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Bevezetés

Az 1980-as évektdl kezdve jelentds felfedezések torténtek a bioldgiaban egy egyszerii
vegyiiletnek, a nitrogén monoxidnak (NO) kdszonhetéen. A NO részt vesz a vaszkularis tonus
szabalyozasaban, mint az adrenerg szabalyozas antagonistaja. A vérlemezke aggregaciot és az
érfalhoz vald tapadast gatolja. Emellett a NO simaizom relaxacidt okoz az érfalban és az
emésztérendszerben. A NO a kozponti és a periférias idegrendszerben is kifejti hatasat. A
1égzdszervrendszer, az emésztdszervrendszer és a nemzOszervek aktivitasat is befolyasolja. A
felfedezések jelentOségét az is alatamasztja, hogy 1998-ban az orvosi Nobel dijat a NO molekula
szerepének vizsgalataért osztottak ki.

A kutatasok ebben a témaban annyira szertedgazdak voltak, hogy egy Uj biologiai
témakar épiilt a NO szerepére. A NO vizsgalata elkiiloniilt kémiai, bioldgiai és gyakorlati 4gakra
is. A NO-nak a jelen dolgozat a terapias alkalmazasat vizsgalja, ezen beliil a NO szerepét a
lokalis vérellatas javitasaban. Ezen kiviil egy kézismert endogén NO donor, az S-nitrozoglutation
(GSNO) stabilitasat, topikalis terapias alkalmazhatosaganak lehetdségeit.

Az endotél funkci6 romlasdnak kozismerten komoly szerepe van a nem megfeleld lokalis
vérellatas kialakuldsdban. Kezelés hianyaban érsziikiilet, diabétesz mellitusz ¢és ehhez
kapcsolodo szervi elégtelenségek alakulhatnak ki. Az endotél funkcid romlasanak egyik f6 oka
az endotél NO termeld rendszerének elégtelen mikodése. Amennyiben a NO termeld enzim
rendszer miikddésképtelen, példadul cukorbeteg 1ab szindréma esetén, a periférias vérellatds
fokozésara csak a direkt NO leadasra képes vegyiiletek hatasosak.

A NO donor vegyiileteket 6t f& csoportba oszthatjuk. Ezek koziil a két legegyszeriibb
képviseld a szerves nitratok (nitroglicerin), €és a szerves nitritek (amil nitrit) csoportja.
Hasznalnak tovabba szervetlen nitrozo vegyiileteket (natrium nitroprusszid), szerves imineket
(molszidomin), illetve nitrozalt tiolokat (S-nitrozoglutation).

A NO donorok koziil az GSNO-t kivéve mind szisztémasan hatnak, igy a GSNO {6
eldnye az, hogy a tobbi hatdoanyaggal szemben helyileg alkalmazhat6 topikalis értagito, emellett
metabolizmusa is jol ismert, mivel az emberi endotél eredetii értagitd rendszer fontos része.

Az S-nitrozotiolokat (RSNO-kat) altalanossagban egy tiol és egy NO forras reakcidjabol
allitjuk eld, ez GSNO esetén a glutation (GSH) és egy NO forras reakciojabol ered.



A GSNO alkalmazéasanak a legnagyobb akadalya a gyors bomlas. Szildrd formaban a
GSNO stabilitasat foleg hiitéssel lehet fenntartani, ezért -20°C-on vagy még alacsonyabb
homérsékleten kell tarolni. Ezen kiviil fokozhaté a stabilitas mikronizalassal, GSNO sok
képzésével, illetve az inert gaz alatti tarolas is hatékony (CO,, Ny).

Terapids szempontbol a legfontosabbak a vizes oldatok, a GSNO stabilitasat oldatban
széleskortien vizsgaltdk. A GSNO két tautomer formaban lehet jelen, ezek megoszlasa,
koncentracioja is befolyasolja a stabilitast. Emellett vizsgaltdk fém ionok hatdsat, aszkorbinsav
¢s kénhidrogén pH fiiggd hatasat.

Az irodalombol ismert NO leadasra kifejlesztett GSNO formulédciok féleg filmek és
hidrogélek, azonban ezeket az eldallitds utdn azonnal felhasznaltdk vagy lefagyasztottak.
Eltarthatosagot, illetve a stabilitds és a hatdsossag kozotti dsszefliggéseket nem vizsgaltdk. A
kutatdsaink sordn gél, film és fagyasztva szaritott parndkat vizsgaltunk, mint potencialisan
alkalmazhat6 formulaciokat.

