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Bevezetés

Napjaink egyik legnagyobb kihiviast jelentd egészségiigyi problémdja a
kardiovaszkularis betegségek €s azok kezelése. Az utdbbi évtizedben sajnélatos
médon megemelkedett a daganatos betegségek gyakorisdga, azonban a felndtt
férfiak és nok esetében is még mindig a kardiovaszkuldris betegségek jelentik a
vezetd haldlokot. Ma mar statisztikai modellekkel mérni tudjak egy-egy, vagy
tobb rizikofaktor (pl.: tdlsidly, diétahiba, dohdnyzds) befolydsit a mortalitdsi és
morbiditasi értékekre. Magyarorszdgon is egyre tobb gondot forditanak a
betegtdjékoztatasra, hogy csokkentsék a rizikéfaktorok befolydsat. Mivel a
rizik6faktorok teljes elimindldsa nem valdsulhat meg, igy preventiv célbdl nagy
sziikkség van a gyogyszeres kezelésre.

A kardiovaszkuldris megbetegedésekre szdmos gydgyszeres kezelési
lehetdség 4ll rendelkezésre, de tovabbi fejlesztések folynak a hatékonysag
novelése érdekében. Ezt segitik azok az alapkutatdsok, melyek molekuldris
mechanizmusokat tdrnak fel. A kardiovaszkularis betegségek hatterének
megismeréséhez és a gyogyszeres terdpia fejlddéséhez jarulnak hozza a szén-
monoxiddal (CO) kapcsolatos kutatdsok.

Az endogén CO keletkezésének utjat legeldszor egy 1968-as
kozleményben emlitett€ék Tenhunen €s munkatdrsai. A hemoxigeniaz (HO)
NADPH és oxigén jelenlétében a hem protoporfirin gylirijének o--metén hidjait
bontja és oxiddlja, melynek eredményeként ekvimolaris CO szabadul fel és vas
keletkezik, a hem felhasadt protoporfirin gylriije, pedig biliverdinné alakul.

A CO dltal indukalt vasorelaxéacio jelenségét 1984-ben figyelték meg,
amikor McGrath és Smith exogén CO hatédsdra bekovetkezd korondria relaxéciot
mutatott ki. A CO terapids szerepe két lehetséges modon jelenik meg. Egyrészt
az eldbbiekben emlitett médon a HO rendszer farmakoldgiai stimuldlasdval
endogén CO képzddését érhetjiik el, misrészt a CO-ot felszabadité molekulak,

az uUn. Carbon Monoxide Releasing Molecules (CORMs) alkalmazisa



intracellularis CO-ot produkdl. A CORM vegyiiletek bizonyos dtmeneti fém
karbonilok, amelyekbdl CO szabadul fel. A vegyiiletek tobb genericidjat
elddllitottdk mar eld, melyek szerkezet-hatds Osszefiiggései alapjan Motterlini
kutatocsoportja ma is tovabbi fejlesztéseket végez.

A CORM vegyiiletek elsd generdcidja, a CORM-2 - szerkezetét tekintve
trikarbonil-dikloro-ruténium(II) dimer - csak szerves oldészerekben (pl. DMSO)
oldédik, 1igy er0sen megkérddjelezte a szdrmazékok in vivo torténd
alkalmazhat6sagat. Rdaddsul a vegyiiletekbdl torténd CO felszabadulds csak
meghatédrozott fizikai (hidegfény expozicid) vagy kémiai (pl. erds ligand
jelenléte - DMSO) hatdsara kovetkezik be. Az oldékonysagbeli probléma
tovabbi fejlesztésre késztette a kutatdkat, melynek eredményeként kialakitottak
a masodik generéci6 jellegzetes struktirdjat.

A CORM-3 vegyiiletekben az atmeneti fémhez egy glicin molekulat
kapcsoltak megnovelve ezzel a CORM vegyiilet vizoldékonysagat. A CORM-3
tovabbi elonyos tulajdonsdga, hogy kevésbé toxikus, mint a CORM-2, valamint
bizonyitottdk, hogy mind in vitro, mind in vivo koriilmények kozott
bekovetkezik a CO képzddése. A tovabbi eldrelépést jelentett a CORM-3 esetén,
hogy a CO felszabadulashoz sziikséges pH €s az erds elektron donor ligand is
biztositva van a bioldgiai kornyezetben. A biztatd6 eredmények ismeretében
remélhetjiikk, hogy a kardiovaszkuldris betegségek kezelésében a CORM
molekulédk tovébbi fejlesztése 1) terdpids lehetdséget fog adni a kozeljovoben.

Az iszkémids szivbetegségek kezelésének tovabbi fejlodéséhez jarulnak
hozzéd a napjainkban fellendiilt apoptdzis kutatdsok. Csak az utébbi évtizedben
alakult ki az az 0j kutatési irdny, amely az apoptdzis szemszogébol is vizsgalja a
sziv- és  érrendszeri megbetegedéseket. Bar az  apoptézisrita a
szivelégtelenségben viszonylag alacsony, de még mindig nagyobb mértékii, mint
a normalis szivben, ahol ez elhanyagolhatd. A szivizomsejtekben bekovetkezd
apoptdzist szdmos induktor molekula katalizdlja. A myocardiumban a

legerdteljesebbek a szabad gyokok, a citokinek (aTNF, FAS), autokoidok



(angiotenzin II) és a NO. Az indukciot kovetden szamos utvonalon indulhat meg
a sejtelhalds folyamata. Ezen jelatvivo folyamatok mechanizmusédnak feltarasa
torténik ma is.

