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1. Kwas nikotynowy i nikotynamid; dwie formy witaminy PP

Kwas nikotynowy (nicotinic acid, NicA, niacin, kwas 3- pirydylokaksylowy i
nikotynamid (nicotinamide, NA, amid kwasu 3- pirydylokarboksyg® sa dwiema
formami witaminy B (znanej rownig jako wit. PP) niezé&dnymi do funkcjonowania wielu
enzymow kluczowych dla metabolizmu. Niedobo6razkibw z grupy pochodnych kwasu
nikotynowego wywotany ubag lub nieprawidtiowo zbalansowaudiet, jest przyczya
pelagry, co stwierdzono na patzu lat 30- tych XX w. Do gtéwnych objawow tej jeatstki
chorobowej zalicza siostabienie i spadek masy ciata, zmiany skornaystapalne),
dolegliwasci ze strony uktadu pokarmowego (biegunka) orakajeaze strony ukiadu
nerwowego (pocgkowo rozdranienie, péniej demencja). Nikotynamid, ktéry likwidowat te
objawy, zostat okrdony jako ,czynnik przeciwpelargicznypéllagra preventive, skad
pochodzi obecna nazwa witaminy PP. Pochodne kwiaistynowego jako produkty
metabolizmu nukleotydéw pirydynowych sbecne gtéwnie w produktach zwiecgch i ich
niedobor jest zwizany z dief czysto r@linna, ktéra zapewnia dostatecznesgowitaminy
Bs, lecz w trudno przyswajalnej formie [83]. ROwhiekreslone stany chorobowe, takie jak
alkoholizm, przewlekta biegunka, przewlekte zapedarkreznicy, marské¢ watroby,
tuberkuloza uktadu pokarmowego lub zesp6t Hartnuptg przyczynt sie do wystpienia
pelagry [57]. Obecnie objawy niedoboru pochodnyalasu nikotynowego wyspuja rzadko
i dotycz gtownie krajow rozwijajcych se.

Skutki niedoboru nikotynamidu i kwasu nikotynoweggnikaja z faktu, i oba te zwjzki
sa niezlzdnymi substratami do syntezy dinukleotydu nikotyidoadeninowego (NAD i
jego ufosforylowanej formy NADP, ktGre pedniole akceptorow lub donoréw protonéw w
wielu istotnych reakcjach oksydo-redukcyjnych. NAINADP s kofaktorami enzymow
aktywnych w szlaku glikolizy, przemianach metabohigch aminokwasoéw, biatek i
pirogronianu, szlaku pentozofosforanowym, azéak biosyntezie cholesterolu i kwasow
ttuszczowych [57;83;202]. Niedobdr egzogennego kwakotynowego i nikotynamidu ma
wigc niekorzystny wptyw na wszystkie wymienione paeyszlaki metaboliczne zalee od
NAD/NADPH .



2. Kwas nikotynowy i nikotynamid jako substraty dosyntezy
NAD”

Zarowno kwas nikotynowy (NicA), jak i nikotynamitllp) przyjmowane razem z
pozywieniem stanowd wyjsciowe substraty do syntezy NAPzachodzcej w dwoch
oddzielnych szlakachyc. 1).

Egzogenny NicA wchodzi w tréjetapowy szlak przemzapocatkowany reakej
katalizowan przez fosforybotransferazw ktérej jest przeksztatcany do rybonukleotydu
kwasu nikotynowego. W toku dalszych przemian rylideatyd kwasu nikotynowego di
aktywndaici adenylotransferazy jest przeksztatcany do dieniidu adenylowego kwasu
nikotynowego. Trzeci etap szlaku obejmuje syafdAD" katalizowan przez swoist
syntaz.

Rybonukleotyd kwasu nikotynowego @by réwniez syntetyzowany endogennie z
tryptofanu, aminokwasu egzogennego dostarczanegp zvpaywieniem [57]. Tryptofan
stanowi istotnerodto endogennych pochodnych kwasu nikotynowegoidaznych do
utrzymania optymalnegoegenia NAD'. Jest on pocezkowym substratem dla szlaku
kinurynowego, syntetyzagego kwas chinolinowy, a ten zyeiek jest z kolei przeksztatlcany
do rybonukleotydu kwasu nikotynowego, wchackzgo w szlak przemian prowagych do

syntezy NAD.

oksydaza
tryptofan amidu kwast N1-metylonikotynowego

kwas chinolinowy amid N1-metylo-4-pirydyno-3-karboksylowy
amid N1-metylo-2-pirydyno-5-karboksylowy
amid kwasu N1-metylonikotynoweqgo

metylotronsferaza
amidu kwast

nikotynowego

ADP-ryboza

Ryc. 1.Giowne szlaki syntezy NAD[123]



Oprocz szlaku reakcji prowagizych do syntezy NAD kwas nikotynowy mze byé
przeksztatcany w pobocznym cyklu przemian, zapixcevanym przez reakegz koenzymem
A, w wyniku ktorej powstaje nikotyno-CoAyc. 2). Zwiazek ten po przégiu przez szlak
przemian prowadgcych do paiczenia z glicya tworzy kwas nikotynurynowy (NUA), ktory
jak sk sugeruje mze by odpowiedzialny za wygpbowanie rumienia u pacjentow
przyjmujcych niacyr [67;121], mechanizm tego zjawiska i udziat receptokwasu
nikotynowego zostaty doktadniej opisane w podroal#Z.

Synteza NAD z nikotynamidu obejmuje dwa etapy i rozpoczyrarsakcy katalizowan
przez fosforybotransferaNA, w wyniku ktérej powstaje mononukleotyd amidwdsu
nikotynowego. Zwiazek ten dziki aktywnasci adenylotransferazy mononukleotydu NA jest
przeksztatcany bezpednio do NAD.

NAD"* maze ulegé rozktadowi do wolnego nikotynamidu @ki aktywnasci kompleksu
cyklaza ADP-rybozy/glikohydrolaza cADPR. Jest torifeks dwufunkcyjny, ktérego
pierwsza aktywn& enzymatyczna polega na przeksztatceniu NAD cyklicznej ADP-
rybozy (CADPR), natomiast druga aktywdenzymatyczna hydrolizuje cADPR z
uwolnieniem nikotynamidu i ADP-rybozy [123]. Pozgigsanymi powyej szlakami syntezy i
przemian NAD istniep inne; min. katalizowane przez polimerazy poli(AB®pzy (PARP)
[52;53] i sirtuiny [7;82] opisane w podrozdziae

3. Farmakologiczne dziatanie kwasu nikotynowego

Kwas nikotynowy jest wykorzystywany od ponad 50vatierapii dyslipidemii i dobrze
znane g korzystne dziatania tego zyzku na profil lipidowy; w tym podniesienieggenia
frakcji lipoprotein HDL, a take obnienie s¢zenia frakcji LDL, chylomikronow, lipoprotein
resztkowych, wolnych kwasow tluszczowych i tréjgligdow [21;23;24]. Cgsteczki frakcji
HDL petnia kluczowg funkcje w trakcie procesu ,wyptukiwania’effluX) cholesterolu z
makrofagow i komérek piankowatych, w czymspanicz trzy rodzaje biatek
transportowych zafmych od ATP ATP- binding cassette transporters; AB&becne na
powierzchni makrofagow: ABCA ABCG; ABCG, i receptor zmiatagy typu SR-BI
(scavenger receptor type)Bia btonie hepatocytéw. Przy udziale apolipoprotsi, All i E

(gtéwnie Al) tworzcych biatkowy kompartment lipoprotein HDL, cholestigest efektywnie



transportowany z makrofagéw datnoby [88]. Postuluje gi ze kwas nikotynowy zweksza
pule lipoprotein HDL poprzez hamowanie transportu wymiego estréw cholesterolu i
trojglicerydow medzy casteczkami HDL, a lipoproteinami bogatymi w tréjgigdy,
odbywapcego st za pgrednictwem osoczowego biatka transpaitego estry cholesterolu
(CETP;cholesteryl ester transport protgirStwierdzonoze kwas nikotynowy hamuje
ekspresj CETP w watrobie i jego poziom w osoczu [198], zmniejsza wyghprzez watrobe
kompleksow HDL-ApoAI [158], oraz spowalnia katalzoli ApoAl i jego wydalanie przez
nerki bez wptywu na syntezego biatka [43]. Kwas nikotynowy zeksza take ekspresj
biatek transportowych ABCA poprzez mechanizmy zaéeod adrowych receptorow typu
PPARy [157].

Niezaleznie od udziatu w transporcie zwrotnym cholesterbpgproteiny HDL stymulug
aktywnas¢ naczynioprotekcyjnych przekaikow srédbtonka takich jak tlenek azotu [126] i
prostacyklina [128], wykazuajaktywna¢ antyapoptotyczn[184], antyoksydacypn
[154;184;199], przeciwzakrzepapzarowno poprzez aktywacprodukcji NO, jak i przez
zmniejszanie aktywrigi niektorych czynnikow krzepegia krwi [125], a take
przeciwzapala; poprzez hamowanie ekspresjasteczek adhezyjnych VCAM-1, ICAM-1 i
E- selektyny na powierzchiiodbtonka [87]. Wydaje gj ze kluczowg role w w/w
dziataniach HDL odgrywa aplipoproteina ApoAl [345]2ale mog mie réwniez znaczenie
lizofosfolipidy, takie jak S1Psphingosine-1-phosphatfl26;222], a take biatka
enzymatyczne rozktadgje castki oxLDL: PON-1 paraoxonase Jl PAF-AH (platelet
activating factor acetyl hydrolayelL CAT (lecitin/cholesterol acylotransferaseGSPx
(glutatione selenoperoxidasp99-201].

Kwas nikotynowy poprzez jego zdoktodo podnoszeniagtenia HDL we krwi, ma wic
wiele korzystnych dziatawynikajacych z naczynioprotekcyjnego profilu dziatania HDL.
Jednak do uzyskania efektu klinicznego i podnigaisizenia HDL o 10- 20% konieczne
jest stosowanie gramowych dawek leku, od 2 do&7¢P@]. Wysokie dawki kwasu
nikotynowego wywotyj dziatania uboczne; spada tolerancja na glgkoa ogranicza
skutecznéc tego leku u pacjentéw hiperglikemicznych, gramalaevki kwasu nikotynowego
moga réwniez dziata hepatotoksycznie [13;37;58]. Najbardziej typowyhnjasvem
ubocznym stosowania kwasu nikotynowego jest charg&tyczny rumié skory twarzy i
tutowia, pojawiagcy sk szczegolnie u pacjentéw przyjmaych wysokie dawki w
preparatach o natychmiastowym uwalnianiu kwasutgikmvego (immediate release- ,IR

niacin”), natomiast stabiej zaznaczony w grupadyjpnujacych niacyr w preparatach o



powolnym (sustained release- ,,SR niacin”) lub ptagonym (extended release- ,ER niacin”;
Niaspan) uwalnianiu kwasu nikotynowego [115].

Efekt rumienia skéry zwizany jest z dzialaniem kwasu nikotynowego na rexgpt
GPR109Q (opisane w dalszej egci podrozdziatu) na powierzchni makrofagow lub koeid
Langerhansa tkanki podskornej, co powoduje aktywviagfolipazy A uwalniapcej kwas
arachidonowy z bton komorkowych [189], ktéry stamgwbstrat dla cyklooksygenazy 1
(COX-1), syntetyzujcej prostanoidy PGH PGD,, wywotujacych rozszerzenie naazy
krwionosnych skory i tutowia [11;12;48;64;75]. Sugeruje Kiwniez, ze dodatkowo za ten
efekt uboczny odpowiedzialny jest kwas nikotynurdMJA) powstajcy w pobocznym
szlaku przemian kwasu nikotynoweggd.2) [121]. Istotnie, stwierdzono zdols®NUA do
uwalniania daych ilosci protaglandyny Bprzez linie ludzkich makrofagéim vitro [117].
Inne doniesienia wskazupa rok serotoniny uwalnianej pod wptywem kwasu nikotyngwoe
przez komorki tuczne i ptytki krwi [93]. Podanieav blokujacych receptory 5HT, takich
jak cyproheptadyna [139], lub haloperidol [194] maluje obkurczenie nacakrwionasnych
skory, spadek jej temperatury i zmniejszenie odpdwii na kwas nikotynowy. Rownocrée
zastosowanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalzyohiejsza rumig skory tylko o ok.
30%, co stwierdzono w badaniach klinicznych [14&K,réwniez w modelach zwiekzxych
[139]. Maze toswiadczy o wspdlnym udziale serotoniny i prostanoidow w eyywaniu
rumienia skérnego po podaniu kwasu nikotynowego.

Mechanizmy dziatania kwasu nikotynowego byly pragéele lat nieznane. Dopiero gdy
odkryto w 2003 roku receptory specyficzne dla kwakwtynowego; GPR1Q9(o dwej
specyficznéci dla kwasu nikotynowego), GPR81 oraz GPR:l(fdace receptorami o matej
specyficznéci), wiele skutkow dziatania kwasu nikotynowego pag@no z aktywaagjtych
receptorow. Receptory GPRIOBGPR81 opisano u ludzi i gryzoni, wyptlja one w
adipocytach, keratynocytach, komoérkach dendrytychingnakrofagach, komaérkach
Langerhansa, tkanki podskérnej i dojrzatych neaofi [91;133;203], a tade w komorkach
sledziony [16]. Ludzki receptor GPR1RQ9kresla sk jako HM74A, natomiast receptor
GPR109B znany jest jako HM74. Gen dla receptora T8RR jest w 96% homologiczny z
genem GPR1Q9i opisano go tylko u ludzi i szympansow. Oba zragczlokalizowane na
chromosomie Xl11g24.31 [15;133;203]. Drobnemice w sekwencjach obu gendéw wplywaj
na odmienne powinowactwo receptoréw GPRJIEOPR108 do kwasu nikotynowego.
Ludzki gen kodujacy receptor GPR81 jest homologizgenem GPR1Q9v 74% i rownie
jest umiejscowiony w olgbie chromosomu XIlI [133]. Uwa sk, ze kolokalizacja genow
GPR109, GPR10g i GPR81 oraz podohistwa w ich sekwencjiaswynikiem duplikacji



pojedynczego genu w toku ewolucji [221]. Mysi odpesinik receptora GPR1QJest znany
jako PUMA- G. Gen koduagy ten receptor, podobnie jak gen mysiego recef@#R81 jest
zlokalizowany na mysim chromosomie V.

GPR109 i GPR10@ 1 receptorami metabotropowymi, sptenymi z biatkiem G[133].
Aktywacja receptoréw GPR1Q%a powierzchni adipocytow powoduje zahamowanie
hydrolizy tréjglicerydéw przez hormonozale lipaze (HSL) wewratrz tkanki ttuszczowej i
spadek uwalniania wolnych kwasow tluszczowych, itanowg substrat dla syntezy
trojglicerydow i bogatych w trojglicerydy lipoprateVLDL w watrobie. W dalszej
konsekwencji prowadzi to do olieinia s¢zenia lipoprotein LDL [75;133]. Oprécz wptywu
na lipoliz tréjglicerydéw poprzez receptory GPRAQ8was nikotynowy bezgoednio
modyfikuje metabolizm tluszczéw watvobie. Posiada bowiem zdoktodo hamowania
watrobowej acetylotransferazy 2 diacyloglicerolu (DG# enzymu odpowiedzialnego za
koncows reakcg szlaku syntezy trojglicerydow z wolnych kwasowsttazowych [45].
Spadek syntezy trojglicerydow hamuje prodgk&poB, wchodzcej w skiad lipoprotein
VLDL, LDL i IDL i rownocze$nie nasila jej wewsgtrzkomorkows degradag [43].

Nie wszyskie skutki dziatania kwasu nikotynowegozmeowyttumaczy jego dziataniem
na receptory dla kwasu nikotynowego ¢&zowi agongci receptora GPR1Q9np. MK-
0354 i jego pochodnegbiace zwiazkami heterocyklicznymi zawiergymi resz¢ grupy
pirydylokarboksylowej paiczonej z piefcieniem pirazolu lub izoksazolu, zarbwno w
modelach zwiergych jak i w badaniach klinicznych wywotywaty spa&deolnych kwasow
ttuszczowych i tréjgliceryddéw, nie miaty jednak wpiu na frakcje cholesterolu LDL i HDL,
[16;65;66;166]. Ciekaweze te zwazki nie dziataty naczyniorozszeraap w przeciwiéstwie
do samego kwasu nikotynowego, cozady¢ zwigzane w ich wtasni@iami czsciowego
agonisty. Réwnig zwiazki z grupy kwaséw biarylocykloheksanokarboksylotvyc
charakteryzujce st silnym powinowactwem do receptora GPRA,ktorych najbardziej
obiecupcym jest MK-6892 [169], obaaty stzenia trojgliceryddw w modelach zwiexz/ch,
ale nie posiadaty dziatania naczyniorozszexzjo.

Zsyntetyzowano wiele innych zgakow ktoére g silnymi agonistami receptora GPR:Q9
np. kwas izopropylobenzotriazolo-5-karboksylowy 3167 3], znaneastez zwiazki
wykazupcymi stabe powinowactwo do receptorow GPRsLAP. kwas 2- aminobenzoesowy
(antranilowy) [163], jego pochodna kwas 3-nitrofitaobenzoesowy, a ta& kwas 6-
aminonikotynowy [172]. Najstarszym agoniseceptorow dla kwasu nikotynowego, znanym

od lat 80- tych XX w. jest acifran. Zazek ten jako jeden z nielicznych agonistow
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receptorow GPR nie wykazuje selektywaiovzgledem obu ich podtypow [73], wywolg
umiarkowane podwiszenie poziomu HDL (ok. 10%) u ludzi i gryzoni [95]

Trwaja badania nad uzyskaniem nowych agonistow recept@P®R109; GPR10g,
zawierajcych r@ne grupy funkcyjne przytzone do reszty pirydyny. Zwaki te dzeki
diuzszemu okresowi pottrwania ggteczki, nkszym klirensie i silniejszym powinowactwie do
receptorow mogtyby hiystosowane w nszej dawce, co pozwolitoby na obanie s¢zenia
trojglicerydow i wolnych kwaséw ttuszczowych bezyla wystpienia efektéw ubocznych
typowych dla kwasu nikotynowego [163]. Poszukiwamiavych zwizkow dziatagcych na
receptory kwasu nikotynowego trwiagaden z nich nie jest jednak stosowany w klinice. Co
wiecej, zaden z obecnie znanych agonistow receptorow GPRIBGPR109 nie wywotuje
wzrostu s¢zenia HDL, co sugerujege efekt kwasu nikotynowego na HDL peoby¢
niezaleny od jego dziatania receptorowego, a zatenoze od metabolitéw kwasu

nikotynowego.

4. Farmakologiczne dziatanie nikotynamidu

Nikotynamid oprdcz dziatania przeciwpelargicznegoma obecnie klinicznego
zastosowania, clidywa stosowany wspomagep w leczeniu choréb naczyniowych.
Nikotynamid w przeciwiastwie do kwasu nikotynowego nie ma dziatania ndildipidowy,
posiada jednak szereg aktywnbbiologicznych, ktére mogty by lBywykorzystane
terapeutycznie.

Nikotynamid dziata przeciwzapalnie, poprzez hamaeamvalniania cytokin
prozapalnych i ekspresji ggteczek adhezyjnych na powierzchni komorek uktadu
immunologicznego. W modelach zapalemiaitro indukowanych IFNy lub
fitohemaglutynia (PHA) wykazano zdoln@ nikotynamidu do hamowania ekspresji ICAM1
na powierzchni ludzkich komorek tarczycy [53fddbtonka [60], jak rowniehamowania
ekspres;ji czstek MHC 1l na powierzchni ludzkich komoréddbtonka [60;135] i tarczycy
[61]. Wptyw nikotynamidu na hamowanie ekspresjisteczek MHC 1l wykazano rowniev
mysich komaérkach trzustki pobranych z modelu cukmyego, przy braku wptywu na
ekspresj ICAM-1 [138]. Nikotynamid hamowat uwalnianie ILS1IL- 6, IL- 81 TNF a

przez ludzkie komorki zapalne krwi inkubowanevitro w obecnéci LPS [195], zmniejszat
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takze ekspresj czynnika tkankowego i @stki CD11b na powierzchni monocytow [196].
Nikotynamid zmniejszat rowniewytwarzanie TNk in vivow mysim modelu po podaniu
LPS, prawdopodobnie poprzez hamowanie czynnikakrgpcyjnego NF«B [145]. Z
powodu jego aktywniei przeciwzapalnej, sugerowano skuteczrierapeutyczp
nikotynamidu w tuszczycy [219;220].

We wczéniejszych pracach wykazano réwhigytoprotekcyjnego dziatanie
nikotynamidu [175]. Wydaje gj ze przeciwzapalne, antyapoptotyczne i cytoprotekeyjn
wiasciwosci nikotynamidu § zwiazane z zahamowaniem aktywsoodwoch wanych
enzymow gdrowych wptywagcych na struktur chromatyny; polimeraz poli-ADP-rybozy
(PARP) i sirtuin (Sirt2).

Polimerazy poli-ADP-rybozy nate do duzej rodziny enzymdwadrowych
odpowiedzialnych za napraviDNA i regulacg transkrypciji, i odgrywaj istotr role w
odpowiedzi cytoprotekcyjnej komérek na uszkodzemieuruchamianiu szlaku apoptozy.
PARP przez swajaktywna¢ powodug poli-ADP- rybozylacg grup karboksylowych
histonéw (gtownie typu . Grupy poli-ADP-rybozy niasze soh silny fadunek anionowy i
gdy s kowalencyjnie przyiczone do podjednostki histonu, powadjggo dysocjagj od
tancucha DNA, ktory jest rownienatadowany ujemnie [82;83]. Skutkuje to roziieniem
struktury chromatyny i udogtnieniem tacucha DNA dla procesow transkrypciji lub
replikaciji.

