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1. BEVEZETES

Az oxidativ stressz kialakuldsa a miokardium iszkémids-reperfuzios karosodasat kovetden, a
sejtekben fellépd apoptotikus, nekrotikus elvaltozasok kialakuldsdhoz vezethet. Ezen
allapotban a rendkiviil agressziv reaktiv oxigén-intermedierek (ROI) képzddése meghaladja
az endogén antioxidans védelem kapacitdsat, s igy a szervezet sejtalkotdinak oxidativ
Az utébbi évek irodalmi adatai felhivtak a figyelmet arra, hogy a sejtszintli elvaltozadsok
mélyebb megismerése szamos elényt jelenthet a klinikai gyakorlatban is. Olyan esetekben,
amikor a tervezett mitétek soran (ér- és szivsebészet, szervtranszplantacio) elkeriilhetetlen a
rovidebb-hosszabb 1ddére kialakuld iszkémia, majd a keringés helyredllitasat kovetd
reperfuzid, lehetdség van elore felkésziteni a szervezetet az endogén antioxidans védelem
indukalasa révén. Ezen a terlileten ma ,gold standardnak” tekinthet6 pre- ¢és
posztkondicionalas mar a klinikai gyakorlatban is hasznalt.

A reaktiv gyokok elleni védelemben a maj altal aminosavakbol szintetizalt glutationnak
kiemelten fontos szerepet tulajdonitunk, hisz részben az antioxidans glutation-peroxidaz
szubsztratjaként szerepel, mikdzben oxidalt formava, GSSG-vé alakul at. A GSH/GSSG arany
a plazmaban j6l mérhetd ¢€s koros allapotokban tiikrozi a szervezetben kialakuld oxidativ
folyamatok intenzitasat. Ugyancsak a redukalt glutationt hasznalja szubsztratként a glutation-
S-transzferaz (GST) enzim az elektrofil vegyiiletek és toxikus anyagok kdzombositése soran.
Az utobbi években mutattak ki a GST-jelatvitelben, génexpresszioban, apoptozisban, fehérje
glutationilacidban, a nitrogén-oxid metabolizmusban, valamint a gyulladdsban betoltstt fontos
szerepét.

1.1.GLUTATION ES GLUTATION S-TRANSZFERAZ

A glutation egy vizoldékony tripeptid (glutamat, cisztein, glicin), ami a leggyakoribb kis
molekulasulyt tiol a citoszolban. A cisztein rész miatt a glutation a kiilonb6zd elektrofil
anyagok altal glutation diszulfidda (GSSG) oxidalodik. Az optimalis GSH:GSSG arany
fenntartdsa alapvetdé a sejt talélése szempontjabol. A GSH/GSSG a f6 redox par, ami
meghatarozza a sejt antioxidans kapacitasat. A GSH/GSSG aréany eltolodasa az oxidalt allapot
felé szamos jelatviteli utat aktival, ezaltal csokkentve a sejt proliferaciot és ndvelve az
apoptozist.

A GST legfobb szerepe a toxicus anyagok, oxidativ stressz soran keletkezett karos
termékek redukalt glutationnal torténd konjugalasa, igy kevésbé toxikus termék létrehozésa.
Lokalizacio alapjan a GST enzimek harom f6 csoportja kiilonboztethetd meg, melyek koziil a
citoszol sejtfrakcioban jelen 1évé miikodése a legfontosabb. A citoszolidlis GST csaladnak
tovabbi hét alcsoportjat kiilonboztetjilk meg (M, Pi, Téta, Alfa, Szigma, Omega és Zéta),
melyek genetikai polimorfizmusa Osszefliggésbe hozhatd az oxidativ stresszel, gyulladasos
folyamatokkal szembeni sejtszintii védekezés karosodasaval. Legujabb kutatasok kimutattak,
hogy az enzim bizonyos polimorfizmusai kapcsolatban 4llnak a tiid6 transzplantaciot kovetd
rejekciok incidencidjanak novekedésével, tiido adenokarcindma eléfordulasi gyakorisdganak
emelkedésével, valamint kiilonb6z6 stimulusok altal okozott akut tiidokarosodas (acut lung
injury, ARDS) kialakulasaval. Tovabbi vizsgalatok megallapitottak, hogy a GST gyogyszeres
gatlasa jelentdsen csokkenti a tiido epithel sejtek oxidativ stresszel szembeni ellenallasat.



1.2.ISZKEMIAS/REPERFUZIOS KAROSODAS

Mar régota ismert a szovetek iszkémia-reperfiizié (I/R) okozta karosodéasa. A kiilonbdzd
modokon kialakuld és kiilonbozé ideig fennalld iszkémia utan a szoveteket egy
megndvekedett volument és nyomdsu keringés terheli meg, amely reperfizios karosodast
idézhet eld. A reperfuzios karosodas alapvetd oka, hogy a korai reperfuzié alatt keletkezo
oxigén szabadgyokok, reaktiv oxigén intermedierek (ROI) mennyisége meghaladja az
endogén antioxidans rendszer (EAR) (antioxidans enzimek, szabadgyOkfogd vegyiiletek,
lipolitikus ¢€s proteolitikus enzimek, proteazok, foszfolipazok, hdsokk fehérjék) kapacitasat és
ezaltal kialakul az oxidativ stressz.

