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BEVEZETES

A szivizomzat iszkémids kéarosodasa gyakran vezet olyan sulyos kamrai aritmidk
megjelenéséhez, amelyek hirtelen szivhaldllal végzddhetnek. Ez indokolja, hogy az elmult
évek soran a klinikai és a kisérletes kutatdsok egyik kozponti kérdése volt olyan 1j
gyogyszeres ¢s nem gyogyszeres stratégiak kidolgozasa, amelyek lehetdséget nyljtanak ezen
sulyos kamrai aritmidk gyakorisdganak csokkentésére, valamint a hirtelen szivhalal
megelozése.

Az elmult huszondt év igazolta, hogy az akut iszkémia soran kialakuld kamrai aritmidk
csOkkentésének egyik lehetséges és mindmaig taldn legeredményesebb moddja a szivizomzat
endogén protektiv mechanizmuséan alapuld iszkémias prekondicionalas (PC), amely soran a
rovid koszoraér okkluzidk/reperfiziok sorozata fokozza a sziv tolerancidjat az ismételten
fellépd, de hosszabb ideig tartd iszkémia, majd az azt kovetd reperfizid sulyos
kovetkezményeivel szemben. A PC markdns antiaritmias hatdsdnak kialakitdsaban
feltehetdleg, a PC okkluzidk/reperfiziok alatt felszabadul6 endogén protektiv anyagok
(bradikinin, adenozin, prosztaglandinok, nitrogén-monoxid, reaktiv oxigén gyokok) kozvetitte
mechanizmusok fontos szerepet jatszanak.

Munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint a PC inger hatdsara a koszoruerekben
képz6dd bradikinin az ér endothelsejteken 1évé bradikinin B2 receptorokat aktivalva,
nitrogén-monoxid (NO) képzddését valtja ki, amely kitlintetett szerepet jatszik a PC korai ¢és
késoi kardioprotektiv hatasnak kialakitdsaban. Ennek az egyik lehetséges mechanizmusa
lehet, hogy a NO a szolubilis guanilat ciklaz (sGC) enzim aktivaldsaval emeli a sejtek cGMP
szintjét, amelynek kovetkezményeképpen az erekben vazodilatacidé jon Iétre, mig a
szivizomsejtekben csokken az intracellularis Ca®" - amelynek jelentés emelkedése az
iszkémia soran fokozza az aritmidk megjelenését - egyrészt azaltal, hogy kozvetleniil az L-
tipusu Ca’" csatorndkra hatva, masrészt cAMP lebontasat végz6 cGMP-fiiggd
foszfodiészteraz enzim aktivasat fokozva gatolja a Ca>” bearamlast. Mindezek mellett a NO
feltételezhetéen a protein kindz G (PKG) enzim kozvetitésével a mitokondrium belsd
membranjan elhelyezked6 ATP-fiiggd kalium csatorndkat (mitoKarp) nyitasat eredményezi.
Ennek egyik kovetkezménye, hogy reaktiv oxigén eredetli szabadgyokok (ROS), mint példaul
szuperoxid (O;) szabadul fol és részben a protein kindz C (PKC) enzim aktivitasanak
fokozasaval, részben egyéb szignalizacids utakon keresztiil hozzajarul a PC kardioprotektiv
hatadsanak kialakitasahoz. Tovabba, a NO kozvetve ill. kdzvetleniil is képes befolyésolni a

mitokondrialis 1égzési lanc bizonyos fehérjéit, ezaltal csokkenve az iszkémia/reperfuzid (I/R)



hatdsdra nagy mennyiségben felszabaduld kardiotoxikus és aritmogén hatdssal rendelkezd
szabadgyokok keletkezését.

