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KASUTATUD LUHENDID

ABTS —2,2’-azino-di-[3-etiiiilbensotiasoliin-sulfonaat]
AKE — angiotensiini konverteeriv ensiilim

CAT — katalaas

CD - dieenkonjugaadid

EDTA - etiileendiamiintetraatsetaat

EKM - eriitrotsiititide kromatograafiline migratsioon
FAD — flaviinadeniindinukleotiid

GSH - glutatioon (redutseeritud vorm)

GSHPx — glutatiooni peroksiidaas

GSSG — glutatiooni disulfiid (okstideeritud vorm)
GSSGRed —glutatiooni reduktaas

H,0; — vesinikperoksiid

HDL — kdorge tihedusega lipoproteiin

HNO; — lammastikushape

HOCI - hiipokloorishape

LDL — madala tihedusega lipoproteiin

L* — rasvhappe vaba radikaal

LOO* - rasvhappe (lipiidi) peroksiitilradikaal
LOOH - rasvhappe hiidroperoksiid

LP — lipiidide peroksiidatsioon

N,04 — dildmmastiktetraoksiid

NADP — nikotiinamiidadeniindinukleotiidfosfaat
NADPH - nikotiinamiidadeniindinukleotiidfosfaadi redutseeritud vorm
NO* — lammastikoksiidi radikaal

NO;*— lammastikdioksiidi radikaal

'0,- ergastatud hapnik

0," — superoksiidi radikaal

O3 — osoon

OH" — hiidroksiiiilradikaal

ONOQO'" — peroksiinitrit

oxLDL — oksiideeritud madala tihedusega lipoproteiin

OxS — okstidatiivne stress



PBS — fosfaatpuhver

PUFA - poliikiillastamata rasvhape

RNS — reaktiivsed limmastiku osakesed
ROS — reaktiivsed hapniku osakesed

SOD - superoksiidi dismutaas

TAS — totaalne antioksiidantne mahtuvus
THA - tereftaalhape

VLDL - vdga madala tihedusega lipoproteiin
VR — vaba radikaal



SISSEJUHATUS

Oksitidatiivne stress (OxS) avaldub biomolekulide normaalsest erineva oksiidatsiooni
poolt rakkudele tekitatud kahjustusena, mis on pdhjustatud reaktiivsete hapniku osakeste
(reactive oxygen species, ROS) hulga suurenemisest ning antioksiidantse potentsiaali
viahenemisest (Zalba et al. 2001). Ehk teisisonu on oksiidatiivne stress pro-oksiidantide ja
antioksiidantide omavahelise tasakaalu hidire pro-oksiidantide kasuks, mis vdib viia
potentsiaalse biokahjustuseni (Khanna 2000).

Elusorganismis on hapniku vabad radikaalid jt. reaktiivsed osakesed piiratud
koguses vajalikud fagotsiitoosis, prostaglandiinide ja leukotrieenide biosiinteesis,
biomembraanide fosfolipiidide uuenemises, signaali lilekande vahendamises, ksenobioo-
tikumide kahjutustamises. Vabade radikaalide jt. reaktiivsete osakeste hulga reguleeri-
miseks funktsioneerib organismis antioksiidantne kaitsesiisteem (vorgustik). Antioksii-
dandid on ained ja ensiilimid, mis juba védga viikeses kontsentratsioonis on suutelised
véltima, takistama voi likvideerima vabade radikaalide jt. reaktiivsete osakeste iilehulka
ja seega ka kahjulikku toimet (Zilmer et al. 1999).

Niitidisajal on selge, et stigav kestev OxS (high grade OxS) omab olulist rolli
siidame-veresoonkonna haiguste, sh. hiipertensiooni, patogeneesis (Aruoma 1996; Benzie
& Tomlinson 1998; Cai & Harrison 2000; Griendling & FitzGerald 2003). Sellest
lahtudes oleks vajalik selgitada, kuidas voiksid kdituda OxS aspekte silmas pidades
vererohu langetamiseks sageli kasutatavad angiotensiini konverteeriva ensiiiimi (AKE)
inhibiitorid — kaptopriil, fosinopriil, ramipriil, enalapriil, lisinopriil jt.

Uuringud niitavad, et AKE inhibiitorid omavad mitmeid kasulikke toimeid
(kardioprotektiivne ja antiaterogeenne moju, teist tiilipi diabeedi patogeneesi parssimine
jne.) isegi siis, kui neid kasutada patsientidel, kel pole kdrget vererdhku vdi vasaku
vatsakese diisfunktsiooni, ning seda 14bi siiani tipselt teadmata mehhanismide (O’Keefe
et al. 2001). Seetdttu on oluline uurida, milliste mehhanismide kaudu vd&iksid need
raviained toimida.

AKE inhibiitoreid kasutatakse korgvererdhutdve ja siidamepuudulikkuse ravis,
mis on pikaajaline, tihti elukestev. Seepidrast on oluline, et kasutatavad ravimid ei
pohjustaks kahjulikku OxS. Positiivseks lisatoimeks ja eeliseks teiste ravimite ees oleks
AKE inhibiitorite voime vidhendada oksiidatiivset stressi. Sellest tulenevalt on kdesoleva

t60 iiheks eesmirgiks mdota erinevate AKE inhibiitorite véimet piliiida potentsiaalselt



koige tugevamat ja kahjulikumat vaba radikaali (hiidroksiiiilradikaali) ning iseloomustada
nende totaalset antioksiidantset voimsust ning neid omavahel vorrelda.

Ateroskleroosi tekkepohjusteks loetakse madala tihedusega lipoproteiinide (LDL)
retseptorite funktsionaalseid hiireid, endoteelikahjustusi, modifitseeritud (oksiideeritud)
LDL (oxLDL) kontrollimatut teket ja kuhjumist dgirakkudesse (Zilmer et al. 1999). LDL
oksiidatiivses modifikatsioonis peetakse oluliseks vabade radikaalide osavdtul toimuvat
protsessi, mida tuntakse lipiidide peroksiidatsioonina. Sellega kaasneb aterosklerootilise
kahjustuse kujunemise initsieerumine. Siit tulenevalt on kdesoleva t60 teiseks eesmérgiks
vorrelda erinevate AKE inhibiitorite kaitsvat toimet LDL oksiidatsiooni vastu.

Kuna AKE inhibiitorite ja mikrotsirkulatsiooni seosed on vererohu seisukohalt
voetuna viga olulised (Haak et al. 1998), siis peaks teadma hiipertoonia-ravimite mdju
eriitrotsiiiitide ja teiste vererakkude reoloogilistele parameetritele. Selle iseloomusta-
miseks sobib eriitrotsiiiitide deformeeritavuse uurimine. Deformeeritus tegelikult otsus-
tabki nende voime ldbida vdga viikese 1dbimddduga kapillaare piisava kiirusega. On
teada, et raud vOib kestva OxS tingimustes oma sidujatest, ka hemoglobiinist ja
ferritiinist, vabaneda. Vabad rauaioonid (iilitugevad pro-oksiidandid) pdhjustavad
eriitrotsiiiitide membraanilipiidide peroksiidatsiooni ning kahjustavad ertitrotsiiiitide
membraani, mistottu hdirub eriitrotsiilitide elastsus ja deformeeritavus ning sellised
eriitrotsiitidid ei 1dbi héasti kapillaare ning vdivad ka verevoolu surves puruneda
(Fernandes et al. 1996; Aberkane et al. 2002; Comporti et al. 2002). Sellest tulenevalt on
kiesoleva t66 kolmandaks eesmérgiks vorrelda erinevate AKE inhibiitorite toimet raud-

initsieeritud eritrotsiiiitide deformatsioonile.



KIRJANDUSE ULEVAADE

Reaktiivsed osakesed

Vaba radikaal (VR) on keemiline osake (v0i fragment), millel on véhemalt ks
paardumata elektron (st. on aatomi valentskihil {iksinda) ja mis on vdimeline monda aega
iseseisvalt eksisteerima (sekundi murdosast mdone sekundini). Bioloogilistes siisteemides
on tuntumad: hiidroksiiiil- (OH"), superoksiid- (Oy"), lammastikoksiid- (NO*®), liammastik-
dioksiidradikaal (NO,"). Kdik vabad radikaalid on iilireaktiivsed ning neile on tiitipiline
ahelreaktsioon: tiks VR tekitab teisi, mis omakorda lilituvad edasistesse reaktsioo-
nidesse. Mingi faktori poolt tekitatud VR riindab molekule, vottes sellelt vesinikuaatomi.
Atakeeritud molekulid muutuvad VR-ks, mis riindavad omakorda teisi molekule/
ithendeid. Protsessi "algatanud" VR muutub pédrast reageerimist vesinikuaatomiga
(paardumata elektroni tottu vaadeldav reaktiivse osakesena) stabiilseks mitteradikaalseks
produktiks. Inimorganismis tekib pidevalt VR. Teatud tépselt limiteeritud hulgas on nad
vajalikud fiisioloogilistes funktsioonides — signaal-, regulaator- ja kaitsesiisteemides.
Liiga suures hulgas v3i sobimatus keskkonnas vdivad nad muutuda toksiliseks — kahjus-
tuda voivad DNA, lipiidid, valgud, siisivesikud. Reaktiivsete osakeste liigset teket soo-
dustab muutuva oksiidatsiooniastmega metalli-ioonide (raud, vask) juuresolek (Zilmer &
Zilmer 1994; Aruoma 1996; Halliwell & Gutteridge 1999; Cai & Harrison 2000; Khanna
2000).

Reaktiivne osake on laiem mdiste, ta holmab nii VR kui ka reaktiivseid mitte-
radikaalilisi osakesi. Eristatakse reaktiivseid hapniku osakesi (reactive oxygen species,
ROS) ja reaktiivseid lammastiku osakesi (reactive nitrogen species, RNS) (Halliwell &
Gutteridge 1999).

ROS alla kuuluvad
¢ hapnikku sisaldavad vabad radikaalid — O,", OH" jt.
e hapnikku sisaldavad mitteradikaalilised osakesed' — vesinikperoksiid H,Oy;

hiipokloorishape HOCI; osoon Oj; ergastatud hapnik 'O»; aldehiiiidid jne.

" need on oksiideerivad agendid ja/ voi konverteeruvad kergesti vabaks radikaaliks



RNS alla kuuluvad

e lammastikku sisaldavad vabad radikaalid — NO*, NO,".

e lammastikku sisaldavad mitteradikaalilised osakesed — ldmmastikushape

HNO,, dilammastiktetraoksiid N,Oj4, peroksiinitrit ONOO" jt.

ROS teke on erinev — Oy ja H,O, teke vaib olla reguleeritud nii ensiimaatiliste kui ka
mitteensiimaatiliste mehhanismide kaudu, kuid kdige reaktiivsema hapniku osakese, OH",
formeerumiseks ei vajata ensiiiime. Ta voib moodustuda muutuva oksilidatsiooniastmega
metalli poolt (just raua) kataliiiisitud Fentoni’ vi Haber-Weiss’i’ reaktsiooni kdigus ning
tema teke omab votmerolli koekahjustuse kujunemises (Zilmer & Zilmer 1994; Aruoma
1996; Khanna 2000). Seetdttu oleks kasulik, kui haiguste ravimisel kasutatav raviaine
suudaks iileméédrast OH* hulka vihendada.

Okstidatiivsete stressorite (pro-oksiidantide) mdiste on lai, haarates endas ROS,
RNS, metalliioone, ravimeid, fiiiisikalisi faktoreid. Oksiidatiivne stressor (pro-oksiidant)
on osake/ faktor, mis olles vaba radikaal vo1 tekitades vabu radikaale, soodustab

vabaradikaaliliste protsesside teket ja kulgu.

Oksudatiivne stress

Oksiidatiivne stress (OxS) kujuneb juhul, kui organismis iiletab okstidatiivsete stressorite
(pro-oksiidantide) produktsioon antioksiidantse kaitsevoime, see viib aga potentsiaalsete
kahjustuste tekkele. Mida kestvam ja sligavam on OxS, seda suuremad kahjustused
avalduvad biomolekulide struktuurides ning seda siigavamalt héirub nende talitlus
(Halliwell & Gutteridge 1999; Zilmer et al. 1999; Cai & Harrison 2000). OxS
madramiseks bioslisteemides tuleb moota mitmeid markereid, mille hulk OxS tottu
muutub, kas suureneb voi viheneb (Khanna 2000). Tundlikud on néiteks LDL partiklite
lipiidid, sest hapniku lahustuvus lipiidses keskkonnas on oluliselt suurem kui vesi-
keskkonnas. Protsessi nimetatakse sel puhul lipiidide peroksiidatsiooniks (LP).

LP on vabaradikaaliline protsess, mille pohisubstraatideks on membraansete
fosfolipiidide ja vere lipoproteiinide poliikiillastamata rasvhapped (polyunsaturated fatty
acids, PUFA). Need on molekulis esinevate kaksiksidemete tdttu eriti tundlikud
vesinikuaatomi loovutamisele. LP primaarsed produktid on konjugeerunud siisteemid

(dieenkonjugaadid; viimaste méddramine on iiks parimaid OxS hindamise meetodeid).

