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BEVEZETES

Rovid iszkémias epizédok megnovelik a sziv és mas szovetek tlrOképességét egy
késObbi, hosszabb iszkémidval szemben. Ezt a jelenséget nevezziik iszkémids
prekondicionalasnak. A prekondicionalds hatdsara iszkémia/reperfuzidt kovetden csokken az
infarktus mérete, javul a szivfunkcid, valamit csokken az aritmidk el6forduldsa. Szdmos
egy¢b mediator mellett a nitrogén-monoxid (NO), reaktiv oxigén szarmazékok, mint a
peroxinitrit (ONOQO"), ¢és antioxidans enzimek szerepét feltételzik a klasszikus
prekondicionalas kialakuldsaban. Tanulmanyunkban a ONOO klasszikus
prekondicionalasban betoltott szerepére kivantunk ravilagitani.

A ONOO' egy erdteljes oxidans szabadgyok, mely in vivo koriilmények kozott extrém
gyors aranyban keletkezhet a NO ¢és a szuperoxid-anion (O *) nem-enzimatikus reakcidjanak
kovetkeztében, melynek csak a diffuzio szab hatart. Mara mar széles korben elfogadotta valt a
megnovekedett ONOO™ képzddés oxidativ €és nitrozativ stresszt okozd szerepe szamos
kardiovaszkularis és egyéb patologias allapotokban. Azonban azt is kimutattdk, hogy az
endogén ONOO™ termelddés stressz-valaszutakat aktivalhat és triggerként szerepelhet a

A kémiai prekondicionalds egy 1j, gyakorlatban jol alkalmazhaté lehetdség
kardioprotekci6 kialakitdsara. A ,kémiai prekondicionalas” kifejezést elészor Riepe ¢€s
Ludolph hasznalta az altaluk agyszdvetben 3-nitropropionsavval (3-NPA) Iétrehozott hipoxias
tolerancia kialakitdsdra. A 3-NPA egy ndvényi mycotoxin, mely irreverzibilis gatloszere a
Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklusban ill. a mitokondrialis elektrontranszportlanc II komplexében
megtalalhatd szukcinat-dehidrogenaz enzimnek. A 3-NPA hatdsmechanizmusa szorosan
kapcsolodik a reaktiv oxigén gyokok, kiilondsen a ONOO™ termelddéséhez. Korabbi
kisérleteinkben igazoltuk, hogy a ONOO™ képes triggerelni az iszkémias prekondicionélés
kialakuldsat, valamint, hogy a prekondicionalds csokkenti a NO, O+ ¢és ONOO
tultermelddését egy késobbi iszkémia/reperfuzids karosodas soran, ezaltal védelmet indukalva
a miokardiumban. Habar a 3-NPA kémiai prekondiciondlast indukalé hatasa jol ismert
agyszovetben, nagyon kevés informécio all rendelkezésre a szivizom 3-NPA indukalta kémiai

prekondicionalasaval kapcsolatban.

Ellentétben a szivizom adrenerg €s kolinerg beidegzésével, joval kevesebb figyelem
forditoédik a miokardium gazdag érzd beidegzésének funkciondlis jelentdségére. A szenzoros

idegek NO ¢és vazoaktiv peptid (pl. CGRP, Substance P) tartalmuknal fogva erdteljesen



befolyasoljak a sziv funkciojat és adaptiv reakcidit. A vékony szenzoros idegek hatékony
érzékeld berendezésként miikddnek; stimuldlhatosagukat iszkémia, hipoxia, laktat, kalium és
alacsony pH hatdsara transzmittereik felszabaduldsa jelzi. Nagyon kevés adat talalhato
azonban a szenzoros idegek fizioldgias és patologids szerepérél a szivizom sejtszintl
folyamatainak szabalyozasaval kapcsolatban. Hasonloképp ismeretlen a szenzoros neuropatia
kialakulasdnak mechanizmusa olyan betegségekben (pl. diabetes mellitus, obesitas, stb.),
melyek riziko tényezdi lehetnek kardiovaszkularis betegségek kialakuldsanak.