Az apoptozishoz vezet0 egyik jelatviteli ut a mitokondriumban zajlik. A
sejtelhalds mindkét mechanizmusa, a nekrdzis és az apoptézis sordn is
megnyilik az MPTP (mitochondrial permeability transition pore), viszont az
apoptdzis sordn hamar bezdarul, igy biztositva a szivizomsejzek ATP-
haztartdsanak egyensilyat. Mivel a szivizomsejtek tartalmazzdk a
térfogategységre vonatkoztatott legtobb mitokondriumot, igy kiemelkedd
szerepe van mitokondriélis apoptotikus ttvonalnak.

Az elhal6 sejtekben indukdlédé apoptézis specifikus fehérjéket mutattak
ki, amelyeket funkcidjuk alapjdn transzglutamindzoknak neveztek el (tTG).
Ezek az enzimek a sejtek legkiilonb6zdbb helyein lokalizaltak és a sejtfehérjék
keresztkotésével stabilizaljik az apoptotikus sejt szerkezetét, melyhez Ca**-t
igényelnek. A transzglutamindz csalddhoz tartoz6 TG2 enzim abban kiilonbozik
a tobbi tTG-t6l, hogy a G proteinhez hasonléan a tramszmembrdn szignal
folyamatokban jatszik szerepet és sejtfelszini adhéziés medidtorként is
viselkedik. Szamos betegségben igazoltdk a TG2 patolégids szerepét, igy a
Huntington korban, a diabetes mellitusban és a malabszorpcids szindroméaban.
Ezen ismeretek alapjan feltételeztiik, hogy a myocardiumban nagy ,térfogati”
ardnyban jelen 1évé mitokondriumok energiaelldtottsdgara befolyassal lehet a

TG2 jelenléte, vagy hidnya az iszkémia/reperfiizié sordn.



Célkitiizések

Munkénk sordn az ischemia/reperfizi6 sordn bekdvetkezd patholdgids
folyamatok mechanizmusanak vizsgélatat és farmakoldgiai befolydsolasat tliztiik
ki célul. Vizsgélataink kdzéppontjdban a szén-monoxid molekula &llt, melynek
,endogén” formdjanak citoprotektiv hatdsa ismert.

o Kisérleteink egyik célja az volt, hogy az exogén CO védd hatdsat
vizsgaljuk a c¢cGMP/guanilét cikldz rendszer szemszogébdl. Kivancsiak
voltunk arra, hogy a kiilonb6z0 koncentraciéji exogén CO kezelés
hogyan befolydsolja a guanildt cikldz rendszerben jelenlevd
szigndlmolekuldk keletkezését. Fontosnak tartottuk tovdbb4, hogy a
0,001%, 0,01% és 0,1% CO kezelés mellett, in vitro koriillmények kozott
izolalt patkdnysziv modellen kovessiik a kardidlis funkcidkat
(szivfrekvencia, korondria 4taramlds, aorta Aataramlds, bal kamrai
nyomds). Vizsgédltuk tovdbba az infarktusos teriilet nagysidgit és a
reperflizi6 indukalta ventrikuldris fibrillaci6 el6forduldsat a cGMP, cAMP
szintek és a guanilat cikldz aktivitdsanak tiikrében, hogy Osszefiiggést
taldljunk a szigndlmechanizmusok és a fiziol6gids paraméterek kozott az
exogén CO kezelés fiiggvényében.

e Vizsgalni kivintuk a CORM-3-ként elnevezett, egyik szén-monoxidot
felszabadit6  molekula  ischemia/reperfiiz6  okozta  ventricularis
fibrilliciéra, és ventriculdris tachycardidra, valamint a myocardidlis
infarctusra gyakorolt hatasat. Célkitlizéseink kozé tartozott tovabbd, hogy
a kiilonb6z6 koncentracioji CORM-3 kezelés sordn felszabadulé CO
hogyan befolyédsolja az ioncsatorndk miikodését, valamint a CORM-3
feltételezett védd hatdsa tikrozodik-e az iszkémids teriiletek
csokkenésében.

e Munkidnk harmadik részében az apoptézisban szerepet jitszo

transzglutamindz-2  enzim  myocardiumban  betoltott — szerepét



tanulmédnyoztuk. Kisérleteinkkel valaszt kerestiink arra, érinti-e a 1égz¢ési
lancot a TG2 jelenléte, vagy hidnya az iszkémia/reperfizié alatt,
mennyiben médosul a nagyenergidji foszfitok produkciéja a TG2"* és
TG” egyedek myocardiumdban. Ezen kiviill vizsgdltuk, hogy a
szivizomsejteken is expresszdl6dd o,-adrenerg receptor (AR) - amelyen
keresztiill a TG2 intracelluldris szigndlfolyamatot medidl - jelenlétének

van -e szerepe az iszkémia/reperfizié kovetkeztében kialakulé koéros

folyamatokban.

Kisérleti dllatok

Kisérleteink elsd és masodik részében him Sprague-Dawley patkdnyokat a
harmadik részben him vad tipusd (TG2"") és TG2 ,.knock out” homozigéta (-/-),
AR egereket haszndltunk. Az éllatok humédnus bandsmédban részesiiltek a
,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for the Care and Use of

Animals” el6irdsainak megfeleléen (NIH publication no. 86-23, 1985).