Chocia enzymy z grupy PARP pelnivazna role w utrzymaniu hemostazy organizmu,
nadmierna aktywrig tych enzymow pozbawia komarkej zasobow energetycznych poprzez
zmniejszenie puli NALYATP, hamowanie glikolizy i zaburzenie czysob
mitochondrialnego k&cucha oddechowego, co uruchamia w rezultacie méeahgn
prozapalne i proapoptotyczne w komorce [52;53;88.1MAD" aktywuje PARP, a
nikotynamid, kacowy produkt cyklu przemian NADhamuje aktywn& enzymow z tej
grupy [47]. Stwierdzonaze nikotynamid wptywa korzystnie na bilans energetyckomorki
i ogranicza spadek ATP/NADw szczurzym modelu niedokrwienia mézgu [215], Znos
rowniez upasledzenie glikolizy i hamuje spadelkestnia ATP w komorkach u szczuréw

poddanych promieniowaniu UV [142].

Nadmierna aktywn& enzymow z grupy PARP (szczegdlnie PARP1) jest ndipdrialna
za ekspresgjczynnikéw prozapalnych; indukowalnej izoformy 3oy tlenku azotu (iNOS),
ICAM-1, MHC 11 [60;61;171;178], czy aktywrié kolagenaz [35]. Stwierdzono rownjee

aktywacja PARPL1 i czynnika NkB, wzajemnie wzmacnia swoje dziatania prozapalne i
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proapoptotyczne [56;134;225]. Istotnie, wykazateospadek aktywrici PARP koreluje z
zahamowaniem aktywioi iINOS, i czynnikow transkrypcyjnych NikB oraz AP- 1 [227]. Z
kolei, zwigkszory aktywna¢ PARP stwierdzono w licznych jednostkach chorobdwyc
takich jak: choroba niedokrwienna¢émia sercowego [193;226], niewydokud serca
[119;148], wstrasie septycznym [180], urazach mdzgu, niedokrwiduiiuwylewie
[100;101;103;104], w chorobach neurodegeneracyjngattich jak; choroba Alzheimera
[102], choroba Parkinsona [179], stwardnienie zawid boczne [80;81]; dodatkowo w
miazdzycy [137], cukrzycy typu 2, oraz chorobachzenia jej towarzysxrych [3;136;186] i
w przewlekiej obturacyjnej chorobie ptuc [52]. Séndzono rownig korelacg miecdzy
wzrostem aktywngci PARP, a prawdopodoliistwem odrzucenia przez organizm dawcy
transplantowanych nerek [130-132]. Takevblokowanie aktywnai PARP mae przyniéé
potencjalnie korzystne skutki terapeutyczne, atyikamid, staby inhibitor PARP oraz inne
zwiazki silniej hamujce PARP ni nikotynamid mog znale¢ zastosowanie w hamowaniu
przebiegu wielu procesow patologicznych ustrojuym uszkodze niedokrwiennych mézgu
i serca [47].

Nikotynamid hamuije réwniesirtuiny -zalene od NAD deacetylazy histonow, ktére
jednak maj dziatanie przeciwne do enzymow z grupy PARP. Wiiad@e grupy aminowe
histonéw posiadajsilne powinowactwo do grup fosforanowyckhdacha DNA, co jest
gtdbwnym czynnikiem wplywajcym na stabilng struktury chromatynyadrowej. Acetylacja
grup aminowych powoduje rozinienie struktury chromatyny i umlwia zapocatkowanie
procesu transkrypcji. Sirtuiny poprzez deacydigtonow zwgkszap powinowactwo
histonéw do DNA, skutkiem czego zapobiegajocesom transkrypcji, oraz przezhja
dhugas¢ zycia komorki. Sirtuiny biag rowniez udziat w deacetylacji wielu innych biatek,
miedzy innymi czynnika transkrypcyjnego p53 [7:&}y acetylo-CoA [82], wpltywar w ten
SposOb na ich aktywié. Sirtuiny wykazug wigc réznorodry aktywna¢ biologiczry i
wydajs sic odgrywa fundamentals role w procesach starzenia giomaorek, proliferacji
komorek oraz przg/walnasci komoérek w odpowiedzi na uszkodzenie. Nikotynasiidiej
hamuje sirtuiny i enzymy z grupy PARP [82] i wiele z0ych skutkow dziatania
nikotynamidu mae by powiazane z hamowaniem aktywswo sirtuin. Warto dodg ze nie
tylko inhibitory, ale réwnie aktywatory sirtuin (np. resweratrol) majziatania
cytoprotekcyjne [28;120]. Tak wt farmakologia sirtuin i udziat sirtuin w mechaniem
dziatania nikotynamidu wymaga dalszych hada
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Sugerowano réwnieinne mechanizmy dziatania nikotynamidu. W kométkac
nerwowych, dziatanie cytoprotekcyjne nikotynamiduzano z aktywaajkinazy serynowo-
treoninowej typu B (Akt), co powoduje fosforylagroapoptotycznego czynnika FKHRL 1
(forkhead transcription factgn uniemaliwia aktywacg docelowych gendéw
odpowiedzialnych zamier¢c komorki [27;89;90]. W szczurzym modelu niedokrwaéemaozgu
nikotynamid hamowat réwnieprodukcg reaktywnych form tlenu i naptyw jonéw Eado
wnetrza komérek nerwowych [168]. Chogienmechanizm cytoprotekcyjnego dziatania
nikotanamidu nie jest do poznany, istnieje wielarddow na korzystny wptyw nikotynamidu
w chorobach neurodegeneracyjnych [105;106], w ihnpodelach uszkodzenia mézgu [86]

jak rowniez w uszkodzeniach niedokrwiennych i toksycznych oimgkanek [1].

Warto dod4, ze swego czasu da nadzieje pokladano w skuteczaimikotynamidu w
leczeniu cukrzycy typu 1 [197]. W modelach zwigngch cukrzycy indukowane;j
streptozocya nikotynamid dziatat cytoprotekcyjnie na komorki sppowe trzustki [74];
zmniejszat objawy neuropatii cukrzycowej [183] imiejszat peroksydagijlipidow
[113;114]. Istnieg jednak sprzeczne doniesienia na temat skutécztevapeutycznej
nikotynamidu w cukrzycy typu 2 [223], a badanianldzne z zastosowaniem nikotynamidu w

leczeniu cukrzycy typu 1 nie potwierdzity jego pxecukrzycowej aktywngci [42].

5. Metabolizm kwasu nikotynowego i nikotynamidu

Chocia kwas nikotynowy i nikotynamidaszwiazkami pokrewnymi o bardzo zbbnej
strukturze chemicznej i oba te zki stanows substrat do syntezy NADich szlaki
metaboliczne u ssakéw & duzym stopniu niezalane od siebie. Istotnie, u ssakéw nie jest
znanyzaden enzym przeksztatgay bezpeérednio kwas nikotynowy w nikotynamid [123].
Natomiast organizmy ssze posiadajzdolnag¢ do hydrolizy nikotynamidu do kwasu
nikotynowego dziki obecndci nikotynamidaz (deamidaz) [39]. Ciekawe, deamidazy
wystepujace w mikroflorze jelitowej, znacznie zgkiszap swop aktywna¢ w przypadku
przyjmowania terapeutycznych dawek nikotynamidy jfektore opisywane efekty
terapeutyczne nikotynamidu mphgy¢ zwiazane z jego przeksztatceniem do kwasu

nikotynowego. Opisywano np: dziatanie atajice tréjglicerydy dla nikotynamidu [22]. Z
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kolei, u szczurow karmionych digpozbawioln kwasu nikotynowego i tryptofanu, lecz
wzbogacon w nikotynamid zaobserwowano widoczny wzroggehia kwasu
nikotynurowego (NUA), do ktorego syntezy niedhy jest kwas nikotynowy. Mogt on vg
powsta z nikotynamidu obecnego w diecie ¢kiiaktywnasci deamidaz mikroflory jelitowe]
[40].

Poniewa zaréwno kwas nikotynowy jak i nikotynamid substratami do syntezy NAD
ich katabolizm jest zwzany z rozktadem NADdo nikotynamidu przez kompleks cyklaza
ADP-rybozy/glikohydrolaza cADPR (potocznie oiany jako ,glikohydrolaza NAD").

. CoA fosforybotransferaza .
nikotynoCoA F mononukleotyd NicA

adenylotransferaza
glicyna rec. GPR 109, Y

NUA

»flushing” dinukleotyd NicA

syntaza NAD

opY N- tlenek nikotynamidu NAD

\ glikohydrolaza NAD

1- metylonikotynamid NNMT

e

4Py 6- hydroksynikotynamid

Ryc. 2.Gléwne szlaki metabolizmu kwasu nikotynowego (wedtL21], zmodyfikowane)

Nikotynamid z kolei, w toku dalszych przemian katidznych ulega metylacji, utlenieniu
lub hydroksylacji odpowiednio do; 1- metylonikotynalu (MNA), N- tlenku nikotynamidu
(NNO) lub 6- hydroksynikotynamidu (6- HNA) [223]rZy czym jego hajwaniejszym
metabolitem jest pierwszy z wymienionych zakéw [84;121]. Pozostate dwa metabolity
powstag W znacznie mniejszym stopniu i nie zostato ostatecstwierdzone, czyaone
produktem metabolizmu nikotynamidu, czy 88 syntetyzowane bezp@dnio z kwasu
nikotynowego [146]. U szczuréw traktowanych diezbogacoa w nikotynamid i

réownoczénie pozbawion kwasu nikotynowego stwierdzono znaczny wzrogtestia N-
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tlenku nikotynamidu wydalanego z moczem [40], cazedwiadczy, iz gtlbwnym

prekursorem tego zwazku jest nikotynamid.

1-metylonikotynamid (MNA), gtéwny metabolit nikotgmidu, powstaje w wyniku
aktywndasci N-metylotransferazy nikotynamidu (NNMT) watvobie. MNA w toku dalszych
przemian jest przeksztatcany przez oksydadehydow do N1-metylo-4-pirydono-5-
karboksamidu (4PY) lub N1-metylo-2-pyridono-5-kakbamidu (2PY). Sugerujecsi
rowniez, ze MNA jest rozktadany przy udziale oksydazy ksaotyaj [19]. Zarowno MNA
jak i jego metabolity 2-PY i 4-PYasvydalane z moczem [4]. Wszystkie powsye zwazki
powstaj rowniez w zwigkszonych ildciach w toku terapii kwasem nikotynowym zaréwno w
modelach zwiergych [110;182;187], jak i u ludzi [116].

N-metylotransferaza nikotynamidu (NNMT), gtowny gne szlakow katabolicznych
nikotynamidu jest cytoplazmatycznym enzymem katgdizym reakog przeniesienia grupy
metylowej z S- adenozylmetioniny (SAM) na nikotyridmw wyniku czego powstaje nie
tylko MNA, ale take S- adenozylhomocysteina (SAH) [4]. AktyWwddNNMT stwierdzono
gtdbwnie w hepatocytach atroby, ale jest te obecna w mozgu, sercu,zisku, ptucach,
nadnerczach, nerkach, ggmiach szkieletowych [4;164] i tkance tluszczowepZl NNMT
naleey do duej rodziny metylotransferaz zaleych od SAM, licacych 39 biatek
enzymatycznych wyspujacych u ssakoéw. Gen NNMT sklonowano i zidentyfikowanludzi
oraz gryzoni [212-214].

Podwyzszory aktywnag¢ NNMT i odpowiadagcy jej zwigkszony poziom endogennego
MNA zaobserwowano w wielu liniach komorek nowotwaseh; nowotworuzotadka
[71;99], watroby [79], ptuc [191], okgznicy [155], mcherza moczowego [76], komorkach
raka ptaskonabtonkowego [161] i nowotworu nerkiQL&Sugeruje si nawet,ze aktywndé
NNMT moze stanowé biomarker zmian nowotworowych [71;155;160]. Powaaktywna¢
NNMT jest zwikkszona w chorobie Parkinsona [5;6;111] i magskavatroby [29;151].
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6. Aktywnosé biologiczna metabolitow kwasu nikotynowego i

nikotynamidu

Chat od dawna znany jest fakie kwas nikotynowy i nikotynamichprzeksztatcane do

MNA i jego dalszych metabolitdwadzono,ze ich pochodneasnieaktywne biologicznie.

Podwyzszone sizenie endogennego MNA i jego metabolitow w wiel@amgch procesach
patologicznych, o ktérych mowa powsj, traktowano jako biomarker tych proceséw.
Sugerowano nawete ich wytwarzanie jest odpowiedzialne za hepatgttkss¢ kwasu
nikotynowego [112;146]. Podejrzewano rowhige mog one posiadawtasciwosci
neurodegeneracyjne [207;208], nie istniaty jediatine przekonywage dowody na
aktywnai¢ biologiczra MNA.

Dopiero w ostatnich latach opisano przeciwzapaltaaiwosci MNA; zaréwno w

modelach zwiergych, badaniach klinicznych, jak rowaim vitro.

MNA posiada zdoln& do hamowania rozwoju dysfunkcjirodbtonka, dziataic
przeciwzapalnie i naczynioprotekcyjnie. W szczuraywwodelu hipertriglicerydemii i cukrzycy
indukowanej odpowiedaidiets fruktozows lub podaniem streptozotocyny MNA przywracat
czynna¢ srodbtonkowej syntazy tlenku azotu [10;205], MNA vegywat réwnie dziatanie
przeciwzakrzepowe [26;118], w/w doniesienia byljazane z aktywn&ria srodbtonkowego
uktadu COX-2/PGJL.

Pierwsze doniesienia dotyzze przeciwzapalnej aktywdo MNA byly zwigzane z
hamowaniem przez ten zygek stanow zapalnych skoéry, co stwierdzono zaréwno
badaniach klinicznych, jak i w badaniach na modelagierzcych. MNA stosowany
zewretrznie fagodzit u pacjentdow stan zapalny skory 208]. W modelach zwieezych
MNA wplywatl na zmniejszenie stanu zapalnego skémyszy w odpowiedzi na oksalazon
[17]. Z drugiej strony zwikszal przepuszczal®d scian naczy krwionosnych skory u
szczuréw [147], chbwczeniejsze doniesienia nie potwierdzaty tej vdiavosci [139].

W badaniachin vivo MNA tagodzit réwniez skutki neuropatii cukrzycowej u szczuréw
traktowanych streptozotocyn[92], hamowat aktywn& metaloproteinazy MMP-9 w

niedokrwiennym uszkodzeniu mézgu [33].
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Stwierdzono réwnig ze MNA podawanyn vivo u szczuréw posiada wiasioo

gastroprotekcyjne [18].

Istnieja doniesienia na temat antyapoptotycznego dziatstN#& w liniach zwierz:cych
komoérek uktadu nerwowego. W modelu apoptozy indukeey nitrozoguanidyn (MMNG)
MNA razem z nikotynamidem (cliov stopniu mniejszym od swojego prekursora)cksrat
przezywalnas¢ w hodowli mysich astrocytow [185], MNA zwkszat take przeywalnos¢ w
szczurzych liniach komérek mdzku inkubowanych z homocysteifil 76;177].

N1-metylo-2-pyridono-5-karboksamid (2PY), jedenveodh gtownych metabolitow
MNA powstaty dzeki aktywndéci oksydazy aldehydowej hamowatvitro enzymy z grupy
PARP w liniach komoérekrédbtonka i trzustki, wptywag na odnowienie puli ATP/NAD
[150;175], MNA wydawat si nie posiadatakich wiaciwosci [150].

Istniep rowniez doniesienia na temat aktywdmd biologicznej N- tlenku nikotynamidu,
pobocznego metabolitu nikotynamidu. Zwek ten obok swojego prekursora posiadat
zdolna¢ do indukcji r@nicowania komoérek biataczkowych ludzkiej linii HLO&lo komoérek
granulocytopodobnych, co olmato ich zdolnéci do proliferacji i tworzenia guza, jednak
dziatanie to w przeciwiestwie do kwasu nikotynowego nie przebiega popraezkszenie
ekspres;ji biatka CD38 [63;68;69]. Zawki z grupy N- tlenkdw nikotynamidu wykazywaty
rowniez aktywna¢ przeciwzapala, bedac antagonistami receptorow CXCR2 na powierzchni
neutrofili poprzez blokowanie miejsca awhcego IL- 8, a take hamuyc chemotaksj
neutrofili wywotary czynnikiem GR@. (growth- related oncogen# [30].

Odkrycie biologicznej aktywri@i MNA w tym jego dziatania przeciwzakrzepowego,
przeciwzapalnego i naczynioprotekcyjnego zdajesggerowd, ze niektére opisane skutki
dziatania kwasu nikotynowego i nikotynamidu magleze¢c od MNA powstajcego przy
udziale NNMT. Rownoczaie nasuwa giprzypuszczenieze wzrost aktywnsci N-
metylotransferazy nikotynamidu, a w konsekwencjiagt endogennego MNA me mie
znaczenie fizjologiczne w #@ych stanach patologicznych, szczegdélnie wzargcy i
dysfunkcjisrédbtonka.
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Cele pracy

Dysfunkcjasrodbtonka naczyniowego i rozwiggy sk na tym tle stan zapalmiciany
naczynia stanowipodiaze atherothrombosisDoniesienia z ostatnich lat wskazuja to,ze
przeciwzapalna srodbtonkowa aktywn& kwasu nikotynowego jest niezatean od jego
dziatania na receptory kwasu nikotynowego,zmavicc zalee¢ od aktywndci gtdwnego
metabolitu kwasu nikotynowygo, jakim jest 1-metylatynamid (MNA), ktory podawany
egzogennie posiada dziatanie przeciwzakrzepowecpvzapalne i naczynioprotekyjne. Nie
zbadano jednak jak dmt, czy MNA ma dziatanie przeciwnidzycowe, a prace opisige
wptyw kwasu nikotynowego na rozwoj éleiadczalnej miadzycy nie § jednoznaczne.

Gtownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bykatem poréwnanie dziatania
przeciwmiadzycowego egzogennego kwasu nikotynowego oraz jegarrgigo metabolitu,
MNA w mysim modelu miadzycy (myszy ApoE/LDLR"). Jako zwazek referencyjny
wykorzystano inhibitor ACE (perindopril), ktéry wiskich dawkach wykazuje dziatanie
srodbtonkowe i przeciwmialzycowe w innych modelach éwiadczalnych miadzycy.

Drugim celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie amiaktywndéci endogennego
szlaku NNMT- MNA w toku rozwojuatherothrombosisu myszy ApoE/LDLR". Aby
osihgna¢ zamierzony cel rozprawy doktorskiej opracowano ehqatzyépieszonego rozwoju
miazdzycy u myszyApoE/LDLR" z wykorzystaniem diety wzbogaconej w liofilizzbttek

1a.
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Materialy i metody

1. Mysi model miazdzycy

Myszy @ ze swojej natury organizmami bardzo odpornymintukcg atherothrombosis
miedzy innymi dlategoze w przeciwiaéstwie do ludzi, gtbwnym nimikiem cholesterolu u
myszy @ lipoproteiny HDL, a nie lipoproteiny LDL. Myszy @iposiadaj rowniez biatka
CETP transportagcego estry cholesterolu pogdiy lipoproteinami HDL a LDL i VLDL.
Wsrdd wielu mysich szczepow stosowanych w pracéwidczalnej tylko jedenG57BI1/6)
jest podatny na indukgjwczesnych zmian midzycowych poprzez zastosowanie diety
bogatej w cholesterol i wgze kwasy ttuszczowe (30% tluszczow, 5% cholesierd@%
kwasu cholowego). Uzyskany w ten sposéb model ygsioce niedoskonaty zaréwno z
powodu stosowania toksycznej dla gryzoni karmy, ij@dmiennej struktury histologicznej
zmian miadzycowych w stosunku do tych wygtujacych u ludzi.

W roku 1992, przy wykorzystaniu zdobyczy biologiol@kularnej w zakresie batlanad
zarodkowymi komorkami macierzystymi, wytworzono bazie myszyC57BI/6J model
zmodyfikowany genetycznie, zawiegaey nieaktywny gen kodagy apolipoproteia E (ApoE
" knockout mouse model Przez zastosowanie plazmidéw skierowanych prdexi
fragmentom DNA kodujcym ApoE, uzyskano linie komoérek macierzystych eakitywnym
genem, ktore nagbnie wstrzykngto in vitro do mysich blastocyst. Uzyskano w ten sposob
jeden z najozciej stosowanych obecnie modelisdeadczalnych miadzycy u ktorych przez
brak aktywnéci genu ApoE stzenie catkowite cholesterolu wynost 434 mg/dl (przy 86
mg/dl u zdrowych myszy C57BI/6J) [72] i dki temu w ciagu kilku miesty zycia myszy
ApoE" rozwija sk miazdzyca.

Myszy, ktore wykorzystano w niniejszej rozprawie kttoskiej posiadaja dwa
nieaktywne geny odpowiedzialne za metabolizm cheteki; gen koduicy apolipoprotein
E oraz gen kodagy receptor dla estek LDL (C57BI/6JApoE/LDLR™ double knockoit U
myszy z tymi dwoma wybrakowanymi genami w przecisigie do myszy ApoE
miazdzyca rozwija st spontanicznie nawet przyzyciu standardowej paszy dla gryzoni.
Pierwsze zmiany miazycowe pojawiag Sic migdzy drugim a trzecim miegiem zycia

myszy ApoE/LDLR™, w wiekszaici ztozone z makrofagéwryc. 5), co mae $wiadczyt o
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nasilonym procesie zapalnysoiany naczynia, ktéry poprzedza rozw0j blaszkiidigcowej
[110]. Pomgdzy czwartym a szOostym migsem zycia nastpuje gwattowne nasilenie
progresji zmian miadzycowych yc. 3) i towarzysacego jej stanu zapalnegoy¢. 4);
zwicksza st naciek komorek prozapalnych w rejonie blaszki auitgtcowej (makrofagow,
kom. mksniowki gtadkiej), rénie aktywnd¢ metaloproteinaz oraz poziom wyznacznikOw
zapalenia w osoczu. W szostym- 6smym m@siycia zmiany miadzycowe g juz bardzo
zaawansowane i przypomigdplaszki miadzycowe u ludzi. Mysz;ApoE/LDLR"‘ stanowj
bardzo dobre nagdzie do badania mechanizmow progresjaadiycy, a take do bada
farmakologicznych, tym bardzieje nasilenie zmian midzycowych jest wgksze ni u

myszyApoE".

16 - **

12

pole pow. zmian mia zdz.[Jum %X 105]

wiek [mies.]