2 Fentoni reaktsioon: Fe*" + H,0, — Fe*" + OH® + OH"
3 Haber-Weiss’i reaktsioon: H,O, + O," + Fe*" — O, + OH® + OH™ + Fe’*
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Nendeks on rasvhappe vaba radikaal (L°), rasvhappe peroksiiiilradikaal (LOO®), rasv-
happe hiidroperoksiid (LOOH). Viimane ei ole kiill VR, kuid voib rakkudesse kuhjumisel
muuta membraanistruktuuri ja seeldbi pérssida rakufunktsioone. Normaalne LP on vajalik
biomembraanide komponentide uuenemiseks, prostaglandiinide ja progesterooni
siinteesiks, fagotsiitoosiks jne. Organismi regulatsioonivéimet iiletav LP on iiks olulise-
maid faktoreid patoloogiliste protsesside (ateroskleroos, isheemilised kahjustused,
reumatoidartriit, vahktdbi, neurodegeneratiivsed haigused jt.) kujunemises, teatud LP
produktid on osutunud mutageenseteks, tsiitotoksilisteks, samuti vdivad modjutada
geeniekspressiooni (Zilmer & Zilmer 1994; Aruoma 1996; Halliwell & Gutteridge 1999;
Khanna 2000). Nagu eespool mainitud, on LP riinnakuobjektiks ka vere lipoproteiinides
leiduvad PUFA-d, mistottu suureneb LDL oksiideeritus. Just liigselt oksiideeritud LDL
(oxLDL) hulk on ateroskleroosi tekkes viga olulisel kohal (Halliwell & Gutteridge 1999;
Zilmer et al. 1999; Miinzel & Keaney 2001; Zhou et al. 2005; Birukov 2006). Seega
oleks viga vajalik uurida raviainete kaitsvat toimet LDL oksiidatsiooni vastu.
Oksiidatiivsete kahjustuste suhtes on véga tundlikud ka punalibled oma
membraanide suure PUFA-sisalduse tottu. Voimsaks potentsiaalseks oksiidatiivsete
protsesside promootoriks on ka nende korge rakusisene hapniku ja hemoglobiini
kontsentratsioon. Kestva OxS tingimustes vdib oma sidujatest (ka hemoglobiinist ja
ferritiinist) vabaneda raud — vOimsaim pro-oksiidant inimkehas. Vabad rauaioonid
poOhjustavad eriitrotsiilitide membraanilipiidide peroksiidatsiooni ning kahjustavad seeldbi
nende membraani. Selle tulemusena héirub punaliblede elastsus ja deformeeritavus (mis
tegelikult otsustabki nende voime lidbida viga viikese 14bimddduga kapillaare, jarelikult
ka fiisioloogilise rolli tditmise voimalikkuse), samuti v3ib tekkida hemoliiiis (Halliwell &
Gutteridge 1999; Aberkane et al. 2002; Comporti et al. 2002). Kuna eriitrotsiiiitide
elastsus on oluline ka vererShu seisukohalt, peaks uurima hiipertensiooni korral kasutata-

vate raviainete toimet eriitrotsiiiitide parameetritele.

Antiokslidantsus ja antioksidandid

Nagu eelpool mainitud, esineb organismis antioksiidantne kaitsesiisteem. Antioksiidandid
on iihendid ja ensiliiimid, mis juba véga véikeses kontsentratsioonis on suutelised véltima,
takistama voi likvideerima vabade radikaalide jt. reaktiivsete osakeste kahjulikke

toimeid.
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Inimorganismis eristatakse (Halliwell & Gutteridge 1999; Zilmer et al. 1999):
e preventatiivseid antioksiidante — takistavad uute VR teket, konverteerides juba
tekkinud VR vdhemkahjulikeks osakesteks voi takistades molekulide konver-
siooni VR-ks
o tekkinud ROS korvaldajad — superoksiidi dismutaas (SOD), katalaas
(CAT), glutatiooni peroksiidaas (GSHPx)
o vabade radikaalide é&rakoristajad — E-vitamiin, C-vitamiin, glutatioon
(GSH), ubikinoon, karotenoidid
o rauaioone siduvad agendid (takistavad Fe*" kasutamist OH" tekkeks) —
apotransferriin, tseruloplasmiin
e ahelreaktsiooni blokeerivaid antioksiidante — piitiavad VR ja selle kaudu blokee-
rivad juba kulgeva ahelreaktsiooni — E-vitamiin, C-vitamiin, vere albumiin,
kusihape, bilirubiin
e reparatsiooni ensiilime — korvaldavad VR jt. reaktiivsete osakeste pohjustatud
kahjustused biomolekulides — DNA reparatsiooni ensiilimid, metioniini
sulfoksiidreduktaas
Antioksilidantide lokalisatsioon organismis on erinev. Vereplasmas asuvad veeslahus-
tuvad (askorbiinhape, kusihape, albumiin, tseruloplasmiin, apotransferriin, laktoferriin) ja
lipiidlahustuvad antioksiidandid (E-vitamiin, A-vitamiin, ubikinoon, karotenoidid), mis
kaitsevad veres tsirkuleerivaid lipiide, valke, rakke (ka veresoonte endoteelirakke)
oksiidatiivse kahjustuse eest. Rakkudes leidub veeslahustuvaid (pohiliselt GSH, aga ka C-
vitamiin) ja ensiimaatilisi antioksiidante (SOD, CAT, GSHPx). Biomembraanides on E-
vitamiin, karotenoidid, ubikinoon (Zilmer et al. 1999).

Siinkohal on toodud tdhtsamate antioksiidantide toimemehhanism (Zilmer &
Zilmer 1994; Aruoma 1996; Halliwell & Gutteridge 1999):

e SOD - esineb mitokondrites (Mn-SOD), tsiitoplasmas (Cu,Zn-SOD); muudab
superoksiidradikaali vesinikperoksiidiks:

20" +2H - H,0, + 0,

e CAT - esineb maksarakkude ja eriitrotsiiiitide peroksiisoomides, tsiitoplasmas;

kataliitisib H,O, 16hustumist veeks ja hapnikuks:
2 H,0, - 0, + 2 H,O
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e GSHPx — esineb tsiitoplasmas, mitokondrites, rakuvélises maatriksis; on seleen-
soltuv (Se-GSHPx); eemaldab vesinikperoksiidi, rasvhapete peroksiidid oksii-
deerides redutseeritud glutatiooni (GSH) oksiideeritud glutatiooniks (GSSG):

H,0, +2 GSH — H,O + GSSG
LOOH + 2 GSH — H,0 + LOH + GSSG
Tekkinud LOH metaboliseerub rakkudes edasi.

e glutatiooni reduktaas (GSSGRed) — sisaldab FAD; muudab oksiideeritud gluta-

tiooni uuesti redutseeritud glutatiooniks
NADPH + GSSG + H" — 2 GSH + NADP"

e E-vitamiin (a-tokoferool) — lokaliseerub biomembraanides, LDL-s; peamine
radikaaliliste ahelprotsesside blokeerija lipiidses keskkonnas; kdrvaldab LOO* ja
blokeerib sellega LP. a-tokoferoksiililradikaal redutseeritakse tagasi o-toko-
ferooliks GSH, askorbiinhappe ja ubikinooni poolt

e askorbiinhape — esineb hiipofiiiisis, neerupealistes, pankreases, maksas, pornas;
korvaldab vesikeskkonnas O," ja OH®, LOOH; taastab E-vitamiini ldhtevormi.
Okstideeritakse dehiidroaskorbaadiks, mis redutseeritakse tagasi askorbaadiks
dehiidroaskorbaadi reduktaasi poolt, kasutades selleks GSH

e transferriin, ferritiin, tseruloplasmiin — seovad metalliioone (raua- ja vaseioone);

takistavad LP.

AKE inhibiitorid

Angiotensiini konverteeriv ensiiim (AKE) on dipeptidiiiil-karboksiiiil-metallopeptidaas,
mille aktiivtsenter sisaldab tsingi aatomit. Ensiiim esineb membraan-seotud vormis
endoteelirakkude pinnal vdi lahustunud vormis veres ja teistes kehavedelikes. AKE
reguleerib tasakaalu reniin-angiotensiin- ning kallikreiin-kiniin-siisteemi vahel. Tema
iilesandeks on I6hustada angiotensiin I vasokonstriktor angiotensiin II-ks ja lammutada
vasodilataator bradiikiniin inaktiivseteks peptiidideks. AKE inhibiitorid muudavad seda
tasakaalu, vihendades angiotensiin II moodustumist ja bradiikiniini lammutamist (Brown
& Vaughan 1998; Rang et al. 2003). Lisaks eelnevale seostatakse AKE toimet ka
vaskulaarse oksiidatiivse stressiga. Nimelt sisaldavad kdik peamised veresoonte seina
rakutiitibid (endoteel, silelihas, fibroblastid) ensiiiimsiisteeme (nt. NADPH-oksiidaas),

mis kasutavad O," produktsiooniks substraadina NADPH. Angiotensiin II aktiveerib
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need ensiilimsiisteemid, st. reniin-angiotensiin-siisteemi aktiveerimisel v3ib oodata O,
produktsiooni suurenemist (tdestatud eksperimentaalsete ja kliiniliste katsetega). AKE
inhibiitorid vdivad segada vaskulaarse NADPH-oksiidaasi stimuleerimist angiotensiin II
poolt ja takistavad seeldbi reniin-angiotensiin-siisteemi aktivatsiooniga seotud super-
oksiidi tekke suurenemise (Miinzel & Keaney 2001). AKE inhibiitorid saab tsingi ligan-
diks oleva funktsionaalriihma alusel jagada kolme suurde gruppi (Brown & Vaughan
1998):

e sulfhiidriiiilrithma sisaldavad AKE inhibiitorid (kaptopriil, zofenopriil)

o teist (lisa-)karboksiililrithma sisaldavad AKE inhibiitorid (enalapriil, lisinopriil,

benasepriil, ramipriil)

e fosfiniililrithma sisaldavad AKE inhibiitorid (fosinopriil).
Enamus AKE inhibiitoritest on profarmakonid, mis jdévad inaktiivseks kuni esterifitseeri-
miseni maksas ja seda seepirast, et profarmakonid tdstavad suukaudset biosaadavust
vorreldes nende aktiivsete vormidega (Brown & Vaughan 1998).

AKE inhibiitoreid kasutatakse nii hiipertensiooni kui siidamepuudulikkuse ravis.
Kestev arteriaalne hiipertensioon on seotud siidame isheemiatdve, aju vaskulaarhaiguste,
siidamepuudulikkuse ja neerude funktsiooni hidirumisega, olles mainitud haiguste ja
seisundite oluliseks ja iseseisvaks riskiteguriks. AKE inhibiitorid monoteraapiana
langetavad vererdhku enam kui pooltel hiipertooniatdve haigetest, koos tiasiid-diuree-
tikumidega on nad efektiivsed 80%-1 haigetest. AKE inhibiitoritel on mitmeid eeliseid
vorreldes teiste hiipertensiooniravimitega, sest neil ei ole otsest siimpatoliiiitilist toimet
ning kardiovaskulaarsed refleksid koormuse suurenemisele ja keha asendi muutustele ei
hédiru. Samuti on hea, et AKE inhibiitorid alandavad hiipertensiooni korral vererdhku
soltumata hiipertoonia tekkemehhanismist. Uldiselt on veresoonte laienemine erinevates
veresoontes erineva ulatusega, kuid piisiv ja alati viljendunud neerudes. Lisaks
vahendavad AKE inhibiitorid siidame vasaku vatsakese lihasmassi ja seina paksust
(Kiivet et al. 1995).

Erinevates uuringutes on leitud, et SH-riihma sisaldavad AKE inhibiitorid
(kaptopriil, zofenopriil) on potentsiaalsed antioksiidandid, nad on voimelised kelaatima
ROS tekkes olulisi Cu*"-ioone, piiiidma erinevaid vabu radikaale jne. (Fernandes et al.
1996; Bartosz et al. 1997; Benzie & Tomlinson 1998; Iciek et al. 2000; Tamba &
Torreggiani 2000; De Nigris et al. 2001; Evangelista & Manzini 2005; Nakagawa et al.

2006). Samas on toid, kus seatakse kaptopriili antioksiidatiivne aktiivsus ka teatud
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kahtluse alla (Lapenna et al. 1996). Vastukdivaid andmeid on ka teiste AKE inhibiitorite
antioksiidantsuse kohta (Mira et al. 1993; Fernandes et al. 1996, Bartosz et al. 1997,
Ruiz-Munoz et al. 1997; Benzie & Tomlinson 1998; Fernandez et al. 1998; Hayek et al.
1999; De Nigris et al. 2001; Hayek et al. 2002).

Kdigest eelnevast tulenevalt seati antud t06 eesmdirgiks uurida ja vorrelda
erinevate AKE inhibiitorite vO6imalikku toimet OxS vastu, méidrates nende anti-
oksiidantset potentsiaali, antiaterogeenset toimet (kasutades oxLDL mudelit) ning
kaitsvat toimet eriitrotsiiiitide deformatsiooni hiiriva voimsa pro-oksiidandi raua vastu.
AKE inhibiitoriteks valiti igast rithmast iiks esindaja — sulfhiidriiiilriihma sisaldav
kaptopriil, kahte karboksiiiilrithma sisaldava ramipriili aktiivne metaboliit ramiprilaat ja

fosfintiiilriihma sisaldava fosinopriili aktiivne metaboliit fosinoprilaat.
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TOO EESMARGID

Kéesoleva t00 eesmérgid olid jargmised:

1. Vorrelda AKE inhibiitorite antioksiidantset potentsiaali erinevate meetodite

abil.

2. Vorrelda AKE inhibiitorite toimet LDL oksiidatsiooni-mudeli kasutamisega.

3. Vorrelda AKE inhibiitorite toimet eriitrotsiiiitide deformatsioonile ja

voimalikku kaitsetoimet raud-initsieeritud deformatsioonihéirete vastu.
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MATERJALID JA MEETODID

Uurimismaterjal

Kaptopriil — Ravimiametist

Ramiprilaat — firmast Aventis Pharma (Hoechst AG)

Fosinoprilaat — firmast Bristol-Myers Squibb

Reaktiivikomplekt “Total Antioxidant Status” — Randox Laboratories Ldt (Crumlin, UK)
Tereftaalhape (Benzene-1,4-dicarboxylic acid) — Sigma

H,0, — Sigma

CuSOs - 5H,0 — Sigma

Dekstraansulfaadi lahus (Dextran sulfate Na-salt) — Serva

MgCl, — Sigma

PBS (phosphate-buffered saline: NaCl + NaH,PQO, ) lahus — Sigma
FeSO, - 7TH,0 — Sigma

0.9% NaCl lahus

Kromatograafiline paber Filtrak 388

Veeniveri — tervetelt vabatahtlikelt doonoritelt vanuses 20-50 aastat

Kaptopriil

Kaptopriil on sulthiidriiiilrithma sisaldav AKE inhibiitor, mis kelaadib AKE molekuli
chitusse kuuluva tsingiaatomi ning seeldbi inhibeerib nimetatud ensiiimi (Brown &
Vaughan 1998). Kaptopriil oli esimene suukaudselt toimiv AKE inhibiitor, mis voeti
kasutusele antihiipertensiivse raviainena (leiutati 1975, patenteeriti 1977).

