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BEVEZETES

A pericardialis folyadék
A pericardialis folyadék (PF) nagyjabol 15-50 ml viszkozus, szalmasarga filmrétegként
helyezkedik el a pericardium rétegei kozott'.

A PF élettani szerepe, miszerint csokkenti a surlodast a pericardium és a sziv felszine kozott, igy
gordiilékennyé téve a sziv mozgasat a pericardium zsakban, hosszu idei elfogadott volt a klinikusok
kozott. Ez az elképzelés azonban megddlni latszott, amikor a PF elektrolit és sav-bazis dsszetételét
meghataroztak?. Ezt kovetéen a PF Osszetételének feltérképezését célzo intenziv kutatds indult el
valamint szdmos szabalyozo6 biomarkert is kimutattak benne®.

Az ADMA, mint signalmolekula szabalyozza a nitrogén monoxidot

Az L-Arg/NO-rendszer és az ADMA

Ismert, hogy a metilalt L-arginin (L-Arg) szarmazék ADMA csokkenti a nitrogén monoxid (NO)
biologiai elérhetségét?.

Az NO az NO-szintaz (NOS) enzimek hatéséra keletkezik a prekurzor aminosavbol, az L-Arg-bol*.
Az NO tobb funkcioval rendelkezik, tobbek kozott szabalyozza a vazomotor tonust, és attenualja
a sejtproliferaciot és szovet novekedést*. Korabbi tanulmanyokbél ismert, hogy az ADMA, mint
»fals” szubsztrat, kompetitive gatolja az endothelidlis NO-szintaz (eNOS) aktivitasat, igy az NO
termelédését?. Valamint, korabbi kdzleményiinkben mér beszdmoltunk réla, hogy az ADMA a
vascularis renin-angiotensin-rendszer (RAS) aktivalasan keresztiil a reaktiv oxigén szarmazékok
(ROS) termel8dését is kivaltja, melyek csokkentik az NO biolégiai hatasossagat’. Tovabba, az
ADMA emelkedett plasmaszintjét is leirtdk kiilonbdz6 kardiovaszkularis betegségekben®. Ezen
eredményeket tovabb erdsitették olyan funkciondlis klinikai tanulméanyok, melyek a plasma
ADMA szintjét és a szivfunkciok dsszefiiggését vizsgaltak’.

Az ADMA lehetséges szerepe a cardialis remodelingben
A cardialis remodeling mechanizmusait pathophisiologiai/adaptiv (pl. sériilések) folyamatok
inicialjak, melyeket mechanikai (falfesziilés) és molekularis mechanizmusok szabalyoznak®.

A cardialis hypertrophia a cardialis remodeling egyik tipusa, amely soran — tobbek kozott — a
szivizom sejtek méretének ndvekedése és atrendezddésiik a kamra falak vastagodaséhoz vezet®. A
cardialis hypertrophia folyamatai adaptiv vagy maladaptiv, fizioldgiai (terhelés-indukélta cardialis
hypertrophia) vagy patologids folyamatok (nyomads és/vagy volumen tulterhelés) altal kivaltott
jelenségek, de myocardialis infarctus is kivalthatja’. A mechanikai er6k mellett localisan hat6
faktorok, mint pl. citokinek és ndvekedési faktorok is részt vesznek a cardialis hypertrophia
kialakulaséban'®.

A fentiek alapjan az ADMA kozvetleniil vagy kozvetetten szerepet jatszhat a cardialis
hypertrophia-ban/remodelingben.

Vasoactiv anyagok a pericardialis folyadékban

Endotelin-1

Egyre tobb adat mutatja, hogy a PF szdmos vasoactiv anyagot tartalmaz, mint pl. az endothelinek'!,
catecholaminok'?, adenin nucleotidok!®, natriuretikus peptidek!*, angiotensin 1I'°, és
prosztaglandinok®.



