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BEVEZETES

Tanulmany 1.

A szivizomzat koszoruér elzarédasabol eredd elégtelen vérellatasa olyan jellegzetes
metabolikus és elektrofiziologiai (iszkémias) valtozasokat indit el a szivben, amelyek gyakran
végzetes kimenetelil kamrai aritmidkhoz vezetnek. A WHO felmérései alapjan, évente tobb
mint 7 milli6 ember (ndk és férfiak egyarant) veszti életét az iszkémias eredetli szivbetegség
kovetkeztében fellépd hirtelen szivhalal miatt. Az akut iszkémias szivbetegség talajan
kialakulo stlyos kamrai ritmuszavarok megel6zésére vagy legalabbis csokkentésére U
stratégiak kidolgozasara van sziikség, s ez mind a mai napig kihivast jelent mind a kisérletes,
mind a klinikai kardiologia szamara. A prekondicionalas (PC) jelensége egyike ezen ;]
kardioprotektiv stratégiaknak, amelyet eldszor Murry és munkatarsai 28 évvel ezelott irtak le
altatott kutyaban. Kisérleteikben kimutattak, hogy amennyiben a bal koszoraér circumflexus
szamottevéen csokkent az infarktusos teriilet nagysaga, a szivizom ATP igénye valamint
mérséklodott az iszkémia okozta savasodds. A PC kardioprotektiv hatasat szamos kisérletben
megerdsitették. Ismertté valt, hogy a PC jelent6s védelmet nyujt az iszkémia/reperfizio (I/R)
okozta kamrai ritmuszavarokkal szemben, és a reperfuziot kovetéen javitja a kontraktilis
funkcido helyredllasat. A védOhatas kialakitasaért feltehetéen a révid PC ingerek soran
felszabaduld endogén anyagok a felel6sek, amelyek receptor-fiiggd és receptortol fiiggetlen
mechanizmusok révén, kiilonb6z6 jelatviteli utvonalakat aktivalnak. Az endogén anyagok
kozil els6ként azonositottak a prosztaciklint, az adenozint, a bradikinint és a nitrogén
monoxidot, a PC kardioprotektiv hatasaban. Ujabb kutatasi eredmények felvetették annak a
lehetdségét is, hogy a nitrogén monoxid (NO) és szuperoxid reakcioja soran képzddo
peroxinitrit (PN) szintén szerepet jatszhat a PC-kivaltott antiaritmias hatasban. Patkany izolalt
szivpreparatumon végzett vizsgalatokbdl ismert, hogy a PN képzddés gatldsa hugysavval
(UA) a PC alatt az antiaritmias hatas megsziinését eredményezte. Hasonloan, az exogén

modon alkalmazott PN kardioprotektiv hatdsa is megsziint UA jelenlétében.

Munkacsoportunk korabbi kisérletei igazoltak, hogy kdzvetleniil a koszoruér-keringésbe, 100
nM-os koncentracioban juttatott PN, szignifikansan csokkentette a 25 perces koszortér
okkluzid/reperfuzié soran fellépd kamrai aritmidk stlyossagat altatott kutyaban. Az ilyen
modon eldidézett védohatas mértéke az iszkémias prekondicionalassal és a NO donorok
protektiv hatasaval volt 6sszemérhetd. Az a tény, hogy az exogén PN véd az akut I/R okozta

aritmidkkal szemben felvetette annak a lehetdségét, hogy az endogén modon képz6dd PN is



hozzajarulhat a PC Kivaltotta antiaritmids hatas kialakulasahoz az altalunk alkalmazott

nagyallat modellben.

Tanulmany I1.

A legels6 bizonyiték arra vonatkozoan, hogy a NO mint ,trigger” és mint ,,mediator” részt
vesz a PC kardioprotektiv (antiaritmias) hatasaban laboratoriumunkbdl szarmazik.
Kutatocsoportunk kimutatta, hogy a PC aritmiakkal szembeni védéhatasa megsziinik, ha a NO

szintézisét végzo nitrogén monoxid szintaz (NOS) enzimet L-NAME-mel gatoljuk.

