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3-NT 3-nitrotirozin

ABP Artérias vérnyomas

Cl Mitokondrialis 1égzési lanc I-es komplex
Cll Mitokondrialis 1égzési Ianc 11-es komplex
CytC Citokrém c

DABP Diasztolés artérias vérnyomas

DHE Dihidroetidium

eNOS Endotelialis nitrogén-monoxid szintaz
ETS Elektron transzportrendszer

FCCP Carbonyl cyanide p-(trifluoro-methoxy) phenyl-hydrazone
HR Szivfrekvencia

IIR Iszkémia és reperflzio

IMF Intermiofibrillaris

iNOS Indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz
LAD Bal koronéria artéria descendens anterior
LVEDP Bal kamrai vég diasztolés nyomas

LVSP Bal kamrai szisztolés nyomas

MPTP Mitokondrialis permeabilitasi tranziciés porus
OXPHOS Oxidativ foszforilacio

PN Perinukleéris

RCR Légzési kontroll rata

ROS Reaktiv oxigén gyokok

SNO S-nitrozilacié

SSM Szubszarkolemmalis

VF Kamrafibrillaci6

VPBs Kamrai extraszisztolé

VT Kamrai tachikardia



BEVEZETO

Az iszkémias szivbetegségek szdma és az ezek talajan kialakuld hirtelen szivhalal, az elmult
évtizedek csokkend tendencidjanak ellenére, napjainkban is a vezetd haldlokok kozé tartoznak
(Finegold és mtsai, 2013; IHME és mtsai, 2018).

A szerves nitriteket és nitratokat széles koriilmények kozott alkalmazzak hosszi évtizedek éta
angina kezelésére, véd6hatasuk szamos kisérletben bizonyitott. A szerves nitritek és nitratok,
mint Un. nitrogén-monoxid (NO) donorok, névelik az NO biologiai hozzaférhetSségét és ezaltal
védbhatast elidézni az iszkémia stlyos kdvetkezményeivel (pl. az életet veszélyeztetd kamrai
aritmidk) szemben.

Egészen a kozelmultig a szervetlen nitriteket és nitratokat bioldgiailag kdzémbds molekulaknak
tekintették, igy attorést jelentett az a felismerés miszerint a NO oxidativ termékei is képesek NO
felszabaditasara (Lefer és mtsai., 2006). Kideriilt, hogy a szervetlen nitritek és nitratok is
kiléndsen reduktiv korilmények kozott (pl. hipoxia, pH csékkenés, iszkémia) NO-va alakulnak,
és ezaltal biologiailag elérheté NO forrast biztositanak olyan korulmények kozétt, amikor a
nitrogén-monoxid szintdz (NOS) enzim oxigén hidnyban torténd korlatozott mitkkdése miatt az
NO termelédés csokken (Zweier és mtsai., 1995).

A szervetlen nitritek kozll a natrium-nitrit (NaNO,) bizonyitottan kardioprotektiv hatassal
rendelkezik alacsony koncentraciéban adva (Dejam és mtsai., 2004). Kutya aritmia modellben
kimutattuk, hogy a szervetlen natrium-nitrit (0.2 pmol kg? min®) intravénas inflzidja
szignifikansan csokkenti a kamrai aritmidk szamét és gyakorisagat és noveli a tuléls allatok
szamat kozvetleniil koronaria okkluzio el6tt és reperfuzié eldtt adva (Kovacs és mtsai., 2015,
Végh és mtsai., 2017). A natrium-nitrit csokkentette a kamrai aritmiak szamét (VPBs), a kamrai
tachikardias epizodok szamét és gyakorisagat (VT) valamint a kamrafibrillacié gyakorisagat
(VF) iszkémia és reperfizi6 soran. A talélés gyakorisaga 92%-kal nétt azokban az allatokban,
amelyekben a natrium-nitritet kdzvetlen a reperfuzié elétt adtuk ellentétben a kontroll csoporttal,
amelyben egyetlen allat sem élte tal a kombinalt okklGzi6s/reperfizié inzultust (Kovacs és
mtsai., 2015). Azt is leirtuk, hogy a védéhatasban a fehérjék S-nitrozilacidjat és/vagy
glutationilacidjat all (Kovacs és mtsai., 2015).

A NO kulcsszerepet jatszik mind a korai, mind a kés6i védéhatas kialakitasaban (Végh és mtsai.,
1992b, Végh és Parratt, 1996; Bolli és mtsai., 1997). Ismert, hogy a kés6i védShatas
kialakitasaban a prekondicionalas (PC) soran eNOS aktivacidja kdvetkeztében NO felszabadulas
torténik, amely iNOS (és eNOS) aktivaciohoz vezetve tovabbi NO képz6dést eredményez (Bolli
és mtsai., 1997, Kovéacs és mtsai., 2013). Vizsgaltuk, hogy néatrium-nitrit védéhatisanak
kialakitasaban szerepet jatszik-e az iNOS enzim aktivaci6ja.

