Katedra farmakologie a toxikologie

UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Protidesti¢kové ucinky 5,7-dihydroxy-4-metylkumarini

Rigor6zni prace

¢nka, Ph.D.
Mgr. Michaela Morkusova

Doc. PharmDr. Pfemysl Mlad

Vedouci rigor6dzni prace:
Hradec Kréalové

,2014



Prohlasuji, Ze tato prace je mym plavodnim autorskym dilem.
Veskera literatura a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou
uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany. Tato prace

nebyla pouzita k ziskéni jiného €1 stejného titulu.



Dé&kuji Doc. PharmDr. Pfemyslu Mladénkovi, Ph.D., vedoucimu mé
rigorozni prace, PharmDr. Tomasi Filipskému, Ph.D. a PharmDr. Jané
Karlickové, Ph.D. za jejich podporu, cenné rady a ¢as, ktery mi vénovali

pii feSeni a zpracovani této diplomové prace.



Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Mgr. Michela Morkusova

Skolitel: Doc. PharmDr. Pfemysl Mladénka, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Protidestickové t¢inky 5,7-dihydroxy-4-metylkumarind

Hemostaza je slozity fyziologicky proces vedouci ke spontanni zastavé krvaceni
z poskozené cévy. Nicméng, V koronarnich tepnach poskozenych aterosklerdzou,

vvvvvv

faktorem pti vzniku akutniho infarktu myokardu.

Protidestickova 1é¢ba je zakladnim lééebnym postupem v prevenci i 1éCbé
kardiovaskularnich onemocnéni. Soucasné 1écebné postupy jsou schopny snizit
kardiovaskularni pfihody, ale jsou spojeny se zvySenym rizikem krvéceni a v n€kterych
ptipadech u rezistentnich pacientl nejsou u¢inné vibec. Proto je dulezité stile hledat
nov¢ protidestickové 1€ky, které¢ budou mit vyhodné;si vlastnosti a budou postradat fadu

terapeutickych omezeni.

V této studii byl analyzovan mechanismus protidestickového ucinku u tii 5,7-
dihydroxy-4-methylkumarinti, u kterych bylo prokazano snizeni agregace desti¢ek po
podani arachidonové kyseliny v podobnych koncentracich jako u acetylsalicylové
kyseliny (ASA). Proto byly otestovany jejich U€inky na tfech turovnich agregace

navozené uvolnénim arachidonové kyseliny.

Z4dna z testovanych latek neovlivnila aktivitu tromboxansyntazy, ale viechny
kumariny inhibovaly aktivitu cyklooxygenazy-1 a branily agregaci navozené podanim
analogu tromboxanu naznacujici tak jejich aktivitu na jeho receptorech nebo
na naslednych urovnich agregace. V inhibici cyklooxygendzy byly 5,7-dihydroxy-4-
methylkumariny dokonce vice ucinné nez ASA. Nejucinnéj§im ze zkoumanych
kumarini byl 3-ethoxykarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin. Stejna latka

vykazovala také nejvétsi antagonisticky ucinek na tromboxanovych receptorech.



Zavérem lze shrnout, ze testované 5,7-dihydroxy-4-metylkumariny se jevi jako
slibni kandidati na rozsifeni stavajiciho spektra protidestickovych 1éki, a to zejména
diky jejich ucinnosti srovnatelné s ASA a jejich piiznivym vlivim na dvé rozdilna

mista agregace desticek.
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Haemostasis is a complex physiological process which leads to a spontaneous
stop of the bleeding from a damaged blood vessel. However, the aggregation of blood
platelets followed by thrombus formation in coronary arteries damaged by

atherosclerosis is the key risk factor for development of acute myocardial infarction.

The antiplatelet therapy is a basic intervention in prevention and treatment of
cardiovascular diseases. The current treatment procedures are able to decrease the
occurrence of cardiovascular incidents, but are linked to a higher risk of bleeding and in
some resistant cases are not effective at all. Therefore it is important to search for new
antiplatelet medications that will have more favourable properties and that will ensure

treatment free of many limitations.

This study analysed the mechanism of action of antiplatelet effect in three 5,7-
dihydroxy-4-methylcoumarin compounds that were proved to decrease platelet
aggregation after application of arachidonic acid in the similar concentration such as
acetylsalicylic acid (ASA). On that account we tested their effect on three levels of

aggregation induced by release of arachidonic acid.

None of the tested substances influenced the thromboxane synthase activity;
however, all of the coumarins inhibited cyclooxygenase-1 and prevented aggregation
evoked by application of thromboxane analogue, hence suggesting their activity on its
receptors or subsequent levels of aggregation. 5,7-Dihydroxy-4-methylcoumarins were
even more potent inhibitors of cyclooxygenase-1 than ASA. The most effective of the

tested coumarins was the 3-ethoxycarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-methylcoumarin. This



same substance also demonstrated the strongest antagonistic effect on thromboxane
receptors.

To conclude, it can be stated that the tested 5,7-dihydroxy-4-methylcoumarins
appear to be promising candidates for possible extension of current antiplatelet
treatment. This is due to their effectiveness comparable to ASA and their positive
influence on two different levels of the platelet aggregation.



SEZNAM ZKRATEK

AA
ADP
AMP
ASA
cGMP
cAMP
COX-1
DMSO
FXa
TXA,
PGG,
PGH,
PGl,
PL
PPP
PRP

Kyselina arachidonova (z anglického arachidonic acid)
Adenosindifosfat

Adenosinmonofosfat

Kyselina acetylsalicylova (z anglického acetylsalicylic acid)
Cyklicky guanosinmonofostat

Cyklicky adenosinmonofosfat

Cyklooxygenaza

Dimethylsulfoxid

Faktor Xa

Tromboxan A;

Prostaglandin G,

Prostaglandin H,

Prostacyklin

Fosfolipidy

Plazma chuda na desticky (z anglického platelet poor plasma)
Plazma bohata na desticky (z anglického platelet rich plasma)

von Willebranduv faktor
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1. UVOD

Protidestickové 1éky snizuji vyskyt tromboembolickych ptihod a mortalitu. Zakladnim
anejuzivangjsim 1ékem této skupiny je kyselina acetylsalicylovd. Dosavadni
protidestickova strategie u akutnich i1 chronickych stavi ma zavaznou slabinu.
Vyskytuje se rezistence, ¢i nedostatetna odpovéd na lécbu. Tento problém trapi
i Klopidogrel, kde navic byva problém nékolikahodinovy nastup ucinku. Schidnou
a logickou cestou je proto piechod na 1é¢bu ucinnéjs$imi piipravky se spolehlivéjSimi

vysledky.

