Az OTKA-hoz 2012.-ben ,,A nitrogén monoxid szabalyoz6 szerepe az akut iszkémia és
reperfazié okozta aritmia-mechanizmusokban” cimmel benyujtott palyazatban ismertetett
kutatdsi tervezet megvaldsitdsa soran a kovetkezd eredményeket értiik el

A kutatdsi tervezet harom fobb témakor vizsgalatat tiizte ki célul; mindharom téma a nitrogén
monoxid (NO) hatdsainak és szabalyozé szerepének vizsgalatdhoz kapcsolddik.

A pélyazatban ismertetett fObb témakorok a kovetkezdek voltak:

1. Az anorganikus nitrit hatdsanak és mechanizmusanak vizsgdlata az iszkémia és reperfizio
okozta kamrai aritmidkra.

2. Az akut statin kezelés hatdsanak és mechanizmusanak vizsgdlata az iszkémia és reperfizio
okozta kamrai aritmidkra.

3. A nitrogén monoxid gap junkcids csatorndkat szabalyozd szerepének tovabbi vizsgdlata.

Ad 1. Szamos kozlemény igazolja, hogy a szervetlen nitritek és nitratok, a szerves
molekuldkhoz hasonléan, nitrogén monoxid leaddsdra képesek, kiillondsen savas kémiai
kozegben. Ilyen kozeg alakul ki iszkémia alatt, amikor a szivizom hipoxia/anoxia
kovetkeztében a szivizomsejtek pH-ja csokken és ez a kozeg eldsegiti a nitrat/nitrit/NO
redukcids kaszkdad mukodését, azaz a nitritb6l NO képzddik. Ilyenforman a kiviilr6l bevitt
vagy a vérben keringd nitrit NO raktarként miikodhet, amely szabad NO-t biztosithat olyan
koriilmények kozott is, amikor az enzimatikus NO szintézis az iszkémia kovetkeztében
karosodik.

Kisérleteink elsé részében vizsgaltuk, vajon a natrium nitrit olyan kis koncentraciéban torténd
addsa, amely sem a hemodinamikai paramétereket (artérids vérnyomads, balkamrai nyom4s és
kontraktilitds, szivfrekvencia), sem a koszoriér keringést nem befolydsolja, valamint nem
okoz szdmottevd methemoglobin képzddést, miképpen hat a 25 perces koszortér okkluzid,
majd reperfizié sordn fellépd kamrai aritmidkra, altatott kutydkban. Kimutattuk, hogy a
natrium nitrit intravénés infiiziéja (0.2 umolkg 'min™"), akér a koszortér okklizidja eltt, akér
a reperfizidt megeldzden adva, szamottevéen csokkentette az okklizié és reperfizié sordn
megjelend kamrai aritmidk szamat €s stlyossagat és novelte az iszkémia/reperfiizids inzultust
tilélo allatok ardnyat. A tdlélok szdma kiillondsen magas volt (93%, szemben a kontroll
csoporttal, ahol tilélés nem volt), amikor a natrium nitrit infdziéjat 10 perccel a reperfiziét
megel6zden inditottuk. Kollabordcids partnereink segitségével (Dr. Elizabeth Murphy és
munkatdrsai, Systems Biology Centre, National Heart Lung and Blood Institute, National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) vizsgaltuk, vajon ez a jelent0s antiaritmids
hatdsban milyen mechanizmusok jatszanak szerepet. Megéllapitottuk, hogy a kardioprotektiv
hatds, legaldbbis részben, a nitritbdl keletkez6 NO daltali fehérje S-nitrozilacion és S-
glutathionildcién keresztiill valésul meg. Eredményeinket tobb kiilfoldi és hazai
kongresszuson ismertettiik és 2015-ben a PLOS ONE-ban kozoltiik (1).

A vizsgdlataink madsodik része arra irdnyult, hogy felderitsik vajon a ndtrium nitrit, a
prekondiciondldshoz hasonléan, képes-e kés6i védOhatdas kialakitdsara az iszkémia és
reperfuzié okozta kamrai aritmidkkal szemben. Ezekben a kisérletekben az els6 nap feliiletes
narkézisban az dllatok 0.2 pmolkg'min™ koncentriciéban ndtrium nitritet kaptak intravénas
infaziéban, majd 24 o6rdval késObb (masodik nap) a kutydkat ismételten elaltattuk és a
koszorderet 25 percre elzartuk, amit gyors reperfizié kovetett. Megdllapitottuk, hogy a
natrium nitrit szdmottevd késoi antiaritmids hatdssal rendelkezik; szignifikdnsan csokkenti az
okklizié alatt megjelend kamrai aritmidk szamat és gyakorisdgat, valamint azok sulyossdgat
és emeli a tdléld kutydk ardnyat (2, 3). A natrium nitrit késoi antiaritmids hatdsdban szerepet
jatsz6 mechanizmusok felderitésére két tovabbi kisérletsorozatot terveztiink. Elsoként
vizsgdlatuk, vajon a ndtrium nitrit, a prekondiciondldshoz hasonléan, a NO- indukalta NO



