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1. Bevezetés

Az 1980-as évektdl kezdve jelentds felfedezések torténtek a bioldgidban, egy egyszerii
vegyliletnek, a nitrogén monoxidnak (NO) koszonhetéen. Az egyik fontos felismerés az
volt, hogy a NO-ot folyamatosan termeli az emberi szervezet is, és valamilyen altalanos
metabolizmus szabalyzd vegyiiletnek képzelték. Az 1980-as évek végétdl hatalmas
Olyannyira fontosnak talaltdk ezt a molekuldt, hogy 1992-ben a Science az év
molekuldjanak kialtotta ki [1]. Késobb felismerték, hogy a NO részt vesz a vaszkularis
tonus szabdlyozdsdban, mint az adrenerg szabalyozds antagonistija. A vérlemezke
aggregaciot és az érfalhoz vald tapadast gatolja. Emellett a NO simaizom relaxéciot okoz az
érfalban és az emésztérendszerben. A NO a kozponti és a periférids idegrendszerben is
kifejti hatasat. A 1égzdszervrendszer, az emésztOszervrendszer €és a nemzdszervek
aktivitasat is befolyasolja.

A NO-ot a nitrogén monoxid szintaz (NOS) kolonbozd izoformadi szintetizaljak L-
argininb6l, a NOS altal szintetizalt egyensulyi NO koncentraci6 néhany mikromolos
nagysagrendi. A NO-dal kapcsolatos legfontosabb felfedezések egyike a nitritek €s nitratok
endogén forrasbol szarmazé eldéllitasa és Osszefiiggése a gyulladéasi folyamatokkal. Azt
fedezték fel, hogy a nitritek és nitratok redukalt nitrogén szarmazékok oxidalasabol
keletkeznek, és a NO csak atmeneti termék [2]. Az aktivalt makrofagok NO termelését csak
késobb fedezték fel, a termelést a makrofagok citosztatikus és citotoxikus hatasaval is
Osszevetették. Azt tapasztaltdk, hogy a NO L-argininbdl szabadul fel, és talaltak olyan L-
arginin szdrmazékokat is, amelyek géatoltdk a makrofagok NO termelését [3-5]. Elektron
spin renozancia (ESR) mérésekkel késobb sikeriilt gyokds nitrozo komplexeket kimutatni,
ezaltal sikeriilt a mechanizmusrdl Gjabb részleteket megismerni, illetve felmeriilt az exogén
¢s endogén NO donorok szerepe, amelyeket NO komplexek kiinduldsi anyagainak
tekintették [6-9].

Késobb felismerték a NO szerepét, mint guanilat ciklaz aktivator. Ez az enzim a
masodlagos hirvivé ciklikus guanozin monofoszfat cGMP szintéziséért felelés. Ez
kulcsfontossagu volt a NO donorok hatasmechanizmusanak megértésében [10-12]. Az
endotél eredetii relaxacios faktor (EDRF) vizsgélata soran is fontos szerepe volt a NO-nak.

Az EDRF-et vaszkularis endotél sejtek bocsdjtjak ki, példaul acetilkolin, bradikinin
6
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hatasara, ¢és végeredményben a vaszkularis sima izmok ellazuldsahoz vezet. Az EDRF ¢és a
NO fizikokémiai Osszehasonlitdsa utdn Furchgott arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a két
anyag ugyanaz, ezt késobb kisérletekkel is alatamasztottak [13-16]. Ezt az elméletet késobb
annyiban modositottak, hogy az EDRF valdsziniileg egy nitrozo szarmazék, és NO az aktiv
komponense [17, 18]. Az EDRF-hez hasonl6 aktivitast agyi metszeteken is megfigyeltek, a
fentebb emlitett L-arginin szdrmazékok alkalmazasaval, ezzel az endogén NO kozponti
idegrendszerre és periférids idegrendszerre gyakorolt hatasa valt kutatasi témava [19, 20].
Az 1990-es évek elején az emlitett felfedezések mind egy univerzalis problémara sziikiiltek
le, ez a NO biologiai szerepe volt. A felfedezések jelentoségét az is alatdmasztja, hogy
1998-ban az orvosi Nobel dijat a NO molekula szerepének vizsgalataért osztottdk ki. A
kutatasok ebben a témdban annyira szertedgazoak voltak, hogy egy uj bioldgiai témakor
¢épiilt a NO szerepére. A NO vizsgalata elkiiloniilt kémiai, biologiai, és gyakorlati agakra is.
A NO-nak a jelen dolgozat a terapias alkalmazasat vizsgalja, ezen beliil a NO szerepét a
lokalis vérellatas javitdsdban. Ezen kivill egy kozismert endogén NO donor, az S-

nitrozoglutation (GSNO) stabilitasat, topikalis terapias alkalmazhatosaganak lehetdségeit.

1.1.  NO szerepe a lokalis vérellatasban

Az endotél funkci6é romlasanak kozismerten komoly szerepe van a nem megfeleld
lokalis vérellatas kialakulasaban. Kezelés hianyaban érsziikiilet, diabétesz mellitusz és
ehhez kapcsolodo szervi elégtelenségek alakulhatnak ki. Az endotél funkcié romlasanak
egyik f6 oka az endotél nitrogén monoxid (NO) termeld rendszerének elégtelen mitkddése.
Nem célszerli az endotél funkcid javitdsat az endotél nitrogén monoxid szintdz (NOS,
E.C.14.13.39) aktivitdsdnak novelésével elérni, ugyanis amennyiben az endotél valik
mikodésképtelenné, abban az esetben a NO termeld enzim rendszer is miikodésképtelen,
példaul cukorbeteg 1ab szindroma esetén, igy a periférias vérellatas fokozasara csak a direkt

NO leadasra képes vegytiletek hatasosak.

1.1.1. NO donor tipusok

A NO donor vegyiileteket 6t f6 csoportba oszthatjuk, legegyszeriibb képviseldi a

szerves nitratok (nitroglicerin), és a szerves nitritek (amil nitrit). Ezeknek a f6 hatranya,

7
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hogy hatasuk rovid ideig tart, és tolerancia alakulhat ki irantuk [21, 22]. A szervetlen
nitrozo vegyiiletek (natrium nitroprusszid) esetében a probléma az, hogy cianid
melléktermékek keletkeznek a bomlds soran [23, 24]. A negyedik tipusba tartozik a
molszidomin, ami egy imin funkcidés csoporti stabil prodrug, a majban alakul at a
biologialag aktiv linszidominna. Hosszutavon hasznalhato stabil anginas paciensek szamara
[25]. Egyik {6 hatranya, hogy a lebomlasa sordan szuperoxid gyokok keletkeznek, illetve,
hogy csak oralisan alkalmazhat6é [26]. Elénye viszont, hogy vele szemben nem alakul ki
tolerancia, ellentétben a nitroglicerinnel [27]. Az 6todik tipus a nitrozalt tiolok csoportja.
Az 1. abran mindegyik csoport legelterjedtebben hasznalt képviseldjének szerkezeti
képletét lathatjuk, illetve a nitrozotiolok képletét altalanossagban, ezek a vegyiiletek a jelen
dolgozat f6 témajat képezik, tulajdonsagaikat a kdvetkez6 fejezetekben fejtjiik ki.

A C D
0——NO, B |°| ] o o
N
\
el O O
0—NO, e
/ \ N N
AL, ! !
-~ ~
o—no Il v |
| // ] N : g/ | §/ |
—=0 _—=0
nitroglicerin (GTN) amil nitrit natrium nitroprusszid (SNP) N/ i

m

S-nitrozotiol molszidomin linszidomin

1. abra A NO donor tipusok szerkezeti képlet: szerves nitrat (A), szerves nitrit (B),
szervetlen nitrozo vegyiilet (C), imin (D), nitrozotiol (E)

1.1.2. NO donorok hatasa, stabilitasa

Mind az 6t tipusbdl kivalasztottuk a leggyakrabban hasznalt NO donor vegyiiletet,
¢s a tulajdonsagaikat farmakodinamika, kémiai stabilitds ¢és human alkalmazas

szempontjabol az 1. tablazatban hasonlitottuk dssze.
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Hatéanyag Farmakodinamika | Kémiai stabilitdis | Els6 human | Referencia
alkalmazas
nitroglicerin vazodilatacio Leveg6tol elzarva, | 1860-as évek [21, 22, 28]
(GTN) fénytdl védve
stabil
amil nitrit Hatéasa ugyanaz, 15 perc a felezési | 1860-as évek [29, 30]
mint a GTN-¢, de 1d6 oldatban (pH=
er0sebb véraramlas 7,4, 1lmg/ml
fokoz6 hatés, hatéanyag
rovidebb ideig koncentracidban)
natrium vazodilaticio a Stabil, sarga és 1950-es évek [23, 24, 31]
nitroprusszid kontraktilis sejtek kék fény hatasara
(SNP) alkotta erekben, NO | bomlik, de a
felszabadulas bomlastermék is
kovetkeztében. biologialilag aktiv
molszidomin Csokkenti a bal stabil, prodrug 1970-es évek [32]
kamra tel6dési
nyomasat és a
miokardialis oxigén
fogyasztast
S-nitrozo- NO-medialt értagitd | 7 ora felezési idd 1990-es évek [33, 34]
glutation oldatban (pH=7,4,
(GSNO) 500uM)

1. tablazat: A NO donorok 6sszehasonlitasa farmakodinamika, kémiai stabilitas, és

human alkalmazés szempontjabol

A tablazat alapjan megallapithatjuk, hogy a hatéanyagok az S-nitrozoglutationt
(GSNO-t) kivéve mind szisztémasan hatnak, igy a GSNO {6 elénye az, hogy a tobbi
hatéanyaggal szemben helyileg alkalmazhato topikalis értagito, emellett metabolizmusa is
jol ismert, mivel az emberi endotél eredetii értagitd rendszer fontos része [35]. A topikalis

alkalmazhatdsag, és az ismert metabolizmus miatt a GSNO-t valasztottuk hatébanyagként.

1.2.  S-nitrozotiolok, GSNO
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A szervezeten beliil fellelhetd S-nitrozotiolokat (RSNO) altalanossagban, mint
konnyen bomlé6 NO donorokat, f6ként NO raktarozd vegyiiletként tartjdk szamon [36].
Emiatt a nitrozalt vegyiiletek szervezeten beliili keletkezése a NOS enzimek helyéhez
kothetd. A konnyli NO leadds és az ebbdl kovetkezd transznitrozaldsi reakciok miatt
sejteken beliill ¢és kiviil is taldlunk S-nitrozotiolokat, példdul S-nitrozoalbumin, S-
nitrozohemoglobin. A GSNO egyike a szervezeten beliill megtalalhato6 RSNO-knak, ami a
NOS altal termelt NO és glutation reakcidja soran keletkezik. Onmagaban a GSNO nem
hatéanyag, a NO leadas kovetkeztében fejti ki hatasat, ilyen hatas példaul a guanilat ciklaz
enzim stimulalasa [37]. A GSNO ¢s a tobbi endogén S-nitrozotiol terapias elterjedésének 6
akadalya a gyors bomlds, ami alkalmatlannd teszi terapids hasznalatra [38]. Ennek a
hatterében a kémiai szerkezet, a tarolds koriilményei és a kémiai kornyezet hatdsa all. A
stabilitas novelésének lehetdségeit széles korben vizsgaltak és vizsgaljak még a mai napig

is, csakugy, mint a lebomlas lehetséges utjait.

1.2.1. RSNO kémiai tulajdonsagok

A GSNO, mint altaldban az RSNO-k tobbsége, instabil kristalyos formaban ¢€s vizes
oldatokban. Szobahdmérsékleten a GSNO UV vagy lathat6 fény jelenlétében néhany oran
beliil lebomlik, a bomlastermék altaldban NO és oxidalt glutation (GSSG). A primer ¢és
szekunder RSNO-k (S-nitrozocisztein, S-nitrozo-N-acetilcisztein, GSNO) jellemzden
instabilak, szintlk narancssarga, illetve vords. A lebomldst a legegyszeriibben
spektroszkopias modszerekkel lehet nyomon kdvetni, példaul infravords (IR), ultraibolya
(UV), lathaté (Vis) hullamhossz tartoméanyban [39]. Ezzel szemben a tercier RSNO-k
altalaban véve stabilak és z6ld szintiek, példaul az S-nitrozo-N-acetilpenicillamin (SNAP)
¢s szarmazékai [40] (2. abra). Mivel ezek stabil vegyiiletek, ezek vizsgalatara

krisztallografias stabilitas méréseket is alkalmazhatunk [41, 42].

10
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B C D

O 0

q\h Q%h Q\q \%N
/ / / /

s S S S
R R R HOOC
NH
(@]
primer szekunder tercier
RSNO RSNO RSNO SNAP

2. 4bra S-nitrozotiol tipusok szerkezeti képlete: primer RSNO (A), szekunder RSNO
(B), tercier RSNO (C), SNAP szerkezeti képlete (D)

A stabilabb tercier RSNO-k mellett szintetizaltak mar nagy stabilitdsi S-nitrozotiol
komplexeket is [43, 44]. Az S-nitrozotiolok koziil a tovabbiakban a biologiailag leginkébb
kompatibilis képviseld, a GSNO a tulajdonsagait mutatjuk be.

1.2.2. GSNO eldéallitas

crer

GSNO esetén a glutation (GSH) és egy NO forras reakciojabol ered. A NO forrés lehet
savas kozegli nitrit [35, 45-50], vagy altalanossagban a megfelelé kiinduldsi tiol sdsavas

sOja és natrium nitrit (3. abra).

11
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3. abra: A GSNO (A), SNAC (B) és az SN3MPA (C) eléallitasanak reakcidegyenlete

Egy masik lehetséges GSNO eldallitasi ut a GSH és salétromos sav (HONO) reakcidja
[51]. Talaltunk irodalmi példat arra is, hogy egyszerlien csak NO gazt buborékoltattak at
GSH oldaton, a reakciot vizsgaltdk diszpergéaloszer jelenlétében és az oldott oxigén
katalitikus hatasat is vizsgaltak. Azt talaltdk, hogy oldott oxigén jelenléte sziikséges a
reakcio lejatszodasadhoz [52].

Keszler és munkatarsai a GSNO altalanos eldallitasara harom utvonalat dolgoztak ki,
egy gyokos eredetli ionos mechanizmusut, N,O; intermedieren keresztiil (4. dbra, A),
illetve két tisztan gyokos mechanizmusu reakciot (4. abra, B, C). Egy preparativ szerves

kémiai eldallitasi példaban a GSNO-t szilard formaban nyerik ki. A recept szerint glutation
12
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savas, hidegvizes oldatdhoz natrium nitritet, majd acetont adagolunk, kevertetés kozben. A
kapott csapadékot elvalasztva és mosva megfeleld tisztasagi S-nitrozoglutationt kapunk
[53]. Egyéb preparativ eléallitasi modszerek is ismertek [54], ezekben szintén leirtdk, hogy
a reakciot savas kozegben célszerti megvaldsitani, a pH hatasat az eldallitdsra azonban nem
taglaltak. A felsorolt eldallitasi lehetdségeken kiviil a GSNO-t enzimatikusan is eld lehet
allitani in vitro koriilmények kozott a GSH transzferaz enzimmel [55, 56]. A molekula

modelljén a -NO csoport elhelyezkedését lathatjuk a harom aminosavbol allo6 GSNO

molekulan (4. ébra, D).
e
D
4. dbra: A GSNO létrejottének feltételezett gyokos mechanizmust utjai (A, B, C), a GSH és
a GSNO molekula modellje (D)

vl
-~
n
»)
N
Z
2

. NS
N L ,
C GSH ——> GSNOH ﬁ’ GSNO
.
02 O?_ ?

