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I. WSTEP

1. Pojecie receptora farmakologicznego

Receptory sa to wyspecjalizowane biatka na powierzchni btony komorkowej lub we
wnetrzu komorki, do ktorych moga przytacza¢ sie ligandy o okreslonej budowie.
Umozliwiaja komunikacje wnetrza komorki ze Srodowiskiem zewngtrznym za pomoca
réznorodnych substancji sygnatowych: hormondéw, neuroprzekaznikéw, antygenow.
W przypadku przylaczenia si¢ do receptora zwigzku o wihasciwosciach agonistycznych,

wyzwalany jest bodziec, a nastgpnie efekt farmakologiczny.

Farmakolodzy rozwazaja koncepcje¢ ukltadu czasteczek odpowiedzialnych za
wywotanie efektu farmakologicznego od poczatku XX wieku. Pojecie miejsca, do ktérego
moga przytaczac si¢ ligandy, po raz pierwszy wprowadzili Paul Ehrlich 1 John N. Langley
[1,2]. Jednak nowoczesng teorie receptorowg zapoczatkowat
AlJ. Clark uznajac, ze dziatanie leku jest uwarunkowane przez jego polaczenie si¢

z receptorem, natomiast sita dzialania zalezy od ilo$ci zajetych przez lek receptorow.

Teoria receptorowa umozliwila znaczne poszerzenie wiedzy na temat dziatania lekoéw
na organizm, budowy receptorow, wyszczegdlnienie ich podtypoéw, a takze bardziej
celowane projektowanie 1 wytwarzanie nowych zwigzkow chemicznych, z ktorych
niektore staly si¢ lekami. Do tej pory brakuje jednak wysoce selektywnych ligandow
réznych grup receptorow. Najbardziej pozadane byloby zsyntezowanie zwigzkow $cisle
specyficznych wobec okreslonego typu receptora, gdyz tylko takie zwigzki mogtyby sta¢

si¢ lekami o zredukowanych dziataniach niepozadanych [3.,4].

1.1. Receptory a-adrenergiczne

1.1.1. Charakterystyka i klasyfikacja receptorow a-adrenergicznych

Uktad adrenergiczny pelni wazng role w dostosowywaniu organizmu do zmiennych
warunkéw otoczenia, pozwala szybko reagowa¢ na nagle zmiany. Neuroprzekaznikami

w tym ukladzie sa noradrenaina i adrenalina. Adrenaling po raz pierwszy znaleziono



w nadnerczach (glandulae adrenales) 1 stad wziela si¢ jej nazwa. Adrenalina pozbawiona
rodnika metylowego przy atriomie azotu (non radical adrenalina) to noradrenalina [2,5,6].
Zwiazki te (tzw. katecholaminy) dzialaja poprzez wigzanie si¢ z poszczegdlnymi
receptorami, powodujac zmiany ich konformacji i rozpoczynajac szereg procesow

biochemicznych.

Interakcje ligandow =z receptorami pociagaja za sobg okreslone odpowiedzi
farmakologiczne. Czesto jeden ligand taczy si¢ z roznymi typami receptoréw wywotujac

rézne efekty, co w przypadku lekow nie zawsze jest zjawiskiem korzystnym.

W miar¢ rozwoju badan odkryto, ze receptory a-adrenergiczne mogg ro6zni¢ si¢ pod
wzgledem farmakologicznym i czynnosciowym. W 1948 roku Raymond Ahlquist odkryt
roznice w powinowactwie receptoréw adrenergicznych do serii agonistow 1 zaproponowat
ich podzial na dwie grupy: receptory o-adrenergiczne — wykazujace wigksze
powinowactwo do noradrenaliny 1 receptory [-adrenergiczne — o wigkszym
powinowactwie do adrenaliny [2,7]. Klasyfikacja ta okazata si¢ jednak niewystarczajaca,
dalsze badania doprowadzily do podzialu receptorow oa-adrenergicznych na
presynaptyczne i postsynaptyczne [8,9]. Nastgpnie za pomocg technik radioizotopowych
i biologii molekularnej podzielono receptory na a; i a [10,11]. Obecnie wyrdézniamy
3 glowne grupy receptorow adrenergicznych: a,, o, B, a badania prowadzone w ciggu

ostatnich lat wykazaty heterogennos¢ kazdej z tych grup (Rysunek 1).

W miar¢ uzyskiwania dalszych informacji na temat receptoréw adrenergicznych
dokonano dalszych podziatow i wyrdézniono podgrupy receptorow. Wsrod receptorow
al-adrenergicznych wyodrgbniono podtypy: a;a, o i ajp (Wczesniej sugerowano istnienie
podtypu alC, okazato si¢ jednak, ze jest on kodowany przez ten sam gen, co podtyp oa).
Trwaja badania nad identyfikacja jeszcze jednego podtypu: alL, lecz dotychczas nie zostat
on sklonowany. Istnieja podejrzenia, ze rdéwniez ten podtyp jest produktem genu
kodujacego a;4 1 prawdopodobne jest, ze podtyp a;r jest funkcjonalnym fenotypem

receptora o a-adrenergicznego [11,12].
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Rys. 1. Klasyfikacja receptoréw adrenergicznych [13].

1.1.2. Receptory a-adrenergiczne typu a,

W oparciu o badania przeprowadzone =z zastosowaniem technik wigzania
radioligandéw 1 biologii molekularnej, receptory o,-adrenergiczne s3 wedlug biezacej
klasyfikacji podzielone na podtypy: oza, 0B, O2c, 0op [13—19]. W latach 1990-ych odkryto,

ze poszczegolne podtypy receptorow sa odmiennymi biatkami. Zidentyfikowane zostaty

geny kodujace poszczegdlne podtypy receptorow [20,21].

Receptory ap-adrenergiczne u cztowieka sa produktami odrgbnych genow: a,-C10,

0p-C4 1 0,-C2, mieszczacych si¢ odpowiednio na chromosomach: 10, 4 i 2. Geny te koduja

odpowiednio podtypy axa g 1 apc receptorow adrenergicznych [6,16,20,22].



Rowniez u szczurow wyodrgbniono 3 geny kodujace receptory ap-adrenergiczne:
0-RNG, 0,-RG10 1 0,-RG20. Wedtug klasyfikacji koduja one odpowiednio podtypy a;s,

opc 1 app receptoréw adrenergicznych [23-25].

Badania z wykorzystaniem radioligandow wykazaty, ze podtypy receptorow ayp i 02C
posiadaja podobne wiasciwosci u réznych gatunkow ssakéw. Podtyp aza (0p) natomiast
rozni si¢ w zaleznosci od gatunku u ktérego wystepuje 1 mozna go podzieli¢ na dwa
profile. Profil wystepujacy u cztowieka, swini 1 krolika zostal nazwany 0,4, natomiast
podtypem o,p nazwano jego odpowiednik u gryzoni (szczura, myszy, $winki morskiej)
1 krowy. Istnieje hipoteza, ze podtypy osa 1 ozp, mimo ze roéznig si¢ wlasciwosciami
farmakologicznymi, pochodza od tego samego genu i s3 odmianami ortologicznymi tego
samego receptora, wystepujagcymi u réznych gatunkéw [17,26-30]. Wedtug innych badan,
podtypy aza 1 0op Uznawane sg za ten sam podtyp receptora, zidentyfikowany u réznych

gatunkow (opap) [31].

Receptor a2A-adrenergiczny zostal po raz pierwszy zidentyfikowany w ludzkich
ptytkach krwi, oraz w $ledzionie krolika [32,33], podtyp o, w ptucach i nerkach szczurow
[32,34], natomiast podtyp arc w linii komorkowej nerek oposa [35]. Podtyp o,p odkryto

w gruczotach podszczekowych u szczura i w szyszynce u bydta [6,33,36].

Badania nad wtasciwosciami 1 klasyfikacja receptorow op-adrenergicznych wcigz
trwaja. Sformulowana zostata hipoteza o istnieniu  podtypéw  receptorow
opa-adrenergicznych (opa; 1 0242), Oraz apg-adrenericznych (opp; 1 dop2), lecz kwestie ich

podziatu nie zostaty ostatecznie wyjasnione [37].

1.1.2.1. Budowa receptorow a2-adrenergicznych

Receptory adrenergiczne sa grupa receptorow metabotropowych, sprzezonych
z biatkiem regulacyjnym G. Pobudzenie receptoréow przez neuroprzekaznik (adrenaling,
noradrenaling) lub inny ligand, wigze si¢ z aktywacja odpowiedniego biatka G, co

prowadzi do zainicjowania ciggu reakcji biochemicznych.



Zewnetrzna powierzchnia
bfony biologicznej

Rys. 2. Budowa receptorow metabotropowych, sprzezonych z biatkiem G [38].

Receptor  adrenergiczny jest pojedynczym, nierozgatezionym  tancuchem,
zawierajgcym kilkaset aminokwaséw (w wigkszosci glikoprotein), ktory w 7 miejscach
przenika przez blong¢ komodrkowa. Fragmenty zanurzone w btonie lipidowej maja ksztatt
a-helikalny, a kazdy z nich zbudowany jest z 20-25 hydrofobowych aminokwaséw,
potaczonych  szeScioma  petlami: trzema  zewnatrzkomérkowymi 1 trzema
wewnatrzkomorkowymi. Na zewnatrz komorki tancuch jest zakonczony aminowym
odcinkiem N-koncowym, ktéry jest miejscem rozpoznawania neuroprzekaznikdéw i bierze
udzial w umiejscawianiu receptorow w btonie. Odcinki transmembranowe, przenikajace
btone oraz petle zewnetrzne tworzg w blonie komorkowej miejsce, do ktorego przytaczaja
si¢ ligandy. [20,39]. Natomiast cze¢$¢ wewnatrzkomorkowa, zanurzona w cytozolu
(odcinek C-koncowy), wraz z petla ¢3 (Rys.1), pelni wazng role w tworzeniu sygnatu
wewnatrzkomoérkowego, wigzaniu z innymi biatkami wewnatrzkomérkowymi i regulacji

zakotwiczenia receptora w btonie [4].

Miejscem, do ktérego przytaczane jest biatko regulatorowe G, jest petla
wewnatrzkomorkowa, taczaca segmenty HS5 1 H6 (Rys. 2), helise oraz

wewnatrzkomorkowy tancuch peptydowy, zaangazowany takze w proces fosforylacji [39].
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Rys. 3. Mechanizm dzialania receptoréw a2-adrenergicznych, rysunek zmodyfikowany

wg [40].

Biatko G jest heterotrimerem zbudowanym z trzech podjednostek: a, f i y. W stanie
spoczynku biatko to pozostaje w formie kompleksu afy i nie jest potaczone z receptorem.
GDP polaczone jest z podjednostka a. Gdy do receptora przylaczy sie agonista, GDP
zastgpione zostaje przez GTP, po czym kompleks biatka G rozpada si¢ na o-GTP
1 podjednostki B i1 y. Aktywna podjednostka a-GTP moze stymulowa¢ (biatko Gas) lub
hamowa¢ (biatko Gai) i1 inne biatka (np. enzymy). Gdy GTP ulega hydrolizie do GDP
1 nieorganicznej reszty fosforanowej, proces ulega przerwaniu i podjednostka a-GDP
odigcza si¢ od efektora i taczy si¢ w kompleks biatka G z dwiema pozostatymi
podjednostkami (B iy) (Rys. 3) [41].

Receptory ap-adrenergiczne sprzezone sg z biatkiem G i hamuja aktywno$¢ cyklazy
adenylanowej oraz syntez¢ cAMP. Receptory presynaptyczne reguluja wydzielanie

noradrenaliny na zasadzie ujemnego sprz¢zenia zwrotnego.
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1.1.2.2. Wlasciwosci farmakologiczne i rola fizjologiczna

receptorow o,-adrenergicznych

Receptory op-adrenergiczne s3 zaangazowane w szereg procesow, zardwno
fizjologicznych (np.: regulacja ci$nienia krwi 1 czynnoS$ci serca, agregacja ptytek krwi,
percepcja bolu czy regulacja szerokosci zrenicy), jak patologicznych (np.: nadci$nienie,
depresja, jaskra, padaczka) [16,31,42]. Receptory te rozmieszczone s3 zarOwno

w osrodkowym uktadzie nerwowym, jak 1 w tkankach obwodowych.

Wciaz brakuje informacji na temat szczegdtowej roli tych receptorow, a zwlaszcza roli
ich podtypow w wielu procesach zachodzacych w organizmie. Dlatego poszukiwane sg
1 testowane farmakologicznie selektywne ligandy poszczegdlnych podtypow receptorow

op-adrenergicznych, o wlasciwos$ciach zarowno agonistycznych jak antagonistycznych.

Pobudzenie receptorow ap-adrenergicznych, umiejscowionych postsynaptycznie
w naczyniach, powoduje skurcz. W mechanizm ten zaangazowane s3 jony wapnia
aktywowane przez endogenne agonisty postsynaptycznego receptora op-adrenergicznego.
Blokada tych receptoréw moze powodowaé miejscowy skurcz naczyn krwiono$nych,
znajdujacych si¢ w oku [2,43,44]. Pobudzenie receptoréw a,-adrenergicznych w rdzeniu
przedtuzonym prowadzi do zwolnienia czgstosci akcji serca, obnizenia ci$nienia krwi, czy
do zaburzenia procesu termoregulacji, jak rowniez do zmniejszenia wydzielania $liny
(prawdopodobnie przez bezposredni wptyw na receptory postsynaptyczne zlokalizowane

na neuronach parasympatycznych w pniu mozgu) [45].

W wigkszosci efektow wywotanych przez zwiazki agonistyczne wobec receptorow
ap-adrenergicznych posredniczy najprawdopodobniej podtyp asa. Podtyp ten jest glownym
podtypem receptora adrenergicznego, zlokalizowanego w wigkszosci struktur mozgu [30].
Jest on odpowiedzialny za dziatanie hipotensyjne, bradykardi¢ [46], dziatanie
przeciwbolowe, uspokajajace i hipotermiczne [31,47-49]. Badania wskazuja, ze podtyp ten
moze by¢ réwniez czesciowo odpowiedzialny za skurcz naczyn krwiono$nych [46]

1 dziatanie przeciwzapalne [31].

Podtyp o rowniez moze odpowiada¢ za wiele efektéw farmakologicznych,
np. zwezenie naczyn krwionosnych [50], dziatanie przeciwbolowe [51,52], a takze za

dziatanie gastroprotekcyjne klonidyny i rilmenidyny [53,54]. Moze tez bra¢ udzial
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w mechanizmie nadci$nienia tetniczego spowodowanego nadmiernym spozyciem soli

kuchennej [55].

Podtypy o,p/c moga odpowiada¢ za dziatanie przeciwbolowe [31], natomiast podtyp
axc moze bra¢ udziat w regulacji uwalniania przekaznikéw [56] oraz w mechanizmie

streso-zaleznej depresji [57].

1.1.2.3. Rozmieszczenie  receptorow  a,- adrenergicznych

w tkankach

Receptory ap-adrenergiczne rozmieszczone sg w réznych tkankach i1 wystepuja
zard6wno w osrodkowym jak obwodowym uktadzie nerwowym [58—61]. Wystepuja migdzy
innymi w mig$niach gladkich, tkance ttuszczowej, ptytkach krwi, neuronach i nabtonku.
Liczna populacja receptorow a,-adrenergicznych, najprawdopodobniej podtypu oop,
wystepuje tez w jadrze Edingera-Westphalla w mozgu [62]. Podtyp o,a jest najczgsciej
wystepujacym podtypem receptora ap-adrenergicznego i rozmieszczony jest w wiekszosci
struktur moézgowych. Najwieksze zageszczenie podtypu o2C wystepuje w jadrze
ogoniastym [30].

W oku receptory a,-adrenergiczne rozmieszczone sg w komoérkach migsni gladkich
teczowki, naczyniach krwiono$nych spojowki, wyrostkach rzeskowych oraz na szlaku
odptywu cieczy wodnistej. Rozmieszczenie 1 gestos¢ podtypow  receptorow
a-adrenergicznych w strukturach oka jest waznym czynnikiem determinujagcym odpowiedz
na poszczegdlne leki okulistyczne [45,63]. Receptory presynaptyczne wystepuja
w zakonczeniach nerwowych, gdzie hamuja wydzielanie adrenaliny, lub noradrenaliny
(regulacja odbywa si¢ na =zasadzie ujemnego sprz¢zenia zwrotnego), natomiast
postsynaptyczne umiejscowione sg m. in. w ptytkach krwi, watrobie, trzustce, nerkach

i oku [43,64,65].

Postsynaptyczne receptory a,a/p moga zwicksza¢ miejscowo przeptyw krwi przez kore

przedczolowa mozgu i poprawia¢ funkcje pamigciowe [66].

Badania wskazuja, Ze presynaptyczne autoreceptory najprawdopodobniej naleza

gléwnie do podtypu ozamp [67].
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W przypadku receptorow adrenergicznych réwniez czestotliwo$¢ stymulacji ma
znaczenie fizjologiczne. Przy wysokich czestotliwosciach, pobudzanie
opa-adrenoreceptoréw hamuje wydzielanie neuroprzekaznika, natomiast podtyp ¢

reguluje jego wydzielanie przy niskich czgstotliwos$ciach stymulacji [56].

2. Mydriaza

2.1.Czynniki wplywajace na zmiany Srednicy Zrenicy oka

Zrenica (pupilla) — jest u cztowieka otworem o $rednicy 3 do 8 mm, odpowiedzialnym
za regulacje ilosci $wiatta padajacego na siatkowke (Rys. 4). Chroni wnetrze gatki ocznej
przed nadmiernym naswietleniem. Posiada zdolno$¢ kurczenia si¢ 1 rozszerzania,

Za pomoca zwieracza 1 rozwieracza zrenicy, zaleznie od zmian o$wietlania [68,69].

soczewka

irenica

nerw wzrokowy
rogéwka

teczowka

siatkowka

Rys. 4. Budowa oka.
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Oprocz reakeji fizjologicznej na $wiatlo, Zrenica moze zmienia¢ swojg szerokos$¢ pod
wptywem choroby lub lekow 1 innych substancji farmakologicznie czynnych (atropina,
pochodne imidazoliny). Takie zjawisko nazywane jest mydriaza, czyli nadmiernym,

nieadekwatnym do o$wietlenia rozszerzeniem Zrenicy oka.

2.2.Mechanizm mydriazy wywolanej pochodnymi imidazoliny

Oko, aby odbiera¢ sygnaty wzrokowe, wyposazone jest w wyspecjalizowane tkanki
1 struktury, a takze mechanizmy, zapewniajgce dobre widzenie w zmieniajacych si¢
warunkach otoczenia. Gdy $wiatto pada na rogdwke — zewnetrzng warstwe gatki ocznej,
jego cze$¢ zatrzymuje si¢ na nieprzepuszczalnej teczowce, a tylko niewielka ilos$¢
przedostaje si¢ przez maty otwdr — zrenicg, do siatkdwki. W jaskrawym os$wietleniu
zrenica ulega zwezeniu, a w ciemnosci rozszerza si¢. Taka regulacja umozliwia
doprowadzenie do siatkéwki optymalnej ilosci $wiatta, dostosowanej do panujacych

warunkow 1 umozliwiajacej jak najlepsze widzenie (Grabowska 1997).

