Fosfodiesteraza tipa 5 i sildenafil

Phosphodiesterase Type 5 and Sildenafil

Branimir Sincek

Pliva Hrvatska d.o.o.

10000 Zagreb, Ulica grada Vukovara 49

Sazetak Brojni fizioloski procesi u stanicama
regulirani su unutarstani¢nim signalnim putovima. U velik
broj signalnih kaskada ukljuceni su ciklicki nukleotid-
-monofosfati o Cijoj kolicini ovisi usmjerenost procesa
u stanicama. Fosfodiesteraze su enzimi besprimjerne
grade medu ostalim enzimima koji imaju ulogu odrZavanja
fizioloskih razina ciklickih nukleotida u stanicama. Ciklicki
gvanozin-monofosfat (cGMP) ima veliku vaznost u regulaciji
tonusa glatkih misica krvnih Zila. Sildenafil je prvi oralni
selektivni inhibitor fosfodiesteraze tipa 5 (PDE5) koji
svojim mehanizmom djelovanja povecava kolicinu cGMP-a, a
posredno time smanjuje kolicinu kalcijevih iona u stanicama
glatkih misic¢a, sto rezultira relaksacijom muskulature. Ovo
svojstvo sildenafila iskoriStava se u lijeCenju patoloskih
stanja ili bolesti, kao Sto su erekcijska disfunkcija i plu¢na
hipertenzija uzrokovana hipoksijom, koje su posljedica
smanjenja unutarstanicne kolicine cGMP-a sto je uzrokuje
povecana aktivnost PDES.

Kljuéne rijeci: ciklicki gvanozin-monofosfat, fosfodi-
esteraza tipa 5, sildenafil, erekcijska disfunkcija, plu¢na
hipertenzija inducirana hipoksijom

Zanimanje za ulogu enzima fosfodiesteraze (PDE)
u putovima unutarstani¢ne signalizacije ponajvise
je proizaslo iz Zelje da se rasvijetli njihova uloga u
vazomotornim mehanizmima kontrole krvnog tlaka, a
sve s ciljem otkrivanja novih i boljih antihipertenziva.
S tim ciljem sintetiziran je i sildenafil, inhibitor
fosfodiesteraze tipa 5 (PDE5), kao vazodilatacijski
antihipertenziv. Medutim, pokazalo se da on nema
znaCajniji utjecaj na snizavanje sistemskoga krvnog
tlaka, ali zato izvrsno djeluje na poboljSanje erekcijske
funkcije. Tako je od Zzeljenog lijeka za lijeCenje
hipertenzije sildenafil dobio novu indikaciju. To je
rezultiralo malom revolucijom na podrucju lijeCenja
erekcijske disfunkcije (ED) te ne samo da se promijenio
terapijski pristup ovom poremeéaju veé se o samom
problemu pocelo viSe raspravljati i on je prestao biti
tabu tema.

Sildenafil (Dinamico®, PLIVA) snaZan je inhibitor
ciklickog gvanozin-monofosfat-specificnog enzima
fosfodiesteraze tipa 5. Fosfodiesterazom tipa 5 osobito

Summar Y Numerous physiological cellular processes
are regulated by intracellular signal pathways. Cyclic
nucleotide monophosphates, whose levels determine
intracellular processes, are incorporated into a high number
of signal cascades. Phosphodiesterases are the enzymes of
unique structure whose role is to maintain the physiological
cellular levels of cyclic nucleotides. Cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) plays an important role in the
regulation of vascular smooth muscle tone. Sildenafil is
the first oral selective inhibitor of phosphodiesterase type
5 (PDES5). It increases the cGMP levels and thus indirectly
reduces the quantity of calcium ions in smooth muscle
cells, which results in muscle relaxation. This property
of sildenafil is employed in the treatment of pathological
conditions or diseases such as erectile dysfunction and
hypoxia-induced pulmonary hypertension, which result from
reduced cellular cGMP levels due to the increased PDE5
activity.