Kasutatakse arteriaalse hiipertensiooni, kongestiivse ja miiokardiinfarkti jargse

siidamepuudulikkuse ja diabeetilise nefropaatia ravis (Pharmaca Estica 2005).

CH3

HS N

O COOH  oh,sNOsS = 2173
1-((2S)-3-merkapto-2-metiiiilpropioniiiil)-L-proliin

Joonis 1. Kaptopriili struktuurvalem ja keemiline nimetus.
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Kaptopriil on valge/peaaegu valge kristalliline pulber. Lahustub kergesti vees, meta-
noolis, metiileenkloriidis, lahustub ndrgas leelise lahuses (European Pharmacopoeia
2004).

Ravi kaptopriiliga tuleb alustada véikesest annusest, seejidrel kohandada
individuaalsetele vajadustele. On liihitoimeline, seega tuleb ravimit manustada mitu
korda 60pédevas. Hiipertensiooni puhul on algannuseks 12.5 mg 2 korda &opéevas,
tavaline sdilitusannus on 25 mg 2 korda 66pédevas, mida voib jark-jargult suurendada kuni
maksimaalse 06pdevase annuseni 50 mg 2 korda 6dpdevas. Harvadel juhtudel vajalik
50 mg 3 korda pdevas. Siidamepuudulikkuse korral tuleb ravi kaptopriiliga alustada
arstliku jérelvalve all algannusest 6.25 mg voi 12.5 mg. Siilitusannuseks on 25 mg
2...3 korda 66pédevas. Maksimaalne lubatud 60pdevane annus on 150 mg. Biosaadavus
tithja kohuga voetuna 70%, koos toiduga viheneb 30...40%-ni (Pharmaca Estica 2005).

Kaptopriili suukaudne annus 100 mg 60pédevas annab plasmakontsentratsiooniks
803...1937 ng/ml kaptopriili (Creasey et al. 1986; Franklin et al. 1998), mis vastab
3.7...8.9 uM. Antud t66s on kasutatud 5 uM ja 30 uM kaptopriili lahuseid.

Ramipriil

Ramipriil on pikatoimeline kahte karboksiiiilrithma sisaldav AKE inhibiitor, mis toimib
samuti 1abi AKE molekuli ehitusse kuuluva tsingiaatomi kelaatimise. Ta on profarmakon,
mis teeb maksas 1dbi de-esterfitseerumise aktiivseks metaboliidiks ramiprilaadiks (Meisel
et al. 1994; Brown & Vaughan 1998).

Kasutatakse arteriaalse hiipertensiooni, omandatud (sh. miiokardiinfarkti jérgse)
stidamepuudulikkuse ja algava v0i viljakujunenud glomerulaarse nefropaatia (sh.

diabeetilise nefropaatia) ravis (Pharmaca Estica 2005).

H5C,0 O
CHg

(e} COOH
C23H32N205 = 416,5

(28,3aS,6aS)-1-[(S)-2[[(S)-1-(etoksiikarboniiiil)-3-feniiiilpropiiiil Jamino]propanoiiiil Joktahiidrotsiiklo-
penta[b]piirrool-2-karboksiiiilhape

Joonis 2. Ramipriili struktuurvalem ja keemiline nimetus.
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COOH CHg

(o] COOH
C2|H28N205 = 388,5

(2S,3a8,6aS)-1-[(S)-2[[(S)-1-karboksii-3-feniiiilpropiiiil ]amino [propanoiiiil Joktahiidrotsiiklo-
penta[b]piirrool-2-karbokstiiilhape (ramipriil diatsiid)

Joonis 3. Ramiprilaadi struktuurvalem ja keemiline nimetus

Hiipertensiooni ravis on soovitatavaks algannuseks 2.5 mg ramipriili 1 kord 66pdevas.
Soltuvalt ravivastusest voib annust suurendada, soovitavalt kahekordistada 2...3 niddalase
intervalliga. Séilitusannus 2.5...5 mg 00pdevas; maksimaalne 10 mg 0O6pdevas.
Stidamepuudulikkuse ravis on soovitatav algannus 1.25 mg ramipriili 1 kord 66pédevas.
Annust kahekordistatakse 1...2 nddala parast. Maksimaalne lubatud 66pédevane annus on
10 mg. Profarmakoni metabolismi/ aktivatsiooni tulemusel on suukaudselt manustatava
ramipriili biosaadavus umbes 20% (Pharmaca Estica 2005).

Ramipriili {ihekordne suukaudne annus 5 mg annab plasmas ramiprilaadi
sisalduseks 4...10 ng/ml (Ruf et al. 1994; Verho et al. 1995), mis vastab kontsent-
ratsioonile 0.010...0.026 uM. Antud t66s on kasutatud 0.02 pM, 0.04 uM ja 0.08 uM

ramiprilaadi lahuseid.

Fosinopriil

Fosinopriil, fosfiinhappe ester, on inaktiivne profarmakon, mis parast suukaudset manus-
tamist muudetakse kiire hiidroliiisi kaudu aktiivseks diatsiidiks, AKE inhibiitor
fosinoprilaadiks (Murdoch & McTavish 1992). Toimib sarnaselt teistele AKE inhibii-
toritele ldbi tsingiaatomi kelaatimise. Fosinopriil on ainuke FDA (Food and Drug
Administration) poolt heaks kiidetud fosfiniiiilriihma sisaldav AKE inhibiitor (Brown &
Vaughan 1998).

Kasutatakse arteriaalse hiipertensiooni ja siidamepuudulikkuse ravis (Pharmaca

Estica 2005).
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o\\P |
©/\/\/ ﬁ//

o
/\\< CHs

O HC C30Hy6NO,P = 563,7
(4S)-4-tstikloheksiiiil- 1[[ (- 1-hiidroksii-2-metiiiilpropoksii)(4-feniiiilbutiiiil ) fosfiniiiil ]atsetiiiil ]-L-proliin

HyC

propionaat

Joonis 4. Fosinopriili struktuurvalem ja keemiline nimetus.

\ {
Yo
OH o
COooH C23H34N05P = 435,5

(4S)-4-tstikloloheksiiiil-1-[ (hiidroksii(4-feniiiilbutiiiil )fosfiniiiil Jatsetiiiil ]-L-proliin (fosinopriil diatsiid)

Joonis 5. Fosinoprilaadi struktuurvalem ja keemiline nimetus.

Fosinopriili soovitatavaks algannuseks hiipertensiooni korral on 10 mg 1 kord 60péevas.
Ravi kohaldada vastavalt vererdhu muutustele; tavaline annus 10..40 mg 1 kord
O0opédevas. Stidamepuudulikkuse puhul on samuti soovitatav algannus 10 mg 1 kord
O0pdevas; ravi alustada arstliku jarelvalve all. Vastavalt ravitulemustele voib annust
suurendada nddalase intervalliga 40 mg-ni 1 kord 60pédevas. Maksimaalne lubatud
O00pdevane annus on 40 mg. Suu kaudu manustatud fosinopriilist imendub 30...40%.
Fosinoprilaadi farmakokineetilised parameetrid on proportsionaalsed manustatud
fosinopriili annusega (Pharmaca Estica 2005).

Fosinopriili ithekordne suukaudne annus on 10 mg, millest moodustub plasmas
113...241 ng/ml fosinoprilaadi tase (Blumethal 1997; Ding et al. 1999), mis vastab
kontsentratsioonile 0.259...0.556 uM. Antud t66s on kasutatud 0.29 uM ja
0.40 uM fosinoprilaadi lahuseid.
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Meetodid

Totaalne antioksiidantne mahtuvus (TAS)

Ainete antioksiidantse {ildaktiivsuse (potentsiaali) olemasolu ja taseme méadramiseks on
mitmeid meetodeid. Antud t60s on kasutatud AKE inhibeerivate raviainete (kaptopriili,
ramiprilaadi ja fosinoprilaadi) antioksiidantse potentsiaali hindamiseks standardset
reaktiivikomplekti “Total Antioxidant Status” (TAS, RANDOX). Selle t66pdhimdte
seisneb antioksiidantide voimel takistada ABTS (2,2’-azino-di-[3-etiiiilbensotiasoliin-
sulfonaat]) iileminekut ABTS" Kkatioonradikaaliks. Viimane moodustub ABTS-st
kokkupuutel ferriiiilmiioglobiinradikaalsete ("X-[Fe'" = O]) osakestega, mis saadakse
metmiioglobiini (HX-Fe®") aktiveerimisel vesinikperoksiidiga:

ABTS + *X-[Fe'"= 0] > ABTS"" + HX-Fe**

HX-Fe’™ + H,0, » *X-[Fe*"= 0] + H,0
ABTS on virvitu, kuid ABTS" omab stabiilset sinakasrohelist virvust, mis on mdddetav
600 nm juures. Antioksiidandid pérsivad virvilise katioonradikaali teket ning vérvuse
tekke pidurdamine on proportsionaalne uuritud materjali antioksiidantse aktiivsusega.
Tulemused kalibreeritakse E-vitamiini veeslahustuva siinteetilise analoogi, Trolox
(6-hiidroksii-2,5,7,8-tetrametiililkromaan-2-karboksiiiilhape) kaudu ning viljendatakse
mmol/I.

Too kéik: erinevatesse katseklaasidesse pipeteeriti vastavalt 20 ul destilleeritud
vett kontrolliks; 20 pl standardit ja 20 pl konkreetset uuritavat raviaine lahust. Seejirel
lisati koikidesse katseklaasidesse 1 ml kromogeeni, segati ja mdddeti 600 nm juures
lahuse absorptsioon (A;); lisati kdikidesse 200 pl substraati ja mdodeti tapselt 3 minuti
pérast (ajast soltuv reaktsioon) lahuste absorptsioon (A;) lainepikkusel 600 nm. Saadud
tulemustest arvutati TAS (mmol/l):

TAS = faktor x (A Akontroll - A Aproov)

faktor = Trolox konts. standardis / (A Axontroll - A Astandard)

A Akontroll/standard/proov = A2 - Al

Hudrokstilradikaalide eliminatsiooni mddtmine

Hiidroksiililradikaali (OH®) mdotmise muudab keeruliseks osakese {ililiihike eluiga

(mikrosekundeid), suur reaktsioonivdime ning sellest tulenevalt reaksioonisaaduste
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mitmekesisus. Siin on lahenduseks nn. keemilised dosimeetrid. Varem leidsid kasutamist
bensoaat- ja salitsiilaatdosimeetrid, nende miinuseks on vastavalt 3 v0i 5 fluorestseeruvat
reaktsiooniprodukti, mis tuleb eraldi kindlaks teha (Barreto et al. 1995). Antud t66s on
keemilise dosimeetrina kasutatud tereftaalhappe (THA) lahust. THA eeliseks
dosimeetrina on siimmeetria — nimelt tekib OH® reageerimisel mittefluorestseeruva
tereftaaliga ainult iiks intensiivse fluorestsentsiga produkt, monohiidroksiitereftalaat
(Barreto et al. 1995).

T66 kéik: 2000 pl 10 mM THA lahust 10mM fosfaatpuhvris (pH = 7.5) pipeteeriti
magnetsegajaga kiivetti, sellele lisati 100 pl uuritava aine lahust (fiisioloogilises lahuses)
voi 100 ul fusioloogilist lahust (kontrollkatse), 100 pul 10 uM CuSO4-5H,O lahust ja
100 ul 1 pM H,0; lahust (Cu®" ja H,O, abil tekitati Fentoni reaktsioonil OH"). THA-st
OH® mdjul tekkinud reaktsiooniprodukti moddeti fluorimeetriliselt 312 nm ekstinktsiooni
ja 426 nm emissiooni juures.

Saadud andmed viljendasid THA-hidroksiiiilradikaali piigi protsentuaalset
inhibitsiooni uuritud raviaine poolt. Raviaine ICsy vddrtused saadi sigmoidaalsel doos-

vastus analiilisil programmiga Prism 2.0 (graphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

LDL oksuresistentsuse (lagfaasi) modtmine

In vitro voib LDL oksiidatsiooni algatada kas rakke sisaldavas keskkonnas (inkubeerides
makrofaagidega, endoteelirakkudega, silelihasrakkudega, liimfotsiiiitidega) vdi rakuvabas
keskkonnas (kasutades erinevaid pro-oksiidante). Rakke sisaldavas keskkonnas
oksiideeritud LDL on oma omadustelt praktiliselt identne LDL-le, mis on oksiideeritud
rakuvabas keskkonnas. Seetdttu viiakse enamus eskperimente LDL oksiideerimise
uurimisel 14bi kasutades pro-oksiidantidena raua- vOi vase-ioone, sest metalli-ioonide
iileminek vabast vormist redoks-aktiveeritud kompleksi on iildiselt sobiv produtseerimaks
oxLDL. Kdige sagedamini kasutatakse LDL oksiidatsioonitundlikkuse mootmiseks vask-
initsieeritud oksiidatsiooni, sest raua-ioonid oksiideerivad LDL aeglasemalt.

LDL oksiidatsiooni ulatust on vodimalik hinnata peroksiidide ja aldehiiiidsete
lipiidide peroksiidatsiooniproduktide (eeskitt dieenkonjugaatide) méddramisega, tio-
barbituurhappe testiga, elektroforeetilise liikuvusega, lipiidide fluorestsentsi mdotmisega,
lipofiilsete antioksiidantide ja rasvhapete védhenemise moOOtmisega, anioon-vahetus
kromatograafiaga (Esterbauer et al. 1989; Zhang et al. 1994; Jialal & Devaraj 1996;
Rice-Evans et al. 1996).
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Inimese LDL oksiidatsiooni on vdimalik diinaamiliselt registreerida, mootes
dieenkonjugaatide (conjugated dienes, CD) suhtelist absorptsiooni 234 nm (tekib
maksimaalne hulk dieenkonjugaate) juures (Esterbauer et al. 1989).

