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Bevezetés

A sziv és érrendszeri megbetegedések (CVD) éerEntgpaban tdbb mint 4 millio,
az Eurdpai Union belll pedig megkozélég 1,9 millié halalesetért felgdek, ezzel
évtizedek oOta a haldlozasi és megbetegedési sitcdiszélén allnak. Epidemiologiai
vizsgalatok tanusitjdk, hogy a dohanyzas, cukogdsétg hiperlipidémia, taplalkozasi
tényedk és az ids kor fokozzak a sziv és érrendszeri megbetegedéxstiazatat. Az
endotélium diszfunkciéjanak sulyponti szerepe vahierkoleszterinémia, hipertonia,
diabétesz, iszkémial/reperfuzids vagy akar a szemdazta kardiovaszkuléris karosodas
kialakulasaban. Egyre tébb bizonyiték utal az bealn vivo folszabadulé szabadgyokdk
okozta oxidativ stresszre, mely az endotélium kéasa révén jarul hozza az emlitett
folyamatok progresszidjahoz. Az érbelhartya kil@mdérzékeny az oxidativ €s nitrozativ
folyamatok kéros hatasaira. Fiziologias korulményalzott egyensuly mutatkozik a
reaktiv oxigén gyokok (ROS) terndelese valamint az effektiv eliminacios folyamatok
kozott, mely egyensuly oxidativ stressz soran fillba ROS terméldés javara, ezaltal
széles spektrumban akadalyozva a sejtfunkciokatagdéara a protein, lipid és DNS
molekuldk oxidaciéja révén a sejt apoptdzisa, magaskoncentracidjuk esetében
autofagocitozis és sejtnekrozis kovetkezik be. Akt oxigéngyokok kozé tartozik a
szuperoxid (@), hidrogénperoxid (kD,), hipoklorit (OCI), hidroxid anion ‘OH) és a
peroxinitrit (ONOOQO), mely a szuperoxid anion €s a nitrogénmonoxid JN€akcidjabol
szarmazik, és az egyik legeebb oxidald agens. A peroxinitrit képes a tirozitmacio
révén a fehérjék ftikodését befolyasolni, igy kedvezve példaul a gydits
folyamatoknak, vagy épp gatolva az endotélsejtpkiranechanizmusait.

Az endotelialis diszfunkcio és a kardiovaszkulanegbetegedések kozotti korrelaciora
vald tekintettel a vaszkularis oxidativ stressdagdira, illetve az érdiszfunkcié javitasara
irAnyuld terapias stratégiak intenziv kutatasokytar képezik. Ismeretes, hogy a NO -
ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) — protein kin& jelatviteli Ut szabélyozza az
ertonust, a trombocita aggregaciot, befolyasolgejiciklust és az extracellularis matrix
képadesét. Az intracellularis cGMP akkumulacié igazoltasokkenti a sejt- és
szovetkarosodast fokozott szabadgyokterhelés okoddiativ stressz soran. Epp ezért az
Ujabb terdpias megkozelités az NO- sGC- cGMP (tabrtaszi Ujonnan fejlesztett

gyogyszercsoportok célpontjava.



A szolubilis guanilat-ciklaz (sGC) az NO/cGMP jei&tli atvonal downstream
molekuldja, mely a GTP-nek a jelatgimolekula cGMP-vé alakitasaért félel A ROS

csokkenti a sGC hem alegységet tartalmaz6 NO-recerdk expresszidjat, valamint a
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iszkémial/reperfaziés (I/R) karosodas esetén csdidtena hatékonysaga a NO-
donoroknak és mas hatéanyagoknak, melyek az éiifatrlksGC NO-fligg aktivacidjan
keresztll védik. Preklinikai tanulmanyok kimutattdbogy az Uj hem-figgetlen sGC-
aktivator cinaciguat megkertli a karosodott NO-s@&MP utvonalat az
oxidalt(Fé")/hem-mentes sGC aktivacidja Utjan és preferaltdmras ereket tagitja a
nem korosakkal szemben. Fazis |. klinikai vizsd#at az egészséges embereknek
intravénasan beadott cinaciguat kedvdidztonsagossagi profillal rendelkezett és jol
torelalhato volt.

