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Az OTKA-hoz 2003.-ban ,,A prekondicionalas korai és késéi antiarrhythmias hatasaban
szerepet jatszo mechanizmusok farmakologiai és molekularis vizsgalata™ cimmel benyujtott
palyazatban vazolt kutatasi tervezet végrehajtasa soran a kvetkez6 eredményeket értik el

A prekondicionalas kardioprotektiv hatadsaban szerepet jatszO mechanizmusok vizsgalata
soran 1992.-ben elsékent vetettiik fel a nitrogén monoxid (NO) szerepét a prekondicionalas
kardioprotektiv hatadsaban. Kimutattuk, hogy a NO mint trigger és mint mediator is részt vesz
a prekondiciondlassal, az ischaemia és reperfuzié (I/R) soran fellép6é sulyos kamrai
arrhythmidkkal szemben, kialakithatd korai és késoi védohatasban. Vizsgalatainkban, altatott
kutyadkban, prekondicionald ingerként rovid ideig tartd koszoruér okkluzidkat, a jobb kamran
keresztll magas frekvencidju szivingerlést vagy futészalagon fokozatosan er6sédo fizikalis
terhelést alkalmaztunk 20 perccel (korai) vagy 24 oOraval (kés6i) a koszoruér
okklaziot/reperfaziot (teszt ischaemia) megel6zéen. A 2003 és 2007 kozott eltelt 4 éves
kutatasi periodusban a NO trigger és mediator szerepét vizsgaltuk a fizikalis terheléssel
vegzett prekondicionalads késéi kardioprotektiv hatdsdban. Kisérleteinkben a szelektiv és
specifikus iINOS gatlo etil-metil-isothioureat (AEST), valamint a specifikus de nem szelektiv
nitrogén oxid szintdz (NOS) enzimet gatld L-NAME-t hasznaltuk. Kimutattuk, hogy mind a
fizikalis terhelés elott alkalmazott L-NAME, mind a terhelést kovetéen, de az okklizio elétt
adott AEST csOkkentette a fizikalis terhelés antiarrhythmids hatasat, amely arra utal, hogy a
NO triggerként és mediatorkent is reszt vesz a prekondicionalds késéi antiarrhythmias
hatasanak kialakitasaban. Eredmeényeinket 2003.-ban hazai és kilfoldi kongresszusokon
ismertettik és 2005.-ben a Life Science-ben koézoltik (1). A NO késéi antiarrhythmias
hatasban jatszott szerepét igazoltak azok a kisérleteink is, amelyekben kimutattuk, hogy a per
os alkalmazott PDE gatl6 sildenafil (Viagra), csokkenti a 24 6ra mulva el6idézett ischaemia
és reperfizié soran megjelend arrhythmidkat. Eredményeinket kongresszusi eléadasban
ismertettik és a British Journal of Pharmacology-ban ,,Rapid Communication”-ként kdzo6ltik

(2).

Ugyancsak els6ként mutattuk ki, hogy a prekondiciondalas antiarrhythmias hatasaban szerepet
jatszanak a vazodilator hatasu prosztanoidok (Végh és mtsi., 1990). Jelen kisérleteinkben a
prosztaciklin részvételét tanulmanyoztuk a fizikalis terheléssel kialakithaté prekondicionélas
késoi antiarrhythmias hatasaban. Kimutattuk, hogy a ciklooxigenaz enzimgatlo celecoxib a
futtatas késoi antiarrhythmias hatasat szadmottevéen nem befolyasolja. Eredményeinket 2004.-
ben a European Journal of Pharmacology-ban publikaltuk (3). A kiloénb6zé ingerekkel
(koszortér okkluzio, szivingerlés, fizikalis terhelés) kivalthato prekondicionalas korai és késoi
antiarrhythmias hatasardl, 2005. februarjaban, a torokorszagi Antalyaban megrendezett
NATO Advanced Research Workshop-on, felkért eléadasban szamoltunk be, amelynek
anyagat a Journal of Experimental and Clinical Cardiology kdzlemény formajaban publikalta

(4).