1.3.ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS

A szovetek iszkémia-reperfiizid (I/R) okozta karosoddsa mindmaig altalanos probléma a
sebészetben. Jelentds kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy a kérosodast alapvetden olyan
gyulladasos valaszfolyamatok okozzdk, melyek az iszkémias szovet reoxigenalasat kovetden
triggerelodnek. Tervezett i1szkémia-reperfuzioval jar6 beavatkozasok esetében a
prekondicionalas (IPC) a klinikum szdmara is meglepden hatékonynak bizonyult, azonban
terapias hasznalhatosagat jelentdsen besziikiti, hogy akut érelzarédasok (embdlia, thrombozis,
miokardialis infarktus) esetében nem kivitelezhetd. Vinten-Johansen €¢s munkacsoportja 2003-
ban kozolte meglepd eredményeit: a tartos iszkémiat kovetden alkalmazott révid I/R ciklusok
is hatékonyan csokkentik a reperfuzios karosodasokat. A jelenséget a prekondicionalastol
megkiilonboztetve posztkondicionalasnak (IPoC) nevezték el, és szdmos szerzd kiilonbozo
kisérletes modelleken igazolta a miokardium posztkondicionédlasa esetében az infarktus elleni
védo hatdsat. Az iszkémids posztkondiciondlassal kivalthato védelem a ma ismert
leghatékonyabb cellularis endogén védelmi mechanizmus az I/R karosodasokkal szemben.

1.4. KOSZORUER BYPASS MUTET ES PERIOPERATIV MIOKARDIALIS
INFARKTUS

Az elmult évtizedben az elektiv koszortér bypass graft miitét (CABG) bizonyult a 6
revaszkularizacios eljarasnak a szivkoszoruér sziikiiletben (CAD) szenvedd betegek esetében,
amely egy nagyon egységes és biztonsagos sebészeti eljarassa valt alacsony mortalitasi
rataval, csokkent neurologiai és egyéb mellékhatasokkal.

A perioperativ miokardidlis infarktus (PMI) a CABG mitétet kovetéen eléfordulod
legstlyosabb sz6vodmény, amely napjainkban a morbiditas és mortalitas leggyakoribb okat
jelenti.

2. CELKITUZESEK

Kisérleteink elsé sorozataban a GST enzim biologiai szerepét vizsgaltuk. Kisérleteink
célja elsdsorban az volt, hogy meghatarozzuk a farmakologiai GST gatlas hatasat etakrinsav
(EA) adésat kovetden egy in vivo miokardidlis infarktuson atesett patkany modellen.

. Célul tliztiik ki a GST gatlas hatasanak vizsgalatat a miokardium karosodéasanak és az
oxidativ stressz paraméterek valtozasanak tekintetében.

. Megfigyeltiik a fehérjék, valamint a mitogén aktivalt protein (MAP) kinaz és RISK
jelatviteli utak valtozasait, valamint a szivizomsejtek apoptozisanak folyamatait miokardialis
infarktus fennallasa esetén.



. Vizsgaltuk az iszkémids posztkondiciondlds (IPoC) védé hatasat egyideji GST
gatlassal, meghatdrozva a pro- ¢s antiapoptotikus MAPK és RISK jelatviteli utak
aktivalodasat.

Kisérleteink masodik sorozatanak célkitiizése volt meghatarozni a kapcsolatot a
GSTP1, GSTM1 és GSTT1 metabolizald gének polimorfizmusai és a perioperativ akut
miokardidlis infarktus el6fordulasanak gyakorisaga kozott kardiopulmonaris bypass miitéten
atesett betegek esetében.

A kiilonboz6 GST allél variansok megvaltoztathatjak a szervezet detoxifikalo erejét, ezaltal
feltételezhetjiik a kapcsolatot a GST enzim detoxifikacios aktivitasanak valtozasai és a
kardiovaszkularis betegségek szovédményeinek eléfordulasa kozott (PMI).

3. A GLUTATION S-TRANSZFERAZ (GST) HATASA IN VIVO AKUT
MIOKARDIALIS INFARKTUSON ATESETT PATKANY MODELLBEN

3.1.BEVEZETES

Az oxidativ stressz ¢és az iszkémias karosodas fontos szerepet jatszik szamos
kardiovaszkularis betegség patogenezisében, illetve gyakori velejaroja lehet a kiilonbozo
klinikai, tobbek kozott sebészeti beavatkozasoknak is. Szamos védo mehanizmus kozott a
glutation-S-transzferaz (GST) kulcsfontossagu szerepet tolt be az elektrophilek és az oxidativ
stressz fellépése sordn keletkezd karos anyagcsere termékek nagy kapacitdst inaktivaciojaban
valamint a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatviteli utak szabalyozasadban és ezaltal
a stresszre adott sejtvalaszban, a sejtproliferacio €s az apoptozis iranyitasaban.

Habar in vivo koriilmények kozott a GSH elhaszndlodasanak hatasa jol ismert kiillonb6zo
patologiai allapotokban, a GST aktivitasanak pontos szerepe szivizomsejtek apoptdzisara €s a
jelatviteli utak megvaltozasara még pontosan nem meghatarozott.

3.2. CELKITUZES

Kisérleteink célja a glutation S-transzferaz (GST) biolégiai szerepének vizsgalata indukalt
oxidativ stressz allapotokban akut miokardidlis infarktuson atesett patkdny modellben.
Elsédleges célunk volt a posztkondicionalds jotékony, véddé hatdsdnak vizsgalata, valamint
farmakologiai GST gatlas (etakrinsavval — EA) hatdsanak vizsgalata a szivizomsejtek
apoptozisara, tovabba a MAP kinaz jelatviteli utak valtozasanak tanulmanyozéasa miokardialis
I/R, illetve PC alkalmazasa esetén.