A szivizomsejtek nagy szdmban tartalmaznak mitokondriumokat, korilbelil a sejt teljes
térfogatanak 30 szazalékat teszik ki és olyan nélkuldzhetetlen funkcié fenntartasahoz jarulnak
hozza, mint az ATP termelés. Szamos Kkisérletben vizsgaltak, hogy a mitokondriumok
karosodasa miképpen jarul hozza az aritmiak kialakitasahoz. Két f6 mechanizmust feltételeznek:
a reaktiv szabadgyokok (ROS) reperfuziot kovetd hirtelen, szinte robbanasszerli emelkedése,
valamint a kalcium talsaly (Manning és mtsai., 1988). Kisérletes adatok igazoljak, hogy azok a



mechanizmusok, amelyek a reaktiv oxigén gyokok képzodését csokkentik, képesek az aritmiak
kialakulasat megelézni (Konya és mtsai., 1992; Cho és mtsai., 2007).

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a natrium-nitrit kés6i kardioprotektiv hatassal rendelkezik
kiilonboz6 ragesald modellekben (Shiva és mtsai, 2007a). Példaul, Shiva és munkatérsai
kimutattdk, hogy natrium nitrit adasat kovetéen a mitokondrialis fehérjék S-nitrozilacidja
kovetkezik be és ez 24 dran keresztiil stabilan fennmarad, meg6rizve a mitokondridlis funkciot
a 24 6ra mulva kivaltott iszkémia alatt (Shiva és mtsai., 2007a,b). Az is jol ismert, hogy a
mitokondrialis 1égzési lanc komplexei felelosek a reaktiv oxigén gyokok termeléséért.
Feltételezik, hogy a nitrit S-nitrozildlja a mitokondridlis Iégzési lanc fehérjéit és ez
megakadalyozva a mitokondrialis ROS termelést, védelmet nydjt az iszkémia és reperflizié karos
kovetkezményeivel szemben (Shiva és mtsai., 2007a).

CELKITUZES

I. Elsédleges célunk volt, hogy megallapitsuk vajon a natrium nitritnek, a jelentés akut
antiaritmias hatasa mellet, az altalunk alkalmazott modellben van-e késéi antiaritmias
hatasa. Amennyiben igen, akkor ebben a hatasban az NO/iNOS/NO Utvonalnak, amely a
prekondicionalas késdéi mechanizmusaban kulcs szerepet jatszik, a nitrit esetében mekkora
szerepe van?

Az allatokat a kisérlet els6 napjan intravénas infuzidban fizioldgias sooldattal vagy 0.2 pmol kg
I min? natrium-nitrittel kezeltiik. Az infGziét 20 percen keresztll adtuk. A natrium nitrit jelen
koncentracidja sem a vérnyomast, sem a korondria dramlast szamottevéen nem befolyésolta. Az
iNOS aktivitas szerepének meghatarozasahoz az indukalhatd nitrogén-monoxid szintdz (iNOS)
gatlo S-(2-aminoethyl)-isothioureat (AEST, 2.0 mg kgi.v.) alkalmaztuk a nitritadas, valamint
24 6ra mulva az okklGzid el6tt. A masodik napon, az allatokban a 25 perces koszoruér okkliziét
végeztlink, amelyet 2 perc reperfuzié kdvetett. Meghataroztuk a kamrai aritmiak és az iszkémia
sulyossagat. Mértik tovabba az iNOS enzim aktivitasat és a plazma nitrit/nitrat (NO,) szinteket.

11. Vizsgalni kivantuk vajon a natrium nitrit késéi antiaritmias hatasiaban szerepet jatszik-
e a mitokondriélis morfolégia és funkcié megvéltozésa.

Ebben a kisérletsorozatban az allatokat négy csoportra osztottuk. A kutyak az elsé napon vagy
fiziol6gias sdoldatot vagy natrium-nitritet kaptak (n=5-5) 0.2 pmol kg™ min! koncentracidban.
A mésodik napon az allatok egy csoportjaban okklizié és reperfizié nélkiil, a mésik csoportban
25 perc koszortér okkluzio és reperfiziot kovetden eltavolitottuk a sziveket és meghataroztuk a
mitokondrialis morfoldgiai elvaltozasokat, valamint a légzési paramétereket (tobbek kozott az
oxidativ foszforilaciot, a 1égzési kontroll ratat és a P/E aranyt), azt ATP képz6dés sebességét,
valamint a szuperoxid és peroxinitrit szinteket.



MODSZEREK
3.1 Etika

Az Allatkisérletek kivitelezése a 40/2013 (II. 14.) korméanyrendeletnek megfeleléen tortént.
Engedélyek szédma: 1-74-5-2012 (1.) és 4657/2016 (I1.).

3.2 Kisérleti allatok

A kisérleteket mindkét nemhez tartoz6 altatott kutyakon végeztiik. Az I-es kisérletsorozatban 33
darab, atlagosan 21+4 kg tomegl keverék kutyat, mig a masodik kisérletsorozatban 30 darab
atlagosan 22+4 kg tomegli kutyat hasznaltunk.