5,7-dihydroxy-4-metylkumariny jsou syntetické kumariny, u kterych byly
experimentalné prokdzany antiagregacni ucinky. Navic se jedna o latky, které maji
antioxidacni Gcinky. Vzhledem k témto zjiSténim by se mohlo jedno o velmi slibné

kandidaty protidestickovych 1éka.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Hemostaza

Hemostéaza je slozity fyziologicky proces vedouci ke spontanni zastavé krvaceni
Z poskozené cévy (Martinkova, 2007). Hemostaticka rovnovaha je vysledkem normalni
funkce cévni stény, krevnich desti¢ek a plazmatickych faktord zahrnujici systém
koagulacni, fibrinolyticky a jejich inhibitory (Navratil et al., 2008). Za fyziologickych
poméri hemostadza nepoSkozuje tok krve v intaktnim cévnim fecisti. Probiha v n¢kolika

fazich.

Prvni fazi je reakce cév v mist€é poranéni. Cévni sténa reaguje smrSténim.
K vazokonstrikei dochazi velmi rychle reflexnim zptisobem jako odpovéd’ na podnét,
kterym je poskozeni cévy (Michiels, 2003). Tim se v okamziku poranéni zabrani uniku
krve z fecisté. Vazokonstrikce je pouze docasna a trva kratce, v jiném piipad¢é by krev
nemohla v daném useku proudit. Na druhé strané ale i tato kratkodoba vazokonstrikce
umoznuje, aby se aktivovaly ostatni systémy (Wu a Thiagarajan, 1996). Vazokonstrikce
je ovliviiovana tromboxanem A; (TXA;), serotoninem, adrenalinem a fibrinopeptidy
(Verhamme a Hoylaerts, 2003). Nejdulezitéjsi slozkou z hlediska zastavy krvaceni je
endotel a subendotelové struktury. Intaktni endotelidlni bunky hraji podstatnou ulohu
V primarni hemostaze, protoZe udrzuji trombocyt v intaktnim stavu a brani jeho adhezi
na cévni sténu. Aktivaci desticek kontroluji riznymi mechanismy:
- Vytvafi bariéru mezi krvi a tkanémi a oddéluji tak od cirkulace vysoce
trombogenni subendotelidlni vrstvy, zejména struktury na bazi kolagenu
- Syntetizuji prostacyklin (PGI,), ktery stabilizuje desticku stimulaci pomoci
CAMP.
- Trvale uvoliuji NO, ktery tlumi aktivaci krevnich desticek pomoci
cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP).
- Produkuji endonukleédzy, které preménuji ADP na neaktivni AMP.
- Vytvafi negativni elektrostaticky néaboj, ktery nedovoli negativné nabitym

trombocytim pfilnout k endotelu (Colman, 2006).

Druhou fazi je vytvoteni destiCkové zatky (primarni hemostaza), ktera ucpava

drobné trhliny pifedevsim v mikrocirkulaci. Hlavni roli v této fazi hraji krevni desticky.
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Trombocyty (krevni desti¢ky) jsou nejmensi krevni elementy. Maji tvar hladkych diska
o pruméru 2—4 um a jsou bezjaderné. Délka jejich zivota je kratka, 9 - 12 dnl. Pocet
desticek kolisa mezi hodnotami 130 — 400 * 10%1. Hlavnim regulatorem jejich tvorby je
trombopoetin, hormon tvofeny v jatrech (Mourek, 2012). Trombocyty vznikaji
z megakaryocytd v kostni dfeni. Megakaryocyty jsou velké buiniky s polyploidnim
jadrem, které vysouvaji své vybézky do sinusoidy kostni dfen¢ a jejich ulomky se
uvoliiuji do krve. Trombocyty tak nejsou skute¢nymi bunkami, ale pouze fragmenty
cytoplazmy megakaryocyti. Z jednoho megakaryocytu vznikne az 5000 krevnich
desticek (Slezakova, 2010).

Pti poruseni kontinuity cévni stény se obnazi subendotelové pojivo a trombocyty se
k nému béhem nékolika vtefin pfichyti pomoci glykoproteinovych receptori (GP
la/lla/lib a GP Ib/V/IX). Adheze je zprosttedkovana dvéma specifickymi proteiny —
kolagenem, jehoz vldknité struktury jsou hlavni slozkou subendotelu, ktery silné
stimuluje desti¢cky, a von Willebrandovym faktorem (VWF), ktery je syntetizovan
cévnim endotelem a secernovan do plazmy i do subendotelového pojiva, k némuz pouta

desticky (Gawaz et al., 2005). Po adhezi nastava faze aktivace.

Aktivace desticek je zahajena silnymi aktivatory — kolagenem, tromboxanem A,
nebo trombinem. Tromboxan A; je syntetizovan z kyseliny arachidonové pisobenim
enzymu cyklooxygenazy 1 (COX-1). Za normalnich podminek je vétSina kyseliny
arachidonové (AA) vazana ve fosfolipidové membrané a koncentrace volné AA je
nizka. Kyselina arachidonova je odStépena z fosfolipidti enzymem fosfolipazou A; a je
dale metabolizovana vyse zminénym enzymem COX-1 na prostaglandin H, (PGH,)

a z ngj se syntetizuje tromboxan A, syntazou samotny tromboxan A, (Obr.1,).

fosfalipidy fosfo]ipézaA,: Kyselina arachidonova COX-1 .| prostaglandinH; tromboxan A2 m —

Obr. 1 — Syntéza tromboxanu A, Ptevzato z Reilly a Fitzgerald, 1993.
V této fazi destiCky zacnou rychle ménit svilij tvar na kulovity a vytvofi filopodie
(dlouhé a tenké vybeézky), pomoci kterych dokonale ptilnou k trombogenni plose

a navic usnadiluji agregaci (Trojan, 1993). Aktivované desticky zacinaji secernovat