3.3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.3.1. Allatmodell és sebészi protokoll
70 db Whistar patkanyt (200-250 g) hasznaltunk fel a vizsgalatsorozathoz. Az altatott
allatokon tracheotomia utan lélegeztetés mellett sternotomiat végeztiink, izolaltuk a bal

koronaria eliilsé leszallo agat (LAD), melynek lekotése zartuk a sebet. A 40 perc iszkémiat
kdvetden a leszoritas felengedésével 120 perces reperfuziot alkalmaztunk.



3.3.2. Az etakrinsav hatasa és adagolasa

Jelen vizsgéalatainkban a GST szerepének tisztazdsara az enzim etakrinsavval eldidézett
farmakologiai gatlasat hasznaltuk fel. Az EA a GST izoenzimek tobbségének szubsztratja. Az
etakrinsav GSH-val valé nem enzimatikus konjugalasa révén keletkez6 termék (EA-SG) a
GST-enzimek gatloszere, s6t nagyobb aktivitassal kapcsolodik az enzimhez, mint az EA, ami
maga is gatolja a GST-t reverzibilis kovalens kotésen keresztiil.

A human diuretikus doézisnak megfelelden 86 mg etakrinsavat 2 ml 96%-0s etanolban
oldottunk, majd fiziologias sooldattal 10 ml végtérfogatra egészitettiik ki, igy kaptuk meg a
kivant 8,6 mg/ml-es koncentraciot, melyet 24 oraval, illetve 1 oOraval a beavatkozas
megkezdése elott intraperitonedlis injekcid formajaban alkalmaztunk.

3.3.3. A szivizom iszkémias posztkondicionalasa

A posztkondicionalt csoportokban ( EA, AMI+EA, AMI+EA+PC ) a 40 perces iszkémias
periddus lejarta utan 15 masodperces reperfuzids, majd ezt kovetve 15 masodperces iszkémias
fazisokat alkalmaztunk négy ciklusban. A minddsszesen igy 2 perces posztkondicionalas
lejarta utan a protokoll szerinti 120 perc reperfuziot kezdtiik meg.

3.3.4. Kisérleti protokoll
Az allatokat hét csoportra osztottuk. Az elsé csoport a nem operalt csoport (kontroll), a
masodik egy operalt, de iszkémidt nem szenvedett csoport (sham), a harmadik egy
etakrinsavat kapott csoport (EA), egy infarktusos csoport volt a negyedik (AMI), az 6todik a
posztkondicionalt csoport volt (PC), a hatodik etakrinsavat kapott infarktusos csoport

(AMI+EA) és a hetedik pedig az ctakrinsavat és posztkondicionalast is kapott (AMI+EA+PC)
csoport. (1.abra)

Kontroll

Sham

EA LSt
zas elott zas elott

PC 40 perc iszkémia [V 4X15 26 flizi6
mpR R 6ra reperfizié
24 6raval a| 1 éraval a 40 . Gt
perc iszkémia . .
AMI+EA  EEEEEE 2 bra reperfivio
zas elétt zas elétt
24 éravala| 1 éraval a 40 perc iszkémia 4X 15
AMI+EA+PC Bt anes p 4;](;‘?? mpl
zas el6tt zas elott

8,6 mg/kg EA

2 h reperfizié

1. abra Kisérleti csoportok és protokoll

A reperfizio végén az allatoktol vért vettiink a vena cava-n keresztiil, a kinyert szérum
mintakat fagyasztottuk, majd a tovabbi biokémiai vizsgalatok elvégzéséig -80 C°-on taroltuk.
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A sziv kimetszése utan az iszkémids teriiletet kivagtuk és el6szor folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, majd a tovabbiakban -80 C°-on taroltuk.

Az elvégzett mérések a kovetkezdek voltak: ECG, pulzusszdm és szisztémas vérnyomas
monitorozasa és 10 percenkénti rogzitése a teljes kisérlet alatt, tetrazolium-moédszer az
infarktusos teriilet kimutatasara, plazma GST és tovabbi oxidativ stressz paraméterek:
malondialdehid (MDA), glutation (GSH) and plazma thiol (SH) csoportok, szuperoxid
dizmutaz (SOD), szérum mieloperoxidaz, serum TNF-alpha és IL-1 meghatarozasa és
western-blot analizis a pro/antiapoptotikus (p38, ERK, Bad, GSK308) szignalizacids ttvonalak
meghatarozasara.

3.3.5. Statisztika

Az Osszes adatot az atlagtaz atlag standard hibajaként (S.E.M) adtuk meg. A csoportok
kozotti kiillonbségeket egyiranyu ANOVA ¢és Student t-teszttel értékeltiik ki. A p-értékét
szignifikdnsnak tekintettiik, ha kisebb volt, mint 0,05.

3.4 EREDMENYEK
3.4.1. Hemodinamika
Hemodinamikai kiilonbségek nem voltak a csoportok kozott.
3.4.2. Infarktus teriilet kimutatasa tetrazélium moédszerrel

Az infarktus teriilet nagysaga minden vizsgalt csoportban (PC,AMI+EA,AMI+EA+PC)
szignifikans kiilonbséget mutatott az AMI csoporthoz viszonyitva. A PC csdkkentette az
infarktus teriilet nagysagat a PC és AMI+EA+PC csoportokban az AMI-hoz és AMI+EA-hoz
viszonyitva. A karosodas mértéke szignifikansan magasabb volt EA jelenlétében az
AMI+EA+PC csoportban a PC-hez viszonyitva.