Korabbi kisérleteinkben azt is igazoltuk, hogy altatott kutydban PC hatasara, a sinus
coronariusbol vett vérmintdkban a plazma nitrat/nitrit (NOx) koncentracidja a 25 perces
koszoruér okklazio alatt szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll allatokban,
amelyekben az NOx szintje egy atmeneti emelkedést kovetdéen (az okklazid 7. perce),
folyamatosan csokkent. Bar irodalmi adatok utalnak arra, hogy a PC inger (pl. erdteljes fizikai
aktivitas) befolyasolhatja a NOS aktivitasat és expresszidjat, kisérletes bizonyiték nem all a
rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a PC utdn a NO biologiai hozzaférhetdségének
novekedése, a NOS enzim PC altali aktivalasanak az eredménye vagy mds enzim-fiiggetlen
mechanizmusoknak kdszonhetd. A legujabb szakirodalomi adatok ugyanis arra utalnak, hogy
kiilonosen iszkémias koriilmények kozott, NO un. ,,nem-enzimatikus” uton is keletkezhet.
Ezek az els6dlegesen izolalt szivpreparatumokbdl szarmazo eredmények azt sugalljak, hogy
iszkémias szivizomban a nitritbdl torténé NO képzddés a preferdlt az enzimatikus NO

produkcidval szemben.

Mindezen elozményeket figyelembe véve kisérleteket terveztiink annak vizsgalatara, hogy
PC-t kovetden, a hossza iszkémias inzultus alatt tapasztalhato emelkedett NOx koncentraciok,
a NOS enzim aktivitasfokozodasanak eredménye és/vagy egy enzim-fiiggetlen mechanizmus
is szerepet jatszik. Miutan nem tudjuk, hogy a PC okkliziok/reperfuziok soran keletkezd
egyéb endogén anyagok, pl. a szuperoxid és a PN szintje, hogyan alakul és miként valtozik az
idé fliggvényében, és ezek milyen mdédon hatnak az NO képzddésre, kisérleteinken

parhuzamosan mértiik a szoveti szuperoxid és PN koncentraciok idébeni valtozasat is.



CELKITUZESEK
Az értekezésben ismertetettek, két tanulmany eredményeit foglaljak 6ssze.

A dolgozat elsé részében (Tanulmany I) arra a kérdésre kerestiik a valaszt, vajon a PC
okkluziok/reperfuziok soran képz6doé PN ,trigger” szerepet jatszik-e a PC antiarrhythmias
hatasaban? Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara olyan kisérleteket terveztiink, amelyekben
az allatok a PC okklaziok/reperfiziok alatt, a PN viszonylag szelektiv befogdszerét,
hugysavat (UA) kaptak. Az igy nyert eredményeket al00 nM-0s PN-el kezelt csoporttal
vetettiink Ossze. A hugysavat intravénas infazioban (0.2 mg/kg/min) 10 perccel a PC
okkluziok/reperfuziok elétt és alatt (PC teljes id6tartama 20 min) vagy a 100 nM-os

intrakoronarias PN infizioval egyszerre adtuk.

A dolgozat masodik részében (Tanulmany II) azt vizsgaltuk, vajon a PC hatasara kialakuld
kedvezé NO biologiai hozzaférhetdség, a NOS enzim aktivitdsaban bekovetkez6 valtozasok
kovetkezménye vagy mas NOS enzimtdl fliggetlen mechanizmus(ok) is szerepet jatszhatnak.
Ennek eldontésére, olyan kisérleteket terveztiink, amelyekben meghataroztuk a NOS enzim
aktivitasanak id6-fliggd valtozasat és ezzel parhuzamosan kovettiik a plazma NOx, valamint

szoveti szuperoxid és NT képzddést kontroll és prekondicionalt kutyakban.

MODSZEREK
1.Kisérleti allatok és miitéti beavatkozasok

Kisérleteinket mindkét nemhez tartozo, atlagosan 19 + 5 kg (Tanulmany I) és 18 + 4 kg
(Tanulmany II) sulya keverék kutyakon végeztiik. Az altatas bevezetésére pentobarbitalt (0,5
mg kg™ iv.) alkalmaztunk, majd a jobb femoralis vénaba vezetett katéteren keresztiil a
narkoézist kloraloz-uretan keverékével tartottuk fenn (60 and 200 mg kg™ iv.). A jobb
femoralis artéridba vezetett polietilén katéteren keresztiil az artérids vérnyomast (szisztolés,
diasztolés ¢és kozép), mig a bal artéria carotison keresztiil a bal kamraba vezetett katéter
segitségével a bal kamrai szisztolés és végdiasztolés nyomasvaltozasokat valamint balkamrai
dP/dt értékeket hataroztuk meg. A mellkas-nyitast kovetden (5. bordakoz), a bal koszoruér
artéria eliilsd leszallo agat (LAD), az els6 margindlis 4gtdl proximalisan, késdbbi okkluzid
céljara kipreparaltuk. Az okkluzio helyétdl disztalisan, ugyanezen ér egyik kisebb oldalagaba
kaniilt vezettiink, amely a pH 8.4-es sboldat vagy a peroxinitrit infzi6 beadasara szolgalt. A
jobb jugularis vénan keresztiil katétert vezettiink a sinus coronariusba a plazma nitrat/nitrit
(NOx) szintjének meghatarozasara. A hugysavat intravénas infuzioban, a bal jugularis vénaba

helyezett katéteren adtuk.