Key words: cyclic guanosine monophosphate, phospho-
diesterase type 5, sildenafil, erectile dysfunction, hypoxia-
induced pulmonary hypertension

su bogati glatki miSi¢i u kojima je ovaj enzim jedna
od komponenti ciklicke gvanozin-monofosfat-signalne
kaskade. Teme ovog C¢Clanka su: karakteristike
fosfodiesteraze tipa 5, njezin odnos s drugim tipovima
fosfodiesteraza, uloga u signalnim putovima ovisnim
o ciklickom gvanozin-monofosfatu i njezina inhibicija
sildenafilom.

Ciklicki gvanozin-monofosfat

Ciklicki gvanozin-monofosfat (cGMP) Cest je glavni cilj
u signalnoj transdukciji (1). Ta tvrdnja proizlazi iz ¢inje-
nice da su vecina nelitickih fizioloskih u¢inaka dusi¢nog
oksida (NO) te svi dosad znani ucinci natriureti¢kih
peptida i gvanozin-monofosfata posredovani cGMP-
-om (slika 1). U odnosu na klasicne regulacijske
uloge cGMP-a kao Sto su: stimulacija relaksacije
glatkih miSi¢a (vaskularnih i visceralnih), neutrofilna
degranulacija, inhibicija agregacije trombocita i
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Slika 1. Strukturna formula cGMP-a

pokretanje vidne signalne transdukcije, brojne druge
fizioloSke uloge joS su mu uvijek nedovoljno poznate
(2, 3). Uz veC poznate unutarstaniCne receptore za
cGMP, a to su: protein kinaze ovisne o cGMP-u (PKG),
ionski kanali s voltaznim vratima ovisni o ciklickom
nukleotidu i fosfodiesteraze koje vezu cGMP, cGMP je
najvjerojatnije ukrizeno povezan sa signalnim putovima
ciklickog adenozin-monofosfata (cCAMP) svojim
vezanjem na cAMP-vezivna mjesta u cAMP-receptorima
kao Sto su npr. protein kinaze ovisne o cAMP-u (PKA).
Tkivne razine cGMP-a odredene su ravnoteZzom izmedu
aktivnosti gvanilat-ciklaze (GC), koja katalizira nasta-
nak cGMP-a iz gvanozin-trifosfata (GTP) i cikliCkih
nukleotid-fosfodiesteraza, koje kataliziraju razgradnju
cGMP-a u GMP. Kombinacija stimulatora gvanilat-ciklaze
i inhibitora cGMP-specifiécne fosfodiesteraze, kao Sto je
sildenafil, rezultira sinergistiCkim utjecajem na tkivnu
razinu cGMP-a.

Fosfodiesteraze

Fosfodiesteraze su prvi otkrili Sutherland i suradnici.
Superporodica PDE dijeli se u dva velika razreda
(I i 1) koji nemaju prepoznatljivu aminokiselinsku
sekvencijsku slicnost (5). Razred | ukljuCuje sve
poznate PDE sisavaca i obuhvata najmanje 10
identificiranih porodica koje su produkti razli¢itih gena
(6, 7). Neke PDE su visokospecificne za hidrolizu
cAMP (PDE4, PDE7 i PDES8), neke su visoko cGMP-
-specificne (PDE5, PDE6 i PDE9), dok neke pokazuju
mjesovitu specificnost (PDE1, PDE2, PDE3 i PDE10).
Sve karakterizirane PDE sisavaca su dimeri, no vaznost
dimerne strukture za funkciju u svakoj od PDE je
nepoznata (8). Svaka PDE ima konzervativhu katali-
ticku domenu (priblizno 270 aminokiselina s visokim
stupnjem konzervacije aminokiselinske sekvence,
25-30%) blizu koje je smjesSten terminalni, karboksilni
kraj njihove regulacijske domene (9). Aktivatori nekih
PDE upozorili su na postojanje autoinhibitornih domena
smjestenih unutar strukture enzima.

