ENDOGEN SZUBSZTANCIAK KARDIOVASZKULARIS REGULATOR SZEREPENEK
MOLEKULARIS BIOLOGIAI ES BIOKEMIAI VIZSGALATA SEBESZI
SZIVBETEGSEGEKBEN ES ALLATKISERLETES MODELLEKBEN

Jelen OTKA palyazatunk célja az volt, hogy korabbi mar két alkalommal OTKA
tdmogatasban részesiilt témainkat folytassuk. Tagabb értelemben a human szivbetegségek és
ezek allatkisérletes modelljeiben vizsgaljuk a peptiderg regulacid korélettani jelentdségét. A
korabbi munka folytatdsa mellett 0j modellként vizsgéalatainkat kiterjessziik a diabétesszel
kombinalt szivbetegségek teriiletére is.

Az utobbi évtizedekben egyre intenzivebb kutatas targyat képezi a sziv sajat
hormontermelése és ezen hormonok szervezetben betoltott funkcioi.

Az endothélium vazoaktiv anyagokat termel, az endothél fiiggd vasodilatator factor (EDRF)
(NO, nitrogén monoxid) utan az endothél fiiggd konstriktor faktor (EDCF), az endothelin-1 is
azonositasra kertilt (1987 Yanagisawa, 1). A szivben jelentds felszint tesz ki az epi-és
endokardialis valamint intravazalis endothélsejtek rétege: az daltaluk termelt vazoaktiv
anyagok a szivizomsejtek intersticidlis terébe jutva, a szivizomsejteken 1évé receptorokhoz
kotédve szabalyozo szerepet tolthetnek be (2,3,4).

De Bold 1980-ban patkany pitvarabol izolalt egy natriuretikus és vazodilatator hatast
peptidet. A sziv pitvardban képz6dd pitvari natriuretikus peptid, ANP felfedezésével a
szivizom sajat hormontermeld kapacitasa és milkodésének sejtszintli szabalyozasa valt a
kutatasok érdeklodésének kozéppontjava.

A vazoaktiv anyagok pl. ANP, BNP, ET-1, apelin, adrenomedullin biokémiai meghatarozasa
¢s génexpresszioik vizsgalata kiilonbozé szivbetegségekben szenvedd betegekben,
eldsegitheti a patofizioldgiai folyamatok megértését, és esetleges therapids konzekvenciai

lehetnek.

A KUTATAS HAZAI ES NEMZETKOZI ELOZMENYEI

Kordbbi vizsgalataink egyik f6 teriilete a perikardialis tér illetve a benne 1évo
perikardiélis folyadék volt. Eppen magyar kutatoknak az a régebbi, mintegy negyedszazados
felvetését rekapitulaltuk, miszerint a perikardialis térben fellelheté dgensek egyszersmind a
bioldgiai szabalyozas hatdtényezdi is lehetnek, vagyis a perikardidlis folyadék - tartalmat

tekintve - nem pusztan "passziv" transszudatum. ElsOként igazoltuk a humdn perikardiélis



crer

perikardidlis folyadék magas ANP tartalmara vonatkozélag (8,9,10,11,12,13,) mind
szivmitétre keriild betegekben, mind kisérleti allatban. Az ET-1 szinteket megmérve, arra a
meglepd megallapitasra jutottunk, hogy a peptid koncentracio kiilonbsége a perikardidlis
folyadékban ¢és a plazmaban még az ANP-jénél is lényegesen nagyobb, kozel két
nagysagrendii. Az emberen mért értékek: 7310 vs 3.3+0.5 pg/ml; egészséges kutyan meért
értékek: 853£140 vs 19.943.5 pg/ml. Egyedi esetekben kozel 10° nagysagrendi differencia is
mérhetd volt az utdbbi speciesben (11). A perikardialis térben mért ET-1 értékek a bioldgiai
médiumokban valaha ismert legnagyobb peptid koncentracionak felelnek meg. A szivet fedd
mezothelium ¢és az endothelium kozott szoros ontogenetikai rokonsag 4all  fenn.
Feltételezhetjiik, hogy az epikardidlis tér viszonyai egyszersmind megkdzelitik, vagy
legalabbis valamilyen modon tiikkrézik az ET-1 parakrin funkcidja soran kialakuld lokalis
koncentracios viszonyokat. Annal is inkdbb, miutan ebben a térben az ET-1 eliminécidja
(felezési ideje, jelzett ET-1-el mérve) sokkal lassubb, kb. 6tddannyi, mint a vérplazméban.
Kimutattuk, hogy a megnyujtott "hormondlis jelenlét" nem magyardzhatd a peptidet
inaktivaldé neutrdlis endopeptidaz fokozott aktivitdsaval a perikardidlis térben.
Osszességiikben e koriilmények tehat a hatdanyagoknak a perikardialis térben sajatosan