CD moodustumise kineetika, so. absorptsioon versus aeg, on iseloomustatav
kolme faasiga (joonis 6). Esimese, nn. lagfaasi jooksul CD hulk ei suurene iildse voi
suureneb viga vihe, st. CD suhteline absorptsioon suureneb aeglaselt ja ainult vihesel
médral. Selle faasi kestus on mddratud endogeensete antioksiidantide (E-vitamiin,
karotenoidid, retiniiiilstearaat) sisaldusega LDL-s. Kui LDL kaotab enamuse oma
antioksiidantsetest komponentidest, siis algab teine (kasvu-) faas, milles CD hulk
suureneb véga kiiresti maksimumvairtuseni, sest PUFA-d konverteeritakse konjugeeritud
lipiidide hiidroperoksiidideks. Viimane tingib kiire ja jarsu suhtelise absorptsiooni
suurenemise 234 nm juures. Kolmas, nn. 16ppfaas algab platoo tekkega, st. CD hulk enam
ei suurene. Pikaajalisel inkubeerimisel hakkab CD hulk koguni vihenema (seda pole
joonisel 6 nididatud), kuna lipiidide hiidroperoksiidid 16hustuvad edasi erinevateks
ithenditeks, kaasa arvatud stabiilseteks 16pp-produktideks, nagu aldehiiiidid,
stisihappegaas, alkoholid (Esterbauer et al. 1989).

Loppfaas

0,2007]

0,150

0,100

Kasvufaas

0,050 +

Suhteline absorptsioon 234 nm juures

1 Lagfaas

T o T T T T T T T T T T d
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Aeg, min

Joonis 6. LDL okstdatsiooni kaigus tekkivate dieenkonjugaatide moodustumise kineetika ja lagfaasi
maaramine.

Lagfaasi médramine on sobiv ja objektiivne protseduur médramaks LDL tundlikkust
erinevate pro- ja antioksiidantide suhtes, sest see peegeldab LDL oksiiresistentsust —
aega, mille jooksul lipoproteiinis olevad PUFA-d sisuliselt veel ei oksilideeru, sest samas

leiduvad antioksiidandid neutraliseerivad vabu radikaale. Protsess on temperatuurist
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soltuv, soovitatav temperatuur 37°C (Esterbauer et al. 1989; Zhang et al. 1994; Rice-
Evans et al. 1996). Seda meetodit kasutati ka antud t60s.

Too kaik: vabatahtlikelt doonoritelt voeti veeniveri EDTA Vacutainer
katsutitesse; plasma eraldati tsentrifuugimisel 1500xg /minutis 15 minuti jooksul.
Lipoproteiinide fraktsioon (mitte-HDL-fraktsioon, mille totaalse enamiku moodustab
LDL ja milles on vdhesel méddral VLDL; edaspidi LDL-fraktsioon) sadestati 4 ml-st 1:2
lahjendatud plasmast 0.4 ml sadestusreagendiga (2% dekstraansulfaadi ja 2M MgCl,
lahus 1:1, pH 7.0), segati mikseril 1 minut ja tsentrifuugiti 10 minutit 1500xg juures.
Supernatant eemaldati sademelt ning sade lahustati 4 ml 0.9% PBS-s. Jargnevalt lisati
lahusele 0.2 ml sadestusreagenti, segati ja tsentrifuugiti, et eemaldada LDL-fraktsioonist
EDTA jéaéke. Supernatant eemaldati ning sadestatud LDL lahustati 4% PBS-s (Zhang et
al. 1994). Saadud LDL-fraktsioonis méédrati valgu sisaldus Lowry meetodil (Lowry et al.
1951), kuna edasiseks LDL oksiidatsiooni uurimiseks vajati todlahust, mis sisaldaks
valku 2 mg/ml. Vastava valgusisaldusega lahus saadi fraktsiooni lahjendamisel 4% PBS-
ga.

LDL-fraktsioon pipeteeriti 100 pl kaupa katseklaasidesse, katseseeriale lisati
50 pl fiisioloogilist lahust (kontrollkatse) voi 50 pl uuritava raviaine lahust (fiisio-
loogilises lahuses), eelinkubeeriti 37°C juures 10 minutit, lisati kdikidesse katseklaasi-
desse 50 pl CuSO45H,0 lahust (16ppkontsentratsioon 0.045 mM) ning inkubeeriti 37°C
juures 3 tunni jooksul. Iga 10 minuti jarel mdodeti spektrofotomeetriliselt tekkinud
dieenkonjugaatide suhteline absorptsioon (Spectronic Genesis 2PC) 234 nm juures.

Saadud ekstinktsioonide alusel konstrueeriti arvutiprogrammi MICROCALC abil
vastavad graafikud, mille abil leiti igas katses LDL oksiiresistentsust iseloomustav aeg
(lagfaasi pikkus). Illustratsiooniks joonis 6 — graafikul tdmmatakse kasvufaasile puutuja,

mis 10ikub ajateljega; ldikekohalt saadakse lagfaasi pikkus minutites.

Erutrotsuttide deformeeritavuse hindamine kromatograafilise migratsiooni kaudu

Mikrotsirkulatsiooni normaalseks toimimiseks peavad eriitrotsiilidid deformeeruma, et
labida kitsaid, endast vdiksema diameetriga kapillaare. Deformatsioonivdime soltub
vélimistest ja sisemistest joududest, kuid kdige enam vere punalible plasmamembraani
elastsusest. Seega oma fiisioloogilise {ilesande tditmiseks on eriitrotsiiiitide jaoks oluline

sdilitada oma ideaalne ruumiline vorm, mis tagabki nende vOime vastavalt vajadusele
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deformeeruda. Eriitrotsiiiitide kromatograafiline migratsiooni (EKM) test sobib puna-
liblede plasmamembraani deformeeritavuse/funktsionaalsuse markeriks, sest membraani
riindavad oksiidatiivsed stressorid, sh. viaga othlik raud, on voimelised seda muutma.

EKM baseerub asjaolul, et normaalsed punalibled jidtavad standardtingimustes
kromatograafilisele paberile peaaegu identse laigu, kuid membraani riindavad pro-
oksiidandid pdhjustavad normaalses kromatograafilises migratsioonis muutusi. Antud
toos kasutatigi eriitrotsiiiitide deformeeritavuse hindamiseks EKM méédramist, mis
pOhines varem véljatdotatud meetodil (Vasilyev 1991).

Too kéik: vabatahtlikelt doonoritelt voeti veeniveri hepariiniga Vacutainer
katsutitesse; eriitrotsiitidid eraldati verest tsentrifuugimisel 500xg 5 minuti jooksul.
Isoleeritud eriitrotsiitidid pesti neli korda 0.9% NaCl lahusega. Viimase tsentrifuugimise
jarel resuspendeeriti eriitrotsiitidid fiisioloogilises lahuses 60% “hematokritini”. Saadud
eriitrotsiiiitide suspensiooni pipeteeriti 200 pl kaupa katseklaasidesse, katseseeriale lisati
200 pl fiisioloogilist lahust, 50 pl uuritava raviaine lahust (fiisioloogilises lahuses) voi
50 ul fiisioloogilist lahust (kontrollkatse), eelinkubeeriti 37°C juures 10 minutit, seejirel
lisati 100 pl FeSO4-7H,0 lahust 16ppkontsentratsiooniga 150 pM, 300uM, 450 puM voi
600 uM ning inkubeeriti 37°C juures tdpselt 60 minutit (ajast soltuv reaktsioon).
Kromatograafilisele paberile horisontaalsel raamil pipeteeriti 200 pl fiisioloogilist lahust
(lahusti) ning 60 sekundi pérast kanti samasse keskpunkti 20 pl eriitrotsiiiitide
suspensiooni (katse). Mdlema ala (lahusti ja katse) diameetrid (vastavalt dl ja dk)
mdddeti 60 sekundi parast. EKM (protsentides) arvutati jirgmise valemi kohaselt:

EKM = % - 100%.

Andmete statistiline analtits

Tulemuste analiiiisiks ja statistiliseks to6tlemiseks kasutati arvutiprogrammi Microsoft
Excel. Katseandmete pohjal leiti aritmeetilised keskmised ning nende pdhjal
standardhilve (SED). Statistilise tdendosuse leidmiseks kasutati Student t-testi. Katsete

tulemuste erinevus loeti statistiliselt toendoseks p<0.05 korral.
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TULEMUSED JA ARUTELU
Kaptopriil
TAS ja hudroksuulradikaali elimineerimisvGime

TAS moodtmisel ilmnes, et 30 uM kaptopriili lahus omab antioksiidantset potentsiaali,
kuid 5 uM lahus seda ei ndidanud: TASs,m = 0 mmol/l (n=3);
TAS30m = (2.65£0.40) mmol/l (n=3).
Hiidroksiiiilradikaali elimineerimisvdimet moddeti kontsentratsioonidel 5 pM ja 30 puM,
kuid vajalikku lineaarsust ei ilmnenud 600 sekundi jooksul. Seejérel teostati katse 50 uM
kaptopriili lahusega, tulemus vastas ettenéhtud lineaarsuse tingimusele.
Katsetes saadud tulemuste alusel konstrueeriti graafikud ja leiti ekstrapoleerimise

kaudu néiv ICs. 30 uM kaptopriili lahuse néiv ICsy = (0.043£0.007) mM (n=5)

Toime LDL oksuresistentsusele

Katsed kaptopriiliga néditasid, et antud raviaine suurendab mirkimisvaédrselt LDL
okstiresistentsust (tabel 1), mis viitab kaptopriili antioksiidantsele (antiaterogeensele)

toimele.

Tabel 1. Kaptopriili mdju LDL okstiresistentusele (n = 4).

Kaptopriili Lagfaasi pikkus (min) Lagfaasi muutus
kontsentratsioon [lma kaptopriilita Kaptopriiliga (min)
5uM 4046 78+8 38+10°
30 uM 4747 89+12 42415

*p<0.05 ; keskmine+SED;
Toime eritrotsuitide deformatsioonile

Alguses teostati katsed uurimaks raviainete mdju EKM-le. Saadud tulemused niitasid,
et kaptopriil statistiliselt olulist muutust EKM-s esile ei kutsu (andmed ei ole toodud).
Seejérel uuriti raua-ioonide mdju EKM-le, selgus, et raud vidhendab eriitrotsiititide

deformatsiooni sdltuvalt kontsentratsioonist ning statistiliselt oluliselt (tabel 2).
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Deformatsiooni vihenemine viljendus eriitrotsiiiitide poolt tekitatud migratsiooniala

diameetri vdhenemises raua juuresolekul.

Tabel 2.Raua moju eritrotstiiitide kromatograafilisele migratsioonile (p<0.05).

Kontroll 150 uM Fe" 300 uM Fe** 450 uM Fe*" 600 uM Fe**
100% 96% 85% 77% 73%

Kontrolliks eriitrotsiitidid flisioloogilises lahuses. Hajuvuspiirid 5-10% néidu véértusest.

Tabelis 3 on toodud kaptopriili kaitsetoime raud-tingitud EKM-le protsentides. Mida

suurem arv, seda voimsam on raviaine kaitsetoime.

Tabel 3. Kaptopriili efekt raua pro-okstdantsele toimele (n=12).

Kaptopriili 150uM Fe** | 300 uM Fe*" | 450 uM Fe*™ | 600 uM Fe*'
kontsentratsioon
5uM 4 6 7 2
30 uM 8 5" 8 7

" p<0.05, hajuvuspiirid 5-10% niidu véirtusest.

Ramiprilaat
TAS ja hudroksuulradikaali elimineerimisvéime

Ramiprilaadi lahused andsid alljargnevad tulemused:

TASo.02um = 0 mmol/l (n=3)

TASo.04um = (0.01£0.02) mmol/l (n=3)

TASo.08um = (0.2240.02) mmol/l (n=3)
Saadud tulemused viitavad ramiprilaadi minimaalsele antioksiidantsele potentsiaalile voi
hoopiski selle puudumisele. Sama niitas ka radikaali elimineerimise katse.

Hiidroksiitilradikaali piiiidmisvoimet mdodeti esmalt valitud kontsentratsioonidel
0.02 uM, 0.04 pM ja 0.08 uM. Kuna iikski lahustest ei elimineerinud OH", teostati katsed
10 ja 20 korda suurema kontsentratsiooniga lahustega. Saadud tulemused ei ndidanud

samuti OH* pliidmisvdimet.
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Toime LDL oksuresistentsusele

Katsed ramiprilaadiga niitasid, et antud raviaine statistiliselt olulist mdju LDL

oksiidatsiooniprotsessile ei avalda (tabel 4).

Tabel 4. Ramiprilaadi mdju LDL oksturesistentusele (n = 5).

Ramiprilaadi Lagfaasi pikkus (min) Lagfaasi muutus
kontsentratsioon [lma ramiprilaadita Ramiprilaadiga (min)
0.02 pM 50.20+12.34 48.60+£10.74 -1.60+2.88
0.04 uM 50.20+12.34 52.20+11.65 2.00+9.00
0.08 uM 50.20+12.34 48.60£15.24 -1.60£9.02
keskmine+SED

Toime eritrotsuitide deformatsioonile

Eelnevalt teostatud katsed niitasid raviainete mdju kohta EKM-le, et ramiprilaat ise ei
kutsu EKM-s statistiliselt olulist muutust esile (andmed ei ole toodud). Raua moju
eriitrotsiiiitide deformatsioonile on toodud tabelis 2. Rauast tingitud deformatsiooni-
muutusi ramiprilaat vihendab. Tabelis 5 toodud arvud véljendavad ramiprilaadi kaitse-

toimet raud-tingitud EKM-le protsentides.

Tabel 5. Ramiprilaadi efekt raua pro-oksiidantsele toimele (n=8).

Ramiprilaadi 150puM Fe** 300 uM Fe*" 450 uM Fe** 600 uM Fe*"
kontsentratsioon
0.02 uM 2 11" 5" 2
0.04 uM 1 7 8 0
0.08 uM 4 9" 107 3

* p<0.05, hajuvuspiirid 5-10% niidu véirtusest.
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Fosinoprilaat

TAS ja hudroksuulradikaali elimineerimisvéime

Fosinoprilaadi lahustega teostatud TAS katsed viitasid samuti minimaalsele voi
puuduvale antioksiidantsele potentsiaalile: TASo2oum = (0.05£0.03) mmol/l (n=3) ja
TAS.40um = (0.09£0.06) mmol/l (n=3).