1.2.3. GSNO stabilitas

Szilard formdban a GSNO stabilitasat foleg hiitéssel lehet fenntartani, ezért -20°C-on,
vagy még alacsonyabb hdomérsékleten kell tarolni. Ezen kiviil fokozhato a stabilitds
mikronizalassal, GSNO sok képzésével, illetve az inert gdz alatti tarolas is hatékony (CO,,
N») [46]. Terapias szempontbol a legfontosabbak a vizes oldatok. Oldatokban a stabilitas
megértés¢hez fontos megemliteni, hogy a GSNO két tautomer formaban lehet jelen (1.
egyenlet). A két forma megoszlasa fiigg a kornyezet (az olddszer) polaritasatol, illetve

masodrendll kotések stabilizald hatdsatol (pl. filmek, gél matrixok).

13
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GSN=0 <*> GS'=NO (1. egyenlet)

A kémiai kornyezet hatasat, a pH ¢és a fém ionok befolydsat a stabilitasra részletesen
vizsgaltak. Azt talaltadk, hogy az RSNO-k nagy koncentracioban (10 mM) gyorsabban
bomlanak, mint alacsony koncentracioban (0,1 mM), illetve, hogy a savas pH stabilizalja a
tercier RSNO-kat [57, 58]. A fém ionok vizsgalata soran azt az eredményt kaptak, hogy a
Cu (IT) ionok katalizaljak a bomlast [59]. Emellett a Zn (IT) és a Cd (II) noveli, de a Ni (II)
csokkenti a GSNO stabilitdsait pH=7,4-en [60]. Az aszkorbinsav, csakugy, mint a Cu (II)
ionok fokozza a bomldast, és az eredmények szerint ez is pH fiiggd, mivel pH=5,5 alatt
elhanyagolhato volt az aszkorbinsav szerepe, majd dramaian fokozta a bomlast pH=6-8
kozott [61]. Az aszkorbinsav pH fiiggd bomlast eldsegitd hatasat Holmes és munkatérsai is
igazoltak [62]. Egy masik tanulmany a nitrozonium ionok bomlast fokozo6 hatasardl szamol
be [63]. A pH, homérséklet és fény hatasat Heikal és tarsai vizsgaltdk, az eredményeik
alapjan az erdsen savas kozeg noveli a stabilitast, és a GSH molekuldk jelenléte is
megvaltoztatja a bomlast transznitrozalasi reakciok kovetkeztében, fontos megjegyezni,
H,S szintén eldsegiti a GSNO bomlasat in vitro Ondrias és munkatarsai kutatasai szerint,
ezt a hatast is erdsen befolyasolta a pH. Ebben a kutatdsban a lug fokozta a bomlast [64].
Aszkorbinsav és H,S jelenlétében is fokozta a bomlast a bazikus kémhatis. Fontos
megjegyezni, hogy ezekben az esetekben a pH valtoztatdsaval az aszkorbinsav, és H,S
disszociacidjat és ezzel a reaktivitasat fokoztak, nem az RSNO stabilitasara gyakorolt hatast

vizsgaltak.

1.2.4. GSNO formulaciok, NO leadas

1.2.4.1. GSNO formulaciok irodalmi attekintése

Az irodalombdl ismert NO leadasra kifejlesztett GSNO formulaciok féleg filmek és
hidrogélek. Egy ilyen film formuléciot felhasznal6d irodalmi példa GSNO-t, vizet, gélesitot
(Carbopol® polimer), viszkozitas noveldt (mddositott celluldz) tartalmaz és nyalkahartyan
alkalmaztak [65]. Ennél a formulacional a stabilitdsi problémak miatt a filmet elkészités

utan fagyasztoban (-20°C-on) taroltdk, amennyiben nem hasznaltdk fel azonnal. Seabra és
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munkatdrsai GSNO tartalma hidrogélt hasznaltak a mikrocirkulacié javitasara. Ez a
kompozicio GSNO-t, gélképzét (Pluronic’ F 127), és vizet tartalmazott, a bomlékonysag
miatt ezt a formuldciot is azonnal elkészités utan fel kellett hasznalni [66]. Az eddigi
legstabilabb kompoziciot szintén Seabra és kollégai allitottdk eld, ami egy viszkozits
noveld folyékony polimerbdl, a polietilén-glikolbdl (PEG), GSNO-bdI és vizbdl allt. Ennek
a formulacionak egy tovabbi elénye az volt, hogy a GSNO-t ebben a gélben allitottak eld és
ebben is taroltak. Ezzel a modszerrel egy, vagy tobb elvalasztasi 1épést is ki lehetett hagyni,
a stabilitast a csokkent NO leadassal igazoltdk, azonban ezt a kompozicidt is csak
fagyasztva tudtak stabilan tartani, az eredményeik alapjan 65 nap fagyasztas utan egyaltalan
nem tapasztaltak bomldst [67]. Ennek a gélnek a f6 hatranya, hogy amennyiben a
hatéanyag nem 6nmagaban a GSNO, hanem az ebbdl a bomlas soran felszabadulo NO gaz
az, ami atduffundal a bordn és okoz értagulatot, akkor sziikséges a GSNO bomlasa a
hatashoz. Ebben a GSNO készitményben nem vizsgaltdk a véraramlas fokozo hatast, de

valdsziniileg a stabilitds fokozéasa az értagitd hatas csokkenésével jar egyiitt.

1.2.4.2. Potencidlisan alkalmazhat6 polimerek

A PEG és a PVA stabilizdld hatdsat mi is vizsgaltuk, illetve teszteltiink tovabbi
segédanyagokat, gélképzoket amelyek alkalmasak lehetnek egy optimalisabb GSNO
formuldcio fejlesztéshez. A vizes alaptt kompoziciok Osszedllitisahoz azokat a
gyogyaszatilag elfogadott segédanyagokat teszteltiik, amelyek a szerkezetiik, és az irodalmi
példak alapjan alkalmasak masodrendii intermolekularis kotések kialakitasara, ez a
szempont a GSNO polaris jellege miatt 1ényeges. Elonyt jelent az, ha a segédanyag
bioldgiailag lebomlo, és elengedhetetlen, hogy vizben jol olddédjon. Az egyik kozismert
gélképzd segédanyag a kitozan (Chi), amit kitinbdl, hidrolizissel allitanak eld. Irodalmi
példak alapjan a kitozant polikationos molekulaszerkezetének kdszonhetéen széleskoriien
vizsgaljak hatdéanyagok ¢és vakcindk szallitdsara nyalkahartyan keresztiil, valtozatos

formulédciokban: mikrokapszulak, gélek, filmek forméjaban, illetve kompozit hartyak,
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graftok Osszetevdjeként [68-73]. Fontos kiemelni, a jelen tanulmany szempontjabol, hogy a
kitozén csak savas oldatban oldodik, 7-es pH felett oldhatatlan.

Egy masik gyakran hasznalt poliszacharid a dextran, aminek a bioadhézios
tulajdonsagait tamasztottak ald kutatdsokban, formulacidi kozott nanorészecskéket is
emlitenek [74].

A dextrin a keményitd f6 dsszetevdje, egy tanulmany soran a bioadhézids tulajdonségait
a kitozannal is Osszevetették, kideriilt, hogy alternativaként helyettesitheti a kitozant,
alkalmas hatdanyag szallitasra és biologiailag lebomlik [75].

A segédanyagok kozott két celluloz szarmazékot is teszteltiink, a hidroxipropil
metilcellulézt (HPMC) ¢és hidroxipropil cellulézt (HPC). Mindkét vegyiilet modositott
celluloz, azzal a kiilonbséggel, hogy a HPC hirdoxipropil egységekkel szubsztitualt
celluloz, a HPMC pedig hidroxipropil és metil csoportokkal szubsztitualt celluloz. A
szerkezeti kiilonbség fizikai-kémiai kiilonbségekben is megnyilvanul, mindkét szarmazék
jol oldodik hideg vizben, de a HPMC kicsapddik meleg vizben, ez egyfajta kontrollalt
hatéanyag leadast segithet el. Ezeknek a celluléz szdrmazékoknak f6 eldénye az, hogy
szerves ¢és szervetlen anyagok kozotti kotések kialakulasat segitik eld [76].

Az alginat mint gél és filmképzo segédanyag két f6 tulajdonsaggal rendelkezik, egyrészt
a kitozénnal ellentétben — ami egy polikationos szerkezetli anyag — az alginat anionos
szerkezetli, és komplexet képez kationokkal (a GSNO vizes oldatban kationos formédban
van jelen). Masrészt a kationokkal képzett komplex tovabbi fontos valtozdsokat okoz, a
kation jellegétol fiiggben, a Na(l)-alginat vizben oldhat6, a Ca(Il)-alginat vizben
oldhatatlan, térhalos szerkezetet alkot. A kitozannal szintén komplexet képez, emiatt is
folyik sok kutatas a kitozan-alginat kompozitok hatéanyag leadésat illetden. Az alginat és
kitozan alapt hatéanyag szallitd matrixokat fehérje és aminosav leadds szempontjabol is
sz¢éleskortien vizsgaljak [77, 78].

A felsorolt adalékanyagok mellett a galaktant teszteltiilk még, erre irodalmi példakat nem
talaltunk, minddssze azért lehet érdekes, mert egy vizben jol oldhato természetes celluloz

szarmaz¢€k poliszacharid.

1.2.4.3. NO leadas
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Egy terapidsan alkalmazhat6 termék fontos, hogy a felhasznélas helyén és megfeleld
idében fejtse ki a hatdsat. Esetlinkben a NO leadas a tarolds utdni célzott stabilitas
csokkentéssel lenne optimalis, amit a hdmérséklet, a pH, adott hullamhosszt lathatd vagy
UV fénnyel is ki lehet valtani. Az utdbbi technikat fotoszenzitizacionak is hivjak, és
kivaltképpen a célzott lokalis NO leadasra lehet haszndlni. Furchgott és munkatarsai az
1950-60-as években figyeltek fel a lathaté fény szerepére, a kisérleteik sordn azt
tapasztaltdk, hogy izolalt erek dilataltak lathato és UV fény hatasara [79]. Az értagito hatas
450 nm és 310 nm kozott volt jelentds, és az UV tartomanyban, kiilondsen 310nm-en —
ahol a frekvencia és a fotonok energidja is nagyobb — volt a leger6teljesebb. Habar az
Osszefliggést akkor még nem tudtdk, a GSNO UV spektruma adhat magyardzatot a
jelenségre (5. dbra, A), ugyanis a GSNO maximalis elnyelése is ebben a tartomanyban van,
333 nm-en [80]. A masik karakterisztikus sav a lathato tartomanyba esik, a primer RSNO-k
ugyanis ¢lénkvordsek, karakterisztikus hullamhosszuk az 540-545 nm-es tartoményban van
(5. abra, B). A két karakterisztikus tartomdnyban abszorbeal legintenzivebben az -S-NO
kotés. Tekintve, hogy a GSNO bomlésa soran oxidalt glutationra és NO géazra bomlik, a
bomlast UV tartomanyban a 333 nm-es karakterisztikus hulldmhosszon, illetve lathato

tartomanyban az 545 nm-es hulldmhosszon vizsgalhatjuk [54, 81].
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5. abra: A GSNO vizes oldatanak UV abszorbancia spektruma 200 nm és 400 nm kozott
(A) és a GSNO lathato spektruma 450 nm €s 800 nm kozott (B). A diagramon a

hulldmhosszt dbrazoltuk az optikai denzités relativ értékének (OD) fliggvényében

Tobb tanulmany is foglalkozott a GSNO célzott bontasaval, fény hatasara (fotoaktivalas)
amely soran a cél az volt, hogy adott teriileten toxikus mennyiségii NO gyokot probaltak
fejleszteni tumorok kezeléséhez [81, 82].

A NO leadas ¢és a transznitrozalds megfigyelésére Llop és munkatarsai kifejlesztettek
egy "N-GSNO izotopot, ami a pozitron emissziés tomografias (PET) képalkotasban nyithat

meg 0j utakat a nitrozotiolok in vivo metabolizmusanak vizsgalataban [83].
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Mindezek a kutatasok azt bizonyitjak, hogy a GSNO ¢s a NO donorok valoszintileg
alkalmazhatéak lennének terdpidsan, és igény is van rd, de nincs jelenleg gyogyszerészeti
értelemben alkalmazhatdé formulacio, habar kiilonosen a GSNO esetében a bioldgiai
aktivitds ¢és a metabolizmus jol ismert, tekintve, hogy a GSNO endogén természetes

hatdanyag.

1.2.5. GSNO ¢és az S-nitrozalas szerepe a sejtben

A GSNO, illetve az S-nitrozotiolt tartalmazé fehérjék az emberi szervezetben
szintetizalddnak, NO addicioval, vagy egy NO donorral valé transznitrozalasi reackioban.
Fontos tulajdonsaga a GSNO-nak, hogy képes NO leadésra a sejten beliil és azon kiviil is
[84]. A sejtben 1évé RSNO-k képesek nitrozalni tobb fontos fehérjét a sejtmagban,
plazmaban ¢és a mitokondriumban. Szaznal is tobb nitrozilalt fehérjét azonositottak,
legtobbjiiket a mitokondriumban. A GSNO a sejten beliill vagy a mitokondriumban
keletkezik, és alapvetéen egy NO donor és transzport molekula [85]. Az S-nitrozalt
mitokondrialis fehérjék kozott az elektronszallitd lanc és a Krebs-ciklus tagjait is
megtalalhatjuk. Az S-nitrozalas, ami az RSNO-k lebomldsa soran fordul eld,
megvaltoztathatja enzimek aktivitdsat, az esetek tObbségében inaktivalja Oket, ez
sejthalalhoz is vezethet. Altalanossagban a fehérjék S-nitrozaldsa GSNO, vagy mas NO-
donor altal, megvaltoztatja az aktivitasat és a miikddését az adott sejtmagbeli, plazméaban
talalhatd, vagy mitokondrialis fehérjének. A thlzott S-nitrozalast az Alzheimer és a

Parkinson korral 1s 6sszefiiggésbe hoztak [86].