vizsgalhato dinamikdjat érdeklddésiink eldterébe allitottak.

Ugyanakkor a perikaridalis folyadékban észlelhetd extrém magas ET tartalom joggal veti fel a
kérdést, - kiilonosen patoldgids allapotokban az ET direkt aritmogén hatdsa kdvetkeztében-
hogy szerepet jatszhat-e végzetes ritmuszavarok és a hirtelen szivhalal kialakuldsdban. Ezen
kérdésfelvetés még nagyobb hangsulyt kap iszkémids miokardium kérosodés illetve
arritmogén szubsztraitum fennalldsa esetében. Az emlitett feltevést szimuldlva a zart
perikardidlis térbe adott ET valamennyi esetben stlyos kamrai ritmuszavart, s6t mintegy 30
%-os valosziniiséggel kamrafibrillaciot hozott 1étre (14). Feltehetd, hogy ez a jelenség, melyet
kalcium antagonista véd ugyan, de csak részlegesen, az endothelinek cellularis
hatdasmechanizmusa soran aktivalodd masodlagos jelatalakito rendszerek egyideji
involvélasaval és tobbszords Osszefonddasaval fligg dssze (15). Mas szoval az ET-1 hatdséara
nem csupan egyetlen vagy néhany, hanem gyakorlatilag valamennyi kardiostimulativ
membran- €s szorosan vett intracellularis jeltovabbito szisztéma felfokozottan 1€p miikodésbe
(16).

Megvizsgaltuk az ET-1 effektust potencidlisan (bar elégteleniil) antagonizaldé adenin

nukleozid transzmittereket, melyek esetében nagyon hasonld viszonyokat észleltiink. Az



ischaemias szivbetegség miatt koronaria miitétre, illetve vitium miatt miibillentyli beiiltetésre
keriild betegek perikardialis folyadékban mérhetd adenozin koncentracié sokszorosa a vénas
plazméban mérheté koncentracionak (1545 vs. 66 nmol/L); az inozin koncentracidbeli
kiilonbsége nagysagrendben ennek elég pontosan megfelel (658 vs. 49 nmol/L) (17). Ha nem
koronéaria betegeket, hanem egyéb, nem ischaemids szivbetegeket vizsgaltunk, akkor
nagysagrendileg hasonl6 aranyokat észleltlink, bar a perikardialis értékek kozel sem voltak
akkorak mint a fentebb idézettek; a nukleozid koncentracios szintek a perikardiumban
valamivel kevesebb mint 50 %-at tették ki az ischaemids szivbetegségben mért értékeknek. Ez
a hallatlanul érdekes adat arra utalhat, hogy az ischaemias szivbetegségben a kompenzacio
szubsztratumaul szolgalé nukleozid-transzmitterek kardioprotektiv és esetleg direkt

vazodilatator hatasaikkal segitenek enyhiteni az ischaemias karosodas kdvetkezményeit.

