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Szakmai zarobeszamolo az OTKA K79167 azonositoju
palyazathoz

Jelen OTKA palyazat keretein beliil a kdvetkezd fobb kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki
célul:

1. Milyen szdvetspecifikus génexpresszios valtozasokat indukal a vaszkularis nitrattolerancia
kifejléddése a szivben, illetve az aortaban?

2. A nitroglicerin képes-e védelmet nyljtani az iszkémia-reperfizios karosodassal szemben a
reperfuzid soran alkalmazva, illetve vaszkularis nitrattolerancia kifejlédését kovetden?

3. A posztkondicionalas jelensége kivalthato-e vaszkularis nitrattolerancia kifejléddését
kovetden?

A beszamoloban is a fenti pontok alapjan mutatjuk be a fobb torténéseket, illetve utalunk az
eredeti munkatervtol valo eltérésekre, moédosulasokra.

1. Eloszor is az altalunk korabban mar hasznalt nitrat-tolerancia modellben ellendriztiik a
tolerancia kifejlodését. Ezért a vaszkularis nitroglicerin tolerancia kifejlodése céljabol him
Wistar  patkdnyokat 100 mg/kg nitroglicerinnel, illetve annak vivOanyagaval,
propilénglikolban szuszpendalt laktoz-monohidrattal kezeltiik szubkutan harom napon
keresztiil, naponta hdromszor. A vaszkularis nitroglicerin-tolerancia kifejléddését a negyedik
napon in vivo altatott allatokban teszteltilk intravénasan adagolt nitroglicerin novekvo
dozisaira (1, 3, 10, 30, 100 microg/kg) adott vérnyomasvaltozas detektalasa révén. A
nitroglicerinnel eldkezelt allatokban mért bazalis hemodinamikai paraméterek jelentdsen nem
tértek el a vivoanyaggal kezelt patkdnyok értékeitdl, azonban a vérnyomasesés mértéke mar
alacsonyabb intravénds nitroglicerin dozisok hatasara is kifejezettebb volt a vivOanyaggal
elokezelt csoportban (Fekete et al., J Cardiovasc Pharmacol. 2013). lzolalt dolgozo
patkdnysziv preparatumon vizsgalva ugyanakkor a szivfunkciot jellemzd paraméterekben nem
tapasztaltunk jelentds eltéréseket a két csoportban.

Kiilon kisérletekben kontroll és vaszkularis nitrat tolerancianak kitett allatokban in vivo
gyokfogast kovetden ESR mérések segitségével meghataroztuk a szdveti nitrogén-monoxid
szintet a szivben és az aortaban. Azt tapasztaltuk, hogy mig az aortdban nem volt kiilonbség a
NO szintben a tolerans és kontroll allatok kozott, addig a sziv NO tartalma magasabb volt a
tolerans allatokban.

Ezutan kiilon kisérletekben kontroll €s vaszkularis nitrattolerancidnak kitett allatokbol
sziveket és aortdkat izolaltunk, majd a szOvetmintdkat atoblitést kovetden lefagyasztottuk,
Ezutan RNS-t izolaltunk és DNS-chip technikaval vizsgaltuk a génexpresszids profil
valtozasat a kétféle szovetben. Egyes érdekesebb gének valtozasait valds idejii RT-PCR-ral
validaltuk.

A kontrollhoz képest a nitrat tolerans allatok sziveiben 19 (9 novekedett, 10 csokkent), mig
aortaiban 11 (hat novekedett, 5 csokkent) gén mRNS-ének mennyisége mutatott valtozast
tobb ezer gént sziirve a DNS-chip technikdval. Szamos valtozast QRT-PCR-ral is sikeriilt
megerdsiteni. Az eredményeket elemezve az volt a legszembetlindbb, hogy szinte az dsszes
nitrdt tolerancia kifejlodése kovetkeztében expresszidos valtozast mutatd gén esetében
kiilonbség mutatkozott a valtozas iranyaban és/vagy mértékében a kétféle szovet, azaz a sziv
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¢s az aorta esetében. Ezek az eredmények jol egybevagnak munkacsoportunk korabbi
feltételezéseivel, s arra utalnak, hogy a vaszkuléris nitrat tolerancia kifejlddéséhez vezetd
nitroglicerin kezelés szovetspecifikus hatdsokkal rendelkezik, mely a szoveti génexpresszios
profil eltéréseiben is megmutatkozik.