Ismert, hogy az endothelinek, mint az endothelin-1 (ET-1) erds vasoconstrictor peptidek, és
fontos szerepet jatszanak az értonus szabalyozéasaban (receptorain: ETa ¢és ETg), valamint
novekedési faktorként miikddnek szamos sejtféleségben'’. A BQ123 ETa receptor antagonistat
széleskorben hasznaljak az ET-1 4ltal kivaltott vasokonstrictio tanulméanyozasahoz!’.

Az ET-1 szerepét igazoltdk a hypertonia és egyéb érbetegségek kialakulasaban'’. Emellett
kimutattak, hogy az ET-1 pericardialis szintje emelkedettebb ischemiés szivbetegségben (ISZB),
Osszehasonlitva a nem-ISZB-vel'®. Tovéabba4, az intrapericardialisan adott ET-1 kamrai arrhythmiat
indukal kutyaban'®. Ez igazolhatja azon feltételezést, miszerint a PF anyagai elérhetik, sot hatést
gyakorolhatnak a cardialis interstitiumra, tehat a PF paracrin anyagként is viselkedhet.

Osszefoglalva, a pericardialis folyadéknak fontos mechanikai szerepe van, azonban tovabbi
¢lettani szerepét szamos tanulmany mutatja, miszerint szabalyozhatja a coronaria keringést és a
cardialis remodelinget!®. Szivbetegek pericardialis folyadéka szamos vasoactiv anyagot,
novekedési faktort, és biomarkert tartalmaz, melyek szintje gyakran magasabb, mint a plasmaban
mérhetd szint.

Ezek alapjan feltételezziik, hogy a PF-nek nem kizardlag mechanikai szerepe van, hanem a sziv
szOveteit €s a coronaria keringést is szabalyozhatja.

HIPOTEZIS ES CELKITUZESEK

A fentiek alapjan két f6 hipotézist fogalmaztunk meg: 1) A nyomas és/vagy volumen tulterhelés
miatt kialakult billentylibetegségben szenvedd betegek pericardialis folyadékanak (PF) ADMA-
szintje hozzéjarulhat a sziv morphologiai véaltozasaihoz; 2) Szivbetegek pericardialis folyadékaban
— az ischemia/hypoxia vagy ischemia/reperfusio miatt — a vasoconstrictor anyagok, mint az
endothelinek olyan szintet érnek el, amely kivaltja az artéridk vasomotor valaszat.

Célul tiiztiik ki 1) a PF L-Arg é¢s ADMA szintjének meghatarozasat és tanulmanyozasat coronaria
bypass (CABQG) vagy billentyli (VR) miitéten ates6 betegekben, valamint korrelacio felallitasat a
PF ADMA és a sziv morphologidja és funkcidja kozott; 2) A humén PF direkt vasomotor hatasanak
vizsgalatat patkdny carotis artéridkon, és a PF altal kivaltott artérids vasomotor valaszok
mechanizmusénak értelmezését.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Tanulmany leirasa
Betegek
A jelen tanulmanyban 74, CABG vagy VR miitéten (CABG: n=42; VR: n=32) atesé (PTE AOK,
Szivgyogyaszati Klinika) beteg vett részt. Tovabbi 20 nem-ISZB-s (NCP) beteg periférias
vérplasmajanak ADMA szintjét tanulmanyoztuk.

A tanulmany protokolljat a PTE AOK Helyi Etikai Bizottsaga (RKEB-4123/2011) jovahagyta.
A péciensek a tanulméanyban vald részvétel el6tt beleegyezd nyilatkozatot irtak ald. A tanulmany
illeszkedik az Orvos Vilagszovetség altal 1étrehozott Helsinki Nyilatkozat az embereken végzett
orvosi kutatasok etikai alapelveihez.



Allatok

Az izolalt érkisérletekhez 2 honapos him Wistar patkanyokat (N=14) hasznaltunk (erek szama ET-
1 vasomotor vélaszokhoz: n=5; PF vasomotor valaszok: n=16; PF BQ123 valaszok: n=5). Minden
kisérletet az Europai Parlament €s a Tanacs 2010/63/Eu irdnyelve szerint végeztiink. A kisérleteket
etikailag elfogadta és engedélyezte a PTE Allatkisérletes Etikai Bizottsaga az Allatkisérletes Etikai
Koédex alapjan (No.: BA 02/2000-2/2012).

