AMIDOWE POCHODNE KWASU NIPEKOTYNOWEGO JAKO NOWE
INHIBITORY PDE8 O POTENCJALNEJ AKTYWNOSCI
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Wprowadzenie Modelowanie molekularne
Witoknienie narzgdow (ptuca, watroba) prowadzgce do uposledzenia ich funkcji jest Badania modelowania molekularnego przeprowadzono dla reprezentatywnych zwigzkow 6
konsekwencjg przewleklego procesu zapalnego. Zwiekszony poziom mediatorow | 12 przy uzyciu procedury Induced Fit Docking (IFD). Zwigzki wykazaty specyficzny
prozapalnych prowadzi do nasilenia syntezy biatek macierzy pozakomorkowej, zwiekszenia sposob wigzania charakterystyczny dla inhibitorow PDESA.

llosci fibroblastow | miofibroblastow oraz remodelingu | neoangiogenezy. Jak dotad, nie ma

Skuteczr_lych | Sp.ecyfilcznych terapll ’an.t yﬁbrotycznych’, s:tad poszukiwanie nOWCh Iekéw O tym oksazolowego tworzy wigzanie wodorowe Zz wigze sie w inny sposob niz pochodna oksazolowa
mecha_mlzmle dziatania Jest_ szczegolnie |stotne_. _Spo_srod trzeph cAMP specyficznych |z_of_orm tancuchem bocznym GIn778, z kolei karbonylowy nawiazuje oddzialywanie wodorowe pomiedzy
fosfodiesterazy (PDE4, 7 | 8), PDE8 ma najsilniejsze powinowactwo do cAMP. Inhibitory atom tlenu nawigzuje oddziatywania wodorowe z atomem tlenu grupy metoksylowej 1 GIn778.

W przypadku zwiazku 6 atom tlenu ugrupowania Zwigzek 12 zawierajgcy ugrupowanie tiazolu

PDES podnoszace poziom tego wewnatrzkomorkowego przekaznika m.in. w ptucach, moga  Tyr74s, natomiast pierécienie uktadu Wigzanie wodorowe karbonylowego atomu
okazac si¢ skuteczne w hamowaniu procesu wioknienia. arylooksazolu tworzg oddziatywania aromatyczne tlenu z Tyr748 jest analogiczne jak dla pochodnej
z Phe781. oksazolowe,).
Cel badan

Zaprojektowano nowe, amidowe pochodne kwasu piperydyno-3-karboksylowego (kwasu
nipekotynowego), zawierajgce ukitad arylooksazolu lub arylotiazolu w wyniku modyfikacji
opisanego w literaturze zwigzku P-1 [1], jako nowych, selektywnych inhibitorow PDES.
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Aktywnosc antyfibrotyczna in vitro

/ HN N N \ Dla wybranego inhibitora 6 (GRAJ-568) zostaty zbadane wiasciwosci antyfibrotyczne
7\ /NI\C' . a, b )N\ j<\ z wykorzystaniem stymulowanych TGF-B ludzkich fibroblastéw ptucnych. Uzyskane
OH

R e " wyniki (Ryc. 1 — 3) wskazuja, ze zwigzek ten:

OH
O ] O » hamuje indukowang TGF-3 ekspresje genow profibrotycznych w ludzkich fibroblastach ptuc.
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Rycina 1. Wptyw GRAJ-568 na indukowang TGF- ekspresje gendw profibrotycznych w ludzkich fibroblastach ptuc. Komérki MRC-5 inkubowano wstepnie przez 1 godzine z testowanymi zwigzkami
(5 M), a nastepnie stymulowano TGF- (5 ng/ml) przez 24 godziny. Przeprowadzono gPCR w celu okreslenia pozioméw transkryptow ACTA2 (A), SM22 (B) i COL1A1 (C) w poréwnaniu z genem
metabolizmu podstawowego 18SrRNA. Kazdy stupek reprezentuje Srednig (+SD). Probki analizowano trzykrotnie w dwéch powtorzeniach.
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Aktywnosc hamujaca PDES8 in vitro

» zmniejsza indukowana TGF-f8 migracje ludzkich fibroblastéw ptuc.