3.3 In vivo mérések, miitéti beavatkozasok

Az allatokat elsé napon natrium-pentobarbitattal (30 mg kg™, i.v., Euthasol 40%, Produlab
Pharma B.V., Netherlands; Végh et al., 1992; Végh et al. 1994) elaltattuk. A vena jugularist
kipreparaltuk, amelyen keresztiil adtuk az anyagokat (fiziol6gias s6oldat, NaNO, vagy AEST).
A masodik napon, az allatokat ismételten elaltattuk natrium-pentobarbitallal (30 mg kg*, i.v.;
Euthasol 40%, Produlab Pharma B.V., Netherlands), majd az altatast a-kloral6z és uretan (60 és
200 mg kg-1, i.v.; Sigma, USA) keverékével tartottuk fent. Artérids vérnyomast (ABP),
balkamrai szisztolés (LVSP) és végdiasztolés (LVEDP) nyomast és pozitiv és negativ dP/dtmax
értékeket mértiink Miller-tip katéter (5F, Millar Instruments Inc., USA) segitségével. A mellkas
megnyitasat kovetden a szivet feltartuk és a bal koronaria artéria eliils6 leszallo agat (LAD) az
elsd marginélis agtol proximalisan kipreparaltuk, az ér ala fonalat vezettiink, amelynek
megszoritasaval 25 perces iszkémiat idéztiink eld, majd ezt kdvetden 2 perces reperflziot
végeztink (Végh et al., 1992). A kisérlet végén eutanaziat az altatoszer tuladagolasaval
végeztink. Az epikardidlis ST-szakasz valtozasdt (mV) és az elektromos aktivacio
inhomogenitas (ms) mértékét in. ,.kompozit” elektrdd segitségével mértiik. A kamrai aritmiakat
és a szivfrekvenciat standard végtagi elektrokardiogram alapjan rogzitettik és az aritmiakat a
Lambeth Konvenci6 szerint értékeltiik (Walker et al., 1998; VVégh et al., 1992). A kutyéakat akkor
tekintettilk tGlélének, ha a reperfuzido masodik percében éltek és szinuszritmusban voltak. A
mérés Plugsys Hemodynamic Apparatus (Hugo Sachs Electronik, Germany) késziilékkel tortént,
amit LabChart 7 szoftverrel (AD Instruments, Australia) elemeztiink.

3.4 ,,Area at risk” meghatarozasa

Korébbi kisérleteinkkel azonos modon végeztiik a ,,risk area” (Végh et al., 1992) mérését.
3.5 In vitro mérések

3.5.1 Az iNOS enzim aktivitas meghatarozasa

Az iNOS enzim aktivitasat radioimmunoassay technikaval hataroztuk meg.

3.5.2. Plazma nitrit/nitrat (NOy) koncentracié mérése

A vérplazma NOy szinteket Griess reakciéval hataroztuk meg, a korabbiakban leirtak szerint
(Kiss et al., 2010; Kisvari et al., 2014).



3.5.3. Mitokondrilis morfoldgiai vizsgalatok

A morfoldgiai vizsgalatok transzmisszi6s elektonmikroszképpal torténtek Karnovsky festés
szerint harom mitokondrialis régidban. Vizsgéltuk a szub-szarkolemmalis (SSM), inter-
miofibrillaris (IMF) és peri-nuklearis (PN) régi6t. Mértik a teriiletet (um?), keriiletet (um),
Feret-atmérdt (um) és a kerekséget (0-1) ([4x[Area)/(nx[Major axis]2)]. Régionkként 6t kép
atlagabol kiszamoltuk egy egyed értékeit, majd azokat is atlagoltuk, ez adta a csoportok kdzotti
Osszehasonlitas alapjat.

3.5.4. A mitokondrialis 1égzés meghatarozasa

A mitokondridlis 1égzés meghatarozasa friss bal kamra szdvetmintabdl Clarke-tipusi oxigén
elektroddal tortént. A légzési paraméterek mérését SUIT protokoll szerint végeztiik (Gnaiger,
2014). Szubsztratként a CI fiiggd respiracidhoz kivaltdsahoz glutamétot (végkoncentracié: 10
mM) és malatot (1 mM) CllI respiraciohoz rotanont (0.5 pM) és szukcinatot (10 mM) adtunk.

A kovetkezd paramétereket mértilk: oxidativ foszforilacié (OXPHOS), alaplégzés (State2) és
elektron-szokés (State4), elektron transzport rendszer (ETS), rezidualis oxigén felhasznalas. A
kapott értékekbdl respiratory kontroll ratdt (RCR=OXPHOS/State 4) és P/E aranyt
(OXPHOS/ETS) szamoltunk.

