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1. Imie i nazwisko
Monika Kubacka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy,

miejsca i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2010 doktor nauk farmaceutycznych - Katedra Farmakodynamiki, Wydziat

Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Badania farmakologiczne wybranych pochodnych

piperazyny o potencjalnym dzialaniu krazeniowym”

Promotor: prof. dr hab. Barbara Filipek
Praca zostala wyrdzniona przez Rad¢ Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu

Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie

2002 magister farmacji - Katedra Farmakodynamiki, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet

Jagiellonski Collegium Medicum, Krakoéw

Tytul pracy magisterskiej: ”Ocena wplywu na uktad sercowo-naczyniowy nowych chiralnych

1 achiralnych ksantonowych aminoalkoholi”

Promotor: prof. dr hab. Ryszard Czarmecki

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

01.10.2011 — obecnie; adiunkt - Katedra Farmakodynamiki, Wydzial Farmaceutyczny,

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

01.10.2002 — 30.09.2011 asystent - Katedra Farmakodynamiki, Wydzial Farmaceutyczny,

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow
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4. Wskazanie osiagniecia® wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882
ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.) stanowiacych podstawe
habilitacji

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego

Przedmiotem istotnego osiggni¢cia naukowego, bedacego podstawg ubiegania si¢ o stopien

doktora habilitowanego jest powigzany tematycznie cykl pieciu publikacji zatytutowanych:

»Wplyw nowych ligandéw receptorow a;- i p-adrenergicznych na uklad krazenia ze

szczegolnym uwzglednieniem ich efektow hemodynamicznych oraz plejotropowych”

Cykl obejmuje 5 oryginalnych artykulow petlnotekstowych, opublikowanych w
anglojezycznych czasopismach naukowych o zasiegu migdzynarodowym, posiadajacych
impact factor. Zgodnie z analizg bibliometryczng taczny wspotczynnik impact factor cyklu
wynosi IF = 16,135 a odpowiadajagca mu punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego to 135 punktéw. We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem a mo;j $redni

udzial procentowy w prezentowanych publikacjach wynosi 71 %

4.2. Wykaz prac stanowiacych podstawe habilitacji

H1 - Monika Kubacka, Grzegorz Kazek, Magdalena Kotanska, Barbara Filipek, Anna Maria
Waszkielewicz, Szczepan Mogilski. Anti-aggregation effect of aroxyalkyl derivatives of 2-
methoxyphenylpiperazine is due to their 5-HT2A and a2-adrenoceptor antagonistic
properties. A comparison with ketanserin, sarpogrelate, prazosin, yohimbine and ARC239.
Eur J Pharmacol. 2018 Jan 5;818:263-270.

(Elsevier; 1F018 = 3.04; MNiSWy015 = 30 pkt)
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H2 — Monika Kubacka, Magdalena Kotanska, Grzegorz Kazek, Anna Maria Waszkielewicz,
Henryk Marona, Barbara Filipek, Szczepan Mogilski. Involvement of the NO/sGC/cGMP/K+
channels pathway in vascular relaxation evoked by two non-quinazoline al-adrenoceptor
antagonists. Biomed Pharmacother. 2018 Jul;103:157-166.

(Elsevier; 1F018 = 3.457; MNiSWo015 = 25 pkt)

H3 - Monika Kubacka, Monika Zadrozna, Barbara Nowak, Magdalena Kotanska, Barbara
Filipek, Anna Maria Waszkielewicz, Henryk Marona, Szczepan Mogilski. Reversal of
cardiac, vascular and renal dysfunction by non-quinazoline al-adrenolytics in DOCA-salt
hypertensive rats; a comparison with prazosin, a quinazoline based ol-adrenoceptor
antagonist. Hypertens Res. 2019 Mar 12. doi: 10.1038/s41440-019-0239-1.

(Springer Nature; 1Fz019 = 3.439; MNiSWo19 = 25 pkt)

H4 - Monika Kubacka, Magdalena Kotanska, Malgorzata Szafarz, Krzysztof Pociecha, Anna
Maria Waszkielewicz, Henryk Marona, Barbara Filipek, Szczepan Mogilski. Beneficial
effects of non-quinazoline al-adrenolytics on hypertension and altered metabolism in
fructose-fed rats. A comparison with prazosin. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2019,
https://doi.org/10.1016/j.numecd.2019.04.003.
(Elsevier; 1F2019 = 3.318; MNiSWo019 = 30 pkt)

H5 — Monika Kubacka, Natalia Szkaradek, Szczepan Mogilski, Katarzyna Panczyk, Agata
Siwek, Anna Grybos, Barbara Filipek, Pawet Zmudzki, Henryk Marona, Anna Maria
Waszkielewicz.  Design, synthesis and cardiovascular  evaluation of some
aminoisopropanoloxy derivatives of xanthone. Bioorg Med Chem. 2018 Jul 30;26(13):3773-
3784.

(Elsevier; 1F2018 = 2.881; MNiSWo015 = 25 pkt)
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4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz
z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania - prezentacja wynikow

stanowiacych podstawe habilitacji

4.3.1. Wprowadzenie

Zaburzenia metaboliczne wraz z nadci$nieniem, lezace u podstaw pozostatych schorzen
uktadu krazenia wigza si¢ ze zwigkszonym ryzykiem przedwczesnej $mierci z przyczyn
sercowo-naczyniowych [1,2]. Nadci$nienie tgtnicze jest wieloczynnikowym zaburzeniem
hemodynamicznym, wywotanym patologicznymi zmianami mechanizmu kontroli ci$nienia
krwi. Okoto 90% przypadkéw nadci$nienia ma charakter samoistny, a jego przyczyny
upatruje si¢ w rozmaitych czynnikach srodowiskowych i genetycznych, ktére manifestuja si¢
m.in. podwyzszong aktywno$cig uktadu wspotczulnego oraz uktadu renina-angiotensyna-
aldosteron. Z kolei najistotniejszym czynnikiem patogenetycznym wywotujacym stymulacjg

adrenergiczng a w konsekwencji nadci$nienie t¢tnicze jest otylo§¢ brzuszna i hiperinsulinemia

[3,4,5].

Dlugotrwale utrzymujace si¢, nieleczone nadcis$nienie tetnicze prowadzi do powiklan
narzagdowych, obejmujacych przede wszystkim serce, naczynia tetnicze oraz nerki.
Uszkodzenie tych narzadéw prowadzi w dalszej kolejnosci do rozwoju niewydolnosci serca,

zawalu serca, niewydolnosci nerek, udaru mozgu [2,3].

Na przestrzeni ostatniej dekady pojawilo si¢ pojecie zespolu metabolicznego, okreslanego
jako wspolistnienie powiazanych ze soba czynnikéw ryzyka, ktére wybitnie przyczyniajg si¢
do rozwoju choréb sercowo-naczyniowych o podtozu miazdzycowym oraz cukrzycy typu 2.
Zalicza si¢ tu otylo$¢ centralng 1 insulinoopornos¢ a takze uposledzong tolerancje glukozy,

hipertriglicerydemie¢ oraz podwyzszone cisnienie t¢tnicze [6].

Kluczowe dla rozwoju nadci$nienia 1 zespotu metabolicznego wydaja si¢ by¢ otylos¢
brzuszna i insulinooporno$¢. U pacjentéw z otyloScig brzuszng ma miejsce zatrzymanie sodu i
wody w organizmie z jednoczesnym zwigkszeniem objetosci wewnatrznaczyniowej CO
prowadzi do rozwoju nadci$nienia w wyniku przecigzenia objetosciowego [5,7]. Ponadto,
zarOwno nadcis$nienie jak 1 zaburzenia metaboliczne cechujg si¢ wystgpowaniem podobnych,
wzajemnie powigzanych elementdow w patogenezie; uszkodzenia $rodbtonka, zmniejszonej
biodostepnosci tlenku azotu, aktywacji uktadu wspotczulnego, uktadu renina-angiotensyna-

aldosteron, czy przewleklego zapalenia ogolnoustrojowego o stabym nasileniu. Ponadto,
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zespot metaboliczny z reguty wywotuje zmiany w stgzeniu 1 aktywnosci réznych czynnikow
procesOw agregacji i krzepnigcia, co zwigzane jest ze zmniejszeniem biodostgpnosci tlenku

azotu i z nasileniem stresu oksydacyjnego oraz nadwrazliwoscia na katecholaminy [2,5,6,8].

Zaréwno nadcisnienie jak 1 zaburzenia metaboliczne, ze wzglgdu na zlozong i
wieloczynnikowa patogeneze zwykle nie odpowiadajg na monoterapi¢ i wymagaja leczenia
kilkoma lekami o r6znych punktach uchwytu [1,9,10]. W leczeniu nadci$nienia tetniczego u
os6b z zespotem metabolicznym korzystne wydaje si¢ by¢ stosowanie lekow
niepowodujacych zwigkszenia insulinoopornosci, takich jak leki wptywajace na uktad renina-
angiotensyna-aldosteron czy hamujgce aktywno$¢ uktadu adrenergicznego, o korzystnym
wpltywie na profil lipidowy i1 gospodarke weglowodanowa, o jednoczesnym dziataniu

antyagregacyjnym i poprawiajacym funkcj¢ srodbtonka [6,7].

Ze wzgledu na role ukladu wspolczulnego w rozwoju zaburzen metabolicznych, nadci$nienia
i jego powiklan (udar mozgu, zawal serca, arytmie, niewydolnos¢ serca) leki modulujace
aktywno$¢ uktadu sympatycznego maja juz ugruntowang pozycj¢ w farmakoterapii choréb
uktadu sercowo-naczyniowego [4,11]. Poczatkowo stosowano leki dziatajace osrodkowo
sympatykolitycznie takie jak klonidyna czy metyldopa. Natomiast przelomem byto
wprowadzenie w latach 70-tych ubieglego stulecia do leczenia chordb sercowo-naczyniowych
lekow blokujacych receptory B-adrenergiczne [11]. Zgodnie z najnowszymi wytycznymi beta-
blokery sa stosowane przede wszystkim u pacjentow po przebytym zawale mig$nia
sercowego, z niewydolnoscia serca oraz z chorobg niedokrwienng serca i towarzyszacym
nadci$nieniem. Mimo wysokiej skutecznosci beta-blokery | i Il generacji zwigkszaja
insulinooporno$¢ oraz zmniejszajg termogeneze, co przyczynia si¢ do poglebienia
istniejacych zaburzen metabolicznych [3,7]. Pod tym wzgledem najkorzystniejsze wydajg si¢
by¢ beta-blokery III generacji, z dodatkowa komponenta naczyniorozszerzajaca, wsrod
ktorych najwigksze znaczenie ma karwedilol o dodatkowym dziataniu as-adrenolitycznym
oraz nebiwolol, o dodatkowym dziataniu zwigkszajagcym uwalnianie tlenku azotu [7,12,13].
Zwiazki takie jak karwedilol lub nebiwolol nie poglebiaja zaburzen gospodarki lipidowej 1
weglowodanowej, przeciwnie, istnieja doniesienia o ich korzystnym wplywie na
insulinoopornos¢ i poprawie wrazliwosci tkanek na insuling. Ponadto, substancje te cechuje
dodatkowe dziatanie antyoksydacyjne (karwedilol) oraz antyagregacyjne (nebiwolol), co ma

réwniez istotne znaczenie w kontekscie ich wptywu na homeostazg uktadu krazenia [12,14].
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Leki oj-adrenolityczne wprowadzono do lecznictwa na przetomie lat 70/80 ubieglego
stulecia. Byly to zwiazki zawierajace W swojej strukturze uktad chinazoliny: prazosyna
(1976), terazosyna (1987). Nieco pdzniej wprowadzono do terapii doksazosyne (1991). W
farmakoterapii nadci$nienia stosowany jest ponadto urapidyl, zaliczany do pochodnych
fenylopiperazyny. Najnowsze o-adrenolityki to zwigzki o dziataniu przede wszystkim

uroselektywnym, stosowane w leczeniu fagodnego przerostu prostaty [15,16].

Podstawowy mechanizm dziatania lekéw aj-adrenolitycznych polega na blokadzie
receptorow ai-adrenergicznych, sprzezonych z biatkiem Gq i z uktadem sygnalizacyjnym,
wykorzystujacym jony Ca®*, co warunkuje ich pobudzajacy charakter i zdolno$é do aktywacji
mitogennych odpowiedzi oraz regulacji procesOw wzrostu i proliferacji. Skurcz naczyn
odbywa si¢ przede wszystkim za posrednictwem receptorow aj-adrenergicznych co ma
kluczowe znaczenie w regulacji przeptywu krwi, oporu obwodowego i ci$nienia tetniczego.
W przypadku zmian miazdzycowych w naczyniach wiencowych dzialanie naczyniokurczace
amin katecholowych poprzez receptory aj-adrenergiczne jest nasilone a wraz z rozwojem
nadci$nienia zwigksza si¢ wrazliwo$¢ naczyn na dzialanie amin katecholowych poprzez te

receptory [17].

Niewatpliwg zaleta lekow az-adrenolitycznych jest fakt iz powodujg one, w przeciwienstwie
do wickszosci lekow hipotensyjnych, spadek frakcji LDL cholesterolu, a takze poprawiaja
wrazliwos¢ tkanek na insuling 1 metabolizm glukozy. Ich stosowanie moze poprawic¢ profil

metaboliczny u pacjentow z nadcisnieniem i towarzyszaca cukrzyca [1,9,10].

Badania kliniczne wskazujg na znaczace dziatanie hipotensyjne lekow as-adrenolitycznych
oraz na ich potencjalng zdolno$¢ do cofania przerostu lewej komory serca [17]. Jednak nie we
wszystkich badaniach klinicznych wykazano wymierne korzysci zwigzane z blokada
receptorow as-adrenergicznych przy uzyciu dostepnych obecnie lekéw. W badaniu ALLHAT
stosowanie doksazosyny zwigzane bylo ze zwigkszonym ryzykiem zastoinowe]
niewydolnos$ci krazenia. Przyczyna tego zjawiska mogt by¢ fakt, iz antagonisci receptoréw
az-adrenergicznych tacy jak prazosyna i doksazosyna wykazujg dziatanie proapoptotyczne i
nekrotyczne i w tym mechanizmie moga indukowaé apoptoze kardiomiocytow [9,18,19].
Dziatanie proapoptotyczne tych substancji jednak nie jest zwigzane z blokadg receptorow o;-
adrenergicznych, a wynika z obecnosci uktadu chinazolinowego w ich czasteczkach, co
wykazano w licznych badaniach [18,19,20,21]. Zwiazki takie jak metylourapidyl,

tamsulozyna czy fenoksybenzamina nie indukowaly apoptozy w podobnych warunkach.
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Natomiast chinazolinowe aj-adrenolityki (prazosyna i doksazosyna) badane sg obecnie pod
katem ich zastosowania w chorobach nowotworowych, m. in. w raku prostaty, pecherza
moczowego czy w raku piersi [18,19,20,21]. W farmakoterapii uktadu sercowo-
naczyniowego przez wiele lat stosowane byly przede wszystkim chinazolinowe ;-
adrenolityki takie jak prazosyna i doksazosyna. Jednakze, obecno$¢ w ich strukturze uktadu
chinazoliny mogta zmniejsza¢ korzystne efekty wynikajagce z blokady receptoréw ;-

adrenergicznych.

W Swietle zlozonej patofizjologii zespolu metabolicznego 1 nadcisnienia; jednostek
chorobowych ktérych odpowiednia kontrola w dalszym ciggu, pomimo wielu dost¢pnych
lekow, stanowi duzy problem terapeutyczny [10,22] poszukiwania nowych substancji o
dziataniu hipotensyjnym wsrdd ligandow receptoréw adrenergicznych, o lepszym profilu

dziatania i wickszym bezpieczenstwie sa calkowicie uzasadnione.

Badania nad nowymi skutecznymi zwigzkami hipotensyjnymi, o korzystniejszym profilu
dziatania wérod ligandow receptoroOw ag-adrenergicznych prowadzone byty zatem w grupach
zwigzkoéw nie zawierajacych uktadu chinazoliny. Zwigzki takie moga wykazywac¢ korzystny
wplyw na uktad sercowo-naczyniowy zwigzany z dziataniem os-adrenolitycznym, a zarazem
by¢ pozbawione wad typowych dla chinazolinowych a;-adrenolitykow, szczegdlnie dziatania

proapoptotycznego.

Efektem poszukiwan w grupie aroksyalkilowych pochodnych (2-metoksyfenylo)piperazyny,
byto wyselekcjonowanie zwigzkow MH-76 (Chlorowodorek 1-(3-(2,6-
dimetylofenoksy)propylo)-4-(2-metoksyfenylo)-piperazyny), MH-77 (Chlorowodorek-1-(3-
(2,3-dimetylofenoksy)propylo)-4-(2-metoksyfenylo)-piperazyny) i MH-79 (Chlorowodorek
1-(3-(2-chloro-6-metylofenoksy)propylo)-4-(2-metoksyfenylo)-piperazyny) (Rys.1) 0

szczegoblnie korzystnym profilu dziatania:

e Badania radioreceptorowe oraz biofunkcjonalne wykazaly, Zze substancje te silnie
wigzg si¢ z receptorami oj-adrenergicznymi oraz sg ich kompetycyjnymi
antagonistami (Kjo; =~ 2 nM, pA, = 8.801-8.534), wykazujac przy tym znaczaca
selektywno$¢ os/ay (MH-76, MH-79). W przypadku zwigzku MH-77 selektywno$¢
ay/0, byta niewielka [B4]
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Badania biofunkcjonalne wykazaty rowniez iz zwiazki MH-76 1 MH-79 silniej blokuja
receptory oya- oraz ojp-adrenergiczne, a nieco stabiej (ok. 20x) wigza si¢ z

receptorami ayg-adrenergicznymi [B5]

Substancje  MH-76 i MH-79 cechuje wysokie powinowactwo 1 aktywnos¢
agonistyczna w stosunku do receptoréw 5-HT14 (Ki = 0.5-10 nM) [B14]

Zwiazki MH-77 i MH-79 cechuja si¢ wysokim powinowactwem oraz aktywnoscig
antagonistyczng w stosunku do receptorow 5-HT,a (Kj = 36-160 nM) [B14].

