STRESZCZENIE

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego stanowig najczestszg przyczyng Smierci na
Swiecie. Na przestrzeni trzech minionych dekad globalna czestos¢ wystepowania chordb
uktadu krazenia wzrosta 0 93% (z 271 mln w 1990 r. do 523 mIn w 2019 r.), a Smiertelnos¢
zwigkszyla si¢ o okoto 54% (z 12,1 mln w 1990 r. do 18,6 mIn w 2019 r.). Gtéwna przyczyna
rozwoju wigkszosci jednostek chorobowych z tej grupy schorzen jest wystepowanie Kilku
czynnikoOw ryzyka, takich jak: podwyzszone warto$ci cis$nienia tetniczego Krwi, cukrzyca,
zaburzenia lipidowe, otytos¢, brak aktywnosci fizycznej, palenie tytoniu oraz czynniki
psychospoteczne. Rozpowszechnienie czynnikéw ryzyka oraz wydtuzenie $redniego czasu
zycia ludzkiego sprawiajg, ze choroby ukladu sercowo-naczyniowego stanowig ogromne
obcigzenie spoleczno-ekonomiczne dla systemow opieki zdrowotnej 1 spoteczno$ci, pomimo
nieustajacego postepu medycyny i1 dostepnosci szerokiej gamy lekow. Istnieje zatem
uzasadniona potrzeba poszukiwania nowych rozwigzan farmakoterapeutycznych.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena aktywnosci az-adrenolitycznej 12-tu
nowo zsyntezowanych pochodnych 5,5-dimetylohydantoiny (MG-15, OJ-1, OJ-2, OJ-3, OJ-4,
0J-5, 0J-6, OJ-7, OJ-8, PY-1, PY-10, PY-11) ze szczegblnym uwzglednieniem dziatania
biologicznego w obrebie uktadu sercowo-naczyniowego oraz wyselekcjonowanie struktur
0 potencjale terapeutycznym w chorobach uktadu krazenia. Otrzymane do badan zwigzki
zostaty zaprojektowane i zsyntezowane w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych Wydzialu Farmaceutycznego UJ — Collegium Medicum pod kierownictwem
Prof. dr hab. Jadwigi Handzlik.

Dla osiaggnigcia zamierzonych celow przeprowadzono zaréwno badania in vitro jak
i in vivo, ktore zrealizowano w dwdch etapach. W ramach badan wstepnych dokonano
oznaczenia powinowactwa do receptorow ai- i fi-adrenergicznych, aktywnosci wewnetrznej
wzgledem poszczegolnych podtypow receptora ai-adrenergicznego przy uzyciu komorek linii
CHO-K1 z ekspresja jednego z trzech podtypow (oua, ais albo aip) ludzkiego receptora ou-
adrenergicznego, aktywnosci hipotensyjnej po jednorazowym podaniu dozylnym,
profilaktycznej aktywnosci przeciwarytmicznej] w modelu arytmii adrenalinowej 1 barowej
oraz wplywu nowo zsyntezowanych zwigzkow na prawidlowy elektrokardiogram szczura.
Badania wstepne pozwolity na wyselekcjonowanie czterech struktur oznaczonych symbolami:
MG-15, 0J-2, PY-1 i PY-10, ktore wykazaly najwyzsza antagonistyczng aktywno$¢
wewnetrzng wzgledem trzech podtypow ludzkiego receptora az-adrenergicznego in vitro oraz

wyrazne dzialanie hipotensyjne i przeciwarytmiczne. W badaniach in vitro zwigzki MG-15,
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PY-1 i PY-10 prezentowaly preferencyjnos¢ wobec podtypu aig W stosunku do podtypu aia
i a1p, natomiast zwigzek OJ-2 wykazat niewielkg (2-krotng) preferencje wobec podtypu aia
i aup W stosunku do podtypu aig receptora adrenergicznego.

W ramach badan poszerzonych dokonano oznaczenia przepuszczalnosci przez
sztuczng btong¢ komoérkowg w modelu transportu pasywnego in vitro (test PAMPA),
aktywnosci przeciwarytmicznej w zaburzeniach rytmu izolowanego serca Szczura
wywolanych okluzja 1 reperfuzja lewego naczynia wiencowego oraz dzialania
przeciwptytkowego wyselekcjonowanych zwigzkow w trzech modelach agregacji ptytek krwi
pelnej szczura in vitro. Ponadto, zweryfikowano dziatanie hipotensyjne, hipoglikemizujace
I hipolipemizujace oraz wptyw nowo zsyntezowanych pochodnych na aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza w migéniu sercowym,
osoczowe stezenie azotanow 1 azotynow oraz ADMA po wielokrotnym podawaniu
dootrzewnowym w  zwierzegcym modelu nadci$nienia  tetniczego  wywotanym
deksametazonem. Wyznaczono réwniez podstawowe parametry farmakokinetyczne
wyselekcjonowanych zwigzkow.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze wyselekcjonowane pochodne
5,5-dimetylohydantoiny (MG-15, 0J-2, PY-1, PY-10) wykazuja  istotne dziatanie
farmakologiczne w obrebie uktadu sercowo-naczyniowego, ktére najprawdopodobniej
wynika z ich silnych wlasciwosci az-adrenolitycznych. Zwigzki te prezentowaly istotng
aktywno$¢ hipotensyjng zaréwno po jednorazowym podaniu dozylnym u normotensyjnego
szczura, jak 1 po wielokrotnym podawaniu dootrzewnowym w zwierzgcym modelu
nadci$nienia tetniczego wywotanego deksametazonem, a takze profilaktyczng aktywno$¢
przeciwarytmiczng w modelu arytmii adrenalinowej in vivo oraz w modelu poreperfuzyjnych
zaburzen rytmu izolowanego serca szczura. Co wigcej, wyselekcjonowane zwigzki wykazaty
dodatkowe wlasciwosci przynoszace szereg istotnych korzysci terapeutycznych w chorobach
uktadu sercowo-naczyniowego, a mianowicie: dziatanie hipoglikemizujace, hipolipemizujace,
antyoksydacyjne oraz przeciwplytkowe.