3.5.5. Az ATP képzbédés sebességének meghatarozasa

Az ATP képzddés sebességét biolumineszcens assay-jel hataroztuk meg (ATP Determination
Kit, Invitrogen, USA) a gyartd lefrdsa szerint. A kapott értékeket relative luminescence
egységben (RLU) adtuk meg. Egyedenként harom parhuzamos mérést végeztink, amelyet
atlagoltunk, majd az egyedeket szintén atlagoltunk, amely a csoportok kéz6tti dsszehasonlitast
teszi lehetéve.

3.5.6. A szuperoxid szintek meghatérozésa

A szuperoxid szinteket dihidroetidium (DHE) festéssel (1 uM DHE (Sigma, USA) konfokalis
mikroszkop segitségével hataroztuk meg. Egyedenként véletlenszerlien valasztott négy kép
értékeit atlagoltuk.

3.5.7. A peroxinitrit képzédésének mérése

A peroxinitrit képzdést a 3-nitrotirozin (3-NT) szintek meghatarozasaval mértuk western blot
segitségével. A teljes fehérje izolalast kovetden 10% SDS-PAGE gélen futtattuk a mintakat. A
blokkolast kovetéen els6dleges jelolésként egér monoklondlis anti-nitrotirozin antitestet
(Chemicon, Millipore, USA; 4 °C; higitéas: 1:3000), masodlagos antitestként HRP konjugalt nyul
anti-egér 1gG (Dakocytomation, Denmark; 1h, szobahémérsékleten, higitas: 1:1000)
hasznaltunk. A detektalas ECL kittel (Western Bright ECL, Advansta, USA) rontgen filmre
hivéssal tortént. Kontrollként Coomassie Brilliant Blue festést hasznaltunk. Az integralt optikai
denzitast Image J (Fiji; NIH, Bethesda, MD) szoftverrel hataroztuk meg.



3.6 Statisztikai analizis

Az eredményeket atlagoltuk és a standard hiba atlagaval tlintettik fel (S.E.M.) szdmoltuk. A
kamrai extraszisztolék és a VT-k szamat Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottuk dssze. A VT és
VF gyakorisagat és a tulélést Fisher exact teszttel hasonlitottuk 6ssze. A tobbi paramétert egy-
utas ANOVA/Bonferroni post-hoc tesztekkel és Welch-ANOVA/Bonferroni-Holm post-hoc
tesztekkel hasonlitottuk dssze. P<0.05 kiilonbséget tekintettiink szignifikansnak.

3.7 Kisérleti protokollok
1. protokoll

Kisérleteinket altatott kutydk harom csoportjaban végeztiikk. Az allatok az elsé napon a kontroll
csoportban (n=12) a kutyak fiziol6gias séoldatot kaptak, a kezelt csoportban (n=12) NaNO,-et
(Merck, USA) 0.2 pumol kg min? dézisban 20 percen keresztiil. 9 allat a nitritkezelést
megel6zéen majd a masodik napon az iszkémiit megelézéen iNOS enzim gatld S-(2-
aminoethyl)-isothioureat (AEST, 2.0 mg kg*) kapott. 24 éra elteltével, a méasodik napon, minden
csoportban 25 min LAD okkluziét hajtottunk végre, amit 2 perc reperfizié kovetett. Harom
kutya almit6tt kontrollként szolgalt.

1. protokoll

Ezt a kisérletsorozatot altatott kutyak négy csoportjaban végeztiik. Két csoportban (n=5-5) az
allatok az els6 napon fiziologias sooldatot kaptak, a masik két csoportban (n=5-5) NaNO,-et, 0.2
umol kg min't; Merck) kaptak iv., 20 percen keresztll. Ezeken a csoportokon belil 5 allaton 25
perces okklizi6t és 2 perc reperfaziot végeztiik, a mésik 5 allatnak pedig eltavolitottuk in vitro
analizis céljabol a szivét.

EREDMENYEK

4.1. A natrium-nitrit késéi antiaritmids hatisanak és az iNOS szerepének vizsgalata (I.
tanulmany)
41.1. A fiziolégias so6oldat, NaNO,, AEST, NaNO,+AEST és a koronaria okkluzi6
hemodinamikai hatésai

artérias vérnyomas és emelkedett a szivfrekvencia. Az AEST adasa nem befolyasolta a
hemodinamikai paramétereket. A LAD okklzi6t kovetden szignifikansan csokkent az artérias
vérnyomas, az LVSP-t, a pozitiv és negativ dP/dtm.« valamint emelkedett az LVEDP, azonban a
szivfrekvencia szamottevéen nem valtozott. Ezek a hatasok jelentésen mérséklédtek a NaNO,
kezelt csoportban, amig az AEST kezelés ezen Iényegesen nem valtoztatott.