Ponadto zwiazki MH-76 i MH-79 charakteryzuje:

Znaczaca aktywno$¢ przeciwarytmiczna, w modelu arytmii adrenalinowej iv i po oraz
wywolanej okluzjg i reperfuzjg tetnicy wiencowej; badane zwigzki przewyzszaty sitg

dziatania takie substancje jak propranolol, chinidyna czy urapidyl [B6]

Brak wptywu na zapis EKG, zarowno w przypadku izolowanego serca jak i in vivo,
réwniez w wysokich dawkach. Nie obserwowano zmian w czasie trwania odcinka PQ,

zespotu QRS oraz, co najwazniejsze, odstepu QT [B6]

Dlugotrwata i dawkozalezna aktywno$¢ hipotensyjna po podaniu jednokrotnym iv i

po, bez wywolywania tachykardii kompensacyjnej [B5]

brak efektow cytotoksycznych w wysokim stezeniu 10 puM na izolowanych
kardiomiocytach mysich (HL-1). Chinazolinowe aj-adrenolityki w analogicznym
stezeniu 10 uM wykazywaly odmienne efekty: prazosyna zmniejszata liczbg zywych
kardiomiocytow, zwigkszala przepuszczalno$¢ blon 1 zwigkszata stezenie
wewnatrzkomérkowego wapnia. Z kolei doksazosyna zmniejszala wielko$¢ jader
komorkowych i1 zwigkszala kondensacje chromatyny. Ponadto, doksazosyna nasilata
aktywno$¢ kaspaz 3 1 7, co moze wskazywac¢ na inicjacj¢ procesu apoptozy.
Testowany rowniez urapidyl, podobnie jak zwigzki MH-76 i MH-79 nie wykazywat
wplywu cytotoksycznego ani nie zaburzatl innych parametrow zyciowych izolowanych

kardiomiocytow mysich (wyniki w trakcie publikacji).
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H,C
Q\l R - 2,6-(CHs),  MH-76
s 2,3-(CHs), MH-77
o | 2-Cl-6-CH; MH-79

x HCI

Rys. 1. Wzory chemiczne zwigzkow MH-76, MH-77, MH-79

Zwigzki MH-76, MH-77, MH-79 to aroksyalkilowe pochodne 2-metoksyfenylopiperazyny i
moga by¢ rozpatrywane jako analogi urapidylu, ktory rowniez w swojej strukturze zawiera
uktad 2-metoksyfenylopiperazyny, a jego mechanizm dziatania hipotensyjnego, podobnie jak
wyselekcjonowanych zwigzkow opiera si¢ na blokadzie postsynaptycznych receptoréw o;-
adrenergicznych oraz o$rodkowej regulacji cis$nienia tetniczego 1 napigecia uktadu

sympatycznego w wyniku aktywacji receptorow 5-HT1a [B5, B14].

Wyselekcjonowane zwigzki moga okaza¢ si¢ niezwykle korzystne do leczenia czy cofania
powiktan krazeniowych i metabolicznych; jako antagoniSci receptoréw as-adrenergicznych
beda zmniejsza¢ opdr obwodowy i1 obcigzenie wstgpne 1 nastgpcze serca, powodowac spadek
triglicerydow oraz poprawia¢ wrazliwos¢ tkanek na insuling i metabolizm glukozy.
Niewykluczone, iz nowe, niechinazolinowe ligandy receptoréw aj-adrenergicznych maja
olbrzymi potencjat terapeutyczny, zachowujac korzystne cechy aj-adrenolitykdéw, a bedac

pozbawione ich dziatan niepozadanych.

Ponadto, poszukiwania nowych, skutecznych zwigzkéw hipotensyjnych prowadzono réwniez
w grupie pochodnych ksantonu o potencjalnym dziataniu ;- i/lub B-adrenolitycznym, wsrod

ktorych znalazty si¢ analogi znanych beta-blokerow, m.in. karwedilolu.

W obliczu nowych chorob cywilizacyjnych, takich jak zesp6t metaboliczny czy nadcisnienie,
zwigzki o dziataniu plejotropowym, wplywajace nie tylko bezposrednio na parametry
hemodynamiczne ale takze na profil lipidowy, gospodarke weglowodanowsa, $rddblonek,

dziatajgce antyagregacyjnie, moga by¢ szczego6lnie cenne 1 pozadane.
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4.3.2. Cel pracy

Celem prowadzonych przeze mnie badan bylo okreslenie wplywu na uklad krazenia
nowych ligandéw receptoréw a;- i p-adrenergicznych ze szczegélnym uwzglednieniem
ich wlasciwosci hemodynamicznych oraz plejotropowych, takich jak dzialanie
antyagregacyjne, aktywnos$¢ srodblonkowa, dzialanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne

oraz korzystny wplyw na gospodarke weglowodanowa i lipidowa.

Badania prowadzone byty w grupie ligandéw receptoréw adrenergicznych dwutorowo. W
pierwszej kolejnosci, na podstawie wczesniejszych wynikow do dalszych badan
wyselekcjonowano 3 substancje (MH-76, MH-77, MH-79) i objeto je poszerzonymi
badaniami farmakologicznymi, ktorych rezultaty staly si¢ podstawa niniejszego cyklu
publikacji (H1 — H4).

Roéwnolegle prowadzono roéwniez poszukiwania nowych skutecznych zwigzkow
hipotensyjnych, o korzystnym profilu dziatania w obrgbie nowo-zsyntezowanych zwigzkow,

bedacych ligandami receptoréw a; i/lub B-adrenergicznych (H5).

4.3.2.1 Szczegélowe cele w badaniach wyselekcjonowanych zwigzkéw MH-76, MH-77,
MH-79

4.3.2.1.1. Aktywnosé antyagregacyjna

Na szczeg6lng uwage zasluguje fakt, ze wyselekcjonowane zwiazki sg antagonistami
receptorow 5-HT,a [B14]. Receptory te wystepuja W ukladzie krazenia w mig$nidwce
gladkiej naczyn oraz w ptytkach krwi. Znajdujace si¢ w ptytkach krwi ziarnistosci geste sa
magazynem serotoniny w uktadzie sercowo-naczyniowym. W wyniku aktywacji ptytek z ich
magazynow wewnatrzkomorkowych uwalniana jest do krazenia serotonina, osiggajac lokalnie
wysokie stg¢zenia. Uwolniona z ptytek serotonina, w sposob autokrynny, za posrednictwem
receptorow 5-HT,a nasila dalsza aktywacje i agregacje ptytek [23,24,25]. Receptory 5-HTa
znajduja si¢ rowniez w obrgbie migsniowki gladkiej naczyn krwionosnych i posredniczg w
odpowiedzi skurczowej oraz w procesach migracji i proliferacji komoérek migéni gtadkich
naczyn. Uwolniona z ptytek serotonina pobudza réwniez receptory 5-HT,a znajdujace si¢ w
migsniowce gladkiej naczyn co powoduje ich skurcz, a ponadto potgguje dziatanie innych

czynnikow wazokonstrykcyjnych [23,25,26]. Szczegdlne znaczenie ma wywotana serotoning
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amplifikacja odpowiedzi skurczowej naczyn na noradrenaling. Aminy katecholowe maja
takze zdolno$¢ potegowania agregacji ptytek. W wyniku aktywacji ptytkowych receptoréw
ap-adrenergicznych i zwigzanego z tym spadku poziomu cAMP w ptytce, zwigksza si¢
wrazliwo$¢ ptytek krwi na inne czynniki wywotujgce agregacj¢ takie jak tromboksan
(TXAz)czy ADP [27,28]. Do niedawna uwazano ze w plytkach wystepuje jedynie receptor
aga-adrenergiczny. Dlatego tez nie wykorzystywano mozliwosci hamowania agregacji ptytek
ta Sciezkg, gdyz leki blokujace receptory aza-adrenergiczne, czyli gtowny podtyp receptora
ap-adrenergicznego, takie jak johimbina, obarczone byty nieakceptowalnymi dziataniami
niepozadanymi. Jednakze najnowsze badania wykazaly rowniez obecno$¢ receptora oop-
adrenergicznego w ptytkach krwi, a substancje blokujace ten podtyp, bez wptywu na receptor
apa-adrenergiczny, potencjalnie moga hamowaé patologiczng aktywacje ptytek, przy
znikomym ryzyku wywotywania krwawien 1 bez wywolywania dziatan niepozadanych
typowych dla lekow silnie i nieselektywnie blokujacych receptory ap-adrenergiczne [27,28].

W sytuacjach patologicznych, przebiegajacych z uszkodzeniem $rodbtonka, takich jak
miazdzyca naczyn, opisane powyzej procesy moga doprowadzi¢ do utworzenia si¢ zakrzepu i
zamknigcia §wiatta naczynia. Substancje blokujace jednoczes$nie receptory 5-HT,a oraz opg-
adrenergiczne moga zatem wykazywaé nie tylko dziatanie hipotensyjne, ale takze posiadac
dodatkowe dziatanie antyagregacyjne i ochronne na naczynia. Dlatego tez, pierwszym celem
prowadzonych przeze mnie badan bylo oznaczenie aktywnoS$ci antyagregacyjnej

wyselekcjonowanych zwigzkow i okreslenie mechanizmu tego dzialania. W tym celu:

e Potwierdzono wlasciwo$ci antagonistyczne zwigzkow w stosunku do receptoréw 5-
HT,a in vitro i in vivo wykorzystujac ulepszong metodyke w odniesieniu do
poprzednio stosowanych oznaczen oraz wdrozono nowe oznaczenie aktywnoSci
wewnetrznej w oparciu o pomiar wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia

e Oznaczono aktywno$¢ wewnetrzng zwigzkow w stosunku do receptoréw apa-
adrenergicznych poprzez ilosciowa ocene aktywacji (rekrutacji) beta arestyny (na
podstawie genu reporterowego beta-laktamazy) oraz w stosunku do receptoréw apg-
adrenergicznych w oparciu o pomiar wewnatrzkomoérkowego poziomu wapnia

e Okreslono aktywnos¢ antyagregacyjng w modelach agregacji wywotanych:

o Kolagenem

o Serotoning i podprogowym ste¢zeniem kolagenu
o Serotoning i podprogowym stezeniem ADP

o Adrenaling i podprogowym stezeniem kolagenu
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o Adrenaling i podprogowym stezeniem ADP

4.3.2.1.2. Aktywnos¢ naczyniorozszerzajgca

Ze wzgledu na niewielkg selektywnos$¢ au/o, zwigzek MH-77 nie zostat zakwalifikowany do

dalszych badan.

W procesach powstawania i rozwoju licznych chorob uktadu sercowo-naczyniowego takich
jak miazdzyca, nadci$nienie, czy cukrzyca znaczaca rolg¢ odgrywa dysfunkcja $rodbtonka.
Srodbtonek aktywnie reaguje na sile $cinajaca oraz bodzce chemiczne i uczestniczy w
regulacji cisnienia i przeptywu krwi, reguluje aktywnos$¢ migsniowki gtadkiej naczyn, ich
proliferacje i migracje, a takze hemostaze i rozwo6j stanu zapalnego. Komorki $rodblonka
maja zdolno$¢ syntezy i uwalniania zwigzkoéw o dziataniu naczyniorozszerzajacym takich jak
tlenek azotu (NO), prostacyklina (PGl,) oraz $rodbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy
(EDHF) [29,30,31]. Srodblonek jest rowniez zrédtem substancji naczyniokurczacych i
proagregacyjnych: endoteliny, tromboksanu, czynnika aktywujacego ptytki oraz prozapalnych
cytokin i molekut adhezyjnych. Zaburzenia metaboliczne, hiperinsulinemia, hiperglikemia i
towarzyszacy im stres oksydacyjny moga prowadzi¢ do uszkodzenia $rodbtonka i
zmniejszenia biodostepnosci NO, w wyniku obnizenia aktywnosci lub rozsprzegania
srodblonkowej syntazy NO (eNOS). Zmniejszenie puli czynnikow naczyniorozszerzajacych
prowadzi¢ moze do przerostu i utraty elastyczno$ci $ciany naczyniowej i rozwoju
nadci$nienia tg¢tniczego. Z tego tez punktu widzenia zastosowanie zwigzkow poprawiajacych
funkcjonowanie $rodblonka moze przynies¢ znaczace korzysci w leczeniu chorob ukladu

sercowo-naczyniowego [29,30,31].

W uprzednio przeprowadzonych badaniach [B4,B5] zaobserwowano znaczgca aktywno$¢
wazodylatacyjng zwigzkow MH-76 1 MH-79, ktéra wynikala nie tylko z dziatania oy-
adrenolitycznego, ale rowniez w zjawisko to zaangazowane byly inne mechanizmy,
niezwigzane z dziataniem os-adrenolitycznym np. antagonizm w stosunku do jonéw wapnia.
Kolejnym celem bylo zatem szczegolowe poznanie mechanizmu naczyniorozszerzajacego
dzialania badanych zwiazkoéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem niezaleznych od

receptoréw ag-adrenergicznych, mechanizméw sroédbtonkowych. W tym celu:

e Oznaczono dziatanie naczyniorozszerzajace zwigzkéw w modelu izolowanej aorty

szczura stymulowanej fenylefryna
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e Okreslono dziatanie naczyniorozszerzajace zwigzkéw w modelu izolowanej aorty
szczura  stymulowanej  fenylefryng  przy uzyciu  rozmaitych  narzedzi
farmakologicznych w celu potwierdzenia/wykluczenia udziatu $ciezki tlenku azotu,
prostacykliny, poszczeg6lnych typow kanaléw potasowych w mechanizmie dziatania
badanych zwigzkow

e Oznaczono stgzenie cGMP w aorcie szczura po podaniu MH-76 i MH-79

e Oznaczono wptyw zwigzkow MH-76 i MH-79 na stgzenie tlenku azotu w ludzkich
pierwotnych komorkach $rodbtonkowych aorty

e Zbadano wptyw zwigzkoéw MH-76 i MH-79 na aktywnos$¢ kanatow potasowych w

ludzkich komoérkach migsniowki gladkiej aorty

4.3.2.1.3. Aktywnosé hipotensyjna po podaniu wielokrotnym w modelu nadcisnienia

indukowanego octanem deoksykortykosteronu i sodem

Nastegpnie, przewidziane zostato zbadanie aktywnosci hipotensyjnej wyselekcjonowanych
zwigzkow MH-76 1 MH-79 po ich podaniu wielokrotnym w modelu nadcis$nienia
wywotanego podaniem octanu deoksykortykosteronu (DOCA) i sodu. W modelu tym na
skutek dziatania mineralokortykosteroidu dochodzi do retencji wody i sodu, uszkodzenia
nerek i rozwoju nerkopochodnego ztosliwego nadci$nienia. Retencja sodu i wody wywotuje
stymulacje adrenergiczng, ktéra przyczynia si¢ do gwattownego rozwoju nadci$nienia wraz z
remodelingiem serca, jego widknieniem 1 przerostem. Zmiany te najbardziej zblizone sg do
zmian obserwowanych u ludzi z nadci$nieniem i wspoétistniejacg niewydolno$cia serca i nerek
[32,33,34]. Kolejnym celem bylo zatem szczegélowe zbadanie zdolnosci zwiazkéow do
cofania remodelingu serca i uszkodzenia nerek w warunkach nadci$nienia zlosliwego.
Jako zwiazku odniesienia uzyto prazosyny, chinazolinowego aj-adrenolityku, aby porownac
dziatanie zwigzkow blokujacych receptory aj-adrenergiczne z réznych grup chemicznych i
potwierdzi¢ lub wykluczy¢ niekorzystny wptyw uktadu chinazoliny w warunkach znacznego

obcigzenia uktadu krazenia. W tym celu:

e Zbadano aktywno$¢ hipotensyjng po podaniu przewleklym u zwierzat z juz
rozwini¢tym nadci$nieniem

e Oznaczono stezenie noradrenaliny w osoczu

e Oznaczono poziom markeréw stanu zapalnego: CRP w osoczu oraz IL-6 w nerkach
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e Okreslono aktywnos¢ antyoksydacyjng zwigzkoéw
e Zbadano protekcyjne dziatanie zwigzkoéw na Srodbtonek

e Przeprowadzono szczegdtowe badania histopatologiczne oceniajgce zmiany w:

o Sercu: (hipertrofia, grubo$¢ lewej komory, zwtoknienie sSrodmigzszowe, naciek
leukocytarny, apoptoza kardiomiocytow)

o Naczyniach wiencowych (hialinizacja, arteriopatie i zmiany aterogenne,
mineralizacja $ciany naczyniowe;)

o Nerkach (hipertrofia, zwtoknienie sroédmigzszowe, uszkodzenie kigbuszkow i
kanalikow nerkowych, naciek leukocytarny)

o Naczyniach nerkowych (zmiany aterogenne)