Mintagyiijtés

Human vérplasma és pericardialis folyadék gyiijtése

A plasmamintakat az NCP betegektdl, illetve a plasma és PF mintékat a szivbetegektdl nyertiik,
melyeket heparinos vérgyiijtd csdvekben gytjtottiink, majd ezutan kb. 1 d6ra hosszat 5 °C-on
tartottuk. Ezt kovetden a mintakat centrifugéaltuk (1200 g, 15 min) és a feliiliszokat a biokémiai
mérésekig és érkisérletekig -75 °C-on tartottuk.

Patkany carotis arteriak izoldcidja és prepardldsa

Az éllatokat intraperitonedlis ketamin injekcioval elaltattuk, majd az a. carotis communis-okat
kimetszettiik, ezt kdvetden az allatokat tovabbi ketamin injekcioval talaltattuk. Az izolalt ereket
(=10 mm hosszu) mikro sebészeti eszkdzokkel és preparald (sztereo-) mikroszkop alatt hiitott
(T=4°C), oxigenizalt (95 % Oz, 5 % COz) Krebs-oldatot tartalmazo Petri csészébe helyeztiik, és
egyenld (=2 mm hosszl) hosszisagl szakaszokra vagtuk.

Az ADMA tanulmanyozasa pericardialis folyadékban

Echocardiographia

Minden ISZB-s beteg a miitét eldtt és utan kétdimenzids (2-D) transthoracicus echocardiographias
vizsgalaton vett részt. A 2-D, M-mdd és Doppler echocardiographia Hewlett-Packard Sonos 5500
echocardiograph-al, és 2.5 MHz transzducerrel (Hewlett-Packard, USA) tortént a legiijabb Europai
iranyelveknek megfeleléen®. A kovetkezé paramétereket mértiik: bal kamra vég-diasztolés atmérd
(Dd), bal kamra vég-szisztolés atmérd (Ds), interventricularis septum vastagsag (IVS), hatso fal
vastagsag (PW), jobb karma teriilete (RV), jobb pitvar teriilete (RA), bal pitvar teriilete (LA). A
bal kamra tomegét (LVM) az Amerikai Szivultrahang Tarsasdg (American Society of
Echocardiography-ASE) ajanlasai alapjan szamoltuk ki: LVM = 0.8 (1.04 ([LVIDD + PWTD +
IVSTD] 3 - [LVIDD]3)) + 0.6 g. A bal kamra ejectids fractiot (LVEF), mint a szisztolés funkcio
jelzdjét a Simpson formula szerint hataroztuk meg.

Az L-Arg és ADMA koncentrdciojanak meghatdarozdsa
fluoreszcens detektalassal hataroztuk meg. A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai
Tanszékének munkatarsai végezték.

A pericardialis folyadék vasomotor hatasanak tanulmanyozasa

Meérések izolalt ereken

Az érdarabokat preparalast kovetden izometrids myograph késziilék (DMT 610M, Danish Myo
Technology, Aarhus, Denmark) 5 ml-es szervkamraiba (folyamatosan oxigenizalt 95 % COz, és 5
% O> Krebs-oldatot tartalmaztak, melyet 36.8°C-ra melegitettiink) két rozsdamentes acéldrot
(atméré 0.04 mm) kozé rogzitettiik. Ezt kdvetden az ereket eldfeszitettiik a sajat hosszukra
vonatkoztatott izometrids fesziilés értékre (13.34 mN). Ez megfelel az adott ér in vivo mérhetd
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artérias kozépnyomas értékének. Az eléfeszitést kovetden az ereket 60 percig inkubaltuk, és ezt
kovetden mértiik az erek izometrias fesziilését (mN) Myodaq 2.01 M610+ programmal.

PF mintak és vasoactiv anyagok adasa az erekhez

Inkubaciot kovetden elészor 60 mM-os KCl-oldattal teszteltiikk az erek izometrias fesziilését,
melyet ezt kovetden Krebs oldattal kimostunk a szervkamrakbol. Majd a kovetkezd anyagokat
adtuk az erekhez: ET-1 (10" mol/L); PF (CABG és VR); BQ123 (10 mol/L). A fagyasztott PF
mintakat a mérések elott meleg vizben (T = 20 °C) felolvasztottuk.

