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Bevezetés

Napjaink egyik legnagyobb kihivdst jelentd betegségcsoportja a
kardiovaszkuldris betegségek és azok kezelése. Az utébbi évtizedben sajnélatos
modon megemelkedett a daganatos betegségek gyakorisdga, azonban a feln6tt férfiak
és nok esetében is még mindig a kardiovaszkularis betegségek jelentik a vezetd

halalokot.
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1. abra
A legfontosabb betegségcsoportok okozta haldlesetek szdmanak megoszldsa 2002-
ben, Magyarorszagon. (Az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont szakértdi véleménye

szerint, 2004)

A legkiilonbozébb haldlozasi szintli orszdgokban alapvetdéen ugyanaz az oki
struktira  érvényesiill. Magyarorszdgon 2002-ben a haldlesetek  51%-at
kardiovaszkuldris betegségek, 26%-at daganatok, 7-7%-at kiils6 okok, illetve
gyomorbélrendszeri betegségek, 4%-at pedig 1égzdszervi korképek okoztdk (1. abra).
Az orszagok kozott Iényegi kiilonbség csak a betegség kifejlodésének és
progresszidjanak idejében, illetve eldrehaladdsdban van, amely az élettartamban
mutatkozik meg végiil. A vezetd haldlok mortalitdsi szintje nem csak tartésan és

jelentésen az EU-dtlag felett van mar tobb mint két évtizede, de meghaladja az



Eurépai Unién belill regisztrdlt mindenkori maximumot is. A kardiovaszkularis

betegségek diagnosztikus csoportok szerinti szimat mutatja az 1. tablazat.
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1. tablazat

A keringési rendszer betegségek 10 leggyakoribb oka és azok szama 2002-ben,

Magyarorszagon, nemenkénti felosztasban.

Ma madr statisztikai modellekkel mérni tudjak egy-egy, vagy tobb rizikéfaktor

(pl.: tdlsudly, diétahiba, dohdnyzds) befolydsat a mortalitdsi és morbiditasi értékekre.

Magyarorszdgon is egyre tobb gondot forditanak a betegtdjékoztatasra, hogy




csokkentsék a rizikdfaktorok befolydsat. Mivel a rizikéfaktorok teljes elimindldsa
nem valdsulhat meg, igy preventiv célbdl nagy sziikség van a gydgyszeres kezelésre.
A kardiovaszkuldris megbetegedésekre szdmos gyogyszeres kezelési lehetdség
all rendelkezésre, de tovabbi fejlesztések folynak a hatékonysig novelése érdekében.
Ezt segitik azok az alapkutatdasok, melyek molekulédris mechanizmusokat tarnak fel.
A kardiovaszkularis betegségek hétterének megismeréséhez és a gydgyszeres
terdpia fejlodéséhez jarulnak hozza a szén-monoxiddal (CO) kapcsolatos kutatdsok.
Az endogén CO keletkezésének utjat legeloszor egy 1968-as kozleményben
emlitették Tenhunen és munkatirsai. A hemoxigendz (HO) NADPH és oxigén
jelenlétében a hem protoporfirin gytirijének o-metén hidjait bontja és oxiddlja,
melynek eredményeként ekvimoldris CO szabadul fel és vas keletkezik, a hem

felhasadt protoporfirin gytiriije, pedig biliverdinné alakul (2. dbra).
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2. abra

A Hem enzimatikus atalakulasa
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3. abra

A HO-CO rendszer felfedezésének kronoldgidja

A CO bioldgiai és fizioldgids szerepének felfedezési kronoldgidjat a 3. dbra foglalja
Ossze. Legel0szor a neurotranszitter szerepét ismerték fel a CO-nak. A
transzmitterekkel foglalkoz6 kutatok két csoportra osztottdk a ,kozvetitd”
molekuldkat (Wang, 2002). Az els6 csoportba soroltdk az ACh-t, a katekolaminokat,
szerotonint, hisztamint, glutamatot, glycint és a GABA-t. A méasodik csoportba, a
gazhalmazéllapotd transzmitterekhez csoportositottdk a CO-t akéar csak a NO-t és a
H,S-t, amelyet az aldbbi okokkal indokoltak:

e A CO kis méretii gdz molekula.

e A CO szabadon permedl6dik a membranon.

¢ Enzimatikusan és endogén médon képzddik.

e Az endogén CO bioldgiai hatdsa kivalthat6 exogén CO-dal.



e A CO cellularis hatdasai szekunder messengerekkel kozvetitddik, vagy
nélkiiliik is kialakulhat.

Nemcsak a NO és a CO molekuldk, mint gdzhalmazallapoti transzmitterek
kozott fedezhetd fel strukturdlis és hatdstani hasonldsdag, hanem a NOS-NO rendszer
és a HO-CO rendszer miikédésében is. Mind a HO rendszernek és mind a NOS
rendszernek 1étezik indukalhaté és konstitutiv izoforméja is. A CO és a NO is a
guanil-cikldz aktivdlasdn keresztiill emeli a cGMP szintet, amely szekunder
messengerként a kardiovasculdris rendszerben fontos jelatvivoként szerepel. A HO
rendszer farmakoldgiai stimuldldsdval az endogén CO termelés fokozdddsat szamos
kutaté kimutatta (Bak és munkatdrsai 2002). Azt azonban még nem vizsgéltak, hogy
a kiilonbdzd koncentracidji exogén CO kezelés hatdsdra a guanil-cikldz rendszer
aktivdlasidval hogyan moddosul a szekunder messengerek koncentriciéja az
iszkémia/reperfiizié soran.

A CO dltal indukdlt vasorelaxacio jelenségét 1984-ben figyelték meg, amikor
McGrath és Smith (1984) exogén CO hatdsara bekovetkezd korondria relaxacidt
mutatott ki. A CO terdpias szerepe két lehetséges modon jelenik meg. Egyrészt az
elobbiekben emlitett mddon a HO rendszer farmakoldgiai stimuldldsdval endogén
CO képzodését érhetjiik el, masrészt CO-ot felszabadité molekuldkat, az in. Carbon
Monoxide Releasing Molecules (CORMs) alkalmazdsa intracellularis CO-ot
produkal. A CORM vegyiiletek bizonyos atmeneti fém karbonilok, amelyekbdl CO
szabadul fel. A vegyiiletek tobb generdcidjat éllitottdk mar eld, melyek szerkezet-
hatds Osszefiiggései alapjan Motterlini (2005b) kutatcsoportja ma is tovabbi
fejlesztéseket végez.

A CORM vegyiiletek els6 generacidja, a CORM-2 - szerkezetét tekintve
trikarbonil-dikloro-ruténium(Il) dimer - csak szerves olddszerekben (pl. DMSO)
oldédik, 1igy er6sen megkérddjelezte a szarmazékok in vivo torténd
alkalmazhatésdgat. Rdaadasul a vegyiiletekbol torténéd CO felszabadulds csak
meghatarozott fizikai (hidegfény expozicid) vagy kémiai (pl. erds elektron donor
ligand jelenléte — DMSO) hatdsara kovetkezik be (Motterlini és mtsai, 2002a,b). Az
oldékonysagbeli probléma tovdbbi fejlesztésre késztette a kutatokat, melynek
eredményeként kialakitottdk a masodik generacio jellegzetes strukturajat (4. dbra).

A CORM-3 vegyiiletekben az dtmeneti fémhez egy glicin molekulat kapcsoltak
megndvelve ezzel a CORM vegyiilet vizoldékonysdgat. A CORM-3 tovédbbi elényds

tulajdonsaga, hogy kevésbé toxikus, mint a CORM-2, valamint bizonyitottak, hogy



mind in vitro, mind in vivo koriilmények kozott bekdvetkezik a CO képzddése (Clark
és mtsai, 2003; Foresti és mtsai, 2004b). A tovéabbi eldrelépést jelentett a CORM-3
esetén, hogy a CO felszabaduldshoz sziikséges pH és az erds elektron donor ligand is

biztositva van a bioldgiai kérnyezetben.
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4. abra
A CORM-2 és a CORM-3 szerkezete.(Sawle és mtsai, 2005)

A CORM-3 effektiv dozisa alacsony, mikromoldris tartomanyban alkalmazéisa
viszonylag biztonsigos, amelybdl felszabadulé CO az endogén CO koncentracidjaval
egyezik (Clark és mtsai, 2003; Guo és mtsai, 2004). Biztatd kisérleti eredményeket
kaptak a CORM-3-mal kapcsolatos vizsgdlatok soran. Motterlini és munkatarsai
(2002a,b; 2005 a,b) igazoltdk, hogy a CORM-3-bdl keletkez6 CO vasodilaticiot
eredményez, szabdlyozni képes az artérids nyomadst, meghosszabbitja a transzplantalt
graftok tulélését, mely altal gyulladdscsokkenté hatdst fejt ki és fokozza a

vesefunkciot a gydgyszer indukalta toxicitds esetén. A kozelmdltban djabb CORM



vegyiiletet dolgoztak ki, melynek a CORM-3-hoz viszonyitott el6nydsebb fizioldgids
tulajdonsagait mar kozolték (Motterlini, 2005a). Szerkezetét tekintve, a CORM-A1
molekula Na,[H3;BCO,] mar kézponti, dtmeneti fém atomot nem tartalmaz.

A biztatd eredmények ismeretében remélhetjilkk, hogy a kardiovaszkularis
betegségek kezelésében a CORM molekuldk tovabbi fejlesztése Uj terdpids
lehetdséget fog adni a kozeljovoben.

Az iszkémids szivbetegségek kezelésének tovabbi fejlodéséhez jarulnak hozza
a napjainkban fellendiilt apoptézis kutatdsok. Csak az utébbi évtizedben alakult ki az
az Uj kutatdsi irdny, amely az apoptdzis szemszogébdl is vizsgdlja a sziv- és
érrendszeri megbetegedéseket. Bar az apoptézisrata a szivelégtelenségben viszonylag
alacsony, de még mindig nagyobb mértékii, mint a normadlis szivben, ahol ez
elhanyagolhat6. A szivizomsejtekben bekdvetkezd apoptdzist szdmos induktor
molekula katalizdlja. A myocardiumban a legerdteljesebbek a szabad gyokok, a
citokinek (TNF, FAS), autokoidok (angiotenzin II) €s a NO. Az indukciét kovetéen
szamos tutvonalon indulhat meg a sejtelhalas folyamata. Ezen jelatvivé folyamatok
mechanizmusénak feltdrdsa torténik ma is.

Az apoptézishoz vezetd egyik jelatviteli Ut a mitokondriumban zajlik. A
sejtelhalds mindkét mechanizmusa, a nekrdzis és az apoptdzis sordn is megnyilik az
MPTP (mitochondrial permeability transition pore), viszont az apoptdzis sordn
hamar bezérul, igy biztositva a szivizomsejzek ATP-hdztartdsdnak egyenstlyat
(Fisher és mtsai, 2000). Mivel a szivizomsejtek tartalmazzdk a térfogategységre
vonatkoztatott legtobb mitokondriumot, igy kiemelkedd szerepe van mitokondridlis
apoptotikus ttvonalnak.