3.4.3. Plazma GST koncentraciéo meghatarozasa

A plazma GST koncentraciéja a kontrollhoz képest az AMI+EA és az EA csoportokban
szignifikans csokkenést mutatott. A PC csoportban szignifikdns emelkedést figyeltiink meg az
AMI csoporthoz viszonyitva. A PC és AMI+EA+PC csoportokat Osszehasonlitva a GST
szintje az EA jelenlétében szignifikansan alacsonyabb volt.

3.4.4. Malondialdehid és plazma malondialdehid szintek 6sszehasonlitasa

A malondialdehid koncentracidja a kontrollhoz képest 6t csoportban (EA, AMI, PC,
AMI+EA, AMI+EA+PC) mutatott szignifikans emelkedést. A PC és AMI+EA+PC
csoportokat &sszehasonlitva az utdbbi csoport MDA szintje szignifikdnsan emelkedett. Ha
ugyanezt a csoportot az AMI+EA csoporttal vetjilk Ossze, itt szignifikans csOkkenést
tapasztaltunk.

A plazma malondialdehid szintjeinek Gsszehasonlitasa soran ugyanezen Osszefliggéseket
figyeltiik meg.



3.4.5. Redukalt glutation (GSH)

A GSH koncentracioja a kontrollhoz képest két csoportban ( PC, AMI+EA ) mutatott
szignifikdns csokkenést. Az AMI+EA+PC csoportban szignifikdnsan magasabb volt a GSH
koncentracidja, mint a PC nélkiili (AMI+EA) csoportban.

3.4.6. Plazma thiol (SH) csoportok kimutatasa

Az SH koncentracidja a kontroll vagy az AMI+EA+PC csoportokhoz képest az AMI+EA
csoportban mutatott szignifikans csokkenést. Az AMI+EA és AMI+EA+PC csoportokban az
EA-t nem tartalmazé csoportokhoz képest (AMI, PC) az SH koncentracidja lecsokkent.

3.4.7. Szuperoxid dizmutaz (SOD) enzim aktivitasinak meghatarozasa

A SOD koncentracioja a kontrollhoz képest két csoportban ( EA, AMI+EA ) mutatott
szignifikans csokkenést és két csoportban (sham, AMI+EA+PC) szignifikans emelkedést. Az
AMI és AMI+EA csoportok kozott EA jelenlétében a SOD szignifikdnsan csokkent. Az
AMI+EA ¢és AMI+EA+PC csoportokat Osszehasonlitva PC jelenlétében a SOD értéke
szignifikansan megnott.

3.4.8. Szérum mieloperoxidaz (MPO) koncentraciok osszehasonlitasa

Az MPO koncentracidja a kontroll csoporthoz képest minden csoportban szignifikans
emelkedést mutatott. A PC csoportban szignifikansan csokkent, az AMI+EA csoportban
szignifikansan nétt az MPO koncentraciéja az AMI csoportéhoz viszonyitva. Az EA kezelés
szignifikansan csokkentette az MPO koncentraciojat az AMI+EA+PC csoportban a PC
csoporthoz viszonyitva.

3.4.9. Szérum TNF-alpha értékek

A szérum TNF-alpha koncentraciéja a kontroll csoporthoz képest 6t csoportban mutatott
szignifikans emelkedést (EA, AMI, PC, AMI+EA, AMI+EA+PC). Az EA kezelés mar
onmagaban karos hatdst mutatott, tovabba a PC védé hatasat sem tudtuk EA jelenlétében
igazolni.

3.4.10. Szérum interleukin-1 (IL-1)

A szérum IL-1 koncentracidja a kontroll csoporthoz képest a harom EA-kezelt csoportban
mutatott szignifikans emelkedést (EA, AMI+EA, AMI+EA+PC). Ha az EA kezelést AMI-val
kombinaltuk, a valtozas még kimagaslobba valt, mig a PC nem hozott szembetiind valtozast
az értékekben, még az EA-val kombinalt PC csoportban sem.

3.4.11. Pro/antiapoptotikus szignalizacios utvonalak analizise

A p38 MAPK foszforilacidja a kontroll a csoporthoz képest a négy csoportban mutatott
szignifikans emelkedést (AMI, EA, AMI+EA, AMI+EA+PC). A PC-val kezelt csoportokban
a p38 MAPK foszforilacioja mérseklodott (PC vs. AMI, AMI+EA vs. AMI+EA+PC). Az EA
kezelés jelentdsen megnovelte az aktivalt p38 mennyiségét az EA nélkiili csoportokhoz
viszonyitva (AMI+EA vs. AMI, AMI+EA+PC vs. PC).



Az ERK foszforilacidja a kontroll a csoporthoz képest az aloperalt csoport kivételével minden
csoportban erds szignifikans emelkedést mutatott. Az aloperalt csoportban gyenge emelkedést
lattunk. Az AMI csoporthoz viszonyitva a PC és AMI+EA csoportokban az ERK
aktivaciojanak szignifikans emelkedését tapasztaltuk. Az AMI, PC és AMI+EA csoportokban
az ERK aktiv, foszforilalt forméja szignifikdnsan magasabb volt, mint az AMI+EA+PC
csoportban.