A capsaicin egy igen szelektiv szenzoros neurotoxin, amely a primer szenzoros idegsejtek
egy morfologiailag jol definialt csoportjanak funkcionalis gatlasat, ill. fizikai pusztulasat
okozza. Capsaicin segitségével kutatdécsoportunk korabban mar kimutatta, hogy a sziv
pl. az iszkémids prekondiciondldsban, valamint a szivizom NO-cGMP rendszerének
szabalyozasaban. Ezért 0Ugy tlnik, hogy a capsaicinre érzékeny szenzoros idegek
hozzajarulnak a szivizom fiziologias és patologias milkddésében szerepet jatszé szamos
Osszetett sejtszintli folyamat szabalyozasdhoz. Azonban a capsaicin-szenzitiv érzo idegek és a
capsaicin receptor (TRPV1) pontos szerepe a szivizom ¢ép ¢és kords allapotaiban nagyrészt
tisztazatlan. A hagyomdnyos biokémiai és farmakoldgiai megkozelitések mindez ideig
elégtelennek bizonyultak a szenzoros idegek elimindlasanak hatdsdra bekovetkezd
kulcsmozzanatok felderitésében. Meglepd tovabba, hogy eddig még nem tortént kisérlet
szisztémads capsaicin kezelés altal kivaltott szenzoros kemodenervacié hatdsara bekovetkezd
génexpresszios valtozasok felderitésére semmilyen szovetféleségben sem. Kordbban
kutatocsoportunk kimutatta, hogy szisztémas capsaicin kezelés hatasara karosodik a szivizom
relaxacioja a bazalis NO tartalom csokkenésének kiséretében, azonban a hattérben alld
folyamatok még tisztazatlanok. Csokkent bazalis NO tartalom csokkent ONOO
termelédéshez vezethet, mely csokkenést okozhat a szarkoplazmas retikulum Ca**-ATP4z 2a
(SERCA2a) S-nitrozilacidjanak mértékében, amely a miokardium relaxacids zavarahoz
vezethet. Kimutattdk, hogy a SERCA Cys349 aminosavan ONOO" 4ltal torténd nitrozilacid
aktivalhatja az enzimet. Okkal feltételezhetjiik tehat, hogy a szenzoros kemodenervacid
hatasara lecsokkent NO termel6dés karosodott szivizom relaxacidhoz vezethet, csokkent

ONOO' képzddésen, kovetkezésképp csokkent SERCA2a S-nitrozilacion keresztiil.



CELKITUZES
Tanulmany 1.

Kisérletet tettiink a 3-NPA-val indukalt kémiai prekondiciondlas izolalt patkédnyszivben
torténd kimutatasara, valamint, hogy a NO, O, és ONOO szerepet jatszik-e a

kardioprotetktiv hatas kialakulaséban.

Tanulmény 2.

Megvizsgaltuk, hogy a capsaicin eldkezelés altal 1étrehozott szenzoros kemodenervaciod
vezethet-e a szivizom csokkent relaxacidos képességéhez, csokkent ONOO™ képzddésen,
ezaltal csokkent SERCA2a S-nitrozilacion keresztiil. Tovabba, a szivizom capsaicin-szenzitiv
szenzoros idegei altal szabalyozott 0 sejtszintli folyamatok azonositdsa érdekében, DNS-chip
technikat alkalmazva, 6400 gén expressziovaltozasat monitoroztuk a szivben szisztémas

capsaicin kezelés kdvetkeztében 1étrehozott szenzoros kemodenervacio hatasara.

KISERLETI ELRENDEZES ES MODSZEREK

Tanulmany 1.

Kisérleteinkben 3 csoportba osztottunk him Wistar patkdnyokat. A prekondicionalt
csoport szolgalt pozitiv kontrollként, melyben a prekondicionalast 3 egymast kovetd
ciklusban 5 perc global iszkémia/5 perc reperfuzié valtakozo ismétlésével értiik el, melyet 30
perces global iszkémia €s 2 ora reperfuzio kovetett. A 3-NPA-val kezelt és a kontroll csoport
allatai a sziv izolalasat 3 oraval megel6zden intraperitonedlisan 20 mg/kg 3-NPA-t, illetve
annak vivéanyagat kaptdk. Az izolalt sziveket ezt kovetden 30 perc iszkémidnak és 2 ora

reperfuzionak vetettiik ala.

Tanulmany 2.

crer

patkanyokat kezeltliink szubkutan capsaicinnel emelkedd dozisban 3 napig. A kontroll csoport
a capsaicin vivoanyagat kapta szintén 3 napon keresztiil. A capsaicin egyéb hatasait
elkeriilendd, izolalt szivvel végzett kisérleteinket 7 nappal az utols6 kezelést koveten
végeztiik, mikorra a miokardidlis érzé idegek elimindlodtak és a capsaicin mar kitiriilt a

szervezetbol.



EREDMENYEK

Tanulmany 1.

A kontroll szivekben az iszkémia/reperfiizié hatasara kiterjedt infarktus keletkezett, melyet
jelzett az LDH nagymértékli megjelenése a koronaria perfuzdtumban. A 3-NPA kezelés,
hasonloképpen az iszkémias prekondicionalashoz, jelentés mértékben lecsokkentette mind az

infarktus méretét, mind a kidramlott LDH mennyiségét.