A NO leadast az egyes formulaciokban spektrofotometrias méréssel kovettilk nyomon.
Az altalunk hasznalt primer RSNO-k ¢élénkvordsek, karakterisztikus hulldmhosszuk lathato
tartomanyban az 540-545 nm-es tartomanyban van, illetve UV tartomanyban 333 nm-en. Ezen a
két karakterisztikus tartomanyban abszorbeal legintenzivebben az -S—NO kotés. Tekintve, hogy a
GSNO bomlasa soran oxidalt glutationra és NO gazra bomlik, felbomlik az —S-NO kotés, ezért a
bomlast UV tartoményban a 333 nm-es karakterisztikus hulldmhosszon, illetve lathato
tartomanyban az 545 nm-es hulldimhosszon vizsgalhatjuk.

Korabbi kisérleti GSNO alkalmazasok eredményei alapjan azt a kovetkeztetést lehet
embolizacidt és a vérlemezke aggregaciot, ezeket akut beavatkozasoknal vizsgaltak leginkabb.
Nagyobb dozisit GSNO alkalmazhat6 vérnyomascsokkentésre, példaul az egyéb értagitod
kezelésre nem reagald pacienseknél. Tovabbi eldny, hogy a GSNO helyi alkalmazasa boron,
vagy nyalkahartydn at hatékonyan haszndlhaté helyi értagitoként szisztémds vérkeringési

zavarok kivaltasa nélkiil.



Célkitizés

1. Kisérleteink soran a kémiai kornyezeten beliil a masodrendii kotések, a pH, az inert
atmoszféra és gyokfogd enzimek bomlasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Azt
vizsgaltuk, hogy ezeknek a tényezOknek a valtoztatdsaval lassithatéo-e a bomlés,

illetve azt, hogy milyen mechanizmus allhat a stabilizalas/destabilizalas hatterében?

2. A terapias alkalmazas szempontjabol fontos kérdés, hogy maga a GSNO-e a
hatdanyag, és ha igen, akkor hogyan fejti ki a hatasat. Ez két f6 lehetdséget vet fel: az
egyik soran a GSNO a szervezeten beliil fejti ki a hatasat (a GSNO enzim katalizalt
korforgasaban, vagy mint NO donor), mig a masik esetben a GSNO nem jut be a
szervezetbe, csak a bomlasterméke, a NO. Ezért arra kerestiik a valaszt, hogy ha a

GSNO nem jut be a szervezetbe, akkor a bediffundalo gaz 6nmagaban elég hatékony-

e?

3. A hatékony formulacio kifejlesztéséhez sziikséges a hatdsmechanizmus ismerete, €s
egyfajta ,,controlled release” szabdlyozéds sziikséges. Ennek a megvalositdsdhoz
szdmba kell venni a kémiai kdrnyezet, a stabilitas és a hatdsossadg optimalis értékeit és
mindezt egy gyogyszerészetileg haszndlhatdé formuldcidban sziikséges Otvozni. A
jelen kutatas végcélja, hogy a tudomanyosan megalapozott stabilitas vizsgalatokat at
lehessen {iltetni a gyakorlatba. A f6 kérdés tehdt az volt, hogy terapidsan
alkalmazhat6 topikalis lokalis értagitdo formulacié kifejleszthet6-e az eredményeink

alapjan?
Anyagok és modszerek
G¢l matrixok eléallitasa (hidrogél, film, liofilizalt parna)
A vizes GSNO oldatokat a fent emlitett segédanyagok hasznalataval probaltuk

stabilizalni. A tesztelt géleket viz és kiillonb6z6 koncentracioja PVA (0-12 m/m %), PEG (0-55
m/m %) €és gyodgyaszatilag elfogadott segédanyagok (pl. kitozan) hozzaadéasaval allitottuk eld. A
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gélképzdket vizben, homogén oldat eléréséig kevertettik 20-60°C kozott. A stabilitas
vizsgéalatokhoz a 80 mM-os kiinduldsi torzsoldatot higitottuk 1:1 ardnyban a polimerek vizes
oldataval, tehat a hasznalt hidrogél oldatok 40 mM-os GSNO koncentracidjuak voltak. A
megmaradt GSNO mennyiségét a kiindulasi abszorbancia szazalékaban fejeztiik ki, vagyis a
frissen elkészitett GSNO elegyek abszorbancidjat lemértiik, majd a taroldsi szakasz utdn ismét
mértilk az abszorbanciat. A stabilitdst a tarolasi id6szak utdn megmaradt hatéanyag
mennyiségével jellemeztiik, szazalékban kifejezve. A gélképzOk hatasat a fent emlitett

gyogyaszatilag elfogadott segédanyagok hozzdadasaval is fokoztuk:

PVA (polivinil-alkohol)

e PEG (polietilén-glikol)

e kitozan (Chi)

e Na-alginat

e dextrin

e dextran

e HPC (hidroxipropil cellul6z)

e HPMC (hidroxipropil metilcelluloz)

e galaktin

Ezekbdl a segédanyagokbdl 0,01g/ml (1 m/m %) mennyiséget hasznaltunk fel minden
esetben. Az arra alkalmas gél matrixokbol filmeket képeztiink, egyszeriien csak a gélek
viztartalmanak elparologtatdsaval, és a filmek stabilizal6 hatdsat is mértiik. A filmképzésen kiviil
a stabilizalast fagyasztva szaritassal (liofilizalds) is probaltuk ndvelni. Az oldatokat 4°C-on
taroltuk fény kizarasa mellett, kiilonb6z0 tarolasi idészakon at, zart 96 lyuka lemezeken, hogy az

oldat parolgéasat megeldzziik.



Enzimek és inert atmoszféra hatasa

A GSNO torzsoldat stabilitasat enzimek jelenlétében is vizsgaltuk. A kisérlethez
szuperoxid diszmutadz (SOD, EC 1.15.1.1) és katalaz (Cat, EC 1.11.1.6) enzimeket hasznaltunk,
mindkettébdl 500 U/ml-t. A stabilitast N, atmoszféra alatt is vizsgaltuk, mely esetben N,-t
buborékoltattunk at a savas illetve a médositott pH-ji oldatokon. A bomlast spektrofotometrias
modszerrel vizsgaltuk 540 nm-es hulldmhosszon. Az oldatokat 4°C-on taroltuk, 5 napig fény

kizarasa mellett, zart, 96 lyuka lemezeken, hogy az oldat parolgasat megel6zziik.

pH hatasa

A pH stabilizal6 hatasat a GSNO, és két tovabbi RSNO; S-nitrozoacetilcisztein (SNAC)
¢€s S-nitrozo-3-merkaptopropionsav (SN3MPA) esetében is vizsgaltuk, mind az eldallitas, mind a
tarolas tekintetében. A GSNO és SNAC oldatokat kiilonb6z6 pH-n allitottuk eld, a pH értéket 0,3
és 12,6 kozott teszteltilk. Az oldatokat 4°C-on taroltuk, fény kizarasa mellett, zart, 96 lyukt

lemezeken, hogy az oldat parolgasat megeldzziik.

Ionos mechanizmus vizsgalata UV spektroszkopiaval

Az ionos mechanizmust vizes oldatban UV spektroszkopiaval tudjuk nyomon kovetni,
ugyanis az UV spektrumon bekovetkezd valtozas mindenképpen valamelyik Osszetevd atom-,
vagy molekulapalyajanak megvaltozott elektronszerkezetérdl ad tanubizonysagot. A bomlas
karakterisztikajanak vizsgalatdhoz ezért a GSNO mellett a GSNO-hoz hasonld szerkezetli vagy
elnyelésti tiolok (GSH, natrium hidrogénszulfid), nitrozovegyliletek (SNAC, SN3MPA) UV

spektrumanak valtozasat is vizsgaltuk a kémiai kornyezet (esetiinkben a pH) megvaltoztatasanak

crer

Gyokos bomlas vizsgalata TEMPOL és DEPMPO gyokfogé jelenlétében

80 mM-os GSNO oldatok bomlasat vizsgaltuk 1 mM TEMPOL (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oxil), illetve 20 mM DEPMPO (5-(dietoxifoszforil)-5-metil-1-pirrolin-N-



oxid) jelenlétében, vizes oldatban. A mérés soran a TEMPOL gyok jelének csokkenését
vizsgaltuk elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkdpiaval. A TEMPOL jele a GSNO-bol
keletkezett gyokokkel aranyosan csokkent. Négy oldatot vizsgéltunk, a kontroll oldat pH-ja 4,2
volt, a modositott pH-ji oldaté 8,8 volt, mindkét oldatot 1égkori és N, atmoszféra alatt is
vizsgaltuk. A mérést a TEMPOL kozépsd ESR jelének maximalis amplitidojdhoz tartozo
frekvenciajan mértiink 300 masodpercig, 20°C-on.