A jelatvivé cGMP hozzaférhésegét nem csupan szintézise, hanem foszfodiésakeraz
altali degradacidja is befolyasolja, melyek tetzten alapvet fontossagu regulatorai az
atvonalnak. A foszfodiészterdzok csaladjanak jelgnsmert tizenegy tagjabol tobb mint
hét kbdlcsonhatasba Iéphet a cGMP-vel, am a széndszerben (az érfalat is beleértve)
metabolizmusaért legnagyobb részben a cGMP-szeldktzfodiészteraz-5 (PDE-5)
upregulacidja és jelets aktivacidja utjan. Ugy talaltdk, a sziv-érrendisze
megbetegedésekben az oxidativ stressz miatt jskemtfokozott PDE-5 kifejézlés
felgyorsitotta a cGMP lebomlaséat. A jol ismert skélv PDE-5-gatlo vardenafil pedig
kisallatkiséreltekben igazoltdk, hogy jotékony ba#d bir a szivizom I/R k&rosodasa
ellen prekondicionalas-s4erkezelést kdvéen, és dinyds véd hatasa van az erek

endotéliumara.



Ceélkit tizések

A leirt mechanizmusokon alapulva, melyek Utjan arlativ stressz az endotélium és az
erek mikddésének zavardhoz vezet, a jelen vizsgalatok mém@yulnak, hogy a
megnovekedett cGMP szint hozzajarul-e az érfun&siéstruktara oxidativ stressz elleni
megovasahoz.

1. A vaszkularis oxidativ stressz @&lgeroxinitrit inkubaciéval létrehozoth vitro
modelljének célja:
* Az érmikddés zavaranak, és ehhez a csobkkent cGMP szint
hozzajarulasanak vizsgalata akut oxidativ strdgszaten;
» A szolubilis guanilat-ciklaz-aktivator cinaciguatithsanak tesztelése a
peroxinitrit okozta érrikbdészavarra és az ennek alapjat kémpetlularis

és molekuléris valtozasokra az érfalban;

2. A vaszkularis oxidativ stressz masodik, vitro iszkémia és reperfuzié altal
Iétrehozott modelljének célja:
* Az I/R kérosodas hatasanak vizsgalata az érfurkcidtruktirara és a
cGMP szintre;
* A szelektiv foszfodiészteraz-5-gatlé vardenafilailfenntartott cGMP

szint hatasanak tesztelésdraxitro I/R kdrosodas okozta érdiszfunkciora;

Osszegezve, a vizsgalatok ¢élja olyan Uj, hatékony térapias stratégiak nmemmtasa
volt, mely a NO-sGC-cGMP utvonal (tkodését disegitve mérséklik az oxidativ
stresszhez kapcsol6dé endotélium- ési@tdészavart.



Modszerek

l. Kisérleti modellek

1. In vitro modell a peroxinitrit expozicié okoztaérdiszfunkcio kimutatasara

Sprague-Dawley patkanyokbdl izolalt mellkasi agytaiiket 30 percig az
endotéliumot k&rositd peroxinitrit (200 umol/l)galétében inkubaltunk. Ezt kbden
szervflrdben vizsgaltuk a létrej6tt vaszkularis diszfunk@dtazokonstrikcié valamint
az endotélfugg és -fuggetlen relaxacok tekintetében. A kisédstiportoknak
megfeleben a patkdnyokat kétszer a sGC-aktivator cinacij0ahg/kg-os dézisaval per
os ebkezelésben részesitettuk.

2. In vitro modell a tartos hideg prezervacio, majdazt kovei reoxigenizacio

és hipoklorit expozicié okozta vaszkuléris diszfun&od kimutatasara

Patkanyokbdl izolalt mellkasi aortafyiket hideg hipoxias fizioldgias sdoldatban
inkubaltunk 24 éran keresztil, majd reoxigenizaé®B0 perc hipoklorit-inkubaciét (200
pmol/l) koveben szervfur@ben vizsgaltuk a létrejott vaszkularis diszfunkciat
vazokonstrikcio valamint az endotélfifggs -figgetlen relaxaciok tekintetében. A hideg
iszkémiés tarolas soran hasznalt séoldatot a Vasg&oportoknak megfelén a PDE-
5-gatlé vardenafil kilénbdiz koncentrécidival dusitottuk (6 mol/l, 10 mol/l, 10%°
mol/l, 10°mol/l).