Ugyanakkor, szamos tanulmany igazolja, hogy az iszkémia ¢és legfOképpen a reperfuzid
kezdetén a nitrogén-monxidbol ¢és szuperoxidbol peroxinitrit (PN) keletkezik, amely
koncentraci6 fiiggden akar citotoxikus, akar citoprotektiv hatassal is rendelkezhet. Az I/R
hatdsara nagy mennyiségben keletkez6 PN reakcioba 1ép tiolokkal, a lipideket oxidalja és
fokozza a szabad zsirsavak szintjét, a fehérjéket oxidalja vagy tirozin/triptofan nitralas révén
inaktivalja, valamint DNS torést okoz. Mindezek a hatdsok egyiittesen hozzajarulhatnak az
I/R karosodashoz.

Ezzel szemben, mind in vitro, mind in vivo kisérletekben kimutattadk, hogy az alacsony
koncentraci6 tartomdnyban alkalmazott PN protektiv hatdssal rendelkezik. Példaul,
kimutattdk, hogy a PN csokkenti az infarktusos teriilet nagysagat, gatolja a trombocita
aggregaciot, tagitja a koszoruereket, csokkenti a P-szelektin expresszidt, eldsegiti a
koszoruérendothél funkcidjanak megdrzését, valamint szerepe van a leukocyta-endothél és a
vérlemezke-leukocyta interakcid gatldsaban. A peroxinitrit hatasat az akut iszkémia ¢és
reperfuzio soran fellépd kamrai aritmidkra, valamint a mitoKarp csatornak feltételezett
szerepét a PN altali véddhatas kialakitasban, in vivo még nem vizsgaltak.

A szakirodalombodl ismert, hogy a PC csokkentheti az endogén PN képzddést, ennek
mechanizmusa ¢és lehetséges kapcsolata és PC antiaritmiads hatdsaval nem tisztazott. Mivel a
peroxinitrit képzddés, a NO és a O, ekvivalens reakcidjanak eredménye, a PN keletkezés
mérséklodését ezen reaktiv molekuldk kiilon-kiilon vagy egyiittes csokkenése magyarazhatja.
A szuperoxid anion iszkémia és reperfuzid alatti megnovekedett mennyisége Osszefiiggésbe
hozhat6 az akut kamrai ritmuszavarok megjelenésével és a miocardium I/R kérosodasaval. A
NO megitélése, mennyiségi valtozasa ¢és szerepe a PC és I/R soran korantsem ilyen
egyértelmii, amelyet feltehetéleg méréstechnikai, species ¢és kisérletes kortilmények kozotti
(in vivo vs. in vitro) kiilonbségek magyarazhatjak. Mig izolalt sziven végzett vizsgalatok arra
utalnak, hogy iszkémia hatdsara jelentdsen fokozodik a NO szint, amely az iszkémia
sulyosbodasat, valamint a PC hatékonysaganak csokkenését eredményezheti. Ugyanakkor az
in vivo kisérletek eredményei, azt igazoljak, hogy iszkémia sordn szignifikdnsan csokken a
NO szintje ¢és bioldgia hozzaférhetdsége. Tovabba a NO potlasa az I/R soran (NO donor,
prekondicionalas) antiaritmids hatast eredményez. Azt azonban, hogy a PC és a PN
antiaritmias, valamint az endogén PN szintet csokkentd hatdsa, a NO ¢és/vagy O, képzddés

mérséklédés eredménye, még nem vizsgaltak.



CELKITUZESEK

Munkank soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

I. A peroxinitrit 100 nM intracoronarids infuzidja, miképpen befolydsolja az

1szkémia/reperfuzio soran megjelend kamrai aritmidkat altatott kutyaban?

II. Vajon a PN aritmidkra gyakorolt hatasaban szerepet jatszanak-e a mitokondrialis ATP-
figgd kalium (mitoKatp) csatornak? Ennek eldontésére a mitoKarp csatorndk szelektiv

gatloszerét, az 5-hydroxydecanoate-ot (5-HD) alkalmaztuk.