Modszerek és anyagok

Az exogén CO vizsgalatahoz kapcsolodé médszerek és anyagok

Izoldlt ,,dolgozo-sziv” prepardtum

Kisérleteinkhez =~ him  Sprague-Dawley  patkdnyokat (270-340g)
haszndltunk. Az 4llatokat intraperitonedlisan adott natrium-pentobarbitallal (60
mg/tts kg) érzéstelenitettiilk, majd a trombusképzddés kivédésére iv. heparint
(500 TU/kg) adtunk. A heparin injektéldst kovetden a mellkast megnyitottuk és a
szivet kimetszettilk, melyet hideg perfuzids oldatba helyeztiink. A preparalast

kovetden a szivet az aortdn €s a vena pulmonaris-on keresztiil un. ,,dolgozé-



perflizios” késziilékkel perfundaltuk. Perfiiziés oldatként modositott Krebs-
Hanseleit bikarbonat puffert hasznaltunk, amelynek Osszetétele a kovetkezo
(mM-ban kifejezve): 118 NaCl, 5,8 KCl, 1,8 CaCl,, 25 NaHCO;, 0,36 KH,PO,,
1,2 MgS0O,, 5 gliikéz. A perfiuzids oldatot elézdleg 95% O, és 5% CO,
keverékével telitettik (pH: 7,4, 37 °C). A sziveket 5 percig Langendorf-
mobdszer szerint perfundéltuk 37 °C-on és konstans perfizids nyomdson, mely
100 cm-es vizoszlop nyomdsaval egyenértékti (10 kPa). Az atmosasi periddust
(vér és alakos elemeinek eltdvolitdsa) kovetden a késziiléket dolgozé modba
kapcsoltuk és regisztraltuk a szivfunkcidkat. Az aorta kidramldst kalibrélt
aramldsmérovel, a korondria dtaramldst, pedig a szivbol kicsopogod folyadék 1

percen keresztiil torténd gylijtésével mértiik.

Ischemia/reperfiizio kivdltdsa és a CO kezelés

Tiz perc aerob perfuziét kdvetden elzartuk mind a bal pitvarba torténd
bedramlds mind a bal kamrabdl torténd kidramlds utjat, majd 30 percig igy teljes
(globalis) iszkémidat hoztunk 1étre. A reperfuzié meginditisdhoz megsziintettiik
az elzarasokat. A 120 perces reperfizié els6 10 percében a perfizidt
Langendorff médban végeztiik, hogy elkeriiljiik az irreverzibilis kamrafibrillacid
(VF) gyakori elO6fordulasat. A sziveket kiilonboz6 koncentracioju CO
kezelésnek vetettik ald. Az iszkémia kivaltdsa eldtti 10 percben és a
Langendorff reperfiizi6 alatt CO-ot tartalmazé perfuziés folyadékot
aramoltattunk at. A CO koncentricidjit az egyes csoportokndl 0,001, 0,01, 0,1
(v/v)% -ra allitottuk be. Az iszkémia ideje alatt a myocardium kiszarad4stdl vald
védelméért a szivet koriilvevd iivegedényt lefedtilk és igy a pdratartalmat

konstans értéken (90-100%) tartottuk.

Mért paraméterek
A kisérletek alatt komputeres regisztracids berendezés (AD Instruments,

Australia) segitségével regisztraltuk az epikardidlis elektrokardiogramot (EKQG),



melyet a szivhez kozvetleniil kapcsol6dé két eziist elektréddal vezettiink el. Az
EKG-kat elemeztiik a kamrafibrillici6 (VF) és a kamrai tachycardia (VT)
eléforduldsdnak meghatidrozasdhoz. Az EKG segitségével ellendriztiik, hogy a
VF reverzibilis (mely sordn a sziv spontdn visszatért a normalis ritmusba), vagy
irreverzibilis (a reperfizié elsd 3 percében folyamatosan fenndllt) volt-e.
Iszkémia eldtt és a reperfizié alatt regisztrdltuk a szivfrekvencia (HR), a
koronaria atdramlas (CF) és az aorta kidaramlas (AF) mértékét. A bal kamrai
nyomdst (LVDP) a bal pitvaron és a mitralis billentyiin keresztiil a bal kamrdba

vezetett katéter segitségével regisztraltuk.

Az infarktusos teriilet meghatdrozdsa

Az infarktusos teriilet meghatdrozdsidhoz a prepardtumokat a kisérlet
végén 15 ml 1%-os trifeniltetrazolium-klorid oldattal perfundaltuk az aorta
kaniil egyik oldals6é d4gén keresztiil, majd a mintdkat -70 °C-on tdroltuk a tovdbbi
analizisig. A fagyasztott sziveket az apico-bazdlis axisra merdlegesen
transzverzdlisan szeleteltiik és 2-3 mm vastag metszeteket készitettiink. A
metszetekrdl eltdvolitottuk a nedvességet, majd lemértiilk a tomegét é&s
tairgylemezek kozé helyezve szkenneltik. Az infarktusos teriiletet minden
kisérlet végén meghataroztuk, majd a teriileteket pixelben megadva szamoltuk
ki. Az ép kamrai szovetet a TTC élénk voros szinlire festi, mig az infarktusos
teriilet nem veszi fel a festéket, igy az fehéren marad. A teriileteket planimetrids
software alkalmazdsdval 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”) vonatkozé %-os ardnyban fejeztiik ki.



cAMP és cGMP szintek meghatdrozdsa a szivizomban

Az iszkémids, nem iszkémids és az iszkémids/reperfundalt szivizombdl a
cAMP és a cGMP koncentraciokat radioimmunoassay kitek segitségével mértiik
(Du Toit és mtsai, 2001). A cGMP meghatarozdshoz a lefagyasztott szivizom
mintdkat fagyasztva szdritottuk és a 12-20 mg-nyi szdritott mintdkat 5%-os
triklorecetsavban extrahdltuk. Az extraktumokat hdaromszor 5-6 perces
ciklusokban éterrel mosattuk, majd a mintdkat a tizszeresére higitottuk és

acetileztiik a '*

I cGMP meghatarozishoz. Az cGMP vizsgdlat sordan az 1Csy 30
pmol/csé volt. A cAMP meghatidrozasidhoz 15-25 mg fagyasztva szdritott
mintakat perkldrsavval extrahdltunk, majd semlegesitettiik és mértiikk. Az cAMP

vizsgélat sordn az ICsy 1,79 nmol/cso volt.

