Az OTKA-hoz 2008.-ban ,,Antiarrhythmids hatdsii mechanizmusok in vivo és in vitro
tanulmdnyozdsa” cimmel benyujtott palydzatban vazolt kutatdsi tervezet végrehajtdsa sordn a
kovetkez6 eredményeket értiik el

A palyazatban ismertetett tervezet két nagyobb témakor vizsgalatat tiizte ki célul:

1.

A gap junkcids (GJ) csatorndk szerepének felderitését az akut iszkémia €s reperfiziod
sordin megjelend kamrai aritmidkban valamint a prekondiciondlds antiaritmids
hatdsaban.

A reaktiv oxigén és nitrogén gyokok szerepének vizsgalatat az iszkémia €s reperfizid
okozta kamrai aritmidkban.

Ad. 1. Munkacsoportunk 2007-ben a Cardiovascular Research-ben kozolte (Papp és mtsai,

2007), hogy éllatkisérletekben (altatott kutydkban) a gap junkciés (GJ) csatorndk
iszkémia hatdsdra bekovetkezd zardddsa jelentds mértékben hozzdjarul az akut
koszoriér elzarddds hatdsara megjelend, tn. Ib fazisd kamrai aritmidkhoz. Ezek a stlyos
kamrai aritmidk azok, amelyek az esetek dontd tobbségében hirtelen szivhaldlhoz
vezetnek. Azt is kimutattuk, hogy rovid koszoriér okkliziokkal végzett
prekondicionalas csokkenti a GJ csatorndk zarodasat és ennek kovetkeztében ezeknek
az életet fenyegetd aritmidknak a kialakuldsat. Vizsgdlatainkban a GJ csatorndk
zarddasa és az aritmidk kialakuldsa kozotti Osszefliggést mind in situ (a szivizom
elektromos impedancidjdban bekovetkezd valtozasoknak mérésével), mind az azt
kovetd in vitro (GJ permeabilitds, connexind43 [Cx43] foszforildcids déllapotdnak
meghatarozasaval) koriilmények kozott igazoltuk.

Ezeket a vizsgélatainkat folytatva, kisérleteket terveztiink a GJ csatorndk farmakoldgiai
modulécidjra; tanulmanyozni kivantuk, vajon a GJ csatorndk zardsa carbenoxolonnal
(CBX) vagy nyitdsa rotigaptiddel (RTG), milyen mdédon befolydsolja az iszkémids és
reperfizids kamrai aritmidkat. Tobb kisérletsorozatban kimutattuk, hogy a GJ csatorndk
iszkémia elotti és alatti zardsa, paradox moédon, a prekondicionédldshoz hasonléan,
gatolja az okkldzié alatti kamrai aritmidk kialakuldsat, ugyanakkor, ha prekondicionalt
kutyakban alkalmazzuk, a CBX megsziinteti a prekondiciondlds antiaritmids hatasat (1).
Feltételezésiink szerint, a GJ csatorndk prekondiciondlds el6tt és alatti zdrdsa
megakadalyozza a prekondiciondlé inger hatdsdra felszabadul6 endogén protektiv
hatdsi medidtorok diffiziéjat és a védohatas kialakuldsat (1). Erdekes médon, a GJ
csatornanyité RTG, amennyiben az iszkémia elOtt és alatt adtuk ugyancsak antiaritmids
hatdssal rendelkezett. Eredményeinket részben hazai és nemzetkozi kongresszusokon
ismertettiik (2-4), mig a CBX-re vonatkozd kisérleteink eredményeit a Cardiologia
Hungarica-ban magyar és angol nyelven kozoltik (1). A GJ csatorndknak az
aritmogenezisben, a prekondiciondlds antiaritmids hatdsdban jatszott szerepét, valamint
a csatorndk farmakoldgiai moddositasdval kapcsolatos eredményeinket és az erre
vonatkoz6 hipotézisiinket felkért konyvfejezetben ismertettiik (5).