4.3.2.1.4. Aktywnos¢ MH-76 i MH-79 po podaniu wielokrotnym w modelu zespolu
metabolicznego

Na koniec, przewidziano okreslenie aktywnosci wyselekcjonowanych zwigzkow MH-76 i
MH-79 po ich podaniu wielokrotnym w modelu zespotu metabolicznego wywolanego
fruktoza. U szczuréw karmionych fruktoza rozwijaja si¢ objawy charakterystyczne dla
zespotlu metabolicznego takie jak otyto$¢ brzuszna i insulinoopornos¢, uposledzona tolerancja
glukozy, hipertriglicerydemia i nadcisnienie [35,36]. Przyczyn tych zmian upatruje si¢ w
zaleznym od insuliny uszkodzeniu s$rodbtonka, nadmiernej aktywacji wspoétczulne;j,
nadmiernym stresie oksydacyjnego i przewleklym stanie prozapalnym o stabym nasileniu
[36,37]. Zwiazki MH-76 i MH-79, niechinazolinowe aj-adrenolityki moga okazaé sie
korzystniejsze, anizeli potencjalnie szkodliwe chinazolinowe zwiazki, wykazujac obok efektu
hemodynamicznego rowniez korzystny wpltyw na profil lipidowy i gospodarke
weglowodanowa. Kolejnym celem bylo zatem szczegélowe zbadanie wplywu zwiazkow
MH-76 i MH-79 na gospodarke weglowodanowa i profil lipidowy i wyjasnienie
mechanizmu obserwowanych efektow, a takze poréwnanie uzyskanych rezultatéow z

efektami otrzymanymi dla prazosyny, a;-adrenolityka chinazolinowego. W tym celu:

e zbadano aktywnos$¢ hipotensyjng MH-76 i MH-79 po podaniu przewlektym u zwierzat

Z juz rozwini¢tym zespolem metabolicznym

e okres$lono parametry farmakokinetyczne zwigzkow MH-76, MH-79
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e dokonano pomiardéw masy ciala oraz glikemii na czczo przed rozpoczeciem, w trakcie

oraz po zakonczeniu eksperymentu
e Wwykonano test obcigzenia glukoza po podaniu dozotagdkowym
e okreslono ilos¢ tkanki thuszczowej, mas¢ watroby 1 serca
e oznaczono st¢zenie triglicerydow, cholesterolu i kwasu moczowego w osoczu
e oznaczono stezenie insuliny i okre§lono insulinooporno$¢ metoda HOMA-IR

e zbadano protekcyjne dziatanie zwigzkéw na $rodbtonek

e oznaczono stezenie TNF-a w tkance tluszczowej

e oznaczono wilasciwosci antyoksydacyjne MH-76, MH-79 oraz prazosyny

4.3.2.2. Szczegolowe cele w badaniach nowo-zsyntezowanych ligandéw receptorow o;-

i/lub p-adrenergicznych

Na podstawie korzystnych wynikéw osiggnietych we wczesniejszych pracach [A3,B8]
zaplanowano synteze nowych zwigzkéw, pochodnych ksantonu. Wezesniejsze badania w tej
grupie zwigzkow wykazaly ich korzystne dziatanie w ukladzie sercowo-naczyniowym,
szczegblnie przeciwarytmiczne i hipotensyjne, bedace wynikiem blokowania receptorow a;-
i/lub B-adrenergicznych. Poniewaz uktad ksantonu wyst¢puje w wielu zwigzkach pochodzenia
zar6wno naturalnego jak i syntetycznego o wielokierunkowym dziataniu farmakologicznym,
mozna byto przypuszczaé iz zwigzki te beda takze wykazywaé wielokierunkowe dzialanie.
Dlatego tez zsyntezowano zwigzki hybrydowe, w ktérych do uktadu ksantonu wprowadzono
uktady farmakoforowe wystepujace w strukturach znanych p-blokeréw: karwedilolu,
nadololu, Kkarteololu oraz antagonisty kanatdéw wapniowych, werapamilu. Celem
przeprowadzonych badan bylo okreslenie aktywnosci Kkrazeniowej nowo-
zsyntezowanych zwigzkow. Wykonano nastepujace badania:
e Oznaczenie powinowactwa i aktywnosci wewnetrznej w stosunku do poszczegoélnych
klas receptorow adrenergicznych (badania radioreceptorowe, badania biofunkcjonalne
wykorzystujace narzady izolowane: aorte szczura stymulowang fenylefryng (receptor

az-adrenergiczny), tchawice swinki morskiej (receptor B-adrenergiczny)),
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e Oznaczenie zdolnosci do hamowania naptywu jonéw wapnia (w przypadku analogu
werapamilu)

e Oznaczenie dziatania B-adrenolitycznego in vivo (test hamowania izoprenaliny)

e Oznaczenie aktywnosci hipotensyjnej po jednokrotnym podaniu

e Oznaczenie aktywnoSci przeciwarytmicznej w modelu arytmii indukowanej adrenaling

e Oznaczenie wlasciwosci antyagregacyjnych

e Okreslenie wptywu na zapis EKG

4.3.3. Wyniki badan i dyskusja
4.3.3.1. Badania wyselekcjonowanych zwigzkéw MH-76, MH-77, MH-79

H1. Monika Kubacka, Grzegorz Kazek, Magdalena Kotanska, Barbara Filipek, Anna Maria
Waszkielewicz, Szczepan Mogilski. Anti-aggregation effect of aroxyalkyl derivatives of 2-
methoxyphenylpiperazine is due to their 5-HT2A and a2-adrenoceptor antagonistic
properties. A comparison with ketanserin, sarpogrelate, prazosin, yohimbine and ARC239.
Eur J Pharmacol. 2018 Jan 5;818:263-270

(Elsevier; 1F2018 = 3.04; MNiSW,015 = 30 pkt)

Zgodnie z zalozonymi celami, badania rozpocz¢to od okreslenia potencjalnego dziatania
antyagregacyjnego wyselekcjonowanych zwigzkoéw i1 proby wyjasnienia mechanizmu tego
efektu. W pierwszej kolejnosci potwierdzono ich dziatanie antagonistyczne w stosunku do
receptoréw 5-HTa in vitro (komorki transfekowane ludzkim receptorem 5-HT>a, izolowana
aorta szczura stymulowana serotoning) oraz in vivo (hamowanie presyjnego dziatania
serotoniny). Badania przy uzyciu komorek transfekowanych ludzkim receptorem 5-HT:a
wykazaty Zze zwiazki te sg antagonistami receptorow 5-HT,a, jednakze ich sita dziatania
antagonistycznego jest mniejsza anizeli zwigzkéw odniesienia takich jak ketanseryna czy
sarpogrelat. Podobne wyniki uzyskano w badaniu biofunkcjonalnym wykorzystujacym
izolowang aort¢ szczura stymulowang serotoning. Eksperyment ten byl istotny poniewaz
oznaczenia aktywno$ci antyagregacyjnej wykonywane byly przy wykorzystaniu krwi
szczurzej, dlatego kluczowe bylo okreslenie aktywno$ci antagonistycznej w stosunku do
szczurzych receptorow 5-HT,a. Badanie to bylo zblizone do wykonanego eksperymentu w

pracy doktorskiej, eksperyment ten jednak wykonano ponownie, stosujac udoskonalong
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metodyke. (Z pierScieni aorty usuni¢to srodbtonek, ktorego obecnos¢ mogtaby interferowac w
wyniku aktywacji $rodbtonkowych receptorow 5-HTig, 5-HT,g. Ponadto, wyniki obliczono
na podstawie odpowiedzi maksymalnej tkanki na depolaryzujacy roztwor KCl, dzigki czemu
uniknie¢to ryzyka tachyfilaksji zwigzanej z dwukrotng ekspozycja tkanki na serotoning, ktéra
moglaby da¢ falszywie dodatnie wyniki). W dalszej kolejnosci nalezato potwierdzi¢
aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do receptoréw 5-HT,a in vivo. OkreSlono zatem
zdolno$¢ zwigzkéw do hamowania presyjnego dziatania serotoniny. Eksperyment ten byt
réwniez podobny do wykonanego uprzednio, jednak i w tym przypadku poprawiono warsztat
metodyczny; wzigto pod uwage mozliwos$¢ tachyfilaksji w wyniku Kilkukrotnego podania
serotoniny, jak réwniez zbadano w analogicznych warunkach zwigzek odniesienia
sarpogrelat. Eksperyment ten wykonano tylko dla zwigzkow ktore wykazaly zdolno$¢ do
blokady receptoroéw 5-HT,a, obecnych w aorcie szczura. Dlatego tez, badania tego nie
przeprowadzono dla zwigzku MH-76 ktéry nie znosit skurczu aorty szczura stymulowanej
serotoning. MH-76 rowniez w badaniach na komorkach transfekowanych ludzkim receptorem

5-HT,a okazat si¢ by¢ stabym antagonista tego receptora.

Przeprowadzone badania wykazaly ze zwigzki MH-77 oraz MH-79 majg zdolno$¢
blokowania zarowno ludzkich jak i szczurzych receptorow 5-HT,a (in vitro oraz in vivo w
obrebie uktadu sercowo-naczyniowego), co wskazuje na ich potencjalng przydatnos¢ w
zaburzeniach, w ktérych patofizjologi¢ zaangazowana jest serotonina i receptory 5-HTaa!
remodeling naczyh 1 zmiany miazdzycowe, choroby naczyn obwodowych, nadci$nienie
ptucne. Moga by¢ roéwniez przydatne w celu hamowania nadmiernej agregacji plytek,
szczegblnie u pacjentow wykazujacych opornos$¢ na zwykle stosowane leki przeciwptytkowe,
aspiryne czy klopidogrel, ze wzgledu na role serotoniny w procesach aktywacji plytek i jej
uwrazliwiajace dziatanie na pozostate czynniki wyzwalajace agregacje [24,25]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze ich aktywnos¢ antagonistyczna w stosunku do receptorow 5-HT>a jest znacznie

stabsza anizeli ketanseryny lub sarpogrelatu.

Poniewaz w procesy agregacji plytek zaangazowane sa rowniez aminy katecholowe i
receptory op-adrenergiczne, w nastgpnym etapie badan okreslono aktywno$¢ wewnetrzng
zwigzkdw w stosunku do receptorow opa- Oraz ogg-adrenergicznych, wykorzystujac linie
komorkowe transfekowane ludzkimi receptorami apa- oraz apg-adrenergicznymi. Badane
zwigzki, szczegdlnie MH-79 silniej blokowaly receptory azg-, anizeli opa-adrenergiczne,
jednakze réwniez ich sita dziatania byta stabsza anizeli zwigzkéw odniesienia: prazosyny—

antagonisty receptorow oy/apg-adrenergicznych, johimbiny — nieselektywnego antagonisty
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receptoréw ap-adrenergicznych oraz ARC239 — zwigzku o selektywnym dziataniu opg-

adrenolitycznym.

Powyzsze badania pozwalajg zakwalifikowa¢ zwigzki MH-76, MH-77 oraz MH-79 jako
stabych antagonistow receptoréow 5-HToa 1/lub opa- oraz apg-adrenergicznych. Przystgpiono
zatem do zbadania ich dziatania antyagregacyjnego. Wykorzystano tutaj krew szczurza, ze
wzgledu na tatwos$¢ pozyskania i powszechng dostepnos$¢ tego materiatu. Agregacje badano
we krwi pelnej w oparciu o metod¢ impedancyjna, ktéra pozwala na badanie procesow
agregacji w warunkach znacznie bardziej zblizonych do fizjologicznych anizeli ma to miejsce

w przypadku badania agregacji przy wykorzystaniu osocza bogatoptytkowego [38,39].

Wiasciwosci  antyagregacyjne badanych zwigzkéw okreSlono wykorzystujac rozmaite
substancje wyzwalajace agregacje. W pierwszym etapie badan nad agregacja do jej
wywotania wykorzystano kolagen - naturalny i najbardziej fizjologiczny stymulator tego
procesu. W wyniku potaczenia si¢ kolagenu z m.in. ptytkowymi receptorami GP4 dochodzi
do wzrostu poziomu wapnia w ptytce, zmiany jej ksztattu i uwolnienia z ziarnistos$ci gestych
serotoniny i ADP oraz syntezy TXA,. W wyniku tych zmian dochodzi do aktywacji biatka GP
[1b/111a i finalnej agregacji ptytek. Jest to najbardziej ogolny i fizjologiczny model agregacji i
w zasadzie wszystkie zwigzki ktore maja zdolno$¢ hamowania agregacji niezaleznie od jej
mechanizmu bedg w tym modelu wykryte [23,40]. W doswiadczeniu tym wszystkie
przebadane zwigzki miaty zdolno§¢ hamowania agregacji indukowanej kolagenem, przy czym
ketanseryna — silny antagonista receptorow 5-HT,a, ARC238 — silny antagonista receptorow
apg-adrenergicznych oraz MH-77, umiarkowany antagonista receptorow 5-HT,a, oza-/02s-
adrenergicznych wykazaly najsilniejsze dziatanie hamujace agregacje plytek. Pozostate

zwigzki, a takze sarpogrelat i prazosyna wykazaty slabsze dziatanie antyagregacyjne.

Aby potwierdzi¢ udziat receptorow 5-HT,a w mechanizmie dziatania antyagregacyjnego
badanych substancji wykorzystane zostaly modele agregacji zalezne od serotoniny. W
modelach tych serotonina dziala jako koagonista agregacji indukowanej niskimi,
podprogowymi stgzeniami kolagenu lub ADP. Fizjologicznie, wszystkie zwigzki bedace
czynnikami wyzwalajagcymi agregacj¢ wspoldziataja razem angazujac w proces agregacji
ptytek wiele receptoréw i $ciezek. Wiele czynnikow wspotdziata ze soba (ADP, TXA;, 5-
HT). Tak jest rowniez w przypadku serotoniny, ktéra sama jest stabym aktywatorem agregacji
ptytek, jednak uwalniana z gestych ziarnistosci trombocytdow znaczaco nasila dziatanie innych

czynnikow indukujacych agregacj¢ np. kolagenu lub ADP [24,41]. W do$wiadczeniach tych
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najwickszg  aktywno$§¢  wykazujg  substancje,  ktorych  mechanizm  dziatania
przeciwptytkowego oparty jest o blokade receptoréw 5-HT;a a zatem eksperymenty te stuzyty
do potwierdzenia szlaku zaangazowanego w mechanizm dzialania antyagregacyjnego
badanych zwigzkoéw. Jedynie zwiazki, ktore majg zdolno$¢ blokady receptoréw 5-HT,a (MH-
77, MH-79, ketanseryna, sarpogrelat) hamowaly agregacj¢ wywolang przez serotoning i
podprogowe stezenia kolagenu w sposéb specyficzny, o czym $wiadczg uzyskane wartosci
ICs0 — ktore byly nizsze anizeli wartosci ICsp uzyskane w modelu agregacji wywotanej
samym kolagenem. Ponadto, tylko te substancje miaty zdolno$¢ hamowania agregacji

wywotanej przez serotoning i podprogowe stezenia ADP.

Lekami blokujacymi receptory 5-HTza, stosowanymi w leczeniu chordb sercowo-
naczyniowych byta ketanseryna oraz sarpogrelat. Ketanseryna zostata jednak wycofana gdyz
wydtuzata odstep QT w zapisie EKG i byta potencjalnie arytmogenna [25]. Nalezy podkresli¢
fakt, iz zwigzki MH-76 oraz MH-79 nie powoduja wydtuzenia odstepu QT.

Drugi mechanizm potencjalnie zaangazowany w dziatanie antyagregacyjne badanych
substancji to blokada receptorow apa/azg-adrenergicznych. Podobnie jak serotonina,
adrenalina jest stabym aktywatorem ptytek, jednak moze znacznie zwigkszy¢ wrazliwos¢
ptytek na inne czynniki wyzwalajace agregacje [27,28]. Zwiazki majace zdolnos$¢ blokowania
receptoréw opa/azg-adrenergicznych (MH-76, MH-77, MH-79, johimbina, ketanseryna), jak
réwniez zwiazki blokujace jedynie podtyp apg-adrenergiczny (prazosyna, ARC239) wykazaty
aktywno$¢ antyagregacyjna w modelach agregacji zaleznych od adrenaliny (agregacja
wywotana przez adrenaling 1 podprogowe stezenia kolagenu lub ADP), w ktérych zwigzki

selektywnie blokujace receptory 5-HT,a byly nieaktywne (sarpogrelat).

Najnowsze badania wskazuja na udzial ptytkowych receptorow ap-adrenergicznych i
nadmiernej stymulacji adrenergicznej jako przyczyne zwigkszonej aktywnosci ptytek i
opornosci na dzialanie zwykle stosowanych lekow przeciwptytkowych tj. aspiryny lub
klopidogrelu. Dodatkowa blokada receptoréw ogg-adrenergicznych u pacjentow leczonych
klopidogrelem lub aspiryng wydaje si¢ by¢ wysoce korzystna, przynoszac dodatkowe
dziatanie przeciwplytkowe przy minimalnych skutkach ubocznych [27,28].

Przeprowadzone badania wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania innych szlakow
przekazywania sygnatlu celem zahamowania patologicznej agregacji ptytek: szlaku zaleznego
od serotoniny i receptorow 5-HT,a oraz szlaku zaleznego od adrenaliny i receptorow ayg-

adrenergicznych. Hamowanie agregacji w tych szlakach skutkowa¢ moze jedynie
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zmniejszeniem patologicznej agregacji ptytek, bez wpltywu na prawidtowga role ptytek dzieki
czemu ryzyko krwawien byloby minimalne. Z drugiej strony dodatkowa blokada tych $ciezek
wydaje si¢ by¢ korzystna zwlaszcza u pacjentow opornych na zwykle stosowane leki
przeciwplytkowe, gdyz hamowa¢ bedzie resztkowg reaktywnos¢ ptytek, co skutkowaé bedzie
lepsza profilaktyka pierwotng i wtorng np. zawatu serca [23,27,28].