2. A kamrai aritmiak meghatarozasa

A kamrai aritmidk szamat és gyakorisagat az ll-es elvezetésit EKG-r6l, a Lambeth konvencio
alapjan értékeltiik. fgy a 25 perces okklizio alatt meghataroztuk a kamrai extraszisztolék
(VPBs) és kamrai tachikardias epizoédok (VT; 4 vagy annal tobb egymas utani VPBs) szamat,
valamint a VT ¢és kamrafibrillacio (VF) gyakorisagat. Reperfuzioé soran csak a VF és talélés

gyakorisagat vizsgaltuk.

3. Az iszkémia sulyossaganak meghatarozasa

A szivizom iszkémia sulyossdgat két paraméterrel, az epikardidlis ST-szakasz ¢és az
elektromos aktivacié inhomogenitdsanak valtozaséaval jellemeztiik. Mindkét paramétert a bal
kamra felszinére, az iszkémids teriilet feltételezett kézéppontjaba varrt kompozit elektroddal
vizsgaltuk. Az elektréd az epikardidlis felszin 24 pontjarol gytijti 6ssze €s Osszegzi az R
hullamokat. Normal perfuzio €és oxigénellatottsag esetén minden pont egyszerre aktivalodik,
amelynek az eredménye egyetlen R hullam. Iszkémidt kdvetden, a szivizom csdkkent
perfuzioja kovetkeztében a rostok aktivacidoja inhomogénné valik, amely az Osszesitett R
hullam kiszélesedésében €s felrostozodasaban nyilvanul meg. Az inhomogenitas mértékét az
els6 ¢és utolsd R-hullam kozotti id6 elteltével jellemeztiik, és ms-ban fejeztiik ki. A kompozit
elektrédon elhelyezett négy unipolaris elvezetés segitségével elektrogrammot regisztraltunk,

amelyen az iszkémias teriileten beliili ST-szakasz valtozasat mV-ban mértiik.

4. Plazma nitrat/nitrit (NOx) meghatarozas

A plazma nitrat/nitrit (NOx) szinteket Griess-reakcioval hataroztuk meg. A kisérletek
kiilonb6z6 idépontjaiban a sinus coronarius-bol vett vérmintakat 15 percig 4°C-on 10 000 g-n
centrifugaltuk. Ezt kovetden a plazmat B-NADPH, FAD, és nitrat-reduktaz enzimmel 30
percig 37°C-on inkubaltuk. A nitrdt nitritté torténd enzimatikus atalakitdsa utdn a
reakcioelegyet Griess reagenssel tovabbi 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
keletkezd azo-vegyiilet abszorpciojat spektrofotométerrel 540 nm-es hullamhosszon
hataroztuk meg. A NOx koncentracidjanak meghatarozasahoz standardként NaNO,-t és

NaNOs-t hasznaltunk.

5. A szoveti szuperoxid képzédés meghatarozasa
A szuperoxid képzddést dihydroethidine (DHE) fluoreszcens festési eljarassal hataroztuk
meg. A DHE sejten beliil szuperoxid jelenlétében fluoreszcens ethidiummaé oxidalodik, és a

DNS-hez kotodik. Az iszkémias teriiletrél szarmazoé szovetmintakbol (0,5 x 0,5 x 2 cm,



Tissue-tekbe agyazva) kriosztattal 20 pm vastagsagi metszeteket készitettiink, amelyeket
IuM (pH 7.,4-es foszfat pufferben feloldott) DHE-vel inkubaltuk 37 °C-on, 30 percen
keresztiil. A negativ kontroll mintdkat a DHE festést megel6z6en thiol tartalmu
antioxidanssal, N-acetil ciszteinnel (100 mM) blokkoltuk. Szemi-kvantitativ analizis céljabol
konfokalis 1ézer scanning mikroszkdppal (Olympus FV1000) 10-15 felvételt készitettiink a
DHE-vel festett és negativ kontroll mintakrol. A fluoreszcens jeleket Imagel szoftver

segitségével értékeltiik és a kapott intenzitas értékeket onkényes skalan abrazoltuk.