Az elhal6 sejtekben indukdlédé apoptdzis-specifikus fehérjéket mutattak ki,
amelyeket funkcidjuk alapjan transzglutamindzoknak neveztek el (tTG). Ezek az
enzimek a sejtek legkiilonbozobb helyein lokalizdltak és a sejtfehérjék
keresztkotésével stabilizdljdk az apoptotikus sejt szerkezetét, melyhez Ca**-t
igényelnek. A transzglutamindz csalddhoz tartozé6 TG2 enzim abban kiilonbozik a
tobbi tTG-t6l, hogy a G proteinhez hasonléan a transzmembran szignal
folyamatokban jétszik szerepet és sejtfelszini adhézids mediatorként is viselkedik.
Szamos betegségben igazoltak a TG?2 patologias szerepét (Fesus és Piacentini, 2002),
igy a Huntington kérban, a diabetes mellitusban és a malabszorpciés szindroméban.

Ezen ismeretek alapjan feltételeztiikk, hogy a myocardiumban nagy “térfogati”



ardnyban jelen 1évé mitokondriumok energiaelldtottsdgédra befolydssal lehet a TG2

jelenléte, vagy hidnya az iszkémia/reperfizid sordn.



Célkitiizések

Munkédnk sordn az ischemia/reperflizié sordn bekovetkezd patholdgias
folyamatok mechanizmusdnak vizsgalatat és farmakoldgiai befolydsoldsat tztiik ki
célul. Vizsgdlataink kozéppontjdban a szén-monoxid molekula &llt, melynek
,endogén” formdjanak citoprotektiv hatdsa ismert.

Kisérleteink egyik célja az volt, hogy az exogén CO védo hatasat vizsgaljuk a
cGMP/guanilat cikldz rendszer szemszogébdl. Kivancsiak voltunk arra, hogy a
kiilonboz6 koncentricidji exogén CO kezelés hogyan befolydsolja a guanilat ciklaz
rendszerben jelenlévd szigndlmolekuldk keletkezését. Fontosnak tartottuk tovédbba,
hogy a 0,001%, 0,01% és 0,1% CO kezelés mellett, in vitro korilmények kozott
izolalt patkdnysziv modellen kovessiik a kardidlis funkcidkat (szivfrekvencia,
korondria atdramlds, aorta 4tdramlds, bal kamrai nyomads). Vizsgaltuk tovabba az
infarktusos teriilet nagysagiat és a reperfizié indukalta ventrikuldris fibrillacid
eléforduldsit a cGMP, cAMP szintek és a guanildt cikldz aktivitdsdnak tiikrében,
hogy Osszefiiggést taldljunk a szigndlmechanizmusok és a fizioldgids paraméterek
kozott az exogén CO kezelés fliggvényében.

Vizsgdlni kivintuk a CORM-3-ként elnevezett, egyik szén-monoxidot
felszabadit6 molekula ischemia/reperfizé okozta ventricularis fibrillacidra, és
ventriculdris tachycardidra, valamint a myocardidlis infarctusra gyakorolt hatdsat.
Célkitlizéseink kozé tartozott tovabba, hogy a kiillonb6zé koncentracigjui CORM-3
kezelés soran felszabaduld6 CO hogyan befolydsolja az ioncsatorndk miikodését,
valamint a CORM-3 feltételezett védd hatdsa tiikrozddik-e az iszkémids teriiletek
csokkenésében.

Munkank harmadik részében az apoptdzisban szerepet jatsz6 transzglutamindz-
2 enzim myocardiumban betoltott szerepét tanulmanyoztuk. Kisérleteinkkel valaszt
kerestiink arra, érinti-e a 1égzési ldncot a TG2 jelenléte, vagy hidnya az
iszkémia/reperfuizié alatt, mennyiben mddosul a nagyenergidju foszfatok produkcidja
a TG2"* és TG” egerek myocardiuméban. Ezen kiviil vizsgdltuk, hogy a
szivizomsejteken is expresszalddé op-adrenerg receptor (AR) - amelyen keresztiil a
TG2 intracellularis szignalfolyamatot medidl - jelenlétének van -e szerepe az

iszkémia/reperfiizié kovetkeztében kialakul6 kéros folyamatokban.
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Kisérleti dllatok

Kisérleteink els6 és madsodik részében him Sprague-Dawley patkdnyokat a
harmadik részben him vad tipusi (TG2**) és TG2 ,.knock out” homozigéta (-/-), AR
" egereket hasznaltunk. Az dllatokat a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a
,,Guide for the Care and Use of Animals” eldirdsainak megfelelden tartottuk és a

kisérletek soran is igy jartunk el (NIH publication no. 86-23, 1985).
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Modszerek és anyagok

Az exogén CO vizsgalatahoz kapcsolodo modszerek és anyagok

Izoldlt ,,dolgozo-sziv” prepardtum

Kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkdnyokat (270-340 g) hasznaltunk. Az
dllatokat intraperitonedlisan adott ndtrium-pentobarbitdllal (60 mg/tts kg)
érzéstelenitettiik, majd a trombusképzddés kivédésére iv. heparint (500 IU/kg)
adtunk. A heparin injektdlast kovetden a mellkast megnyitottuk és a szivet
kimetszettiik, melyet hideg perftzids oldatba helyeztiink. A prepardladst kdvetden a
szivet az aortdn és a vena pulmonaris-on keresztiil un. ,,dolgozd-perfizids”
késziilékkel perfundaltuk. Perfuziés oldatként médositott Krebs-Hanseleit bikarbonat
puffert hasznéltunk, amelynek Osszetétele a kovetkezdé (mM-ban kifejezve): 118
NaCl, 5,8 KCI, 1,8 CaCl,, 25 NaHCOs, 0,36 KH,PO4, 1,2 MgSOy, 5 glikéz. A
perfuzids oldatot el6zdleg 95% O, és 5% CO, keverékével telitettiik (pH: 7,4, 37 °C).
A sziveket 5 percig Langendorf- médszer szerint perfundéltuk 37 °C-on és konstans
perfiziés nyomdson, mely 100 cm-es vizoszlop nyomdsdval egyenértékii (10 kPa).
Az atmosasi periddust (vér és alakos elemeinek eltavolitdsa) kovetden a késziiléket
dolgozé mddba kapcsoltuk és regisztraltuk a szivfunkcidkat. Az aorta kidramlast
kalibralt &ramldsmérdvel, a korondria ataramlast, pedig a szivbdl kicsopogd folyadék

1 percen keresztiil torténd gyiijtésével mértiik.

Ischemia/reperfiizio kivdltdsa és a CO kezelés

Tiz perc aerob perfiziét kovetéen elzartuk mind a bal pitvarba torténd
bedramlds mind a bal kamrabdl torténd kidramlas ttjat, majd 30 percig igy teljes
(globdlis) iszkémiat hoztunk létre. A reperfizié meginditdsdhoz megsziintettiik az
elzardsokat. A 120 perces reperfiizié els6 10 percében a perfiiziét Langendorff
moédban végeztiik, hogy elkeriiljiik az irreverzibilis kamrafibrillicié (VF) gyakori
elofordulasat. A sziveket kiilonboz6 koncentraciéji CO kezelésnek vetettiik ald. Az
iszkémia kivaltasa el6tti 10 percben és a Langendorff reperfuzié alatt CO-ot
tartalmazé perfizids folyadékot aramoltattunk at. A CO koncentricidjat az egyes

csoportokndl 0,001, 0,01, 0,1 (v/v)% -ra éllitottuk be. Az iszkémia ideje alatt a
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myocardium kiszaradastdl valo védelméért a szivet koriilvevo iivegedényt lefedtiik és

igy a pdratartalmat konstans értéken (90-100%) tartottuk.

Meért paraméterek

A kisérletek alatt komputeres regisztricidés berendezés (AD Instruments,
Australia) segitségével regisztraltuk az epikardidlis elektrokardiogramot (EKG),
melyet a szivhez kozvetleniil kapcsolédd két eziist elektroddal vezettiink el. Az
EKG-kat elemeztik a kamrafibrillici6 (VF) és a kamrai tachycardia (VT)
eléfordulasanak meghatarozasahoz. Az EKG segitségével ellendriztiik, hogy a VF
reverzibilis (mely sordn a sziv spontdn visszatért a normdlis ritmusba), vagy
irreverzibilis (a reperfizi6 els6 3 percében folyamatosan fenndllt) volt-e. Iszkémia
eldtt és a reperflizid alatt regisztraltuk a szivfrekvencia (HR), a korondria 4taramlés
(CF) és az aorta kidramlds (AF) mértékét. A bal kamrai nyomdst (LVDP) a bal
pitvaron és a mitrélis billentylin keresztiil a bal kamrdba vezetett katéter segitségével

regisztraltuk.

Az infarktusos teriilet meghatdrozdsa

Az infarktusos teriilet meghatdrozdsahoz a preparatumokat a kisérlet végén 15
ml 1%-os trifeniltetrazolium-klorid oldattal perfundaltuk az aorta kaniil egyik oldalsé
agan keresztiil, majd a mintdkat -70 °C-on taroltuk a tovabbi analizisig. A fagyasztott
sziveket az apico-bazdlis axisra merdlegesen transzverzdlisan szeleteltiik €s 2-3 mm
vastag metszeteket készitettiink. A metszetekrdl eltavolitottuk a nedvességet, majd
lemértiikk a tomegét és targylemezek kozé helyezve szkenneltiik. Az infarktusos
teriiletet minden kisérlet végén meghataroztuk, majd a teriileteket pixelben megadva
szamoltuk ki. Az ép kamrai szovetet a TTC élénk vords szinlire festi, mig az
infarktusos teriilet nem veszi fel a festéket, igy az fehéren marad. A teriileteket
planimetrids software alkalmazasdval hatdroztuk meg, majd a metszetek tomegével
felszoroztuk és Osszegeztiik, hogy megkapjuk a veszélyeztetett (,.risk”), illetve az
infarktusos teriilet tomegét (teljes balkamrai tomeg milligrammban kifejezve). Az
infarktusos teriilet nagysdgat, a veszélyeztetett teriiletre (,,risk area”) vonatkoz6 %-os

aranyban fejeztiik ki.
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cAMP és cGMP szintek meghatdrozdsa a szivizomban

Az iszkémids, nem iszkémids és az iszkémids/reperfundélt szivizombdl a
cAMP és a cGMP koncentriciokat radioimmunoassay kitek segitségével mértiik (Du
Toit és mtsai, 2001). A cGMP meghatarozashoz a lefagyasztott szivizom mintakat
fagyasztva szdritottuk és a 12-20 mg-nyi szaritott mintdkat 5%-os triklérecetsavban
extrahdltuk. Az extraktumokat haromszor 5-6 perces ciklusokban éterrel mosattuk,
majd a mintdkat a tizszeresére higitottuk és acetileztik a '*I c¢GMP
meghatarozashoz. Az cGMP vizsgélat sordn az ICsy minden csében 30 pmol-nak
adédott. A cAMP meghatirozasdhoz 15-25 mg fagyasztva szdaritott mintdkat
perklorsavval extrahdltunk, majd semlegesitettilk és mértik. Az cAMP vizsgdlat

soran az ICsy minden cs6ben 1,79 nmol-nak adddott.