Badane zwigzki sg antagonistami receptorow 5-HT,a oraz/lub aya/ags-adrenergicznych o
umiarkowanej sile dziatania i wykazuja dziatanie antyagregacyjne w wyniku blokowania
Sciezek przekazywania sygnalu zaleznych od tych receptorow. Zwigzek MH-77 wykazat
silniejsze dzialanie antyagregacyjne w agregacji wywotanej kolagenem anizeli sarpogrelat,
silny i selektywny antagonista receptorow 5-HT,a. Jednoczesna, umiarkowana blokada Kilku
szlakow sygnatowych moze by¢ niekiedy bardziej korzystna, zwlaszcza w jednostkach
chorobowych o skomplikowanej patofizjologii, anizeli stosowanie silnych, selektywnych
antagonistow poszczegolnych receptorow 1 Sciezek, w kontekscie zarowno skutecznoscei jak i

profilu dziatan niepozadanych.

H2. Monika Kubacka, Magdalena Kotanska, Grzegorz Kazek, Anna Maria Waszkielewicz,
Henryk Marona, Barbara Filipek, Szczepan Mogilski. Involvement of the NO/sGC/cGMP/K+
channels pathway in vascular relaxation evoked by two non-quinazoline al-adrenoceptor
antagonists. Biomed Pharmacother. 2018 Jul;103:157-166.

(Elsevier; 1F;018 = 3.457; MNiSW2018 = 25 pkt)

Bardzo silna aktywno$¢ naczyniorozszerzajaca wyselekcjonowanych zwigzkow, jak rowniez
niewielka liczba badan dotyczacych zaleznej od $rodbtonka aktywnosci wazodylatacyjnej
wsrod lekow blokujacych receptory aj-adrenergiczne byla przestanka do przeprowadzenia
poszerzonych badan nad aktywnoscig $rodbtonkowa zwigzkéw MH-76 i MH-79. W
pierwszym etapie badan, wykorzystujac model izolowanej aorty szczura stymulowanej
fenylefryng, poroéwnano dziatanie naczyniorozszerzajace zwigzkow W preparatach
tkankowych z zachowanym $rodblonkiem oraz w preparatach z usunigtym mechanicznie
srodbtonkiem.  Usunigcie  $rodblonka  spowodowato  zmniejszenie  aktywnosci
naczyniorozszerzajacej badanych zwigzkow ale nie prazosyny, co wskazuje, ze mechanizm
dziatania naczyniorozszerzajacego zwigzkow MH-76 i MH-79 jest czgéciowo zalezny od

srodbtonka, natomiast dziatanie wazodylatacyjne prazosyny jest niezalezne od §rodbtonka.

22



Zatacznik 3. Monika Kubacka

Srodbtonek wydziela 3 najwazniejsze czynniki naczyniorozszerzajace: tlenek azotu (NO),
prostacykling (PGIy) oraz zalezny od $rédbtonka czynnik hiperpolaryzujacy (EDHF)
[29,30,42]. Dziatanie EDHF widoczne jest przede wszystkim w naczyniach oporowych [42],
a poniewaz badania przeprowadzone byly na aorcie, wigc oceniono powigzanie aktywnosci
srodbtonkowej zwigzkow ze $ciezkg PGI, oraz NO. Tlenek azotu powstaje w reakcji
katalizowanej przez syntaze tlenku azotu (NOS). W §rédbtonku gtownym izoenzymem jest
srodbtonkowa syntaza tlenku azotu (eNOS), ktorej aktywno$¢ zalezna jest od kalmoduliny i
jonow wapnia. W reakcji katalizowanej przez NOS dochodzi do utleniania azotu L-Argininy
tlenem czgsteczkowym, a produktami tej reakcji jest tlenek azotu i L-cytrulina. Uwolniony
tlenek azotu dociera do komoérek migsnidwki gladkiej naczyn, gdzie aktywuje rozpuszczalng
cyklaze guanylowa (SGC), co powoduje zwickszenie wewnatrzkomorkowego stezenia cGMP.
cGMP aktywuje kinaze biatkowa G (PKG). PKG aktywuje kanaty potasowe prowadzac do
hiperpolaryzacji komoérek mig$niowych, zahamowania uwalniania jonoéw Ca®* z siateczki
sarkoplazmatycznej i spadku wewnatrzkomoérkowego poziomu wapnia, co w efekcie
powoduje rozkurcz mig$niowki gladkiej, zahamowanie procesow jej proliferacji i

przebudowy [29,30,43,44].

Poniewaz zwigzki MH-76 i MH-79 wykazaly niezalezng od blokady receptorow o;-
adrenergicznych aktywno$¢ s$rodblonkowa, w dalszym etapie badan sprawdzono czy ich
dzialanie naczyniorozszerzajace jest zalezne od szlaku NO/cGMP. W tym celu
przeprowadzono kolejne eksperymenty wykorzystujac rozmaite narzgdzia farmakologiczne.
Okreslono dzialanie naczyniorozszerzajace zwigzkow po uprzedniej inkubacji tkanek z L-
NAME, ktory jest inhibitorem syntazy tlenku azotu. L-NAME zmniejszat aktywno$¢
wazodylatacyjng MH-76 i MH-79 do poziomu poréwnywalnego z efektem mechanicznego
usuni¢cia $rodbtonka, co wskazuje na udzial sciezki NO w dziataniu naczyniorozszerzajacym
tych substancji. Ponadto, inkubacja aorty z inhibitorem kalmoduliny, rowniez zmniejszata
naczyniorozszerzajace dziatanie badanych zwigzkow, co potwierdza udziat NOS w ich
mechanizmie dzialania, gdyz jest to enzym zalezny od wapnia 1 kalmoduliny. W celu
potwierdzenia udziatlu tlenku azotu w mechanizmie dziatania badanych zwiagzkoéw, zbadano
ich wplyw na produkcje NO réwniez w innym modelu, o wigkszej zgodnosci fizjologicznej 1
biochemicznej z organizmem ludzkim — przeprowadzono badania z uzyciem ludzkich
pierwotnych komorek $rodblonkowych aorty. Doswiadczenie to wykazato ze MH-76 oraz
MH-79, podobnie jak L-arginina zwigkszaja produkcje NO, natomiast prazosyna nie

wplywala na wewnatrzkomorkowe stezenie tlenku azotu.
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Poniewaz NO stymuluje produkcje ¢cGMP w komoérkach mie$nidowki naczyniowej, w
nastgpnym  etapie badan okreslono udziat cGMP w mechanizmie dziatania
naczyniorozszerzajacego zwigzkow. W tym celu izolowang aorte inkubowano z ODQ -
selektywnym inhibitorem sCG, a nastepnie oznaczano dziatanie wazodylatacyjne zwigzkow.
ODQ znaczaco zmniejszat sile dziatania naczyniorozszerzajacego zwiazkow, co wskazuje na
udzial $ciezki NO/sGC/cGMP w ich mechanizmie dzialania. W celu potwierdzenia tej
obserwacji, oznaczono immunoenzymatycznie poziom cGMP w aortach eksponowanych na
dziatanie badanych zwigzkéw. Badanie to wykazato, iz zwigzki MH-76 | MH-79 zwigkszaty
poziom ¢cGMP w aortach z zachowanym $rodbtonkiem, natomiast nie miaty wptywu na
stezenie CGMP w aortach uprzednio pozbawionych endotelium. Badanie to potwierdzito iz
obserwowany po podaniu zwigzkow wzrost cGMP jest zalezny od NO oraz potwierdzito
udzial sciezki NO-sGC-cGMP w ich mechanizmie dziatania. Ponadto, doSwiadczenie to

wykluczylo bezposrednie dziatanie aktywizujace zwigzkow na sGC.

W dalszym etapie badan okre§lono udziat prostacykliny w mechanizmie dzialania zwigzkow.
W tym celu aort¢ inkubowano z indometacyna, inhibitorem cyklooksygenazy a nast¢pnie
badano dziatanie naczyniorozszerzajace zwigzkow. Indometacyna nie zmniejszala
wazodylatacji wywolanej MH-76 i MH-79, co wyklucza udziat $ciezki prostacykliny w

mechanizmie dziatania zwigzkow.

Rowniez wykluczono udziat cAMP w mechanizmie dziatania zwigzkow. W wyniku aktywacji
np. receptorow B-adrenergicznych dochodzi do aktywacji cyklazy adenylanowej i wzrostu
stezenia cCAMP w komorce, a nastgpnie aktywacji odpowiednich kinaz, efektem czego jest
rozszerzenie naczyn. Jednak, ani SQ 22536 (inhibitor cyklazy adenylanowej), ani propranolol,
(nieselektywny antagonista receptorow [-adrenergicznych), nie wpltywaly na dziatanie

naczyniorozszerzajace zwiazkow.

W dalszej kolejnosci zbadano udziat poszczegodlnych kanatéw potasowych w dzialaniu
wazodylatacyjnym zwigzkéw MH-76 oraz MH-79. Kanaly potasowe wystepuja zardwno w
komorkach $rodbtonka jak i migsni gladkich naczyn i odgrywaja wazng rolg w regulacji
napiecia naczyn krwiono$nych. Otwarcie kanatow potasowych pod wptywem czynnikow
uwalnianych ze $rodbtonka, zwigkszenia stezenia cAMP i cGMP i aktywacji odpowiednich
kinaz, prowadzi do wyplywu jondéw potasu z komorki, czego nastepstwem jest
hiperpolaryzacja, zamknigcie zaleznych od potencjatu kanatow wapniowych i rozkurcz

naczynia krwionosnego. Jak dotad opisano cztery gtowne typy kanatdéw potasowych: kanaty

24



Zatacznik 3. Monika Kubacka

zalezne od potencjalu — Ky, kanaty aktywowane jonami wapnia — Kca, wsrod ktorych
wyroznia si¢ kanaly 0 duzym (BKcy), srednim (IKcy) i matym (SKca) przewodnictwie, kanaty
wrazliwe na ATP (zalezne od ATP) — Katp, kanaty wewnatrzprostownicze (dokomoérkowe
prostowniki, dokomoérkowe prostownicze kanaly potasowe) K [45]. Dziatanie
naczyniorozszerzajace zwigzkow byto zmniejszone w obecnosci blokeréw poszczegodlnych
typow kanatow potasowych (tetraetyloamonium, iberiotoksyna — blokery BKc,, glibenklamid
— bloker Karp, 4-aminopirydyna bloker K,), co wskazuje na udzial tych kanalow w
mechanizmie dziatania MH-76 i MH-79.

Kanaty potasowe moga by¢ posrednio aktywowane przez czynniki naczyniorozszerzajace za
posrednictwem kinaz biatkowych. Czynniki naczyniorozszerzajagce pobudzaja synteze
cyklicznych nukleotydow cGMP i cAMP, ktore z kolei aktywuja odpowiednie kinazy
biatkowe. Kanaly potasowe mogg by¢ rowniez aktywowane bezposrednio [45,46,47]. Aby
okresli¢ rodzaj interakcji jaki zachodzi migdzy badanymi zwigzkami a kanalami potasowymi
wykonano dalsze do$wiadczenia. Oznaczono dzialanie naczyniorozszerzajace zwigzkow w
obecnosci blokerow kanatéw KBc, oraz Karp W aorcie pozbawionej srodbtonka. Zaréwno
glibenklamid jak i TEA zmniejszaly dziatanie wazodylatacyjne MH-76 i MH-79. Przyczyny
tego zjawiska mogly by¢ nastepujace:

e MH-76 i MH-79 bezpo$rednio aktywuja kanaty potasowe

e Tlenek azotu, (ktérego produkcja nasilana jest przez MH-76 i MH-79) uwalniany jest
z innych zrddet niz §rédbtonek, skutkiem czego jest aktywacja kanaléw potasowych

e Badane zwigzki majg zdolnos¢ aktywacji cyklazy guanylowej, czego efektem jest
aktywacja kanatow potasowych

e W wyniku skurczu aorty wywolanego fenylefryna, a zatem pobudzeniem receptorow
az-adrenergicznych dochodzi do aktywacji $ciezki PLC-IP3/DAG — Ca’"'PKC i
zahamowania aktywnos$ci kanatow potasowych. Badane zwiazki w wyniku dzialania
az-adrenolitycznego przeciwdziataja tej aktywacji a dodanie inhibitorow kanatow

potasowych w takiej sytuacji zmniejsza dziatanie wazodylatacyjne oj-adrenolitykow

Eksperyment wykorzystujacy ludzkie komorki migsniowki gtadkiej aorty i oparty o detekcje
jonéw talu a oceniajacy wpltyw zwigzkow na aktywnos$¢ kanatow potasowych wykazat iz

zwigzki te nie aktywuja pradow potasowych bezposrednio, w przeciwienstwie do substancji
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takich jak pinacidil czy NS-1619, ktore bezposrednio aktywujg kanaty Katp 0raz BKc, a ktore

byty zwigzkami odniesienia w tym eksperymencie.

Kolejna mozliwos$¢, iz niewielkie ilosci NO produkowane pozasrodbtonkowo, aktywuja sGC,
PKG a nastgpnie kanaly potasowe rowniez zostata wykluczona, gdyz eksperyment
przeprowadzony na aorcie szczura stymulowanej fenylefryna, pozbawionej endotelium i w
obecnosci inhibitora syntazy tlenku azotu wykazat, iz L-NAME w takim uktadzie nie ostabia

dzialania wazodylatacyjnego zwigzkow.

Roéwniez mozliwos¢ iz badane zwigzki aktywuja cyklaze guanylowa zostata wyeliminowana.
Przeprowadzono eksperyment na aorcie szczura stymulowanej fenylefryng, pozbawionej
endotelium i w obecnosci inhibitora cyklazy guanylowej ODQ, ktory wykazat iz ODQ nie
zmniejsza  dziatania  naczyniorozszerzajacego  zwigzkéw. Ponadto, w  badaniu
immunoenzymatycznym wykazano, iz w aortach pozbawionych $rodbtonka MH-76 i MH-79

nie zwigkszaja st¢zenia cGMP.

Zatem wplyw zwigzkéw na kanaly potasowe jest posredni i wynika z ich dzialania
zwigkszajacego uwalnianie tlenku azotu i pobudzenia $ciezki NO-SGC-cGMP a nastepnie
otwarcia kanatow potasowych oraz z dzialania hamujacego aktywacje PKC wynikajacego z

dziatania az-adrenolitycznego.

Podsumowujac, w pracy wykazano iz MH-76 oraz MH-79 oprocz dziatania o4-
adrenolitycznego wykazuja takze zdolno$¢ do zwigkszania uwalniania tlenku azotu przez
srodbtonek, czego nastepstwem jest aktywacja sGC 1 zwigkszenie stezenia cGMP oraz
otwarcie kanalow potasowych. Natomiast prazosyna nie wptywa na wydzielanie NO a jej

dziatanie naczyniorozszerzajace nie jest zalezne od $rédbtonka.
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H3. Monika Kubacka, Monika Zadrozna, Barbara Nowak, Magdalena Kotanska, Barbara
Filipek, Anna Maria Waszkielewicz, Henryk Marona, Szczepan Mogilski. Reversal of
cardiac, vascular, and renal dysfunction by non-quinazoline al-adrenolytics in DOCA-salt
hypertensive rats: a comparison with prazosin, a quinazoline-based ol-adrenoceptor
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Aktywnos$¢ hipotensyjna zwigzkdw oceniana byla do tej pory po podaniu jednokrotnym
normotensyjnym zwierzetom. Nalezalo zatem sprawdzi¢ czy zwiazki te wykazg dziatanie
hipotensyjne po podaniu wielokrotnym u zwierzat z rozwini¢gtym uprzednio nadci$nieniem.
Wybrano model nadci$nienia wywotanego podaniem octanu deoksykortykosteronu (DOCA)
przy jednoczesnym obcigzeniu sodem. Gtownym mechanizmem powstawania nadcisnienia
tetniczego w tym modelu jest bezposredni wptyw mineralokortykosteroidu - DOCA na cewki
nerkowe, gdzie poprzez receptory mineralokortykosteroidowe dochodzi do zatrzymania wody
i sodu, i hiperwolemii. Konsekwencjg tego jest wzrost oporu obwodowego, nasilenie
aktywnos$ci wspotczulnej 1 rozwoj cigzkiego nadcis$nienia. Nadci$nienie wywolane w tym
mechanizmie skutkuje uszkodzeniem nerek, remodelingiem serca i naczyn, polegajacym ich
na przeroscie, zwtdknieniu, nacieku leukocytarnym oraz uszkodzeniu $réodbtonka naczyn
krwiono$nych. Zmiany uzyskane w tym modelu sa charakterystyczne dla nadci$nienia z
towarzyszaca niewydolnoscig serca [32,33,34]. Majac na uwadze wyniki badania klinicznego
ALLHAT, w ktorym stosowanie chinazolinowego a;-adrenolityku doksazosyny wigzato si¢
ze zwigkszona liczbg incydentdw sercowo-naczyniowych, szczego6lnie nowych przypadkow
rozwoju niewydolnosci serca, zasadne byto przebadanie zwigzkow MH-76 i MH-79 wiasnie
w tym modelu nadcisnienia i poréwnanie z dziataniem az-adrenolityku chinazolinowego. W
tym celu zwierzetom podawano DOCA (20 mg/kg s.c. 2xtydz) a wode¢ pitng zastapiono
roztworem 1% NaCl i 0.2% KCI przez 12 tygodni. Badane zwiazki MH-76, MH-79 (10
mg/kg/dzien i.p.) oraz prazosyne (0.4 mg/kg/dzien i.p.) podawano przez ostatnie 6 tygodni
eksperymentu. Dawki zostaly dobrane na podstawie wczesniej przeprowadzonych
eksperymentow [B5,B6] oraz krotkiego pilotazowego eksperymentu, a réznice w dawkach
pomiedzy testowanymi substancjami a prazosyng wynikalty z ich odmiennego powinowactwa
do receptorow as-adrenergicznych (K; prazosyna = 0.1nM, K; MH-76, MH-79 = okoto 2 nM).
Cisnienie tetnicze mierzone bylo w sposdéb nieinwazyjny, przy uzyciu mankietow

ogonowych, w odstgpach tygodniowych przez 12 tygodni trwania eksperymentu.
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U szczurow z rozwinietym nadci$nieniem zwigzki MH 76 oraz MH 79 znaczgco obnizaty
cisnienie tetnicze krwi jednak wykazywaty tygodniowy okres latencji. Prazosyna obnizata
cisnienie tetnicze juz w pierwszym tygodniu podawania i wykazywata silniejsze dziatanie
hipotensyjne, powodujac wigksze i1 szybsze spadki ci$nienia tetniczego. Jednak w ostatnim
tygodniu trwania eksperymentu warto$ci skurczowego cis$nienia tetniczego w grupach
otrzymujacych DOCA i MH-76/MH-79/prazosyne nie roéznity si¢ znaczaco miedzy soba i
byly zblizone do wartosci cisnienia tetniczego krwi szczuréw kontrolnych. Ponadto,
wszystkie aj-adrenolityki zmniejszaty zwitoknienie $§rodmigzszowe migénia sercowego oraz
grubo$¢ $ciany lewej komory serca, co wydaje si¢ by¢ skorelowane z ich silnym dziataniem

hipotensyjnym.