A fenti eredményekrdl "Heart Failure" Konferencian szamoltunk be poszterprezentacio
formajaban, illetve egy angol nyelvii kézirat Osszeallitdsa folyamatban van, melyet
nemzetkdzi tudomanyos folyoirathoz kivanunk benyujtani elbiralasra a kozeljovoben.

Kamatoztatva a DNS-chip technikaval nyert tapasztalatainkat, a szivizom génexpresszidjanak
valtozasat egy olyan szisztémas metabolikus modellben (ZDF patkdny) is megvizsgaltuk,
amelyrdl ismert, hogy a sziv endogén adaptacids mechanizmusai kdrosodnak benniik. Szamos
gén expresszidjanak valtozasat irtuk le, s az eredményekbdl sziiletett egy publikacio
nemzetkodzi tudoményos folydiratban (Sdrkozy et al., Cardiovasc Diabetol. 2013).

2. A palyazat kovetkezd célkitlizése az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy nitroglicerinnel, a
klinikumban is hasznalt jol ismert NO-donor molekulaval, mérsékelhetd-e a reperfuzids
karosodas a szivben.

Elézetes kisérleteinkben egy primer neonatdlis patkany kardiomiocita tenyészet
tesztrendszerben vizsgaltuk, hogy egy masik NO-donor molekula (S-adenozil-penicillamin:
SNAP) rendelkezik-e citoprotektiv hatdssal. Hipoxia-reoxigenizaciot kovetden a SNAP
kezelés szignifikansan csokkentette a sejtelhalast (Gorbe et al. Basic Res Cardiol. 2010). A
SNAP védo hatasat felfliggesztette a protein kindz G farmakologiai gatlasa. Ezek az
eredmények biztatdak voltak a nitroglicerin valdszinlsitett infarktus méretet csokkentd
hatasédnak szempontjabodl, ezért a kisérleteket izolalt szivpreparatumokon folytattuk.

A vaszkularis nitroglicerin tolerancia kifejléddése céljabol him Wistar patkdnyokat 100 mg/kg
nitroglicerinnel, illetve annak vivOanyagaval kezeltiikk szubkutdn hiarom napon keresztiil,
naponta haromszor. A kontroll és vaszkularis nitrattolerancianak kitett allatokbol sziveket
izolaltunk ¢és ex vivo oxigenizalt Krebs-Henseleit perfuzios oldattal perfundaltunk
Langendorff szerint allando hidrosztatikai nyomassal. A sziveket ekvilibraciot kdvetden 30
perc regionalis iszkémianak (bal leszallo koronaria leszoritds), majd 120 perc reperfizionak
tettiik ki. A szivek egy-egy csoportjat kiilonbdzé idépontoktdl kezdve a kisérlet végéig 107 M
nitroglicerin tartalmi Krebs-Henseleit pufferrel perfundaltuk. Az egyik csoportban a
nitroglicerin perfiziot a korondaria lekotést megelézden, egy masik csoportban az iszkémia 25-
dik percében, a harmadikban pedig a reperfuzid legelején kezdtik meg. Mindezeket a
csoportokat iszkémia-reperfuzionak kitett csoportokkal vetettiik 0ssze az infarktus méretre
gyakorolt hatdsuk tekintetében. Azt tapasztaltuk, hogy a nem-tolerans allatokbdl szdrmazo
sziveken az iszkémiat megel6zOen, és az iszkémia 25-dik percében megkezdett nitroglicerin
kezelés egyarant szignifikdns mértékben csokkentette az infarktus méretét. Ugyan a
reperfuzid elején megkezdett nitroglicerin kezelés is tendencidjaban csokkend infarktus
méretet eredményezett, azonban ez nem bizonyult szignifikdnsnak az iszkémia/reperfuzios
csoporthoz képest. Ennek oka feltehetden az, hogy a reperfuzid korai szakaszaban, amely a
legfontosabb meghatarozdja a késdbbi infarktus kialakuldsanak, a szer még nem lehet jelen a
sejtekben a kivanatos koncentracidban. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy az olyan allatokbol
szarmazo sziveken, amelyekben elézetesen vaszkularis nitrat tolerancia alakult ki, egyik
nitroglicerin kezelés sem mérsékelte az infarktus méretet. Ezek az eredményeink azt
sugalljak, hogy a nitroglicerin alkalmazdsa kozvetleniill a reperfuzido visszaallitasat