A guanildt cikldz aktivitds meghatdrozdsa

A guanildt cikldz aktivitds meghatdrozdsdra szivizom prepardtumot
hasznaltunk. A szoveti preparitumokat (50 mg tomegli mintdk) 4 °C-os
homogenizicids pufferben tiveg homogenizatorral roncsoltuk. A homogenizatumokat
100000 g-n 60 percen keresztiill 4 °C-on centrifugéltuk, melyeknek feliildszdja
tartalmazta a citoszol frakciot. Az iiledéket 1% triton X-100-at tartalmazé
homogenizaciés pufferben reszuszpendaltuk és 15 percig 4 °C-on inkubaltuk. A
mintdkat 100000 g-n 60 percen keresztiil 4 °C-on centrifugdltuk és a feliildszot
kinyertiik. A guanilat cikldz aktivitdst aliquotonként 15 pg proteint tartalmazé

mintakbdl mértiik €s fmol-ban fejeztiik ki.
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A CORM-3 vizsgalataval kapcsolatos modszerek és anyagok

Izoldlt ,,dolgozo-sziv” prepardtum készitése

A sziv izoldlasat, perfunddlasat, az iszkémia kivéltasat és a reperfuziét az

eldbbi fejezetben leirtak szerint végeztiik az aldbbi kezelések kozbeiktatdsaval.

A kisérlet menete a CORM-3 vizsgdlatban

A kisérlet sordn harom CORM-3-mal kezelt csoportot és egy nem kezelt,
kontroll csoportot tanulmanyoztunk. A kezeletlen csoport esetén 10 perces aerob
perfuzié elézte meg a 30 perces iszkémids periddust. A kezelend6 csoportndl a vér
myocardiumbdl valé kimosdsat kovetden a CORM-3 tartalmi inftzids oldatot egy
infiziés pumpa segitségével 10 percig az aortakanill oldaldgdba infundaltuk. A
kezelés soran a perftzios folyadékban egyenként 10, 25 és 50 pumol/l koncentracidt
alkalmaztunk a vizsgalt anyagbodl. Ezt az eljarast azért alkalmaztuk, hogy megvédjiik
a CORM-3-at az infundalds elStt bekdvetkezd oxidaciotol. Igy a hatéanyag tartalmi
infiziét az iszkémia eldtt 10 perccel inditottuk és csak az iszkémia kezdetéig
tartottuk fenn. A 30 perc iszkémiat 120 perc reperfizié kovette, amely sordn a sziv
funkcidkat, az arrhythmidk el6forduldsat, az infarktusos teriiletet, valamint az

alabbiakban leirt celluldris Na*, K* és Ca™* meghatédrozasokat végeztiik el.

. . , 2 s .
A szoveti Na*, K™ és Ca”" mérése

A reperfiiziot kdvetden a sziveket 0-5 °C-ra azonnal lehiitottiik és 5 percre 100
mmol/l triszhidroxi-amino-metant (Tris puffert) és 220 mmol/l szacharézt tartalmazoé
oldatba meritettiik. Ezzel a perfizidval az volt a célunk, hogy kimossuk az ionokat az
extracelluldris térbdl és ledllitsuk a sejtmembrdn iontranszportjaiért felelds
enzimaktivitdst. A myocardium 5 perces hideg pufferrel torténé mosasaval igy az
ionok tobb, mint 90%-at tivolitjuk el az extracelluldris térbdl (Pridijan és mtsai,
1987). A kimosast kovetden a sziveket 48 6ran keresztiil 100 °C-on szaritottuk és 20
oran at 550 °C-on hamvasztottuk. A hamut 5 ml 3M salétromsavval oldottuk és

ionmentesitett vizzel tizszeresére higitottuk. A myocardidlis Na™-ot 330,3 nm-en a
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K*-ot 404,4 nm-en, a Ca**-ot pedig 422,77 nm-en mértiik levegd-acetilén langban

atomabszorpcids spektrofotométerrel (Perkin-Elmer 1100-B).

A TG2™ egereken végzett kisérletre vonatkozé médszerek és anyagok

A prepardtumok feldolgozdsa, a meghatdrozando komponensek extrahdldsa

A kisérletet kovetden a mintdkat folyékony nitrogénnel azonnal lefagyasztottuk
hogy megvédjitkk a nagy energidju foszfiatokat az enzimatikus bomlastél, majd a
myocardium-kamra preparitumokat -80 C°-on tartottuk. A meghatarozashoz a
szivizom prepardtumot mozsarban, folyékony nitrogénben elporitottuk és
milligrammonként - nedves tomegre vonatkoztatva - 50 ul, 60%-os metanollal
extrahdltuk. Az adenozin és kreatin foszfat extrahdldsa -80 C°-on tortént. Mdsnap
12000 g-n, 4 C°-on, 20 percen keresztiil centrifugaltuk, a feliiliszékat a
meghatarozasig -80 C°-on taroltuk. A mintdkat kozvetleniil a mérés elott felolvadni

hagytuk és a megfeleld eluenssel 1:1 ardnyban higitottuk.

Az ATP, ADP, AMP, CrP meghatdrozdsa folyadék kromatogrdfids modszerrel

Az adenozin foszfitok meghatarozasa 215 mmol/l KH,PO,, 2,3 mmol/l
TBAHS és 5% metanolt tartalmazé eluenssel tortént, melynek pH-jat 6,5-re allitottuk
be 8 M KOH-dal. A krearin-foszfat meghatarozasahoz 14,7 mmol/l KH,POy, 1,15
mmol/l TBAHS 06sszetételli mozgé fazist alkalmaztunk, melynek pH-jat 8 M KOH-
dal 5,3-ra allitottuk be. Az eluensek aramldsi sebessége 1,0 ml/perc volt. Az 4ll6
fazisként mindkét esetben egy reverz fazisui, Cjs-as toltetet tartalmazd oszlopot
valasztottunk (LiChrosorb 5 RP 18, 150x4,5 mmx1/4 Valco, Varian co.). A csticsok
azonositidsat UV detektorral végeztiik, az adenozin-foszfatok esetén 254 nm-en, a
kreatin foszfatndl 210 nm-en. A mérések Kauer tipusi kromatografids késziilékkel
torténtek, melynek részei: Knauer WellChrom HPLC pumpa K-1001, Knauer
degasser, Knauer WellChrom UV detektor K-2600. A mintdkat 20 pl-es hurkon
keresztill manudlisan injektiltuk egy Rheodyne tipusi injektoron at. A mérési
adatokat a Eurochrom 2000 szoftver (Knauer) segitségével gyiijtottikk Ossze és

értékeltiik.
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Statisztika

A szivfunkcidkat (HR, CF, AF, LVDP), az infarktusos teriiletet, a cAMP,
cGMP, ATP, ADP, AMP és CrP szinteket, a myocardidlis ionok mennyiségét az
arrhythmidkat és az arrhythmidk idGtartamat, a sinus ritmust szamtani kézéppel adtuk
meg. Hasonloképpen jartunk el az adenozin foszfitok és a kreatin foszfat mérési
eredményei esetén is. El6szor kétutas variancia analizist végeztiink, hogy megtudjuk
van-e szignifikans kiilonbség a kiillonb6z6 csoportok értékei kozott. Amennyiben
kiilonbség volt, tigy a CO-val és a CORM-3-mal kezelt csoportok értékeit, a kezelést
nem kapott kontroll csoport értékeivel Dunnett probaval hasonlitottuk dssze. Mivel a
kamrafibrillacié (VF) és a kamrai tachycardia (VT) nem parametrikus eloszldst
mutat, az egyes csoportokat a szignifikancia meghatdrozdsa végett x2 teszttel

hasonlitottuk dssze. Szignifikdnsnak tekintettiik a valtozast, ha a p<0,05.
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Eredmények

A CO-val kapcsolatos eredmények

A CO hatdsa a szoveti cAMP, cGMP szintekre és a guanildt cikldz aktivitdsra

Eredményeink szerint, az iszkémia kivaltdsa az azt kovetd 10. és 30. percben
kis mértékti, de szignifikdns nodvekedést eredményezett a cAMP és cGMP
szintekben. (2. tablazat). A szoveti nukleotid koncentracidk azonban a 40. percet
kovetéen a normdl értékre csokkentek vissza. A 0,001% CO tartalmi perfizids
folyadék alkalmazdsa szignifikdnsan emelte a szoveti cAMP és cGMP tartalmat a
kontroll csoport adataihoz képest. A cAMP koncentracigjat 0,30+0,03 nmol/g-rdl
0,5240,05 nmol/g-ra, a ¢cGMP koncentraci¢jat 25,8+3,0 pmol/g-r6l 111,5£11,2
pmol/g-ra novelte. A nukleotid koncentracidkat nmol/g é€s pmol/g nedves tomegre
vonatkoztattuk. Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg a 0,01% CO kezelést kovetden.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy nincs jelent6s kiilonbség a 0,001% és a 0,01% CO
-val kezelt csoportok cAMP és cGMP szintjeiben. A kisérletek soran kapott cGMP
eredmények jol tikrozédnek a megfeleld guanilat cikldz aktivitdsi értékekben. A
kezeletlen csoport adataihoz képest - 184425 fmol/mg protein - a guanilat ciklaz
aktivitasi értékek a 0,001% CO-val kezelt csoport esetén 442+38 fmol/mg proteinre,

a 0,01% CO-val kezelt csoport esetén 463+44 fmol/mg proteinre emelkedtek.
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Aerob 10 perc 30 prec 30 perc 30 perc 30 perc
perfizié, | iszkémia | iszkémia | iszkémia és | iszkémia és iszkémia és
kontrol | utan utan 120 perc 120 perc 120 perc
reperfizi6 | reperfizio reperfizié
utan utan. Az utan. Az
exogén CO exogén CO
tartalom tartalom
0,001%. 0,01%.
cAMP 028 +|046 £|038 £]030%£0.03 |0.52+£0.05%# | 0.54+0.05*#
nmol/g 0.02 0.03* 0.03*
nedves
tomeg
cGMP 264 +|36.1 +£|337 £|258%3.0 1115 £ 11.2%# | 120.8 + 13,6%#
pmol/g 2.3 2.8% 2.6%
nedves
tomeg
Guanilat | 181 £ 15 | 240 + | 233 +| 184 +£25 442 + 38*4# 463 + 44°*4#
ciklaz 26* 26*
fmol/mg
protein

2. tablazat

A cAMP, cGMP koncentracidkat és guanilat ciklaz aktivitast 10 perc iszkémia, 30

perc iszkémia és 30 perc iszkémia/120 perc reperflizié utdn hatiroztuk meg. Az

egyes csoportokban n = 6 szivet vizsgaltunk, s az dsszehasonlitasokat a *p<0,05 és

#p<0,05 a kezeletlen csoportokhoz végeztiik el.

A CO hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgdra és a reperfiizio indukdlta VF

eléforduldsdra

A reperfiiziét kdvetden meghatdroztuk az infarktusos teriiletek nagysdgat mind

a kezeletlen, mind pedig a CO-val kezelt kisérleti csoportokndl (5. dbra). A 0,001%

é€s 0,01% CO jelenlétében szignifikians csokkenést tapasztaltunk az infarktusos

teriilet méretében. Szamszerien, az iszkémia/reperfizion atesett és nem kezelt szivek

infarktusos teriiletének ardnya 39%=+5%-161 21%=+3%-ra csokkent a 0,001% CO-val

kezelt csoportban, a 0,01% CO-val kezelt csoport esetén 18%=+4%-ra redukdlddott.

Lényeges eltérést tehat nem tapasztaltunk az infarktusos teriilet ardnyaiban a 0,001%

€s 0,01% CO kezelést kovetéen. A CO koncentracidjat 0,1%-ra tovabb novelve,

azonban a kontroll csoport értékeihez kozeli eredményt kaptunk (5. dbra).
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5. abra

A CO kezelés hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgdra.*p<0,05 a kontroll csoporthoz

viszonyitva.