6. Nitrotirozin meghatarozasa Western blottal

A peroxinitrit (PN) képzddés markereként hasznalt nitrotirozin (NT) mennyiségét Western
blottal hataroztuk meg. 20 ug fehérje mintat 8%-os poliakrilamid gélen szétvalasztottunk,
majd a gélbdl a fehérjesavokat PVDF membranra blottoltuk (100 V, 400 mA, 120 min). A
membrant a blokkolast (5 %-os tej) kovetden elsddleges (1:1000 higitds; egér anti-NT
monoklonalis antitest) majd masodlagos (1:1000 higitas; HRP-konjugalt nyul anti-egér IgG)
antitesttel inkubaltuk. A membranok kemilumineszcens jelét ECL Plus kittel rontgen filmre
hivtuk el6. A NT jelek intenzitdsat Image] szoftver segitségével szamszerlsitettiik és az

almitott allatok %-ban fejeztiik ki.

7. Nitrogén monoxid szintaz (NOS) enzim aktivitas mérése

A NOS enzim aktivitasat (Tanulmany II) RIA kit (Cayman Chemical) segitségével a gyari
tajékoztatoban megadott eldirasok alapjan hataroztuk meg. A moddszer a radioaktiv [3H] L-
arginin NOS enzim altali [°H] L-citrullinnd torténd biokémiai atalakitisan alapszik. A
szovetmintakbdl (100 mg szivpor) fehérjét izolaltunk; a mintakhoz jégen homogenizacids
puffert adtunk majd 4 °C-on 15 percig 10000g-n centrifugaltunk. Ezt kdvet6en a feliiliszot a
reakcid eleggyel szobahdmérsékleten 60 percig inkubaltuk. Folyadék szcintillacios
szamlaloval (Wizard™) a reakci6 soran keletkezé radioaktiv citrullin mennyiségét detektaltuk

melyet pmol citrullin/min/mg fehérje egységben fejeztiink ki.

8. Kisérleti protokoll

Tanulmany I.
Kisérleteinket altatott kutyak tizenegy csoportjdban végeztik. A mitéti beavatkozasokat
kovetéen 20 percet hagytunk a hemodinamikai és vérgdz paraméterek stabilizalodésara.

crer

melyet gyors reperfiizid kovetett. A prekondicionalt allatokban ezt megeldzden ugyanezen



eret 2x5 percre lefogtuk hugysav jelenlétében (UA+PC; n=8) és hianyaban (PC; n=10). A
hugysav infuzidt (0.2 mg/kg/min) a juguldris vénan keresztiil 30 perccel a hosszi okkluziot
megelézéen adtuk. Tovabbi két csoportban a kutyak intrakoronarias infazioban 100 nM
koncentracioban peroxinitritet kaptak (sebesség: 0.5 ml/min) higysav jelenlétében (UA+PN;
n=8) ¢és hidnyaban (PN, n=10). A PN-t tartalmaz6 fecskenddket foliaval tekertiik kdrbe annak
érdekében, hogy az oldatot megdvjuk a fény altali lebomlastél. Kontrollként két csoportot
hasznaltuk, amelyekben a kutyak pH 8,4-es fiziologias sdoldatot (C1; n=14) vagy hugysavat
(UAC; n=9) kaptak az I/R elott. Tovabbi 6t csoportban, az NT képzddés meghatarozas
érdekében, mind az UA-val kezelt és kezeletlen allatok szivét a 2x5 min pH 8,4-es séoldat
(C2; n=4), a PN infuziok (PN; n=3; UA+PN; n=3), valamint PC eljarast (PC; n=4; UA+PC;
n=3) kovetden allitottuk le. A hosszi okklizionak is aldvetett csoportokban, a reperfuzio 2.
percéig tuléld allatokat tualaltattuk, majd az iszkémias teriiletr6l szdrmazd mintdkban

ugyancsak meghataroztuk az NT szinteket.

Tanulmany I1.