Szamos irodalmi adat igazolja, hogy a reaktiv oxigén gyokok (ROS) szerepet jatszanak a
prekondicionalds korai és késo6i ischaemias karosodast, valamint a reperfiziét kovetd
kontraktilitasi diszfunkciot (miokardiélis stunning) csokkenté hatasaban. Ezzel szemben
kevés, zomében ellentmondasos adat all rendelkezésiinkre a ROS-nak a prekondicionalas
antiarrhythmids hatasaban betoltott szerepére vonatkozdan. Ezért, altatott kutyakon végzett
okkluzids/reperfuziés modellinkben, vizsgaltuk a ROS szerepét a prekondicionalas korai
antiarrhythmids hatasaban. Kimutattuk, hogy rovid koszorGér okkliziokkal prekondicionélt
szivekben, a prekondicionaldo okkluziok felengedését kovetéen chemiluminescenciaval
detektalhatd szabadgyodk keépzédés észlelhetd, amelyet a gydkfogd merkaptopropionilglicin
(MPG) kozbmbositeni kepes. Ennek ellenére az MPG a prekondicionalas antiarrhythmias
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hatasat szamottevéen nem befolyasolta. Mindezek alapjan arra kdvetkeztettliink, hogy ,.in
vivo” korulmenyek kozott a reaktiv szabadgyokok nem elengedhetetlendl szlikségesek a
prekondiciondlas antiarrhythmias hatdsanak kialakitdsdhoz. Eredményeinket kongresszusi
eléadasban, illetve a kdzlemeény forméajaban ismertettik (5)

A NO és a ROS a prekondicionalas antiarrhythmias hatadsadban jatszott szerepének
tanulmanyozasat céloztak azok a legujabb kisérleteink is, amelyekben a két erésen reaktiv
arrhythmidkra. Kimutattuk, hogy a kis koncentracioban (100 nM) kodzvetlenil a koszoruér
keringésbe infuzié formajaban bejuttatott peroxinitrit, a prekondicionalashoz hasonlé maédon,
csokkentette az okkl(zio és reperfuzid soan fellépé kamrai arrhythmiak sulyossagat. Ezekben
a kisérletekben meghataroztuk a peroxinitrit képzédésre utald nitrotirozin  mennyiségét
Western-blot modszerrel. Eredményeink azt mutattak, hogy mint a révid (2 x 5 perc)
koszortér okklaziokkal vegzett prekondicionalas, mind a peroxinitrit hasonldé idétartamu
intracoronarias inflzioja, szignifikansan csokkentette a hosszu (25 perc) okkluziés/reperfuzios
inzultus végén meghatarozott endogén peroxinitrit kepzédes meértékét. Ezeket az
eredmeényeinket hazai (6) és nemzetkdzi (7, 8) kongresszusokon ismertettik, és a
kozeljovoben publikalni fogjuk.

Az elmult négy évben kutatomunkank masik nagyobb témakdrét a gap junkcios csatornaknak
az arrhythmogenezisben jatszott szerepének vizsgalata jelentette. Irodalmi adatok utaltak arra,
hogy a gap junkcios csatornak funkcidjanak megvaltozasa (nyitott/zart allapot) jelentos
mértékben hozzajarulhat a kilonbozé kardiovaszkularis kérképek kialakulasahoz. 2005.-ben
vizsgalatokat kezdtink annak a megallapitasara, hogy a gap junkcids csatornak milyen
mértékben vesznek részt az ischaemia/reperfizié sordn fellépé kamrai arrhythmiak
keletkezésében. Tanulmanyoztuk azt is, hogy vajon a prekondicionalas (PC) mddositja-e a
gap junkcios csatornak mitkodését, és amennyiben igen, akkor ez 0sszefiiggésbe hozhat6-e a
prekondicionalas antiarrhythmias hatasaval. Eredményeink arra utalnak, hogy a szivizom gap
junkcios csatornainak az ischaemia el6tti szétkapcsolasa (zardsa) a specifikus, csak a gap
junkciondlis csatorndkon hat6o carbenoxolonnal (CBX), hasonlé antiarrhythmias hatést idéz
elé, mint a rovid koszoruér okkluzidkkal végzett prekondicionalds. Ezzel szemben, ha a
prekondicionalast carbenoxolon jelenlétében végeztik, az ischaemia soran az arrhythmiak
szdma és sulyossaga fokozddott, azaz az dnmagukban antiarrhythmids hatasu ingerek egyutt
alkalmazésa gyengitette, illetve megszintette a protektiv hatast. A mechanizmus felderitése
érdekében az in vivo kisérletekben mértilk a szdveti impedancia valtozasat, amely a gap
junkcios csatorndk elektromos vezetékepességében bekovetkezé valtozasokrol szolgaltat
informéacidt. Tovabba az ischaemias periddus végén vett szOveti mintdkban meghataroztuk a
gap junkcids csatornakat felépité specialis fehérje, a connexin43 (Cx43) foszforilacids
mintazataban bekdvetkez6 valtozasokat Western blottal, valamint a szdveti permeabilitas
(metabolikus kapcsolat) valtozasat ,kettés festéses” moddszerrel. Mind az ,in vivo”
kisérletekben mért impedancia valtozasok, mind az ,in vitro” mddszerekkel végzett
vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a kontroll allatokban mérhet6, kiléndsen az 1b
fazist arrhythmiak megjelenését kdzvetlenll megel6zé erételjes rezisztenciaemelkedés (gap
jumkcio zarodas) a prekondicionalt, illetve a carbenoxolonnal kezelt allatokban elmaradt,
illetve mérséklodott, mig a CBX + PC allatokban hasonlé volt, mint a kezeletlen kontrollban.
Hasonloképpen a PC és a CBX-szel kilon-kilon kezelt allatokban a CX43 foszforilalt
formaja (gap junkcié nyitott allapotat jellemzi) és a szOveti permeabilitds meg6rz6dott
szemben a kontroll és a PC + CBX egyiittes adasat kovetéen, ahol a csatornak fokozott
zarddasa kovetkeztében a permeabilitds csokkent és a Cx43 defoszforilalt formaja nagyobb
mennyisegben fordult el6. Mindezek alapjan arra kdvetkeztettink, hogy a gap junkcios