W regulacji szeroko$ci zZrenicy biorg udziat dwa migénie pobudzane przez
autonomiczny system nerwowy: zwieracz 1 rozwieracz zrenicy. Migsien rozwieracz,
zbudowany z promieniscie rozmieszczonych na calej powierzchni teczoéwki wiokien
mieg$niowych, jest kontrolowany przez uklad wspdiczulny 1 odpowiada za rozszerzenie
zrenicy [69]. Zwieracz, zbudowany z okreznych widkien mie$niowych, utozonych
pierscieniowo, unerwiony jest przez uktad przywspoétczulny. Stuzy do zmniejszania
szerokosci zrenicy. Zjawisko zwezenia Zrenicy nosi nazwe¢ miozy, zas rozszerzenie zrenicy
oka nazywane jest mydriaza. Srodki farmakologiczne zwezajace i rozszerzajace Zrenice,
nazywane s3, wigc odpowiednio miotykami i mydriatykami. W normalnych warunkach
szeroko$¢ zrenicy ulega stale niewielkim zmianom. Stymulacja uktadu przywspotczulnego
pobudza zwieracz Zrenicy, co powoduje jej zwezenie. Natomiast pobudzenie uktadu
wspotczulnego powoduje skurcz rozwieracza zZrenicy 1 jej rozszerzenie. Udziat
poszczegolnych struktur uktadu nerwowego w reakcji w regulacji $rednicy zrenicy oka

szczura przedstawia Rys. 5.
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Rys. 5. Schemat reakcji mydriatycznej oka szczura - rysunek zmodyfikowany

na podstawie [45,70].

W 1954 r. Wawrick odkryl, ze przywspotczulne, przedzwojowe komorki unerwiajace
teczowke znajduja si¢ w jadrze Edingera - Westphala i jadrze brzuszno-przedniobocznym

nerwu okoruchowego [71].
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CZESC OGONOWA

CZESC GLOWOWA CZESC OGONOWAR

Rys. 6. Jadro Edingera-Westphala. A — u szczura, B — u czlowieka. Lokalizacja i
zroznicowanie komorek w obrebie jadra Edingera-Westphala. Objasnienia symboli:
EWcp- osrodkowe populacje komorek, EWpg- przedzwojowe populacje komorek.

Zmodyfikowany rysunek na podstawie pracy Kozicza [72].

Jadro Edingera-Westphala (Rys. 6) jest gtowng strukturg w moézgu odpowiedzialng
za  efekt  mydriatyczny.  Rozpoczyna  si¢  przedzwojowymi  widknami
parasympatycznymi, kontrolujagcymi ciato rzeskowe i1 migsien zwieracz zrenicy [73].
Znajduja si¢ w nim liczne osrodkowe postsynaptyczne receptory op-adrenergiczne,
ktorych pobudzenie powoduje bezposredni efekt rozszerzenia zrenicy [45,74]. Za jego
pomoca kontrolowana jest tez akomodacja oka [72]

W latach 70. ubieglego wieku Walland 1 Kobinger [75,76] odkryli, ze klonidyna po
podaniu dozylnym wywotuje rozszerzenie Zrenicy oka szczura. Pierwotnie zatozyli oni,

ze efekt ten jest wynikiem bezposredniego dziatania pobudzajacego leku na teczowke,
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jednak pozniejsze badania dowiodly, Zze mydriaza obserwowana pod wplywem
klonidyny jest pochodzenia osrodkowego 1 odpowiedzialna za ten efekt jest stymulacja
receptorow ap-adrenergicznych w jadrze Edingera-Westphalla, doprowadzajaca do
spadku aktywnos$ci wiokien ukladu parasympatycznego, ktore unerwiaja tgczowke oka
[74,77-80]. Liczne badania przeprowadzone na réznych gatunkach zwierzat
laboratoryjnych dowiodty, ze nie tylko klonidyna, ale rowniez jej pochodne zawierajace
w czasteczce uklad imidazoliny, a takze inne heterocykliczne pierScienie
pigciocztonowe, np. imidazolu, oksazoliny, tiazoliny, moga wywotywac rozszerzenie
zrenicy. Wykazano tez, ze zwigzki zwane umownie ,imidazolinami” wywotuja
rozszerzenie zrenicy u kotow, szczuréw 1 myszy [74,77,81,82]. Udzial osrodkowych
receptorow ap-adrenergicznych w dzialaniu mydriatycznym analogow imidazoliny
zostal ostatecznie potwierdzony wynikami licznych doswiadczen fizjologicznych
1 farmakologicznych.

Wedtug Kossa mydriaz¢ oka u szczurdw mozna wywola¢ na drodze stymulacji
elektrycznej nerwu kulszowego, co skutkuje zmniejszeniem przywspotczulnego sygnatu
nerwowego docierajacego do teczoOwki oka zwierzat i1 rozszerzeniem Zrenicy [74,83].
Badania na szczurach z zastosowaniem agonistow receptoréw op-adrenergicznych,
klonidyny, guanoksabenzu oraz UK-14,304 wykazaty, ze antagonisty tych receptorow:
johimbina, RX781094 i RS21361, catkowicie hamujg efekty mydriatyczne wywotane
przez wymienione imidazoliny [80,84,85]. Natomiast dziatanie rozszerzajace zrenice
oka zwierzat nie bylo znoszone przez takie selektywne antagonisty receptora
al-adrenergicznego jak prazosyna czy korynantyna. Potwierdza to, ze w efekcie
mydriatycznym klonidyny, guanoksabenzu i UK 14,302 posredniczg znajdujace si¢
w jadrze Edingera-Westphala receptory a,-adrenergiczne [82,86]. Takze rilmenidyna —
,mieszany” agonista receptorow I;-imidazolinowych i ap-adrenergicznych, wywotuje
zalezng od dawki dlugotrwala mydriaze, znoszong przez wybidrczego antagoniste
receptora o-adrenergicznego: RS-79948 [73,87].

Stwierdzono, ze metamfetamina rowniez wywoluje rozszerzenie zrenicy oka u
szczurow, gdyz wywiera dziatanie stymulujace na receptory typu o, w sposéb posredni,
hamujac wychwyt zwrotny noradrenaliny i zwigkszajac uwalnianie neuroprzekaznika
z zakonczen nerwowych. Efekt ten ulega zahamowaniu pod wpltywem idazoksanu
1 johimbiny, co §wiadczy o udziale w rozszerzeniu Zrenicy, wywotanym metamfetaming,

receptorow op-adrenergicznych [88]. Podobne rezultaty osiagni¢to podajac zwierzetom
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deksamfetaming - inny S$rodek o posrednim, sympatykomimetycznym mechanizmie
dziatania, zwigzanym z uwalnianiem endogennej noradrenaliny z zakonczen
nerwowych. Efekt amfetaminy rowniez byl antagonizowany przez idazoksan
1 johimbing, natomiast antagonista receptora al-adrenergicznego, fenoksybenzammina,
nie wykazal wptywu na szeroko$¢ Zrenicy [89].

Brak zaangazowania receptorow [-adrenergicznych w zjawisko mydriazy,
obserwowane po podaniu zwierzetom klonidyny, potwierdzaja rezultaty doswiadczen
z przedstawicielem B-adrenolitykow, pindololem, ktory nie wywolywatl zadnych zmian
szerokos$ci zrenicy oka [77,87,88]. Yu i Koss oraz Raczak-Gutknecht i in. wykazali, ze
mydriaza wywolana dozylnym podaniem szczurom klonidyny jest zalezna od
osrodkowych receptoréw ap-adrenergicznych, natomiast receptory imidazolinowe typu
I; nie odgrywaja istotnej roli w tym efekcie [73,90].

Poniewaz receptory a,-adrenergiczne nie stanowig jednorodnej grupy, wciaz nie jest
ostatecznie wyjasnione, ktéry ich podtyp (podtypy) posredniczy w dzialaniu
mydriatycznym pochodnych imidazoliny [62]. Badania biochemiczne z wykorzystaniem
radioligandéw oraz doswiadczenia farmakologiczne, w ktorych okreslony zostat wptyw
dostepnych antagonistow receptora op-adrenergicznego na mydriaz¢ wywotang
podaniem klonidyny szczurom sugeruja, ze receptory postsynaptyczne typu oy,
wystepujace w korze mozgowej 1 jadrze Edingera-Westphala, ktére posrednicza
w dziataniu rozszerzajagcym zrenice oka wywieranym przez klonidyne, nalezg
prawdopodobnie do podtypu a,p. Ostateczng odpowiedz na to pytanie utrudnia fakt, ze
nie s3a dotychczas znane selektywne agonisty wszystkich podtypow receptora

ap-adrenergicznego.

2.3.Zastosowanie modelu mydriazy oka u szczurow w badaniach

farmakologicznych

Powszechnie stosowane metody radioizotopowe in vitro, shuzace do wyznaczania
parametrow K, lub K; nowootrzymanych zwigzkéw imidazolinowych do receptorow
ap-adrenergicznych i/lub imidazolinowych, pozwalaja jedynie na oszacowanie
powinowactwa danej pochodnej. Nie mozna natomiast stwierdzié, czy dana pochodna

wykazuje wlasciwosci agonistyczne czy antagonistyczne wzgledem danego receptora.
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Dla uzyskania tych informacji niezbgdne jest uzupelnienie badan biochemicznych
testami farmakologicznymi in vivo. Umozliwiaja one zdobycie informacji nie tylko
dotyczacych wilasciwosci agonistycznych lub antagonistycznych danego liganda, ale
réwniez okreslenie jego powinowactwa do osrodkowych receptoréw o,-adrenergicznych
oraz wzglednej sity dziatania na Zrenic¢ oka (w poréwnaniu ze zwigzkiem modelowym -
klonidyng). Dogodnym modelem farmakodynamicznym jest model mydriazy ocznej
u szczura wg Kossa [80]. Test ten w obecnej zmodyfikowanej wersji polega na §ledzeniu
na ekranie monitora przebiegu procesu mydriazy, obserwowanej przy pomocy
mikroskopu stereoskopowego, po podaniu dozylnym uspionym zwierz¢tom badanego
zwigzku aktywnego farmakologicznie w dawkach skumulowanych. Doswiadczenia
mozna prowadzi¢ w nieobecnosci 1 w obecno$ci antagonisty receptora
ap-adrenergicznego, zastosowanego w dawce jednorazowej przed aplikacja badanego
zwigzku. Ocen¢ efektu mydriatycznego w mm, wzgledem kontroli, mozna prowadzi¢
w szerokim zakresie dawek, rzedu od kilku do ponad tysigca ug/kg, podawanych temu
samemu zwierzeciu [91].

Model mydriazy u szczurow jest obecnie z powodzeniem stosowany do
przedklinicznej oceny wlasciwosci farmakologicznych nowosyntezowanych ligandow
receptora op-adrenergicznego o strukturze imidazolinowej [73,74]. Jego niewatpliwg
zaletg jest to, ze pozwala jednoczes$nie okresli¢, czy badana pochodna imidazolinowa ma
cechy agonisty czy antagonisty podtypow receptora typu ap-adrenergicznego, a takze
zidentyfikowa¢ zwiazki, ktore selektywnie tacza si¢ z receptorem I;-imidazolinowym,

gdyz w tym przypadku nie obserwuje si¢ efektu rozszerzenia zrenicy oka zwierzat.

Zwiazki o budowie imidazolinowej - ogolna charakterystyka dzialania

farmakologicznego

Wiele lekow posiada w swojej strukturze pigciocztonowy pierscien imidazolinowy:

N7 NH
-/
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4.

Ze wzgledu na zdolno$¢ oddziatywania z licznymi typami receptorow, np.
a;- 1 op-adrenergicznymi, [;- 1 Ip-imidazolinowymi, histaminergicznymi czy
dopaminergicznymi, zwigzki z grupy pochodnych imidazoliny moga wywotywac
réznorodne dziatania farmakologiczne, m.in. dziatanie hipotensyjne, zwlaszcza
w przypadku hiperlipidemii i zaburzen gospodarki weglowodanowej (rilmenidyna,
moksonidyna), antyarytmiczne (klonidyna, rilmenidyna, moksonidyna), obnizajace
ci$nienie §rodgatkowe w jaskrze oraz neuroprotekcyjne na siatkowke oka (brimonidyna,
apraklonidyna), przeciwdziatajace przerostowi lewej komory serca w nadci$nieniu
(klonidyna, rilmenidyna, moxonidyna) [92], przeciwuczuleniowe (antazolina),
anemizujace blon¢ Sluzowa nosa (ksylometazolina, oksymetazolina, tetryzolina)
[45,49,93] oraz ogodlnie znieczulajagce 1 przeciwbdolowe (deksmedetomidyna,
fadolmidyna) [94]. Wykazano, Zze polaczenie deksmedetomidyny z innymi $rodkami
wywolujacymi znieczulenie ogoélne pozwala na zmniejszenie ich dawek (stezen)
niezbednych do wywotania znieczulenia. Zdecydowalo to o przydatnosci pochodnych
imidazoliny, jako srodkow wspomagajacych dziatanie anestetyczne [95].

Niektore analogi imidazoliny sg wykorzystywane rowniez w leczeniu uzaleznien od
opioidow (lofeksydyna, klonidyna) [16,31], jako $rodki przeciwrobacze (lewamizol)
[96], przeciwwirusowe 1 przeciwnowotworowe [97] oraz uwazane sg za potencjalne

srodki przeciwdepresyjne (BU 224) [98,99].

Czasem miedzy wywieranymi przez imidazoliny efektami zachodzi korelacja
w sposob zalezny od dawki, np. hipotensja i1 bradykardia skorelowane sg z dzialaniem

mydriatycznym [100].

Modelowanie molekularne

Modelowanie molekularne jest komputerowa wizualizacja struktur czasteczek,
umozliwiajacg, na podstawie teoretycznych modeli, obliczenie parametrow ilosciowo
opisujacych budowe czasteczki. Do obliczen wykorzystywane s3a programy
komputerowe (np.: Hyperchem, Gaussian, Chem 3D). Obliczone parametry dotycza
standardowo zwigzkéw w prozni. Wstepnym celem modelowania jest uzyskanie

struktury czgsteczki o mozliwie najnizszej energii calkowitej] (minimum globalne),
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poniewaz taka forma zwigzku jest najtrwalsza 1 zwiazek najprawdopodobniej wystepuje
w takiej postaci w warunkach naturalnych.

Programy obliczaja minimum globalne poprzez optymalizacje¢ geometryczng, czyli
obliczanie energii dla r6znych konformacji czasteczki 1 wybor konformacji o najnizszej
energii. Istnieje ryzyko, Zze program szukajac mozliwie najbardziej stabilnej konformacji,
wyznaczy jedynie jakie§ minimum lokalne, dlatego wazne jest, aby zbadaé energie
catkowita dla wielu konformacji czasteczki. Istnieja dwie podstawowe metody
przeprowadzania optymalizacji geometrycznej: metoda mechaniki molekularnej — mniej
czasochlonna, ale rownocze$nie mniej doktadna, oraz metoda mechaniki kwantowej —
wnoszaca wigcej informacji, lecz jednocze$nie pochlaniajaca duzo czasu

komputerowego [101,102].

Modelowanie molekularne rozpoczyna si¢ od narysowania schematu czasteczki
zwigzku, rozmieszczajac atomy 1 wigzania w przestrzeni. Nastgpnie program
komputerowy tworzy na tej podstawie trojwymiarowy model czasteczki. Dalej nastgpuje
etap odnalezienia konformacji czasteczki o minimalnej energii, w ktérym ustalone
zostaja odpowiednie dhlugosci wigzan, katy i odlegtosci miedzy atomami. Z kolei
wybierana jest metoda obliczeniowa opisujaca strukture i wtasciwosci czasteczki, oparta
o zasady mechaniki kwantowej lub mechaniki molekularnej. W dalszej kolejnosci
ustalane sg parametry limitujgce czas i doktadno$¢ obliczen. Prowadzone sg nastepujace
obliczenia:

° Single point — opisujace wilasciwosci energetyczne 1 termodynamiczne
czasteczek zwigzkow (energia catkowita, energia wigzan, orbitali, moment dipolowy,
ciepto tworzenia;

° zwigzane z dynamikg molekularng, pozwalajace na symulacj¢ zmian
konformacji zwiazkéw w okreslonych warunkach;

° zwigzane z optymalizacja geometryczng — poszukiwanie konformacji
o minimalnej energii;

° analiza QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) — metoda polega
na poszukiwaniu zalezno$ci migdzy aktywnoscig biologiczng a parametrami struktury

testowanych zwigzkow;
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° okreslenie przejs¢ elektronowych, wywotanych promieniowaniem IR
(podczerwonym) 1 UV-VIS (ultrafioletowym), umozliwiajacych rozpoznanie grup

funkcyjnych lub struktur w czasteczce [101,102].

5. Ilosciowe zaleznosci struktura-aktywnos¢ (QSAR)

Przedmiotem  zainteresowan  naukowcdéw  zwigzanych z  przemysitem
farmaceutycznym jest najczesciej identyfikacja struktur chemicznych, ktére mogtyby
sta¢ si¢ nowymi lekami. Wcigz poszukiwane sg selektywne zwiazki, ktére laczac sie
z jednym typem/podtypem receptora wywotywatyby pojedynczy efekt farmakologiczny,
nie powodujac jednoczes$nie efektow niepozadanych. Niestety wytwarzajac zwigzek
chemiczny o okreslonej strukturze, trudno przewidzie¢ doktadnie, jaki bedzie efekt
farmakologiczny jego dziatania. Nie jest rowniez fatwe zaprojektowanie takiej struktury,
ktora wywota jedng okreslong reakcje organizmu [103].

Aby znalez¢ czasteczke, o odpowiedniej aktywnosci biologicznej, lepszych
wlasciwosciach, czy wigkszej selektywnosci receptorowej, ktora moglaby zosta¢ nowym
lekiem, trzeba zsyntezowac, a nastgpnie przetestowaé bardzo wiele zwigzkow. Niestety
wiele z nich, z r6znych powoddw, nie ma szans na to, by zosta¢ lekiem.

Przy poszukiwaniu nowych lekow, oprocz nowych zwiazkow, czgsto wykorzystuje
si¢ znane juz struktury, modyfikujac jedynie ich podstawniki. Daje to mozliwo$¢
uzyskania ogromnej liczby nowych zwigzkoéw, jednak testowanie kazdego z nich ,,po
kolei” pochtaniataby duzo czasu i wymagato duzych naktadow finansowych. Dlatego
niezbgdna jest wstepna selekcja zwiazkow 1 wybranie najlepiej rokujacych jako
potencjalne leki.

W metodologii poszukiwania nowych lekdéw, wazng role odgrywa okreslenie
zalezno$ci migedzy wlasciwosciami strukturalnymi a aktywnos$cia biologiczng zwigzkow.
Okresleniem  matematycznych  zalezno$ci  miedzy  strukturg  molekularng
a wlhasciwosciami biologicznymi zwigzkéw zajmuja si¢ metody QSAR (Quantitative
Structure - Activity Relationships). Podstawa QSAR jest zalozenie wystepowania
zalezno$ci pomigdzy réznicami w dzialaniu biologicznym grupy zwigzkéw a wybranymi
parametrami opisujacymi zmiany w ich strukturze. Na podstawie istotnych statystycznie

korelacji budowany jest model w postaci réwnania regresji (zwykle wieloparametrowej),
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za pomoca, ktorego mozna przewidywaé wlasciwosci (aktywnos$¢) dowolnych
zwigzkow pochodnych o zdefiniowanej strukturze chemiczne;.