Jednakze prazosyna nie zmniejszata hipertrofii serca (wyrazonej jako indeks masa serca/masa
ciata). Ponadto czestotliwos$¢ akcji serca byta znaczaco wigksza u szczuréw otrzymujacych
DOCA oraz DOCA 1 prazosyng, co wskazywaé¢ moze na rozwoj niewydolno$ci serca oraz
tachykardi¢ kompensacyjng w odpowiedzi na dziatanie prazosyny. Z drugiej strony dziatanie
hipotensyjne zwigzkow MH-76 1 MH-79 nie wigzalo si¢ ze wzrostem czestotliwosci akcji
serca, przeciwnie, MH-79 powodowal zmniejszenie czgstotliwosci akcji serca, jak rowniez
oba zwigzki zmniejszaly przerost mig$nia sercowego. Dodatkowo, dzialanie prazosyny
zwigzane bylo ze wzrostem stezenia noradrenaliny w osoczu, co sugeruje iZ prazosyna
powoduje wtdrng aktywacje uktadu wspolczulnego, co potwierdzaja wyniki innych badan, w
ktorych stosowanie prazosyny zwigzane bylo z aktywacja adrenergiczng [48]. Jak wykazano
we wcezesniejszej pracy [B14], MH-76 i MH-79, analogi urapidylu, podobnie jak urapidyl sa
agonistami receptorow 5-HTia [49] i moga, w wyniku pobudzenia osrodkowych receptorow
5-HT;o w strefie presyjnej, w doglowowym brzuszno-bocznym obszarze rdzenia
przedtuzonego (rostral ventrolateral medulla) hamowac¢ napigcie uktadu wspotczulnego [50],
dzigki czemu nie wywolujg tachykardii kompensacyjnej oraz skuteczniej hamujg przerost

mig$nia sercowego.

Badania apoptozy kardiomiocytow metoda TUNEL nie wykazaly istotnych roéznic migdzy
poszczegolnymi grupami eksperymentalnymi. Nieznaczne, nieznamienne nasilenie apoptozy

obserwowano w grupie otrzymujacej DOCA oraz DOCA 1 prazosyng.

Badania na izolowanej aorcie pobranej od szczuréw otrzymujacych DOCA wykazaty znaczne
ostabienie wazodylatacyjnej odpowiedzi naczynia po podaniu karbacholu — analogu

acetylocholiny. Karbachol wywotuje rozkurcz aorty w wyniku aktywacji $rodbtonkowych
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receptorow muskarynowych, czego skutkiem jest naptyw jonéw wapnia do wnetrza komorki,
aktywacja syntazy tlenku azotu i synteza tlenku azotu [30,42]. Powstaly tlenck azotu
dyfunduje do lezacej pod $rodbtonkiem miesniowki gladkiej, pobudza rozpuszczalng syntaze
guanylowa, czego efektem jest zwigkszenie stg¢zenia wewngtrzkomoérkowego cGMP i
rozkurcz naczynia. Uposledzenie naczyniorozszerzajacej odpowiedzi na karbachol wskazuje
na uszkodzenie §rodblonka. Aorty pobrane od szczuréw otrzymujagcych DOCA+MH-76 oraz
DOCA+MH-79 cechowaty si¢ silniejsza odpowiedzig na dziatanie karbacholu przy czym
MH-79 wykazat najsilniejsze dziatanie protekcyjne na srodblonek. Naczynia pobrane od
szczuréw z grupy DOCA-MH-79 wykazywaty zblizony stopien relaksacji po podaniu
karbacholu do naczyn pobranych od szczuréw z grupy kontrolnej. Natomiast prazosyna nie

wykazata znaczacego dziatania ochronnego na $rodbtonek naczyniowy.

Badania histopatologiczne okotonaczyniowego obszaru tetnic
lewej komory obejmowaty oceng wystgpowania komoérek piankowatych, nasilenie wtdknienia
okotonaczyniowego oraz naciek limfocytarny. Badaniami objeto takze drobne naczynia
wiencowe i tu oceniano zmiany o charakterze miazdzycowym w obrebie blony wewnetrznej
(tunica intima), takie jak obecno$¢ makrofagow, wystepowanie komorek piankowatych,
nagromadzenie lipidéw, migracja komorek migéni gladkich naczyn, transformacje komorek
nablonkowych i stopien uszkodzenia btony wewnetrznej. Zarowno zmiany okotonaczyniowe
jak 1 zmiany o charakterze miazdzycowym w najwigkszym stopniu byly lagodzone przez

MH-79.

Oceniono rowniez stopien mineralizacji $ciany naczyniowej. Co ciekawe, patologia ta
wystepowata tylko u szczurow otrzymujgcych DOCA 1 prazosyne. Zmiany te nie

wystepowaty w pozostatych grupach eksperymentalnych.

Ocenie histopatologicznej poddano takze tetnice nerkowe. Oceniano stopien akumulacji
leukocytow i ich adhezje do sroédbtonka, uszkodzenie $rodbtonka,
akumulacje =~ komorek  zapalnych ~w  obrebie blony  wewngtrznej, obecnos¢
komorek piankowatych, nagromadzenie lipidow, odkladanie si¢ widknika oraz fenestracje
blony sprezystej wewnetrznej. Zmiany te tagodzone byty przez wszystkie badane substancje,
jednak najmniej korzystne efekty obserwowane byly w grupie szczurow otrzymujacych
DOCA i prazosyne. Dodatkowo zaobserwowano, niezaleznie od powyzszych obserwacji
obejmujgcych glownie blone wewnetrzng naczyn, remodeling i wldknienie w obrebie btony

srodkowej (tunica media) tetnic nerkowych u szczuréw otrzymujagcych DOCA. Co wigcej,
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zmiany te byly nasilone w grupie szczurow otrzymujacych DOCA 1 prazosyn¢ a dodatkowo w
grupie tej zaobserwowano takze zmiany w fenotypie, ksztalcie i orientacji komorek

migsnidwki gladkie;.

Przewlekle podawanie mineralokortykosteroidu jakim jest DOCA i jednoczesne obcigzenie
sodem powoduje znaczace uszkodzenie struktury nerek [32,51]. U szczuréw obserwowano
powigkszenie nerek, zwidknienie i stwardnienie kigbuszkow nerkowych oraz §rodmigzszowe
zwloknienie cewek nerkowych. W wyniku tego uszkodzenia dochodzi do rozwoju stanu
zapalnego, a naciek leukocytarny i1 wydzielane przez komorki cytokiny prozapalne
przyczyniaja si¢ do poglebienia tego stanu. Prazosyna znaczgco zmniejszata uszkodzenie
ktgbuszkow nerkowych, przypuszczalnie ze wzgledu na jej najwicksza aktywnosc
hipotensyjng. Natomiast zwigzek MH-79 najefektywniej tagodzit uszkodzenie cewek
nerkowych a dziatanie to skorelowane bylo z najsilniejszym hamowaniem nacieku komoérek

immunologicznych przez MH-79.

Poniewaz uszkodzenie nerek zwigzane jest ze stanem zapalnym i generacja reaktywnych form
tlenu oznaczono w homogenatach nerkowych stezenie IL-6 oraz poziom peroksydacji lipidow
oraz stezenie niebiatkowych tioli. Oznaczono rowniez stgzenie CRP w osoczu. Wyniki tych
oznaczen wskazujg iz wszystkie badane aj-adrenolityki zmniejszaja stezenie CRP oraz
przywracaja prawidlowy poziom tioli niebiatkowych w nerkach. Natomiast zwigzek MH-76
obnizat stgzenie IL-6 oraz hamowat peroksydacj¢ lipidow, co wskazuje na jego dodatkowe
dziatanie przeciwzapalne/antyoksydacyjne, potwierdzone z reszta w kolejnej pracy [H5].
Jednak finalnie zwigzek MH-76 nie przewyzszat protekcyjnym dziataniem zwigzku MH-79.
Badanie to réwniez ujawnito, iz podawanie prazosyny skutkowato podniesieniem stezenia
IL-6 w nerce, ktére znaczaco przewyzszato stezenie IL-6 w nerkach szczurow otrzymujacych

tylko DOCA.

Laczac obserwacje z badan oceniajacych dysfunkcje s$rodbtonka przeprowadzonych na
aortach pobranych z poszczegdlnych grup  eksperymentalnych z  badaniami
histopatologicznymi obejmujacymi cewki nerkowe, naczynia nerkowe oraz naczynia sercowe,
mozna stwierdzi¢, iz najkorzystniejsze dzialanie protekcyjne w obrgbie Srodblonka 1 zdolnos¢
do hamowania patologicznych zmian w histoarchitekturze naczyn nerkowych i wiencowych

wykazal zwigzek MH-79.

W warunkach prawidlowych komorki srédblonka wyscielajg naczynia krwiono$ne i stanowia

pierwszg barier¢ pomigdzy krwig a tkankami. Prawidlowo funkcjonujacy srédbtonek petni
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liczne funkcje takie jak regulacja napigcia $cian naczyn krwionos$nych, utrzymywanie
réwnowagi pomigdzy procesami krzepnigcia i fibrynolizy. Pod wptywem dziatania bodzcow
prozapalnych dochodzi do zwigkszenia przepuszczalnosci $rodblonka i1 zwigkszonego
naplywu komorek uktadu immunologicznego. Istotng role petnig tutaj cytokiny prozapalne,
reaktywne formy tlenu i wydzielane przez $rodblonek molekuty adhezyjne, co prowokuje
dalszy naptyw komorek uktadu odpornosciowego. Prowadzi to do przebudowy S$ciany
naczyniowej, wldknienia, proliferacji i migracji komoérek migsni gltadkich naczyn. Gtéwna
cechg dysfunkcji §rédbtonka jest zmniejszenie ilosci tlenku azotu, ktore moze by¢ wynikiem
obnizenia aktywno$ci 1 ekspresji lub rozprzegania eNOS, albo tez zmniejszenie
biodostepnosci tlenku azotu w wyniku jego reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym
[52,53,54]. W poprzedniej pracy (H2) wykazano, iz zwigzki MH-76 oraz MH-79, w
przeciwienstwie do prazosyny maja zdolno$¢ zwigkszania produkcji NO oraz zaleznego od
srodblonka cGMP. W opisywanej pracy MH-79 wykazat najsilniejsze dziatanie hamujace
dysfunkcje $rodbtonka i jako jedyny zmniejszat naciek komorek stanu zapalnego w obrebie
nerek oraz najefektywniej chronit przed naczyniowymi powiktaniami nadcisnienia. Wydaje
si¢ zatem iz to dziatanie ochronne zwigzku MH-79 na s$rodbtonek obok dziatania
az-adrenolitycznego, warunkuje zdolnos¢ MH-79 do hamowania patologicznych zmian w

sercu i w nerkach.

Podsumowujac, w pracy wykazano korzystny wpltyw zwigzkow MH-76 i MH-79 na
wywolane DOCA 1 sodem nadcisnienie oraz dysfunkcje serca, nerek 1 naczyn krwiono$nych.
Dziatanie protekcyjne zwigzkbw mozna przypisa¢ ich efektowi hipotensyjnemu,
wynikajacemu z dziatania aj-adrenolitycznego i z dziatania hamujacego aktywno$¢ uktadu
wspoéltczulnego. Ponadto MH-79 zmniejszat dysfunkcje¢ $rodbtonka, przez co zmniejszony
zostat naciek komorek zapalnych w obrebie nerek 1 ich wldknienie oraz zmniejszeniu ulegly
zmiany miazdzycowe 1 arteriopatie naczyn sercowych i nerkowych. Prazosyna, pomimo
silnego dziatania hipotensyjnego i zwigzanych z tym korzysci ujawnita niekorzystny wplyw
na naczynia wiencowe (mineralizacja) i nerkowe (wtoknienie). Prazosyna nie zmniejszata
dysfunkcji $rodbtonka. Praca wskazuje réwniez iz nowe substancje o dzialaniu o-
adrenolitycznym i efektach plejotropowych moga okaza¢ si¢ niezwykle korzystne w
farmakoterapii choréb sercowo-naczyniowych. Praca wskazuje rowniez na wymierne
korzy$ci jakie moze przynies¢ stosowanie substancji o dzialaniu protekcyjnym i

poprawiajacym integralnos¢ srodbtonka.
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H4 - Monika Kubacka, Magdalena Kotanska, Matgorzata Szafarz, Krzysztof Pociecha,
Barbara Filipek, Anna Waszkielewicz, Henryk Marona, Szczepan Mogilski. Beneficial effects
of non-quinazoline al-adrenolytics on hypertension and altered metabolism in fructose-fed
rats. A comparison with prazosin. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2019,
https://doi.org/10.1016/j.numecd.2019.04.003.

(Elsevier; IF2019 = 3.318; MNiSW2019 =30 pkt)

Kolejnym etapem badan nad zwigzkami MH-76 oraz MH-79 byto okreslenie ich wptywu na
nadcisnienie i zaburzenia metaboliczne charakterystyczne dla zespotu metabolicznego. W tym
celu zwigzki te podawano przewlekle szczurom z juz rozwinigtym zespolem metabolicznym.
Model metaboliczny wywotlano podajac szczurom do picia zamiast wody 20% roztwor
fruktozy przez 12 tygodni. U szczurow karmionych fruktoza rozwijaja si¢ objawy
charakterystyczne dla zespotu metabolicznego takie jak otylo$¢ brzuszna i insulinoopornosé,
uposledzona tolerancja glukozy, hipertriglicerydemia i nadci$nienie. Po 12 tygodniach
podawania 20% roztworu fruktozy u zwierzat zaobserwowano tagodne nadci$nienie oraz
podwyzszone stezenie glukozy na czczo. Na tej podstawie przyjeto, iz zespdt metaboliczny
zostat pomyslnie wywotany i zaczeto podawanie zwigzkoéw MH-76 oraz MH-79 w dawce 5
mg/Kg ip dziennie, réwnolegle z dalszym podawaniem 20% roztworu fruktozy przez kolejne 6
tygodni. Jako zwigzku odniesienia ponownie uzyto prazosyny. Zwiazki MH-76 i MH-79
podawano w wybranej dawce 5 mg/kg ip, uznanej na podstawie wczesniejszych
eksperymentow [B6, H3] jako dawce skutecznej i bezpiecznej. Biorac pod uwage réznice w
powinowactwie do receptorow os-adrenergicznych pomiedzy badanymi zwigzkami a

prazosyna, dawke prazosyny odpowiednio zmniejszono (0.2 mg/kg ip/dzien).

Cisnienie tetnicze mierzone bylo w sposdéb nieinwazyjny, przy uzyciu mankietow
ogonowych, w odstepach tygodniowych przez caty czas trwania eksperymentu tj. 18 tygodni.
W okresie od 12 do 18 tygodnia trwania eksperymentu szczury otrzymujace fruktoze
cechowaly si¢ podwyzszonym ci$nieniem skurczowym, natomiast szczury ktére obok
fruktozy otrzymywaly MH-76, MH-79 lub prazosyne wykazywaty ci$nienie skurczowe
zblizone do wartosci cisnienia skurczowego szczurow kontrolnych. Zatem MH-76, MH-79 i

prazosyna wykazaly dziatanie hipotensyjne u zwierzat z zespotem metabolicznym.

Szczury otrzymujace fruktozg charakteryzowaly si¢ znacznie wigkszym przyrostem masy
ciala i finalnie wigksza masa ciala oraz znaczng otytoscig brzuszng. Tutaj szczegdlnie

korzystny okazal si¢ zwigzek MH-76; szczury otrzymujace fruktoze 1 MH-76 cechowaly si¢
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mniejszym przyrostem masy ciata, mniejsza koncowg masg ciata oraz brakiem otylosci
brzusznej. Réwniez MH-79 znaczaco zmniejszatl otylos¢ brzuszng. Natomiast zwierzgta
otrzymujace fruktoze¢ i prazosyng¢ nie réznily si¢ pod wzgledem masy ciata i ilosci brzusznej

tkanki thuszczowej od szczuréw otrzymujacych fruktoze.

