ET-1 és Bosentan hatasanak vizsgalata normotenziv (WKY) és spontan hipertenziv
(SHR) patkanyok arteria mesenterica preparatumain
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Evaluarea efectelor ET-1 si Bosentan asupra arterei mesenterice a
sobolanilor normotenzivi (WKY) si hipertenzivi (SHR)

Introducere: Datorita relatarilor actuale stiintifice endotelina este cel mai
potent vasoconstrictor in organism, ea reprezintd coordonatorul univer-
sal al functiei celulare, avind un rol important in procesul patologic al
hipertrofiei, fibrozei, inflamatiei. Pentru atenuarea difunctiei endoteliale
o posibilitate este blocada receptorilor endotelinici, prin Bosentan, un
antagonist selectiv ET-A/ET-B.Obiective: Studiul asupra efectului con-
tractil a ET-1, respectiv caracteristicile vasculare ale bosentanului asupra
arterei mesenterice a sobolanilor normotenzivi (Wistar-Kyoto Rats), si
hipertenzivi (Spontaneusly Hypertensive Rats). Metode: Dupa izolare,
am sectionat artera, rezultindu-se doud preparate inelare (2-3mm) pe
care le-am mentinut in viatd cu solutie fiziologici Krebs. Am asigurat
o temperaturd constantd, fiziologica de 37-38°C , respectiv oxigenare.
Dupi addugare de PE am verificat viabilitatea tesutului, prin adminis-
trarea Ach am efectuat distingerea celor doua tipuri de tesut: intactd cu
enodoteliu, respectiv preparat extirpat-fird endoteliu. ET-1 am folosit in
dozd cumulativa in diferite concentratii urmarind contractiile produse,
respectiv prin antagonizare cu bosentan am evaluat raspunsul relaxant
al acestuia, reprezentind grafic curbele doza-efect. Rezultate: Datoritd
raspunsului contractil a ET-1, am constatat o contractie a preparatului
WKY significant marité fatd de SHR, in schimb efectul relaxant a bosen-
tan s-a semnalat a fi similard in ambele preparate. Concluzii: Faptul cd
nu s-a demonstrat o diferentd significantd in ceea ce priveste relaxarea
a bosentan, reprezintd o posibila ipotezd ca bosentan nu exercitd un rol
semnificativ in alterarea presiunii arteriale in SHR.

Cuvinte cheie: Bosentan, sobolani hipertensivi, arterd mesentericd, con-
tractilitate, efect vasorelaxant
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A farmakoldgiai kutatasok egyik legfontosabb folyamata
indult el az endothelin rendszer tanulmdnyozasanak
bevezetésével. Azon felfedezést miszerint az endothél sej-
tek lényeges szerepet jatszanak a simaizom relaxacidban,
koévette annak a feltételezésnek az igazoldsa, hogy létezik
egy endothel dependens vasoconstrictio is [6, 7, 11]. Mara
mar tudjuk hogy az endothelin szdrmazékok, koziliik is
az endothelin-1 (ET-1), a jelenleg ismert leghatékonyabb
vasoconstrictor faktor, amely az érésszehtizé hatdsa mellett
serkenti a simaizom proliferdciot, valamint a szivizomsejt
hipertréfiat. Az endothelium dltal termelt 21 aminosavat
tartalmazo endothelin csaladba tartozé vazoaktiv endogén
peptidek az ET-1, ET-2, ET-3. Ezen peptidek aszerint hogy
az ET-A (simaizom), vagy ET-B (endothel) receptorokon
hatnak, fontos szerepet toltenek be a simaizomtonus regu-
lacioban, érosszehtizodast vagy elernyedést okozva [4].

Az endothelidlis diszfunkcié okozta kiilonb6zé elvélto-
zasok a szervezetben olyan folyamatokra vezetheték visz-
sza mint vasoconstrictio, intima fibrozis, sejtproliferacio-
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Effect of an endothelin receptor antagonist Bosentan in
spontaneously hypertensive rats (SHR) and control Wistar —-Kyoto
(WKY) rats.