A guanilat cikldz aktivitds meghatdrozdsa

A guanildt cikldz aktivitdis meghatdrozdsara szivizom prepardtumot
haszndltunk. A szoveti prepardtumokat (50 mg tomegli mintdk) 4 °C-os
homogenizaciés  pufferben iiveg homogenizatorral  roncsoltuk. A
homogenizdatumokat 100000 g-n 60 percen keresztiill 4 °C-on centrifugéltuk,
melyeknek feliildsz6ja tartalmazta a citoszol frakciot. Az iiledéket 1% triton X-
100-at tartalmaz6é homogenizéicids pufferben reszuszpendaltuk és 15 percig 4
°C-on inkubdltuk. A mintdkat 100000 g-n 60 percen keresztil 4 °C-on
centrifugaltuk és a feliillusz6t kinyertik. A guanildt cikldz aktivitast
aliquotonként 15 pg proteint tartalmazé mintakbol mértiik és fmol-ban fejeztiik

ki.

A CORMS-3 vizsgalataval kapcsolatos médszerek és anyagok

Izoldlt ,,dolgozo-sziv” prepardtum készitése

A sziv izoldlasét, perfundalésat, az iszkémia kivaltasat és a reperftzidt az

eldbbi fejezetben leirtak szerint végeztiik az alabbi kezelések kozbeiktatdsaval.



A kisérlet menete a CORM-3 vizsgdlatban

A kisérlet soran harom CORM-3-mal kezelt csoportot és egy nem kezelt,
kontroll csoportot tanulmédnyoztuk. A kezeletlen csoport esetén 10 perces aerob
perfiizié elézte meg a 30 perces iszkémids periddust. A kezelendd csoportndl a
vér myocardiumbdl valé kimosdsat kovetéen a CORM-3 tartalmd inftzids
oldatot egy infuziés pumpa segitségével 10 percig az aortakaniil oldaldgaba
infunddltuk. A kezelés sordn a perfiziés folyadékban egyenként 10, 25 és 50
pmol/l koncentraciot alkalmaztunk a vizsgélt anyagbdl. Ezt az eljarast azért
alkalmaztuk, hogy megvédjiik a CORM-3-at az infundalas elott bekovetkezo
oxid4ciétdl. Igy a hatéanyag tartalmd infiziét az iszkémia el6tt 10 perccel
inditottuk és csak az iszkémia kezdetéig tartottuk fenn. A 30 perc iszkémiat 120
perc reperfiizié kovette, amely sordn a sziv funkcidkat, az arrhythmidk
elofordulasat, az infarktusos teriiletet, valamint az alabbiakban leirt cellularis

Na'*, K* és Ca®* meghatdrozdsokat végeztiik el.

A szoveti Na*, K+ és Ca*™ mérése

A reperfiziot kovetden a sziveket 0-5 °C-ra gyorsan lehtitottiik és 5 percre
100 mmol/l triszhidroxi-amino-metant (Tris puffert) és 220 mmol/l szachardzt
tartalmaz6é oldatba meritettiik. Ezzel a perfizidval az volt a célunk, hogy
kimossuk az ionokat az extracelluldris térbol és ledllitsuk a sejtmembréan
iontranszportjaiért felelés enzimaktivitidst. A myocardium 5 perces hideg
pufferrel torténd mosdsdval igy az ionok tobb, mint 90%-at tdvolitjuk el az
extracellularis térbol. A kimosést kovetden a sziveket 48 ordn keresztiil 100 °C-
on szdritottuk és 20 6rdn 4t 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 K*-ot 404,4 nm-en, a Ca’*-ot pedig 422,7
nm-en mértiik levegd-acetilén ldngban 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 megvédjiik a nagy energidji foszfitokat az enzimatikus
bomléstdl, majd a myocardium-kamra prepardtumokat -80 C°-on tartottuk. A
meghatdrozashoz a szivizom preparatumot mozsdrban, folyékony nitrogénben
elporitottuk és milligrammonként - nedves tomegre vonatkoztatva - 50 pl, 60%-
os metanollal extrahdltuk. Az adenozin és kreatin foszfat extrahéldsa -80 C°-on
tortént. Masnap 12000 g-n, 4 C°-on, 20 percen keresztiil centrifugaltuk, a
feliilliszokat a meghatdrozdsig -80 C°-on tdroltuk. 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 meghatdrozdsa 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 meghatdrozdsahoz 14,7 mmol/l
KH,PO,, 1,15 mmol/l TBAHS 6sszetételli mozgd fazist alkalmaztunk, melynek
pH-jat 8 M KOH-dal 5,3-ra éllitottuk be. Az eluensek aramlési sebessége 1,0
ml/perc volt. Az 4ll6 fazisként mindkét esetben egy reverz fazisu, Cig-as toltetet
tartalmaz6 oszlopot vélasztottunk (LiChrosorb 5 RP 18, 150x4,5 mmx1/4”
Valco, Varian co.). A csicsok azonositdsit UV detektorral végeztiik, az
adenozin-foszfatok esetén 254 nm-en, a kreatin foszfatndl 210 nm-en. A
mérések Kauer tipusi kromatografias késziilékkel torténtek, melynek részei:
Knauer WellChrom HPLC pumpa K-1001, Knauer degasser, Knauer
WellChrom UV detektor K-2600. A mintdkat 20 pl-es loopon keresztiil
manudlisan injektédltuk egy Rheodyne tipusu injektoron at. A mérési adatokat a

