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Primenom akonitinskog testa, u in vivo eksperimentima na pa-
covima u dubokoj anesteziji, ispitivan je antiaritmijski potencijal no-
vosintetisanih fluoriranih derivata propafenona. Zivotinje su podel-
jene u cCetiri eksperimentalne grupe. Prva grupa (akonitinska grupa)
jJe tretirana akonitinom u dozi od 60 ug/kg t.m., koja dovodi do vid-
nog poremecaja srcanog ritma u kratkom vremenskom periodu. Kao
parametar za registrovanje poremecaja sréanog ritma uzeta je pojava
ventrikularne ekstrasistole (VES). Ostale (tri) eksperimentalne grupe
Cinile su Zivotinje na kojima je ispitivan potencijal propafenona i fluo-
riranih derivata propafenona da zaustave aritmiju indukovanu i.v. in-
Jekcijom akonitina (60 ug/kg t.m.). Propafenon, kao i 50F derivat, nisu
uspeli da konvertuju poremecen sréani ritam (preZivljavanje Zivotinja
je 0 %). Prilikom aplikacije 5PF derivata u dozi od 6 mg/kg t.m. Zivoti-
nje su preZivele, uz povremeno uspostavijanje sinusnog ritma.
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Uvod / Introduction

Fenilpropiofenonska struktura (slika 1A) je osnova velikog broja prirodnih i
sintetskih farmakoloski aktivnih jedinjenja razlic¢itog farmakodinamskog i farma-
kokineti¢kog profila (Batovska i sar., 2010; Lowes i sar., 2011; Jabeenii sar., 2012).

Slika 1. A. Fenilpropiofenonska struktura, B. Strukturna formula propafenona
Figure 1. A. Phenylpropiophenone structure, B. Propafenone structural formula

Osamdesetih godina proslog veka sintetisan je fenilpropiofenonski derivat,
2-[2’-hidroksi-3-(propilamino)propoksi]-3-fenilpropiofenon (slika 1B) €iji je INN (/n-
ternational Nonproprietary Name) naziv propafenon (Fischer i sar., 1980). U tera-
pijskim dozama propafenon blokira natrijumske kanale kao i druga jedinjenja |
grupe antiaritmika, ali dejstvo propafenona traje duze, sto je odlika Ic podgrupe
antiaritmika. U istom opsegu koncentracija propafenon blokira i kalijumske kanale
u srcu, dok posle primene vecih doza deluje i na spore kalcijumove kanale. Zbog
sli€nosti u hemijskoj strukturi sa beta-blokatorima, propafenon pokazuje i slabi-
ju beta-blokatorsku aktivnost, koja udruZzena sa blagom antiholinergi¢kom aktiv-
nosc¢u deprimira automatizam SA ¢vora i produZava PR-interval, QRS-kompleks i
refraktarni period u pretkomorama, komorama, AV ¢voru i akscesornim putevima.
Nakon resorpcije propafenon se metaboliSe u jetri pod dejstvom enzima citohrom
P4502D6. Metabolit propafenona, 5-hidroksipropafenon, je podjednako efikasan
u smislu blokade natrijumskih kanala, ali je znatno slabiji blokator B-receptora
(Jawinska-Tamawska i sar., 2001).

Kao antiaritmik propafenon se u poc¢etku koristio u le¢enju ventrikularnih arit-
mija (ventrikularne ekstrasistole, nepostojane i postojane ventrikularne tahikardi-
je). U to vreme malo se znalo o molekulskoj gradi jonskih kanala, posebno o /,,
kalijumskoj struji u srcu i hERG kanalu koji posreduje u njenom prenosenju. /,
struja se smatra jednim od ¢&inilaca odgovornih za proaritmogeno dejstvo antiar-
itmika koje se kod | grupe manifestuje kontinuiranim ventrikularnim tahikardijama
i Sirokim QRS-kompleksom. Navedeni rezultati CAST (Cardiac Arrhythmia Su-
ppression Trial) studije doprineli su da se upotreba antiaritmika Ic klase u klini¢-
koj praksi smaniji, a neki od njih i povuku iz upotrebe (Echt i sar., 1991). Otvorio
se §iri prostor za amjodaron, antiaritmik 11l grupe, koji se afirmiSe kao pouzdan lek
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u terapiji aritmija. Medutim, sr€anu smrt kao posledicu ventrikularne tahikardije ili
fibrilacije amjodarom smanjuje, ali ne u o€ekivanom procentu. U klini¢kim studija-
ma WPW (Wolff-Parkinson-White) sindroma se pokazalo da amjodarom moze biti
samo alternativni lek antiaritmicima Ic grupe. Navedene €injenice iSle su u prilog
povratka propafenona u klini¢ku praksu.