A DEPMPO esetében a szabad gyokkel alkotott addukt jelintenzitasat vizsgaltuk ESR
spektroszkopiaval, ami a GSNO bomlas soran keletkezett gyokokkel aranyos jelintenzitas
novekedésen alapszik. Két oldatot vizsgaltunk, a kontroll oldatot 1égkori koriilmények kozott

(pH= 4,2), illetve a modositott pH-ju oldatot (pH=8,8) N, gaz alatt.

Véraramlas mérés

A borfelszin alatti mikrocirkulaciot egy 'PERIMED Pericam PSI’ tipusu késziilékkel
végeztlik, amely a laser Speckle kontraszt elemzés elvén mér. A kisérlet soran 20 ul 40 mM
GSNO oldat értagito hatasat vizsgaltuk 0,8 mm x 0,8 mme-es teriileten, 25 miliszekundomonként
mértiink. Mindkét késziilék hasznalata soran minden mérés utan a vordsvértest intenzitast
minimum, maximum ¢&s atlagos értékkel jellemeztiik. Ezek alapjan pedig kiszamoltuk a
véraramlas maximalis novekedését (Qmax), azt az idot, ami a maximalis véraramlas eléréséhez
sziikséges (tpeak), €s azt az 1d6t, ami alatt a véraramlas a maximalis értékrol az 50%-ara (ti)

csOkkent. A kisérleteket human alanyokon végeztiik.

Statisztikai analizis

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

jeloltiik, p < 0,01 esetén ,,**”, p < 0,001 esetén ,,***”,



Eredmények

GSNO formulaciok eléallitasa (hidrogél, film, liofilizalt parna)

A harom tesztelt formulacio eltérden stabilizalta a GSNO-t, az optimalizalt 6sszetételi

formulaciok tarolasi kisérleteinek eredménye az 1. tablazatban szerepel.

napok maradék GSNO % hémérséklet
gél 14 tobb mint 90 % 4°C
film 28 tobb mint 36 % 4°C
liofilizalt parrna 7 tobb mint 88 % 4°C

1. tdblazat: A harom kiilonbozd formulacidval elért tarolési kisérletek eredményei

Az eredmények alapjan arra jutottunk, hogy a vizes gél kompozicié a legkedvezobb, ezért
ezt a formulédcidt valasztottuk a tovabbi kutatis-fejlesztés alapjaul. A tarolasi idoket ugy
valasztottuk meg, hogy az ugyanahhoz a kisérlethez tartoz6 mintdk Gsszehasonlithatdoak

legyenek.

Enzimek és inert atmoszféra hatasa

A mérés soran azt tapasztaltuk, hogy a N, atmoszféra stabilizalo hatdsa a meghatarozo, a

Cat és az SOD egyiittes hatdsa sem olyan hatékony, mint a Nj-es atbuborékoltatas.

pH hatasa

A pH modositasa a GSNO képzddési reakciot is €s a stabilitast is befolyasolja, a pH-t
kezdetben egyszerii vizes oldatokban 0,3 és 12,6 kozotti értékek kozott valtoztattuk, mértiik a
kiinduléasi abszorbanciat, majd 7 napig taroltuk az oldatokat 4°C-on, fény kizaradsa mellett.

Meglepd, hogy ugyan az eldallitdsnak az erdsen savas pH kedvez, azonban a stabilitas nagyon




gyenge, minddssze 6,7+0,1 % maradt a kiinduldsi mennyiségbdl 0,3-as pH értéken. Az is
varatlan volt, hogy enyhén ligos pH-n volt a legstabilabb (stabilabb, mint fiziol6gids pH-n),
majd a stabilitds ismét csokkent az erdsen lugos tartomanyban. Az eredmények alapjan a GSNO
pH=8,6-0s értéken volt a legstabilabb, 7 nap utan a kiindulasi mennyiség 52,1742,72 %-a maradt
meg (1. abra).