A Bad proapoptotikus aktivitasanak gatlasa foszforilaciéja utjan valosul meg. A p-Bad
koncentracidja a kontroll a csoporthoz képest 6t csoportban mutatott szignifikans valtozast
(AMI, PC, AMI+EA, EA, AMI+EA+PC). Eredményeink szignifikans kiilonbségeket
mutattak az AMI és AMI+EA, illetve az AMI és AMI+EA+PC csoportok kozott. EA
jelenlétében a Bad csokkent foszforilacidja mutatkozott, amely rontotta a sejt tulélést. Ezzel
ellentétben a PC novelte a p-Bad értékét AMI csoportéhoz viszonyitva. Az AMI+EA+PC
csoportban alacsonyabb p-Bad értéket talaltunk a PC csoporthoz képest. A PC protektiv
hatasat tehat gyengébbnek tapasztaltuk EA kezelés jelenlétében.

A GSK-38 koncentracidja a kontroll a csoporthoz képest 6t csoportban mutatott szignifikans
emelkedést (EA, AMI, PC, AMI+EA AMI+EA+PC). Az AMI+EA+PC csoportban az
AMI+EA csoporttal 6sszevetve a GSK-38 szignifikans csokkenését tapasztaltuk.

3.5. KONKLUZIO

A plazma GST szintjének valtozasabdl nyert eredményeink azt mutatjak, hogy az EA a GST
farmakologiai gatlasanak hatasos szere, amely sulyosbitja az oxidativ kdrosodas mértékeét akut
miokardialis infarktuson atesett patkdny modellben. Eredményeinket megerdsitette az
infarktus teriilet nagysaganak analizise, amely emelkedett volt EA jelenlétében, mig a PC
mérsékelni tudta a miokardialis I/R okozta karosodas nagysagat. A GST gatldsaval a PC
jotékony hatasa elmaradni latszott.

Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a GST farmakoloégiai gétlasa tovabb ndveli az erdteljesen
megemelkedett oxidativ stressz mértékét miokardialis I/R fennallasa alatt. Az iszkémias PC
jotékony hatasa megmutatkozik az oxidativ stressz paraméterek csokkenésén keresztiil, amely
hatas az EA jelenlétében sem tiinik el. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a GST gatlasa
onmagaban megnoveli a proinflammatorikus citokinek nagysagat, melyen a PC hatasa nem
valtoztat.

A GST mint antioxidans enzim, fontos szerepet jatszik a MAPK ¢és RISK jelatviteli utak
Szabalyozasaban. Szdmos tanulmany tdmasztja ald, hogy a MAPK-ok fontos szabalyozoi az
apoptozisnak, a miokardialis iszkémia/reperfuziora adott valaszban. A MAPK aktivalodnak
valaszul szdmos ingerre, ezaltal jatsszva kiemelt szerepet a kiilonb6zd szignalok
kozvetitésében a sejtfelszini receptoroktol a sejtmagig.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a GST farmakoldgiai gatlasa mar 6nmagaban valtozast
jelent a MAPK ¢és RISK utvonalak aktivitasdra miokardidlis I/R alatt, megndveli a
proapoptotikus p38, az antiapoptdtikus ERK szignalizacids proteinek mennyiségét, megnoveli
tovabba a GSK-3f és lecsokkenti a p-Bad aktivaciojat, tovabba képes megsziintetni a PC védo
hatésat.

Eredményeink ramutatnak a GST meghatarozd szerepére az oxidativ stressz mértékének
kialakitasaban, és a GST géatlas tovabbi vizsgalatanak fontossagara.
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4. A GST POLIMORFIZMUSANAK KOCKAZATI TENYEZOKENT VALLALT
SZEREPE SZIVMUTETET KOVETOEN BEKOVETKEZO AKUT
MIOKARDIALIS INFARKTUS KIALAKULASANAK FOLYAMATABAN

4.1. BEVEZETES

A GST antioxidans enzim aktivitdsa nagyban meghatarozza a sejtek oxidativ stresszre adott
gyulladasos és adaptiv valaszat. Legfobb szerepe az oxidativ stressz soran keletkezett kéaros
termékek valamint hidroféb, elektrofil komponensek redukalt glutationnal torténd
konjugalasa, igy kevésbé toxicus termékek létrehozasa. A citoszolikus GST csalddnak mai
ismereteink szerint hét alcsoportja kiilonboztetheté meg (M, Pi, Téta, Alfa, Szigma, Omega
¢s Zéta), melyek genetikai polimorfizmusa szerepet jatszik kiilonb6z6 betegségek
kialakulasaban. Allélvariansuk Osszefliggésbe hozhat6 a miitéteket kdvetd oxidativ stressz
sulyossagaval, a gyulladdsos folyamatokkal szembeni sejtszintli védelemmel, befolyasoljak a
tumoros ¢€s a cardiovascularis betegségekre vald hajlamot. Minden enzimet kiilon gén vagy
gén csalad kodol. A genotipus Osszefiiggésbe hozhatd az oxidativ stresszel €s gyulladasos
folyamatokkal szembeni sejtszintii védekezés karosodasaval. A GST polimorfizmusok
valoszintlileg kozremitkddnek az egyéni kiilonbségek kialakitdsdban a xenobiotikumokra adott
valasz és az oxidativ stressz termékeinek kozonbositése terén. A GSTP1 izoforma az egyik
leggyakrabban vizsgalt izoenzim, mely miokardiumban valo kifejez6dése erds. Génje a 11.
kromoszéman talalhatd, vad alléljanak genotipusa: GSTP1*A->105 kodon ATC (ile) és 114
kodon GCG (ala). Két tovabbi allél variansa ismert: GSTP1*B—>105 kodon GTC (val) és 114
kodon GCG (ala); GSTP1*C—>105 kodon GTC (val) és 114 kodon GTG (val). A gén
kiilonb6z6 homozigota és heterozigota kombinaciokban fejezédik ki. A GSTM1 ésGSTT1
gének esetében homozigota allél esetén teljes enzim aktivitdst, heterozigdtasdg esetén
csokkent enzim aktivitast, mig aktiv allél hidnyaban ,,null” enzim aktivitas figyelhetd meg.