4.1.2. A kamrai aritmiak stlyossaga a 25 perces LAD okkluzi6 és reperfizi6 alatt

A kontroll csoportban a 25 perces korondria elzaras hatasara kamrai szamottev$ kamrai ektopias
aktivitas (ES szdma: 379 + 89) jelentkezett, és minden allatban (100%) kamrai tachikardia (VT
szama: 11.2 + 3.2). A kontroll csoportban az allatok 40%-ban kamrafibrillacio (VF) lépett fel
okklizi6 alatt, és az dsszes maradék kutyaban VF Iépett fel a reperfizi6 hatasara, igy ebben a
csoportban egyetlen allat sem élte tal az okklozids/reperfuzids inzultust. Az
okkltzios/reperfzids inzultus elétt 24 oraval korabban adott NaNO; infazié szignifikansan
csokkentette a sulyos kamrai aritmidkat (ES: 47 + 15; VT: 0.2 + 0.2; VT%: 22%; VF%: 0%), és
novelte a talélést (0% a kontroll csoportban vs. 50% a nitrit kezelt csoportban). Az AEST bar
csokkentette, de teljes mértékben nem sziintette meg a NaNO, aritmiékra gyakorolt véd6hatasat.
AEST jelenlétében a ES szama (170 + 43), a VT szdma (3.7 + 1.1), valamint a VT (67%)
gyakorisaga szignifikansan emelkedett, az okklizié alatti VF gyakorisaga (11%) és a talélés
(11%) azonban szamottevéen nem kiilonbozott a nitrit kezelt allatoktol.

4.1.3. Az iszkémia stlyossaga a LAD 25 perces okklizija alatt

Mind az epikardialis ST-szakasz, mind az elektromos aktivacié inhomogenitds meredeken
emelkedett és mar az iszkémia elsd 5 percében elérte a maximum értékeket. A NaNO; hatasara
mindkét iszkémiat jellemzd paraméter okklizio hatasara bekovetkezd valtozasa szignifikansan
kisebb volt. Ezt az anti-iszkémias hatast az AEST megsziintette.

4.1.4. ANaNO; hatasa az ,,area at risk ’-re

A vizsgalt csoportok kozott szamottevd eltérés nem volt a ,risk” teriilet tekintetében: kontroll
csoport: 36+3%, nitrittel kezelt csoport: 37+3% és az AEST+ NaNO; kezelt csoport: 35+4% .

4.1.5. A plazma nitrit/nitrat (NOy) szintjeinek valtozasa

A nitrit inf0zié utan négy iddpontban torténtek a mérések. 20 perccel a nitrit infaziot kovetSen
az NOy szint szignifikansan megemelkedett és emelkedett marad 24 éra elteltével is. Az NOy
emelkedés a kezelt csoportokban egyértelmiien a nitrat szintek megemelkedésébdl fakad.
Okkllziot kovetéen az NOy szintek ismét emelkedtek a kezelt csoportokban, ez azonban féként
a megemelkedett nitrit szintb6l eredt. Az AEST infazidja a nitrit ezen hatasat Iényegesen nem
befolyésolta.

4.1.6. Nitrit hatasa az iNOS enzim aktivitasra
Az almiitétt kontroll csoporthoz képest az iszkémias kontroll csoportban nem tortént iNOS

enzim aktivacié. NaNO, infuzidja bar nem szignifikansan, de megemelte az iNOS enzim
aktivitast, amit az AEST adas teljesen megsziintetett.



4.2 A mitokondrium szerepe a natrium-nitrit késéi védéhatasanak kialakitasaban (11.
tanulmany)

4.2.1. A mitokondrialis morfoldgia valtozasa I/R és nitrit kezelés hatasara

A transzmissziés elektronmikroszkopos képek alapjan megéllapitottuk, hogy az almdtott
kontroll csoporthoz képest az I/R csoportban mindharom vizsgalt rétegben (szub-
szarkolemmalis, inter-miofibrillaris és peri-nukleéris) a kontraktilis egységek eltavolodtak
egymastdl, a mitokondriumok megduzzadtak, a kriszta alloméany tomott szerkezete fellazult.
Tovabba iszkémia hatasara a mitokondriumok tertilete, kerlilete, Feret-atméréje csokkent, és a
kereksége nétt. Ezek az I/R okozta eltérések a NaNO; kezelt allatokban szignifikansan kisebbek
voltak. Ugyanakkor a NaNO, énmagaban (I/R nélkiil) nem befolyasolta a mitokondriumok

4.2.2. A mitokondridlis 1égzés valtozasa I/R és nitrit kezelés hatasara

A CI és CII figgd mitokondrialis 1égzést kozvetleniil mérhetd (State 2, OXPHOS, State 4, ETS)
és ezekbdl szamitott (RCR és P/E) paraméterekkel jellemeztik. Az alaplégzésben (State 2) a
négy csoport kozott nem volt szamottevd eltérés. Ugyanakkor a 25 perces I/R-t koveten
szignifikansan csokkent a Cl-fiigg OXPHOS, az ETS és az RCR, mig a P/E arany hasonl¢ volt,
mint almiitott kontroll csoportban. A Cll-fiiggd 1égzésre vonatkozoan ezek a valtozasok kisebbek
voltak. Az almiitstt kontrollhoz képest a NaNO, dnmagaban csokkentette az OXPHOS-t, az
ETS-t és az RCR-t, anélkil, hogy a State 4 és a P/E arany befolyasolta volna. Ugyanakkor a
NaNO,+I/R csoportban az I/R csoporthoz képest tovabb csokkent az OXPHOS, az RCR és
novekedett a State 4. Ebben a csoportban az OXPHOS szignifikansan csokkent, de az ETS
véltozatlan maradt az iszkémias csoporthoz képest, a P/E arany ugyanakkor szignifikansan
csokkent, ami arra utalhat, hogy iszkémia alatt a nitrit szamottevéen befolyasolja a foszforilacios
rendszert.

