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1. BEVEZETES

Az iszkémia-reperfiziés (IR)-karosodas és a hipoxia mértékének
csokkentése a mai napig jelentds problémat képvisel az intervencios
kardiolégiaban, illetve a szivsebészeti beavatkozasok soran. A
kardioprotekcid célja az IR-kdrosodas redukalasa, mely magaba
foglalja az infarktus teriiletének csokkenetését, a stlyos
ritmuszavarok ~ megel6zését, illetve az ép  szivizomzat
kontraktilitdsdnak ~ meg6rzését.  Annak  ellenére, hogy a
kardioprotekci6 a mai napig intenziv kutatdsi téma, tovabbi
kutatasok sziikségesek figyelembe véve, hogy az iszkémias
szivbetegség az fejlett orszdgokban tovabbra is vezetd haldloknak
szamit.

Ezen tézisek targya ennek tiikrében az IR-karosodas megel6zésének
lehetségei a kardiovaszkularis rendszerben, kiilonds tekintettel 1j
terapias stratégidkra, melyek az iszkémia és a reperfuzid okozta
szervkarosodas, illetve funkcidoromlas megel6zését célozzak.

1.1. Hipoxias adaptaciés mechanizmusok

Az emlbsokben oxigénérzékeld6 mechanizmus segiti a sejtek
sejtcsoportok  specializalodtak az oxigénnyomas érzékelésére
(karotisz, tiidGartéria, mellékvese chromaffin sejtjei). Ilyen szerepe
van sejtszinten a hipoxia indukalta faktornak (HIF) is, mely a sejtek
oxigénérzékelésében vesz részt. A HIF egy heterodimer molekula és
transzkripcios faktorként miikodik, mely szamos génaktivalason
keresztiil hozzajarul a sejtek jobb oxigén-, illetve tapanyag
ellatottsagahoz. Két alegysége van: a folyamatosan expresszalt HIF,
illetve a szabalyozo HIFa alegység, melynek expresszidja
oxigénfiiggd ¢és foként poszttanszlacioval szabalyozott. A HIF
expressziojat a prolil hidroxilaz (PHD) nevii enzim szabalyozza,
mely normal oxigénnyomas esetén a HIFo alegység lebontasdhoz
jarul hozza, hipoxia esetén azonban a PHD gatlodik, a HIFa nem
bomlik le és a sejtmagba transzlokalodva a HIFS3 alegységgel a DNS-
en az ugynevezett HRE (hipoxia valasz elem) -régiohoz kotddve
adaptacids jelatviteli folyamatokat indit be a génexpresszid
regulalasan keresztiil. Nem teljesen feltart moédon a HIF aktivacioja
védi a sejteket az IR-karosodassal szemben, a pozitiv hatés
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hatterében szdmos mechanizmus, mint példaul antioxidansok,
angiogenezis,  sejthalal, illetve  antiapoptotikus  tutvonalak
Szabalyozasa allnak. Kardiovaszkularis szempontbol a HIF
lehetséges védo szerepét alatamasztjak azok az eredmények, ahol
szivinfarktus modelljében a HIFla overexpesszidja az infarktus
méretét csokkentette, javitotta a bal kamrai funkciot illetve javitotta a
kedvez6 hatdsa szamos patofiziologias folyamatban (mint példaul
szivinfarktus, stroke, vese-ill. majkarosodas, periférias érbetegség,
stlyos anémia) igazolt. Kisérleteink soran a PHD gatlo szer (DMOG)
hatasat vizsgaltuk, mely normoxias koriilmények kozott képes HIF1
expresszio fokozasara ezzel a sejteket elokészitve egy adaptacios
valaszra hipoxias korlilmények soran.

1.2. A cink szerepe IR-karosodas soran

A cink homeosztazis zavara, és az ezaltal okozott oxidativ stressz
szamos patofiziologias folyamatban (pl. csokkent réz-cink
szuperoxid diszmutdz a vorosvérsejtekben, emelkedett LDL-
koleszterin szint, csokkent methionin és leucin enkefalin,
szivfunkcids zavarok) megfigyelt jelenség. Makromolekulak, mint
példaul a DNS, fehérjék vagy nukleotidok, illetve glikoz
rendelkeznek egy réz-vagy cinkkotd — alegységgel —mely
szabadgyokképz6déshez vezet Fenton-reakcid soran. A cink
szivizomvédd szerepe foként a redox homeosztazis befolyasolasan
keresztiil valosul meg, igy példaul antagonistija a vasnak illetve
réznek, és ezaltal a hidroxil gyokképzodést gatolja. Masik fontos
szerepe, hogy enzimekben koszubsztratként (szuperoxid diszmutaz)
szerepel és ezen enzimek miikddése a sejtek oxidativ stresszhez vald
miikodéséhez jarul hozza a cink (pl. delta-aminolevulinsav-
dehidrataz, dihidroorotaz, tubulin) tébbek kozott a szulthidril csoport
védelmével. A cink szerepe sejt- és kardioprotektiv szerepével
kapcsolatban szamos kozlemény jelent meg az utobbi évtizedekben.
Ezen publikaciok koziil némelyek a cink és cink komplexek (cink
komplexei pl. hisztidinattal, karnozinnal, aszpartattal) kedvezd
hatasarol szamolnak be. A hatdsmechanizmus teljes korti megértése
viszont a biologia reakciok sokrétlisége miatt nem egyszeri, az
egyetlen kozos ezekben a tanulmanyokban a cink jelenléte. Ezen
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tézisben a Q50 nevii vaskelator és cink-komplex vegyiilet (mely a 8-
hidoxikinolonnal rokon) lehetséges kedvez6 szerepét vizsgaltuk erek
IR-karosodasa soran.

2. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran az erek, illetve a sziv IR-karosodéasa soran fellépd
patofizoldgias  valtozésait, illetve az ezek  gyogyszeres
befolyasolasanak hatasait tanulmanyoztuk kisallat-modellekben.
Kisérleteink fokuszaban a HIF tutvonal szerepe az ereken és cink-
komplexek antioxidans hatasai IR soran. Ezen kisérletek az emlitett
jelatviteli utak jobb megértését célozzak, illetve hozzajarulhatnak
esetlegesen wjabb terapias lehetéségekhez.

Az egyik célja a tézisnek a HIF szerepének megértése erek hideg
iszkémias, meleg reperfuzios karosodasa soran patkany aortakon. Az
ereket DMOG-gal el6kezeltiik, mely a PHD gatlasan keresztil HIF
stabilizacidhoz vezetett normoxids koriilmények kozott, ezzel
el6készitve az ereket az IR-kéarosodasra. A reperfuzios karosodas
szimulalasahoz hipokloritot adtunk az erekhez. Az igy eldidézett
érkarosodast illetve a kezelés hatasait érfunkcios mérésekkel
vizsgaltuk. A hatasmechanizmus jobb megértéséhez kiegészitésiil
sejtkultaras kisérleteket, szOvettani vizsgalatokat és molekularis
vizsgalatokat végeztiink.

A tézis masik 6 témaja a Q50 nevi, vaskelator és cink-komplex
vegyiilet hatdsanak megértése. Ennek soran patkanyokban regionalis-
¢s globalis miokardialis iszkémiat idéztink eld kisérletes
koriilmények kozott. A kisérleteink soran a szivfunkcios
paramétereket mértiik majd végezetiil a sejtszinti és molekularis
valtozasokat vizsgaltuk kezelésiink hatasossaganak mérésére.



3. MODSZEREK
3.1. A PHD gatlas hatasa az érfunkciora
3.1.1. Allatok

Kisérleteinkhez Sprague-Dawley patkanyokat (250-350 g, him)
hasznaltunk, melyeket véletlenszeriien soroltunk az egyes kisérleti
csoportokba.

3.1.2. Kisérleti csoportok

Az érfunkcids kisérletekben a kovetkezé harom csoport vett részt: 1)
Kontroll csoport, ezekben az izolalt erek kozvetleniil a preparalas
utan a szervfiirdés kisérletben vettek részt; 2) Natrium-hipoklorit
csoport (NaOCI), az ereket a preparalast kovetéen 24 oran at 4 °C-on
taroltuk; 3) DMOG csoport, az ereket a preparalast kovetéen 24 6ran
at 4 °C-on taroltuk DMOG (10 M) oldatban.

Az izolalt vaszkularis simaizomsejteken sejtkultirds kisérletekben a
kovetkez6 csoportok vettek részt: 1) Kontroll csoport, hideg
iszkémia ¢és meleg reperfuziot nem elszenvedett sejtek. 2) Natrium-
klorid csoport (NaCl), a sejteket 24 6ran at 4 °C-on taroltuk, majd 6
6ra meleg perfazio kovetkezett normal médiummal. 3) DMOG
csoport, a sejteket 24 oran at 4 °C-on taroltuk, majd 6 o6ra meleg
perﬁs'lzi(') kovetkezett médiummal mely DMOG-gal volt kiegészitve
(10™ M).

3.1.3. Az in vitro hideg iszkémias tarolas és meleg-reperfuzios
érkarosodas modellezése

24 oras hideg tarolas utdn az izolalt patkany aortagyliriik
vazokonstrikciés képességét, valamint endotélfiiggé- és nem
vizsgaltuk. Az endotél oxidativ sériilését az érgytrtik NaOClI-val
val6 30 perces inkubalasaval valtottuk ki a fenilefrin kontrakcio elétt.