megelézden mérsékelheti az infarktus méretét, s attételesen a késdbbi szovédményeket,
aminek klinikai jelentdsége is lehet.

Sajnalatos modon az utobbi években a Szegedi Tudoméanyegyetem Allathizaban ismételten
kiajulo fertdzések miatt (melyek egyébként mara a teny€sztés megsziintetéséhez vezettek) a
kisérleti allatok beszerzése meglehetdsen dragava és nehézkessé valt. Ezért a nitroglicerin
kardioprotektiv hatdsdnak mechanizmusat szivizom sejtkultirdkon szerettiik volna
megvizsgalni. A kezdeti kisérletek biztatoan alakultak, gy tiint, hogy a sejtes modellben is az
izolalt sziven latott protektiv hatast fogjuk tapasztalni, azonban tobbszori ismétlést kovetden
kideriilt, hogy a nitroglicerin hatdsadnak reprodukélhatdsaga igen rossz, ezért a mechanizmus
farmakologiai megkozelitéssel torténd vizsgalatara a sejtes modszer nem alkalmas, igy ezt a
vonalat leallitottuk. Megvizsgaltuk viszont a nitroglicerinnel perfundalt szivekben a STAT3
foszforilacios szintjét, valamint a szdveti nitrotirozin mennyiségét, azonban egyik
paraméterben sem taldltunk kiilonbségeket a csoportok kozott.

A fenti eredmények alapjan egy kézirat publikdlasra keriilt, egy elkészitése pedig a korai
fazisaban tart.

3. A palyazat kovetkez6 célkitlizése volt megvizsgalni, hogy a vaszkularis nitrat tolerancia
kifejlédése soran a reperfuzidos karosodast mérsékld 1) eljards, az iszkémias
posztkondicionalas, megdrzi-e kardioprotektiv hatasat. A kérdés vizsgalata klinikai
jelentéséggel bir (Csont T. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2010).

Kontroll és vaszkuldris nitrattolerancianak kitett allatokbol sziveket izolaltunk és ex vivo
oxigenizalt Krebs-Henseleit perfuzids oldattal perfundaltunk Langendorff szerint allando
hidrosztatikai nyomassal. A sziveket ekvilibraciot kovetden 30 perc koronaria leszoritasnak,
majd 120 perc reperfuzionak tettiik ki. Egy-egy csoportban a reperfuzié kezdetekor 10*
reperfuzi6 + 10 iszkémia ciklusait alkalmazztuk 6-szor ismételve az iszkémias
posztkondicionalas kivaltasa céljabol. A perfuzids protokoll végén trifenil-tetrazolium-
kloridos festés segitségével meghataroztuk a szivekben kifejlodd infarktus mértékét. Azt
tapasztaltuk, hogy a nem-tolerans allatokbol szdrmazd sziveken az iszkémids
posztkondiciondlds szignifikdnsan mérsekelte az infarktus méretét, azonban az olyan
allatokbol szdrmaz6 sziveken, amelyekben eldzetesen vaszkularis nitrat tolerancia alakult ki,
az 1szkémids posztkondicionalds jelensége nem volt megfigyelhetdé (Fekete at al., J
Cardiovasc Pharmacol. 2013).