Kisérleteinket altatott kutydk hét csoportjaban végeztiik, csoportonként 3-5 allattal. A mitéti
beavatkozasokat 30 perces stabilizalédasi periddus kovette. Szivizom iszkémiat az Osszes
csoportban (kivéve az almiit6tt csoport), a bal koszortér artéria eliilsé leszallo aganak (LAD)
okkluzidjaval idéztiink el6. Harom csoport szolgalt kontrollként. Ezekben a csoportokban az
allatok tulaltatasat kovetden szivszoveti mintékat vettiink a 30 perces stabilizalédasi periodus
végén (CO; n=5) vagy a koszoruér okkluzio 5. (C1; n=4) és 25. percében (C2; n=3). Tovabbi
négy csoportban a kutydkat a LAD 2x5 perces okkluzidjaval (5 perc reperfuzidval
megszakitva) prekondicionaltuk. Ezekben a csoportokban az eutandzidt kovetéen mintat
vettiink a masodik PC okkluzié végén (PC1; n=5), és 5 perccel késébb (PC2; n=4), valamint a
hossz iszkémia 5. (PC3; n=4) és 25. percében (PC4; n=3). A LAD teriiletérdl szarmazo
mintdkbol a NOS enzim aktivitdsat és szoveti szuperoxid képzddését mértiik. A kisérletek
kiilonb6z6 iddpontjaiban a sinus corondriusbol vérmintdkat gyiijtottiink a plazma NOx

szintjeinek meghatdrozasahoz.



EREDMENYEK

I/1. A kontroll csoportban, a LAD okkluziojat kdovetden nagy szamban jelentkeztek kamrai
extraszisztolék és tachikardias epizodok (a kutyak tobb mint 90%-a), valamint az allatok 50
%-a kamrafibrillacidban elpusztult az okklizi6 alatt és egyetlen allat sem élte tal a kombinalt
okkluzios/reperfizids inzultust. Iszkémia hatdsara az epikardialis ST-szakasz valamint az
elektromos aktivaci6 inhomogenitasanak mértéke is szignifikansan emelkedett, melyek
maximalis valtozasukat az okkluzi6 5. perce koriil érték el. Mind a PC, mind a PN 100 nM
koncentracioji infizidja jelentdsen csokkentette a koszoruér okkluzio kivaltotta kamrai
ritmuszavarok sulyossagat és novelték a reperfuzio alatti talélés aranyat. Tovabba, az
iszkémia sulyossagat jellemzo paraméterek valtozasa is szignifikansan kisebb volt a PC és
PN-nel kezelt csoportokban. Mig a hugysav (UA) szamottevéen nem befolyasolta a PC
antiaritmias és anti-iszkémias hatasat, addig szinte teljes mértékben megsziintette a PN
védBhatasat. Erdekes modon az UA intravénas infizidja az okkluzid/reperfuzié elStt adva,

onmagaban is kardioprotektiv hatastinak bizonyult.

1/2. Mind a révid PC okkluziok /reperfuziok, mind a PN infaziok sorozata egyarant jelentds
NT képzodést eredményezett. Ez a hatds hugysav jelenlétében teljes mértékben megsziint. A
25 perces okkluzid/reperfuziot kovetden a NT szintje jelentés mértékben megemelkedett, de
ez a PC és PN-nel kezelt kutyakban szignifikansan kisebb mértékii volt, mint a kontroll
allatokban. Hugysavval torténd kezelést kovetden csak a PN NT-képzddést csokkentd hatasa
szint meg, a PC védéhatasa tovabbra is megmaradt. Erdekes médon az UA 6nmagéban is

csokkentette a hosszu I/R-t kovetd NT képzodést.

1/3. Mind a PC okkluziok, mind a hasonl6 idétartami PN infuziok novelték a NO metabolitok
(nitrat/nitrit) szintjét, és ez az emelkedés a hosszu iszkémia alatt is fennmaradt. Ezzel
szemben a kontroll kutydk NOx értékei az okkluzio végére jelentdsen lecsokkentek. A
hugysav adasa egyik csoportban sem befolyasolta szamottevéen az NO képzédést a hosszl
okkluzié el6tt, sem pedig azt kdvetéen a PC kutyakban, azonban teljesen eltiintette a PN NOx

szintet megtartd hatasat.

1/4. A kombinalt I/R inzultust kovetden markans szuperoxid képzédést tapasztaltunk, mely
szignifikdnsan csokkent a PC és PN kezelés hatasara. Hugysav jelenlétében a reaktiv oxigén
gyokképzodés csokkenése tovabbra is megmaradt a PC csoportban, azonban megsziint a PN

csoportban. A hugysav 6nmagaban is mérsékelte a I/R okozta szuperoxid képzddést.