1.2.6. Terapids alkalmazasi vizsgalatok

A GSNO human terdpias alkalmazasi lehetdségeit a 2. tablazat mutatja be, 13
tudomanyos kozlemény alapjan. Az alkalmazas modjatol és a megfeleld dozis
kivalasztasatol fiiggéen a GSNO-val szelektiv hatast érhetlink el annak ellenére, hogy a
GSNO tobb folyamatban is részt vesz. A felsorolt kutatasok mind a GSNO jotékony
hatasardl szamolnak be, amelyekben miniméalis mellékhatas volt, vagy egyaltalan nem volt

mellékhatas, ezek utan ismét érdemes elgondolkodni, hogy a GSNO-t miért csak kisérleti
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céllal alkalmazzak nem pedig terapidsan. Minddssze egy cégrél (N30 Pharma) dertlt ki,
hogy egy asztma kezelésére szant, GSNO hatéanyagii formuldcion dolgozik, ami
hamarosan a klinikai tesztelés fazisaba kertil [86].

A tabladzat eredményeibdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a vérnyomas
vérlemezke aggregaciot, ezeket akut beavatkozdsoknal vizsgaltdk leginkabb. Nagyobb
dozisi GSNO alkalmazhaté vérnyomascsokkentésre, példaul az egyéb értagitd kezelésre
nem reagald pacienseknél. Tovabbi elény, hogy a GSNO helyi alkalmazéasa borén, vagy
nyalkahartyan at hatékonyan hasznalhaté helyi értagitoként szisztémas vérkeringési
zavarok kivaltasa nélkiil. Fontos megemliteni, hogy az alkalmazott GSNO koncentracid
viszonylag széles hatarok kozott mozgott, nanomolostdl milimoélos tartomanyig hasznaltak.
Emellett a formulacidkat attekintve az is szembetlind, hogy csak vizes GSNO oldatot és
gélt hasznaltak, sem film, sem szilard hatéanyag kompoziciot nem teszteltek. A készitett
kisérleti jellegi kompozicidokat az eldallitas utdan frissen felhasznaltdk, tarolast,

eltarthatosdgot nem vizsgaltak.
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Paciens Adagolas Doézis Hatas Megjegyzések | Referencia
Koronaria bypass Centralis 40 nmol/perc | Vérlemezke [34, 87-90]
paciensek, n=24, vénas bolus aktivalas gatlas,
karotisz injekcio, iv vérnyomas
angioplasztikan injekciod csokkenés
atesett paciensek,
n=6, instabil
anginds paciensek,
n=10
Egészséges iv 1 pmol/perc Ertagito hatas [91-93]
feln6ttek, n=5 és 1

pmol/perc
kozott
Endarteriektomian | iv infizio 2,2 vagy 4,4 Csokkent A dozis ugy [94-96]
atesett paciensek, nmol/kg/perc | embolizacid allitottak be,
n=12, karotisz operacio alatt hogy a
angioplasztikan és 120 perccel vérnyomast
atesett paciensek, utana még ne
n=_8, katotid plakk csokkentse
paciensek, n=10
Egészséges Hidrogel, 20 ul GSNO | Javulta Sem szisztémas, [35]
felnéttek, n=8 topikalis hidrogél 0,3 mikrocirkulacié | sem vérnyomas
alkalmazas mol/g valtozast nem
(alkar) tapasztaltak
Cisztas fibrozisban | inhalécid 0,05 ml/kg és | Novekedettaz | A GSNO dozisa [97]
szenvedd 3 ml/kg oxigén felvétel | megegyezett a
paciensek, n=9 kozotti 10 fiziologias
mM GSNO koncentracioval
Egészséges fiatal bolus iv 0,5 umol Javult a bal [98]

felnottek, n=12

kamra funkcio

2. tablazat A GSNO human alkalmazasainak 6sszehasonlitasa a dozis, az

alkalmazas mddja és a hatds szempontjabol
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2. Keérdésfeltevés

A bevezetésben felvazolt tanulmanyok alapjan a GSNO hatdsa egyértelmien
bizonyitott, mint NO donor vegyiilet. A stabilitds és a NO leadas 0sszefiiggéseiben fontos
elérelépések torténtek az utdbbi 15 évben, amelyek érdekes kérdéseket vetnek fel a
stabilitas és a kémiai kdrnyezet kozotti Osszefiiggésekre. Ezeket a kérdéseket azért is fontos
megvizsgalni, mert a terapidsan alkalmazhaté gydgytermékrél mindossze egy példa van, az
is még csak a klinikai tesztelés szakaszaban tart, ami egyértelmiien a GSNO hatdéanyagu

formulécio eltarthat6sagabol ered.

2.1. A kémiai kornyezet €s a stabilitas 0sszefiiggése

A GSNO, mint a tobbi NO donor vegylilet, stabilizalasaval mélyrehatdan
foglalkoztak, és a jelen dolgozat is tobb kisérleti modszert és eredményt mutat be a GSNO
stabilizalasara. A felsorolt irodalmi példakban taldlkozhattunk gél matrixok, ionok,
redukdld szerek (kémiai agensek), a koncentracidé ¢és homérséklet, (fizikai-kémiai
befolyasold tényezOk) hatdsardl szold tanulmdnyokkal. A stabilizalasi lehetdségek
megértéséhez azonban komplex vizsgalatot igényel a GSNO bomlasanak mddja, amint az
az irodalmi példédkban szerepel ionos és gyokds mechanizmus is felléphet, ezt az oldatban
jelenlévo ionok, oldott gazok (mint potencialis gyokos intermedier képzok), és masodrendi
kotések is befolyasoljak. Ez a dolgozat elssorban a kémiai kdrnyezet stabilizalo hatdsarol
ad egy komplex képet. Kisérleteink sordn a kémiai kdrnyezeten belill a masodrendii
kotések, a pH, az inert atmoszféra és gyokfogd enzimek bomldsra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk. Azt vizsgaltuk, hogy ezeknek a tényezdknek a valtoztatdsaval lassithato-e a
bomlast, illetve azt, hogy milyen mechanizmus 4llhat a stabilizalas/destabilizalas

hatterében?

2.2. A stabilitas és hatasossag Osszefiiggéseinek vizsgalata
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A vizsgalt tanulmanyokbdl egyértelmilen nem deriil ki, hogy mi az értagitd
hatéanyag, ¢és hogyan szabadul fel egy topikalis készitményben. A terdpids alkalmazas
szempontjabol fontos kérdés, hogy maga a GSNO a hatdéanyag, és ha igen, akkor hogy fejti
ki a hatasat. Ez két f6 lehetdséget vet fel, az egyik soran a GSNO a szervezeten beliil fejti ki
a hatasat (a GSNO enzim katalizalt korforgasaban, vagy mint NO donor). A masik esetben
a GSNO nem jut be a szervezetbe, csak a bomlasterméke, a NO. Ezért arra kerestiik a
valaszt, hogy ha a GSNO nem jut be a szervezetbe, akkor a bediffundalé gaz 6nmagaban

elég hatékony-e?

2.3.  Lebomlasi kinetika mérése a terdpias alkalmazhatosag érdekében

A hatékony formulacio kifejlesztéséhez sziikséges a hatasmechanizmus ismerete, €s
egyfajta ,,controlled release” szabalyozas sziikséges. Ennek a megvalositdsahoz szamba kell
venni a kémiai kdrnyezet, a stabilitds és a hatdsossag optimadlis értékeit és mindezt egy
gyogyszerészetileg hasznalhaté formulacioban sziikséges 6tvozni. A jelen kutatas végcélja,
hogy a tudomanyosan megalapozott stabilitds vizsgalatokat at lehessen iiltetni a
gyakorlatba. A f0 kérdés tehat az volt, hogy terdpiasan alkalmazhaté topikalis lokalis

értagitd formulacio kifejleszthetd-e az eredményeink alapjan?
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3. Anyagok és mddszerek:

A kisérletekhez hasznalt vegyszerek mindegyikét a Sigma-Aldrichtél szereztiik be,
kivéve a DEPMPO vegyiiletet, amelyet a Santa Cruz Biotechnology szolgéltatott.

3.1.  NO donorok és gél matrixok eldallitasa

3.1.1. NO donorok eloallitasa

crer

a kiindulési elegy 1:1 aranyban tartalmazta a reagenseket. A reakcioban 0,364 mmol
glutationt (GSH) (112 mg), vagy N-acetilciszteint (NAC) (59,4 mg), vagy 3-
merkaptopropionsavat (3-MPA) (38,6 mg) oldottunk fel 2 ml vizben, majd hozzdadtuk
0,364 mmol NaNO; (25,2 mg) 2ml vizes oldatat. A reakcidelegyet jégfiirdon, fény kizarasa
mellett kevertettiik 5 percig [35]. A GSNO (A), SNAC (B), SN3MPA (C) eléallitasanak
reakcioegyenleteit a 3. abran lathatjuk.

A ,reakcio pH” alatt a NaNO, oldat vegyités el6tti pH-jat kell érteni, a ,,tarolasi pH”
alatt pedig a reakci6 lejatszodasa utan beallitott pH értéket kell érteni. A pH-t tomény HCl,
¢és tomény NaOH oldatokkal allitottuk be, ’Denver Instruments UB-10 pH/mV meter’ pH
mérét hasznaltunk. A NO donor oldatokat minden kisérlethez frissen a szintetizalas utan
hasznaltuk fel. A OH egyenértek fliggvény felvételéhez 2 mM-os NaOH oldatot
hasznaltunk, amelyet egy folyamatosan kevert oldathoz csopogtettink, pH=4,2-es
kiindulasi értéktdl. A pH értékeket az adott NaOH ekvivalens mennyiség fiiggvényében
abrazoltuk. Az egyes OH ekvivalencia pontokat az egyenérték fiiggvény inflexids

pontjainak feleltettiik meg (17. abra).

3.1.2. Gél matrixok eldallitasa (hidrogél, film, liofilizalt parna)
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A legegyszeriibb stabilizalasi lehetéség masodrendii  kotések kialakitasa
gélképzokkel. A tesztelt géleket viz és kiillonb6z6 koncentracidji PVA (0-12 m/m %), PEG
(0-55 m/m %) ¢és kitozan (Chi, 0-1 m/m %) gélképzOokbdl allitottuk eld. A gélképzoket
vizben, homogén oldat eléréséig kevertettiikk 20-60°C kozott. A stabilitas vizsgalatokhoz a
80mM-os kiindulési térzsoldatot higitottuk 1:1 aranyban a polimerek vizes oldataval, tehat
a hasznalt hidrogél oldatok 40 mM-os GSNO koncentraciojiak voltak. A megmaradt
GSNO mennyiségét a kiindulési abszorbancia szazalékaban fejeztiik ki, vagyis a frissen
elkészitett GSNO elegyek abszorbancidjat lemértiik, majd a taroldsi szakasz utdn ismét
mértiik az abszorbanciat. A stabilitast a tarolasi idészak utan megmaradt hatdéanyag
mennyiségével jellemeztik, szazalékban kifejezve. A gélképzOk hatasat gyogyaszatilag
elfogadott segédanyagok hozzdadasaval is fokoztuk, ezek a segédanyagok az alabbiak

voltak:

e dextrin
e dextran
e galaktan

¢ hidroxipropil celluloz (HPC)
¢ hidroxipropil metilcellul6z (HPMC)

e Na-alginat

Ezekbdl a segédanyagokbol 0,01g/ml (1 m/m %) mennyiséget hasznaltunk fel minden
esetben.

Az arra alkalmas gél matrixokbol filmeket képeztiink, egyszerlien csak a gélek
viztartalméanak elparologtatasaval, €s a filmek stabilizalo hatasat is mértiik. A méréshez a
filmeket 28 nappal az eldallitdsuk utdn Gjra kiegészitettiik vizzel a kiindulési térfogatura,
mintat vettliink, és Osszehasonlitottuk a kiindulasi oldat abszorbanciajaval, 540 nm-en.
Filmek képzéséhez a hasznalt polimernek szilardnak és rugalmasnak kellett lennie, illetve
fontos volt, hogy megtartsa az alakjat. Ezeknek a kritériumoknak a PEG, a PVA ¢és a Chi
felelt meg.

A filmképzés mellett a stabilizalast fagyasztva szaritassal (liofilizalas) is probaltuk
novelni. Liofilizalt szerkezeteket, masnéven parnakat akkor tudunk létrehozni, ha az

alkalmazott gélképz0 fagyasztva szaritds utdn kialakit, és megtart egy viszonylag stabil
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szerkezetet, és hamar Ujra oldatot lehet képezni (5 percen beliil) viz hozzaadasaval. A
liofilizalashoz haszndlt késziilék egy ’Labconco Freezone 2,5’ tipusu késziilék volt.
Fagyasztva szaritas el6tt a mintdk abszorbanciajat lemértiik 540 nm-es hulldamhosszon (200
ul mintat vettiink), és ezt vettiik kiindulasi értéknek. A mintakat minden esetben -80°C-ra
hiitottiikk, majd ezutan liofilizaltuk a géles oldatokat. A liofilizalo hiitéegysége -54°C-os
volt, a vakuumpumpat 0,2 Pa végvakuumra allitottuk, a liofilizalast 24 oran at végeztiik,
500 pl mintdkkal dolgoztunk. A liofilizalas utan a mintdkat lefedtiik, 4°C-on, fénytdl
elzarva tartottuk. Az adott tarolasi id6 utdn a mintdkat Ujra feloldottuk 500 ul viz

hozzdadasaval, majd az oldatbol kivettiink 200 pl-t, és ujra lemértiik az abszorbanciat.

3.2.  Stabilités vizsgalatok

3.2.1. Gél matrixok hatasa

A gélek pH-jat 3,8 és 8,4 kozotti értékre allitottuk be a taroldsi idészakra. A
kiindulési abszorbancidkat €s a tarolasi periodus utani abszorbancidkat hasonlitottuk ossze.
Az oldatokat 4°C-on taroltuk fény kizarasa mellett, zart 96 lyuku lemezeken, hogy az oldat
parolgésat megeldzziik. A reakcid pH semleges (pH=7) volt, vagyis a keletkezett GSNO

oldat savas volt, ezt modositottuk tomény NaOH-val.

3.2.2. Enzimek és inert atmoszféra hatasa

A hasznalt GSNO oldat minden esetben 80 mM-os volt, a kontroll oldat pH-ja 4,2
volt. Mind a szuperoxid diszmutaz (SOD, EC 1.15.1.1), mind a katalaz (Cat, EC 1.11.1.6)
enzimekbdl 500 U/ml-t hasznaltunk. A stabilitast N, atmoszféra alatt is vizsgaltuk, ebben
az esetben N»-t buborékoltattunk at a savas illetve modositott pH-ju oldatokon. A bomlést
spektrofotometrids modszerrel vizsgaltuk, 540 nm-es hulldimhosszon. Az oldatokat 5 nap

tarolas utan vizsgaltuk, a mintakat 4°C-on taroltuk, sotétben.

3.2.3. pH hatésa
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A pH stabilizalo hatasdt a GSNO, S-nitrozoacetilcisztein (SNAC) és S-nitrozo-3-
merkaptopropionsav (SN3MPA) esetében is vizsgaltuk, mind az eldallitas, mind a tarolas
tekintetében. A GSNO ¢és SNAC oldatokat kiilonbozé pH-n allitottuk el6, a pH értéket 0,3
¢és 12,6 kozott teszteltiik. Az oldatokat 4°C-on taroltuk fény kizarasa mellett, zart 96 lyuku
lemezeken, hogy az oldat parolgasat megeldzziik.