Samale tulemusele osutas fosinoprilaadi OH® piilidmisvoime puudumine.
Vastavad katsed teostati esmalt valitud kontsentratsioonidel — 0.29 uM ja 0.40 uM. Kuna
saadud tulemused ei ndidanud OH® elimineerimist, tOsteti uuritavate lahuste

kontsentratsioone 10 ja 20 korda, kuid ka need lahused ei ndidanud OH* inhibeerimist.

Toime LDL oksuresistentsusele

Katsed fosinoprilaadiga néitasid, et antud raviaine véiksem kontsentratsioon pikendab
veidi LDL lagfaasi (statistiliselt mitteoluline), kuid suurem kontsentratsioon lithendab
seda (statistiliselt oluline), st. LDL oksiidatsioonitundlikkus suureneb fosinoprilaadi

toimel (tabel 6).

Tabel 6. Fosinoprilaadi LDL oksiresistentusele (n = 4).

Fosinoprilaadi Lagfaasi pikkus (min) Lagfaasi muutus
kontsentratsioon Ilma fosinoprilaadita Fosinoprilaadiga (min)
0.29 uyM 46.75£13.05 48.50£14.80 1.7542.63
0.40 pM 46.75£13.05 43.00£10.74 -3.7542.50"

" p<0.05, keskmine+SED

Toime eritrotstidtide deformatsioonile

Eelkatsed raviainete toime kohta EKM-le niitasid, et fosinoprilaat seda statistiliselt
oluliselt ei muuda (andmed ei ole toodud). Pro-oksiidant raud pohjustab eriitrotsiilitide
deformatsiooni ja mojutab seelibi EKM (tabel 2). Fosinoprilaadi kaitsetoime raud-

tingitud EKM muutustele on toodud tabelis 7, kus muutus véljendub protsentides.
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Tabel 7. Fosinoprilaadi efekt raua pro-oksiidantsele toimele (n=10).

Fosinoprilaadi 150uM Fe*" 300 uM Fe** 450 pM Fe*' 600 uM Fe**
kontsentratsioon
0.29 uM 1 1 6 8"
0.40 uM 0 0 3 8"

" p<0.05; hajuvuspiirid 5-10% néidu védrtusest.

Tulemuste analiis

Antud t66s leiti, et tiool-rithma sisaldava kaptopriili antioksiidantne potentsiaal oli
tugevam kui fosfiniiiilrithma sisaldaval fosinoprilaadil ja kahte karboksiiiilrithma omaval
ramiprilaadil (vt. struktuurvalemid joonisel 7), sest kaptopriili TAS on oluliselt suurem
kui fosinoprilaadil ja ramiprilaadil (tabel 8). Kaptopriili TAS viirtus on ldhedane
mitmete tugevate antioksiidantide omale. Viga madal TAS viirtus teistel raviainetel
viitab nende véga norgale voi puuduvale antioksiidantsele potentsiaalile. Seda kinnitavad
ka hiidroksiiiilradikaali elimineerimiskatsed, kus selgus, et 30 puM kaptopriili lahus
elimineerib OH", kuid fosinoprilaat ja ramiprilaat tekkinud OH® ei korvalda (tabel 8).
Seega osutab kaptopriili antioksiidantsusele nii kdrge TAS véértus kui ka voime muuta
iilitoksiline hiidrokstiiilradikaal kahjutuks. Viimane on véga oluline paljude haiguste

seisukohalt, sest tihti on lipiidide peroksiidatsiooni algatajaks just OH".

Karboksuulruhm

\/k‘/ Q COOH [
- W /H}/ 9

Kaptopriil Ramiprilaat

@%W%

Fosinopriil

Joonis 7. Kaptopriili, ramiprilaadi ja fosinoprilaadi struktuurvalemid.
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Tabel 8. Kaptopriili, ramiprilaadi ja fosinoprilaadi antiokstidantsete omaduste koondtabel.

Kaptopriil Ramiprilaat Fosinoprilaat
kontsentratsioon 5uM 30 pM 0.02 pM 0.04 uM 0.08 pM 0.29 pyM 0.40 uM
TAS (mmol/l) 0 2.6540.40 0 0.01£0.02 | 0.2240.02 | 0.05£0.03 | 0.09+0.06
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
néiv ICso (mM) 0.043+0.007 (n=5) - - - - -
lagfaasi muutus 38+10" 42+415° -1.60+2.88 | 2.0049.00 | -1.60£9.02 | 1.75+2.63 | -3.75+2.50
(min) (n=4) (n=4) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=4)
kaitse- | 150uM 4 8" 2 1 4 1 0
toime Fe* (n=12) (n=12) (n=8) (n=8) (n=8) (n=10) (n=10)
raud- 300 uM 6" 5" 11" 7 9" 1 0
tingi- Fe** (n=12) (n=12) (n=38) (n=38) (n=8) (n=10) (n=10)
tud 450 uM 7 8" 5 8" 107 6 3
EKM- Fe** (n=12) (n=12) (n=38) (n=38) (n=8) (n=10) (n=10)
le 600 uM 2 7 2 0 3 8" 8"
(%) Fe*' (n=12) (n=12) (n=8) (n=3) (n=8) (n=10) (n=10)

*p<0.05; keskmine+SED; n — katsete arv

Raviainete moju uurimisel LDL oksiidatsioonitundlikkusele (sisuliselt nditab see nende
voimalikku antiaterogeenset potentsiaali) saime jargmised tulemused (tabel 8). Kaptopriil
pikendab LDL lagfaasi mirkimisvaérselt (p<0.05), ramiprilaat LDL lagfaasile statisti-
liselt olulist mdju ei avalda. Fosinoprilaadi vdiksem kontsentratsioon statiliselt olulist
muutust LDL lagfaasile ei oma, suurema kontsentratsiooniga (0.40 uM) lahus lithendab
LDL lagfaasi keskmiselt 4 minuti vorra (p<0.05). Kaptopriili positiivset moju LDL oksii-
resistentsusele, mis on sisuliselt lipiidide peroksiidatsiooni pirssimine, saab seostada
tema voimega piitida OH® radikaale, mis tihti algatavad LP.

Saadud tulemused toetavad levinud arusaama raviaine struktuuris oleva tiool-
rihma olulisusest antioksiidantsuse tagamisel. Arvatakse, et vabad radikaalid ja teised
oksiidandid reageerivad esmalt kaptopriili (Kap-SH) SH-rithmaga konverteerides selle
tititilradikaaliks (Kap-S*) voi oksiideerides kaptopriili disulfiidiks [Kap-S-S-Kap]".
Kap-SH + OH* — Kap-S* + H,O0.

Kap-SH <> Kap-S +H';
Kap-S™ + OH* — Kap-S*+ OH™
Kap-S* + Kap-S™ — [Kap-S-S-Kap]~

Titulradikaali teke:

Disulfiidi teke:
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Samas ei saa viita, et elusorganismis toimub kdik samasuguselt. Antud uuringus lébi
viidud LDL okstidatsioonitundlikkuse katsed in vitro nditasid positiivset efekti vaid
kaptopriilil, kuid kirjanduse andmetel suurendavad LDL resistentsust vask-indutseeritud
okstidatiivsele stressile apolipoproteiin E defitsiitsetel hiirtel nii  kaptopriil —
50 mg/kg/paevas (Hayek et al. 1998), fosinopriil — 5 mg/kg/pdevas ja 25 mg/kg/paevas
(Hayek et al. 1999) kui ka ramipriil — 5 mg/kg/paevas (Keidar et al. 2000). Inimese
tavalised sdilitusannused on jargmised: kaptopriil 25 mg 2...3 korda pédevas, fosinopriil
10...40 mg pdevas ja ramipriil 2.5...5 mg pievas ning maksimaalsed 60pédevased annused:
kaptopriil 150 mg, fosinopriil 40 mg ja ramipriil 10 mg péevas (Pharmaca Estica 2005).

Raua ioonide poolt pdhjustatud eriitrotsiiiitide deformeeritavuse katsetest selgus,
et iikski uuritud raviainetest ise EKM-i ei mojuta, kuid kdik nad omavad juba terapeuti-
listes kontsentratsioonides kaitsetoimet raua kahjuliku toime vastu ja seda sdltuvalt Fe*"
kontsentratsioonist (vt. tabel 8). Viikese raua kontsentratsiooni poolt pohjustatud EKM-i
muutuste eest kaitseb histi kaptopriil, keskmiste kontsentratsioonide eest kaitsevad
kaptopriil ja ramiprilaat ning kdige suurema raua kontsentratsiooni puhul on kaitsetoime
fosinoprilaadil.

Punalibledega teostatud katsete tulemused ei toeta SH-rithma teooriat, sest koik
uuritud raviained kaitsesid raua pro-oksiidantse toime eest. Kuna antioksiidantset toimet
seletatakse lisaks vabade radikaalide piilidmisele ka metalli kelaatimisega ning raviainete
mittespetsiifilise seostumisega makromolekulide nende aladega, mis on olulised vabade
radikaalide genereerimises vOi vabade radikaalide riinnakus (Fernandes et al. 1996;
Bartosz et al. 1997; Fernandez et al. 1998; Tamba & Torreggiani 2000), voib uuritud
raviainete kaitsetoime olla seotud nende mehhanismidaga.

AKE inhibiitorite ravitoime avaldumiseks peavad nad vastava ensiitimi pérssima.
Kuna AKE aktiivtsenter sisaldab tsingi aatomit, peavad raviained metalliga ligande moo-
dustama (vastutavad funktsionaalriihmad toodud joonisel 7). Jarelikult vdivad nad seda
teha ka teiste metallidega. On néidatud kaptopriili, enalaprilaadi ja lisinopriili vaske ja
rauda kelaativ toime. Cu®" moodustab kaptopriili ja lisinopriiliga metall:ligand komp-
lekse 1:1, enalaprilaadiga 1:2 (enalaprilaadi korral moodustub 1:1 kompleks Cu'*-ga);
Fe** moodustab enalaprilaadiga kompleksi 1:1, kaptopriiliga 1:2 ja lisinopriil rauaga
kompleksi ei moodusta (Fernandez et al. 1998).

Raua kontsentratsioon erditrotsiilitide katses oli 150 pM, 300 puM, 450 puM ja

600 pM. Uuritud raviainete kontsentratsioonid olid tunduvalt vdiksemad — kaptopriilil
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5 uM ja 30 uM; ramiprilaadil 0.02 uM, 0.04 uM ja 0.08 uM, fosinoprilaadil 0.29 uM ja
0.40 uM.

Enalaprilaat, ramiprilaat ja lisinopriil sisaldavad kahte karboksiiiilrihma (joo-
nis 8). Enalaprilaadi struktuur on ramiprilaadi omaga sarnasem, seetdttu eeldame, et
ramiprilaat moodustab komplekse sarnaselt enalaprilaadiga. Fosinoprilaadi komplekside
moodustumise kohta konkreetsed andmed puuduvad, kuid kuna raviaine kontsentratsioon
on raua omaga vorreldes viga viike, siis ilmselt olulist kelaatimist ei toimu. Seega ei saa
meie t60s ilmnenud efekti — uuritud raviained vihendavad raua ioonide poolt pShjustatud
eriitrotsiiiitide kromatograafilise migratsiooni muutuseid — seletada raviainete vdimega

moodustada rauaga ligande.

HOOC HOOC
HOOC,
cH CH3 HOOC
3 HOOC
HOOC

Enalaprilaat Ramiprilaat Lisinopriil

Joonis 8. Enalaprilaadi, ramiprilaadi ja lisinopriili struktuurvalemid.

Punaliblede katses niitasid raviained pro-oksiidant raua kontsentratsioonist soltuvat
positiivset efekti. Voimalik, et see on siiski seotud sulfhiidriiiil-, karboksiiiil- ja fosfiniiiil-
rithma ning raua vastastikusest mdjutamisest, kuid samas voib vastutajaks olla ka mingi
muu tegur — nditeks molekuli suurus, siisinikahela pikkus, teised funktsionaalriihmad.
Antud t60s saadud tulemuste pdhjal osutus uuritavatest raviainetest antioksii-
dantsuse seisukohalt kdige paremaks kaptopriil, millel ilmnes positiivne efekt kdikides
teostatud uuringutes. Ta omas korget totaalset antiokslidantset mahtuvust (TAS), piiiidis
iilitoksilist hiidroksiiiilradikaali, pikendas LDL oksiiresistentsust ja kaitses eriitrotsiiiite
pro-oksiidantse raua kahjuliku toime eest. Teised uuritud raviained (ramiprilaat ja fosi-
noprilaat) omasid antioksiidantset toimet vaid kahevalentse raua kui keskse pro-
oksiidandi suhtes. Saadud tulemused toovad esile uuritud AKE inhibiitorite positiivse
omadusena antioksiidantse toime, sest kaitstes eriitrotsiiiitide deformatsiooni vihenemist,

vihendatakse oluliselt voOimalusi mikrotsirkulatsiooni tdsiseks héirimiseks tugeva
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kahjustava membraanilipiidide peroksiidatsiooni tingimustes. Rauda puudutav informat-

sioon on ddrmiselt oluline hemokromatoossete korgvererdhktdvega haigete puhul.
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1.

JARELDUSED

Sulthiidriitilriihma sisaldava kaptopriili antioksiidantsus on suurem kui fosfiniiiil-
rithma sisaldaval fosinoprilaadil ja kahte karboksiiiilriihma sisaldaval ramiprilaadil,
sest kaptopriili TAS on mirkimisvdérselt korgem kui {ilejddnud raviainetel.
Fosinoprilaadi ja ramiprilaadi viga vdike TAS véirtus viitab nende minimaalsele/
puuduvale antioksiidantsusele.

Kaptopriil on suuteline elimineerima {ilitoksilist hiidroksiiiilradikaali. Ramiprilaat ja

fosinoprilaat hiidroksiiiilradikaali ei kdrvalda.

