MNA*
szczurom karmionym indometacyna wywolalo rowniez obnizenie poziomu trojglicerydow
(z2,58+0,30 do 1,64+0,13 mmol/L). Zaobserwowano niewielki wzrost poziomu LDL-chole-
sterolu po podawaniu MNA* szczurom z hipertriglicerydemia (od 0,76+0,02 do 0,94+0,02
mmol/L) (Ryc. 8B).

Jak przedstawiono na rycinie 9 w zaleznosci od dlugosci glodzenia szczuréw zaobser-
wowano nastepujace zmiany w parametrach lipidowych u szczuréw karmionych dieta bo-

gata we fruktoze 1 traktowanych lub nieMNA*:

SZCZURY NIEGEODZONE

Stezenie trojglicerydéw w osoczu szczuréw niegltodzonych traktowanych MNA* przez
okres 4 1 8 tygodni bylo nizsze w poréwnaniu ze szczurami, u ktorych nie byt podawany
MNA*(1,67+0,151 2,07+0,12 vs 3,32+0,28 1 4,25+0,27 mmol/L).

SZCZURY GEODZONE
W grupie szczuréw gtodzonych karmionych dieta bogata we fruktoze, efekt MNA*
obnizajacy trojglicerydy nie byt widoczny bo poziom wyjsciowy trojglicerydow byt dwukrot-

nie nizszy niz w analogicznej grupie szczuréw niegtodzonych (Ryc. 9)
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Ryc. 8. Wptyw MNA"na profil lipidowy u szczuréw z hipertriglicerydemia. Ryc.8A. Spadek stezenia
tréjglicerydéwu szczuréw z hipertriglicerydmia traktowanych MNA*(100 mg/kg) przezokres 4 tygo:
dni. Grupe odniesienia stanowity szczury karmione dieta standardowa pozbawiona fruktozy. Krew
pobierano od szezuréw bez ich uprzedniego glodzenia. Wyniki przedstawiaja wartosci Srednie + S.E.M.
* oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolng szczuréw i karmionych dieta hipertriglicerydemiczna,
# oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczuréw karmionych dieta hipertriglicerydemiczna i grupa hiper-
triglicerydemiczna traktowana MNA* przez okres 4 tygodni.

5. -2
8E 5] KfJntrol-a + Indome.tacyna (n=2-8) Szcaury nieglodzone
O Hipertriglicerydemia + Indometacyna (n=2-8) (krew pobrana po 2 godzinnym
O Hipertriglicerydemia +MNA *(100mg/kg) + Indometcyna (n=2-8) glodzeniu szczurow)

% #

3 | ] ]
=
=)
g

2

#
| —
14
O B T 1
Trojglicerydy Cholesterol catkowity Cholesterol-LDL Cholesterol-HDL

Ryc. 8B. Brak wplywu indometacyny na dziatanie MNA* obnizajace stezenie tréjglicerydow u szczurow
zhipertriglicerydmia. MNA* (100 mg/kg) podawano przez okres 4 tygodni a indometacyne (5 mg/kg)
przez okres 3 ostatnich dni przed pobraniem krwi. Grupe kontrolna stanowity szczury karmione dieta
standardowa pozbawiona fruktozy i jednoczes$nie pojone indometacyna przez okres 3 dni. Wyniki przed-
stawiaja wartosci Srednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna szczuréw 1 karmionych
dieta hipertriglicerydemiczna, # oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczuréw karmionych dieta hipertri-
glicerydemicznaigrupahipertriglicerydemiczna traktowana MNA* przezokres 4 tygodni.
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Ryc. 9. Brak dziatania obnizajacego stezenie trojglicerydow przez MNA*u szczuréw glodzonych z hipertri-
glicerydemia. Wyniki przedstawiaja wartoéci érednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupg
kontrolna szczuréw i karmionych dieta hipertriglicerydemiczna, # oznacza p<0,05 pomiedzy grupa

szezuréw karmionych dieta hipertriglicerydemiczna i grupa hipertriglicerydemiczna traktowana MNA*
przez okres 4 tygodni.

V115 Wplyw MNA*na poziom peptydu C

Zaréwno dieta bogata we fruktoze jak 1 podawanie MNA*pozostawaly bez znaczacego
wplywu na stezenie biatka C w osoczu krwi u szczuréw (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Brak roznic w stezenia peptydu C w osoczu pomiedzy szczurami kontrolnymi, z hipertriglicerdy-

demia i szczurami z hipertriglicerdydemia traktowanych MNA* przez 4 1 8 tygodni - odpowiednio
MNA(4) i MNA (8). Wyniki przedstawiaja wartoéci érednie = S.E.M.
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IV116. Wplyw MNA*narozwdjdysfunkcjisrodbtonkaw modeluhipertrigli-
cerydemii

V1161  Wplyw MNA* na aktywno$ci naczyniorozszerzajacq Srodblonkowego NO

SZCZURY NIEGLODZONE

MNA*podawany przez okres 4 tygodni szczurom z hipertriglicerydemia spowodowat
odwrocenie upo$ledzenia odpowiedzi naczyniorozszerzajace] zaleznej od Srodblonkowego
NO.Jak przedstawiononarycinie 11Arozkurcz aorty w grupie szczuréw z hipertriglicery-
demig traktowanych MNA*w odpowiedzi na wzrastajace stezenia acetylocholiny, byt wiek-

szy w stosunku do rozkurczu naczyn u szczurdow z hipertriglicerydemia, ktorym nie poda-
wano MNA* (Ryc. 11A).

SZCZURY GLODZONE

Efekt ochronnego dziatanie MNA*1 przeciwdziatanie uposledzeniu odpowiedzi naczy-
niorozszerzajace]j zaleznej od srodbtonkowego NO w aorcie, byt widoczny takze w grupie
szczurow glodzonych 12 godzin przed pobraniem aorty, byt wiec niezalezny od poziomu

tréjglicerydéw i czasu glodzenia szczuréw (Ryc. 11B).

W przeciwienstwie do odpowiedzi zaleznych od Srédbtonkowego NO, nie zaobserwo-
wano znaczacego wplywu MNA*na wielko$¢ odpowiedzi niezaleznych od érodblonka wywo-
lanych przez SNAP u szczuréw nieglodzonych (Ryc.12A) i gtodzonych (Ryc.12B).

Naczyniorozszerzajace dziatanie acetylocholiny w badanych grupach bylo zalezne od
srédbtonkowego NO, gdyz rozkurcz naczyn byt hamowany przez L-NAME (300uM). Jedy-
nie w grupie kontrolnej w stezeniu 10 =M zaobserwowano niewielki rozkurcz naczyn
(6,95+4,06 %). Powyzsze wyniki sugeruja niewielki udzial mechanizméw niezaleznych od
NO w odpowiedzi naczyniorozszerzajace) na Ach we wszystkich grupach doswiadczalnych
(Ryc. 13).
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Ryc. 11. Odwrécenie uposledzenia odpowiedzi naczyniorozszerzajacej zaleznej od srédblonkowego NO
wywolanej przez acetylocholine w aorcie u szczurdéw z hipertriglicerydemia, ktorym podawana
MNA*(100 mg/kg). Ryc. 11A. Przedstawia wyniki dla szczuréw, ktérych nie gtodzono przed po-
braniem aorty, a Ryc. 11B. dla szczuréw ktore glodzono przez okres 12 godzin przed pobraniem
aorty. Wyniki przedstawiaja warto§ci $rednie+S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna
szczurow 1 karmionych dieta hipertriglicerydemiczna, #oznacza p<0,05 pomiedzy grupa Szczurow
karmionych dieta hipertriglicerydemiczna i grupa hipertriglicerydemiczng traktowana MNA' przez
okres 4 tygodni.
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Ryc. 12. Brak znaczacego wplywu MNA* na rozkurcz aorty wywolany przez SNAP. Ryc. 12A przedstawia
wyniki dla szczurow, ktorych nie glodzono przed pobraniem aorty, a Ryc. 12B dla szczuréw, ktore
glodzono przez okres 12 godzin przed pobraniem aorty. Wyniki przedstawiaja wartosci Srednie+
S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna szczuréw i karmionych dieta hipertrigliceryde-
miczna, # oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczuréw karmionych dieta hipertriglicerydemiczna i grupa
hipertriglicerydemiczna traktowana MNA*przezokres 4 tygodni, * 0znacza p<0,05 pomiedzy grupa
kontrolna a grupa przyjmujaca MNA®.
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Ryc. 13. Niewielki udzial mechanizmow niezaleznych od NO w odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywota-
nej przez acetylocholine u szczurow kontrolnych, u szczuréw z hipertriglicerydemia orazu szczuréw
z hipertriglicerydemia, ktorym podawano MNA'. Jako inhibitor NOS stosowano L-NAME w stezeniu
300 =M. Wyniki przedstawiaja wartoéci §rednie £ S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kon-
trolna szczurdw 1 karmionych dieta hipertriglicerydemiczna, # oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczu-
réw karmionych dieta hipertriglicerydemiczna i grupa hipertriglicerydemiczna traktowana MNA*

przez okres 4 tygodni.

V1162  Wpltyw MNA* na podstawowe wydzielenie NO mierzone znacznikiem flu-
orescencyjnym DAF- FM w izolowanych krqgzkach aorty

Wstepne badania z uzyciem znacznika fluorescencyjnego DAF-FM wykazaly, 1z opty-
malne warunki do$wiadczenia to: dwu godzinna inkubacja aorty ze znacznikiem w stezeniu
1:=M (wyniki nie przedstawione). Inkubacja krazkéw aorty w obecnosci L'NAME (300 = M)
zmniejszata intensywnoéé fluorescencji znacznika DAF-FM (Ryc. 14). W toku dalszej anali-
zy wybrano do oceny ilo$ci uwalnianego NO, intensywnos¢ §wiecenia adduktéw NO — DAF-
FM w wewnetrznej warstwie aorty.

