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Bevezeto

A koszoruér-elzarodas kovetkeztében kialakulod szivizomiszkémia egyik legsulyosabb
kovetkezménye azon akutan megjelend sulyos kamrai ritmuszavarok, amelyek gyakran
hirtelen szivhaldlhoz vezethetnek. Ezen aritmidk megjelenésében szerepet jatszo
mechanizmusoknak a megismerése, kialakulasuk megakadalyozasa, illetve kezelése a
kisérletes kardioldgiai kutatasok egyik fontos célkitlizése.

Munkacsoportunk évtizedek Ota vizsgéalja az akut koszortérokklizid soran kialakuld
szivritmuszavarok mogott meghtz6dé mechanizmusokat és az azokat befolyasolo
lehet6ségeket. Kimutattunk, hogy a Murry és munkatarsai altal leirt prekondicionalas (PC)
nemcsak az iszkémids karosodas kiterjedését csokkenti, hanem az iszkémia okozta kamrai
aritmidk kialakulasat is jelentdsen gatolja. A PC antiiszkémids és antiaritmias hatasanak
kialakitasaban szamos endogén molekula, koztiik a bradikinin, adenozin, szabadgyokok,
prosztanoidok, és a nitrogén-monoxid (NO) szerepét igazoltak. Fontos kiemelni, hogy a PC
védohatasa két fazisban jelentkezik; a korai védéhatas, amely a PC inger utan azonnal
jelentkezik, viszont 1-2 6ra mulva megsziinik, azonban spontan médon 12-24 6ra mulva Gjra
megjelenik. Ezt kés6i védohatasnak nevezziik. Ugyancsak munkacsoportunk irta le el6szor,
hogy a védOhatas mas, az érelzarasnal kevésbé invaziv beavatkozasokkal, példaul a sziv
magas frekvenciaval torténd ingerlésével, vagy erés fizikai terheléssel is kivalthato.

Szamos kisérletes bizonyiték utal arra, hogy a szivizomsejteket 6sszekotd réskapcsolatok
fontos szerepet jatszanak az iszkémia soran fellépd aritmidk keletkezésében. Iszkémia sordn
ezek a szomszédos sejteket 6Sszekotd csatornak zarddnak, amely inhomogén ingeriiletvezetést
¢és az aritmidk megjelenését eredményezi. A csatorndkat alkotd6 Connexin 43 (Cx43) fehérje
expresszidja és foszforilacios allapota alapvetd a réskapcsolatokon keresztiil megvaldsuld
sejtek kozotti kommunikacio szabalyozasaban. Szamos kisérlet igazolta a réskapcsolatok
szerepét a PC korai védéhatasaban, amelyek szerint a PC mérsékli a réskapcsolatok iszkémia
alatti zarddasat. Tovabbi bizonyitékként szolgal az, hogy a PC kardioprotektiv hatdsa
megszlinik, ha a réskapcsolatokon keresztiill megvalosuld sejt-sejt kommunikaciot a PC
stimulust megel6zden gatoljuk.

Szamos in vitro kisérlet utal arra, hogy a NO kozvetleniil a csatornafunkciot vagy a Cx43
fehérje expresszidjat befolyasolva képes szabalyozni a réskapcsolatok miikodését. A NO ilyen
szabalyoz6 hatasarol azonban kevés in vivo eredmény all rendelkezésre.

Habar ismert, hogy a sziv rovid (3-6 6ra) vagy hosszi (napok) ideig torténd mesterséges

ingerlése megvaltoztathatja a Cx43 expresszids mintazatat, foszforilacios allapotat és a



réskapcsolatok cellularis eloszlasat, nem tudjuk, hogy ezek a mechanizmusok szerepet

jatszanak-e a szivingerléssel kivaltott PC kés6i antiaritmias hatasaban.