Eurochrom 2000 szoftver (Knauer) segitségével gylijtottiik dssze 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 id6tartamét, a sinus ritmust szamtani kozéppel
adtuk meg. Hasonl6képpen jartunk el az adenozin foszfatok és a kreatin foszfat
mérési eredményei esetén is. El6szor kétutas variancia analizist végeztiink, hogy
megtudjuk van-e szignifikans kiilonbség a kiilonb6zd 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 prébaval
hasonlitottuk 6ssze. Mivel a kamrafibrillacié (VF) és a kamrai tachycardia (VT)
nem parametrikus eloszldst mutat, az egyes csoportokat a szignifikancia
meghatdrozasa végett > teszttel hasonlitottuk 6ssze. Szignifikansnak tekintettiik

a valtozast, ha a p<0,05.

Eredmények

A CO-val kapcsolatos eredmények

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

e FEredményeink szerint, az iszkémia kivéltdsa az azt kovetd 10. és 30.
percben kis mértékii, de szignifikdns novekedést eredményezett a cAMP
és cGMP szintekben. A szoveti nukleotid koncentracidk azonban a 40.
percet kovetden a normadl értékre csokkentek vissza.

e A 0,001% CO tartalmi perfiziés folyadék alkalmazdsa szignifikdnsan
emelte a szoveti cCAMP és cGMP tartalmat a kontroll csoport adataihoz
képest. A cAMP koncentracigjat 0,30+0,03 nmol/g-rél 0,52+0,05 nmol/g-
ra, a cGMP koncentricigjat 25,8+3,0 pmol/g-r6l 111,5£11,2 pmol/g-ra

novelte. A nukleotid koncentraciokat nmol/g és pmol/g nedves tomegre
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vonatkoztattuk. Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg a 0,01% CO kezelést
kovetden.

e A kisérletek sordn kapott cGMP eredmények jol tiikkr6zOdnek a megfeleld
guanildt cikldz aktivitasi értékekben. A kezeletlen csoport adataihoz
képest - 184+25 fmol/mg protein - a guanildt cikldz 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.

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

e A 0,001% ¢és 0,01% CO jelenlétében szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk az infarktusos teriillet méretében. Szdmszerlien, az
iszkémia/reperflizion 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
redukalédott. A CO koncentricidjat 0,1%-ra tovabb novelve, azonban a
kontroll csoport értékeihez kozeli eredményt kaptunk.

e A 0,001%-0s és a 0,01%-o0s CO kezelés jelentds mértékben 92%-r6l
(p<0.05) 17%-ra (p<0.05) csokkentette a reperfizié indukdlta VF
eloforduldsat a kontrol csoporthoz képest. Ha a CO koncentricidjat
viszont 0,1%-ra megnoveltiik, a reperfizié indukdlta VF a vizsgélt mintdk
mindegyikében ventrikuldris tachycardiaval, vagy bradycardidval és
kiilonb6z6 ritmusos dramlasi zavarokkal egyiitt jelentkezett.

e A reperfizié indukdlta VF eléforduldsdnak vizsgélati eredményei és az
infarktusos teriiletek 0sszehasonlitott adatai alapjdn azt allapitottuk meg,
hogy az exogén CO kezelés esetén a 0,1% CO koncentracio egyértelmiien

kardiotoxikus hatdst eredményezett.
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A CO hatdsa a szivfunkciokra

e Az iszkémia indukdlasa elott a szivfunkciok lényegesen nem valtoztak a
0,001% és 0,01% CO kezelésben részesiilt csoportokban. A 30 percig
fenntartott iszkémiat kovetd 60. és 120. percben leolvasott CF, AF és
LVDP értékek azonban jelentds novekedést mutattak a kezelésben nem
részesiilt kontroll csoport értékeihez képest.

e Nem tapasztaltunk viszont véltozdst a HR értékeiben a CO-val kezelt
csoportok esetében sem az iszkémia indukdldsa el6tt, sem az iszkémidt
kovetd reperfizi6 sordn.

e A 0,1% CO kezelés alatt igen gyakori VF-t és ventrikuldris tachycardidt,
bradycardiat, valamint ectopids iitéseket figyeltink meg az EKG-n,
melyek lehetetlenné tették a szivfunkcidk regisztrilasat (HR, CF, AF,
LVDP)

A CORM-3-mal kapott eredmények

Az infarktusos teriilet és az arrhythmidk

e Az iszkémidt elszenvedett, kezeletlen szivizomban az infarktusos teriilet
mértéke 38+1,3 %, amely a kiillonb6zd koncentraciéji CORM-3 kezelés
hatdsdara 33,5+1,6 %-ra (p<0,05, 10 uM CORM-3), 23,3+1,5 %-ra
(p<0,05, 25 uM CORM-3) és 20,7£1,2 % -ra (p<0,05, 50 uM CORM-3)
csokkent.

e Az infarktusos teriilethez hasonléan a reperfizié indukdlta VF
gyakorisdga szintén csokkent a CORM-3-mal tortén0 kezelés hatdsdra. A
kezelésben nem részesiilt csoport esetén a reperfizié indukdlta VF 100 %-
16l 33 %-ra (p<0,05, 25 uM CORM-3) és 8 %-ra (p<0,05, 50 uM CORM-
3) csokkent. A reperfiizi6 indukalta VT (kamrai tachycardia) gyakorisaga

a VF-hoz hasonl6 tendenciat mutat.

