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Bevezetés

Az szivizom akut iszkémids karosodasanak egyik legsulyosabb kovetkezménye
azoknak a ritmuszavaroknak a megjelenése, amelyek az estek dontd tobbségében hirtelen
szivhalallal végzddnek. Miutan az ilyen modon kialakuld aritmidk tobbsége a betegek
koérhazba vagy klinikara kertilés elott 1ép fol, kezelésiik a mai napig jelentds kihivast jelent a
kardiologusok szdmara. Az utobbi évtizedek klinikai €s kisérletes kutatasainak egyik legfébb
célja ezen sulyos kamrai aritmidk patomechanizmusanak felderitése, 0j antiaritmias

gyogyszerek és kezelési stratégidk kifejlesztése.

A koszoruér elzarodast kovetden az akut kamrai aritmiak két fazisban jelentkeznek; az la
fazis az okkluziot kovetd 2-8 percben észlelhetd, mig az 1b fazisu aritmidk az okklazié 15-25
perce koriil a legkifejezettebbek. Az la fazis aritmidk kialakulasaért a vér és oxigénhidny
kovetkeztében fellépd biokémiai valtozasok feleldsek, amelyek a cellularis ionegyensuly
felborulasahoz, az akcios potencidl alakjanak és az ingeriilet vezetésének megvaltozasahoz
vezetnek. Az 1b fazis soran kialakul6 kamrai aritmidk kialakuldsdnak hatterében az el6bb
emlitettek mellett, a katekolaminok felhalmozddasa, a tovabb csokkend pH és ATP All,
amelyeknek jelentds szerepiik van a réskapcsolatok zadr6daséban és a stilyos kamrai aritmidk
képzddésében.

A réskapcsolatok olyan sejtkapcsold strukturak, amelyek metabolikus 1kDa-nal kisebb
molekuldk (példaul; cAMP, Ca?") transzportjat és elektromos kapcsolatot biztositanak a
szomszédos sejtek kozott. Ezen tilmenden fontos szerepet toltenek be a sejtek
differencialodasaban, az ingeriilet vezetésében A réskapcsolatok a sejtmembranban
plakkokba tomoriilve alakitjak ki az un. ,,interkaléris lemezt”. A réskapcsolatokat a connexin
(Cx) fehérjék alkotjak, hat Cx fehérje alkot 1 connexont vagy fél-csatornat, és két félcsatorna
alkot egy réskapcsolatot. A pitvari és a kamrai munkaizomsejtekben elsédlegesen a connexin
43 izoformja talalhato, amely egyben a legjobban tanulmanyozott connexin izoforma. A
réskapcsolatok sejten beliili elrendezddése egyedi mintdzatot mutat. A sejtvégeken az
interkaldris lemezbe rendezédve nagyobb mennyiségben taldlhatok, mint a lateralis
sejtmembranban. Ezen elrendez8dési mintdzat a hosszirdnyll ingeriiletvezetésnek kedvez
szemben a keresztiranyuval, igy biztositva a homogén ingeriiletvezetési anizotrdopiat.
Bizonyos patolégids allapotokban, mint példaul szivelégtelenségben vagy iszkémias

szivbetegségben csokken a Cx43 expresszidja, a réskapcsolatok az interkalaris lemezbdl a



lateralis sejtmembranra helyezddnek at. Mindezen folyamatok hozzdjarulnak a fokozott
aritmia tevékenység kialakulasahoz.

Kimutattuk, hogy a réskapcsolatok fontos szerepet jatszanak a gyors szivingerléssel
kivaltott késOi antiaritmias hatas kialakitasaban. A kutya szivének magas frekvenciaval
torténd hajtasa 24 o6raval a 25 perces I/R inzultus el6tt, jelentésen csokkentette az iszkémia
altal kivaltott kamrai aritmidk szamat és gyakorisagat, ¢s ezzel parhuzamosan mérséklédtek a
réskapcsolatok zarddasara utald szoveti impedancia valtozasok. Feltehetdleg a Cx43
foszforillat formajanak (nyitott allapot) a megorzése hozzajarul ahhoz, hogy iszkémia alatt is
a sejtek kozotti kommunikacidé megmaradjon. Tovabba, a gyors szivingerléssel kivaltott
prekondicionalas nemcsak a Cx43 foszforilacios szint megvaltozasat eredményezte, hanem a
Cx43 mRNS és fehérje expresszidjaban is valtozast idézett eld, ami szintén hozzéjarulhat a
védohatés kialakitasahoz.