Vizsgdlatokat végeztiink arra vonatkozdan is, hogy a prekondiciondlds antiaritmids
hatdsdban kozponti szerepet jatszé nitrogén monoxid (NO) vajon képes-e kozvetleniil
befolydsolni a GJ csatorndkat, s amennyiben igen, akkor ennek szerepe van-e a
prekondicionalds antiaritmids hatdsaban. Kisérletekben a NO donor natrium
nitroprussidot adtuk, és a kordbbiakban alkalmazott in situ kutya aritmia modelliinkben,
valamint azt kovetden ezekbdl a kisérletekbdl nyert szivmintdkban in vitro biokémiai és
molekuléris biolégiai modszerekkel igazoltuk, hogy a NO kozvetleniil a GJ csatorndkra
hatva, azoknak az iszkémia hatdsdra bekovetkezd zarodasat akadalyozva, olyan
elektromos feltételeket biztosit a szivben, amely gatolja a kamrai aritmidk kialakuldsat.
Ezek a kisérleteink el6szor szolgéltattak bizonyitékot arra vonatkozdan, hogy a NO a



szivizomban is kozvetleniil befolydsolhatja a GJ csatorndkat. Eredményeinket szdmos
hazai és kiilfoldi kongresszuson ismertettiik és a British Journal of Pharmacology-ban
kozoltiik (6).

A nitrogén monoxidnak, a GJ csatorndkat szabdlyozé szerepét igazolja az is, hogy a
natrium nitrit infazié hatdsdra az okklazids és reperfuzids aritmidk igen jelentOs
mértékben csokkennek, €s ebben a hatdsban, legaldbbis részben, a GJ csatorndk
iszkémia alatti zdarédasdnak, NO dltali megakaddlyozdsa jétszik szerepet. Ezzel
kapcsolatos az eredményeket eddig két kongresszuson (7, 8) ismertettiik.

Kordbbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a sziv magas frekvencidval torténd
elektromos ingerlése jelentds korai (Végh és mtsai, 1991, Kaszala és mtsai, 1996) és
késoi védohatast (Végh és mtsai 1994, Kaszala és mtsai, 1996) alakit ki a szivben az
akut iszkémia €s reperflizié sordn megjelend sulyos kamrai aritmidkkal szemben. Ezt a
koncepciét folytatva a palydzat négy éves periddusa alatt kisérleteket terveztiink annak
a vizsgalatarra, vajon a GJ csatorndknak szerepiik van-e az ilyen mddon kialakitott
késoi antiaritmids hatdsban. Szivingerelt kutydkban, 0, 6 12 és 24 6raval a szivingerlést
kovetden vett szivszoveti mintdkban hisztokémiai és molekuldris bioldgiai
modszerekkel vizsgdltuk a GJ csatorndkat felépitd f0 protein a connexind3 (Cx43)
mennyiségét, megoszldsit ¢és funkciondlis 4dllapotit, amelyet a fehérje
foszforilalt/defoszforilalt (foszfo/defoszfo) formdjanak ardnya alapjédn hatdroztunk meg
(a fehérje foszforildlt formdja a csatorna nyitott allapotdara utal). Kimutattuk, hogy 6
ordval a szivingerlést kovetden a Cx43 mRNS tartalom jelentdsen csokken, amelyet
Ujabb 6 ora elteltével (azaz 12 6rdval a szivingerlés utdn) a Cx43 fehérjetartalom kb.
50%-ra torténd csokkenése kovet. Hiusz-huszonnégy draval a szivingerlés utidn, amikor a
szivingerlés antiaritmids hatdsa észlelhetd, a Cx43 gén és fehérje expresszids véltozdsai
helyrealltak és nem kiilonboztek a kiindulési dllapottol. Koszoruér okkluzié hatdsira a
szivingerelt kutydkban, bar a Cx43 mennyisége a kontroll dallatokéhoz képest
szamottevOen nem valtozott, azonban a kontrollal ellentétben, ahol az okklizié hatasara
a foszfo/defosztfo Cx43 arany a defoszforildlt allapot felé tolédott el és az interkaldris
lemezben az immunofluoreszcencids képek alapjdn jelentds toredezést tapasztaltunk, a
szivingerelt allatokban mind a Cx43 forszforildlt formdja, mind a membrén integritdsa
megtartott volt. Ezek a kisérleteink taldn a klinikai gyakorlat szdmara is fontos
megfigyeléssel szolgdlnak, ugyanis amennyiben 12 6rdval a szivingerlést kovetden -
amikor a Cx43 fehérje expresszidja jelentds mértékli csokkenést mutatott — zartuk el a
koszorueret és idéztiink eld iszkémiét, az aritmidk rendkiviil silyosak voltak és szamos
esetben kamrafibrillacié kovetkezett be. Ez a megfigyelés felveti annak a lehetdségét,
hogy a prekondiciondl6 szivingerlést kovetden, a késdi védohatds kialakuldsa sordn van
egy olyan kritikus periddus, amikor a sziv érzékenysége fokozodhat mind az
iszkémidra, mind az iszkémia kivaltotta aritmidkra. Ezeket az eredményeinket a
tudoményos konferencidkon tortént ismertetések mellett, 2012.-ben a Clinical Science-
ben kozoltik (9). Ugyancsak ennek a munkdnak az eredménye a kozeljovoben Ph.D.
értekezés alapjat képezi. A GJ csatorndknak az aritmogenezisben betoltott szerepének
vizsgalatara vonatkoz6 kutatdsaink eredményességét bizonyitja, hogy felkérést kaptunk,
hogy a gap junkciés csatorndk szerepét tobb szempontbdl elemzd kiadvanyhoz
(,,Frontiers Research Topic™) kézirat benyujtasaval csatlakozzunk.