Mivel tobb kutatdcsoport szerint a reperfuzidos karosodds enyhitésében komoly szerepet
jatszanak a RISK (Reperfusion-Induced Salvage Kinases) jelatviteli utvonal tagjai, ezért
kiilon kisérletekben megvizsgaltuk ezeknek a kinazoknak az aktivalodasat modelliinkben.
Azonban a posztkondicionalds sem a nem-tolerans, sem a tolerdns csoportokban nem
valtoztatta meg egyik altalunk vizsgalt RISK kindz és down-stream targetjiik (Akt, Erk 1-2,
eNOS) foszforilaciojat sem, valamint a nitrat tolerancidnak sem volt hatasa a RISK tutvonalra
(Fekete at al., J Cardiovasc Pharmacol. 2013). KésObb az ugynevezett SAFE kardioprotektiv
utvonal tagjanak, a STAT3-nak az aktivalasat is vizsgaltuk, dm itt sem talaltunk szignifikans
kiilonbségeket a csoportok kdzott.

Emellett a posztkondicionalas kivaltasdnak lehetséges alternativait is teszteltiik, mivel az
iszkémias posztkondicionalas soran nehezen kontrolalhatd, hogy a reperfuzié valdban
bekdvetkezik-e, holott ez kulcsfontossdgunak tiinik a beavatkozas hatékonysagahoz. Ezért
izolalt sziveken megvizsgaltuk, hogy a reperfuzid kezdetén alkalmazott nagyfrekvencias
ingerlés (600 tités/perc), az iszkémias posztkondicionalashoz hasonldan képes-e az infarktus



méretet csokkenteni. Eredményeink azt mutattdk, hogy a nagyfrekvenciads ingerléssel
létrehozott prekondicionalas is hatékonyan mérsékelte a szivizomelhalast.

Kiilon kisérletsorban megvizsgaltuk azt is, hogy a prekondicionalds kardioprotektiv hatasa
megtartott-e a szivben kronikus urémia allapotaban, amirdl ugyancsak ismert hogy szamos
szisztémas metabolikus valtozassal jar egyiitt (valamelyest hasonlatosan a nitrat
toleranciahoz, mely bizonyos szdvetekben ugyancsak jelentds valtozasokat idéz eld egyes
biokémiai folyamatokban). Azt tapasztaltuk, hogy bar a hossza ideig fenndlld urémia sok
metabolikus markert szignifikdnsan megvaltoztatott, a prekondicionalds infarktus méretre
gyakorolt hatasat nem befolyasolta (Kocsis et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2012).

A fenti eredményekbdl nemzetkdzi szakfolydiratban megjelent 2 kozlemény, elfogadasra
keriilt egy tovabbi kézirat, és egy masik kézirat irdsa folyamatban van. Emellett az
eredményeket bemutattuk nemzetkézi €s hazai szakmai konferencidkon is (pl. Kyotoban
megrendezett International Society for Heart Research vildgkongresszuson; a Magyar
Kardiologusok Tarsasaga éves kongresszusa). A projektekbe bekapcsoloédd TDK hallgatok
két szakdolgozatot nytjtottak be és védtek meg, valamint sikerrel szerepeltek helyi, valamint
az Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencidn (elsé helyezés). Tovabba a projektekbe
bekapcsolodo egyik TDK hallgatd (Pipicz Marton, aki idékézben PhD hallgatoként is
résztvevd kutatdja lett a projektnek) az Orszagos Tudomanyos Didkkori Tanacstdl ,,Pro
Scientia® Aranyérmet, a vezetd kutatd pedig Mestertanar Aranyérem elismerésben részestilt.
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