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»WPLYW SILDENAFILU NA KOMORKI JEDNOJADRZASTE
I GRANULOCYTY KRWI OBWODOWEJ MEZCZYZN”

STRESZCZENIE

Czas niezb¢dny do wyprodukowania i doktadnego przebadania nowej substancji
leczniczej szacuje si¢ na kilkanas$cie lat do momentu jej wejscia na rynek farmaceutyczny.
W s$wietle tych danych zwraca si¢ uwage na poszukiwanie nowych zastosowan lekow juz
dopuszczonych do obrotu (tzw. ,,drug repurposing”), ktorych znana jest biodostgpnosc,
farmakokinetyka i toksyczno$¢. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza si¢ preparaty, ktore
moga by¢ potencjalnie stosowane w  terapii schorzen nowotworowych,

autoimmunologicznych i zapalnych.

Sildenafil jest farmaceutykiem zatwierdzonm przez FDA (ang. Federal Drug
Administration) w leczeniu zaburzen erekcji oraz tetniczego nadci$nienia ptucnego. Jest on
silnym i selektywnym inhibitorem enzymu - fosfodiesterazy typu 5 (PDE5). PDE5S
katalizuje reakcje hydrolizy cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) do
nieczynnych 5’monofosforanow. Sildenafil przez zahamowanie katabolizmu cGMP
zwieksza jego wewnatrzkomorkowe stgzenie, co jak wykazuja badania ostatnich lat ma
znaczenie w regulacji aktywnosci wielu komorek, w tym komorek uktadu
immunologicznego. Wykazano rowniez, iz lek ten nasila produkcje tlenku azotu (NO).
Dzieje si¢ to za sprawg zwigkszenia ekspresji enzymu odpowiedzialnego za jego synteze -
indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS). NO aktywuje cyklaze guanozynows bedaca
enzymem przeksztalcajacym guanozyno-5’-trifosforan (GTP) w ¢cGMP. Dostgpne dane
literaturowe wskazujg, iz NO ma dziatanie immunomodulacyjne, a ekspresja iINOS
zachodzi w komorkach uktadu odpornosciowego, m.in. w makrofagach, komorkach
dendrytycznych oraz neutrofilach. Ekspresja PDES rowniez ma miejsce w komorkach
immunokompetentnych (limfocytach T, komorkach NK, makrofagach, komorkach
dendrytycznych). W limfocytach B z kolei nie wykazano obecnosci PDES, ale wydaje sie,
ze inhibitory PDES5 moga modulowaé aktywnos$¢ tych komorek przez wpltyw na

funkcjonowanie limfocytow T pomocniczych (Th1 i Th2).



Niektore badania przeprowadzone na modelach zwierzgcych sugeruja, iz sildenafil
moze mie¢ dziatanie immunomodulacyjne. Niestety wptyw tego leku na komoérki uktadu
odpornosciowego ludzi nie jest poznany, a nieliczne badania obserwacyjne
przeprowadzone u osOb leczonych sildenafilem z powodu zaburzen erekcji daly
niejednoznaczne rezultaty. W $wietle tych danych celem niniejszej pracy bylo zbadanie
nieopisanego dotychczas wplywu sildenafilu na aktywno$¢ komorek uktadu

odpornos$ciowego u zdrowych mezczyzn.

Badania przeprowadzono in vitro na komoérkach jednojgdrzastych krwi obwodowej
(PBMCs, ang. peripheral blood mononuclear cells) oraz granulocytach krwi obwodowej,
izolowanych metoda wirowania w gradiencie ggstosci od zdrowych krwiodawcoéw (16
me¢zczyzn) i hodowanych w medium uzupetlionym sildenafilem (w st¢zeniu 400 ng/ml, 4
pg/ml i 10 pg/ml). Kontrole stanowity hodowle zawierajace rownowazne ilosci medium.
Nastepnie badano wplyw sildenafilu na proliferacj¢ limfocytow T 1 B (stymulowanych
mitogenami) oraz limfocytow stymulowanych alloantygenami w tescie mieszanej hodowli
limfocytow (MLR). Proliferacja oceniana byta na podstawie pomiaru poziomu syntezy
DNA z wykorzystaniem inkorporacji tymidyny znakowanej trytem. Kolejnym etapem prac
byto zbadanie wptywu sildenafilu na produkcj¢ cytokin: TNF-a, IL-1p, IL-6 i osteopontyny
(OPN) przez PBMCs (metoda immunoenzymatyczng, ELISA), a takze na ekspresje genu
osteopontyny (OPN) metoda real time PCR. W pracy oceniono roéwniez wptywu sildenafilu
na aktywno$¢ komorek NK (natural killer) krwi obwodowej (metoda cytometrii
przeplywowej), a takze na zdolno$¢ granulocytow do produkcji anionorodnika

ponadtlenkowego wykorzystujac test redukcji cytochromu c.

W niniejszej pracy wykazano, iz sildenafil nie zaburza proliferacji limfocytow T i
B oraz produkcji anionorodnika ponadtlenkowego przez granulocyty krwi obwodowej.
Obserwowano natomiast, iz lek ten (w stezeniach 4 pg/ml 1 10 pg/ml) istotnie zmniejsza
aktywno$¢ komorek NK (p < 0,05). Ponadto udowodniono, iz sildenafil (w st¢zeniach 4
pg/ml i 10 pg/ml) istotnie obniza ekspresje genu OPN (p < 0,05) oraz produkcje jej biatka
(p < 0,05) przez PBMCs. Badania wykazaty rowniez, iz lek ten (w stezeniu 400 ng/ml)
istotnie nasila produkcje TNF-a (p < 0,05), natomiast nie wptywa na synteze IL-1 i IL-6.

Wyniki niniejszej pracy sugeruja, iz sildenafil selektywnie wplywa na funkcje
komoérek uktadu odpornosciowego u zdrowych mezczyzn. Tego typu analizy byly

prowadzone po raz pierwszy, zatem uzyskane wyniki nalezy traktowac¢ jako wstepne.



Celowe jest kontynuowanie badan, zrowno in vitro jak i in vivo, w wigkszych grupach.
Niezbedna wydaje si¢ ponadto ocena molekularnych mechanizméw, ktéore moga
warunkowa¢ dzialanie sildenafilu na okre§lone populacje komoérek uktadu

odpornosciowego.