Podawanie MNA* szczurom pozostalo bez wplywu na spadek podstawowe) produkeji
NO wywolany przez hipertriglicerydemie (9,31+0,81, 4,99+ 0,45 1 5,15+0,49 odpowiednio
w grupie kontrolnej, hipertriglicerydemiiihipertriglicerydemii+MNA* Ryec. 15).
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Ryc. 14. Podstawowa produkcja NO oznaczana przy uzyciu znacznika fluorescencyjnego DAF-FM w we-
wnetrznejizewnetrznej warstwie Sciany aorty szczura kontrolnego. Jako inhibitor NOS stosowana
L-NAME w stezeniu 300 =M. Wytwarzanie NO bylo oceniane na podstawie intensywnosci $wiece-
nia adduktéw NO-DAF-FM. Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomie-
dzy grupa kontrolna szczuréw ze znacznikiem DAF-FM i grupa kontrolna ze znacznikiem DAF-FM
w obecnos$ci L-NAME.
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Ryc. 15. Brak wptywu MNA* na spadek podstawowej produkeji NO wywolany przez hipertriglicerydemie.
Wytwarzanie NO oznaczano przy uzyciu znacznika fluorescencyjnego DAF-FM w wewnetrzne] $cia-
nie krazkow aorty. Wyniki przedstawiaja srednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kon-
trolna szczurdéwikarmionych dieta hipertriglicerydemiczna traktowanych lub nie MNA*.
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V1163  Wplyw MNA* na aktywnosci Srédbtonkowej PGI,

V11631  Podstawowy poziom PGI,w krqzkach aorty stymulowanych naciqgiem

Stezenie metabolitu PGI, (6- keto-PGF,.) w efluencie, z inkubowanych pod naciagiem
krazkow aorty pochodzacych od szczuréw z hipertriglicerydemia traktowanych MNA*byto
podwyzszone, w stosunku do szczuréw z hipertriglicerydemia nie leczonych MNA* (odpo-
wiednio 11830,44+2573,41 vs 7296,13+1831,19 pg/mg/ml suchej masy aorty) (Ryc. 16A).

V11632  Poziom PGI,w krqzkach aorty niestymulowanych przez naciqg

Stezenie 6- keto-PGF,. w efluencie z krazkéw aorty inkubowanych bez naciagu byt
takze wyzszy w grupie szczuréw przyjmujacej MNA* (16485,79+2873,07 vs 9727,22+1835,24
pg/ml/mg), (Ryc. 16B), natomiast podanie egzogenne MNA* (300 =M) nie spowodowalo
dalszego wzrostu stezenia PGIL, (wyniki nie zamieszczone).

V11635  Poziom PGI,w osoczu

Stezenie 6-keto-PGF,. w osoczu szczuréw z hipertriglicerydemia, ktérym podawano
MNA*byltowyzsze (534,33+95,66) niz w osoczu szczuréw z hipertriglicerydemia nie leczo-
nych MNA*(179,17+54,42) i szczuréw kontrolnych (229,17+27,45) (Ryc. 17).

IV117. UdzialPGI,w ochronnymdzialaniu MNA*narozwo6j dysfunkcjisrod-
blonka u szczuré6w z hipertriglicerydemia

Nieselektywne zahamowanie COX przez indometacyne (dawka 5mg/kg masy ciala)
podawana szczurom z hipertriglicerydemia przez 3 dni wraz z woda nie wptywalo na ochronne
dziatanie MNA* na rozwdj dysfunkcji srodbtonka w tym modelu. Istotnie, w grupie szczu-
row z hipertriglicerydemia, ktorym podawano MNA*1indometacyne, takze nastapita po-
prawa w odpowiedziach naczyn na acetylocholine (Ryc. 18). Wielkoéé odpowiedzi niezalez-
nej od Srodblonkowego NO w aorcie wywolanej przez SNAP byly porownywalne z wyjat-
kiem grupy szczuréw z hipertriglicerydemia traktowanych indometacyna (Ryc. 19).

Dla sprawdzenia skutecznoséci zahamowania COX przez indometacyne, zmierzono
poziom 6-keto-PGF . w efluencie z krazkéw aorty pochodzacych od szczuréw z hipertrigli-
cerydemia+MNA* (ktére przezokres 3 dnipojonoindometacyna). Zaobserwowanojednak

tylko niewielki spadek wytwarzania PGI, pod wplywem 3 dniowego podawania indometacy-
ny (Ryc. 20).
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Ryc. 16. Wzrost stezenia metabolitu PGL, (6-keto-PGF ) w krazkach aorty pochodzacych od szczuréw z
hipertriglicerydemia traktowanych MNA'. Ryc. 16A przedstawia wyniki dla krazkow aorty stymu-
lowanych naciagiem a Ryc. 16B dla krazkow aorty niestymulowanych naciagiem. Wyniki przedsta-
wiaja wartosci $rednie = S.E.M.
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Ryec. 17. Wzrost stezenia metabolitu PGL, (6-keto-PGF,.) w osoczu u szczuréw z hipertriglicerydemia, ktérym poda-
wano MNA*. Wyniki przedstawiajg wartosci Srednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna,
szezurow 1 karmionych dieta hipertriglicerydemiczng traktowana MNA* przez okres 4 tygodni, # oznacza p<0,05
pomiedzy grupa szczuréw karmionych dieta hipertriglicerydemiczna 1 grupa hipertriglicerydemiczna traktowa-
na MNA" przez okres 4 tygodni.
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Ryc. 18. Poprawa odpowiedzi naczyniorozszerzajacej zaleznej od srédblonkowego NO wywolanej przez acetylocholine
w aorcie u szczuréw z hipertriglicerydemia, ktérym podawano MNA* (100 mg/kg) i indometacyne. MNA* (10C
mg/kg) byt podawany przez 4 tygodnie a indometacyna (5 mg/kg) przez 3 ostatnie dni przed pobraniem aorty.
Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie = S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczuréw z hipertriglicery-
demiaikarmionych dieta hipertriglicerydemiczna gdzie podawano szczurom indometacyne, # oznacza p<0,05
pomiedzy grupa szczurdéw z hipertriglicerydemia i karmionych dieta hipertriglicerydemiczna, ## oznacza p<0,05
pomiedzy grupa szczurow z hipertriglicerydemia i karmionych dieta hipertriglicerydemiczna gdzie podawano
szczurom MNA1 indometacyne.
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Ryc.19. Brak wplywu 3 dniowej terapii indometacyny na wielko$¢ odpowiedzi niezaleznej od §rodbtonka
w aorcie wywotane] przez SNAP u szczuréw z hipertriglicerdyemia traktowanych MNA*. Wyniki przed-
stawiaja wartosci Srednie = S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczurdw z hipertrigliceryde-
miaikarmionych dieta hipertriglicerydemiczna gdzie podawano szczurom MNA®, #oznacza p<0,05
pomiedzy grupa szczurdw z hipertriglicerydemia gdzie podawano szczurom MNA*1 karmionych dieta
hipertriglicerydemiczng gdzie podawano szczurom MNA*iindometacyne.
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Ryc. 20. Nieznaczny spadek stezenia stabilnego metabolitu PGL, (6-keto-PGF ) w efluencie z krazkow
aorty stymulowanych naciagiem pochodzacych od szczuréw z hipertriglicerydemisa traktowanych lub
nie MNA* ktérym podawano indometacyne przez 3 ostatnie dni przed pobraniem aorty. Wyniki przed-

stawiaja wartosci érednie + S.E.M.
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V118  Brak naczyniorozszerzajacego dzialanie egzogennego MNA*invitro

na aortg SzZczZzura

We wszystkich grupach doéwiadczalnych (kontrolna, hipertriglicerydemia + MNA®)
sprawdzono bezpoérednie dzialanie MNA* (zakres stezen: 0,3-10 mM) na krazki aorty. MNA*
w stezeniu 1mM wykazywal niewielki rozkurez (9,33%) naczynh u szczuréw z hipertriglice-
rydemia (Ryc. 21). Wyzsze stezenia MNA*powodowaly we wszystkich grupach rozkurcz
w granicach 2 - 8%.

W przeciwiehstwie od MNA*, nikotynamid (NA) w tym samym zakresie stezen (0,3
10 mM) wykazywal dawko-zalezne dzialanie naczyniorozszerzajace we wszystkich grupach

doswiadczalnych (Ryc. 22).
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Ryc.21. Brak bezposredniego dzialanianaczyniorozszerzajacego egzogennego MNA*w krazkach aorty in
vitro niezaleznie od grupy do$wiadczalnej szczuréw. Wyniki przedstawiaja wartosci Srednie £ S.E.M.
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Ryc. 22. Dziatanie naczyniorozszerzajace egzogennego nikotynamidu w krazkach aorty in vitroniezalez-

nie od grupy doswiadczalnej szczuréow. Wyniki przedstawiaja wartosci Srednie +S.E.M.

IV12. WPLYW MNA*NA ROZWOJ DYSFUNKCJI SRODBLONKA U SZCZUROW
7 CUKRZYCA

IV121. Poziom metabolitow MNA*w osoczu szczuréw z cukrzyca

W osoczu szczuréw u ktorych wywotano cukrzyce zaobserwowano wzrost steze-
nia MNA", natomiast stezenia metabolitéw 2-PYR byly porownywalne, a 4-PYR obnizo-
ne (Ryc. 23). Podawanie MNA* p.o. (100 mg/kg) szczurom z cukrzyca prowadzito do podob-
negowzrostustezenia MNA*1jego metabolitowjak to mialo miejsce w przypadku szczurow
z hipertriglicerydemia karmionych MNA* (100 mg/kg) (wyniki nie przedstawione).

IV122  Analiza biochemiczna rozwoju cukrzycy
Juz tydzien od nastrzykniecia szczuréw streptozytocyna, (STZ) nastapit wzrost steze-

nia glukozy we krwi (od 82,06+5,41 do 306,86+20,64 mg/dl), ktéry pogtebial sie w czasie
rozwijajacej sie cukrzycy (do 402,08+19,01 mg/dl) (Ryc. 24).
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Ryc. 23. Wzrost stezenia MNA®, ale nie jego metabolitéw 2-PYR (N1-metylo-2-pyridono-5-karboksamid)
14-PYR (1-metylo-4-pirydono-3-karboksamid) w osoczu u szczuréw, ktérym wywolano cukrzyce.
(NA- nikotynamid). Wyniki przedstawiaja wartoéci érednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy gru-

pami szczuréw kontrolnych 1 cukrzyca.