Pierwsze proby odnalezienia zaleznos$ci migdzy réznymi wiasciwosciami zwigzkow
podejmowane byly juz w XIX wieku. W 1863 roku A. F. A. Cros przeprowadzit
badania, w ktorych zaobserwowat wzrost toksyczno$ci alkoholi u ssakow wraz ze
spadkiem ich rozpuszczalnosci w wodzie [104,105]. W 1968 roku Crum-Brown i Fraser,
badajac efekt biologiczny wywierany przez alkaloidy przed i po metylacji azotu, doszli
do wniosku, ze aktywno$¢ biologiczna (®) jest zalezna od sktadu chemicznego
czasteczki (C):

® = f(C) Rown. 1

Pod koniec XIX wieku, Meyer, Richet i Overton niezaleznie od siebie odkryli, ze
istnieje liniowa korelacja pomigdzy lipofilnoscig a efektem biologicznym [105,106].

W 1935 roku Hammett odkryl, ze miedzy zmiang energii swobodnej zwigzku,
spowodowang wprowadzeniem podstawnika, a jego powinowactwem elektronowym,
istnieje zalezno$¢ liniowa. Na tej podstawie, po wyznaczeniu ¢ (stata Hammetta) dla
wielu zwigzkow, ustalono, ze mozna je podzieli¢ na dwie grupy: akceptory elektronow
1 donory elektronow [107]. Na podstawie modelu Hammetta, Taft w 1956 roku
przedstawil propozycje¢ rozdzielenia efektow polarnych, sterycznych i rezonansowych
podstawnikow w zwiazkach alifatycznych [105,106]. W 1964 roku Hansch i Fujita
zaproponowali rownanie tgczace parametry hydrofobowe ze stalymi elektronowymi
Hammetta.

Celem analizy QSAR jest otrzymanie dla grupy badanych zwigzkéw zestawu
parametréw istotnie skorelowanych z biologiczng aktywnos$cig. Zaleznos$¢ ta zapisana
jest w postaci roOwnania, za pomoca ktorego, znajac strukturg, mozna prognozowac

aktywnos$¢ nowych lub jeszcze nietestowanych zwigzkoéw [108].

Aktywnos$¢ zwigzku zalezna jest od struktury calej czasteczki i nawet niewielka
zmiana w budowie chemicznej moze w znacznym stopniu zmienia¢ wilasciwosci
farmakologiczne pochodne;.

Gltowne cechy budowy czasteczek majace wptyw na aktywnose, to:

o grupy chemiczne decydujace o hydrofobowosci;

o rozmieszczenie ladunkéw elektronowych w czasteczce;
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. struktura przestrzenna czasteczki oraz energia r6znych konformacji [107].

QSAR opiera si¢ o ekstratermodynamiczng zasade, ze czasteczki o podobnej
budowie zachowuja si¢ podobnie w takich samych warunkach $rodowiska, a roznice
w aktywnos$ci zwigzkow wynikaja z roznic w budowie czasteczki [109].

Dzi¢ki badaniu ilosciowych zalezno$ci struktura-aktywno$¢ (QSAR) mozna
przewidywac efekt biologiczny nietestowanych biologicznie zwigzkow na podstawie ich
wilasciwosci fizykochemicznych lub innych cech zwigzanych ze struktura. Dodatkowo
mozliwe jest wskazanie, ktore z chemicznych wtasciwosci regulujg okreslony typ efektu
farmakologicznego. QSAR moga tez dostarcza¢ wskazdéwek, jak modyfikowac
wlasciwosci strukturalne, zeby uzyska¢ pozadang odpowiedz farmakologiczna [110].

W przypadku znalezienia i opisania rdwnaniem zaleznosci struktura-aktywno$¢
mozliwe jest wskazanie podstawnikow lub fragmentoéw czasteczek odpowiedzialnych za
okreslony efekt farmakologiczny. Mozliwe jest tez wyeliminowanie fragmentow
struktur odpowiedzialnych za dziatania niepozadane. W efekcie analiza QSAR moze
przyczyni¢ si¢ do przewidywania wlasciwosci poszczegdlnych pochodnych oraz do
projektowania nowych zwigzkéw o lepszej aktywnosci, o ukierunkowanym dziataniu
farmakologicznym. Moze tez znaczaco ograniczy¢ liczbe syntetyzowanych struktur,

posrdd ktorych prowadzone sa poszukiwania jako stabo rokujacych na nowy lek [102].

5.1.Wilasciwosci fizykochemiczne zwiazkow

O  wilasciwosciach  farmakologicznych  czasteczki  decyduja ~ wlasciwosci
fizykochemiczne, czyli parametry opisujace budowe przestrzenng zwiagzku oraz jego
cechy mierzone eksperymentalnie. Struktury chemiczne w analizie QSAR zakodowane
sg pod postacia wielu deskryptoréw czasteczkowych [108]. Wiasciwosci
fizykochemiczne najczes$ciej wykorzystywane w analizie QSAR ze wzglgdu na
dogodno$¢ pomiaru, to m. in. lipofilowos¢, hydrofobowos¢ (moze by¢ zmierzona dla
catej czasteczki lub dla okreSlonego jej fragmentu/podstawnika), wlasciwosci
elektronowe (stala Tafta, Hammetta), parametry steryczne [102,106], ropuszczalno$¢
w wodzie, refrakcja molowa (MR), a takze liczne parametry uzyskane za pomoca

obliczen molekularnych.
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o Lipofilowos$¢

Lipofilowos¢ (hydrofobowos¢) jest jedng z najczgsciej branych pod uwage
wlasciwosci, przy projektowaniu lekéw, ze wzgledu na wplyw, jaki wywiera na
przenikanie zwigzkow przez blony komorkowe, wchianianie w jelitach, transport
w organizmie, rozmieszczenie w tkankach i stopien wigzania lekéw z biatkami osocza.

Wszystkie te cechy decyduja o dostepie leku do receptora [102,108].

Miarg lipofilowos$ci sa wspdtczynnik podziatu P (ang. partition coefficient) lub stata
hydrofobowosci (). Hydrofobowo$¢ mozna wyznaczy¢ doswiadczalnie, na podstawie
wzglednego rozdziatlu zwigzku w mieszaninie n-oktanol/woda. Mieszanina ta
w zalozeniu odwzorowuje uktad faz polarnych i1 niepolarnych w organizmie ssakow.
Stosunek stezenia zwigzku w n-oktanolu do stezenia zwigzku w roztworze wodnym, to

wspotczynnik podzialu — P. Zwykle uzywa si¢ wartosci log P:

stezenie badanego zwigzku w n—oktanolu i
log P =log — - , Roéwn. 2
stezenie badanego zwiazku w wodzie

Zwiazki hydrofobowe o zbyt wysokim wspoéiczynniku P moga silnie wigzaé sie
z fazami lipidowymi w organizmie i pozostawa¢ w nich do biotransformacji. Natomiast
zwigzki hydrofilowe o bardzo niskim wspotczynniku P, pozostaja w fazie wodnej,
z ktorej moga zostaé zbyt latwo wydalone. Dlatego poszukiwane sa zwigzki
o optymalnej wartosci wspotczynnika P, ktoérych wiasciwosci lipofilno-hydrofilne
umozliwialby przenikanie przez blony w stopniu umozliwiajacym dostgp do
odpowiedniego receptora [107]. Zmiany w strukturze czasteczki, np. przez dodawanie
okreslonych podstawnikow, powoduja odpowiednie zmiany jej wspotczynnika P.

Hansch 1 in. [111] postawili hipotezg, ze zwiazki o roznej budowie, wykazujace
podobny mechanizm oddziatywania z tym samym receptorem, bedg wykazywacé
podobne wartosci wspotczynnika P. Na przyktad, zwigzki dla ktorych log P przybiera
wartos$¢ okoto 2 docierajag do OUN [107].

Wspotczynnik podzialu mozna obliczy¢ teoretycznie przy wykorzystaniu udziatu

czgstkowego roéznych podstawnikow. Udzial ten wyrazany jest m. in. stalg
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hydrofobowosci (m). Jest to miara hydrofobowo$ci podstawnika wzgledem atomu
wodoru. Wartosci (w) sg charakterystyczne dla poszczegolnych podstawnikéw, jednak
roznig si¢ dla podstawnikéw aromatycznych 1 alifatycznych. Stosowane sa takze inne
fragmentaryczne state lipofilowosci wraz ze zdefiniowanymi poprawkami

strukturalnymi [102].

o Parametry elektronowe

Parametry elektronowe wplywaja na stopien jonizacji zwigzku, co decyduje réwniez
o zdolnosci jego przenikania przez btony komoérkowe oraz o sile wigzania z receptorem.
Dla podstawnikéw umieszczonych w pierscieniach gléwny parametr elektronowy, to
Hammetta (o), charakteryzujaca elektronodonorowe 1 elektronoakceptorowe

wlasciwos$ci podstawnika.

o Wilasciwosci steryczne

Lek faczy si¢ z receptorem w $cisle okreslonym miejscu w organizmie. Jego dotarcie
1 umocowanie w odpowiednim miejscu receptora zalezy od ksztattu, objetosci oraz
rozmiaru czasteczki. Do liczbowego opisu wlasciwosci sterycznch zwigzku mogg stuzy¢
stata Tafta (E;), okreslajaca objetos¢ zajmowang przez grupg atomow, czy refrakcja

molowa (R):

R=(n’-1)/ (n*+2) * M/d Rown. 3

n — wspolezynnik refrakcji, M — masa molowa, d — gestosé, (n*-1) / (n*+2) —

poprawka, okreslajaca zdolnos¢ podstawnika do polaryzacji.

Innym parametrem okres$lajacym wilasciwosci steryczne zwigzkéw moze by¢
steryczny parametr Verloopa. Mozna go wyliczy¢ za pomoca programu sterimol,
w oparciu o wielkosci katéw dhugosci wigzan, promieni van der Waalsa, czy tez
konformacji podstawnikéw. Najczesciej stosuje si¢ parametry przestrzennych rozmiaréw

czasteczek 1 uktadow farmakoforowych po zoptymalizowaniu energetycznym ich
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struktury lub symulacji zakotwiczenia (,,docking”) w zalozonym miejscu wigzacym

zaktadanego receptora farmakologicznego.

o Inne parametry fizykochemiczne

Istnieje wiele parametréw opisujacych strukture czasteczek. Nalezg do nich m. in.
moment dipolowy, odleglosci miedzy atomami, wigzania wodorowe, konformacje
molekularne. Ze wzgledu na trudnosci w pomiarach niektdore z parametrow
eksperymentalnych (np. moment dipolowy) nie zawsze moga by¢ brane pod uwage

podczas analizy QSAR.

5.2.Deskryptory molekularne z chemii obliczeniowej

Deskryptory molekularne stanowig numeryczng forme opisu wiasciwosci
chemicznych czasteczki w analizie QSAR. Mozna podzieli¢ je na grupy [108]:

. deskryptory fopologiczne — opisuja potaczenia atomOw w czasteczce;
uzywane s3 do modelowania wlasciwosci biologicznych, fizykochemicznych
i farmakokinetycznych (rozmiar czasteczki, ksztalt, rozgalezienia lancuchow
weglowodorowych, wigzania wielokrotne);

o deskryptory geometryczne — wyliczane sa na podstawie tréjwymiarowych
wspotrzednych atomow w czasteczce, opisujg cechy przestrzenne, np. rozmiar
czasteczki, ksztalt, rozmieszczenie atomow w czasteczce; dostarczajg informacji na
temat zwigzkow o podobne;j strukturze i konformacjach czasteczki (MoRSE);

. deskryptory konstytucyjne — dotyczace sktadu czasteczki bez informacji
o tym, w jaki sposob atomy sa polaczone. Nie zmieniajg si¢ wraz ze zmiang konformacji
czasteczki, dlatego za ich pomocg nie mozna rozrdéznia¢ izomerdéw (masa czasteczkowa,
liczba i rodzaj atomow, liczba wigzan i pierscieni);

. deskryptory elektronowe — dotycza wlasciwosci czasteczki zwigzanych
z rozkladem elektrondw i energia wigzan (moment dipolowy, Epomo, Erumo, energia
catkowita);

. deskryptory fizykochemiczne — Yacza strukture chemiczna czasteczki z jej

mierzalnymi wlasciwosciami chemicznymi (refrakcja molowa, CLOGP);
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5.3.Empiryczne modele matematyczne

W analizie QSAR najbardziej popularne sa modele matematyczne Hanscha

1 Free-Wilsona [104,106,107,112].

5.3.1. Rownanie Hanscha

W 1964 roku Corwin Hansch opublikowal model matematyczny zwany rOwnaniem
Hanscha lub modelem ekstratermodynamicznym.

Model zaklada, ze losy czasteczki zwigzku chemicznego w organizmie zaleza od
wielu czynnikow takich jak rownowaga lipofilno-hydrofilna, ktéora w przypadku
optymalnej wartosci wspotczynnika P, umozliwia przenikanie przez btony, od ksztattu
1 wielkos$ci czasteczki, rozkladu elektronow, ktore wpltywaja na powinowactwo
czasteczki do receptora. Hansch zaproponowat réwnanie, ktérego ogélny zapis ma

postac [106,107]:
log% = —k % + ko + k30 + k4 Eg + ks Rown. 4
gdzie:

% — aktywnos$¢ zwigzku;

ki, ko, ks, k4, ks — stale otrzymane w wyniku analizy regresji;

n — stala hydrofobowa opisujaca podstawniki; jest zalezna od swobodnej energii
czasteczki,

o — stala Hammetta, jest odpowiedzialna za efekty elektronowe, rdézni si¢
w zaleznosci od podstawnika;

Eg— stata Tafta, odpowiedzialna za parametry przestrzenne podstawnikow;

5.3.2. Model Free-Wilsona

W 1964 roku Free i Wilson zaproponowali model matematyczny oparty na
zatozeniu, ze suma aktywno$ci wnoszonej przez pojedyncze podstawniki i fragmenty
zwigzku jest réwna catkowitej aktywnos$ci biologicznej zwigzku. Zalezno$¢ te mozna

zapisa¢ w postaci rownania [106,107,112]:
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Catkowita aktywnos¢ = u+ ), G;X; Rown. 5

gdzie:
u — $rednia aktywnos$¢ biologiczna catej grupy zwigzkow badanych;
Gi — udzial aktywnosci wnoszonej przez podstawnik X;.

Pozniejsze prace wykazaty rdwnowazno$¢ modeli Hanscha i Free-Wilsona.

5.4.Analiza korelacji

Analiza korelacyjna jest podstawowa metodg ilosciowej oceny sily zwiazku miedzy
zmiennymi niezaleznymi (np.: deskryptory molekularne) a zmiennymi zaleznymi
(np.: wlasciwosci matriatowe, fizykochemiczne, aktywno$¢ biologiczna). Zalezno$¢
mi¢dzy zmiennymi mozna opisa¢ liczbowo za pomocag wielu parametrow, m. in sily
(wielko$ci) — najczeSciej wyrazanej, jako wspodtczynnik korelacji liniowej Pearsona — r;
istotnosci (wiarygodnos$ci), wyrazonej w postaci liczbowej jako poziom istotnosci — p.
Wspotczynnik Pearsona jest miarg sily zwigzku prostoliniowego migdzy dwiema
mierzalnymi zmiennymi. Warto$ci wspotczynnika r moga miesci¢ si¢ w przedziale [-1, 1].

Znak przy wspotczynniku korelacji decyduje o jej kierunku. Gdy przyjmuje warto$ci
ujemne, mamy do czynienia z korelacja negatywna (przy wzroscie wartosci zmiennej X,
wartosci zmiennej Y malejg). Znak dodatni, §wiadczy o korelacji pozytywnej (wzrostowi
warto$ci zmiennej X, towarzyszy wzrost warto$ci zmiennej Y). Warto$¢ bezwzgledna
wspotczynnika Pearsona informuje o sile zaleznosci [113]:

Ir| = 0 — brak korelacji

[r| = [0,1-0,3] — korelacja staba

[r| = [0,3-0,5] — korelacja przecigtna

[r| = [0,5-0,7] — korelacja wysoka

[r| = [0,7-0,9] — korelacja bardzo wysoka

[r| = [0,9-1] — korelacja prawie peina.

(r)* — wspoltczynnik determinacji (kwadrat wspotezynnika korelacji) przekazuje informacje

o tym, jaka cze$¢ zmienno$ci w probie zostala wyjasniona regresjq.
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Istotno$¢, wiarygodnos$¢ korelacji przedstawiana jest w postaci liczby: poziom

istotno$ci — p. Im mniejsza ta liczba, tym wyzsza jest istotnos¢ korelacji.

Regresja wielokrotna jest modelem stosowanym do poszukiwania zaleznos$ci
struktura-aktywnos¢. Pozwala iloSciowo oceni¢ relacje pomiedzy zmiennymi niezaleznymi
(deskryptory molekularne) a zmiennymi zaleznymi (wtasciwosci biologiczno-chemiczne).
Roéwnanie przedstawiajace technike regresji liniowej ma posta¢ [105]:

Y= ag+ a;x;+ -+ apxy, Roéwn. 6

gdzie:

y — zmienna zalezna (np. aktywnos$¢ biologiczna);

ap — wyraz wolny rownania;

ar, ... a, — wspotczynniki regresji obliczone na podstawie zestawu danych, dla ktorych
znane s3 zmienne zalezne i niezalezne;

X1, ... Xy — zmienne niezalezne (parametry struktury zwigzkow).
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II. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena udzialu osrodkowych receptoréw a2-adrenergicznych
(z uwzglednieniem ich podtypow) w efekcie mydriatycznym, wywieranym przez
reprezentacyjng grupe lekow i innych pochodnych imidazoliny na oko szczura. Realizacja
zadania badawczego zaplanowana zostata w dwoch etapach. W pierwszym etapie
oznaczono parametry farmakodynamiczne badanych imidazolin, takie jak powinowactwo
receptorowe 1 sita dzialania w nieobecno$ci oraz w obecnosci antagonistow
receptorowych.

Uzyskane miary aktywnos$ci farmakologicznej miaty postuzy¢é do wyprowadzenia
ilosciowych zaleznosci struktura-aktywno$¢ (QSAR) w oparciu
o parametry struktury, pozyskane metodami chemii obliczeniowej. Wyniki analizy
farmakodynamicznej (farmakologicznej) oraz analizy QSAR zostaly przedyskutowane pod
katem  receptorowych  (molekularnych) mechanizméw  dziatania  pochodnych
imidazolinowych i kierunkéw ich modyfikacji strukturalnych w celu uzyskania wybidrczo

dziatajacych lekow.
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1. MATERIALY I METODY

1. Badanie wplywu zwigzkow imidazolinowych na szerokos¢
Zrenicy oka szczura

1.1.Zwierzeta doswiadczalne

W badaniach wykorzystano szczury szczepu Wistar, samce o masie ciata 200-350 g. Przed
eksperymentem szczury przebywaly w pomieszczeniu o stalej temperaturze 21°C, miaty

dostep do wody i standardowej paszy bytowe;.