A réskapcsolatoknak a gyors szivingerléssel kivaltott késoi antiaritmids hatdsban betdltott
szerepére egy tovabbi, az eddigieknél kozvetlenebb bizonyiték lehet a réskapcsolatok
farmakologiai gatlasanak az aritmia képzédésre gyakorolt hatasanak a vizsgalata. Jelen
munkankban célja volt annak a megéllapitasa, hogy a réskapcsolatok farmakologiai gatlasa az
iszkémiat megel6zden, milyen modon befolyasolja a gyors szivingerléssel késdi antiaritmias
hatasat. Ennek a vizsgalatahoz a réskapcsolatok szelektiv gatloszerét a carbenoxolont (CBX)
alkalmaztuk.

Kutatocsoportink 0ttd6r6 munkét végzett a prekondicionalas kardioprotektiv hatdsanak
vizsgalataban. Az elmult harom évtizedben, szamos kisérletben is kimutattak, hogy a nitrogén
monoxid (NO) kulcsfontossagu trigger és mediator szerepet jatszik a kiilonb6z6é ingerekkel
(rovid koszortér okkluziok, szivingerlés, fizikalis terhelés) kivaltott prekondicionalas korai
és késoi antiaritmias hatdsdban. Hasonloképpen a NO leadasara képes molekuldk (NO
donorok) a prekondicionaldshoz hasonl6 védéhatast hoznak 1étre, amelyben a réskapcsolatok
szamottevo szerepet jatszanak.

Szamos kisérlet igazolta, hogy a NO, szamos egyéb hatdsa mellett, szabalyozza a
réskapcsolatok miikodését, amely mechanizmus hozzdjarulhat a prekondicionalds aritmiakkal
szembeni védOhatdsdhoz. Kisérletes bizonyitékkal rendelkeziink arra vonatkozodan, hogy a
szervetlen natrium nitrit szamottevd antiaritmias hatassal rendelkezik, azonban a
mechanizmus még nem teljesen ismert. Jelen kisérleteinkben arra kerestiik a vélaszt, hogy a
natrium nitrit réskapcsolatokra gyakorolt hatdsa szerepet jatszik-e a prekondicionalas altal

kivaltott antiaritmids hatas kialakitdsaban.



Célkitiizések

A tézisben ismertetett munkainkban két kérdésre kerestiik a valaszt:

. Vajon a réskapcsolatok szerepet jatszanak-e a gyors szivingerléssel kivaltott késéi

antiaritmias hatas kialakitasaban?

Ennek a megvalaszolasara olyan kisérleteket terveztiink, amelyekben gyors szivingerléssel
prekondicionalt kutydkban az iszkémiat megel6zden a réskapcsolatokat, azok viszonylag
szelektiv gatloszerével a carbenoxolonnal (CBX) zartuk, és vizsgaltuk, hogy ez miképpen

modositja a szivingerlés késoi antiaritmids hatésat.
Il. A natrium nitrit antiaritmias hatasaban a réskapcsolatok szerepet jatszanak-e?

Az értekezés ezen részében ismertetett munkéban azt vizsgaltuk, hogy natrium nitrit

immaron ismert antiaritmias hatasaban a réskapcsolatoknak milyen szerepiik van.

Anyagok és médszerek

e Kiloraléz és uretan keverékével altatott nyitott mellkasi kutyakon, bal eliilsé leszallo
artéria (LAD) preparaléasa és lefogasa 25 perces iszkémia eldidézése céljabol

e Jobb karma szivingerlése 4x5 percen keresztiil 240 {ités/perc frekvenciaval

e Carbenoxolon inflizi6 50 és 100 pmol L dozisban

e NaNO; infzi6 0.2 pmol kg min™ dézisban

e Hemodinamikai paraméterek mérése

o Iszkémia sulyossagat jelz0 paraméterek mérése: epikardialis ST-szakasz valtozasa, teljes
aktivacios id6 (TAT) mérése térképezd elektroddal

e Kamrai aritmiak meghatarozasa: extraszisztolék szdma, tachikardias epizodok szama és
gyakorisaga, valamit a kamrafibrillacié gyakorisaga

e Szoveti ellenallds meghatdrozasa szoveti impedancia mérésével

e Metabolikus kapcsolat vizsgalata kettds fluoreszcens festék permeabilitas vizsgalattal

o (x43 fehérje foszforilacios mintazat vizsgalata Western- blot technikaval

e (x43 cellularis eloszlasanak vizsgalata immunofluorescens festéssel

Eredmények
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I. A réskapcsolatok szerepe a gyors szivingerléssel kivaltott késoi antiaritmias hatasban
A carbenoxolon és a 25 perces koszoruér okkluziéo hemodinamikai hatasa
A carbenoxolon intrakoronarias infuzidja az okkluziot megelézéen nem befolyasolta a

fobb hemodinamikai paramétereket. A koszoruér okkluzié hatasara az artérids vérnyomas, a



balkamrai szisztolés nyomas (LVSP), valamint a pozitiv és negativ dP/dt értékek, minden
csoportban kozel azonos mértékben csokkentek. Ugyanakkor a balkamrai végdiasztolés
nyomas (LVEDP) mind a négy csoportban szignifikdnsan emelkedett. A szivfrekvencia az

okklazio alatt szamottevoen nem valtozott.