*
450 A ' * o #
400 T
350
300 -
§5 250 ~
S
el
o0~ 200 7
150 -
100 -
50 T
0 - |
Kontrola 1 tydzien 8 tydzien
(n=17) (n=8) (n=24)

Ryc. 24. Wzrost stezenia glukozy w osoczu u szczurow, ktérym wywotano cukrzyce. Wyniki przedstawiajg
wartosci rednie+S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna szczuréw i grupa cukrzycowa
w 118 tygodniu. # oznacza p<0,05 pomiedzy grupami cukrzycowymiw 11 8 tygodniu.
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Po 8 tygodniach po podaniu STZ podwyzszone bylo nie tylko stezenie glukozy (od
82,06+5,41 do 402,08+19,01; Ryc. 25A), ale réwniez stezenie glikozylowanej hemoglobiny
HbA1C (0d 4,93+0,24 do 9,55+0,56 %; Ryc. 25B), fruktozaminy (od 1,14+0,06 do 2,53+0,10
mmol DTF/mg biatka; Ryc. 25C), a obnizone bylo stezenie peptydu C (z 3378,96+458,0 do
139,58+62,48 pg/100 ul, Ryc. 25D).

U szczuréw cukrzycowych obserwowano rowniez niewielki spadek poziomu choleste-
rolu calkowitego (z 1,51+0,07 do 1,28+0,07 mmol/L). Pozostate parametry lipidowe pozo-
stawaly jednak bez zmian (Ryc.25E).

IV123. Wplyw MNA*na parametry biochemiczne cukrzycy

Podawanie MNA*szczurom zcukrzyca przezokres 7 tygodni (poczawszy od 7 dnia po
podaniustreptozytocyny) w niewielki sposéb obnizylo stezenie glukozy (z402,08+19,01 do
374,75+26,72 mg/dl; Ryc. 25A), glikozylowanej hemoglobiny — HbA1C (z 9,55+ 0,56 do
8,80+ 1,22 %; Ryc. 25B) oraz fruktozaminy w osoczu (z 2,53+0,10 do 2,13+0,17 mmol DTF/
mg biatka; Ryc. 25C). W grupie szczuréw cukrzycowych przyjmujacych MNA* stezenie
peptydu C bylo nieco wyzsze niz w grupie cukrzycowej (odpowiednio 446,45+275,11 vs
139,58+62,48 pg/ul; Ryc. 25D).

Stezenie trojglicerydéw w osoczu szczurdéw, ktorym podawano MNA* byto wyzsze
zaréwno w stosunku do grupy kontrolnej jak i grupy z cukrzyca (1,79+0,15 vs 1,05+0,12
11,29+0,08 mmol/l). MNA*nie mial wiekszego wplywu na pozostale parametry profilu
lipidowegotakiejak cholesterol catkowity, cholesterol - LDLicholesterol - HDL(Ryc. 25E).
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Ryc.25. Wptyw MNA*na parametry obrazujace rozwoj cukrzycy u szczuréw. Ryc. 25 A, Bi Cprzedsta-
wiaja niewielki spadek stezenia glukozy, HbA1C i fruktozaminy w grupie szczuréw z cukrzyca podda-
nych dziatlaniu MNA* przez okres 7 tygodni. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna szczuréw

a cukrzycowa przyjmujaca lub nie MNA".



IV. WYNIKI 52

25D ; | .

4500 ¥ 1

4000 |
3500 |
3000 |
2500 |

2000 |

peptyd C
(pg/100 pl)

1500 |

1000 |

500 |
. , | ,

Kontrola Cukrzyca Cukrzyca + MNA™ (100 mg/kg)
@®=7) (1=6) (-6)
25K 20 _ * H Kontrola (n=18-30)

B Cukrzyca (n=26-30)

@ Cukrzyca + MNA' (100 mg/kg) (n=12-22)

15 |

10 |

mmol/l

05 |

00 |

Trojglicerydy Cholesterol calkowity Cholesterol-LDL Cholesterol-HDL

Ryc. 25 D i E przedstawiaja wzrost stezenia peptydu C i stezenia tréjglicerydow w grupie szczuréw
z cukrzyca traktowanych MNA*. Wyniki przedstawiaja warto$ci §rednie = S.E.M. * oznacza p<0,05
pomiedzy grupa kontrolna szczuréw a cukrzycowa przyjmujaca lub nie MNA™.

IV124  Rozw6j dysfunkcji sSrodblonka w cukrzycy
V1241 Zmiany aktywnosci naczyniorozszerzajacej Srodblonkowego NO

W krazkach aorty pochodzacych od szczuréw z cukrzyca odpowiedzi na wzrastajace
stezenia acetylocholiny (Ryc.26A) jak i histaminy (Ryc. 26B) byty znacznie upoéledzone.
Odpowiedzi na acetylocholine 1 histamine bylty zalezne od $roédbtonkowego NO, gdyz byly
calkowicie znoszone przez L-NAME (300 = M) (Ryc. 26A i 26B). Natomiast odpowiedz nie-
zalezna od §rodblonka wywotana przez SNAP byta tylko nieznacznie uposledzona przez
cukrzyce (Ryc. 27).
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Ryc.26. Odwrécenie uposledzenia odpowiedzinaczyniorozszerzajacych zaleznych od sSrédbtonkowego NO
wywolanych przez acetylocholine (26 A) i histamine (26 B) w aorcie u szczuréw z cukrzyca,
ktérym podawano MNA* przez 7 tygodni (100 mg/kg). Wyniki przedstawiaja wartosci érednie +
S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolna szczuréw i1 grupa cukrzycowa, # oznacza p<0,05
pomiedzy grupa szczurdéw cukrzycowych i szczuréw cukrzycowych traktowanych MNA™.
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V1242  Wplyw MNA*na aktywno$é naczyniorozszerzajaca Srodblonkowego NO

Podawanie MNA* szczurom z cukrzyca przez okres 7 tygodni skutkowalo odwroce-
niem uposledzenia odpowiedzi naczyniorozszerzajace] zaleznej od srédbtonkowego NO
wywolanej przezacetylocholine (Ryc. 26A) lub histamine (Ryc. 26 B). Odpowiedzina acety-
locholine 1 histamine byty zalezne od srodblonkowego NO, gdyz byty catkowicie znoszone
przez podanie L'NAME (300 M) (Ryc. 26A i 26B). Nie zaobserwowano znaczacego wply-
wu MNA*na wielkos¢ odpowiedzi wywolanej przez SNAP, ktora jest niezalezna od érodbton-
kowego NO (Ryc. 27).
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Ryc.27.Brak znaczacego wplywu terapii MNA*narozkurcz aorty wywolany przez SNAP. Wyniki przedsta-
wiaja wartosci Srednie + S.E.M. Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie + S.E.M. * oznacza p<0,05
pomiedzy grupa kontrolna szczuréw 1 grupa cukrzycowa, # oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczuréw
cukrzycowych 1 szczuréw cukrzycowych traktowanych MNA*.

VI. 1.2.4.3. Wplyw MNA* na aktywno$¢ Srédblonkowej PGI ,

V12431  Podstawowy poziom PGI,w krqzkach aorty stymulowanych naciqgiem

Produkcja PG, przez aorte szczuréw z cukrzyca (naczynia stymulowane przez na-
ciag) byta znacznie uposledzona (588,16+ 71,81 vs 1602,91+272,23 pg/ml/mg suchej masy
ciala; Ryc. 28A). Nie zaobserwowano korzystnego wptywu MNA* na upoéledzenie podsta-
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wowej produkeji PGI, w krazkach aorty pochodzacych od szczuréw z cukrzyca, (588,16+
71,81vs 464,52+117,21 pg/ml/mg suchej masy ciala).

V12432 Podstawowy poziom PGI,w krazkach aorty niestymulowanych naciqggiem

Podstawowy poziom stabilnego metabolitu PGI, (6-keto-PGF.), uwalnianego z kraz-
kow aorty niestymulowanych naciagiem u szczuréw cukrzycowych 1 kontrolnych utrzymy-
wala sie na tym samym poziomie (Ryc. 28B).
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Ryc. 28. Brak wptywu terapii MNA*na spadek podstawowe] produkeji PGI, (6 keto-PGF ),,w krazkach
aorty w cukrzycy. Ryc. 28A przedstawia wyniki dla krazkow aorty stymulowanych naciggiem a

Ryc. 28B dla krazkow aorty niestymulowanych naciagiem. Wyniki przedstawiaja wartosci Srednie +
S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa kontrolng, szczuréw 1 grupa cukrzycowa,
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V12433  Poziom PGI, w osoczu

Poziom PGI, w osoczu w grupie cukrzycowe]j byl wyzszy niz z w grupie kontrolnej
(344,89+72,15 vs 158,84+21,98 pg/ml). U szczuréw, ktérym podawano MNA* poziom PGI,
(217,75+30,29 pg/ml) byl nizszy niz w grupie cukrzycowej, ale ta réznica nie osiagneta

znamiennoéci statystycznej (Ryc. 29).
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Ryc. 29. Wplyw terapii MNA* na kompensacyjny wzrost podstawowego metabolitu PGI, (G-keto-PGFl),
w osoczu szczurow z cukrzyca. Wyniki przedstawiaja Srednie = S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy

grupa kontrolng szczuréw a grupa cukrzycowa.

IV125. Wplyw indometacyny podanej in vitro na wielko$é odpowiedzi na-
czyniorozszerzajacej wywolanej przez acetylocholine i histamine w aorcie
u szczuréw z cukrzyca traktowanych lub nie MNA *

W obecnoéci nieselektywnego inhibitora COX — indometacyny (dodanego do buforu,
ktéry omywal krazki aorty) réznica w wielkosci odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywola-
nej przez acetylocholine (Ryc. 30A) i histamine (Ryc. 30B) u szczuréw z cukrzyca ktérym
podawano lub nie MNA*, zostala zachowana podobnie jak w doswiadczeniach bez uzycia

indometacyny.
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Ryc. 30. Poprawa odpowiedzi naczyniorozszerzajacych zaleznych od srédblonkowego NO wywolanych przez
acetylocholing Ryc. 30 A i histamine Ryc. 30 B w aorcie u szczurow z cukrzyca traktowanych MNA*
w obecnos$ciindometacyny podane] in vitro. Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie = S.E.M. * ozna-
cza p<0,05 pomiedzy grupa szczurdéw z cukrzyca i grupa cukrzycowa traktowana MNA".
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Dla sprawdzenia skutecznosci zahamowania COX przez indometacyne dodawana do
buforu omywajacego krazki aorty, zmierzono stezenie 6-keto-PGF . w efluencie. Stwierdzo-
nozmniejszony poziom 6-keto-PGF . wobecnoéciindometacyny zaréwnow krazkach aorty
od szczuréw z cukrzyca nie przyjmujacych (od 325,56+98,73 do 50,05+7,70 pg/ml/mg su-
chej masy aorty) jak i przyjmujacych MNA*(od 291,36+44,71 do 26,88+14,57 pg/ml/mg
suchej masy aorty; Ryc. 31).
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Ryc.31.Zahamowanie wytwarzania PG, (6-keto-PGF ) przezindometacyne (podana invitro) wkrazkach
aorty (stymulowanych naciagiem) u szczuréw z cukrzyca traktowanych lub nie traktowanych MNA*.