Szczury otrzymujgce fruktoze cechowaty sie hiperglikemia na czczo oraz insulinoopornoscia,
okreslong wskaznikiem HOMA-IR (homeostatic model assessment — insulin resistance).
Wszystkie badane os-adrenolityki: MH-76, MH-79 oraz prazosyna zmniejszaty hiperglikemie,
natomiast MH-76 dodatkowo zmniejszat insulinoopornos¢. U szczuréw otrzymujacych
fruktoze wykazano rowniez podniesione stezenie triglicerydow i ten parametr korzystnie
zmniejszaty MH-76 oraz MH-79 a stabiej prazosyna. Rowniez wszystkie ag-adrenolityki

hamowaty proces peroksydacji lipidow w watrobie.

Hiperinsulinemia wraz z otyloscia brzuszng wywiera dzialanie aktywujace uktad
wspotczulny, w wyniku czego dochodzi do wzrostu oporu obwodowego i rozwija si¢
nadci$nienie t¢tnicze. Patologia ta moze poglebia¢ si¢ gdyz zwigkszony opor obwodowy
utrudnia przenikanie glukozy do tkanek [37,55]. W pracy wykazano, iz blokada receptorow
az-adrenergicznych zarowno przez MH-76, MH-79 jak i przez prazosyng skutkowata
obnizeniem ci$nienia t¢tniczego oraz poprawg glikemii na czczo. Przypuszczalnie, os-
adrenolityki, w wyniku ich dziatania naczyniorozszerzajacego ulatwiaja przenikanie glukozy

z krwi do aktywnych metabolicznie tkanek.

Natomiast zadna z tych substancji nie poprawiata tolerancji glukozy, co wykazano w tescie
doustnego obcigzenia glukoza. Mozna zatem stwierdzi¢, iz korzystny wplyw ;-
adrenolitykow na metabolizm glukozy jest wynikiem ich dzialania obwodowego,
poprawiajacego pasaz glukozy do tkanek, natomiast zwigzki te nie wplywaja na wydzielanie

insuliny.

Przeprowadzone badania wykazaly iz MH-76, MH-79 oraz prazosyna majg dziatanie
hipotensyjne oraz zmniejszaja stezenie glukozy 1 triglicerydow we krwi na czczo u szczurow
z zespolem metabolicznym, co0 wynika najprawdopodobniej z ich dziatania o;-
adrenolitycznego. Natomiast réznice w dziataniu hipoglikemizujacym oraz zmniejszajacym
stezenie triglicerydow we krwi pomiedzy poszczegdlnymi az-adrenolitykami moga wynikaé z
ich odmiennych parametrow farmakokinetycznych, dlatego tez okreslono podstawowe
parametry farmakokinetyczne testowanych substancji tj. okres pottrwania, objgtose

dystrybucji oraz biodost¢pnos¢ po podaniu dozylnym i dootrzewnownym zwigzkow MH-76,
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MH-79 i porownano z danymi literaturowymi uzyskanymi dla prazosyny [56]. Badania te
wykazaty, iz okres poltrwania MH-76, MH-79 jest prawie trzykrotnie dtuzszy, anizeli
prazosyny, zatem rdznicg w okresie pottrwania mozna cze$ciowo tlumaczy¢ stabsze efekty

metaboliczne prazosyny.

W badaniach wykazano takze, iz w tkance tluszczowej pochodzacej od szczurow
otrzymujacych fruktoze wystepuje znacznie podwyzszone ste¢zenie TNF-a, jak rowniez
podniesione jest stezenie markera peroksydacji lipidow (MDA). MH-76 jako jedyny obnizat
stezenie TNF-o | zmniejszal nasilenie peroksydacji lipidow w tkance ttuszczowej. Przyczyna
znacznie wyzszej efektywnosci MH-76 w poréwnaniu do MH-79 oraz prazosyny moze mie¢
charakter farmakodynamiczny, ale moze tez wynika¢ z odmiennych wlasciwosci
fizykochemicznych/farmakokinetycznych tego zwigzku. Porownujac warto$ci objetosci
dystrybucji dla zwigzkow MH-76 i MH-79 mozna zauwazy¢ iz warto$¢ tego parametru dla
zwigzku MH-76 jest dwukrotnie wyzsza anizeli dla MH-79, dlatego tez MH-76 wykazywat
silniejsze dziatanie farmakologiczne anizeli MH-79 w tkance tluszczowej. Z kolei przyczyny
w odmiennych efektach dziatania MH-76 i prazosyny mozna upatrywa¢ w roéznicach
fizykochemicznych tych substancji (objetos¢ dystrybucji prazosyny jest wigksza anizeli MH-
76); gdyz logP (wspotczynnik podziatu oktanol/woda) dla MH-76 wynosi 4.5, a dla
prazosyny tylko 1.45, zatem prazosyna moze w mniejszym stopniu penetrowaé¢ do tkanki

thuszczowej anizeli MH-76, mimo wigkszej objetosci dystrybucji.

W omawianej pracy jedynie zwigzek MH-76 zmniejszal insulinooporno$¢. Badania nad
wplywem oj-adrenolitykOw na insulinooporno$¢ przeprowadzone przez inne osrodki [55],
wykazaty iz substancje te nie wplywaja na insulinooporno$¢. Mozna zatem przypuszczac, iz
inne efekty, niezwigzane z dzialaniem oz-adrenolitycznym, wraz z korzystnymi parametrami
farmakokinetycznymi zwigzku MH-76 sa odpowiedzialne za korzystne dziatanie MH-76
zmniejszajace insulinoopornos¢. W pracy wykazano iz MH-76 obnizal stezenie TNF-o w
tkance tluszczowej, cytokiny $cisle powigzanej ze stanem zapalnym 1 insulinoopornoscia

[5,6].

W patogenezie zespotu metabolicznego gtownymi czynnikami wyzwalajacymi sg otytos$¢
brzuszna oraz insulinooporno$¢. Nadmierne spozycie fruktozy skutkuje otylosciag brzuszna
zarowno u zwierzat laboratoryjnych jak i u ludzi. W wyniku nadmiernej podazy fruktozy
dochodzi do przerostu i dysfunkcji adipocytow [5,37], co prowadzi do aktywacji czynnika
NF-kB i produkcji prozapalnych cytokin, m. in. TNF-o, aktywacji rozmaitych kinaz i
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produkcji reaktywnych form tlenu [57]. W wyniku produkcji i uwalniania prozapalnych
cytokin z adipocytow, tkanke thuszczowa naciekaja makrofagi i rozwija si¢ miejscowe a
potem takze ogolnoustrojowe zapalenie o stabym nasileniu [5,57]. Odkryto, iz zwigkszona
produkcja TNF-a w tkance thuszczowej jest Scisle powigzana z insulinoopornoscia; wykazano
iz TNF-0. hamuje m.in. wychwyt glukozy przez migénie w wyniku aktywacji prozapalnych
$ciezek przekazywania sygnatu, ktore hamuja dziatanie insuliny na poziomie biatka IRS [58].
Zatem wykazana zdolnos¢ zwiazku MH-76 do normalizacji stezenia TNF-a i peroksydacji
lipidow w tkance tluszczowej moze by¢ czeSciowo rowniez mechanizmem jego dziatania

hamujacego insulinoopornos¢.

Insulinoopornos$¢ przyczynia sie rowniez do rozwoju dysfunkcji srodbtonka. W warunkach
prawidtowych insulina powoduje rozszerzenie naczyn w wyniku aktywacji $ciezki PI3K-Akt,
co powoduje nasilenie aktywno$ci eNOS i uwalnianie tlenku azotu przez komorki srédbtonka,
co oczywiscie przyczynia si¢ do lepszego wychwytu glukozy przez tkanki [8]. Jednak w
warunkach insulinoopornosci ta §ciezka przekazywania sygnatu jest uposledzona, a komorki
srodbtonka zamiast tlenku azotu produkuja endoteling-1. Ponadto, zwigkszone stezenie
glukozy we krwi takze przyczynia si¢ do rozwoju dysfunkcji srodbtonka. Ponadfizjologiczne
stezenie glukozy skutkuje nasilonym procesem nieenzymatycznej glikacji biatek,
nukleotydéw i lipidow a tworzace si¢ koncowe produkty glikacji (AGES) indukujg stres
oksydacyjny i zaburzajg czynno$¢ wigkszosci komorek i tkanek ustroju. Zwigzanie si¢ AGEs
ze swoistym receptorem dla nasilonych produktéw glikacji (RAGE, receptor for advanced
glycation end-products) na powierzchni komorek s$rodbtonka staje sie sygnatem do
wewnagtrzkomorkowego tworzenia reaktywnych form tlenu i aktywacji transkrypcji
czynnikow prozapalnych. Reaktywne formy tlenu zmniejszaja biodostgpnos¢ tlenku azotu w
wyniku jego degradacji przez anionorodnik ponadtlenkowy [6,8]. Rozwijajaca si¢ dysfunkcja
srodblonka skutkuje zmniejszonym przeptywem krwi i zmniejszonym wychwytem glukozy

przez tkanki, co poglebia istniejaca patologie.

Badania na izolowanej aorcie pobranej od szczurdw otrzymujacych fruktoze wykazaty
ostabienie wazodylatacyjnej odpowiedzi naczynia po podaniu karbacholu, co wskazuje na
dysfunkcj¢ srodblonka. MH-79 oraz MH-76 zmniejszaty dysfunkcje srodbtonka réwniez i w
tym doswiadczeniu, co jest zgodne ze wczesniejszymi obserwacjami, prezentowanymi w
pracach H2 1 H3. Prazosyna, rdwniez i w tym przypadku nie tagodzita dysfunkcji srédbtonka.
Brak dziatania $rédbltonkowego przypuszczalnie nie wynika z réznic farmakokinetycznych

migdzy substancjami, gdyz prazosyna nie wykazywata wplywu na dziatanie s$rodbtonka
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rébwniez w badaniach in vitro (H2), ponadto obj¢tos¢ dystrybucji dla zwigzku MH-76 oraz

prazosyny jest podobna.

Zwiazki MH-76, MH-79 chronity przed dysfunkcja $rodblonka, przypuszczalnie w wyniku
nasilenia produkcji tlenku azotu przez komorki $rodbtonka, (co wykazano w pracy H2), co
wyjasnia dlaczego te zwigzki a nie prazosyna poprawialy insulinoopornos¢. MH-76,
prawdopodobnie ze wzgledu na dodatkowa zdolno$¢ do zmniejszania st¢zenia TNF-a i
peroksydacji lipidow w tkance tluszczowej, okazat si¢ by¢ najskuteczniejszy w odwracaniu
wywotanej fruktozg insulinoopornosci. Dodatkowo, istnieja doniesienia iz TNF-o takze
przyczynia si¢ do poglebiania uszkodzenia $rédbtonka, w wyniku hamowania protekcyjnego
dziatania insuliny na $rodbtonek, a substancje blokujace dziatanie TNF-a wykazuja dziatanie
hamujace insulinooporno$¢ oraz ochronne na $rodbtonek [6,8,59,60]. Zatem hamujacy
wptyw MH-76 na st¢zenie TNF-a moze przyczynia¢ si¢ do jego zdolnosci do odwracania

dysfunkcji $rodblonka i zmniejszania insulinoopornosci.

W omawianej pracy zwigzek MH-76 okazal si¢ by¢ najkorzystniejszy; hamowat rozwoj
otytosci brzusznej, normalizowal hiperglikemi¢ 1 insulinooporno$¢ oraz hipertriglicerydemig.
Jego korzystne dziatanie wynika ze zdolnosci do blokowania receptorow az-adrenergicznych,
korzystnych  parametrow fizykochemicznych oraz farmakokinetycznych, dziatania
protekcyjnego na S$rodbtonek, hamujacego peroksydacje lipidow oraz zmniejszajacego
stezenie TNF-a w obrgbie tkanki thuszczowej. MH-79 nie wykazat zdolno$ci do zmniejszania
stezenia TNF-o w tkance tluszczowej 1 mimo dziatania chronigcego Srodblonek okazal si¢
mniej korzystny, zmniejszal otylos¢ brzuszng, hiperglikemi¢ i hipertriglicerydemie ale nie
normalizowat insulinopornosci w takim stopniu jak MH-76. Zatem w mechanizmie dziatania
MH-76, obok dziatania srodbtonkowego, jego aktywnos¢ anty-TNF-o oraz antyoksydacyjna,
wraz z korzystnymi parametrami farmakokinetycznymi decyduje o jego wysokiej
skuteczno$ci w znoszeniu zaburzen metabolicznych. Natomiast nizsza skutecznos$¢ prazosyny
moze by¢ wynikiem jej niekorzystnych wiasciwosci farmakokinetycznych oraz brakiem
opisywanych efektow plejotropowych, ktore sg istotne w mechanizmie dziatania MH-76 oraz
MH-79. Praca wskazuje rowniez na potencjalne korzys$ci jakie moze przynie$¢ stosowanie o-
adrenolitykow o plejotropowych efektach w leczeniu nadci$nienia wspotistniejgcego z

zaburzeniami metabolicznymi.
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Ostatnia praca cyklu dotyczy aktywnosci krazeniowej nowo-zsyntezowanych zwigzkoéw
hybrydowych, w ktorych do uktadu ksantonu wprowadzono uktady farmakoforowe
wystepujace w strukturach znanych pB-blokerow: karwedilolu, nadololu oraz antagonisty
kanatéw wapniowych, werapamilu. Badaniami objeto grupe 8 zwigzkow, wsrdd ktorych
zwigzki 1 1 3 to ksantonowe analogi nadololu, zwigzek 6 to analog karwedilolu, a zwigzek 7

zawiera uklad charakterystyczny dla werapamilu.

Badania radioreceptorowe wykazaty iz zwiazki te wykazuja powinowactwo do receptorow o-
i lub Bi-adrenergicznych, przy czym zwiazki 1, 3 i 4, wigzaty si¢ gtownie z receptorami [3;-,
nie wykazujac lub wykazujac znaczaco mniejsze powinowactwo do receptorOw oy-
adrenergicznych, zwigzki 2 i 8 wykazaly najwyzsze powinowactwo do receptorow o-
adrenergicznych, natomiast pozostate zwiagzki (5, 6, 7) wigzaty si¢ zarowno z receptorami o3-
jak i Pi-adrenergicznymi. Zadna z substancji nie wykazata istotnego powinowactwa do

receptorow ay-adrenergicznych.

W kolejnym etapie badan okreslono aktywnos$¢ wewnetrzng w stosunku do receptorow -
adrenergicznych dla tych zwigzkoéw ktore w badaniach radioreceptorowych najsilniej wigzaty
si¢ z tymi receptorami (zwiazki 2, 5, 6, 8). Wykorzystano tutaj model izolowanej aorty
szczura stymulowanej fenylefrynga. Badanie to wykazato iz zwigzki te s3 antagonistami

receptorow os-adrenergicznych.

W dalszym etapie badan oznaczono hamujacy wplyw zwigzkéw na bronchodylatacyjne
dzialanie izoprenaliny, wykorzystujac izolowang tchawice swinki morskiej. Badanie to miato
na celu sprawdzi¢ czy zwigzki majg zdolno$¢ blokowania receptoréw [,-adrenergicznych.
Badanie to zostalo przeprowadzone dla substancji ktére wykazaly powinowactwo do
receptorow Pi-adrenergicznych 1 wykazato 1z zwigzki 1, 3-7 sg antagonistami receptoréw -

adrenergicznych.
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Azeby potwierdzi¢ iz zwigzki 1, 3-7 maja zdolno$¢ blokowania receptorow Bi/B2 in vivo
przeprowadzono dla tych substancji test hamowania tachykardii wywotanej izoprenaling.
Wszystkie przebadane zwigzki zmniejszaty tachykardi¢ indukowang izoprenaling, przy czym
najsilniejsze dzialanie blokujace chronotropowy efekt dodatni wywolany izoprenaling
wykazat zwigzek 3, co zgodne jest z jego najwyzszym powinowactwem do receptorow -
adrenergicznych wsrod badanych substancji. Warto rowniez nadmieni¢, ze zwigzek 3 byt juz
wczesniej opisywany i wstepnie badany w innych testach farmakologicznych w postaci
wolnej zasady [61]. Natomiast do opisywanych tu badan farmakologicznych zostat

przekazany jako chlorowodorek.

Dodatkowo, dla zwigzku 7, analogu werapamilu przeprowadzono badanie oceniajgce jego
zdolno$¢ do hamowania naptywu jondéw wapnia przez napigciowozalezne kanaty wapniowe.
Wykorzystano tutaj izolowang aorte szczura stymulowang depolaryzujacym roztworem KCl,
a jako zwigzku odniesienia uzyto werapamilu. Zwigzek 7 powodowat rozkurcz izolowanej
aorty szczura stymulowanej KCI (60 mM), jednak jego zdolno$¢ do hamowania pradu
wapniowego, wyrazona jako ICsp byta ok. 1000 x mniejsza anizeli werapamilu, co wskazuje,

ze zwigzek 7 posiada tylko stabe zdolno$ci hamowania pradéw wapniowych.

Podsumowujac przeprowadzone badania dotyczace profilu receptorowego zwigzkow 1-8
mozna stwierdzi¢, iz zwigzki 2 i 8 to substancje selektywnie blokujace receptory ;-
adrenergiczne, zwiagzki 1, 3, 4, 7 to nieselektywne B-blokery, natomiast zwigzki 5 i 6
wykazuja profil dziatania zblizony do karwedilolu 1 zdolno$¢ do blokowania receptorow o-

oraz B-adrenergicznych.