1.2.Badane zwigzki chemiczne

Do doswiadczen farmakologicznych wytypowano 20 pochodnych imidazoliny, ktorych

wzory chemiczne oraz nazwy systematyczne przedstawiono ponize;j:

cl
e,
) e
Cl H
klonidyna rilmenidyna
N-(2,6-dichlorofenylo)-4,5-dihydro-1H- N-(dicyklopropylometylo)-4,5-
imidazolo-2-amina dihydrooksazolo-2-amina
H cl

H Cl
[N>_N | Ty H\)jia
el ijl\hﬂe 1; ©

N Cl
moksonidyna lofeksydyna
4-chloro-N-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2- 2-[1-(2,6-dichlorofenoksy)etylo]-4,5-
ylo)-6-metoksy-2-metylopirymidyno-5-amina dihydro-1H-imidazol
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FM

e
hile

detomidyna

4-(2,3-dimetylobenzylo)-1H-imidazol

(L

M MH
Cl I
S
KS
=N
tizanidyna

5-chloro-N-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylo)benzo[c][1,2,5]tiadiazolo-4-amina

Cl

H
S MH;
M \n/
MNH

l

guanabenz

2-(2,6-dichlorofenylo)
metylidenoamino]guanidyna

cl NHa
SN
N TN |
H H ¢

p-aminoklonidyna

(2,6-dichloro-N'-(imidazolidyn-2-
ylideno)benzeno-1,4-diamina

deksmedetomidyna

(S)-4-[1-(2,3-dimetylofenylo)etylo]-1H-
imidazol

Br
H
XD
Nf Hrl

brimonidyna

5-bromo-N-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylo)-chinoksalino-6-amina

Cl

guanfacyna

N-(diaminometylideno)-2-(2,6-
dichlorofenylo)acetamid

S H CH3
N
N
HsC

ksylazyna

N-(2,6-dimetylofenylo)-5,6-dihydro-4 H-
1,3-tiazino-2-amina
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cirazolina

2-[(2-cyklopropylofenoksy)metylo]-4,5-
dihydro-1H-imidazol

RWJ 52353

5-(6,7-dihydrobenzo[b]tiofen-4-ylo)-1H-
imidazol

7-metylomarsanidyna

1-[(imidazolidyn-2-ylo)imino]7-metylo-
1H-indazol

MH
HENW
& MHz
H

agmatyna

1-(4-aminobutylo)guanidyna

OH
M eaic M e

N/‘B
|
M
H

e

oksymetazolina

6-tert-butylo-3-[(4,5-dihydro-1H-
imidazol-2-ylo)metylo]-2,4-dimetylofenol

NQ“T’H
HNJ

ST-91

N-(2,6-dietylofenylo)-4,5-dihydro-1H-
imidazolo-2-amina

W
N
N H
; N
H = ‘?
HN—
marsanidyna

1-[(imidazolidyn-2-ylo)imino]-1H-
indazol

N N

H

/4

BU224

2-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylo)chinolina
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Badane zwigzki pochodzity od nastgpujacych producentow:

e Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA) — chlorowodorek klonidyny, hemifumaran
rilmenidyny, chlorowodorek moksonidyny, chlorowodorek lofeksydyny, chlorowodorek
deksmedetomidyny, jednowodny chlorek detomidyny, chlorowodorek tizanidyny,
chlorowodorek p-aminoklonidyny, chlorowodorek ksylazyny, chlorowodorek johimbiny

e Tocris Cookson Ltd.(Bristol, UK) — winian brimonidyny, chlorowodorek cirazoliny,
octan guanabenzu, chlorowodorek guanfacyny, chlorowodorek oksymetazoliny, ST-91,

siarczan agmatyny, chlorowodorek BU224.

Chlorowodorek marsanidyny 1 chlorowodorek 7-metylomarsanidyny zostaty
zsyntezowane w zespole Prof. F. Saczewskiego w Zakladzie Technologii Chemicznej
Srodkéw  Leczniczych, Wydzialu Farmaceutycnego z Oddziatem Medycyny
Laboratorynej, Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

W niektorych doswiadczeniach zostalty rowniez wykorzystane nast¢pujace zwigzki

zaliczane do antagonistow podtypow receptoréw ap-adrenergicznych:

- maleinian BRL 44408 — maleinian 2-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-ilometylo)-1-
metylisoindoliny),

- dichlorowodorek ARC 239 — (dichlorowodorek 2-{2-[4-(2-methoksyfenylo)-1-
piperazynylo]etylo}-4,4-dimetylo-1,3(2H,4H)-1zochinolinodionu),

- dichlorowodorek JP 1302 — (dichlorowodorek N-[4-(4-metylo-1-piperazynylo)fenylo]-
9-akrydynaminy),

- chlorowodorek RX 821002 - (chlorowodorek 2-(2-methoksy-2,3-dihydro-1,4-
benzodioksyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-imidazolu)

- chlorowodorek AGN 192403 —  (chlorowodorek  2-endo-amino-3-ekso-
izopropylodicyklo[2.2.1]heptanu

Producentem wymienionych wyzej zwigzkéw byt Tocris Cookson Ltd.(Bristol, UK)

Wszystkie badane zwigzki zostaty, przed podaniem szczurom, rozpuszczone w 0,9 %

roztworze NaCl i podawane byly zwierzetom do zyly udowej w objetosci 0,1 ml/100g m.c.
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1.3. Przebieg eksperymentu farmakologicznego

Dos$wiadczenia przeprowadzono wedlug zmodyfikowanej metody Kossa [74]. Kazde
zwierze¢ usypiano roztworem uretanu w dawce 1,5 g/kg m. c., podawanym dootrzewnowo
w objetosci 1 ml/100g m. c. Po stwierdzeniu stanu pelnego znieczulenia (tj. po uplywie
okoto 20 min od wstrzyknigcia uretnu) preparowano zyt¢ udowa szczura i umieszczano
w niej wenflon, przez ktéry podawane byty roztwory kazdego z badanych zwigzkow

imidazolinowych.

Zrenice oka mierzono za pomoca mikroskopu stereoskopowego (MST 132 LAB TK
PZO, Warszawa), zaopatrzonego w zielony filtr $wiatla oraz kamer¢ umozliwiajaca
obserwowanie zmian $rednicy Zrenicy na ekranie komputera oraz na cyfrowa rejestracje

wynikow eksperymentow.

Doswiadczenia przeprowadzono w zaciemnionym pomieszczeniu, zeby wyeliminowac
wpltyw $§wiatla slonecznego na szeroko$¢ zrenicy, co mogloby zaktoci¢ przebieg
eksperymentu. Poczatkowa warto$¢ $rednicy zrenicy oka zwierzat oka zwierzat wynosita

ok. 0,70 mm.

Kazda z pochodnych imidazoliny podawana byta, za pomoca strzykawki, do zyly
udowej szczura w rosngcych dawkach skumulowanych. Objetos¢ roztwordw
zawierajacych poszczegolne dawki zwigzkéw wynosita 0,1 ml/kg m.c. Po uptywie 5 min
od wstrzykniecia danej dawki, w czasie ktorych reakcja Zrenicy oka ulegala stabilizacji
1 utrzymywata si¢ na stalym poziomie, przeprowadzano pomiar szeroko$ci Zzrenicy

z doktadnoscig do 0,01 mm.

Aby wyeliminowa¢ ewentualny wplyw objetosci roztworu kazdej z dawek badanego
zwigzku na szeroko$¢ zrenicy oka zwierzat przeprowadzono réwniez doswiadczenie
kontrolne, polegajace na dozylnym podaniu w objetosci 0,1 ml/kg m.c. serii roztworow

0,9% NaCl w odstepach Smin.

W przypadku klonidyny, marsanidyny, 7-metylomarsanidyny, cirazoliny, guanabenzu,
guanfacyny,  deksmedetomidyny, tizanidyny, p-aminoklonidyny, detomidyny,
oksymetazoliny, brimonidyny, ST-91, RWJ 52353, lofeksydyny, ksylazyny i BU-224
stosowano nastepujace dawki: 1, 3, 5, 10, 30, 50, 100, 300, 500, 1000 pg/kg. Jedynie
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moksonidyna oraz rilmenidyna podawane byly dodatkowo w dawce 3000 pg/kg.
Ze wzgledu na slabg rozpuszczalno$¢ agmatyny, nie bylo mozliwe podanie szczurom

wyzszych dawek tego zwigzku.

Cze$¢ doswiadczen przeprowadzona zostalta w  obecno$ci johimbiny —
nieselektywnego antagonisty receptorow p-adrenergicznych. Zwiazek ten podawano
dozylnie w jednorazowej dawce 1,5 mg/kg 10 min przed serig skumulowanych dawek

danej pochodnej imidazoliny.

Doswiadczenia z klonidyng, marsanidyng i 7-metylomarsanidyng zostalty wykonane
dodatkowo w  obecnosci  selektywnych  antagonistow  podtypdw  receptora
ap-adrenergicznego: BRL 44408 (selektywny antagonista aya), ARC239 (selektywny
antagonista app), JP 1302 (selektywny antagonista apc) oraz zwigzku RX 821002,
zaliczanego do $rodkow preferencyjnie blokujacych receptor app-adrenergiczny.
W przypadku trzech pierwszych wymienionych antagonistow, kazdy z nich zastosowano
w jednorazowej dawce dozylnej 10 min przed podaniem szczurom serii skumulowanych
dawek klonidyny, marsanidyny i 7-metylomarsanidyny. Dawki te wynosity dla: JP 1302 —
1 mg/kg, ARC 239 — 0,5 mg/kg, BRL 44408 — 1 mg/kg, natomiast RX821002 zastosowano
w dawce 0,05mg/kg, AGN192403 — Smg/kg.

Na badania z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych wyrazita zgode Lokalna
Komisja Etyczna do spraw doswiadczen na zwierzetach w Gdansku (Uchwata Nr 46/2011

z dnia 14.11.2011 r.)

1.4. Analiza wynikow

Maksymalny efekt mydriatyczny kazdego z badanych zwiazkdéw zostal obliczony jako
przyrost szeroko$ci zrenicy oka szczura w porownaniu z wartoscig kontrolng E,x (mm).
Wartosci Ep.x przedstawionno jako $rednie z minimum pigciu do$wiadczen wraz
z odchyleniami standardowymi. Zaleznosci miedzy obserwowanymi efektami
mydriatycznymi  a rosngcymi logarytmicznie dawkami badanych zwigzkow (ug/kg)

przedstawiono w formie krzywych dawka-efekt mydriatyczny, skonstruowanych przy
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uzyciu oprogramowania GraphPad PRISM 6,07 (La Jolla California USA). Z krzywych
tych obliczono (w pg/kg lub w molach/kg) rowniez wartosci dawek rownoefektywnych
(EDsg), czyli dawek badanego zwigzku wywotujacych 50% maksymalnego efektu

mydriatycznego.

Na podstawie wynikow doswiadczen z antagonistami receptorow ap-adrenergicznych,
wyliczono rowniez wartosci pA; (ujemny loganytm dziesi¢tny ze st¢zenia molowego
antagonisty, ktore jest konieczne dla podwojenia st¢zenia agonisty umozliwiajgcego
uzyskanie takiego samego efektu farmakologicznego w nieobecnosci braku obecno$ci

antagonisty) [114].

Analiza ANOVA (p=0.02) oraz test Tukey’a, przeprowadzone dla eksperymentow
z antagonistami poszczeg6élnych podtypoéw receptoréw (BRL44408, ARC239, JP-1302 and
RX821002), potwierdzity, ze w przypadku klonidyny podtyp receptora adrenergicznego

opp jest zaangazowany w reakcje zrenicy wywotang testowanymi imidazolinami.

Analizy statystyczne 1 obliczenia przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica

(StatSoft, Inc. 2014), oprogramowanie do analizy danych wersja 12, www.statsoft.com.

Do zbadania réznic w dzialniu antagonistow poszczegoélnych podtypdéw receptorow
wykorzystano test Anova oraz test Tukey’a. Wyniki testow potwierdzity, ze RX 821002
(antagonista receptorow o2D-adrenergicznych) najsilniej antagonizuje mydriatyczne

dziatanie imidazolin.

Analiza strukturalna pochodnych imidazoliny

2.1.0znaczanie lipofilowosci badanych zwigzkow metoda

wysokosprawnej chromatografii cieczowej

2.1.1. Odczynniki chemiczne

Wodoroweglan amonu zakupiono w firmie Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
25% roztwor amoniaku pochodzit z zaktadow POCH (Gliwice, Polska). Producentem

metanolu o wysokiej czystosci (przeznaczonego do analiz LC-MS) byta firma J.T. Baker
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(Griesheim, Niemcy). Wode¢ dejonizowang, uzyta do sporzadzenia buforéw oraz do
przygotowania probek zwigzkow imidazolinowych, otrzymano z demineralizatora Direct-

Q 3W-R (Millipore SAS, Molsheim, Niemcy).

2.1.2. Przygotowanie buforu do fazy ruchomej oraz probek

analizowanych zwigzkow

Wodoroweglan amonu zostal uzyty do sporzadzenia buforu w celu kontroli pH fazy
ruchomej w trakcie procesu chromatograficznego. Bufor ten przygotowano w stezeniu 10
mM, rozpuszczajac odpowiednig nawazke substancji w wodzie demineralizowane;.
Przy pomocy pH-metru (Mettler Toledo,Schwerzenbach, Szwajcaria) (skalibrowanego
wodnymi buforami) doprowadzono warto$¢ pH buforu do poziomu 10,7 poprzez dodatek
odpowiedniej ilosci 25% roztworu amoniaku. Gotowy bufor przefiltrowano przez filtry

nylonowe o $rednicy pordw 45 um, a nastepnie odgazowano na tazni ultradzwigkowe;.

Nawazki wielkos$ci 1mg kazdej z pochodnych imidazoliny rozpuszczono w objetosci
1 ml metanolu uzyskujac roztwory o stezeniu 1mg/ml. Nastepnie roztwory te potaczono

uzyskujac mieszaning o stezeniu 20 pg/mL.

2.1.3. Oznaczenia analityczne z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprze¢zonej ze spektrometria mas

(RP-HPLC-ESI-TOF-MS)

Oznaczenia chromatograficzne przeprowadzone zostaty technika wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz (RP HPLC), przy uzyciu zestawu
Agilent Technologies 1260 (Santa Clara, CA, USA), sprzezonego z spektrometrem mas
z analizatorem czasu przelotu (TOF) model 6224. Do oznaczen chromatograficznych
zastosowana zostata kolumna
X Bridge-C18 (Waters Ltd., Milford, MA, USA) o wymiarach 3 mm x 50 mm, oraz
o $rednicy ziaren 2-5 um. Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej (f) wynosita 0,5 ml/min,
objetos¢ nastrzyku 2 pl, a temperatura (T) kolumny 25 °C. Ze wzgledu na ztozony sktad
oznaczanej mieszaniny oraz odmienne wlasciwosci fizykochemiczne analitow
wykorzystano metode elucji gradientowej wedtug [115], w ktorej zawarto§¢ modyfikatora

organicznego — metanolu, zmieniala si¢ liniowo w zakresie od 5 — 80 %.
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W oznaczeniach analitycznych, jako zrodto jonéw wykorzystano jonizacj¢ metoda
elektrorozpylania (ang. electrospray ionization ESI) w trybie jonizacji dodatniej. Ci$nienie
rozpylacza wynosito 50 psi przy napigciu kapilary 4000 V, natomiast przeptyw oraz
temperatura gazu suszacego wynosity odpowiednio 11 L/min oraz 350 °C. Napigcie na
stozku, oktopolu oraz fragmentorze wynosito odpowiednio 65 V, 750 V oraz 84 V.
Wszystkie oznaczenia nalityczne przeprowadzono w trybie przemiatania (ang. scan)

w zakresie 50-1200 m/z.

Aby umozliwi¢ ocen¢ dokladnos$ci pomiaru masy, w czasie trwania sekwencji analiz
do zrodta jonow doprowadzany byt roztwdr mas referencyjnych. Oznaczenia
chromatograficzne zostaty przeprowadzone za pomocg 3 metod gradientowych o czasie
trwania analiz odpowiednio 30, 90 1 270 min. Ponadto wyznaczona zostata objetos$c

retencji substancji niezatrzymywanej (Vo) z wykorzystaniem roztworu kwasu

cytrynowego.

Dane analityczne (wartosci czasOw retencji, tgr, wartosci masy do tadunku -m/z,
intensywno$¢) dotyczace oznaczanych zwigzkow zostaly zebrane za pomoca
oprogramowania Mass Hunter Acquisition B.04 [116]. Analiza jako$ciowa oraz
identyfikacja oznaczanych analitow, zostata wykonana przy uzyciu programu Mass Hunter
Qualitative Analysis B.05 [116]. Masy monoizotopowe oraz wzory sumaryczne niezbedne
do identyfikacji oznaczanych zwigzkow zostaly sprawdzone w bazie danych Chemspider

[117].

Wartosci chromatograficznego parametru lipofilowosci (log kw) pochodnych
imidazoliny wyliczono zgodnie z procedurg opisang w pracy [118] na podstawie wartosci
czasOw retencji, otrzymanych z trzech przebiegow gradientowych. Obliczenia

przeprowadzono w oparciu o Rown. 71 8:

ko = 10%9kw=S¢0 Rown. 7

gdzie: ¢, oznacza poczatkowa zawartos¢ modyfikatora organicznego dla liniowego
gradientu, S — parametr nachylania dla réwnania Snydera-Soczewinskiego, log kw —
parametr lipofilowos$ci wyrazony w postaci log k ekstrapolowanej do czystego buforu.
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t
tg+ tg — m+ (toko—td+

gdzie: t’r — skorygowany czas retencji, tr — czas retencji, tp — czas martwy, ko —
warto$¢ wspodlczynnika retencji, odpowiadajaca sktadowi fazy w poczatkowej objetosci
frakcji modyfikatora organicznego, tg — czas trwania gradientu.

3. Deskryptory strukturalne pochodzace 2z modelowania

molekularnego

Modelowanie czasteczkowe badanych pochodnych imidazolinowych oraz obliczenia
deskryptorow opisujacych ich strukturg, przeprowadzono przy uzyciu programu

HyperChem Release 8.0 (Hypercube Inc., Gainesville, FL, USA).

Geometria czasteczek zwigzkéw zostala zoptymalizowana metoda mechaniki
molekularnej polem silowym MM+. Dalsza optymalizacja struktur ligandéw
przeprowadzona zostata w oparciu o metody pédtempiryczne za pomoca pola sitowego
AMI i algorytmu Polak-Ribiere (limit gradientu 0,01 — 1,00 A). Nastepnie obliczono
wartosci deskryptoréw czasteczkowych zwigzkdéw: energii najwyzszego zajetego (Exomo)
oraz najnizszego niezajetego (Erumo) orbitalu molekularnego, momentu dipolowego (n),
maksymalnych i minimalnych elektronowych tadunkéw elektronowych na poszczegdlnych
atomach w czasteczkach imidazolin (odpowiednio Maxg, i Ming,), energii catkowitej (Er),
masy czasteczkowej (M), refrakcji molowej (MR), polaryzowalnosci (P), powierzchni
1 objetosci Van der Waalsa, (odpowiednio VdWgy,s 1 VdW,,), oraz subczasteczkowego
parametru polarnosci (A), zdefiniowanego jako rdznica najmniejszej oraz najwickszej

gestosci elektronowej na dwoch atomach w czasteczce.

Za pomoca programu Hyperchem oraz ACD (Advanced Chemistry Development,

Toronto, Canada) obliczone zostaty réwniez teoretyczne warto$ci wspotczynnika podziatu
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n-oktanol-woda (odpowiednio CLOGPyyp, oraz CLOGPacp), a takze wartosci statej

kwasowosci pK, zwigzkow.

Analize QSAR przeprowadzono stosujac program Statistica (StatSoft, Inc. (2014)

wersja 12 www.statsoft.com).

