
;
A MyocARDruM I§cI{AErnfu n{nosopÁsa
röwrxEzrÉnpN rBr-szeneowó TRopoMN
pncnaoÁcrós rEnuÉxBr vrzscÁrara
Hertelendi Z, Tóth A. Jenei C.', lid.. 1.1 ,Papp Z.
DEOEC, Kardiológiai Intézet, Klinikai Fiziológia'I?rnszék, Debrecen

'DEOEC, Kardiológiai Intézet, Debrecen

A nyocardium ischaemiás anyagcselezavar2 következtében a szívizomsejtek
kontraktilis fehérjerendszere sérüI. Célunk a myocardialis infarctus során iutra-
cellulárisan aktiválódó proteolitikus folyamatok elemzése, melyhez az iníarc,
tuson átesett betegek szérumából a troponin degradációs termékek molekulasúly
szerinti mcgoszlásán keresztül kívánunk eljutni. A fehérjeMrosító folyamatok
modellezését rekombináns módszerekkel előállított, tisztított troponitr I mole-
kuták in ütro p-calpain hasításával valósítjuk meg. A troponin I molekulákat a

vérplazma többi fehédéjétől SDS-poliacryIamid gélelektroforézis segítségevel

váiasztottuk el. A molekulák azonosítását 'westcrn immunoblot módszerrel
(kecskében termeltetett humán troponin I ellenes poliklonális elsődleges anti-
test, biotinált kecske IgG ellenes nyúlban terrneltetett poliklonáIis másodlagos
antitest, \IECTOR kit és ECL előhívás) végczti-ik A betegek szérumával történő
kísérletek során több technikai problémát kellctt rnegoldanunk, A szérumban

mgy mennfségben jelen levő immunglobulinok könnyűlánca z elektroforézist
kóvet6en a troponin I molekulasúlyámk megfelelő magasságban helyezkedett el,

jelentős ménéköen elGdve a troponin I által adottjelet. Másrészt a szérumban a

troponin I még nagy kiterjedésű infarktus uén is olyan alacsony mennfségben
volt jelen (kb. 30-50 pgll.), mely a szérum direkt'Western immunoblot amlízi-
séhez álulunk használt detektálási technika érzékenységi haára (1x10-3 1lgll-)
alatt volt. Ezért a troponin I detekálási kíiszöbének fokozására,immunprecipitá-
ciós lépést kellett a protokollba iktatnunlc Ehhez eszközként a Liaison ("Byk-
Sangtec Diagnostica Liaison cTnI xsay") kolloidális vassaljelzett troponin I spe-

cifikus antitestet választottuk, melyet a myocardiális infarctus rutin diagnosztiká-
jában is alkelmaznak, Az immunprecipitáció optimalizálása során a szérum és az

antitestek mennfségének változtatásával sikerült a myocardialis infarctus miatt

szérumba kerülő troponin I molekulák izolálása. Ugyanilyen körülmények kö-
zött p-calpain által in ütro hasított troponin 1 dcgradációs temékeket tudtunk
precipiáIni. (A munka az ETT 239nO$ támogtásával valósult meg)
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EVALUATION OF TROPONIN DEGRADATION
PRODUCTS RELEASED INTO THE BLOOD STREAM
DURING MYOCARDIAL ISCHEMIC INJU,RY
OF THE MYOCARDIUM

expeinlenlal, isthatmia, myotardial inJaraion
Due to the isclremic disorder of the myocardiurn the myofibrillar system of the
myocytes is darnagcd. Our aim was to analyze the proteolyic processes activat-
ed during myocardial infarct, through thc determination ofthe molecularweight
ofthe troponin degradation products in thc blood ofpatien* with myocardial
iníarct. To modell the proteirr damaging processes calpain-mediated digestion oí
recombinant and purified troponin I molecules was carried out in vitro. Tlre tro-
ponin I molecules were sepilated from the other plasma proteins of thc blood
plasma by SDS-polyacrylanid gel electrophoresis. Molecules were identified by
western immunoblot (human troponin I specific polycloml primary antibody
produced in goat, byotinilated goat IgG specific polyclonal secondary antibody
produced in rabbit, VEKTOR kit and ECL development). During experimenm
with patients' plasna some technical problems arose. The light chain of the
immunglobulins being present in great quantities in the serum following üe gel
electrophoresis considerably mxked the band oítroponin L On the other hand,
troponin ] was píesent in small quantities (about 30-50 pgÁ) in the serum of
patien* with extensive heart ilrfarct being under the scnsitiviry lirnit ofour de-
tecting technique (1XlU3 pg|L) 

^pplied 
for the serum direct'Western immuno-

blot analysis. I{enc€, to raise the d€tection thrcshold of troponin I we had to
insert an immunprccipitation step into the protocol.'To this end we chose the U-
aison ("Byk Sangtec Diagnostica Liaison cTnI assay") troponin I specific antibo-
dy conjugated with colloidal iron which is also used in tlre routine diagnostic of
the myocardial infarct. Ás a result of the optimization the immunprecipiution
we could isolate the troponin I molecules released into tlre blood stream during
myocardial infarct. Under tlre same labontory circumstances we also managed
to detect the troponin I degradation products digested in üno by calpain.
(Supported by theETT 239/2003 GRANT)