Danas se propafenon smatra relativnho bezbednim lekom za supresiju supra-
ventrikularnih aritmija, ukljuéujué¢i WPW sindrom i recidive atrijalne fibrilacije. Jed-
ni ga preporucuju samo kod bolesnika sa paroksizmalnom supraventrikularnom
tahikardijom kod kojih nema strukturnih osteé¢enja srca, a drugi ga svrstavaju u
lek izbora (“tableta u dZzepu”) kod bolesnika sa kratkotrajnom atrijalnom fibrilaci-
jom (Kazi¢ T, 2004). Pored modulacije jonskih kanala, propafenon modulira i ak-
tivnost P-glikoproteina. Devedesetih godina pro$log veka postaje model molekul
u studije razvoja rezistencija na lekove (multidrug-resistant study) (Chiba i sar.,
1995). Sintetisani analozi su potencijalni antikancerski i antimalarijski lekovi (Lo-
wes i sar., 2011).

Mali je broj literaturnih podataka koji govore o potencijalnoj antiaritmijskoj ak-
tivnosti do sada sintetisanih propafenonskih derivata (Franke i sar., 1985; Lotz i
sar., 1994). S druge strane novija istrazivanja koja su bazirana na in silico metoda-
ma pokazuju da u modulaciji aktivnosti jonskih kanala, pored polarnih interakcija,
klju€no mesto zauzimaju i hidrofobne Tr-11 i T1-katjon interakcije. Ove &injenice su
nas navele na ideju da sintetiSemo derivate kod kojih ¢ée biti modifikovan termi-
nalni benzilni ostatak molekula propafenona (slika 1B) $to bi moglo da uti¢e na
njegovu modulatornu aktivnost i selektivhost prema jonskim kanalima, pa samim
tim i na nezeljene efekte koje ovaj lek ispoljava u terapiji aritmije.

Materijal i metode rada / Material and methods

Eksperimentalne Zivotinje / Experimental animals

Ispitivanje antiaritmijskog potencijala novosintetisanih derivata propafenona
sprovedeno je na pacovima soja Wistar, muskog pola, telesne mase 210-330 g,
odgajanih u vivarijumu Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Zivotinje
su drzane u individualnim kavezima, standardnih dimenzija. U prostoriji u kojoj su
boravile Zivotinje zoohigijenski i mikroklimatski uslovi su odgovarali propisanim
standardima. Sve Zivotinje su hranjene briketiranom, potpuno krmnom smesom
za ishranu laboratorijskih Zivotinja, standardnog higijenskog i sirovinskog sastava.
Zivotinje su imale slobodan pristup hrani i vodi tokom celog perioda ispitivanja (ad
libitum). Eksperimentalne procedure su izvodene prema Direktivi Evropske uni-
je (The European Council Directive of November 24, 1986; 86/609/EEC). Ispiti-
vanja su odobrena od strane Eti¢kog komiteta Medicinskog fakulteta, Univerziteta
u Beogradu, broj 119-01-158/2012-09.
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Priprema rastvora za ispitivanje / Preparation of solutions for testing

