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Bakteridlis lipopoliszachariddal kivaltott késoi
kardioprotekcio az iszkémial/reperfazios karosodassal
szemben



Rovid 6sszefoglalo

Hazankban és a civilizalt tarsadalmakban egyarant, az iszkémias
szivbetegség az egyik leggyakoribb halalokok kozé tartozik. A szivizom
endogén adaptacios mechanizmusainak tdmogatésa, illetve vizsgélata ezért
nagy jelentéségul. Kisérleteink bizonyitjak, hogy ez a mechanizmus emberben
is hatdsos védelmet jelent. Kimutattuk tovabba, hogy a farmakoldgiai
prekondicionalas hatékonyan véd az iszkémias karosodas ellen. A kis dozisu
(0,5 mgl/kg) bakterialis lipopoliszachariddal (LPS) el6kezelt patkanyok szive
24 o6raval a kezelés utan fokozottabb mértékben all ellen az iszkémiat kovetd
szivfunkcios karosodasnak. A 24 éras LPS el6kezelés megndvelte a szivizom
nitrogén-monoxid tartalmat az indukalhatdé nitrogén oxid szintaz fokozott
aktivitdsa révén. A LPS el6kezelés hatasara szignifikdnsan emelkedett a
szivizom szuperoxid termelése is a fokozott xantin oxidoreduktaz aktivitas
miatt. A szérum nitrotirozin szintje ugyancsak emelkedett az LPS el6kezelés
hatasara, jelezvén a NO és szuperoxid anion reakcidja révén képz6dé
peroxinitrit fokozott képz&dését a szervezetben. A LPS el6kezelés novelte a
miokardialis cGMP tartalmat is. Eredményeink szerint az oxidativ és nitrozativ
stressz, valamint az NO-cGMP szignalizaciés Ut fontos szerepet jatszhat a
szivizom farmakoldgiai prekondicionalasaban.

Short summary

Ischemic heart disease is one of the most frequent cause of death in the
civilized societies, therefore investigation of cardioprotective mechanisms to
prevent ischemic damage is essential. We have shown that this protective
mechanism is effective in humans. We have also shown that pharmacological
preconditioning effectively protects against ischemia/reperfuson injury. 24h
pretreatment of rats with bacterial polysaccharides (LPS) has resulted in a
protection against ischemia-induced deterioration of cardiac function. A 24h
LPS pretreatment increased cardiac nitric oxide content via the induction of
the inducible isoform of nitric oxide synthase. LPS pretreatment also
increased cardiac superoxide production via an increase in the activity of
xanthin oxidoreductase. LPS increased serum nitrotyrosine levels showing
increased formation of peroxynitrite from NO and superoxide. In addition, LPS
pretreatment increased myocardial cGMP level. Our results suggest, that both
oxidative and nitrosative stress play an important role in pharmacological
preconditioning of the heart.



Részletes zarojelentés

Bevezetés

A civilizalt tarsadalmakban, hazankat is beleértve, a megbetegedések
legnagyobb hanyada sziv és érrendszeri problémakra vezethetd vissza. Ezek
kozul is talan az iszkémias szivbetegségnek a legnagyobb a jelentésége,
mivel az ide tartozé betegségek a leggyakoribb halalokok kdzé tartoznak. Az
egészségugy két fronton védekezhet, egyrészt a mar kialakult
koronariakeringési-, ritmus-, és szivfunkciézavar konzervativ vagy sebeészi
kezelésével, vagy a tiinetekkel jar6 betegség kialakulasanak megelézésével.
Ez utobbi megoldas lenne kévetendé mind az egészségugyi ellatas, mind
pedig a beteg szempontjabo6l. A megel6zés ugyancsak két sikon valGsulhat
meg. Egyrészt az iszkémias szivbetegség kialakulasdban donté szerepet
jatsz0 rizikéfaktorok (egészségtelen étrend, karos szenvedélyek, stresszes
életmod, stb.) kiiktatasa a cél, azonban ez nem mindig lehetséges (pl.
kooperacié hianya a beteg részérél, fokozott elvarasok a munkahelyen
kovetkezményes stresszel, idéskor, stb.), illetve nehezen kontrollalhato. A
masik lehetdség a szivizom felkészitése, kondicionalasa, vagy
“hozzaszoktatasa” az iszkémias stresszhez.