Ryc. 3. Rozwéj blaszek mialzycowych w korzeniu aorty u mysz4poE/LDLR™ oceniony na podstawie
barwienia ORO. W 2 miegtu zycia myszyApoE/LDLR"' zmiany miadzycowe nie wys{puja, pojawiap Sie
one ok. 3 miegcazycia (0,60% 0,24 prﬁ X 105). Wyrazny rozwoj progresji miadzycy (p<0,01) obserwuije si
pomiedzy 4 miesicem (3,35t 1,41 pun x 10°) a 6 miesicemzycia myszyApoE/LDLR” (11,35+ 3,54 um x
10°).
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Ryc. 4. Rozwdj stanu zapalnego blaszki adaycowej i nacieku makrofagow w korzeniu aorty u mysz

ApOoE/LDLR" . Pierwsze nacieki komérek CD68- dodatnich w rigj@mian miadzycowych pojawiaj sic ok 3
miesikca zycia myszyApoE/LDLR™ (0,40 0,18 pm x 10), ich ilost znamiennie (§0,01) rénie od 4

miesiacazycia (2,19+ 0,24 pun x 1¢%), utrzymujc sk W 6 miesicu na zbttonym poziomie (2,6% 0,84 pm x
10°).

(o))
o
!

% pola pow. zaj etego przez
komorki CD68
I
o
|

2 3 _ 4 6
wiek [mies.]

Ryc. 5.Procent powierzchni zmian niidzycowych (barwionych ORO) zgjych przez komérki CD68- dodatnie
(makrofagi). Blaszki mizdzycowe w swej najwcZaiejszej fazie rozwoju (w 3 miegu zycia myszy
ApoE/LDLR") w wigkszdici sktadaja sie z makrofagéw, twacych okoto 60% ich powierzchni. U myszy 4-
mieskcznych procent powierzchni blaszek atlaycowych zajetych przez makrofagi spada do 40%, szmg-

mieskcznych ma zbfiomna wartcc.
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2. Wybér odpowiedniego modeluzywienia myszy ApoE/LDL” |

protokotu badan

W wickszaici prac badawczych wykorzystigiych myszy ApoE, lub inne analogiczne
mysie modele miadzycy badania farmakologiczne prowadzeé stosujc standardowo 4
mieskczm terape farmakologicza, pocawszy od 2 do 6 miesta zycia myszy. W takim
modelu ddéwiadczalnym teragi rozpoczyna si przed pojawianiem @i zmian
miazdzycowych, a kaczy w okresie powstawania zaawansowanych blaszatdaycowych.
W ten sposOb badagsiviec sposoby prewencji midzycy a nie jej leczenia. Co wagej,
wedtug moich pilotowych daviadczeé stosujc taki cykl eksperymentalny €zto nie mana
uzysk& powtarzalnych wynikbw w grupie kontrolnej. Grupyrirolne 6 miesicznych
myszy ApoE/LDLR" réznia sic znacznie pomsilzy soly pod wzgédem wielkdci zmian
miazdzycowych wewntrz korzenia aortyryc. 6), co powoduje trudrci w porownywaniu
niezalenie prowadzonych eksperymentow i pozwala jedynie pmadwnywanie grupy
leczonej i kontrolnej w tym samym gle@iadczeniu. Tym samym praktyczne nieiliwe jest
poréwnywanie danych, teli nie zostaty one przeprowadzone jednoczasowmiligjszej
rozprawie doktorskiej protokot eksperymentalny byicc zmodyfikowany. Po pierwsze:
skrécono czas podawania lekéw z czterech do dwdesigoy (od 4 do 6 miesta zycia
myszy ApoE/LDLR", w okresie najbardziej intensywnego wzrostu paeiprzchni blaszek
miazdzycowych i towarzyszcego jej stanu zapalnego); po drugie: terdprmakologicza
rozpoczto u myszy 4 miegscznych, u ktérych zmiany midzycowe @ juz obecne. Taki
podegcie byto maliwe tylko dzieki zastosowaniu karmy aterogennej gragszajcej rozwoj
miazdzycy tak, zeby r&nica wielkgci zmian miadzycowych u myszy 4 i 6 miegiznych
byla znaczna. Zastosowano pagawierajca liofilizat z zottek kurzych, co pozwolito na
uzyskanie wyszych stzen cholesterolu we krwi i znacznie pgpjeszonej progresji
miazdzycy w poréwnaniu z digtstandardow. Co wkcej, wedtug przeprowadzonych bada
myszy ApoE/LDLR" karmionych w/w diet wielkos¢ zmian miadzycowych w wieku 6
mieskcy byta bardziej powtarzalnaznit myszyApoE/LDLR" karmionych diet standardow
(ryc. 6). Podawanie karmy wzbogaconej w liofilizat nasilaidwniez nacieki zapalne
towarzysace rozwojowi miadzycy. Pole powierzchni zete przez komorki barwce se
dodatnio na przeciwciato przeciw CD68 (makrofagiolznacznie wiksze w grupach myszy

karmionych paszaterogengwzbogacoa w liofilizat w ilosci 5%, czy 10%frfyc. 7).
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Ryc. 6. Progresja zmian miazycowych wewatrz korzenia aorty w grupach myszjpoE/LDLR"
pochodzacych z széciu oddzielnych eksperymentéw, karmionych pasmandardow lub pasz aterogena
wzbogacon o liofilizat z zottek kurzych w ildci 5% lub 10%. Srednie pole powierzchni blaszek
miazdzycowych (obszar barwiony przez czerwieleisp— ORO) w grupach przyjmagych pasz standardow
cechowalo si duza zmienndcia, w granicach od 5,% 1,31 do 12~14 pfx 1C0° (p<0,01); podanie paszy
aterogennej pozwolito na uzyskanie bardziej povetiargch wynikéw (pomidzy 16 a 20 pfwx 10).
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Ryc. 7. llos¢ makrofagbw w rejonie zmian niidzycowych wewntrz korzenia aorty w grupach myszy
pochodacych z oddzielnych eksperymentéw, skarmianych patandardow i karmg aterogens wzbogacon

o liofilizat z zottek kurzych w iléci 5% lub 10%. Srednie pole powierzchni zmian migizycowych
specyficznych dla estki CD68 w grupach skarmianych diedterogens wynosito ~4- 6 prhx 10 i bylo
znamiennie wiksze (5<0,01) od wartéci stwierdzonych w grupach na diecie standardowaj 2 uni x 10).
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Chocia wielkos¢ miazdzycy i nasilenie naciekéw makrofagéw u mys&poE/LDLR"
karmionych dief aterogena 5% i 10% bylo poréwnywalne, jednak karmienie dliet
zawierajca liofilizat w ilosci 10% byto zbytnim obaizeniem dla myszyApoE/LDLR i
powodowato zwgkszora smiertelngé myszy ¢yc. 8). RoOwniez srednie masy ciala myszy
przyjmujacych diet aterogena 10 % byly nksze od myszy karmionych standardowym
granulatem lub digtaterogena 5 % (yc. 9). Tak wic obnizenie ilasci liofilizatu w karmie
do 5% zwekszato przeywalnasé myszy, a progresja midzycy w korzeniu aortyrfc. 6),
jak 1 nasilenie stanu zapalnegyd. 7) byly wciaz znacznie zwikszone i poréwywalne z

dieta aterogena 10 %.

100 —8—u = A ——A—A
-8— aterogenna 10%
'o\? 80- - aterogenna 5%
:g —k— standardowa
(@) 60'
£
S
2, 40+
‘N
)
N 204
o
O 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10
[tyg.]

Ryc. 8.Przerywalnai¢ w grupach myszypoE/LDLR przyjmujacych diet standardow lub diet aterogena z

5 lub 10 % dodatkiem liofilizatu. W grupie karmigndieta standardow przezywalnas¢ wynosita 100%, w
grupie traktowanej karma aterogarmdomieszk lifilizatu z z6ttek kurzych w ildci 10% przeywalnas¢ spadfa
do 40%; grupa przyjmaga karme z domieszka liofilizatu w iléci 5% miata poprawicp przezywalncsé na

poziomie 80%.
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Ryc. 9.Srednie masy ciata grup myszy przyjrmych karne aterogena z domieszk liofilizatu w ilosci 10%,
karnme aterogena z domieszk liofilizatu w ilosci 5% i standardowkarme. Myszy traktowane kargaterogena
miaty od 5 tyg. eksperymentu nieznamiennie zmn@jsZredni mag ciata w poréwnaniu z gragprzyjmupca

karne standardow (p>0,05).

3. Badanie przeciwmiadzycowego dziatania egzogennego kwasu

nikotynowego i MNA u myszyApoELDLR™

3.1. Podziat myszy na grupy

3.1.1. Podziat na grupy- eksperyment piloteowy z wykorzystaniem diety standardowej

We wstpnej fazie eksperymentu wykorzystano 2- miegne samice myszZypoE/LDLR

"(Jackson Laboratory, Maine, USA), ktére podzieloamasipujace grupy:

e grupa na diecie standardowej (nie traktowana lekam#)
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* grupa na diecie standardowej, przyjaog 1- metylonikotynamid (MNA) w dawce 100
mg/kg (n=5)
* grupa na diecie standardowej, przyjaug perindopril w dawce 0,4 mg/kg (n=5)

Dawke MNA (100 mg/kg) wybrano na podstawie poprzedniohidsiéhs méwiacych o
srodbtonkowym [10;205], przeciwzapalnym [33;149] lpkzeciwzakrzepowym [26;118;149]
dziataniu MNA w modelach zwiegzychin vivo. Dawke perindoprilu (0,4 mg/kg) wybrano
na podstawie doniegiendwiacych o przeciwzakrzepowym [49;50] i stymulujacym
angiogeneg [218] dziataniu niskich dawek perindoprilu, niewgtujacych hipotensji i
majcych korzystny wptyw nérédbtonekin vivow modelach zwierzcych.

Badane substancje podawano rozpuszczone w wodagg przez okres 16 tygodni, od 2
do 6 miesicazycia myszy. Roztwory przygotowywarex temporeé dodawano co drugi
dzien (w poniedziateksrode i piatek) do poidet. Stosowane dawki badanych substambyji
przeliczone na kilogram masy ciata, przy uwggieniu wzrastajcej sredniej wagi grup

myszy w toku trwania eksperymentgrédniego ziaycia wody w poidtach na dwie doby.

3.1.2. Podziat na grupy- eksperyment z wykorzystaem diety aterogennej

W eksperymencie wykorzystano 4- miggine samice myszpoE/LDLR™, ktére

podzielono na nagbujace grupy:

* grupa na diecie aterogennej zawigcaj 5% liofilizatu z jaj kurzych , (nie traktowana
lekami, n=5)

* grupa na diecie aterogennej zawigcaj 5% liofilizatu jaj kurzych, ktorej podawano 1-
metylonikotynamid (MNA) w dawce 100 mg/kg (n=5)

* grupa na diecie aterogennej zawigcaj 5% liofilizatu jaj kurzych, ktorej podawano 1-
metylonikotynamid (MNA) w dawce 1g/kg (n=5)

* grupa na diecie aterogennej zawigcaj 5% liofilizatu, przyjmujca kwas nikotynowy
(NicA) w dawce 100 mg/kg (n= 4)
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* grupa na diecie aterogennej zawigeaj 5% liofilizatu, przyjmujca kwas nikotynowy
(NicA) w dawce 1g/kg (n=5)
e grupa na diecie aterogennej zawigcaj 5% liofilizatu, przyjmujca perindopril w dawce

2 mg/kg (kontrola pozytywna, n=5)

Wysokie dawki kwasu nikotynowego i MNA w #oi 1 g/kg odpowiadajwysokim
dawkom kwasu nikotynowego stosowanym u ludzi, ngdngm do uzyskania efektu
klinicznego [87;94]. Dawk perindoprilu odpowiednio zwkszono z 0,4 mg/kg do 2 mg/kg w
celu wzmocnienia wptywu tego zawiku nasrodbtonek, bicgc pod uwag nasilenie proceséw
miazdzycowych u myszy traktowanych kasmaterogena Badane substancje byly podawane
wraz z wod pitna przez okres 8 tygodni (od 4 do 6 migsizycia myszy) trzy razy w
tygodniu, z uwzgidnieniem zuaycia wody przez zwrzeta analogicznie do metodyki opisanej

w poprzednim podrozdziale.

Karma aterogenna zawiegap 5% liofilizatu zzottek kurzych byta przygotowywana w
drobnych porcjach, przy uwzglnieniusredniego dziennego spgria karmy przez kala
grupe. Mieszanka paszowa byta dgsta dz¢ki uprzejmdci prof. Tadeusza Trziszki z
Wydziatu Nauk dZywnoéci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu , gotokarma
byta przygotowywana w Katedrzgywienia Cztowieka Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie przez dr. RenaKostogrys i dr. in. Magdalerg Franczyk-Zaréw, wedtug opisanej

uprzednio metodyki [38].

3.2. Metodyka bada

W 6 miesicu zycia myszy byly eutanazowane poprzez dootrzewnaydaupie tiopentalu
(Sandoz, Francja) w dawce 50mg/kg. Przgaaniem myszom podano fraxipagyw ilosci
1000 UI (Sanofi- Synthlabo, Santea, Francja). Rarazji pobrano krew z prawej komory
serca, nagpnie nactto prawy przedsionek i wykonano perfeisgerca i korzenia aorty
zimnym roztworem PBS poprzez wktucie w kelomor. Pobierano gornczes¢ serca do
celow barwié histologicznych (podrozdzi&.5), immunohistochemicznych i

zymograficznych (podrozdzi&.6) blaszek miadzycowych wewntrz korzenia aorty. Gém
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cze$¢ serca, zamumng W zelu OCT (SakuraTek, Japonia) krojono na mikrotomie
mrozeniowym wedtug metodgross- sectiompisanej w podrozdzialg.4.

Aby uzysk#& osocz, krew odwirowano (14000 g przez 10 minut). W osoboznaczano
stezenie trojglicerydow i cholesterolu catkowitego (pordziat3.3), biatka amyloidowego
SAA (podrozdziaB3.7) i metabolitéw kwasu nikotynowego (podrozdZ3a8). Odwirowane

osocze rozporcjowano po 100 pl i zavaao w -80°C.

3.2.1. Pomiar cholesterolu catkowitego i trojgliceydéw w osoczu

Stezenia cholesterolu catkowitego, jak i trojgliceryddkreslano przy pomocy metody
spektrofotometrycznej, przy wykorzystaniu odpowietireestawow diagnostycznych (PZ
Cormay, tomianki, Polska).

Poziom cholesterolu catkowitego zmierzono korzysta) zestawu Liquick Cor-
CHOLG60. Metoda pomiaru opierata sia enzymatycznej reakcji kompleksow esterazy i
oksydazy cholesterolu, w wyniku ktorej powstaje tietek wodoru. Powstaty 40, reaguje z
4- aminoantypiryn, dapc barwna reakej Intensywné¢ czerwonego zabarwienia jest wprost
proporcjonalna do etenia cholesterolu w badanej prébce.

Roztwor reakcyjny wykorzystany w pomiarach zawidi@® mmol/l buforu Gooda (ph=
6,4); 5 mmol/l fenolu; 0,3 mmol/l aminoantypiryny3,2 pkat/l esterazy cholesterolu
(rozktadajicej estry CL do wolnego cholesterolu i kwasow tarsgvych); oksydag
cholesterolu w iléci ~1,67 pkat/l i peroksydaav ilosci ~50 pkat/l. Roztwér reakcyjny
napipetowano w iléci 1 ml w trzech powtérzeniach, po czym ogrzanalgdemperatury
pokojowej. Po ogrzaniu, pierwsza probkazgta jako proba zerowa, do drugiej dodawano 10
pl standardu (roztwor cholesterolu 5,2 mmol/l) tideciej dodawano 10 pl badanej probki
osocza.

Wszystkie probki doktadnie mieszano i inkubowantasmni wodnej (37°C) przez okres 5
minut. Absorbangj prébek odczytano przy dtuga fali 500 nm z wykorzystaniem
spektrofotometru Uvikon 810 (NorthStar Scientifil). Kazdy pomiar przeprowadzano z
powtdrzeniem. Stenie cholesterolu dla kdej z prébek obliczono korzystajze wzoru
podanego w instrukcji, przy uwzglnieniu absorbancji prébki zerowej i wzorcowej.

W pomiarze sizenia trojglicerydow wykorzystano zestaw diagnosiyckiquick Cor-

TG30, oparty na aktywrdoi oksydazy glicerofosforanowej, w wyniku ktorejvpstaje
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nadtlenek wodoru. Powstaty@, reaguje z 4- aminoantypirygndapc barwra reakcg.
Intensywnd¢ czerwonego zabarwienia jest wprost proporcjondimatzenia cholesterolu w
badanej prébce.

Roztwor reakcyjny sktadatgsiz dwoch sktadnikow roboczych zmieszanych w stogunk
4:1. Koicowa mieszanina reakcyjna zawierata 40 mmol/l uRIPES (ph= 7,0); 0,4 mmol/l
aminoantypiryny; 1,5 mmol/l ATP; 1,6 mmol/l jonéwdff; 0,6 mmol/l ADPS; ~66,67 ukat/|
kinazy glicerolowej; ~60,00 pkat/l oksydazy 3- foglicerolu; ~20,00 pkat/l peroksydazy i
~16,67 pkat/l lipazy lipoproteinowej. Roztwor regikty przygotowywano w trzech
powtorzeniach, ktére ogrzewano do temperatury pkej. Po ogrzaniu, pierwsza probka
stuzyta jako préba zerowa, do drugiej dodano 10 pldsedu (roztwor trojglicerydéw o
stezeniu 2,5 mmol/l), do trzeciej dodano 10 pl badgmépki osocza. Wszystkie probki
doktadnie wymieszano i inkubowano wi#awodnej (37°C) przez okres 5 minut. Do pomiaru
absorbancji prébek wykorzystano spektrofotometkiomi810 (NorthStar Scientific, UK),
przy diugdci fali 550 nm. Kady pomiar przeprowadzono z powtérzeniem. Poziom
trojglicerydow dla kadej z prébek obliczono korzysiajze wzoru podanego w instrukcji,

przy uwzgédnieniu absorbancji probki zerowej i wzorcowe;j.

3.2.2. Przygotowanie preparatow mikroskopowych korenia aorty metody cross- section

Serca zamrmne w OCT zostaty pogie na kriostacie Leica CM1800 zaopatrzonym w
ruchomy gtowice, wedtug procedurgross- sectiompisanej uprzednio [36;124]. Zamomy
materiat zostat poety na skrawki o grukiei 10 um i zebrany na szkietka mikroskopowe
typu SuperFrost (Mentzel Glaser, Niemcy) pokrytéliggna (Sigma Aldrich). Serca krojono
pod odpowiednim &em w celu uchwycenia wszystkich trzech ptatkowtaaki aortalnej
wewntrz korzenia aorty. Poszczegolne skrawki zbierashanomentu pojawienia¢i
wszystkich ptatkdw trojdzielnej zastawki aortal(@ysokas¢ ,07). Materiat zostat
podzielony na kilka serii, zawieraych asiadupce przekroje poprzeczne od wysé&iol 00
do 900 pm. Nagpnie czs¢ skrawkow, przeznaczonych do barivldstologicznych
utrwalono w 4% zbuforowanym roztworze paraformaidkh czs¢ przeznaczando
barwier immunohistochemicznych utrwalono przy pomocy aceicer¢ skrawkow do
celow barwi@ zymograficznych nie utrwalano i przechowywane je&2@°C, w warunkach

chronicych przed dogpem wilgoci.
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3.2.3. Barwienie lipidow blaszek miadzycowych wewmtrz korzenia aorty

Skrawki utrwalone w 4% paraformaldehydzie zostallyarwione barwnikiem Oil Red O;
ORO (Sigma Aldrich) w celu wykrycia ztogdéw lipidowly i oceny wielkéci blaszek
miazdzycowych. Zabarwione preparaty oceniono przyaiu mikroskopu Olympus BX50
(Olympus, Tokio, Japonia) pod paszeniem 4x i sfotografowano za pora@paratu
Olympus DP71 CCD spgzonego z mikroskopem. Uzyskane obrazy analizowanp pr
pomocy oprogramowania Zeiss LSM Image Browser @&l(Zeiss, Jena, Germany),
pozwalajicego na zmierzenie pola powierzchni blaszekzdiigcowych (Lni). Progresj
blaszek miadzycowych w pojedynczym sercu liczono jakedni z dziewkciu przekrojow

poprzecznych (wys. 100- 900 um).

3.2.4. Barwienia immunocytochemiczne obecdo makrofagdéw w blaszkach
miazdzycowych

W celu zobrazowania obszaru blaszki idigycowej zagtej przez makrofagi wykonano
trojetapowe barwienie immunohistochemiczne wedipiganego uprzednio protokotu [41].
Skrawki utrwalone w acetonie przeptukano w roztwedPBS i preinkubowano w mieszaninie
zawierajacej 5% surowicy koziej i 2% mleka odthusarego w celu zablokowania
nieswoistych miejsc wzania, nagpnie preparaty inkubowano przez 12 godzin w rozreor
szczurzych przeciwciat skierowanych na mysi antyge&%8 (Serotec, Oxford, W. Brytania).
Po catonocnej inkubacji na preparaty ratwo mieszani@drugorzdowych biotynylowanych
kozich przeciwciat (Jackson IR, West Grove, PA)ogoétgodzinnej inkubaciji i ptukaniu-
roztwor zawierajacy kompleks streptawidyna- AMCRo kaicowej godzinnej inkubacji
preparaty wyptukano w roztworze PBS i zangkmiw medium Vectashield. Preparaty
analizowano przy pomocy mikroskopu fluorescencyin®ympus BX50 wyposanego w
filtry pozwalapce rejestrowazielors (makrofagi) fluorescenej Preparaty sfotografowano

przy pomocy aparatu Olympus DP71 CCD, uzyskangedpnalizowano przy pomocy
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oprogramowania Zeiss LSM Image Browser 3.2. Ro&tanu zapalnego i obecito
makrofagow w rejonie blaszek ndzycowych liczono jakaéredni z széciu przekrojéw
poprzecznych (wys. 100- 600 pum).