Fosfodiesteraze razgraduju (hidroliziraju) cikliCki
nukleotid-3 -5 -fosfodiestersku vezu izmedu fosfornog
i kisikova atoma u polozaju 3" nukleofilnim napadom
hidroksilne skupine kataliticke domene enzima. To je
posljedica prisutnosti dvaju ¢vrsto vezanih dvovaljanih
iona cinka (Zn?*) koji odrzavaju poloZaj hidroksilne
skupine u poloZaju za nukleofilni napad. Kataliticka
domena svih poznatih PDE sisavaca sadrzava dvije
sekvence slozene po duljini od kojih svaka nalikuje
na Zn?*-veznu stranu metal-endoproteaze kao Sto je
npr. termolizin. PDE5 specificno veze cinkove ione.
KataliticCku aktivnost PDE4, PDE5 i PDE6 pojacavaju
submikromolarne koncentracije Zn?* (10). Kataliticki
mehanizam cijepanja fosfodiesterskih veza ciklickih
nukleotida PDE enzimima sli¢an je mehanizmu nekih
proteaza koje cijepaju amidne estere peptida, no
prisutnost dvaju cinkovih iona u fosfodiesterazama,
smjeStenih na gore opisan nacin, besprimjerno je u
drugih enzima.

Krajem 50-ih godina proSloga stoljeéa Sutherland
i Rall sa suradnicima prvi su opisali mehanizme
kojima kofein pojacava utjecaj glukagona, stimulatora
adenilat-ciklaze, na nakupljanje cAMP-a i glikogenolizu
u jetri djelujuéi kao inhibitor cAMP-fosfodiesterazne
aktivnosti. Od tada su kemiCari sintetizirali tisuce
inhibitora PDE ukljucujuéi do danas najcesSce rabljeni
3-izobutil-1-metilksantin (IBMX). Mnogi od tih spojeva,
kao Sto je kofein, neselektivni su i inhibiraju mnoge
porodice fosfodiesteraza. Vazna prednost u istrazivanju
fosfodiesteraza bila je otkrice/dizajn porodi¢no spe-
cificnih inhibitora kao npr. PDE4-inhibitora roliprama i
PDES5-inhibitora sildenafila.

Precizna uskladenost funkcija PDE vazna je za
odrzavanje fizioloskih razina ciklickih nukleotida unutar
stanica. Povecanje cGMP-a 2-4 puta iznad fizioloSkih
granica obi¢no rezultira maksimalnim fizioloSkim
odgovorom. Postoje tri glavna puta regulacije funkcije
PDE, i to preko:

1. koliCine, tj. dostupnosti supstrata, npr. stimula-
cija aktivnosti PDE nakon poveCanja razine
ciklickih nukleotida ili npr. promjena redoslijeda
hidrolize zbog kompeticije izmedu ciklickih
nukleotida kod fosfodiesteraza mijeSane
specificnosti (6),

2. izvanstani¢nih signala koji mijenjaju unutarsta-
nicnu signalizaciju, npr. inzulin koji stimulira
aktivnost PDE3, fotoni u transdukcijskom
sistemu oka koji stimuliraju PDEG, interakcija
kalcijevih iona (Ca?*") s kalmodulinom Sto
stimulira PDE1 itd. (6) i

3. principa povratne sprege, npr. fosforilacija
PDE1, PDE3 ili PDE4 katalizirana s PKA nakon
povecanja koncentracije cAMP-a, alostericko
vezanje cGMP-a na PDE2 nakon poveanja
njegove koncentracije, sto dovodi do smanjenja
njegove koncentracije i cAMP-a, ili pak
promjena koli¢ine PDE proteina (PDE3 ili PDE4)
kao posljedica desenzibilizacije na supstrat
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pri kroni¢noj izlozenosti cAMP-nastajucim
supstancijama ili promjena u razvojnom odnosu
enzima Sto se najcesce uocava kod PDES (11).