I1/1. Az iszkémianak alavetett kontroll kutyak mintaiban a NOS aktivitasa atmenetileg
fokozodott (okklizié 5. perc; C1), majd amennyiben az okkluziot 25 percig fenntartottuk, az
enzim aktivitdsa az okklizio végére (C2) jelentOsen lecsokkent. A PC okklaziok (2x5 perc,
kozotte 5 perces reperfuzio) fokoztak a NOS aktivitasat (PC1), de ez a novekedés tijabb 5
perc elteltével, mar az alapaktivitas értékére csokkent (PC2). PC kutydkban hosszl iszkémia
hatasara a NOS enzim aktivitasa ismét emelkedett (PC3), és ez az aktivitasfokozodas az

okkluzio telje 25 perces id6tartama alatt fenn is maradt (PC4).

11/2. A plazma NOx szintek a NOS enzim aktivitasahoz hasonldéan valtoztak. A LAD
okkluzio hatasara az NOx szintek atmenetileg emelkedtek (iszkémia 7. perc; C1), majd a 25
perces okklizio végére csokkentek. PC beavatkozast kovetden (PC1 és PC2) az NOx plazma
koncentracioi emelkedtek, melyek fennmaradtak, s6t még tovabb is néttek az ezt kovetd

hosszl iszkémia idétartama soran (PC3 és PC4).

11/3. A kontroll csoportban a LAD okklazi6 25. percében vett mintakban (C2) jelentés
szuperoxid képzddést tapasztaltunk, amely arra utal, hogy szamottevé ROS képz6dés mar az
iszkémia késoi fazisdban is megindul. A szuperoxid produkcidja a hosszu okklazio alatt
szignifikdnsan kisebb volt a PC (P3 és PC4) kutydkban, mint a kontroll allatokban, bar a PC

okkluziok/reperfuziok sorozata onmagaban emelte a szuperoxid szinteket (PC1 és PC2).

11/4. Az almit6tt kontroll csoporthoz képest, a 25 perces iszkémia szignifikansan novelte az
NT képzddést (C2), mely a PC csoportokban, feltehetéen a PC beavatkozasok (PC1 és PC2)
kovetkeztében ugyancsak emelkedd és kumulalodo stabil produktum 1évén, az ezt kovetd

hosszt okkluzi6 alatt (PC3 ¢és PC4) sem valtozott szamottevden.
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OSSZEFOGLALAS

Uj tudomdnyos eredmények
Tanulmany 1.

1. Kimutattuk, hogy a rovid koszortiér okkluziok és reperfiiziok sorozataval kivaltott
prekondicionalas (PC) szignifikans peroxinitrit (PN) képzddést eredményez. Ugyanakkor
eredményeink arra utalnak, hogy a PC altali PN képz6dés nem elengedhetetlen kivalto
tényezOje a PC antiaritmias hatasanak, ugyanis a véddhatas akkor is fennallt, ha a PC inger

alatt htigysavat adva a keletkezett PN-t ,,befogtuk”.

2. Ezzel ellentétben, az exogén moddon alkalmazott PN aritmidkkal szembeni véddhatdsa

hagysav jelenlétében teljes mértékben megsziint.

3. Eredményeink ramutattak arra is, hogy a hagysav szamottevé antiaritmias hatassal

rendelkezik, amelynek hatterében az UA antioxiddns tulajdonsagai allhatnak.
Tanulmdany I1.

Kisérletink igazoltak, hogy hosszabb ideig (25 perc) fennallo iszkémidban, a NO biologiai
hozzaférhetdsége szorosan kapcsolodik a NOS enzim funkciojadhoz. Ezt a megallapitéast

tamasztjak ala azok az eredményeink, melyek szerint

(a) a hosszu iszkémia alatt csokken a NOS enzim aktivitasa, ezaltal a NO mennyisége is, és

ezzel parhuzamosan fokozodik a szuperoxid és NT képzodés.

(b) PC inger hatasara a NOS gyorsan aktivalédik és ez az aktivitasfokozodas a rakovetkezo
hosszabb iszkémia alatt is fennmarad. Ennek koOvetkeztében a NO termelése, ezaltal a
biologiai hozzaférhetosége jelentds mértékben javul a hosszabb iszkémia alatt, és ez

szamottevden hozzajarul a ROS képzddés csokkentésehez .