ET-I1-indukdlta vazomotor valaszok BQ123 adasat kovetoen

Izolélt patkany carotis artéridkon teszteltiik az ET-1 vasomotor hatasat (n=4). A KCI (40 mM)
kimosasat (3-szor, 20 percig) kovetden ET-1-et adtunk szervkamrakba. Az izometrias gérbék plato
fazisanak elérését kovetden az ET-1-et kimostuk (6-szor, 35 percig), majd a BQ123-at adtuk az
erekhez, melyeket 20 percig inkubaltunk benne, majd ezt kdvetden ismételten ET-1-et adtunk az
erekhez.

PFcagc és PFyr —indukdlta vasomotor vilaszok

Mind a CABG (n=9) mind a VR (n=7) PF vasomotor hatasat izolalt patkdny carotis artéridkon
teszteltiik (N=8, artéridk: n=16). A KCI (60 mM) kimosasat kovetéen (3-szor, 20 percig), a PF
mintakat hozzdadtuk a szervkamrakhoz. Az izometrias gorbék platd fazisdnak elérését kdvetden a
PF-et kimostuk a kamrakbol (5-szdr, 20 percig), majd a kisérlet végén KCl-dal (60 mM) teszteltiik
az erek izometris erejét.

PF capc indukalta vasomotor valaszok BQ123 adasat kovetoen

Az ET-1 vazomotor hatdsat a PF-ben (n=5) BQ123 (10 mol/L) ad4sa elétt és azt kdvetden izolalt
patkany carotis artéridkon (N=3, artéridk: n=>5) teszteltiik. A KCIl (60 mM) kimosasat (3-szor, 20
percig) kovetden, a PF mintakat hozzaadtuk a szervkamrakhoz, majd az izometrias gorbék plato
fazisanak elérését kovetden a PF-et kimostuk a kamrakbdl (5-szor, 20 percig), és BQ123-at adtunk
a Krebs-oldatot tartalmaz6 kamrakhoz (20 percig). Ezt kdvetden a Krebs-oldatot kimostuk és
ugyanazon PF-mintdkat adtuk mindegyik kamrakhoz, mint a BQ123 el6tt. Az izometrids gorbék
platé fazisanak elérését kovetden egy masik vasoconstrictor anyagok, a norepinephrint (10" mol/L)
adtuk a kamrakhoz, hogy teszteljiik az erek izometrias erejét.

Statisztikai modszerek

Az eredményeket az adatok atlagaként €s az atlag standard hibdjaként (atlag=SEM) tiintettiik fel.
Statisztikai szamitdsokat Microsoft Excel és SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
programokkal végeztiik. Statisztikailag szignifikans kiilonbségeket kétmintas t-probaval (Student's
t-test) (P<0.05). A korrelacié megallapitasahoz linedris regresszio-analizist hasznaltunk SigmaPlot
programmal.



EREDMENYEK

Pericardialis folyadék ADMA

A betegek klinikai jellemzoi

A betegek atlag ¢letkora és neme mindkét szivbeteg csoportban hasonld volt. A CABG csoport
35.7%-a és a VR csoport 80%-a balkamra hypertrophids volt. A CABG csoport tagjainak nagy
része hypertoniaban szenvedtek és kordbban acut myocardialis infarctuson (AMI) esett at. A serum
kreatinin (sCr), €¢s eGFR értékek hasonloan alakultak mindkét szivbeteg csoportban, mely 3-as
stadiumu CKD-et jelzett. A betegek pre-operativ gyogyszerelése hasonloan alakult, habar a CABG
csoport tagjai nagyobb ddzisban kaptak aspirint €s statint, mint a VR csoport.