U ispitivanju antiaritmijskog potencijala novosintetisanih derivata koriS¢ena
su sledeca jedinjenja: propafenon-hidrohlorid (Hemofarm, VrSac, Srbija), akoni-
tin (Sigma Aldtich, Steinheim, SAD), uretan (etil karbamat), (Sigma Aldtich, Stein-
heim, Nemacka), Heparin® (heparin-natrijum) 5000 ij/ml (Galenika A.D., Beograd,
Srbija) i novosintetisani derivati: 50F (3-(2-fluoro-fenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propila-
mino-propoksi)-fenil]-propan-1-on), 5PF (3-(4-fluoro-fenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-pro-
pilamino-propoksi)-fenil]-propan-1-on). Za pripremu rastvora kao rastvaraci ko-
ris¢eni su: etanol 96% (Zorka Pharma, A.D., Srbija), 0,9% natrijum-hlorid, rastvor
za infuziju (Zdravlje A.D., Leskovac, Srbija), voda za injekcije (Velefarm A.D., Beo-
grad, Srbija), 65% azotna kiselina (Merck, Darmstadt, Nemacka), dimetilsulfoksid
(DMSOQ) za bioloska ispitivanja, Cisto¢a 299,5 (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemac-
ka). U pripremi rastvora koris¢ena je Vortex meSalica sa fiksnom brzinom (AM-
TAST Vortex (fix speed), SAD).

Osnovni rastvor akonitina priprema se u 0,1 mol/l HNO, u koncentraciji od
100 pg/ml. Rastvor se €uva u sudovima od tamnog stakla, zasti¢eno od svetlosti
i na temperaturi 4-8°C. Rastvor je stabilan 10 dana. Osnovni rastvori propafenon-
hidrohlorida, 50F i 5PF derivata pripremaju se u koncentraciji od 10 mg/ml tako
Sto se 50 mg ispitivanog jedinjenja, prenese u odmerni sud od 5 ml, doda 1 ml
DMSO, muéka na Vortex-u do rastvaranja, a zatim sud dopuni vodom za injekci-
je. Od pripremljenih rastvora sa vodom za injekcije prave se radna razblazenja
propafenon-hidrohlorida 5OF i 5PF derivata u koncentracijama od 2 mg/ml, 4 mg/
ml i 6 mg/ml. Ispitivanja su izvedena uz pomo¢ EKG aparata (Hellige Simpliscrip-
tor EK31, Nemacka), transdjuser za krvni pritisak (Ugo Basile Standard pressure
transducer, Italija), a rezultati su belezeni uz pomo¢ jednokanalnog pisaca (Ugo
Basile, Unirecord, One Channel, Italija) na EKG papiru (Hellige GOLD EK 100/
EK31pisac, 50 mm x 60 mm, VeleBit d.o.o., Novi Sad, Srbija).

Eksperimentalna procedura ispitivanja uloge sintetisanih derivata da
zaustave aritmiju indukovanu i.v. aplikacijom akonitina /

Experimental procedure for testing the role of synthetized derivatives in stopping the arrhythmia
induced by i.v. aconitine apllication

U ispitivanju uloge propafenona i fluoriranih derivata (50F i 5PF) da zaus-
tave aritmiju indukovanu i.v. aplikacijom akonitina primenjen je akonitinski test
koji se izvodi na pacovima prethodno anesteziranim intraperitonealnom (i.p.) ap-
likacijom 20% rastvora uretana u dozi od 1,0 g/kg, ¢ime se obezbeduje duboka
anestezija sa minimalnim depresornim efektima na kardio-vaskularni i respira-
torni sistem (Field i sar., 1988). Nakon gubitka refleksa uspravljanja Zivotinja se
postavlja na leda na podlogu sa kontrolisanom temperaturom (37+£1°C). Posle 3-5
min. od aplikacije anestetika Zivotinja ulazi u anesteziju, $to se proverava Stipa-
njem ekstremiteta koje dovodi do povlagenja ekstremiteta. Potom se izvodi hirus-
ka intervencija koja uklju€uje sledecée procedure: a) medijalni rez na vratu, prepari-
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sanje traheje i traheotomiju; b) preparisanje desne jugularne vene i postavljanje
polietilenske venske kanile; ¢) preparisanje leve karotidne arterije i postavljanje
polietilenske arterijske kanile. Preko kanile uvedene u jugularnu venu Zivotinji se
ubrizga 50 pl rastvora heparina (1:10) i 50 pl fizioloSkog rastvora. U sva Cetiri ek-
stremiteta potkozno se uvuku elektrode povezane sa elektrokardiografom. Pre
samog eksperimentalnog izvodenja akonitinskog testa i povezivanja preparisane
zivotinje sa elektrokardiografom i transdjuserom, aparatura se ispere i ispuni ras-
tvorom heparina (1:100) kojim se na taj nacin kalibriSe nivo zive u manometru.