Kimutattuk, hogy a peroxinitrit intracoronarias adéasa, a prekondicionaldshoz hasonloan,
mérsékelte az akut I/R okozta kamrai aritmidkat, valamint a hosszl okklizio/reperfizi6 soran
keletkez6 endogén peroxinitrit mennyiségét. Annak eldontésére, hogy ennek hatterében
milyen mechanizmus allhat tovabbi kisérleteket terveztiink. Ezek sordn arra a kérdésre

kerestiik a valaszt, hogy

III. Vajon a prekondicionalads és a peroxinitrit endogén peroxinitrit képzédést csokkentd

hatdsa a szuperoxid €és/vagy a nitrogén-monoxid képzodés mérséklddésének az eredménye?



MODSZEREK

1. Kisérleti allatok és miitéti beavatkozas

Kisérleteinket mindkét nemhez tartozo, atlagosan 20,5 + 3,3 kg stlyu, keverék kutyadkon
végeztilk. A bevezetd altatast pentobarbitallal (30 mg/kg i.v) végeztik, majd a tovabbi
narkozist kloraloz-uretdn keverékével (60 ill. 200 mg/kg) tartottuk fenn. A jobb femoralis
artériaba vezetett polietilén katéteren keresztiil mértiik az artérids vérnyomas (szisztolés és
diasztolés) valtozasait, mig a jobb vena femoralisba helyezett kaniil a tovabbi altatoszer
addsara szolgalt. A bal arteria carotison keresztiil katétert vezettiink a bal kamra iiregébe,
amelynek segitségével a balkamrai szisztolés (LVSP) ¢és végdiasztolés (LVEDP)
nyomasvaltozasokat, valamint a balkamrai kontraktilitds és relaxacié sebességét jellemzo
pozitiv és negativ dP/dtn., értékeket hataroztuk meg. A bal vena jugularison keresztiil
polietilén katétert vezettiink a sinus coronariusba, amelynek segitségével kozvetleniil a
szivbol vénas vért gylijtottiink és mértiik a plazma nitrat/nitrit (NOx) szintjét. A mellkas és a
pericardium megnyitasat kovetden, a bal corondria artéria eliilso leszallo agat (LAD), az elsé
marginalis agtdl proximalisan kipreparaltuk, az ér ald lazadn fonalat vezettiink, amelynek a
leszoritdsdval miocardidlis iszkémiat idéztiink eld. Az okkluzié helyétdl disztalisan a LAD
egyik kisebb oldalagaba kaniilt vezettiink, ezen keresztiil tortént a PN, az 5-hydroxydecanoate

(5-HD) ¢és a so6oldatok intracoronarias infuzioja.
2. Kamrai aritmiak és az iszkémia sulyossaganak meghatarozasa

Az okkluzié és reperfizid sordn fellépd kamrai aritmidkat Il-es elvezetésti EKG-rdl, a
Lambeth konvencid alapjan értékeltiik. Ennek megfeleléen a kamrai extraszisztolék (ES) és
kamrai tahicardias (VT) epizodok szamat, a VT ¢és a kamrafibrillacié (VF) gyakorisagat. A
kamrai tachicardiat négy vagy annal tobb egymast kovetd ES-ként definidltuk. Az okkluziot
kovetd reperfuzié soran csak a VF és a tulélés gyakorisagat vizsgaltuk.

A sziv elektromos folyamatainak vizsgalatahoz a bal kamra felszinére, az iszkémias teriilet
feltételezett kozéppontjaba tigynevezett kompozit elektrédot varrtunk. Az elektrod a sziv
epikardialis felszinének 24 pontjarol gyljti és Osszegzi az R hullamokat. Megfelelden
perfundalt és oxigenizalt szivizomban minden pont egyszerre aktivalodik, amely egyetlen R
hulldmot eredményez. Iszkémiaban, a szivizom csokkent vérellatasa kovetkeztében a rostok
aktivacidja inhomogénné valik, amely az 0Osszegzett R hulldm kisz¢élesedésében ¢s
felrostozddasaban nyilvanul meg. Az elektromos inhomogenitas mértékét az elsd és utolsd R

hulldm kozotti id6 elteltével jellemeztiik, és ms-ban fejeztiik ki. Ugyanezen a kompozit



elektrodon elhelyezett két unipolaris elvezetés segitségével az epikardidlis felszinrdl

elektrogrammot regisztraltunk ¢és az ST-szakasz valtozasat mV-ban fejeztiink ki.
3. Szoveti nitrotirozin meghatarozas Western-blot és ELISA mddszerekkel