A jelen tanulmanyban 53 kaukazusi szivbeteg férfi és no vett részt, akik nyitott szivmiitéten estek
at: 28 CABG, és 25 VR. A CABG miitétek a kovetkezok voltak: x1 CABG-0; x2 CABG-3; x3
CABG-16; x4 CABG-8; x5 CABG-1. A VR miitétek a kovetkezok voltak: AVR-17; MVR-7;
AVR-MVR-1.

Az L-Arg és ADMA szintjei NCP, CABG, és VR betegekben

A plasma L-Arg és ADMA szintekben nem taldltunk kiilonbséget az NCP csoport €s a szivbeteg
csoportok kozott (L-Argnep: 70.8£6.0 pmol/L vs. L-Argcasc: 75.744.6 umol/L, p = 0.513; L-
Argnep: 70.846.0 pmol/L vs L-Argyr: 58.1£4.9 pmol/L, p =0.106; ADMAncp: 0.8+0.0 umol/L vs.
ADMAcagag: 0.7£0.0 pmol/L, p = 0.144; ADMANcp: 0.8£0.0 pmol/L vs. ADMAvr: 0.8+0.0
pmol/L, p=1.707). A CABG csoportban a plasma L-Arg szintek magasabbak voltak, mint a VR-
ban (75.7£4.6 pmol/L vs. 58.1+4.9 umol/L, p = 0.011), mig a PF L-Arg szintek kdzott nem volt
kiilonbség a két csoportban (76.9+4.4 pmol/L vs. 74.8+0.0 umol/L, p = 0.748).

A VR csoportban a PF ADMA szintje magasabb volt, mint a CABG csoportban (0.9+0.0 umol/L
vs. 0.7+0.0 pmol/L, p = 0.009).

Kiilonbséget talaltunk a plasméaban az L-Arg/ADMA ardnyban az NCP és a CABG csoport kozott
(94.2+£9.5 vs. 125.4£10.7, p = 0.044), mig az NCP és VR csoport kozott nem (94.2+£9.5 vs.
78.3+7.7, p = 0.197). Tovabba, az L-Arg/ADMA ardny mind a plasmaban, mind a PF-ben
magasabb volt a CABG csoportban, mint a VR csoportban (plasméban: 125.4+10.7 vs. 76.1+6.6,
p =0.004, PF-ben: 110.4+7.2 vs. 81.7+4.8, p = 0.009).

Az L-Arg és ADMA szintek kozotti korreldaciok a plasmdaban és PF-ben

Az L-Arg és ADMA szintek kozott a plasmaban az NCP csoportban nem volt korrelacio, mig a
CABG csoportban pozitiv korrelaciot talaltunk. Tovabba, mind a plasmaban és PF-ben pozitiv
korrelacid volt a CABG és a VR csoportban. Valamint pozitiv korrelaciot talaltunk a plasma és PF
L-Arg szintek k6zott a CABG csoportban, valamint a plasma és PF ADMA szintek k6zott a VR
csoportban. Viszont nem volt korrelaci6é sem az plasma L-Arg és PF ADMA kozott, sem a PF L-
Arg ¢és plasma ADMA kozott egyik szivbeteg csoportban sem.

Echocardiographias paraméterek a CABG és VR csoportban

Az interventricularis septum vastagsag (IVS), a bal kamra hats6 falvastagsag (PW), valamint a
jobb kamra (RV), a jobb pitvar (RA) ¢és a bal pitvar (LA) teriilete nagyobb volt a VR csoportban,
mint a CABG csoportban (1A és B abrak). Tovabba, a bal kamra tomege (LVM) nagyobb volt a
VR csoportban, mint a CABG csoportban (1C abra), mig a bal kamra ejectios fractio (LVEF)
értéke nem kiilonbozott a két szivbeteg csoportban.
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1. Abra A kamrak és pitvarok morphologiai paraméterei coronaria bypass (CABG, n=28) vagy
billentyii miitéten (VR, n=25) ates6 betegeknél. (A) interventricularis septum (IVS) és bal kamra hatso
falvastagsag (PW), (B) jobb kamra (RV), jobb pitvar (RA) és bal pitvar teriilete (LA), valamint (C) bal
kamra tdmege nagyobb a VR csoportban, mint a CABG csoportban. Adatok: atlag=SEM. p<0.05.