Uzyskane wyniki wykazaty jednoznacznie, ze sposrdd czterech wyselekcjonowanych
pochodnych 5,5-dimetylohydantoiny najlepszym profilem farmakokinetyczno-
farmakodynamicznym charakteryzuje si¢ zwigzek oznaczony symbolem MG-15. Zwiazek ten
prezentowal najsilniejsze dzialanie antagonistyczne wobec receptora oia., 1B, OuD-
adrenergicznego z wartosciami ICsp Wynoszacymi odpowiednio 0,02; 0,002 oraz 2,19 nM.
W komorkach z ekspresja receptora aia-adrenergicznego zwigzek MG-15 hamowal
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wewnatrzkomoérkowa transdukcje sygnatu indukowang fenylefryng z porownywalng sitg jak
tamsulozyna (ICsp = 0,03 nM), natomiast jego dziatanie antagonistyczne wzgledem podtypu
aip bylo slabsze anizeli prazosyny, terazosyny, tamsulozyny i zwiazku BMY7375, lecz
silniejsze niz urapidilu (ICso = 184,40 nM). Co wazne, w komodrkach z ekspresjg receptora
aig-adrenergicznego zwigzek MG-15 hamujgc 85-krotnie silniej wewnatrzkomoérkowa
transdukcje sygnatu indukowang fenylefryng anizeli zwigzek odniesienia o najwyzszej
aktywnosci antagonistycznej tj. prazosyna (ICso = 0,17 nM), wykazal wysoka preferencyjnos¢
wzgledem podtypu oig: 10-krotng w porownaniu do podtypu aia oraz 1000-krotng
w poroéwnaniu do podtypu oip receptora adrenergicznego. Co interesujace, zwigzek MG-15
obnizal ci$nienie tetnicze krwi po jednorazowym podaniu dozylnym w dawce 16-krotnie
nizszej anizeli zwigzek odniesienia — urapidil (0,0625 mg/kg vs. 1,0 mg/kg). Poza tym,
pochodna ta wykazata najsilniejsze profilaktyczne dziatanie antyarytmiczne w modelu arytmii
adrenalinowej (EDso = 0,038 mg/kg), wykazujac lepsza skuteczno$¢ niz urapidil (EDso =
1,108 mg/kg). Co wazne, zwigzek MG-15 nie wydtuzat czasu trwania odstepu QT, cO moze
Swiadczy¢ o braku potencjalu proarytmicznego oraz minimalizuje ryzyko wystapienia
polimorficznego czg¢stoskurczu komorowego torsades de pointes i nagtego zgonu sercowego.
Ponadto, zwigzek ten, jako jedyny, obnizatl istotnie statystycznie osoczowe st¢zenie ADMA
po wielokrotnym podawaniu droga dootrzewnowa w zwierzgcym modelu nadci$nienia
tetniczego wywotanym deksametazonem, co moze swiadczy¢ o jego korzystnym wplywie na
funkcje $rodblonka. Przeprowadzone badania wykazaly rowniez, ze zwiazek MG-15 ma
dobra zdolno$¢ wchtaniania po podaniu doustnym (Pe = 4,35 x 10 cm/s) i najdtuzszy okres
péttrwania w fazie eliminacji (7,18 h) po jednorazowym podaniu dootrzewnowym, co jest
niezwykle wazne w opracowaniu nowych lekow.

Obiecujace wyniki badan uzyskane dla zwiazku MG-15 pozwalaja stwierdzi¢, ze ta
nowo zsyntezowana pochodna 5,5-dimetylohydantoiny moze stanowi¢ strukture modelowa
dla opracowania kandydata na lek o potencjale terapeutycznym w chorobach uktadu sercowo-
naczyniowego. Zwigzek MG-15, podobnie jak trzy pozostate aktywne farmakologicznie
struktury (0J-2, PY-1, PY-10), zawiera w swojej czasteczce ugrupowanie Orto-
metoksyfenylopiperazynowe, a zatem wykazuje podobienstwo strukturalne do lekow
az-adrenolitycznych — urapidilu i naftopidilu, natomiast jego unikalng cechg jest dlugi tancuch
weglowy (heksylowy) laczacy wspomniany motyw strukturalny w pozycji 1 rdzenia
hydantoiny. Przeprowadzone badania stanowig podstawe do dalszych badan nad

skuteczno$cia, bezpieczenstwem stosowania i toksycznos$cig zwigzku MG-15.