csatornak részleges zaréasa, torténjen ez akar rovid prekondiciondld okkluzidval vagy a
carbenoxolonnal, olyan folyamatokat indit el, amelyek a hosz( ischaemias periddus alatt
gatoljak a csatorndk tovabbi szétkapcsolasat, csokkentik az ischaemias teriileten belul az
elektromos inhomogenitas mértékét és, ezaltal az arrhythmiak kialakulasat. Ugyanakkor, ha a
prekondicionalast carbenoxolon jelenlétében végezzik, azaz a gap junkcionalis csatornak
szétkapcsolasa eroteljesebb az ischaemiat megel6zéen, az arrhythmiakkal szembeni védéhatas
megsztnik, feltehetéen azaltal, hogy a prekondicionalds soran képzédo, és a védohatas
kialakitasahoz sziikséges ,trigger” vagy ,,mediator” molekulak sejtek kozotti transzportja
gatlodik. Ezeket az eredmeényeinket szdmos hazai és nemzetkdzi kongreszuson ismertettiik és
2007.-ben a Cardiovacular Researchben kozéltik (9). Melepé eredményeket kaptunk azon
vizsgélataink sordn, amikor a carbenoxolont kdzvetlenil az ischaemia el6tt kezdtik adni és a
koszortér okklazio teljes idétartama alatt fenntartottuk. Ebben az esetben is a carbenoxolon
antiarrhythmias hatastinak bizonyult, és ez arra utal, hogy a gap junkcids csatornak ischaemia
elotti zarasa meghataroz6 mechanizmus a vedéhatas kiakalitdsdban, és ezt a hatast a szer
okklazio alatti alkalmazasa mar nem befolyasolja. Ezekb6l az eredményeinkbol készult
kdzleményt a Cardiologia Hungarica kozlésre elfogadta (10).

Keveshé sikeresek voltak azok a kollaboraciéban végzett vizsgalataink, amelyek a
prekondicionalas hatasara genetikai szinten bekovetkezé valtozasok vizsgalatat célozta.
Ezekben a kiserletekben, prekondicionalé ingerként magas frekvencidju szivingerlést
végeztiink, majd 24 6ra mulva a koszorUér elzarasaval ischaemiat idéztink el6. A Kisérlet
végén vett szovtmintakbol geén-chip technikaval vizsgaltuk a prekondicionélds hatasara
kialakuld eltéréseket, az ép, illetve az ischaemias szivmintakhoz képest. Az ép szivekhez
képest a kozel 2000 vizsgalt genbol kb. 40 gén mutatott eltérést ischaemia hatasara, és
ezekbdl kb. 16 gén valtozott prekondicionalas utan. Az eredmények igazolasara kvantitativ-
PCR vizsgalatok is torténtek, amelyek nem minden esetben igazoltdk vissza a chip
eredmeényeket. Az adatok értékelése és értelmezése jelenleg is folyik.

Kisérletes munkéankat nagymértékben hatrltatta, hogy 2006. juniusdban egyik
laboratériumunkban a hiitészekrény zarlata miatt tiiz keletkezett, aminek kovetkeztében a
munkacsoport harom laboratériuma, a benne 1évé nagyértékii miiszerekkel egyutt, kozel 40
millié forintértékben karosodott. Az in vivo és a molekularis vizsgalatainkhoz hasznalt
vegyszereink szinte teljes mértékben (kb. 5 milli6 forint) megsemmisultek. A ké&rok rendezese
tobb mint fél évet vett igénybe, igy csak 2007. elején tudtuk a kisérleteinket tovabb folytatni.
Mindezen nehézségek ellenére, a munkacsoport diplomas és szakdolgoz6 tagjainak aldozatos
munkajanak kdszonhetéen, a kutatdsainkat sikeresen végeztilk, amelyet kongresszusi
részvételeink illetve kodzleményeink is jeleznek. Kutatbmunkank sikeres teljesitéséhez
kdszonjuk az OTKA tamogatasat.