ADMA szintek és echocardiographidas paraméterek kozotti korreldacio

Pozitiv korrelacidt talaltunk a plasma ADMA szintek és az RV teriilete (r = 0.453, p=0.011; 2A
abra), a PF ADMA ¢s a bal kamra Ds (r = 0.487, p =0.007; 2B abra), és bal kamra Dd (r = 0.434,
p=0.015; 2C abra) kozott a VR csoportban. Tovabba, negativ korrelaciot talaltunk a PE ADMA
szintek ¢s az LVEF kozott a VR csoportban (r = -0.445, p = 0.013; 2D abra), de a CABG
csoportban nem.
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2. abra Az asymmetricus dimethyl-arginin (ADMA) szintek és echocardiographiias paraméterek
kozotti korrelaciok billentyii (VR) miitéten ates6 betegeknél. (A) plasma ADMA vs. jobb kamra teriilete
(RV) (y=10.438x + 25.49,r=0.453, p=0.011); (B) PF ADMA vs. bal kamra vég-szisztolés atmér6 (Ds) (y
= 23.689x + 13.53, r = 0.487, p = 0.007); (C) PF ADMA vs. bal kamra vég-diasztolés atmér6 (Dd) (y =
20.531x +34.72,r=0.434, p = 0.015); (D) PF ADMA vs. bal kamra ejectios fractio (LVEF) (y =-16.779x +
73.55,r=-0.445,p=0.013).



A pericardialis folyadék vasomotor hatasa

A betegek klinikai jellemzoi

Kisérleteinkhez a pericardialis folyadék mintdkat 21 coronaria bypass (CABG, n=14) vagy
billentyli (VR, n=7) mitéten atesd betegtdl nyertiik. A VR csoportban 4 betegnél mitralis
billentyticsere, 3 betegnél aortabillentyl csere tortént.

A Kanadai Kardiovaszkularis Tarsasag (Canadian Cardiovascular Society - CCS) angina pectoris
klasszifikacigja alapjan 1 betegnél enyhe vagy mérsékelt (Class 1-2), 5 betegnél mérsékelt (Class
2), 4 betegnél mérsékelt vagy stlyos (Class 2-3), 4 betegnél stlyos (Class 3) angina pectoris allt
fenn.

ET-1-indukalta vasomotor vilaszok BQ123 addsa elott és utin
Az ET-1 az izolalt arteridk isometrias erejét novelte, amely a BQ123 (10 mol/L) adasat kdvetden
jelentdsen (p<0.05) csokkent (BQ123 eldtt: 5.5+0.3 mN vs. BQ123 utdn: 1.0+0.4 mN).

Humdan PF indukalta vasomotor valaszok

A 3A abra mutatja, hogy a PF az izolalt arteridk isometrias erejét 2.2 mN értékig noveli. Mind a
PFcaBc mind a PFyr novelte az izolalt arteridk isometrias erejét (PFcaga, 3.1 + 0.7 mN; PFvg, 3.0
+ 0.9 mN) (3B 4bra), de a PFcapc €s PFyr altal indukalt isometrias er6k nagysaga kozott nem volt
kiilonbség (p > 0.05). Tovabba, a PFcapg €és PFyr altal indukalt isometrids erdk értéke kisebb volt
(p <0.05), mint a 60 mM/L KCI altal indukalt (PFcagg, 3.1 £ 0.7 mN vs. KCl el6tt, 6.1 + 0.2 mN;
PFvgr, 3.0 £0.9 mN vs. KCI el6tt, 6.0 = 0.1 mN).