3.1.3.1. In vitro vaszkularis funkcionalis mérések

Az elaltatott patkdnyok mellkasi aortajat bilaterdlis thorakotomia
utan eltavolitottuk és 4°C-0s Krebs-Henseleit oldatba helyeztiik,
szteromikroszkop  alatt  eltavolitottuk  a  periadventitialis
kotészoveteket. Az igy elokészitett aortait 4 mm széles gytriikre
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metszettiik, majd a gylriket izolalt szervfiirdd er6mérd
berendezéséhez kapcsoltuk fémhorgok segitségével. A szervfiirdé
folyadékterében az aortagytrtk 37 °C-0s, karbogéngazzal
atbuborékoltatott Krebs-Henseleit-oldatban helyezkedtek el a kisérlet
alatt. Az aortagyiriik altal kifejtett izometrias erdket specialis
erémérd berendezéssel és a hozzakapcsolt szoftverrel regisztraltuk. A
kisérlet kezdetén az aortagyiiriket 2 g passziv eléfeszités ala
helyeztiik és 60 percig equilibraltuk. Kalium-klorid (KCI, 100 mM)
hozzaadéasa utan detektaltuk az érgytriik altal kifejtett maximalis
erdket, majd kimosasi fazis kdvetkezett a kezdeti passziv elofeszités
(2 @) eléréséig. Fenilefrin (10° M) hozziadasaval az érgyiriik
kontrakciojat valtottuk ki, majd a stabil platofazis elérésekor,
dozisfiiggd relaxacios valaszokat valtottunk ki az endotélfiiggd
vazorelaxans acetilkolin, és a nem endotélfiiggd vazorelaxans
natrium-nitroprusszid emelkedé koncentracidinak hozzaadasaval. A
kontrakciés valaszokat grammban, a relaxdciés valaszokat a
fenilefrin-kontrakcidhoz viszonyitottan, szazalékban fejeztiik ki.

3.1.4. Hideg iszkémias tarolas és meleg reperfiizios karosodas
izolalt simaizomsejteken

Patkanyok aortaibol vaszkularis simaizomsejteket izolaltunk, majd
médiummal reszuszpendaltuk és inkubaltuk. A kisérlet kezdetekor a
médiumot lecseréltiik és NaCl oldatra vagy pedig DMOG-gal
kiegészitett NaCl oldatra és 24 orara 4 °C-on tovabb inkubaltuk. A
hideg inkubalast kovetden ismét normal médium volt a sejtekhez
adva, és a reperfuzio szimuldldsa végett tovabbi 6 orat 37 °C-on
voltak inkubalva.

3.1.5. Az mMRNS-expresszio meghatarozasa

Kisérleteink végén az izolalt aortagyiriikbdl azonnal, 2, 4 illetve 6
6Ora utan, illetve a simaizom sejtkultara sejtjeib6l mMRNS-t izolaltunk,
majd a hem-oxigenaz (HO-1) expresszidjat hataroztuk meg. A
mintak relativ mRNS expresszidjat GAPDH-ra normalizaltuk.



3.1.6. Statisztika

Minden adatot atlagérték + S.E.M. formdjdban adtunk meg. A
csoportok adatait Student-t-teszttel illetve varianciaalanizissel
(ANOVA) és Bonferroni-teszttel hasonlitottuk 6ssze. A csoportok
kozott megfigyelt kiilonbségeket p<0,05 értékek mellett tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak.

3.2. Q50 hatasai az IR allatkisérletes modelljében
3.2.1. A regionalis miokardialis IR kisérletes modellje

A him Sprague-Dawley patkanyokat pentobarbital intraperitonealis
injekciojaval elaltattuk majd tracheotomiat kovetden intubaltuk és
kisallat lélegeztetdgéppel [élegeztettik. A mellkast bal oldali
thorakotomiaval megnyitottuk, majd perikardiotomia utdn a bal
leszallo koronariat lekotottiik 45 percre, majd a lekotés feloldasaval
megkezd6dott a 24 oras reperfuzid. Az al operalt (sham) allatok
esetében a koronaria koriil a fonal nem volt megszoritva.

3.2.1.1. Kisérleti csoportok

A patkanyokat 4 csoportba osztottuk: 1) Aloperalt allatokat (Sham
csoport) a Q50 oldoszerével kezeltiik és a koronaria koriili fonalat
nem kotottik meg. 2) Sham+Q50 csoport, a patkanyokat Q50-nel
kezeltiik és a koronaria koriili fonalat nem kotottiik meg. 3) I/R
csoport, a patkanyokat oldoszerrel kezeltikk de IR-t szenvedtek el; 4)
I/R+Q50 csoport, Q50 kezelés és IR-nak kitett csoport. Az olddszert
illetve Q50-t az allatok intravénasan kaptak a reperfzié kezdete el6tt
5 perccel.

3.2.1.2. In vivo hemodinamikai mérések

A 24 o6ras reperfuzios periodus elteltével az allatokat pentobarbitallal
elaltattuk, majd tracheotomiat kovetéen mesterségesen lélegeztettiik.
A szivfunkcié mérésére egy katétert vezettiink a karotiszon keresztiil
a bal kamraba. Az igy regisztralt nyomas és térfogat adatokbol
részben tovabbi szamitasokkal megkaptuk a sziv bal kamrai
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3.2.2. A heterotop szivtranszplantacié modellje

A szivtranszplantacidt izogenikus him Lewis patkanyokon végeztiik
a kilokédés okozta masodlagos reakciok kikiiszobolése végett. A
donor allatokat intraperitonedlis ketamin és xylazin keverékkel
elaltattuk, majd ezt kovetden intravénasan heparinal kezeltiik.
Custodiol oldattal a kardioplégiat indukaltunk, majd 1 6ra iszkémiat
kovetden a donor szivek aortajat a recipiens allatok hasi aortajaval, a
truncus pulmonalisat pedig a vena cava inferiorral kapcsoltuk dssze
,,end-to-side” anasztomozissal. Ezt kovetben a lekotések feloldasaval
¢s a sziv perfuzidja megindult.