szintézis fokozdsan keresztiil véltja ki a kardioprotektiv hatdsit. Ezekben a vizsgédlatokban
mértiik az indukdlhaté nitrogén monoxid szintdz (iNOS) aktivitdsit, az enzim szelektiv
gdtloszerének az S-(2-aminoethyl)-isothiourea (AEST; teljes dozis: 2.0 mg/kg; i.v.) hidnyaban
és jelenlétében, natrium nitrittel kezelt kutydkban. A vérplazma nitrit/nitrat szintjének
mérésével megdllapitottuk, hogy a nétrium nitrit beaddsat kovetden, annak legaldbbis egy
része, a nitrit reduktdzok (deoxi-hemoglobin és xanthine oxidoreductase) dltal NO-va alakul
még normoxids koriilmények kozott is. Az igy keletkezett NO képes az iNOS aktivéldsara, és
ezt az aktivaciét az AEST teljes mértékben megsziinteti. Ennek ellenére, a nitrit késdi
antiaritmids hatdsa csak részben csokken, ami arra utal, hogy az iNOS aktiv4cid, ellentétben a
prekondiciondléssal, csak masodlagos szerepet jatszik a nitrit kés6i antiaritmids hatdsaban.
Feltételezésiink szerint, amit a nitrit/nitrat szintek mérése is igazolt, a nitrit nagyobb része a
beadast kovetben nitratta alakul, és 24 oOran keresztul nitrat formaban cirkuldl a vérben.
Iszkémia hatdsara, amikor az oxigén ellatds és a pH csokken, a nitrdt nitritté majd NO-va
redukalddik, ilyenformédn biztositva a szivizomban egy megfeleld NO szintet iszkémids
kortilmények kozott is, amikor az oxigén hidnydban az enzimatikus NO képz6dés csokkent
vagy gatolt lesz. Eredményeinket a Canadian Journal of Physiology and Pharmacology
kozlésre elfogadta és jelenleg on-line verzidban a kozlemény elérhet6 (4).

A vizsgédlatok masodik része arra irdnyult, hogy megvizsgaljuk vajon a natrium nitrit késoi
antiaritmids hatdsdban szerepet jatszi-e a mitokondrium morfolégidjaban és funkcidjaban,
iszkémia és reperflizi6 hatdsiara bekovetkezd valtozasok, moddositisa. Ezekben a
kisérletekben, a 24 ordval kordbban nitrittel kezelt és nem kezelt (kontroll) csoportok
allataibol a 25 perces iszkémia/reperfuziot kovetden, a reperfizié 2. percében a ledllitott
szivekbOl szovetmintdkat vettiink tovabbi in vitrro mérések céljabol. A morfoldgiai
vizsgalatokat transzmisszids elektronmikroszkopidval végeztiik a Szegedi Bioldgiai Kutatd
Biofizikai Intézetének munkatarsai segits€gével. A mitokondriumok 1égzési funkcidjiban,
illetve ATP szintézisében bekovetkezd véltozdsokat Clarke elektréddal és bioluminescencids
modszerrel mértiik. Megéllapitottuk, hogy a natrium nitrit 24 6rdval az iszkémiat megel6zden
adva szignifikdnsan csokkenti az iszkémia/reperfiizié okozta mitokondridlis szerkezeti
elvaltozasokat; csokkenti a mitokondriumok duzzaddsat, megdérzi a mitokondrium
allomanydnak szerkezetét, valamint mérsékeli a mitokondrium teriiletében, atmérdjében
iszkémia/reperfizié hatdsara bekovetkezd csokkenést és a gombformalédas novekedést.
Ugyanakkor a nitrit hatdsara tovabb csokkent a complex-1 fiiggd mitokondridlis oxidativ
foszforilacié kapacitdsa (OXPHOS) és a 1égzési kontroll ardny (respiratory control ratio).
Ezen utébbi a mitokondridlis miikodés klasszikus paramétere, mely az oxigén felhasznalas és
oxidativ foszforilaci6 kozotti kapcsolatot mutatja. Eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a nétrium nitrit, nagy valdsziniiséggel a complex I-re hatva megakadélyozza,
hogy az elektrontranszport ldncon keresztiil az elektron a szabadgyokok képzddéséért felelOs
complex IIl-ra jusson. Ennek kovetkeztében, a reperflizié korai szakdban csokken az oxigén
szabadgyokok képzOddése, amely magyardzata lehet a reperfiizios aritmidk nitrit kezelés altali
csokkentésének. Eredményeiket a Molecular Cell Biochemistry-ben szeretnénk lekozolni.
Jelenleg a kézirat elkészitése folyamatban van.