latky, které podporuji adhezi dalsi desticek (vWF), dale se z destickovych granul
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uvoliiuje adenozindifosfat a tromboxan A, (Jackson, 2007). Aktivace desti¢ek
tromboxanem A, probihda prostfednictvim G-proteinu a dvou specifickych
receptori. TP -a a TP-B. Tromboxan/prostaglandinovy receptor-o (TP-a) pusobi pies
aktivaci adenylcyklazy, zatimco tromboxan/prostaglandinovy receptor-f (TP-B) tento
enzym inhibuje. Jedna se o dvé izoformy, které se lisi pouze karboxylovym koncem
(Hirata et al, 1996). Serotonin a ADP jsou pii aktivaci desti¢ek uvoliovany z jejich
denznich granul. ADP plsobi na specifické ADP receptory v membran¢ desticek.
V posledni dobé¢ byly identifikovany tii raizné ADP receptory (Mizuno et al, 2013).
Trombin vznikd na povrchu desti¢ek z protrombinu u€inkem protrombinadzového
komplexu. Komplex je slozen z aktivovaného faktoru X (FXa), faktoru V (FVa), ktery
vyrazn€ zesiluje ucinek FXa, dale z membranovych fosfolipidii a vapenatych ionti.
Trombin aktivuje destiCky prostfednictvim protedzou aktivovaného receptoru PAR - 1
a pusobi i na GP Ib. Podle nov¢jsich vyzkumt trombin piasobi tak, ze odStépuje
extracelularni doménu PAR-1, a tim obnazuje urcitou sekvenci této molekuly, ktera
zacne slouzit jako ligand receptoru. Obnazeny subendotelovy kolagen muze iniciovat
adhezi 1 u neaktivovanych desti¢ek — Vv podstaté jako reparacni dé€j. K tomu slouZzi
ay/P1 receptory kolagenu. Teprve nasledna aktivace destickového glykoproteinového
receptoru VI vede k destickové sekreci, jejich plné aktivaci a k nasledné agregaci
(Bode, 2007). Rovnéz cirkulujici von Willebrandliv faktor se navazuje na obnaZeny
kolagen a zprostfedkuje interakci s destiCkami prostfednictvim destickovych
glykoproteinovych receptorti Ib/V/IX. Aktivace desti¢ek jak na receptoru llb/Illa, tak
I na receptor 1b/V/1X je zpusobena vazbou von Willebrandova faktoru. Naproti tomu
adheze destic¢ek v mistech sdenudovavym endotelem a vytvofeni monovrstvy
adherovanych desti¢ek je zprostiedkovan pouze vazbou von Willebrandova faktoru
na I/V/IX glykoproteinovy receptor. Takto zprostiedkovana reparativni adheze probiha
1 za uplné terapeutické blokady glykoproteinovych receptora IIb/Illa nebo u nemocnych
s Glanzmannovou chorobou (porucha povrchovych glykoproteint I1b/111a). Adrenalin
pusobi pies ay-adrenergni receptor prostfednictvim G proteinu. Dochazi k inhibici
adenylcyklazy. Vysledkem je ptfedevSim potenciace plsobeni jinych destickovych
aktivatori.
GP lIb/llla receptor ma doménu intracelularni, transmembrandzni cast
a extracelularni doménu. Extracelularni doména je tvotfena 2 fetézci — a a B. Ligandem

pro GP IIb/Illa je fibrinogen, von Willebrandiv faktor, vitronektin a fibronektin.
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V klidovém stavu desticky ma receptor GP IIb/Illa jen velmi malou afinitu
k fibrinogenu. Po aktivaci desticky dochazi jednak ke zvySeni povrchové denzity
IIb/I1Ia receptort. Tyto receptory jsou uvoliiovany jak z a granul, tak z denznich granul.
Aktivace IIb/Illa receptoru je disledkem konformacnich zmén jeho dvou
extracelularnich ramének. Jde mimo jiné o preskupeni cytoskeletonu, vytvoreni
pseudopodii, produkci tromboxanu A; nebo ovlivnéni metabolismu inositolfosfatu.
Domény fibrinogenu obsahuji sekvence arginin-glycin-aspartat (RGD) a dodekapeptid
karboxylové casti y-fetézce se vazi na integrinovy receptor IIb/Illa (Maly, 2004).
Vytvafi se bily rozpustny trombus — primarni destiCkova zatka. Primarni agregace je d¢j

reverzibilni.

Tteti faze se nazyva hemokoagulace (srazeni krve). Hemokoagulace je tvofena
kaskddou enzymovych reakci, jejimz cilem je pfeména fibrinogenu na nerozpustny
fibrin. Dochazi k pospojovani voln¢ agregovanych desti¢ek v doCasné zatce a vytvaii se
definitivni srazenina (trombus). Jednotlivé latky (vétSinou plazmatické bilkoviny
vzniklé v jatrech), které se v této kaskadé uplatiiuji, se nazyvaji koagulacni faktory
(Langmeier et al., 2009). Koagula¢ni faktory (Tab. 1) jsou oznacovany Fimskymi
¢islicemi (I-XIII) v posloupnosti, v niZ byly objeveny. Aktivované formy se oznacuji

pismenem ,,a* (Slechtova, 2007).

Doneddvna byla vSeobecné piijimdna koncepce hemokoagulacni kaskady
se dvéma misty iniciace procesu hemostdzy oznaovanymi jako zevni a vnitini cesta.
Konec¢ny vysledek obou aktivacnich cest byla reakce pfeménujici rozpustny fibrinogen
na nerozpustnd vldkna fibrinu, kterd spole¢n¢ s destickami (a ostatnimi bunécnymi
elementy krve) vytvareji stabilni krevni sraZzeninu. Bylo vSak prokazano, Ze ob& drahy
Vv organizmu nefunguji nezavisle, Ze jsou funkéné propojeny a Ze zasadni roli hraje
tkanovy faktor (TF) z bunécné membrany riznych bunék a krevnich desticek. Tento
model rozdéluje hemostazu do fazi — iniciace, amplifikace a vytvoreni fibrinového

koagula pisobenim velkého mnozstvi trombinu.

Inicia¢ni faze hemostazy — se aktivuje kontaktem voln¢ kolujiciho faktoru VIla
s tkanovym faktorem (Mackman, a kol., 2007). Vytvofeny komplex TF-Vlla aktivuje
za pomoci fosfolipidi (PL) a Ca®* faktor X na aktivni formu Xa. Faktor Xa vstupuje

spole¢n¢ s faktorem Va, fosfolipidy (PL) a Ca* do komplexu zvaného protrombinaza.
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Tento komplex pfeménuje malé mnozstvi protrombinu na trombin (Hoffman a Monroe,
2001). Trombin vznikly timto zpGsobem neni schopen rozstépit dostate¢né mnozstvi
fibrinogenu, ale je schopen zpétné aktivovat koagulaéni faktory XI, IX, VIII,
V a trombocyty (Monroe et al., 2002).

Amplifikacni nebo propagacni fiaze hemostizy - se spousti zpétnymi
mechanismy. Faktor IXa vytvaii s faktorem VIlla, fosfolipidy (PL) a Ca** komplex
vnitini tenasu (IXa—VIla—PL -Ca2+). Po aktivaci faktoru X, dochdazi jiz k dostatecné

pfeméné protrombinu na trombin (Schenone et al., 2004)

Faze tvorby fibrinového koagula - Trombin $té€pi fibrinopeptidy fibrinogenu
a uvoliuji tak fibrin-monomery, které spontdnné polymeruji. Kromé toho aktivuji
faktor XIII, ktery vzniklou sraZeninu stabilizuje vznikem kovalentnich vazeb
mezi sousednimi molekulami fibrin-polymeru. Vysledkem je nerozpustna fibrinova sit’

(Davie a Kulman, 2006).
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Tab. 1 Koagulacni faktory

Faktor Nazey
Alternativni nazev

I fibrinogen

I* protrombin
tkanovy tromboplastin

. tkanovy faktor

v Ca’*
proakcelerin, labilni faktor

v akcelerac¢ni globulin

\4 aktivovany faktor V, tj. Va

VII* prokonvertin
antihemofilicky faktor (AHF)

VIl antihemofilicky faktor A
antihemofilicky globulin (AHG)
Christmastv faktor

IX* plazmatickd tromoplastickd komponenta (PTC)
antihemofilicky faktor B

X* Stuarttv-Powertv faktor
plazmaticky pfedchtidce tromboplastinu

XI plasma thromboplastin antecendent (PTA)
antihemofilicky faktor C

I Hagemantv faktor
glass faktor
fibrin stabilizujici faktor

i Lakiho-Lorandtyv faktor

HMWK vysokomolekuldrni kininogen
Fitgeraldav faktor

PKK prekalikrein

Fletcherav faktor

kalikrein

destickové fosfolipidy

* vitamin K dependentni

17




Za fyziologickych podminek je proces koagulace v rovnovéaze sjeho pfirozenymi
inhibitory. Skladé se ze tii hlavnich slozek (Esmon, 2001).