A térolasi kisérlethez hasznalt eléallitdskor a reakcido pH semleges (pH=7) volt, a
pH-t az RSNO eldallitasa utan modositottuk. A tarolasi idészak utan a pH-t és az
abszorbanciat is mértilk. Vizsgaltuk azt is, hogy a gélképzOk stabilizalé hatasat,
felhasznalhatosagat hogyan valtoztatja a pH modositas.

Az enzimek ¢és inert gaz esetében is vizsgaltuk a pH hatasat, a pH-t minden esetben
cc. NaOH-dal allitottuk be. Fontos kiemelni, hogy kisérleteink soran nem puffert
hasznaltunk, mivel az eldkisérletek alapjan a pufferek minden esetben csak gyorsitottak a
bomlést. Ezt a kordbban emlitett irodalmi példakkal is megmagyardzhatjuk, amelyekben a
H,S, és az aszkorbinsav is fokozta a bomlast lugos kozegben [61, 64]. Emiatt a cél az volt,
hogy minimalis hozzaadott ionnal médositsuk a pH-t.

A méréseket kiilonb6z6 tarolasi id6 utan értékeltiik ki, attol fliggden, hogy a
formulécio vizes oldat, gél, film, vagy liofilizalt parna volt. A taroldsi id6t Gigy valasztottuk
meg, hogy az ugyanahhoz a kisérlethez tartozé mintdk Osszehasonlithatoak legyenek. A
kiilonboz6 formuléaciokat (vizes oldat, gél, film, liofilizalt parna) egymassal nem
hasonlitottuk 6ssze, mivel mas technologia, halmazallapot, mintael6készités volt sziikséges
az eldallitashoz. A pH bedllitdsa sordn, tekintve, hogy idonként 200 pl-es mintakkal
dolgoztunk, az adalékanyagok is valtoztattak a pH-n, és tomény NaOH-t hasznaltunk, f6leg
arra torekedtlink, hogy az ugyanahhoz a kisérlethez tartoz6 mintdk 6sszehasonlithatdéak
legyenek. A pH beallitds soran a NaOH mennyiségét rogzitettiik, nem korrigaltuk az
adalékanyagok pH-javal, szintén a bevitt ion mennyiségének minimalizdldsa miatt. Az
eltérd tarolasi és a mérési koriilmények tipusonként az ’Eredmények’ fejezetben

szerepelnek részletesen.

3.3.  Szerkezet, stabilitas és hatds vizsgalati modszerek

3.3.1. UV és lathato spektroszkopia
27



DOI: 10.14753/SE.2013.1789

A GSNO ¢és a hasznalt nitrozotiolok mindegyike vizben oldhato, szines vegyiilet, két
karakterisztikus elnyelési savval, az egyik az UV tartomanyba esé 333 nm-es
hullamhosszon, a masik a lathat6 tartomanyba esé 540-545 nm-es tartomanyban van (5.
abra, A, B).

Az UV tartomdnyba esd karakterisztikus hulldmhosszon a molaris abszorpcios
koefficiens nagyjabol 20 szorosa a lathaté tartomanyba eséének. gy UV-ban kisebb
koncentraciokkal is pontosan lehet dolgozni, illetve ebben a tartomanyban nyomon lehet
kovetni a vegyérték elektronok szerkezeti valtozasat. Az UV tartomény mérésére ’Greiner
UV-Star® plate, 96 well, flat bottom’ lemezeket hasznaltunk, 200 pl-es mintékkal
dolgoztunk.
spektrofotometrias optikai denzitas (OD) értékbdl szarmaztattuk. Az 540 nm-es
hulldmhosszon mértiink, abban a koncentracié tartomanyban, ahol a koncentracié - OD
fliggvény linedris volt (15 — 100 mM). A méréshez 200 pl-es mintdkat hasznaltunk 96
lyuku lemezen.

A hasznalt spektrofotométer egy ’Biotek PowerWave XS’ tipusu késziilék volt, ami UV

¢s lathat6 tartomanyban is hasznéalhato.

3.3.2. A bomlas mechanizmuséanak vizsgalata

A GSNO bomlas soran két mechanizmust vizsgaltunk, a gyokos €s az ionos bomlast, a

két tipushoz két kiilonb6z6 berendezést hasznaltunk

3.3.2.1. Tonos mechanizmus vizsgalata UV spektroszkdpiaval

Az ionos mechanizmust vizes oldatban UV spektroszkopiaval tudjuk nyomon
kovetni, ugyanis az UV spektrumon bekodvetkezd valtozds mindenképpen valamelyik
Osszetevd atom-, vagy molekulapalydjanak megvaltozott -elektronszerkezetérél ad
tantibizonysagot. A bomlés karakterisztikdjanak vizsgélatahoz ezért a GSNO mellett a
GSNO-hoz hasonld szerkezetli, vagy elnyelésiti tiolok (GSH, NaSH), nitrozovegyiiletek
(SNAC, SN3MPA) UV spektrumanak valtozasat is vizsgaltuk a kémiai kornyezet
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(esetiinkben a pH) megvaltoztatasdnak hatdsara. A mérésekhez 20-80 mM-os

crer

3.3.2.2. Gyokos mechanizmus vizsgalata ESR spektroszkopiaval

Az elektron spin rezonancia (ESR) spektroszkopidt a gydkds mechanizmust
reakciok vizsgalatara hasznaljak, esetiinkben a GSNO bomlas sordn keletkezett gyokok jel
intenzitasat mértiikk és igy a bomlés kinetikajat vizsgaltuk gyokfogok alkalmazasaval, és
anélkiil is. A hasznalt berendezés egy ’Bruker EMX6 on-line X-band, ~9.5 GHz’
spektrométer volt. A késziiléket 0,1°C-os pontossaggal tudtuk termosztalni, a hdmérsékletet
0°C ¢és 40°C kozott hasznaltuk. A mintdk GSNO koncentracidja 4-80 mM kozott volt, a
mérés soran 20 ul minta oldatokat mértiink be 1,2 mm belsé atmérdjii kapillarisokba.
Azokban a mérésekben, ahol gyokfogot nem hasznaltunk, a spektrumot 3400 G kozépérték
koriil 200 és 50 G kozotti intervallumokban vettiik fel, 2048 pontos felbontassal. Két
szkennelést végeztiink mintanként, egy szkennelés 167 masodperces volt, a

mikrohullamokat 20 mW-os teljesitményen hasznaltuk, 3 G modulacioés amplitudoval.
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3.3.2.3. Gyokos bomlas vizsgalata TEMPOL gyokfogé jelenlétében

80 mM-os GSNO oldatok bomlasat vizsgaltuk 1 mM TEMPOL (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oxil) jelenlétében, vizes oldatban. A mérés soran a TEMPOL gyok
jelének csokkenését vizsgaltuk ESR spektroszkopiaval. A TEMPOL jele a GSNO-bol
keletkezett gyokokkel aranyosan csokkent [99]. Négy oldatot vizsgaltunk, a kontroll oldat
pH-ja 4,2 volt, a modositott pH-ju oldaté 8,8 volt, mindkét oldatot 1égkdri €és N, atmoszféra
alatt is vizsgaltuk. A mérést a TEMPOL kozépsé ESR jelének maximalis amplituddjahoz

tartoz6 frekvencidjan mértiink 300 masodpercig, 20°C-on.

3.3.2.4. Gyokos bomlas vizsgalata DEPMPO gydkfogo jelenlétében

80 mM-os GSNO oldatok bomlasat vizsgaltuk 20 mM DEPMPO (5-
(dietoxifoszforil)-5-metil-1-pirrolin-N-oxid) jelenlétében, vizes oldatban. A mérés soran a
DEPMPO szabad gyokkel alkotott adduktjanak jelintenzitasat vizsgaltuk ESR
spektroszkopiaval, ami a GSNO bomlas soran keletkezett gyokokkel aranyos jelintenzitas
novekedésen alapszik. Két oldatot vizsgaltunk, a kontroll oldatot 1égkori koriilmények
kozott (pH= 4,2), illetve a mddositott pH-ju oldatot (pH=8,8) N, gaz alatt. A mérés sordn a
mikrohulldm teljesitménye 20 mW volt, a modulaciés amplitudoé 0,6 G, a vevd erdsitése
10°. 140 G intervallumban végeztiik a mérést 1024 pontos felbontassal, 32-szer szkenneltiik
az intervallumot egy szkennelés idOtartalma 83,886 masodperc volt, a mérést 40°C-on
végeztilk. A kapott spektrumokat " BRUKER WINEPR Simfonia’ szoftver segitségével
szimulaltuk. A szimulacidhoz a Karoui és munkatarsai, illetve a Schrammel és munkatarsai

publikacidiban szerepld csatolasi allandokat hasznaltuk [99, 100].

3.4. Véraramlas mérés

A borfelszin alatti mikrocirkulaciot egy °'PERIMED Pericam PSI’ tipust
késziilékkel végeztiik, amely a laser Speckle kontraszt elemzés elvén mér. A kisérlet soran
20 pl 40 mM GSNO oldat értagitd hatasat vizsgaltuk 0,8 mm x 0,8 mm-es teriileten. 25

miliszekundomonként mértink. A késziilék hasznalata soran minden mérés utan a vords
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vértest intenzitast minimum, maximum, €s atlagos értékkel jellemeztiik. Ezek alapjan pedig
kiszamoltuk a véraramlas maximalis novekedését (Qmax), azt az idot, ami a maximalis
véraramlas eléréséhez sziikséges (tpeax), €s azt az 1idét ami alatt a véraramlas a maximalis

értékrol az 50%-ara (t;2) csokkent. A kisérleteket human alanyokon végeztiik.

3.5. Statisztikai analizis

Minden adatot atlagértékben fejeztiink ki, az esetszam n=1, vagy n=2 volt, a mintakat
duplikaltuk. Az adatokat a Student féle t-probaval, egy vagy két valtozds variancia
analizissel, és Bonferroni post-hoc teszttel elemeztiik, annak megfelelden, hogy az adott
értékhalmazra melyiket célszerli hasznalni (Graphpad, Prism 4). Az egyes adatok kozotti
kiilonbséget akkor vettiik szignifikdnsnak, amennyiben p < 0,05 volt. Ezt a szignifikancia

kiilonbséget ,,*”-gal jeloltik, p < 0,01 esetén ,,**”, p < 0,001 esetén ,,***”,
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4. Eredmények
A GSNO elméleti maximalis elérhetd koncentracidja az alkalmazott reakcidegyenlet
szerint — amennyiben az 0sszes GSH atalakul GSNO-va — 91 mM lehet. A semleges, pH
modositds nélkiili NaNO, oldat pH-ja 7-es volt, és a semleges NaNO, oldat
felhasznalasaval eldallitott GSNO oldat pH-ja 4,2 volt a kisérleteink soran.
4.1.  NO donorok eldallitasa
A NO donorok szintetizalasa soran az eléallitas pH fliggését tanulméanyoztuk.
4.1.1. NO donorok eldallitasanak pH fiiggése
A reakci6 pH alatt a NaNO, oldat pH-jat értjiik, az GSNO eldallitas soran azt
tapasztaltuk, hogy er6sen savas koriilmények kozott a legmagasabb megfigyelt atalakulas

az elméleti maximum 99,5%-a (90,5 mM, pH=1,6) volt (6. dbra A). A SNAC eldallitasa

soran a tendencia ugyanez volt, itt is az erdsen savas pH kedvezett az eldallitdsnak.
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6. abra: A GSNO (A) és a SNAC (B) képzddésének pH fliggése. 0,364 mmol kiindulasi
tiolt és NaNO,-et hasznaltunk, a pH-t cc. HCI és cc. NaOH oldatokkal modositottuk. Az
eredményeket atlag+SEM-ként tiintettiik fel, n=4. *** p <0,001 pH=1,6 és az dsszes tobbi
pH-n mért kdzott. *** p <0,001 pH=4,8 és pH=9,6, valamint pH=11,6 kdzott (A) *** p
<0,001 pH=7 és pH=9,6, valamint pH=11,6 kozott (A). *** p <0,001 pH=4,8 és pH=11,6
kozott (B). *** p <0,001 pH=7 és pH=11,6 kozott (B). *** p <0,001 pH=9,6 és pH=11,6
kozott (B).

Az ébra alapjan megallapithatjuk, hogy a szintézis soran a reakcidé elegy pH-ja
szignifikans hatassal van az atalakulas hatékonysagara. A kiilonbozo pH értékeken kapott
GSNO ¢és SNAC koncentraciokat dsszehasonlitva azt az eredményt kaptuk, hogy 20,04 %,

illetve 23,18 % kiilonbség van savas és lugos oldatban eldallitott termék koncentracid
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kozott, a GSNO illetve a SNAC esetében (6. dbra). Az is szembetlind, hogy az enyhén
savas €s az enyhén lugos reakcié pH a SNAC esetében nem valtoztatta meg szignifikdnsan
az atalakulast a semleges reakcid pH-hoz képest. Azt a kovetkeztetés azonban
egyértelmiien levonhatjuk, hogy az erésen savas pH kedvez leginkdbb a reakcionak,
gyakorlatilag teljes atalakulas érhetd el, ha a szintézist erdsen savas koriilmények kozott
végezzilk. Az SN3MPA eldallitasat nem vettiik bele az §sszehasonlitasba, mert til gyorsan

bomlott, ahhoz, hogy reprezentativ mérést végezhessiink vele.

4.2.  Stabilitas vizsgalatok

Az eldallitott RSNO oldatok lebomlésat spektrofotométeren kovettiik, 540 nm-es
hulldmhosszon. A stabilitdst gyogyszerészetileg alkalmazhato gélképzok jelenlétében
vizsgaltuk, mértiik a pH modositas hatasat, inert gaz szerepét, €s vizsgaltuk olyan enzimek

jelenlétében is, amelyek az oldott oxigén eredetii szabadgyok képzddést befolyasoljak.
4.2.1. G¢él matrixok hatasa a stabilitasra

A cél olyan GSNO formulacié eldallitasa volt, amelyben egyszerli masodrendii
kotések stabilizald hatdsat vizsgéltuk gyogyaszatilag elfogadhatdé polimerek és
gyogyaszatilag elfogadhat6 segédanyagok felhasznalasaval.

4.2.1.1. Gélek osszetételének optimalizalasa

Az adalékanyagok lehetséges stabilizald hatasat 7 napon at vizsgaltuk, modositatlan

pH-ju oldatban (pH=4,2), az oldatokat 7 napig zart 96 lyuku lemezkben taroltuk, fény

kizarasa mellett, a GSNO koncentracioja 40 mM volt. Az eredményeket a 7. abra foglalja

0ssze:
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7. abra: A stabilizalashoz hasznalt adalékanyagok hatésa
a GSNO lebomlasara, 7 nap utan, (n=2), minden adalékot 10mg/ml koncentracioban
hasznaltunk, vagyis 1 m/m %-os oldatok stabilizal6 hatasat mértiik. Az eredményeket
atlag+SEM-ként tlintettiik fel. *** p <0,001 a kitozan (Chi) és az dsszes tobbi

adalékanyagot tartalmazo elegy kozott.