. In vitro vaszkuléaris funkcionalis mérések

Elaltatott patkanyok leszéall6 mellkasi aortdjataettlitottuk, majd eltavolitottuk a
periadventicidlis szbvetet. AzégEszitett aortat 4 mme-es igyikre vagtuk fel, majd az
ergyuriket az izometrias kontrakcios és relaxacios meéhesekspecialis fémhorgok
segitségével izolalt szervfifrdeimérs berendezéséhez kapcsoltuk és szamitbgépes
szoftver segitségével regisztraltuk. A szervdifdlyadékterében az aortagyk 25 ml
térfogatu 37°C-o0s, karbogéngazzal (95% ©O 5% CQ) atbuborékoltatott Krebs-
Henseleit-oldatban helyezkedtek el. A kisérlet kded az érgyiket 2g passziv
eléfeszités ala helyeztik, és 60 percig ekvilibralehkdszeresen frissitve a szerdfiiH-
oldatat. Kalium-klorid (KCI, 80mM) hozzaadasa utdetektaltuk az érdyiik altal
kifejtett maximalis eft, majd kimosasi fazis kovetkezett a kezdeti passkifeszités

eléréséig. Fenilefrin (IDM) hozzaadasaval kontrakciét valtottunk ki, majdilor az



0sszehuzodas platofazist ért el, dozisdependersxambds valaszokat okoztunk az
endotélfiigg vazorelaxans acetilkolin (ACh, Pa.0* M), és a nem endotélfiigg
vazorelaxans néatrium-nitroprusszid (SNP,*300° M) emelked koncentraci6inak
hozzdadaséaval. A kontrakciés vélaszokat grammbaglagécios valaszokat a fenilefrin-

kontrakcidhoz viszonyitottan, szazalékban fejekiiik

lll. Sz6vettani vizsgalatok

1. Immunhisztokémia és TUNEL (terminal deoxynucleatlyl transferase-

mediated dUDP nick end-labeling) reakcié

Szovettani foldolgozas céljabol minden kisérlesbmortbol érgiriket 4%-o0s
formalinban fixaltuk, paraffinba &agyaztuk, majd @m vastagsagu metszeteket
készitettink. Immunhisztokémiai reakciét végeztihkiedbban mér leirt modszerek
segitségével a nitrotirozin (a peroxinitrit in viyelenlétének bizonyitéka) és a cGMP

detektalasara. A TUNEL rakciot a kistDNS-lanc torések kimutatasa céljabol vegeztik.

2. Az immunhisztokémia és a TUNEL reakcio kvantifildlasa

Az immunhisztokémiai feS§tés intenzitasa €s eloszlasa alapjan elvégeztik a
metszetek szemikvantitativ hisztomorfologiai kikeiését. Az eredményeket egy
pontozasi rendszer segitségével fejeztik ki, mghefembe vette a feslés intenzitasat
€s a pozitivan fe8tlott sejtek aranyat a mintaban. A TUNEL reakcidtésen a pozitiv

festbdédi sejtmagokat szamitottuk ki az 6sszes sejtmag abaamy

IV. Kvantitativ Real-Time PCR vizsgalat

A homogenizalt érgyrikbsl RNS-t izoléltuk, majd atirast kovien real-time PCR
analizist vegeztink az endotelin-1, kaszpaz-3, BA&X|-2, eNOS és iINOS mRNS
expressziOk meghatarozasara. Minden minta eset@iiké@wmokat vizsgaltunk, a
kvantifikaciot a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidertaz (GAPDH) expresszidjahoz

viszonyitva végeztuk.

V. Western-blot analizis

A homogenizalt érgyriikbol izolalt fehérjéken Western-blot analizist végektia
pl7 kaszpaz-3 fragmentum, Bax és Bcl-2 kifégEsének meghatarozdsara. Referencia
fehérjének a GAPDH-t valasztottuk.



VI. Statisztika

Az adatokat Shapiro-Wilk tesztnek vetettik ala. mNak eloszlas esetén a csoportok
0sszehasonlitdsa egyutas ANOVA és Bonferroni tdkatmazasaval tortént, az értékeket
atlag + atlag szorasa (SEM) formaban tintettikP€IR eredmények 6sszehasonlitaséra
Kruskal-Wallis probat és Dunn-féle post hoc teszigigeztiink. Statisztikailag

szignifikansnak a p<0,05 értékeket tekintettik.