A 6. 4bra az iszkémia/reperfizién étesett kontroll és a 0,001%, 0,01%, 0,1%
CO-val kezelt szivekben a kamrafibrillicié eléforduldsi szdzalékos ardnyéatmutatja.
Az abrardl leolvashatd, hogy a 0,001%-os és a 0,01%-0s CO kezelés jelentOs
mértékben 92%-141 (p<0.05) 17%-ra (p<0.05) csokkentette a reperfizié indukalta VF
elofordulasat a kontroll csoporthoz képest. Ha a CO koncentracidjat viszont 0,1%-ra
megnoveltilk, a reperfizié indukalta VF a vizsgalt mintdk mindegyikében kamrai
tachycardidval, vagy bradycardidval és kiillonbozo ritmusos dramldsi zavarokkal
egylitt jelentkezett.

A reperfizié indukdlta VF el6forduldsanak vizsgdlati eredményei és az
infarktusos teriiletek Osszehasonlitott adatai alapjan azt allapitottuk meg, hogy az
exogén CO kezelés esetén a 0,1% CO koncentraciéd egyértelmiien kardiotoxikus

hatast eredményezett (6. abra).
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6. dbra
A kiilonb6z6 koncentraciéji CO kezelés hatdsa a kamra fibrillacié gyakorisagéra.

*p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva.
A CO hatdsa a szivfunkciokra

A CO kezelést nem kapott kontroll csoport és a 0,001%, valamint 0,01% CO
kezelésben részesiilt csoportok szivfunkcidit mutatja a 3. tablazat. A kisérlet sordn a
kovetkezo paramétereket kovettiik: szivfrekvencia (HR), korondria ataramlas (CF),
aortakidaramlads (AF) és balkamrai nyomds (LVDP). Az iszkémia indukalasa elott a
szivfunkcidk Iényegesen nem valtoztak a 0,001% és 0,01% CO kezelésben részesiilt
csoportokban. A 30 percig fenntartott iszkémiat kovetd 60. €s 120. percben leolvasott
CF, AF és LVDP értékek azonban jelentds novekedést mutattak a kezelésben nem
részesiilt kontroll csoport értékeihez képest. Nem tapasztaltunk viszont valtozast a
HR értékeiben a CO-val kezelt csoportok esetében sem az iszkémia indukélésa elott,
sem az iszkémidt kdvetd reperflizid soran.

A 0,1% CO kezelés alatt igen gyakori VF-t és kamrai tachycardiét,
bradycardidt, valamint ectopids {itéseket figyeltink meg az EKG-n, melyek

lehetetlenné tették a szivfunkcidk regisztralasit (HR, CF, AF, LVDP), ezért nem
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tartalmaz adatokat a 3. tdbldzat a 0,1% CO kezelésben részesiilt csoportra

vonatkozdan.
Iszkémia 60 perc 120 perc
csoport elott reperfazio reperfuzio
utan utan
Kezeletlen
kontroll

HR (iités/min) 31516 28845 28146
CF (ml/min) 26,5+1,3 17,8+1,1 17,4+1,3
AF (ml/min) 52,343,1 10,6+1,0 9,5+0,7

LVDP (Hgmm) 11316 404 3544

CO (0,001%)

HR (iités/min) 309+7 280+7 2766
CF (ml/min) 27,4+1,2 23,9+1,6%* 23,0+0,8%*
AF (ml/min) 51,2428 22,4+1,7%* 23,6+1,5%

LVDP (Hgmm) 109+8 80+5* 85+6%*
CO (0,01%)

HR (iités/min) 30348 27848 275+11
CF (ml/min) 28,6+2,1 25,7+1,9* 24,8+1,4%
AF (ml/min) 50,8+1,9 24,242 0% 23,1£1,2%

LVDP (Hgmm) 104+6 86+6* 8547

3. tablazat
A perftizids folyadékban dramoltatott CO hatésa a szivfunkcidkra az
iszkémai/reperfizion atesett, izolalt szivekben. Az értékek atlagot jelolnek, melyek
utdn megadtuk az atlag standard hib4jat. Az atlagot n = 6 szdmu mintdra szamitottuk.
Szignifikdnsnak tekintettiik a valtozdst, ha a *p<0,05. Az 6sszehasonlitdsokat a

kezeletlen kontroll csoport értékeihez végeztiik.

A CORM-3-mal kapott eredmények

Az infarktusos teriilet és az arrhythmidk

Az 7. abra mutatja az infarktusos teriilet szdzalékos aranyat a 30 perc iszkémia,
majd 120 perc reperfiziénak kitett izoldlt patkdnyszivekben. Az iszkémiat
elszenvedett, kezeletlen szivizomban az infarktusos teriilet mértéke 38+1,3 %, amely
a kiilonboz6 koncentracigji CORM-3 kezelés hatdsira 33,5+1,6 %-ra (p<0,05, 10
UM CORM-3), 23,3+1,5 %-ra (p<0,05, 25 pM CORM-3) és 20,7+1,2 % -ra (p<0,05,
50 uM CORM-3) csokkent. A 8. dbra a CORM-3-mal kezelt (25 uM, 50 uM) és a
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kezeletlen iszkémia/reperfiizion dtesett szoveti metszeteket mutatja be. Az
infarktusos teriilet fehér, az életképes szoveti rész piros szini a TTC festést

kovetOen.
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7. abra

A CORM-3 kezelés hatdsa az infarktusos teriilet nagysagara. *p<0,05 a kezeletlen
kontroll csoporthoz viszonyitva.

kezeletlen kontroll

CORM-3 (25 pmol)

CORM-3 (50 pmol) & ' o —

8. abra
Az infarktusos teriilet reprezenticios fényképe a kezeletlen szivek, a 25 uM

és az 50 uM CORM-3 kezelést kovetden.
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Az infarktusos teriilethez hasonléan a reperfiizié indukdlta VF gyakorisiga
szintén csokkent a CORM-3-mal torténd kezelés hatdsira. Az 9. dbran lathatd, hogy
a kezelésben nem részesiilt csoport esetén a reperfuzié indukélta VF 100 %-16l 33 %-
ra (p<0,05, 25 uM CORM-3) és 8 %-ra (p<0,05, 50 uM CORM-3) csokkent. A
reperflizié indukdlta VT (kamrai tachycardia) gyakorisdga a 10. dbrén l4that6, mely a
VF-hoz hasonlé tendencidt mutat. A reperfuzié indukélta VF, VT id6tartamat és
szinusz ritmust a Langendorf médban végzett perfiizié els6 2 percében regisztraltuk
és amennyiben sziikségesnek taldltuk defibrilldltuk, hogy mérni tudjuk a
szivfunkcidkat. A VF, VT iddtartama 5+2 sec-ra és 2618 sec-ra csokkent (p<0,05) az
50 uM CORM-3-mal kezelt csoportndl a kezeletlen szivek 1444 sec és 93+12 sec
értékeihez képest. Kovetkezésképpen a szinusz ritmus idGtartama 13+4 sec-rol

89+£15 sec-ra nétt (p<0,05) az S0 uM CORM-3-mal térténd kezelés hatdsara.

100 -
g\; 80 4
z
< 60
=
=
S 40- g
5]
<3
> 20 4 *
0 L L ) m |
0 10 25 50
CORM-3 koncentraciéja (umol/L)

9. ébra
A kamra fibrillacié (VF) el6fordulasi gyakorisaga a kezeletlen szivek, a 25 UM és az
50 uM CORM-3 kezelés esetén. *p<0,05 a kezeletlen kontroll csoporthoz

viszonyitva.
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10. 4bra
A kamrai tachycardia (VT) el6forduldsi gyakorisdga a kezeletlen szivek, a 25 UM és
az 50 uM CORM-3 kezelés esetén. *p<0,05 a kezeletlen kontroll csoporthoz

viszonyitva.

A szivfunkciokra gyakorolt hatds eredményei

Az infarktusos teriilet csokkenésével és a reperfizié indukdlta VT és VF
gyakorisdgdval Osszefiiggésben a CORM-3-mal torténd kezelés a szivfunkcidk
kifejezett javuldsat eredményezte az iszkémids periddust kovetden. A 25 és 50 uM
CORM-3 kezelés utan jelentds novekedést figyeltiink meg a corondria ataramlasban
(CF), aortakidramldsban (AF) és balkamrai nyomdsban (LVDP) a nem kezelt
csoporthoz viszonyitva. Amint a 11. dbra is mutatja az AF 30 perc iszkémia/120 perc
reperfuizidt kovetden a kezeletlen csoportnal mért 9,8+0,9 ml/percrél 18,7+1,2
ml/percre (p<0,05, 25 uM CORM-3), 22,2+1,9 ml/percre (p<0,05, 50 uM CORM-3)
emelkedett. Hasonl6 javuld tendenciat figyeltiink meg a CF és LVDP értékeiben a
kezelések wutian (Isd. 12., 13. 4&bra). Az elObbiekhez hasonlé javulast a
szivfrekvencidban a kontroll csoport érétkeihez képest viszont nem figyeltiink meg

(14. 4dbra). Fontos megjegyezni, hogy a HR, CF, AF és LVDP iszkémia el6tti értékei
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a kezeletlen csoportban statisztikailag nem kiilonbdztek a CORM-3-mal kezelt

csoportok értékeitol.

Aorta kiaramlas - AF (ml/min)
55 g Kontroll
0 TN = 10 yM CORM-3
45 - \\ £ 25 uM CORM-3
40 4 \ g 50 uM CORM-3
35 \
30 - \
25 - \ £ T
20 *
15 - § 5:5§
10 -

s NN ’_T_EE;E 555§

Iszkémia elott 120 perc reperfizio utan
11. abra

Az aorta kidramlasok (AF) iszkémia/reperfizi6 alatti csokkenésének valtozasa a 10
UM, 25 uM és az 50 uM CORM-3 kezelés esetén a kezeletlen (o) kontroll

csoporthoz viszonyitva. *p<0,05 6sszehasonlitva a kezeletlen kontroll csoport

értékeivel.
Koronaria ataramlas - CF (ml/min) - Kontroll
32 g 10 uyM CORM-3
30 - .|_ o 25 pM CORM-3
2 T [ —— w 50 uyM CORM-3
26 - \
20 - \
18 7 \ T =
16 BN\ |
Iszkémia eldtt 120 perc reperfiizio elott
12. abra

Az korondri atdramldsok (CF) iszkémia/reperfiizi6 alatti csokkenésének valtozasa a
10 uM, 25 uM és az 50 uM CORM-3 kezelés esetén a kezeletlen kontroll csoporthoz

viszonyitva. ¥p<0,05 osszehasonlitva a kezeletlen (0) kontroll csoport értékeivel.
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Bal karmai nyomas - LVDP (kPa)
20 - 0 Kontroll
I g 10 uM CORM-3
£ 25 uM CORM-3
16 - N 50 IJ.M CORM-3
14 -
T ]
12 ) N \\
10 - I \
8 | B k
Iszkémia el6tt 120 perc reperfiizio utan

13. 4bra
Az bal kamrai nyomds (LVDP) iszkémia/reperfuizio alatti csokkenésének valtozdsa a
10 uM, 25 uM és az 50 uM CORM-3 kezelés esetén a kezeletlen (o) kontroll
csoporthoz viszonyitva. *p<0,05 6sszehasonlitva a kezeletlen (0) kontroll csoport

értékeivel.