A legjobb eredményt az 1%-o0s kitozannal (Chi) értiik el (32,78+0,29 %), igy a
tovabbiakban lehetséges szinergista hatast kerestiink a kitozan és a PVA, PEG kozott.

A filmképzésre is alkalmas gélképzok a tapasztaltak és az irodalmi példak alapjan
harom polimerre korlatozddtak, ezért a harom {6 gélképzd (PVA, PEG, Chi) Osszetételét

valtoztattuk, az alabbi tablazat szerint, 16 duplikalt mintaban:
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Maradék
PVA% | PEG% Chi % GSNO %

. minta 6,67 0,00 0,33 | 81,28+3,45
.minta | 10,00 | 0,00 0,17 | 81,73+1,44
.minta | 11,67 | 0,00 0,08 | 78,65t4,49
.minta | 13,33 | 0,00 0,00 | 82,20£3,51
. minta 5,00 1,67 0,33 | 80,51+2,56
. minta 7,50 2,50 0,17 | 80,3612,84
. minta 8,75 2,92 0,08 | 79,68+2,67
.minta | 10,00 | 3,33 0,00 |74,7743,43
. minta 3,33 3,33 0,33 | 79,95+0,79
10. minta | 5,00 5,00 0,17 | 80,21+2,08
11. minta | 5,83 5,83 0,08 | 77,97+2,03
12. minta | 6,67 6,67 0,00 | 81,90+0,00
13. minta | 1,67 5,00 0,33 | 80,16%2,35
14. minta | 2,50 7,50 0,17 | 79,4614,32
15. minta | 2,92 8,75 0,08 | 78,03t1,16
16.minta | 3,33 | 10,00 | 0,00 |81,73+0,48

Ol |INjojun]d||wWIN]ER

3. tablazat: Gélképzo €s adalékanyag Osszetételek, potencialis
szinergista hatas vizsgalatdhoz, a vizsgalatot 14 napig végeztiik, 4°C-on, fény kizarasa
mellett, a GSNO kiindulasi koncentracigja 40 mM volt. A maradék GSNO a kiindulasi és a

14. napon mért abszorbancidk szazalékos kiilonbsége atlag+SEM-ben kifejezve, n=2.

A polimerek valtoztatasa a 3. tablazatban hasznalt aranyokban nem vezetett szignifikans
stabilitas fokozo hatassal. A kompoziciok dsszességében a kiindulasi GSNO 79,91+1,9 %-
szignifikdnsan a stabilitast a 0 - 0,33 m/m %-o0s tartomanyban. A tovabbi kisérletekben a
Chi mennyiségét csokkentettiik, és a PEG mennyiségét noveltiikk. Az optimalis értékeket a

4. tdblazat alabbi tablazat foglalja 6ssze:

PVA % PEG % Chi % Maradék
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GSNO %
1. minta 2,92 8,75 0,08 | 65,58+2,67
2. minta 3,02 9,06 0,06 | 51,09+0,62
3. minta 3,13 9,38 0,04 | 40,66+1,51
4. minta 3,23 9,69 0,02 | 28,70+0,30
5. minta 3,33 10,00 0,00 | 14,07+0,61
6. minta 2,19 9,48 0,08 | 90,30+4,85
7. minta 2,27 9,82 0,06 |72,87+2,74
8. minta 2,34 10,16 0,04 | 69,8545,85
9. minta 2,42 10,49 0,02 | 37,3543,82
10. minta 2,50 10,83 0,00 | 16,21+0,31
11. minta 1,46 10,21 0,08 | 89,76+0,60
12. minta 1,51 10,57 0,06 | 88,79+2,73
13. minta 1,56 10,94 0,04 | 79,948,221
14. minta 1,61 11,30 0,02 | 29,97+0,00
15. minta 1,67 11,67 0,00 | 15,68+2,07
16. minta 0,73 10,94 0,08 | 75,96+1,19
17. minta 0,76 11,33 0,06 | 74,92+2,14
18. minta 0,78 11,72 0,04 | 60,06+0,30
19. minta 0,81 12,11 0,02 | 57,80+4,77
20. minta 0,83 12,50 0,00 7,49+0,90
21. minta 0,00 11,67 0,08 | 54,29t7,67
22. minta 0,00 12,08 0,06 | 52,62+0,31
23. minta 0,00 12,50 0,04 | 29,32+2,16
24. minta 0,00 12,92 0,02 | 17,28+1,23
25. minta 0,00 13,33 0,00 4,01+0,31

4. tablazat: Gélképz6 €s adalékanyag optimalizalt Gsszetételek, potencialis
szinergista hatas vizsgalatdhoz, a vizsgalatot 14 napig végeztiik, 4°C-on, fény kizarasa
mellett, a GSNO kiindulasi koncentracigja 40 mM volt. A maradék GSNO a kiindulasi és a

14. napon mért abszorbanciak szazalékos kiilonbsége atlagtSEM-ben kifejezve, n=2.
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Az optimalis 0sszetétel a 2,19 % PV A, 9,48 % PEG, 0,08 % Chi elegyhez tartozott, a
GSNO 90,3 + 4,8 %-a maradt meg emellett az 6sszetétel mellett. Azonban nem volt
szignifikans kiilonbség a négy legstabilabb gél maradék GSNO tartalma kézott. A Chi-t
tartalmazoé és a Chi-t nem tartalmazoé oldatok kozott azonban szignifikdns kiilonbség volt
(p<0,05).

A gélek stabilizalo hatasat csak intramolekuldris ktések fokoztak egyszerii vizes
oldatokban, a legjobb eredmény alapjan tobb, mint 90%-ot tudtunk megdrizni a kiindulasi

GSNO mennyiségébdl két hét tarolas utan.

4.2.1.2. Filmek stabilizalo hatasa

A gélképzok optimalis 0sszetételének megallapitasa utan a gélképzok mennyiségét
tovabb valtoztattuk, olyan Osszetételt dolgoztunk ki, amelyek a gél kiszaritasaval filmeket
képeztek. Igy azt tudtuk megvizsgalni, milyen stabilizalé hatast érhetink el film

formuléciokkal, vagyis az oldoszer (viz) csokkentése jar-e fokozott stabilitassal.

A legjobb eredmény 36,15+0,79 % volt 28 nap tarolas utdn, ez a 1,00% PVA,
1,33% PEG, 0,33% Chi 0sszetételhez tartozott (5. tablazat).

Az eredmény alapjan arra a kovetkeztetésre kell jutni, hogy nem elég hatékony a

film, mint formulacié a GSNO stabilan tartasara, hosszu tavon.
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Maradék
PVA % PEG % Chi % GSNO %
1. minta 3,33 0,00 0,33 8,4110,24
2. minta 1,67 0,00 0,50 23,15+2,02
3. minta 0,83 0,00 0,58 25,5611,02
4. minta 1,33 0,67 0,33 16,37+1,12
5. minta 0,67 0,33 0,50 18,01+0,62
6. minta 0,33 0,17 0,58 13,36+1,57
7. minta 1,00 1,33 0,33 25,22+2,01
8. minta 0,50 0,67 0,50 36,15+0,79
9. minta 0,25 0,33 0,58 18,85+1,92
10. minta 0,67 2,00 0,33 33,12+1,31
11. minta 0,33 1,00 0,50 28,8610,81
12. minta 0,17 0,50 0,58 16,56+2,25
13. minta 0,33 2,67 0,33 20,39+3,90
14. minta 0,17 1,33 0,50 16,14+1,39
15. minta 0,08 0,67 0,58 17,50+1,86
16. minta 0,00 3,33 0,33 15,7610,21
17. minta 0,00 1,67 0,50 13,95+2,16
18. minta 0,00 0,83 0,58 11,21+1,29
19. minta 0,00 0,00 0,33 12,20+2,61
20. minta 0,00 0,00 0,50 12,53+0,21
21. minta 0,00 0,00 0,58 15,62+1,14
22. minta 0,00 0,00 0,66 18,18+4,74

5. tablazat: Gélképzo és adalékanyag Osszetételek filmek eldallitdsdhoz, a filmeket
4°C-on taroltuk fény kizarasa mellett, majd 28 nap utan a filmeket ujra feloldottuk az
eredeti mennyis€gli vizben, €s az eredeti abszorbancia szazalékaban fejeztiik ki az

értékeket, (n=2)

4.2.1.3. Stabilizalas liofilizalassal
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A liofilizalas segitségével azt vizsgaltuk, hogy ha a GSNO molekuldkat egy
vizmentes kdrnyezetben taroljuk, és igy feltételezhetden kizarjuk az olddszer altal okozott
polarizaciot, amivel akadalyozhatjuk a bomlast. Emellett a molekulakat térben is el tudjuk

valasztani egymastol, tehat a molekuldk egymadsra gyakorolt hatasat is kikiiszobolhetjiik.

8. abra: Liofilizalt parna fénymikroszkopos felvétele, a felvételen

3%-os liofilizalt Chi parna reprezentativ képét latjuk,

4-szeres nagyitasban

A Kkisérlethez olyan gélképzdket kellett valasztani, amelyek szobahdmérsékleten
szilardak (ezzel a PEG-et kizartuk, kisérleteink soran PEG200-at hasznaltunk), Iétrehoznak
egy térhalds szerkezetet és megtartjak a szerkezetiiket alacsony nyomaéson is, ennek a PVA
sem felelt meg. Az aldbbi komponensekkel sikeriilt stabil szilard matrixokat eldallitani,
amelyek megtartottdk a szerkezetiiket, és konnyen sikeriilt a tarolasi idészak utan viz
hozzaadasdval homogén oldatot, vagy gélt kapni. A segédanyagokat 1 m/m %-ban

hasznaltuk, csakligy, mint a kitozant, az eredményeket a 6. tablazatban foglaltuk dssze:
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Maradék

minta GSNO %
Chi 82,28+0,39
Chi dextrin | 88,35+1,43
Chi dextran | 83,83+1,36
Chi HPMC | 88,59+0,62
Chi HPC 58,85+0,43
dextrin 58,19+0,60
dextran 78,95+2,13
HPMC 81,87+3,12
galactan 82,45+0,60
HPC 76,65+1,95

6. tablazat: GSNO tartalmu liofilizalt parnak stabilizal6 hatasa.
A liofilizalt parnakat 7 napig taroltuk, 4°C-on, fény kizarasa mellett,
A tarolés utan a kiindulési viz mennyiségével ujra kiegészitettiik,

és mértiik az abrszorbanciat, n=2

Az eredmények alapjan a legjobb Osszetétel a kiindulasi GSNO 88,59+0,62 %-at Orizte
meg 7 nap utan, ez az 9sszetétel az 1% Chi, 1% HPMC-hez tartozott. Az adatok alapjan a
liofilizalas kozel sem olyan hatékony, mint a gél formulacidk, ahol a GSNO kiindulasi
értékének tobb, mint 90%-4at tudtuk megdrizni 14 nap utan.

A g€l matrixos kisérletek soran tehat a legjobb eredményt a hiitott vizes oldatokkal
tudtuk elérni, azokkal a gélekkel, amelyek a PVA, PEG ¢és Chi 6sszetevoket tartalmaztak
megfeleld aranyban. A komponensek felhaszndlasat kimondottan GSNO oldatok

stabilizalasara szabadalmaztattuk is Eurdpaban, jelenleg PCT bejelentés alatt all.

4.2.2. Enzimek és inert atmoszféra hatasa a stabilitasra

A GSNO lebomlasat inert gaz atbuborékoltatdsaval (N,) is vizsgaltuk, ezzel a
vizben oldott oxigén eltavolitasanak hatisat vizsgaltuk. A stabilitdst SOD és Cat enzimek
jelenlétében is vizsgaltuk. A SOD enzim az O, és az O, atalakitasat katalizalja, H"

jelenlétében H,0,-da, az enzim pH=4-12 kozott mikodik [101]. A Cat enzim a HyO,
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atalakitasat katalizalja HyO-¢ és O,-¢, az enzim pH=3,5-10,5-es intervallumban miikddik

[102].

i GSNO kontroll pH=4,2

39‘.
Q % E3 GSNO N, pH=4,2
(/2]
O 20
X GSNO Cat pH=4,2
©
©
‘g 10 E@ GSNO SOD pH=4,2

0 % N\ R B GSNO Cat+SOD pH=4,2

9. dbra: Az inert gaz, illetve enzimek stabilizalo hatasa modositatlan kémhatasu
oldatokban (n=4). Az eredményeket atlag+SEM-ként tlintettiik fel. *** p <0,001 a N,

atmoszféra alatti pH=4,2-es oldat és az Osszes tobbi oldat kozott.

A mintakat 5 napig taroltuk 4°C-on, fény kizarasa mellett, az eredményeket a
kiindulasi és a tarolasi idészak abszorbanciajanak szazalékaban adtuk meg.

Tekintve, hogy az enzimek a hasznalt pH értékeken aktivak, az eredmény alapjan
arra lehet kovetkeztetni (9. &bra.), hogy nem az oldatban 1évé O, ¢és az O,  felelds
kozvetleniil a GSNO bomlasért, de mivel a N, gaz ndvelte a stabilitast, ezért valosziniileg
az oldott légkori gazok egy része részt vesz a bomlasban, sot eldsegiti azt. Példaul egy NO
- NO, atalakulas kovetkeztében, vagy egy NO / O, rendszeren keresztiil, mivel a Cat
enzim novelte a bomlast a csak SOD-t tartalmazé elegyhez képest. A modositatlan pH-ju

oldatok esetében a stabilitast tehat a N, atmoszféra szignifikdnsan novelte, a SOD kis

mértékben novelte.

4.2.3. pH stabilizal6 hatasa

A pH modositasa a GSNO képzddési reakciot is és a stabilitast is befolyasolja, a
pH-t kezdetben egyszeri vizes oldatokban 0,3 és 12,6 kozotti értekek kozott valtoztattuk,
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mértiik a kiindulasi abszorbanciat, majd 7 napig taroltuk az oldatokat 4°C-on, fény kizarasa
mellett. Az abszorbancidkat 7 nap utan Gjra mértiik, a maradék GSNO-t a kiindulasi érték

szdzalékaban fejeztiik ki (10. abra).

*kk
55+ -

50+

404
35+
30+
25+
20+
154 *kx
104

5-
0,3 43 7,4 8,6 12,6
Tarolasi pH

*kk

Maradék GSNO %

10. abra: A pH hatdsa a GSNO lebomlasra,
egyszerl vizes oldatokban 7 nap tarolas utan 0,3-12,6-o0s tartomanyban, (n=4). Az
eredményeket atlag+SEM-ként tiintettiik fel. *** p <0,001 a pH=8,6-0s oldat és az dsszes
tobbi oldat kozott. *** p <0,001 a pH=7,4-es oldat és az Gsszes tobbi oldat kdzott. *** p
<0,001 a pH=12,6-0s oldat és az 6sszes tobbi oldat kdzott.

