Streszczenie w jezyku polskim

Terapia przeciwptytkowa odgrywa kluczowa rolg w leczeniu i prewencji chorob

uktadu sercowo-naczyniowego. KlinicySci zmagaja si¢ z problemem ostabione;j
wrazliwosci pacjentdow na obecnie dostepne leki przeciwptytkowe, dlatego wcigz
istnieje duze zapotrzebowanie na projektowanie skuteczniejszych terapii obnizajacych
pobudliwos¢ ptytek krwi. W niniejszej pracy badano wiasciwosci przeciwptytkowe
wybranych agonistéw receptoréw adenozynowych (gtownie pochodnych adenozyny)
i zaproponowano nowe, dwutorowe podej$cie terapeutyczne (podwoéjna terapia
przeciwplytkowa), prowadzace do zahamowania funkcji ptytek krwi poprzez aktywacje
ptytkowych receptorow adenozynowych, przy jednoczesnym hamowaniu receptora
P2Y 15.
Biatka osocza naleza do waznych regulatoréw funkcji ptytek krwi i moga wplywac na
aktywno$¢ przeciwptytkowa lekéw Iub zwigzkéw o dziataniu terapeutycznym.
Niewiele wiadomo na temat oddziatywan agonistow receptor6w adenozynowych
z biatkami osocza. Ponadto w pi$miennictwie brakuje informacji dotyczacych
wspotzawodnictwa inhibitorow plytek krwi o miejsce wigzania w biatkach petnigcych
funkcje ich osoczowych transporterow, co moze zaburza¢ farmakodynamike zwiazkow
podczas podwdjnej terapii przeciwptytkowej. Dlatego tez, kolejnym celem pracy byta
analiza interakcji miedzy wybranymi pochodnymi adenozyny a biatkami osocza oraz
ocena wptywu tych oddziatywan na efekt przeciwplytkowy badanych zwigzkow.

Badania agregacji ptytek krwi in vitro wykazaty, iz stosunkowo nowe pochodne
adenozyny: PSB 0777, MREO0094 i UKA432097 oraz wczesniej opisana
2—chloroadenozyna (Cl-Ado), nie sg toksyczne w stosunku do komorek i sa,
W mniejszym lub wigkszym stopniu, zdolne do hamowania indukowanej ADP agregacji
ptytek krwi oraz do zwigkszania przeciwptytkowego efektu wywolanego dziataniem
antagonistow receptora P2Yi,: kangreloru i metabolitu prasugrelu. Porownanie
odpowiedzi ptytek krwi na Cl-Ado, PSB 0777, MRE 0094 i UK 432097, we krwi
petnej 1 w PRP, posrednio wskazato na znikomy wptyw elementéw morfotycznych krwi
(leukocyty, erytrocyty) na efektywnos¢ pochodnych adenozyny w hamowaniu agregacji
ptytek krwi. Wplyw osocza oraz wybranych biatek osoczowych transportujacych leki na

aktywno$¢ przeciwptytkowg pochodnych adenozyny oceniano w badaniach aktywacji



ptytek krwi z zastosowaniem cytometrii przeplywowej oraz adhezji ptytek do
fibrynogenu w odpowiedzi na ADP (metoda kolorymetryczna). Zaobserwowano, ze
biatka  osocza  wsposob  istotny  statystycznie  ostabiajg  efektywnos$¢
Cl-Ado, PSB 0777, MRE 0094 i UK 432097 w hamowaniu aktywacji ptytek krwi
indukowanej ADP. Ponadto adhezja ptytek krwi byla silniej hamowana przez
MRE 0094, UK 432097 oraz PSB 0777 w $rodowisku o obnizonej zawartosci bialek
0socza, W poréwnaniu do osocza natywnego (istotne statystycznie roznice wystepowaty
w przypadku MRE 0094). Analiza oddziatywan pochodnych adenozyny z czterema
znanymi bialkowymi transporterami lekow (albumina (HSA), a;—AGP, ApoA-1/HDL,
ApoB-100/LDL) z zastosowaniem powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR)
wykazata, ze pochodne adenozyny wigza si¢ przede wszystkim do HSA (PSB 0777)
oraz do biatkowych sktadnikow lipoprotein — apoplipoprotein: ApoA-1 (MRE 0094)
oraz ApoB-100 (MRE 0094 i UK 432097). Co wigcej, albumina w sposob istotny
ostabia przeciwplytkowe dziatanie PSB 777, a takze, co okazalo si¢ w podzniejszych
analizach, kangreloru. W celu okreslenia wystepowania wspotzawodnictwa miedzy
PSB 0777 i kangrelorem 0 miejsce wigzania do albuminy okreslono sit¢ i specyfike tych
interakcji. Za pomoca trzech metod: spektroskopii fluorescencyjnej, SPR oraz
modelowania molekularnego oceniono, iz oba zwigzki wiazg si¢ do HSA
z umiarkowanym powinowactwem (10* — 10°> M), przy czym za wiazanie kangreloru
do HSA odpowiadaja gtéwnie oddziatywania hydrofobowe, podczas gdy w wigzaniu
PSB 0777 do HSA, oprocz oddziatywan hydrofobowych, role odgrywaja sily
elektrostatyczne. Co szczegoélnie istotne, dowiedziono, iz PSB 0777 i kangrelor nie
dzielg miejsca wigzania w czasteczce albuminy.