3.2.2.1. Kisérleti csoportok

A patkanyokat 4 csoportba osztottuk: 1) Kontroll csoport, a szivek
mindenféle kezelés nélkiil explantaciora keriiltek. 2) Kontroll+ Q50
csoport, Q50 elbkezelés explantacio eldtt 1 oraval. 3) I/R csoport, a
donor patkanyokat a Q50 oldoszerével kezeltiik el6 donor szivek
explantacioja elott 1 oraval, majd 1 oOra iszkémids periddus az
anasztomoézis megnyitasaig. 4) Q50+I/R csoport, Q50 kezelés a
donor sziv explanticidja eldtt 1 oraval, majd 1 ora iszkémids
periddus az anasztomoézis megnyitdsaig. Az oldoszert és a Q50-t
intravénasan a vena cava inferioron keresztiil adtuk be.

3.2.2.2. Hemodinamikai mérések

Egy ora reperfuziot kovetéen az allatokat ketamin és xyalzin
keverékével elaltattuk. A szivcsticson keresztiil a bal kamraba egy
ballon katétert vezettiink, mely lehetévé tette a bal kamrai
pumpafunkciot jellemzé adatok regisztralasat. A mérések végeztével
a sziveket késobbi vizsgalatokhoz konzervaltuk.

3.2.2.3. A magas energiaju foszfatszintek meghatarozasa

A szivizomszivet homogenizalasa utan egy forgalomban levé kit
segitségével az ATP, ADP és AMP tartalmat mértiik. Az ugynevezett
»energy charge potential” kiszamitasa az alabbi képlettel tortént:
ECP=[ATP + 0.5 ADP]/[ATP + ADP + AMP].



3.2.2.4. Kvantitativ real-time PCR és Western blot

A citokrém c-oxidaz, SOD-1 és MMP-2 mRNS és protein expresszio
valtozasait az egyes csoportokban meghataroztuk. A mintak relativ
mRNS expresszidjat GAPDH-ra normalizaltuk.

3.2.3. In vitro szivizomsejt védelem modellje

H9c2 patkany embrionalis szivizomsejteket az tigynevezett DMEM-
médiumban (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) tenyésztettiik és
a novekedésiik litemét, illetve a Q50-kezelés hatasat az igynevezett
»real-time cell electronic sensing assay” segitségével mértik. A
sejteket az oxidativ stressz szimulalasa végett hidrogén peroxiddal
(H20,) kezeltiik, 30 perccel ezutan Q50-nel vagy az oldoszerével
kezeltiilk a kiilonb6z6 csoportokat €s tovabbi 24 6ran at mértiik a
sejtek elektromos impedanciajat.

3.2.4. Statisztika

Minden adatot atlagérték += S.E.M. formdjadban adtunk meg. A
csoportok adatait Student-t-teszttel illetve varianciaalanizissel
(ANOVA) és Bonferroni-teszttel hasonlitottuk 6ssze. A csoportok
kozott megfigyelt kiilonbségeket p<0,05 értékek mellett tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak.

4. EREDMENYEK
4.1. A prolil hidroxilaz gatlas hatasa az érfunkciora

4.1.1. Endotélium-fiiggé relaxacios valaszok izolalt aorta
gylirikon

A NaOCI csoportban 24 6ra hideg iszkémiat kovet6en natrium
hipoklorittal kivaltott reperfizios karosodas utan a vaszkularis
funkcio karosodott, mely az acetilkolinra adott endotélfiiggd
vazorelaxacios képesség (in. Ryax ACh) csokkenését okozta. DMOG
kezelés hatasara az endotélfunkcido jelent6sen javult, mely az
acetilkolinra mutatott relaxacios képesség javulasaban nyilvanult
meg. A direkt simaizom depolarizaciot és simaizom kontrakciot
kivalté kalium-klorid hatdsa jelentdsen csokkent a hipoklorittal
kezelt csoportban, ezen a DMOG kezelés nem javitott.



1. tablazat Kontroll, NaOCIl illetve DMOG csoportok vazokonstrikcids és
Az értékeket atlag + SEM-ben abrazoltuk.
Szignifikans (p < 0,05): # vs. kontroll; * vs. NaOCI.

vazorelaxaciés paraméterei.

Kontroll NaOCl DMOG 10* M
Rmax ACh (%) 951 44 +4* 68+5%"
pD2 ACh 7,23 £0,10 6,46 + 0,11 6,20 +£0,44 %
Rmax SNP (%) 1011 101+ 1 100 + 1
pD2 SNP 8,26 + 0,06 8,11+ 0,06 8,33+ 0,10
KClI (g) 3,83+0,15 2,52 +0,20" 2,74 + 0,20
Fenilefrin (g) 3,25+0,15 3,45+0,15 3,10+ 0,16

4.1.2. A hem-oxigenaz mRNS szintjének valtozasa

A szervfirdés kisérletekben részt vett aortdkban a ,,meleg
reperfuzid” utdn a HO-1 mRNS expresszioja az NaOCIl csoportban
szignifikansan csokkent kontroll csoporthoz képest. A ,reperfuzid”
masodik 6rajatol kezdve a prolil hidroxilazzal kezelt csoport HO-1
mRNS szintje szignifikdnsan magasabb volt a NaOCI csoporthoz

képest.