Meglepd, hogy ugyan az eldéllitisnak az erdsen savas pH kedvez, azonban a
stabilitds nagyon gyenge, mindossze 6,7+0,1 % maradt a kiinduldsi mennyiségbdl 0,3-as
pH értéken. Az is varatlan volt, hogy enyhén ligos pH-n volt a legstabilabb (stabilabb, mint
fiziologias pH-n), majd a stabilitas ismét csokkent az erdsen lugos tartomdnyban. Az
eredmények alapjan a GSNO pH=8,6-0s értéken volt a legstabilabb, 7 nap utan a kiindulasi
mennyiség 52,17+2,72 %-a maradt meg.

Ezek alapjan az enyhén lugos tartoményt vizsgaltuk kiilonbozé pH értékeken, és 14
napig vizsgaltuk a stabilitdst, az oldatokat 4°C-on téaroltuk, fény kizdrasa mellett. A

kiindulasi és a 14. nap utani abszorbancidk aranyat szazalékban fejeztiik ki (11. abra).
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11. abra: A pH hatadsa a GSNO lebomlasra,
egyszeri vizes oldatokban 14 nap tarolas utan pH= 8,0 — 9,1-es tartoméanyban,
(n=4). Az eredményeket atlag=SEM-ként tiintettiik fel. * p <0,05 a pH=8,4-es illetve a
pH=8,8-as oldat és az Gsszes tobbi oldat kdzott 7 nap utan, és * p <0,05 a pH=8,8-0s, illetve

a pH=9,1-es oldat és az dsszes tobbi oldat kozott 14 nap utan.

A szlikebb tartomanyt vizsgéalva azt tapasztaltuk, hogy a 8,8-as és a 9,1-es pH
gatolta leginkabb a bomlast, ezekben az esetekben a maradék GSNO 31,8+4,6 %, illetve
33,3%£2,1 % volt.

Tovabbi érdekesség, hogy a tarolasi iddszak leteltével az oldatok pH értéke
lecsokkent, a modositott és a moddositatlan pH-ji oldatokban egyardnt, ebbdl arra lehet

kovetkeztetni, hogy a bomlés sordn sav keletkezik.

Az enzimek és inert atmoszféra hatdsat (9. abra) Gsszevetettiik és kiegészitettiik az
enyhén lugos pH (pH=8,8) hatasaval, hogy megtudjuk melyik stabilizlo hatas mennyire
meghataroz6 (12. abra). Az dbran 6sszehasonlitasként szerepel a savas tarolas legstabilabb

eredményeként a N, alatt tarolt oldat is.
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12. dbra: Az inert gaz, illetve enzimek stabilizal6 hatdsa
modositott kémhatasu (pH=8,8) oldatokban, (n=4). Az eredményeket atlag+SEM-
ként tiintettiik fel. *** p <0,001 a N, atmoszféra alatti pH=4,2-es oldat és az dsszes tobbi
oldat kozott

A kapott eredmények alapjan a pH stabilizdlé hatdsa szignifikdns, a légkori
koriilmények kozott tarolt GSNO 84,76+1,5 %-a maradt meg, ezt a hatast kis mértékben
fokozza a N, atmoszféra (85,87+0,86 %). Azonban sem a N, atmoszféra sem az enzimek
nem novelték szignifikdnsan a stabilitast, a pH mddositas volt a legfontosabb tényezo.

A pH-t, mint az eredményeink szerinti meghatdrozé stabilizalé hatasu koriilményt
ezek utdn kombindltuk azokkal a gyogyaszatilag ismert gélképzd segédanyagokkal,
amelyek (feltételezhetden masodrendli kotések segitségével) gatoljak a GSNO bomlasat.

A film ¢és a liofilizalt formulaciok esetében a pH moddositas nem hasznalhato,
hiszen a pH csak vizes oldatokban értelmezhet6. Emiatt a pH-nak koszonhetd ndvelt
stabilitast vizes oldatokban és gélekben teszteltiik a tovabbiakban.

A segédanyagok koziil a kitozant, ami a leghatékonyabb stabilizalé volt, sajnos
nem tudtuk alkalmazni, mert csak savas oldatban oldodik, igy enyhén lugos koriilmények
kozott csapadékot képez. Az Gsszetevoket ugyanabban az aranyban alkalmaztuk, mint a 7.
abran lathatoékat (a kitozant kivéve, mert azt nem tudtuk hasznélni). Az adalékanyagok
lehetséges stabilizald hatdsat 7 napon at vizsgaltuk, 8,5-0s pH-ju oldatokban (13. 4bra).
Lathato, hogy a segédanyagok koziil a dextran fokozta kis mértékben a stabilitast, a tobbi a

kontroll oldatnal is jobban bomlott.
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13. abra: Az adalékanyagok stabilizalo hatasa
modositott kémhatdsu (pH=8,5) oldatokban, (n=4), Az eredményeket
atlag+SEM-ként tilintettiik fel. * p <0,05 a dextrant tartalmazo

oldat és az Osszes tobbi oldat kozott

A segédanyagokat ezutdin a mar korabban optimalizalt PVA és PEG elegyekkel

vegyitettiik, és vizsgaltuk a pH hatédsat, az Osszetevok ugyanolyan aranyban szerepeltek,

mint a 4. tablazat legoptimalisabb értékénél, természetesen kitozan nélkiil. A stabilizalo

hatéast 7 napon at vizsgaltuk, 8,5-6s pH-ju oldatokban (14. abra).

Maradék GSNO %

kontroll+PVA+PEG
dextrin+tPVA+PEG
dextran+PVA+PEG
HPMC+PVA+PEG
A galaktan+PVA+PEG
Ny HPC+PVA+PEG
alginat+PVA+PEG

BANBOEB

ALAIIIHIHIHIIMIY
22222

46



DOI: 10.14753/SE.2013.1789

14. abra: Az adalékanyagok és gélképzok stabilizal6 hatasa
modositott kémhatdsu (pH=8,5) oldatokban, (n=4)

Az eredmények nem voltak szignifikansan jobbak, mint a PVA és PEG hozzaadasa
eldttiek, ezért egy irodalmi példabol kiindulva a PEG mennyiségét fokoztuk, mivel a 10%-
os PEG oldat stabilizalo hatdsa nem volt megfeleld, illetve azért is a PEG mennyiségét
fokoztuk, mert a cél kimondottan hidrogél eléallitdsa volt. Seabra és munkatarsai kozel 90
m/m %-0s PEG oldatot hasznaltak GSNO eldallitasara és stabilizalasara, j6 eredménnyel
[67], azonban amint ez a bevezetésben is szerepel, ennek a kompozicionak a véraralmas
fokoz6 hatasat nem vizsgaltak. Kisérleteink soran ilyen mennyiségben PEG-et tartalmazo
vizes gél kompozici6 hasznalatakor nem tapasztaltunk véraramlas fokozo hatést, ezért
alacsonyabb koncentracidban hasznaltuk a PEG-et, és a pH eltolasaval vetettilk Gsze a

hatast (15. abra).

50+
.
® 40- sk
2 \ PVA 2,6% - PEG 8%
3 = § * g PVA 2% - PEG 9,4%
% 90 s|E N E3 PVA 1,3% - PEG 10%
B HE N ER PEG 15%
< 104 HEH E § PEG 40%
EMEEN I HEEN D PEG 55%
0- . GSNO kontroll

pH 4,8 pH 8,8

15. ébra: A gélképzdk stabilizald hatdsa modositatlan (pH=4,8) és modositott
kémbhatasu (pH=8,8) oldatokban, (n=4). Az eredményeket atlag+SEM-ként
tiintettiik fel. *** p <0,001 a 40 % PEG-et, az 55 % PEG-et tartalmaz6 pH=8,8-as
oldat és az 6sszes tobbi pH=4,8-es oldat kozott. Ezen kiviil a kontroll pH=8,8-as
GSNO oldat és az 6sszes tobbi pH=4,8-es oldat kozott
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Ismét azt lathatjuk, hogy a GSNO lebomlasra jelentdés hatdssal van a pH. A pH
modositas nélkiili gélekben (pH=4,8) a kiinduldsi GSNO-nak minddssze 0-25 %-a maradt
meg 25 nap utan. Fontos megjegyezni, hogy a gélekben semmi fizikai valtozas nem volt
lathatd, mind transzparens és homogén volt. A 8,8-es pH-ra modositott adalékanyag
hozzadés nélkiili GSNO oldatban is szignifikansan kisebb volt a bomlas, mint altalaban a
savas oldatokéban. Az is érdekes eredmény, hogy dnmagaban a 15 m/m % PEG kevésbé
stabilizal, mint az enyhén bdzikus pH, tehat az egyes polimer matrixok kozott is
szignifikans volt a kiilonbség, a legjobb eredményt az 55% PEG-et tartalmazo oldatnal
értiik el, ebben a kompozicidban a kiindulasi GSNO 45,3 %-a maradt meg 25 nap utan. Az
elegyeket 4°C-on taroltuk, fény kizarasa mellett.

4.3.  Szerkezet és stabilitds vizsgalati modszerek

Feltételeztiik, hogy a GSNO enyhén alkalikus kdzegben tapasztalt novelt stabilitas
oka a szerkezet valtozas, vagy a gyokos bomlas kinetikdjaval lehet kapcsolatban. Ezek
vizsgélatara tovabbi modszereket alkalmaztunk, a Vis spektroszkopian felil UV
spektroszkopiat és ESR  spektroszkopiat hasznaltunk, hogy tovabbi magyarazatokat
kapjunk.

4.3.1. pH modositas kivaltotta szerkezeti valtozasok vizsgalata

A pH modositas soran elért novelt stabilitds okai kozott elészor a GSNO szerkezetét
vizsgaltuk, itt elsdsorban a protondlodni illetve deprotonalodni képes funkcids csoportok
(amino csoport, karboxil csoport) valtozasat vizsgaltuk, a f0 kérdés az volt, hogy
lehetséges-e molekulan beliili stabilizalo kotések kialakulasa, illetve melyek azok a

protonalt szerkezetek, amik az alkalmazott pH intervallumban megjelennek.

4.3.1.1. Protonalt allapotok és pH Osszefiiggése

Vizes oldatokban kiilonb6zd pH értékeken kiilonbdzd protondlt forméaban lehet jelen a

GSNO, a szerkezetét tekintve négy lehetséges allapot van (16. abra).
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16. abra: A GSNO lehetséges protonalt allapotai

A GSNO vizes oldataban, pH médositas nélkiil (pH=4,2) a GSNO" és a GSNO” jelolésii
protonalt allapotok vannak jelen. Lug hozzaadasaval tudjuk az egyenstlyt a jobb oldalra
eltolni. A 17. abran a GSNO lug hozzaadéasaval kapott egyenérték gorbéjét lathatjuk, ennél
a kisérletnél 200 mM-os NaOH oldatot csepegtettiink egy folytonosan kevert 80 mM-os
GSNO oldathoz, és mértiik a pH-t.
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17. dbra: A GSNO vizes oldatanak OH™ egyenérték gorbéje

A kiindulasi pH 4,2, ez foként a GSNO™ protonalt allapotahoz tartozik. A vertikalis
vonalak az elsé és a masodik OH™ ekvivalencia vonalat jelentik. A vertikalis szaggatott
vonal a 1,5 OH  ekvivalencia mennyiségnek felel meg, a kisérleteink alapjan ez az
optimalis tarolasi pH tartomany. Ebben a tartomanyban a GSNO° és a GSNO™ azok a
szerkezetek, amelyek foként jelen vannak.

Annak érdekében, hogy magyarazatot kapjunk a funkcids csoportok szerepére
elészor azt probaltuk kideriteni, hogy a GSNO szerkezeti sajatossaga-e a novelt stabilitas,
vagy mas primer RSNO-k is hasonléan viselkednek. Ezért a tarolasi pH és stabilitds
Osszefiiggését vizsgaltuk két tovabbi NO donorral, ezek a SNAC (3. abra B) és az
SN3MPA (3. abra C) voltak (18. abra). A mintakat ebben az esetben 7 nap utan vizsgaltuk,

a mintakat addig 4°C-on taroltuk, fény kizarasa mellett.
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18. abra: SNAC és SN3MPA (80mM) pH fiiggo stabilitasa (n=4), az eredményeket
atlag+SEM-ként tlintettiik fel. *** p <0,001 mindkét vegyiilet esetében az enyhén

lugos és a savas oldat kozott

A stabilitdas a GSNO mintdjara valtozott, a SNAC (88,8+3,4 % maradt) és az
SN3MPA (83,2+0,4% maradt) esetében is. Ebben a kisérletben a savas pH 2,2 illetve 3,8
volt, a lugos pH pedig 8,4 illetve 10,2 volt. A pH-t ugyanazzal a mennyiségili cc. NaOH
oldattal médositottuk (hogy ugyanannyi iont vigyiink a rendszerbe), de mivel a két vegyiilet
disszociaciés allandoja mas volt, ezért ugyanannyi cc NaOH hozzddadasaval mas pH-t
kaptunk a két vegytiletnél.

Az eredmények alapjan azt latjuk, hogy a savasan tarolt oldatok hatdéanyag tartalma
haromszor volt kisebb a tarolasi iddszak utdn, mint a ligosan taroltaké. A kisérlet alapjan
tehat ki lehet zarni a GSNO glutamin vagy glicin része miatti stabilizalast, mivel a SNAC
¢s az SN3MPA is stabilabb enyhén lugos pH-n. Ezek alapjan a pH modositas okozta
szerkezetvaltozds miatt 1étrejové intramolekuléris stabilizdlds nem meghatdrozo. A
felfedezést olyan fontosnak tartottuk, hogy a modositott pH-ji kompoziciot
szabadalmaztattuk, jelenleg PCT bejelentés alatt all .