Dodatkowo wykonano barwienia zymograficzne obrazeipktywné¢ metaloproteinaz
(MMP) w rejonie korzenia aorty, korzysiajze zmodyfikowanej metody opisanej wazej
[153]. Skrawki nie utrwalone nawodniono w PBS, gpsie inkubowano przez 3 godziny w
temp. 37°C w roztworzeelatyny sprzzonej z FITC w ilgci 50 pum/ml (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA). Po przeptukaniu w cieptym PB8waleniu w 4% zbuforowanym
paraformaldehydzie preparaty zamgtoiw medium fluoromount (SigmaAldrich). Skrawki
analizowano przy pomocy mikroskopu fluorescencyin@jympus BX50 wyposanego w
filtry pozwalapce rejestrowazielom fluorescengj, odpowiadajca aktywndgci
enzymatycznej metaloproteinaz. Po sfotografowastiszar aktywngci MMP liczono jako
sredni z sz&ciu przekrojow poprzecznych (wys. 100- 600 pum).

W dalszym etapie barwie cz$¢ skrawkdédw wykorzystanych w barwieniach
zymograficznych przeptukano w PBS i wykorzystanobdowier immunohistochemicznych,

w celu wykazania kolokalizacji komorek prozapalnychktywndcia metaloproteinaz.

3.2.5. Pomiar s¢zenia SAA w osoczu

Stezenie SAA w osoczu badanych grup myszy ékmeo przy wykorzystaniu metody
ELISA, wywajac zestawu diagnostycznego Mouse SAA Imunoassay KWMAOOL1l
(Invitrogen, Carlsbad, USA) sktadapgo st z 96- dotkowe] piytki optaszczonej
przeciwciatami monoklonalnymi specyficznemi dla meysSAA;, roztworu przeciwciat
drugorzdowych, a take buforow przeznaczonych do rozaeania, inkubacji, ptukania i
zakaczenia reakcji. Pomiar opieragsna 4- stopniowym barwieniu immunologicznym z
wykorzystaniem dodawanych kolejno biotynylowanychonoklonalnych przeciwciat
drugorzdowych, kompleksu streptawidyna- peroksydaza inckwego reagenta;
tetrametylobenzydyny, ktéry stanawi substrat dla peroksydazy daje barwna reakc]
Intensywndé¢ barwnego produktu jest wprost proporcjonalna dgestia SAA w badanej
probce. W pomiarach korzystano ze spektrofotometgikowego typu Epoch (BioTek,
Winooski, USA) pracujcego przy dtugei fali swiatta 450 nm. Inkubagjprobek po dodaniu

przeciwciat przeprowadzono przy wykorzystaniu wysarki z podgrzewaniem typu SkyLine
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(Elmi, Ryga, totwa). llé¢ produktu reakcji odczytano przy pomocy odwriocokigywej
kalibracyjnej w pg/mi.

3.2.6. Pomiary sg¢zenia metabolitbw kwasu nikotynowego w osoczu (LC/M#S)

W pomiarach wykorzystano chromatograf cieczowy @wjil1100 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Niemcy) sktadajy sk z odpowietrzacza, podwojnej pompy, kolumny i
automatycznego dozownika. Rozdziat chromatograjigereprowadzono na kolumnie
Waters Spherisorb® 5 pm CNRP 4.6 x 150 mm. Temperdbzownika ustawiono na 10
°C. Faza ruchoma sktadata gi acetonitrylu i 0,1% wodnego roztworu kwasu mrowkgo.
Kazdy cykl pomiarowy LC/MS/MS trwat 15 minut. Pagkowa faza ruchoma sktadata i
45% acetonitrylu w gradiencie liniowym do 10% wgti pierwszych 6 minut. Baiej pomiar
HPLC byt kontynuowany przez 3 min. przy statym stdeu sktadnikow frakcji ruchome;j
10/90 acetonitrylu do 0. Kolejny gradient liniowy przebiegat w szybkinyltie, w ktérym
w czasie 0,1 min. powrdécono do poziomu 45% aceatgajtnasgpnie przez okres 6,9 min.
kontynuowano pomiar przy statym stosunku sktadnikéakciji ruchomej 45/55. Tempo
przeptywu ustawiono na 800 ml/min. Eluent z HPLEeuar skierowaniem do prébnika ESI
zostat podzielony w stosunku 1:5 (k&zprzeznaczona do detektora spektrometra mas; 5
czes$ci odrzucono). Do uktadu LC/MS/MS dodano prélakobgtosci 20 ul.

Analize¢ spektroskopowprébek przeprowadzono na aparaturze API 2000 fiupyplied
Biosystems MDS Sciex (Concord, Ontario, Canadapatzon w system pozwalagy na
pomiary metod ESI (electrospray ionisation; ,elektrospre). Jonizacja zostata
przeprowadzona w trybie kationowym. Podwojny spmkigtr masowy zostat ustawiony w
trybie SRM 6elected reaction monitoring mgdea parametry pomiaru zostaty
wystandaryzowane dla k@ego badanego sktadnika poprzez state dodawaméastiow w
tempie 5ulL/min przy pomocy pompy infuzyjnej typu Harvard.mperaturarodta jondw
zostata ustawiona na 450°C, nggpeé uktadu elektrospreju na 3,5 tys. V.

Krzywe kalibracyjne okrdono na podstawie standardow wodnych roztworow 24Py,
kwasu nikotynowego, nikotynamidu i MNA oggeniu 20, 10, 5, 2.5, 1, 0.5 1 Qugy/mL. Jako
wewretrzny standard wykorzystano 1,0 mg/mL roztwor Geotnikotynamidu w
mieszaninie wody i acetonitrylu (50/50), w pomidragyto rozcieiczonego standardu

wewrgtrznego o sizeniu 2.5ug/mL. W celu wyznaczenia krzywych kalibracyjnych
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wykonano pomiary na 90 osocza, do ktorego dodano ll0standardu badanych zygkow

w celu okrélenia punktéw krzywej odpowiadagjym 2000, 1000, 500, 250, 100, 50i 10
ng/mL kadego badanego sktadnika. €y pomiar wykonano w pciu powtérzeniach, wraz
z dodatkowym pomiarem probki zawieyagj 10ul wewrgtrznego standardu. Nlzy
rezultatem pomiarow (stosunkiem pola pow. krzywajmobek analizowanych do pola pow.
krzywej dla wewgrtrznego standardu) aggeniem badanych substancji wykazano zabéé
liniowa.

Prébki do pomiarow przygotowano poprzez ich depnitacjc przy pomocy acetonitrylu.
Prébki osocza zostaty podzielone po 100nastpnie dodano do nich 10 wewrgtrznego
standardu i 20@ acetonitrylu. Prébki byly worteksowane przez @&,sprzetrzymywane w
temp. 4°C przez 20 min. i odwirowane przy 150@0m. przez okres 10 minut. Supernatant
w ilosci 150 ul zostat przeniesiony do czystych eppendorféw iavdwany w strumieniu
azotu przy temp. 37°C w ewaporatorze TurboVap (dynaddlopkinton, MA, USA).
Pozostatéci po odparowaniu ponownie rozpuszczono w mieszaracetonitrylu z wodl
(20/90 v/v) i wymieszano. Do analizy LC-ESI/MS/MSyto prébek o ohgtosci 20 ul. Do
odczytu i analizy danych pochagych z uktadu LC/MS/MS wykorzystano oprogramowanie
Applied Biosystems Analyst 1.4.2. Pomiary zostatgeprowadzone przez mgr. Matgorzat
Szafarz w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji [Ezye] Wydzialu Farmacji Collegium
Medicum UJ pod kierownictwem prof. dr hab. Joanayr8ury- Oleksiak.

4. Badanie zmian aktywndéci ukiadu NNMT- MNA w toku

rozwoju miazdzycy u myszyApoE/LDLR"

4.1. Podziat na grupy

Aktywnos¢ N- metylotransferazy nikotynamidu watvobie i stzenie endogennych
metabolitow kwasu nikotynowego w osoczu badano sipajacych grupach myszy nie
traktowanychzadnymi lekami, magcych staty dogp do wody pitnej i przyjmuagcych
standardow diet:
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Myszy kontrolneC57BI/6J(Hodowla Zwierat Laboratoryjnych, Staboszow/Miechow):
e grupa eutanazowana w wieku 2 meeyi (n=4)
e grupa eutanazowana w wieku 4 meeyi (n=4)

* grupa eutanazowana w wieku 6 miesi (n=5)
Myszy z miadzyca ApoE/LDLR" (Jackson Laboratory, Maine, USA):

e grupa eutanazowana w wieku 2 miesiecy (n=4)
e grupa eutanazowana w wieku 3 miesiecy (n=4)
e grupa eutanazowana w wieku 4 meeyi (n=5)

e grupa eutanazowana w wieku 6 miesiecy (n=5)

4.2. Metodyka bada

Myszy eutanazowano poprzez dootrzewnowe podarpertitalu (Sandoz, Francja) w
dawce 50mg/kg. Przedpieniem podawano fraxipargnv ilosci 1000 Ul (Sanofi- Synthlabo,
Santea, Francja). Naphie odstonjto serce i pobierano krew z lewej komory. Krew
odwirowywano przez 6 minut w 14000 x g, osocze oogjpwano po 100 ul i zamrano w -
20°C do pomiaréw endogennych pochodnych kwasu yikoetego (podrozdziat.4).

Po pobraniu krwi wycinano fragment ptatatmby (ok. 300 mg), ktéry natychmiast
przeptukano w zimnym roztworze 0,9 % chlorku sauoastpnie zamraano w cieklym
azocie i przechowywano w -8@ do wykonania pomiarow aktywsa N- metylotransferazy

nikotynamidu.

4.2.1. Pomiar aktywndci N- metylotransferazy nikotynamidu w watrobie

Pomiary aktywnéci NNMT przeprowadzano korzystaj ze zmodyfikowane] metody
opisanej uprzednio [159]. Metoda opierarsa wykorzystaniu 4- metylonikotynamidu (4-

MNA), ktory stuzy jako akceptor grup metylowych w obeéoiokofaktora: S-adenozylo-L-
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metioniny (SAM). Jako produkt powstaje 1,4- dimetykotynamid (1,4-DMN), ktory jest
wykrywany fluorometrycznie dzki jego reakcji z 4-metoksybenzaldehydem.

Zamraong tkanke watroby homogenizowano w zimnym PBS (ph= 7,4) w sid8,
homogenat odwirowywany w 12000 x g przez okres #0Q m temp. 4°C. Supernatant byt
natychmiast pobierany do pomiaréw akty@WridNNMT, przy wykorzystaniu BSA jako
standardu. Mieszanina reakcyjna sktadagasi2 pul 2mM dithiotreitolu, 12 ul 0,8 M buforu
Tris-HCI (ph= 8,6), 25 ul 16 mM roztworu 4-MNA, %0 0,4 mM roztworu SAM w 0,1 mM
kwasie siarkowym i 100 ul badanej prébki. Mieszannkubowano przez 80 min w 37°C.
Nastpnie reaka} transmetylacji przerwano przez zanurzenie probekwzcej wodzie na
okres 2 minut. Mieszaniny reakcyjne odwirowano WA®@ x g przez okres 5 min. w temp.
pokojowej. Pobrano po 100 ul supernatantu do 1,6antyh reakcyjnych, zawieragych 1
ml 0,02 M 4- metoksybenzaldehydu w 35% (v/v) wodmaziworze 2- metoksyetanolu i 100
pl 0,5 M wodnego roztworu wodorotlenku sodu. Nadayeakcyjne umieszczono wzta
wodnej w temp. 100°C na okres 15 minut. Po ochtoueprobek mierzono intensywsio
fluorescencji przy pomocy spektrofluorymetru Perkimer LS50B przy promieniu
wzbudzenia o diug. 418 nm i emisji o dtug. fali 49Q.

Aktywnos¢ NNMT zostata wyraona jako pmol/min/mg. lk& uzyskanego produktu
reakcji (1,4 DMN) zostata okéena na podstawie krzywej kalibracyjnej dla 1,4 DMN
zakresie 0,2- 2,0 nM, w ktorym wykres przebieg#livo. Wspoétczynnik zmienrigi wynosit
ponizej 10% dla pomiaréw wykonywanych kolejno tego samegia. Pomiary zostaty
wykonane w Zaktadzie Farmakologii Bmadczalnej Katedry Farmakologii CMUJ przez dr.

Tamae Khomich.

4.2.2. Pomiary s¢zenia endogennych metabolitow kwasu nikotynowego wsoczu
(LC/IMS)

Pomiary poziomow endogennego MNA i jego metabolitdwsoczu przeprowadzono
korzystajc z wysokosprawnej chromatografii cieczowej z deteknasows (LC/MS) wedtug
metody opisanej uprzednio [174]. Rozdziat fazy arokj przeprowadzono zyciem
kolumny3 pum Hypersil C18-BDS 150 x 2.0 mm. Rozdzielankolamnie eluent sktadatsi
z frakcji A zawieragcej 10 mM wodnego roztworu kwasu nonafluoropentaagaNFPA)

oraz frakcji B (100% roztwor acetonitrylu). Fazamoma byta ttoczona przez pomp
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statoprzeptywow w tempie 0,2 ml/min, w gradiencie od 0% do 60%d[aB przez okres 12
minut. W pomiarach wykorzystano tech@ikSI (electrospray ionisatioyy polegagca na
rozpylaniu badanych prébek w polu elektrycznym \w eeywotania ich jonizacjiDetektor
masowy(Thermo-Finnigan LCQ Advantage, Waltham, MA, USA}tat ustawiony w tryb
wykrywania pojedynczych kationow (SINpositive single ion monitoringv celu detekciji
NA, MNA, 2PY i 4PY, przy czym energikolizji ustawiono na 25%. Jako wewgtreny
standard wykorzystano sygnat 2- chloroadenozynydmpniony z trybu MS. Nagcie
zrodha pola elektrycznego nastawiono na 4,5 kV, emaura kapilary wynosita 275°C.
Przeptyw gazu rozpylagego eluent ustawiono na umowne 35 jednostek. Rdrgimptyczne
zostaly wystandaryzowane przy wykorzystaniu typdwgoocedur dla spggu pomiarowego
po nataeniu nikotynamidu na kolumnMysie osocze dodane do fazy ruchomej zostato
pozbawione biatka przyzyciu 10% roztworu kwasu trichlorooctowego, ktorysianie
wyekstrahowano wykorzystg eter dietylowy. Poziom odzyskiwania NA, 2PY i 4PY
dodanych do probek wynosit 75- 95%. Wspétczynnikiarecji wynosit pontej 10% dla
pomiaréw powtarzanych tego samego dnia. Pomiaraogrzeprowadzone w Katedrze
Biochemii Wydziatu Lekarskiego Gdskiej Akademii Medycznej przez dr hab. &M.
Stominska.

5. Statystyka

Dane z doswiadcze przedstawiono jakosrednh arytmetycza +/- odchylenie
standardowe. Obréklkdanych przeprowadzono przy pomocy pakietu Prigh §Graph Pad
Software). Dane z grup myszy traktowanych lekamipmywane z danymi uzyskanymi z
grupy kontrolnej analizowano wykorzysiajnieparametryczny test ,U” Mann'a- Whitney’a,
a take test nieparametryczny Kruskall’a- Wallis’a i tgsbst hoc Dunn’a. Za istotne
statystycznie przyjmowano zice, dla ktérych $0,05 (oznaczone na wykresach pojedyncz
gwiazdky). Jali réznica byla istotna statystycznie przy(Q01, wéwczas na wykresach

0znaczonog podwojr gwiazdk.
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Wyniki

1. Pilotazowe badanie przeciwmi@dzycowego dziatania MNA i
perindoprilu u myszy ApoE/LDLR™ z wykorzystniem diety
standardowej

1.1. Wplyw egzogennego MNA i perindoprilu na szenie cholesterolu
catkowitego i trojglicerydéw w osoczu

Podawanie MNA w dawce 100 mg/kg i perindoprilu wvda 0,4 mg/kg pozostawato bez
wptywu na s¢zenie cholesterolu catkowitego u myszy karmionyatadstandardow (ryc. 10
). W grupie traktowanej MNA stenie cholesterolu catkowitego wynosito 14,11 + 0,82
mmol/l, w grupie przyjmujcej perindopril byto nieznacznie olione i wynosito 12,02 + 0,76
mmol/l. Wartgci te nie r@nity si¢ istotnie statystycznie §®,05) od s¢zenia cholesterolu
catkowitego w grupie kontrolnej (14,5 + 0,87 mmpl/|

= = )
o ol o
| | |

(6}
|

stez. cholesterolu catk. [mmol/l]

o
|

kontrola MNA 100 mg/kg Per. 0,4 mg/kg

Ryc. 10.Stkzenie cholesterolu catkowitego w grupach myAppE/LDLR" przyjmujacych karne standardow,
traktowanych MNA 100 mg/kg lub perindoprilem 0,4 fikgyprzez okres 4 miesiy. Brak ré&nic istotnych
statystycznie w poréwnaniu z grugontrolra (p>0,05).
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Terapia MNA oraz perindoprilem nie miata rowhmnacacego wptywu (p0,05vs
kontrola) na stzenie trojglicerydowrfyc. 11). W grupie kontrolnej stenie wynosito ono
1,02 £ 0,16 mmol/l, podobny wynik stwierdzono w gieitraktowanej MNA 100 mg/kg (1,12
+ 0,10). W grupie traktowanej perindoprilem 0,4 kipstzenie tréjglicerydéw byto

nieznacznie podwyszone i wynosito 1,13 = 0,14 mmol/I.

1,6 1

1,2

0,8

0,4 -

stez. trojgliceryddéw [mmol/l]

kontrola MNA 100 mg/kg Per. 0,4 mg/kg

Ryc. 11.Skzenie tréjglicerydéw w grupach mysApoE/LDLR" przyjmujacych karne standardow,
traktowanych MNA 100 mg/kg lub perindoprilem 0,4 /i@ przez okres 4 miegiy. Brak r&nic istotnych
statystycznie w poréwnaniu z grugontrolra (p>0,05).

1.2.Wptyw egzogennego MNA i perindoprilu na wielk@¢ zmian

miazdzycowych w korzeniu aorty

MNA (100 mg/kg) znamiennie zmniejszat pole powiénzidblaszek mizdzycowych
wewnrtrz korzenia aorty (3,77 + 0,55 im 10 vs 7,76 + 1,42 urhx 10°, odpowiednio dla
grupy traktowandyINA i grupy kontrolnej). Efekt przeciwmiazycowy MNA byt
poréwnywalny z dziataniem perindoprilu podawanegdawce 0,4 mg/kg (3,42 + 0,97 Am
10°).
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kontrola MNA 100 mg/kg Per. 0,4 mg/kg

Ryc. 12.Srednie pole powierzchni zmian midzycowych wewatrz korzenia aorty u mysz4poE/LDLR,
traktowanych karmstandardow, przyjmupacych przez 4 miesce MNA w dawce 100 mg/kg lub perindopril w
dawce 0,4 mg/kg.

Ryc. 13.Zdjecia ukazujce przekroje poprzeczne przez korzenie aorty; gkepéolna(a), przyjmupca MNA
w dawce 100 mg/ k@) i perindopril w dawce 0,4 mg/ Kg). Przekroje poprzeczne pochadzwysokdci 500
um, licac od momentu pojawieniaespierwszych ptatkéw zastawki aortalnej. BarwieniéRed O na

obecndc¢ lipidéw blaszki miadzycowej, powekszenie 4 x.
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1.3.Wptyw egzogennego MNA i perindoprilu na ilg¢ makrofagow w

zmianach miazdzycowych

W grupach traktowanych MNA (100 mg/kg) lub peripdtem 0,4 (mg/kg) stwierdzono
istotny statystycznie §D,01vsgrupa kontrolna) spadek pola powierzchnitegjo przez
komorki CD68 (odpowiednio 0,40 + 0,21 Am10 i 0,51 + 0,21 prhx 10°) w poréwnaniu z
grupa kontrolmg (1,59 + 0,22 prhx 10).
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Ryc. 14.Wptyw MNA i perindoprilu na ilé¢ komérek CD68 w rejonie zmian nidvycowych u myszy
ApOoE/LDLR" traktowanych karmstandardow. W grupach przyjmuacych MNA lub perindopril
zaobserwowano wytae obnkenie pola powierzchni zgpgo przez komorki CD68 €0,01) w poréwnaniu z

grum kontrolra.

Podsumowujc; w tej serii déwiadczeé zaobserwowano silny efekt przeciwimaycowy
4- miesecznej terapii MNA i perindoprilem (zaréwno w odniEsu do wielkdci zmian
miazdzycowych, jak i nacieku makrofagoéw weutre korzenia aorty), przy braku dziatania
tych zwizkOw na stzenie cholestorolu catkowitego i tréjglicerydow. Whirtej serii
doswiadczeé byty bardzo obiecuyre, jednak zaobserwowano zmiefihwielkosci miazdzycy
w grupach kontrolnych pochoglzych z odebnych eksperymentow (rozdziat Matariaty i
Metody, ryc. 6). Ten fakt mogtby kwestionoévavartas¢ uzyskanych wynikow
poréwnawczych przeciwmidzycowego dziatania kwasu nikotynowego MNA i perindhp

dlatego te postanowiono opracowamodyfikowany protokét dawiadczenia, tak aby
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przyspieszy rozwoj miadzycy i zmiejszy réznice w wielkagci miazdzycy pomedzy
grupami kontrolnymi. Zasadnigzzes¢ wynikdw tej rozprawy doktorskiej uzyskano

wykorzystupc nowy protokoét déwiadczé.