VII. Félhasznalt anyagok

A cinaciguatot (BAY 58-2667) 1%-0s metil-cellulézbaldottuk, mig a hidrogén-
peroxidot 4.7%-0s NaOH-oldatban. A vardenafilt, ifignint, acetilkolint és natrium-
nitroprusszidot fiziologias sooldatban oldottuk #8 higitottuk. A néatrium-hipoklorit
desztillalt vizben kertilt féloldasra.



Eredmények

l. In vitro peroxinitrit okozta vaszkularis kadrosod &s - a cinaciguat hatasa

1. Vaszkularis diszfunkcio

Az eérgyirik peroxinitrit expozicidja szignifikansan csokketeeaz acetilkolin
altal kivaltott endotéliumfigyy NO-medialta vazorelaxaciot. Elvardsainkkal 6sagban
a patkadnyok cinaciguattal tori@relokezelése szignifikansan javitotta az endotélium-
dependens relaxaciot peroxinitrit expoziciét kdeet Az endotélium-figgetien
vazodilatator natrium-nitroprusszid hatasara bek@# maximalis relaxacioban nem

mutatkozott kilonbség az egyes csoportok kdzottghlazat).

Kontroll Peroxinitrit Cinaciguat+ Cinaciguat
Peroxinitrit
Rmaxto ACh (%) 93.2+2.0 445 + 5.9* 67.1+35* 939+1.1
pD, to ACh 7.6+0.1 6.6 £ 0.2* 7.0+0.1 7.9+0.1
Pnaxto SNP (%) 100.1+0.2  100.2+0.3 100.2 £ 0.2 .6310.2
pD; to SNP 8.8+0.2 8.2+0.1* 8.2 +£0.1* 9.1+0.3
PE (% of KCI) 73+5 114 + 3* 108 + 5* 78 £5

|. Tablazat: I1zolalt érgyirik acetilkolinra (ACh) és a natrium nitroprusszid@NP)
mutatott maximalis relaxaciés (B, %) és pD (affinitas) értékai, tovabba a fenilefrin
altal indukalt kontrakcios (PE % of KCI) értékek @2 mol/l koncentracioju kalium-
klorid kivaltotta depolarizacié szazalékaban.AZkek a mean + S.E.M. —et mutatjak 12-
15 érgyiri esetén.

*p < 0.05 versus Kontrolff p < 0.05 versus peroxinitrit csoport;

2. Immunhisztokémiai és TUNEL vizsgalatok

A kontroll csoporthoz képest a nitrozin-iédés jelenis fokozodasat tapasztaltuk az
aortafal sejtjeiben peroxinitrit inkubacié hatasanmely szignifikhnsan csokkent
cinaciguat glkezelés hataséara (kontroll: 3.8+0.4 vs. ONGBX+0.4, p<0.05; ONOUGrs.
cinaciguat+ONOOQ 4.4+0.3; p<0.05).
A peroxinitrit expozici6 6nmagaban nem csokkenteiteérgyirikben detektalt cGMP
szintet, a cinaciguat kezelés jelésen fokozta az aortafal cGMP fédését (ONOO
5.940.7; vs. cinaciguat+ONOQO7.9+0.6; p<0.05; kontroll: 7.2+0.6; cinaciguat7¥0.8).
A TUNEL moddszerrel jeleiis mérték DNS-torést detektaltunk az aortafal sejtjeiben a



peroxinitrit expozicid0 hatasara, mig a cinaciguazetés csokkentette a peroxinitrit
hatasara bekodvetk@€ DNS-karosodast (kontroll: 35+2 vs. ONO@9+3; p<0.05; ONOO
vs. cinaciguat+ONOD34+3; p<0.05).

3. Cinaciguat hatasa a génexpressziora

Peroxinitrit expozicio szignifikhnsan fokozta aZ-E, BAX és kaszpaz-3 mRNS
expresszidjat az intakt érgyikhoz képest, mig cinaciguat hatdsara ez a véltozas
jelenbsen mérsékidott. Ezzel O6sszhangban a cinaciguat kezelés tetjéstékben
megakadalyozta a Bcl-2 és eNOS mRNS szint csokkendem mutatkozott statiszitikai
kulonbség az indukalhaté NOS mRNS kiféj@egsében az egyes csoportok kozott (1.
Abra).