1. Inhibitor cesty zevniho faktoru (TFPI)

2. Antitrombin (AT I1I)

3. Aktivovany protein C (APC)
Cilem je kontrola generace trombinu a $ifeni procesu koagulace mimo misto poranéné
cévni stény. Selhéni tohoto systému vede k naruseni rovnovahy s trombotickymi

projevy (Gumulec, 2012).

Fibrinolyza
pfirozeny proces nutny k rozpousténi fibrinové (hemostatické) zatky. Podstatou je
Stépeni vldken fibrinu plazminem. Plazmin vznikd proteolytickym S$tépenim

z plazminogenu (Collen a Lijnen, 1991).
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2.2. Protidestickova lé¢iva

Antiagregacni 1écba zlstavd jednim ze zakladnich sekundarné preventivnich
lécebnych opatfeni pii 1é€bé komplikaci aterosklerézy a musi navazovat na vSechna
dalsi 1é¢ebna opatieni (Spac, 2008). Jedna se o vyuziti u¢inku namifeného
proti agregaci krevnich desticek pfi vystavbé primarni cévni zatky. Protidestickova
1é¢iva (Obr. 2) mohou zasahovat do riznych fazi vyvoje trombu a jejich mechanismus
ucinku se tedy navzajem li§i, coz umoznuje jejich kombinaci (Rang et al, 2007).
Zakladnim protidestickovym Iékem zistava kyselina acetylsalicylova. Mezi dalsi
antiagregancia patii latky ze skupiny blokator ADP receptorii, inhibitor glykoproteinu

IIb/11a, ¢i neékteré dalsi latky (O 'Donnell et al, 2008).

Ticlopidin,
Dipyridamol klopidogrel,
ticagrelol
:’ Abciximab.
{ app eptifibatid
ADP .---""'_FH‘_F “ rec. /
Aktivace ITh/Ia rec.
Triflusal
TXA, \ -
Tromboxanové rec.

N

ASA Pikotamid Terutroban

Obr. 2 - Mechanismy ucinki protidestickovych 1ékt. Upraveno z Karetova a Bultas,
2009.
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2.2.1. Kyselina acetylsalicylova (Acylpyrin, Aspirin, Anopyrin, Godasal)

Kyselina acetylsalicylova (ASA, Obr. 3) ireverzibilné blokuje destickovy enzym
cyklooxygenazu-1 (COX 1), ktery je v organismu odpovédny za syntézu prostaglandini
a tromboxanu (Obr. 1, Patrono et al., 2004). Pusobici po celou dobu zivotnosti
trombocytu (Stejskal et al., 2001). Lécba by méla byt celozivotni. Za optimalni davky
se povazuje 75 mg — 150 mg denné, u nas obvykle 100 mg. Se zvysSujici se davkou
antiagregacni U€inek nestoupd, ale nariista riziko krvacivych komplikaci a nezadoucich

ucinkt v oblasti gastrointestinalniho traktu (Marek et al, 2010).

O OH

O CH3

g

O

Obr. 3 — Vzorec kyseliny acetylsalicylové.

2.2.2 Inhibitory ADP receptoru - Thienopyridiny

Tyto latky jsou nekompetitivnimi inhibitory destickového receptoru P2Y1, kliCového
receptoru pro ADP. Maji podobné protidestickové ucinky jako ASA (Price, 2009).

2.2.2.1. Tiklopidin (Obr. 4, APO-TIC, Targen) je prvnim thienopyridinem
uzivanym v klinické praxi. V terapeutické davce (250 mg 2x denn¢) inhibuje agregaci
desticek z 50 az 70 %. Jeho ucinek je detekovatelny béhem dvou dni a maximalniho

ucinku je dosazeno po 5 az 8 dnech. Tiklopidin je vétSinou nahrazovan Klopidogrelem,

24
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Obr. 4 — Vzorec tiklopidinu.
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2.2.2.2. Klopidogrel (Obr. 5, Clopidogrel Actavis, Clopidogrel AL, Apotex,
Mylan, Orion, Stada, Teva, Clopigamma, Trombex) je po absorpci
Z gastrointestinalniho traktu metabolizovan zejména v jatrech cytochromem P450
na ucinny metabolit (thiolovy derivat). Metabolit se ireverzibiln¢ vaze na destickové
ADP (P2Y3,) receptory. V doporuc¢ované davce (75 mg 1x denné) ovlivni funkci
destidek ze 40 az 60 %. U¢inek lze zjistit jiz po prvni davce (2—4 h) a maximalni G&inek

nastava po 3—4 dnech (Gladding et al, 2008).

Cl
N |*\
3

Obr. 5 — Vzorec klopidogrelu.

2.2.2.3. Prasugrel (Obr. 6, Efient) je thienopyridin 3. generace, od ptedchozich
generaci se vyznamné lisi. Je sice proléCivem s nutnosti konverze, aktivuje se ale uz
ve stfevni sténé€ a jeho metabolizmus neni ovlivnén cytochromem P450. Tim ma méné
lékovych interakci a je funkéni i u pacientd rezistentnich ke klopidogrelu. Dalsi
dilezitou vyhodou je vyznamné rychlejsi nastup ucinku pii srovnani s klopidogrelem

¢i s tiklopidinem (tmax je pouze 30—-60 min.) (Wiviott et al, 2007).

F
Nl\‘}
s
5}_

Obr. 6 — Vzorec prasugrelu.

2.2.2.4. Tikagrelor (Obr. 7, Briliqgue) se na rozdil od ptedchozich
thienopyridinii vaze na ADP receptory reverzibilné. Nepotiebuje biotransformaci pies
cytochrom P-450, tim je sniZzeno riziko Iékovych interakci. V porovnani

s klopidogrelem ma rychlej$i nastup Géinku, vyraznéjsi inhibici trombocytu, jeho
21



podavani navice vede ke statisticky vyznamné nizsi celkové i kardiovaskularni mortalité

a nezvysuje velké ani malé krvaceni (Wallentin et al, 2009).

OH

Obr. 7 — Vzorec tikagrelolu.

Kombinace kyseliny acetylsalicylové s antagonisty ADP receptori je vyznamné
ucinnéj$i v prevenci trombotickych komplikaci nez jednotlivé protidestickove Iéky
samotné, nepostradatelnd je tato 1écba u interven¢nich zdkrokidi a po akutnich

koronarnich syndromech (Bhatt et al, 2006).