Ryc. 15.Zdjecia ukazujce przekroje poprzeczne przez korzenie aorty; gkepéolna(a), przyjmupca MNA
w dawce 100 mg/ k¢p) i perindopril w dawce 0,4 mg/ kg). Przekroje poprzeczne pochadzwysokdaci 500
um, liczac od momentu pojawieniaespierwszych ptatkéw zastawki aortalnej. Tréjetapdaewienie IHC anty-

CD- 68, powgkszenie 4 x.
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2. Badanie przeciwmiadzycowego dziatania kwasu nikotynowego,
MNA i perindoprilu u myszy ApoA/LDLR’ z wykorzystaniem

diety aterogennej

2.1.Wplyw egzogennego kwasu nikotynowego, MNA i perindmilu na

stezenie cholesterolu catkowitego i trojglicerydéw w asczu

U myszyApoE/LDLR" karmionych diet aterogena stzenie cholesterolu catkowitego w
grupie kontrolnej nie traktowanej lekami byto znammie wysze (0,01) w poréwnaniu do
myszy karmionych digtstandardow (odpowiednio 42,27 + 1,23 mmoV$14,5 + 0,87
mmol/l). Podawanie MNA w dawce 100 mg/kg, kwasuwitykowego w dawce 100 mg/kg
lub perindoprilu w dawce 2 mg/kg nie wptya na stzenie cholesterolu catkowitego w
poréwnaniu z grup kontrolm. Jedynie MNA i kwas nikotynowy w dawkach 1g/kg fpia
nieznaczny wptyw na obigenie s¢zenia cholesteroluyc. 16), ale ten efekt nie byt
znamienny (odpowiednio 37,74 £ 0,38 mmol/l i 38£38,04 mmol/l; p-0,05).
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stez. cholesterolu catk. [mmol/l]

o
|

kontrola MNA 100 MNA NicA 100 NicA Per. 2
mg/kg 1g/kg mg/kg 1g/kg mg/kg

Ryc. 16.Poréwnanie stenia cholesterolu catkowitego w osoczu u myAppE/LDLR” przyjmuicych karne
aterogena z zawartécia 5% liofilizatu, traktowanych MNA i kwasem nikotymym w dawkach 100 mg/kg i 1
g/kg, oraz perindoprilem w dawce 2 mg/kg oraz gmiegleczon. Nie wykazanaadnych rénic istotnych

statystycznie (p0,05) pomg¢dzy grupami traktowanymi lekami, a grupa konteoln
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Podobnie do stenia catkowitego cholesterolugsénie trojglieryddéw u myszy
ApoELDLR" karmionych diet aterogena byto znacznie podwgzone w stosunku do myszy
karmionych diet standardow (odpowiednio 2,32 = 0,3vs 1,02 £ 0,16 mmol/l; $§0,05).
Jednak u myszppoELDLR" karmionych diet aterogena dla niektérych dawek MNA
(1g/kg) i kwasu nikotynowego (100 mg/kg) obserwowanamienny statystycznie{p,05vs
grupa kontrolna) efekt ohiajacy stzenie tréjglicerydéw (odpowiednio 1,31 + 0,35 mmaol/l
1,49 = 0,45 mmol/l vs 2,32 £ 0,37 mmol/l). W pozdgth grupach daviadczalnych

leczenie nie wplygto na stzenie trojglicerydow (p0,05 ).

stez. trojglicerydow [mmol/l]
N

kontrola MNA100 MNA1g/kg NicA100 NicA 1g/kg Per. 2
ma/kg mg/kg mg/kg

Ryc. 17.Poréwnanie stenia tréjglicerydéw w osoczu mysApoE/LDLR przyjmujcych pasz aterogens,
traktowanych MNA i kwasem nikotynowym w dawkach 1@@/kg i 1 g/kg, oraz perindoprilem w dawce 2
mg/kg. W poréwnaniu z gragkontrolra obnizony poziom trojglicerydéw stwierdzono w grupactktoavanych
MNA 1 g/kg i kwasem nikotynowym 100 mg/kg<(p,05).
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2.2. Wplyw egzogennego kwasu nikotynowego, MNA i padoprilu na

wielkos$¢ zmian miazdzycowych w korzeniu aorty

Stosowanie karmy aterogennej przez okres 2 pugsvywotato znacznie zwkszory
progresg pola powierzchni blaszek niidzycowych w grupie nieleczonej (18,40 + 0,80 1vm
10°) w poréwnaniu z grupprzyjmujica karme standardow przez okres 4 miesiy (7,76 +
1,42 pnf x 10).

W grupach traktowanych MNA w dawce 1 g/kg lub 10§/kg pole powierzchni zmian
miazdzycowych byto znamiennie ohbione (p<0,05vs grupa kontrolna) i wynosito
odpowiednio 11,76 + 2,14 fm 10 i 13,26 + 2,69 uhix 10°. Kwas nikotynowy miat nieco
stabsze dziatanie przeciwnmigzycowe (yc. 18), obnizajac znamiennie (§0,05vsgrupa
kontrolna) pole powierzchni zmian makycowych do 14,05 + 1,19 pdw 10° w dawce 100
mg/ kg i 14,65 + 2,61 ufix 16 w dawce 1g/kg. Najsilniejsze zahamowanie progt#agzek
miazdzycowych stwierdzono w grupie traktowanej perindigon w dawce 2 mg/kg (8,76 +
0,86 pni x 10°).
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% kontrola  MNA 100 NicA100 MNA1g/kg NicAlgkg Per.2
o mg/kg mg/kg mg/kg

Ryc. 18.Wplyw kwasu nikotynowego, MNA i perindoprilu na egbowierzchni blaszek midzycowych
wewnatrz korzenia aorty u myszy przyjmagych karng aterogena Stwierdzon@ahamowanie progres;ji
miazdzycy wewnratrz korzenia aorty po 2 miegiach podawania MNA w dawkach 100 mg/kg i 1 g/kg0(e5
vskontrola), kwasu nikotynowego w dawkach 100 mg/kgy/kg (p<0,05), oraz perindoprilu w dawce 2 mg/kg

(p<0,01).
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Ryc. 19Zdjecia ukazujce przekroje poprzeczne przez korzenie aorty; gkapérolna(a), przyjmujaca MNA w
dawce 100 mg/ kép), kwas nikotynowy w dawce 100 mg/kg) i perindopril w dawce 2 mg/ k@l). Przekroje
poprzeczne pochodz wysokdaci 400 um, licac od momentu pojawieniaespierwszych ptatkéw zastawki

aortalnej. Barwienie Oil Red O na obecfitipidow, powikszenie 4 x.

2.3. Wptyw egzogennego kwasu nikotynowego, MNA i padoprilu na ilo §¢
makrofagow i aktywnosé¢ metaloproteinaz (MMP) w zmianach

miazdzycowych

Stosowanie karmy aterogennej przez okres 2 gugsvptyngto znamiennie na
zwiekszeniesredniego pola powierzchni blaszek agdaycowych zagtego przez komorki
CD68- pozytywnerfyc. 20). W grupie traktowanej kargraterogena wartg¢ ta wynosita
4,80 + 0,95 prhx 1, w grupie przyjmujcej karny standardowa przez okres 4 migsi
ilos¢ komérek CD68 byta znamienniezaiza (0,01) i wynosita 1,59 + 0,22 i 10

W grupach traktowanych MNA w dawce 1 g/kg lub 10§/kg pole powierzchni zeie
przez komérki CD68 byto ob#ne i wynosito odpowiednio 2,93 + 1,76 Aml1C i 3,33 +
0,27 uni x 10, jednak stwierdzona zaica nie byta znamienna statystycznie@®5vs
grupa kontrolna). Niewielki spadek obszaru speeyfego dla czstki CD68 wykazano
réwniez w grupach traktowanych kwasem nikotynowym; 4,21,89 uni x 10 dla dawki
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100 mg/kg i 3,97 + 0,70 phx 10 dla dawki 1 g/kg .W grupie przyjmagej perindopril w
dawce 2 mg/kg pole obszaru gajgo przez komérki CD 68 rownidoyt niezamiennie
obnizony (3,67 + 1,24 phx 10).

lalaln

kontrola  MNA 100 NicA100 MNA 1g/kg NicA 1g/kg Per. 2
mg/kg mg/kg mg/kg

pole pow. zaj ete przez komoérki CD68
[um %X 105]

Ryc. 20.Wplyw MNA, kwasu nikotynowego i perindoprilu naziom komérek CD68 w rejonie zmian
miazdzycowych u myszy traktowanych digaterogens Stwierdzono nieznaczne obenie pola powierzchni

specyficznego dla astki CD68 w grupach traktowanych MNA 100 mg/kgg/kg w poréwnaniu z grup

kontrolm, bez znamienrigi statystycznej (g0,05).

Ryc. 21.Zdjecia ukazujce przekroje poprzeczne przez korzenie aorty; gkepérolna(a), przyjmujaca MNA
w dawce 100 mg/ k¢p), kwas nikotynowy w dawce 100 mg/kg) i perindopril w dawce 2 mg/ k@l).
Przekroje poprzeczne pochadzwysokdci 400 um, licac od momentu pojawieniaespierwszych ptatkdw
zastawki aortalnej. Tréjetapowe barwienie IHC ai@{p68, powekszenie 4 x.
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W grupach przyjmujcych karng aterogenai traktowanych MNA w dawce 100 mg/kg,
lub perindoprilem w dawce 2 mg/kg stwierdzono zreamie obnienie pola powierzchni
specyficznego dla aktywto MMP (ryc. 22) w porownaniu z grupkontrolm (2,63 + 0,64 i
3,47 + 0,63 px 10 vs6,13 + 2,0 prhix 10, odpowiednio dla grup MNA 100 mg/kg,
perindopril 2 mg/kg i kontroli). Podawanie MNA wwlee 1 g/kg nie miato wyranego
wplywu na aktywnéé MMP (5.95 + 1.85 pmx 10°). W grupie przyjmujcej kwas
nikotynowy w dawkach 100 mg/kg lub 1g/kg pole pawahni specyficzne dla aktywsa
MMP byto obnizone (odpowiednio 4,34 + 0,68 im 1C¢ i 5,35 + 1,73 prhx 10), jednak
bez stwierdzenia istotdoi statystycznej. Stwierdzono dodatkowie,obszary zabarwione na
obecnd¢ komorek CD68 i wykazype aktywndéé MMP nie pokrywag sie, chat map
zblizom wielkos¢ (ryc. 24).

kontrola MNA 100 NicA100 MNA 1g/kg NicA 1g/kg Per.2
mg/kg mg/kg mg/kg

pole pow. specyficzne dla akt. MMP

Ryc. 22.Aktywnos¢ metaloproteinaz w rejonie zmian ragiycowych w grupach myszy traktowanych karm
aterogena, przyjmupacych MNA, kwas nikotynowy, lub perindopril. PodavieMNA w dawce 100 mg/kg i
perindoprilu w dawce 2 mg/kg w zbtinym stopniu hamuje aktywédMMP (p<0,05vskontrola). Dane

przedstawiono jakérednie z 9 przekrojow poprzecznych (n=6 lub n=5)Si.
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Ryc. 23.Zdjecia ukazujce przekroje poprzeczne przez korzenie aorty; gkepéolna(a), przyjmupca MNA

w dawce 100 mg/ kfp), kwas nikotynowy w dawce 100 mg/kg) i perindopril w dawce 2 mg/ k@l).
Widoczna ré@nica w aktywnéci MMP miedzy grum kontrolna a przyjmujca MNA. Przekroje poprzeczne
pochodza z wysokdaci 400 um, licac od momentu pojawieniacspierwszych ptatkéw zastawki aortalne;.

Barwienie zymograficzne na aktyw§toMMP przy wyciu zelatyny sprzzonej z FITC, powikszenie 4 x.

-

SMA + MMP

CD 68 /

(niebieski)

Ryc. 24.Zblizenie na blaszkmiazdzycowa, kanat czerwonyo- aktyna mgsniowki gtadkiej), niebieski
(makrofagi) i zielony (aktywn& MMP). Obraz sugerujee aktywndé metaloproteinaz jest bardziej
specyficzna dla komorek géniowki gltadkiej, nz dla makrofagéw (nakladaniezdianatéw zielonego i
czerwonego). Kombinowane barwienie IHC anty- Sivakiy- CD68 paiczone z zymografiprzy
wykorzystaniwelatyny sprzzonej z FITC, powikszenie 20 x.
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2.4. Wptyw egozogennego kwasu nikotynowego, MNA epndoprilu na

stezenie SAA w osoczu

Naryc. 25 przedstawiono stenia SAA w 0soczu U mysAApoE/LDLR" karmionych
dieta aterogensa, ktorym podawano MNA, kwas nikotynowy lub perindibp/Ne wszystkich
leczonych grupach z wytkiem grupy leczonej kwasem nikotynowym w dawce hy/kg
stezenie SAA byto znamiennie obmine (p<0,05vsgrupa kontrolna). W grupie kontrolnej
wynosito 1,0 + 0,34 ng/l, a w grupach traktowanytRA w dawce 100 mg/kg lub 1 g/kg
oraz kwasem nikotynowym w dawce 1 g/kg byto abne w podobnych stopniu, wynasz
odpowiednio 0,35 £ 0,12 ng/l; 0,16 + 0,06 ng/l; ;10,1 ng/l. Perindopril (2 mg/kg) rowriie
znamiennie obiat poziom SAA (0,62 £ 0,09 ng/l), lecz w mniejszgtopniu nk MNA (100
mg/kg, 1 g/kg) i kwas nikotynowy (1 g/kg).

0,5 -

stez. SAA w osoczu [ng/l]

kontrola MNA 100 NicA100 MNA 1g/kg NicA 1g/kg Per. 2
mg/kg mag/kg mg/kg

Ryc. 25.Poréwnanie wptywu MNA, kwasu nikotynowego i peripaidu na stzenie biatka SAA w osoczu u
myszyApoE/LDLR" przyjmujacych karmaaterogeng. MNA w dawce 100 mg/kg lub 1 g/kg, kwas nikotynowy
w dawce 1 g/kg i perindopril w dawce 2 mg/kg po i2sticach terapii wywotaly istotny statystycznie spadek

stezenia SAA w poréwnaniu z grggkontrolm.
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2.5. Zmiany sezenia metabolitow kwasu nikotynowego w osoczu pod
wptywem terapii kwasem nikotynowym, MNA i perindoprilem

Stezenie nikotynamidu u mysz4poE/LDLR przyjmujacych karng aterogena byto
najwyzsze w grupach traktowanych kwasem nikotynowym watatvg/kg (wynosic 20,73
+ 13,62 ng/ml x 1) i 100 mg/kg (13,87 + 6,81 ng/ml x Y0jednak ze wzghu na duy blad
pomiaru nie rénity si¢ istotnie statystycznie od wastw w grupie kontrolnej (6,51 + 1,57
ng/ml x 16). W przeciwigéistwie do myszy traktowanych kwasem nikotynowym ryysz
traktowane MNA w dawce 100 mg/kg lub 1 g/kg oradnmoprilem w dawce 2 mg/kg
posiadahgrednie s¢zenie nikotynamidu zhtone do sfzenia w grupie kontrolnej (5,36
1,17; 7,35 £ 2,1 oraz 5,00 + 1,5powiednio dla grupy MNA 100 mg/kg, MNA 1 g/kg i
perindopril 2 mg/kg).

w B
(@) o
| |

N
o
|

stezenie nikotynamidu [ng/ml x 10 2]

0 N T T
kontrola MNA 100 MNA1g/kg NicA100 NicA1l g/kg Per. 2
mg/kg mg/kg mg/kg

Ryc. 26.Stezenia nikotynamidu w grupach mys&ApoE/LDLR" traktowanych dietaterogens, kwasem
nikotynowym w dawkach 100 mg/kg lub 1 g/kg, MNA wawkach 100 mg/kg lub 1 g/kg, oraz perindoprilem w
dawce 2 mg/kg. Dane przedstawiono jakedni z n= 6 +/- SD.

Stezenie MNA w osoczu byto najwgze (p0,05vsgrupa kontrolna) u myszy
traktowanych MNA w dawce 1g/kg (wynosito 19,48 25 ng/ml x 16) w poréwnaniu z
grupami myszy traktowanymi kwasem nikotynowym w daw00 mg/kg (3,61 + 1,78 ng/ml
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x 107) lub 1 g/kg (5,93 + 5,68 ng/ml x 0 W grupie kontrolnej stenie MNA byto
najnizsze, wynosz 0,7 + 0,22 ng/ml x TOW grupach przyjmuaicej MNA w dawce 100
mg/kg, lub perindopril w dawce 2 mg/kgatnie MNA nie ra@nito sig znamiennie od grupy

kontrolnej.

40

OjﬁLﬁt

kontrola MNA 100 MNA1g/kg NicA100 NicA1l g/kg Per 2
mg/kg mg/kg mg/kg

w
o
|

stezenie MNA [ng/ml x 10 2]
= N
o o

Ryc. 27.Stzenia MNA w osoczu myszipoE/LDLR traktowanych dietaterogens, kwasem nikotynowym
w dawkach 100 mg/kg lub 1 g/kg, MNA w dawkach 10§/kg lub 1 g/kg, oraz perindoprilem w dawce 2
mg/kg. Dane przedstawiono jakedni z n=6 +/- SD.

Stezenie metabolitdw MNA (2PY i 4PY) w osoczu mys&goE/LDLR" wszystkich grup
doswiadczalnych przedstawiono odpowiednio na B&i 29. Najwyzsze s¢zenie 2PY i 4PY
stwierdzono w grupie myszy traktowanej kwasem rjikotvym (100 mg/kg), a najrsze,
mniejsze nawet od gtenia w grupie kontrolnej stenie obu metabolitéw stwierdzono w

grupach traktowanych kwasem nikotynowym (1 g/k)NA (1 g/kg).
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kontrola MNA 100 MNA1g/kg NicA100 NicA1lg/kg Per2 mg/kg
mag/kg mg/kg

Ryc. 28.Stezenie 2PY w osoczu mysApoE/LDLR traktowanych diet aterogens, kwasem nikotynowym w
dawkach 100 mg/kg i 1 g/kg, MNA w dawkach 100 mg/kgg/kg, oraz perindoprilem w dawce 2 mg/kg. Dane

przedstawiono jakéredni z n= 6 +/- SD.
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OjiL

kontrola MNA 100 MNA1g/kg NicA100 NicAlg/kg Per2 mg/kg
mg/kg mg/kg
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stezenie 4PY [ng/mlx 10 2]

Ryc. 29.Stzenie 4PY w osoczu grupach mysxpoE/LDLR" traktowanych diet aterogens, kwasem
nikotynowym w dawkach 100 mg/kg i 1 g/kg, MNA w deach 100 mg/kg i 1 g/kg, oraz perindoprilem w
dawce 2 mg/kg. Dane przedstawiono jakednie (n= 6) +/- SD.
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3. Zmiany aktywnosci endogennego ukladu NNMT- MNA w toku

rozwoju miazdzycy u myszyApoELDLR™

3.1. Poréwnanie aktywndci N- metylotransferazy nikotynamidu w
watrobie myszy ApoE/LDLR™ i C57BI/6J

Pomiary aktywnéci N- metylotransferazy nikotynamidu w homogenatagtrobowych
pobranych od myszy midzycowychApoE/LDLR" pozwolity na stwierdzenie znamiennego
wzrostu s¢zenia wykrywanego produktu reakcji (1,4- dimetylartjfenamidu) w poréwnaniu
do myszy kontrolnych §0,05). U myszyApoE/LDLR" przyrost 1,4- MNA zwikszat si
wraz z wiekiem myszy; od ~1,0 pmol/min/mg u myszyrlestcznych do ~2,5
pmol/min/mg u myszy 6- miegiznych. U myszy kontrolnych przyrost 1,4- MNA nikzaie
od wieku myszy nie przekraczat 1,0 pmol/min/mge( 30).
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Ryc. 30.Znamienny statystycznie wzrost aktyviobNNMT u myszy miadzycowychApoE/LDLR" w

poréwnaniu z myszan@57BI/6J(p<0,05). Dane dotyexe kadej z grup wiekowych przedstawiono jako
srednie (n=5) +/- SD.
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3.2. Sezenie endogennego MNA i jego metabolitow w osoczutvakcie

rozwoju miazdzycy u myszyApoE/LDLR™

Juwz u 2- miestcznych myszy miadzycowychApoE/LDLR stwierdzono znamienny
wzrost s¢zenia endogennego nikotynamidu w osoczu w porownamiyszamiC57BI/6J
(odpowiednio; 7,92 + 2,64s 3,11 +/- 0,8QuM, p<0,05,ryc. 31). ROwniez sitzenie MNA u
myszyApoE/LDLR" byto wyranie wyzsze, nt u myszyC57BI/6J cha: nie wykazano w
tym przypadku istotrii statystycznej z powodu dego rozrzutu wynikow (odpowiednio
0,30 £ 0,13 vs. 0,17 + 0,QM). Takze stzenia 2PY i 4PY byly znamiennie #kg§ze u myszy
miazdzycowych (odpowiednio 0,43 +0,05vs 0,1 + O} i 1,12 +/- 0,3 vs 0,2 + 0,02M,
p<0,05).

Rd&znice w osoczowych ateniach nikotynamidu, MNA, 2PY i 4PY poatizy myszami
ApoE/LDLR" i C57BI/6Jbyty jeszcze wyraniejsze u 4- miestznych i 6- miesicznych
osobnikéw. U 6- miestznych myszyApoE/LDLR" stzenie MNA byto juz niemal 10-
krotnie wyzszeryc.32 w poréwnaniu do myszg€57Bl/6J(odpowiednio 1,1 uMsO0,1 uM).
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Ryc. 31.Wzrost stzenia endogennego nikotynamidu w osoczu mysggE/LDLR nie traktowanych

pochodnymi kwasu nikotynowego, w poréwnaniu z mysiza57BI/6Jnie dotkngtymi miazdzyca.
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Ryc.32.Skzenie endogennego MNA w osoczu my#gyoE/LDLR" nie traktowanych pochodnymi kwasu
nikotynowego, w poréwnaniu z mysza@b7BI/6J.Wzrost stzenia MNA w toku rozwoju mizdzycy zaznacza
si¢ wyraznie od 4 miesicazycia myszy ApoE/LDLR (p<0,05).
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Ryc. 33.Stzenie 2PY, metabolitu MNA w osoczu mys&poE/LDLR' nie traktowanych pochodnymi kwasu
nikotynowego, w poréwnaniu z mysza@b7BI/6J.Znamienny wzrost stenia 2PY (0,05) od 4 miegca

zycia myszy ApoE/LDLR" odpowiada zaobserwowanemu wzrostowtshia endogennego MNA.
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Ryc. 33.Skzenie 4PY, metabolitu MNA w osoczu mys&poE/LDLR nie traktowanych pochodnymi kwasu
nikotynowego, w poréwnaniu z mysza@b7BIl/6J.Podobnie, jak w przypadk2PY, zaobserwowano

znamienny (g0,05) wzrost stzenia 4PY ju od 2 miesicazycia myszy ApoE/LDLR .
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Dyskusja

Myszy miadzycowe typu ,double knockoutjsmodelem genetycznie indukowanej
hipercholesterolemii opartym o brak ekspresji getkédujpcych apolipoproteig@ E i receptor
dla casteczek LDL ApoE/LDLR"), rozwijajacym spontanicznie zmiany niidzycowe
wewnmntrz korzenia aorty, niezwyklezytecznym do badaaktywndgci farmakologiczne;j
lekdéw uktadu kizenia. Model ten zostat wykorzystany w niniejszegm@wie doktorskiej do
poréwnania aktywrgei przeciwzapalnej i przeciwmidzycowej kwasu nikotynowego i jego
gtdbwnego metabolitu- 1- metylonikotynamidu (MNA)takze inhibitora ACE, perindoprilu
uzytego w charakterze kontroli pozytywnej.