Szivfrekvencia - HR (iités/perc) O Kontroll
0 E 10 uM CORM-3
E 25 uM CORM-3
320 T -|-
SR N 50 CORM-3
310 | L \\ M
300 - \ . =X
\ [ I
290 - \ L \\
o N = N\
Iszkémia elott 120 perc reperfizié utan
14. abra

A szivfrekvencia (HR) iszkémia/reperfuizi6 alatti csokkenésének valtozdsa a 10 uM,
25 uM és az 50 uM CORM-3 kezelés esetén a kezeletlen kontroll csoporthoz

viszonyitva. ¥p<0,05 osszehasonlitva a kezeletlen (0) kontroll csoport értékeivel.

27



A CORM-3 hatdasa a myocardium iondosszetételére

A  myocardium elektrofizioldgiai dllapotit elsOsorban a kiilonbozd
ioncsatorndk aktivitisa hatdrozza meg. Ezen ioncsatorndk a transzmembrin
iondramokat szabdlyozzdk, amelyek kiillonosen fontosak az akcids potencidl és a
kardidlis kontraktilitds 1étrehozdsaban. Joggal feltételezhetjiikk, hogy a koros
elvaltozasok megvaltoztatjak az intersticidlis €s intracellularis milli6 ionosszetételét,
vagy az ioncsatorndk jellegét, vagy pedig mindkettét. Vizsgélataink soran azt
tapasztaltuk, hogy a CORM-3 szignifikdns mértékben nem valtoztatja meg a
szivizom Na*, K* és Ca™ Osszetételét a nem iszkémids szivizomban. A 30 perc
iszkémia/ 120 perc reperfizit kovetden a celluldris Na® és Ca®* koncentrécié
jelentésen megnovekedett 85+5 pmol/g-ra és 4.1+0,3 wmol/g-ra (szdraz sulyra
vonatkoztatva) az iszkémidt megel6z6 4allapot 30+3 pmol/g és 1,5+0,2 pmol/g
koncentraci6ihoz képest (4. tablazat). Az ionok koncentraciéit mindig szaraz tomegre
vonatkoztattuk. A kontrol csoport esetén iszkémia/reperfiizié indukdlta K™ vesztést
tapasztaltunk 300+9 pmol/g-r6l 238+8 umol/g-ra (4. tdblazat). A 25 és 50 uM
CORM-3 kezelés utdn szignifikdnsan kisebb mértékii novekedést figyeltiink meg az
iszkémidt kdvetd Na* és Ca** tartalomban (4. tablazat). A kezelés hatdsara a cellularis
Na* és Ca®* koncentraci6 poszt-iszkémids novekedése 85+5 wmol/g-rél és 4.1+0,3
wmol/g-rél jelentdsen mérséklodott a 25 uM CORM-3 kezelés utdn 57+6 pmol/g-ra
és 2,8+0,5 wmol/g-ra, az 50 uM CORM-3 kezelés utdn 49+5 umol/g-ra és 2,3+0,2
wmol/g-ra.
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Iszkémidn 4t 30 perc 30 perc 30 perc
Csoport nem eseft iszkémia és  iszkémia és iszkémia és
p Kontroll 120 perc 120 perc 120 perc
reperfizid reperfizié reperfizié
Tonok Gyobgyszer CORM-3 CORM-3
mentes 25 (umol/L) 50 (umol/L)
Natrium
Eg:::glgg sraraz 3043 8545 57+6* 4945+
Kalium
Eg‘:r‘:eoglgg sraraz 30029 23848 26529* 273+10%
Kélcium
1 *
Eg:::glgg szataz 1.5£0.2 4.120.3 2.820.5* 2:3+0.2

4. tablazat

A CORM-3 kezelés (25 uM, és 50 uM) hatdsa a myocardidlis Na*, K* és Ca®*

tartalomra (umol/gramm szdraz tomeg) izolalt dolgozé sziv modellen. *p<0,05

Osszehasonlitva a kezeletlen kontroll csoport értékeivel.

A TG2™ egereken végzett kisérletre vonatkozé eredmények

Az infarktusos teriilet mérete és a szivfunkciok vdltozdsa a TG2" és a vad tipusi

egerekben

A reperfuziét kovetéen a Modszereknél leirtak szerint megfestettik a

prepardtumokat és mindkét csoportndl meghatdroztuk az infarktusos teriiletek

nagysdgit. Ahogyan a 15. dbrdn lathat6 a TG2" egerekben az infarktusos teriilet

nagysaga 47,2+3,3 %-ra novekedett a vad tipusi csoport 37,2+2,1 % értékéhez

képest (5. tdblazat).
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TG2+/+

TG2"

15. dbra
Az infarktusos teriilet reprezentéci6s fényképe a vad tipusii (C57BI6) és a TG2™"

egerekben.

Az infarktusos teriilethez hasonléan a reperfizié indukdlta VF ardnya is
jelentdésen - 83 %-ra - megemelkedett a TG2" egerekben, a vad tipusiakban mért 33
%-hoz képest (5. tablazat). A szivfunkcidk rosszabbodasat mutatta az AF értékének
csokkenése is. Az iszkémidt kovetd reperfizié utdn az aorta kidramlas a vad tipust
egerek esetén 2,6+0,4 ml/perc volt, a TG2™ egerekben csak 0,8+0,1 ml/percet
mértiink. Fontos megjegyezni, hogy a TG2” egerekben mér az iszkémidt megeléz6en
kisebb HR, CF, AF és AOP értékeket kaptunk, mint a vad tipus esetén. A valtozast

minden esetben szignifikdnsnak vettiik, ha a *p< 0,05.
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Vad tipusi egerek

Vizsgalt paraméter TG2" egerek
(C57BI6)
Infarktusos teriilet 37,2421 % 47,2433 %"
Kamra fibrillacié «
33 % 83 %

(VF)
Aorta  kiaramlas .

2,6+0,4 ml/perc 0,8+0,1 ml/perc
(AF)

5. tdblazat
Az aorta kidramlds (AF) és az infarktusos teriilet nagysdganak véltozdsa a TG2™"
egerekben a vad tipusu egerekhez képest. Szignifikdnsnak vettiik a valtozasokat, ha a
“p<0,05 viltozasokat. Az 6sszehasonlitisokat a vad tipusi egerekhez (TG2*)

viszonyitottuk.
A nagyenergidju foszfdttartalom vdltozdsa az iszkémia/reperfiizio kivdltdsa utdn

A 6. tablazat az ATP, ADP, AMP és CrP értékeket mutatja. Mar az iszkémiat
megel6zden jelentds kiillonbség mutatkozott a két vizsgalt csoport nagyenergidji
foszfét tartalmédban. A vad tipusu egerekben mért 6,18+2,52 umol/g nedves tomegre
vonatkoztatott ATP tartalom a TG2" egyedekben 3,37+1,32 umol/g-ra csokkent. A
wmol/g koncentricié egységet minden esetben nedves tomegre vonatkoztattuk.
Hasonlé mértékti kiilonbséget mértiink az ADP esetében (0,34+0,09 umol/g a vad
tipusndl, 0,17+0,05 pmol/g a TG2” egyedekben) és az AMP esetében is
(0,073+0,027 umol/g a vad tipusndl, 0,039+0,011 umol/g a TG2” egyedekben). A
kreatin-foszfat tartalom az el6bbiekhez hasonléan alacsonyabb volt a TG2"
egerekben (4,55+1,07 pumol/g), mint a vad tipusban (6,48+0,51 umol/g). Az
iszkémia/reperfuzié kivéltdsa utdn az ATP tartalom a vad tipusi egyedek esetén
3,81+2,41 pmol/g-ra a TG2" egyedekben 2,00+1,20 pumol/g-ra csokkent. Az ADP
tartalomban szignifikdns véltozds nem kovetkezett be sem a vad sem a TG2™

egyedekben. Az AMP értékekben tovabbi csokkenést figyeltiink meg. A vad tipus
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esetén 0,024+0,011 pumol/g, a TG2" egyedekben 0,029+0,011 pmol/g adédott. A

CrP tartalom jelent6sen nem, de csokkent a vad tipusu egyedek esetén 5,20+1,43

umol/g, a TG2" egerekben 3,36£1,11 umol/g.

Iszkémia elott

ATP ADP AMP CrP
Vad tipus C57BL/6 6,18+2,52 0,34+0,09 0,07320,027 6,48+0,51
TG2" 3,37+1,32% 0,17£0,05* 0,039+0,011* 4,55+1,07*
120 perc reperfizié utan
ATP ADP AMP CrP
Vad tipus C57BL/6 3,81+2,41 0,36+0,12 0,024+0,011 5,20+1,43
TG2™" 2,00+1,20* 0,13+0,04* 0,029+0,011%* 3,36+1,11*

6. tdblazat

Az iszkémia/reperflizio hatdsa a nagyenergidja foszfat tartalomra a vad tipust és a

TG2™" egerekben. Szignifikansnak vettiik a véltozdsokat, ha a *p<0,05. Az

Osszehasonlitdsokat a vad tipusu egereknél (TG

2+/+
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Diszkusszio

1. A CO szerepe

A szivizomban bekovetkezé hirtelen iszkémids események patolégids
elvdltozdsok sorozatdt inditjdk el. Ezek a folyamatok az okkldziét kovetden
masodperceken belill elkezdddnek és oxigén ellatdsi zavart okoznak, melyek a
szivizomsejtekben zajlo oxidativ foszforildciés folyamatok elégtelenségéhez
vezetnek.

A hemoxigendz rendszer (HO), valamint a HO medialta CO fontos szerepet tolt
be a sejtek homeosztazisanak fenntartdsdban. A CO-ot kordbban csupan ,haldlos”
toxikus gaznak tekintették, majd a 90-es évektdl kezdodden egyes eredmények azt
mutattidk, hogy az endogén eredetii CO citoprotektiv hatdssal rendelkezik. A NO-hoz
hasonléan neurondlis transzmitter szerepét ismerték fel el6szor (Maines €s mitsai,
1997) késdbb, pedig a haemodinamikai szabdlyozé funkcidjat (Verma €s mtsai,
1993), valamint az apoptotikus és a sejtosztdddsban betoltott gatld szerepét is (Katori
és mtsai, 2002) bizonyitottak.

A CO toxikus hatdsat kutaté vizsgdlatok igazoltdk, hogy a CO nemcsak a
hemoglobinhoz kapcsolédva idéz eld hipoxiat, hanem nagy affinitassal kotodik a
myoglobinhoz is, melynek kovetkeztében szdmos szovetben az oxigén hasznositds
gatlasaval a citokrom-c oxiddz rendszer mikodését blokkolja (Coburn, 1979).
Vizsgaltdk a HO és a HO medidlta CO védo szerepét az iszkémia/reperfuzid
indukélta karosodasokban, szdmos szervben és szovetben, igy a miokardiumban is
(Clark és mtsai, 2003; Csonka €és mtsai, 1999; Maines és mtsai, 1999; Szabo és
mtsai, 2004; Yet és mtsai, 2001). Kordbbi vizsgalatainkkal celluldris CO termelés
mérésével igazoltuk, hogy a HO rendszer védekezési mechanizmusa a HO-1 mRNS
indukcidjén keresztiil az emelkedett CO termelésnek tulajdonithaté (Bak és mitsai,
2002).