Eksperimentalna procedura obuhvata Cetiri ispitivane grupe: akonitinsku,
propafenonsku, 50F i 5PF grupu. Tokom perioda adaptacije Zivotinje (30 minuta)
kontinuirano se prati promena krvnog pritiska i na svakih 10 minuta registruje na
EKG zapis (Il bipolarni odvod), a neposredno pre aplikacije akonitina registruje se
EKG zapis na kome se odreduje frekvenca sréanog rada koja predstavlja kontrol-
nu frekvencu u datoj grupi.

Preko kanile uvedene u jugularnu venu aplikuje se rastvor akonitina u dozi
60 ug/kg t.m., 50 i fizioloSkog rastvora i prvih 5 minuta neprekidno prati prome-
na sr¢anog ritma (Il bipolarni odvod), a posle 5 minuta na svaki minut. Belezi se
pojava prve ventrikularne ekstrasistole (VES) kao znak da je do$lo do promene
sréanoga ritma (slika 2). Istovremeno se preko transdjusera prati promena arterij-
skog pritiska.

A
BeganE de ”g aEg e

Slika 2. EKG pacova (Il odvod) a) normalan sinusni ritam pre aplikacije akonitina;
b) pojava ventrikularnih ekstrasistola indukovanih i.v. aplikacijom akonitina

Figure 2. ECG of rats (Il drain) a) normal sinus rhythm before aconitine application; b) appearance of ventricular
extrasystoles induced by i.v. aconitine injection

U akonitinskoj grupi EKG zapis se prati 60 minuta od aplikacije akonitina
ili do pojave ravne linije na zapisu koja ukazuje da je nastupila smrt. Arterijski
pritisak se neprekidno prati tokom eksperimenta. U preostale tri grupe Zzivotinja
(propafenonska, 50F i 5PF), 10 s od registrovanja VES, preko kanile uvedene u
jugularnu venu aplikuje se odgovaraju¢a doza ispitivanog jedinjenja (4 ili 6 mg/kg
t.m.). Promena sréanog ritma prati se neprekidno prvih 5 minuta od aplikacije, a
zatim na svaki minut sve do uspostavljanja sinusnog ritma; 60 minuta od aplikaci-
je ispitivanog jedinjenja ili do pojave ravne linije na EKG zapisu.

Po okon&anju eksperimenta Zivotinje se Zrtvuju iskrvarenjem koje se sprovo-
di presecanjem karotidne arterije, pri Cemu se Zivotinja nalazi u dubokoj anestezi-
ji. Nakon iskrvarenja Zivotinje smrt je konstatovana na osnovu prestanka disanja i
rada srca. Kod Zivotinje nastupa mrtvacka ukoc¢enost (rigora mortis).
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Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Rezultati ispitivanja terapijske uloge propafenona i njegovih fluoriranih deri-
vata (50F i 5PF) predstavljeni su u tabeli 1 kao vreme i procenat prezivljavanja
Zivotinja tokom eksperimenta.

Tabela 1. Vreme i procenat preZivijavanja Zivotinja tokom ispitivanja terapijske uloge
propafenona, 50F i 5PF derivata /
Table 1. Time and percentage of survival of animals during the investigation on therapeutic role of propafenone,

50F and 5PF derivatives
Propafenon 50F 5PF
Doza / vreme i % prezivljavanja/ vreme i % prezivljavanja/ vreme i % prezivljavanja /
Dosage Propafenone 50F 5PF
time and % of survival time and % of survival time and % of survival
690 + 297 360 + 97,2 665 +416,2
4 mg/kg
0% 0% 0%
150 £ 14,1 120 £ 17,3 3000 £ 0
6 mg/kg
0% 0% 100%
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Slika 3. a) Promene sréane frekvence u svakoj od ispitivanih grupa u odnosu na
propafenonsku u sve tri ispitivane doze (1)-doza 6 mg/kg; (2)-doza 4 mg/kg i
(3)-doza od 2 mg/kg. b) zapis krvnog pritiska pacova, pre u toku i posle
aplikacije ispitivanog jedinjenja i akonitina

Figure 3. a) Changes in heart rate in all the groups in regard to propafenone one, concerning all the three tested
doses (1)-dose 6 mg/kg; (2)-dose 4 mg/kg and (3)-dose 2 mg/kg, b) record of the rats blood pressure,
before, during and after application of the tested compound and aconitine