Majac na uwadze roznorodnosci budowy pochodnych imidazoliny wykorzystanych
w badaniu, wyodrgbniono z serii 18 zwigzkow podgrupe 12 imidazolin zawierajacych
w swojej strukturze mostek —NH-, oddzielajagcy uktad imidazoliny od pier§cienia
(hetero)arylowego. Dla tej subserii przeprowadzono osobng analiz¢ QSAR. W skifad
podgrupy wchodzily: klonidyna, p-aminoklonidyna, rilmenidyna, moksonidyna,
brimonidyna, tizanidyna, ksylazyna, ST-91, marsanidyna and 7-methylmarsanidyna.
W analizie QSAR uwzgledniono dodatkowo wyliczony parameter elektronowy Ny,
oznaczajacy wielko$¢ nadmiarowego tadunku elektronowego na atomie azotu. Nie
znaleziono istotnych korelacji taczacych aktywnos$¢ mydriatyczng log(1/EDsg) z tym

parametrem ani z pozostalymi deskryptorami strukturalnymi imidazolin.
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IV. WYNIKI

1. Dzialanie mydriatyczne pochodnych imidazoliny

Przebadano wptyw 20 zwiazkow imidazolinowych na szeroko$¢ Zrenicy oka szczura.
Grupe t¢  tworzyly:  klonidyna, rilmenidyna, moksonidyna, marsanidyna,
7-metylomarsanidyna, cirazolina, guanabenz, guanfacyna, deksmedetomidyna, tizanidyna,
p-aminoklonidyna, detomidyna, oksymetazolina, brimonidyna, ST-91, RWIJ 52353,
lofeksydyna, ksylazyna, agmatyna oraz BU224. Otrzymane wartosci Ey.x, EDsy oraz log
(1/EDsp) zebrano w Tab.1.

Na Rys. 7-16 przedstawiono krzywe zalezno$ci dawka-efekt mydriatyczny dla 18
badanych  pochodnych  imidazoliny:  cirazoliny,  guanabenzu,  guanfacyny,
deksmedetomidyny, tizanidyny, p-aminoklonidyny, detomidyny, oksymetazoliny,
brimonidyny, ST-91, RWJ] 52353, lofeksydyny, ksylazyny, klonidyny, rilmenidyny,

moksonidyny, marsanidyny oraz 7-metylomarsanidyny.

4-
-e- cirazolina

34 -+ guanabenz
T -*- guanfacyna
=
L
W

0

0 1 2 3 4

Dawka [ug/kg]

Rys. 7. Krzywe =zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla cirazoliny, guanabenzu

1 guanfacyny.
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-o- deksmedetomidyna
-0~ tizanidyna
-8 p-aminoklonidyna

Efekt [mm]
n

5

10 100
Dawka [ug/kg]

1000 10000

Rys. 8. Krzywe zalezno$ci dawka-efekt mydriatyczny dla deksmedetomidyny, tizandyny
1 p-aminoklonidyny.

-o- detomidyna
-+ oksymetazolina
—— brimonidyna

Efekt [mm]

1 2 3 4
Dawka [ng/kg]

Rys. 9. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla detomidyny, oksymetazoliny 1
brimonidyny.
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-o- ST-91
-+ RWJ 52353

Efekt [mm]

0 1 2 3 4
Dawka [ng/kg]

Rys. 10. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla ST-91 1 RWJ 52353.

: : -o- |ofeksydyna
-+ ksylazyna

Efekt [mm]

Dawka [ng/kg]

Rys. 11. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla lofeksydyny i ksylazyny.
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-o- Kklonidyna
-#- Kklonidyna + johimbina

Efekt [mm]

o

0 1 2 3 4
Dawka [ug/kg]

Rys.12. Krzywe zalezno$ci dawka-efekt dla klonidyny oraz dla klonidyny w obecnosci
johimbiny.

54
-o- rilmenidyna

4- -# rilmenidyna + johimbina
S
£ 31
]
8 21
1]

14

[ ]
0+—>—=»
0 1

Dawka [ng/kg]

Rys. 13. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla rilmenidyny oraz dla

rilmenidyny w obecnos$ci johimbiny.
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(3]
1

-~ moksonidyna

4- -# moksonidyna + johimbina
€
£ 31
]
8
L

14

o
0% g T 1
0 1 3 4

Dawka [ng/kg]

Rys. 14. Krzywe zaleznos$ci dawka-efekt mydriatyczny dla moksonidyny oraz dla

moksonidyny w obecnos$ci johimbiny.

54
-~ marsanidyna

4- - marsanidyna +johimbina
S
£ 3
X
9 2
11|

14

0 1 2 3 4
Dawka [ng/kg]

Rys. 15. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla marsanidyny oraz dla

marsanidyny w obecnos$ci johimbiny.
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-8~ 7-mmarsanidyna

7-mmarsanidyna
+ johimbina

Efekt [mm]

0 T

0 1 2 3 4
Dawka [ug/kg]

Rys. 16. Krzywe zaleznos$ci dawka-efekt mydriatyczny dla 7-metylomarsanidyny oraz

dla 7-metylomarsanidyny w obecnos$ci johimbiny.

Agmatyna w zakresie dawek od 10™ mol/kg do 107 mol/kg nie wywierala po podaniu
dozylnym wptywu na szerokos$¢ zrenicy oka szczura. Podanie wyzszych dawek okazato si¢
niemozliwe ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$¢ zwiazku w 0,9 % roztworze NaCl.
BU 224, agonista receptorow imidazolinowych typu I, zgodnie z przewidywaniami nie
wywotat po podaniu dozylnym w zakresie dawek od lug/kg do 1000 ng/kg, efektu

mydriatycznego, dlatego mozna go traktowac jako kontrole ,,ujemng”.

Przeprowadzono rowniez eksperyment kontrolny, podajac szczurom dozylnie 0,9 %
roztwor NaCl. Kolejne objetosci tego roztworu, odpowiadajgce uzywanym skumulowanym

dawkom pochodnych imidazoliny, nie wplywaly na szeroko$¢ zrenicy oka zwierzat
(Rys. 17).
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Tab. 1. Parametry farmakologiczne badanych imidazolin.

Lp. Zwiazek E nax [Mmm] ED50[pg/kg]  EDs, [mol/kg] Log(1/ED50)
1. klonidyna 3,62(+0,04) 8,33(+0,02) 3,50x10™ 7,46
2. p-aminoklonidyna 3,80(£0,09) 68,27(+0,02) 2,78x107 6,56
3. brimonidyna 3,68(+0,09) 33,23(+0,33) 1,14x10” 6,94
4. cirazolina 0,77(%0,09) 23,72(+0,11) 1,1x10” 6,96
5. detomidyna 3,65(%0,04) 4,78(%0,11) 2,57x10™ 7.59
6. deksmedetomidyna 3,55(+0,10) 1,63(£0,25) 8,13x10” 8,09
7. guanabenz 3,50(%0,06) 27,48(%0,22) 1,19x10” 6,92
8. guanfacyna 3,73(£0,08) 129,9(1,03) 5,28x10” 6,28
9. moksonidyna 3,76(x0,1) 361,0(=1,01) 1,49x10° 5,83

10. oksymetazolina 3,47(x0,006) 64,15(+0,22) 2,46x107 6,61

11. rilmenidyna 3,86(+0,15) 266,6(+2,06) 1,48x10°° 5,83

12. tizanidyna 3,82(%0,06) 27,98(+0,32) 1,10x107 6,97

13. ksylazyna 3,84(%0,1) 90,54(x1,59) 4,11x107 6,39

14. marsanidyna 3,97(+0,1) 45,65(+1,07) 2,27x107 6,64

15. 7-metylomarsanidyna 3,58(+0,08) 5,03(£1,08) 2,32x10° 7,64

16. RWJ 52353 3,56(£0,11) 87,68(+0,44) 3,67x10” 6,44

17. ST-91 2,51(x0,09) 162,5(+0,43) 7,48x10” 6,13

18. lofeksydyna 3,71(x0,006) 4,18(+0,23) 1,61x10® 7,79

19. agmatyna Bd Bd 0 0

20. BU224 Bd Bd 0 0
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N
1

Efekt [mm]

0-?:'—0—’—3—0—,—‘—|

0,9% NaCl (0,1 ml/kg m.c.)

Rys. 17. Odpowiedz zrenicy oka szczura na seri¢ objetosci 0,9 % roztworu NaCl.

Dodatkowo w badaniu ujeto zwigzek BU-224, bedacy ligandem receptora
imidazolinowego I,, stanowigcy negatywng kontrole. W przypadku agmatyny, ze wzgledu
na trudnosci z rozpuszczalno$cia, nie bylo mozliwe podanie wyzszych dawek tego

zwigzku, co moglo by¢ przyczyna braku efektu mydriatycznego.

Sposrod 18 analogow imidazoliny, ktére wywolywaly rozszerzenie Zrenicy oka
szczura, 16 znanych jest jako agonisty receptora ap-adrenergicznego, o zréznicowanym
powinowactwie 1 selektywnosciwobec tego receptora [29,119] za$ pozostale dwa:
marsanidyna 1 7-metylomarsanidyna, to nowootrzymane pochodne [120]. DIla 13
zwigzkow, a  mianowicie: guanabenzu, deksmedetomidyny, RWIJ-52353,
7-metylomarsanidyny, klonidyny, detomidyny, brimonidyny, lofeksydyny, guanfacyny,
moksonidyny, apraklonidyny, tizanidyny 1 ksylazyny, wartosci E,x miescity si¢ miedzy od
3,5 do 3,8 mm (Tab. 1). W przypadku marsanidyny obserwowano najsilnejszy sposrod
badanych zwigzkow efekt mydriatyczny (Enax = 3,97+0,10 mm). Dwie kolejne pochodne
imidazoliny: oksymetazolina 1 ST-91, wykazywaly stabsze maksymalne efekty
rozszerzania zrenicy, wynoszace odpowiednio: 3,47+0,06 mm oraz 2,51+£0,09 mm.

Najstabsze dzialanie mydriatyczne obserwowano dla cirazoliny (Epax = 0,77+0,06 mm).

W przypadku rilmenidyny, moksonidyny, maksymalne efekty mydriatyczne wynosity
odpowiednio: 3,86+0,15 mm i 3,76+0,10 mm, ale wystapity one po podaniu znacznie

wyzszych dawek (10 mol/kg) w poréwnaniu do innych pochodnych imidazoliny.
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Wartosci EDsg (ng/kg) badanych zwiazkow, obliczone na podstawie krzywych dawka-
efekt mydriatyczny wykazaly znaczne zrdéznicowanie (od 1,63 pnugkg dla

deksmedetomidyny do 361,0 pg/kg dla moksonidyny).

Kolejnos¢ zwiazkéw wedtug rosnacych wartosci EDsg (ng/kg), obrazujacych wzgledne
powinowactwo pochodnych imidazoliny do o$rodkowych receptorow a-adrenergicznych,
przedstawia si¢ nastepujaco: moksonidyna > rilmenidyna > ST 91 > gunfacyna> ksylazyna
> RWIJ 44408 > p —aminoklonidyna > oksymetazolina > marsanidyna > brimonidyna >
tizanidyna > guanabenz > cirazolina > klonidyna > 7-metylomarsanidyna > detomidyna >
lofeksydyna > deksmedetomidyna. Wartosci Ey,ax oraz EDsy badanych imidazolin zebrano

w Tab 1.

1.1. Wplyw johimbiny na efekty mydriatyczne klonidyny, rilmenidyny,

moksonidyny, marsanidyny i 7-metylomarsanidyny

W przypadku klonidyny, rilmenidyny, moksonidyny, marsanidyny 1 7-
metylomarsanidyny do§wiadczenia przeprowadzono w obecnosci johimbiny — klasycznego
antagonisty receptoréw «ap-adrenergicznych. Wybierajac klonidyne do eksperymentow
kierowano si¢ tym, ze wymieniony zwigzek uwazany jest za modelowy w badaniach
dziatania mydriatycznego na szczurach. Z kolei rilmenidyna oraz moksonidyna zaliczane
sa do ,,mieszanych” agonistow receptora I;-imidazolinowegi/a,-adrenergicznego. Dlatego
ocena udzialu receptorow typu o, wydawala si¢ interesujaca. Natomiast dwie nowo-
syntezowane pochodne imidazolinowe: marsanidyna i jej 7-metylowy analog, nie byly

dotad badane z wykorzystaniem testu mydriazy ocznej u szczura.

Klonidyna, rilmenidyna, moksonidyna, marsanidyna i 7-metylomarsanidyna, podane
szczurom w dawkach skumulowanych, wywotuja zalezne od dawki dziatania
mydriatyczne, przedstawione w postaci krzywych dawka-efekt na Rys. 12-16. Obliczone
wartosci EDsy wynosza odpowiednio: 8,34 (£0,02); 266,6 (+£2,06); 361,0 (£1,01); 45,65
(£1,07); 5,03 (£1,08) ng/kg (Tab. 1.).

Johimbina podana dozylnie szczurom 10 min przed zastosowaniem skumulowanych

dawek wymienionych pochodnych imidazoliny powoduje rownolegle przesuniecie
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krzywych dawka-efekt w prawo, bez obnizenia wartosci efektéw maksymalnych. Warto$ci
EDsy dla uktadu klonidyna + johimbina, rilmenidyna +johimbina, moksonidyna +
johimbina, marsanidyna +johimbina oraz 7-metylomarsanidyna + johimbina ulegaja
zwigkszeniu 1 wynosza odpowiednio: 34,79 ng/kg; 1262 pg/kg; 842,3 ng/kg; 109,9 ng/kg;
6,54 png/kg (Tab. 2). Obserwowany antagonizm kompetycyjny johimbiny w stosunku do
efektow wymienionych imidazolin potwierdza udziatl receptorow a,-adrenergicznych

w dziataniach mydriatycznych tych zwigzkow.

1.2. Wplyw AGN192403 na dzialanie mydriatyczne klonidyny

Dodatkowo przeprowadzono eksperymenty sprawdzajace dziatanie klonidyny
w obecnosci AGN192403, selektywnego antagonisty receptora Il-imidazolinoewego.
Obecnos¢ tego zwigzku spowodowata nieznaczne przesunigcie krzywej dawka-efekt dla
klonidyny w prawo (Rys.18). Maksymalny efekt mydriatyczny wynosit 3,69+0,1 mm,
natomiast warto§¢paremetru ED50 wynosita 25,89+3,4 ng/kg.

[0 klonidyna + AGN192403
@® kionidyna

Effect [mm]
N
(=]
Il

100 1000 10000
Dawka ug/kg

Rys. 18. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla klonidyny oraz dla
klonidyny w obecnosci AGN192403.
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Z kolei proba wykonana ze skumulowanymi dawkami AGN192403 (0,1-5 mg/kg)
w odstepach 5 min wykazala wystgpienie bardzo stabego efektu mydriatycznego

(Rys. 19.).

W 0.9% NaCl
V¥ AGN192403

Effect [mm]
N
1

0.01 0.1 1 10
Dawka [mg/kg]

Rys. 19. Wptyw 0,9% roztworu NaCl i AGN192403 na $rednice Zrenicy oka szczura.

1.3. Analiza farmakologiczna zaangazowania podtypow receptora
o,-adrenergicznego w dzialaniu mydriatycznym klonidyny, marsanidyny

oraz 7-metylomarsanidyny

Podjeta zostata proba oceny udzialu poszczegdlnych podtypow receptorow
ap-adrenergicznych w efekcie rozszerzania Zrenicy u szczura, wywolywanym przez
zwiazki o budowie imidazolinowej. Do doswiadczen wytypowano klonidyne — modelowy
zwigzek imidazolinowy oraz dwa nowe analogi imidazoliny: marsanidyne oraz
7-metylomarsanidyne, ktére w doswiadczeniach z uzyciem znakowanych ligandéw

wykazywaty znaczne powinowactwo do osrodkowych receptorow uktadu adrenergicznego
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typu o [121]. Doswiadczenia przeprowadzono w obecnosci 1 nieobecnosci ,.klasycznego”
antagonisty receptora ap-adrenergicznego — johimbiny, a ponadto wykorzystano w nich
wybidrcze antagonisty poszczegodlnych subtypdéw receptorow wymienionego receptora:
BRL44408 (antagonista receptora opa-adrenergicznego), ARC239 (antagonista receptora
app-adrenergicznego), JP1302 (antagonista receptora apc-adrenergicznego) a takze zwigzek
RX821002, zaliczany do preferencyjnych antagonistow receptora Qpp-adrenergicznego

[62] .

Ponizej przedstawiono odpowiednie wykresy zalezno$ci dawka-efekt mydriatyczny
dla badanych zwigzkoéw imidazolinowych (Rys. 20-22). Rysunek 23 przedstawia obraz
obserwowanego pod mikroskopem wptywu kolejnych dawek marsanidyny na szeroko$¢

zrenicy oka szczura.

Po podaniu zwierzetom wymienionych zwigzkow w dawkach skumulowanych,
mieszczacych si¢ w zakresie 1-1000 pg/kg, obserwowano sigmoidalny przebieg krzywych
dawka-efekt (Rys. 20-22). Warto$ci Eax dla klonidyny, marsanidyny oraz jej 7-metylowe;j
pochodnej wynosity odpowiednio: 3,63+0,09 mm, 3,97+0,1 mm oraz 3,63+0,09 mm
(Tab. 1).

Uprzednie podanie dozylne johimbiny oraz zwigzkow dzialajagcych antagonistycznie
wobec podtypdéw ap-receptorow uktadu sympatycznego: BRL44408, ARC239, JP1302
oraz RX821002, powodowato w kazdym przypadku réwnolegte przesunigcie krzywych
dawka-efekt w prawo, przy czym obserwowane maksymalne efekty mydriatyczne
klonidyny, marsanidyny i 7-metylomarsanidyny nie r6znilty si¢ od analogicznych efektéw
wywotanych przez skumulowane dawki badanych zwigzkéw imidazolinowych badanych
w nieobecno$ci antagonistow receptorowych (Rys. 20-22). Wskazuje to na kompetycyjny
antagonizm johimbiny, BRL44408, ARC239, JP1302 oraz RX821002 wzgledem dziatania
na zrenice oka, wywieranego przez klonidyne, marsanidyn¢ i 7-metylomarsanidyng.

Poszczegdlne wartosci EDsg oraz pA, zebrano w Tab. 2.
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Tab. 2. Wartosci EDsy badanych zwigzkéw imidazolinowych w obecnosci i nieobecnos$ci

antagonistow  poszczegolnych  podtypoéw

receptorow

a2-adrenergicznych  wraz

z wartosciami pA, obliczonymi dla klonidyny, marsanidyny i1 7-metylomarsanidyny,
badanych w obecnos$ci johimbiny, BRL44408, ARC239, JP1302 oraz RX821002.

Warto$ci EDsy obliczone za pomocg regresji nieliniowej wraz 95% przedziatami
ufnosci 1 liczba stopni swobody (df).