A pH okozta stabilitds masik fontos tényezdje, hogy az adott RSNO vizes oldatban
hogyan szolvatalddik, két tautomer szerkezet ismert, a megoszlasukat az olddszer polaritasa

¢s a kémiai kornyezet hatarozza meg (19. abra).
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19. abra: RSNO-k tautomer szerkezetei

A két szerkezet koziil a bal oldali valészintileg apolaris szerves olddszerekben a 6

forma, a jobb oldali pedig valdsziniileg polaris oldoészerekben (pl. viz) jelentOs.
4.3.1.2. UV spektroszkopia

Az egyik modszer, amivel nyomon kovethetjiik a valtozasokat, az az UV
spektroszkopia, mert az UV spektrumon megjelend valtozasok a molekula kotod
elektronszerkezetének valtozasabol kovetkeznek. Emellett fontos az is, hogy igy az oldatot
tudjuk vizsgalni, nincs sziikség semmilyen feldolgozasra, vagy elkiilonitésre. A GSNO UV
spektruman (5. ébra, A) két karakterisztikus hullamhossz lathaté 228 nm-en és 333 nm-en.
Az Osszehasonlitas miatt a GSH, a GSSG ¢és az SN3MPA UV spektrumat is felvettiik (20.

abra).
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20. abra: A GSNO, SN3MPA, GSH ¢s GSSG UV abszorbancia spektruma

Az abran azt lathatjuk, hogy a 333 nm-es hullamhossz mindkét NO donor vegyiilet
spektruman (a GSNO ¢és az SN3MPA) megtaldlhato, ez az —S-NO kotésre jellemzo
hulldmhossz, ennek az intenzitasa ardnyosan csokken az RSNO bomléasaval, az 540 nm-es
hulldimhosszon mérhet6hoz hasonléan. A 228 nm es hullanhosszon is lathatunk egy
karakterisztikus csucsot, ami a GSH, SN3MPA, GSNO spektruman is lathato. Azonban az
oxidalt glutation (GSSG) spektruman nem latszik 228 nm-en karakterisztikus elnyelés, a
GSSG karakterisztikus hullimhossza 210 nm ezt irodalmi példa is alatdmasztja [103], a
pH-t ezekben az oldatokban nem modositottuk, mindegyik oldat pH-ja 4 kortili volt. Annak
érdekében, hogy azonosithassuk a pH moddositds és a karakterisztikus savok kozotti
Osszefiiggéseket, mértiik a modositott pH-ji és a moddositatlan pH-ja GSNO oldat
spektrumat. Ezt a pH modositast a GSSG-vel is elvégeztiik, és az ismert H,S donor, a

natrium hidrogénszufid (NaSH) spektrumaval is 6sszevetetettiik (25. dbra). A NaSH gyenge
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bazis, ezért a nativ oldat pH-ja eleve lugos, és szinte teljesen disszocial HS™ ionokka,

csakugy mint a H,S .
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21. ébra: A savas ¢és lugos kémhatasu GSNO oldatok, illetve a lagos kémhatasu
GSSG ¢és NaSH UV abszorbancia spektruma

A GSSG spektruma semmit sem valtozott lugos oldatban, nem jelent meg Uj
elnyelési sav, tehat valdsziniileg nem tortént atalakulds. A GSNO és NaSH esetében a
karakterisztikus elnyelés 228 nm-en egyértelmiien lathat6, irodalmi példa tamasztja ala, és
mi is igazoltuk, hogy ez a hulldmhossz a HS™ karakterisztikus hullamhossza [22]. Azonban
a kisérleteink alapjan egyértelmii, hogy nem csak a HS", hanem altalanosan az RS™ ionokra
is jellemzd elnyelési hulldmhossz a 228 nm-en taldlhat6, mivel ez a GSNO, GSH,
SN3MPA oldatokban is lathat6. 9-es pH-n a 228 nm-en lathaté cstics mellett egy tovabbi
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csucs is lathatdo a GSNO spektruman 242 nm-en, és egy tovabbi csucs lathatdo 246 nm-en a

NaSH esetében.

4.3.2. ESR spektroszkopia

ESR spektroszkopidval a GSNO gyokos bomlasanak kinetikajat vizsgaltuk, a cél a
pH moddositas és a gyokképzddés sebessége, illetve a lebomlas modja kozotti dsszefliggés
megallapitasa volt.

Az ESR méréseket 4 mM és 80 mM kozotti koncentracidja GSNO oldatokban
vizsgaltuk, médositatlan pH-ji oldatokban (a pH 4 koriili volt), és erdsen savas (pH=1),
illetve enyhén lugos oldatokban (pH=9). A méréseink soran nem taldltunk hosszu életii
szabad gyokoket. Ez egyrészt erdsitheti azt a teoridt, hogy ionos mechanizmusu a bomlas
vizes oldatban, de természetesen az is lehetséges, hogy a szabad gyokok koncentracidja tal
alacsony volt, vagy olyan révid a szabad gyokok felezési ideje, hogy nem érte el a

kimutatasi hatart. A tovabbi vizsgalatokhoz ezért gyokfogdkat alkalmaztunk.

4.3.2.1. Gyokos bomlas vizsgalata TEMPOL jelenlétében

A reakci6 soran a TEMPOL jelintenzitas csokkenését mértiik az id6 fiiggvényében,
a modositott pH ¢és az inert atmoszféra hatasat is vizsgaltuk. A végzett kisérlet alapjan a
gyok képzddés (amely ardnyos a jel intenzitds csOkkenésével) nagy mértékben csokkent
enyhén bazikus pH-n, és a N, atmoszféra is csOkkentette a bomlast, ez a modositatlan pH-ju

oldatban volt a szembetiindbb (22. abra).
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22. abra: A modositatlan és az enyhén lugos pH hatasa a GSNO lebomlasara 1égkori (atm)
¢és inert (N,) gaz alatt. A relativ TEMPOL intenzitas értékek a nulla idépontban

maximalisak, a csokkenést logaritmikus skalan abrazoltuk (n=2)

A TEMPOL redukcioja alatt mértiik a jel intenzitas csokkenését 20°C-on. Savas és
lugos oldatban is mértiink 1égkori és N, gaz alatt is. Az eredmények alapjan a gyok
képzddés (ami egyenesen aranyos a TEMPOL redukcidjaval) csokkent az enyhén lugos
(pH = 8,8) oldatokban a savas oldathoz képest. A grafikonbol kiszamoltuk mind a négy

bomlés sebességi allandojat, illetve szdzalékosan is kifejeztiik a kiilonbséget (7. tablazat).

Nitrogén géz alatt Atmoszférikus koriilmények

kozott
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pH=4,2 7,97-107 (1/s) (78.,81%) 6,28:107 (1/s) (100%)
pH=8.8 2,6:10° (1/s) (4,13%) 4,25-10° (1/s) (6,76%)

7. tablazat: A GSNO bomlés sebességi allandoi négy vizsgalt koriilmény
kozott, SI mértékegységben és szdzalékban kifejezve

(a leggyorsabb bomlas értékét vettiik 100 %-nak)

A tablazat alapjan lathatjuk, hogy két nagysagrendnyi kiilonbség van a leggyorsabb
¢s a leglassabb bomlasi sebesség kozott. A legstabilabb a lugos N, alatt tarolt oldat, a Nj
géz minden esetben lassitotta a bomlast a légkori koriilmények kozott tartott oldatokkal

szemben, de a pH mddositds volt a hatasosabb.

4.3.2.2. Gyokos bomlas vizsgalata DEPMPO jelenlétében

A DEPMPO-val végzett kisérletek soran célzottan a GS™ gy6kok jelenlétét probaltuk
bizonyitani, a DEPMPO-t kimondottan az oxigén, a kén, és a szén centrumu gyokok
csapddzasara hasznaljak [99]. A mérés sordn a két stabilitds szempontjabdl legeltérébb
oldatot vizsgaltuk, az enyhény lugos, N, gazzal atbuborékoltatott oldatot (23. abra, A), és a
savas atmoszférikus oldatot (23. 4bra, B). A mérés soran egyaltalan nem tudtunk GS’
gyokot kimutatni, ez természetesen jelentheti azt, hogy ez a tipusu addukt hamar elbomlik,
vagy azt, hogy a bomléds nem ezen a gyokos mechanizmuson keresztiil jatszodik le. Mind a
két oldatban nagyrészt ugyanazt a gyokos terméket talaltuk ami egybevag egy irodalmi
példaval is. Karoui és tarsai a DEPMPO-s GSNO csapdézas soran talaltak egy viszonylag
stabil szén centrumt gyokot, az ESR spektrum alapjan mi ugyanezt a gyokat talaltuk meg,
a gyok pontos képletét még azota sem sikeriilt azonositani [100]. A talalt két jel csatolasi
allando6i (ap= 46,7G, an= 14,5 G, és ay= 21,6 G illetve ap= 47,6 G, ax= 14,0 G, és ag= 21,4

G) ugyanazok voltak, mint az emlitett irodalmi példaban talaltak.

57



DOI: 10.14753/SE.2013.1789

anpmanEsssnsaid
LLL LT TP

LT HH

ann
Ll Loty

P

23. dbra: Az enyhén lugos pH-n, inert (N,) gaz alatt képz6édott DEPMPO adduktok ESR

el HHH

spektruma (A) és az enyhén savas pH-n 1égkori atmoszféran képzodott
DEPMPO adduktok ESR spektruma (B). A folytonos vonal a mért spektrum,

a szaggatott vonal a szimulalt spektrum

Erdekesség, hogy felfedeztiink egy harmadik komponenst, amelynek kiilonbozott a
mennyisége a savas oldatban (20%) és a lugos oldatban (5%) (csatolasi allandoi ap= 47,1 G,
an= 13,6 G, és ag= 14,1 G). A 15% kiilonbség azonban nem magyarazhatja meg a két
nagysagrendnyi reakciosebességbeli kiilonbséget. Illetve, mivel a két f6 Osszetevd gyokot

mindegyik oldatban ugyanolyan intenzitassal taldltuk meg, ezért feltételezhetd, hogy

58



DOI: 10.14753/SE.2013.1789

kozvetleniil nem a NO leadasért felelés mechanizmus sordn képzodott gyokoket talaltuk
meg. A DEPMPO-s kisérleteink soran NO" nem tudtunk kimutatni.

Ezekbdl az eredményekbdl szintén arra lehet kdvetkeztetni, hogy a pH eltolasa nem
mas utra tereli a reakciot, csak a reakcid sebességét lassitja, valoszinlileg polarizacié miatt,

vagyis az ionos komplex létrejotte helytallonak tiinik.

4.4. Véraramlas fokozas

Az értagitd hatasrol laser Speckle kontraszt elemzéssel bizonyosodtunk meg. A
legstabilabb formulécio (55% PEG) véraramlas fokoz6 hatdsat teszteltiik a tarolasi szakasz

(25 nap) utan.

4.4.1. GSNO formulacio véraramlas fokozo hatasa

Altalanossagban az RSNO-k stabilitasanak novelése csokkentheti a hatasossagot,
tekintve, hogy az RSNO bomlédsa sordn felszabaduld6 NO gaz az értagitasért felelOs
hatanyag. Onmagaban az RSNO valdsziniileg nem szivodik fel a bérén at. Annak
érdekében, hogy megvizsgaltuk a legstabilabb GSNO formulacionk biologiai hatésat,
human alanyokon teszteltilkk a hatidst a dermalis véraramlasra. A relativ véraramlés
novekedést a 25 napig tarolt GSNO hidrogél alkalmazéasaval valtottuk ki. A mérést laser
Speckle kontraszt elemzéssel végeztik, a mért maximalis relativ véraramlas érték

96,20+35,29 volt, a kiindulasi relativ érték 36,29+10,16 volt (24. abra).
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24. abra: 40 mM-os GSNO oldat hatdsa a véraramlasra

laser Speckle kontraszt elemzéssel (n=8).

Ennek a kisérletsorozatnak az eredményei szerint a véraramlas 24,16+9,38 perc alatt
érte el a maximalis intenzitdst, ez a véraramas érték ezutan 33,75+15,06 perc mulva
csokkent a maximalis érték 50%-ara (n=8). Negativ kontrollként az optimalis elegy
Osszetevait is ellendriztiik, nem tapasztaltunk véraralmas valtozast a hatoanyag nélkiili
elegyek alkalmazésa soran.

Az elméletiink szerint a topikalisan alkalmazott NO donorok értagitdé hatasa nem
kozvetleniil a béron at felszivodott RSNO hatasa, hanem az RSNO bomlasa soran
bediffundalt NO gazé. A boéron at bejutott NO mennyiségét nem meértiik, de
valosziniileg a felszabadult NO géz dontd része az atmoszférdba tavozott. Ezt a
problémat egy jovobeli GSNO termék esetében egy tovabbi bevonattal, vagy fedéssel
lehet megoldani. A kisérleteink soran a f6 szempontunk a terapids alkalmazhatosag
volt, és a méréseink alapjan a bediffundalt NO mennyiség elég volt, hogy t6bb mint 200

%-kal ndvelje a vorosvértest intenzitast, 20 pl GSNO gél alkalmazasaval.
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5. Diszkusszio

Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a GSNO ¢és a SNAC oldatok eldallitasa soran
20,04 %-kal, illetve 23,18 %-kal magasabb kezdeti koncentraciot értiink el, ha az eldallitast
savas kémhatasi NaNO, oldatban (pH=1,6) végeztiik, lugoshoz képest. A kezdeti NO
donor koncentracido pedig lassabban csdkkent, ha a pH-t enyhén lugosra (pH=8,4-8.8)
modositottuk a taroldsi szakaszban. A bomlds sebességét tovabb lehetett cskkenteni
PVA/PEG polimer matrixok alkalmazéasaval. A kombinalt mddszerrel a kiindulasi GSNO
koncentracid 45,3 %-at lehetett megdrizni 25 nappal az eldallitds utan. Ennek a
kompozicionak a topikalis alkalmazasaval 200 % folé emeltiik a voros vértest intenzitast,
ezzel bizonyitva, hogy a stabilizdldss nem ront a biologiai hatdson. Tehat mi is
alatdmasztottuk a polimerek stabilitds fokoz6 hatasat, de a pH-nak még jelentésebb a
szerepe eredményeink alapjan.

Habar az ismert volt, hogy a GSNO eldallitas hatékonysaga novekszik savas kdzegben,
pontosan megallapitottuk, hogy savas oldatban 99,5 % volt a tiol konverzio.

Az eredményeink viszont épp ellentétesek a Heikal és munkatérsai altal publikaltakéval
[50], tekintve, hogy Ok azt tapasztaltdk, hogy a GSNO stabilabb savas oldatban. Ezzel
szemben mi arra jutottunk, hogy a GSNO és SNAC stabilitdsa is nétt mind egyszerii vizes
oldatban, mind gél matrixokban enyhén lugos pH-n. Mindenesetre azt is fontos
megjegyezni, hogy az emlitett cikkben a hasznalt GSNO koncentracio 250 uM volt. Ez
joval kevesebb, mint az altalunk haszndlt koncentracid, ami viszont jobban jellemzi a
topikalisan alkalmazott RSNO koncentracié tartomanyt [104]. Azt is figyelembe kell venni,
hogy ez a koncentracio kiilonbség befolydsolhatja a pH hatasat, mivel a kiindulasi RSNO
koncentracié 6nmagaban is hatdsal van a bomlas mértékére [104].

Az enyhén lugos pH hatdsa egyrészt magyarazhatd lehet a a kiilonbdz6 protonalt
allapotok szerkezeti kiilonbségeivel (16. abra), illetve a GSNO tautomer szerkezeteivel (19.
abra). Ismert ugyanis, hogy a két {6 tényezd, ami megvaltoztathatja a a stabilitast, az a
GSNO szerkezetbeli valtozésa, illetve a szolvatacidja [105]. Hogy kideritsiik a lehetséges
pH moddositds okozta szerkezet valtozasokat, teszteltik a SNAC és az SN3MPA
stabilitasara gyakorolt hatast is. Azt tapasztaltuk, hogy az enyhén bazikus kémhatas mellett
a SNAC ¢és az SN3MPA bomlésa is lecsokkent. Ezzel kizartuk a GSNO molekulaban levd

glutamin és glicin csoportok szerepét. Tovabbi magyardzat az intramolekuléris kotések
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1étrejotte, vagy ionos komplexek keletkezése lehet. Korabbi publikdciobdl ismert [106],
hogy fém ionok fokozhatjdk, vagy csokkenthetik a bomlast komplexek formalésa miatt. A
pH modositas esetében, hasonléan a fém ionokhoz, lehetséges az, hogy az H;O" és a OH
ionok stabilizalnak intramolekolasis kotések, vagy komplexek létrejottével.