2.2.3. Dipyridamol (Obr. 8, Aggrenox)

Dipyridamol je pyrimido-pyrimidinovy derivat s vazodilataénimi a protidestickovymi
vlastnostmi. Inhibuje vychytavani adenosinu v erytrocytech, krevnich destickach
a endotelialnich bunkach. Nésledn¢ dochézi lokalné ke zvySeni koncentrace adenosinu,
ktery plisobi na A; receptor trombocyti, ¢imz stimuluje destickovou adenylatcyklazu,
a tak zvySuje hladinu cAMP v trombocytech. Dale blokuje fosfodiesterazu, tim dochazi
ke zvySeni koncentrace cAMP a cGMP. A také stimuluje tvorbu a uvolfiovani
prostacyklinu z cévniho endotelu, tim se snizuje pfilnavost trombocytt (Soucek, 2011;

Suchopar et al, 2009).
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V neurologii je fixni kombinace dipyridamolu s modifikovanym uvoliiovanim s ASA
podle mezinarodnich i1 ¢eskych doporuceni tazena v dusledku vysoké ucinnosti
a bezpecnosti mezi léky prvni volby v prevenci recidiv ischemickych cévnich

mozkovych poruch (Krupicka, 2006).

Q HDH

= N_‘\_:]/NV-’“\\GH
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e

Obr. 8 — Vzorec dipyridamolu.

2.2.4. Antagonisté receptoru GP IIb/Il1a

Jde o antagonisty klicového destiCkového receptoru odpovédného za agregaci
trombocyti - glykoproteinu IIb/Illa. Jedna se o nejucinnéjsi antiagregancia - az 80-
100% inhibice trombocytarni agregace. Ackoliv blokuji agregaci desti¢ek, neovliviiuji
jejich adhezivitu, ani koagula¢ni faktory a po odeznéni ucinku nastava proagregacni
ucinek, tim je nutnd kombinace s inhibitory aktivace desticek. V klinické praxi jsou
uzivany pouze parenteralni preparaty (Miiller et al, 2002). Vyvoj v oblasti novych
peroralnich antagonisti receptoru GP IIb/Illa zatim stagnuje, divodem je vySsi riziko
krvacivych piihod a nedostate¢na afinita Kk receptoru rezultujici ve vyse

zminény rebound fenomén. Studie s perorélnimi blokatory byly pred ¢asem ukonceny

vvvvvv

2.2.4.1. Abciximab (Reopro) - je rekombinantni chiméricka protilatka tvotena
myS$imi a humannimi sekvencemi s ireverzibilni a velmi vysokou afinitou k receptoru
GP lIb/llla. Po preruseni infuze se destickova funkce normalizuje béhem 24 az 48
hodin, protilatky vazané na desticky a ovliviujici jejich funkci pietrvavaji ve vazbé az

po 14 dni. Z vysoké afinity a dlouhého uc¢inku plyne na jedné strané vyhodny
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farmakokineticky profil, na strané druhé vsak i déletrvajici riziko krvaceni (Salam and

Suwaidi, 2002).

2.2.4.2. Eptifibatid (Integrilin) - je cyklicky heptapeptid. Vede k reverzibilni
blokad¢ agregace desticek tim, ze brani vazbé fibrinogenu i dalSich adhezivnich
molekul na glykoproteinové receptory membran trombocytd. Uéinek nitrozilni infuze
zavisi na davce — k 50% obnové funkce desticek dochazi jiz ¢tyfi hodiny po jeho

vysazeni

2.2.5 Blokatory tromboxanovych receptori a inhibitory tromboxan A,

syntazy

Tlumit primérni hemostdzu na urovni tromboxanové cesty aktivace mlizeme dvojim
zpusobem. Prvnim je inhibice syntézy tromboxanu A, druhou je blokéda jeho receptorti

na urovni trombocytu ¢i cévni stény.

2.2.5.1. Triflusal (Obr 9) - derivat ASA, ktery rovné€z preferenéné
a ireverzibilné inhibuje COX-1. Inhibice COX-1 je sice slabsi nez po podani ASA,
nicméné tento nedostatek bohaté kompenzuje skutecnost, ze se jednd o blokadu
semiselektivni. To znamend, Ze je potlacena syntéza trombocytarni cyklooxygenazy,
tedy syntéza TXA,, ale v endoteliich je COX-1 tlumena o fad méné, a blokada syntézy
prostacyklinu je proto nevyznamna. Navic triflusal stimuluje NO-syntdzu a zvySenou
nabidkou oxidu dusnatého funkci endotelu zlepSuje. Jeho potencidlem by mohla byt
protidestickova lécba nemocnych sintoleranci ¢i rezistenci na ASA a zejména

U astmatikd s ,,aspirinem* indukovanou dusnosti. V CR se ale toto 1é¢ivo nepouziva.
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0
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F
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Obr. 9 — Vzorec triflusalu.
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2.2.5.2. Terutroban (Obr. 10) - je selektivni antagonista tromboxanového
receptoru. Na tyto receptory se kromé vazokostrikéné a proagregacné ptsobiciho TXA;
mohou vazat i analogicky pusobici PGG, ¢i PGH,. Terutroban ma v experimentu
antitrombotické a vazodilatacni vlastnosti. Klinicky uc¢inek byl provéfovan proti
standardni davce ASA ve studii PERFORM u témé&f 20 tisic nemocnych po ischemické
mozkové piihodé. Studie byla pted¢asné po vice nez dvou letech ukoncena pro shodny
ucinek na pokles vyskytu mozkovych piihod, infarktu myokardu ¢i umrti z cévnich
pficin v obou vétvich. Vyskyt krvaceni mirn¢€ stoupl v terutrobanové vétvi. Zpravy
0 pokracovani v klinickém hodnoceni terutrobanu nejsou, vyvoj je pravdépodobné

zastaven (Bultas, Karetova, 2012).

HO 5 C

%§4p
s
L
H
c1

Obr. 10 — Vzorec terutrobanu.

2.2.5.3. Pikotamid (Obr 11) - mechanismem ucinku této latky je kombinace
blokady syntézy tromboxanu (inhibici tromboxan A2 syntazy) a blokady
tromboxanovych receptor. Probihaly dvé velké randomizované studie na posouzeni
klinické ucinnost pikotamidu u pacientl s rizikem aterotrombdzy. U studie ADEP se
jednalo o pacienty s onemocnénim perifernich tepen, pacienti byli randomizovani do
skupin pikotamid nebo placebo. Tato studie neprokazala vyznamné snizeni
kardiovaskularnich pfihod ve skupin¢ s pikotamidem ale analyza podskupin ukazala
jeho potencidlni uZitecnost u pacientii s diabetem. Studie DAVID zkoumé vliv na
diabetické pacienty opét sonemocnénim perifernich tepen. Randomizace opét
zahrnovala dvé skupiny, tentokrat pikotamid a ASA. Vysledky ukazaly vyznamné
snizeni celkové imrtnosti ve skupiné s pikotamidem. Kromé toho dlouhodoba 1écba

diabetu pikotamidem podporuje snizeni mikroalbuminurie a inhibici rstu karotickych
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plakt. Tyto tdaje naznacuji, Zze pikotamid mize piedstavovat zajimavy 1ék (Celestini
and Violi, 2007).

