AKE inhibiitorite toime eritrotsvitide ravast
tingitud deformatsiooni muutustele
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T66s vuriti, kas AKE inhibiitorid kaptopriil, ramipriil ja fosinopriil on véimelised terapeutilistes kontsentrat-
sioonides in vitro dra hoidma raud-initsieeritud eriitrotsiiitide deformatsiooni viahenemist. Kuna ramipriil
ja fosinopriil muudetakse organismis aktiivvormideks, uuriti nende puhul aktiivvorme ehk ramiprilaati ja
fosinoprilaati. Eriitrotsiiitide deformeeritavust hinnati kromatogradfilise migratsiooni kaudu, méérates
seda enne ja pérast ravimiga eelté6tlust. Leiti, et raua poolt péhjustatud eriitrotsiiitide deformatsiooni
vahenemist takistasid kéik uuritavad ained ja seda juba terapedutilistes kontsentratsioonides. Erinevate
AKE inhibiitorite toime efektiivsus oli samal ajal séltuv rauakontsentratsioonist.

Kaérgenenud arteriaalne vererdhk majutab paljude
kardiovaskulaarsete haiguste kulgu. Sageli kasu-
tatakse vererdhu langetamiseks angiotensiini kon-
verteeriva ensiiimi (AKE) inhibiitoreid: kaptopriili,
fosinopriili, ramipriili, enalapriili, lisinopriili jt (1).
Uuringud, mis tooksid esile uusi aspekte seda
tiipi AKE inhibiitorite kohta ja seda vardlevalt,
on hipertensiooni ravis véga vajalikud, sest ravi
on pikaajaline, tihti elukestev. AKE inhibiitorite ja
mikrotsirkulatsiooni seosed on vererdhu seisukohalt
véetuna véga olulised (2). Seega peaks teadma
hipertooniaravimite méju eritrotsiiitide ja teiste
vererakkude reoloogilistele parameetritele. Eelne-
vast [ghtudes uurisime eriitrotsiiitide deformeerito-
vust, mis tegelikult ofsustabki nende véime lébida
véga viikese ldbimédduga kapillaare piisava
kiirusega. Testisime seda raua juuresolekul, sest
kahevalentne raud on ks véimsamatest pro-oksi-
dantidest, rauda vabastavaid siindmusi esineb
inimorganismis tihti ning samas on ka ravaprepa-
raatide kasutamine véga sage. On teadq, et raud
voib kestva oksidatiivse stressi tingimustes oma
sidujatest, ka hemoglobiinist ja ferritiinist, vabaneda.
Vabad rauaioonid péhjustavad eritrotsiiitide
membraanilipiidide peroksidatsiooni ning kahjus-
tavad eritrotsiiitide membraani, mistdéttu hdirub
eritrotsiitide elastsus ja deformeeritavus ning
nad véivad vdikestes veresoontes peetuda, aga
ka verevoolu t&ttu puruneda (1, 3, 4).

Uurimuse eesmaérgiks oli uurida, kas
* AKE inhibiitoritel endil véiks olla terapeutilises
kontsentrat-sioonis eritrotsiitide deformeeritavust
hdiriv toime;
* raud majutab eriitrotsiiitide deformeeritavust
ning kas AKE inhibiitorid vaiksid omada kaitsetoi-
met raua mdju suhtes.

Uurimismaterjal ja -meetodid

To6s vuriti kolme AKE inhibiitorit: kaptopriili,
ramipriili ja fosinopriili. Katsed teostati organismis
toimet avaldavate ravimivormidega, st kaptopriili,
ramiprilaadi ning fosinoprilaadiga (vastavalt
ramipriili ja fosinopriili aktiivsed metaboliidid).
Kaptopriil saadi Ravimiametist, ramiprilaat firmast
Aventis Pharma (Hoechst AG), fosinoprilaat firmast
Bristol-Myers Squibb. Veeniveri véeti vabatahtlikelt
tervetelt doonoritelt hepariiniga Vacutainerkatsu-
titesse. T68s kasutati fisioloogilises lahuses lahus-
tatud ravimeid jargmises 16ppkontsentratsioonis:
kaptopriil 5 M, ramiprilaat 7,5 ng/ml, 15 ng/ml
ja 30 ng/ml ning fosinoprilaat 125 ng/ml ja
175 ng/ml. Need valiti kirjanduse andmetel.
Kaptopriili suukaudne annus on 50...100 mg pée-
vas, mis annab plasma sisalduseks 3-8 pM (5,
6). Fosinopriili Ghekordne suukaudne annus on
10 mg, millest moodustub plasmas 113...242 ng/
ml fosinoprilaadi sisalduse (7, 8). Ramipriili Ghe-
kordne suukaudne annus 5 mg vastab plasma



4...10 ng/ml ramiprilaadi sisaldusele (9, 10).
Pro-okstidantse koormuse mudelsisteem tekitati
FeSO, - 7H,O kasutamisega inkubatsioonisegus
nii, et raua |8ppkontsentratsioon oleks 150 pM,
300 pM, 450 pM ja 600 pM.