Kaptopriil pikendab LDL lagfaasi mérkimisvéirselt (p<0.05). Ramiprilaat ja
fosinoprilaat vdiksemas kontsentratsioonis statistiliselt olulist muutust LDL lagfaasis
esile ei kutsu (p>0.05). Suurema kontsentratsiooniga fosinoprilaadi lahus lithendab

LDL lagfaasi keskmiselt 4 minuti vorra (p<0.05).

Uuritud raviained ise erlitrotsiilitide kromatograafilist migratsiooni (EKM) ei mojuta
(p>0.05), kuid omavad teatud kaitsetoimet raua ioonide poolt pShjustatud eriitrot-
sitiitide deformeeritavusele ja seda sdltuvalt Fe*™ kontsentratsioonist. Viikese raua
kontsentratsiooni (150 pM) poolt pohjustatud EKM-i muutuste eest kaitseb histi
kaptopriil, keskmiste raua kontsentratsioonide (300 puM ja 450 pM) eest kaitsevad
kaptopriill ja ramiprilaat ning kdige suurema raua kontsentratsiooni

(600 uM) puhul on kaitsetoime fosinoprilaadil.
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KOKKUVOTE

Paljude haiguste — sh. ateroskleroos, isheemilised kahjustused, reumatoidartriit, vahktdbi,
neurodegeneratiivsed haigused — patogeneesis on olulisel kohal {ileméirane oksiidatiivne
stress. Viimane kujuneb organismis juhul, kui oksiidatiivsete stressorite produktsioon
iiletab antioksiidantse kaitsevGime, mis omakorda viibki potentsiaalsete kahjustuste
tekkele. Mida kestvam ja siigavam on oksiidatiivne stress, seda suuremad kahjustused
avalduvad biomolekulide struktuurides ning seda siigavamalt héirub nende talitlus.

On selgunud, et ka ravimid voivad anda oma osa iileméérase oksiidatiivse stressi
tekkes. Sellest tulenevalt oli kdesolevas t66 eesmérgiks vorrelda AKE inhibiitorite
antioksilidantset potentsiaali erinevate meetodite abil, vorrelda AKE inhibiitorite toimet
LDL oksiidatsiooni-mudeli kasutamisega ning vorrelda AKE inhibiitorite enda toimet
eriitrotsiiiitide deformatsioonile ja vdimalikku kaitsetoimet raud-initsieeritud deformat-
sioonihdirete vastu.

Totaalse antioksiidantse potentsiaali uuringud néitasid, et kaptopriili antioksii-
dantne potentsiaal on fosinoprilaadi ja ramiprilaadi omast suurem, sest kaptopriili lahuse
TAS on mirkimisvéirselt korgem kui iilejdénutel. Peale korge TAS véirtuse osutab
kaptopriili antioksiidantsusele ka vOime piiiida efektiivselt iilitoksilisi hiidroksiiiil-
radikaale. Fosinoprilaat ja ramiprilaat OH"® ei kdrvaldanud.

Kaptopriilil ilmnes kaitsetoime ka lipiidide peroksiidatsiooni vastu. Nimelt
pikendab ta markimisvairselt LDL lagfaasi (p<0.05), vastupidiselt fosinoprilaadile, mille
suurema kontsentratsiooniga lahus isegi liihendab mdnevdrra LDL lagfaasi (p<0.05).
Ramiprilaadi ning fosinoprilaadi védiksema kontsentratsiooniga lahused statiliselt olulist
muutust LDL lagfaasile ei omanud.

Eriitrotstiiitide deformatsioonile uuritud raviained ise moju ei avaldanud, kuid neil
ilmnes kaitsetoime pro-oksiidantse raua kahjuliku toime eest. Kaptopriili, ramiprilaadi ja
fosinoprilaadi lahuste toimel vihenevad raua ioonide poolt pohjustatud muutused ertitrot-
siilitide kromatograafilises migratsioonis. Muutus soltub raua kontsentratsioonist — véik-
sema raua kontsentratsiooni poolt pdhjustatud EKM-i muutuste eest kaitseb hésti
kaptopriil, keskmiste kontsentratsioonide eest kaitsevad kaptopriil ja ramiprilaat ning
kdige suurema raua kontsentratsiooni puhul on kaitsetoime fosinoprilaadil.

Kéesolevas t60s saadud tulemuste pohjal osutus uuritavatest raviainetest antioksii-

dantsuse seisukohalt kdige paremaks kaptopriil. Ta omas kdrget totaalset antioksiidantset
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mahtuvust (TAS), piiidis {litoksilist hiidroksiitilradikaali, pikendas LDL oksiiresis-

tentsust ja kaitses eriitrotstiiite pro-oksiidantse raua kahjuliku toime eest.
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SUMMARY

Antioxidativity-based comparison of ACE inhibitors

Oxidative stress plays crucial role in the pathogenesis of many diseases, including athero-
sclerosis, hypertension, heart failure, rheumatoid artritis, cancer, neuro-degenerative
diseases. Oxidative stress develops in conditions where excessive production of pro-
oxidants overcomes endogenous antioxidant defence mechanisms, which leads to
potential damages. Profound oxidative stress leads to substantial injuries in biomolecules,
lipoproteins and structures.

It has been shown drugs participate in development of oxidative stress. Due to
such reasons the aims of this study were to compare in vitro

1) antioxidative activity of ACE inhibitors via using different methods (total
antioxidative status (TAS) and hydroxyl radical scavenging potency),
2) ACE inhibitors’ oxy-resistance causing potency (LDL lag-phase),
3) the effects of ACE inhibitors on iron-driven alteration of deformability of red
blood cells (RBCs).
We used three different ACE inhibitors — sulthydryl-containing captopril, two-carboxyl
groups containing ramipril active metabolite ramiprilat and phosphinyl group containing
fosinopril active metabolite fosinoprilat.

The total antioxidative status of ACE inhibitors was determined using a standard
kit. The hydroxyl radical scavenging potency of ACE inhibitors was elucidated using
terephthalic acid method. The resistance of LDL to oxidation was estimated by
permanent monitoring of the formation of diene conjugates. Chromatographic migration
of RBCs (a marker of their deformability) was measured with and without ACE
inhibitors pre-treatment.

The results of TAS show that antioxidative potential of captopril is higher than of
fosinoprilat and ramiprilat as captopril has a remarkable TAS value whereas the other
drugs did not have. An antioxidativity of captopril indicates its potency for scavenging of
very toxic hydroxyl radicals. Ramiprilat and fosinoprilat did not scavenge hydroxyl
radical.

This study revealed that a pre-incubation with captopril remarkably increased the
resistance of plasma LDL fraction to oxidation (p<0.05). Fosinoprilat at higher

concentrations, on the contrary, shortens the lag-phase of the LDL (p<0.05). Ramiprilat
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and fosinoprilat at lower concentrations did not have statistical significant effect to the
LDL lag-phase.

Chromatographic migration of RBCs (a marker of their deformability) was
measured with and without captopril, ramiprilat and fosinoprilat pre-treatment.
Experiments showed that investigated substances suppressed an iron-driven alteration of
RBCs deformability already at therapeutic concentrations. The efficiency of the used
substances was dependent on iron concentration. Captopril was able to avoid the
alterations of chromatographic migration of RBCs caused by low and medium iron
concentration. Ramiprilat suppressed chances of chromatographic migration of RBCs at
medium iron concentration and fosinoprilat did it at higher iron concentration.

The results of this study indicate that on the basis of antioxidativity captopril was
the best of investigated drugs. It has a relative high total antioxidative capacity value,
exhibit potency for scavenging of hydroxyl radicals, remarkably increased resistance of
plasma non-HDL fraction to oxidation and avoids an iron-potentiated alteration of
chromatographic migration of RBCs already at therapeutic concentrations. Ramiprilat
and fosinoprilat are also able avoids an iron-driven alteration of chromatographic
migration of RBCs already at therapeutic concentrations. Thus, any drug, which is able
also to avoid the extremely adverse actions of free iron, has a higher therapeutic impact

compared with compounds lacking such effect.
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AKE inhibiitorite toime eritrotsuitide ravast
tingitud deformatsiooni muutustele

Kislli Teder, Kersti Zilmer, Jaak Kals, Mihkel Zilmer - TU bickeemia insttuut

kaptopriil, ramiprilaat, fosinopriloat, rud, eritrot siidid

Téds vurifi, kas AKE inhibiiterid kaptepriil, ramipriil ja fesinepriil en véimelised terapeutiliste skentsentrat
sisonides in vitro dra hoidma ravd-initsieeritud eriitrotsiiitide defermatsiconi vihenemist. Kuna ramipriil
ja fesinepril muudetakse erganismis aktivvermideks, vuriti nende pubul aktiiveerme ehk ramipriaati ja
fosinopriaat. Eritrotsiitide deformeeritavust hinnat kromategraafilise migratsieoni kavdu, mitrates
seda enne jo pdrast ravimiga eeltdétust. Leit, &t rava poolt pdhjustatud eriitrotsiiitide deformatsiooni
withe nemist takistasid kiik vuritavad ained jo seda juba terapewtilistes kontsentratsiconide s, Erinevate
AKE inhibiiterite toime efelctiiveus oli samal ajal séluv rovakent sentratsisonist.

Kargenenud arteriaaln e vererdhk méjutab paljude
kardiovaskulaarsele haiguste kulgu. Sageli kasu-
latakse verershu langetamiseks angiotensiini kon-
verteeriva ensiimi [AKE| inhibiitoreid: kaptopriili,
fosinoprili, ramipriili, enalapriil, lisinoprili jt (1).
Uuringud, mis tooksid esile vusi aspekte seda
1iiipi AKE inhibiitarite kohta ja seda vardlevalt,
on hiipertensiconi ravis viiga vajalikud, sest ravi
on pikaajaline, tihi elukestev. AKE inhibiitorite jo
mikrotsirkulatsiooni seosed on verershu seisukohalt
vieluna viga olulised (2). Seega peaks teadma
hiipertooniaravimite mju erltrotsiidlide ja leiste
vererakkude recloogilistele parameetritele. Eelne-
vast ldhtdes vurisime erltrotsiitide deformeerita-
wust, mis tegelikult otsustabki nende vaime labida
viiga viikese labimadduga kapillaare piisava
kiirusega. Testisime seda rava juuresolekul, sest
kahevalentne raud on ks vSimsamatest pro-oksi-
dantidest, rauda vabastavaid sindmusi esineb
inimorganismis tikli ning samas on ka ravaprepa-
raatide kasutamine viiga sage. On teada, ef raud
viib kestva cksidatiivse stressi tingimusles oma
sidujatest, ka hemoglobiinist ja ferritiinist, vabane-
da. Vabad ravaiconid pahjustavad eritrotsiitide
membraanilipiidide peroksidatsiooni ning kahjus-
tavad erltrotsidfide membraani, mistdtu héirub
erltrotsiitide elastsus jo deformeeritavus ning
nad vaivad viikestes veresoontes peetuda, aga
ka verevoolu Bty puruneda (1, 3, 4).

Uurimuse eesmérgiks oli vurida, kas
» AKE inhibiitoritel endil vaiks olla terapeutilises
kontsentraksioonis erftrotsiitide deformeeritavust
hiriv taime;
* raud majutab erftetsiitide deformeeritavust
ning kas AKE inhibiitorid vaiksid omada kaitsetoi
met rava maju suhtes.

Uurimismaterjal ja -meetodid

Tads vuriti kolme AKE inhibiitorit: kaptopriili,
ramipriili ja fosinoprili. Kaked teastati organismis
teimet avaldavate ravimivermidega, st kaptopriili,
ramiprilaadi ning fosinoprilaadiga (vastavalt
ramipriili ja fosinopriili aktiivsed metaboliidid).
Kaptopriil saadi Ravimiametist, ramiprilaat firmast
Awenlis Pharma (Hoechst AG), fosinoprilaat firmast
BristalMyers Squibb. Veeniveri vaeli vabatahtlikelt
tervetelt doonaritelt hepariiniga Vacutainer-katsu-
titesse, Téds kasutali [Usioloogilises lahuses lahus-
tatud ravimeid jargmises |5ppkontsentratsioonis:
kaptopriil 5 pM, ramiprilaat 7.5 ng/ml, 15 ng/ml
ja 30 ng/ml ning fosinoprilaat 125 ng/ml ja
175 ng/ml. Meed wvaliti kifjanduse andmetel.
Kaptopriili suukaudne annus on 50...100 mg pde-
vas, mis annab plasma sisalduseks 3-8 pM (5,
&). Fosinopriili Thekordne suukaudne annus on
10 mg, millest moodustub plasmas 113...242 ng/
ml fosinoprilaadi sisalduse (7, 8). Ramipriili Uhe-
kordne suukaudne annus 5 mg vastab plasma



4..10 ng/ml ramiprilaadi sisaldusele (%, 10).
Pro-cksidantse koormuse mudelsisteem tekitati
FeSO, - 7H,O kasutamisega inkubalsioonisegus
nii, et rava lappkontsentratsioon cleks 150 pM,
300 pM, 450 pM ja 600 pM.

Erlitrotsiitide krematograafilist migratsioo-
ni [EKM| médral kromatograafilisel paberil Filfrak
388, kasutades meie viljparendatud mudelsistee-
mi, mis pahineb eelnevalt kirjeldatd meetadil (171).
Eriitrotsiidid eraldati verest isentrifuugimisel: 500
podret minutis 5 minuti jooksul. lscleeritud erlit
rotsiidid pesti neli korda 0,9% MaCl lahusega.
Viimase tsentrifuugimise jirel resuspendeeriti erliro-
isitdid fisicloogilises lahuses 0% “hematokritini”,
Erltrotsiite inkubeeriti 60 min 37 *C juures ilma
pro-cksidandita (raud) ning pro-cksidandi erineva
kontsentratsiooni juures ilma ravimita (kentroll).
Ravimi maju vurimiseks eelinkubeerit e rotsittide
suspensiooni ravimi lahusega 10 min 37°C juures
enne 0,1 ml Fe®* lahuse lisamist. Kromatograalilise-
le paberile harisoniaalsel raamil pipeteeriti 0,2 ml
fisicloogilist lahust (lahust) ning 60 sekundi pérast
kanti samasse keskpunkli 0,02 ml eritrotsiitide
suspensiconi (katse). Malema ala {lahusti ja katse)
diameetrid [vastavalt dl ja dk) maadel 60 sekundi
pérast, EKM [protsentides) arvutali jérgmise valemi
kohaselt: &

EKM= - 100%

Andmete stalistilisel anal Disil kasutati arvutiprog-
rammi Micrasolt Excel. Erinevust peeti statistiliselt
oluliseks p <0,05 korral.

