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1. Bevezetés

Az elmult néhany évtizedben szamos vizsgalat folyt a myocardium lehetséges
védomechanizmusainak kialakitasara, megelozve a sziv kdrosodésat az ischemads/reperfiizios
hatasoktol. Murray és kollégai elsonek irtak le a sziv adaptacios képességét a hosszan tartd
ischemids allapothoz. A toleranciat rovid, ismétloédo ischemids/reperfizios periddusokkal
alakitottak ki. Ezt a jelenséget ischemids prekondicionalasnak nevezték. Az a tény, hogy a
sziv megvédhetd a végzetes karosodasoktol a sajat adaptacidos képességének segitségével, a
prekondicionalds kivaltasanak folyamatat és mechanizmusat mind kisérletes mind klinikai
teriileten a figyelem kozéppontjaba emelte. A rovid, ischemias periodusokkal kivaltott
védOhatas mara 4ltalanosan hasznalt klinikai modszer arra, hogy megvédjék a szivet a
coronaria by-pass mitétek soran. Szamos bizonyiték szolgal arra, hogy a szivben a véd6hatas
nem csak a rovid érelzarasok altal lehet kivaltani, hanem a szivfrekvencia megnovelésével
(cardiac pacing) ill. fizikai terheléssel is. Szamos epidemioldgiai vizsgalat szolgaltat adatokat
arra vonatkozoan, hogy a rendszeres mozgas csokkenti a szivbetegségekben szenvedd
paciensekben a betegség sulyosbodasat €s a halalozast. Tovabba a fizikalis terhelés csokkenti
a szivbetegségek kialakulasanak kockazati tényezdit (hipertenzid, hiperlipidémia, diabetes,
obezitas). Azonban a fizikalis terhelés kivaltotta véddhatas pontos mechanizmusa még
tisztazasra var.

Az oxidativ foszforilaci6 és a mitokondridlis respiracido szétvalik hipoxia vagy
ischémia/reperfiizidé soran. Ez a szétkapcsolds noveli a szabadgyokok termelodését. Ezek a
reaktiv oxigén ¢€s nitrogén gyokok (ROS, NOS) kiemelkedd szerepet jatszanak a reperfizios
arrhithmidk kialakitasaban. A szabad gyokok nem csak karosithatjak a szivizom sejteket, de
szerepiik lehet a PC kialakitasanak folyamataban is. A ROS és a NO nem-receptor kapcsolt
aktivatorai lehetnek a védOhatasnak.

Szdmos tanulmany foglalkozik a ROS szerepével a védOhatas késdi fazisdban. A ROS
szamos redox szenzitiv molekulat aktivalnak, mint példaul az endogén antioxidans enzimeket,
a mangan szuperoxid diszmutazt (MnSOD) vagy a thioredoxint. A prekondicionalt szivben a
redox szignal fehérje szintézist indukalhat, hogy eldsegitse a szivizomsejtek tulélését.
Azonban a ROS szerepe a véd6hatas korai fazisaban, kiilonos tekintettel az antiarrhythmias
hatasara, még tisztazatlan maradt.

A NO er6s vasodilatacidos hatdsa mellett extrém rovid fél-¢élet idével rendelkezik Az
endothéliumbol szabadulhat fel szdmos endogén molekula hatdsara, vagy akar fizikalis

stimulusra. A human szervezetben a NO-t harom kiilonb6z6 nitrogén monoxid szintaz (NOS)



izoforma képes eldallitani. Ezek koziil kettd megtalalhatd a szivben: az endothélidlis NOS
(eNOS) és a NOS indukalhato formaja (iNOS).

Az infarktusos teriiletet vagy a ,,stuning”-ot vizsgalva szdmos tanulmany javasolja a
NO szerepét a PC késoi fazisaban. Exogén nitrogén monoxid adésa szintén elégséges, hogy a
szivben a védGhatast kialakitsa az infarktussal vagy a ,,stunning”-al szemben nytlakban és
ragcsalokban. Azonban késéi védohatds anti-arrhythmids folyamataiban szerepe még
bizonytalan. Bolli és munkatarsai a NO szerepét a késOi protektiv folyamatokba ugy
osszegezte, hogy "NO medialta NO felszabaditds.” Azonban nem volt bizonyiték a NO trigger
vagy mediator szerepére a fizikalis terhelés kivaltotta késoi véddhatasban az arrhythmidkkal
szemben.
Babai ¢s munkatarsai kimutattak, hogy egyszeri alkalmu, futopadon térténd, fizikalis terhelés
is képes csokkenteni a kamrai arrhythmidkat a védéhatas kialakitasatol szamitott 24 oraval
késobb. Ez a védOhatds megsziintethetd az eldzetesen alkalmazott aminoguaninie addsaval.
Azonban az aminoguanindine nem szelektiv gatloja a NOS enzimeknek. Tovabbi szamos
enzimet gatol, mint példdul a histamindzt, mitogén aktivalta protein kinazt, katalazt, SOD-ot
¢s malondialdehidet.