A perioperativ miokardialis infarktus (PMI) 2,5- 30 % kozotti gyakorisaggal jelentkezik
felnott szivsebészeti miitéteket kovetéen a kiilonbozd vizsgalatokban ¢és kiilonb6zo
diagnosztikai kritériumok alapjan. Egyértelmii Osszefliggést mutat a mortalitas, morbiditas
emelkedésével. Irodalmi adatok alapjan meghatéarozott rizikofaktorok: preoperativ iszkémia,
elhtizodo aorta lefogas, inkomplett revaszkularizacio.

Vizsgalataink soran célul tliztikk ki nyitott szivmitéten (korondria-bypass, billentyl
rekonstrukcid) atesett betegek GSTP1, GSTM1, GSTT1 gén polimorfizmusanak
meghatarozasat, kiilonos tekintettel a posztoperativ szovodményekre.

4.2 BETEGANYAG ES MODSZEREK
4.2.1. Beteganyag

Zala Megyei Korhaz Szivsebészeti Osztalyan 2010 janudr és julius kozott, illetve a PTE-AOK
Szivgyodgyaszati Klinikan 2010. aprilis és szeptember kozott nyitott szivmiitéten atesett
betegek (758 beteg) keriiltek vizsgalatra el6zetes szelekciot kovetden. Kizarasi kritériumok a
kovetkezdek voltak: preoperativ iszkémia, instabil angina, 6 honapon beliili akut miokardialis
infarktus, dekompenzacio, csokkent ejekcios frakcio (EF <40%), LVESD>40mm, jelentGs
hypertrophia (IVS, PW>15mm, LVmassIi>130g), veseelégtelenség, elhtizodo aortalefogas,
extrakorporalis keringés (90, illetve 120 perc), postoperativ elhtizodd hipotenzid, 2 E vvit-t
meghaladd  transzfizid, regiondlis iszkémiara utald EKG eltérés, posztoperativ
echocardiografian észlelt regionalis falmozgaszavar, coronarographian jelzett graft okkluzio.
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A betegektdl a mitét elotti, kdzvetleniil miitét utdni, majd 8 és 24 ora elteltével vérvétel
tortént, melynek soran a plazmabdl keratin-kinaz (CKMB) és troponin I (TI) meghatarozésa
zajlott.
A kizarasi kritériumok alapjan végiil 132 minta genetikai feldolgozasa tortént meg az elézetes
anamnézis alapjan (89 férfi és 43 no ), atlag életkor 59.8 év.
1. csoport: Kontroll csoport (n=78): PMI nélkiili posztoperativ id6szak, CKMB
érték a miitétet kovetd 24 draban nem haladja meg a normal érték 2,5-szeresét.
2. csoport: Szovodményes csoport (n=54): Ezen id0szakban a szivmarkerek
értékei meghaladjak a normal tartomany 6tszorosét.

A beteg szelekcio alapjat képezd klinikai vizsgalatok a kovetkezéek voltak: a sziv-tiido
motorid6 (PT), az aorta leszoritas ideje (ACCT), a miitét soran vesztett vér mennyisége, a
miitétet végzé orvos, a plazma CK-MB szintje a mitét el6tti, majd miitét utani elsé és
harmadik napokon, ST elevacios eltérések, az ejekcids frakcid valtozasa, a tarsbetegségek
jelenléte, a korhazban t6ltott napok szama.

4.2.2. Genetikai vizsgalatok

Vérbol DNS izolalas utdn a GSTP1 gén polimorfizmus vizsgalatat az altalunk tervezett RT-
PCR modszer segitségével végeztiik. Real-time PCR modszer alkalmazasaval a GSTP gén 3
polimorfikus alléljanak azonositasa, allél frekvencia meghatarozasa tortént. A Tagman SNP
genotipizalas standard PCR kondiciokkal végeztik. A GSTM1 és GSTT1 géneket Tagman
CNV assay alkalmazasaval vizsgaltuk. A GSTML1 esetében ez a Chr.1:110231516
kromoszéma regiot, mig a GSTT1 esetében a Chr.22:24376493 régiét érintette. A GSTP1,
GSTM1 ¢és GSTTI1 gének analizisét elvégeztik az altalunk a vizsgalatba bevont 54
szovodményes ¢s 78 szovodmény mentes beteg esetében. A GSTP1 gén esetében
megallapitottuk a 3 polimorfikus allél (GSTP1*A, GSTP1*B és GSTP1*C) el6fordulasanak
gyakorisagat. A GSTMI ¢és GSTT1 gének esetében a null fenotipus a gén delécidjanak felel
meg (két null allél, -/-), mig egy allél delécidja esetén (+/-) az enzim csékkent miikodését, mig
mindkét allél megléte (+/+) esetén az allél teljes miikodését jelenti. Feltételezésiink szerint
Osszefliggés lehet az allélek megléte, ezaltal a védd funkcidji GST enzimek miikodése és a
PMI el6fordulasi gyakorisaga kozott.