Q /
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Obr. 11 — VVzorec pikotamidu.

Intenzivné probihd vyzkum novych latek spojujici vlastnosti protidestickové

a antikoagulacni.

2.2.6. Kumariny

Kumariny (zakladni struktura na Obr. 12) jsou velkou skupinu ptirodnich latek, které
jsou Siroce zastoupeny ve vyznamnych mnozstvich Vv rostlinach, ale jejich ptitomnost
byla také zjisténa v mikroorganismech a zivoc¢isnych zdrojich, vyuzivaji se jako koteni
a v tradicni medicing. Jedna se 0 derivaty 1,2 benzopyront. Kumariny jsou strukturalné
velmi pestrou skupinou. Rozd¢luji se do riznych kategorii, od jednoduchych kumarint
po rtzné druhy polycyklickych kumarinti, jako jsou naptiklad furanokumariny
a pyranokumariny (Borges et al, 2005). Existuji ve volné formé& nebo ve formé
glykosidicky véazanych sloucenin. Kumariny jsou skupinou sloucenin, které vykazuji
fadu piekvapujicich biologickych uéinka (Pedersen et al, 2007). Mezi slozitéjsi
ptibuzné slouceniny na bazi kumarinového jadra patii nejznamé;jsi kumarin - warfarin,
ktery se uziva jako antikoagulacni 1é¢ivo. Jednoduché kumariny a jejich analogy jsou
nyni rozsahlou skupinou, kterd pfitahuje z4jem. Tato skupina ma velmi zajimavé
vlastnosti: protinadorové, antimikrobialni, ptisobi tlumivé na CNS (Hoult a Paya,1996).
a vasorelaxac¢ni vlastnosti mohou ptreduréovat nékteré kumariny K 1écbé ¢i prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni (Fylaktakidou et al, 2004). VSechny ucinky kumarint

na lidsky organismus nejsou zatim zcela znamy a to i pfes rozsahly in vitro a in vivo

26



vyzkum provadény v soucasné dobe. Nekteré ptirodni nebo syntetické derivaty uz nasly

farmaceutické uplatnéni, typickym piikladem je zminény warfarin.

Z toxikologického hlediska jsou vyznamné zejména furanokumariny, které
zpusobuji v kombinaci s UV zafenim kozni fototoxicitu a genotoxicitu. Toxicky ucinek
se projevi na svétle jako zarudnuti ktze, paleni, svédéni, zanét, otok nebo vyrazna
alergicka reakce. Pocate¢ni pfiznaky mohou vést az k nekrotizaci velkych ploch
pokozky (Raquet and Schrenk, 2014). Na molekularni Grovni je zji$téno, ze
furanokumariny mohou zptisobit cykloadice v polohach 3, 4 nebo 4, 5" nebo oboje
s pyrimidinovymi bazemi DNA, mohou se tedy zabudovat do nukleovych kyselin
a poskodit genom. Takto lze vysvétlit jejich mutagenni a karcinogenni vlastnosti
(tvorba melanomt). Z celkovych ptfiznakli furanokunarini se mize objevit zloutenka

(Rehackova, 2009).

X

@) @)

Obr. 12 — Vzorec zakladniho (nesubstituovaného) kumarinu

2.2.6.1. 4-methylkumariny - tyto latky jsou Siroce zkoumanymi derivaty
kumarint, které jsou syntetizovany z 3,4-kumarinu. Syntéza probiha pravé pres 3,4-
kumariny, které se klinicky nejevi jako vyhodné, nebot mohou tvofi epoxidy.
Kumarinové epoxidy jsou povazovany za mutagenni a pravdépodobné maji 1 dalsi
toxické uc€inky (Hanumantarao, 1998). Nékteré 4-methylkumariny ukazaly slibné
antioxida¢ni ucinky, jako je inhibice peroxidace lipidi a vychytdvani peroxidovych
anionu. 4-methylkumariny chelatuji se Zelezem, ¢imz snizuji produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS), coz hraje dulezitou roli v patogenezi onemocnéni srdce a cév

(Mladénka et al, 2010).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. CIL PRACE

V piredchozich studiich ve skupiné¢ Kardiovaskularni farmakologie a toxikologie
byl dokumentovan ucinek nékterych kumarinti na agregaci desti¢ek navozenou
arachidonovou kyselinou. 5,7-dihydroxykumariny byly obecné podobné uéinné jako

kyselina acetylsalicylova.

Cilem této prace bylo zjistit mechanismus u¢inku téchto latek na agregacni
kaskddu navozenou uvolnénim arachidonové kyseliny a porovnat ucinky téchto latek

s kyselinou acetylsalicylovou.
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3.2. METODIKA

3.1.1. Material

Kyselina arachidonova (AA), adenosin difosfat (ADP) a kolagen byly
zakoupeny od Chrono-Log Co (Havertown, Pennsylvania, USA), citrat sodny z firmy
Biotika (Slovenska Lupca, Slovensko). Tromboxan B, EIA Kit, prostaglandin H,, U—
46619 a COX inhibitor screening test kit byly zakoupeny od Cayman Chemical
Company (Ann Arbor, Michigan, USA). Dimethyl sulfoxid (DMSO),
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), indomethacin, Kyselina acetylsalicylova
(ASA), dipyridamol byly zakoupeny od Sigma Aldrich (Némecko). Testované latky -
5,7 - dihydroxy - 4 — methylkumariny (Obr. 13) byly syntetizovany na katedie chemie

na univerzité v Dilli, Indie.

3.1.2. Testované latky

HO O O

OH
Obr. 13 - Vzorce 4-methylkumarinti pouzitych ve studii.
A: R=H (5,7-dihydroxy-4-methylkumarin)
B: R=CH,COOC;Hs (3-ethoxykarbonylmethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin)
C: R=CH,CH,COOC;Hs (3-ethoxykarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin)
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3.1.3. Dérci a zpracovani krve

Krevni vzorky byly shroméazdéné od zdravych nekuifdki - dobrovolnikl
do plastovych jednorazovych zkumavek obsahujicich 3,8% citratu sodného (1:9, V /
V). Do odebrané krve byl okamzité pfidan inhibitor COX, indometacin, aby jeho finalni
koncentrace v krvi byla 10 uM. VS8ichni dobrovolnici byly zdravotni¢ti pracovnici, ktefi
dali informovany souhlas ke studii a ktefi se nelé¢i dlouhodobé zadnymi 1éCivy.
Pfed odbérem byli vSichni darci alespoit 12 hodin na la¢no. Studie byla provedena
pod dohledem Etické komise Univerzity Karlovy v Praze, Farmaceutické fakulty

v Hradci Kralové a v souladu s Helsinskou deklaraci.