Jelen doktori disszertacid o témaja a rovid érelzardsokkal és fizikai terheléssel
kivaltott korai és késdi védohatasok mechanizmusainak vizsgalata volt, kiilonos tekintettel a

szabad gyokok és a nitrogén monoxid szerepére a védOhatas antiarrhythmids folyamataiban.



2. Célkitiizések

Két 16 célja volt a jelen doktori disszertacionak.

1. A reaktiv oxigén gyokok vizsgalata az ischemias prekondiciondlassal kivaltott korai

antiarrhythmias hatas vizsgalataban (1/a). Ebben az esetben alacsony molekulasulyu,

er6sen diffuzibilis szabadgyok fogét az N-2-mercaptopropionylglycine-t (MPG)

alkalmaztuk. Ebben a vizsgalatban a prekondicionalast rovid kétszer Ot perces

koronaria elzarasokkal hajtottuk végre. Az elzarasok utan 20 perces nyugalmi

periodust kovetden a LAD-ot 25 percre elzartuk.

Ebben a témakorben a tovabbi kérdések keriiltek kivizsgalasra:

nem PC kutyakon miocardialis infarktus kdzben vizsgaltuk a ROS arrhythmias
hatasat (1/c). Lehetséges-e az arrhythmidk szamanak csokkentése exogén
szabadgyokfogé alkalmazéasaval?

Terveztik a szabadgyokok kialakulasanak bizonyitasat az ischemia kivaltotta
prekondicionalas folyamata soran, ill. a 25 perces érelzaras kiindulasi és
végallapotaban  (1/b).  Lucigenin-indukalta chemiluminescencia modszert
alkalmaztuk, hogy vizsgaljuk a ROS képzdédést in vivo.

In vitro ferro-cytochrome-c redukcios assay-ben vizsgaltuk az MPG gyokfogd
aktivitasat a phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) kivaltotta ROS képzodésen
(2/d). Az alkalmazott médszerben a PMA foszfolipaz-C tutvonalon aktivalja a
kutya periférialis mononukledris sejteket, amely aktivaci6 ROS képzddéshez

vezet.

2. Tovébbi bizonyitékokat kerestliink a nitrogén monoxid antiarrhythmias szerepére a

fizikalis terheléssel kivaltott prekondicionalas késdi fazisaban (2/a). Ebben a

vizsgalatban a nitrogén monoxid szerepét vizsgaltuk:

nem szelektiv NOS gatldé o-nitro-L-arginine-methyl-ester (L-NAME) ((2/b) és
szelektiv iNOS gatlo, -(2-aminoethyl)-methyl-isothiourea (AEST) alkalmazasaval
(2/c).

L-NAME-t kozvetleniil a fizikalis terhelés kivaltasa el6tt alkalmaztuk, mig az AEST-t a 25

perces teszt érelzaras el6tt 70 perces infuzidban adagoljuk.



3. Methods

3.1 Kutyak miitéti elokészitése
Enyhe altatasban (Sigma, 20 mg kg-1 natrium pentobarbitone intra vénas infuzidoban) a jobb
artheria femoralisba katétert iiltettiink, hogy mérni tudjuk a szisztolés, diasztolés vérnyomast
(SABP, DABP) valamint a szivfrekvenciat (HR). A vena femoralisba szintén katétert
iiltettiink, ezen keresztiil adagoltuk az altatds fenntartasihoz a chloralose (60 mg kg™) és
urethan (200 mg kg™) keverékét. Ezen kiviil a femoralis vénéba iiltetett kaniilon 4t adagoltuk
az AEST-t is, kozvetleniil a teszt érelzaras elott. A bal artheria carothist kipreparaltuk és ezen
keresztiil katétert helyeztiink a bal kamraba, hogy mérni tudjuk a bal kamrai szisztdlést
(LVSP) ¢s vég-diasztolés (LVEDP) nyomast. Az 6todik borda kozott a mellkast feltarjuk és a
perikardiumot felnyitjuk. A baloldali artheria coronaris (LAD) anterior descendens agat,
kozvetleniil proximalisan az els6 fo diagonalis elagazasa felett az okkluziohoz kipreparaltuk.
Ennek az artéridnak a bal oldali 4gat kaniilaltuk helyi, fiziologids sooldat, vagy MPG
intracoronarias adasakor szabadgyokok vizsgalata esetén. A bal oldali artheria coronaris
circumflex 4gat kipreparadljuk ¢és elektromagneses 4aramladsmérét (4 mm atmérdji)
felhelyeziink az artheria choronarisra. A miokardialis véraramlast (MBF) Spectramed
késziilékkel mértiik (Hugo Sacs Electronics, Germany). A kompozit elektrodot a potencialis
ischémias teriilet koézepére varrtuk fel, melynek segitségével az elektromos aktivacio
inhomogenitasanak mértékét tudtuk nyomon koévetni. Az elektrod tartalmaz tovabba 4

unipolaris elektrodot is, mely segitségével az EKG jel ST-szakasz emelkedést mértiik.