Célkitiizések

A fentiek alapjan az alabbi két kérdés megvalaszolasara terveztiink kisérleteket:

1. Mivel ismert, hogy NO donor molekuldkkal a prekondiciondlashoz hasonlo

antiaritmias hatas valthato ki, ezért megvizsgaltuk hogy vajon a NO a réskapcsolatok
mukodésének befolydsolasaval hozzajarul-e az iszkémia okozta kamrai aritmidk

csokkentéséhez?

A kérdés megvalaszolasahoz a NO donor natrium-nitroprusszidot (SNP) alkalmaztuk,

amelyet a szivizomiszkémia eldtt 20 perccel a koszoruér lefogast megelézden és a 60

perces koszoruérokkluzio teljes idtartama alatt intrakoronarias infizidban alkalmaztunk.

2. Vajon a réskapcsolatok szerepet jatszanak-e a gyors kamrai szivingerléssel kivaltott

késo6i antiaritmias hatasban?

Milyen valtozéasok torténnek a szivingerlést kovetden a Cx43 fehérje expresszidjaban,

cellularis eloszlasaban, illetve hogyan modosul a réskapcsolatok funkcidja a szivingerlést

kovetden 24 oraval eldidézett 25 perces koszoraérokkluzio soran.

Anyagok és modszerek

Kloral6z-uretannal altatott nyitott mellkast kutyakon, bal eliils6 leszallo artéria (LAD)
preparalasa és lefogasa 60 illetve 25 percig iszkémia el6idézése céljabol

SNP intrakoronarias infuzioja 0,2pg/kg/perc dozisban

Jobb kamrai szivingerlés 4x5 percen keresztiil 240 iités/perc frekvenciaval
Hemodinamika paraméterek mérése

Iszkémia stlyossagat jelzd paraméterek mérése: epikardiadlis ST-szakasz valtozasa,
elektromos aktivacidé inhomogenitésa, total aktivacios id6 (TAT) mérése kompozit és
térképezo elektroddal

Kamrai  aritmidk  meghatdrozasa:  extraszisztolék, tachicardias  epizddok,
kamrafibrillacio

Elektromos kapcsolat meghatarozasa szoveti impedancia mérésével

Metabolikus kapcsolat vizsgalata kett6s fluoreszcens festék permeabilitas vizsgalattal



e (Cx43 mRNS expresszio valtozas mérése valos idejit RT-PCR-al
o (x43 fehérje expresszio ill foszforildciés mintdzat vizsgalata Western-blot techinkéaval

o Cx43 cellularis eloszlasanak vizsgalata immunfluoreszcens festéssel.

Eredmények

Az SNP Kkorai antiaritmias hatiasa a beldle felszabadulo NO réskapcsolatokat

befolyasololé hatasan keresztiil valésul meg

1.

Az SNP intrakorondrids infizidja enyhe artérids vérnyomascsokkenést okozott. A LAD
okkluzi6 hatasdra a hemodinamikai paraméterek jelentdsen csokkentek, a kontroll és az
SNP-vel kezelt csoport kozott szignifikans kiilonbség nem adodott. Az SNP infuzié sem a
kollateralis véraramlast, sem az okklazi6 hatasara bekovetkezé kompenzatorikus
véraramlasfokozodast nem befolyasolta.

elektromos aktivacio inhomogenitasat az SNP a kontroll csoporthoz képest szignifikansan
csokkentette.

A koszortérlefogas kovetéen a kontroll csoportban a kamrai aritmidk két fazisban
jelentkeznek, Ia és Ib fazisban. Az extraszisztolék szdma a 60 perces okkluzio alatt
666+202, a tachikardias epizédok szama 8+3, ami az allatok 55%-aban jelentkezett..
Amennyiben az allatokat SNP-vel kezeltiil, az ektopias iitések szdma jelentdsen 49+18-ra
csokkent, tachikardias epizédok szama 0.3+0.3 az allatok 20%-ban volt megfigyelheto.
Kamrafibrillacio okkluzi6 alatti gyakorisdgara az SNP infGizidja nem volt hatassal.