Feltételezziik, hogy mind a NOS enzim aktivacio kovetkeztében javuld NO kindlat, mind az
altala szabalyozott ROS képz6dés csokkenés, fontos szerepet t6lt be PC aritmiakkal szemben

megnyilvanulé védéhatasaban.
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Az 1. Tanulmany soran levont kdvetkeztetéseink azokra a megfigyelésekre alapozodnak,
hogy bar mind a PC, mind az exogén modon alkalmazott PN kimutathatd NT képzddést
eredményez, a PN ,,befogd” hiigysav jelenlétében alkalmazott protektiv hatdsu ingerek (PC és
PN adas) csak a PN adéas altali hatdsokat (antiaritmids, anti-iszkémias, NO megdrzo,
szuperoxid képzodést gatld) sziintetik meg, a PC kivaltotta védéhatasok hiigysav jelenlétében

is kimutathatok.

Ebbdl kézenfekvonek adddott a kdvetkeztetés, hogy a PN alacsony koncentracidoban hidba
rendelkezik kardioprotektiv hatassal, az endogén tton (PC inger hatasara) képz6dé PN nem

sziikséges a PC hatés kivaltasdhoz.

A PC és PN kozvetitette kardioprotektiv hatasok a hasonlésagok mellett, alapvetd
mechanizmusbeli kiilonbségekkel is rendelkeznek. Példaul korabbi kisérleteink igazoltak a
mitoKartp csatornak szerepét a PC antiaritmias hatasaban, ugyanakkor ezek jelent6ségét a PN
védbéhatasaban nem sikeriilt igazolnunk, ugyanis ellentétben a PC-vel, a PN kardioprotektiv

hatasat a mitoKarp csatorna-gatlo 5-HD nem befolyasolta.

Tovabbi magyarazatként szolgalhat a kiilonbségre a PC ingerek eltéré eréssége, in vitro és in
vivo koriilmények kozott; azaz bizonyos PC protokoll képes-e endogén PN képzoédést
eloidézni. Korabbi munkaink alapjan ismert, hogy egyetlen, 5 perces okkluzios/reperfuzios
inzultus hatasara nem képzédik kimutathaté mennyiségli szuperoxid. Ahhoz, hogy altatott
kutydban, a vérbdl a szuperoxid kimutathat6 legyen, legaldbb 2 X 5 percig tartdé PC
okkluzios/reperfuzios ciklus sziikséges. Ennek az egyik oka feltehetéen az, hogy in vivo
koriilmények kozott a PC a ROS generalassal parhuzamosan aktivalja az antioxidans enzim
rendszereket (pl. Mn szuperoxid-dizmutaz) is, amelyek eliminalva a szuperoxidot, kozvetve a

PN csokkenését eredményezik.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy in vivo kisérletekben a PC kardioprotektiv hatasanak
kialakitdsadban a PN-n kiviil mas, a PC ingerek hatasara keletkez6 egyéb endogén anyagok,

koztiik a NO, jatszanak elsddleges szerepet.

Szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy a hagysav a plazma teljes antioxidans
kapacitasanak mintegy 60%-ért felelds; szamos oxigén eredetii szabadgyokkel (oxigén,
hidroxil gyok, oxo-hem, peroxil gyok) is képes reakcioba lépni, de ,befogja” a PN

protonalodott formajat, a peroxinitrozus savat is. Miutan az UA antiaritmias hatasanak pontos
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mechanizmusa nem ismert, nem zarhat6 ki, hogy az antiaritmias hatasban a szer antioxidans

tulajdonsagai jelentds szerepet jatszanak.

Az értekezés masodik részét jelentd vizsgalatokban (Tanulmany II) kimutattuk, hogy a NOS
gyorsan, mar 5 perces koszoruelzarast kovetden aktivalodik (C1) és ez az NO termelddés
emelkedésében is megnyilvanul. A gyors NOS aktivacioban az iszkémia hatasara
bekovetkezd citoszolikus kalcium koncentracid nodvekedését és az ezt kovetd NOS
foszforilaciot feltételezik. Ugyanakkor, az iszkémia hosszabb fennallasa esetén (25 perc) a
NOS aktivitasa csokken és az NO termelés gatlodik (C2). Bar az NO hozzaférhet6ség hosszu
iszkémia alatti csokkenése megfeleltethetd a NOS aktivacidban bekdvetkezd csokkenésnek,
az sem zarhat6 ki, hogy az NOx szint csokkenésének egyik oka az, hogy az NO egy része az
iszkémia alatt is képz06d6 (kiilondsen annak késdbbi fazisaban, amikor a NOS enzim a limitalt

oxigén-szubsztrat-és kofaktor ellatas miatt szétkapcsolodik) szuperoxiddal PN-t képez.