3.2 Vizsgalt hemodinamikus paraméterek és kamrai arrhythmiak

A jobb oldali artheria femoralison keresztiil mértiik a szisztolés (SABP) és diasztolés (DABP)
vérnyomast €s a szivfrekvenciat (HR). Az artérias vérnyomas kozépértékét a SABP és a
DABP értékbdl szamoltuk. A bal kamrai szisztolés (LVSP) és vég-diasztolés nyomast
(LVEDP) a bal oldali artheria carotisba tett kaniil segitségével mérjiik. Ebb6l szamoljuk ki a
bal kamrai nyomads idd szerinti elsé derivaltjanak minimum és maximum értékét. A coronaria
aramlast a bal artheria coronaris circumflex agara helyezett elektromagneses aramlasmérével
mérjik.

A kamrai arrhythmidk megjelenését a 25 perces teszt érelzaras soran és azt kdvetd reperfiizid
alatt vizsgaljuk a Lambeth konvencionak megfelelden. Az érelzaras soran a korai kamrai
itések szamat (VBP’s) szamoltuk. Tovéabba rogzitettiik a kamrai tachikardidk (VT)

eseményeit és szdmat. Ezen kiviil vizsgaltuk a kamrai fibrillacidkat mind az okklizid, mind a



reperfuzid soran. Azokat a kutyakat tekintettiik taléloknek, akiknek a szivfrekvencija 10

perccel az ischemias-reperfiziés inzultust kovetden szinus ritmusban volt.

3.3 Alkalmazott in vitro Kkisérletek a szabadgy6kok szerepének

vizsgalataban
A rovid érelzarddasokkal kivaltott prekondicionalas és az ezt kdovetd teszt okkluzid és
reperfizi6 soran vizsgaltuk a szabadgyok termelddést lucigenin-enhanced chemilumineszcens
assay-vel. Minden vizsgalt idopontban két mL-nyi vért gyljtottiink a sinus coronariusbol
EDTA alvadasgatolt vérvételi csObe. A mintékat a vérvétel utan 5 percig centrifugaljuk 200 g-
n szobahémérsékleten. 100 uL plazmahoz 250 uM Dulbecco foszfat pufferben (DPBS) oldott
lucigenint adunk. 2 perces inkubacidés id6 utan (sotétben) mérjik a chemilumineszcenciat
folyadék scintillacios detektorral (Packard Tri-Carb 2100 Model).
Masrészrol vizsgaltuk a szuperoxid anionok képzddését és MPG-vel torténd gatlasat kutya
leukocitakban. A szuperoxid anion képz6dését Guarenieri és kollégai altal leirt szuperoxid-
fliggd ferrocitochrome-c redukcidjaval hatdroztuk meg. 2 mL periférias vért gyijtottiink kutya
véna femoralisbol EDTA alvadasgatolt cs6be. A polimorfonuklearis sejteket (PMN) Ficoll-
Hypaque gradiens segitségével izolaltuk vérbél (centrifugalas 200 g-n, 20 percig
szobahdmérsékleten). Az izolalast kovetden a sejteket 40 uM tartalmi ferrocytochrome-c
tartalmi DPBS-ben vessziik fel, majd 0,3 uM PMA-val stimuldlva a szuperoxid képzddést
550 nm-en detektaltuk.

3.4 Prekondicionalas kivaltasa
Kisérletsorozatunk elsé felében a prekondiciondlas korai fazisat vizsgaltuk. Ekkor a
prekondicionalast 2 x 5 perces rovid érelzarodassal és azt kovetd gyors reperfuzidval
valtottuk ki. Az okkluzios-reperfiizids izultusok kozott 20 percet hagytunk. A masodik
okkluzids-reperfiizidos eseménysor utan 20 perccel alakitottuk ki a 25 perces teszt okkluziot.
A kisérletsorozatunk masodik felében a prekondicionélas késdi fazisanak antiarrhythmias
hatasat vizsgaltuk. Ekkor a véddhatast egyszeri 21 percig tartd, futdpadon torténd fizikalis
terheléssel valtottuk ki. Az allatokat a futopadon novekvd terhelésnek tettiik ki: minden 3.

percben noveltiik a futds sebességét és vagy a futdpad ddlésszogét.