A reperfuzié 1-2. percében szivszoveti mintat vettiink és a mintdkat -80°C taroltuk. A
peroxinitrit képzddésére utald nitrotirozin (NT) mennyiségét Western-blot analizissel ¢€s
ELISA moddszerrel hatdroztuk meg. A fagyasztott homogenizal6é puffer, valamint protedz
gatld jelenlétében homogenizaltuk, majd centrifugaltuk (10000g). A mintakhoz CuSO4-et
adtunk és 37°C-on 30 percen keresztiil inkubéltuk. A standard Bovine Serum Albumin (BSA)
kalibracio alapjan a 30 perc inkubaciot kovetden a fehérje koncentraciot WINREAD program
segitségével hatdroztuk meg, majd 20 pg fehérjét futtatunk 8%-os poliakrilamid gélen és
blottoltuk PVDF membranra. A membran 5%-os milk TBS-TWEEN-vel torténé blokkolasa
utan az elsddleges antitesttel (anti-nitrotirozin monoklonaris egér antitest) egy ¢jszakan at,
majd azt kovetden masodlagos antitesttel 45 percen keresztiil inkubaltuk. A membranra ECL
Plus reagens elegyet pipettaztunk, majd a membranokat eléhivd talcara helyeztiik és sotét
szobaban Rontgen-filmen hivtuk el6. A kapott fehérje sdvok intenzitasat Qunatity One
programmal értékeltiik és onkényes skalan fejeztiik ki.

Az ELISA moédszer sordn az elsddleges antitesthez (anti-nyal IgG) kapcsolodd
masodlagos antitestet (acetilkolin észteraz precoated; egér anti-nyul IgG) Ellman’s-reagens

segitségével mutattuk ki. A nitrotirozin mennyiségét ng mg/protein értékben fejeztiik ki.
4. Plazma és szoveti nitrat/nitrit meghatarozas

A nitrogén-monoxid kimutatasara, a nitrogén-monoxidnak a vérben oxigénnel keletkezett
stabilis termékét a nitrat/nitrit (NOX) szintet Griess-reakcioval hatdroztuk meg. A kisérletek
kiilonbozé iddszakaban vett vérmintdkat centrifugaltuk (10000g). A mintdk nitrat-nitrit
enzimatikus konverzidja soran a plazma mintdhoz pH 7,5 puffert, NADPH-t, FAD-ot és nitrat
reduktazt adtunk. A reakcioelegyet 30 percig 37°C-on inkubaltuk, majd az enzim indukalta
nitritképzédés  kimutatdsdira a  mintdkhoz  Griess-reagenst adtunk, 10 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk, spektrofotométren (546 nm) mértiik. A nitrit kimutatdsa a
mintdkhoz Griess-reagenst adtunk. A kapott eredményeket pmol/L fejeztiik ki.

A szivszoveti mintakat a reperfuziot kovetden azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik. A
fagyasztott homogenizalé puffer, valamint proteaz gatlo jelenlétében homogenizéltuk. Az
ultrahangos feltdrast kovetéen a homogenizatumot 30 percen keresztiil centrifugaltuk