Wyniki przedstawiaja wartosci srednie + S.E.M.

IV. 2. BADANIE SRODBLONKOWEGO DZIALANIA MNA*W MODELACH
DYSFUNKC]JI SRODBEONKA IN VITRO

IV.2.1. DZIALANIE MNA*W MODELU DYSFUNKCJI SRODBEONKA W AORCIE
IN VITRO (PYROGALLOL)

IV211.  Wolnorodnikowe uszkodzenie sroblonka naczyh w aorcie szczura in

vitro przez pyrogallol

Naczyniorozszerzajace dziatanie acetylocholinyinitroprusydku sodu NaNP bylo
badane w krazkach aorty traktowanych pyrogallolem (30, 50 i 100 =M). Najwiekszy
stopien uszkodzenia $rodbtonka, w odpowiedziach naczyn na wzrastajace stezenia acetylo-
choliny, uzyskano przy stezeniu 30 =M pyrogallolu (Ryc. 32). Wyzsze stezenia nie powodo-
waly wiekszego uposledzenia naczyniorozszerzajacego dziatania acetylocholiny.
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Ryc. 32. Uposledzenie odpowiedzi naczyniorozszerzajacych zaleznych od srodblonka wywolanych przez
acetylocholing w aorcie szczura traktowanej przez pyrogallol. Wyniki przedstawiaja wartosci $rednie
+ S.E.M. * oznacza p<0,05 ** oznacza p<0,001 pomiedzy grupa szczuréw kontrolnych a grupami

traktowanymi przez rézne stezenia pyrogallolu.

IV212  Wplyw egzogennego MNA*nauszkodzenie srodblonka naczyh przez
pyrogallol

Inkubowanieizolowanych krazkéw aorty w obecnosci MNA* a nastepnie poddanych
dziataniu czynnika uszkadzajacego pyrogallolu w stezeniu 50 =M prowadzilo do niewielkie-
go stopnia poprawy naczyniorozszerzajacych odpowiedzi wywotanych przez acetylocholine
(Ryc. 33). MNA* nie wykazal protekcyjnego wplywu na uszkodzenie wywolane przez pyro-
gallol w stezeniu 301 100 =M (wyniki niezamieszczone).

Niezalezny od srodbtonkowego NO rozkurcz aorty w odpowiedzina NaNP nie roznit

sie w zaleznoéci od uzytego stezenia pyrogallolu (ryciny nie zamieszczono).
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Ryc. 33. Wplyw MNA* na wywotane przez pyrogallol (50 =M) upo$ledzenie odpowiedzi naczyniorozszerza-
jacych zaleznych od §rodblonka wywotanych przez acetylocholine w aorcie szczura. Wyniki przedsta-
wiaja warto§ci Srednie + S.E.M. * oznacza p<0,05 pomiedzy grupa szczuréw kontrolnych a grupa

traktowana pyrogallolem w stezeniu 50 =M.

IV.2.2. DZIALANIE MNA*W MODELU USZKODZENIA SRODBLONKA PRZEZ
NADTLENEK WODORU W LINII KOMOREK SRODBLONKA EA. hy926

IV. 2.2.1.Uszkodzenie linii komérek srodbtonka EA. hy926 przez nadtlenek

wodoru

Wyboru dawki uszkadzajacej komorki linii EA. hy926 dokonano po wstepnej serii
do$wiadczen z uzyciem roéznych stezen nadtlenku wodoru. Uszkodzenie 3 mM nadtlen-
kiem wodoru powodowato podobny stopien uszkodzenia, jaki mozna bylo uzyskac stosujac
1% TRITON - X-100.
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IV.2.2.2. Wplyw egzogennego MNA* na uszkodzenie komorek sr6dbtonka
wywolane przez nadtlenek wodoru
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Ryc. 34. Niewielki wptyw MNA*na uszkodzenie komérek srédbtonka (EA. hy926) pod wplywem HQ
(3mM). Uszkodzenie analizowanona podstawie aktywnoéé uwolnionego donadsaczu enzymu LDH.

Wynikiprzedstawiaja wartosci Srednie+S.E.M. Dla porownania przedstawiono wynikidla nikoty-
namidu (NA).

Oznaczajac aktywnos¢ enzymu LDH nie zaobserwowano znaczacego wpltywu MNA*
inikotynamidu (Ryc. 34) na stopien uszkodzenia komérek srédblonka pod wptywem H,0,
(3mM). MNA*wykazywat tylko niewielkie dzialania ochronne. Stabe dzialanie MNA*w tym
modelu cho¢ statystycznie znamienne nie byto zalezne od stezenia MNA®,
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W tej rozprawie doktorskiej wykazano, ze dieta bogata we fruktoze (60%) podawana
szczurom przezokres 4lub 8 tygodni wywotywata wzrost poziomu tréjglicerydow w osoczu
(z 1,55+0,12 do odpowiednio 3,32+0,28 1 4,25+0,27 mmol/L) bez znaczacych zmian innych
parametrow profilu lipidowego 1 prowadzita do uposledzenia odpowiedzi naczyniorozsze-
rzajacej zaleznej od érédblonkowego NO w izolowanej aorcie ex vivo (dysfunkcja $rédbton-
ka). Podobnego stopnia dysfunkcja érédblonka rozwijala sie u szczuréw nastrzyknietych
streptozytocyna, (75 mg/kg masy ciala), u ktérych rozwéj cukrzycy wyznaczaly m.in. wzrost
stezenia HbA1C (z 4,93+0,24 % do 9,55+0,56 %) i fruktozaminy (z 1,14+0,06 do 2,53+0,10
mmol DTF/mg biatka). W cukrzycy, ale nie w hipertriglicerydemii uposledzeniu aktywnosci
biologicznej NO towarzyszylo upo§ledzenie wytwarzania PGI, przez ciane aorty (6-keto-
PGF,. w efluencie z krazkéw naczyniowych spadt z 1602,91+272,23 do 588,16+71,81 pg/
ml/mg suchej masy), 1 kompensacyjny wzrost ogélnoustrojowego wytwarzania PGI, (6-keto-
PGF,.) w osoczu (wzrést z 158,84+21,98 do 344,89+72,15pg/ml).

Podawanie egzogennego MNA* przez okres 4 tygodni w dawce 100 mg/kg, ale nie 10
mg/kg wywolywalo wzrost pozioméw endogennego MNA* (z 0,32+0,06 do 1,37+0,29 zmol/
L) i jego metabolitéw (2PYR: z 0,69+0,08 do 3,45+0,901 4 PYR: z 1,17+0,16 do 3,75+0,84
=mol/L). Taka dawka MNA* zostala wiec wybrana do dalszych badan.

W hipertriglicerydemii, MNA*(podawany z woda do picia przez okres 4 tygodni) ob-
nizal stezenie tréjglicerydéw w osoczu (z 4,25+0,27 do 2,18+0,14 mmol/L). W cukrzycy
natomiast MNA* (podawane przez okres 7 tygodni) w niewielkim stopniu poprawial para-
metrybiochemiczne cukrzycy: obnizal stezenie HbA1C (z9,55+0,56 do 8,80+1,22 %) ifruk-
tozaminy (z 2,53+0,10 do 2,13+0,17 mmol DTF/mg biatka) oraz podnosil stezenie peptydu
C(2139,59+62,48 do 446,45+275,11). Paradoksalnie stezenie tréjglicerydéw wosoczu byto
podwyzszone pod wplywem MNA* (z 1,29+0,08 do 1,79+0,15 mmol/L).

Podawanie MNA*w hipertriglicerydemii czy w cukrzycy przeciwdziatalo uposledze-
niu odpowiedzi naczyniorozszerzajace]j aorty zaleznej od Srodblonkowego NO wywolane)
przez acetylocholine czy histamine. Jednak terapia MNA' pozostawata bez wpltywu na spa-
dek podstawowej produkeji NO w hipertriglicerydemii mierzony przy uzyciu znacznika
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fluorescencyjnego DAF-FM (9,32+0,81, 4,99+0,45 i 5,15+0,49 odpowiednio dla kontroli,
hipertriglicerydemii i hipertriglicerydemii + MNA®).

Wplyw podawania MNA* na aktywnos¢ PGI, byl odmienny w cukrzycy 1 w hipertrigli-
cerydemii. W cukrzycy terapia MNA*nie odwracala uposledzenia wytwarzania PGI, przez
$ciane aorty (dla cukrzycy 588,16+71,811dla cukrzycy traktowanej MNA* 466,52+117,21
pg/ml/mg suchej masy), cho¢ znosita kompensacyjny wzrost stezenia 6-keto-PGF,. w 0so-
czu (z 344,89+72,15 dla cukrzycy do 217,75+30,29 pg/ml dla cukrzycy traktowanej MNA®).
W hipertriglicerydemii natomiast podawanie MNA*zdawato sie nasila¢ wytwarzanie PGJ
zaréwno w efluencie jak i osoczu (z 7296,13+1831,19 do 11830,44+2573,41 pg/ml/mg su-
chejmasyi1z179,17+54,42d0534,33+95,66 pg/ml dla hipertriglicerydemiivs hipertriglice-
rydemii + MNA").

W modelach uszkodzenia §rodbtonka in vitro, takich jak model uszkodzenia §rod-
btonka aorty przez pyrogallol albo model uszkodzenia komérek w hodowli komorkowe]
przez nadtlenek wodoru, MNA*wykazywal tylko niewielkie, niezalezne od stezenia dzia-

lanie ochronne.