A kamrai aritmiak szama és gyakorisaga 25 perces koszoruér okklazié alatt

A kontroll csoportban nagy szamban keletkeztek extraszisztolék, tachikardids epizodok és
mind az okklizid, mind a reperfizi6é soran szamos allatban kamrafibrillacio 1épett fel. A 24
oraval korabban végzett szivingerlés szignifikansan csokkentette ezen aritmiak szadmat és
gyakorisagat. A carbenoxolon mindkét koncentracidja szamottevéen gyengitette a
szivingerlés antiaritmids hatdsat; a szer jelenlétében emelkedett az extraszisztolék ¢és

tachikardias szama, a tachikardia és a kamrafibrillaci6 gyakorisaga.

Az extraszisztolés aktivitas és a szoveti ellenallas alakulasa a 25 perces koszoruér
okkluzio alatt

Altatott kutyaban a 25 perces koszoruér elzarast kovetden az akut aritmidk, jelen esetben
az extraszisztolék, két fazisban (1a, 1b), mindkét fazis alatt meglehetésen nagy szamban
jelentkeznek. Ezzel parhuzamosan a szoveti ellenallas meredeken emelkedik, amely
emelkedés az 1b fazisu aritmidk megjelenése elott a legkifejezettebb, jelezve a réskapcsolatok
zarodasat. Szivingerelt allatokban az extraszisztolék szama mind az 1a mind az 1b fazisban
jelentdsen csokkent €s a szoveti ellenallas emelkedésének meredeksége €s abszolut értéke is
szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll &llatokban. Carbenoxolon jelenlétében a
szivingerelt allatokban a szdveti ellenallas emelkedése ismét fokozodott és az extraszisztolék
szama emelkedett, mig a 100uM koncentracié adasat kovetéen mind az 1a, mind az 1b

fazisban szignifikdnsan fokozodott az ektopias aktivitas.

Az iszkémia sulyossaganak alakulasa a 25 perces koszoruér okkluzio alatt

Az iszkémia sulyossagat a total aktivacios idé (TAT) és az epikardialis ST-szakasz
valtozasaival jellemeztiik. Kontroll allatokban a koszortér okkluziot kovetden mindkét
paraméter gyorsan ¢s meredeken emelkedett. Ez az iszkémids valtozas szignifikdnsan kisebb
volt a 24 o6raval korabban szivingerelt allatokban. Carbenoxolon kezelés hatasara mind a
TAT, mind az epikardidlis ST-szakasz valtozdsa kifejezettebb volt, mint a kezeletlen

szivingerelt kutydkban és hasonl6an alakult, mint a kontroll allatokban.

Connexin 43 foszforilaciojanak valtozasa a szivingerlését és a CBX beadasat kovetéen



Az almutott kontroll allatokban a Cx43 foszforilalt €s defoszforilalt formaja kozel azonos
mértékben oszlik meg, altalaban a foszforilalt kissé magasabb, mint a defoszforilalt forma. A
LAD 25 perces elzarasat kovetden az arany a defoszforilacio iranyaba tolodik el, azaz a
defoszforilalt forma emelkedik a foszforilalt forma pedig csokken. Szivingerlés hatasara a
foszfo/defoszfo arany helyreall és hasonld mintdzatot mutat, mint a nem iszkémias kontroll
allatokban. Carbenoxolon jelenlétében a szivingerelt éallatokban, hasonléan az iszkémids

kontrollhoz, a Cx43 defoszforilacio fokozodik.
A réskapcsolatok permeabilitasanak alakulasa szivingerlés és CBX adast kovetden

A réskapcsolatok permeabilitasanak iszkémia okozta valtozasait Gn. ,kettés festési”
modszerrel vizsgaltuk. A nem iszkémias kontrollhoz képest, az iszkémids csoportban a sejtek
kozotti metabolikus kommunikacié jelent6sen csokkent. Szivingerelt allatokban a GIJ
permeabilitds nagymértékben megdérzddott és hasonld volt, mint a normoxids kontroll
csoportban. Carbenoxolon kezelést kovetden, a szivingerelt allatokban a permeabilitas, az

1szkémias kontrollhoz hasonl6an, csdkkent.
Az interkalaris lemez szerkezeti valtozasai gyors szivingerlést és a CBX adasat kovetoen