2,54
2,04
1,5

1,04

0,54
0,0

Relativ HO-1 mRNS-expresszio

I <ontroll
[—_INaocl
HHH bmos

Kontroll

t0

Reperfazié (h)

1. abra A hem-oxigenaz mRNS-szintjének valtozasa a reperfuzios id6
fiiggvényében. A masodik orat kdvetden a DMOG kezelés a HO-1 mRNS
szintjének novekedését okozta. Az értékeket atlag + SEM-ben abrazoltuk.
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Izolalt vaszkuléris simaizomsejtek esetében 6 6ra meleg reperfuzid
utan a DMOG-gal kezelt csoport HO-1 mRNS szintje szignifikansan
magasabb volt a NaCl csoporthoz képest (nem mutatott adat).

4.2.A Q50 kezelés hatasa regionalis miokardialis iszkémia-
reperfaziora

A leszalld koraria lekotését és reperfuzidt kovetden az oldoszert és
Q50-et kapott egyedek kozott nem talaltunk kilonbséget a
szivinfarktus méretében, mely alatamasztja, hogy a két csoportban
kivaltott miokardialis karosodéds mértéke hasonlo.

4.2.1. A Q50 kezelés hatasai miokardialis infarktus Kisérletes
modelljében

Miokardialis infarktust kovetéen a kezelt és kontroll allatok kozott
nem talaltunk jelents kiilonbséget a szivfrekvencia, bal-kamrai
végdiasztolés nyomads, verOtérfogat, perctérfogat értékeiben. A
megemelkedett végdiasztolés- és végszisztolés nyomas értékek a
miokardidlis infarktust elszenvedett allatok esetében szadmottevd
javulast mutattak Q50 kezelés hatasara. Az I/R-csoportban a
preload-fiiggd (pl. dP/dta) és nem preload-fiiggd (pl. dP/dty.-EDV
Osszefiiggés meredeksége) kontraktilitast jellemz6 paraméterek
jelentésen javultak Q50 kezelés hatasara. Ezentul az ejekcios frakciod
is szignifikansan javult az I/R+Q50 a kezeletlen I/R csoporthoz
képest. A szisztolés és diasztolés nyomas és az artérias kozépnyomas
szignifikansan csokkent az dloperalt Sham csoporthoz képest mind
az /R, T/R+Q50 és sham+Q50 csoportban. A Sham csoporthoz
képest a miokardialis infarktust elszenvedett csoportban
szignifikansan csokkent a bal kamrai szisztolés nyomdas, PRSW,
dP/dti, és karosodott a relaxacio, mely a megnyult Tau értékben
nyilvanult meg. A posztiszkémidas QS50 kezelés nem javitott
szignifikdnsan ezen paramétereken.
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2. tablazat: A szivfunkcié valtozasai a kiilonb6z6 csoportokban. BK: bal kamrai;
PRSW: a verémunka-diasztolés térfogat Osszefiiggés meredeksége, az un. preload
recruitable stroke work; dP/dty;,: a diasztolés nyomascsokkenés sebessége, Tau: a
bal kamrai relaxaci6 idékonstansa; EDPVR: végdiasztolés nyomas-térfogat
sszefiiggés. *P<0.05 vs. sham, *P<0.05 vs. I/R.

Sham Sham+Q50 IIR I/R+Q50
Alapvetd hemodinamikai adatok
Szivfrekvencia 404+8 431+19 383+17 410+21
[utés/perc]
Artérias 136+3 119+3%* 101+£3* 111+6*
kozépnyomas
[Hgmm]
Bal kamrai nyomas és térfogat
BK-i végsziszt. 136+8 127+5% 110£3* 118+8
nyomas [Hgmm]
BK-i végdiaszt. 15+2 1443 16+2 15+4
nyomas [Hgmm]
Végszisztolés 52+10 64420 93+8* 43+8*
térfogat [pl]
Végdiasztolés 113+17 120+19* 177+15% 97+13"
térfogat [ul]
Ver6térfogat [ul] 61+24 85+7 84+10 86+9
Ejekcios fazis és nyomas-térfogat osszefiigges valtozasai
Ejekcios frakcid 46+15 51+38 47+3 52+ 10"
[%]
Perctérfogat 46+6 38+4 50+9 35+3
[ml/min]
Ver6munka 1012941895 8373 +1838  11790+2031 6762 + 1623
[Hgmmxul]
PRSW [Hgmm] 93+14 114 + 12* 75 £ 4% 93 +11
Az aktiv relaxaciot jellemzd értékek
-dP/dtpin 12625+1678 11910+1119* 7217+275%* 8653+967
[Hgmm/s]
Tau [ms] 10,4+0,9 10,4+1,1* 14,6+0,7* 13,9+41,1*
A passziv diasztolés funkcio indexe
EDPVR 0,043+0,011  0,070+0,007  0,062+0,011  0,050+0,008
meredeksége
[mmHg/ul]
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4.2.2. A Q50 kezelés hatasai szivtranszplantacio modelljében
4.2.2.1. A Q50 kezelés hatasa a graft funkcidjara