VI. DYSKUSJA
DYSFUNKCJA SRODBEONKA A ROZWOJ ATHEROTROMBOSIS

Istnieje wiele dowodow na to, ze dysfunkcja srodbtonka odgrywa kluczowa role
w rozwoju atherothrombosis [21;98]. Dysfunkcja érédblonka wyprzedza rozwéj blaszki
miazdzycowej [123] 1 moze by¢ wskaznikiem rozwijajacych sie symptoméw klinicznych cho-
roby. Dobrze znany jest fakt, ze klasyczne czynniki ryzyka atherotrombosis takie jak: nadci-
$nienie, palenie tytoniu, cukrzyca, starzenie sie, otytos¢, réznego rodzaju dyslipidemie sg
zwiazane z dysfunkcja érodblonka. Ponadto stopien dysfunkeji srodbtonka koreluje z iloScia
czynnikéw ryzyka [22;23]. Dlatego tez dysfunkcja érédblonka moze byé postrzegana jako
barometr ryzyka wystapienia czynnikéw sercowo-naczyniowych [121], co ma znaczenie dia-
gnostyczne, prognostyczne i terapeutyczne w atherothrombosis [27;:28]. Dysfunkcja érod-
blonka w klinicznych warunkach jest gtéwnie postrzegana i diagnozowana na podstawie
uposledzenia rozkurczu naczyn zaleznego od Srodblonkowego NO. Dysfunkcja $rodblonka
jest jednak réwniez wyznaczona przez szereg innych biochemicznych czynnikow wlaczajac
w to uposledzenie produkcji prostacykliny (PGL) i érédblonkowego czynnika hiperpolary-
zujacego (EDRF), wzrost produkeji 02, jak réwniez pro-zapalna, i pro-zakrzepowa aktywacje
srédblonka [21;28;51]. Spoéréd wielu czynnikéw ryzyka rozwoju dysfunkeji érédblonka
1 atherothrombosis dwa sposrod nich, hipertriglicerydemia oraz cukrzyca maja szczegolne
znaczenie 1 modele zwierzece tych patologii ukladu krazenia zostaly wybrane przeze mnie
aby zbadac érédbtonkowe wlasciwosci MNA*.

Rola tréjglicerydow w rozwoju miazdzycy byta przez dlugi czas negowana, panowat,
bowiem poglad, ze podniesiony poziom trojglicerydow nie stanowi czynnika ryzyka tej cho-
roby [55]. Ten poglad zmienit sie jednak przez szereg waznych klinicznych badan [1]. Dzi-
siaj podwyzszony poziom trojglicerydow jest uwazany jako wazny czynnik miazdzycy
[3;4:33;43;44], a dowodéw na poparcie tej tezy jest coraz wiecej. Istotnie, przedtuzajaca sie
hipertriglicerydemia wywoluje typowe cechy dysfunkeji érédblonka [62;70]. Ponadto hiper-
triglicerydemia popositkowa moze takze wywolywacé ostabienie funkcji érodblonka, ktére
przyczynia sie do rozwoju atherothrombosis [5;6;80].
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ZWIERZECY MODEL DYSFUNKCJI SRODBEONKA -
MODEL HIPERTRIGLICERYDEMII

Hipertriglicerydemie u szczuréw mozna stosunkowolatwo wywolac dieta bogata we
fruktoze. W takim modelu uposledzona jest czynno$é srédbtonka mierzona jako zdolno$é
naczyn do rozkurczu zaleznego od érédblonkowego NO [62]. Dieta bogata we fruktoze pro-
wadzi réwniez do insulinoopornoéci, hiperinsulinemii i niewielkiego nadciénienia [66]
wywolujac w ten sposob zestaw objawow podobnych do zespolu metabolicznego u ludzi
[19;24;32]. Uludzi kazda z tych nieprawidlowosci zwiazana jest z dysfunkeja srédblonka.
W moich badaniach hipertriglicerydemia u szczuréw rowniez wywolywala rozwdj dysfunkeji
srodblonka. W przeprowadzonych badaniach nie monitorowatam ci$nienia krwi, natomiast
badatam insulinooporno$é (pomiar peptydu C) [62;108]. Opisywany w tym modelu wzrost
ciénienia krwijest niewielki [75] a poziom peptydu C nie byt podniesiony, tak wiec wydaje
sie ze przyczyna dysfunkcji $rodbtonka u szczuréw karmionych dieta bogata we fruktoze
jesthipertriglicerydemia, anienadciénienie [75] czy insulinoopornosé [70]. Istotniesteze-
nie trojglicerydéw bylo znacznie podwyzszone u szczuréw karmionych dieta bogata we fruk-
toze juz po czterech tygodniach zywienia 1 wykazywalo dalszy wzrost po kolejnych czterech
tygodniach stosowania tej diety.

Dysfunkcje srodblonka w aorcie ocenialam z jednej strony na podstawie pomiaru
aktywnoéci podstawowej produkeji NO (znacznik fluorescencyjny DAF-FM), a z drugiej na
podstawie wielkosci zaleznego od srodbtonkowego NO rozkurczu wywotanego przez acety-
locholine 1 histamine. Pomiary wykonywane byly w krazkach aorty piersiowej ex vivo.
O udziale NO w rozkurczu aorty wywolanym przez acetylocholine czy histamine §wiadczyto
catkowite zahamowanie tych odpowiedzi przez L-NAME, klasyczny inhibitor syntazy NO.
Zarowno podstawowa produkeja NO, jak 1 stymulowana produkcja NO przez acetylocholine
czy histamine byly uposledzone w aorcie pochodzacej od szczuréw karmionych dieta bo-

gata we fruktoze.

Warto dodac, ze dysfunkcja srodbtonka i uposledzenie aktywnosci biologicznej NO,
moze byé zwiazane z kompensacyjnym wzrostem wytwarzania EDHF (endothelium-derived
hyperpolarising factor). Istotnie, NO hamuje tworzenie EDHF [88] i ostabienie aktywnosci
NO moze prowadzi¢ do zwiekszonej aktywnosci EDHF [58]. W moich badaniach nie wykry-
tam jednak istotnego udziatu EDHF w odpowiedzi na acetylocholing czy histamine. Zarow-

no w warunkach kontrolnych jak 1 w hipertriglicerydemii odpowiedzi te byly hamowane
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niemal catkowicie przez L-NAME. By¢ moze rola EDHF w dysfunkcji érédblonka zalezy od
typu naczyn krwionoénych [10;65] i zalezy od patologii, ktéra wywoluje dysfunkcje éréd-
blonka [31].

W wielumodelach doswiadczalnych ostabienie odpowiedzi zaleznych od srodblonko-
wegoNO bylo zwigzane z ostabieniem wytwarzania PGI,pochodzace;j z cyklooksygena-
zy COX-1([37:51], lubzkompensacyjnym wzrostem wytwarzania PG, przez COX-2 [36].
W moich badaniach, produkcja PGI, nie byla modyfikowana przez hipertriglicerydemie.
By¢ moze wplyw na aktywnoé¢ PGI, w aorcie pojawia sie tylko po dtuzszym okresie trwania
hipertriglicerydemii [100].

Interesujaca obserwacja bylo to, ze uposledzenie aktywnosci biologicznej NO byto
widoczne zaréwno u szczurow glodzonych 1 nieglodzonych, podczas gdy tylko u szczuréw
nieglodzonych przed pobraniem krwi stezenie tréjglicerydéw bylo podwyzszone. Co wie-
cej, uposledzenierozkurczuaorty bytonawet bardziej widoczne w grupie glodzonych szczu-
réw. Glodzenie szczuréw wplywato nie tylko na odpowiedzi zalezne od NO, ale réwniez na
wytwarzanie prostacykliny (PGL). Istotnie, glodzenie szczuréw wywolalo wzrost wytwarza-
nia PGI,, ktéry byl niewielki u szczuréw kontrolnych, natomiast znaczacy u szczuréw kar-
mionych dieta bogata we fruktoze. Powyzsze wyniki wskazuja, z jednej strony na interesuja-
ce zaleznosci pomiedzy dlugoscia okresu glodzenia szczuréw a czynnoscia $rodblonkowego
NO i PGI,, a z drugiej strony, na konieczno$¢ rygorystycznej kontroli okresu glodzenia
szczurow przed pobraniem aorty, aby wiarygodnie oceni¢ czynnoscé srodbtonka w warun-
kach exvivo. W zwiazku z tymiobserwacjami, w dalszych badaniach dotyczacych badania
wplywu MNA* na dysfunkcje érédbtonka, zdecydowano sie je przeprowadzié¢ u szczurow
niegtodzonych 1 tylko w kilku przypadkach dla poréwnania przedstawiono wyniki dla szczu-
réow glodzonych.

W mojej pracy stwierdzitam, ze hipertriglicerydemia u szczuréw prowadzi do uposle-
dzenia aktywnosci biologicznej NO bez zmian aktywnoéci PGI, 1 bez kompensacyjnego wzro-
stu aktywnosci EDHF. Nie badatam jednak mechanizmu odpowiedzialnego za ostabienie
zaleznej od NO czynno$ci naczyn. Wydaje sie, ze moze on by¢ zwigzany ze zwiekszonym
wytwarzaniem O? [59;119;120], z rozprzegnieciem dimeru NOS [5;70;108] niedoborem
tetrahydrobiopteryny (BH,) gtéwnego kofaktora NO syntazy (NOS) [108;109] i zmniejszona
aktywnoécia érédblonkowej NOS [64;83]. Sugerowano réwniez udzial podniesionego steze-
nia endoteliny-1 w rozwoju dysfunkeji érédblonka w tym modelu [65;120]. Wyjaénienie
mechanizméw prowadzacych do uposledzenia aktywnosci biologicznej) NO w modelu zwie-
rzece] hipertriglicerydemii wymaga wiec dalszych badan.
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ZWIERZECY MODEL DYSFUNKCJI SRODBEONKA -
MODEL CUKRZYCY

Od dawna cukrzyca byta postrzegana jako wazny czynnik ryzyka zawatu serca czy
innych powiktan atherothrombosisijestjednazczestszych przyczynrozwijajacej sie dys-
funkeji érédblonka u ludzi. Istotnie, zaréwno cukrzyca insulino-zalezna (IDDM) jak i insu-
lino-niezalezna (NIDDM) zwiazane sa z upo$ledzeniem zaleznego od NO rozkurczu na-
czynh [86].