Unutar superporodice PDE, c¢etiri (PDE2, PDE5, PDEG i
PDE10) od deset porodica imaju cGMP-visokospecificna
alostericka (nekataliticka) cGMP-vezna mjesta i
kataliticka mjesta varijabilne specificnosti za supstrat.
Svaki od monomera ovih dimernih cGMP-veznih
fosfodiesteraza posjeduje dva homologna cGMP-vezna
mjesta (Cini ih priblizno 110 aminokiselina) koja se
nalaze u redu jedno za drugim, a smjeStena su na
amino-terminalnoj strani proteina (5).

Vezanje cGMP-a na alosteriCka mjesta PDE2 stimulira
hidrolizu cGMP-a, ali i cAMP-a, na katalitickoj strani
enzima. Kada su na enzim vezani istoimeni supstrati,
radi se 0 procesu negativne povratne sprege u procesu
regulacije tkivne razine supstrata. U drugom slucaju,
gdje su supstrati razliCiti, govorimo o pozitivnoj
kooperativnoj kinetici. Ovo svojstvo PDE2 potvrdilo je
ukrizenu povezanost nekih unutarstani¢nih signalnih
putova vezanih uz cAMP i cGMP.

Vezanje cGMP-a na alostericku stranu PDE6 enzima
nema direktan utjecaj na hidrolizu na katalitickoj strani,
ve€ da bi se ona dogodila, tako aktiviran enzim mora
sa svojom y—podjedinicom stupiti u interakciju s GTP-
-transducin-kompleksom. Svi ovi dogadaji rezultiraju
podrazivanjem vidnih Stapi¢a oka.

Fosfodiesteraza tipa b

Fosfodiesterazu tipa 5 otkrili su Corbin i Francis tijekom
traganja za ciklickim nukleotid-veznim proteinima,
koji nisu ciklicki nukleotid-ovisne proteinkinaze, u
pluénom tkivu. cGMP-specificnu PDE aktivnost u
pluéima takoder su opisali i Davis i Kuo, a Hamet i
Coquil karakterizirali su cGMP-vezne, cGMP-specificne
PDE u trombocitima. Kasnije je utvrdeno da se u svim
slu¢ajevima radilo o istom enzimu.

Tkivna distribucija enzima PDE5 u stanicama je u
koincidenciji s distribucijom enzima PKG Sto upucuje
na to da oba ¢ine meduovisan sistem unutar stani¢noga
signalnog puta. Dokaz tomu je i to da je in vitro PKG
izvrstan fosforilator PDE5 (13). Najvise PDE5 prisutno
je u glatkim misi¢ima kavernoznih tijela penisa, u nizim
koncentracijama nalazi se u trombocitima, vaskularnim

Kao Sto je ve¢ navedeno, PDE5 je dimer, kao i ostali
¢lanovi PDE superporodice, kod kojeg na svakome
monomeru razlikujemo regulacijski i reakcijski dio.
Regulacijski dio je dio na amino-terminalnoj strani
monomera, a cine ga: fosforilacijsko mjesto, dva
alostericka cGMP-vezna mijesta i dimerizacijski dio
(mjesto spoja s drugim monomerom). Reakcijski dio
je dio na karboksi-terminalnoj strani monomera, a
sadrzava katalitiCku domenu koju Cine dva Zn?*-
-vezna mjesta i cGMP-vezno mjesto. Da bi PDES
razgradio svoj supstrat (cGMP), supstrat prvo mora
zaposjesti alostericku domenu regulacijskog dijela,

a PKG mora fosforilirati enzim Sto ¢e dovesti do
konformacijske promjene reakcijskog dijela enzima i
otkrivanja kataliticke domene prema cGMP-veznom
mjestu na koje dolazi supstrat koji se potom deciklizira
(12, 13). Funkciju PDE5 enzima regulira dostupnost,
tj. koncentracija supstrata unutar stanice.

Klasi¢ni PDE inhibitori i kompetitivni, selektivni ciklicki
nukleotid-analozi cGMP-a stupaju u interakciju samo
s reakcijskim dijelom PDE5, a ne i s regulacijskim
dijelom enzima. Red potencije inhibicije nekih PDE
inhibitora za PDE5 je ovaj: sildenafil > zaprinast >
dipiridamol > IBMX > cilostamid > teofilin > kofein >
rolipram (16).