Dalszy etap badan to ocena dziatania hipotensyjnego po jednokrotnym, dozylnym podaniu.
Najsilniejsze dzialanie hipotensyjne wykazal zwigzek 8, ktory zaliczony zostat do
selektywnych aj-adrenolitykow, a w badaniach receptorowych wykazat najwyzsze, sposrod
badanych substancji powinowactwo do receptordw aj-adrenergicznych. Réwniez znaczace
dziatanie hipotensyjne wykazat zwigzek 2, podobnie jak zwigzek 8 o selektywnym dziataniu
az-adrenolitycznym. Z drugiej strony zwigzki o nieselektywnym dziataniu blokujacym
receptory Pi/Ps-adrenergiczne (1, 4), nie wykazaly znaczacego dzialania hipotensyjnego,
wrecz przeciwnie, poczatkowo zwigkszaty one ci$nienie tetnicze. Przyczyng obserwowanego
efektu presyjnego moze by¢ zdolno$¢ zwigzkow do blokady receptorow Pp-adrenergicznych
znajdujacych si¢ w migsniach gtadkich naczyn 1 wzrost oporu obwodowego. Z kolei zwigzek

3, najsilniejszy z badanych pB-blokeréw, pod koniec godzinnego okresu obserwacji
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wywotywat spadek cisnienia tetniczego, najprawdopodobniej w wyniku spadku rzutu serca
i dziatania chronotropowo ujemnego, na co wskazuja wyniki badania EKG, przeprowadzone
dla zwigzku 3 w analogicznej dawce. Zwiazek 7 takze wykazal istotne dzialanie hipotensyjne,
prawdopodobnie w wyniku blokady receptoréw adrenergicznych oraz kanatow wapniowych.
Zwiazki 5 1 6, analogi karwedilolu, réwniez wykazaty istotne dziatanie hipotensyjne,
a mechanizm tego dzialania polega z jednej strony na blokadzie receptorow ;-
adrenergicznych w migsniowce gladkiej naczyn krwiono$nych, co skutkuje spadkiem oporu
obwodowego, a z drugiej strony na blokadzie receptoréw B-adrenergicznych i zmniejszeniem
pojemnosci minutowej serca. Opisywany tu mechanizm dziatania pozwala zaklasyfikowac
zwigzki 5 1 6 jako PB-blokery z komponenta naczyniorozszerzajaca. Takie substancje sa
szeroko stosowane w leczeniu chordéb sercowo-naczyniowych, m. in. nadci$nienia i ze
wzgledu na unikatowy profil dziatania sa szczegdlnie cenne. B-blokery trzeciej generacji
posiadaja unikalne wtasciwosci, m.in. — dzigki zablokowaniu receptorow as-adrenergicznych
— zmniejszaja opor obwodowy, redukujg insulinoopornos¢ i poprawiaja kontrole glikemii oraz
zmniejszajg stezenie triglicerydow we krwi, a zatem nie wykazuja metabolicznych dziatan
niepozadanych charakterystycznych dla B-blokerow wczesniejszych generacji. Z drugiej
strony blokada sercowych receptoréw B-adrenergicznych przeciwdziata charakterystycznej
dla niektorych lekéw blokujacych receptory as-adrenergiczne tachykardii kompensacyjnej
[62].

Leki blokujace receptory adrenergiczne s3 takze cennymi lekami przeciwarytmicznymi,
szczegblnie w arytmiach wywotanych zwigekszong aktywnos$cig uktadu wspotczulnego, w
mechanizmie nadmiernej aktywno$ci osrodka ektopowego czy automatyzmu wyzwalanego.
Te mechanizmy zwigzane sg z nadmierng iloscig amin katecholowych i charakterystyczne sa
dla zaburzen rytmu serca wystepujacych po zawale migsnia sercowego i1 zwigzanych z
niedokrwieniem migénia sercowego [4,63,64]. Dlatego tez sprawdzono potencjalng
aktywno$¢ przeciwarytmiczng badanych zwigzkow w modelu arytmii indukowanej
adrenaling. Najsilniejsze dziatanie przeciwarytmiczne wykazaly zwiazki 3, 5 oraz 8.
Aktywno$¢ przeciwarytmiczna zwigzkéw 3 1 5 byta zblizona do propranololu, na co wskazuja
podobne wartosci ECsg i wynika z ich dziatania blokujgcego receptory - (zwiazek 3) oraz os-
/B-adrenergiczne. Nieco stabsze, ale rowniez istotne dzialanie przeciwarytmiczne wykazat
zwigzek 8, ktory charakteryzowal si¢ selektywnym dzialaniem o4-adrenolitycznym. W
interpretacji tych wynikow nalezy wzig¢ pod uwage iz w sercu szczura receptory

az-adrenergiczne znajdujg si¢ w znacznie wigkszej gestosci anizeli w sercu cztowieka a ich
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blokada normalizuje poziom wapnia w kardiomiocytach 1 wywiera dziatanie
przeciwarytmiczne. Dlatego tez, zwiazki o dzialaniu a;-adrenolitycznym wykazuja znaczaca

aktywnos¢ przeciwarytmiczng u tego gatunku [65, B6].

W celu wychwycenia mozliwych dzialan niepozadanych badanych zwiazkow, a takze
wykluczenia potencjalnego dziatania proarytmicznego zwigzanego z wydtuzeniem odstepu
QT dokonano oceny ich wplywu na zapis EKG. Badania tego dokonano po dozylnym
podaniu zwigzkow, w najwyzszej stosowanej dawce. Badane zwiazki, poza 4 i 7 nie
wptywaly na czas trwania odcinka PQ, zespolu QRS oraz odstepu QT. Co istotne, zwigzki 2 i
8, o selektywnym dziataniu aj-adrenolitycznym nie wptywaty na czestotliwo$¢ akcji serca, a
zatem nie wywolywaly one tachykardii kompensacyjnej. Pozostate zwigzki (1,3,4,5,6,7) o
dziataniu blokujacym receptory beta-adrenergiczne zmniejszaty czestotliwo$¢ akcji serca.
Efekt chronotropowy ujemny byt mniej nasilony po podaniu zwiazkéw 5 i 6, ktore wykazaty
dziatanie blokujace receptory os/B-adrenergiczne, co wynika z przeciwstawnych efektow
blokady receptoréw os- oraz B-adrenergicznych na czestotliwo$¢ akcji serca. Natomiast, w
przypadku zwigzkéw 4 1 7 obserwowanej bradykardii towarzyszyto wydtuzenie odstepu PQ w
zapisie EKG. Zjawisko to moze by¢ wyjasnione faktem iz B-blokery w wysokich dawkach, a
takze antagonisci kanatow wapniowych moga wydluza¢ czas przewodzenia impulsow z
przedsionkow do komor, co manifestuje si¢ wydtuzeniem odstepu PQ w zapisie EKG [66].
Zaden z badanych zwigzkéw nie wydhuzat czasu trwania zespotu QRS ani odcinka QT, co
wskazuje 1z substancje te nie wplywaja ani na depolaryzacj¢ ani na repolaryzacje komor, a

zatem w testowanych dawkach nie wykazujg proarytmicznych wtasciwosci.

Na koniec, poniewaz istniejag doniesienia 1z pochodne ksantonu wykazuja wihasciwosci
antyagregacyjne [67] sprawdzono, czy badane pochodne rowniez takie wlasciwosci wykazuja.
Zwiazki 1-6 oraz 8 hamowaly dawkozaleznie agregacje ptytek wywolang kolagenem. Dwa
zwigzki o najsilniejszym dziataniu przeciwptytkowym (3 oraz 5) zbadano dodatkowo w
modelu agregacji wywolane] adrenaling 1 podprogowym stezeniem kolagenu, jednakze
otrzymane wartosci ICso byly wyzZsze anizeli w modelu agregacji wywolanej samym
kolagenem, co wskazuje, Ze inne, nie zwigzane z receptorami adrenergicznymi mechanizmy
sg zaangazowane w antyagregacyjne efekty badanych zwigzkéw. Co interesujace, karwedilol,

w zadnym z przeprowadzonych modeli agregacji nie wykazal dzialania hamujacego agregacje

plytek.
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Podsumowujac, wyniki opisywanej pracy wykazaty iz przebadane pochodne ksantonu
wykazuja dziatanie hipotensyjne a niektore takze przeciwarytmiczne. Ponadto, badane
zwigzki w testowanych dawkach nie wptywaja na czas trwania zespotu QRS oraz odstepu
QT. Ich mechanizm dziatania zblizony jest do macierzystych zwigzkow 1 polega na dziataniu
antagonistycznym wobec receptoréw og-adrenergicznych (2,8), a;- oraz B-adrenergicznych
(5,6), p-adrenergicznych (zwigzki 1,3,4) oraz dziataniu [B-adrenolitycznym i blokujacym
prady wapniowe (zwigzek 7). Wprowadzenie ugrupowania ksantonu do struktury znanych f-
blokerow ostabia z jednej strony ich dziatanie hipotensyjne oraz przeciwarytmiczne, z drugiej
znOW strony niesie za sobg dodatkowe korzystne wilasciwosci, ktorego nie wykazuja

macierzyste struktury tj. dziatanie antyagregacyjne.

4.3.4. Podsumowanie oraz omowienie ewentualnego wykorzystania otrzymanych

wynikow

Na podstawie wynikow badan, ktorych rezultatem jest cykl publikacji, bedacy podstawg
ubiegania si¢ 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego, mozna wyciagna¢ nastgpujace

whnioski:

e Zwigzki MH-76, MH-77 oraz MH-77 wykazuja dzialanie antyagregacyjne poprzez
hamowanie ptytkowych receptoréw 5-HT,a serotoninergicznych oraz/lub opa/ogs-
adrenergicznych.

e MH-76 oraz MH-79 oprocz dziatania aj-adrenolitycznego wykazuja takze zdolno$¢ do
zwigkszania uwalniania tlenku azotu przez $rddblonek czego nastepstwem jest
aktywacja sGC 1 zwigkszenie stezenia cGMP oraz otwarcie kanalow potasowych.
Prazosyna nie wplywa na wydzielanie NO a jej dziatanie naczyniorozszerzajace nie
jest zalezne od $rédbtonka.

e MH-76 i MH-79 wykazaly znamienne dziatanie hipotensyjne i zmniejszajace
remodeling serca w modelu nadci$nienia wywotanego DOCA i sodem. Dziatanie
protekcyjne zwigzkow mozna przypisac ich efektowi hipotensyjnemu wynikajagcemu z
dzialania aj-adrenolitycznego 1 z dzialania hamujacego aktywnos$¢ ukladu
wspotczulnego. Prazosyna wykazata silne dzialanie hipotensyjnie i hamujace

wloknienie serca, ale nie zmniejszata hipertrofii serca, przypuszczalnie wskutek
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wtérnej stymulacji ukladu wspotczulnego, na co wskazuje wzrost stezenia
noradrenaliny w osoczu 1 wyzsza czgstotliwos¢ akceji serca.

e W modelu nadcis$nienia wywotanego DOCA i sodem MH-79 znaczaco zmniejszat
dysfunkcje srodbtonka, przez co zmniejszal naciek komorek zapalnych w obrgbie
nerek i ich widknienie oraz hamowal rozwdj zmian miazdzycowych i innych
arteriopatii naczyn sercowych i nerkowych. Prazosyna, pomimo silnego dziatania
hipotensyjnego i zwigzanych z tym korzySci ujawnila niekorzystny wplyw na
naczynia wiencowe (mineralizacja) i nerkowe (wtoknienie). Prazosyna nie zmniejszata
dysfunkcji §rédblonka.

e W modelu zespotu metabolicznego wywotanego fruktoza MH-76 okazal si¢ by¢
najkorzystniejszy; hamowal rozwdj otylo$ci brzusznej, normalizowat hiperglikemie i
insulinooporno$¢ oraz hipertriglicerydemi¢. Jego korzystne dziatanie wynika ze
zdolnosci do blokowania receptorow oj-adrenergicznych, korzystnych parametrow
farmakokinetycznych, dziatania protekcyjnego w obrebie $rodbtonka, dziatania
antyoksydacyjnego oraz zmniejszajacego stezenie TNF-a i peroksydacje lipidow w
obrebie tkanki thuszczowe;.

e Przebadane pochodne ksantonu wykazaty dziatanie hipotensyjne a niektore rowniez
przeciwarytmiczne. Ich mechanizm dziatania zblizony jest do wyjsciowych zwigzkow
(karwedilol, nadolol, werapamil) i polega na dziataniu antagonistycznym wobec
receptoréw ay- i/lub B-adrenergicznych, a wprowadzenie ugrupowania ksantonu do
struktury macierzystych zwigzkéw te wlasciwosci oslabia. Z drugiej strony,
wprowadzenie ugrupowanie ksantonu niesie za soba dodatkowe dziatanie

antyagregacyjne badanych pochodnych, ktérego macierzyste zwiazki nie wykazuja

Przeprowadzone badania wykazaty rowniez

e Aktywno$¢ antyagregacyjng antagonistow nie tylko receptoréw opa- ale takze aog-
adrenergicznych (zwigzek ARC239),

e Aktywno$¢ antyagregacyjng prazosyny, ktdrej mechanizmem moze by¢ blokada
ptytkowych receptorow ogg-adrenergicznych

e Potencjalne mozliwosci jakie niesie za sobg zastosowanie antagonistow receptorow

5-HT,a oraz apg-adrenergicznych w sytuacjach zwigzanych z nadmierna, patologiczng
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aktywnoscig ptytek krwi, zwlaszcza w przypadku opornosci na aspiryn¢ lub pochodne
tienopirydyny

e Korzysci jakie niesie za sobg obok dziatania aj-adrenolitycznego, dodatkowe dziatanie
protekcyjne w obrebie §rodbtonka w przypadku nadcis$nienia tetniczego oraz zaburzen
metabolicznych  w  poréwnaniu do selektywnej blokady receptorow — oy-

adrenrenergicznych

Przeprowadzone badania kwalifikujag si¢ do badan podstawowych 1 przedstawiaja
oryginalne eksperymentalne prace badawcze, majace na celu zdobycie nowej wiedzy z
zakresu farmakologii eksperymentalnej oraz chemii farmaceutycznej. Uzyskane wyniki
moga pomoOc Ww stworzeniu nowych, skutecznych zwigzkow hipotensyjnych, o
korzystniejszym profilu dziatania, ktére obok dziatania hemodynamicznego posiadaja
dodatkowe wiasciwosci plejotropowe, takie jak dziatanie antyagregacyjne, aktywnos$¢
srodbtonkowa, dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne oraz korzystny wplyw na
gospodarke weglowodanowg i lipidowa. Poszerzone badania farmakologiczne pozwolity
okresli¢ interesujaca aktywnos$¢ zwigzkow MH-76 oraz MH-79 o dziataniu
hemodynamicznym i dodatkowych wlasciwosciach plejotropowych, co czyni je
korzystniejszymi od substancji dziatajacych tylko antagonistycznie wobec receptoréw
az-adrenergicznych. Zwigzki MH-76, MH-79 mozna traktowa¢ jako struktury modelowe
w procesie poszukiwania nowych lekoéw mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu

nadci$nienia oraz zaburzen metabolicznych.

5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

5.1. Aktywnos$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie studiow farmaceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM
zainteresowatam si¢ tematyka poszukiwania zwigzkow biologicznie aktywnych oraz
okre$laniem ich mechanizmoéw dziatania. Na IV roku studiow zapisatam si¢ do Kota
Farmakologicznego dziatajacego przy Katedrze Farmakodynamiki UJ CM, gdzie
zapoznawalam si¢ z metodyka badan na zwierzetach. Moja praca w ramach Kota

Farmakologicznego zostala wyrézniona; w 2001 r. podczas 39 International Medical
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Student’s Conference w Krakowie zdobylam wyr6znienie za prace pt.. "Wstepna ocena

farmakologiczna wptywu na uktad krazenia nowych chiralnych pochodnych ksantonu”.

Badania nad aktywnos$cig przeciwarytmiczng noOwo-zsyntezowanych zwigzkow —
aminoalkoholowych pochodnych ksantonu staty si¢ podstawa mojej pracy magisterskiej pt.”
Ocena wptywu na uktad sercowo-naczyniowy nowych chiralnych i achiralnych ksantonowych

aminoalkoholi”, ktorg obronitam z wyrdznieniem w 2002 r.

Bezposrednio po zakonczeniu studidow rozpoczetam prace w Katedrze Farmakodynamiki UJ
CM na etacie asystenta. W latach 2003-2011 Kkierowalam projektami dla mlodych

naukowcéw finansowanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, pt.:

e ,Oznaczenie aktywnosci farmakologicznej terpenoidowych pochodnych piracetamu 1
kwasu y-aminomastowego”, 2003-2005

e ,.Ocena wptywu nowych pochodnych aminowych oraz aminoalkanolowych na uktad
Sercowo — naczyniowy”’, 2006 —2008

e ,Ocena aktywnosci farmakologicznej pochodnych piperazyny ze szczegdlnym

uwzglednieniem wptywu na uklad krazenia”, 2009 — 2011

Efektem tych badan byty publikacje dotyczace aktywnosci przeciwdrgawkowej terpenowych
analogbw GABA [Al], jak roéwniez dotyczace dzialania przeciwdrgawkowego 1
przeciwbolowego W grupie benzylowych pochodnych mocznika [A2,B1]. Moje
zainteresowania naukowe koncentrowaly si¢ glownie jednak na farmakologii uktadu krazenia.
W dalszych badaniach naukowych kontynuowatam poszukiwania aktywnych krazeniowo
zwigzkow w grupie aminowych pochodnych ksantonu oraz piperazyny, a wyniki tych badan

zostaty opublikowane [A3].