A réskapcsolatok altal 1étrehozott elektromos sejt-sejt kapcsolat iszkémia okozta
valtozasait a szivizom szoveti ellendllas és a sejtmembranok kapacitiv tulajdonsagat
jellemzd faziseltolodds mérésével vizsgaltuk. Iszkémia hatasara a kontroll csoportban
jelentésen emelkedett a szoveti ellenallas, ugyanakkor a fazisszog negativ iranyba
tolodott, ami az elektromos kapcsolat jelentds gatlodasara, a réskapcsolatok zarddasara
utal. SNP infizidja mérsékelte a szoveti ellendllds és a faziseltolddas mértékeét, azaz
javitotta a sejtek kozotti elektromos kapcsolatot.

A réskapcsolatok permeabilitasanak iszkémia indukalt valtozasait Gn. kettds fluoreszcens-
festék terjedéssel vizsgaltuk. A kontroll csoportban a szivizomsejtek k6zo6tti metabolikus
kapcsolat a normoxias szivizomban jelentésen csokkent, azonban SNP hatasara az
iszkémids terlileten a permeabilitds fokozddott, amely a sejtek kozotti kapcsolat

megOrzésére utal.



6. Szivizomiszkémia alatt a sejtek ATP raktarai kimeriilnek, amelynek egyik eredménye a
Cx43 fehérje defoszforilacidja és kovetkezményes réskapcsolat zarddas. A kontroll
allatokban a normoxias szivmintakban a Cx43 fehérje foszforilacios és defoszforilacios
(P/DP) aranya 53/47+1%, azonban az iszkémia hatdsira jelentds defoszforilaciot
figyeltiink meg, a P/DP aranya 28/72+2%-nak mutatkozott. Ezzel szemben az SNP-vel
kezelt csoportban a Cx43 P/DP aranya az iszkémias teriileten 62/38+3%.

A réskapcsolatok szerepe a gyors szivingerléssel Kkivaltott prekondicionalas késéi

antiaritmias hatasaban

1. Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a sziv jobb kamran keresztiili ingerlése
milyen valtozast idéz el6 a Cx43 expresszidjaban, a szivingerlést kovetéen kiilonbozo
idépontokban vett szivszOoveti mintdkban meghataroztuk a Cx43 mRNS és fehérje
mennyiségét. Eredményeink azt mutattdk, hogy a Cx43 mRNS mennyisége 6 oraval a
szivingerlés utan jelent6sen csokkent, mig az ingerlést kovetéen 12 oraval kifejezett
mRNS expressziot figyeltiink meg, ami 24 6raval az ingerlési protokoll utan helyreallt.
Ezzel 6sszhangban a Cx43 6sszfehéje mennyiségében 12 oraval a stimulus utan jelentds,
kozel 50%-o0s csokkenést figyeltiink meg. Immunhisztokémiai vizsgélat sordn a 12 6ras
mintadkban az szivizomsejtek kozotti interkalaris lemezben a Cx43 mennyisége csokkent,
megvaltozott cellularis lokalizaciot nem tapasztaltunk. A Cx43 fehérjeszintje 24. 6raval a
szivingerlést kovetden helyreallt. A koszortérokkluzié sem a kontroll sem a szivingerelt
allatokban nem okozott Cx43 mRNS- vagy fehérjemennyiségbeli valtozast.

2. Az iszkémids teriiletre elhelyezett 31 unipolaris elektroddal mértiik az iszkémia
sulyossagat jelzé paramétereket. A kontroll csoporttal szemben, ahol a koszoraérokkluzio
jelent6s ST-szakasz elevacié és aktivacios id6 novekesét eredményezett, a szivingerelt
allatokban mérésklédott az ST-szakasz elevacio és javult az ingeriilet vezetése, amit a
total aktivacios id6 csokkenése jelzett.