(20000g). A kiindulasi fehérje koncentraciot a centrifugdlds soran kapott feliiliszobol



hatdroztuk meg a Lowry-modszer alapjan. A szivszoveti mintdk nitrat/nitrit tartalmat a
plazma NOx-hoz hasonldan hataroztuk meg ¢és a kapott eredményeket nmol/mg proteinben

fejeztiik ki.
5. Szoveti szuperoxid meghatarozas

A szuperoxid anion meghatarozasat dihydroethidiummal t6rténd (DHE) festéssel
hataroztuk meg. A DHE a O, jelenlétében ethidium-bromidda oxidalédik és fluoreszcens
jelként detektalhatd. A kisérletek végén vett szivszoveti mintdkat Tissue-tek-be agyazva
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, ezt kovetbéen -80°C-on taroltuk és a fagyasztva
metszés elbtt 24 oraval helyeztiik at -20°C-ra. Kriosztattal 20 um vastag metszeteket
készitettitk, melyeket targylemezre helyeztiink és 10 mol/L DHE-vel inkubéltunk 37°C-on
30 percen keresztiil. Negativ kontrollként a DHE festést megel6z6en a mintakat N-acetil
ciszteinnel szobahOmérsékleten inkubaltuk. Konfokalis Iézer scanning mikroszkoppal
(Olympus FV1000) egy mintarol 10-15 felvételt készitettiink szemikvantitativ analizis
céljabol, melyeket ImageQuant™ program (Molecular Dynamics) segitségével értékeltiik és a

kapott intenzitast onkényes skalan abrazoltuk.
6. Kisérleti protokoll

Kisérleteinket altatott kutydk kilenc csoportjaban végeztiik. A miitéti beavatkozast minden
csoportban 30 perces stabilizacios periddus kovette. Néhany csoportban az éallatok pH 8,4-es
sooldatot kaptak (peroxinitrit oldoszere) intracoronarias infuzioban (0,5 ml/min) 10 percig a
LAD okklaziét megel6zéen. Hét allat almiitott kontrollként szolgalt, amelyben nem tortént
koszoruér lefogas, ezen csoportban szivszoveti mintdt vettiink a plazma ¢és szoveti NOx,
valamint a szoveti NT és O,  meghatarozas céljabol.

Az éllatok tovabbi csoportjaban miocardialis iszkémiat a LAD 25 perces lefogasaval
1déztiink eld, amelyet gyors ¢és hirtelen reperfuzio kovetett. Két csoport szolgalt kontrollként,
az els6 csoportban (n = 12) az allatok 30 percen keresztiil pH 7,4 s6oldatot kaptak (5-HD
oldoszere), amelyet a LAD 25 perces okkluzidja és reperfiizidja kovetett. A kontroll allatok
masik csoportja (n = 14), 2 x 5 percen keresztiil a peroxinitrit oldészerét (pH 8,4 sdoldatot)
kapta intrakorondrids infuzioban (0,5 ml/min). A kutyak tovabbi csoportjaban (PC; n = 13), 5
perccel a 25 perces LAD okklazidt megel6zOen az eret, 5 perces megszakitasokkal, 2 x 5
percre lefogtuk. Négy allatban kozvetleniil a PC ingert kdvetden a szivet megallitottuk és
szivszoveti mintat vettiink; tovabbi kilenc allatban a PC okkluziokat/reperfuzidkat 25 perces

LAD okkluzio és reperfuzio kovette. Peroxinitritet 34 allat kapott 100 nM intracoronarias (0,5



ml/min) infuzidban, a 25 perces LAD okkluziot megelézden, 5 perces megszakitassal 2 x 5
percen keresztiil. Négy kutyaban kozvetleniil a PN infuzidkat kdvetden szivszoveti mintat
vettiink, 19 allatban a PN infuziokat kovetéen 5 perccel a LAD-ot 25 percre lefogtuk.
Tizenegy kutyaban a tizenkilencbdl a peroxinitrit infuzio elétt 10 perccel valamint az alatt
mitoKarp csatorndk szelektiv gatloszerét, 5S-HD adtuk ugyancsak intracoronaris infuzid
formajaban (5-HD+PN; n = 8; 150 pg/kg/min és n = 3; 300 pg/kg/min, 0,5 ml/min). Tovabbi
harom allat csak 5-HD-ot (150 pg/kg/min) kapott a koszortér okkluziokat megel6zéen 30

percen keresztiil.