4. A cinaciguat kezelés hatasa a hasadt kaszpaz8BAX és Bcl-2 protein

szintekre

A Western-blotot kévétdenzitometrids analizis kétszeres emelkedést ligazd 7-
es kaszpaz toredék és 0Otszords emelkedést a BAXeiprexpresszioja esetében
peroxinitrit expozicid hatasara. A cinaciguat kégzelaz mMRNS vizsgalatokkal
0sszhangban jelefgen csokkentette ezen proapoptotikus fehérjek |gksn az
aortagyirikben. Onmagaban a cinaciguat nem okozott valtoadsizsgalt fehérjék
kifejezodésében. Az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje jelemnlgddenttsen csokkentette a

peroxinitrit inkubacid, mig megtartott fehérje jelétet tapasztaltunk cinaciguat hatasara.

Il. Hideg prezervacid, in vitro reoxigenizacié és Ipoklorit okozta vaszkularis
diszfunkcio — a vardenafil hatasai

1. Vaszkularis diszfunkci6 aortagyiriikben

24 oras hideg iszkémianak kitett, majd hipoklatitt(200 pmol/l) inkubalt
aortagyiriik szignifikAnsan csokkent maximalis relaxaciot ntataaz endotéliumfidy
NO mediélta hatasu acetilkolinra a kontroll csoport visztonyitva. A konzervald oldat
10** mol/L vardenafillal valé kiegészitése szignifikdnsfokozta a vazorelaxaciét a
vardenafillal kezelt csoportok k6zott nem volt stztikai killonbség. Az acetilkolinnal
szemben az aortagik natrium-nitroprusszid indukdlta endotélium-fligget

Ve

egyes kisérleti csoportok kozott (1. Tablazat).
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Fiziolégidas  Vardenafil Vardenafil ~ Vardenafil  Vardenafil

Kontroll
séoldat (102M) (10 M) (10°M) (10°M)

RaxACh (%) 97.9+0.56 48.3+56% 64.2+3.3* 74g+35+ 683+45% 61.0+4.5*
pD, ACh 76+009 6.4+01* 67+01* ggipoqs 6.83+01% 67+0.1*

Rnax SNP (%) 99.9+0.02 99.8+0.1  995+04  99.9%0 99.9+0.1  99.8%0.1
pD, SNP 83+0.07 82%0.1 83+0.1 8802 8@l 8.2+0.1

PE (% KCI) 755+2,75 121.2+1.9* 117.3+£58* 21P+4.3* 1104+4.9* 1249+7.9*

Il. Tablazat: Izolalt érgyirik acetilkolinra (ACh) és a natrium nitroprusszid@NP)
mutatott maximalis relaxaciés (B, %) és pD (affinitas) értékai, tovabba a fenilefrin
altal indukalt kontrakcios (PE % of KCI) értékek @4 mol/l koncentraciéju kalium-
klorid kivéltotta depolarizacié szazalékaban.AzZkek a mean + S.E.M. —et mutatjak 15-
20 érgyirt esetén.

*p < 0.05 versus Kontrolffp < 0.05 versusiziolégias séoldat

2. Immunhisztokémia és TUNEL

24 6ras hideg iszkémias konzervalas, majd reoxiger® €s 30 perces hipoklorit
inkubacio szignifikAnsan alacsonyabb cGMP-immuntiedshoz vezetett a fiziologids
soval kezelt csoportban a kontrollhoz viszonyitvA. vardenafil hozzaadasa
szignifikansan magasabb cGMP-tasési pontszamhoz vezetett a fiziologias soval kezel
csoporthoz képest.
Hideg iszkémias konzervalas, reoxigenizacio és Kiguid inkubacié szignifikansan
novelte a TUNEL-pozitiv sejtmagok denzitasat aztasmegmentekben a kontroll
érgyiriikh6z viszonyitva (kontroll: 10+6 vs. fizioldégids dddat: 72+4; p>0.05). Ez azt
jelzi, hogy az oxidativ stressz DNS-fragmentacikbamtt az aortafalban. A vardenafil
hozzaadasa szignifikansan cstkkentette DNS-toréegikieldgias sooldat vs. vardenafil
10 1445; p<0.05).