Odebrand krev se nechala centrifugovat pii 500 g po dobu 10 minut (odstfedivka
Boeco U-32R, rotor Hettich 1611, Némecko). Timto se ziskala plazma bohata
na desticky (PRP). Odstiedénim zbyvajici krve (2500 g) po dobu 10 minut se ziskala
plazma chuda na desticky (tzv. platelet poor plasma, PPP). Pocet krevnich desticek byl
zjiStén za pouziti pritokového cytometru BDAccuri C6, ktery je vybaven BD CFlow
softwarem (BDAccuri cytometry Inc, USA). PRP byla nafedéna zminénou PPP na

finalni koncentraci 250%10° desticek /1, se kterou byly provedeny vSechny experimenty.

3.1.4. Stanoveni interakce s tromboxanovymi receptory

Agregace desticek navozena agonistou tromboxanovych receptori U-46619
(Cayman Chemical Company, U.S.A.) byla stanovena podle turbidimetrie (Tlustrativni
obr. 9) a to prostiednictvim Chrono-log-500 Ca agregometru (Chrono-Log Co, USA)
se softwarem Aggro / Linksoftware, Chrono-Log Co, USA. Kontrolou byla PPP jako
kontrola. Stru¢né: 500 pl PRP se napipetovalo do kyvety a michalo se pii 1000 otackach
za minutu s magnetickym michadlem pfi teploté 37 °C po dobu 2 minut v agregometru.
Testované kumariny, stejné¢ jako standardni léky, byly rozpustény v DMSO. 5 pL
riznych koncentracich testovanych kumarinli nebo DMSO se pak piidalo do reakéni
kyvety a inkubovalo ptfi 37 °C po dobu 3 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby, byla
agregace destiCek vyvolana pridanim U-46619 (Obr. 14). Proces agregace byl sledovan
po dobu 5 min.
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3.1.5. Zjisténi inhibice tromboxan A, syntizy

Inhibice tromboxansyntazy byla hodnocena podle metody Chang et al. (1997),
s mensimi modifikacemi. PRP obsahujici indomethacin byla inkubovéana s testovanymi
slouceninami po dobu 3 minut pii teploté 37 °C. Po pfidani prostaglandinu H, (50 ng),
smés byla inkubovéna po dobu 5 minut. Inkubace byla okamzité¢ ukoncena ptfiddnim
vychlazeného EDTA (2 mM) a vzorek centrifugovan pii 10500 g po dobu 2 min.
Hladiny tromboxanu B; v supernatantu byly zméfeny za pouziti tromboxanu B, EIA kit

(Cayman Chemical Company) podle instrukci vyrobce.

3.1.6. Zjisténi inhibice cyklooxygenazy 1

K vyhodnoceni COX-1 inhibice byl pouzit komeréni set COX inhibition screening
assay kit N0.560131 (Cayman Chemical Company), ktery nedava falesné pozitivni
vysledky s antioxidanty. ASA nebo kumariny rozpusttné v DMSO (kone¢na
koncentrace DMSO 2% V/V), byly inkubovany s ovéi COX-1 pti 37 °C a AA (konecna
koncentrace 100 pM) byla ptidana do smési, aby se zahajila reakce. Tvofeny
prostaglandin H, byl méfen po jeho selektivni redukci na prostaglandin F, chloridem
cinatym a zméfen metodou ELISA. Procento inhibice bylo v souvislosti s pozitivni

kontrolou s DMSO.

3.1.7. Statisticka analyza

Vsechny udaje jsou uvedeny jako primér + SD. Agregacni kiivky pro inhibici
tromboxanovych receptori a COX-1 byly porovnany s pouzitim 95% intervall
spolehlivosti. VSechna statisticka vyhodnoceni se provadéla pomoci GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
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Obr. 14 — Tlustra¢ni obrazek agregace PRP.

V levé kyveté se nachazi vzorek, kde prob&hla agregace. V pravé kyveté agregace

neprobehla.
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4. VYSLEDKY

Vsechny testované latky byly schopny snizit agregaci navozenou podanim
tromboxanového analoga (Obr. 15). Nejucinngjsi byly 3-ethoxykarbonylethyl-5,7-
dihydroxy-4-methylkumarin a 3-ethoxykarbonylmethyl-5,7-dihydroxy-4-
methylkumarin. Z porovnani konfidenénich intervali je vidét, Ze mezi nimi neni
prakticky rozdil. Tteti testovana latka 5,7-dihydroxy-4-methylkumarin byla sice méné
uc¢innd nez predchozi testované ale oproti kontrole vykazovala jednoznacny

antiagregacni ucinek.

Utinek téchto latek byl davkové zavisly, jak je patmé zvysledkii s 3-
ethoxykarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin ~ (Obr. 16). Nejvyssi davka
prakticky zcela eliminovala navozenou agregaci. Z danych vysledku je tedy patrné, ze
latky plisobi jako kompetetivni antagonisté, protoze vysSi koncentrace agonisty

tromboxanovych receptort snizila jejich protiagregacni ti€inek.

Testované latky nemély vyznamny Géinek na metabolickou aktivitu tromboxansyntazy
(Obr. 17), ale ovlivnily funkci cyklooxygenazy. Jejich u¢inek na tuto ov¢i isoformu
cyklooxygenazy 1 vin vitro podminkach byl zfetelné vyssi v porovnani s kyselinou
acetylsalicylovou (Obr. 18). Schopnost blokovat cyklooxygenazu 1 byla nejvice
vyjadiena u 3-ethoxykarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarinu, poté ucinnost
klesala v porfadi 3-ethoxykarbonylmethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin a nejméné
uc¢innym blokatorem byl 5,7-dihydroxy-4-methylkumarin.
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Obr. 15 - Ovlivnéni agregace navozené tromboxanovym analogem U49916. Jako
kontrola bylo pouzito jen rozpoustédlo DMSO. Testované latky byly testovany ve
finalni koncentraci 49 pM. Osa X ma logaritmické méfitko. A: 5,7-dihydroxy-4-
methylkumarin, B: 3-ethoxykarbonylmethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin. C: 3-
ethoxykarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin.
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Obr. 16 - Porovnani riznych koncentraci 3-ethoxykarbonyl-5,7-dihydroxy-4-

methylkumarinu. Osa X je zobrazena v logaritmickém métitku.
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Obr. 17 - Inhibice tromboxansyntazy v lidskych desti¢kach.