Az exogén eredeti CO direkt kardiovaszkuldris hatdsit in vivo (DeBias és
mtsai, 1976) és in vitro (Patel és mtsai, 2004) koriilmények kozott is tanulményoztak.
Az in vitro vizsgilatok eredményei azt mutattdk, hogy az exogén CO kezelés
kovetkeztében a toxikus hatés kifejez0désének két, egymadstdl fiiggetlen dtja van. A
toxikus hatdsok egyrészt a keletkez6 hidrogén-peroxidnak, masrészt a peroxinitritnek
tulajdonithatd. A kutatdk feltevéseiket a kreatin kindz szintek perfuzdtumban torténd

novekedésével és a glutation tartalom myocardiélis csokkenésével magyaraztak.
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Az iszkémiat kovetd reperfuzid sordn a hirtelen reoxigenizicié hatdsira
reaktiv szabadgyokok képzddnek, melyek kaszkddfolyamatot inditanak be. A
reperflizié sordn keletkezd szabadgyokok kovetkeztében kialakul6 fokozott oxidativ
stresszt tekintik a reperfiizié indukalta kdrosoddsok alapvetd és f6 okdnak.

Kisérleteink soran in vitro korillmények kozott vizsgaltuk a CO fiiggd cGMP
és cAMP szinteket, a guanildt cikldz aktivitdst, a VF gyakorisdgit és mértiikk a
szivfunkcidkat, valamint meghataroztuk az infarktusos teriilet nagysagat. Az izolalt
dolgoz6 sziv modell idedlis kisérleti koriilményt biztositott az exogén CO
myocardidlis hatdsdnak tanulmédnyozasihoz, mivel a vér/hemoglobin/CO rendszer
kizardsaval kovetni tudtuk az oxigén transzport zavarat. Az eredményeink azt
mutattdk, hogy a CO alacsony koncentraciéban vald jelenléte a perfiizids
folyadékban védelmet nytjtott az iszkémia/reperfizié sordn fellépd kedvezdtlen
behatdsok ellen, amely az emelkedett cGMP és cAMP szoveti koncentracidkban
tiikkroz6dott  vissza. A cAMP szint kis mértékii novekedése - kozvetleniil
intracelluldris Ca szint emelkedése- kiilonféle arrhythmidkhoz vezethet mind az
iszkémia sordn, mind az iszkémidt kovetd szakaszban (Du Toit, Opie, 1992). A
cGMP koncentriciéja azonban a tobbszorosére emelkedett, mely a cAMP
arrythmogén hatdsat tudta ellensilyozni, amely az iszkémia/reperftizié indukélta VF
gyakorisagat csokkentette, kifejlodését megakadidlyozta. A cGMP szintek
novekedése és az ezzel Osszefiiggd guanilat ciklaz aktivitas emelkedése azt mutatja,
hogy a CO indukalta aktivitdis fokozddasa alapvet6 fontossdgi az
iszkémia/reperfizion dtesett myocardium védelmében. A cAMP és cGMP
koncentraciok konkrét értékein kiviil fontos paraméternek tekintik a cAMP/cGMP
aranyat. Du Toit és mtsai (1992) izolalt szivmodellen kimutattdk, hogy minél
alacsonyabb a cAMP/cGMP hanyados az iszkémia alatt, anndl jobb az iszkémiat
koveto felépiilés a szivizomban.

Az iszkémia/reperfiizié sordn bekovetkezd oxidativ sejtkdrosoddst bizonyitott
moédon antioxiddnsok addsdval lehet csokkenteni. Ezen exogén antioxiddnsok
hatdsukat leginkdbb az intersticiumban fejtik ki és kevésbé a sejten beliili térben. A
szabadgyok-reakcok elleni védelem masik lehetdésége az endogén védelmi
folyamatok indukaldsa és mikodésiik fokozéasa (Tosaki és Das, 2002). A CO terdpids
szerepe két lehetséges mdodon jelenik meg: egyrészt a CO-ot felszabadité molekuldk
alkalmazdsdval, vagy a HO rendszer farmakoldgiai stimuldldsdval, mely sordn

endogén CO szabadul fel. Ezeknek a lehetOségeknek az elénye az, hogy az
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intracelluldris CO szint emelés mellett kikiiszoboljik a CO toxikus interakcidjat a
hemoglobinnal és a vér alakos elemeivel és ezen keresztil megakadidlyozzuk a
hypoxia okozta sejtkdrosoddsokat is. A terdpids alkalmazds mdsik médja az exogén
CO inhalicidja és a tiléld szovetek, szervek exogén CO-dal torténd kezelése. A CO
in vivo koriilmények kozott torténd inhalacidja toxikus hatdsi, a vér és szovetek
kozotti oxigén transzport gétldsdval sejthaldlhoz, haldlhoz vezet (Turner és mtsai,
1999). igy a CO belélegeztetése csak szigordan kontrolldlt koriilmények kozott
torténhet (DeBias és mtsai, 1976). A CO in vitro koriilmények kozotti alkalmazasa a
bypass miitétek soran lehetséges, mely alatt a vért a keringésbdl kiiktatjak, s a CO-ot
tartalmazé ,,krisztalloid” kardioplégids oldatot perfundélnak at a sziven.

Kisérleteink célja az volt, hogy az exogén CO védd hatdsat vizsgdljuk a
cGMP/guanilat cikldz rendszer szemszogébol és egy lehetséges magyarazatot adjunk
a hattérben zajlé molekuldris mechanizmusokra. A reperfizié hatdsdra kialakuld
hypoxia kovetkeztében szignilfolyamatok indulnak meg, melyek fontos szabdlyozdja
a CO. Tapasztalataink azt mutatjdk, hogy az exogén CO ezen moduldld,
kardioprotektiv ~ hatdsa  szigordan  koncentrici6fiiggd.  Osszefoglaldsként
elmondhajuk, hogy a CO preventiv szerepére irdnyuld vizsgélatok adatait az adott
kisérleti koriilmények tiikrében kell elemezni és a kovetkeztetéseket levonni. Fontos
paraméternek tekinthetd az alkalmazott CO koncentricid, a kezelés iddtartama, az
hogy in vivo, vagy in vitro koriilmények kozott tortént-e a kisérlet, és nem utolsé
sorban tartalmazott-e az alkalmazott modell vért és sejtes elemeket, vagy sem. Igy
eredményeinket €s az irodalomban megjelend mas tanulmanyokat is a CO klinikai

alkalmazasa el6tt ezen koriilmények figyelembevételével kell értékelni.

2. A CORM-3 jelentésége

Az évtizedek 6ta folyé kutatdsok és az iszkémia/reperfiizio alatt bekovetkezd
molekuldris és celluldris véltozdsok jellemzése ellenére megéllapithatd, hogy a
reperflizidt elosegitd eljarasok fejlesztésén til viszonylag kis mértéki fejlodés tortént
a kardidlis iszkémia és/vagy annak kovetkezményeinek hatdsos farmakoldgiai
kezelésében. Az iszkémia/reperfizié indukalta elvéltozdsok mechanizmusainak
tanulményozdsa sordn sok potencidlis gydgyszerjelolt molekuldt azonositottak,
amelyek befolydsolni tudjidk ezeket a patoldgids folyamatokat (Opie 1980., Opie
1989a, Manning és Hearse, 1984). Szamos beavatkozds és terdpids dgens képes az

iszkémids elvéltozasok kifejlodésének ardnyét lassitani, amelynek eredményeként a
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posztiszkémids felépiilés javulhat (Hearse és Bolli, 1992, Das és mtsai, 1999). Széles
korben ugy gondoljdk, hogy ezek az anyagok a sejtekben bekovetkezd kdrosodasok
alapjat szolgdl6  mechanizmusok  befolydsoldsaval =~ mddosithatjdk  az
iszkémia/reperfuzion dtesett szivek kardidlis funkcidinak romldsat és mértékét is. A
rendelkezésre 4ll6 boOséges adat azt mutatja, hogy a szivelégtelenséghez és
arrhythmidhoz vezetd iszkémia/reperfiizié altal indukalt elvdltozdsokban kiilonféle
mechanizmusok mikodnek kozre. Igy joggal gondolhatjuk azt, hogy a
sejtkarosoddsok kialakuldsaért sokkal inkdbb az egymastdl eltéré és Osszetett
mechanizmusok a felelések, mintsem egyetlen faktor (Bolli és mtsai, 2004).
Azonban az egyik valosnak vélt szigndltranszdukcidés folyamat aktivdldsa, vagy
gitldsa automatikusan hatdssal lehet egy madsikra, mely egyértelmiien a
posztiszkémids allapot javulasat eredményezheti. Az arrhythmidk és az iszkémia

és/vagy reperfizi6 4altal okozott sejtelhaldshoz vezetd mechanizmusok

magyardzataként a kovetkezd6 mechanizmusok emelhetdk ki:

e (Ca’™, Na'és K" ionok egyensiilydnak megbomlésa (Opie, 1989b; Shivkumar és
mtsai, 1997; Avkiran és Haworth, 2003).

e Szabadgyok képzddése (McCord, 1985; Myers és mtsai, 1985).

¢ Energia csokkenése, kulcsfontossagu intermedierek €s kofaktorok elvesztése
(Imahashi és mtsai, 2004)

e Kiilonboz6 gének expresszidja és represszidja a fehérjéikhez kapcsoltan

(Imahashi és mtsai, 2004; Szendrei és mtsai, 2002; Fisher és mtsai, 2005).

Vizsgalataink sordn megkiséreltiik felderiteni, hogy a CORM-3 molekuldbdl a
sejtekben felszabadul6 CO kapcsolatban van-e a szivfunkcidk posztiszkémids
javuldsaval, az alatta bekovetkez0 kamrai arrhythmidk gyakorisaganak
csokkenésével valamint az iszkémia/reperfizion atesett myocardium infarktusos
teriiletének csokkenésével. Eredményeink betekintést adnak a CORM-3-nak a
myocardidlis iondsszetételre gyakorolt hatidsidra, ezen kivill az iszkémiat kovetd
szivfunkciok visszanyerése és a CORM-3-bol felszabadul6 CO lehetséges
kapcsolatara. A sejtek K™ vesztése és az ioncsatornak myocardidlis iszkémia sordn
bekovetkez6 kdrosoddsa olyan kritikus faktorok, melyek letélis iszkémia/reperfiizids

karosodast és arrhythmidkat eredményeznek (Shivkumar és mitsai, 1997). Az
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iszkémids és reperfundélt szivizomban az intracelluldris Na* tartalom novekedése és
a depolarizdlt membréanpotencidl a Ca®* ionok szivizomsejtekbe torténd dramlasdhoz
vezet. A Ca’™ jonok bedramldsa a Na* jonok helyére a Na*/Ca® ioncsatornin
keresztiil tdrténik (Imahashi és mtsai, 2005). Mindemellett a Ca®*, K*, Na* csatornk
aktivalasa, vagy depriméldsa fontos szabdlyozd szerepet tolt be a posztiszkémids
szivfunkcidk felépiilésében (Tosaki és Hearse, 1987). Egy kordbbi tanulmany azt
mutatta, hogy a mitokondrialis ATP fiiggd K" csatorndk a CORM-3-bdl felszabadul6
CO hatasara bekovetkezd aktiviciéja hozzdjarul az iszkémia/reperfiizion atesett
szivek kardioprotekci¢jdhoz (Clark és mtsai, 2003). Ennek ellenére az a tény, hogy a
sejtben felszabadulé CO moédosithatja a celluldris kation egyensulyt a myocardidlis
iszkémia/reperfuizid folyamén, Uj irdnyt adott a kutatdsoknak.