A HUMAN VIZSGALATOK MENETE

A sebészeti kezelésre szoruld szivbetegségekben a betegek szivelégtelenségének
felmérése miitét eldtt alapvetd fontossdgi. A beteg szubjektiv panaszain alapuldé NYHA
beosztasba vald besorolds, illetve az objektivebb, echokardiografiaval megallapitott, bal
kamrai ejekcids frakcido meghatarozasa mellett jelentds segitséget adhat az egyes orszagokban
(USA, Japéan) mar a rutin diagnosztikaban is alkalmazott natriuretikus peptid meghatarozésa.
A szivelégtelenségben szenvedd betegek vérében, a nyomds-és volumenterhelés okozta
kamrafalfesziilés novekedés miatt magas az atridlis és a B-tipusu natriuretikus faktor,
valamint prohormonjaik N-termindlis fragmentjének szintje. Az N-terminalis peptidek az
aktiv peptiddel equimolédris mennyiségben szabadulnak fel, és féléletidejiik hosszabb,
valamint stabilabbak, mérésiik jobban alkalmas a rutin diagnosztikdban, mint az aktiv
hormonszintek meghatarozasa. (19)

Az N termindlis ANP, és az N termindlis BNP a szivelégtelenség korai stddiumaban
aktivizalédnak, még a panaszok jelentkezése elott, és ezért a korai diagndzisban fontos
szerepet jatszanak. A szivmitétre jelentkezd betegek esetében az N terminalis peptidek
mérése eldsegitené a gydgyszeres kezelés objektivizalt beallitasat, ugyanis a hormonok
koncentracioja a helyes kezelés eredményeként a normal tartoméanyba esik vissza, ezaltal a
terdpia hatdsossaganak nyomon kovetésére alkalmas. Az NT-BNP koncentracié a bal kamrai
hemodinamikai diszfunkcié legjobb mutatéja. Az ACE gatlok, B-blokkolok, diuretikumok,

vazodilatatorok alkalmazasa csokkenti az emelkedett NT-BNP szintet, csokken a bal kamrai



volumenterhelés, a kamraizomzat falfesziilése, és az oxigén igénye. Ezek a hatdsok
végeredményben javithatjak a szivizom kontraktilis funkcidjat. (20, 21, 22, 23)

Jelen OTKA tamogatas keretein beliil az Orszagos Kardiologiai Intézetben nagyszamu, kozel
2000 beteg bevonisaval végeztiik kisérleteinket. Ugy gondoljuk, hogy a human
betegcsoportok ,.tiszta” vizsgalata nem lehetséges, ezért sziikséges a kis eltérések
kimutatasara a nagy elemszam. Széles betegcsoportokban a plazma NT-proANP és NT-
proBNP meghatarozasat végeztiik, azzal a célkitlizéssel, hogy 0Osszefliggést keresslink a
klinikai allapot és a plazma peptid szintek kozott, illetve hosszabb tava utankovetéssel azok
prognosztikai hatdsara ravilagitsunk. A vizsgalt betegpopuldcid coronariabetegekbdl,
szivsebészeti billentylibetegekbdl, dilatativ cardiomyopathias (DCM) betegekbdl, illetve
fejlodési rendellenesség miatt elektiv cardiopulmonaris bypasson (CPB) atesett gyermekekbdl
allt. A vezetdé korképek mellett tarsbetegségek koziil vizsgaltuk az 1-es és 2-es tipust
cukorbetegséget feltételezve, hogy cukorbetegség esetén a sziv endokrin mikodése is
valtozik. Mivel a natriuretikus anyagok a kardiovaszkularis diagnosztika elsé vonalbeli
diagnosztikus mérését képezik, elképzelhetd, hogy eredményeink nyoméan esetleg a
diagnosztikus értékek modositasanak lehetdségét is meg kell vizsgalni a késdbbiekben
cukorbetegek esetén. Egyéb tarsbetegségek koziil a hypertoniat, hyperlipidaemiat, balkamra-
hypertrophiat, szivelégtelenséget, illetve annak NYHA-stadiumat, veseelégtelenséget,
majelégtelenséget, pajzsmirigy-betegséget, illetve korabbi infarktust vizsgaltunk. A
betegségek mellett nyomon kovettiik a betegek gyogyszerszedését is, kiillonds figyelemmel
természetesen a cardidlis szerekre, illetve azon hatdanyagokra, melyek sziv-érrendszeri
mellékhatasa jelentOs lehet.