Evekcijska disfunkcija i sildenafil

Seksualna stimulacija potice fizioloSko pokretanje i
trajanje erekcije. Spolno uzbudenje uzrokuje pove¢ano
otpustanje NO s nekolinergiCkih i neadrenergiCkih
parasimpatickih ZivGanih zavrSetaka u stijenkama
arterija i kavernoznim tijelima penisa (17). NeSto NO
se takoder otpusta i iz njihovih endotelnih stanica. NO
difundira u stanice glatkih miSi¢a stijenki krvnih Zila i
sinusoida te stimulira citoplazmiCku gvanilat-ciklazu
na povecanu produkciju cGMP-a. Povecanje cGMP-a
i CAMP-a uzrokuje erekciju, no uloga cAMP-a u ovom
procesu nije posve jasna. Alprostadil (prostaglandin
E,, PGE,) i vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) mogu
povecati razinu cAMP-a i uzrokovati relaksaciju stanica
glatkih misi¢a penisa in vitro. Intrakavernozne injekcije
PGE, uzrokuju potpunu erekciju in vivo, nasuprot VIP-
-u koji uzrokuje samo djelomi¢no nabreknuce. PKA je
pretpostavljeni unutarstani¢ni receptor za cAMP vazan
u mehanizmu odrZanja ¢vrstoCe erekcije, no moguce
je da su neki efekti cAMP-a uzrokovani i ukrizenom
aktivacijom PKG. PKG vrsi fosforilaciju membranskih
proteina stanica glatkih misi¢a (fosfolambina, inozitol-
-trifosfat receptora, Ca?"-ATP-aza, Ca?%-kanala, K*-
-kanala, fosfoprotein-fosfataza i drugih proteina) Sto
izaziva njihovu konfiguracijsku promjenu, posebice na
Ca?-kanalima ovisnim o naboju. Posljedica toga je
poveéani izlazak Ca?* i sniZenje njegove koncentracije
u stanicama glatkih miSi¢a koje se potom relaksiraju
(4).

Nakon prestanka seksualne stimulacije, spusta se
razina NO Sto se otpusta iz parasimpatickih Zivaca te
se stoga snizuje razina cGMP-a u glatkim misi¢ima jer
se smanjuje njegova sinteza preko GC koja je ujedno
u korelaciji s njegovom razgradnjom preko PDED.
Stanice se vrac¢aju u viSe kontrahirano stanje, a penis
postaje sve meksSi zbog reduciranog dotoka krvi u
kavernozna tijela.

Promjene u bilo kojem od faktora: psiholoskom,
hormonalnom, neuroloSkom, vaskularnom ili
kavernoznom, uzrokuju neki od stupnjeva erekcijske
disfunkcije u oko 50% muskaraca u dobi od 40 do 70
godina.
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Stanice glatkih misi¢a krvnih Zila, uklju¢uju¢i one
u penisu, bogate su enzimima PKG i PDE5, glavnim
unutarstani¢énim receptorima za cGMP. Buduéi da je
odavno bilo poznato da povecanje koncentracije cGMP-
-a uzrokuje relaksaciju stanica glatkih misica krvnih
Zila, pojavio se interes za razvoj oralnih inhibitora PDE5
koji €¢e blokirati razgradnju cGMP-a. To je predvidalo
razvoj takvih supstancija koje ¢e biti korisne u terapiji
hipertenzije i angine pektoris. OCit izbor za poCetak
proucavanja bila je supstancija sildenafil. On je snazan
i reverzibilan inhibitor PDE5 porodice enzima (IC ~
~ 4 nM) (16). U inicijalnim klinickim pokusima za
odredivanje ucinkovitosti sildenafila u terapiji angine
pektoris, muski bolesnici su izvijestili da lijek uzrokuje
erekciju. Razlog Sto je sildenafil vise specifican za
cirkulaciju u penisu, a manje za centralni krvotok koji
utjeCe na sistemski krvni tlak, nije do danas potpuno
jasan. Najprihvatljivije objasnjenje je to da seksualna
stimulacija, koja je potrebna za ucinkovitost sildenafila
(Dinamico®, PLIVA), uzrokuje specificno otpustanje NO
Sto dovodi do velikog povecanja sinteze cGMP-a, a to
se uglavnom dogada lokalno, u tkivu penisa. PDE5
inhibitori blokiraju razgradnju cGMP-a i time djeluju
sinergistiCki s NO u smislu povetanja koncentracije
cGMP-a koji uzrokuje relaksaciju glatkih miSi¢a penisa.
Takav sinergistiCki efekt nije Cest u sistemskom
krvotoku i to je jedan od razloga koji objasnjava
kontraindikaciju za sildenafil kod pacijenata koji su na
terapiji nitratima.