Tulemused

Eelkatsetes leiti, e kasutatud ravimite toimel el
rotsiiitide kromatograafiline migratsioon ei muutu,
Raua teimel eritrotsi Otide deformatsioon viheneb
ja seda rava kontsentratsioonist séltuvalt ning
slatistliselt t5enddliselt. Tabelis 1 on toodud EKM
erinevate ravakentsentraticonide juures. Deformal-
siooni vithenemine viliendus editrolstitide poolt
tekilmtud migratsiconiala diameetri vihenemises
rava juuresolekul. Ravimite toimel ravd-ingitud
eritrotsiiiide kromatograafilise migratsiooni suhies

nditavad tabelis 2 loodud andmed. Sedl on toodud
ravimite kaitsetoime protsentides. Mida suurem
on see ary, seda vdimsam on ravimi kaitsetoime.
Lisagem, et 155 kasutatud suuremalte ravakontsent-
ratsiconide 16ty on igasugune siatistliselt tGendo-
line kaiselsime deformatsiooni vithema héirumise
seisukchalt igali positiivne. Magu niha tabeli 1 jo
2 andmete kdrvutamisel, kailseb 5 pM kaplopriil
eritrotsiitide membraane Fe®* peroksidatiivse
toime eestidielikult ravakontsenratsiconil 150 phd,
kusjuures see kaiketoime on shalistiliselt 1Genéo-
line nagu ka 300 pM ja 450 pM rava puhul.
Ramiprilaadi kontsentrakioonid 7,5 ng/ml, 15 ng,/
ml jo 30 ng/ml kaibevad samuti Fe®* oksidaliiv-
se toime eest. Statisiliselt tGendoline kaitsetoime
on kaikidel ravimikontsentratsioonidel 300 pM
ja 450 pM Fe?* juures. Tahelepanu védrib see,
el kaitsetoime on 30 ng/ml ramiprilaadi lahusel
pisut tugevam kui kaptopriili puhul. Lisaks esineb
30 ng/ml ramipriloadi lahusel teatud kaitsetoime
isegi 600 pM Fe™ juures. 125 ng/mlja 175 ng/ml
fosinoprilaadi lahustel on statistiliselt 15enéoline
kaitsetoime vaid 600 pM Fe?* juures.

Tabel 1. Rava maju eritrotsiifide kromatogroafilisele
migratsioonile (muutused statistiliselt toengolised)

Kontroll 150 puM Fe'* 300pM Fe™ 450 pM Fo™ 600 pM Fo™
100% k) A5% % T
Kaontmliks erliratzidid flsidooglizes: ahuses.

Hajuwuspiiid 5-10°% niidu whfiriusest.
Tabel 2. Kaptopriill (KAF; n = 12), rilnodi (RAM;
n=8];Tmim aadi (FOS; n = 10) kaitsetoime
(protsentides) vostava rovakontsentratsiooni juures

150 pMFe® 300 M Fo'* 450 M Fo™ 600 uMFa™

& UMK AP 4" [ ™ 2
TAml 2 11" 5 2
mil R

15 ng'mi RAM 1 ™ a a
30 nglemi RAM 4 a* i 3*
125 gl i 1 L} a
mil FO3

175 rgd ] ] 3 a*
ml FOS

* p=0,05

Hajuwusgirid 5-10°% niidu viiruses:.



Arutelu
On selge, et ravimid, mis on suutelised dra hoidma
vaba rava véiga véimsat pro-cksidantset kahjulikky
toimet, omavad ka teatud anficksidantset loimet ja
on seega suurema terapeutilise potentsiaaliga kui
ravimid, millel seline efekt puudub vai mis hoopis
vaimendavad raua kahjustavat lnimet. Ravaproblee-
mid on Uha enam padevakerral ka seetdth, ef rava
kuhjumine organismis on vimasel ajal tdusnud mitme
haiguse oluliste palogeneesifakiorile hulka,
Mikrotsirkulatsiooni nermaalseks toimimiseks
peavad eritrotsiidid deformeeruma, et labida
kitsaid, endast véiksema diameetriga kapilaare.
Eritrctsildid on oksidativse kahjustuse subtes eriti
tundlikud Enu suurele polikillaskamata rasvhapete
hulgale membraanides, suurele rakusisese hapni-
ku ning hemoglobiini hulgale, mis on kahjustava
oksiidativse stressi vaimalikuks soodusiajaks | 3).
Suhkruhaigetel, hem odialiisi patsientidel, krooni-
listel alkohoolikutel, kardievaskulaarsete haiguste
korral on erltrotsi Otide membraanilipiidide nd-
likkus peroksidatsiooni suhles suurenenud (3).
Lisaks on kérgenenud verershu, subkruhaiguse
korral ja miiokardiinfarkti jéirel suurenenud plasma
gamma-glutamiilranspeptidaasi (G GT) aktivsus,
korge GGT akfiivsusega inimestkel on suurenenud
eritrotsiitide cksidatsiconitundlikkus jo vihe-
nenud nende deformeeritavus (3). Sivenenud
oksidativse sressi kormal (see on aga hiperen
sioonile viiga omane| vaib raud oma sidujatest (sh
ka hemoglobiinist) vabaneda ning pdhjustoda ert
rotsiitide membraanilipiidide peroksidatsiooni,
mis vihendab eritrotsidtide deformeeritavust (1,
3, 4). AKE inhibeerimine mamiprilliga soodustab
hemodinaamika paranemist, suurendab endotee-
list séliuvat vasodilatatsiconi [12) ning parandab
perifeerse oblitereeruva alerosklercosiga palsienti-
de elulemust (13]. Veel vithendab ramipriil sidame-
puudulikkuse tekke kiiru st kardiovaskulaarsele tosis
tuste suhtes suure riskiga patsientide grupis (14).
| tiipi diabeediga hi perglikeemiliste] patsientidel
viib ravi viikse ramipriiliannusega parandada
mikrotsirkulatsiooni ka enne mikrovaskulaarsete
komplikatsioonide ilmumist {2).

On leada, et normaalne seerumi ravasisaldus
on meestel 11-28 pM ja naistel &,6-26 pM (15).
Selles tads valisime suvuremad ravakentsentra-
tsiconid kui tavaliselt sissevéetavad preparaadid
veres tekitada vaiksid, kuid sellised ravakantsent-
ratsivonid vaivad organismis lokaalselt tekkida ja
seda kindlasti mitmete patoloogiliste sindmuste
puhul. On selge, et kui ravim suudab elimineerida
suuremast rauakontsentratsioonist tekitatud kahju,
siis vdiksemalel ravakontsentratsioonidel sellega
probleeme ei teki. Rava profilaktiine annus on
tavaliselt 30 mg, ravidoosina kasutatakse ka
100 mg. Mitteheemsest ravast imendub umbes
5%, seega vastavall 1,5 mg ja 5 mg, misannab 5 |
veres kontsentratsiooni kasvuks 0,3 mg/1 (5,4 pM)
ja 1 mg/l (17,2 pM). Kuid veres on ikkagi tegu
transferriiniga seotud ravaga, mite vaba kaheva-
lentse ravaga. Seega ei soa silualsiooni seerumis
otsesell oksidaliivse stressi mudelsisteemis lekita-
tud kentsentratsioonidele ile kanda.

Meie B8st selgub, et kaptopril, ramiprilaat ja
fosinoprilaat on vaimelised juba terapeutilistes
kontsentratsioonides viltima ravaiconide poolt
pahjustatud eritrotsiitide deformeeritavuse
olulist vihenemist. Uuritud ravimite kaikev toime
soliub Fe®* konlsentratsioonist: véikse ravakont
sentratsiooni (150 pM|) pohijustatud erltrolsh Otide
kromatograalilise migratsiooni muutuste eest kaitses
héisti kaplopriil. Keskmiste ravakontsentratsioonide
(300 pM ja 450 pM) eest kaitses ramiprilaat ning
kdige suurema ravakentsentratsiooni (&S00 pM)
puhul oli teatud kaiseloime fosinoprilaadil.

AKE inhibiitorite lipiidide percksidatsiooni
vastast kaitsetoimet saab seletada metalli
kelaatimisega (1, 16, 17), vabade radikaalide
piddmisega (1, 16, 17), nende miltespetsiifilise
seostumisega makromolekulide nende aladega,
mis on olulised vabade radikadlide genereerimises
vai vabade radikaalide rinnakus (1), Reaktiivsete
hapnikuosakeste [ROS) genereerimine on kata-
[G0situd muutvva cksidatsiooniastmega metallide
ivonide (eeskit ravaioonide) poalt, aga kui metal
kelaatida, siis ei soa ta kiituda pro-oksidandina.
On néidatud kaptopriili, enalaprilaadi ja lisinopriili
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vaske jo rauda kelaatival toimel ning jéreldatud,
et SH-grupi elemasolu struktuuris e pruugi clla
seega ROS plidmise vaime aluseks (1, 17). Siiski
seostatakse seda tihti just kaptopriili koostises
oleva tioolrihmaga: vabad radikaalid ja teised
cksidandid reageerivad esmall sellega konvertee-
rides SHerihma fiilradikaaliks vai oksideerides
kaptopriili disulfiidiks (1, 16). Vask moodustab
kaptopriili, endlaprilaadija lisinopriliga komplekse
suhtes 1: 1 (metall : ligand), raud on kemplekside
metall : ligand tekkes vasest viiksema efekliivsuse
ga [17). Seega ei saa meie 1585 imnenud efekti
seletada rava kelaatimisega, AKE inhibiitoritel on
kaitsetloime rava pro-ckstidantse toime subtes, kuid
ise nod eritrotsiitide kromalogradtilist migratsiooni
statistiliselt ei méjuta. Kuna raud on keskne pro-oksi-
dant, wdib nende AKE inhibiitorite toimet pidada
anticksidantseks toimeks. Saadud tlemused vila-
vad AKE inhibitorite posifivsele majule, sest nad
lakistovad eritrokiilide deformeerumise langust,
mis vithendab oluliselt vaimalusi mikrotsickulatsiooni
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The effect of ACE inhibitors on iron-induced deformability of RBCs

We studied in vitro the effects of three ACE inhibitors
at therapeutic concentrations on ironcoused alierction
of deformability of red blood cells (RBCs). Ramipril
and fosinopril oct as prodrugs; their active metabolites
are ramiprilet and fosineprilat. In cur study, we used
captoprl, remiprlet and fesineprilat. Chremalo graphic
migration of RBCs (o marker of their deformability) was

measured with and without pre-trectment with cepiopnil,
ramiprilat end fosinoprilat. The experiments showed
that they all suppressed iron coused clieration of RBCs
deformability already of therapeutic concentrations. The
efficiency of the subsionces used wos dependent on iron
concentration,
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ABSTRACT

Background: Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors have been available in
clinical practice for treatment of several cardiovascular pathologies, but their all-
possible molecular actions remains to be elucidated. As high-grade oxidative stress
(OxS) is one of the key factors for several cardiovascular pathologies studies about
different preventing influences of drugs on OxS-driven damages are urgently needed.
Objective: We studied the effects of captopril at therapeutic concentrations on oxy-
resistance of non high-density lipoprotein (HDL) fraction (LPF) and iron-caused alte-
ration of deformability of red blood cells (RBC), and measured its antioxidant activity
and hydroxyl radical scavenging potency.

Methods: The resistance of LPF to oxidation was estimated by permanent monitoring
of the formation of diene conjugates. Chromatographic migration of RBC, a marker
their deformability, was measured with and without captopril pretreatment. The
antioxidant activity of captopril was determined using a standard kit, and the hydroxyl
radical scavenging potency of captopril was elucidated using terephthalic acid method.
Results: Captopril elongates the lag-phase of LPF (p < 0.05) and avoids an iron-
caused alteration of chromatographic migration of RBCs already at therapeutic con-
centrations (p < 0.05). Captopril has relative high antioxidant activity and exhibit

potency for scavenging of hydroxyl radicals.



Conclusions: According to this study we consider that, captopril acts as quite effective
high-grade OxS-suppressing compound in several in vitro models. These findings
facilitate to explain more clearly beneficial clinical effects of captoril.

Key words: captopril, cardiovascular diseases, iron, oxidative stress, plasma

lipoproteins

INTRODUCTION

Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors have been available in clinical prac-
tice for treatment of arterial hypertension, congestive heart failure and after acute
myocardial infarction. '**** Recent evidence indicates their additional favorable
clinical effects via hitherto not exactly known ways, even when used in patients without
high blood pressure or left ventricular dysfunction. '

Besides general well-known cardiovascular risk factors morbidity and mortality
of these diseases depends also on the severe prolonged oxidative stress (OxS)
characterized as disturbed balance between pro-oxidants and antioxidative defense. The
OxS plays crucial role in the pathogenesis and disease progression of cardiovascular
diseases via several mechanisms including OxS-driven transformation of plasma
lipoproteins. Excessive modification of plasma non high-density lipoprotein (HDL)
fraction (LPF) is detectable specific change in atherogenesis. 8

Any manipulation, which prevents plasma lipoproteins to excessive oxidation,
decreases their atherogenity, which is important aspect tested for several drugs. Studies
have demonstrated that ACE inhibitor captopril, a derivative of proline, has

13,14, 16-18

antioxidative properties, which is advantages over other drugs without this

effect *'° It has been shown that captopril inhibits oxidation of LDL in vitro. 2**'

n
patients with diabetes mellitus type 1, using of ACE inhibitors is more recommended as
well as compositions of LDL in these subjects are more susceptible to oxidation, which
is additional factor that predisposes diabetics to cardiovascular disease."'""'* Captopril
therapy reduced fatal cardiovascular events by about one-half in diabetic patients with
hypertension. *

Thus, it is necessary to continue investigations elucidating different possible
ways of expression of antioxidativity of captopril. However, data about effects of
captopril at therapeutic levels on oxidation of LPF (LDL+VLDL), as well as on
deformability of RBC, are absent. In the present study we evaluated: a) the effects of

captopril on oxidation of LPF at therapeutic concentrations; b) the preventing action of



captopril at therapeutic concentrations on the iron-caused alteration of deformability of
RBC; c) antioxidant activity of solution of captopril compared with Trolox (a water-
soluble analogue of vitamin E) standard and d) the hydroxyl radical scavenging potency
of captopril (including its ICsy value) concerning the therapeutic concentrations of

captopril.