Pro porovnani je zobrazena kontrola DMSO. Je vidét, Ze zadna z testovanych latek

nebyla schopna vyrazné¢ ovlivnit tromboxansyntazu. A: 5,7-dihydroxy-4-

methylkumarin, B: 3-ethoxykarbonylmethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin. C: 3-

ethoxykarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin.
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Obr. 18 - Inhibice cyklooxygenazy 1 testovanymi latkami. Pro porovnani je zobrazena
acetylsalicylova kyselina (ASA). A: 5,7-dihydroxy-4-methylkumarin, B: 3-
ethoxykarbonylmethyl-5,7-dihydroxy-4-methylkumarin. C: 3-ethoxykarbonylethyl-5,7-
dihydroxy-4-methylkumarin.
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5. DISKUZE

Protidestickova 1écba predstavuje zakladni 1ééebny postup v prevenci i 1écbé
mortality i morbidity. BohuZel dostupné postupy maji stale fadu nevyhod. Casto
diskutovanym problémem nejcastéji uzivaného protidestickového Iéku, ASA, je
rezistence. U¢innou alternativou u nemocnych, kde nelze podat ASA je klopidogrel, ale
riziko neucinnosti je i u tohoto 1éku. Bohuzel rezistence k 1é¢bé muze byt na oba 1éky
soucasné. Proto prostd zaména jednoho lé¢iva za druhé jmenované nemusi problém
vytesit. U klopidogrelu je navic ur€itou nevyhodou nékolikahodinové prodleni do
nastupu ucinku (Matetzky et al, 2004). Hlavnim divodem, pro¢ ¢&ast nemocnych
nereaguje spravné na klopidogrel je nejspi§ nedostateéna konverze klopidogrelu na
vlastni aktivni metabolit, jelikoZz se podava pro lepSi vstfebavani jako prolécivo.
Tikagrelor ma stejny mechanismus ué¢inku jako thienopyridiny. Na rozdil od nich je
inhibice reverzibilni aneni potfeba konverze na aktivni metabolit. Diky tomu, ze
u tikagreloru neni potieba metabolizace na aktivni metabolit, je protidestickovy efekt
ve srovnani s klopidogrelem spolehlivéjsi. Rezistence by se mohla piekonat
kombinacemi novych 1é¢iv. Kombinace lééebnych postupl s riznymi mechanizmy
ucinku totiz potencuje vysledny terapeuticky efekt. V soucasné dob&é se uziva
kombinace thienopyridini a ASA a dale také dipyridamolu s ASA. Vyhodna kombinace
by mohlo byt podavani ASA s Iéky, které maji antioxida¢ni ucinek. Antioxidacni latky

totiz pomahaji snizit riziko rozvoje aterosklerozy a jejich nasledkl, mezi nimiz je

N4

Inhibitory receptora IIb/Illa, maji nevyhodu nutnosti parenteralniho podani, vysokého
krvacivého potencidlu, nedostate¢nou afinitu k receptoru a vyS§itho rizika

protrombotického stavu (Kini et al, 2002).

Novinek ve skupin€ inhibitori syntézy tromboxanu A, (TXA;) ¢i blokatori jeho
receptorti neni mnoho. Alternativou ASA je triflusal. Na rozdil od ASA preferencné
inhibuje cyklooxygenazu 1 (COX-1). Jeho potencialem by mohla byt protidestickova

lécba nemocnych s intoleranci ¢i rezistenci na ASA a zejména u astmatikl
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s ,,aspirinem* indukovanou dusnosti. Usp&$nému zavedeni triflusalu brani vysoké cena
(Karetova a Bultas, 2009).

Existuje tedy mnoho dtivoda pro zavadéni novych protidestickovych 1éka.

Pravé vysledky zkoumani 5,7 -dihydroxy - 4 — methylkumarini prokazuji
antiagregacni vlastnosti srovnatelné s ASA. Jejich mechanismus uc¢inku neni jesté zcela
znam, ale vime, Ze ovliviyji funkci cyklooxygenazy 1 a také se zda, ze by 5,7 -
dihydroxy - 4 — methylkumariny mohly byt kompetitivnimi antagonisty na receptorech
tromboxanu A,. Je ale mozné, Ze mohou pusobit i na dalSich Grovnich agregace
navozenych aktivaci zminénych tromboxanovych receptori. Toto nebylo mozné v této

studii detailnéji prozkoumat.

Toto zjisténi muze byt ve farmakologickém zajmu, protoze antiagregacni
aktivita na dvou po sob& jdoucich krocich agregace desticek muze byt velkym
pfinosem zejména u pacientd rezistentnich na konvenéni protidestickovou 1é¢bu. Navic
jsou jiz znamy latky pisobici na dvou trovnich, naptiklad pikotamid. Mechanismem
ucinku pikotamidu je kombinaci blokady syntézy tromboxanu (inhibici
tromboxan A, syntazy) a blokady tromboxanovych receptort. Ale vysledky klinickych
studii s touto latkou nejsou zatim pftili§ prikazné, je mozné, Ze je jeho ucinek n&jakym
zatim nezndmym mechanismem sniZen pii podani u lidi. Proto je urcit¢ vyzkum v této
oblasti velmi zajimavy, navic latky, které jsou antagonisty jak tromboxanovych

receptortl tak inhibitory COX-1 zatim nebyly popsany.

Antiagregacni vlastnosti u nékterych typt kumarint jiz byly popsany, ale zatim
u zadnych nebyl zjistény mechanismus ucinku podobny 5,7-dihydroxy-4—
methylkumarinim. Mechanismy antiagregacni aktivity kumarini se zdaji byt
riznorodé. Dostupné studie ukazaly, ze rizné substituce na zédkladnim kumarinovém
jadre jsou spojeny s velmi odliSnym antiagregacnim mechanismem. Napiiklad silny
antiagrega¢ni kumarin 8-methyl-4-(1-piperazinyl)-7-(3-pyridylmethoxy)kumarin by
mohl byt potencialnim inhibitorem lidské agregace desticek in vitro vaci vsem
pouzitym induktorim agregace desticek. Mechanismus ucinku 8-methyl-4-(1-
piperazinyl)-7-(3-pyridylmethoxy)kumarin je zprostfedkovan zvySenim intracelularni
urovné cAMP pres specifickou inhibici cAMP fosfodiesterazy. U tohoto kumarinu je

dokazano, ze snizuje hladinu intracelularniho kalcia a aktivaci proteinkinazy C
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vyvolané¢ trombinem. Také zvySuje produkci oxidu dusnatého pifimo stimulaci

destickové enzymové syntazy oxidu dusnatého (Braccio et al, 2004).

| z tohoto ohledu je patrné, ze tyto testované 4-methylkumariny maji unikatni
mechanismus ucinku. Pfed dalSim zkousenim bude ale nutné kromé potvrzeni ti¢innosti
na in vivo modelu vyzkouset také jejich farmakokinetické vlastnosti, které mohou byt

ptekazkou jejich uplatnéni.
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6. ZAVER

V této rigordzni praci byly sledovany protidestickové tuc¢inky 5,7-dihydroxy-4-
metylkumarint. Testované latky nemély vyznamny G¢inek na metabolickou aktivitu
tromboxansyntazy, ale bylo prokazano, ze 5,7-dihydroxy-4-methylkumariny mohou
blokovat COX-1 a soucasn¢ pusobit jako antagonisté na tromboxanovych receptorech.
Nejucinngjsim ze zkoumanych kumarin byl 3-ethoxykarbonylethyl-5,7-dihydroxy-4-
methylkumarin, poté ucinnost klesala v poradi 3-ethoxykarbonylmethyl-5,7-dihydroxy-

4-methylkumarin a nejmén¢ uc¢innym byl 5,7-dihydroxy-4-methylkumarin.

Vzhledem k tomu, ze se 5,7-dihydroxy-4-methylkumariny zdaji byt zajimavymi
dvoustupniovymi inhibitory agregace krevnich desticek, je dalsi vyzkum v této oblasti

velmi Zadouci.
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