Tovéabbi magyardzatokat UV spektroszkopias vizsgalatokal kerestiink (20. abra). A
GSSG (GSNO bomlés végterméke) ¢s GSH (a GSNO eldallitas kiindulasi anyaga) kozotti
f6 kiilonbséget vizsgaltuk. A két anyag kozotti kiilonbség (az UV elnyelésre alkalmas
funkcios csoportok jelenlétét tekintve) a —SH csoport (228 nm-en lathato), amely, mint
gyenge sav konnyen deprotonalodik, és RS™ ionokat képez, ezt fokozza a lig hozzaadasa,
ilyet a GSSG spektrumdn nem tapasztaltunk, valdsziniileg a stabil diszulfid kotés miatt.
Minden esetben, amikor savat adtunk az RSNOk-hoz (pH=1 koriil), a spektrumukbdl eltiint
a 228 nm-es csucs és a GSSG spektrumahoz valtak hasonlova, mivel savas kémhatason
fokoztuk a bomlast €és visszaszoritottuk az RS™ képzddést (diagramon nem abrazoltuk).
Fontos megjegyezni, hogy bar a GSSG esetében nem, de a NaSH, GSH és a tesztelt
RSNOKk lugos oldatarol felvett spektrum kiilonbozott a savas, vagy semleges oldatokétol
(21. abra). Korabban mar bizonyitottuk, hogy ez a hatds nem a molekula egyéb funkcids
csoportjai (glutamin, glicin rész) miatt van, hiszen a SNAC és az SN3MPA stabilitasat is
fokozta az enyhén lugos pH (18. dbra). Tehat a hatds nem is a protonalt allapotok miatti
intramolekularis kotések miatt van. Ezek alapjan az egyetlen logikus magyarazat a szulfid
ion elektronszerkezetével lehet kapcsolatban, ami jelen van a NaSH, GSH, GSNO
molekulak szolvatalt formdjaban, de nincs jelen a GSSG szolvatalt formajaban, az elmitett
stabil diszulfid kotés miatt. Az enyhén lugos pH (8-9) tovabbi novelése (11) csak fokozta
az RSNO bomlast. A GSH ¢és NaSH esetében tovabbi cstcsok jelentek meg 252 nm és 260
nm koriil (az adatokat nem mutatjuk be). Ezt a jelenséget Millero és munkatarsai poliszulfid
képzodéssel magyaraztak, ami pH=9 f6l6tt megy végbe [107]. A kisérleteink soran az UV
spektrum valtozasa mellett ezt a sarga szin megjelenése is aldtamasztja. Ez ugyan
megmagyarazza az Uj csucsok 1étrejittét, de mivel a stabilitasra ez mar csak rossz hatassal
van, ezért a vizsgalatokat tovabb folytattuk 9-es pH koriil. A GSNO esetében (ha a pH-t 9-
re valtoztattuk) csak egy uj csucsot figyeltiink meg 242 nm-en, €s azt tapasztaltuk, hogy a 7
nap tarolas utan a mddositott pH-ja GSNO oldat kisebb mértékben bomlott.

Mivel a szerkezetvizsgalat vizes oldatokban nagyon limitalt, ezért a bizonyitdsainkat

csak az UV spektroszkopiara és az ESR spektroszkopiara alapoztuk. A bomlés soran az UV
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spektrumon bekovetkezett valtozasok ¢s a taroldsi szakasz alatti folyamatos pH
csOkkenésbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a bomlés soran sav keletkezik, valosziniileg a
GSSG keletkezése miatt. Mivel a tarolasi szakasz utan a jelenlévd cstucsok mellett ujakat
nem lattunk a spektrumon, ezért logikus magyarazat, hogy a pH moédositds miatt nem 1j
utra tereltiik a bomlast, nincs eddig ismeretlen bomlastermék. A GSNO bomlasterméke GS
(altalanosan az RSNO bomlasterméke a megfelelé RS) a lebomlas soran. A konkluzid
tehat hasonld, mint a Manoj és munkatarsai altal talalt [108] vagyis a GS™ ionok részt
vesznek a GSNO lebomlasaban, mint koztes bomlastermék, majd a bomlas végsé terméke
GSSG, amely tovabbi pH valtoztatasok hatasara sem valtozott. Az eredményeink tehat azt
mutatjak, hogy a pH valtoztatas miatt bekdvetkezd novelt stabilitas a szulfid ion elektron
szerkezetében létrejott valtozasok miatt van, valosziniileg egy ionos atmeneti komplex
formalodasa miatt.

Az ESR spektroszkdpia soran meghatarozott bomlési sebesség kiilonbség majdnem két
nagysagrendnyi volt (22. dbra, 7. tdblazat). Ebbdl is arra lehet kovetkeztetni, hogy a gyokds
mechanizmust lebomlas lassult, valdsziniileg polarizacié és ionos komplex keletkezése
miatt, ami lassitja a gyokos bomlast, feltételezhetéen az RSNO tautomer arany jobbra
tolasaval, és ennek stabilizalasaval (19. 4bra). Osszehasonlitasként és kiegészitésként
vizsgaltuk bizonyos gélképzdk stabilitdsdit modositatlan és lagos kémhatasu vizes
oldatokban, hogy tovabb ndveljiik a GSNO stabilitasat. A f6 szempont a stabilizalo hatés
volt, de fontos volt a kezelhetdség, egyszeriiség, ar is. Szamos kisérlet utdn a legjobb
gélképzok a PEG és a PVA voltak, kiilonb6z6 koncentraciokat vizsgaltunk a tovabbiakban.
Nagy mennyiségli PEG hozzaadasaval majdnem 20 %-a maradt meg a kiindudsi GSNO-
nak, 25 nap tarolas utan, savas kémhatdsu oldatban. Seabra és munkatérsai [67] szintén
megallapitottdk, hogy a GSNO stabilitisa novelheté gél matrixok hozziadasaval,
kisérleteink azonban aladtdmasztottak, hogy a pH modositas hatékonyabb, mint 6nmagaban
csak a PEG hozzaadasa. A mi kisérleteink is bebizonyitottdk, hogy viszonylag alacsony
mennyiségben hasznalt polimerek is csokkentik a bomléast, de a pH moddositassal
kombinalva szignifikdnsan jobb hatast értiink el, tehat a stabilizaldo hatdst erésen pH
fliggének talaltuk (15. abra). A legjobb kompozicidban, amelyben 55 m/m% PEG-et
hasznaltunk kozel a fele maradt meg a kiinduldsi GSNO mennyiségének 25 nap utan.
Mindent Gsszevetve bizonyos polimerek, illetve szacharidok, ezek koziil is kimondottan a

PEG valoszintileg intermolekularis kotéseken keresztiil stabilizal, és a pH modositassal
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kiegészitve a stabilitds tovabb fokozhaté az elméletiink szerinti szulfid komplex
1étrejottével.

A bioldgiai hatékonysag tesztelésére humén alanyokon vizsgaltuk a GSNO értagitd
hatasat, a legstabilabb kompoziciét hasznaltuk 25 nap tarolas utan. A kisérletben azt
tapasztaltuk, hogy ez a megmaradt GSNO mennyiség az adott kompozicidbban még mindig
tobb mint 200 %-kal novelte a voros vértest intenzitast. Ezzel arra az eredményre jutottunk,

hogy a GSNO potencialisan alkalmazhat6 topikalis értagito.
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6. Konklazio

Az S-nitrozotiolok kiszamithatatlanul gyors bomldsa komoly akadalya annak, hogy
terapiasan alkalmazhaté NO donorokként hasznaljuk ezeket a vegyiileteket. Emiatt
klinikailag indokolt, hogy elérhessiink, ¢és megtarthassunk egy magasabb RSNO
koncentraciot, illetve hogy megalkossunk egy olyan formulaciot, amellyel az eléallitastol
megorizziik a bioldgiai aktivitast addig, amig eljut a felhasznaloig.

Kisérleteinkkel alatdmasztottuk, hogy a GSNO ¢és a SNAC oldatokat szinte
sztochiometrikus mennyiségben sikeriilt eldallitani a kiindulasi tiolokbdl, erdsen savas
NaNO; oldattal, amelyet a legcélszerlibb enyhén lugos pH-n tarolni, polimer matrixok
jelenlétében.

Az enyhén bazikus pH a modositatlan kémhatdsu oldattal szemben kozel két
nagysagrenddel (95,9 %) lassitotta a gyokos bomléast. Az ESR mérések alapjan ezt egy
stabilabb ionos komplex képzddésével magyardzzuk. A pH modositds miatt bekdvetkezd
RSNO szerkezeti valtozasra az UV spektrumon megjelend 1j elnyelési savokbol
kovetkeztettiink. A modositott pH, amely a hossza tavh eltarolhatosagot teszi lehetové
enyhén lugos, de még a fizioldgiasan elfogadhato tartomanyban van, tehat alkalmassa teszi
terapias alkalmazasra.

Az optimalizalt komponensek és pH modositds alkalmazasaval a kiindulasi hatéanyag
45,3 %-at tudtuk megdrizni 25 nap utan, ez a kompozicié még mindig tobb mint 200 %-kal
fokozta a véraramlast.

Ez a felfedezés egy uj lehetdséget nyujt egy stabil, de ettdl fliggetlentil biologiailag aktiv
topikélisan alkalmazhat6 RSNO oldat, vagy gél formulidcid megalkotasara, amit széles
korben lehet alkalmazni a helyi vérellatds javitdsara, a cukorbetegséggel jaro

mikrocirkulacids panaszoktdl a sebgydgyitas eldsegitéséig.
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7. Osszefoglals (magyar, angol)

7.1.  Magyar nyelvii 6sszefoglalo

Az S-nitrozotiol (RSNO) oldatok értékes NO forrasok, topikalis értagitoként valod
felhasznalasukat azonban korldtozza a gyors lebomlasuk. A célunk az volt, hogy
jellemezziik és szamszerlsitsik a pH hatdsdit a RSNO eldallitasara és lebomlasara,
egyszerl, vizes oldatokban. A vizsgalt S-nitrozotiolok az S-nitrozoglutation (GSNO), az S-
nitrozoacetilcisztein (SNAC) ¢és az S-nitrozo-3-merkaptopropionsav (SN3MPA) voltak.
Ezen kiviil vizsgaltuk a pH hatatasat polietilén-glikol (PEG) és polivinil-alkohol (PVA)
gélképzoket tartalmazd elegyekben. Az S-nitrozotiol koncentracidt spektrofotométerrel
mértiik, a véraramlast laser Doppler szkennerrel €s laser Specle kontraszt analizissel
mértiikk. A glutation (GSH) és N-acetilcisztein (NAC) oldatokat savas NaNO, oldatban
szinte teljesen at tudtuk alakitani a megfeleld nitrozotiolld. Az Gsszes vizsgalt RSNO
kiindulasi koncentracidja lassabban csokkent ha a pH-t enyhén bazikusra (8,4-8,8)
modositottuk a tarolasi szakaszban. Ezt a jelenséget UV és ESR spektroszkopiaval is
vizsgaltuk. Az UV spektroszkopids vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a pH modositas
kovetkeztében 11j karakterisztikus csucsok jelentek meg, amibdl arra lehet kovetkeztetni,
hogy 1j ionos komplexek jonnek létre enyhén bazikus pH-n. Az ESR spektroszkdpias
eredmények azt mutattdk, hogy a gyok képzodés mintegy két nagysagrenddel alacsonyabb
ligos pH-n. Minden eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a gyokds mechanizmus
lassabb enyhén bazikus kémhatast oldatban, valdsziniileg polarizacid €és ionos komplexek
létrejotte miatt. Tovabbi formuldcios kisérletek eredményeként arra jutottunk, hogy
PVA/PEG polimer matrixokban a bomlast még jobban tudtuk gatolni, és legjobb
eredményként a kiindulasi GSNO 45,3 %-at tudtuk megdrizni 25 nap tarolas utan. Ezt a
koncentraciot topikalisan alkalmaztuk, és ez a GSNO mennyiség tobb, mint 200 % folé
novelte a human alanyok dermalis véraramlasat.

Seabra, A. B. et al. S-Nitrosoglutathione incorporated in poly(ethylene glycol)
matrix: potential use for topical nitric oxide delivery. Nitric Oxide 11:263-272; 2004.

Karoui, H et al. Characterization of sulfur-centered radical intermediates formed
during the oxidation of thiols and sulfite by peroxynitrite. ESR-spin trapping and oxygen
uptake studies. J Biol Chem. 271:6000-6009; 1996.

Manoj, V. M.; et al. One-electron reduction of S-nitrosothiols in aqueous medium.
Free Radic Biol Med. 41:1240-1246; 2006.

7.2.  Angol nyelvii 6sszefoglald
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S-nitrosothiol (RSNO) solutions represent a valuable source of nitric oxide and
could be used as topical vasodilators, but their fast decomposition rate poses a serious
obstacle to their potentially widespread therapeutic use. Our aim was to characterize and
quantify the effect of pH on S-nitrosothiol formation and decomposition in simple aqueous
solutions of S-nitrosoglutathione (GSNO), S-nitroso-N-acetylcysteine (SNAC) and S-
nitroso-3-mercaptopropionic acid (SN3MPA). Furthermore we investigated the effect of
storage pH on the stability of GSNO incorporated in poly(ethylene glycol)/ poly(vinyl
alcohol) matrices. S-nitrosothiol concentrations were measured spectrophotometrically.
Laser Doppler scanning method and laser Speckle contrast analysis was used to assess
dermal blood flow. GSH and NAC solutions reached a complete transformation to
nitrosothiols when synthesized using acidic NaNO; solution. The initial concentration of all
investigated RSNOs decreased more slowly with pH adjusted to mildly basic values (8.4-
8.8) for the storage period. This phenomenon was also investigated using UV spectroscopy
and ESR spectroscopy. Using UV spectroscopy we found that due to the pH modification
new peaks can be found, which suggests the formation of ionic complexes at mildly basic
pH. The results of the ESR spectroscopy showed that radical production is slower by
almost two orders of magnitude at alkaline pH. All the results showed that the
decomposition via radical mechanism is slower at mildly alkaline pH probably through
polarization and an ionic complex formation. Further formulation experiments showed that
polymer gels of PVA/PEG compositions at mildly basic storage pH further reduced the
decomposition rate succeeding to contain 45.3% of the initial GSNO concentration for 25
days. This amount of topically administered GSNO was still capable of increasing the
dermal blood flow over 200% in human subjects.

Seabra, A. B. et al. S-Nitrosoglutathione incorporated in poly(ethylene glycol)
matrix: potential use for topical nitric oxide delivery. Nitric Oxide 11:263-272; 2004.

Karoui, H et al. Characterization of sulfur-centered radical intermediates formed
during the oxidation of thiols and sulfite by peroxynitrite. ESR-spin trapping and oxygen
uptake studies. J Biol Chem. 271:6000-6009; 1996.

Manoj, V. M.; et al. One-electron reduction of S-nitrosothiols in aqueous medium. Free
Radic Biol Med. 41:1240-1246; 2006.
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