4. Konkluzio

4.1 Szabadgyokok szerepe a prekondicionalas korai antiarrhythmias
hatasaban
A kutydkban, mint mas fajokban, a kamrai arrhythmiakat csokkenteni lehet, ha a hosszabb

idejlii érelzarast megeldzi egy vagy tobb tovid ideji ischemids €s reperfizids esemény. Az
ischemids prekondicionalas erds antiarrhythmias hatdsat bizonyitotta ez a munka. Egyetlen
allat sem fibrilldlt a prekondicionalt csoportbol a teszt okkluzid alatt. Ezzel szemben a
kontroll csoportban 82%-os volt a fibrillalt allatok szama a teszt okkluzi6é soran. A VPB és a
VT epizddok szama szintén alacsonyabb volt azokban a kutydkban, akikben a PC hatast
kivaltottuk. Az epikardidlis ST-szegmens emelkedés ¢és az elektromos aktivacio
inhomogeneitasinak mértéke kevéssé volt kifejezett a PC kutydkban, mint a nem-PC
allatokban.

(1/a) Bizonyitottuk, hogy az antiarrhythmias védOhatas kialakitasaban a szabadgyokok
szerepe kevéssé valoszinli kutydkban. Az ismert szabadgyok fogd, MPG, alkalmazaséaval
bizonyitottuk ezt. Az alkalmazott MPG dézisa (azonos 90 mg kg™ total intravénas dozissal)
azonos volt azzal, melyet elézetesen az irodalomban tobb helyen alkalmaztak. Az MPG-t
kozvetleniil az artheria coronaris oldalagaba juttatunk, arra a teriiletre, melyet késObb
elzartunk. Az eredmények azt mutatjak, hogy a lokalisan adott MPG nem képes megsziintetni
a precondiciondlas jotékony, antiarrhythmids hatasat. A VF és VT események és a korai
kamrai iitések megoszlasa hasonld volt a prekondicionalt kutydkban, fliggetlentil att6l, hogy
az allat kapott-e szabadgydkfogot vagy sem. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy ebben az
allatfajban az in vivo allapotban a ROS, és foként a szuperoxid gyok, nem sziikséges a korali,
¢letet veszélyeztetd arrhythmiakkal szembeni védéhatés kialakitasazoz.

(1/b) A kisérlet soran a vizsgaltuk a felszabaduld szabadgyokok mennyiségét a sinus
coronariusbol vett vérmintabol. Azt tapasztaltuk, hogy a masodik prekondicionald okklaziot
kovetd reperfizid soran vett vérmintdban emelkedett meg legnagyobb mértékben a
detektalhatd szabadgyokok mennyisége. Az alkalmazott MPG kezelés ezt a szabadgyok
emelkedést képes volt legatolni.

(1/c) Az MPG-t kapott kontroll kutyakban (C + MPG csoport) a fazis I. arrhythmiak szama
csokkent, ennek okanak kideritése késdbbi vizsgalatokat igényel. A VPB-k szdmat az egész
25 perces érelzaras alatt nem mutatott szignifikdns kiilonbséget, a fiziologids sdoldatot kapott
kontroll csoporttal szemben. Tovabba az ischémia mértékének két jellemzdje, az ST-szakasz
emelkedés és az elektromos aktivacio inhomogenitds nem mutatott eltérést MPG kezelés

hatasara a kontrollhoz képest.



4.2 ANO szerepe a PC késoi antiarrhythmias hatasaban
Kisérletsorozat masodik részében tovabbi bizonyitékokat kerestiink a nitrogén monoxid

szerepére a prekondiciondlas késd fazisaban. Vizsgalataink célja volt a nitrogén monoxid
trigger és mediator szerepének tisztazdsa a fizikalis terheléssel kivaltott véddhatés
antiarrhythmids hatdsdban. Ebbol a célbol két NOS gatlot alkalmaztunk. A fizikalis terhelés
hatasara markans véddhatas alakul ki az arrhythmiakkal szemben 24 6ra mulva.

(2/a) Az eNOS gatlo L-NAME alkalmazasa a fizikalis terhelés kivaltasa elott megsziinteti a
fizikalis terhelés jotékony, antiarrhythmias hatasat. A NO termel6édés gatlasaval (L-NAME
segitségével) bizonyitani tudtuk a NO trigger szerepét prekondicionalés kivaltasaban.

(1/b) Az alkalmazott szelektiv iNOS gatld AEST alkalmazasa gatolja a fizikalis terhelés késo1
antiarrhythmids hatasat. Bebizonyitottuk, hogy a fizikalis terheléssel kivaltott
prekondicionalas késdi antiarrhythmids hatasban a NO mediator molekulaként is szerepet

jatszik.
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