Szczurzy model cukrzycy indukowanej przez streptozytocyne (STZ) jest znanyjuzod
lat 60-tych zeszlego wieku 1 do dzi$ jest szeroko stosowany w badaniach doswiadczalnych
[78;92;104]. STZ bedaca szerokiego spektrum antybiotykiem, indukuje cukrzyce u zwie-
rzat przez szybka degranulacje komérek $ wysp trzustkowych z nagromadzeniem sie zre-
dukowanego NAD (dinukleotyd nikotynamido adeninowy) [11]. Szczegélowy mechanizm
tego selektywnego dziatania destrukeyjnego na komérki $ wysp trzustkowych przez STZ
nie jest dokladnie poznany [101]. STZ w dawce 50-65 mg/kg prowadzi do hiperglikemii
(20-30 mmol/L) natomiast wyzsze dawki (75 mg/kg) prowadza, do spontanicznej ketozy
i$mierci w przeciagu kilku dni [122]. Cukrzyca wywolana przez STZ jest drugim najcze-
scie) stosowanym modelem doswiadczalnym ludzkiej choroby, po spontanicznym nadci-
énieniu u szczuréw SHR. Istnieja takze inne doéwiadczalne modele cukrzycy [20;84;93].
Jednak model cukrzycy wywotanej przez STZ pomimo swoich ograniczen jest weiaz naj-
czescie] stosowany.

W wielu pracach opisywano dysfunkcje érodbtonka w cukrzycy, ktérej towarzysza,
prawidlowe [86], lub upoéledzone odpowiedzi naczyniorozszerzajace na donory- NO [91].
Fenotyp dysfunkeji $rodbtonka w cukrzycy zwiazany jest ze zwiekszonym stresem oksy-
dacyjnym i wzrostem produkeji wolnych rodnikéw tlenowych (ROS). Istotnie zaréwno
hiperglikemia jak i hiperinsulinemia aktywuja produkecje O*jak i OH: [79:;95;96]. Propo-
nowano, ze dodatkowym zrodtem wolnych rodnikow moga by¢ takze produkty katalizy
cyklooksygenazy [79;117]. Wysoki poziom osoczowej glukozy prowadzi do kowalencyjnej,
nieenzymatycznej modyfikacji biatek. Te zmodyfikowane biatka, koncowe produkeji glika-
cji (AGEs), sa magazynowane w tkankach i co najistotniejsze, sa produktami toksycznymi
dla komorek srodbtonka. AGE wywoluja bowiem odpowiedz zapalna $rodbtonka 1 zwiek-
szony stres oksydacyjny poprzez aktywacje specyficznych receptoréw RAGE [15;79;107].
Istotnie, zablokowanie receptoréw RAGE odwraca dysfunkcje érédblonka w cukrzycy
[42;110].
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Liczne badania w modelu cukrzycy wywotanej przez STZ potwierdzaja udzial ROS
w rozwoju dysfunkeji érédblonka w tym modelu [127]. Dla przykladu wykazano, ze podnie-
siona produkcja 02 przez NAD(P)H oksydaze prowadzi do rozprzezenia $rédblonkowej syn-
tazy NO1zmniejszenia aktywnosci biologicznej NO. Zreszta podobny mechanizm rozwoju
dysfunkeji érodbtonka opisano nie tylko w modelu cukrzycy indukowanej streptozotocyna,
[57;73] ale takze w modelu zwierzecym genetycznie uwarunkowanej cukrzycy typu Il [17]
jak réwniez u pacjentéw z II typem cukrzycy [45;46;52].

W moich badaniach potwierdzitam rozwoj dysfunkeji srodbtonka i uposledzenie zalez-
nej od NO odpowiedzi w aorcie w modelu cukrzycy wywotanej przez STZ. Podobnie jak
w modelu hipertriglicerydemii 1 w tym przypadku nie badatam mechanizméw biochemicz-
nych lezacych u podstaw rozwoju dysfunkeji Srodblonka. Badatam jednak zmiany w aktyw-
nosci PGI, 1 EDHF, ktére moga towarzyszy¢ uposledzeniu aktywnosci biologicznej NO.
Stwierdzitam podobnie jak inni autorzy spadek wytwarzania PGI, w aorcie szezuréw [71;72].
Jednak w moich doswiadczeniach widoczny on byl jedynie w naciagnietych krazkach aorty.
Ten metodyczny szczegdt wydaje sie by¢ bardzo istotny. Powinien wiec by¢ brany pod uwa-
ge w tego typu badaniach dla czulszej detekeji zaburzen wytwarzania PGI, przez Sciane
aorty w patologii uktadu krazenia.

Podobnie jak w modelu hipertriglicerydemii, rozkurcz aorty wywolany przez acetylo-
choline czy histamine byt zaréwno u szczuréw kontrolnych jak 1 u szczuréow z cukrzyca
catkowicie zalezny od NO. Zmiany wytwarzania PGI,, nie mialy wiec udziatu w uposledze-
niu odpowiedzi na acetylocholine czy histamine [79]. Nie mial réwniez w tym udzialu
EDHF. Jednak w osoczu poziom 6-keto-PGF,.byl znacznie podwyzszony, co moze §wiad-
czy¢ o kompensacyjnym wzro$cie ustrojowego wytwarzania PGI,. Niebadatam ani zrédta
tkankowego, ani zZrédla enzymatycznego (COX-1 czy COX-2) podwyzszone] ustrojowe] pro-
dukcji PGI, uszczuréw z cukrzyca,. Pozostaja wiec one nieznane. Nasuwa sie przypuszcze-
nie, ze zwiekszone wytwarzanie PGI, pochodzi z ptuc [49] 1 COX-2 [50]. Jednak ta kwestia
pozostaje do wyjasnienia w dalszych badaniach.

Podsumowujac, w mojej pracy stwierdzitam ze, cukrzyca u szczurdéw, podobnie jak
hipertriglicerydemia, prowadzi do uposledzenia aktywnosci biologicznej NO, ktoremu nie
towarzyszy kompensacyjny wzrost aktywnosci EDHF. W cukrzycy jednak, w przeciwien-
stwie do hipertriglicerydemii, dysfunkcja srodblonka obejmuje rowniez uposledzenie wy-
twarzania PGI, przez $ciane naczynia i kompensacyjny wzrost ustrojowej produkeji PGI,
widoczny jako wzrost stezenia 6-keto-PGF,.w osoczu.
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DZIALANIE MNA*W SZCZURZYM MODELU
HIPERTRIGLICERYDEMII I CUKRZYCY

Glownym celem tej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie wptywu MNA* na rozwdj dys-
funkcji srodblonka w modelach zwierzecych hipertriglicerydemiiicukrzycy. W obydwoch
modelach MNA* stosowany byt w dawce 100 mg/kg a nie 10 mg/kg, bowiem tylko w tej
dawce powodowal widoczny wzrost endogennego MNA* oraz jego metabolitéw (2-PYR14-
PYR) w osoczu.

Barlow i wsp. [9] opisywali zmniejszenie pozioméw 2-PYR i 4-PYR i niewielkie zmiany
poziomu samego MNA*w osoczu u szczurow z cukrzyca. W moich badaniach u szczurow
z cukrzyca obserwowalam niewielki wzrost stezenia MNA* w osoczu, a jedynie poziom
4-PYR byl zmniejszony. Nie znana jest przyczyna tych réznici wymaga wyjasnienia.

Jedna z ciekawszych obserwacji tej rozprawy doktorskiej bylo stwierdzenie dzialania
MNA*obnizajacego trojglicerydy u szczuréw z hipertriglicerydemia, bez wiekszego wply-
wu na pozostale parametry lipidowe. Pilotowe badania kliniczne przeprowadzane przez
doktora Janusza Kawinskiego z Kliniki Kardiologii Zaktadu Kardiologii 1 Kardiochirurgii
Akademii Medycznej w Lodzi, w grupie kilkunastu pacjentow z dyslipidemia w okresie oko-
tozawatowym rowniez wykazaly, ze leczenie MNA* prowadzi do normalizacji parametrow
lipidowych. Po 14 dniach terapii MNA*, trzy razy dziennie po positku, w dawce 30 mg,
obserwowano prawie dwukrotny spadek stezenia tréjglicerydéw (z 409,50+138,90 do
216,31+42,84 mg/dl). Zaobserwowano takze niewielki spadek poziomu cholesterolu catko-
witego (z 248,63+35,15 do 212,56+47,15 mg/dl) (Kawinski i wsp. 2006, wyniki nie opubli-
kowane). Tak wiec moje wyniki badan zdaja sie potwierdzaé dziatanie MNA* na profil lipido-
wy w chorobach zwiazanych z zaburzeniami lipidowymaiisercowo-naczyniowymi. W tym
kontekscie zadziwiajacy jest fakt, ze w modelu cukrzycy terapia taka sama dawka MNA*, nie
tylko nie wykazywala dziatania obnizajacego stezenie trojglicerydow, ale nawet, prowadzita
do nieznacznego ich podwyzszenia przy niewielkim korzystnym wplywie MNA"na poziom
glukozy, HbA1C czy fruktozoaminy. Nieznany jest mechanizm dzialania hipolipemizujace-
go MNA*. Jednak jezeli jest on zwiazany ze stymulacja Srodbtonkowej lipazy lipoproteino-
wej, to wyjasnieniem braku dzialania MNA* na poziom tréjglicerydow w cukrzycy mogtby
byé znany fakt uposledzonej czynnosci lipazy lipoproteinowej w cukrzycy [63;115;116].
Wyjasénienie tego zagadnienie wymaga dalszych badan. Na podstawie wynikow badan przed-
stawionych w tej rozprawie doktorskiej moge tylko stwierdzi¢, ze mechanizm dzialania
hipolipemizujacego MNA*, w przeciwienstwie do jego dzialania przeciwzakrzepowego [26],
wydaje sieby¢ niezalezny od COXiPGI,bowiemindometacyna nie znosita tego dzialania.
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Opisujac dziatanie hipolipemizujace MNA* mozna zauwazy¢ pewne analogie z wlasciwoscia-
mi kwasu nikotynowego. Ta paralela ma jednak swoje ograniczenia, bowiem u szczuréw
HDL, a nie LDL jest gléwnym nosnikiem cholesterolu. Chociaz wiec moje badania wykazaty
wzrost poziomu HDL u szczurow przyjmujacych MNA*, tojednak ograniczone jest znacze-
nie tej obserwacji.

Intrygujace jest przypuszczenie, ze MNA*jest w stanie oddzialywac na profil lipidowy
przezte samereceptory cokwasnikotynowy. Tak wiec dzialanie MNA*na poziom trojglice-
rydéw (@ HDL) moze okazaé sie istotne klinicznie zwlaszcza w kontekécie dzisiejszego za-
stosowania kwasu nikotynowego. Obecnie prowadzone sa badania zarowno w modelach
doswiadczalnych jak 1 u ludzi nad skutecznoscia, MNA*w ostabianiu popositkowe) hipertri-
glicerydemii. By¢ moze wyjasnia one mechanizm dziatlania MNA* na poziom tréjglicery-
dow. Badania wptywu MNA* na HDL musza by¢ przeprowadzone u ludzi.