13



e A reperfuzi6 indukdlta VF, VT idOtartamat és szinusz ritmust a
Langendorf moédban végzett perfuzid elsé 2 percében regisztraltuk és
amennyiben sziikségesnek taldltuk defibrilldltuk, hogy mérni tudjuk a
szivfunkcidkat. A VF, VT idotartama 5+2 sec-ra és 268 sec-ra csokkent
(p<0,05) az 50 uM CORM-3-mal kezelt csoportndl a kezeletlen szivek
14+4 sec és 93+12 sec értékeihez képest. Kovetkezésképpen a szinusz
ritmus idotartama 13+4 sec-r6l 89+15 sec-ra nétt (p<0,05) az 50 uM

CORM-3-mal torténo kezelés hatasara

A szivfunkciokra gyakorolt hatds eredményei

e A 25¢s 50 uM CORM-3 kezelés utan jelentds novekedést figyeltiink meg
a corondaria ataramlasban (CF), aortakidaramlasban (AF) és balkamrai
nyomasban (LVDP) a nem kezelt csoporthoz viszonyitva. Az AF 30 perc
iszkémia/120 perc reperfiiziét kovetéen a kezeletlen csoportndl 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.

e Nem figyeltiink meg az el0bbiekhez hasonl6 javulast a szivirekvencidban
a kontroll csoport érétkeihez képest.

¢ Fontos megjegyezni, hogy a HR, CF, AF és LVDP iszkémia el6tti értékei
a kezeletlen csoportban statisztikailag nem kiilonboztek a CORM-3-mal

kezelt csoportok értékeitdl.

A CORM-3 hatdsa a myocardium iondosszetételére
e Vizsgdlataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a CORM-3 szignifikdns
mértékben nem viltoztatja meg a szivizom Na®, K* és Ca®" sszetételét a
nem iszkémids szivizomban. A 30 perc iszkémia/ 120 perc reperfiizidt
kovetéen a celluldris Na* és Ca®* koncentracié jelentdsen megndvekedett

8515 umol/g-ra és 4.1+0,3 umol/g-ra (szaraz sulyra vonatkoztatva) az
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iszkémidt megel6z6 dllapot 30+3 umol/g és 1,5+0,2 pmol/g
koncentraciéihoz képest. Az ionok koncentracidit mindig szaraz tomegre
vonatkoztattuk.

e A kontrol csoport esetén iszkémia/reperfizié indukélta K' vesztést
tapasztaltunk 300+9 pmol/g-r6l 238+8 umol/g-ra.

o A 25 és 50 uM CORM-3 kezelés utdn szignifikdnsan kisebb mértékii
novekedést figyeltiink meg az iszkémiat kovetd Na* és Ca”™ tartalomban.
A kezelés hatdsdra a celluldris Na* és Ca®* koncentracié poszt-iszkémids
novekedése 85+5 umol/g-r6l és 4.1£0,3 umol/g-rél jelentdsen
mérséklédott a 25 uM CORM-3 kezelés utdn 5746 pmol/g-ra és 2,8+0,5
pmol/g-ra, az 50 uM CORM-3 kezelés utdn 49+5 umol/g-ra és 2,3+0,2
pmol/g-ra.

A TG2” egereken végzett kisérletre vonatkozé eredmények

Az infarktusos teriilet mérete és a szivfunkciok vdltozdsa a TG2” és a vad tipusii
egerekben

e A TG2" egerekben az infarktusos teriilet nagysdga 47,2+43,3 %-ra
novekedett a vad tipusu csoport 37,2+2.1 % ért€kéhez képest.

e Az infarktusos teriilethez hasonléan a reperfiizi6é indukdlta VF ardnya is
jelentdsen - 83 Y%-ra - megemelkedett a TG2” egerekben, a vad
tipusiakban mért 33 %-hoz képest.

e A szivfunkcidk rosszabbodasat mutatta az AF értékének csokkenése is.
Az iszkémidt kovetd reperfizié utdn az aorta kidramlds a vad tipusu
egerek esetén 2,6+0,4 ml/perc volt, a TG2” egerekben csak 0,8+0,1
ml/percet mértiink.

e Fontos megjegyezni, hogy a TG2” egerekben mir az iszkémiat

megeldzoen kisebb HR, CF, AF és AOP értékeket kaptunk, mint a vad
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tipus esetén. A véltozast minden esetben szignifikdnsnak vettiik, ha a *p<
0,05.
A nagyenergidji foszfdttartalom vdltozdsa az iszkémia/reperfiizio kivdltdsa utdn

o Mir az iszkémidt megel6zOen jelentds kiilonbség mutatkozott a két
vizsgalt csoport nagyenergidju foszfat tartalmdban. A vad tipusu
egerekben mért 6,18+2,52 umol/g nedves tomegre vonatkoztatott ATP
tartalom a TG2” egyedekben 3,37+1,32 pumol/g-ra cskkent. A pmol/g
koncentracié egységet minden esetben nedves tomegre vonatkoztattuk.
Hasonl6 mértékii kiilonbséget mértink az ADP esetében (0,34+0,09
umol/g a vad tipusndl, 0,17+0,05 umol/g a TG2” egyedekben) és az AMP
esetében is (0,073+0,027 wmol/g a vad tipusndl, 0,039+0,011 pmol/g a
TG2" egyedekben). A kreatin-foszfat tartalom az elébbiekhez hasonléan
alacsonyabb volt a TG2™" egerekben (4,55+1,07 wmol/g), mint a vad
tipusban (6,48+0,51 umol/g).