A nitrogén monoxid szabdlyoz6 szerepének hosszi évekre visszatekintd tanulmanyozasa
sordn tobbszor is felmeriilt, hogy megvizsgéiljuk, miképpen alakul a nitrogén monoxid szintiz
(NOS) enzim aktivitdsa prekondicionélds hatdsara. Ennek a feladatnak az elvégzésére nyilt
lehetdségiink Dr. Gardi Janossal (Szegedi I. sz. Belklinika) torténd kollabordciés munka
keretében. Kimutattuk, hogy a prekondiciondlé inger hatdsara a NOS enzim jelentOs
mértékben aktivalodik, amelynek kovetkeztében iszkémia alatt jobb lesz a NO okklazi6 alatti
biologiai hozzéaférhetésége. Eredményeinket absztrakt formdban a Cardiovascular
Researchben (5), a kéziratot egy uUjonnan indulé folydiratban, a Current Research in



Cardiology-ban kozoltiik (6). A kozlemény részét képezte Juhdsz L4szl6 Ph.D. értekezésének,
amelyet 2015-ben védett meg (7).

Ad2. A pélyazat 4j projektjeként indult a statinok, jelen esetben a simvastatin, akut adasanak
az iszkémia/reperflizié okozta szivritmuszavarokra gyakorolt hatdsainak vizsgélata. Ennek
eldzménye volt, hogy kronikus statin kezelést kovetden, szdmottevd antiaritmids hatdst
tapasztaltak kiilonboz6 szivbetegségekben szenvedd betegekben. Mind a humén, mind a
kisérletes adatok arra utaltak, hogy a statinok antiaritmids hatdsa fliggetlen a
koleszterincsokkentd hatdstdl, azaz a kedvezd hatds nem hiperkoleszterolémids betegekben is
kimutathat6. Ezen megfigyelések alapjan feltételezték, majd kisérletesen igazoltdk, hogy a
statinok egyéb, Un. pleiotrép hatdssal rendelkeznek, amelynek a hétterében az endothelidlis
NOS(eNOS) aktivacidja all. Ebbdl a hipotézisbdl kiindulva, kisérleteket terveztiink annak
megallapitdsdra, hogy vajon az egyetlen alkalommal adott simvastatin képes-e és ha igen,
milyen médon befolyésolja az akut iszkémia és reperfuzié okozta silyos kamrai aritmiakat.
Kimutattuk, hogy a koszordér okklizidja eldtt egyetlen alkalommal adott simvastatin
injekcid, szdmottevden csOkkentette a kamrai aritmidkat, az iszkémia sulyossdgat, fokozta az
eNOS aktivitdsat és mérsékelte a reperfiziot kovetd szabadgyok képzddést. Miutdn a
simvastatin antiaritmids hatdsa, legaldbbis részben, az eNOS gatl6 L-NAME jelenlétében
megszint, igazoltuk, hogy a simvastatin az eNOS aktivadlasadn keresztiil hozza 1étre j6tékony
hatdsat. Erdekes megfigyelés volt, hogy L-NAME jelenlétében a simvastatin okklizids
kamrafibrillaciét csokkentd hatdsa azonban megmaradt, ami arra utal, hogy a kamrafibrillacio
mechanizmusdnak a tobbi aritmia-tipustdl eltéré kiillonbozdsége miatt, a simvastatin
fibrillaciora gyakorolt hatdsdban ugyancsak mas mechanizmust részvétele is fontos lehet. Erre
a kérdésre a simvastatin direkt elektrofiziolégia paraméterekre gyakorolt hatdsainak
felderitése adhat vélaszt. Ezeket az eredményeinket hazai és kiilfoldi kongresszusokon
ismertettiik €s az European Journal of Pharmacologyban 2014-ben publikaltuk (8).