Szivtranszplantaciot kovetdéen 1 ora reperfuzido utan a bal kamrai
kontraktilitas jelentésen javult a Q50 csoportban a kezeletlen I/R
csoporthoz képest. A Q50 kezelt csoport dP/dty, javulasa a jobb
miokardialis relaxaciot tikrozi.

3. tablazat. A Q50 hatasai szivtranszplantaciét kovetéen. Bal kamrai paraméterek
1 oraval transzplantacio utan. dP/dty,: a diasztolés nyomascsokkenés maximalis
sebessége, dP/dtqy: a szisztolés nyomasemelkedés maximalis sebessége, LVSP: bal
kamrai szisztolés nyomas, LVEDP: bal kamrai diasztolés nyomas P < 0.05: * vs.
I/R.

I/R Q50 + I/IR
LVSP [Hgmm] 80+2 105 + 5%
dP/dty. [Hgmm/s] 1781 + 94 3219 + 190*
LVEDP [Hgmm] 55+2,0 7,1+41
dP/dti, [Hgmmis] 989 £ 115 2477 + 424*

4222. A Q50 kezelés hatasai a szivizom nagyenergiaja
foszfatjaira

Szivtranszplantaciét kovetéen a szivizom nagyenergidju foszfat
szintje (ATP és ADP) szignifikansan magasabb volt a Q50-nel
elékezelt csoportban. Az tgynevezett ,.energy charge potential”, a
szivizom energiaellatottsaganak indikatora Szintén jelentdsen
magasabb volt Q50 kezelés hatdsara az IR-csoporthoz képest.

4. tablazat A Q50 kezelés hatasai a miokardium ATP, ADP és AMP tartalmara
szivtranszplantacié allatkisérletes modelljében. I/R: iszkémia/reperfuzidé, ATP:
adenozin-trifoszfat; ADP: adenozin-difoszfat; AMP: adenozin-monofoszfat.
*P < 0.05 vs. tobbi csoport.

Kontroll I/IR Q50 + I/IR
ATP [pmol/g] 6,58+1,12  1,86+041%  6,66+0,63
ADP [pmol/g] 3,48+0,16  2,05+042%  501+043
AMP [umol/g] 1,91 £0,22 2,07 £0,22 2,59 +0,61
Energy charge potential 0,69 + 0,07 0,49 + 0,04* 0,85 +0,08
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4.2.2.3. A Q50 kezelés hatasai a szivizom mRNS és protein
expresszidjara szivtranszplantacié modelljében

A szuperoxid diszmutaz-1 és a citokrom-oxidaz mRNS expressziojat
hasonlitottuk 6ssze a kiilonb6z6 csoportokban. A Q50-nel kezelt
csoportban ezen enzimek mRNS szintje szignifikinsan magasabb
volt a kontroll csoporthoz képest, és ezt a proteinexpresszid
valtozasai is teljes mértékben tiikrozték (nem mutatott adatok).

SOD-1 mRNS expresszié
S
oxidaz mRNS expresszio

Citokrom-c

00
Kontroll Kontroll+Q50 IR Q50+I/R Kontroll Kontroll+Q50 Q50+IR

2. abra A Q50 kezelés hatasa szivtranszplantaciot kovetéen a génexpressziokra.
(A) SOD-1, (B) citokrom-c oxiddz mRNS expresszio. A SOD-1 és a citokrom-c
oxidaz mRNS-szintje szignifikansan magasabb volt a Q50-elékezelt csoportban. Az
értékek atlag £ SEM-ben vannak abrazolva, szignifikans: p< 0,05.

4.2.3. A Q50 utékezelés hatasa H9c2 szivizomsejtekre

A sejtek egy éjszakan keresztiil a platen megtapadtak. Ezutan H,0O,-
vel oxidativ stresszt indukaltunk, 30 perc elteltével pedig a Q50-nel
kezeltiik a sejteket (0,5, 1,0 és 2,5 uM). A normalizalt sejtindexet a
H,0, kezelés idépontjaban szamitottuk. A sejtek kezelése 100uM
H,0,-dal a sejtindex jelent6s csokkenését okozta, mig az abszollt
kontroll csoport (nem kezeltiik H,O,-dal) sejtindexe kismértékben
tovabb novekedett. A sejtek Q50-nel vald utokezelése jelentds
mértékii dozis-fiiggd citoprotektiv hatasban nyilvanult meg. Harom

cre

elérte az abszolut kontroll csoportban megfigyelt sejtindex értékeit.
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5. KOVETKEZTETESEK

A kisérletes kardiologia és szivsebészet egyik f6 kutatasi célpontja az
erek és a szivizomzat hipoxias és iszkémids allapotainak jobb
megértése. Kutatasaim soran ezen témdanak a kiilonb6z6 modellekben
vald vizsgalatat és a lehetséges esetleges gyodgyszeres beavatkozasi
lehetdségeit vizsgaltam.