A nett6 K* vesztésért felelds elsédleges faktor a megvaltozott Na* dram, amely
a Na" sejtekben torténé akkumuldcidjat és a K* sejtekbdl torténd kicserélését
eredményezi. Annak érdekében, hogy meghatirozzuk azt, hogyan befolydsolja a
szivek CORM-3-mal torténd kezelése a reperfizié indukdlta elvéltozdsokra
gyakorolt hatdsat, 6sszehasonlitottuk a CORM-3-mal kezelt és nem kezelt szivekben
bekovetkez6 arrhythmidkat, szivfunkcidkat, az infarktusos teriilet nagysagat és az
iondramok megvéltozdsat. Kisérleteink sordn azokhoz az eredményekhez jutottunk,
hogy az iszkémia/reperfizié indukalta intracelluldris Na" akkumuldciét és egy nettd
K" vesztést eredményezett, hiszen az iszkémidt kovetben az ionmozgdsok
elektroneutralitdsat és az ionegyensilyt biztositani kell. A legvalészinlibb az, hogy a
K" tartja fenn a toltésegyensilyt, mivel a K™ egy ,,ubiquiter” intracelluldris kation,
amely nagy membranpermeabilitdssal rendelkezik (Shivkumar és mitsai, 1997).
Eredményeink egyértelmiien mutatjdk, hogy a 25 és 50 uM CORM-3 kezelés
jelentds mértékben csokkentette a szivizomsejtek K' vesztését és megvédte az
izomsejteket a Na* és Ca®* tartalom gyarapoddsatol. A CORM-3-mal kezelt szivek
kevésbé voltak fogékonyak az életet veszélyeztetd arrhythmidkra, amelyet a 30 perc
iszkémiat kovetd, reperfizié alatt bekovetkez6 VF és VT eléforduldsi
gyakorisdganak csokkenése igazol. Munkank a sejtmembran két oldalan kialakuld
ionegyensulyok fontossdgdnak kiemelkedd szerepét emeli ki, mivel a kiilonbozd
klinikai korképeket gyakran komplikédljdk a sziv ionegyensuly zavaraibdl eredd
arrhythmidk. Az arrhythmidk el6forduldsi gyakorisaganak CORM-3 kezelés hatdsara
torténd csokkenését tiikkrozi az infarktusos teriilet jelentds mértékii csokkenése és a

poszt-iszkémids szivfunkcidk javuldsa.
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A hem-oxigendz-1 rendszer ,,melléktermékeként” ismert CO és az exogén
modon alkalmazott CO kardioprotektiv hatdsidt mér szdmos kutaté kordbban leirta
(Vulapalli és mtsai, 2002; Fujimoto és mtsai, 2004), djabban pedig a CORM-3
myocardiélis infarktussal €s a transzplantdcids kilokddési reakcidkkal szembeni védo
hatdsat igazoltdk (Clark és mitsai, 2003; Motterlini és mtsai, 2005a, b). A mar
kordbban emlitettek szerint a szivizomban a CO az ATP fiiggé K" csatorndk egy j6
célpontjanak tiinik (Clark és mtsai, 2003), és ami még meggy6zobb, bizonyiték
tdmasztja ald a K* csatorndk részvételét a CO szigndl transzdukcidjaban a szisztémds
vaszkulatiraban (Foresti és mtsai, 2004a, b), az agyi erekben (Jaggar és mtsai, 2002)
és a simaizomsejtekben (Jaggar és mitsai, 2005) egyardnt. Egészen mostandig
kételkedéssel fogadtik azt a feltevést, hogy a CO célpontjai az ioncsatorndk lehetnek,
mivel ismert volt, hogy a csatorna-proteinekrél hidnyzik egy olyan molekularis
domén, amely kozvetlen kapcsolatot biztositana a CO-val. Val6jdban a hem, vagy a
proteinben 1évé fém a preferdlt célpontja a CO-nak, amely egy lehetséges
molekuldris ,kapcsolévd” vdlik a sejtek szdmdra és a CO szigndltranszdukcidjanak
kivaltdsahoz sziikséges (Motterlini és mtsai, 2003). Ujabban a Ca**szenzitiv K*
csatorndkrol irtdk le, hogy kovalensen kotddnek a vas protoprfirin IX-el, ezen kiviil
bizonyitékkal tdmasztottdk ald azt is, hogy a hem egy erds, de finom allosztérikus
reguldtora a K* csatornaknak (Lopez-Barneo és Castellano, 2005).

A CO K" csatorndkra kifejtett kozvetlen hatdsa és a héttérben lezajlo
mechanizmusok teljes megismeréséhez még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
Munkank sordn azonban sikeriilt bizonyitani, hogy a CORM-3-bdl felszabadulé CO-
nak egyértelmiien hatdsa van az alapvetden fontos ionok egyensily viszonyaira, mely
altal a szivizom védelmét biztositja az iszkémia/reperfiizié kovetkeztében kialakuld
myocardidlis szoveti és miikodésbeli elvaltozdsokkal szemben. A CORM-3
iszkémids myocardiumban kifejtett hatdsa a molekulabol felszabadul6 CO-nak
koszonhetd, mivel a kordbbi vizsgalatok mar igazoltdk, hogy az inaktiv CORM-3-bdl
(ICORM-3) nem szabadul fel CO és igy az nem is hatdsos (Clark és mtsai, 2003;
Guo és mtsai, 2004; Stein és mtsai, 2005). Erdemes megjegyezni, hogy a CO -hoz
hasonléan egy mdsik gdz molekula, a NO - igy a NO-donor molekuldk is - képes
javitani az iszkémia/reperflizié indukélta elvaltozdsokat (Ferdindndy és Schulz,
2003). Mindkét giz halmazallapoti medidtor hasonlé mechanizmussal a guanilat-
ciklaz rendszer aktivdldsdn keresztiil intracelluldris cGMP novekedést eredményez

(Giannini és mtsai, 2005; Bak és mtsai, 2005). A CORM-3-mal kapcsolatos
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eredményeket munkacsoportunk kordbbi tapasztalatai is aldtdmasztjak, mely szerint a
HO-1-b6l  felszabadul6  endogén  CO-nak  dont6  szerepe van  az
iszkemizalt/reperfundalt szivekben kialakulé VF megel6zésében (Bak és mtsai 2002,
2003). A legelsd tanulmédnyok egyike (Sharma és mtsai, 1999) pedig arra mutat r4,
hogy mind a HO-1 mRNS, mind a protein szintek jelentdés emelkedése az
iszkémia/reperfuzion 4tesett szivek védelmét eredményezte. Egy mdsik vizsgdlat
szerint a vektorokkal torténd szoveti transzfekcid, vagy a HO-1 expresszidjanak
stimuldcidja - mely endogén CO-ot generilt - az elébbiekhez hasonlé myocardidlis
védo hatast ért el.

Néhany évtizeddel ezeldtt a hemoxigendz rendszert csupén a sejten beliili hem
homeosztazisdnak fenntartdsanak Osszefiiggésében emlitették, és az dltala termelt
produktumokat (bilirubin, CO) csak fo6losleges, toxikus termékeknek tekintették
(Motterlini és mtsai, 2003). Az utébbi években drdmaian megvaltozott a CO
megitélése a folyamatosan megjelend meggy6z6 kozlemények kovetkeztében,
melyek arrdl szdmolnak be, hogy a CO egy fontos jelkdzvetitdé medidtor és egy
sokoldald - kardiovaszkuldris, ideg- és immunrendszerben lezajlé - biokémiai
utvonalak effektor molekuldja (Motterlini és mitsai, 2005 a, b). A bioldgiai
rendszerekben alkalmazhat6, kémiailag CO hordozénak tervezett CORM molekuldk
megjelenése igazolta azt a fontos feltevést, hogy a CO kis mennyiségei
alkalmazhatdék arra, hogy megvizsgiljak ennek a kétatomos giz még specifikusabb
hatdsat, és tovabbi vizsgalatok irdnyulnak majd a CO kardialis elvaltozasok és mas

elvaltozasokban betoltott kedvezd hatasanak optimalizalasara.

3. Az apoptézis jelentosége

Mar a  hetvenes években  kisérletekkel igazoltdk, hogy az
iszkémia/reperfizionak kitett szivizomsejtek elhaldsa két mechanizmussal torténik:
nekroézissal és apoptdzissal (Reimer és mtsai, 1977). A patholdgids szivizomban a
sejtelhalds legnagyobb részt nekrdzis utjan kovetkezik be, amelyet dinamikus
patholégids folyamatként jellemezték, mivel a nekrotikus folyamatot csak a
reperflizié kezdeti és legvégsd szakaszdban mutattdk ki (Zhao és mtsai, 2000). A
teljes iszkémia alatt az elsddlegesen kifejlodd sejtelhaldsi mechanizmus viszont az
apoptozis (Gottlieb és mtsai, 1994; Fliss és Gattinger, 1996). Bar e két folyamat

szamos dtvonalban kiilonbozik, mégis atfedések, kapcsolatok 1éteznek a sejtelhalds
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két formédja kozott. Ezek a megfigyelések uj lehetdséget adtak az iszkémia/reperfiizid
soran kérosult szivizomban lejatsz6d6 koros sejtelhaldsi folyamatok befolyasoldsara.

Napjainkban megnovekedett az érdeklddés az apoptdzis mechanizmusdnak
vizsgélata irdnt és ennek kapcsdn a koros éllapotokban betdltott szerepe utdn. Az
apoptozis teljes mechanizmusat és kivaltd okait még nem teljesen tisztaztak, de
szdmos kaszkadfolyamatot irtak le az utdbbi évtizedben, melyek kozill az egyik
legjobban ismert a kaszpaz rendszer (De Moissac és mtsai, 2000; Mocanu és mtsai,
2000). Gyakran vizsgalt mechanizmusok kozott szerepel a protein kinase C (PKC)
(Takashi és mtsai, 1999), a p53 (Gottlieb és mtsai, 1994), a MAPK (mitogen
activated protein kinase) (Mackay K. és Mochly-Rosen D, 1999), a TNF-o kaszkddja
is (Kurrelmeyer K. A. és mtsai, 2000).

Munkacsoportunk kordbbi kisérletei szorosan kapcsolédnak a kaszpaz rendszer
vizsgdlatdhoz. Kovacs és mtsai (2001) a szelektiv és nem szelektiv kaszpaz
inhibitoroknak az iszkémia/reperfizié kovetkeztében kialakuld sériilések elleni
védelmében betoltott szerepét vizsgaltik. Eredményeik szerint a nem szelektiv
kaszpdz inhibitorok amennyiben jelen vannak a reperfizid inditdsakor, jelentds
védelmet nytjtanak a myocardium szaméara. A specifikus kaszpaz inhibitorok esetén
viszont nem mutatattak ki hasonlé védé funkcidt, jelentds mértékben nem
csokkentette az infarktusos teriiletet.