Przedstawione wyniki wskazupo raz pierwszy na wyfae przeciwmiadzycowe
dziatanie egzogennego MNA, zaréwno w grupach mysmyE/LDLR" traktowanych diet
standardow (eksperyment pilotaowy), jak i w grupach przyjmagych wysokottuszczogy
karme aterogens. MNA, dotychczas postrzegany gtownie jako nieaktywnetabolit kwasu
nikotynowego, miat porownywalny do swego prekursephyw na redukgj pola
powierzchni zmian mialzycowych wewntrz korzenia aorty, ocenianego na podstawie
barwienia czerwienioleis. ROwnoczénie stwierdzono wptyw MNA na parametry
zapalenia towarzysze rozwojowi miadzycy; zwiazek ten w réanym stopniu (w zalenosci
od stosowanej diety) zmniejszat pole powierzchigtegorzez komérki CD68 w rejonie
blaszek miadzycowych, a take wptywat na redukejpola powierzchni specyficznego dla
aktywndasci metaloproteinaz (MMP) i obiat stzenie biatka ostrej fazy SAA w osoczu u
myszy traktowanych kargraterogens.

W dalszej czsci wynikéw przedstawiono rowniedowody na zwikszory aktywnaé N-
metylotranferazy nikotynamidu (NNMT) w toku rozwajuiazdzycy u myszyApoE/LDLR" i
rownoleglty znaczny wzrostgienia endogennego MNA i jego metabolitdw w porowoare
zdrowymi myszami C57BI/6J. Uzyskane wyniki naggviadczy o kompensacyjnej roli
endogennego uktadu MNA- NNMT w odpowiedzi ustropuaktywaacg czynnikow
prozapalnych i prozakrzepowych w rozwaitherothrombosisi myszyApoE/LDLR'.
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1. Dziatanie egzogennego kwasu nikotynowego, MNAverindoprilu na
progresje miazdzycy i towarzyszacy jej stan zapalny w rejonie korzenia

aorty

Wyniki uzyskane w pilotzowej fazie eksperymentu wskazywaty na wyra
przeciwmiadzycowa aktywnagé MNA mierzom jako spadek pola powierzchni zmian
miazdzycowych barwionych czerwienbleist wzgledem grupy kontrolnej, poréwnywairz
dziataniem kontroli pozytywnej- perindoprilu (wymilpodrozdziatl.2, ryc. 12). Obok
wptywu na hamowanie progres;ji blaszki edaycowej MNA w znacznym stopniu redukowat
ilos¢ prozapalnych komorek CD68 w rejonie blaszikic( 14). Uzyskane dane potwierdzaty
wczesniejsze doniesienia dotygze przeciwzapalnej aktywida MNA w modelach
zwierzcych [17] i w badaniach klinicznych [46;209]. Dosienia z ostatnich 15 lat
podkrelaja istotry role szlakow zapalnych w patogeneatherothrombosi§sb4;55], ich
aktywacja oraz rozwaj dysfunkgrodbtonka naczyniowego poprzedzppjawienie s
widocznych blaszek mialzycowych. Zostato to poednio zaobserwowane rownia 3-
mieskcznych myszyApoE/LDLR", gdzie blaszki mizdzycowe w najwczéniejszej fazie
rozwoju byty w wikszaci tworzone przez komérki CD68 i produkty ich rodpgmateriaty i
metody, podrozdzidl, ryc. 5). Poprzez swoje dziatanie przeciwzapalne i/lulpoplepowe
MNA i perindopril mogty wptyra¢ na zahamowanie progresji blaszki auiaycowe.
Réwnoczénie opisywano wielokrotnie przeciwzapalne dziatdoi@asu nikotynowego nie
zwiazane z jego wptywem na lipoproteiny osocza. Jestgopodobneze za te wigciwosci
odpowiada gtéwny metabolit kwasu nikotynowego, MNA.

Aby zweryfikowa powyzsz hipotez, porownano przeciwmialzycows i
przeciwzapala aktywna¢ prekursora i jego metabolitu, podawanych w jedmgkan
dawkach myszorApoE/LDLR" traktowanych karmpaterogena. Wyniki uzyskane w tej
fazie bada potwierdzity przeciwmiadzycows aktywnagé MNA zaobserwowanw
eksperymencie pilotwym, ch@ spadek pola powierzchni zmian ruaycowych byt
stabiej zaznaczonyyc. 18vsryc. 12), co wynikato z zastosowania karmy aterogenne;j
wptywajacej na ostabienie farmakologicznego efektu badasydistancji. Grupy traktowane
kwasem nikotynowym miaty pole powierzchni zmian aoigycowych zblzone do grup
traktowanych takimi samymi dawkami MNA. Rownogze w grupach traktowanych MNA

stwierdzono silniejszy efekt przeciwzapalny mienggako ilos¢ komorek CD681fyc. 20) i
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aktywnas¢ MMP (ryc. 22) w rejonie zmian mizdzycowych, chdé w tym pierwszym
przypadku ranice midzy grum kontrolma byty nieznamienne i stabiej zaznaczone.

Kwas nikotynowy niezalaie od dobrze znanego wptywu na lipoproteiny osounze
dodatkowo dziakaprzeciwmiadzycowo i przeciwzapalnie.

Dziatanie przeciwzapalne kwasu nikotynowego zachpdprzez receptory GPR109
GPR81 obecne na powierzchni komorek dendrytycznyetkrofagéw, adipocytow i
neutrofili, co ttumaczy wpltyw tego zaazku na uwalnianie cytokin/chemokin prozapalnych
[32;210;217], ekspresiczasteczek adhezyjnych [210], migragktywowanych komorek
uktadu immunologicznego [91] i wzrost produkcji amykow przeciwzapalnych
[32;144;206]. Za cg¢ przeciwzapalnej aktywroi kwasu nikotynowego ni@ odpowiadéa
nikotynamid, powstagy dziki aktywnasci kompleksu cyklaza ADP- rybozy/glikohydrolaza
NAD®. W wielu doniesieniach potwierdzono przeciwzapatiygoprotekcyjne i
antyapoptotyczne dziatanie nikotynamidu poprzep j@gtyw na hamowanie aktywsa
PARP1 i sirtuin (wsfp, podrozdzia¥.).

W niniejszej rozprawie doktorskiej, w przeciigwie do grup myszppoE/LDLR"
traktowanych MNA nie stwierdzono wptywu kwasu niwadbwego na hamowanie aktyw4od
metaloproteinaz w rejonie zmian miycowych. Metaloproteinazy (MMP) to rodzina 28
enzymow proteolitycznych rozktadaych macierz miedzykomorkawECM- extracellular
matrix). Petnia one wana funkcje fizjologiczra, mapc wptyw na remodeling ECM (min.
lamininy, fibronektyny, kolagenu typu IV i elastynymigracg komorek, co bezgoednio
wplywa na angiogenezmorfogeneg, wzrost, gojenie ran i napratkanek po urazie
[33;167]. Ich aktywnét jest ograniczana przez cztery typy endogennycibitioinow
tkankowych (TIMP), uwalnianych przez komorki tkatdgznej i makrofagi [153;170].
Nadmierr, aktywnagé MMP stwierdzono w przebiegu gkiszaci chorob uktadu kizenia;
nadcénieniu, miadzycy, zawale, niewydolriei serca, chorobie niedokrwiennej serca, czy w
patogeneziegtniaka, dodatkowo w cukrzycy i w stanach zapalnyleti]. Aktywnasé
metaloproteinaz 2 i 9 ( szczegolnie MMP-9) jeshiad z wanych czynnikdw prozapalnych,
promupcych migracg i proliferacg komorek mesniowki gtadkiej, limfocytow T i
makrofagow [77]. Dodatkowo wiele czynnikow wzro$lGF, FGF, TGB i HGF)
zwiazanych z macietzmiedzykomorkove ulega uwolnieniu i aktywacji po degradacji ECM
przez MMP, co wptywa na wzrost, migragjproliferacg komérek uktadu
immunologicznego [188]. We wczesnej fazie tworzesiablaszki miadzycowej wzrost
aktywnasci MMP uszkadza btanpodstawn srédbtonka, co utatwia infiltragjintimy przez
limfocyty T i makrofagi. W paniejszej fazie nadmierna aktyw§goVMIMP-9 i MMP-2 jest
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czynnikiem ostabiacym stabilné¢ blaszki i zwgkszapcym prawdopodobiestwo jej
peknigcia [97]. MMP-2 i MMP-9 g uwalniane przez wszystkie komorki kioe udziat w
tworzeniu struktury blaszki, jak i indukigych stan zapalny towarzygz rozwojowi
atherothrombosismakrofagi, komaérki mgsniowki gtadkiej, komorkisrédbtonka, limfocyty

T [77]. W przeprowadzonych badaniach nie stwierdza@ay spadkowi aktywrsai MMP w
rejonie zmian mizdzycowych wywotanym podawaniem MNA towarzyszyt wzrekspresji
tkankowych inhibitoréw TIMP. Wyniki badapotwierdzaj wczeniejsze doniesienie
dotyczce zmniejszania aktywdo MMP przez stosowanie MNA w zhbnej dawce 62,5
mg/kg. W szczurzym modelu niedokrwiennego uszkodzerwzgu MNA zmniejszato
aktywna¢ MMP-9 we wczesnej fazie uszkodzenia, natomiastksziato aktywnéci MMP-

2 w fazie pénej. Wptywato to na wygaszenie proceséw zapalnyafeych udziat w
degradacji komorek nerwowych po okresie hipokgjiiesmii i zarazem wspomagato procesy
naprawcze w uszkodzonej tkance podczas reperf2Bjji Co ciekawe, w przeprowadzonych
doswiadczeniach MNA miato wptyw na hamowanie aktyweidMMP tylko w dawce 100
mg/kg fyc. 22), dawka 1 g/kg nie wywotata takiego efektu.

Drugim szlakiem dziatania kwasu nikotynowego niezaym od wptywu na profil
lipidowy osocza jest aktywré srodbtonkowa. W badaniach klinicznych stwierdzondymp
kwasu nikotynowego n&ddbtonek mierzony jako redukcja grileosciany etnicy szyjnej
badanej nieinwazyjnie przy pomocy MRI i poprgparametréw naczyniowych u pacjentéw
przyjmujcych niacyr [96], jak rownie zdolngé¢ do odwracania dysfunkgjrédbtonka
mierzonej jako zatany odsrodbtonka rozkurczetnicy ramieniowej [190;204]. Réwnien
badaniachn vitro na liniach komérekréodbtonka zaobserwowano wptyw kwasu
nikotynowego na spadek eksprespsteczek adhezyjnych [44;181] i wydzielanie TNF-
[44].

Mechanizm plejotropowego dziatania kwasu nikotyngavaeasrédbtonek naczyniowy
wciaz pozostaje zagadkNie maze on by ttumaczony poprzez wptyw na specyficzne
receptory- dotychczas nie stwierdzono obéchGPR109 i GPR10@ na powierzchni
komoéreksrodbtonka. Za wptywem receptorow GPRAGE czynné¢ srodbtonka nie
przemawia rownigfakt, iz agonéci tych receptoréw; MK-0354 i MK-6892 nie posiadaty
dziatania naczyniorozszerzaggo [166;169]. Efekty dziatania kwasu nikotynowego
srodbtonek naczyniowy magwicc zaleze¢ od jego endogennych metabolitéw.

Chat w tej pracy nie badano mechanizmu przeciwiabigcowego dziatania MNA,
wczesniejsze doniesienia wykazatse przeciwzapalny profil dzialania MNA z0i si¢ od

aktywndasci swoich prekursorow; nikotynamidu i kwasu nikadywego. Na przykiad; w
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przeciwigistwie do nikotynamidu MNA nie wptywat na poziom Ti[L4;149], posiadat
réwniez znacznie mniejszy wptyw na hamowanie aktygaid®ARP1 [185]. O ile
wiasciwosci nikotynamidu i kwasu nikotynowego wydagic dotyczy bezpadredniego
hamowania komorek uktadu immunologicznego, przeapame dziatanie MNA wynika
gtéwnie z aktywacjirédbtonkowego uktadu cyklooksygenazy 2 (COX-2), adjgdzialnego
za produkgj przeciwzapalnej i przeciwzakrzepowej prostacyklifh). Podanie MNA w
szczurzym modelu skutkowato zkszeniem w 0soczu poziomu 6-keto-P@F4tabilnego
metabolitu PGJ[26;118;149], dodatkowo przeciwzakrzepowy efekhétylonikotynamidu
zostat zniesiony po podaniu rofekoksybu, selektyyan@hibitora COX-2 [26]. Wydaje si
wigc, ze przeciwzakrzepowe i przeciwzapalne dziatanie MEiazane z aktywagjuktadu
COX-2/PG} , maze by odpowiedzialne za obserwowane w tej pracy przecaxtiycowe
dziatanie MNA. Interesare bytoby przeprowadzenie analogicznych lhaakd
przeciwmiadzycowym dziataniem MNA z wykorzystaniem myszy z wgkowanym genem
dla COX-2 i receptora IP, aby ostatecznie udowd@rawdopodobny udziat szlaku COX-
2/PGb w przeciwmiadzycowym dziataniu MNA.

W przeprowadzonych badaniach stosowano réavpégindopril jako kontral pozytywr,
podajc go w niskich dawkach (0,4 mg/kg i 2 mg/kg), nigjgnych wptywu na dnienie
krwi. Przeciwmiadzycowa i przeciwzapala aktywna¢ perindoprilu mana wyttumaczy
poprzez jego zdolrio do blokowania konwertazy angiotensyny obecnejowigrzchni
srodbtonka. Osoczowa frakcja ACE stanowi tylko nielka czes¢ puli tego enzymu obegn
w organizmie$rodbtonek naczyniowy stanowi gtowitokalizacg konwertazy angiotensyny
[25;156]. Perindopril i inne leki z grupy ACE-I tHoja aktywnda¢ srodbtonkowej konwertazy
angiotensyny jagw niskich dawkach, niewywotagych spadku énienia krwi [224].
Najbardziej prawdopodobnym mechanizmemasiyin za plejotropow aktywnacia ACE-I
jest zwekszenie szenia bradykininy, ktora dziata poprzez receptosnB powierzchni
srodbtonka [51]. Dodatkowo aktywacji ulega synteza N°PGbL, wnosacych swoj
aktywnas¢ wazodylatacyja i przeciwzapala. W p&niejszej fazie zwikszony poziom
bradykininy mae dodatkowo aktywowareceptory B obecne na powierzchgiodbtonka
[109]. ROownoczénie zablokowanie aktywroi konwertazy angiotensyny skutkuje spadkiem
ekspresji oksydazy NADPH i zmniejszeniem produkegiktywnych form tlenu [122]. Oba
powyzsze mechanizmy, zaley od bradykininy i pochodzy z wygaszenia aktywiaoi
oksydazy NADPH maogdopetni& sie wzajemnie wsrodbtonkowym dziataniu ACE-I [25].

Co ciekawe, w grupach myszy przyjracych karng standardow juz bardzo niska dawka

perindoprilu (0,4 mg/kg) podawanego przez okresesigty miata silny wptyw na redukej
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ilosci makrofagobw w korzeniu aorty, natomiast w grupagfszy traktowanych karm
aterogena pig¢ razy wyzsza dawka perindoprilu (2 mg/kg) podawanego prkeeso?
mieskcy nie wywotata znaeego zahamowania nacieku komorek CD 68 w rejonzmia
miazdzycowych. Stwierdzone iiice midzy grupami wynikaj z zastosowania odmiennej
karmy i odmiennej diugiei czasu trwania eksperymentu (4 miesivs 2 miesce), podobnie
jak w przypadku rénic w przciwmiadzycowym dziataniu 1- metylonikotynamidu.
Dodatkowo istotny wydaje sifakt, ze perindopril zacgzo podawa od 2 miesicazycia
myszy, w okresie poprzedaaym pojawienie i blaszek miadzycowych, lecz ju w trakcie
zachodzenia procesow zapalnych poprzedyah atherothrombosisOdpowiednio wczesna
interwencja farmakologiczna mogta r@ieptyw na wyrane przeciwzapalne dziatanie nawet
bardzo niskiej dawki perindoprilu i poiejsze znaczne zahamowanie progresji blaszek
miazdzycowych.

Podsumowujc; uzyskane w tej rozprawie doktorskiej wyniki wzlia na to,ze MNA
posiada poréwnywalne wdaiwosci przeciwmiadzycowe do swojego prekursora, kwasu
nikotynowego i zarazem wykazuje tendemtp silniejszej aktywngei przeciwzapalnej. W
swietle uzyskanych danych mea $dzi¢, ze przeciwzapalne i naczynioprotekcyjne dziatanie
kwasu nikotynowego opisywane u ludzi [2;162;198} jgalene od aktywnéci N-
metylotransferazy nikotynamidu i powstawania enaoggo MNA; mechanizm ten me
wyjasnia¢ przeciwmiadzycowe wigciwosci kwasu nikotynowego niezalee od wptywu

tego zwazku na profil lipidowy.

2. Wplyw egzogennego kwasu nikotynowego, MNA i perdoprilu na
stezenie SAA (serum amyloid A) w osoczu

Zaobserwowano wytay spadek stenia SAA w osoczu myszpoE/LDLR
przyjmujcych karng aterogenaw grupach traktowanych MNA, kwasem nikotynowym (w
wyzszej dawce) i perindoprilennyc. 25). SAA jest jednym z gtdbwnych biatek ostrej fazy u
kregowcow, produkowanym przezatvobe, adipocyty isciare naczy tetniczych [108],
ktérego poziom w osoczu wzrasta od 100 do 1000 waagpowiedzi na ostre stany zapalne.
Znacznie nisze, lecz wyranie zwkkszone sizenia SAA wystpuja u ludzi otytych lub

cierpiacych na zespét metaboliczny (wysoki poziom choledtel DL, nadcgnienie,
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oporna¢ na insulirg i inne czynniki ryzykatherothrombosisprowadacy do dysfunkcji
srodbtonka i paniejszej miadzycy. Biorac to pod uwag, wysokie stzenie SAA w 0soczu

jest uwaane za jeden z czynnikdw predyktywnych dla rozwabjaréb uktadu kizenia

[98;107]. Biatko SAA wybrano w biacym badaniu jako znacznik stanu zapalnego w osoczu,
gdyz u myszy nie wysipuje biatko C- reaktywne gbace gtdwnym ludzkim biatkiem ostrej

fazy.

Aterogenne dziatanie SAA polega na wypieraniu gqogroteiny Al z czstek
cholesterolu HDL, skutkiem czego powstgilysfunkcjonalne” czsteczki HDL, ktore trag
swoje aktywnéci biologiczne. Wzrost stenia SAA w ostrej fazie odpowiedzi zapalnej jest
skorelowany ze spadkiem ApoAl wasteczkach HDL, jak i spadkiem syntezy tej
apolipoproteiny w wtrobie [78]. Po zagpieniu ApoAl przez SAA HDL zyskuje zdoléédo
taczenia st z zewntrzkomorkowymi proteoglikanansiciany naczynia dzki specyficznej
dla proteoglikanow domenie biatkowej obecnej wsteczce SAA [98;129]. Efektem tego
jest unieruchomienie ggteczek HDL wécianie naczynia i zahamowanie redystrybucji
cholesterolu z makrofagéw i komorek piankowatychndtroby, co nasila progresplaszki
miazdzycowej [87;88]. SAA posiada rowniedolna¢ do zasgpowania apolipoproteiny B w
czasteczkach VLDL, co podobnie jak w przypadku HDL @wiza prawdopodobihstwo
przechwycenia VLDL przegciarg naczynia [107]. Dodatkowo SAA me wypierd z HDL
PON-1 [199;201], lub wptyw@na inne biatka enzymatyczne rozkitagt®j castki oxLDL, co
zmniejsza zdolngei przeciwzapalne i antyoksydacyjne HDL.

Niezaleznie od wptywu aterogennego poprzeasteczki HDL, wolne SAA stymuluje
migracg, adhez dosrddbtonka i penetragjtkanek przez monocyty, granulocyty [9] i
limfocyty T [211], petnac roke chemoatraktanta i wzmacriajna tej drodze odpowied
zapaln ustroju.

Spadek poziomu SAA w obu grupach myszy traktowarBiA mozna wyttumaczy
poprzez przeciwzaparaktywna¢ tego zwazku, polegajca na aktywacji uktadu COX-
2/PGb. W poprzednich doniesieniach stwierdzono zd@lrazasteczek HDL do indukcji
uwalniania prostacykliny przez komoskddbtonka [127;128], jak | zwkszenia produkcji
tlenku azotu [126]. Przy powstaniu dysfunkcyjnyamiplekséw HDL-SAA powysze
mechanizmy ulegajupasledzeniu i zostajuruchomione szlaki promage rozwoj zapalenia i
progresg blaszki miadzycowej. Egzogenne MNA poprzez stymutapjodukcji PG4 nasila
odpowied przeciwzapala ustroju, co mogtoby skutkowapadkiem produkcji SAA w
watrobie. Réwnoczaie kwas nikotynowy w dawce 1 g/kg mogtby wykazyveavoj wptyw

na stzenie SAA poprzez zwkszanie ilgci funkcjonalnych lipoprotein frakcji HDL, co
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pociaga za sodpnasilor syntez apolipoproteiny Al w wtrobie, jak i poprzez fakte
stanowi substrat do produkcji przeciwzapalnego MB#Aak dziatania kwasu nikotynowego
w dawce 100 mg/kg jest trudny do wyttumaczeniakaleluje ze stabszym wptywem tej
dawki na pole powierzchni blaszki mdzycowej, ilas¢ komorek CD68 i aktywni@d MMP.
Wptyw perindoprilu, stabszy od dziatania MNA i kwesikotynowego w dawce 1 g/kg
wynika prawdopodobnie z aktywacji mechanizmgadbtonkowych, co opisano w
podrozdzialel. dyskusji.