Zwigzek

EDs [ng/kg]

PA;

klonidyna

klonidyna + johimbina
klonidyna + BRL.44408
klonidyna + ARC239
klonidyna + JP1302
klonidyna + RX821002
marsanidyna
marsanidyna + johimbina
marsanidyna + BRL44408

marsanidyna + ARC239

marsanidyna + JP1302
marsanidyna + RX 821002
7-metylomarsanidyna

7-metylomarsanidyna +
johimbina
7-metylomarsanidyna +
BRL44408

7-metylomarsanidyna +
ARC239

7-metylomarsanidyna +
JP1302

7-metylomarsanidyna +
RX821002

8.34 (7.55 - 9.18) df=52
34.79 (32.89 - 36.80) df=52
8.75 (8.17 - 9.38) df=41
5.56 (4.88 - 6.32) df=52
6.93 (6.58 - 7.30) df=52
524.1 (485.0 - 566.4) df=47
45.65 (39.60 - 52.63) df= 47
109.9 (84.2 - 143.4) df=47
114.3 (89.38 - 146.1) df=33

109.0 (71.93 - 165.2) df=27

68.2 (55.98 - 83.08) df=47
153.4 (131.1 - 179.6) df=37
4.94 (4.28 - 5.93 df=42

6.54 (5.89 - 7.24) df=37

4.14 (3.89 - 4.42) df=37

4.5 (4.21 - 4.81) df=37

5.65 (5.33 - 5.99) df=37

18.11 (16.44 - 19.94) df=47

6.66 (6.54 - 6.79) df=77
Bd
Bd
Bd
11.23 (11.01 - 11.46) df=97
6.02 (5.79 - 6.24) df=77
Bd
6.55 (6.23 - 6.87)
df=57
Bd

8.34 (8.18 - 8.49) df=67

5.66 (5.41 - 5.92) df=87

Bd

Bd

Bd

6.99 (6.81 - 7.17) df=97
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Analiza przebiegu krzywych dawka-efekt przedstawionych na Rys. 20 wskazuje na to,
ze RX821002 — preferencyjny antagonista podtypu a,p receptora adrenergicznego,
najsilniej hamuje mydriaze wywotang klonidyna. Swiadczy o tym wyrazne réwnolegte
przesunigcie w prawo krzywej dawka-efekt dla klonidyny. Obliczona warto$¢ EDsy dla
uktadu klonidyna + RX821002, wynoszaca 524,1 (485,0 — 556,4) ng/kg, jest prawie 50
razy wyzsza w poréwnaniu z analogiczng wartoscig EDsy dla samej klonidyny, rowna

11,23 (11,01 — 11,46) pg/kg (Tab. 2).

Z kolei efekt rozszerzenia zrenicy oka szczura wywolany przez klonidyng jest rOwniez
antagonizowany kompetycyjnie przez johimbing, ale w znacznie mniejszym stopniu, na co
wskazujg obliczone na podstawie krzywych dawka-efekt wartosci EDsp 1 pA,, ktore dla
klonidyny badanej w obecnos$ci johimbiny wynosza, odpowiednio 34,79 (32,89-36,80)
ug/kg oraz 6,66 (6,54-6.79), Tab. 2.

Pozostale zwigzki zaliczane do selektywnych antagonistow poszczegolnych subtypow
receptora Qp-adrenergicznego, a mianowicie BRL44408 (antagonista receptora
apa-adrenergicznego), ARC239 (antagonista receptora apg-adrenergicznego) oraz JP1302
(antagonista receptora apc-adrenergicznego), nie wykazywaly istotnego wplywu na
dziatanie rozszerzajace zrenice oka szczura, wywotane podaniem skumulowanych dawek
klonidyny. Odpowiednie wartosci EDsy dla klonidyny oraz dla klonidyny w obecnosci
BRL44408, ARC239 i JP1302 sg zblizone do wartosci EDsy obliczonej dla samej
klonidyny (Tab. 2). W tych przypadkach nie bylo mozliwe wyliczenie warto$ci pA;
z uwagi na naktadanie si¢ krzywych dla klonidyny + BRL44408, klonidyny + ARC239
oraz klonidyny + JP1302 (Rys. 20).

Podobna sytuacja miata miejsce, jesli chodzi o 7-metylomarsanidyng, ktorej dziatanie
rozszerzajace zrenice oka szczura po podaniu zwierzetom w skumulowanych dawkach
bylo silnie antagonizowane przez RX821002 (EDsy = 18,11 [16,44-19,91] ug/kg; pA; =
6,99 [6,81-7,17]), natomiast stabiej przez johimbing (EDsy = 6,54 [5,86-7,24] nug/kg; pA, =
5,66 [5,41-5,92]) (Tab. 2). Zwigzki BRL44408, ARC239 oraz JP1302 nie wykazywaty
istotnego wptywu na efekty mydriatyczne wywierane przez 7-metylomarsanidyne (Tab. 2),
co potwierdzajag wartoSci EDsy otrzymane dla tej pochodnej imidazolinowej, badanej
w obecnosci wymienionych antagonistow receptorowych. Wartosci te nie roéznig si¢
znamiennie od warto$ci EDsy obliczonej dla samej 7-metylomarsanidyny (Tab. 2).

Podobnie jak w przypadku klonidyny, nie udato si¢ obliczy¢ warto$ci parametru pA, dla

57



7-metylomarsanidyny, badanej w obecnosci BRL44408, ARC239 oraz JP1302, ze wzgledu
na naktadanie si¢ poszczegolnych krzywych dawka-efekt mydriatyczny (Rys. 22).

Na Rys. 21 widoczne jest wyrazne rownolegle przesunigcie w prawo krzywej dawka-
efekt dla marsanidyny badanej w obecnosci RX821002. Dzialanie antagonistyczne
johimbiny wobec omawianego efektu tej pochodnej imidazolinowej jest mniej zaznaczone,
czego dowodem sg wyliczone wartosci pA,, wynoszgce odpowiednio 8,34 (8,18-8,49) dla
uktadu marsanidyna + RX821002 oraz 6,02 (5,79-6,24) dla uktadu marsanidyna +
johimbina (Tab. 2). Zwiazki ARC239 oraz JP1302 wywotuja jedynie niewielkie
przesunigcie rownolegle krzywych dawka-efekt mydriatyczny dla marsanidyny. Warto$ci
pA, obliczone dla tych zwigzkow nie rdznig si¢ w sposob statystycznie znamienny

w porownaniu z analogiczng wartoscig obliczong dla uktadu marsanidyna + johimbina.

Rowniez w obecnosci BRL44408 praktycznie nie zaobserwowano przesunigcia
krzywej dawka-efekt dla marsanidyny. Dlatego niemozliwe byto obliczenie parametru pA,
dla tego uktadu Tab. 2.

klonidyna klonidyna

klo+johimbina
klo+RX821002
klo+JP1302
klo+ARC239
klo+BRL44408

tteted

Efekt [mm]

Dawka [ng/kg]

Rys. 20. Krzywa zaleznosci dawka-efekt dla klonidyny w obecno$ci antagonistow

receptora (p-adrenergicznego oraz jego podtypow.
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marsanidyna

marsanidyna
mars+johimbina
mars+RX821002
mars+ARC239
mars+JP1302
mars +BRL44408

tdhtwe

Efekt [mm]

A1 Dawka [ug/kg]

Rys. 21. Krzywa zalezno$ci dawka-efekt dla marsanidyny w obecnos$ci antagonistow

receptora op-adrenergicznego oraz jego podtypow.

7-metylomarsanidyna

7-mmars

7-mmars + johimbina
7-mmars+RX821002
7-mmars+ARC239

7-mmars+JP1302
7-mmars+BRL44408

Fédtme

Efekt [mm]

A1 Dawka [ng/kg]

Rys. 22. Krzywa zalezno$ci dawka-efekt dla 7-metylomarsanidyny w obecnosci

antagonistow receptora ap-adrenergicznego oraz jego podtypow.
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control

50ug/kg 100pg/kg 300ug/kg

Rys. 23. Zmiany S$rednicy Zrenicy szczura po podaniu skumulowanych dawek

marsanidyny.
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2. Wyniki

2.1.

imidazolinowych

W wyniku analizy RP HPLC mieszaniny badanych pochodnych imidazoliny

analizy

strukturalnej

badanych

pochodnych

Parametr lipofilowosci zwiagzkow, log k., oznaczony przy uzyciu

RP HPLC/MS

przeprowadzonej technikg gradientowa z wykorzystaniem spektrometrii mas, uzyskano

dobra separacje poszczegdlnych zwiazkéw, ktore zostaly nastgpnie zidentyfikowane

w oparciu o ich stosunek masy do ftadunku (m/z). Przykladowy chromatogram

przedstawiajacy piki poszczegdlnych imidazolin rozdzielone z ich mieszaniny technika

gradientowej RP HPLC (Rys. 24). Obliczone wartosci log kw (log kw eksp) zebrano
w Tab. 3.

Tab. 3. Parametry strukturalne zwigzkéw imidazolinowych.

Lp. Zwinzek RO CLOSE opjetose  (EOT OSSP
1. klonidyna 2,08 1,41 0,28 621,56 309,26 397,21 8,10
2. rilmenidyna 2,54 0,57 1,90 613,91 260,44 386,36 7,88
3. moksonidyna 1,49 0,84 0,60 696,14 349,95 444,70 7,11
4. cirazolina 3,15 3,19 0,48 718,29 348,24 449,55 9,84
5. guanabenz 2,77 2,49 0,16 635,54 355,93 399,53 7,66
6. guanfacyna 2,39 1,12 -0,33 625,43 286,70 382,81 7,34
7o deksmedetomidyna 3,55 3,1 0,69 670,48 356,01 412,59 6,65
8. tizanidyna 1,92 0,65 2,41 653,53 285,92 413,11 7,48
9. p-aminoklonidyna 1,29 0,29 -1,44 656,73 321,55 416,47 9,26
10. detomidyna 3,16 2,75 0,29 633,10 344,22 397,43 7,14
11. oksymetazolina 3,63 4,52 1,46 836,56 431,81 495,29 10,61
12. brimonidyna 1,94 0,96 1,03 703,48 316,34 441,79 7,69
13. ST-91 2,95 2,37 1,83 726,19 327,35 441,91 10,67
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14. RWJ 52353 3,13 3,04 -0,99 672,05 298,97 414,23 6,55
15. lofeksydyna 3,2 3,59 0,19 707,23 363,39 431,02 Bd
16. ksylazyna 3,35 2,37 1,75 685,36 333,73 421,17 7,67
17. marsanidyna 1,97 1,24 0,01 297,08 297,08 400,44 7,26
18. | 7-metylomarsanidyna 2,4 0,56 -0,02 690,40 323,77 431,51 7,31

Polary- . .
1. klonidyna 22,66 62,24 2939 -9,09816 -0,39371 -60958,1 0,23 -0,28
2. rilmenidyna 19,72 | 49,52 | 2,045 | -9,15555 | 1,298482 51477,09 0,22 -0,28
3. moksonidyna 23,62 61,21 2,072 -9,12753  -0,70499 -70215,6 0,23 -0,28
4. cirazolina 24,65 | 66,75 | 1,306 | -9,27169 | 0,143727 -60345,7 0,20 -0,29
5. guanabenz 22,53 61,36 1,937 -8,69051 -0,02583 -62453,1 0,23 -0,36
6. guanfacyna 23,52 | 63,18 | 4,948 | -9,8989 | -0,60648 -68359,6 0,26 -0,37
7. deksmedetomidyna 24,60 67,59 3,146 -8,90516 0,711332 -52985,9 0,25 -0,21
8. tizanidyna 25,02 | 68,13 | 2,432 | -9,06802 | -1,62627 -66019,8 0,63 -0,31
9. p-aminoklonidyna 24,01 65,79 4,452 -8,81106 -0,22592 -66055,4 0,23 -0,33
10. detomidyna 22,76 | 63,12 | 3,467 | -8,95172 | 0,664646 -49396,9 0,25 -0,21
11. oksymetazolina 30,93 81,28 1,094 -8,88156 0,175466 -71802,4 0,22 -0,30
12. brimonidyna 26,19 | 72,01 | 2,953 | -9,01736 | -1,12295 -67611,4 0,25 -0,28
13. ST-91 26,14 70,57 2978 -8,93862 0,097794 -58721,4 0,22 -0,28
14. RWJ 52353 25,89 | 71,30 | 4,113 | -8,56899 | -0,50608 -58592,7 0,60 -0,45
15. lofeksydyna 25,61 69,04 1,701  -9,2927  -0,33202 -70432 0,20 -0,29
16. ksylazyna 25,95 70,73 1,69 | -8,70322 | 0,281257 -54536,2 0,20 -0,30
17. marsanidyna 22,15 61,34 2,625 -8,09614 -0,05125 -56788.,4 0,22 -0,27
18. metylomz;sanidyna 24,40 66,08 | 1,865 | -8,19348 | 0,403616 -61030,7 0,20 -0,27

62




x107 |+ESIEIC({187.1230) Scan Frag=84 0V mix_gradient36min_1.d

1

0.6+ p-aminoklonidyna

0.1
oL LI

Moksonidyna

ST-9
|zan|dyna R\Imemdvna
Emmu idvna Guantheyna 4
i
t K\umdvn Jl i ;
i i f&. iy

Marsanidyna

Oksymetazolina

szmp;)%ksmedetom\dvna
1

7 -metylomarsanidyna

2 4 6 8 10121

=
4

i,

1b 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54 55 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94
Counts vs. Acquisition Time (min)

Rys. 24. Chromatogram mieszaniny badanych pochodnych imidazoliny. Rozdzielenie

przeprowadzono na kolumnie X Bridge C18 (wymiary: 3 mm x 50 mm, o wielko$ci ziaren

2.5 um) z zastosowaniem gradientowej RP-HPLC-ESI-TOF-MS (tg= 90 min).
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Rys. 25. Przyktadowe widmo mas otrzymane w wyniku oznaczania mieszaniny analitow

z zastosowaniem techniki RP-HPLC-ESI-TOF-MS w trybie przemiatania (ang. scan).
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Rys. 26. Przykladowe chromatogramy otrzymane za pomoca oznaczen RP-HPLC-ESI-

TOF-MS z wykorzystaniem 3 roznych metod gradientowych: A-36 min, B-96 min,

C-276 min.

64




2.2. Deskryptory strukturalne imidazolin otrzymane metodg

polempiryczng

W wyniku przeprowadzonego modelowania molekularnego otrzymano 16 parametrow
strukturalnych charakteryzujacych zaréwno wielko$¢ czasteczek badanych zwigzkow
(parametry objetosciowe), jak 1 wlasciwosci elektronowe 1 geometri¢ czasteczek
imidazolin. Deskryptory te zdefiniowane zostaly w cze$ci Materialy i metody rozprawy
doktorskiej. Wartosci liczbowe wymienionych parametrow, tacznie z wyliczonymi
teoretycznie wartosciami  wspotczynnikow podziatu  w  uktadzie n-oktanol-woda

(CLOGPyyp, CLOGP scp) oraz statej kwasowosci (pK,) umieszczono w Tab. 3.

3. Analiza QSAR

W analizie ilosciowych zalezno$ci migdzy dziataniem mydriatycznym pochodnych
imidazoliny a ich strukturg chemiczng (QSAR) uwzgledniono 18 zwigzkoéw. Podjeto probe
znalezienia korelacji migdzy pochodzacymi z przeprowadzonych eksperymentow
farmakologicznych miarami aktywnosci mydriatycznej zwigzkdéw, wyrazonej w postaci
logarytméw odwrotnosci EDsy (mol/kg) a wartoSciami parametrow opisujacych strukture
imidazolin, wyszczeg6lnionymi w Tab. 3. Obok deskryptoréw pochodzacych
z modelowania molekularnego i wyliczonych teoretycznie (CLOGPyyp, CLOGPacp , pKa)
wzigto pod uwage réwniez wartosci parametru lipofilowosci zwigzkow log kw,

oznaczonymi metodg RP HPLC ESI TOF MS.

Poniewaz efekty mydriatyczne zwigzkéw imidazolinowych zwigzane sg z ich
dziataniem pobudzajacym osrodkowe receptory a,-adrenergiczne, przeprowadzono analizg
zaleznosci log (1/EDsp) badanych pochodnych w funkcji log kw. Niestety, nie udalo si¢
uzyskac istotnej statystycznie korelacji miedzy wymienionymi parametrami. Podobnie dla
calej serii 18 badanych imidazolin nie znaleziono znamiennej statystycznie korelacji
pomiedzy log(1/EDsg) a obliczonymi teoretycznie miarami ich lipofilowosci, CLOGPyyp 1
CLOGPxcp. Takze wartosci pK, nie wnosily istotnego wktadu do zaleznoS$ci struktura —

aktywnos$¢ w grupie analogéw imidazoliny.
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Jedynie w podgrupie 8 pochodnych imidazoliny (klonidina, lofeksydyna,
moksonidyna, brimonidyna, medetomidyna, detomidyna, cirazolina i oksymetazolina), dla
ktorych dysponowano eksperymentalnie wyznaczonymi za pomocg HPLC, na kolumnie
Unisphere w pH 11.7, literaturowymi wartosciami log kw [143], znaleziono istotng

zalezno$¢ migdzy log(1/EDs) a log kw:

log (1/ED50) = 0.862(+0.207) log kw + 6.534(0.201) Rown. 9

gdzie: n=8; R =0.862; R"2 =0.74; R"2corr = 0.700; F(1,6) = 17; p < 0.006

W wyniku zamiany warto$ci log kw w Roéwn. 9, na parametry CLOGPyyp 1
CLOGPscp zwigzkow uzyskano jednak zalezno$ci pozbawione znamiennosci

statystyczne;j.

Rozwazajac w prowadzonej analizie QSAR elektronowe parametry pochodnych
imidazolinowych, odzwierciedlajgce ich wilasciwosci elektronowe, pod uwage wzigto
nastepujace deskryptory: moment dipolowy (W), energie¢ najwyzszego zajetego oraz
niezajetego (Egomo) orbitalu molekularnego, maksymalnych i minimalnych fadunkéw na
poszczego6lnych atomach w czgsteczkach imidazolin (odpowiednio: Maxg, and Ming,) oraz
wartosci  subczgsteczkowego parameteru polarnosci, A. Nie znaleziono istotnych

statystycznie zaleznos$ci pomiedzy log(1/EDsg) a powyzszymi deskryptorami.

Deskryptory charakteryzujace wielko$¢ czasteczek badanych zwigzkow, takie jak
refrakcja molowa (MR), energia catkowita (Er), polaryzowalno$¢ (P) i Masa molowa (M),
powierzchnia 1 objetos¢ Van der Waalsa (odpowiednio VdWgyr 1 VdW,,)) rOwniez zostaly
wziete pod uwage w analizie QSAR. Takze w tym przypadku nie znaleziono istotnych
statystycznie korelacji miedzy wartosciami log (1/EDsp), a wymianionymi parametrami

strukturalnymi pochodnych imidazoliny.

66



V. DYSKUSJA

Grupa 20 zwigzkéw imidazolinowych wytypowanych do badan skfadata si¢ z 19
pochodnych, ktore wedlug danych literaturowych, pochodzacych z doswiadczen
radioizotopowych,  wykazywaly  zréznicowane powinowactwo do  receptorow
Q- adrenergicznych, oraz zwiazku BU224 nalezacego do wybiodrczych ligandow receptora
I;-imidazolinowego. Wsréd 19 imidazolin mozna wyrézni¢ 17 zwigzkoéw znanych
w lecznictwie lub wykorzystywanych tylko w doswiadczeniach farmakologicznych, za$
2 kolejne: marsanidyna 1 7-metylomarsanidyna to pochodne nowo zsyntezowane,
wykazujace aktywno$¢ krazeniowa [120].