*kk
55 .

504
45+
404
354
304
25+
20+
154 *kk
104
5a

* k%

Maradék GSNO %

0,3 43 74 86 126
Tarolasi pH
1. abra: A pH hatdsa a GSNO lebomlésra,
egyszeru vizes oldatokban 7 nap tarolas utan 0,3-12,6-os tartoméanyban, (n=4). Az
eredményeket atlag+SEM-ként tiintettiik fel. *** p <0,001 a pH=8,6-0s oldat és az dsszes tobbi
oldat kozott. *** p <0,001 a pH=7,4-es oldat és az Osszes tobbi oldat kozott. *** p <0,001 a
pH=12,6-0s oldat és az dsszes tobbi oldat kdzott.

Az enzimek és a N, atmoszféra hatdsat Osszevetettik a pH valtoztatasaval, és azt az
eredményt kaptuk, hogy az enyhén lugos pH stabilizal6 hatasa szignifikans, sem a N, atmoszféra
sem az enzimek nem novelték szignifikdnsan a stabilitast, a pH modositas volt a legfontosabb
tényezo.

A pH-t, mint az eredményeink szerinti meghatarozo stabilizal6é hatasu koriilményt ezek
utan kombinaltuk azokkal a gyogyaszatilag ismert gélképzd segédanyagokkal, amelyek
(feltételezhet6en masodrendii kotések segitségével) gatoljak a GSNO bomlasat.

A pH modositas nélkiili gélekben (pH=4,8) a kiinduldsi GSNO-nak mindossze 0-25 %-a

maradt meg 25 nap utdn. Fontos megjegyezni, hogy a gélekben semmi fizikai valtozas nem volt
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lathat6, mind transzparens és homogén volt. A legjobb eredményt az 55% PEG-et tartalmaz6
oldatnal értiik el, ebben a kompozicidban a kiinduldsi GSNO 45,3 %-a maradt meg 25 nap utan.
Az elegyeket 4°C-on taroltuk, fény kizarasa mellett (2. Abra).

50+

404 KRR
PVA 2,6% - PEG 8%
PVA 2% - PEG 9,4%
PVA 1,3% - PEG 10%

304

Maradék GSNO %

= 3
20+ HE —
B EA PEG 15%
10- HE PEG 40%
HE @D PEG 55%
0- — - GSNO kontroll

pH 4,8 pH 8,8
2. dbra: A gélképzOk stabilizalé hatdsa modositatlan (pH=4,8) és modositott kémhatast
(pH=8,8) oldatokban, (n=4). Az eredményeket atlag+SEM-ként
tiintettiik fel. *** p <0,001 a 40 % PEG-et, az 55 % PEG-et tartalmaz6 pH=8,8-as oldat
¢s az Osszes tobbi pH=4,8-es oldat k6zott. Ezen kiviil a kontroll pH=8,8-as GSNO oldat
¢s az Gsszes tobbi pH=4,8-es oldat kozott

Ionos mechanizmus vizsgalata UV spektroszkopiaval

A pH modositads soran vizsgaltuk a GSNO spektruman fellépd valtozasokat, és azt

tapasztaltuk, hogy 0j karakterisztikus savok jelentek meg enyhén lugos pH-n.

Gyokos bomlas vizsgalata TEMPOL és DEPMPO gyokfogo jelenlétében

Mind savas mind ligos GSNO oldatban mértiik a TEMPOL jelének csokkenését 1égkdri
kortiilmények kozott és N, gaz alatt is. Az eredmények alapjan a gyok képzddés (ami egyenesen
aranyos a TEMPOL redukciojaval) csokkent az enyhén lugos (pH = 8,8) oldatokban a savas
oldathoz képest. Két nagysagrendnyi kiilonbség van a leggyorsabb és a leglassabb bomlasi
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sebesség kozott. A legstabilabb a lugos N, alatt tarolt oldat, a N, minden esetben lassitotta a
bomlast a 1égkori koriilmények kozott tartott oldatokhoz képest, de a pH modositas volt a
hatasosabb. A DEPMPO-val végzett mérések eredményeként azt kaptuk, hogy a pH eltolasa nem
mas utra tereli a reakciot, csak a reakcid sebességét lassitja, valdsziniileg polarizacid miatt,

vagyis az ionos komplex létrejotte helytallonak tiinik.