Ezen utébbi eshetéség kiaknadzasara, maga a természet is kinal egy
lehet6séget, mivel a szivizom rendelkezik egy endogén adaptacios
képességgel, melyet iszkémias prekondicionalasnak neveznek (Murry et al.,
1986; Baxter et al., 1996). E jelenség soran enyhe iszkémias epizddusok
hatdsara a szivben tolerancia fejlédik ki az iszkémias karosodassal szemben.
A prekondicionalas kardioprotektiv hatasa két fazisban jelentkezik. A korai
(klasszikus) prekondicionalas a kivaltd ingert kodvetéen perceken beldl
megjelenik, azonban csak par oraig tart. A prekondicionalas késéi fazisa
viszont a kivaltd stresszhatast kdvetéen 24-72 oéraig figyelheté meg. Az utébbi
evek erételjes kutatasai ellenére a prekondicionadlas mechanizmusa
mindmaig nem kellsen tisztazott és meglehetésen ellentmondasos. Ennek
okai tobbek kozott eltéré allatmodellekben, a prekondicionalas kivaltasanak
sokféle madjdban, valamint a direkt bizonyitékok alacsony szamaban
keresendé (Baxter et al., 1996). A prekondicionalast az iszkémian kivul
sokféle mas stresszhatassal is ki lehet valtani. Ennek kilonésen nagy a
Klinikai jelentésége, hiszen az iszkémias szivbetegség soran amugy is
karosodott szivizom tovabbi iszkémianak val6 kitétele komoly veszélyeket
rejthet magaban, tovabba szinte lehetetlen megjosolni, hogy mikor fog
bekovetkezni koronariaelzarodas. A farmakoldgiai prekondicionalds viszont
hatalmas klinikai potenciallal bir, s nem utolsé sorban széles betegcsoporton,
konnyedén alkalmazhaté. Ezért a prekondicionalds mechanizmusanak
pontosabb megértése igen fontos lehet olyan gydégyszertdamadaspontok



felkutatasa és gyogyszermolekulak fejlesztése szempontjabol, melyek
hatdsosan képesek a szivizmot felkésziteni egy esetleges infarktus kéaros
hatasainak tulélésére.

Prekondicionalas a huméan szivizomban

Az iszkémias prekondiciondlas vizsgalata elsésorban allatkiséretes
modelleken nyugszik. A human szivizom prekondicionalhatosaga ezert sokaig
kérdéses maradt, noha ez igen fontos a jelenség klinikai jelentéségének
megitélése szempontjabol. Mivel az iszkémias prekondiciondlas a
klinikumban csak korlatozott korulmények kozott vizsgalhato, relative kevées
tanulmany sziletett betegekben a prekondicionalas vizsgalatara. Raadasul
ezen tanulmanyok sok esetben ellentmond6 eredményekkel zarultak (Ungi et
al.,, 2005). Ezen probléméak tisztdzasara szivkatéterezés soran ismételt
ballonos koronariatagitason atesett betegekben vizsgaltuk a ballon felfujasa
(koronéaria mechanikus tagitasa, iszkémia) alatt kifejl6dé ST elevacio mértékeét
az intrakoronaridsan elvezetett EKG-n. A ballont 2 perc elteltével leengedtik
(reperfizié), majd megismételtik az értagitast még két alkalommal. igy egy
klasszikus iszkémias prekondiciondlé protokollt tudtunk létrehozni human
szivizomban. Azt tapasztaltuk, hogy az ismételt érelzarasok soran a kifejlédé
ST elevacid mértéke csokken, ami a human szivizom iszkémiahoz valo
alkalmazkodasi képességét jelzi (Ungi et al.,, 2005). Arra is fény derult
azonban, hogy a magas szérum koleszterin koncentricidéval rendelkezd
betegekben a prekondicionalas védé hatasa elvész (Ungi et al., 2005).