A kutatomunka egyik célja a HIF szerepének vizsgalata izolalt
patkany aortakon hideg iszkémias tarolast koveté meleg reperfiizios
karosodasban. Ezen kisérleteinkben izolalt patkany aortdkat DMOG-
gal kezeltiink, mely a PHD gatlason keresztiil normoxiés allapotban
HIF stabilizaciot okoz. A reperfizios karosodas szimulalasdhoz a
meleg reperfuzié soran az ereket natrium-hipoklorittal kezeltiik.
Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a HIF stabilizaci a vazorelaxacios
képesség javulasat eredményezi, mely HO-1-en keresztiil valosulhat
meg.

Masodik modelliinkben a cink-komplex és vaskelator Q50 hatasait
vizsgaltuk regionalis és globalis miokardialis iszkémia-reperfuzios
karosodds soran. A regionalis miokardialis iszkémidt a leszallo
koronariaartéria lekotésével valtottuk ki, és Q50 kezelés hatasara
ugyan a szivizomelhalas teriilete nem lett kisebb, de javult a
szivizom kontraktilitasa.

Globalis miokardialis iszkémia modelljében ortotdop szivtransz-
plantaciot végeztiink, melyben a Q50 kezelés javitotta a bal kamrai
pumpafunkciot €¢s emelkedett miokardialis ATP-ellatottsagot idézett
el a kontroll csoporthoz képest.

16



6. PUBLIKACIOK

A PhD értekezés témajaban megjelent kozlemények:

Barnucz E, Veres G, Hegedis P, Klein S, Zoller R, Radovits T, Korkmaz S,
Horkay F, Merkely B, Karck M, Szabé G. (2013) Prolyl-hydroxylase
inhibition preserves endothelial cell function in a rat model of vascular
ischemia reperfusion injury. J Pharmacol Exp Ther, 345(1):25-31. IF: 3,855

Korkmaz S, Barnucz E*, Loganathan S, Li S, Radovits T, Hegedus P,
Zubarevich A, Hirschberg K, Weymann A, Puskas LG, Ozsvari B, Farag6
N, Kanizsai I, Fabian G, Gyuris M, Merkely B, Karck M, Szab6 C, Szabd
G. (2013) Q50, an iron-chelating and zinc-complexing agent, improves
cardiac function in rat models of ischemia/reperfusion-induced myocardial
injury. Circ J, 77(7):1817-1826. IF: 3,685

*: megosztott elsd szerzd

Egyéb kozlemények:

Veres G, Hegedilis P, Barnucz E, Schmidt H, Radovits T, Zoller R, Karck
M, Szabo G. (2015) TiProtec preserves endothelial function in a rat model.
J Surg Res, 200(1):346-355.

Loganathan S, Korkmaz-Icoz S, Radovits T, Li S, Mikles B, Barnucz E,
Hirschberg K, Karck M, Szabo G. (2015) Effects of soluble guanylate
cyclase activation on heart transplantation in a rat model. J Heart Lung
Transplant, 34(10):1346-1353.

Veres G, Hegedis P, Barnucz E, Zoller R, Klein S, Schmidt H, Radovits T,
Korkmaz S, Karck M, Szabé G.(2015) Endothelial dysfunction of bypass
graft: direct comparison of in vitro and in vivo models of ischemia-
reperfusion injury. PLoS One. 15;10(4):e0124025.

Veres G, Hegediis P, Barnucz E, Zoller R, Klein S, Radovits T, Korkmaz S,
Karck M, Szabo G. (2015) Graft preservation with heparinized blood/saline
solution induces severe graft dysfunction. Interact Cardiovasc Thorac Surg,
20(5):594-600.

Korkmaz S, Atmanli A, Li S, Radovits T, Hegedlis P, Barnucz E,

Hirschberg K, Loganathan S, Yoshikawa Y, Yasui H, Karck M, Szab6 G.
Superiority of zinc complexof acetylsalicylic acid to acetylsalicylic acid in

17



10.

11.

12.

preventing postischemic myocardial dysfunction. (2015) Exp Biol Med
(Maywood). 240(9):1247-1255.

Radovits T, Korkmaz S, Matyas C, Olah A, Németh BT, Pali S, Hirschberg
K, Zubarevich A, Gwanmesia PN, Li S, Loganathan S, Barnucz E, Merkely
B, Szabo G. (2015) An altered pattern of myocardial histopathological and
molecular changes underlies the different characteristics of type-1 and
type-2 diabetic cardiac dysfunction. J Diabetes Res, 2015:728741.

Rylova SN, Barnucz E, Fani M, Braun F, Werner M, Lassmann S, Maecke
HR, Weber WA. Does imaging avp3 integrin expression with PET detect
changes in angiogenesisduring bevacizumab therapy? (2014) J Nucl Med,
55(11):1878-1884.