Introduction: ET-1 is a potent vasoconstrictor peptide involved in the
regulation of vascular tone, exerts vasoactive, pro-inflammatory, hyper-
trophic, and profibrotic properties on the heart, kidney, and blood ves-
sels. To attenuate this effects endothelin receptor antagonists (ERA)
are improved in this process, mainly the treatement with bosentan.
Objective: The effect of the combined ET-A/ET-B endothelin receptor
antagonist bosentan was evaluated in spontaneously hypertensive rats
(SHR) and control Wistar-Kyoto (WKY) rats, to determine the contarctil
characteristics of ET-1, to evaluate the vascular changes due to bosentan
treatement. Methods: The rats were anesthetized before the midline inci-
sion, by isolation of mesenteric artery we prepared small rings which
were introduced in Krebs solution. The vascular changes were examined
also with intact endotelium and with endotelium-denuded mesenteric
vessels, in the presence of increasing concentrations of ET-1.To investi-
gate the contribution of ERA in SHR and control WKY vascular relax-
ation we examined the two separated groups by adding cumulated doses
of bosentan. Results: In the presence of ET-1 the contractil responses
was significantly higher in WKY than SHR, but the bosentan relaxation
indicated a quite similar response in both mesenteric vessels.Conclusion:
These results suggest that there are interactions among the two tipes
of vessels, there was no significant difference between the relaxation
responses, which represents an approximative effect of bosentan in alter-
ation of the blood pressure in SHR.

Keywords: Bosentan, hypertensive rats, mesenteric artery, contractility,
relaxation response
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hipertrofia, gyulladasos folyamatok, trombdzis, amelyek
Osszességiikben az endothelin tdltermelés okozta karoso-
dasok kialakulasat segitik el6. Az endothelialis diszfunkcio
javitasdra lehetdség nyilt az endothelin receptor blokad
révén. Ilyen hatasu szerek elsé képviselGje a nem szelektiv
ET/A-ET/B receptor antagonista Bosentan, amelyet kisérle-
tes munkdnkhoz is felhasznéltunk.

A Bosentan (Tracleer®), az eddig egyediili ( FDA altal
2001-ben jovahagyott) endothelin receptor antagonista,
amelyet a pulmondris hiperténia kezelésében alkal-
maznak [1, 2, 9]. A terapids javaslat megallapitdsanak
céljabol tobb tanulmdnyt is végeztek, ezek koziil leg-
fontosabbak a REACH-1: krénikus szivelégtelenségben,
magasvérnyomdsban, ENABLE-1, ENABLE-2: sziv-
elégtelenségben, BREATH: pulmonalis hipertenziéban.
Elegend6 adattal eddig csak a pulmonalis hipertenzio
esetében rendelkeziink, a tdrspatologia kezelésének
indikacidjara még tovabbi tanulmanyok sziikségesek. A
Bosentan akuthemodinamikaiallatkisérletekben javitotta
a bal kamra funkcidjat, a myocytafunkciot, a pulmonalis
és szisztémas hemodinamikai paramétereket; csokkent a
szivizom atépiilése, javultak a coronarialekotéssel létre-
hozott szivelégtelenségben szenvedé allatok életkilatdsai
[8]. Allatkisérletek bizonyitjak hogy Bosentan adagoldsa
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jelentés mértékben javitja az endothelidlis diszfunkciot,
az érfal remodelling kialakulasat.

Ami az endothelin receptor antagonistak gyogyaszati
jellegzetességeit illeti, alkalmazasuk elénydsnek mondhatd
amiatt, hogy masként hatnak mint az ismert kardialis sze-
rek, esetleg ki is egészithetik egymas hatdsat. Nem okoznak
masodlagos neuro-hormonalis aktivitdst sem a KIR részé-
rél, sem a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer részérél.
Ami ellenjavallatukat illeti, az ET receptorok ubikviter elhe-
lyezkedése miatt, az ET antagonistak hatdsa a célszerveken
kivill is el6fordulhat,de még nem teljesen tisztazott . Nagy
dozisban val6 adagolasuk hepatotoxikus, illetve stilyos mag-
zatkarositd hatasuk miatt terhességben ellenjavallt.