Farmakoldgiai prekondicionélas

Az iszkémias prekondiciondlas gyakorlati alkalmazasa korlatokba
utkozik, specidlis feltételeket igényel, és veszélyeket rejt magaban. Ezért
ebben a formajdban valészinlleg Klinikailag soha nem lehet kiaknazni a
benne rejlé lehetéségeket. Prekondicionalast azonban meglehetésen sokféle
stimulussal ki lehet valtani. Gyakorlati szempontbdél az egyik legigéretesebb a
kémiai anyagokkal kivaltott ugynevezett farmakoldgiai prekondicionalas lehet.
llyenkor egy Kkivilrdl bevitt kémiai anyag hivatott beinditani a
prekondicionalasra jellemz6 molekularis mechanizmusokat, ami végsé soron
a szivizom iszkémiatlré képességét fokozza.



A. Bakteridlis lipopoliszachariddal (endotoxin) kivaltott
prekondicionalas

A generalizalt gyulladassal jaro betegségek (pl. bakterialis vagy viralis
fert6zések, szervkilokédés, égési sérllés, intesztinalis iszkémia, trauma,
hemorragia, stb) kovetkeztében egy jellegzetes tuneteggyuttes alakul ki
amelyet "systemic inflammatory response syndrome" (SIRS)-nek neveznek, s
egyik jellegzetes tinete a szivfunkcidé erdteljes csokkenése, mely gyakran
halalos kimenetelli lehet. Az endotoxin sokkban, a SIRS egyik formajaban,
ugyancsak sulyos szivfunkciozavar figyelheté meg (Ungureanu-Longrois et
al., 1995). Kisérletes adatok mutatjak, hogy endotoxin kezelés kdvetkeztében
akut szivelégtelenség alakulhat ki (4-10 ¢ra elteltével) (Zingarelly et al., 1997),
azonban késébb (24-72 oraval a kezelés utan) a prekondicionalas keésgi
protektiv hatasahoz hasonldé védelmet okoz (Maulik et al., 1995). A nem
toxikus endotoxin szarmazékoknak igy komoly klinikai jelentésége lehet
iszkémias szivbetegségben (Elliot et al., 1996).

Sajat eredményeink is azt bizonyitjdk, hogy a nagyobb ddézisu
endotoxin (4 mg/kg) el6kezelés a sziv funkcionalis karosodasat okozza 3-12
Oraval a kezelést kovetéen, ami forditott aranyossagban all a plazmaban
meérhetd matrix metalloproteinaz-9 aktivitassal, mely elsésorban keringé
fehérvérsejtekben fejezédik ki (Lalu et al., 2004).

Ugyancsak sajat kisérleteinkben kontroll és 0.5 mg/kg endotoxinnal (S.
Typhimurium) kezelt patkanyokat hasznaltunk. Az el6kezelést kdvetéen 24
oraval a sziveket az allatokbdl izolaltuk, majd ex vivo 30 perces teszteld
iszkémianak, s azt kdvetd reperfuzionak tettiik ki. Dolgoz6 szivperfuzié soran,
az iszkémiat kovetden vizsgaltuk a szivfunkcidé romlasat. Az endotoxin
kezelést kdvetéen meghataroztuk az oxidativ stressz mértékét a szivben. A
kis dézisu endotoxin kezelés szignifikansan javitotta a sziv funkciéjat jellemzé
paraméterek, Ugymint az aorta ataramlas, a bal kamrdban kifejl6dé nyomas,
a bal kamrai veégdiasztolés nyomas emelkedés, valamint a szivizom
kontraktilitasara jellemz6 +dp/dt értékeit (Csont et al., 2006).

Mivel az iszkémia soran megszlntetjuk a szivizom oxigénellatasat,
majd a reperfizié sordn azt hirtelen helyreallitjuk, a széveti oxigén tenzib,
valamint az oxigén metabolizmusban részt vevd enzimatikus szerepl6k
aktivitasdban markans valtozasok allhatnak be. Ezért az oxidativ stressznek
igen nagy szerepet tulajdonitanak az iszkémia-reperfuziés karosodas
létrejottében. Azonban nem csak a karosodas kifejlédésében, hanem a
karosodashoz valé alkalmazkodasi reakciok kivaltasaban is szerepet
jatszhatnak az oxidativ stresszért felelés mechanizmusok. Vizsgaltuk ezért,
hogy az endotoxin el6kezelés hogyan valtoztatia meg a reaktiv oxigén és
nitrogén intermedierek képz6édését a szivben. Azt tapasztaltuk, hogy a
nitrogén oxid (NO) szintje a szivben megemelkedett az endotoxin elékezelés