Az apoptézis sordn szoveti transzglutamindzok (tTG) aktivdlédnak, melyek
izopeptid kotéseket hoznak 1étre az apoptotikus sejtben. A szoveti tanszglutamindzok
koziil a TG2 abban kiilonboztethetd meg a tobbi tTG-tdl, hogy sejfelszin adhézids
medidtorként €s a G proteinhez hasonldan viselkedik. A keresztkotések 1étrehozédsin
kiviil GTP koté proteinként is miikodik, amely az ojp-adrenerg receptoron (AR)
keresztiil intracelluléris szigndlfolyamatot medidl. Jelenleg viszonylag mar jol ismert
a TG2 protein-diszulfid izomeraz és kinaz aktivitdsa az apoptotikus folyamatokban.

A TG2 bioldgiai szerepének vizsgalatdhoz TG2 knockout (TG2”) egereket
alaklamztunk. Ezeknél az egereknél a gliikk6z stimulusra bekdvetkezd inzulin
szekrécio karosult és gliik6z intoleranciat figyeltek meg. A fent emlitett genetikai
modositas olyan fenotipust eredményezett, amely hasonlitott a korai diabéteszes
rohamokat produkdlé egyedekre. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a TG2
fiziolégiai szerepet tolthet be a gliik6z intolerancidban (Bernassola €s mtsai, 2002). A
gliikéz indukdlta inzulin felszabadulds sériilése er0sen Osszefiigg a 1égzési lanc

tokéletlen aktivacidjaval és az ATP termelés csokkenésével (Maechler P and
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Wollheim C. B., 2001). Ezt, azonban még soha nem vizsgéltdk a TG2 viszonylatdban
annak ellenére, hogy a TG2 kolokalizdlt a mitokondriummal és az expresszidja a
mitokondrium hiperpolarizdcidjdhoz vezet (Piacentini és mtsai, 2002). Ezen kiviil, a
TG2" egereket vizsgalva azt is kideritették, hogy a TG2 a G proteinhez hasonldan az
AR szignélfolyamatban védelmet nytjt a hepatocitdknak a Fas medidlta sejtelhaldssal
szemben (Sarang és mtsai, 2005). Mivel az oj,-adrenerg receptor a sziv sejtjeiben is
expresszalodik és a Fas szignal kozremiikodik a sziv kéros elvéltozasaiban, ezért ugy
hatdroztunk, hogy megvizsgdljuk a TG2 hatdsit az iszkémia/reperflizié6 sordn
bekovetkezd sériilésekben. Azért, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy az oip-
adrenerg receptort nem produkdld szivpreparatumban (AR’) a sériilt AR szignal a
felel6s-e a TG2" szivek iszkémia iranti érzékenységének fokozdddsaban, elvégeztiik
az AR egyedeken is az iszkémia/reperflizios vizsgalatokat. Kisérletiink eredményeit
nem tartalmazza az ,Eredmények” cimi fejezet, mivel nem tapasztaltunk
szignifikdns kiilonbséget az AR™ és AR" egyedek esetén. Sem az infarktusos teriilet
nagysagaban, sem a VF gyakorisdgaban és a tovabbi posztiszkémids szivfunkciékban
sem volt szignifikdns kiillonbség. Tehat vizsgdlatainkkal kizartuk annak lehetdségét,
hogy az oup-adrenerg receptor dltal kozvetitett szigndl szerepet jatszana a TG2™"
szivek iszkémia irdnti érzékenységének fokozéddsaban.

Munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint - Osszhangban mds kutatok
megéllapitidsaival - az iszkémia/reperfizio el6tti és utdni szivfunkcids értékek
jelentdsen kiilonbdznek a nem génmddositott egyedek esetén. Hasonld szignifikédns
eltérést figyeltink meg a TG2" egerek egyes szivfunkciés paraméterei és a vad
tipusti egerek ugyanazon paraméterei kozott. Kiilon kiemelendd, hogy a TG2™
egerek szivfunkcids paraméterei az iszkémia el6tt is gyengébbek voltak a vad tipus
értékeihez viszonyitva. Okamura és mtsai (2000) megallapitottdk, hogy a
nagyenergidju foszfat tartalom jelzi a kardidlis funkcidkat az iszkémia/reperfiizié
elott és utan. Tekintettel arra, hogy iszkémia/reperfiizio eldtt €s utan is szignifikdnsan
rosszabb szivfunkciét mutattunk ki a TG2 knockout egerekben a vad tipushoz képest,
kisérleteink masik részében arra kerestilk a vdlaszt, hogy a TG2 enzim hidnya
hogyan befolydsolja a nagyenergidji foszfat tartalmat az iszkémia/reperfiiziot
kovetden. Adataink egyértelmilien tiikrozik, hogy a nagyenergidji foszfat tartalom

fenntartdsa sériilt az iszkémia/reperftzi6 alatt a vad tipusndl és még inkabb a TG2™
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egerek esetén, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a mitokondridlis ATP termelés
jelentds mértékben sériilt az iszkémia/reperflizid soran.

Eredményeink bizonyitékul szolgdlnak a TG2 enzim egy ujszerli szerepére,
mely szerint hozzdjarul a sértetlen mitokondridlis 1égzési funkcié fenntartdsahoz,
hidnya pedig az ATP termelés folyamatinak silyos sériiléséhez vezet. A TG2”
egereknél megfigyelt defektusok a TG2 mitokondridlis szubsztrat proteineken
megvalésuld kozvetlen hatds hidnyanak, valamint szdmos mitokondridlis szabalyzé
fehérje TG2 altal katalizalt poszttranszlaciés modositasa hianydnak kdszonhetok.

Végezetiil, vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a TG2-nek fiziologids
koriilmények kozott szerepe van abban, hogy a szivizomsejtek mitokondriumaban a
1égzési lanc megfeleld szinten zajlik. Tovabbi célul tiiztiik ki, hogy munkacsoportunk
kovetkezo 1épésként vélaszt taldljon, hogy a TG2 mar jol ismert, szamos
enzimaktivitdsa koziil (transzamiddz, kindz és protein diszulfid izomerdz aktivitas)

mely(ek) felelosek a fent leirt fizioldgids funkcidért.

42



Osszegzés

A szivizom iszkémids megbetegedések az egyik leggyakoribb haldlokot
jelentik Magyarorszdgon. Az iszkémia sordan kialakulé oxigén ellatasi zavar
kiilonbozd elvaltozasokat eredményez. Munkank sordan az ischemia/reperfiizié utan
bekovetkez6 patholdgids folyamatok mechanizmusanak vizsgalatat és farmakoldgiai
befolyasolasat tliztiik ki célul.

Kisérleteink els6 részében a CO védo hatdsat vizsgaltuk kiilonbozo
koncentraciéji exogén CO kezelés esetén. Az eredményeink azt mutattdk, hogy a
CO alacsony koncentriciéban val6 jelenléte a perfizidés folyadékban védelmet
nyujtott az iszkémia/reperfizié sordn fellépd kedvezdtlen behatdsok ellen, amely az
emelkedett cGMP és cAMP szoveti koncentracidkban tiikroz0dott vissza. A cGMP
szintek novekedése és az ezzel Osszefiiggd guanilat ciklaz aktivitds emelkedése is azt
mutatja, hogy a CO indukdlta aktivitds fokozdédisa alapvetd fontossagu az
iszkémia/reperfiizion atesett myocardium védelmében.

A napjainkban kifejlesztett CO hordoz6é molekuldk (CORM) farmakoldgiai
eszkozként képesek az endogén CO hatdsit kivaltani. A vizsgdland6 sziveket
kiilonbozo koncentraciéji CORM-3-mal kezeltiik. A kezelt szivek kevésbé voltak
fogékonyak az életet veszélyeztetd arrhythmidkra, amelyet a VF és VT el6forduldsi
gyakorisdganak csokkenése igazol. Eredményeinkkel sikeriilt bizonyitani, hogy a
CORM-3-bdl felszabadulé CO-nak egyértelmiien hatdsa van az alapvetden fontos
ionok egyensulyi viszonyaira, mely 4&ltal a szivizom védelmét biztositja az
iszkémia/reperfuzié kovetkeztében kialakulé myocardidlis elvaltozasokkal szemben.
Az arrhythmidk el6forduldsi gyakorisdgdinak CORM-3 kezelés hatdsara torténd
csokkenését igazolta az infarktusos teriilet jelent6s mértékii csokkenése és a poszt-
iszkémids szivfunkciok javulésa.

Kisérleteink harmadik részében a TG2 enzim iszkémia/reperfizidban betdltott
szerepét vizsgédltuk. Adataink egyértelmiien tiikrozik, hogy a nagyenergidju foszfat
tartalom fenntartdsa sériilt az iszkémia/reperfiizié alatt mind a TG2™" egerek, mind a
vad tipusndl is, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a mitokondridlis ATP termelés
jelentés mértékben romlott az iszkémia/reperfizié sordn. Vizsgalatainkkal kizartuk
annak lehetdségét, hogy az op-adrenerg receptor altal kozvetitett szigndl szerepet
jitszana a TG2" szivek iszkémia irdnti érzékenységének fokozoddsiban. A
nagyenergidju foszfittartalom nagyobb mértékii csokkenése a TG2" szivek esetén
bizonyitékul szolgdl a TG2 enzim egy udjszerl szerepére, mely szerint hozz4jarul a
sértetlen mitokondridlis 1égzési funkcié fenntartdsdhoz, hidnya pedig az ATP
termelés folyamatanak sulyos sériiléséhez vezet.
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Summary

Cardiac ischemia is one of the most frequent causes of death in Hungary. In
case of impaired oxygen supply can cause serious injuries. The aims of our studies
were to investigate the pathological mechanism forming in consequence of
ischemia/reperfusion and pharmacological approaches.

In the first part of our experiments we examined the protective effect of CO
applying different concentration CO treatment. Our results show that low
concentrations of exogenous CO protect the isolated ischemic/reperfused heart and
act by increasing cAMP and cGMP levels in the myocardium. The significant
increase in cGMP levels related to guanylate cyclase activities in CO-treated hearts,
suggests that CO-induced elevation by the guanylate cyclase-cGMP system is
essential for cardioprotection.

Carbon monoxide (CO) carriers have been recently developed as a
pharmacological tool to simulate the effect of heme oxygenase-1-derived CO. Hearts
were treated with different doses of CORM-3, which is a third generic CO releasing
molecule. The results demonstrate that CO liberated from CORM-3 markedly
influences the balance of important ions and, as a consequence of its effect, provides
cardiac protection against tissue damage and myocardial dysfunction inflicted by
ischemia-reperfusion. Indeed, hearts treated with CORM-3 were less susceptible to
potentially life-threatening arrhythmias, as evidenced by the reduced incidence of VF
and VT during reperfusion. The observed protection against the incidence of
arrhythmias by CORM-3 was proved by a significant reduction in infarct size and
improvement in post-ischemic cardiac function.

In the third part of our experiments we investigated the role of TG2 enzyme in
the ischemia/reperfusion. Our datas imply that in TG2" hearts the maintenance of the
high energy-phosphate content is impaired during ischemia/reperfusion. This defect
could reflect a failure in mitochondrial ATP production. We precluded the possibility
that signal mediated by alpha-1b-adrenergic receptor (AR) would take in part the
increasing of sensitivity regarding ischemia/reperfusion. Decreasing of high energy
phosphates concentration in TG2" hearts provide evidence for a novel function of
TG2 participating in the maintenance of the intact mitochondrial respiratory function,

the absence of which leads to a serious failure in ATP production.
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