PATIENTS AND METHODS

Subjects

The Ethics Committee of the University of Tartu approved the study protocol. Blood
samples from healthy volunteers aged 20 to 50 years were collected after an overnight

fast and plasma was obtained by centrifugation at 1500 g for 15 min.

Reagents

Captopril (1-[2(S)-3-mercapto-2-methylpropionyl]-L-proline), CuSOs, FeSO,, tereph-
thalic acid (1,4-benzenedicarboxylic acid), dextran sulphate Na-salt and all the other
reagents, with an analytical grade, were purchased from Sigma (USA). All the used

procedures met the criteria and principles described in basic literature. ®

Isolation and Oxidation of LPF
The LPF was precipitated from 2 ml twice diluted plasma by adding 0.2 ml
precipitation reagent (dextran sulphate/magnesium chloride solution 1:1 of 2% of
dextran sulphate and 2M MgCl,, pH 7.0), vortexing for 1 min and centrifuging at 1500g
for 10 min. »* In order to remove EDTA, the pellet of LPF was suspended in 2 ml 0.9%
phosphate-buffered saline and reprecipitated by adding 0.1 ml precipitation reagent,
vortexing and centrifuging. The pellet of LPF was dissolved in 4% phosphate-buffered
saline, its content of protein was assayed ** and adjusted to 2 mg protein/ml for the
study of oxidation of the LPF.

The resistance of LPF to copper-catalyzed oxidation (the lag phase of LPF) was
assayed according to the method described earlier. %%

initiated by the addition of a freshly prepared solution of CuSO4 x 5H>O (0.045mM) to
the LPF (2 mg protein/ml) and the oxidizability of the LPF was evaluated by

Briefly, peroxidation was

continuous monitoring (time-dependent monitoring) of the formation of diene
conjugates spectrophotometrically at an absorbance maximum of 234 nm at different

intervals of incubation at 37°C. To determine the effect of captopril on oxidation of the



LPF the latter was pre-incubated with the drug (0.003, 0.005 or 0.03mM) for 10 min.
The kinetics of diene formation (increase in absorbance versus time) can be divided
into three phases: the lag phase (insignificant increase in diene absorption), the
propagation phase (rapid increase in diene absorption) and the decomposition phase.
The resistance to oxidation was defined as the length of the lag phase. > The lag
phase/time was calculated from the interval between the intercept of the tangent of the

slope of the curve with the time-scale axis.

Chromatographic Migration of RBC

The maintenance of an ideal spatial form (ability for deformation) is crucial for RBC to
guarantee an ideal passage through the capillaries and therefore assure adequate
microcirculation. Chromatographic migration of RBC serves as a marker of the
deformability as well as functionality of the plasma membrane of RBC and membrane-
attacking very potent oxidative stressors (e.g. iron) is able to alter chromatographic
migration of RBC. The procedure was based on the fact that normal RBC migrate and
form almost identical spot on chromatographic paper under standard conditions,
whereas the membrane-attacking pro-oxidants cause alteration of normal chromato-
graphic migration. Determination procedure was based on the method described pre-

(261 and modified by us via the introduction of an additional iron-caused lipid

viously
peroxidation treatment of RBC. The latter allows assessing the resistance of RBC to
membrane lipid peroxidation.

For the experiments the fasting venous blood was collected and RBCs were
washed three times in 0.9% NaCl (centrifuged for 3 min at 500g after each wash). The
washed and packed RBCs were diluted to 60% ‘“hematocrit” in 0.9% NaCl. The
suspension of RBCs (0.2 ml) was incubated for 60 min at 37°C with 0.3 ml 0.9% NaCl
or with FeSOy at different concentrations. To determine the effect of captopril on the
iron- caused alteration of chromatographic migration of RBC the latter were pre-incu-
bated with the drug (0.005mM) for 10 min. Chromatographic paper filters (Filtrak-388
paper) were laid on the frames, 0.2 ml of 0.9% NacCl (an isotonic solution) was pipette
onto the application point (center) of the filters and 0.02 ml of suspension of RBC
(without or with iron) was pipette onto the same application point after 60 seconds. The

diameters of both solvent and the sample spots were measured after 1 min and

chromatographic migration of RBC values were calculated from ratio: diameter of the



sample spot/diameter of the solvent spot and expressed as arbitrary units. All assays

were performed in triplicate.

Antioxidant Activity

Antioxidant Activity serves as an indicator of the real antioxidant potency of a
compound investigated. This parameter was determined for captopril using the
commercial Total Antioxidant Status kit (Randox Laboratories, Ltd. Crumlin, UK). In
this test, ABTS (2,2 azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) was incubated with
peroxidase (metmyoglobin) and H,O, to produce radical cation ABTS". The latter has a
blue-green color, which was measured at 600 nm. The investigated compound causes
suppression of production of this color to a degree, which is proportional to its total
antioxidant capacity. The assay was calibrated via Trolox units and the antioxidant

activity value was expressed as mmol/l.

Hydroxyl Radical Scavenging Potency

Hydroxyl radicals are the most toxic free radicals, which cause damage to biomolecules
and cells. Using a solution of terephthalic acid as a chemical dosimeter for hydroxyl ra-
dicals *” the assay of hydroxyl radicals scavenging potency of captopril was performed.
The terephthalic acid dosimeter solution contained 10mM terephthalic acid in 10mM
sodium phosphate buffer at pH 7.5. Hydroxyl radicals were generated via the Fenton
reaction by adding 0.0lmM CuSO4 x 5H,O and 1mM H,0; to the terephthalic acid
dosimeter solution (10mM terephthalic acid in 10mM sodium phosphate buffer at pH
7.5). Captopril was dissolved in 0.9% NaCl and the latter was used as a control. The
reaction product of terephthalic acid with hydroxyl radicals was measured
fluorometrically at 312 nm excitation and 426 nm emission. The data were expressed as
an inhibition of the peaks of terephthalic acid hydroxyl radicals by captopril in
percentage. The ICsy value for captopril was calculated by sigmoidal dose-response

(variable slope) analysis.

Statistical Analysis
The results were expressed as the mean £ SD. The One-Way ANOVA was used to

compare the differences between captopril and control, and the ICsy value for captopril



was calculated by sigmoidal dose-response analysis (Prism 2.0 (GraphPad Software

Inc., San Diego, CA, USA). Statistical significance was defined as p < 0.05.

RESULTS

As shown in Table 1 captopril significantly (p < 0.05) elongates the lag-phase of the
LPF at therapeutic concentrations (62 + 8 and 78 + 8 min, respectively for 0.003 and
0.005 mM of captopril) compared with control (40 £ 6 min). At non-clinical level of
captopril (0.03mM) such effect was not significantly higher.

Effects of captopril at therapeutic concentrations on the iron-caused alteration of
chromatographic migration of RBCs are presented on the Figure. At therapeutic level
captopril was able to avoid the iron-caused alterations of chromatographic migration of
RBCs up to high (up to 0.4mM) concentration of iron.

Table 2 shows that captopril has remarkable antioxidant activity in comparison
with Trolox, characterized by 2.65 £ 0.40 mmol/l (Trolox standard has value 1.65
mmol/l).

On the basis of the enhancing effects on resistance of LPF and remarkable
antioxidative activity of captopril we attempted to elucidate the hydroxyl radical sca-
venging potency of captopril. The data presented in Table 2 indicate that captopril
scavenges hydroxyl radicals induced in the Fenton reaction. Based on the dose-
dependent experiments we calculated its ICsy (a concentration of captopril required to

reduce hydroxyl radicals formation to 50%), which was 0.043£0.007mM.

DISCUSSION

Our findings of this study were that captopril elongates the lag-phase of LPF and avoids
an iron-caused alteration of chromatographic migration of RBC already at therapeutic
concentrations as well as has relative high antioxidant activity and exhibit potency for
scavenging of hydroxyl radicals.

Recent studies indicate that ACE inhibitors may provide multiple favorable
effects even when used in patients without hypertension and heart failure. ! There has
been demonstrated the antioxidativity of captopril, '>*'*'®!” but absent definite evidence
about mechanisms underlie such effects. Concerning the latter property it should be
noted that the investigated concentrations of captopril were in most studies higher than

used in actual clinical practice. The oral administration of captopril range is 50 - 100



mg per day results in plasma level 0.003 - 0.008 mM. *** However, the effects of cap-
topril at clinical levels on oxidation of LPF, as well as on deformability of RBC are
unexplored.

This study revealed that pre-incubation with captopril at its therapeutic concent-
rations remarkably increased resistance of plasma LPF to oxidation (Table 1). Con-
sidering the recent evidence that modification of plasma LPF caused by severe OxS, **
that plays the crucial in the pathogenesis of atherosclerosis, our data refer to possibility
that one of the favorable effects of captopril may be its antiatherogenic action.

We also investigated the antioxidative effects of captopril in vivo (data not
shown). In five hypertensive humans we measure different biomarkers related on OxS
and atherogenity before and after eight weeks treatment of captopril (100 mg per day).
Although, the number of patients is too small for statistical analysis, captopril has
distinct trend to reduce level of homocysteine (known both as pro-oxidant and an
independent atherogenic factor) of the and diene conjugates and increase the lag-phase
of oxidative LDL. These data also support evidence that captopril has several
antioxidative and antiatherogenetic effects in vivo.

ACE inhibitors, including captopril, are reported to have some anti-
inflammatory activity and are widely used in the treatment of congestive heart failure,
chronic renal failure and diabetic nephropathy. Captopril has been found to be capable
of providing protection against arrhythmias caused by ischemia - reperfusion. These
and several other unhealthy conditions are accompanied by substantial release of iron.
Free iron is an extremely potent pro-oxidant, which initiates the burst of highly toxic
hydroxyl radicals. ® Thus, any drug, which is able also to avoid the extremely adverse
actions of iron, has a higher therapeutic impact compared with compounds lacking such
effect. It has been shown that captopril is able at high concentrations (at non-clinical
levels) to protect RBC from hemolysis caused by high concentrations of non-
physiological pro-oxidants. ***' However, we demonstrated for the first time that
already at therapeutic concentrations captopril was able to avoid the iron-caused
alterations of deformability of RBC (Figure). This is quite interesting information
regarding the following aspects: a) the maintenance of an ideal spatial form (ability for
easy deformation) is crucial for RBC to guarantee an ideal passage through the capilla-
ries and to sustain a needed microcirculation during any treatment, and b) established
protective effect of captopril against free iron may be valid also concerning other blood

cells. We agree with the conception that the protective effect of captopril is based not



only on its iron-binding properties, ** as protective effect of captopril was expressed
also at concentrations of iron which are higher than the level of iron-saturation of
captopril (data not shown). Thus, captopril may diminish OxS-driven damages both via
metal chelation and free radical scavenging. 18

The antioxidativity of captopril should be rarely questioned, despite that has
been demonstrated that captopril at therapeutic concentrations fails to enhance
antioxidative properties as well as protect endogenous biomolecules against oxidative
damage in human plasma.'> It is obvious that short-time administration of therapeutic
doses of captopril cannot to change the total antioxidant capacity of human plasma,
because easy alteration of such basic homeostatic parameter of human plasma is
avoided by special potent systems in human body. Our findings, that captopril has
antioxidant activity and exhibit potency for scavenging of hydroxyl radicals (Table 2)
support the knowledge about beneficial clinical effects, via reduction of high-grade
OxS-driven events, of captopril in several clinical conditions. In addition, considering
the information that the target-dose of captopril can be increased over 100 mg per day
the value of ICsy for hydroxyl radical scavenging potency of captopril holds also the

attention. '®

CONCLUSIONS

We consider that, therapeutic concentrations of captopril enhance resistance of plasma
LPF to oxidation as well as avoid an iron - caused alteration of chromatographic
migration of RBC. Antioxidant activity and potency for scavenging of hydroxyl ra-
dicals of captopril (also supported by human pilot data, including decrease of
homocysteine level) facilitate to explain more clearly beneficial clinical effects of

captopril.
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Table 1. The effects of captopril on lag-phase of plasma LPF.

Captopril Lag-phase of LPF (min) Lag-phase increase
concentration (mM) Control Captopril by captopril (min)
0.003 (n=4) 40+ 6 62+8 22+ 12 (p <0.05)
0.005 (n=4) 40+ 6 78 £8 38+ 10 (p <0.05)
0.03(n=4) 47+7 89t 12 42+ 15 (p<0.05)

All values are given as mean = SD. LPF = non high-density lipoprotein fraction.
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Table 2. Total antioxidative capacity and hydroxyl radicals scavenging potency of

captopril.

Captopril concentration (mM)

Total antioxidant capacity

(mmol/T)

ICso (mM)

0.03

2.65+0.4 (n=3)

0.043£0.007 (n=5)

All values are given as mean = SD

ICsp is the concentration of captopril that reduces formation of the hydroxyl radicals to

50% of its normal value (it is calculated based on a dose-dependent data from the

hydroxyl radical scavenging experiments).
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Figure. The protective effect of captopril on the iron-caused alteration of deformability
of the red blood cells (RBC). Each point represents the mean + SD of six experiments.
The arbitrary value of normal chromatographic migration of RBC was 32.2 and
captopril does not change this value. At therapeutic concentrations (0.005 mM)
captopril was able to prevent the influence of iron (p < 0.05) up to 0.4 mM

concentration of the latter. * p <0.05 compared with control.
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