Eriitrotsijitide kromatogradfilist migratsiooni (EKM)
mé&drati kromatograafilisel paberil Filtrak 388,
kasutades meie vdljaarendatud mudelsisteemi, mis
pdhineb eelnevalt kirjeldatud meetodil (11). Eritro-
tsiiidid eraldati verest tsentrifuugimisel: 500 pddret
minutis 5 minuti jooksul. Isoleeritud eriitrotsiidid
pesti neli korda 0,9% NaCl lahusega. Viimase
tsentrifuugimise jdrel resuspendeeriti erijtrotsiii-
did fisioloogilises lahuses 60% “hematokritini”.
Eritrotsiite inkubeeriti 60 min 37 °C juures ilma
pro-oksiidandita (raud) ning pro-oksidandi erineva
kontsentratsiooni juures ilma ravimita (kontroll).
Ravimi m&ju vurimiseks eelinkubeeriti eriitrotsiiitide
suspensiooni ravimi lahusega 10 min 37°C juures
enne 0,1 ml Fe?" lahuse lisamist. Kromatogradfili-
sele paberile horisontaalsel raamil pipeteeriti 0,2 ml
fisioloogilist lahust (lahusti) ning 60 sekundi pérast
kanti samasse keskpunkti 0,02 ml eritrotsiitide
suspensiooni (katse). Mélema ala (lahusti ja katse)
diameetrid (vastavalt dl ja dk) méadeti 60 sekundi
pdrast. EKM (protsentides) arvutati jérgmise valemi
kohaselt: "

EKM = —

" 100%

Andmete statistilisel analiisil kasutati arvutiprog-
rammi Microsoft Excel. Erinevust peeti statistiliselt
oluliseks p <0,05 korral.

Tulemused

Eelkatsetes leiti, et kasutatud ravimite toimel eriit-
rotsiiitide kromatograafiline migratsioon ei muutu.
Raua toimel eriitrotsiiitide deformatsioon viheneb
ja seda raua kontsentratsioonist saltuvalt ning
statistiliselt tdendoliselt. Tabelis 1 on toodud EKM
erinevate rauakontsentratsioonide juures. Deformat-
siooni vihenemine véljendus eritrotsiiitide poolt
tekitatud migratsiooniala diameetri véhenemises
raua juuresolekul. Ravimite toimet raud-tingitud
eritrotsiiitide kromatograafilise migratsiooni suhtes

néitavad tabelis 2 toodud andmed. Seal on toodud
ravimite kaitsetoime protsentides. Mida suurem
on see ary, seda véimsam on ravimi kaitsetoime.
Lisagem, et t66s kasutatud suuremate rauakontsent-
ratsioonide t&ttu on igasugune statistiliselt tdendo-
line kaitsetoime deformatsiooni véhema héirumise
seisukohalt igati positiivne. Nagu néha tabeli 1 ja
2 andmete karvutamisel, kaitseb 5 pM kaptopriil
eritrotsiitide membraane Fe?* peroksidatiivse
toime eest tdielikult rauakontsentratsioonil 150 pM,
kusjuures see kaitsetoime on statistiliselt t6endo-
line nagu ka 300 pM ja 450 pM raua puhul.
Ramiprilaadi kontsentratsioonid 7,5 ng/ml, 15 ng/ml
ja 30 ng/ml kaitsevad samuti Fe?* oksidatiivse
toime eest. Statistiliselt tdendoline kaitsetoime
on kaikidel ravimikontsentratsioonidel 300 pM
ja 450 yM Fe?* juures. Téhelepanu véadrib see,
et kaitsetoime on 30 ng/ml ramiprilaadi lahusel
pisut tugevam kui kaptopriili puhul. Lisaks esineb
30 ng/ml ramiprilaadi lahusel teatud kaitsetoime
isegi 600 pM Fe?* juures. 125 ng/mlja 175 ng/ml
fosinoprilaadi lahustel on statistiliselt t3endoline
kaitsetoime vaid 600 pM Fe?" juures.

Tabel 1. Raua maju eritrotsiiiitide kromatogradfilisele
migratsioonile (muutused statistiliselt toendolised)

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

Kontrolliks eriitrotstidid flisioloogilises lahuses.
Hajuvuspiirid 5-10% naidu vaartusest.