4.2.3. A natrium-nitrit hatasa az ATP képzddésre

Az ATP képzddés sebességét RLU-ban adtuk meg (30 sec/mg fehérje). Az almiitétt kontroll
csoporthoz képest a 25 perc I/R szignifikansan csokkentette az ATP képzddést (12232 + 1291
vs. 7213 £ 1117 RLU/30s/mg fehérje). A nitrit adasa 6nmagaban (13001 + 3109 RLU/30s/mg
fehérje vs SC csoport) és iszkémias koriilmények kozott (7130 + 1560 RLU/30s/mg fehérje vs.
IC csoport) ezen szignifikansan nem valtoztatott.

4.2.4. A natrium-nitrit hatasa a szuperoxid és a peroxinitrit termelésre

Az almitott kontrollokhoz képest a 25 perc iszkémia és 2 perc reperfuzid szignifikdnsan
megemelte a szuperoxid és peroxinitrit szinteket. Ezt az I/R indukélta emelkedést a NaNO,
kivédte.

ERTEKELES
A jelen értekezésben ismertetett kisérleteink egyértelmilen igazoltik, hogy a natrium nitrit

szamottevd kés6i antiaritmias hatassal rendelkezik nagyallat I/R modellben. A NaNO; infizidja
szignifikansan csokkentette a kamrai extraszisztolék szamat (ES), a kamrai tachikardias



epizodok szamét és gyakorisagat (\VT), valamint a kamrafibrillacié gyakorisagat (VF), iszkémia
és reperflzié soran. Szemben a kontroll csoporttal, amelyben egyetlen allat sem élte tdl az
okkluziés/reperflizids inzultust a nitrittel kezelt allatok 50% taléld volt. A nitrit 24 6raval az /R
el6tt adva szamottevGen csokkentette az iszkémidra jellemzd epikardidlis ST-szakasz és
elektromos aktivacié inhomogenitas emelkedését.

Megallapitottuk, hogy a nitrit kés6i kardioprotektiv hatasaban szerepet jatsz6 mechanizmusok,
kilénbéznek a kordbban mar a prekondicionadlas (PC) mechanizmusaban igazolt
mechanizmusoktél, ugyanis szemben a prekondicionalassal, amelyben az iNOS aktivaciot
blokkold AEST teljesen megsziintette a védéhatast (Kis és mtsai., 1999b), a natrium nitrit
aritmidkkal szembeni véd6hatasa AEST jelenlétében csak részlegesen sziint meg. Ugyanakkor
az AEST teljes mértékben megsziintette a NaNO, anti-iszkémias hatasat. Ezt igazoltak az iNOS
enzim aktivitasanak vizsgalatara vonatkozd kisérleteink is, amely azt mutattak, hogy ellentétben
a prekondicionalassal, natrium-nitrit hatasara az enzim aktivitasa csak kis mértékben fokozodott,
ami arra utalhat, hogy a nitrit kés6i hatasaban az iNOS enzim indukcidjanak kisebb a szerepe
van.

A két mechanizmus kilonbsége abbdl fakadhat, hogy a PC és a nitrit esetében az NO forrasa
eltéré. A prekondicionalas kivaltotta kés6i védbhatasban az iNOS indukalta NO-nak kdzponti
szerepe van (Végh és Parratt, 1996; Bolli és mtsai., 1997; Dawn és Bolli, 2002). Erre utal, hogy
az iINOS enzim gatldsa megsziintette a PC kardioprotektiv hatasat (Végh és mtsai., 1994; Kis és
mtsai., 1999a,b). Ezzel szemben az exogén Gton bevitt nitrit esetében az NO maés forrashol
szarmazik.

Ennek felderitésére vizsgaltuk a plazma NO szinteket NaNO, infuzidja utan, majd 24 6raval
késébb iszkémia elott és utan. Mig a nitrit infazio el6tti alapértékekben nem volt kiilonbség a
csoportok kozott, a nitrittel kezelt csoportokban 20 perccel az inf0zi6t kévetden az NOy szint
szignifikdnsan emelkedett, és ezen a szinten maradt 24 6ra elteltével is. Az NO, emelkedés
elsddlegesen a nitrat koncentréacio fokoz6dasabol fakad, ami arra utal, hogy a nitrit a beadast
kovetben nitrattd alakul. OkklUzié hatdsara az NOy szint ugyancsak emelkedett a kezelt csoport
allataiban, de hatterében elsddlegesen a nitrit szintet emelkedése &ll. Ezt a hatast az AEST
infazidja lényegesen nem befolyasolta. A méasodik napon nitrit kezelt csoportban az NOy
redukcidja féként a nitrat csokkenésébdl ered, ami arra enged kovetkeztetni, hogy iszkémias
kortlmények hatésara a nitrét nitritté, majd NO-va redukalodik.