W przypadku 18 analogéw imidazoliny obserwowano zalezne od dawki efekty
rozszerzania zrenicy oka szczuréw. Swiadcza o tym otrzymane wartosci efektow
maksymalnych, opisujace wzgledna site dziatania agonistycznego zwigzkow wzgledem
osrodkowych receptoréw ap-adrenergicznych, jak i wartosci EDsy (nug/kg), stanowiace
miary powinowactwa badanych imidazolin do tych receptorow.

Zarébwno warto$ci Enax jaki 1 EDsy okazaly si¢ zréznicowane (Tab. 1), co
wykorzystano w przeprowadzonej w niniejszej pracy analizie QSAR. Zaobserwowano
takze wyrazng aktywno$¢ mydriatyczng marsanidyny i 7-metylomarsanidyny, ktore
w pracy doktorskiej zostaly po raz pierwszy zbadane pod katem wpltywu na szeroko$¢
zrenicy oka szczurow.

Johimbina jest powszechnie uzywanym w badaniach aktywnos$ci mydriatycznej
antagonistg receptoréw ap-adrenergicznych. Z doswiadczen radioizotopowych wiadomo,
ze wigze si¢ ona ze wszystkimi podtypami receptoréw ap-adrenergicznych, jednak
wykazuje najwigcksze powinowactwo do podtypoOw opa 1 Opc, natomiast nizsze do
podtypow o 1 ayp tych receptoréw. Wartosci pK; oznaczone z wykorzystaniem linii
komoérkowych 1 tkanek, wykazujacych obecnos¢ tylko jednego podtypu receptora
op-adrenergicznego: oa (komorki HT29), ayp (tkanka ptucna noworodkéw szczurzych),
oxc (komorki nerki oposa) oraz o,p (komoérki PC12), wynosity odpowiednio: 8,72; 7,95;
8,94 oraz 7,27.

Przeprowadzone wybrane doswiadczenia z johimbing — klasycznym antagonistg
receptora (p-adrenergicznego, podawang dozylnie szczurom 10 min przed skumulowanymi

dawkami klonidyny, rilmenidyny, moksonidyny, marsanidyny oraz 7-metylomarsanidyny,
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potwierdzity udzial tego receptora w mechanizmie rozszerzania Zrenicy oka zwierzat,
opisywany przez innych autorow [73,122,123]

Agmatyna, nieselektywny ligand receptora a,-adrenergicznego, charakteryzujacy sie
powinowactwem gtéwnie do innych receptorow (np. I/l — imidazolinowych) [124], nie
wywierala dzialania mydriatycznego na oko szczurow w zastosowanych dawkach (od
1 pg/kg do 300 pg/kg). Moglo to wynika¢ réwniez z ograniczonej rozpuszczalnosci
zwigzku, ktéra uniemozliwila jego aplikacje¢ dozylng w dawkach wyzszych (do 1000
ug/kg), ktore podawane byly w przypadku pozostalych badanych imidazolin. Zgodnie
z przewidywaniami, rowniez BU224, selektywny ligand receptora I,-imidazolinowego,
niewykazujacy praktycznie powinowactwa do receptora o,-adrenergicznego, nie wywierat
dziatania mydriatycznego 1 dlatego zostat wykorzystany jako kontrola ujemna.

W  przypadku klonidyny -  modelowego zwigzku  imidazolinowego,
wykorzystywanego w badaniach efektow mydriatycznych, przeprowadzono dodatkowy
eksperyment z AGN192403 — jedynym obecnie dostepnym zwigzkiem, zaliczanym do
wybidrczych antagonistow receptora I;-imidazolinowego. Zwiazek ten, podany w dawce
5 mg/kg, przed zastosowanymi skumulowanymi dawkami klonidyny w zakresie od 1 do
3000 pg/kg, nie powodowal istotnego przesunigcia w prawo krzywej dawka-efekt dla
klonidyny. AGN192403 podany osobno szczurom dozylnie w dawkach skumulowanych
0,1-5 mg/kg wywotywat (dos¢ nieoczekiwanie) nieznaczny wzrost szerokosci zrenicy oka
szczura, co moze $wiadczy¢ o tym, ze oprocz dziatania antagonistycznego wobec receptora
I;-imidazolinowego, zwigzek ten moze zachowywac si¢ jak cze$ciowy agonista receptora
ap-adrenergicznego. Uzyskane w przypadku klonidyny wyniki doswiadczen z AGN192403
oraz opisane przez nas wczesniej rezultaty analogicznego eksperymentu z rilmenidyna,
badang w obecnosci AGN192403, potwierdzaja teori¢ Kossa [73], ze w dziataniu
mydriatycznym  pochodnych  imidazoliny  posrednicza  o$rodkowe  receptory
ap-adrenergiczne, natomiast receptory typu I; nie s3 w ten mechanizm zaangazowane.

W  pracy doktorskiej po raz pierwszy zbadano dziatanie mydriatyczne
nowozsyntezowanych pochodnych imidazolinowych: marsanidyny oraz
7-metylomarsanidyny na modelu szczurzym. Zwiazki te, nalezace do indazolowych
pochodnych imidazoliny, zostaly otrzymane przez Saczewskiego i in. [121]. Marsanidyna
wykazuje w doswiadczeniach radioizotopowych na btonach komoérkowych mozgu
szczurOw wysokie powinowactwo do receptorow ap-adrenergicznych (K; = 14,05 nM),

oraz selektywno$¢ wzgledem tych receptorow (wspotczynnik selektywnosci a,/I; = 3879).
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7-metylomarsanidyna odznacza si¢, w porOwnaniu z marsanidyng, nieco nizszym
powinowactem do receptorow op-adrenergicznych (K; = 53,6 nM), a takze wyraznie
mniejszg wartoscig wspdlczynnika selektywnosci op/I;, réwnag 7,2 [125]. Oba zwigzki
posiadaja dzialanie agonistyczne wzgledem os$rodkowych receptorow a,-adrenergicznych,
co potwierdzaja wyniki wcze$niejszych eksperymentdow na szczurach, w ktorych
obserwowano ich efekty hipotensyjne oraz zwalniajace czgstos¢ akcji serca [125,126].

Marsanidyna 1 7-metylomarsanidyna wywotywaty zalezne od dawki rozszerzenie
zrenicy oka  szczur6w, a  obserwowana  warto$¢ efektu = maksymalnego
7-metylomarsanidyny (Emax = 3,52+0,1 mm) byta zlizona do zwigzku modelowego —
klonidyny (Emax = 3,63+£0,09 mm), za§ w przypadku marsanidyny nawet wigksza (Emax =
3,97£0,1 mm). Poréwnanie wartosci EDsy, obliczonych dla wymienionych zwigzkéw
z krzywych dawka-efekt mydriatyczny $wiadczy o tym, ze marsanidyna wykazuje okoto
5 razy wigksze powinowactwo do receptora typu a, od klonidyny, za§ powinowactwa
7-metylomarsanidyny 1 klonidyny sa zblizone (Tab. 1). Stanowi to potwierdzenie
rezultatow otrzymanych przez Saczewskiego 1 in. [125] w doswiadczeniach
radioizotopowych [125], Ze marsanidyna charakteryzuje si¢ kilkakrotnie wigkszym od
7-metylomarsanidyny powinowactwem do adrenoreceptora uktadu sympatycznego typu
.

Silne dzialanie osrodkowe klonidyny, marsanidyny, 7-metylomarsanidyny oraz
klonidyny moze wynika¢ réwniez z wilasciwosci fizykochemicznych tych zwigzkdow.
Obliczony teoretycznie przy uzyciu oprogramowania ACD parametr lipofilnos$ci, CLOGP,
dla 7-metylomarsanidyny wynosi 1,70 1 jest wyzszy niz w przypadku klonidyny (1,41)
oraz marsanidyny (1,24) [127]. Wedlug danych literaturowych [125], wartos¢ pK,
klonidyny wynosi 8,2, a wiec w warunkach fizjologicznego pH, wynoszacego 7,4, zwiazek
ten wystepuje gtownie w postaci zjonizowanej, a jedynie 14% stanowi forma
niezjonizowana. Marsanidyna 1 7-metylomaranidyna charakteryzuja si¢ nizsza
zasadowoscig (wartosci pK, dla tych zwigzkéw wynosza odpowiednio 6.32 and 6.53),
dlatego w pH 7.4 wystepuja one glownie jako niezjonizowane zasady (odpowiednio
w 92% 1 82%). Moze to wyjasnia¢ ich znaczng zdolno$¢ do przenikania przez bariere
krew-mézg. Potwierdzaja to wyniki badan Boblewskiego 1 in. [126], w ktérych
marsanidyna i 7-metylomarsanidyna podane dozylnie uspionym szczurom w dawce 100
ug/kg wywoluja znaczny spadek cisnienia tegtniczego krwi oraz czestosci akcji serca.

Jednak dla marsanidyny efekty te sa stabsze niz w przypadku 7-metylomarsanidyny
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1 wynosza -30 mm Hg i -49 uderzen/min wzgledem -43 mm Hg and -122,9 uderzef/min.
[126].

W  niniejszej pracy podjeto roéwniez probe oceny farmakologicznej udziatu
poszczegbdlnych podtypow receptora ap-adrenergicznego w dziataniu pochodnych
imidazoliny z zastosowaniem modelu mydriazy ocznej u szczura. Dotychczasowe dane
pochodzace z jedynej publikacji Heala 1 in. [88] sugerowaty, ze postsynaptyczne receptory
op-adrenergiczne, zlokalizowane w korze mozgowej oraz w jadrze Edingera-Westphala
u szczurdOw, za posrednictwem ktoérych zwigzki imidazolinowe wywieraja efekty
rozszerzenia zrenicy oka, naleza glownie do podtypu ap. Hipoteza ta zostata
sformutowana w oparciu o rezultaty pochodzace z eksperymentow przeprowadzonych
zarOwno in vitro jak in vivo. Pierwsze z nich zostaty przeprowadzone na mézgu szczura
z wykorzystaniem serii ligandow o zréznicowanym powinowactwie do poszczegdlnych
subtypow receptora ap-adrenergicznego (0xa — Qop). Oznaczone radioizotopowo wartosci
pKi, charakteryzujace wypieranie ["H] RX821002 z preparatow bton komorkowych kory
mozgowe] zwierzat przez wymienione ligandy, bardzo dobrze korelowaty z warto$ciami
pKi, opisujacymi wigzanie tych samych zwigzkéw do receptora app-adrenergicznego
w preparacie gruczotu podszczekowego szczura, przedstawionymi wczesniej przez
Michela 1 in. [128]. Jednocze$nie nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji
z wartosciami pK;, ktore charakteryzowaty wigzanie tej samej grupy ligandow z podtypami
LA, Qg Oraz (e receptora ap-adrenergicznego, zlokalizowanymi w tkankach $ledziony
krolika (apa) 1 nerki szczura (app) [128] oraz wystepujacymi w linii komorkowej nerek
oposa (OK) - ayc [129]. W tej samej publikacji Heal 1 in. [88] oznaczyli rowniez w
doswiadczeniu na $wiadomych szczurach w warunkach in vivo sile dziatania szeregu
antagonistow receptora op-adrenergicznego, ktore hamowaly mydriaze¢ wywotang
podaniem klonidyny. Miarami dziatania antagonistycznego zwiazkoéw byly wartosci
—log IDsy, ktore silnie korelowaly z warto$ciami pK; opisujacymi wiazanie ligandéw z
podtypem a,p, podczas gdy zaobserwowano jedynie stabe korelacje analogicznych
warto$ci pK; dla pozostatych podtypoéw receptora a, adrenergicznego.

Brak antagonistow o wysokiej wybidrczosci wzgledem poszczegdlnych podtypow
receptorOw  op-adrenergicznych uniemozliwial praktycznie wykazanie w  prostym
doswiadczeniu in vivo, ktory podtyp receptora moze posredniczy¢ w dziataniu
mydriatycznym wywieranym przez imidazoliny u szczurow. Obecnie zwigzki o takich

wiasciwosciach sg dostepne, a wérdd nich np. BRL4408, ARC239, JP-1302.
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BRL44408 jest wybidrczym antagonista receptoroOw  apa-adrenergicznych,
posiadajacym duze powinowactwio do tego podtypu receptora. W badaniach
radioizotopowych oznaczone na liniach komorek jajnika chomika chinskiego (CHO),
transfekowanych ludzkimi receptorami a,a-, Qup- oraz Q- adrenergicznymi, wartosci K;
dla tego zwigzku dla wynosity, odpowiednio, 109, 1800 1 700 nM [130].

ARC239 charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem oraz znaczng selektywnos$cig
wobec receptora apg-adrenergicznego. Stale wigzania, pKj, tej pochodnej, pochodzace
z doswiadczen na liniach komoérkowych (CHO), wykazujacych ekspresj¢ biatka ludzkich
receptorow adrenergicznych podtypow: ana, 0op 1 Oac, przybieraja wartosci odpowiednio:
6,65; 8,0317,78 [119].

JP-1302 jest nowym, silnym oraz wysoce specyficznym antagonistg receptorow
apxc-adrenergicznych. W badaniach radioizotopowych prowadzonych przy uzyciu
[*H]-rauwolscyny na btonach komérkowych komérek linii S115, transfekowanych jednym
z trzech podtypéw ludzkich receptorow adrenergicznych o, (024, 02B, O2c), stala Kj tego
zwigzku dla podtypu ayc byla rowna 28 nM. Wartosci K; otrzymane dla pozostatych
podtypow receptora op-adrenergicznego wynosity: dla receptora apx - 3150 nM dla
receptora opp - 1470 nM [131].

Zwigzek RX821002 moze by¢ uwazany za antagonist¢ rdznicujacego podtyp ana, od
opp receptorow adrenergicznych. Eksperymenty in vitro, przeprowadzone na skrawkach
kory moézgowej wykazaty, ze pochodna ta wykazuje znacznie wyzsze powinowactwo do
receptorow o,p u $winki morskiej (pKyg = 9,7), w poréwnaniu z podtypem o4 u krélika
(pKg = 8,2) [132]. Poniewaz RX821002 charakteryzuje si¢ roéwniez wyraznym
powinowactwem wobec receptordOw opp- oraz opc-adrenergicznych (wartosci pKj
oznaczane na komorkach linit CHO, wykazujacych ekspresje biatka ludzkich receptorow
podtypu app 1 opc rowne sg 8,77 oraz 9,52), mozna zaliczy¢ go do preferencyjnych
antagonistow receptora o,p - adrenergicznego [133].

W pracy doktorskiej przeprowadzono oceng¢ farmakologiczng wptywu na szeroko$é¢
zrenicy oka szczura klonidyny, marsanidyny oraz 7-metylomarsanidyny w nieobecnosci
oraz w obecnosci BRL44408, ARC239, JP-1302 oraz RX821002. Dodatkowo uzyto takze
johimbiny — “klasycznego” niewybidrczego antagonisty receptorow o, uktadu
sympatycznego. Zwiazki o charakterze antagonistow poszczeg6élnych subtypow receptora

op-adrenergicznego zostaly zastosowane w tego typu do$wiadczeniach po raz pierwszy,
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z wyjatkiem zwiazku JP-1302, ktéorego wplyw na dzialanie mydriatyczne
deksmedetomidyny byt badany uprzednio przez Sallinena i in. [131].

Otrzymane krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla klonidyny oraz
marsanidyny 1 7-metylomarsanidyny ulegaty przesunigciu rownoleglemu w prawo przez
johimbing, co potwierdza udzial o$rodkowych receptoréw o,-adrenergicznych w efekcie
rozszerzania zrenicy oka, wywolanym dozylnym podaniem szczurom w dawkach
skumulowanych badanych zwigzkéw imidazolinowych. W przypadku doswiadczen
z klonidyna, przeprowadzonych w obecnosci BRL44408, ARC239, JP-1302 oraz
RX821002, wyniki statystycznej analizy przeprowadzonej testem ANOVA (p=0,02) oraz
testem Tukey’a potwierdzity, ze w dziataniu mydriatycznym klonidyny posrednicza
gléwnie receptory opp-adrenergiczne. Takze w eksperymentach, w ktorych wplyw
marsanidyny oraz jej 7-metylowego analogu na szeroko$¢ zrenicy oka oceniano
farmakologicznie w obecnosci RX821002, wykazano wyrazny wzrost warto$ci pA;
W poroOwnaniu z warto$ciami pA; otrzymanymi dla wymienionych nowych pochodnych
imidazoliny, badanych w obecnosci johimbiny (Tab. 2). Dotyczy to szczegdlnie
marsanidyny, gdyz parametr pA, dla ukladu marsanidyna + RX821002 rowny jest 8,34
(8,18-8,49), podczas gdy w przypadku ukladu marsanidyna + johimbina, warto$¢ pA,
wynosi 6,02 (5,79-6,24). Wprawdzie stwierdzone r6znice mi¢dzy pA, nie byly znamienne
statystycznie, mozna jednak, uwzgledniajac dodatkowo brak zmian potozenia krzywych
dawka-efekt mydriatyczny dla badanych imidazolin w obecnosci BRL44408, ARC239
oraz JP-1302, przypuszczaé, ze w dzialaniu mydriatycznym zaangazowany jest przede
wszystkim podtyp o,p receptora a,-adrenergicznego [123].

Zwiazki zawiergjace z czasteczkach uktad imidazoliny wywieraja zréznicowane
dziatania farmakologiczne za posrednictwem receptorow ap-adrenergicznych i/lub
imidazolinowych [134]. Analogi klonidyny, =zaliczane do [ generacji $rodkow
hipotensyjnych, obnizajg ci$nienie tetnicze krwi oraz zmniejszaja czesto$¢ akcji serca
w wyniku stymulacji osrodkowych receptoréw typu a, [50]. Moksonidyna 1 rilmenidyna —
przedstawiciele II generacji tych §rodkow leczniczych, wykazujacej mniej nasilone objawy
niepozadane, maja nizsze powinowactwo do receptoréw ap-adrenergicznych, niz do
[;-imidazolinowych w modzgu [124]. Inne korzystne wlasciwosci farmakologiczne
zwigzane z pobudzeniem os$rodkowych receptorow typu a, uktadu sympatycznego przez
analogi imidazoliny, obejmuja dziatanie obnizajace ci$nienie $rodgatkowe w jaskrze,

wykazywane przez brimonidyne 1 p-aminoklonidyne [42,92], czy tez zdolno$¢ lofeksydyny
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do tagodzenia objawOw zespotu odstawienia u o0sob uzaleznionych od opioidow.
Konsekwencja stymulacji receptorow typu a, uktadu sympatycznego w mozgu moga byc
takze wykorzystywane w medycynie dzialania uspokajajace, nasenne czy przeciwbolowe
fadolmidyny oraz deksmedetomidyny [94]. Z kolei tizanidyna, bedaca agonistg receptorow
ap—adrenergicznych w pniu moézgu 1 w rdzeniu kregowym, wywiera dzialanie
przeciwlekowe 1 rozkurczajace, wykorzystywane w leczeniu przykurczoOw mies$ni
zwigzanych ze stwardnieniem rozsianym oraz urazami rdzenia kregowego [135,136].

Badania ilosciowych zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ (QSAR) oraz zalezno$ci miedzy
strukturg a aktywnos$cig (SAR) w grupie analogow imidazoliny, staty si¢ w ostatnich
kilkunastu latach przedmiotem zainteresowania szeregu autorow [122,137,138].
Przyktadowo, Nikoli¢ i in [139] przeprowadzili analiz¢ QSAR w grupie zwigzkow
imidazolinowych uzyskujac statystycznie istotne rownanie regresji, wigzace ich stale
powinowactwa do receptorow I;-imidazolinowych w ptytkach krwi ludzkiej z parametrami
strukturalnymi opisujgcymi lipofilowos¢, wlasciwosci elektronowe oraz wielkos¢
czasteczek.