Veres G, Hegediis P, Barnucz E, Zoller R, Radovits T, Korkmaz S,
Kolonics F, Weymann A, Karck M, Szab6 G. Addition of vardenafil into
storage solution protects the endothelium in a hypoxia-reoxygenation
model. (2013) Eur J Vasc Endovasc Surg. 46(2):242-248.

Radovits T, Arif R, Bomicke T, Korkmaz S, Barnucz E, Karck M, Merkely
B, Szabé G. Vascular dysfunction induced by hypochlorite is improved by
the selective phosphodiesterase-5-inhibitor vardenafil. (2013) Eur J
Pharmacol, 15;710(1-3):110-9.

Li S, Korkmaz S, Loganathan S, Weymann A, Radovits T, Barnucz E,
Hirschberg K, Hegediis P, Zhou Y, Tao L, Pali S, Veres G, Karck M, Szabo
G. Acute ethanol exposure increases the susceptibility of the donor hearts to
ischemia/reperfusion injury after transplantation in rats. (2012) PLoS One,
7(11):e49237.

Weymann A, Schmack B, Okada T, Soos P, Istok R, Radovits T, Straub B,
Barnucz E, Loganathan S, Pétzold I, Chaimow N, Schies C, Korkmaz S,
Tochtermann U, Karck M, Szabo G. (2013) Reendothelialization of human
heart valve neoscaffolds using umbilical cord-derived endothelial cells. Circ
J, 77(1):207-216.

Korkmaz S, Loganathan S, Mikles B, Radovits T, Barnucz E, Hirschberg K,
Li S, Hegediis P, Pali S, Weymann A, Karck M, Szabo G. (2013) Nitric
oxide- and heme-independent activation of soluble guanylate cyclase
attenuates peroxynitrite-induced endothelial dysfunction in rat aorta.
J Cardiovasc Pharmacol Ther, 18(1):70-77.

18



13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Hirschberg K, Tarcea V, Pali S, Barnucz E, Gwanmesia PN, Korkmaz S,
Radovits T, Loganathan S, Merkely B, Karck M, Szabdé G. (2013)
Cinaciguat prevents neointima formation after arterial injury by decreasing
vascular smooth muscle cell migration and proliferation. Int J Cardiol,
31;167(2):470-477.

Loganathan S, Radovits T, Korkmaz S, Hirschberg K, Barnucz E,
Weymann A, Bomicke T, Arif R, Karck M, Szab6 G.(2012) Enhancement
of myocardial and vascular function after phosphodiesterase-5 inhibition in
a rat model. Thorac Cardiovasc Surg, 60(4):247-254.

Kemecsei P, Miklos Z, Biro T, Marincsak R, Toth BI, Komlodi-Pasztor E,
Barnucz E, Mirk E, Van der Vusse GJ, Ligeti L, Ivanics T.(2010) Hearts of
surviving MLP-KO mice show transient changes of intracellular calcium
handling. Mol Cell Biochem, 342(1-2):251-60.

Hirschberg K, Radovits T, Korkmaz S, Loganathan S, Zollner S, Seidel B,
Pali S, Barnucz E, Merkely B, Karck M, Szabé G.(2010) Combined
superoxide dismutase mimetic and peroxynitrite scavenger protects against
neointima formation after endarterectomy in association with decreased
proliferation and nitro-oxidative stress. Eur J Vasc Endovasc Surg,
40(2):168-175.

Korkmaz S, Radovits T, Barnucz E, Hirschberg K, Neugebauer P,
Loganathan S, Veres G, Pali S, Seidel B, Zollner S, Karck M, Szabo
G.(2009) Pharmacological activation of soluble guanylate cyclase protects
the heart against ischemic injury. Circulation, 120(8):677-686.

Korkmaz S, Radovits T, Barnucz E, Neugebauer P, Arif R, Hirschberg K,
Loganathan S, Seidel B, Karck M, Szabo G. (2009) Dose-dependent effects
of a selective phosphodiesterase-5-inhibitor on endothelial dysfunction
induced by peroxynitrite in rat aorta. Eur J Pharmacol, 615(1-3):155-162.

Radovits T, Korkmaz S, Loganathan S, Barnucz E, Bémicke T, Arif R,
Karck M, Szabd G. (2009) Comparative investigation of the left ventricular
pressure-volume relationship in rat models of type 1 and type 2 diabetes
mellitus. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 297(1):H125-133.

Radovits T, Bomicke T, Kokény G, Arif R, Loganathan S, Kécsan K,
Korkmaz S, Barnucz E, Sandner P, Karck M, Szab6é G. (2009) The

19



21.

phosphodiesterase-5  inhibitor ~ vardenafil improves cardiovascular
dysfunction in experimental diabetes mellitus. Br J Pharmacol, 156(6):
909-919.

Loganathan S, Radovits T, Hirschberg K, Korkmaz S, Barnucz E, Karck M,
Szabo G. (2008) Effects of selective phosphodiesterase-5-inhibition on
myocardial contractility and reperfusion injury after heart transplantation.
Transplantation, 27;86(10):1414-1418.

20