Tabel 2. Kaptopriili (KAP; n = 12), ramiprilaadi (RAM;
n = 8) ja fosinoprilaadi (FOS; n = 10) kaitsetoime
(protsentides) vastava rauakontsentratsiooni juures

150 uM Fe? 300 uM Fe** 450 uM Fe?* 600 uM Fe?*

5 UM KAP 4* 6* 7* 2
7,5 ng/ml RAM 2 11* 5* 2
15 ng/ml RAM 1 7 8* 0
30 ng/ml RAM 4 9* 10* 3*
125 ng/ml FOS 1 1 6 8*
175 ng/ml FOS 0 0 3 8*

*p <0,05
Hajuvuspiirid 5-10% naidu vaartusest.



Arutelu
On selge, et ravimid, mis on suutelised éra hoidma
vaba raua véga véimsat pro-oksiidantset kahjulikku
toimet, omavad ka teatud antioksidantset toimet ja
on seega suurema ferapeutilise potentsiaaliga kui
ravimid, millel selline efekt puudub v&i mis hoopis
véimendavad raua kahjustavat toimet. Rauaproblee-
mid on Gha enam pd&evakorral ka seetéttu, et raua
kuhjumine organismis on viimasel ajal tdusnud mitme
haiguse oluliste patogeneesifaktorite hulka.
Mikrotsirkulatsiooni normaalseks toimimiseks
peavad eritrotsiiidid deformeeruma, et lébida
kitsaid, endast véiksema diameetriga kapillaare.
Eritrotstiidid on oksidatiivse kahjustuse suhtes eriti
tundlikud t&nu suurele polikiillastamata rasvhapete
hulgale membraanides, suurele rakusisese hapni-
ku ning hemoglobiini hulgale, mis on kahjustava
oksidatiivse stressi vaimalikuks soodustajaks (3).
Suhkruhaigetel, hemodialiiisi patsientidel, krooni-
listel alkohoolikutel, kardiovaskulaarsete haiguste
korral on eritrotsiiitide membraanilipiidide tund-
likkus peroksiidatsiooni suhtes suurenenud (3).
Lisaks on kdrgenenud vererdhu, suhkruhaiguse
korral ja miokardiinfarkti jérel suurenenud plasma
gamma-glutamijiiltranspeptidaasi (GGT) aktiivsus,
kérge GGT aktiivsusega inimestel on suurenenud
eritrotsiiitide oksidatsioonitundlikkus ja véhe-
nenud nende deformeeritavus (3). Sivenenud
oksiidatiivse stressi korral (see on aga hijperten-
sioonile véiga omane) véib raud oma sidujatest
(sh ka hemoglobiinist) vabaneda ning p&hjustada
eritrotsiiitide membraanilipiidide peroksidatsiooni,
mis véhendab eritrotsiitide deformeeritavust
(1, 3, 4). AKE inhibeerimine ramipriiliga soodustab
hemodiinaamika paranemist, suurendab endoteelist
séltuvat vasodilatatsiooni (12) ning parandab peri-
feerse oblitereeruva ateroskleroosiga patsientide
elulemust (13). Veel viéhendab ramipriil sidame-
puudulikkuse tekke kiirust kardiovaskulaarsete tisis-
tuste suhtes suure riskiga patsientide grupis (14).
| tiipi diabeediga hiperglikeemilistel patsientidel
v&ib ravi vdikse ramipriiliannusega parandada
mikrotsirkulatsiooni ka enne mikrovaskulaarsete
komplikatsioonide ilmumist (2).

On teada, et normaalne seerumi rauasisaldus
on meestel 11-28 pM ja naistel 6,6-26 pM (15).
Selles t6&s valisime suuremad rauakontsentrat-
sioonid kui tavaliselt sissevdetavad preparaadid
veres tekitada voiksid, kuid sellised rauakontsent-
ratsioonid véivad organismis lokaalselt tekkida ja
seda kindlasti mitmete patoloogiliste sindmuste
puhul. On selge, et kui ravim suudab elimineerida
suuremast rauakontsentratsioonist tekitatud kahju,
siis vdiksematel rauakontsentratsioonidel sellega
probleeme ei teki. Raua profilaktiline annus on
tavaliselt 30 mg, ravidoosina kasutatakse ka
100 mg. Mitteheemsest rauast imendub umbes
5%; seega vastavalt 1,5 mgja 5 mg, misannab 5 |
veres kontsentratsiooni kasvuks 0,3 mg/I (5,4 pM)
ia 1 mg/l (17,9 pM). Kuid veres on ikkagi tegu
transferriiniga seotud rauaga, mitte vaba kaheva-
lentse rauaga. Seega ei saa situatsiooni seerumis
otseselt oksiidatiivse stressi mudelsiisteemis tekita-
tud kontsentratsioonidele iile kanda.