W niniejszej pracy doktorskiej nie stwierdzono, ezyiana s{zenia SAA w 0soczu byta
zwiazana ze wzrostem produkcji ApoAl watkobie i zwikszeniem cholesterolu frakcji HDL
w 0soczu, jednak nima przypuszcza ze uruchomienie szlakow przeciwzapalnych u myszy
ApoE/LDLR" obniza stzenie kompleksu HDL-SAA na korz§ HDL-ApOAI.

3. Wplyw egzogennego kwasu nikotynowego, MNA i perdoprilu na

stezenie cholesterolu catkowitego i trojglicerydéw w asczu

W grupach myszy karmionych pasaterogenai traktowanych kwasem nikotynowym,
MNA i perindoprilem nie zaobserwowano znaczgo spadku cholesterolu catkowitego w
poréwnaniu z grupkontrolm (p>0,05). Poziomy cholesterolu catkowitego w wymieryicim
grupach byly do siebie zlithne €yc. 16) i istotnie statystycznie wgze w poréwnaniu z
grupami traktowanymi karmstandardow. W eksperymencie pilotawym, w grupach
myszy traktowanych MNA i perindoprilem réwiiaie stwierdzono wptywu podawanych
substancji na stenie cholesteroluyc. 10). Mozna wkc stwierdz¢, ze
przeciwmiadzycowe i przeciwzapalne dziatanie kwasu nikotynowelNA opisane w
podrozdziatach i 2 nie wynika z wptywu tych zvazkéw na stzenie cholesterolu
catkowitego w osoczu. W badaniach klinicznych wydkaz wielokrotnie zdolni kwasu
nikotynowego do obaania cholesterolu catkowitego w hiperlipidemiacpuyl-V [21;23].
Brak wptywu kwasu nikotynowego na:senie cholesterolu u mysApoE/LDLR™ maze
wynika¢ ze znacznego upledzenia metabolizmu lipidéw w tym modelu i silnie
podwyzszonego poziomu cholesterolu w osoczu, wyaigago dodatkowo ze stosowania
karmy aterogennej zawiesagj 5% liofilizatu zzottek kurzych, bogatej w cholesterol [38]. W

badaniach dotyezych niniejszej pracy doktorskiej nie wykonano anatatego profilu
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lipidowego osocza, a zmierzono jedyniezshie cholesterolu i tréjglicerydow, wd trudno
powiedzi€, czy kwas nikotynowy w dawkach 100 mg/kg i 1 gfk@t wptyw na zwgkszenie
odsetka frakcji lipoprotein HDL. Dane uzyskane mparow stzenia biatka ostrej fazy SAA
(dyskusja, podrozdzi@.) pozwalaj posrednio przypuszczaze suplementacja kwasem
nikotynowym w dawce 1 g/kg nze wptywa na zwekszenie puli funkcjonalnych ggteczek
HDL.

We wczdniejszych doniesieniach nie stwierdzono zdétn®INA do obniania s¢zenia
cholesterolu, jak i wptywu na lipoproteiny HDL, LOLVLDL [10;205], lecz MNA poprzez
obnizanie poziomu SAA w 0soczu rowiienoze pcgrednio wptywa na wzrost udziatu
funkcjonalnych cgsteczek HDL, jednak potwierdzenie tej hipotezy wygmazczegotowej
analizy profilu lipidowego, lub dodatkowych badaa mysim modelu miazycowym
upasledzonym w mniejszym stopniu pod wzdém metabolizmu lipidowd57B1/6J ApoE
lub LDLR"). Perindopril, jako inhibitor konwertazy angiotgng stosowany w niskiej dawce
dziatapcej nasrodbtonek rownie nie miat wptywu na stenie cholesterolu.

W eksperymencie pilotawym nie stwierdzono wptywu MNA i perindoprilu ngzenie
trojglicerydow w osoczu myszy traktowanych standargkarm (ryc. 11), natomiast co
zaskakujce, zaobserwowano istotny statystycznie spadelopuziréjglicerydéw w osoczu
myszyApoE/LDLR" przyjmupacych karng aterogenai traktowanych MNA w dawce 1 g/kg.
Obnizenie poziomu tréjglicerydéw po przyjmowaniu MNA séndzono wczéniej w
badaniach na szczurzym modelu hipertréjglicerydébd], jak rownie: w klinicznych
badaniach pilotaowych przeprowadzanych w Zaktadzie Kardiologii irdi@chirurgii
Akademii Medycznej w todzi, gdzie u kilkunastu paEdjow przyjmujcych 3 razy dziennie
przez okres 2 tyg. MNA w dawce 30 mg/kg zaobserwawarawie dwukrotny spadek TG w
osoczu (Kawiski i wsp. 2006, wyniki nie opublikowane). W obwpgszych doniesieniach
stosowano dawkMNA 100 mg/kg, ktora nie mialzadnego wptywu na obignie poziomu
TG u myszyApoE/LDLR", zaréwno przyjmujcych karng standardow, jak i aterogenm
Dotychczas nie wiadomo, czy MNA w wysokiej dawcasipda zdolng do obnzania
syntezy trojgliceryddw; czy to poprzez hamowanienmanozalenej lipazy adipocytow, czy
tez dzieki obnizaniu aktywndci acetylotransferazy 2 diacyloglicerolu watnobie. By maze
hipolipidemizujce wiaciwosci MNA wynikaja z jego zdolnéci do aktywacjisrodbtonkowej
lipazy lipoproteinowej (LPL), ktorej dysfunkcja prazynia s¢ do wzrostu poziomu
trojglicerydow [62]. Przypuszczaesiowniez, ze MNA maze oddziatywa na metabolizm
adipocytéw poprzez receptory dla kwasu nikotynowdegrz brak wptywu kwasu

nikotynowego w dawce 1 g/kg na poziom trojglicenydstoi w sprzecznii z ta tez (ryc.
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17). W tym kontekcie trudne jest wyttumaczenie spadkezehia TG w grupie myszy

ApoE/LDLR" traktowanej kwasem nikotynowym w dawce 100 mg/kg.

4. Wptyw egzogennego kwasu nikotynowego, MNA i perdoprilu na

stezenie pochodnych kwasu nikotynowego w osoczu

U myszyApoE/LDLR" przyjmupcych karng aterogenai traktowanych kwasem
nikotynowym zaobserwowano pod#gzony poziom nikotynamidu w osoczu, coz@o
swiadczyt o zwickszonej aktywngci kompleksu cyklaza ADP-rybozy/glikohydrolaza NAD
(wstep, podrozdziaR.), a zarazem zahamowaniu enzymow z rodziny PARB girtuin, oraz
zmniejszeniu na tej drodze intensywoioszlakdéw prozapalnych. Jednak dane uzyskane z
tych grup cechujsie zbyt duzym rozrzutem, aby mma wykaza istotne statystycznie
réznice wobec grupy kontrolnej. W grupach traktowanyti¥A i perindoprilem nie
stwierdzono podwiszonego stzenia nikotynamidu; byt on zkony do poziomow z grupy
kontrolnej na diecie aterogennej i grupiwionej standardowkarm.

Najwyzszy poziom MNA stwierdzono w 0soczu grup myszy prayacych 1-
metylonikotynamid w dawce 1 g/kg. W grupie myszgypmujacych MNA w dawce 100
mg/kg lub perindopril w dawce 2 mg/kg poziom MNAosoczu byt nieznacznie zgkiszony,
bez stwierdzenia #dic istotnych statystycznie wobec kontroli. W graparaktowanych
kwasem nikotynowym w dawce 100 mg/kg i 1 g/kgzehie MNA byto znamiennie wigze,
co maze swiadczy o aktywndci N- metylotranferazy nikotynamidu watvobie i koreluje ze
zwickszonymi poziomami nikotynamidu w tych grupackddrego bezp&rednim substratem
do syntezy MNA.

Duze r&nice medzy grum kontrolm a grupami traktowanymi kwasem nikotynowym i
MNA stwierdzono w przypadku pozioméw 2PY i 4PY, pegednich metabolitow 1-
metylonikotynamidu. Podawanie kwasu nikotynowe®tNA w dawce 100 mg/kg wywotato
znamienny statystycznie wzrost¢atnia 2PY i 4PY, céwiadczy o zwgkszonej aktywn£ci
oksydazy aldehydowej, rozktadagj MNA do 2PY i 4PY. Dziatanie oksydazy aldehydpwe
skutkupce zwkkszeniem szenia produktow jej aktywrci maze ttumaczy niski poziom 1-
metylonikotynamidu w grupie traktowanej MNA w dawb@0 mg/kg i zarazeswiadczy o

duzym zapotrzebowaniu na ten zwek u myszyApoE/LDLR". Wczeniejsze doniesienia
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dotyczcesrodbtonkowego i przeciwzapalnego dziatania MNA wjydse potwierdzé fakt
duzego zapotrzebowania na MNA i inne korzystne czynmijgaszajce stan zapalny
towarzysacy rozwojowi miadzycy.

Co zaskakujce, wysokie dawki kwasu nikotynowego i MNA nie wyady wzrostu
stezenia 2PY i 4PY w osoczu. Przeciwnie; w grupie toakinej kwasem nikotynowym w
dawce 1 g/kg stenia metabolitow MNA byly statystycznie znamiennigsze, nk
endogenne 2PY i 4PY zmierzone w grupie kontrolngjpmiast u myszy traktowanych MNA
w dawce 1 g/kg poziomy jego metabolitow byty zbhe do wynikéw stwierdzonych w
grupie kontrolnej i nisze, nk w grupie traktowanej perindoprilery€. 28i ryc. 29). Wynika
to prawdopodobnie z hamowania enzymow szlaku praemikotynamidéw przez nadmiar
kwasu nikotynowego, nikotynamidu i MNA. Przy diugeatym podawaniu wysokich dawek
kwasu nikotynowego i jego pochodnych temasipi¢ spadek aktywrici N-
metylotranferazy nikotynamidu i oksydazy aldehydpwre dochodz do granicy swojej
wydajnaici wobec nadmiaru substratow reakcji katalizowanyaez te enzymy. Z drugiej
strony, wysokie dawki kwasu nikotynowego podawareep diizszy okres czasu magnied
dziatanie hepatotoksyczne, wptywajniekorzystnie na metabolizmatsoby i ograniczéa

aktywnas¢ watrobowej N-metylotranferazy [13;20;37;58].

5. Aktywnos¢ endogennej N- metylotransferazy nikotynamidu w \gtrobie
myszy ApoE/LDLR™ i C57BI/6J

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono wzrostaidsci N- metylotransferazy
nikotynamidu w vytrobie myszyApoE/LDLR" przebiegaicy réwnolegle do rozwoju
progresji blaszek mialzycowych wewatrz korzenia aorty. U mysz4poE/LDLR" zmiany
miazdzycowe pojawiagg Sic wewnatrz korzenia aorty od 3 miegiazycia, pole powierzchni
blaszek osiga maksymalpwarta¢ migdzy 6- 8 miesicem fyc. 3) PorOwnujc z myszami
C57Bl/6Jnie dotknétymi miazdzyca, aktywndé NNMT w u myszyApoE/LDLR byta
znamiennie zwakszona ja w drugim miesicuzycia (yc. 30), nast¢pnie rosta w grupach 3, 4
i 6- miesecznych.

We wczéniejszych doniesieniach wzrost aktywsnopb NNMT wykazano w wielu

jednostkach chorobowych; min. w chorobie Parkinsf#;111] i wielu liniach komorek
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nowotworowych [71;155;160;161], co m® sugerowa role tego enzymu we wzfoie,
migracji i metastazie guza nowotworowego, suger@vadwniez udziat produktéw
aktywnaci NNMT w hepatotoksyczrigi kwasu nikotynowego [112;146] i podejrzewano je
0 dziatanie neurodegeneracyjne [207;208].

Wyniki wczesniejszych badasugeruj powiazanie ponmgdzy rozwojem miadzycy u
myszyApoE/LDLR", wzrostem aktywni watrobowej NNMT ¢yc. 30) i odpowiadaicym
mu wzrgcie stzenia endogennego MNA oraz jego metabolitow 2PYY 4igc. 32 -39
[110]. Inne doniesienie wskazuje na wzrost akty$enbINMT w mysim modelu uszkodzenia
watroby indukowanym konkanawaliff182]. Biorc pod uwag przeciwzapalne wkaiwosci
MNA i jego zdolng¢ do aktywacji uktadu COX/PGmaozna postawd hipotez mowiaca, iz
endogenny 1- metylonikotynamid powsatzy z nikotynamidu dzki aktywnasci N-
metylotransferazy w wirobie mae pené rol¢ mechanizmu kompensacyjnego
uruchamianego w stanach zapalnych. Bal®wniez zwrécic uwag;, ze NNMT wykazywata
wzrost aktywnéci w mysim modelu miadzycowym juz od 2 miesicazycia wobec braku
widocznych zmian miadzycowych, jednak przy obecfm proceséw zapalnych
poprzedzajcych wiaciwa atherothrombosisU myszyApoE/LDLR™ w 2 miesicu zycia
zaobserwowano rozwoj dysfunkeéjodbtonka i upéledzenie mechanizmow rozkurczu aorty
zaleznych od tlenku azotu [Canyi G, zgtoszone do druRdjwniez analiza struktury
wczesnych blaszek midzycowych (u myszy 3- miegtznych) wykazataze skiadaj si¢ one
w wickszasci z komorek CD68- pozytywnych, co wskazuje na akigie komoérek uktadu
immunologicznego we wczesnej fazie rozwoju zdigcy (ryc. 4i ryc. 5).

Woczesne uruchomienie syntezy endogennego MNA ndzdrpalenej od watrobowej N-
metylotransferazy nikotynamidu m® stanowd wewrgtrzny mechanizm przeciwzapalny i
przeciwmiadzycowy, kedacy reakci kompensacyjmustroju na intensyfikagjprocesow
prowadacych do rozwojwatherothrombosidNa tej samej drodze ugledzona aktywna
NNMT moze by przyczym braku [31], lub ograniczonego dziatania przeciwidigcowego
kwasu nikotynowego [216] w mysim modeipoE".

W biezacych badaniach nie wykazano mechanizmu aktywacinbitylotransferazy
nikotynamidu, jednak wczaiejsze doniesienia wskaauja wzrost aktywnai NNMT w
odpowiedzi na cytokiny prozapalne takie jak IL-6,skutkowato wzrostem ekspresji
czynnika transkrypcyjnego STAT3 [192]. Czynniki papalne uwalniane przez aktywowany
srodbtonek lubsciare naczynia, bdace znacznikiem dysfunkgjrédbtonka [54] mogtyby
stanowt impuls aktywugcy NNMT w watrobie i wptywapcy na wzrost syntezy

endogennego MNA, mgego dziatanie przeciwzapalne [110;182].
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6. Poziomy endogennego MNA i jego metabolitow w osou myszyC57BI1/6J
i ApoE/LDLR™

Zgodnie z wynikami przedstawionymi w podrozdziaJevskazugcymi na stopniowy
wzrost aktywnéci N- metylotranferazy u myszpoE/LDLR", stwierdzono wzrost stenia
produktu reakcji katalizowanej przez NNMT: endogegm MNA, jego metabolitow 2PY i
4PY, a take endogennego nikotynamidy¢. 31 -34. W poréwnaniu z myszan@i57BI/6J]
gdzie s¢zenia nikotynamidu, MNA, 2PY i 4PY byly poréwnywalneezalenie od wieku
myszy, model miadzycowy charakteryzowat srosracymi stzeniami endogennych
pochodnych kwasu nikotynowego. Poréwgeugrupy myszyC57BI/6Ji ApoE/LDLR', juz w
wieku 2 miestcy stwierdzono znamienny statystycznie wzrogtestia nikotynamidu, MNA
(p>0,05; duy rozrzut wynikow), 2PY i 4PY w osoczu myszy miaycowych, co jest zgodne
z wyzsza aktywnacia NNMT u mtodych osobnikow, jeszcze przed pojawiani
widocznych blaszek miazycowych ¢yc. 30). Skzenia nikotynamidu i MNA u myszy
miazdzycowych byly ponad dwa razy vrgze w porownaniu z modelem dzikim. W grupie 3-
mieskcznych myszyApoE/LDLR™ poziom endogennego nikotynamidu ctyhisic w
poréwnaniu z grup2- mies¢czm (ryc. 31), rownoczénie zwikszyto s¢ stezenie MNA.
Swiadczy to o wzrécie aktywndci NNMT w pocztkowej fazieatherothrombosis
wczesnym uruchomieniu proceséw przeciwzapalnychizeapzwekszenie puli endogennego
MNA produkowanego z nikotynamidu, co stanowi reakigtroju na dysfunkejsrodbtonka
naczyniowego rozwijaga sic od 2 miesicazycia. Wzrost sizenia nikotynamidu i MNA byt
najsilniej zaznaczony w starszych grupach mysggE/LDLR". W grupie 6- miesicznej byt
on o jeden rgd wielkasci wigkszy w porownaniu z grapC57BI/6J ROwniez poziomy
metabolitow MNA: 2PY i 4PY byly znacznie zgkiszone w 6- miegscznym modelu

miazdzycowym, coswiadczy o wzrécie aktywndci oksydazy aldehydowe.
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WhnioskKi

1.) Model przyspieszonej midzycy u myszyApoE/LDLR™ karmionych diet aterogena
(zawierajica dodatek 5% liofilizatu jaj kurzych) cechuje sizybkim wzrostem pola
powierzchni blaszek mialzycowych, intensywnym rozwojem stanu zapalnego. Gywany
model jest przydatny do batléarmakologii migdzycy, bowiem pozwala na skrécenie czasu
trwania déwiadczenia oraz na uzyskanie bardziej powtarzalmegdenia zmian
miazdzycowych w grupie kontrolnej myszy. Model ten pozavedwniez na badanie wptywu

lekéw na progresjjuz istniepcej miadzycy, co ma istotne znaczenie kliniczne

2.) U myszyApoE/LDLR" zaréwno w modelu miaizycy opartym o diet standardowjak i

w opracowanym modelu prégyieszonej miadzycy MNA wywierat dziatanie
przeciwmiadzycowe i przeciwzapalne bez akszego wptywu na profil lipidowy.
Przeciwmiadzycowe dziatanie MNA byto poréwnywalne do dziataki@asu nikotynowego,
co mogtoby sugerowaze za przeciwmizdzycowe dziatanie kwasu nikotynowego, ktore jest
rowniez niezalene od jego dziatania na profil lipidowy, odpowigdgo gtowny metabolit
MNA

3.) W roku rozwoju miadzycy aktywna¢ N-metylotrasferazy nikotynamidu (NNMT) w
watrobie ragnie, jak rownie zwicksza s¢ stezenie endogennego MNA i jego dalszych
metabolitow (2PY i 4 PY). Biac pod uwag profil farmakologicznego dziatania MNA, a
zwlaszcza wykazane po raz pierwszy w tej pracy ggatanie przeciwmiadzycowe, mana
sadzi¢, ze aktywacja endogennego szlaku NNMT - MNAZze@dgrywa role w hamowaniu

procesow prozapalnych i prozakrzepowwtherothrombosis
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Streszczenie

Kwas nikotynowy (NicA, niacyna, wit. PP, wit.sBjest lekiem wptywajcym korzystnie
na lipidy osocza, zwkszapcym poziom cholesterolu HDL i obrajacym stzenie LDL. Jego
dziatanie hamuje rozwdéj midzycy i zmniejsza prawdopodolistwo wysspienia epizodow
sercowo- naczyniowych. Poza aktywoi hipolipidemizujag kwas nikotynowy posiada
dodatkowe wiéciwosci przeciwzapalne §rodbtonkowe, ktoresniezalene od jego wptywu
na profil lipidowy. Jest prawdopodobnee za czs¢ tej aktywndci odpowiada gtéwny
metabolit tego zwazku; 1- metylonikotynamid (MNA), syntetyzowany pezeN-
metylotransferag nikotynamidu (NNMT) w wtrobie. Przez diugi czas MNA uwano za
nieaktywny metabolit swojego prekursora. Badania madelach zwiergych i liniach
komdrkowych dowiodly przeciwzapalnej, przeciwzakmaeej, kardioprotekcyjnej,
wazoprotekcyjnej, neuroprotekcyjnej, gastroprot@kely i czsciowo przeciwcukrzycowej
aktywnaci MNA, prawdopodobnie zwezanej z aktywagj uktadu COX-2/PGIl Nie zbadano
jednak jak datd, czy MNA ma dziatanie przeciwnidzycowe, a prace opisige wptyw
kwasu nikotynowego na rozwoj élsiadczalnej miadzycy nie g jednoznaczne.

Gtownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bykatem poréwnanie dziatania
przeciwmiadzycowego egzogennego kwasu nikotynowego oraz jegargigo metabolitu,
MNA w mysim modelu miadzycy (myszy ApoE/LDLR). Jako zwizek referencyjny
wykorzystano inhibitor ACE (perindopril), ktéry wiskich dawkach wykazuje dziatanie
srodbtonkowe i przeciwmialzycowe w innych modelach éwiadczalnych miadzycy.

Drugim celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie amiaktywndéci endogennego
szlaku NNMT- MNA w toku rozwojuatherothrombosisu myszy ApoE/LDLR". Aby
osiagna¢ zamierzony cel rozprawy doktorskiej opracowano ehquzyépieszonego rozwoju
miazdzycy u myszy ApoE/LDLR" z wykorzystaniem diety aterogennej wzbogaconej w
domieszkk 5% liofilizatu zottek jaj. Poréwnano dziatanie przeciwrmaycowe i
przeciwzapalne kwasu nikotynowego (w dawkach 100kgg 1 g/kg) i jego gtbwnego
metabolitu MNA (100 mg/kg i 1 g/kg) w odniesienio dziatania perindoprilu (inhibitora
ACE) podawanego w dawce 2 mg/kg w mysim modeluzdigcowym ApoE/LDLR"
traktowanym przez okres 2 miesy (od 4 do 6 miegcazycia) diet, aterogens.