Véraramlas mérés

®
T

"‘\l
T

Vorosvérsejt intenzitas
(5, o
e <

40 T T T |
0 30 60 90 120

ido (perc)

3. abra: 40 mM-os GSNO oldat hatasa a véraramlasra

laser Speckle kontraszt elemzéssel (n=8).

A relativ véraramlas novekedést az optimalis, 25 napig tarolt GSNO hidrogél
alkalmazasaval valtottuk ki. A mérést laser Speckle kontraszt elemzéssel végeztiikk, a mért
maximalis relativ véraramlas érték 96,20+35,29 volt, a kiindulasi relativ érték 36,29+10,16 volt
(3. abra). Ennek a kisérletsorozatnak az eredményei szerint a véraramlas 24,16+9,38 perc alatt
érte el a maximalis intenzitast, ez a véraramlas érték ezutan 33,75+15,06 perc mulva csokkent a

maximalis érték 50%-4ara (n=8).
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Megbeszélés

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az RSNO oldatok (GSNO ¢s SNAC) eldallitasa
soran 20,04 %-kal, illetve 23,18 %-kal magasabb kezdeti koncentraciot értiink el, ha az
eléallitast savas kémhatasit NaNO; oldatban (pH=1,6) végeztiik lugoshoz képest. A kezdeti NO
donor koncentraci6 pedig lassabban csokkent, ha a pH-t enyhén lagosra (pH=8,4-8,8)
modositottuk a taroldsi szakaszban. A bomlas sebességét tovabb lehetett csokkenteni PVA/PEG
polimer matrixok alkalmazéasaval. A kombinalt mddszerrel a kiindulasi GSNO koncentracio 45,3
%-at lehetett megdrizni 25 nappal az eldéllitds utdn. Ennek a kompozicionak a topikalis
alkalmazasaval 200 % folé emeltiik a vordsvértest intenzitdst, ezzel bizonyitva, hogy a
stabilizalas nem ront a bioldgiai hatason.

Tehat mi is alatamasztottuk a polimerek stabilitas fokozo hatdsat, de a pH-nak még
jelentdsebb a szerepe eredményeink alapjan. Mivel a szerkezetvizsgalat vizes oldatokban nagyon
limitalt, ezért a bizonyitasainkat csak az UV spektroszképiara és az ESR spektroszkopidra
alapoztuk. A bomlés sordn az UV spektrumon bekovetkezett valtozasok és a tarolasi szakasz
alatti folyamatos pH csokkenésbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a bomlas soran sav keletkezik,
valosziniileg a GSSG keletkezése miatt. Mivel a tarolasi szakasz utdn a jelenlévo csticsok mellett
ujakat nem lattunk a spektrumon, ezért logikus magyarazat, hogy a pH moddositds miatt nem Uj
utra tereltiik a bomlast, nincs eddig ismeretlen bomlastermék. A GSNO bomlasterméke GS
(altalanosan az RSNO bomlasterméke a megfeleld RS") a lebomlas soran. A GS™ ionok részt
vesznek a GSNO lebomlasaban, mint koztes bomlastermék, majd a bomlas végsd terméke
GSSG, amely tovabbi pH valtoztatdsok hatdsara sem valtozott. Az eredményeink tehat azt
mutatjdk, hogy a pH valtoztatds miatt bekdvetkezd novelt stabilitds a szulfid ion
elektronszerkezetében 1étrejott valtozasok miatt van, valosziniileg egy ionos atmeneti komplex
formalddasa miatt.

Az ESR spektroszkopia sordn meghatarozott bomlasi sebesség kiilonbség majdnem két
nagysagrendnyi volt. Ebbdl is arra lehet kovetkeztetni, hogy a gyokds mechanizmustu lebomlas
lassult, valdszintlileg polarizacid és ionos komplex keletkezése miatt, ami lassitja a gyokos
bomlast, feltételezhetben az RSNO tautomer arany ionos forma felé toldsaval, és ennek
stabilizalasaval. Osszehasonlitasként és kiegészitésként vizsgaltuk bizonyos gélképzok

stabilitdsat modositatlan és ligos kémhatast vizes oldatokban, hogy tovabb ndveljik a GSNO
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stabilitasat. A f6 szempont a stabilizal6 hatés volt, de fontos volt a kezelhetdség, egyszerliség, ar
1s.