EREDMENYEK

1. A pH 8,4-es so6oldat, a 100 nM koncentracioji PN ¢és az 5-HD (150 ¢és 300 pg/kg/min)
intracoronarids infuzidja szignifikdnsan nem befolyédsolta a mért hemodinamikai értékeket a
25 perces LAD okkluziot megeldzden. A koszoruér lefogast kovetéen mindharom csoportban
szignifikansan eltéréséket tapasztaltunk a hemondinamikai eredményekben, azonban az
LVEDP, és a kamrai kontrakciora utald dP/dt értékek szignifikdnsan kiilonbdztek a kontroll
csoporttdl a PC, PN és 5S-HD-+PN csoportok esetén.

2. A koszoruér lefogasat kovetden a kontroll kutyadkban a kamrai aritmidk nagy szamban és
gyakorisagban jelentkeztek és egyetlen allat sem ¢élte tul a kombinalt I/R inzultust. Az
iszkémia stlyossagat jellemzd paraméterek, igy az epikardidlis ST-szakasz valtozas és az
elektromos aktivacié inhomogenitasa egyarant gyorsan ¢s meredeken emelkedett a kontroll
csoportban. Ezzel szemben a PN 100 nM-os 2 x 5 perces intracorondrids infizidja, a
prekondicionalashoz hasonloéan szignifikdnsan csokkentette a kamrai aritmidk szdmat és
gyakorisagat. A PN hatasara ugyancsak mérséklodott az iszkémia stlyossaga. Igy az
epikardidlis ST-szakasz, valamint az elektromos aktivacids inhomogenitas iszkémia soran
bekovetkezd emelkedésének meredeksége és abszolut értéke szignifikdnsan kisebb volt, mint
a kontroll csoportban. Tovabba a peroxinitrittel kezelt csoportban, jelentds mértékben

csokkent az I/R-t kovetd endogén peroxinitrit képzodést jellemzd NT szintje.

3. Munkacsoportunk korabbi kisérletei arra utalnak, hogy a mitoKarp csatorndk nyitasa
szerepet jatszik a PC antiaritmids hatdsdban. Ezzel ellentétben jelen vizsgalataink azt
mutattak, hogy az 5-HD jelenlétében (150 pg/kg/min és 300 pg/kg/min) a PN antiaritmias és
antiiszkémids, valamint a nitrotirozin képzddést csOkkentd hatdsa szignifikdnsan nem
valtozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a mitoKatp csatornak nyitdsa nem

sziikséges a PN antiaritmias hat4sahoz.
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4. Tovabbi kisérletekben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az endogén PN képzddés
mérséklddés a prekondicionalt és peroxinitrittel kezelt csoportokban a csdkkent NO és/vagy
0, képzddés csokkenésének az eredménye.

Korabbi kisérleteinket megerdsitve a PC és a PN kezelés egyarant mérsékelte az I/R soran
megjelend kamrai aritmidkat és az iszkémia stlyossagat. A koszoruér lefogds hatdsara a
plazma NOx szintje a kontroll csoportban a kezdeti emelkedést kovetden (5-12 min) az
okkluzio végére jelentdsen csokkent és szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint az okkluzio
elotti értek. Mind a mind a PC okkluziok/reprerfuziok, mind a PN infuziok hatasara a plazma
NOx szintje szignifikdnsan emelkedett €s az iszkémia teljes id6tartama alatt ezen a szinten
maradt. Reperfuzi6é hatdsara a plazma NOx szintek mindhdrom csoportban, mig a szdveti
NOx szintek csak a prekondicionalt és a peroxinitrittel kezelt csoportokban emelkedtek.
Ugyanakkor, a kontroll allatokhoz képest reperfuzio kezdetén mért szoveti O, szignifikdnsan
csokkent a PC és PN csoportokban. Ennek eredményképpen a NT képzddés jelentOsen

mérseklodott.
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MEGBESZELES

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

I. Kisérleteinkben elséként mutattuk ki, hogy in vivo altatott kutydban a peroxinitrit 100 nM
intracoronarids infuzidja a prekondicionaldshoz hasonloan jelentdsen csokkentette a
miocardidlis /R soran fellépd kamrai extraszisztolék szamat, és mérsékelte a stlyosabb
kamrai aritmiakat, igy a kamrai tachikardia és a kamrafibrillacié gyakorisagat, valamint az
iszkémias karosodds mértékére utald epikardidlis ST-szakasz és elektromos aktivacids

inhomogenitast.