3. A kontroll csoporttal ellentétben ahol jelentds ektopids aktivitast nagyszamu tachicardias
epizodot €s alacsony tulélési ardnyt figyeltiink meg, a 24 6raval elézbleg szivingerléssel
prekondicionalt allatokban szignifikdnsan kevesebb extraszisztolé tachicardids epizod
jelentkezett és az allatok jelentds része talélte az iszkémias/reperfuzios beavatkozast.

4. A szoveti impedancia mérésével megallapitottuk az elektromos sejt-sejt kapcsolat
mindségét. A kontroll csoportban az iszkémia hatdsdra — a szoveti ellendllas novekedése

¢s faziseltolodas alapjan — a réskapcsolatok zarddasa kovetkeztében a sejtek kozotti



elektromos kapcsolat jelent6sen gatlodott. Ezzel ellentétben a 24 o6raval elézbleg
prekondicionalt csoportban a szdveti ellendllds ndvekedése ¢és a faziseltolodas
szignifikansan mérséklodott.

A szivizomsejtek kozotti metabolikus kapcsolat a 25 perces iszkémia hatdsara
szignifikansan csokkent ellenben a  szivingerelés az iszkémia okozta metabolikus
szétkapcsolodast mérsékelte. Hasonld tendencia volt megfigyelhetd a Cx43
foszforilaltsagi allapotdban is, ahol az iszkémia indukalt defoszforilaciot, a
prekondicionalds meggatolta.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok arra utaltak, hogy a kontroll szivmintakban iszkémia
hatasara az interkaldris lemez strukturalis valtozason ment keresztill, szerkezete
megbomlott, és ez a valtozas a reperfuzié hatasara tovabb fokozodott. Amennyiben 24
6raval megel6zben szivingerlést végeztiink, az interkalaris lemezek szerkezeti valtozasai
nem jottek 1étre.

Mivel 12 6raval a szivingerlés utan szamottevé Cx43 fehérje csokkenést figyeltiink meg,
amely iszkémias koriilmények kozott feltehetden fokozottabb ingeriiletvezetési
zavarokhoz vezet, igy megvizsgaltuk, hogy amennyiben ekkor a LAD-ot elzarjuk,
miképpen alakulnak a kamrai aritmidk. Azt tapasztaltuk, hogy a szivingerlést kovetd 12.
oraban megfigyelt csokkent Cx43 expressziohoz fokozott aritmiatevékenység és markans

szOveti impedancia valtozasok tarsultak.



Osszefoglalas

A NO donor SNP a bel6le felszabadulo NO-on keresztiil a réskapcsolatok iszkémia
alatti modositasaval fejtheti ki antiartimias hatasat, feltehetéen az éltal hogy megdrzi a
Cx43 foszforilacios allapotat, ezaltal mérsékli az elektromos ¢és metabolikus
szétkapcsolodas mértékét.

A gyors kamrai szivingerlést kovetden a Cx43 expresszidja mRNS és fehérjeszinten is
idofiiggd valtozasokat mutatott: 6 o6raval a szivingerlés utdn a Cx43 mRNS szintje, 12
oraval a fehérjeszint jelent6sen csokkent, azonban 24 oraval a szivingerlést kovetéen
mind a mRNS, mind a fehérjeszint normalizalodott. A 12 6ranal megfigyelt csokkent
Cx43 fehérjeszint fokozott réskapcsolatzarodassal és aritmiakkal parosult, ha ebben az
idészakban idéztiink elé iszkémidt. A szivingerléssel prekondicionalt éallatokban a
koszoraérokkluzié soran csokkent a kamrai aritmidk sulyossaga, feltehetden azaltal,
hogy a réskapcsolatok iszkémia alatti zarodasa mérsékl6dott. Tovabba a szivingerelt
allatokban elmaradt az iszkémi reperfiziot kovetden az interkalaris lemez strukturalis

valtozasa.
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