Ovim radom obuhvaceno je ispitivanje potencijala novosintetisanih fluoriranih
derivata propafenona da zaustave aritmiju indukovanu akonitinom. Poremecaiji
sr¢anog ritma se uglavnom ispituju na glodarima (zamorciéi, pacovi ili miSevi), a
rede na psima i svinjama. Kao eksperimentalni model izabran je akonitinski test
na pacovu soja Wistar. Ispitivanje je izvedeno po protokolu (uz manje modifika-
cije) koji su opisali Bartosova i saradnici (Bartosova i sar., 2007). Kako primarni
antiaritmijski efekat propafenon ostvaruje blokirajuci natrijumske voltazne kanale
tip 1.5 u srcu opravdana je primena akonitinskog testa u ispitivanju antiaritmijskog
potencijala sintetisanih derivata.

U eksperimentalnim modelima aritmije za hemijsku indukciju aritmije uglav-
nom se koriste simpatomimetici (adrenalin), kardiotoni¢ni glikozidi (ouabain, digo-
ksin) ili alkaloidi (akonitin, veratridin). Efekat i doza koja dovodi do Zeljenog efek-
ta u hemijskoj indukciji aritmije prvenstveno zavisi od vrste i soja zivotinje koja se
koristi u izabranom modelu.

U ispitivanjima antiaritmijskog potencijala propafenona i fluoriranih deriva-
ta, aritmija je indukovana dozom akonitina od 60 pg/kg t.m., za koju je eksperi-
mentalno (u kontrolnoj grupi zivotinja) potvrdeno da dovodi do vidnog poremeca-
ja sr€anog ritma u kratkom vremenskom periodu. Nastale tahiaritmije vreme-
nom prati otezano disanje i pojacana salivacija. Traheotomijom koja je izvedena
u fazi pripreme eksperimentalne zivotinje za ispitivanje ovi efekti su u zavisnosti
od doze koja se ispituje ublazeni ili otklonjeni. Efekat hipotermije je prevaziden u
periodu adaptacije zivotinje u kome se ona nalazila na podlozi sa kontrolisanom
temperaturom od 37 + 1°C.

Dozom akonitina od 60 pg/kg t.m. aplikovanom i.v. bolus injekcijom in-
dukovane su ventrikularne aritmije. Nakon 10 sekundi od pojave prve VES
na EKG zapisu aplikovana je ispitivana doza od 4 ili 6 mg/kg t.m. oba fluorira-
na derivata i osnovnog jedinjenja propafenona. Propafenon kao i 50F deri-
vat nisu uspeli da zaustave indukovanu aritmiju, bez obzira na primenjenu do-
zu (prezivljavanja 0%), dok su nakon aplikacije 5PF derivata u dozi od 6 mg/
kg t.m. sve Zivotinje koje su primale navedenu dozu prezivele, uz povre-
meno vracanje sinusnog ritma (tabela 1). Pretpostavlja se da je doza od
4 mg/kg t.m. nedovoljna da zaustavi aritmiju indukovanu akonitinom ili doza ako-
nitina od 60 pg/kg t.m. dovodi do takvih konformacionih promena u kanalu da
je vezivanje derivata za kanal onemoguéeno. Doza od 6 mg/kg t.m. propafeno-
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na i 50F derivata indukuje aritmiju tako da se njihov proaritmogeni efekat prak-
ticno adiran sa efektima akonitina. 5PF derivat je ublaZio efekte akonitina, jer u
poredenju sa propafenonom pokazuje veci afinitet za Na  kanale u srcu. SPF deri-
vat je i jedini derivat Cije je efekte lidokain u in vitro ispitivanjima antagonizovao
(granica statisticke znacajnosti) (lvkovi¢ i sar., 2012).