o Az iszkémia/reperfizié kivéltdsa utdn az ATP tartalom a vad tipusi
egerekban 3,81+2,41 pumol/g-ra a TG2" egerekben 2,00+1,20 pwmol/g-ra
csokkent. Az ADP tartalomban szignifikdns valtozds nem kovetkezett be
sem a vad sem a TG2” egyedekben. Az AMP értékekben tovébbi
csokkenést figyeltiink meg. A vad tipus esetén 0,024+0,011 umol/g, a
TG2™" egyedekben 0,029+0,011 pmol/g adoédott. A CrP tartalom
jelentdsen nem, de csokkent a vad tipusu egerekben 5,20+1,43 umol/g, a

TG2™" egerekben 3,36+1,11 pmol/g-ra.

Kovetkeztetések

I. Kisérleteink sorédn in vitro koriilmények kozott vizsgéltuk a CO fiiggd
cGMP és cAMP szinteket, a guanildt cikldz aktivitdst, a VF gyakorisdgat és

mértiik a szivfunkciokat, valamint meghatdroztuk az infarktusos teriilet
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nagysagat. Az izoldlt dolgoz6 sziv modell idedlis kisérleti koriilményt biztositott
az exogén CO myocardidlis hatdsdnak tanulmanyozdsihoz, mivel a
vér/hemoglobin/CO rendszer kizdrdsdval kovetni tudtuk az oxigén transzport
zavarit. Az eredményeink azt mutattdk, hogy a CO alacsony koncentridcidban
val6 jelenléte a perfizids folyadékban védelmet nytjtott az iszkémia/reperflizid
soran fellépd kedvezdtlen behatdsok ellen, amely az emelkedett cGMP és cAMP
szoveti koncentricidokban tiikkroz0dott vissza. A cAMP szint kis mértékii
novekedése - kozvetleniil intracelluldris Ca® szint emelkedése- kiilonféle
arrhythmidkhoz vezethet mind az iszkémia sordn, mind az iszkémiat kovetod
szakaszban. A cGMP koncentracidja azonban a tobbszordsére emelkedett, mely
a cAMP arrythmogén hatésat tudta ellensilyozni, amely az iszkémia/reperftizié
indukélta VF gyakorisdgat csokkentette, kifejlodését megakadalyozta. A cGMP
szintek novekedése és az ezzel Osszefiiggd guanilat ciklaz aktivitds emelkedése
azt mutatja, hogy a CO indukdlta aktivitds fokozdddsa alapvetd fontossagu az
iszkémia/reperfizion atesett myocardium védelmében.

A reperfuzi6 hatédsdra kialakul6 hypoxia kovetkeztében szignalfolyamatok
indulnak meg, melyek fontos szabdlyoz6ja a CO. Tapasztalataink azt mutatjék,
hogy az exogén CO ezen moduldlo, kardioprotektiv hatdsa szigordan
koncentrici6fiiggd. Osszefoglaldsként elmondhajuk, hogy a CO preventiv
szerepére irdnyuld vizsgdlatok adatait az adott kisérleti koriilmények tiikrében
kell elemezni és a kovetkeztetéseket levonni. Fontos paraméternek tekinthetd az
alkalmazott CO koncentricid, a kezelés idGtartama, az hogy in vivo, vagy in
vitro koriillmények kozott tortént-e a kisérlet, €s nem utolsé sorban tartalmazott-
e az alkalmazott modell vért és sejtes elemeket, vagy sem. Igy eredményeinket
¢és az irodalomban megjelend mds tanulmanyokat is a CO klinikai alkalmazésa

eldtt ezen koriilmények figyelembevételével kell értékelni.

II. Vizsgélataink sordn megkiséreltiikk felderiteni, hogy a CORM-3

molekuldbdl a sejtekben felszabadulé CO kapcsolatban van-e a szivfunkcidk
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posztiszkémids javuldsdval, az alatta bekOvetkez6 kamrai arrhythmidk
gyakorisdganak csokkenésével valamint az iszkémia/reperfuzion atesett
myocardium infarktusos teriiletének csokkenésével. Eredményeink betekintést
adnak a CORM-3-nak a myocardidlis ion0sszetételre gyakorolt hatdsédra, ezen
kiviil az iszkémidt kovetd szivfunkcidk visszanyerése és a CORM-3-bol
felszabadul6 CO lehetséges kapcsolatara.