4.2.3. Statisztikai analizis

Az 0Osszes klinikai adatot az atlagtaz atlag standard hibajaként (S.E.M) adtuk meg. A
csoportok kozotti kiilonbségeket khi-négyzet (x°) és Mann-Whitney -teszttel értékeltiik ki. Az
odds értékeket (ORs) a tobbszords regresszios analizis eredményeként allapitottuk meg. A 95
%-0s konfidencia intervallum (95% CI) értékét az Gsszes ORs eredményre az SPSS 20.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) program segitségével szamoltuk ki. A p-értékét
szignifikdnsnak tekintettiik, ha kisebb volt, mint 0,05.

4.3 EREDMENYEK
Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kdzott a nem, az életkor, a preoperative
rizik6 faktorok és a posztoperativ vérveszteség tekintetében. Az intraoperativ faktorok

(ACCT-, CPB id6, operacio id6tartalma) tekintetében szintén nem volt kiilonbség a csoportok
kozott.
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4.3.1. A GSTP1 gén genotipus analizise

Az allél frekvencidk tekintetében nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget a homozigota AA,
illetve a heterozigéta AB ¢és BC allélek megoszlasaban a csoportok kozott, mig a heterozigdta
AC allélkombinacid esetében majdnem haromszoros emelkedést tapasztaltunk a PMI-t
elszenvedett csoportban. A kontroll csoport estében 14 %-os allélfrekvenciat észleltiink a
homozigéta BB allél kombinacio eléfordulasdban, mig a sz6védményes PMI csoportban erre
egyetlen példat sem talaltunk. (1. Tablazat)

Megallapithatjuk tehat, hogy az A allél jelenléte szignifikans kiilonbséget mutat a csoportok
kozott. Ez a kiilonbség a tobbszords regresszids analizist a nem és életkor tekintetében
alkalmazva méginkabb egyértelmii (14.905 (1.859-119.495); p = 0.011). Az A allél jelenléte
tehat egyértelmiien hajlamoitd faktort jelent a PMI el6forduldsanak tekintetében. A B allél
védo hatésat statisztikailag nem sikeriilt ugyan igazolni (0.610 (0.293-1.269); p = 0.186), (2.
Tablazat), azt megallapithatjuk, hogy az A allél jelenléte kockazatot jelent a PMI el6fordulasa
szempontjabol.

1. Tablazat Allél frekvenciak megoszlasa a PMI és a kontroll csoportok kozott

PMI csoport (n=54)

A B C
A 26 (48.1%) 17 (31.5%) 10 (18.5%)
B - - 1 (1.9%)
C - - -

kontroll group (n=78)

A B C
A 37 (47.4%) 20 (25.6%) 6 (7.7%)
B - 11 (14.1%) 3 (3.8%)
C - - 1 (1.3%)
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2. Tablazat  Tobbszords regresszios analizis a PMI  el6fordulasanak rizikofaktor
meghatarozasara a GSTP1 gén haplotipus hordozasanak tekintetében

Korrigalt OR* frekvencia

A B C
(AA+AB+AC) (AB+BB+BC) (AC+BC+CC)
14.905* 0.610 1.755
(1.859-119.495) (0.293-1.269) (0.681-4.520)
p=0.011 p=0.186 p=0.244

P<0.05 vs. kontroll
OR*- Nemre ¢és korra korrigalt OR érték
A 95% konfidencia intervallum (95% CI) az 6sszes OR értékre.

4.3.2. A GSTMI1 gén genotipus analizise

A GSTMI gén genetikai analizise soran megallapitottuk, hogy a PMI csoportban az 54 beteg
koziil 8 esetében (14,8%) hordozza a “null” genotipust, mig a fennmarad6 85.2% (54 betegb6l
46) hordozza a GSTM1 gén egyik vagy mindkét alléljat. A kontroll csoport esetében hasonld
eredményeket tapasztaltunk, miszerint a 78 betegb6l 7 estében (9,0%) talaltunk “null” allélt,
¢és 71 beteg esetében (91,0%) talalhatdo meg a gén egyik vagy mindkét allélja. Statisztikailag
nem talaltunk kiilonbséget a két csoport kozott a GSTMI gén esetében. (P = 0.303).

4.3.3. A GSTTI1 gén genotipus analizise

A 78 kontroll betegb6l 21 esetben (26.9%) talaltunk homozigédta “null” genotipust a GSTT1
tekintetében. 57 beteg hordozta a gén egyik vagy mindkét alléljat (73,1 %). A PMI csoportban
az 54 betegb6l 6 (11.1%) esetben talaltunk “null” allélt, mig 46 beteg esetében (85,2%) egy-
vagy mindkét allél megléte bebizonyosodott. Ezen kiviil 2 esetben (3,7%) mérési
elégtelenségbdl addédoan nem tudtuk a genotipust megallapitani. Az eredmények alapjan
felvet6dott a kérdés, hogy esetlegesen kapcsolat lehet a GSTT1 null genotipus és a PMI be
nem kovetkezése kozott, amely statisztikailag is bebizonyosodott (P=0,039) (3.Tablazat). A
tobbszOrds regresszids analizis eredményeként azt az eredményt kaptuk, hogy bizonyithato
kapcsolat van a teljes gén delécioja és a PMI bekdvetkezése kozott, amely védd faktorként
jatszhat szerepet egy szivmitétet kovetd perioperativ idészakban (OR = 0,354 [0,132-0,950];
95% CI).
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3. Tablazat  Tobbszoros regresszids analizis a PMI  eléfordulasanak rizikéfaktor
meghatarozasara a GSTT1 gén tekintetében

Nem korrigalt Korrigalt
OR frekvencia OR* frekvencia

GSTT1 GSTT1
0.354* 0.317*
(0.132-0.950) (0.116-0.869)
p=0.039 p=0.026

P<0.05 vs. kontroll
OR*- Nemre ¢és korra korrigalt OR érték
A 95% konfidencia intervallum (95% CI) az 6sszes OR értékre.