3. Vardenafil szabalyozza az aorta génexpresszidja

Az aortagyirik 24 6ras hideg iszkémias konzervalasa, majd 36epehipoklorit
inkubacidja szignifikansan fokozta az ET-1, BAX Keszpaz-3 mRNS expresszidjat a
nativ kontroll gyirikhdz képest. Ezeket a valtozasokat szignifikansamsékelte a

prezervacios oldat vardenafillal valé kiegészitésesszas iszkémias tarolas és hipoklorit
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expozicid a Bcl-2 mMRNS expresszid szignifikans ksdksét okozta, mely fokozhat6
volt vardenafillal. A tarolo oldat kiegészitése demafillal nem befolyasolta az

endotelidlis és indukalhatd nitrogén-monoxid-szZnmt&RNS szintjét.

4. Vardenafil hathsa a hasadt kaszpaz-3 szintre, BAX és Bcl-2 protein

expressziora

24 6réas hideg tarolas és hipoklorit expozicio wdpl7-es kaszpaz téredék és Bax
savok denzitometrids analizise szignifikAns névégednutatott a fizioldgids sooldattal
kezelt csoportban a kontroll csoporthoz képest. eéhéfjeszint ezen ndvekedéseét
szignifikhnsan mérsékelte a vardenafillal valo ké&zeAz antiapoptotikus Bcl-2 fehérje
szignifikAnsan csokkent a fiziolégias sooldattalzéde csoportban a kontrollhoz
viszonyitva, mig a vardenafil hozzaadasa a Bclidtjgt a kontrollokéval azonosan

tartotta.
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Kovetkeztetések

Ezen disszertaci@bb eredményei két tételben dsszegedhet

* Az akut oxidativ stressz, mint a peroxinitrit tddsevagy a reperflzidos karosodas
az érfalban csokkent intracellularis cGMP szinthéz kdvetkezményesen
vaszkularis diszfunkciohoz vezet. Ehhez a jelenségtovabbi molekuléaris
valtozasok tarsulnak, igy fokozva a sajtek apoptiglamat.

* Az intracellularis cGMP szint farmakoldgiai utorrté&nd fenntartasa nem csupan
az érfunkcio megyzéséhez jarul hozza, de az oxidativ karosodas kifafl 6d6
tovabbi patolégids szubcellularis valtozasok kialakat is megéki. Mind a
cGMP szintézisének fokozasa cinaciguat altal, mandGMP degradacidjanak
gatlasa vardenafillal hatékonyan javitott az érfiildk €s megakadalyozta az

intracellularis patol6gids molekularis valtozasidd&kulasat.

Az el vizsgalatban a peroxinitrit altal kivaltott oxidatkarosodast és a vaszkularis
valaszkészség sérulését tanulmanyoztuk izolalthpatlaortan. A masodik vizsgalat egy
in vitro iszkémia-reperfiziés karosodas ékiodésre kifejtett hatdsara iranyult. Az
oxidativ stressz okozta vaszkularis diszfunkciomondkét esetben az érfal csokkent
cGMP szintje és megnovekedett apoptdzisratgjaltarsseGMP szintjének fenntartasa a
szolubilis guanilat-ciklaz cinaciguat altali aktoidjanak vagy a foszfodiészteraz-5
vardenafil altali gatlasanak révén rendre javit@raendotélfunkcidt és csokkentette a
DNS-karosodas mértékét. Ezeket az eredményeketlgnatesen alatamasztottak a pro-
eés antiapoptotikus faktorok aranyanak emelkedetMGszinthez tarsulé é&hyos
valtozasai. Ezen munka magaban foglalja a vizsgialately el$ként kinalt bizonyitékot

a PDE-5-gatlas endotéliumot \iedotékony hatasara a hideg iszkémids tarolds és
reperflzié alatt.

Osszegezve, a jelen munka alatamasztja az elké&pzehely szerint a cGMP-
szintézis farmakologiai aktivacioja és/vagy a cGMBontasanak gatlasa Uj potencialis
terdpias megkozelitést jelenthet az oxidativ sthess tarsuld vaszkularis diszfunkcio
mérséklésében.
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