Kontynuujac prace badawcze i rozwijajac swoje zainteresowania farmakologia ukladu
sercowo-naczyniowego i rola uktadu adrenergicznego w fizjologii i patofizjologii krazenia
poszerzylam swoje umiejetnosci badawcze o metody wykorzystujace narzady izolowane. We
wspolpracy z pracownikami Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
zbadalam aktywno$¢ wewnetrzng serii nowo-zsyntezowanych arylopiperazynowych
pochodnych fenytoiny w odniesieniu do receptorow aj-adrenergicznych, czego efektem byta

kolejna publikacja [A4].

Poniewaz pochodne arylopiperazynowe wykazuja znaczne powinowactwo do receptorow oy-
adrenergicznych i zwigzang z nimi aktywno$¢ krazeniowa, dalsze prace badawcze nad
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nowymi zwigzkami o potencjalnym dziataniu krgzeniowym prowadzitam witasnie w tej grupie
chemicznej. Zwiazki te zostaty zsyntezowane w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej przez prof.
dr hab. Henryka Marong¢. Badania ich aktywnos$ci w obrebie uktadu krazenia staly sie
podstawg mojej rozprawy doktorskiej, zatytutowanej ”Badania farmakologiczne wybranych
pochodnych piperazyny o potencjalnym dziataniu krgzeniowym”, ktora obronilam w
wyréznieniem W 2010 roku. W pracy tej wykazatam znaczaca aktywnos$¢ hipotensyjng i

przeciwarytmiczng 6 z 8 przebadanych zwigzkoéw i wyjasnitam ich mechanizm dziatania.

Podsumowanie dorobku naukowego przed otrzymaniem stopnia doktora:
Liczba publikacji: 4
Laczny impact factor : 7,644

Laczna liczba punktow MNiSW: 70 pkt

5.2. Aktywnos$¢é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora (badania

juz zakonczone oraz aktualnie prowadzone)

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki zostaty opublikowane w latach 2011-2013 [B4, B5,
B6]. Aktywnos¢ wybranych pochodnych piperazynowych zostata rowniez opatentowana:

Henryk Marona, Barbara Filipek, Monika Kubacka, Gabriel Nowak, 2014, Patent nr
PL385662 (A1), Patent nr PL 215845 (B1) A61K 31/495 A61P 9/06 A61P 9/12 A61P 25/00
CO07D 295/088 CO7D 295/096 na wynalazek pt. Pochodne 1-(aroksyalkilo)-4-
2(metoksyfenylo)piperazyny i ich zastosowania. Zakres terytorialny ochrony patentowej:
Polska, Urzad Patentowy Rzeczpospolitej Polskiej, Warszawa dn. 28. 02. 2014 WUP 02/14

W dalszym ciggu moja dziatalno$¢ naukowa koncentrowata si¢ wokot zwigzkow o
aktywnos$ci krazeniowej. Kontynuowatam zatem eksperymenty dla najbardziej aktywnych

zwigzkow wyselekcjonowanych w ramach pracy doktorskiej.

W roku 2014 moj projekt pt.: ,,Antagonisci receptora alfal-adrenergicznego oraz 5-HT2A
serotoninergicznego o niechinazolinowej budowie i plejotropowych efektach jako nowa

perspektywa leczenia nadci$nienia i zespotu metabolicznego” otrzymat finansowanie z
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Narodowego Centrum Nauki (Projekt SONATA 8: DEC-2014/15/D/NZ7/01807 -
Kierownik projektu). Przeprowadzone w ramach projektu prace badawcze dotyczyty
najaktywniejszych zwigzkéw wyselekcjonowanych w trakcie pracy doktorskiej a poszerzone
badania nad ich aktywnos$cig farmakologiczng staty si¢ podstawa niniejszej pracy
habilitacyjnej [H1, H2, H3, H4]. Wyniki eksperymentow zostaly szczegdétowo opisane w
punkcie 4.3 niniejszego autoreferatu. Dzigki wspotpracy z dr Monika Zadrozng z Zaktadu
Cytobiologii Katedry Farmakobiologii UJ CM, kierowanej przez prof. dr hab. Gabriela
Nowaka mozliwe byto przeprowadzenie szczegdétowych badan histopatologicznych (praca
H3), a dzieki wspotpracy z dr Matgorzatg Szafarz z Zaktadu Farmakokinetyki i Farmacji
Fizycznej UJ CM, kierowanego przez dr hab. Elzbiete¢ Wyske, prof. UJ mozliwe byto

oznaczenie parametrow farmakokinetycznych badanych zwigzkow (praca H4).

Badania farmakologiczne w grupie pozostatych pochodnych arylopiperazyny wykonywatam

w ramach 2 projektow finansowanych przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego:

e Projekt K/DSC/000794, 2012-2014 ,Ocena wlasciwosci farmakologicznych
wybranych pochodnych piperazyny ze szczegdlnym uwzglednieniem ich aktywnos$ci
krazeniowej, osrodkowej oraz wpltywu na tagodny rozrost prostaty” — Kierownik
projektu

e Projekt K/ZDS/006235, 2016-2018 ,Poszerzone badania nad mechanizmem
dziatania na uktad sercowo-naczyniowy aryloksyalkilowych pochodnych
arylopiperazyny oraz arylopiperazynowych pochodnych hydantoiny” — kierownik
projektu

Badania przeprowadzone w ramach powyzszych projektow dotyczyty oceny selektywnosci 5-
HTialoy [B2] oraz 5-HT7/ay [B7] w grupie arylopiperazynowych pochodnych hydantoiny i
byly wykonane dzigki wspolpracy z dr hab. Jadwiga Handzlik z Katedry Technologii i
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM kierowanej przez prof. dr hab. Katarzyne Kieé-
Kononowicz. Réwniez w ramach tych projektow zbadano szczegdélowo mechanizm dziatania
wybranego antagonisty receptorow as- | B-adrenergicznych z grupy pochodnych piperazyny
[B10], zsyntezowanego przez prof. dr hab. Henryka Marong¢ z Zakladu Chemii
Bioorganicznej UJ CM.

Poniewaz pochodne arylopiperazyny moga by¢é takze ligandami receptorow

serotoninergicznych 5-HTia, 5-HT2a, 5-HT3 w os$rodkowym uktadzie nerwowym,
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przeprowadzono badania oceniajagce obok aktywnos$ci krazeniowej rowniez ich aktywnos¢
ofrodkowa, ze szczegolnym uwzglednieniem dziatania przeciwdepresyjnego i
przeciwlekowego zwigzanego z wplywem na poszczegélne receptory serotoninergiczne
[B14]. Kolejne prace o podobnej tematyce powstaly we wspotpracy z dr hab. Anng
Waszkielewicz z Zaktadu Chemii Bioorganicznej UJ CM [B12] oraz dr Anng Czopek z
Katedry Chemii Farmaceutycznej kierowanej przez prof. dr hab. Macieja Pawtowskiego

[B15]. Prace te wykonano w ramach wymienionych wyzej projektow naukowych.

Nawigzano takze wspOlprace z pracownikami Zaktadu Farmacji Klinicznej UJ CM,
kierowanym przez prof. dr hab. Ann¢ Wesotowska. W ramach tej wspotpracy oznaczono
aktywno$¢ wewngetrzng wobec receptorow 5-HT3 serotoninergicznych zwigzku EMD 386088

o dziataniu anksjolitycznym [B9].

Poszukujac nowych zwigzkow o potencjalnym  dziataniu hipotensyjnym i/lub
przeciwarytmicznym wraz ze wspotpracownikami Katedry Farmakodynamiki UJ CM
przeprowadzono badania, ktére zaowocowaty publikacjami; w grupie nowych pochodnych
ksantonu, zsynetzowanych w Zaktadu Chemii Bioorganicznej UJ CM, we wspotpracy z dr
hab. Anng Rapacz [B8] oraz w grupie pochodnych pirolidyn-2-onu, we wspotpracy z prof. dr
hab. Jackiem Sapa [B3].

Pozostajac w obrebie zwigzkéw aktywnych krazeniowo nawigzano wspoélprace z dr hab.
Mariuszem Mojzychem z Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w
Siedlcach. W wyniku tej wspotpracy otrzymano grupe pochodnych sildenafilu, ktorych
aktywno$¢ naczyniorozszerzajaca i jej mechanizm byly przedmiotem kolejnej publikacji
[B13].

W  ramach projektow badawczych prowadzonych ze wspotpracownikami Katedry
Farmakodynamiki rozpocz¢to eksperymenty majace na celu znalezienie zwigzkow o dziataniu
przeciwbolowym i przeciwzapalnym. We wspolpracy z dr Szczepanem Mogilskim
poszukiwano nowych struktur o potencjalnym dziataniu przeciwbolowym i przeciwzapalnym
w grupie pochodnych pyrrolo[3,4-d]pirydazynonu oraz wyjasniano ich mechanizm dziatania
[B11].

W latach 2010-2013 bylam wykonawcg w projekcie wspotfinansowanym z Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju, z udziatem firmy Adamed, pt.: ,,Opracowanie innowacyjnego

leku stosowanego w terapii schorzen osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) — schizofrenii,
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depresji, leku” (Projekt KB/88/12655/1T1-C/U/08, 2007-2013), kierowanym przez dr hab.
Marcina Kotaczkowskiego. Moje zadanie badawcze polegalo na ocenie dzialania
cholinolitycznego i przeciwhistaminowego wybranych struktur w oparciu o techniki
wykorzystujace m. in. narzady izolowane. Celem tych badan bylo wyeliminowanie zwigzkoéw
o silnym dzialaniu cholinolitycznym z dalszych badan i poszukiwan potencjalnego leku w
terapii schorzen osrodkowego uktadu nerwowego, gdyz dziatanie cholinolityczne niesie ze
sobag wiele dziatan niepozadanych, takich jak: sucho$¢ w jamie ustnej, zaburzenia widzenia,
utrudnione oddawanie moczu, zaparcia, tachykardia i przede wszystkim nieakceptowalne
uposledzenie funkcji poznawczych [68]. Z kolei dziatanie antagonistyczne wobec receptorow
H1 zwigzane jest z silnym dzialaniem nasennym i uspokajajacym i moze takze czesciowo
odpowiada¢ za szybki wzrost masy ciata obserwowany po lekach przeciwpsychotycznych
[69]. Zadaniem moim bylo w tym projekcie wychwycenie zwigzkéw o silnym dziataniu
cholinolitycznym i/lub przeciwhistaminowym z jednej strony, a z drugiej wskazanie
substancji pozbawionych dziatania cholinolitycznego, a zatem roéwniez potencjalnych dziatan

niepozadanych zwigzanych z tym mechanizmem.

W latach 2010-2013 uczestniczytam rowniez W projekcie wspotfinansowanym ze Srodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka pt.: ,,Opracowanie innowacyjnej grupy zwigzkow o aktywnosci
stabilizujacej potencjal btony komorkowej” (Projekt PO1G.01.01.02-12-012/09-00, 2010-
2013). Moje zadanie badawcze polegato na ocenie wptywu na uktad sercowo-naczyniowy
wybranych zwigzkéw w ramach zadan farmakologii bezpieczenstwa, a takze okresleniu ich
dzialania miejscowo-znieczulajacego. W ostatnich kilku dekadach wiele lekow zostato
wycofanych z rynku, ze wzgledu na niekorzystne dziatania niepozadane w obrgbie uktadu
sercowo-naczyniowego [70]. Dlatego tak wazne jest oznaczanie potencjalnych dziatan

niepozadanych dla nowych substancji z udokumentowang skutecznoscig farmakologiczna.

W latach 2013-2015 bytam oraz od roku 2018 jestem wykonawcag czgsci badan
farmakologicznych w dwoch projektach OPUS, finansowanych przez Narodowe Centrum

Nauki, otrzymanych przez wspotpracownikoéw Katedry Farmakodynamiki UJ CM pt.:

e _Badanie aktywnosci farmakologicznej nowych, nieselektywnych inhibitorow
transportu zwrotnego kwasu gamma-aminomastowego (GABA) w wybranych

modelach behawioralnych z wykorzystaniem sztucznej inteligencji jako metody
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analizy 1 Kklasyfikacji zachowan oraz predykcji efektywnych i toksycznych
przedzialow dawkowania” (OPUS 3: DEC-2012/05/B/NZ7/02705), kierownik dr
hab. Kinga Satat

e Analiza i ocena skutecznos$ci dzialania anorektycznego oraz bezpieczenstwa nowych
ligandow receptora H3 histaminowego (OPUS 11: 2016/23/B/NZ7/01063), 2017-
2020, kierownik dr hab. Magdalena Kotanska

W obu projektach moje =zadanie badawcze obejmowato przeprowadzenie oceny
bezpieczenstwa stosowania potencjalnych s$rodkéw leczniczych i1 ich wplywu na uktad
sercowo-naczyniowy. Wyniki tych badan sa czeSciowo w trakcie procedury zwigzanej z

uzyskaniem patentu, a czgsciowo sg opracowywane 1 przygotowywane do publikacji.

W latach 2012-2018 bylam wykonawcg czeSci badan farmakologicznych w Projekcie
MAESTRO 1: DEC-2011/02/A/NZ4/00031, - “Receptory H3/H4 histaminowe jako
atrakcyjny cel poszukiwan substancji biologicznie aktywnych”, finansowanym przez
Narodowe Centrum Nauki i kierowanym przez prof. dr hab. Katarzyne Kie¢-Kononowicz z
Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM. Rezultatem badan
przeprowadzonych w ramach tego grantu byly praca B16, dotyczaca dziatania
przeciwbolowego 1 przeciwzapalnego ligandow receptorow Hy, a takze prace B17 oraz B19,

dotyczace aktywnosci farmakologicznej wybranych ligandéw receptora Hz-histaminowego.

W zwigzku z otrzymaniem finansowania wtasnego projektu z Narodowego Centrum Nauki,
mozliwo$cig zakupu odpowiedniej aparatury i podniesieniu warsztatu badawczego, kolejnym
kierunkiem moich zainteresowan badawczych byto poszukiwanie zwigzkow o
wiasciwosciach antyagregacyjnych i wyjasnianie mechanizmu tego dziatania. Prace badawcze
prowadzone byly wraz z dr hab. Magdaleng Kotanska z Katedry Farmakodynamiki U] CM
oraz dr hab. Agnieszkg Zagorskag i dr Monikg Marcinkowska z Katedry Chemii
Farmaceutycznej UJ CM. Efektem tej wspolpracy sa dwie prace [B18, B20], w ktorych
zademonstrowane zostaly aktywne zwiazki 1 wyjasniony zostal ich mechanizm dzialania.
Rownoczes$nie rozpoczgtam badania nad aktywnos$ciag antyagregacyjng antagonistow
receptoréow 5-HT,a w ramach grantu SONATA pt.. ,,Synteza i badania farmakologiczne
nowych pochodnych benzizoksazolopropylopirolidyny jako wielofunkcyjnych ligandow o
potencjalnych wlasciwosciach prokognitywnych 1 przeciwpsychotycznych” (Projekt
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SONATA 8: DEC-2014/15/D/NZ7/01789), finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki
I kierowanego przez dr Monike Marcinkowska z Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM.

Podsumowujac, do chwili obecnej bratam udziat facznie w 12 projektach naukowych, w tym:
5 grantach finansowanych z NCN (1 jako kierownik projektu — konkurs SONATA), 1 grancie
dofinansowanym przez POIG, oraz 5 projektach wilasnych/statutowych na utrzymanie
potencjatu badawczego, finansowanych przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego
jako kierownik projektu. Bratam réwniez udzial w projekcie wspotinansowanym przez
NCBIiR oraz firm¢ ADAMED jako kierownik zadania (doktadne informacje zawarlam w

zalaczniku 7).

Od 2011 roku sprawowatam opiek¢ naukowa nad 11 magistrantami podczas wykonywania
prac magisterskich (szczegbly w zalaczniku 7), a jedna z prac, prezentowana podczas
Ogolnopolskiego Kongresu Polskiego Towarzystwa Studentéw Farmacji otrzymata III
miejsce. Opiekuje sie rowniez studentami Farmakologicznego Kota Naukowego dziatajacego

przy Katedrze Farmakodynamiki UJ CM.

Otrzymatam rowniez Nagrod¢ Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum za dzialalno$§¢ naukowa w roku 2015 (zalacznik 7).
Wspotpracuje naukowo z kilkoma o$rodkami badawczymi (doktadne informacje zawartam w

zataczniku 7).

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora (z wylaczeniem

publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe):
Liczba publikacji: 20
L.aczny impact factor : 52,201

Laczna liczba punktow MNiSW: 506
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5.3 Podsumowanie calego dorobku naukowego

Laczna liczba publikacji: 29, w tym:
e publikacje znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports z impact factor: 28

e publikacje znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports bez impact factor: 1

L.aczny impact factor : 75.98

Laczna liczba punktow MNiSW: 711

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 237
Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science: 10

Liczba projektow badawczych: 12, w tym:
e Kierownik projektu: 6

e Wykonawca: 6

Laczna 1los¢ streszczen ze zjazdow: 48, w tym:
e Miedzynarodowych: 3
e Krajowych o zasiegu mi¢dzynarodowym: 37
e Krajowych: 8

(Dane na dzien 17.04.2019)
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