A 3-NPA-val kezelt csoportban jelentdsen megemelkedett a szivizom bazalis NO tartalma
a kontroll csoporthoz képest, azonban a NO-szintaz aktivitdsaban nem talaltunk kiilonbséget.
Megvizsgaltuk a szivizom O, ¢ szintjét, melyben szignifikans csokkenést tapasztaltunk a 3-
NPA kezelés hatdsara. Csokkent emellett a szivizomban megtalalhaté 2 {6 O, ¢ termeld
enzim, a xantin-oxidoreduktaz (XOR) és a NADH-oxid4z aktivitdsa is a kezelés hatdsara,
azonban a O, * lebontasaért felelos szuperoxid-dizmutaz (SOD) aktivitasa valtozatlan maradt.
Végiil a peroxinitrit képzddés markereként a miokardium szabad nitrotirozin szintjét mértiik.

A 3-NPA kezelés hatasara mintegy felére csokkent a szivizom szabad nitrotirozin tartalma.

Tanulmény 2.

A szisztémas capsaicin kezelés kivaltotta szenzoros kemodenervacio hatasara jelentésen

emelkedett a bal kamrai végdiasztolés nyomas (LVEDP) a kontroll csoporthoz képest.

DNS-chip technikaval megvizsgaltuk 6400 gén expresszidjat szisztémas capsaicin kezelés
hatasara bekovetkezd valtozasokat keresve. 80 gén esetében tapasztaltunk szignifikdns
valtozast: 47 gén mutatott fokozott kifejezddést, 33 esetében pedig csokkent expressziot

lehetett kimutatni.

A szivizom bazélis NO tartalma jelentésen (a kimutathatdsdg hatardig) csokkent a
szisztémas capsaicin kezelés hatasara. Ezzel osszhangban csokkent a Ca®’-dependens NO-
szintdz génexpresszidja, valamint az enzim aktivitasa is. A tovabbiakban a csokkent NO szint
1étrejottében feltételezhetden szerepet jatszo O, « és ONOO™ miokardialis szitjeit vizsgaltuk.
A szivizom O; * szintjében kb. 30%-os csokkenést mértiink a capsaicinnel kezelt csoportban,
azonban statisztikailag ez nem volt szignifikans valtozas. A O, ¢ termeld XOR ¢s NADPH-
oxidaz aktivitasaban nem talaltunk valtozast a kezelés hatdsara, azonban a SOD aktivitasa
jelentésen megemelkedett a capsaicinnel kezelt csoportban a kontrollhoz képest. Megmeértiik
mind a szisztémas, mind a miokardialis nitrotirozin (az ONOQO™ markere) mennyiségét, €s

mindkét esetben jelentds csokkenést tapasztaltunk szisztémas capsaicin kezelés hatasara.



Végiil, hogy megfigyeljiikk, hogy a csokkent ONOO™ szint vezethet-e a miokardialis
SERCA2a miukodésének valtozasahoz, izoladlt SR mintakbol Western blot segitségével
vizsgaltuk a SERCA2a S-nitrozilaci6janak mértékét. A szisztémds capsaicin kezelés
kovetkeztében 1étrejott szenzoros kemodenervacid hatdsdra szignifikdns csokkenést

tapasztaltunk a SERCA2a S-nitrozilacidjanak mértékében a kontrollhoz képest.

OSSZEFOGLALAS

1. 3-NPA-val farmakolégiai prekondiciondlds hozhato 1étre a szivizomban, mely altal

csokkenthetd az infarktus mérete.

2. Ez a hatés 6sszefliggésbe hozhaté a NO biologiai elérhetdségének novekedésével és a
ONOO'" és Oy * képzddés csokkenésével, amelyért a XOR és NADH-oxidaz aktivitasanak

gatlasa hoz létre.

3. A capsaicin-szenzitiv érz6 idegrostok jelentds szereppel birhatnak szamos neuralis és
nem-neuralis gén expresszidjanak szabalyozasdban, a szivizomban ¢és valdsziniileg egyéb

szOvetekben is.

4. A szenzoros kemodenervacid csokkenti a NO biologiai hozzaférhetdségét a
szivizomban a Ca”"-dependens NOS expressziojanak és aktivitasanak csokkentésén, valamint
a SOD aktivitasanak novelésén keresztiil. Ez csokkent bazalis ONOO™ képzddéshez vezet,
mely csokkenést eredményez a SERCA2a S-nitrozilacidjanak mértékében, ezaltal romld

miokardidlis relaxacids képességet okoz, melyet jol mutat a megndvekedett LVEDP.

5 Az irodalomban eldszor irtuk le, hogy a capsaicin-szenzitiv érzé idegek szerepet

crer

SERCAZ2a S-nitrozilacidjanak fenntartasan keresztiil.
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