Iszkémia hatasara, a LAD teriiletrdl vett mintakban, 6sszehasonlitva a normal vérellatasa
LCX teriiletbdl vett mintakkal, az interkalaris lemez konturjai elhalvanyodtak és elmosodotta
valtak. Ezek az iszkémids tertileten beliili szerkezeti elvaltozasok a szivingerlés hatasara nem
voltak észlelhetdk. A carbenoxolon mindkét koncentracioban hasonld szerkezeti eltéréseket
idézett el0 az interkalaris lemezben, mint az iszkémia, raadasul mind az iszkémias LAD,
mind a nem iszkémias LCX teriileteken, jelezve, hogy a CBX onmagaban is atrendezédést

okozhat a réskapcsolatok szerkezetében.

I1. A réskapcsolatok szerepe az natrium nitrit antiaritmias hatasaban
A natrium nitrit és a 25 perces koszoruér okklizié hemodinamikai hatasa

A natrium nitrit infazidja, az LVEDP kivételével, egyik csoportban sem befolyasolta a
fobb hemodinamikai paramétereket. Koszoruér okklizid hatisara az artérids vérnyomas, a
balkamrai szisztolés nyomds (LVSP), valamint a pozitiv €s negativ dP/dt értékek, minden
csoportban kozel azonos mértékben csokkentek, mig a balkamrai végdiasztolés nyomas
(LVEDP) emelkedése a nitrit kezelt allatokban szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll

csoportban. A szivfrekvencia az okkl(zi6 alatt szamottevéen nem valtozott.



A kamrai aritmiak szama és gyakorisaga koszoruér okklizié és reperfuzio alatt

A kontroll csoportban a LAD lefogasat kdvetden nagy szdmban fordultak elé kamrai
aritmidk. A NaNO2 infuzié mindkét csoportban szignifikansan csdkkentette az extraszisztolék

¢és a VT epizddok szamat, valamint a VT és a kamrafibrillacid (VF) gyakorisagat.

Extraszisztolék eloszlasa és a szoveti ellenallas alakulasa a 25 perces koszoruér okkluzio

alatt

Kontroll kutyakban a LAD elzarasat kovetden a szoveti ellenallas gyorsan emelkedett és a
fazisszog meredeken csdkkent, amelyet kiilondsen az 1b fazisban fokozott ektopias aktivitas
kovetett. Ezzel szemben azokban a kutyakban, amelyek natrium nitrit infaziot kaptak az
okkluzio eldtt és alatt, az iszkémia kivaltotta meredek impedancia valtozasok jelentos
mértékben csokkentek, és ezzel parhuzamosan az extraszisztolék szama is szignifikansan
kisebb volt, mint a kontroll allatokban. Amennyiben a natrium nitritet 10 perccel a reperfizié
elott adtuk, az elektromos impedancia emelkedés mértéke, és ezzel egyiitt az 1b fazisu
aritmiak megjelenése, szignifikdnsan csokkent. Ezen utobbi eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az infuzi6 megkezdése utdn szinte azonnal észlelhetok a nitrit

réskapcsolatokra gyakorolt hatasai.

Az epikardialis ST-szakasz és a total aktivacios idé (TAT) valtozasa a LAD 25 perces
okkluziéja soran

Kontroll kutyakban a LAD elzarasat kovetéen mindkét iszkémiat jellemz6 paraméterben
gyors és meredek emelkedés kovetkezett be, amely a maximumat az okklizidé 5. percében
érte el. Natrium nitrit mindkét beadast kovetden az ST-szakasz és a TAT emelkedése

szignifikansan kisebb volt, mint az iszkémias kontroll csoport allataiban.
Osszefoglalas

1. Kimutattuk, hogy a réskapcsolatok szerepet jatszanak a gyors szivingerlés késoi
antiaritmids hatdsaban, ugyanis a réskapcsolatok iszkémiat megel6z6 zarasa carbenoxolonnal,
csOkkentette a szivingerlés aritmidkkal szembeni kés6i védohatéasat.

2. Elsoként igazoltuk altatott kutyamodellben, hogy a natrium-nitrit 0,2 pmolkg™? min
koncentracidban szamottevd antiaritmias hatdssal rendelkezik. Feltételezziik, hogy a
védohatas kialakulasa a nitritbdl felszabaduld nitrogén monoxidnak tulajdonithatd, amely
szamos mechanizmuson keresztiil befolydsolhatja az iszkémia és reperfizid okozta
aritmiakat. Jelen vizsgalataink ramutattak arra, hogy az egyik ilyen mechanizmus a

réskapcsolatok miikodésének nitrit (NO) altali szabalyozasa.
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