Zaklju€ak / Conclusion

Primenom akonitinskog testa u in vivo eksperimentima ispitivan je antiarit-
mijski potencijal fluoriranih derivata propafenona. Derivat 5PF pokazuje odredeni
potencijal spreCavanja poremecaja sréanog ritma indukovanih akonitinom sto se
istom dozom 50F derivata ili propafenona ne postize.
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ENGLISH '

TESTING OF NEWLY SYNTHESIZED PROPAFENONE DERIVATIVES
ANTIARRHYTHMIC ACTIVITY IN ACONITIC MODEL OF CARDIAC ARRHYTHMIA
IN RATS

Ivkovi¢ Branka, Gojkovi¢-Bukarica Ljiljana, Novakovi¢ Radmila, Cupié V.,
Vladimirov S., Zivanovi¢ V., Séepanovi¢ R.

By applying of aconitic test in in vivo experiments in rats under deep anesthesia, there
was investigated the antiarrhythmic potential of newly synthetized fluorinated derivatives of
propafenone. The animals were divided into four experimental groups. The first (aconitine
group) was treated with aconitine at a dose of 60ug/kg, which led to pronounced cardiac
rhythm disorder in a short period of time. The appearance of ventricular extrasystole (VES)
was taken as a parameter for ascertainment of cardiac rhytm disorder. The remaining three
animal groups were taken for testing the potential of propafenone and propafenone fluori-
nated derivatives to stop the arrhythmia, and which was induced by i.v. aconitine injection
(60ug’kg). Propafenone, as well as 50F derivative, did not convert the disturbed cardiac
rhythm (survival of animals was 0%). By applying 5PF derivative in a dose of 6 mg/kg, the
animals survived with occasional establishment of sinus rhythm.

Key words: antiarrhythmics, aconitic test, ion channels.
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PYCCKWUMA '

WCCNEOOBAHUE AHTUAPUTMUYECKOWU AKTUBHOCTU BHOBb
CUHTE3UPOBAHHbIX MPOU3BOAHbLIX MPOMNA®EHOHA MNMPU
MOOENNPOBAHUN AKOHUTOBOU APUTMWU CEPOLIA Y KPbIC

UBkoBuY BpaHka, MNoikoBny-bykapuua JiunsaHa, HoBakoBu4 Pagmuna, Yynuu B.,
Bnagumupos C., )KusaHoBuu B., LLluenaHoBuy P.

[MyTem ncnonb3oBaHUsA akOHMTOBOTO TECTa B XOA€ in Vivo 3KCNEPUMEHTOB Ha Kpbicax,
NnoABEeprHyThIX rMy6oKon aHecTe3nn, NCCneqoBarncst aHTMapUTMUYECKUI MOTEHLMAN BHOBb
CUHTE3MPOBaHHbIX (PTOPMPOBAHHbLIX NMPOU3BOAHbLIX NponadeHoHa. XKMBOTHbIE Gbinu pas-
JerneHbl Ha YeTbipe aKcnepuMeHTanbHble rpynnel. [epBasa rpynna (akoHMTOBas rpynna)
nonyyuna o3y akoHuta 60 pg/Kr, BbI3bIBAIOLLYIO BbIPaXXEHHbIE HAPYLUEHUsI CEPAEYHOro
puTMa B TEYEHME KOPOTKOro BPEMEHHOro nepuoga. B kavyecTBe napameTpa perncrpaumm
HapyLLEHWIN cepaeYHoro puTma Gbino B3SITO NOSBIEHWE BEHTPUKYNSIPHON 3KCTPACUCTONMM
(VES). OctanbHble Tpu rpynnbl COCTaBMASANU XUBOTHbIE, Ha KOTOPbIX MCCnenoBancs
noTeHuman nponadgpeHoHa M (PTOPUPOBaHHBLIX MPOM3BOAHLIX NponadeHoHa C Lenblo
npekpaweHns apuTMmm1, Bbi3BaHHOW BBeAeHWeM i.v. akoHuTa (60 ug/kr). MponadeHoH,
a Takke npounssogHoe 50F, He CMOMMU M3MEHUTb HapyLUEHHbIN CepaedHbI pUTM (Bbl-
XnBaemocTb Kpbic 0%). Mpu BBeaeHUN 403bl Npon3BoaHOro 5PF 6 Mr/Kr )KMBOTHbIE BbXKUIN
npu NepnoanyeckoM BOCCTaHOBIIEHUN CYHYCOBOTO pyUTMa.

KntoueBble crosa: AHTNAPUTMUKHA, AKOHUTOBBIV TECT, MOHHbIE MeM6paHbI
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