kovetkeztében, ami részben a szignifikhnsan megemelkedett Ca2+-nggetIen
NO szintaz aktivitasnak tudhatdé be (féként az indukalhaté izoforma
aktivitdsa), mivel a Ca2+nggé konstitutiv. NO szintaz aktivithsban nem
detektaltunk kuldnbséget. Megjegyzendd azonban, hogy az iszkémia soran a
szivizomban akkumulalédo NO mennyiségét az endotoxin el6kezelés nem
befolyasolta. Mivel a NO intracellularis hatasaiért jorészt a szolubilis guanilat
ciklaz aktivalasat, s az igy fokozott mértékben keletkezd ciklikus guanozin-
monofoszfatot (cGMP) teszik feleléssé, megvizsgaltuk, hogy az endotoxin
elékezelés befolyasolja-e a sziv cGMP tartalmat. Az endotoxin el6kezelés
szignifikdnsan megemelte a szdveti cGMP szintet, valamint mérsékelte az
iszkémia altal indukalt cGMP szint cstkkenést. Ez a mechanizmus
feltehetéen hozzajarul a kardioprotektiv hatashoz.

Az utobbi években egyértelmlvé valt, hogy a NO reakcioba Iép az
egyes koérallapotokban fokozott mértékben termel6dé szuperoxid gyokkel (pl.
iszkémia-reperfuzid), s a rendkivil citotoxikus peroxinitrit képzédéséhez vezet
(Beckman & Crow, 1993). Ezért a NO kardiovaszkularis hatdsait nem szabad
a szuperoxid termel6dés és peroxinitrit képzédés figyelembevétele nélkil
szemlélni (Szabo et al., 1996). Megvizsgaltuk ezért a szivizomban termel6d6
szuperoxid mennyiségét. Az endotoxin el6kezelés szignifikansan noévelte a
szuperoxid képz&dést a szivben. Biokémiai vizsgalataink arra utalnak, hogy
ennek hatterében az emelkedett xantin oxidoreduktaz aktivitas allhat, mely
enzim a sejtszintl szuperoxid termelédés egyik f6 faktora. Egy masik
jelentésebb potencialis szuperoxid termel6 enzim, a NAD(P)H oxidaz
aktivitasa nem valtozott ugyanis szignifikansan, mint ahogy nem valtozott a
szuperoxid elbontasaért felelés f6 antioxidans enzim, a szuperoxid dizmutaz
aktivitasa sem. Mivel mind a NO, mind a szuperoxid szintje megemelkedett az
endotoxin kezelés kovetkeztében, talan nem meglepd, hogy a szérum
nitrotirozin szintje is emelkedést mutatott, mely az egyik leggyakrabban
hasznalt markere az endogén peroxinitrit képzédésnek (Csont et al, 2006).
Ezen eredményeinket ezidaig nemzetkdzi konferencian mutattuk be,
folydiratcikk készitése jelenleg van folyamatban.

B. Farmakologiai prekondicionalas 3-nitro-propionsavval

A farmakoldgiai prekondicionalas modellezésére kisérleteinkben egy
masik anyagot, a 3-nitro-propionsavat (3NP) is vizsgaltuk, mint egy
lehetséges prekondiciondld farmakont. Korabban mar leirtak, hogy 3NP
alkalmazaséaval sikerult védelmet kifejteni az iszkémias karosodas ellen a
kozponti idegrendszerben. Patkanyokbdl izolalt sziveket 30 perc iszkémianak
es 2 oOra reperfuzionak tettink ki, majd trifenil-tetrazdlium-kloridos festéssel
meghatéroztuk a tulélé és az elhalt szovet aranyat. A 3NP-vel kezelt



patkanyokbdl szarmazoé szivek iszkémia tlrése szignifikansan jobb volt, ami a
tulélé szovetek nagyobb aranyaban mutatkozott meg (Turan et al, 2006).
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