THE "coMETjrAI[:, ARTIFACT cAN ESTIMATE
THE EXTRAVA§CULAR LUNG \rATER CONTENT
IN PIGS. AN EXPERIMENTAL, ULTRASOUND STUDY

con4estiue hean failu re, uperinental
Backyould: Itisknom tlrat a comet-like anifact could be obtained by echocar-
diographic enmination of the lurrg with pulmonary edema in humans. In our
previous study a strong linear correlation was found between the comet number
and tlre extravmculr }ungwater scorc msessed by chestX-ray in patierrts with or
without dyspnoc, The aims ofthe prcsent study were 1. to investigtc the pre-
sence of the comet-táil artifact in an eryerimental model of pulmonat1 edema,
2. to estimate conelation benvecn the comet number (merured by ultrasound)
and thc weVdry ratio of üe lung tissue (measured by grqumetry) and 3. to
assesses the time-dependenry of tlre ultrasound comet method. Subjeds aad
ruíf,od; Seventeen Na-pentobarbital anesthetized, cannulated (ccntral vcin and
carotid artery) mini-pigs were used: 5 sham-operated animals servcd as controls
(group 1), in 12 mirnals pulmonary edema was induccd by injectiorr of oleic acid
(0.1 mVkg) üa dre central venous caüeter. In these animals, t}e ultrasonic eval-

uation of the lung was perfomed at the bscline and 30 mirr aítcr tlre iujection
of oleic acid (group 2, n=5) or ó0 min after tlre injection (group 3, n=7), Át üe
end ofthe experiments biopsy samples wcre taken fron both lungs to detcnnine
wet/dry wcight ntio by graümetry During t}re study t}re heart rate, the rrtcrial
and thc central venous pressure wcre monitored and recorded. A significant
increase in the comct numlrer wr observed 30 min after the edema induction
vs. basal values (28.6+8.1 vs. 5.2+2.5). The wey'dry ntio ms similar 0.001) than
in üe control group3n group 2 and 3, and significantly higher (p (group 2:

7.18+0.70, group 3: 7.10+0.50, group 1: 5.61a0.08). Moreover, a significant
conelation was found between úe wevdry ratio and the comet number at the

end in both oleic acid-treated groups (r=0.81, p=0.027 and r=0.59, p=0,04,
respectively) Corclubn: In our expcrimental pig model the ultrasonic walua-
tion ofthe chest is able to diagnose üe extíavascular lung water changes and may

be used to estimate the time course of edema formation irr the lungtissuc 30 min
after the induction ofthe edema.
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Bevretés:1997 óta ismen, lrogy tüddoedenrás betegben a mellkas eclrocardio-
graphiás vizsgálata során a transducert6l sugárszeíűcn ered6 echogen artcfak-
tumok (comet-tail) figyelhet6k meg. Korábbi vizsgálatunkban kimutattulq hogy

fulladás, ill, egyéb okok miatt hospializált betegekben a cometek száma egyenes
arányban áll a radiológiailag becsült extnvascularis tiidővíz tartelommzl. Cél: 7.

Meguxgálni a comet artefakumok jelenlétét egy crperimentális tüdóoedema

model]bcn. 2, Összeíiiggést ta|álni az echoval mén comet sám, illewc gnümct-
riával mért nedveVszárrz tömeg index között, 3. Meghatározni a comet metódus
alkalmságát z oedema kialkulásának bizonyos fázisaiban. M,óilsu: Trzenhét
Na-pcntobarbitallal altatott üemami csüng6hasr1 disznót használtunk üzsgála-
tunkban. Öt áloperált állat alkotta a kontroll csoportot (1. csopon). Tizenkét ál-
latbm oleinsav centrális vénás infiiziójával (0,01 mVkg) váltottunk ki tüdő-
oedemát. Ezen állatokbm a mellkx echo vizsgálatát végeztük alapállapotbarr köz-
vetlenül az olein§av beedása után, 30 (2. csoport, n=5), illewe 60 pcrccel (3. cso-
port, n=7) * inf{tzió után. A üzsgálat végÉn mindkét tüdőfélből biopsziát vet-
iünk a gravimetria számára. Ugyancsak regisztráltuk az artériás nyomás (systolés,

diastolés, közép), a centrális nyomást és a szívfrelwenciát.Erubnényck: Haminc
perccel az oedema indukciója uán a comet szám szignifikárrsan magasabb volt,
mint alapállapotban (28,6+8,1 vs. 5,2t2,5). A kime*zett tüdőszövet n€dveV§zá-

raz töm;garánya hasonló volt a 2. és 3. csoportban és szigniíikárrsm alacsonyabb,

mint a kóntroll csoportben 0,001). Ugyancsak szignifikánsnak bizonyult a ned-
vevsáraz tömegarány, illewe a<p comct szám lincáris konelációja mindkét ole-
insawal kezelt csoportben (2. csoport: r=0,81, p=0,027, 3. csoport: r=0,59,
p=0,04). ÓszeFclctó, Viz.gít"tunk alapján megállapíüa§u§ hogy kísérleti
modellúnkben a mellkas ultralrang üzsgálau alkalms volt az extravascularis tü-

d6viz változásailak diagnosztikáján és már 30 perccel az oedema létrehozása

után alkalmas ez oedema kialakulás időbeli folyamaárak rncgfiryelésére.
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