Vizsgalatunk részét képezte egy nemzetkozi egylittmikodésben kifejlesztett 1 mérési
modszer 1étrehozasa, illetve annak klinikai gyakorlatban vald eliiltetése. Az 10j eljaras
lehetdséget teremt az NT-proANP ¢s az NT-proBNP egyiittes mérésére egy kettds antitest
segitségével, amely specifikus mindkét peptid egy-egy megadott aminosav szegmentumara
(NT-proXNP). A fenti nagyszamu beteganyagndl a hagyoményos natriuretikus peptid-szintek
mellett az NT-proXNP szinteket is meghataroztuk, ezaltal novelhetd a modszer érzékenysége
¢s elosegiti az N-terminalis peptidek mérésének a klinikai gyakorlatban valé még

kozvetlenebb alkalmazasat.

Gyerek-szivsebészeti vizsgalatunk célkitlizése az volt, hogy tanulméanyozzuk, vajon az
NT-proXNP megbizhato jelzdje-e a cardiac indexnek (CI), illetve a hemodinamikai statusnak

ujsziilotteknél és gyermekeknél nyitott szivmiitétet kovetden.



26 egy év alatti gyermeket vontunk be a prospektiv vizsgalatunkba. Az dsszes paciens elektiv
szivmutéten esett 4t cardiopulmonaris bypassal (CPB) komplett biventriculéris
helyreallitassal. A perioperativ hemodinamikai paraméterek transpulmonaris thermodilucidval
lettek felmérve, illetve a natriuretikus peptid-szintek kertiltek rogzitésre.

Az NT-proXNP szint szignifikdns Osszefiiggést mutatott a szimultan mért NT-proANP
szinttel (r=0,60, p<0,001), de még szorosabbat az NT-proBNP szinttel (r=0,89, p<0,001),
illetve a két natriuretikus peptid 0sszegével (r=0,88, p<0,001). Az NT-proXNP szint szoros
korrelaciot mutatott a cardiac indexxel (r=-0,85; p<0,001), a stroke volume indexxel (r=-
0,80; p<0,001) és a globalis ejekcios frakcidval (r=-0,67; p<0,009) mindvégig a postoperativ
periodus sordn. A rutinszeriien mért kardiovaszkularis paraméterek, igymint szivfrekvencia,
artérias kozépnyomas és pulzusnyomas sokkal gyengébb korrelaciot mutattak a cardiac
indexxel, mint az NT-proXNP. A laboratériumi paraméterek koziil a creatinin-szint a
posztoperativ periddusban szignifikdns Osszefiiggést mutatott a cardiac indexxel (r=-0,77;
p<0,001) és az NT-proXNP szinttel (r=0,76; p<0,001). A posztoperativ NT-proXNP-nek a
3079 pmol/l-es plazmaszintje 89%-o0s szenzitivitdssal €és 90%-os specificitdssal volt
diagnosztikus a 3 I/min/m*-nél kisebb cardiac indexre (AUC 0,91+0,05).

Eredményeink alapjan elmondhat6é, hogy az NT-proXNP jé6 marker a cardiac output
utankovetésére gyermekkori szivsebészetben €s hasznos eszkoze lehet a low output allapotok
felismerésében (24).

A felnéttekre végzett nagyszamu adatunk feldolgozasa folyamatos, még nem komplett, az
eredmények kozlése a kozeljovében tervezett. A kapott biokémiai és molekuléris biologiai
adatokat a betegek klinikai allapotat jol jellemz6 adatokkal egyiitt értékeljiik. Jelentds elony,
hogy a belgyogyaszati kivizsgalas mellett a betegek jelentds része a mitét eldtt invaziv
kardiolégiai kivizsgadlason is atesett, igy szamos nyomasadat is rendelkezésiinkre all az

alapvetd funkciondlis paraméterek (ejekcios frakcid, sziviireg atmérok, etc) mellett.