Eredményeink egyértelmiien igazoltak, hogy a PC gyorsan aktivalja a NOS-t, azonban ez az
aktivacio viszonylag gyorsan visszaall a normal szintre. Ezt mutatjak azok az eredmények,
hogy 2 x 5 perces PC okkluzi6 (PC1) utan az enzim aktivitas kisebb volt, mint az egyszeri 5
perces okkluziot (C1) kdvetden. Feltételezziik, hogy ennek oka a két rovid okkluzios periddus
kozé beiktatott 5 perces reperfiizid, mely sordan az enzim gyorsan deaktivalédik. Mindennek
ellenére a plazma NOx szintek emelkedettek maradtak, és ez feltehetden szerepet jatszik
abban, hogy a hossza iszkémia bekdvetkezése soran az enzim gyorsan Gjra aktivalodik és az
enzim aktivalt allapota ekkor hosszabb ideig fennall (PC3 és PC4). A PC ingert kovetden
ugyancsak emelkedett maradt a szuperoxid és NT szintje, felvetve ezen gyokok szerepét a PC
hatas kivaltasaban. Masrészt az sem zarhato ki, hogy a PC inger alatt képz6d6 ROS
szabalyozza a NOS-t, és ezaltal hozzajarul ahhoz, hogy az enzim aktivitasa kozvetleniil a
masodik PC okkluziot kdvetden csokkenjen. Szakirodalomi adatok utalnak arra, hogy a ROS
tultermelése deaktivalja a NOS-t és ezaltal csokkenti a szabad NO-t és eldsegiti a PN
képzédést. Az is ismert, hogy bizonyos koriilmények kozott a NO tultermelés negativ

visszacsatolassal, ugyancsak képes a NO enzimatikus uton torténd szintézisét befolyasolni.

Mint utaltunk arra, amennyiben a PC kutyakat Gjabb okkluzionak vetettiik ala, a NOS
aktivitasa és az NOx mennyisége ismét gyorsan emelkedett (5 min; PC3), de ellentétben a
kontroll csoporttal, ezekben a kutyakban, mindkét valtozo értéke a hosszu okklizidé végén is
emelkedett maradt, mig a szuperoxid képzddés mértéke jelentdsen csokkent. Eredményeink a

NOS aktivitdsanak és termékeinek egyidejli mérésébdl (amely a Tanulmany II egyik eldnye)
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azt mutatjadk, hogy a PC minden bizonnyal NOS funkcidjat megdrizve noveli a NO

hozzaférését és mérsékli a ROS tultermelését a hosszi I/R soran.

In vitro tanulmanyokbol ismert, hogy a NOS aktivitas foszforilaciés utakon keresztiil
szabalyozodik, pl. az eNOS szerin 1176 oldallancanak foszforilacioja az enzim aktivitasat
fokozza. Hasonloképpen, poszt-transzlaciés modositasok, mint pl. a fehérje-fehérje
kolcsonhatéasok is alapvetd szerepet tolthetnek be a NOS regulaciojaban. Mindennek ellenére,
a NOS funkci6 PC altali megérzédésének mechanizmusa nem ismert, valdojaban ennek
vizsgalata nem képezte kisérleteink targyat. Mindossze csak talalgathatunk, hogy a PC a NOS
iszkémia alatti szétkapcsolodasdnak megakadalyozasaval hatast gyakorolhat az enzim
mitkodésére. A NOS elegenddé mennyiségli szubsztrat és kofaktor jelenlétében- mint pl. a
tetrahydrobiopterin (BH4), NADPH, FAD ¢s FMN- elsddlegesen NO-t termel. Ezek koziil a
BH4 tlinik kulcsfontossagu kofaktornak a NOS miikodéséhez azaltal, hogy stabilizalja a NOS
doméneket, noveli a szubsztrat affinitasat az enzimhez és gatolja a NOS eredetti szuperoxid
termelést. Napjainkban valt ismertté¢, hogy iszkémias koriilmények kozott a BH4
hozzatérhetosége csokken, €s elsddlegesen ez, nem pedig az elégtelen szubsztrat mennyisége
vezet ahhoz, hogy a NOS NO helyett szuperoxidot termel. Patkanyban az iszkémias
prekondicionalas novelte a BH4 koncentraciojat, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a PC a
BH4 szint emelése révén megakadalyozza a NOS szétkapcsolodasat €s megdrzi a NOS
elsddleges funkcidjat (NO termelés) még a hosszil iszkémia ideje alatt is. Bar jelen
kisérleteinkben a BH4 koncentracidkat nem mértiikk, okkal feltételezhetiink hasonld

mechanizmust az altalunk hasznalt in vivo aritmia modellben.
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