II. Eredményeink arra utalnak, alapjan, a prekondicionalassal ellentétben a peroxinitrit
antiaritmids hatdsaban a mitoK,rp csatorndk nyitdsa nem jatszik dontd szerepet, ugyanis a
mitoKarp csatorna blokkolé 5-HD jelenlétében a PN antiaritmids hatisa jelentdsen nem

valtozott.

III. Kimutattuk, hogy a PC és PN alkalmazéasat kovetd csokkent endogén PN képzddés
elsddlegesen a szuperoxid keletkezés mérséklddésének tulajdonithatd. Tovabba feltételezziik,
hogy a NO szintjének €s biologia hozzaférhetdségének iszkémia alatti megdrzése jelentds
szerepet jatszik az antiaritmids hatasban. Feltehetéen azaltal, hogy a NO szabalyozza a
reperfuziot kovetd karos O, és a NT képzddést.

Eredményeink aldtdmasztjak, azokat a korabbi megfigyeléseket, amelyek szerint az exogén
kardioprotektiv hatdssal rendelkezik. Bar a PN kardioprotektiv, antiaritmiads hatdsanak
mechanizmusa tovabbra sem ismert. Feltételezhetd, hogy PN-bol felszabaduldé NO jelentds
szerepet jatszik a véddhatas kialakitasaban.

A PN antiaritmids hatasanak feltételezhet6 mechanizmusa lehet, hogy NO donorként
hozzajarul az iszkémids/reperfizids kamrai aritmiak csdkkenéshez. Ezt a feltételezést erdsitik
meg kordbbi kisérleteink, amelyekben az NO donorok (nicorandil, isosorbide mononitrat,
nitroprusside natrium) hatasara jelentdsen mérséklédnek az I/R sordn megjelend kamrai
aritmidk. Ismert, hogy NO fokozza a sGC aktivalasat, ezaltal csokkenti az iszkémia hatasara
képz6dé intracellularis Ca®’ szintet, a katekolaminok felszabadulasat, a ROS képzédését,
amely mechanizmusok hozzéjarulhatnak a PN antiaritmids hatdsanak kialakitasaban.

Masrészt a nitrogén-monoxid a kiilonbozé fehérjéket és ioncsatornakat (SERCA2a, L-
tipusa Ca®" csatorna vagy a mitokondrialis F1-ATP4z) S-nitrozilalja, amely mechanizmus

fliggetleniil a sGC aktivasatol.
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A nitrozilaci6é eredménye, hogy a sfehérjék, enzimek aktivitdsa modosulhat, tobbek kozott a
SERCA2a aktivitisa fokozza a Ca®" felvételt a szarkoplazmas retikulumba, valamint az L-
tipustt Ca”" csatornak gatlasa mérsékli a Ca®" bearamlasat; mindkét mechanizmus a IR alatti
Ca”" tulterhelés és aritmiak csokkenését eredményezheti.