A fenti kisérletek sordn lehetdségiink nyilt arra, hogy szivingerelt kutydkban
génexpresszids vizsgdlatokat végezziink. Ezekben a kisérletekben gén chip és RT-
QPCR segitségével a szivingerlést kovetd kiilonbozo idopontokban, illetve az ingerlés
utdn 24 o6ra milva a koszordér okkliziot és reperfizidt kovetden vett szivszoveti
mintdkban vizsgdltuk a génexpresszios vdéltozasokat. Olyan 40 illetve 29 gént



valasztottunk ki és kovettik a mRNS szintjeikben bekovetkezd véltozdsokat,
amelyekrdl kordbbi kisérletek alapjan feltételezhetd volt, hogy szerepiik lehet a késdi
védohatas kialakitdsaban. Eredményeinkbdl 4 alkalommal tartottunk eléadasokat hazai
és nemzetkozi konferencidkon, két kozleményt publikdltuk (10, 11) és a kozeljovében
Ph.D. értekezés késziil.

A gap junkciés csatorndknak az okklizié és reperfuzi6 okozta sulyos kamrai
ritmuszavarokban jatszott szerepének vizsgdlatit a jovOben is folytatjuk, amelyhez 4 évre
elnyertiik az OTKA tdmogatdsat, amit eziton is kdszoniink.

Kisérleteket kezdtiink a statin adds, illetve a statinokkal torténd kezelés lehetséges
antiaritmids hatdsdnak vizsgédlatara. A kezdeti eredmények szerint a simvastatin egyszeri
alkalmazdsa a koszoriér okkliziét megel6zden csokkenti az akut koszoriér okklizid és
reperfizié soran fellépd silyos kamrai aritmidkat. Miutdn ez a kedvezd antiaritmids hatds a
NO szintézist gitlé L-NAME jelenlétében mérséklddik, feltételezheté a NO szerepe a
véddhatas kialakitdsdban. Eredményeinket 2011.-ben Haifa-ban az ISHR-ES kongresszusan
ismertettiik (12), a kézirat elkészitése folyamatban van.

Ad 2. A reaktiv szabadgyokoknek az okklizids €s reperfiiziés ritmuszavarokban betoltott
szerepét vizsgilva a kovetkezd eredményeket értiik el:

Kimutattuk, hogy amennyiben a szivizom iszkémiét kovetd reperfiizié soran NO-bdl és
szuperoxidbodl keletkezO toxikus peroxinitritet kis (nanomolaris, mikromoldris)
koncentraciéban az iszkémiit megel6zden kozvetleniil a koszoriér keringésben adjuk,
akkor a perkondiciondldshoz hasonld antiaritmids hatdst érhetiink el. Ez a hatés
feltehetéen a peroxinitritbdl felszabadulé NO-nak koszonhetd, amely szabdlyozza
(gétolja) a reperfuzi6 alatti szabadgyok (szuperoxid) képzddést. Ezt igazolja, hogy mind
a prekondiciondlds, mind a peroxinitrit adds hatdsdra emelkedett a sinus coronarius
vérben a nitrit/nitrdt (NOX) szint, és ez az azt kovetd 25 perces koszoruér okklizio alatt
is megmaradt, ellentétben a kontroll csoport éllataival, amelyekben a NO metabolitok
szintje az okkluzi6 végére jelentdsen csokkent. Ezzel parhuzamosan a reperfuzié
hatdsara a kontroll dllatokban jelentésen megemelkedett szuperoxid €s nitrotirozin (az
endogén peroxinitrit képzodés markere) mennyiség a prekondiciondlt és peroxinitrittel
kezelt 4llatokban szignifikdnsan csokkent. Azt is kimutattuk, hogy bar a
prekondiciondl6 rovid iszkémids/reperfizids inzultusok sordn jelentés mennyiségben
képzddik endogén peroxinitrit, ez nem sziikkséges a prekondiciondlds antiaritmids
hatdsdnak kialakitdsidhoz. Ezeket az eredményeinket 4 év alatt szdmos hazai és kiilfoldi
kongresszuson ismertettiik, beldliik két kozleményt a British Journal of Pharmacology-
ban (13, 14), egyet az European Journal of Pharmacologyban publikaltunk (15), és az
adatok egy részébdl Kiss Attila Ph.D. értekezést készitett, amelyet 2010.-ben sikerrel
megvédett.

Az a feltételezésiink, hogy a NO szint iszkémia alatti megtartdsa fontos kardioprotektiv
tényezOként szerepelhet vezetett azokhoz a kisérletekhez, amelyekben vizsgaltuk a
szervetlen nitritek lehetséges antiaritmids hatdsat. Régota ismert volt, hogy a szerves
nitritek és nitratok, mint NO donorok, nemcsak az iszkémids karosodast, de az
aritmidkat 1is csokkenteni képesek. Erre vonatkozdéan szdmos sajat kisérletes
bizonyitékkal rendelkeziink (pl. Végh és mtsai., 1996, Gyorgy és mtsai., 2000).
Ugyanakkor, a legtijabb vizsgdlatok arra utaltak, hogy az inert molekuldnak tekintett
nitrit €s nitrdt, amely az NO metabolizmus természetes végterméke, alacsony pH és
oxigén hidny jelenlétében, mint pl. a szivizom iszkémia, NO-vd redukalédhat, igy
biztositva jobb NO ellatast iszkémids koriilmények kozott is. Ennek megfelelden
kisérleteket terveztiink, amelyekben vizsgdltuk a natrium nitritnek az iszkémia és



reperfizié okozta kamrai ritmuszavarokra gyakorolt hatdsat. Kimutattuk, hogy a
natrium nitrit infizid, akdr az iszkémia el6tt és alatt, akar 10 perccel a reperfizié elott
adva, rendkiviil jelentés mértékben csokkenti az iszkémia €s reperfizid alatti sulyos
kamrai aritmidkat. Ez a markdns antiaritmids hatds egyrészt Osszefiiggésbe hozhat6 a
fentebb emlitett GJ csatorndkra gyakorolt hatdssal, mdsrészt a reperfizié alatti
szabadgyok képzddés mérséklésével, illetve a fehérjék S-nitrozilacidjaval. Ez utébbi
mechanizmus feltételezi a 1étfontossdgu fehérjék megdvasit a reaktiv oxigén
szabadgyokoktol (ROS) azaltal, hogy a NO reverzibilisen kotédve a fehérjék -SH
csoportjaihoz megakadalyozzdk a ROS kotddést és annak kérosité hatdsét. Elisabeth
Murphy laboratériuméval kooperdlva szdmos olyan fehérjét taldltunk, amely a nitrit
adas kovetkeztében S-nitrozilalddtak, kiilondsen abban a kisérleti felallasban, amikor a
natrium nitritet a reperftizi6 eldtt adtuk. Ezeket, az eredményeinket eddig szdmos hazai
és kiilfoldi konferencidn ismertettiik (16-20), beldliik a kézirat elkészitése folyamatban
van.
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