Podsumowujac, w niniejszej pracy wykazano, ze receptory adenozynowe obecne
na powierzchni plytek krwi majg istotne znaczenie w regulacji funkcji tych komorek
I stanowig potencjalny cel w terapii przeciwptytkowej. HSA i lipoproteiny sg waznymi
transporterami dla pochodnych adenozyny, a takze dla kangreloru. Przeciwplytkowe
dziatanie kangreloru i PSB 0777 jest ostabione w obecnosci 0socza lub albuminy,
niemniej jednak, dystrybucja i efektywnos¢ PSB 0777 1 kangreloru, stosowanych
W potaczeniu (w sytuacji podwdjnej terapii przeciwptytkowej), nie powinny by¢

zaklocone, gdyz zwigzki te oddziatujg z r6znymi subdomenami albuminy.



Streszczenie w jezyku angielskim

Antiplatelet therapy plays a crucial role in the prevention and treatment
of cardiovascular diseases. Clinicians still face the problem of drug resistance towards many
currently available antiplatelet agents, therefore there is a need to develop novel therapies
with better efficacy and safety in suppressing blood platelet activity. In this study we
examined the antiplatelet properties of selected adenosine receptor (AR) agonists (mainly
adenosine derivatives) and propose a new dual antiplatelet strategy, leading to the inhibition
of platelet functions by activation of adenosine receptors with simultaneous inhibition of the
P2Y 1, receptor. Plasma proteins play an important role in the regulation of platelet function
and may influence the effectiveness of antiplatelet drugs or compounds of potential
therapeutic action. Little is known about the interactions of AR agonists with plasma proteins.
To our knowledge there are no reports on the competitive binding of two antiplatelet drugs
administered together to the carrier plasma proteins, which may influence their
pharmacodynamics. The subsequent purpose of this study was to investigate the interplay
interaction between studied compounds and plasma proteins and the consequences of those
interactions.

In vitro aggregation-based study revealed that relatively new adenosine receptor
agonists: PSB 0777, MRE 0094, UK 432097 and previously  described
2-chloroadenosine (Cl-Ado) remained non-cytotoxic to the cells. They were also found to be
more or less potent inhibitors of ADP-induced platelet aggregation when acting alone, and to
strengthen the effects exerted by P2Y;, antagonists: cangrelor or prasugrel metabolite. The
comparative analysis of the inhibition of platelet aggregation caused by Cl-Ado, PSB 0777,
MRE 0094, and UK 432097, in plasma and whole blood, indirectly suggests that the impact
of blood cells (leukocytes, erythrocytes) on their effectiveness is negligible. The influence of
whole plasma and of some plasma carrier proteins, on the adenosine derivative-dependent
inhibition of ADP-induced platelet activation was assessed by flow cytometry, and on platelet
adhesion to fibrinogen in response to ADP by a colorimetric method. The results revealed that
plasma proteins remarkably diminished the effectiveness of CI-Ado, PSB 0777, MRE 0094,
UK 432097 inhibition of ADP-induced platelet activation. Moreover, platelet adhesion to
fibrinogen was diminished more by MRE 0094, PSB 0777, and UK 432097 in the
environment with a reduced concentration of plasma proteins compared to native plasma

(statistically significant difference was observed for MRE 0094). To discover the nature of



these observations, the binding kinetics of the four studied AR agonists (PSB 0777, Cl-Ado,
MRE 0094, UK 432097) to four well-known carrier proteins (aloumin (HSA), a;—AGP,
ApoA-1/HDL, ApoB-100/LDL) was employed using surface plasmon resonance (SPR).
AR agonists were found to strongly bind to HSA (PSB 0777) and to the protein components
of lipoproteins — apolipoproteins: ApoA-1 (MRE 0094) and ApoB-100 (MRE 0094
and UK 432097). In addition, HSA was shown to significantly reduce the effectiveness of
PSB 0777 inhibition of platelet activation. Interestingly, a similar observation was obtained
for cangrelor during further experiments. To determine whether PSB 0777 and cangrelor
compete with one another for the binding to albumin, the strength and specificity of their
interactions with HSA was characterized. Fluorescence spectroscopy, SPR and molecular
modeling indicated that PSB 0777 and cangrelor interacted with HSA with moderate affinity
(10*-10°M™). The binding of cangrelor to HSA involved primarily hydrophobic
interactions, while the interaction of PSB 0777 with HSA was driven by hydrophobic and
electrostatic forces. It was found that PSB 0777 and cangrelor do not share the same binding
site on the protein.

In conclusion, we indicated that adenosine receptors expressed on the platelet surface
are essential for the regulation of platelet functions and pointed out their importance as a
potential target for antiplatelet therapy. We identified HSA and lipoproteins as relevant
carriers for both adenosine derivatives and cangrelor. Our findings suggest that although the
antiplatelet effect of PSB 0777 and cangrelor is weaken by the presence of plasma or HSA,
the distribution and effectiveness of PSB 0777 and cangrelor, used in combination (in the case
of dual-antiplatelet therapy), should not be altered, as these compounds interact with different
subdomains within the structure of HSA.