W mojej pracy gtéwnie skupitam sie na badaniu zdolnosci MNA* do odwracania dys-
funkeji srédblonka w modelach zwierzecych hipertrglicerdemii i cukrzycy. Wykazatam, ze
w obydwu tych modelach terapia MNA* zapobiega rozwojowi dysfunkeji srodblonka, a ozna-
cza to, ze terapia MNA* prowadzi do zachowania aktywnosci biologicznej NO, pomimo ist-
nienia groznych dla srodbtonka patologii takich jak hypertriglicerydemia czy cukrzyca. Mozna
by sadzi¢, ze w modelu hipertriglicerydemii, obserwowana przeze mnie ochrona czynnosci
srodblonka wynika z dziatania MNA* obnizajacego poziom tréjglicerydéw. Jednak, efekt
MNA*na czynnos¢ srodbtonka widoczny byt zaréwno wtedy gdy poziom tréjglicerydow byt
podwyzszony (szczury nieglodzone) jak i wtedy gdy poziom tréjglicerydéw byt prawidtowy
(szczury glodzone). Wydaje sie wiec, ze dzialanie hipolipemizujace i dzialanie érédbtonko-
we MNA*sa od siebie niezalezne. Tym bardziej, ze w cukrzycy terapia MNA* pozostawata
bez wplywu na poziom trojglicerydow, a odwracata dysfunkcje érodbtonka réwnie sku-
tecznie jak w modelu hipertriglicerydemaii.

Rodzi sie pytanie, czy érodblonkowe dziatanie MNA*1 odwracanie dysfunkeji §rod-
btonka przez MNA*w modelach zwierzecych hipertriglicerydemii 1 cukrzycy jest powiaza-
nezezdolno$cig MNA* douwalniania PGI, [26]. Za udziatem PGI, moze przemawiaé fakt,
ze w modelu hipertriglicerydemii terapia MNA* prowadzita do zwiekszonego uwalniania
PGI, przez $ciane aorty jak réwniez do zwiekszonego poziomu 6-keto PGF,. w osoczu.
Jednak nie udalo sie wykaza¢, ze MNA*bezposrednio stymuluje wytwarzanie PGI, w do-
$wiadczeniach invitro. W obecno$ciindometacyny podanej bezposrednio na krazkiaorty,
ktéra znacznie hamowala wytwarzanie PGI, przez krazki aorty ex vivo, widoczna byla
réwniez wyrazna roznica w czynnosci srodbtonkowego NO, pomiedzy szczurami trakto-

wanymi in vivo MNA*1 tymi, ktére MNA*nie dostawaly. Tak wiec, jezeli nawet PGI, jest
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odpowiedzialna za poprawe czynnos$ci Srodbtonkowego NO w tych dwoch modelach zwie-
rzecych dysfunkcji §rédbtonka, to jest to trwata modyfikacja érodbtonka, ktorej nie da sie
zniwelowac kilkugodzinna obecnoécia indometacyny in vitro. Zalezno§é srédbtonkowego
dziatania MNA* od PGI, powinno sie wiec wykry¢ przez kilkudniowe podawanie indometa-
cyny in vivo. Przeprowadzono takie do§wiadczenia, ktore jednak nie przyniosty jednoznacz-
nej odpowiedzi, bowiem w tych dos§wiadczeniach zahamowanie wytwarzania PGI, przez
ciane naczynia bylo niewielkie. Na ich podstawie nie mozna wiec ostatecznie rozstrzygnaé
czy mechanizm §rédblonkowego dziatania MNA*zalezy od PGl czy jest od PGI niezalezny.
Mozna jedynie stwierdzi¢, obserwujac krwawienia z przewodu pokarmowego Szczurow,
ktorym podawano indometacyne, ze zahamowanie COX, nie jest najlepszym podejéciem
doswiadczalnym do wyjasnienia tej kwestii. By¢ moze podawanie antagonisty receptora
IP [18], mogloby przynieéé lepsze wyniki.

Obraz komplikuje rowniez fakt, ze w modelu cukrzycy terapia MNA* nie wplywata na
uposledzenie wytwarzania PGI, w aorcie natomiast odwracala kompensacyjny wzrost sta-
bilnego metabolitu 6-keto-PGF . widoczny w osoczu. Spadek kompensacyjnego wzrostu PGI,
jakiwystapil wosoczu u szczuréw cukrzycowych leczonych MNA*jest bezsprzecznie wyra-
zem poprawy czynnosci srodbtonka. Jednak jego zwiazek z dziataniem MNA*uwalniajacym
PGI, nie jest oczywisty 1 pozostaje do wyja$nienia.

Podsumowujac, w tej rozprawie doktorskiej przedstawilam przekonywujace dowo-
dy na to, ze MNA*odwraca dysfunkcje srodbtonka 1 poprawia biologiczna aktywnosé NO
w modelach zwierzecych dysfunkcji Srédblonka. Jednak udzial PGI, w opisanym w tej roz-
prawie srodblonkowym dziataniu MNA* pozostaje do wyja$nienia.

DZIALANIE MNA*W MODELACH IN VITRO
USZKODZENIE SRODBEONKA PRZEZ ANION PONADTLENOWY
I NADTLENEK WODORU

Zastosowanie generatora wolnych rodnikéw O* pyrogallolu oraz nadtlenku wodoru
(H,0,) mialo na celu zbadanie wptywu MNA* na uszkodzenie powodowane przez reaktywne
formy tlenu. W obu modelach in vitro, ktére opisywane sa w literaturze [8; 29; 53; 74], nie
udato sie potwierdzi¢ protekcyjnego dziatania MNA* tak wyraznie widocznego w mode-
lach in vivo.

W modelu doswiadczalnym z uzyciem pyrogallolu, pomimo uzycia kilku stezen py-
rogallolu nie wykazano stezenio-zaleznego uposledzenia funkcji érodblonka. Najwieksze
stezenie uzytego pyrogallolu (100 :M) wcale nie spowodowalo najwiekszego stopnia
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uszkodzenia zdolnosci naczyn do rozkurczu zaleznego od srédbtonkowego NO. Te wyniki
odbiegaja wiec od doniesien innych autoréw, ktorzy wykazali dawko-zalezne uszkodzenie
komoérek érédblonka w aorcie szczurzej pod wplywem pyrogallolu [118].

W badaniach in vitro wykorzystano tez linie ludzkich komérek érédblonka [58] beda-
ca uniesmiertelniona hybryda epitelialnych komorek linii A549 1 komoérek otrzymanych
zzyly pepowinowej [58]. Postuzyta ona do zbadania zdolnoéci MNA*do ochrony érédblonka
przez uszkodzeniem in vitro wywotanym przez H,0,. W pierwszym modelu dziatanie MNA*
byto znikome, w drugim byto widoczne, jednak nie zalezne od stezenia MNA*. Istotnie, po
zastosowaniu czynnika uszkadzajacego, jakim byla 3 mM H,0, zaobserwowano zmniejsze-
nie uwalniania enzymu LDH obrazujacego uszkodzenie §rédbtonka, o okoto 20% zaréwno
dla MNA*w stezeniu 1 mM jak 1 10 mM.

Roznorodne efekty dziatlania MNA* w modelach in vivo1i in vitro nie pozwolily na
poznanie mechanizmu, przez ktory moze dzialac ten zwiazek. Pozostaje wiec do wyja-
$nienia czy w dziataniu §rédblonkowym MNA* maja udzial PGIL, receptory dla kwasu
nikotynowego, a moze rowniez oddzialywania ujemnie natadowanych glikozamin glikoka-
liksu érédblonkowego z dodatnio natadowanym MNA* [26].

Przedstawione w tej rozprawie wyniki opisuja nowe biologiczne wiasciwosci MNA,
ktory byt dotychczas uwazany za nieaktywny metabolit nikotynamidu. Tym samym, buduje
sie nowy rozdzial w farmakologii MNA*. Co nie mniej istotne, profil srodbtonkowego dziata-
nia MNA*opisany w tej rozprawie doktorskiej rysuje potencjalne mozliwosci zastosowania
tego zwiazku w leczeniu choréb uktadu krazenia zwiazanych z dysfunkcjg srodblonka cho-
rob naczyniowych. Jestem o tym przekonana pomimo tego, ze mechanizm dziatania MNA*
nie zostal wyjasniony. To przekonanie wyrasta z waznej dewizy farmakologii do§wiadczal-

nej: in vivo veritas.
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1 — U szczuréw, ktorym wywotano cukrzyce lub hipertriglicerydemie rozkurcz aor-
ty wywolany przez acetylocholine lub histamine, ktory jest zalezny od srodblonkowego
tlenku azotu (NO), jest upoéledzony (dysfunkcja érédblonka). W cukrzycy, ale nie w hi-
pertriglicerydemii dysfunkcja $rodbtonka obejmuje réwniez uposledzenie wytwarzania
PGI, przezéciane aorty i kompensacyjny wzrost wytwarzania PGIL,, widoczny jako wzrost
stezenia 6-keto-PGF . w osoczu.

2 — Zarowno w cukrzycy jak 1 w hipertriglicerydemii dtugotrwale podawanie MNA*
(100 mg/kg) p.o. podnosi poziom endogennego MNA*ijego metabolitéw w osoczu oraz

przeciwdziala rozwojowi dysfunkeji érodbtonka.

3 — W cukrzycy podawanie MNA*nie przeciwdziata upo$ledzeniu wytwarzania PGJ
przez $ciane aorty, cho¢ znosi kompensacyjny wzrost stezenia 6-keto-PGF . w osoczu.
W hipertriglicerydemii natomiast MNA* zdaje sie nasila¢ wytwarzanie PG] przez $ciane
aorty.

4 — W cukrzycy dziatanie srodblonkowe MNA*jest niezalezne od jego wptywu na
parametry biochemiczne cukrzycy. Podobnie w hipertriglicerydemii dziatanie §rédbton-

kowe MNA*jest niezalezne od jego wptywu na poziom trojglicerydow.

5 — W przeciwienstwie do badan in vivo, w badaniach in vitronie udalo si¢ ujawnié
srodblonkowego dziatania MNA*.