Koréabbi vizsgalatainkban elséként hivtuk fel a figyelmet a dekompenzalt szivbetegek
gyorsult endogén digitalisz (ouabain-hoz hasonlé anyag) forgalmara plazma és vizelet
mintdkban (18), mely emelkedett plazma szintben illetve fokozott vizeletiiritésben nyilvanult
meg. A kapott eredmények azt sugalljak, hogy a fokozott ouabain termelddés hozzéjarulhat a
szivbetegek kompenzalt allapotanak fenntartasdhoz. Nagy szamu (n=1000) betegcsoportban
végeztiink vizsgalatunk sordan endogen digitalisz-szerli faktor, ouabain immunreaktivitas
meghatarozasat. Adataink feldolgozasa folyamatban van, az eredmények kozlését a

kozeljovoben tervezziik.



A perikardialis teret béleld epi-és perikardialis mezothel sejtek ontogenetikai
rokonsagban 4llnak az endothelsejtekkel, ¢és kiillonb6zd peptideket termelhetnek.
Munkacsoportunk kordbban az endothelin-1, ANP, adenozin plazmaszintek t6bbszorosét
mutatta ki koronaria- ¢és billentylibetegek perikardiadlis folyadékdban. Az iszkémias
szivbetegségben az elmeszesedett koszortierekben gyulladasos folyamatok zajlanak,
miokardialis infraktus soran leukocytak, macrophagok vandorolnak a sériilés helyére. Ismert,
hogy az endothelin-1 a macrophagokban is termelddik. Atherosclerotikus plakkbol is
kimutatasra keriilt. Ismert az endothelinek chemoattraktans szerepe, igy felmeriil a kérdés,
hogy vajon a perikardidlis folyadékban az emelkedett endothelin-1 koncentracid részét
képezi-e az iszkémias szivbetegség soran kialakuld gyulladasos folyamatoknak. (25, 26, 27,
28)

A Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt-és Immunbioldgiai Intézetével kollaboracidban (dr.
Ko6hidai Laszlo) a szivmitétek soran koronaria- illetve billentylibetegekbdl szarmazo
perikardidlis folyadék mintak chemotaktikus aktivitdsat vizsgéaltuk J774 monocyta
sejttenyészetbdl szarmazd sejteken. Kontrollként a monocyta sejteken a peptidek élettani
koriilmények soran valdszinlisithetd koncentracidjat alkalmaztuk. Az alkalmazott
perikardidlis folyadék-koncentracid chemoattraktans vagy —repellens hatasait vizsgaltuk. Az
adatok értékelése jelenleg is tart. Eredményeink hozzajarulhatnak az érelmeszesedés infekcios

folyamatainak tisztdzasahoz.

EXPERIMENTALIS VIZSGALATOK

A kisérletes méréseinket altatott kutyak in situ, illetve patkdnyok izolalt perfuzids szivén
végeztik, a laboratoriumban évek o6ta kidolgozott standardizalt miitétes regisztralasi valamint
adatfeldolgozési feltételek kozepette, melyek mind a nemzetkdzi tudoméanyos elvarasoknak,
mind a hazai allatvédelmi torvényeknek megfelelnek (a laboratorium GLP szintil).

Preklinikai vizsgalatunkban az inozinnak, az adenozin egy toredéktermékének szivre kifejtett
hatasait vizsgalatuk reperfiizid soran cardioplegias szivmegallas illetve extracorporalis
keringésli experimentalis kutyamodelleknél.