Ennek a munkdnak folytatdsaként vizsgdltuk az eNOS simvastatin altali aktivaciéjanak
mechanizmusét. Ismeretes, hogy az eNOS gyors aktivdlédasdban szerepe lehet az Akt/IP-3
kinaz dtvonal aktivacidjanak. Ennek ismeretében vizsgalni kivantuk, hogy vajon a simvastatin
altal eloidézett eNOS aktivalddas ezen az utvonalon keresztiil valésul meg. Ehhez az IP-3
kinaz gétlészerét a wortmannint alkalmaztuk. Kimutattuk, hogy hasonléan az L-NAME-hez, a
wortmannin, az okklizids kamrafibrillacid kivételével, a simvastatin minden kedvez6 hatasat
megsziintette. Ez arra utal, hogy a simvastatin az Akt/IP-3 kindz/ eNOS utvonal aktivaldsan
keresztiil hatva, fokozza az NO termel6dését. A NO okkldzié alatti jobb bioldgiai
hozzaférhetosége hozzdjarul ahhoz, hogy simvastatin kezelést kovetden csokkennek az
okkluzi6 és reperfizié okozta aritmidk. Ezeket az eredményeket szintén az European Journal
of Pharmacologyban publikdltuk (9) és a két kozlemény alapjan Kisvari Gabor elkészitette
Ph.D. értekezését, amelyet 2017. mércius 17.-én fog védeni (10).

Ad. 3. A 2012-2016 évekre benyujtott palydzatunk részét képezték az el6z6 iddszakrol (2008-
2012) atnyulo, annak folytatasét jelentd vizsgalataink. Ennek egyik fontos kérdése volt a gap
junkcids csatorndk szerepének tovabbi vizsgdlata az akut iszkémia és reperfizié okozta
aritmidkban. Ennek kapcsdn vizsgéltuk a NO, gap junkcids csatorndkra gyakorolt szabalyoz6
szerepét. A gap junkcids csatorndk aritmogenezisben jatszott szerepének, illetve a NO gap
junkciés csatorndkat szabdlyozé tulajdonsdgianak felderitésére végzett kutatdmunka
eredményeként sziiletett meg Gonczi Marton Ph.D. értekezése (10). Ugyancsak a témakorben
kordbban végzett munkank elismeréseként felkérést kaptunk, hogy a NO szabdlyoz6 szerepére
vonatkozé eredményeinket a Frontiers in Pharmacology, gap junkciés csatorndkkal
foglalkoz6 specidlis kotetéhez csatlakozva kozoljuk (11).

A jelen palyazati idészakban, ebben a témakorben vizsgéltuk, hogy a gap junkcids csatornak
zéardsa carbenoxolonnal miképpen befolydsolja a szivingerléssel eldidézett prekondicionélds



késdi antiaritmids hatdsat. Eredményeinket 2014-ben nemzetkozi kongresszuson ismertettiik
(12, 13) és a Canadian Journal of Physiology and Pharmacology-ban kozoltiik (14). Az elsd
pontban ismertetett, szervetlen nitritekkel végzett vizsgdlatainkhoz kapcsoléddan,
megvizsgaltuk, hogy a natrium nitrit késéi antiaritmids hatdsa kotheté-e a NO, gap junkcids
csatorndkra gyakorolt hatdsidhoz. Megallapitottuk, hogy a nétrium nitrit késoéi antiaritmids
hatdsa, legaldbbis részben, a gap junkcids csatorndkra gyakorolt hatdson keresztiil valdsul
meg. Az eredményeinkbdl késziilt kéziratot az Acta Biologica Hungarica kozlésre elfogadta, a
kozlemény megjelenése 2017 elején varhato (15).

Vizsgdlatokat folytattunk arra vonatkozéan is, hogy megallapitsuk, vajon a szivingerlés
miképpen moédositja a gap junkcids csatorndkat felépitd connexin 43-nak az interkaldris
lemezen beliil, mas fehérjékkel val6 kapcsolédasat (16). Tovabba, Szépe Tamds (SZTE,
Informatikai Intézet) segitségével kidolgoztunk egy programot, amely segitségével a
konfokélis mikroszképos felvételeken lehetdvé vélt a gap junkcids kapcsolatok automatikus
értékelését (17).

Ugyancsak a kordbban elkezdett munkdnknak a jelen pdlydzati periddusban torténd
befejezéseként sziiletett meg az a kozlemény, amelyben a gén expresszié idobeni valtozasat
vizsgaltuk szivingerléssel prekondiciondlt kutydkban (18). A génexpresszids véltozasok
vizsgalatdbol szarmazd eredmények alapjan késziilt el, és 2013-ban sikeresen védte meg
Kovacs Maria Ph.D. értekezését (19).

A 2012-2016 kozott, az OTKA (majd kés6bb NKFIH) altal tdmogatott kutatdsok sikeres
befejezéséhez nagyban hozzdjarultak a munkacsoportban dolgozé szakdolgozatukat és Ph.D.
értekezésiiket készitd hallgatok. Munkankat azonban hatraltatta, hogy a projekt idGtartama
alatt nehézségekbe iitkoztiink a kisérleti allatok beszerzésében. Koszonjiilk az NKFIH-nak
kutatdsaink tdmogatasét és hogy hozzajarultak, hogy a projekt idétartamét 2017. februar 28.-
ig meghosszabbithassuk.