Tovéabbd, a nitrogén-monoxid képes szabalyozni a mitokondrialis szuperoxid képzddést.
Korabbi eredmények bizonyitjadk, hogy a NO éaltali protein kindz (PKG, PKC) aktivacio a
mitoKarp nyitdsa szuperoxid szabadul fol, amely szerepet jatszik a prekondcionalés
védohatasaban. A munkacsoport korabbi eredményei alapjan ismert, hogy a mitoKarp
blokkoldsa a PC okkluzidkat/reperfiziokat megel6zéen 5-HD-val (150 pg/kg/min)
megsziintette a prekondicionalas antiaritmids, kardioprotektiv hatasat. Ezzel ellentétben
eredményeink azt mutatjak, hogy a PN antiaritmids hatasa fiiggetlen a mitoKarp csatornak
nyitasatol. Ugyanis az 5-HD a PN antiaritmias és antiiszkémids hatasat sem 150 pg/kg/min
sem 300 pg/kg/min mennyiségben dontéen nem befolyasolta. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a PN valdsziniileg egyéb szignalizacios utakon fejti ki hatasat.

Ugyanakkor, jelentds eredményként értékelhetd, hogy mind a PC, mind a PN
szignifikdnsan csOkkentette a hosszi I/R hatasara képz6dd NT mennyiségét, amely vagy a
NO vagy a O, képzddés mérseéklddének koszonhetd. Ezt a hipotézist egy masodik kisérlet
sorozatban vizsgaltunk. Altatott kutya modelliinkben a 2 x 5 perces peroxinitrit infuziok és a
prekondiciondld okkluzidk/reperfiiziok hatasara a plazma NOx szintje jelentds mértékben
emelkedett, amely emelkedés a 25 perces koronaria okkluzido soran megtartott volt és
szignifikans kiilonbozott a kontroll csoporttdl, amelyben a NOx szintek az okkluzid végére
jelentdsen csokkentek. Ezek az eredmények ellentétben allnak azokkal a korabbi,
elsddlegesen iv vitro kisérletekbdl kapott eredményekbdl, amelyekben kimutattdk, hogy
iszkémia sordn fokozodik a NO képzdédés ¢és ez hozzdjarul az I/R  karosodashoz.
Feltételezésiink szerint a PC és PN adas hatasara a plazma és a szdveti NOx szintek
megtartdsa fontos szerepet jatszik ezen beavatkozdsok antiaritmids és antiiszkémias
hatasaban. Az eredmények kiilonbdzdségére tobb magyarazat is lehet: legkézenfekvébb az in
vivo és in vitro kisérletek kozotti eltérések, tovabba a biologia mintavétel (vér, szivszdvet)
ideje ¢€s térbeli lokalizacidja, valamint a NO szintjének meghatarozasa. Mindezek mellett,
ismert, iszkémia soran a szivizomban jelentdsen csdkken a nitrogén-monoxid szintaz
miikodéséhez sziikséges oxigén €s redukalt kofaktorok (NADPH, BH4) mennyisége, valamint
a fokozodik az ugynevezett uncoupled NOS aktvitas; mindkét mechanizmus a NO szintjének

¢s biologiai hozzaférhetdségének mérséklodését eredményezheti.
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Kisérleteinkben a NO szintjének és bioldgiai aktivitdsanak okkluzid alatti megdrzése,
feltehetéen a reperfuziot kovetd jelentés mértéki O,, valamint az NT képzddés
csokkenésével hozzajarul a PC és PN antiaritmids hatdsahoz.

Eredményeink 0Osszegzéseképpen elmondhatd, hogy altatott kutyaban az exogén
peroxinitrit, a prekondiciondlashoz hasonldan, szignifikansan csokkenti az I/R soran
megjelend kamrai aritmidkat ¢és az iszkémia stlyossagat. A peroxinitrit szamottevd
antiaritmiads ¢és antiiszkémids hatdsnak a kialakitasdban a prekondiciondlassal ellentétben a
mitoKarp csatorndk nem jatszanak dontd szerepet. Ugyanakkor, a PC és a PN hatdsara
bekovetkezd csokkent endogén PN képzdodés elsddlegesen a szuperoxid produkcid
mérséklodésének tulajdonithatd, amely a nitrogén-monoxid szintjének ¢és biologiai
hozzaférhetéségének I/R alatti megorzésével egyiitt szerepet jatszhat az antiaritmias ¢és

antiiszkémias hatas kialakulasaban.
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