VIII. STRESZCZENIE

Prawidlowo funkcjonujacy srédbtonek jest wyznacznikiem zdrowia uktadu kraze-
nia, natomiast dysfunkecja érodblonka odgrywa kluczowa, role w patofizjologii wielu choréb.
Hipercholesterolemia, nadci$nienie, hipertriglicerydemia, cukrzyca, niewydolnos¢ kraze-
nia czy pierwotne nadci$nienie ptucne to tylko niektore choroby, w ktérych funkcja $rod-
btonka jest uposledzona. Farmakologia srodblonka powinna skutecznie przywracac pra-
widlowa czynnosc srodbtonka, aby za posrednictwem naczynioprotekcyjnych mechani-
zmow $rodbtonka naczyniowego chronic¢ uktad krazenia przed rozwojem jego patologii.

1-metylonikotynamid (MNAY), dotychczas byl uznawany za nieaktywny endogenny
metabolit nikotynamidu powstajacy w watrobie w reakcji katalizowanej przez N-metylotrans-
feraze nikotynamidu. Poniewaz, istnialy przestanki sugerujace, ze MNA* moze wplywac na
czynnos¢ srodbtonka, celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo scharakteryzowanie srod-
blonkowego dziatania MNA*w zwierzecych modelach doswiadezalnych nasladujacych pato-
logie uktadu krazenia cztowieka oraz w badaniach in vitro. Dla zbadania wtasciwosci MNA*
in vivo postuzytam sie dwoma modelami dysfunkeji §rédbtonka: modelem cukrzycy wywola-
nej przez streptozytocyne oraz modelem hipertriglicerydemii wywotanej przez diete bo-
gata we fruktoze. Rozw(j cukrzycy czy hipertriglicerydemii byl monitorowany przez szereg
parametréw biochemicznych (profil lipidowy, pomiar stezenia: peptydu C, glukozy, HbA1C,
frukozaminy), a czynnoéé érédblonka oceniana byta na podstawie aktywnosci naczynioroz-
szerzajacej tlenku azotu (NO) w izolowanych krazkach aorty, jak réwniez na podstawie
poziomu 6-keto-PGF . gtéwnego metabolitu prostacykliny (PGI,) w efluencie z krazkéw
aorty 1 w osoczu. Waznym elementem przedstawionych badan byl pomiar stezen endogen-
nego MNA*1jego metabolitow w zwierzecych modelach dysfunkcji srodblonka, ktéry po-
zwolil ustali¢ optymalna dawke egzogennego MNA', ktora zastosowano w przedstawionych
badaniach.

W badaniach in vitro postuzylam sie modelem uszkodzenia srodblonka wywotanego
przez pyrogallol w i1zolowanej aorcie szczura 1 modelem uszkodzenia $rodbtonka wywotane-
go przez nadtlenek wodoru w linii komorek srodbtonka EA. hy926. Uszkodzenie czynnosci
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srodblonka w pierwszym przypadku obserwowane bylo jako uposledzenie aktywnosci na-
czyniorozszerzajace] NO, w drugim jako uwolnienie LDH.

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazatam, ze zaréwno u szczuréw, ktérym
wywolano cukrzyce jakiutych z hipertriglicerydemia rozwijata sie dysfunkcja srodbton-
ka w aorcie ex vivo (upoéledzenie odpowiedzi naczyniorozszerzajace]j zaleznej od NO wywo-
lanej przez acetylocholine lub histamine). W cukrzycy, ale nie w hipertriglicerydemii
widoczne bylo rowniez uposledzenie wytwarzania PGI, przez Sciane aorty i kompensacyj-
ny wzrost wytwarzania PG, przez $ciane naczyniowa (wzrost stezenia 6-keto-PGF . w oso-
czu).

Zaréwno w cukrzycy jak i w hipertriglicerydemii dtugotrwate podawanie MNA* (100
mg/kg per. 0s.) podnosilo poziom endogennego MNA* i jego metabolitéw w osoczu oraz
przeciwdziatalo rozwojowi dysfunkcji érédblonka (upoéledzenie zaleznego od NO rozkur-
czu aorty wywolanego przez acetylocholine i histamine). Wplyw dlugotrwalego podawania
MNA*na aktywno$¢ PGI, byt odmienny w cukrzycy 1 w hipertriglicerydemii. W cukrzycy
terapia MNA" nie odwracata upo$ledzenia wytwarzania PGI, przez Sciane aorty, cho¢ znosi-
ta kompensacyjny wzrost stezenia 6-keto-PGF,. w osoczu. W hipertriglicerydemii natomiast
podawanie MNA*zdawalo sie nasila¢ wytwarzanie PGI, przez Sciane naczyn.

MNA*obnizal stezenia trdjglicerydéw w modelu hipertriglicerydemii jednakze efektu
tego nie zaobserwowano w modelu cukrzycy. W modelu cukrzycy MNA* wywieral natomiast
niewielki wplyw na parametry biochemiczne cukrzycy (obnizal stezenie glukozy, HbA1C,
fruktozaminy oraz powodowal wzrost stezenia peptydu C).

Zarowno w cukrzycy jak 1 w hipertriglicerydemii dziatanie srddblonkowe MNA*bylo
niezalezne od jego wplywu na parametry biochemiczne.

Whadaniach in vitroMNA*w niewielkim stopniu chronit przed uszkodzeniem §rod-
btonka w modelu uszkodzenia érodbtonka przez pyrogallol 1 w modelu uszkodzenia érod-
btonka przez nadtlenek wodoru.

Podsumowujac MNA* byt dotychczas uznawany za nieaktywny metabolit nikotyna-
midu. Przedstawione w tej rozprawie doktorskiej wyniki opisuja jego biologiczne dziala-
nie w zwierzecych modelach dysfunkeji §rodblonka. Choé nie wyja$niono mechanizmu
dzialania MNA', przedstawiony w tej pracy profil srédblonkowego dziatania tego zwiazku
1zdolno$¢ do przeciwdziatania uposledzeniu aktywnos$ci biologicznej NO budzi nadzieje
na mozliwoé¢ jego wykorzystania w farmakoterapii choréb ukltadu krazenia przebiegaja-
cych z dysfunkcja Srodbtonka.



IX. SUMMERY

Properendothelial functionisanindicatorofa healthy circulatory system, whereas
endothelial dysfunction plays a key role in pathophysiology of many diseases. Hypercholes-
terolemia, hypertension, hypertriglyceridemia, diabetes, heart failure and pulmonary hy-
pertension are only a few examples of diseases in which endothelial function is impaired.
Pharmacology of endothelium should effectively restore normal endothelial function so
that endothelial mechanisms of vascular protection are used to prevent cardiovascular sys-
tem from development of its pathology.

So far 1-methylnicotinamide (MNA*) has been considered to be an inactive endog-
enous metabolite of nicotinamide produced in liver in the reaction catalyzed by nicotina-
mide-N-methytrasferase. Since it has been implied that MNA* may have an effect on endot-
helial function the objective of this PhD study was to characterize MNA*endothelial func-
tionin animal models imitating cardiovascular system pathology in humans as well as in
vitrostudy. Toanalyze characteristics of MNA* in vivol used 2 animal models of endothe-
lial dysfunction: a streptozotocin-induced diabetes model and a model of hypertriglyceridemia
induced by high-fructose diet. Development of diabetes and hypertriglyceridemia was moni-
tored by a number of biochemical parameters (lipid profile, concentration levels of C-pep-
tide, glucose, HbA1C, fructosamine), and endothelial function was assessed on the basis of
nitric oxide (NO)-mediated vasodilation in isolated aortic rings and the level of 6-keto-PGF .
which is the main metabolite of prostacyclin (PGL) in efflux from aortic rings and in plasma.

Measuring of endogenous MNA*and its metabolites concentrationin animal endot-
helial dysfunction models constituted an important element of this research and allowed to
determine optimal dose of exogenous MNA* used in the presented study.

I used two models for in vitro study: a model of pyrogallol-induced endothelial impair-
mentinisolated aortaof aratand a model of endothelialimpairmentinduced by hydrogen
peroxideinthecellline EA.hy926.Inthefirst model endothelialimpairment wasobserved
only asthe endothelial impairment of NO-dependent vasodilation function, in the second
model as a LDH release.
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Inthe present study I demonstrated that both rats with induced diabetes and those
with hypertriglycerydemia developed endothelial dysfunction in aorta ex vivo (impaired
response of NO — dependent vasodilation induced by acetylcholine or histamine). Only in
diabetes but not in hypertriglycerydemia production of PGI, by aortic wall was significantly
impaired and compensatory increase in PGI, production by vascular wall was observed.
(increase of 6-keto-PGF,. concentration in plasma).

Both in diabetes and in hypertriglycerydemia prolonged MNA*administration
(100mg/kg per. 0s.)increased thelevel ofendogenous MNA*andits metabolitesinplasma.
It prevented also endothelial dysfunction development (the endothelium-dependent re-
laxation dysfunction of aorta induced by acetylcholine and histamine). The effect of pro-
longed MNA* administration on PGI, function varied in diabetes and hypertriglycerydemia.
In diabetes MNA*therapy did not reverse the PGI, production by aortic wall although it
prevented compensatory increase of 6-keto-PGF,. concentration in plasma. In hypertri-
glycerydemia, on the other hand, MNA* administration seemed to increase PGI,produc-
tion by vascular wall.

MNA* decreased the level of triglycerides concentration in hypertriglyceridemic model;
however, this effect was not observed in diabetes model. In diabetes mode]l MNA*had little
effect on biochemical parameters of diabetes (it decreased concentration of glucose, HbA1C,
fructosamine and caused the increase of C-peptide concentration).

Both in diabetes and in hypertriglycerydemia functioning of endothelial MNA* was
independent of its effect on biochemical parameters.

The research showed that in vitro MNA*had little effect on preventing endothelial
impairment in a model of pyrogallol-induced endothelial impairment and in a model of
endothelial impairment induced by hydrogen peroxide.

To conclude, MNA* has been considered so far to be an inactive metabolite of nicoti-
namide. The results presented in this PhD study describe its biological effect in animal
models of endothelial dysfunction. Although the mechanism of MNA* action has not been
explained, the profile of endothelial activity of this substance and the ability to prevent
biologicalimpairment of NO activity presented in this work mayraise hopethatitcould be
usedin pharmacotherapy of cardiovascular diseases involving endothelial dysfunction.
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