Meie &8st selgub, et kaptopriil, ramiprilaat ja
fosinoprilaat on véimelised juba terapeutilistes
kontsentratsioonides véltima rauaioonide poolt
p&hjustatud eriitrotsiitide deformeeritavuse
olulist véhenemist. Uuritud ravimite kaitsev toime
sdltub Fe?* kontsentratsioonist: véikse rauakont-
sentratsiooni (150 pM) p&hjustatud eritrotsiiitide
kromatogradfilise migratsiooni muutuste eest kaitses
hésti kaptopriil. Keskmiste rauakontsentratsioonide
(300 pM ja 450 pM) eest kaitses ramiprilaat ning
kdige suurema rauakontsentratsiooni (600 pM)
puhul oli teatud kaitsetoime fosinoprilaadil.

AKE inhibiitorite lipiidide peroksiidatsiooni
vastast kaitsetoimet saab seletada metalli
kelaatimisega (1, 16, 17), vabade radikaalide
piidmisega (1, 16, 17), nende mittespetsiifilise
seostumisega makromolekulide nende aladegq,
mis on olulised vabade radikaalide genereerimises
v6i vabade radikaalide rinnakus (1). Reaktiivsete
hapnikuosakeste (ROS) genereerimine on kata-
[Gusitud muutuva oksiidatsiooniastmega metallide
ioonide (eeskétt rauaioonide) poolt, aga kui metall
kelaatida, siis ei saa ta kéituda pro-oksiidandina.
On néidatud kaptopriili, enalaprilaadi ja lisinopriili



vaske ja rauda kelaativat toimet ning jéreldatud,
et SH-grupi olemasolu struktuuris ei pruugi olla
seega ROS piidmise véime aluseks (1, 17). Siiski
seostatakse seda tihti just kaptopriili koostises
oleva tioolrihmaga: vabad radikaalid ja teised
oksiidandid reageerivad esmalt sellega konvertee-
rides SH-rihma tiilradikaaliks véi oksideerides
kaptopriili disulfiidiks (1, 16). Vask moodustab
kaptopriili, enalaprilaadi ja lisinopriiliga komplekse
suhtes 1 : 1 (metall : ligand), raud on komplekside
metall : ligand tekkes vasest viiksema efektiivsu-
sega (17). Seega ei saa meie t66s iimnenud efekti
seletada rava kelaatimisega. AKE inhibiitoritel on
kaitsetoime raua pro-oksiidantse toime suhtes, kuid
ise nad eritrotsijiitide kromatogradfilist migratsiooni
statistiliselt ei mdjuta. Kuna raud on keskne pro-oksi-
dant, véib nende AKE inhibiitorite toimet pidada
antioksidantseks toimeks. Saadud tulemused viita-
vad AKE inhibiitorite positiivsele majule, sest nad
takistavad eriitrotsiiitide deformeerumise langust,
mis véhendab oluliselt véimalusi mikrotsirkulatsiooni
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tasiseks hairimiseks tugeva kahjustava membraani-
lipiidide peroksiidatsiooni tingimustes.

Kokkuvéte

AKE inhibiitorid kaptopriil, ramiprilaat ja fosino-
prilaat (vastavalt ramipriili ja fosinopriili aktiivsed
metaboliidid) eritrotsiiitide deformatsioonile
maju ei avalda, kuid nad kaitsevad eritrotsiitide
membraani pro-oksidantse rauva kahjuliku toime
eest. Erinevate AKE inhibiitorite toimemaksimum on
raua erinevate kontsentratsioonide juures. See t66
annab ihe lisaargumendi AKE inhibiitorite kasuta-
miseks hipertensiooni ravis olukorras, kui on tegu
oksudatiivse stressiga.
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The effect of ACE inhibitors on iron-induced deformability of RBCs

We studied in vifro the effects of three ACE inhibitors
at therapeutic concentrations on iron-caused alteration
of deformability of red blood cells (RBCs). Ramipril
and fosinopril act as pro-drugs; their active metabolites
are ramiprilat and fosinoprilat. In our study, we used
captopril, ramiprilat and fosinoprilat. Chromatographic
migration of RBCs (a marker of their deformability) was

measured with and without pre-treatment with captopril,
ramiprilat and fosinoprilat. The experiments showed
that they all suppressed iron caused alteration of RBCs
deformability already at therapeutic concentrations. The
efficiency of the substances used was dependent on iron

concentration.
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