Az dltalunk vegzett kisérletek objektuma a mesenterialis
artéria volt, amely hasonloképpen mas artéridkhoz,
magaban foglalja az ép endotheliumot valamint a kor-
koros simaizomrendszert. Célunk volt megvizsgilni az
ET-1 érosszehtzoé tulajdonsaganak véltozasait, illetve a
kontrakciocsokkenés mértékét a Bosentan érellazité hata-
sanak kovetkeztében, normotenziv (Wistar-Kyoto Rats) és
hipertenziv (Spontaneusly Hipertensive Rats) patkdnyok
izoldlt arteria mesenterica preparatumain. Ugyanakkor
bizonysagot kivantunk nyerni az endothelium jelentéségé-
r6l a kontrakcids valaszban, figyelvén az intakt endothellel
rendelkezd, illetve endothel irtott preparatumok kozott
mutatkozd kiilénbségeket.

Anyag és modszer

Kisérletes munkdnkhoz himnemt normotenziv patkanyo-
kat (Age-matched Wistar-Kyoto Rats-WKY, n=28), illetve
hipertenziv patkanyokat (Spontaneusly Hypertensive Rats-
SHR, n=10) hasznaltunk, sulyuk 250-300 g kozott valtozva.
Az allatokat dekapitdlds el6tt éteres anesztéziaban részesitet-
tiik, ezutan pedig kivéreztettiik. Medidn laparotomia utdn, a
vékonybeleket eltavolitva feltartuk az arteria mesentericat,
melynek az izolalasat kovetSen belSle kis gytriprepa-
ratumokat nyertiink (2-3mm). Ezeket 37°C-on, Krebs-
Henseleit oldatos szervfiird6be fiiggesztettiink fel, dllando
oxigénkoncentricié biztositasa (95%0,-5%CO;) mellett.
Mindkét tipusu allatokbol nyert készitmények viabilitasat
fenilefrinnel (phenylephrin, PE) ellendriztiik. A kisérletek
telét ép endothellel rendelkezd érfalon, a masik felét pedig
endothel irtott szovetpreparatumon vegeztiik. Az endothel
irtds mechanikus moédszerrel tortént, ugy hogy az artéria
gyurik belsd rétegét tiivel korkorés mozdulatokkal tavo-
litottuk el. Az in vitro adagolt hatéanyagok okozta ténus-
valtozasokat egy kezdeti 15-20 perces relaxacios id6 utan,
figyeltiik. Miutan a keszitményeket fenilefrinnel 6sszehtizva
ellendriztiik a szovetek életképességét, acetilkolinnal eler-
nyesztve kovetkeztettiink az ép endothelium jelenlétére.
A kontrakciokat és a relaxdciokat szamitogép segitségé-
vel izotonids transduceren keresztiil négy csatornas AD
instruments-Chart-recorderrel regisztraltuk, a feldolgozas
és gorbeillesztés Sigma Plot programmal tortént. A szovet-
preparatumokhoz kumulativan adagoltuk az ET-1-et, 10,

107,10, 10° M koncentracidban, kovetve az értonus valto-
zdsokat, majd egy bizonyos id6 utdn adagoltuk a Bosentant
107,10, 10, 10* M koncentracioban; ezt eldinkubacidoban
is alkalmaztuk 10® M oldatban. A tonusfokozodas értékét
grammban adtuk meg. A statisztikai elemzések Microsoft
Excel 2003, SPSS 10.0 program segitségével torténtek. A
szignifikancia szdmitasahoz pdros t-tesztet hasznaltunk
p<0,05 (n<6) mindsiilt statisztikailag szignifikdnsnak.

Eredmények

Endothelin-1 (ET-1) jelenlétében az 6sszehuzoddsok mér-
téke a koncentracio fiiggvényében emelkedett, a legnagyobb
kontrakciot 10-6 M koncentracional érte el mind a WKY
mind a SHR dllatok endothellel rendelkezé készitményein
(1.dbra).