Mindezek alapjéan feltételezziik, hogy a nitrit adast kovetéen a nitrit nitratta oxidalodik és rités
hidnyaban nitrat forméaban kering a vérben legalabb a kovetkezd 24 6raban. Iszkémia hatésara a
nitrat nitritté, majd NO-va alakul, amely el6idézi a kardioprotektiv hatast.

Osszefoglaldsképpen elmondhatjuk, hogy a szervetlen natrium nitrit szdmottevd késoi
antiaritmias hatassal rendelkezik, azonban ellentétben a PC antiaritmids hatasaval, a véd6hatas
kialakitasaban az iNOS enzim aktivacié nem jatszik kdzponti szerepet.

A tovabbiakban kisérleteket terveztiink arra vonatkozéan, hogy megallapitsuk vajon a
mitokondriumoknak milyen szerepe van a kés6i védéhatas kialakitasaban.

Shiva és munkatarsai korabbi munkai alapjan ismert, hogy a prekondicionalas vagy a nitrit
kivéltotta Kkardioprotektiv hatds kialakitasaban a mitokondrialis funkcidban bekdvetkezd



valtozasoknak fontos szerepe van (Shiva és mtsai., 2007). Leirtdk, hogy a nitrit adds soran
felszabaduld NO S-nitrozilalja a mitokondrialis 1égzési lanc fehérjéit, foként a I-es komplexet,
amelynek fontos szerepe van mind a korai, mint a késéi kardioprotekcioban (Couchani és mtsai.,
2013). Az S-nitrozilacié és az S-glutathionilacié korai védohatasban jatszott szerepét sajat
kisérleteink is isgazoltak (Kovacs és mtsai., 2015).

Irodalmi adatok utalnak arra, hogy szivizomban a mitokondrialis ROS £ forrasa az I-es és Il1-
as complex (Turrens és mtsai., 2003), bar a ll-es komplexnek is szerepe lehet (Drose és mtsai.,
2014). A komplexek ROS termelésében betdltétt fontos szerepét mutatja, hogy a csokkent Cl és
Cll aktivitas megakadalyozza az elektron transzfert a Clll-ra, ezaltal csokkentve az
elektronszivargast és a reaktiv oxigén gyokok képzédését (Chen és mtsai., 2006; Stewart és
mtsai., 2009). Feltételezhetd, hogy a NO S-nitrozilaciéval médositja a l1égzési lanc komplexek
aktivitasat és ezzel befolyasolja a ROS termelést (Drose és mtsai., 2014).

Ezeknek az el6zményeknek a figyelembevételével vizsgalni kivantuk a mitokondrium szerepét
a nitrit kés6i antiaritmias hatasanak kialakitasaban.

Kimutattuk, hogy a nitrit csokkentette a mitokondriumok I/R okozta strukturdlis elvaltozésait; a
natrium-nitrit kezelt csoport allataiban csokkent az I/R okozta édéma kovetkeztében 1étrejéve
duzzadas, a kontraktilis elemek eltdvolodasa, valamint a krisztadllomany fellazulasa. Nitrit adas
hatéasara a teriilet, keriilet, Feret atmérd és a kerekség is az almiitott kontrollokhoz hasonldéan
alakult.

A mitokondridlis funkcié vizsgalatara irAnyul6 kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a natrium-
nitrit elsédlegesen a Cl, kisebb mértékben a ClI-fiiggd OXPHOS-t befolyasolja és hatassal van
a foszforilacios rendszerre. Kimutattuk, hogy a 25 perces I/R-t kvet6en szignifikansan csokkent
a Cl OXPHOS, az ETS és az RCR, ugyanakkor a P/E arany hasonlé maradt az almiitott
kontrollhoz. Ezek a valtozasok kevésbé voltak kifejezettek a Cll indukcidja esetében.
Ugyanakkor, az almiitott kontrollhoz képest a NaNO, O6nmagédban is csokkentette a
mitokondrialis 1égzést és ez a csokkenés tovabb fokozddott, ha a nitrittel kezelt &llatokban I/R-t
valtottunk ki. A NaNO,+I/R csoportban az I/R csoporthoz képest tovabb csokkent az OXPHOS,
az RCR, és novekedett a State 4, mig az ETS valtozatlan maradt. Az iszkémias kontroll
csoporthoz képest, a nitrittel kezelt allatokban a P/E arany azonban szignifikansan csokkent, ami
arra utal, hogy iszkémia alatt a nitrit befolyasolja a foszforilaciés rendszert. Nitritadas utan
csokkentek az I/R hatdsara megemelkedett szuperoxid és peroxinitrit szintek.