Modszerek: 12 altatott kutyanal hypothermias cardiopulmonaris bypass miitétet végeztiink. 60
perces hypothermias arrestet kovetden kezdtiik meg a reperfuziot fiziologids sdoldat (kontroll,
n = 6), vagy inozin (100mg/kg, n = 6) alkalmazasa utan. A balkamra végszisztolés nyomas és

volumen Osszefiiggése (ESPVR) egy kombindlt nyomas-térfogat konduktancia katéterrel lett



mérve alaphelyzetben és 60 perccel a reperfuzié utan. Mértiikk tovabbd a bal anterior
descendens (LAD) koronaria aramlasat, az endothelium-dependens vazodilataciot
acethilcholinra és az endothelium-independens vazodilataciot nitroprusszid-Na (SNP)
adésara.

Eredményeink szerint az inozin addsa szignifikdnsan gyorsabb gyodgyuldsdhoz vezetett a
végszisztolés nyomas-térfogat dsszefliggésében (90+9 % vs. 46+6 %, p<0.05). A korondria
aramlast is szignifikdnsan magasabbnak talaltuk az inozin-csoportnal (56+8 vs. 23+4, ml/min,
p<0.05). Emellett az SNP-re adott vazodilataciés vélasz mindkét csoportnal hasonldan
alakult, az acethilcholin az inozin-csoportnal szignifikdnsan nagyobb korondria aramlés-
emelkedést eredményezett (58+6% vs. 25+5%, p<0.05).

Eredményeink szerint az inozin alkalmazéasa javitja a cardialis és endothelidlis funkciot

hypothermiés szivmegallasban végzett cardiopulmonaris bypass miitét utan (29).

Tovéabbi experimentalis vizsgalatainkat izolalt perfuzios patkénysziven végeztik. A
myocardiumban jellegzetesen magas szdmu prolactin releasing peptide (PrRP) kotShelyet
mutattak ki kordbban mas munkacsoportok, azonban ezek kardialis szabalyozasban jatszott
szerepe tisztazatlan volt. 99 darab him Sprague-Dawley patkdny szivét preparaltuk ki
Langendorff szerint. Izolalt perfuzios patkanysziven a PrRP adésa (1-100nM) dozis-
dependens pozitiv inotrop hatast fejt ki. A cAMP katabolizmus gatlasa IBMXxel, egy
foszfodiészteraz-gatloval csokkenti a PrRP kontraktilitast noveld hatasat. A protein foszfataz
(PP1/PP2A) gatl6 calyculin A fokozta a PrRP-re adott inotrop valaszt, ugyanakkor a PP2A
inhibitor okadaic-savnak nem volt ilyen hatdsa. Ro32-0432, egy protein kindz Ca (PKCa)
inhibitor szignifikdnsan megnovelte a pozitiv inotrép hatdsat a PrRP-nek, valamint a
phospholamban foszforilacidjat a Ser-16-nal.

Ezen eredményeink egy ez idaig ismeretlen szerepét tartak fel a prolactin releasing peptidnek,
miszerint direkt pozitiv inotrop hatassal van a szivizomra. Ezenfeliil az eredményeink arra
utalnak, hogy a cAMP independens inotrop vélasz a PrRP-re szupresszalt a PKCa és PP1
egyideji aktivacioja miatt (30).

Az elvégzett vizsgalataink alapkutatas jellegliek. Végsd céljuk az, hogy mélyebben
értsiik meg a vitium okozta vagy ischaemidval terhelt sziv ,,0nvédelmi” mechanizmusait,
valamint a szervezetben potencialisan karos endogén agensek hatasdnak modjat. A vizsgalt

endogén szubsztancidk kozotti Gjszerti interakciok felfedése tovabbi hasznos informaciéul



szolgal a patofiziologiai folyamatok jobb megértéséhez mind diagnosztikai, mind
prognosztikai szempontbol.

A palyazatban vallalt kisérleteink elvégzését megnehezitette €s idoben jelentdsen lassitotta az
a tény, hogy korabbi kutatasaink helyszine, a Gottsegen Gyorgy Orszdgos Kardiologiai

Intézet Kutatasi Osztalyanak mitkddését idokdzben megsziintették.
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