4.4, KONKLUZIO

A perioperativ miokardialis infarktus a szivmiitétek soran leggyakrabban eléforduld és
legstlyosabb szovédmény. Eléfordulasa Osszefiiggésben all a coronaria bypass graft miitét
soran fellépd miokardialis kdrosodas mértékével. A korai graft diszfunkcidk okozta karosodas
az esetek 1-3 %-aban jelenik meg. Ezek okai lehetnek a korai graft trombozis, az
anasztomozis sziikiilete, a bypass megtorése, tulfeszitése, spazmusbol adodo fesziilése vagy
inkomplett revaszkularizacio. Grafttol fiiggetleniil rizikdfaktort jelenthet a szivizom nem
megfeleld védelme a miitét sordn, a hosszadalmas miitéti eljaras, amely hossza aorta lefogasi
idovel és sziv-tiid6 motor idOvel jar, a mitét kozbeni defibrillacio, levegd- vagy plakk
embolizacié vagy akar a genetikai eltérések. Tovabbi riziko faktort rejthet magaban a beteg
kora, kiilonb6zé koszoraér betegségek, haromér-betegség fennallasa, csokkent bal kamrai
funkcid, instabil angina, koradbban el6forduldo miokardialis infarktus, illetve a mar elszenvedett
mitétek szdma. A PMI el6fordulasa megnovekedett mortalitdst €s morbiditast mutat. A
szovodmény eléfordulasaban megfigyelhetd betegek kozotti kiilonbozdségek €s az egymastodl
fliggetleniil el6forduld riziko faktorai miatt eléfordulasaban genetikai tényezOk is szerepet
jetszhatnak. Vizsgalataink soran 750 tervezett szivmiitéten atesett beteget vontunk be a
vizsgalatba, melynek soran a mar jol ismert PMI el6fordulasat nagyban meghatarozoé rizikéd
faktorral rendelkezdket kizartuk, igy egy 132 fobdl allo, a PMI eléforduldsanak vizsgalatara
alkalmas “homogén” beteganyagot kaptunk. Vizsgdlataink sordn a GSTPI, GSTMI ¢és
GSTT1 gének genetikai Osszefiiggéseit kutattuk a PMI megjelenésének tiikrében.
Eredményink alapjan megallapitottuk, hogy a GSTP1 gén genetikai polimorfizmusai és a PMI
megjelenése Osszefliggést mutat. A homozigéta BB allél megjelenése szignifikansan
magasabb volt a kontroll csoportban, mig az A allél jelenléte riziko faktort jelent a PMI
bekovetkezésének tekintetében. A GSTMI1 gén tekintetében nem talaltunk Osszefliggést,
miszerint beteganyagunkban a gén megjelenése, vagy csokkent mitkddése, hidnya szerepet
jatszana a PMI bekdvetkezésében. Ennek egyik oka az lehet, hogy ezen gén expresszioja csak
gyenge kifejez6dést mutat a szivizom szoveteiben. Vizsgalataink sordn a GSTT1 null
genotipust, mint védé faktort azonositottuk a PMI tekintetében (OR:0.354, p=0.039). Tovabbi
kutatdsaink sordn sziikséges lehet a betegszam emelése, igy a szignifikancidk, statisztikai
eredmények megerdsitése, illetve a betegek utdnkovetése, az esetlegesen késdbb eldforduld
komplikacidk és a GST genetikai polimorfizmusa kdzotti 6sszefliggések feltarasa.
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5. UJ EREDMENYEK

In vivo allatkisérletben a GST farmakologiai gatlasa emeli az oxidativ stressz
paramétereit és noveli az apoptdzis mértékét. Az infarktus teriilet nagysaganak mérései
alapjan megallapitottuk, hogy szignifikansan nagyobb méretii volt az AMI kiterjedése
etakrinsav mellett, a posztkondicionalas viszont csokkentette az AMI mértékét, mig az
etakrinsavas elokezelés a posztkondicionalas protektiv hatasat eltiinteti.

A GST gatlas a MAPK ¢s RISK kindzok aktivacidjat reguldlja miokardialis stressz
allapotokban. Eredményeink szerint a GST-nek fontos szerepe van a pro- és
antiapoptotikus MAPK ¢és RISK kindzok mitkodésében oxidativ stressz okozta apoptdzis
fennallasakor in vivo patkany modellben.

Kimutattuk, hogy pakany modellben a GST gatlas csokkenti a poszkondicionalas
protektiv hatasat és noveli az apoptozis mértékét miokardidlis iszkémia fennalldsakor,
valamint hogy ebben a folyamatban szerepiik van a kiilonb6z6 MAPK és RISK
kinazoknak.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a GSTP1 gén genetikai polimorfizmusa
Osszefliggésben all a perioperativ miokardidlis infarktus kialakulasdval. A homozigdta
BB allél kombinacié szignifikdnsan nagyobb ardnyban taldlhatdo a perioperativ AMI-t
nem szenvedett, tehat szovodménymentes csoportban, mig az A allél jelenléte kockazatot
jelent a PMI kialakuldsanak szempontjabol. A GSTMI1 gén genotipusa ¢s a PMI
el6forduldsa kozott nem talaltunk Osszefliggést, mig a GSTTI1 null genotipus protektiv
lehet a PMI kialakulasaval szemben.
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