Saczewski 1 in.[122,140] objeli badaniami grupg otrzymanych przez siebie oraz
opisanych wczesniej pochodnych imidazoliny, zawierajacych w czasteczce uktad indazolu,
ktore = wywieraly  dziatanie  hipotensyjne = wskutek  blokowania  receptoréw
a;-adrenergicznych. Celem analizy bylo ustalenie czy z oznaczony in vitro statych
wigzania tych zwigzkéw do receptoréw typu a; mozna przewidzie¢, ze wiasciwosci
a-adrenolityczne 1 efekty krazeniowe, wykazywane przez przez indazolowe analogi
imidazoliny zostang zachowane, gdy w czasteczkach nowo otrzymanych imidazolin
o podobnej strukturze pierscien indazolu zostanie zastgpiony bioizosterycznym ukladem
indolu. Otrzymane wyniki wykazaty, ze nie zawsze informacje uzyskane na drodze analizy
SAR majg odpowiednig warto$¢ predykcyjng.

Inni autorzy przedstawili wyniki teoretycznych badan przeprowadzonych
z wykorzystaniem metody 3D-QSAR oraz technik wirtualnego dokowania w celu oceny
dzialania agonistycznego/antagonistycznego wobec receptoréw Ij-imidazolinowych
nowych ligandéw o strukturze imidazolinowej, zaprojektowanych jako potencjalne $rodki
przeciwnowotworowe [122].

Majac na wzgledzie fakt, ze w ostatnich latach praktycznie brak jest doniesien
literaturowych dotyczacych poszukiwania ilosciowych zaleznosci miedzy struktura

zwigzkow imidazolinowych a ich os$rodkowym dziataniem farmakologicznym,
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oznaczonym w warunkach in vivo na calym zwierzgciu, podjeto probe takiej analizy.
W tym celu wykorzystano do oznaczen wartos$ci dawek rownoefektywnych EDs, dla serii
18 pochodnych imidazoliny o zr6Zznicowanej strukturze chemicznej, z modelu mydriazy
ocznej u szczura.

Pewng inspiracja bylo tez wczesniejsze doniesienie Timmermansa i in. [141] na temat
ilosciowych  zaleznosci  struktura-aktywno$¢ w  grupie dziatajacych osrodkowo
hipotensyjnie bliskich analogdw klonidyny. Niestety, przeprowadzona w pracy doktorskiej
wieloparametrowa analiza regresyjna nie doprowadzita do otrzymania znamiennego
statystycznie 1 posiadajacego sens fizyczny modelu, opisujacego aktywnos$¢
farmakologiczng zwigzkéw (wyrazong jako log 1/EDsg) w funkcji powszechnie
wykorzystywanych w badaniach QSAR parametrow czasteczkowych opisujacych
lipofilowo$¢ oraz wtasciwosci elektronowe i steryczne pochodnych imidazoliny.

Modele QSAR przedstawiane w pracy [141] wydaja si¢ ztozone. Nawet jezeli pod
wzgledem statystycznym bylyby do zaakceptowania, to ich sens fizyczny moze budzi¢
watpliwosci. Wydaje si¢, ze niepowodzenie analizy QSAR w przypadku parametréw
farmakodynamicznych wyznaczonych w warunkach in vivo na calym zwierzgciu moze
wynika¢ ze ztozonego mechanizmu oddziatywan lek-receptor a,-adrenergiczny, ktore
gléwnie maja specyficzny charakter polarny. Zdolnos¢ do tego typu interakcji jest trudna
do opisania w sposob ilosciowy przy uzyciu znanych deskryptorow strukturalnych,
w przeciwienstwie do niespecyficznych strukturalnie, addytywnych oddziatywan
opisywanych przez parametry zwigzane z wielko$cig czasteczki. Z drugiej strony,
w przypadku zwigzkéw chemicznych wykazujacych bardzo podobne oddziaywania lek-
receptor, obserwowane réznice ich aktywnos$i farmakologicznej moga wynika¢ z réznic
wlasciwosci farmakokinetycznych tych zwigzkéw, na przykiad lipofilowosci opisywanej
przez Rown. 9.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze model mydriazy ocznej u szczurdw jest
uzytecznym narzedziem farmakologicznym w badaniach oddzialywania zwigzkow
o strukturze imidazolinowej z oS$rodkowymi receptorami oy-adrenergicznymi. Jego
zaletami sg niewatpliwie prostota, mozliwos¢ przeprowadzenia do§wiadczen w szerokim
zakresie dawek na jednym zwierzeciu, duza powtarzalnos¢ i doktadno$¢ uzyskiwanych
rezultatow oraz to, ze pozwala na poréwnanie zarowno wzglednej sity dziatania zwigzkéw

imidazolinowych, jak 1 wykazywanego przez nie powinowactwa receptorowego.
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Wymienione fakty wskazuja na uzyteczno$¢ opisywanej metody szczeg6lnie
w  badaniach  przedklinicznych  nowo-syntezowanych  analogdbw  imidazoliny
o spodziewanym dziataniu na receptor ap-adrenergiczny z wylaczeniem mozliwych

réwnoczesnych interakcji tych zwigzkow z receptorami 11/12-imidazolinowymi [90,142].
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VI. WNIOSKI

1. Model mydriazy u szczurow moze stuzy¢ jako prosty 1 dogodny system oceny
interakcji  zwigzkéw o budowie imidazolinowej z oS$rodkowymi receptorami
op-adrenergicznymi.

2. Badana grupa 19 pochodnych imidazolinowych charakteryzuje si¢ zrdznicowanym
powinowactwem do receptora op-adrenergicznego; pochodne te wykazuja zalezne od
dawki warto$ci maksymalnego efektu mydriatycznego i znaczne r6znig si¢ wartosciami
EDsy.

3. Marsanidyna i 7-metylomarsanidyna sa agonistami receptordw ap-arenergicznych.
Dowodza tego obserwacje, ze zwiazki te wywieraja silny efekt mydriatyczny.
Doswiadczenia z uzyciem selektywnych 1 preferencyjnych antagonistow podtypoéw
receptorow takich jak johimbina, RX821002 ARC 239 i JP1302, potwierdzity sugestie, ze
zasadniczg arole w tym efekcie odgrywa podtyp a,p tego receptora.

4. Receptory op-arenergiczne posrednicza w regulacji $rednicy zrenicy. Dowodzg tego
nastepujace obserwacje:

4.1. Johimbina hamuje mydriaze

4.2. Najbardziej zaangazowany w proces jest podtyp o,p receptora adrenergicznego, gdyz
efekt mydiatyczny najsilniej blokuje zwigzek RX821002 (preferencyjny antagonista
receptorow opa/p-arenergicznych)

4.3. Podtypy receptora oy 1 0a2¢ najprawdopodobniej nie biorg udziatu
w mechanizmie rozszerzania zrenicy, gdyz nie powoduja przesuni¢cia krzywych dawka-
efekt dla badanych agonistéw receptora a,-adrenergicznego.

5. Receptory imidazolinowe nie sg zaangazowane w efekt mydriatyczny. Dowodza tego
nastepujace obserwacje, ze agonisty receptorow imidazolinowych, bez powinowactwa do

op-arenergicznych, nie wywierajg dziatania mydriatycznego
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VIII. STRESZCZENIE

Zwiazki imidazolinowe, pochodne klonidyny — znanego leku obnizajacego cis$nienie
tetnicze krwi podane dozylnie szczurom, powodujg rozszerzenie zrenicy. Dziatanie to jest
zwigzane z pobudzaniem postsynaptycznych receptorow a2-adrenergicznych w obrgbie
jadra Edingera-Westfala w modzgu. Eksperyment przeprowadzono wg zmodyfikowanej
metody Kossa, polegajacej na badaniu wptywu zwiazkéw imidazolinowych na zmiany
szeroko$ci zrenicy u szczurOw. Doswiadczenia przeprowadzane byly na calych
zwierzgtach in vivo podajac zwierzgtom dozylnie szeroki zakres skumulowanych dawek
poszczegoOlnych ligandéw i poréwnujac sile dziatania mydriatycznego (wyrazong jako
efekt maksymalny, Emax) oraz powinowactwo tych zwigzkow do osrodkowych
receptorow op-adrenergicznych (przedstawionych jako warto$ci dawek rownoefektywnych,
EDsp). Do badan wybrano dziewig¢tnascie pochodnych imidazoliny, ktére w badaniach
radioizotopowych wykazywaly si¢ zr6znicowanym powinowactwem do receptorow
op-adrenergicznych w moézgu. Seria badanych zwigzkow sktadata si¢ z: klonidyny,
rilmanidyny, moksonidyny, p-aminoklonidyny, brimonidyny, ST 91, gunfacyny,
ksylazyny, RW1J 44408, oksymetazoliny, brimonidyny, tizanidyny, guanabenzu, cirazoliny,
agmatyny, detomidyny, lofeksydyny, deksmedetomidyny marsandyny
1 7-metylomaryzonidyny - dwéch nowych imidazolin wykazujacych w badaniach in vitro
znaczne powinowactwo do receptorow o2-adrenergicznych mozgu,
o dziataniu hipotensyjnym oraz bradykardi¢ u szczuréw. BU224 - analog imidazoliny,
okreslany jako selektywny ligand receptorow I2-imidazolinowych, zastosowano jako

kontrole negatywna.

Celem pracy bylo porownanie dziatania mydriatycznego grupy zwigzkow
imidazolinowych. Druga czg$¢ badania miata na celu potwierdzenie udziatu receptorow
o2-adrenergicznych (z uwglednieniem ich podtypoéw, zwlaszcza o2D) w efekcie
rozszerzania zrenicy u szczurOw, wywolywanym przez badane ligandy. W tej czesci
eksprymentu, efekt mydriatyczny zwigzkow byl badany w obecno$ci antagonistow
receptora a2-adrenergicznego: johimbiny, BRL44408, ARC 239, JP-1302, RX 821002,
a takze selektywnego antagonisty receptora Il-imidazolinowego - AGN 192403.
Potwierdzono w ten sposdb brak udzialu receptoréw imidazolinowych w mechanizmie
rozszerzania zrenicy. Kolejnym celem badania bylo znalezienie ilo$ciowej zalezno$ci

miedzy strukturg chemiczng a aktywno$cig mydriatyczng w grupie imidazolin. Podczas
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analizy QSAR brano pod uwage zwigzane z warto$cig ED50. Struktury zwiazkoéw zostaty

poddane modelowaniu molekularnemu.

Eksperymenty farmakologiczne potwierdzity zalezng od dawki aktywnos¢
mydriatyczng ligandow receptora a2-adrenergicznego. Spos$rod dwudziestu badanych
pochodnych, 18 wykazato zroznicowane zalezne od dawki rozszerzenie zrenicy. Zaréwno
agmatyna, jak 1 BU224 nie wywolaly rozszerzenia zrenicy u szczurow. Eksperymenty
z uzyciem antagonistow wykazaly, ze za dziatanie mydriatyczne wywotane pochodnymi
imidazoliny odpowiedzialny jest najprawdopodobniej podtyp a2D- recaptora

adrenergicznego.

W odniesieniu do pelnej serii 18 pochodnych imidazoliny, nie stwierdzono istotnej
korelacji miedzy ich wartosciami ED50 a obliczonymi parametrami lipofilno$ci
(CLOGPHYP i CLOGPACD). Uzyskano natomiast istotng korelacj¢ miedzy ED50 a log
kw dla podgrupy o$miu zwigzkow z tej grupy.

Powodem braku istotnej zaleznosci QSAR moze by¢ ztozony mechanizm interakcji
receptora a2-adrenergicznego. Ze wzgledu na specyficzny polarny charakter oddziatywan,
moga by¢ one trudne do okreslenia ilo$ciowego a pomoca znanych deskryptorow

strukturalnych.
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IX. ABSTRACT

Imidazoline derivatives, having the chemical structure similar to well-known
hypotensive drug - clonidine produce pupillary dilation after systemic application to the
rats. This action is assumed to be connected with the stimulation of postsynaptic
az-adrenoceptors within the Edinger-Westphal nucleus in the brain. The eye pupil dilatory
effects of the compounds were determined in anaesthesized male Wistar rats according to
Koss method. Applying this model, experiments were carried out in vivo in the whole
animal with testing a series of well-known and newly synthesized imidazoline agents in
a wide range of doses, assessing comparatively the strength of mydriatic action (expressed
as maximum effects, E.,) and the affinity of these compounds towards central
ae-adrenergic receptors (reflected by values of equieffective doses, EDsp). Nineteen
imidazolines were chosen showing in radioligand binding studies diverse affinity to brain
aq-adrenoceptors. A series of the compounds tested was composed of: clonidine,
rilmenidine, moxonidine, p-aminoclonidine, brimonidine, ST 91, gunfacine, xilazine, RWJ
44408, oxymetazoline, brimonidine, tizanidine, guanabenz, cirazoline, agmatine,
detomidine, lofexidine, dexmedetomidine marsanidine and 7-methylmarsanidine — two
new imidazolines exerting marked in vitro affinity for brain a.-adrenergic receptors and
producing hypotensive and bradycardic effects in anaesthesized rats were also included.
BU224 — imidazoline analog classified as selective ligand for I,-imidazoline receptors was

applied as negative control.

The aim of this study was to comparatively determine the mydriatic effect in rats of
a group of the imidazoline compounds. The second part of the study was to confirm the
contribution of a,-adrenoceptors (and their subtypes, especially ayp), in the effect evoked
by the ligands tested. The animals were pretreated with the following o,-adrenoceptor
antagonists: yohimbine, BRL44408, ARC 239, JP-1302, RX 821002 and also a selective
I;-imidazoline receptor antagonist — AGN 192403 to confirm that imidazoline receptors are
not involved in mechanism of pupil dilation. The another aim of the study was to find
quantitative relationship between the chemical structure and mydriatic activity in a group

of imidazolines.

In QSAR analysis half maximum mydriatic effect (ED50) was considered. All

structures were submitted to molecular modeling.
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The pharmacological experiments, confirmed the dose-dependent mydriatic activity of
ap-adrenoceptor ligands. Among twenty imidazol(in)e derivatives studied, 18 produced
varied dose-dependent pupil dilatory effects. For both agmatine as well as BU224 no
dilatory effect on the rats pupil was observed. The experiments with use of antagonists
showed that mydriatic effect caused by imidazoline derivatives is mediated probably by

app-adrenoceptor subtype.

For the full series of imidazol(in)e derivatives considered 18 compounds, no
significant correlation was found between their EDs( values and the calculated lipophilicity
parameters, (CLOGPyyp and CLOGPcp). A significant correlation between EDsj and log

ky was obtained for a subgroup of eight imidazol(in)es.

The reason of lack of significant QSAR may be a complex mechanism of drug-a,-
adrenergic receptor interactions. Because of their predominantly specific polar nature it
may be difficult to quantify with the known structural descriptors contrary to specific

molecular bulkiness-related interactions.
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Tabele:

Tab. 1. Parametry farmakologiczne badanych imidazolin.

Tab. 2. Wartosci EDsy badanych zwigzkéw imidazolinowych w obecnosci 1 nieobecnos$ci
antagonistOw poszczegdlnych podtypow receptorow o2-adrenergicznych wraz
z wartosciami pA, obliczonymi dla klonidyny, marsanidyny i1 7-metylomarsanidyny,
badanych w obecnosci johimbiny, BRL44408, ARC239, JP1302 oraz RX821002.

Tab. 3. Parametry strukturalne zwigzkow imidazolinowych.

Rysunki:

Rys. 1. Klasyfikacja receptoréw adrenergicznych

Rys. 2. Budowa receptorow metabotropowych, sprz¢zonych z biatkiem G

Rys. 3. Mechanizm dziatania receptoréw a2-adrenergicznych.

Rys. 4. Budowa oka.

Rys. 5. Schemat reakcji mydriatycznej oka szczura.

Rys. 6. Jadro Edingera-Westphala. A — u szczura, B — u czlowieka. Lokalizacja i
zroznicowanie komoérek w obrgbie jadra Edingera-Westphala. Objasnienia symboli:
EWcp- osrodkowe populacje komorek, EWpg- przedzwojowe populacje komorek.

Rys. 7. Krzywe =zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla cirazoliny, guanabenzu
1 guanfacyny.

Rys. 8. Krzywe zalezno$ci dawka-efekt mydriatyczny dla deksmedetomidyny, tizandyny
1 p-aminoklonidyny.

Rys. 9. Krzywe zalezno$ci dawka-efekt mydriatyczny dla detomidyny, oksymetazoliny 1
brimonidyny.

Rys. 10. Krzywe zaleznos$ci dawka-efekt mydriatyczny dla ST-91 i RWJ 52353.

Rys. 11. Krzywe zaleznos$ci dawka-efekt mydriatyczny dla lofeksydyny i ksylazyny.

Rys.12. Krzywe zaleznosci dawka-efekt dla klonidyny oraz dla klonidyny w obecno$ci
johimbiny.

Rys. 13. Krzywe zalezno$ci dawka-efekt mydriatyczny dla rilmenidyny oraz dla

rilmenidyny w obecnos$ci johimbiny.

94



Rys. 14. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla moksonidyny oraz dla
moksonidyny w obecnos$ci johimbiny.

Rys. 15. Krzywe zalezno$ci dawka-efekt mydriatyczny dla marsanidyny oraz dla
marsanidyny w obecnos$ci johimbiny.

Rys. 16. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla 7-metylomarsanidyny oraz dla
7-metylomarsanidyny w obecnosci johimbiny.

Rys. 17. Odpowiedz zrenicy oka szczura na seri¢ objetosci 0,9 % roztworu NaCl.

Rys. 18. Krzywe zaleznosci dawka-efekt mydriatyczny dla klonidyny oraz dla klonidyny w
obecnos$ci AGN192403.

Rys. 19. Wptyw 0,9% roztworu NaCl i AGN192403 na $rednice Zrenicy oka szczura.

Rys. 20. Krzywa zaleznosci dawka-efekt dla klonidyny w obecno$ci antagonistow
receptora op-adrenergicznego oraz jego podtypow.

Rys. 21. Krzywa zaleznosci dawka-efekt dla marsanidyny w obecno$ci antagonistow
receptora op-adrenergicznego oraz jego podtypow.

Rys. 22. Krzywa zaleznosci dawka-efekt dla 7-metylomarsanidyny w obecnosci
antagonistow receptora ap-adrenergicznego oraz jego podtypow.

Rys. 23. Zmiany S$rednicy zZrenicy szczura po podaniu skumulowanych dawek
marsanidyny.

Rys. 24. Chromatogram mieszaniny badanych pochodnych imidazoliny. Rozdzielenie
przeprowadzono na kolumnie X Bridge C18 (wymiary: 3 mm x 50 mm, o wielkosci
ziaren 2.5 um) z zastosowaniem gradientowej RP-HPLC-ESI-TOF-MS (tg = 90 min).

Rys. 25. Przyktadowe widmo mas otrzymane w wyniku oznaczania mieszaniny analitow
z zastosowaniem techniki RP-HPLC-ESI-TOF-MS w trybie przemiatania (ang. scan).

Rys. 26. Przyktadowe chromatogramy otrzymane za pomoca oznaczen RP-HPLC-ESI-
TOF-MS z wykorzystaniem 3 réznych metod gradientowych: A-36 min, B-96 min,
C-276 min.
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