Szamos kisérlet utan a legjobb gélképzOk a PEG ¢és a PVA voltak, kiilonbozé
koncentraciokat vizsgaltunk a tovabbiakban. Nagy mennyiségli PEG hozzdadasaval majdnem 20
%-a maradt meg a kiinduldsi GSNO-nak, 25 nap tarolds utdn, savas kémhatdsu oldatban,
kisérleteink azonban alatamasztottak, hogy a pH modositas hatékonyabb, mint 6nmagéban csak a
PEG hozzaadésa. A mi kisérleteink is bebizonyitottdk, hogy viszonylag alacsony mennyiségben
hasznalt polimerek is csokkentik a bomlast, de a pH moddositassal kombindlva szignifikdnsan
jobb hatast értlink el, tehat a stabilizald hatast erésen pH fliggének taldltuk. A legjobb
kompozicidban, amelyben 55 m/m% PEG-et hasznaltunk, kozel a fele maradt meg a kiindulasi
GSNO mennyiségének 25 nap utan. Mindent Osszevetve bizonyos polimerek, illetve
szacharidok, ezek koziil is kimondottan a PEG valdsziniileg intermolekularis kotéseken keresztiil
stabilizal, és a pH modositassal kiegészitve a stabilitas tovabb fokozhatd az elméletiink szerinti
szulfid komplex létrejottével.

A bioldgiai hatékonysag tesztelésére human alanyokon vizsgaltuk a GSNO értagito
hatasat, a legstabilabb kompozicidt hasznéltuk 25 nap tarolas utan. A kisérletben azt tapasztaltuk,
hogy ez a megmaradt GSNO mennyiség az adott kompozicidban még mindig tobb mint 200 %-
kal novelte a vOrds vértest intenzitast. Ezzel arra az eredményre jutottunk, hogy a GSNO

potencialisan alkalmazhaté topikalis értagito.

Kovetkeztetések

Az S-nitrozotiolok kiszamithatatlanul gyors bomlasa komoly akadéalya annak, hogy
terapiasan alkalmazhato NO donorokként hasznéljuk ezeket a vegylileteket. Emiatt klinikailag
indokolt, hogy elérhessiink ¢s megtarthassunk egy magasabb RSNO koncentracidt, illetve hogy
megalkossunk egy olyan formulaciét, amellyel az eldallitdstol megdrizziik a bioldgiai aktivitast
addig, amig eljut a felhasznaloig.

Kisérleteinkkel aldtdmasztottuk, hogy a GSNO ¢és a SNAC oldatokat szinte
sztochiometrikus mennyiségben sikeriilt eldallitani a kiindulasi tiolokbdl, erésen savas NaNO;

oldattal, amelyet a legcélszerlibb enyhén lugos pH-n tarolni, polimer matrixok jelenlétében.
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Az enyhén bazikus pH a moddositatlan kémhatasi oldattal szemben kozel két
nagysagrenddel (95,9 %) lassitotta a gyokods bomlast. Az ESR mérések alapjan ezt egy stabilabb
ionos komplex képzddésével magyarazzuk. A pH mddositas miatt bekovetkezé RSNO szerkezeti
véltozasra az UV spektrumon megjelend uj elnyelési savokbodl kovetkeztettiink. A modositott
pH, amely a hosszu tava eltarolhatdsagot teszi lehetdvé enyhén lagos, de még a fizioldgidsan
elfogadhat6 tartomanyban van, tehat alkalmassa teszi terapias alkalmazasra.

Az optimalizalt komponensek ¢és pH modositas alkalmazasaval a kiindulasi hat6anyag
45,3 %-at tudtuk megdrizni 25 nap utdn, ez a kompozicio még mindig tobb mint 200 %-kal
fokozta a véraramlast.

Ez a felfedezés egy 1) lehetdséget nyjt egy stabil, de ettdl fiiggetleniil biologiailag aktiv
topikalisan alkalmazhaté RSNO oldat, vagy gél formulacié megalkotasara, amit széles korben
lehet alkalmazni a helyi vérellatds javitdsdra, a cukorbetegséggel jaré mikrocirkulacios

panaszoktol a sebgyogyitas eldsegitéséig.
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