Wielkos¢ miazdzycy i towarzyszce jej zapalenie w korzeniu aorty analizowano na

podstawie ogolnej powierzchni blaszki wdaycowej (barwienie czerwienioleist),
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obecndci naciekow makrofagéw (barwienie IHC anty- CD6&kiywndci metaloproteinaz
(barwienie zymograficzne). Aktywsé NNMT badano w homogenatachtnoby metod
fluorymetryczr. Dodatkowo w 0soczu mierzono ngsijace parametry: gtenie
cholesterolu catkowitego i trojglicerydow (metospektrofotometryczy), skzenie biatka
ostrej fazy SAA (metad ELISA), oraz stzenie metabolitow kwasu nikotynowego (metod
LC/MS/MS).

W tej rozprawie doktorskiej stwierdzonee:

1). w grupach myszyApoE/LDL’ traktowanych diet standardow MNA i perindopril
wywieraty silne dziatanie przeciwmidzycowe (oceniane na podstawie barwienia czerwieni
oleisty, ORO), oraz przeciwzapalne (oceniane na podstamigerzchni blaszki

miazdzycowej zagtej przez komorki CD6E8).

2). W grupach mysz@ApoE/LDL przyjmujacych karng aterogensa kwas nikotynowy, MNA
i perindopril wywieraty wyrane i poréwnywalne dziatanie przeciwmitycowe (oceniane
na podstawie barwienia czerwiemileist, ORO). Nie stwierdzono dawkozafesci
dziatania ani dla kwasu nikotynowego, ani dla MNPenadto wptyw kwasu nikotynowego,
MNA i perindoprilu na ilé¢ komérek CD-68 w blaszkach mi@dzycowych byt niezbyt silnie

zaznaczony i nieznamienny.

3). W grupach myszpoE/LDL przyjmujacych karng aterogena kwas nikotynowy, MNA
i perindopril wywieraty dziatanie przeciwzapalnelinizaty skzenie SAA, jednak w tym
przypadku obserwowano pewdawkozalenos¢ dla kwasu nikotynowego i MNA.

4). Terapia MNA i perindoprilem nie miata wptywu naznie cholesterolu catkowitego i
tréjglicerydéw w osoczu mysz4poE/LDL" przyjmujacych karng standardow. U myszy
ApoE/LDL" przyjmujcych karng aterogena nie stwierdzono wptywu MNA, kwasu
nikotynowego ani perindoprilu naggenie cholesterolu catkowitego, natomiagtehie
trojglicerydow byto nieznacznie obtmine w grupach myszy traktowanych MNA 1 g/kg i

kwasem nikotynowym 100 mg/kg.

5). W osoczu myszApoE/LDL przyjmujacych karng aterogena najwyzsze stzenie MNA
stwierdzono w grupach traktowanych MNA (1 g/kgwdsem nikotynowym (100 mg/kg i 1
g/kg). Stzenia 2PY i 4PY byly najwisze w grupach traktowanych MNA i kwasem
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nikotynowym w dawce 100 mg/kg, natomiast w grupaidyjmujacych kwas nikotynowy i

MNA w dawce 1 g/kg stzenia 2PY i 4PY byly risze w poréwnaniu z grupa kontraln

6). W toku rozwoju miadzycy w osoczu myszfpoE/LDL" stwierdzono znacznie
podwyzszone sizenie endogennego MNA i jego metabolitow w poréwnanmyszami
C57BI/6J; ranice te byly wyrane juz u 2 mies¢cznych myszy, a szczegdlnie wimie
zaznaczaly siw grupach myszy 4 i 6- miesiznych. W toku rozwoju mialzycy u myszy
ApoE/LDL" zwickszona byta réwnieaktywna¢ NNMT w watrobie w poréwnaniu z
myszamiC57BI/6J

Podsumowuc;w niniejszej rozprawie doktorskiej opracowanaharakteryzowano
model przyspieszonej nidzycy u myszyApoE/LDLR". Wykazanoze zaréwno w modelu
miazdzycy opartym o diet standardow, jak i w opracowanym modelu pr&gpieszonej
miazdzycy wywotanej dief aterogensa MNA wywierat dziatanie przeciwmialzycowe i
przeciwzapalne, ktore byto poréwnywalne do dziadiwasu nikotynowego, co mogtoby
sugerowa, ze za przeciwmiadzycowe dziatanie kwasu nikotynowego odpowiada jego
gtdbwny metabolit MNA. Wykazano rownieze w toku rozwoju mizdzycy aktywnagci N-
metylotrasferazy nikotynamidu (NNMT) watvobie rgnie , jak rownie zwicksza s¢
stezenie endogennego MNA i jego dalszych metabolit@kich jak 2PY i 4PY. Biagc pod
uwag; profil farmakologicznego dziatania MNA, a zwtasaczykazane po raz pierwszy w tej
pracy jego dziatanie przeciwniidzycowe, mana sdzi¢, ze aktywacja endogennego szlaku
NNMT - MNA moze odgrywa role w hamowaniu procesow prozapalnych i
prozakrzepowyclatherothrombosis
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Summary

Nicotinic acid (NicA, niacin, wit. PP, wit. §§is HDL raising and LDL lowering
hypolipidemic drug. It possesses anti- atherostitepsoperties and reduces the risk of
cardiovascular events. Apart from its hypolipidemation nicotinic acid displays additional
anti- inflammatory and endothelial activities, winigre independent of its beneficial effect on
plasma lipoprotein profile. It is possible, thatmygaf this hypolipidemic- independent actions
are connected with nicotinic acid major primary aetite, 1- methylnicotinamide (MNA),
synthesised by nicotinamide N- methyltransfer&d¢NT) in liver. MNA was considered
for a long time as an inactive metabolite of itsqursor. Recent studies on animal models and
cell cultures has revealed, that MNA possesses iaffammatory, anti- thrombotic,
cardioprotective, vasoprotective, neuroprotectjastroprotective and anti- diabetic
properties, probably related to COX-2/B@ttivity. It is still unknown if MNA possesses
anti- atherosclerotic properties, and previousisgidn nicotinic acid and its anti-
atherosclerotic effect in animal models was nadrcle

The main aim of this doctoral thesis was to compaite atherosclerotic activity of
exogenous nicotinic acid with its main metabol\d®A in mouse model of genetically-
induced atherosclerosiagoE/LDLR"). ACE inhibitor perindopril was used in small non-
hypotensive doses, which displays endothelial anid imflammatory properties.

The second aim of this study was to examine thigigcof endogenous NNMT- MNA
pathway during the progressionatherothrombosi ApoE/LDLR" mice.

The model of accelerated atherosclerosis was edtabl using atherogenic diet
containing 5% of yolk egg lyophilisate. The antherosclerotic and anti- inflammatory
action of nicotinic acid (100 mg/kg and 1 g/kg) arsdmain metabolite MNA (100 mg/kg and
1 g/kg) was comparestersusperindopril (2 mg/kg), administered ApoE/LDLR" mice fed
with atherogenic diet during 2 months, betweend @month of life.

The progression of atherosclerotic lesions anéinfhation in aortic arch were analyzed
using Oil Red O (ORO) staining for plaque lipidaymunohistochemical staining for
macrophage content (IHC anti-CD68) and zymograptaming for metalloproteinase (MMP)
activity. NNMT activity (fluorometry) was estimated liver homogenates frolpoE/LDLR
" andC57Bl/6Imice. Additionally, concentrations of total chaksl/triglicerydes, SAA and

nicotinic acid derivatives (nicotinamide, MNA, 2R1d 4PY) were measured in plasma.
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The following results were obtained:

1). In ApoE/LDLR" mice fed a standard diet and treated with MNA paxdndopril the mean
area of atherosclerotic plaques (analyzed by ORfisg) and macrophage content (IHC

anti- CD68 staining) were significally reduced.

2). In ApoE/LDLR" mice fed an atherogenic diet nicotinic acid, MNAlarerindopril
displayed comparable and dose- independent ahgragclerotic properties, measured as a
reduction of ORO stained plaque area. Nicotinid a@INA and perindopril had no

significant effect on quantity of CD68- positivelsen lesion area.

3). In miceApoE/LDLR fed an atherogenic diet nicotinic acid, MNA andipeopril
displayed partially dose- dependent anti- inflamomatction by lowering SAA concentration

in plasma.

4). MNA and perindoprile treatment had no effect amaltaholesterol/trigliceryde
concentration in plasma taken froxpoE/LDLR™ mice fed a standard diet. ApoE/LDLR"
mice fed an atherogenic diet MNA, nicotinic acidigerindopril had no effect on total
cholesterol concentration, but lower concentratioisiglicerydes were observed in MNA (1
g/kg) and NicA (100 mg/kg) treated groups.

5). The highest concentration of MNA was observed NA(1 g/kg) and NicA (100 mg/kg
and 1 g/kg) treated groups ApoE/LDLR" mice fed an atherogenic diet. The highest
concentrations of 2PY and 4PY were observed in MIN20 mg/kg) and NicA (100 mg/kg)
treated groups. In MNA (1 g/kg) and NicA (1 g/kggdted groups the concentrations of
2PY/APY were significantly lower, comparing withntml group.

6). During atherothrombotic progressionApoE/LDLR™ mice the elevated concentration of
endogenous MNA was observed in comparison WhBI/6Jmice, the difference was
significant even in 2 month old groups, and evidert- 6 month old groups of mice.
According to this results, the activity of NNMT liwer was also increased ApoE/LDLR"
mice compared with healthg57BIl/6JImice.
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Summarizing, in this doctoral thesis the mouse rhotlaccelerated atherosclerosis using
ApoE/LDLR" mice fed an atherogenic diet were established pfésented studies revealed
the anti- atherosclerotic and anti- inflammatorinaty of MNA in this model, comparable
with nicotinic acid anti- atherosclerotic propestid his results may suggest MNA- dependent
mechanisms of anti- atheroclerotic action of nizietacid. High levels of endogenous MNA
and its metabolites 2PY/4PY observed simultaneowgly increased NNMT activity during
atherosclerotic progression suggest, that NNMT- Mp#hway may have a regulatory role in
atherosclerosis.
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Wykaz stosowanych skrétow

ABC: biatko transportowe zatae od ATP ATP-binding cassette transportgr
ABCA: biatko transportowe zatae od ATP typu A

ABCG;: biatko transportowe zatee od ATP typu @

ABCG;: biatko transportowe zatae od ATP typu G

ac-CoA:acetylo- koenzymAACE: konwertaza angiotensyngngiotensinconverting
enzyme

ACE-I: inhibitory konwertazy angiotensyngr(giotensinconvertingenzymenhibitors)
ADP: adenozynodifosforan

ADPS: s6l sodowa adenozynodifosforaadgnosine Siphosphatesodium salf

Akt: kinaza serynowo- treoninowa typu prétein kinase B

AldOX: oksydaza aldehydowalflehydeoxidase

AIAT: aminotransferazalaninowa @lutamic pyruvic transferage

AMCA: acetylo- amino- metylokumaryna, znacznik fltacencyjny &minamethylcoumarin
acetate

AP-1: czynnik transkrypcyjny la€tivator protein 1)

ApoAl: apolipoproteina Al gpolipoproteinAl)

ApoB: apolipoproteina BapolipoproteinB)

ApoE: apolipoproteina EapolipoproteinE)

ApoE/LDLR™: mysi model miadzycowy stworzony na bazie szczepu C57/BI/6J, pogiaga
nieaktywne geny kodage apolipoproteig@E i receptor dla csteczek LDL C57bl/6J
ApoE/LDLR" ‘double knockout’ atherosclerotic mouse model

AspAT: aminotransferazasparaginowa glutamic oxoloacetic transamingse

ATP: adenozynotréjfosforan

cADPR: cykliczna ADP- rybozayclic ADP- ribosg

CD68: znacznik makrofagow, glikoproteina taca st z casteczkami LDL ¢luster of
differentiation 68

CD38: hydrolaza cyklicznej ADP- rybozy, obecna oavigrzchni komorek uktadu
immunologicznego, znacznik komorek biataczkowydhgter ofdifferentation 3%
CE: estry choleteroliucholesterylester9

CETP: biatko tranportage estry cholesteroll{olesterylestertransportprotein)
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CL: cholesterol

CoA: koenzym A

chow: standardowa dieta stosowana w chowie mydmwjldoryjnych

COX-1: cyklooksygenaza typu tyclooxygenase 1L

COX-2: cyklooksygenaza typu 2y(clooxygenase P

C57BI/6J: szczep myszy wykorzystywany najpowszeghmibadaniach ekperymentalnych,
na bazie ktérego stworzono model genetycznie indake] hipercholesterolemii

Cy3: fluorescencyjny barwnik cyjaninowin@ocarbocyaning

CXCR2: receptor typu 2 dla chemokin z grupy CXCneaajacych sekwengj Glu- Leu-
Arg)

4-MNA: 4- metylonikotynamid4-methyhicotinamide

4PY: N1-metylo-4-pirydono-5-karboksamid

2PY: N1-metylo-2-pyridono-5-karboksamid

DGAT,: acetylotransferaza 2 diacyloglicerotligcylglycerol-O-acyltransferase?)

DNA: kwas deoksyrybonukleinowyl¢oxyribamucleicacid)

ECM: macierz mgdzykomaorkowa éxtracellular matrix)

ELISA: test immunoenzymatyczngrzymelnkedimmunaorbentassay

ESI: jonizacja przy pomocy elektrorozpylaig@ectrospray ionisation

ER- niacin: niacyna o przedianym uwalnianiu éxtended+elease niacih

FGF: czynnik wzrostu fibroblastovilproblastgrowth factor)

FKHRL1: proapoptotyczny czynnik transkrypcyjny FKHR (forkheadhomolog
rhabdomyosarcomiike 1)

FITC: izotiocyjanian fluoreceiny, barwnik fluoreagyiny (fluoresceinisahiocyanatg
GSPx: selenozatea peroksydaza glutationgltationeselengeroxidase

GPR104Q: receptor kwasu nikotynowego o wysokim powinowaet\gprzzony z biatkiem G
(G protein-coupledeceptor 109)

GPR109: receptor kwasu nikotynowego o niskim powinowaetvgiprzzony z biatkiem G
(G protein-coupledeceptor 108)

GPR8L1.: receptor kwasu nikotynowego o niskim powiactwie, sprzzony z biatkiem GG
protein-coupledeceptor 8}

GROu: wzrostowy czynnik onkogenny alfgrowth- relatedoncogenex)

HDL: lipoproteiny wysokiej gstadsci (high densitylipoproteing

HDL-ApoAIl: funkcjonalne czasteczki HDL, posiadajgmawidiowy kompleks ApoAl
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HDL-SAA: dysfunkcjonalne cgsteczki HDL, z ktorych kompleks ApoAl zostat wypart
przez biatko ostrej fazy SAA

HGF: czynnik wzrostu hepatocytowdpatocytegrowth factor)

HL- 60: linia ludzkich komorek biataczkh(imanleukemia cell liné0)

HM74A: ludzki receptor GPR1Q9

HM74: ludzki receptor GPR1@9

HPLC: wysokosprawna chromatografia cieczowagli performancdiquid chromatography
HSL: lipaza zaléna od hormondwhormonesensitivelipase

ICAM-1: miedzykomérkowa cgsteczka adhezyjna typu ihier-cellular adhesionmolecule
1)

IDL: lipoproteiny paredniej gstasci (intermediatedensitylipoproteing

IFN ,: interferon gamma

IGF: insulinopodobny czynnik wzrostingulin-likegrowth factor)

IHC: immunohistochemiczne metody barwienia pregavanikroskopowych
(immundistochemistry

IL-1: interleukina 1

IL-15: interleukina }

IL-6: interleukina 6

IL-8: interleukina 8

INOS: indukowalna forma syntazy tlenku azatd{ciblenitric oxide synthasg

IP: receptor dla prostacykliny

IR- niacin: niacyna uwalniana natychmiatowmiediaterelease niacip

1,4-DMN: 1,4- dimetylonikotynamidl(4- dimethyhicotinamidg

LCAT: acylotransferaza lecytyna- cholestel@lcftin/cholesterolacylotransferasg
LC-ESI/MS/MS: chromatografia cieczowagiid chromagraphy w pokczeniu ze
spektromety mas (hassspectrometry z wykorzystaniem techniki elektrorozpylania
(electrospray ionisation

LC/MS: chromatografia cieczowdduid chromagraphyw potaczeniu ze spektrometrnas
(massspectrometry

LC/MS/MS: chromatografia cieczowhdquid chromagraphy w potaczeniu z tandemaew
spektromety mas (hassspectrometry

LDL: lipoproteiny niskiej gstasci (low densitylipoproteing

liof. 5%: aterogenna dieta dla gryzoni zawiecaj 5% domieszki liofilizatu zottek kurzych

LPL.: lipaza lipoproteinowalipoprotein lipasg
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LPS: bakteryjnyipopolisacharyd

MCP-1: biatko chemotaktyczne monocytéw typurofocytechemoatractanprotein 1)
MHC II: gtéwny uktad zgodngci tkankowej typu Il fnajor histocompatibilitycomplex 1)
MK-6892: agonista receptorow kwasu nikotynowego GEIR

MK-0354: czsciowy agonista receptorow GPR109

MNNG: nitrozoguanidynaN-methyl-N-nitro-N-nitrosoguaniding

MMP : metaloproteinazy macierzy zegtrzkomorkowej (hatrix metalloproteinase}
MMP-2: metaloproteinaza typu 2

MMP-9: metaloproteinaza typu 9

MNA: 1- metylonikotynamid IlJ-methyhicotinamide

MRI: obrazowanie rezonansu magnetycznagagneticresonancemaging

MS: spektrometria masn@ssspectrometry

NA: nikotynamid @icotinamide

NAD™: dinukleotydu nikotynamidoadeninowegtidotinamideadeninedinucleotidg
NADP: fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowdgirotinamideadeninedinucleotide
phosphatg

NF-kB: jadrowy czynnik transkrypcyjny NikB (nuclearfactor kappa-light-chain-enhancer
of activatedB celly

NFPA: kwas nonafluoropentanownd@nafluoropentanoicacid)

NicA: kwas nikotynowy Kicotinic acid)

NNMT: N- metylotransferaza nikotynamiduni¢otinamideN-methykransferasg

NNO: N- tlenek nikotynamidunfcotinamideN- oxide)

NO: tlenek azoturitric oxide)

NUA: kwas nikotynurynowy icotinurinic acid)

OCT: medium do zam#ania tkanekdptimal freezingcompoungl

oxLDL: utleniona forma lipoprotein mategsgtasci (oxidizedlow densitylipoproteing
PAI-1: inhibitor aktywatora plazminogenu typudasminogeractivator inhibitor-1)
PAF-AH: acetylohydrolaza inhibitora aktywatora ptamogenu plateletactivatingfactor
acetyhydrolasg

PARP: polimeraza poli(ADP)rybozydly [ADP-ribose] polymerasg

PARP-1: polimeraza poli(ADP)rybozy typu fioly [ADP-ribose]polymerase 1L

PBS: zbuforowany fosforanem roztwor soli fizjolagiej phosphatebuffer saline)

Per: perindopril

PGE: prostaglandyna £
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PGD;: prostaglandyna P

PGL: prostacyklina

PHA: fitohemaglutynina

5HT: serotonina%- hydroxytryptaming

PIPES: bufor kwasu 1,4-piperazodietanosulfonowego

PON-1: paroksonaza pdqraoxonase 1}

PUMA- G: biatko makrofagéw o podwigzonej ekspresji wywotanej interferonem gamma;
mysi ekwiwalent receptora GPR10@rotein upregulated irmacrophages by interferon-
gamma

RANTES: chemokina dzialgga poprzez aktywagjimfocytow T i wydzielana przez nie
(regulated oractivation,normal T-cell expressed andecreted

RO 3244794: specyficzny antagonista receptora pykliaowego

SAA: amyloidowe biatko ostrej fazy typu Adrumamyloid A)

SAA;: podtyp 1 biatka ostrej fazy SAA

SAA,: podtyp 2 biatka ostrej fazy SAA

SAA,: podtyp 4 biatka ostrej fazy SAA

SAM: S- adenozymetionina

SAH: S adenozyhomocysteina

SD: odchylenie standardowstgndarddeviation

Sirt2: sirtuiny, deacetylazy zaiee od NAD

SIM: tryb wykrywania pojedynczych kationdw, stosawyav metodzie LC/MS positive
single ion monitoring)

S1P: sfingozyno-1-fosforamsghingosinel-phosphatg

SMA: a-aktyna mesni gtadkich émoothmuscleactin)

SR-BI: receptor zmiatagy typu B1 écavengerreceptor type Bl

SRM: system monitorowania wybranych reakcji tworaganéw wystandaryzowany dla
tandemowej spektrometrii mas w metodzie LC/MS/IdS€dctedreactionmonitoring modg
SR- niacin: niacyna o op6znionym uwalniarsugtained+elease niacip

STATS3: transducer sygnatu i aktywator transkrypgu 3 Ggnal transducer andhctivator
of transcription 3

6-keto-PGFi: 6- keto- prostaglandyna dfFstabilny metabolit PGI

6- HNA: 6- hydroksynikotynamidét hydroxynicotinamide

TG: trojglicerydy (riglycerideg

TGR: transformugcy czynnik wzrostu betdar@nsforminggrowth factor betg
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TIMP: tkankowy inhibitor metaloproteinazigsueinhibitor of metalloproteinase}
TNF,: czynnik matrwicy nowotworow typu alfaumornecrosisfactor alphg

totCL: cholesterol catkowitytétal cholesterd)

Tris-HCI: roztwor tris-hydrokymetylo-aminometanuufbrowany chlorowodorem
(tris(hydroxymethyl)aminomethane buffered with hgttoric acid)

Ul: jednotka m¢dzynarodowa, obrazaga aktywndéé biologiczry (internationalunit)
UV: promieniowanie ultrafioletoweu(traviolet radiation)

VCAM-1: naczyniowa cgsteczka adhezyjna typu la&cularcell adhesionmolecule )

VLDL: lipoproteiny bardzo matejgptasci (very low densitylipoproteing
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