Sildenafil se do sada pokazao kao uspjeSan lijek u
terapiji erekcijske disfunkcije, a takoder je pokazao i
pozitivan utjecaj na neke seksualne disfunkcije u Zena
(18).

NajceS€e nuspojave vezane uz ovaj lijek, poput
glavobolje, dispepsije, laganog snizenja krvnoga tlaka
ili kongestije nosne sluznice, posljedica su PDE5
inhibicije. Poremecaji vida su uzrokovani inhibicijom
retinalne PDE6. Red selektivnosti sildenafila za
pojedine PDE porodice je ovaj: PDE5 > PDE6 (10
puta manje) > PDE1 (80 puta manje) > PDE2, PDE4,
PDE7, PDES8, PDE9, PDE10 i PDE11 (700 puta manje)
> PDE3 (4.000 puta manje). Usporedivo s drugim
PDE porodicama enzima, PDE6 je u najbliskijoj vezi
s PDE5 pa sildenafil moze inhibirati obje porodice
(16). Zato se smetnje vida, kao jedna od nuspojava
terapije sildenafilom, javljaju najceS¢e tek kad se

znacajno prekorac¢i maksimalna dnevna doza. Vrlo
visoka selektivhost onemogucuje djelovanje na PDE3
koja je involvirana u kontrolu kontraktilnosti sré¢anog
miSi¢a te stoga sildenafil ne utjeCe na sr€ani rad i ne
izaziva nuspojave vezane uz njega.

Inhibicija PDE5 sildenafilom (Dinamico®, PLIVA)
poveCava antiagregacijsku aktivnost NO u trombo-
citima (in vitro), formiranje tromba (in vivo) i perifernu
arterio-vensku dilataciju (in vivo).

Uz sildenafil danas se u terapiji erekcijske disfunkcije
rabe jos tadalafil i vardenafil koji su mu kemijski vrlo
slicni.

Plucna hipertenzija inducivana

hipoksijom i sildenafil

Istrazivanja su pokazala visoku aktivnost PDE5 u krvnim
Zilama plu€a pacijenata koji imaju pluénu hipertenziju
induciranu hipoksijom. Stanice glatkih misi¢a krvnih
Zila pluéa takvih pacijenata su odebljane, odnosno,
remodulirane zbog povisenoga krvnog tlaka. Povecana
koncentracija PDE5 u takvim stanicama sprjeCava
nastanak cGMP-a koji je odgovoran za relaksaciju.
Sildenafil inhibicijom PDE5 smanjuje vaskularnu
misiénu remodulaciju pa i kada se ona ve¢ razvila, te
ucinkovito snizava arterijski krvni tlak u plu¢ima (19).
Danas se terapija ove bolesti sildenafilom najcesce
propisuje Zenama jer lijek u muskaraca djeluje i na
erekcijsku funkciju sto u ovom sluCaju predstavlja
nuspojavu.

Zakljuiak

U buduénosti se predvida razvoj vise potentnih
specificnih PDE5-inhibitora ili pak efektora drugih
komponenti cGMP-signalnog puta primjenjivih u terapiji
erekcijske disfunkcije, seksualnih disfunkcija u zena,
pluéne hipertenzije inducirane hipoksijom i drugih
bolesti koje ukljucuju glatke misice.
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