A netté K* vesztésért felelds elsédleges faktor a megvaltozott Na* dram,
amely a Na" sejtekben torténd akkumuldcidjat és a K' sejtekbdl torténd
kicserélését eredményezi. Annak érdekében, hogy meghatirozzuk azt, hogyan
befolyasolja a szivek CORM-3-mal torténd kezelése a reperfizié indukalta
elvaltozasokra gyakorolt hatdsat, dsszehasonlitottuk a CORM-3-mal kezelt és
nem kezelt szivekben bekovetkezd arrhythmidkat, szivfunkcidkat, az infarktusos
teriilet nagysdgét €s az iondramok megvaltozasat. Kisérleteink sordn azokhoz az
eredményekhez jutottunk, hogy az iszkémia/reperfiizié indukdlta intracelluldris
Na" akkumulaciét és egy nettd K™ vesztést eredményezett, hiszen az iszkémidt
kovetden az ionmozgdsok elektroneutralitdsidt €s az ionegyensulyt biztositani
kell. A legvaldsziniibb az, hogy a K tartja fenn a toltésegyensulyt, mivel a K
egy "ubiquiter" intracelluldris kation, amely nagy membrdnpermeabilitdssal
rendelkezik. Eredményeink egyértelmiien mutatjdk, hogy a 25 és 50 uM
CORM-3 kezelés jelentés mértékben csokkentette a szivizomsejtek K™ vesztését
és megvédte az izomsejteket a Na* és Ca™" tartalom gyarapodésatol. A CORM-3-
mal kezelt sejtek kevésbé voltak fogékonyak az életet veszélyeztetd
arrhythmidkra, amelyet a 30 perc iszkémiét kovetd, reperfizio alatt bekdvetkezd
VF és VT eloforduldsi gyakorisagdnak csokkenése igazol. Munkdnk a
sejtmembran két oldaldn kialakul6 ionegyensilyok fontossdgdnak kiemelkedd
szerepét emeli ki, mivel a kiillonboz06 klinikai korképeket gyakran komplikéljak
a sziv ionegyensuly zavaraibdl ered0 arrhythmidk. Az arrhythmidk el6fordulasi

gyakorisdgdnak CORM-3 kezelés hatdsara torténd csokkenését tiikrozi az
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infarktusos teriilet jelentds mértékii csokkenése és a poszt-iszkémids
szivfunkciok javuldsa.

A CO K" csatorndkra kifejtett kozvetlen hatdsa és a hattérben lezajlé
mechanizmusok teljes megismeréséhez még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
Munkénk sordn azonban sikeriilt bizonyitani, hogy a CORM-3-bdl felszabadul6
CO-nak egyértelmiien hatdsa van az alapvetéen fontos ionok egyensuly
viszonyaira, mely altal a szivizom védelmét biztositja az iszkémia/reperfizid
kovetkeztében kialakulé myocardidlis szoveti és miitkodésbeli elvéltozdsokkal
szemben.

A biolégiai rendszerekben alkalmazhat6, kémiailag CO hordozénak tervezett
CORM molekuldk megjelenése igazolta azt a fontos feltevést, hogy a CO kis
mennyiségei alkalmazhatdk arra, hogy megvizsgiljdk ennek a kétatomos gaz
még specifikusabb hatdsit, és tovabbi vizsgélatok irdnyulnak majd a CO
kardidlis elvéltozdsok és mds elvaltozdsokban betoltétt kedvezd hatdsdnak

optimalizdlaséra.

III. Munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint - Osszhangban mds
kutatok megéllapitasaival - az iszkémia/reperfuizid eldtti €s utani szivfunkcios
értékek jelentdsen kiilonboznek a nem génmddositott egyedek esetén. Hasonlo
szignifikans eltérést figyeltink meg a TG2” egerek egyes szivfunkcids
paraméterei €s a vad tipusd egerek ugyanazon paraméterei kozott. Kiilon
kiemelendd, hogy a TG2" egerek szivfunkciés paraméterei az iszkémia eltt is
gyengébbek voltak a vad tipus értékeihez viszonyitva.

Tekintettel arra, hogy iszkémia/reperftzid elott és utan is szignifikdnsan
rosszabb szivfunkciét mutattunk ki a TG2 knockout egerekben a vad tipushoz
képest, kisérleteink masik részében arra kerestiik a védlaszt, hogy a TG2 enzim
hidnya hogyan befolydsolja a nagyenergidji foszfit tartalmat az
iszkémia/reperfuzidt kovetden. Adataink egyértelmiien tiikrozik, hogy a

nagyenergidju foszfat tartalom fenntartdsa sériilt az iszkémia/reperfiizié alatt a
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TG2" egerek esetén is és a vad tipusnl is, amely arra enged kovetkeztetni, hogy
a mitokondridlis ATP termelés jelentds mértékben sériilt az iszkémia/reperfizid
soran.

Eredményeink bizonyitékul szolgdlnak a TG2 enzim egy ujszerl
szerepére, mely szerint hozzdjarul a sértetlen mitokondridlis 1égzési funkcid
fenntartdsdhoz, hidnya pedig az ATP termelés folyamatdnak stlyos sériiléséhez
vezet. A TG2" egereknél megfigyelt defektusok a TG2 mitokondridlis szubsztrat
proteineken megvalésuld kozvetlen hatds hidnydnak, valamint szdmos
mitokondridlis szabdlyz6 fehérje TG2 altal katalizalt poszttranszlacids
modositidsa hidnyanak koszonhetok.

Végezetiil, vizsgdlatainkkal igazoltuk, hogy a TG2-nek fizioldgias
koriilmények  kozott szerepe van  abban, hogy a  szivizomsejtek
mitotkondriumdban a 1égzési lanc megfelel6 szinten zajlik. Tovéabbi célul tiiztiik
ki, hogy munkacsoportunk kovetkezd 1épésként vélaszt taldljon, hogy a TG2
mar jol ismert, szdmos enzimaktivitdsa koziil (transzamiddz, kindz és protein
diszulfid izomerdz aktivitds) mely(ek) feleldsek a fent leirt fizioldgids

funkcidért.
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