JOl ismert, hogy a mitokondridlis légzési lanc termelte reaktiv oxigén gyokok adjak a
szivizomsejtek ROS termelésének legnagyobb hanyadat és kiemelkedd szerepiik van a
reperflzios karosodas kialakitasaban (Ambrosio és mtsai., 1993). Elsédlegesen a 1égzési lanc ClI
és Clll, de a Cll komplexe is, hozzajarul ROS termelésre képes (Turrens és mtsai., 2003; Turrens
és mtsai., 2003; Drose és mtsai., 2014), ugyanis amint a légzési lanc komplexei reduktiv
kortlmények kozé (pl. iszkémia) keriilnek, a komplexek sériilnek és elektronszivargas torténik,
ami szuperoxid képzddéshez vezet. Azt is kimutattak, hogy az elektrontranszfer gatlasa a Cl és
a CII komplexekr6l a ClII-ra, csokkenti az elektronszivargast és a ROS képzddést (Chen és
mtsai., 2003, 2006; Stewart és mtsai., 2009), ezaltal védve a szivizmot az I/R okozta karosodastol
(Chen és mtsai., 2006; Stewart és mtsai., 2009). Arra is vannak adatok, hogy a nitrogén monoxid
(NO) az ETS és az uncoupling fehérjék S-nitrozilaciéjaval csokkenteni képes a szuperoxid



termelédést (Burwell és Brookes, 2008; Couchani és mtsai., 2013; Drose és mtsai., 2014).
Korabbi, a natrium nitrit korai antiaritmias hataséat vizsgal6 kisérleteink eredményei is arra
utaltak, hogy nitritadast kvetéen szamos fehérje S-nitrozilacioja kovetkezett be (Kovacs et al.,
2015), azonban azt, hogy ennek a mechanizmusnak milyen szerepe van a kés6i védéhatas
kialakitasaban, tovabbi vizsgalatokat igényel.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a nitrit 24 6raval a beadasat kovetben képes befolyasolni a
mitokondriélis 1égzést. Az, a megfigyelés, hogy nitrit hatésara csokkent a P/E arany, felveti
annak a lehet6ségét, hogy a nitrit (NO) a foszforilacios rendszert befolyasolva, majd a proximalis
komplexekre visszahatva csokkenti a mitokondrialis 1égzést és gatolja a ROS képzddést.
Feltételezziik, hogy a NO befolyasolja a foszforilacids rendszer valamely tagjat (pl. ATP szintaz,
foszfat transzporter, ANT) és ezaltal gatolja az ATP szintéaz és ciklofillin D interakcidjat, mely
interakcié szikséges a mitokondridlis permeabilitasi tranziciés porus (MPTP) nyitdséhoz
(Halestrap és Richardson, 2015). Arra is vannak adatok, hogy a ciklofillin cisztein 203
aktivacioja bizonyitottan részt vesz az MPTP nyitasban (Nguyen és mtsai, 2011), és amelynek
az S-nitrozilacidja (Kohr és mtsai., 2011) védémechanizmusként szerepel az I/R okozta
karosodassal szemben (Sun és mtsai., 2006).

UJ EREDMENYEK

1. Bizonyitottuk, hogy a natrium-nitrit (NaNO,) infuzidja 24 éraval a 25 perces LAD okklizié
és reperfuzio eldtt adva szamottevéen csokkenti az I/R okozta sulyos kamrai aritmiakat és noveli
a tulélo kisérleti egyedek szamat. Ezzel igazoltuk a natrium nitrit kés6i antiaritmias hatasat nagy
allat (kutya) I/R modellben.

2. Kimutattuk, hogy a nitrit kivaltotta késdi antiaritmias hatasban, ellentétben az iszkémiés
prekondicionélassal, az NO indukélta iNOS enzim aktivéacionak elhanyagolhat6 szerepe van,
ugyanis az iNOS enzim gatlasa a viszonylag szelektiv gatldé AEST-vel, a nitrit aritmiakkal
szemben védéhatasat csak részben sziinteti meg, annak ellenére, hogy az iNOS enzim aktivitasa
teljes mértékben gatolodott.

3. Tudomasunk szerint elséként mutattunk ki, hogy a NaNO, csokkenti a szivizomsejtek
mitokondriumainak I/R okozta morfoldgiai valtozasait. Kimutattuk, hogy a néatrium nitrit
meg6vja a mitokondriumok strukturajat az I/R karos hatasaitol.

4. Kimutattuk, hogy a NaNO, csokkenti a mitokondrialis 1égzést a mitokondridlis légzési
komplexek és a foszforilacids rendszer modositasan keresztil, ennek eredményeképpen a
szuperoxid és a peroxinitrit képzddés csokken, melynek kozponti szerepe van az I/R okozta
stlyos kamrai ritmuszavarokban.
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