Az ET-1 és PE altal kivéltott tonusvéltozas 6sszehason-
litdsat a 2. abra tinteti fel. Az endothelmentes preparatu-
mon kozel ugyanolyan mértékdi érdsszehuzédast okozott
akdrcsak az ET-1, ezzel szemben az endothellel rendelkezé
ereken az ET-1 kontraktilis-vélasza joval kifejezettebb volt,
mint a fenilefriné, ezéltal is utalva az endothél szerepére a
vasoconstrictioban.

Intakt és exstirpalt endothelt preparatumok ET-1-re
adott valaszanak doézis-hatds gorbéjét normotenziv allato-
kon a 3.abra tlinteti fel. Ez jelzi hogy az endothél irtott készit-
mények nem reagilnak olyan mértékli Osszehtzodassal
ET-1-re mint az endothellel rendelkez6 preparatumok.

A WKY és az SHR tipust allatok érkészitményein
Osszehasonlitva, az ET-1 hatasa jelentsen kiillonbozott: a
normotenziv patkdnyok ET-1-re adott vélasza szignifikdn-
san nagyobb volt, mint a hipertenziv patkdnyoké (4. abra).

Bosentan preinkubdci6 befolydsa az ET-1 érosszehtzo
hatasara WKY preparatumokon vizsgélva igen szembet(ind
volt. Az 5. abran lathato, hogy elékezelés utan a kontraktilis-
valasz joval kisebb mértékd.

A Bosentan relaxal6 hatdsdnak osszehasonlitdsat normo-
tenziv és hipertenziv allatokbdl nyert preparatumokon a 6.
abran szereplé adaghatds-gorbék mutatjak. Megallapithat6
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hogy a koncentracié novekedésével forditott aranyban csok-
kent a kontrakciok mértéke, és a két tipusu szerv kozott nincs
szignifikans kiilonbség azok elernyedésének mértékében.

Megbeszélés

Kisérleti eredményeink egyrészt megerdsitik az endothel
szerepét az érténus szabalyozasaban és az ET-1 érosz-
szehuzd hatdsiban. Hasonldan a kardiovaszkularis rend-
szer mas teruletein nyert adatokhoz, mutatjak azt hogy az
ET-1 hatdsa a mesenteridlis artériaban jelentds mértékben
endothel fiiggd mind az SHR, mind a WKY preparatumok
esetében. Masrészt adataink igazoljak a Bosentannak az
ET-1 antagonista hatdsat illetve érellazito effektusat.

A WKY és SHR allatcsoportok allapotjelz8it Gsszehason-
litva érdekes kiilonbséget figyelhettiink meg az ET-1 érosz-
szehuzo és a Bosentan érellazitd hatdsdnak a mértékében.
Az ET-1 szignifikdnsan gyengébb érosszehuzodast eredmé-
nyezett a hipertenziv allatcsoportban a normotenziv cso-
port valaszdhoz képest. Ezzel szemben a Bosentan okozta
elernyedés mértékében nem volt szignifikdns kiillonbség a
hipertenz iv és normotenziv patkanyok erein.
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Ez a megfigyelt kiilonbség kapcsolatba hozhaté a kiilon-
boz6 kiserletes hiperténia modelleken kozolt ellentmon-
dasos adatokkal. Irodalmi adatok utalnak arra hogy a
Bosentan eltér$ antihipertenziv hatasi SHR - illetve DOCA
-salt tipust patkanyok hiperténia modelljein [10, 12].

Schiffrin et al. feltételezése szerint SHR-patkdnyokban
az ET-1-nek nincs kulcsszerepe a hipertenzié és kardidlis
remodelling fenntartédsaban [10]. Ugy tiinik, hogy erre utal-
nak a mi kisérleti eredményeink is.

A magasvérnyomas SHR-modelljében mutatkoz¢ ellent-
monddsos eredmények miatt egyes szerzék feltételezik,
hogy a Bosentan hatastalan lenne a hipertdnia kezelésében.
Mindenesetre az ET-1 antagonistdk antihipertenziv hata-
sanak eredményessége még nem teljesen tisztdzott , ezen
gyogyszercsoport tehat még tovabbi kutatas targyat képezi.
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