Dla nowych zwigzkoéw 5 — 12 oznaczono ich wtasciwosci hamujgce PDESA z uzyciem testu

PDE-Glo™ (Promega) i ludzkiej, rekombinowanej PDES8A wykazujgce] ekspresje w

komorkach Sf9. Wyniki przedstawione w tabeli 1 wskazujg, ze zwigzki sg silnymi inhibitorami

PDE8SA (IC;, w zakresie 23 — 220 nM). W wyniku zaplanowanych modyfikacji uzyskano
silniejsze inhibitory PDE8A, od opisanego w literaturze zwigzku P-1.
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Tabela 1. Aktywno$é hamujgca PDES8A dla zwigzkow 5 — 12. T se3
+ TGF-B
Rycina 2. Wptyw GRAJ-568 na indukowang TGF- migracje ludzkich fibroblastow ptuc. Migracje MRC-5 w odpowiedzi na TGF-B (5 ng/ml) okreslono za pomocg testu Transwell po 24 godzinach
Z . PDE8A inkubacji z testowanymi zwigzkami (5 uM). Migrujgce komorki wybarwiono fioletem krystalicznym i zliczono w losowo wybranych polach widzenia. Kazdy stupek reprezentuje srednig (+SD).
Wlazek X Rl R2 |C50 [n M] Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie.
5 O 4-CH, H 220,7 » fagodzi indukowane TGF-8 przejscie ludzkich fibroblastow ptuc w miofibroblasty.
6
(GRAJ-568) O 4-CH, 2-OCH, 54,0 £ 120-
kontrola TGF-B TGF-B + 568 B > 100~
7 O 4-CHj, 2-OH 23,2 A 2
@ 80+
8 O 4-CH, 2-NH, 81,7 8 co-
9 O 4-CH, 2-CH, 115,3 5 -
10 O 4-CHjy 3-OCH;, 184,1 ‘,: 201 T
11 S 4-CH, 2-OCH, 113,4 S T T
12 S 3-CH, 2-OCH, 109,5 + TGRP

Rycina 3. Wplyw GRAJ-568 na indukowang TGF-f liczbe miofibroblastow w populacji ludzkich fibroblastach ptuc. Komérki MRC-5 inkubowano wstepnie przez 1 godzine z testowanymi zwigzkami (5 uM), a
nastepnie stymulowano TGF- (5 ng/ml) przez 24 godziny. a-SMA uwidoczniono w komérkach MRC-5 za pomocg barwienia immunocytochemicznego (A). Miofibroblasty (komérki pozytywne ze wzgledu

Wartosci ICs, oceniano metoda regresii nieliniowej, stosujgc osiem stezen analizowanych zwigzkéw na obecnos$¢ a-SMA) zliczono w 20 losowo wybranych polach widzenia i wyrazono jako odsetek catej populacji komoérek MRC-5 (B). Kazdy stupek reprezentuje srednig (xSD).

stosujgc trzykrotne powtorzenia.

Dziatanie bronchodylatacyjne

WnioskKi Zwiazek 6 (GRAJ-568) wykazat efekt relaksacyjny w modelu izolowanej tchawicy szczura poddane;
kurczgcemu dziataniu karbacholu (1 uM).
Przedstawiona klasa inhibitorow PDE8 wykazuje wtasciwosci antyfibrotyczne na ludzkich _ 0] .
fibroblastach ptucnych oraz dziatanie bronchodylatacyjne i moze mie¢ potencjalne zastosowanie w g . um Vak | akeac
terapii przewlektych, zapalnych choréb ukfadu oddechowego, np. POChP, przebiegajacych z 2 o Zwiazek Ny 4 syrgz)n+asrgl\7 >acja
procesem widknienia. S 5 - -
- | | . (GRAJ-568) 47,02 + 4,86 96,29 + 0,26
-7 -6 -5 -4 -3
log [C] (M)

Rycina 4. Efekt relaksacyjny zwigzku 6 (GRAJ-568) w modelu
izolowanej tchawicy szczura poddanej kurczgcemu dziataniu karbacholu (1 pM).
Dane wyliczone z czterech eksperymentow.
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