A B
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3. abra Patkany carotis arteriak KCI (60 mM/L) coronaria bypass (CABG; n=9) vagy billentyii (VR;
n =7) miitéten atesé betegtél szarmazo pericardialis folyadékra (PF) adott vasomotor valaszai. (A) A
PFcapc az izoldlt arteridk isometrias erejének novekedését indukalja KCI (60 mM/L) adésa el6tt és azt
kovetden. (B) A PFcass és PFyr noveli az izolalt arteriak (n = 16) isometrias erejét KC1 (40 mM/L) adasa
elott és azt kovetOen is. Adatok: atlag = SEM; *, p < 0.05 KCl hatasahoz képest a PFcaps PFyr hatasai.
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PFcupc indukalta vasomotor vilaszok BQ123 adasdval

A KCl novelte az izolalt arteriak isometrias erejét (5.4 = 0.5 mN), melyet a KCI kimosasat kovetden
a PFcapg szintén ndvelt (2.6 £ 0.5 mN). A BQ123 (107% mol/L) adasat, illetve a benne torténd
inkubaciot (20 perc) kovetden, az erek PFcapg altal indukalt isometrids ereje jelentdsen csokkent
(0.8 £ 0.1 mN). A KCI mésodik hozzdadasa ugyancsak novelte az isometrias er6t (5.8 = 0.6 mN).
Kiilonbség (p <0.05) volt a BQ123 eldtt ¢és utan adott PFcapg altal kivaltott isometrids erok
nagysagaban (BQ123 elétt, 2.6 + 0.5 mN vs. BQ123 utan, 0.8 + 0.1 mN).

EREDMENYEK OSSZEGZESE ES ERTELMEZESE

Jelen tanulméanyunkban két 0j eredmény sziiletett: 1) A metilalt L-Arg szarmazék asymmetricus
dimethyl-arginin (ADMA) szintjei szivbetegek pericardialis folyadékaban korrelaltak a cardialis
hypertrophia/remodeling paramétereivel; 2) Szivbetegek pericardialis folyadéka az izolalt artéridk
constrictiojat valtotta ki, amiben szerepe volt az ET-1-nek.

A human pericardialis folyadék bioaktiv molekulakat és szabalyoz6 anyagokat tartalmaz

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a human PF bioaktiv molekulakat és szabalyoz6 anyagokat
(ionok, gazok, fehérjék, vasoactiv anyagok és metabolitok) tartalmaz* '!. Az is kideriilt, hogy ezen
anyagok szintje kiilonbdz6 szivbetegségekben eltérd!>. Tovabba, szivbetegekben bizonyos
anyagok, mint pl. az ET-1 magasabb koncentraciéban vannak jelen a PF-ben, mint a plasméaban'!.

ADMA a pericardialis folyadékban

Ujabban, a signalmolekulaként, illetve a nitrogén-oxid szintiz (NOS) ,.fals” szubsztratjaként
szamon tartott, a PRMT1 enzim 4ltal az L-Arg-bdl szintetizal6dé és a DDAH enzim révén lebomlo
ADMA kertilt a figyelem kozéppontjaba. Az ADMA emelkedett plasmaszintjét irtdk le szdmos
cardiovascularis betegségben, ezért mint cardiovascularis rizikéfaktort is emlitik®. Azt is
kimutattak, hogy az ADMA, részben az endothelialis NOS (eNOS) direkt gatlasan, részben az NO
biologiai elérhetdségének csokkentésén keresztiil — a vascularis renin-angiotensin-rendszer (RAS)
aktivalasan, és reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) generaldsan keresztiil - karositja a NO altal
medialt arterias funkciokat®.

A human PF jelentos mennyiségii ADMA-t tartalmaz,

Azt talaltuk, hogy a CABG vagy VR miitéten ateso betegek PF-a jelentds mennyiségii L-Arg-t és
ADMA-t tartalmaz. Kordbbi tanulmanyok mutatjdk a huméan plasma L-Arg és ADMA
koncentricio értékeit (L-Arg: 50 és 100 upmol/L, ADMA: 0.3-0.8 umol/L)*!. Jelen
tanulmanyunkban az NCP csoport L-Arg és ADMA plasma szintjei a fent emlitett értékek kozé
estek.

Miutan egészséges ember pericardialis folyadéka nyilvanvaldéan nem keriilt vizsgélat ala, igy nem
rendelkeziink pontos referencia értékkel a PF L-Arg és ADMA-t szinteket illetden.

Ismert, hogy az ADMA plasma szintjei kiilonb6z6 cardiovascularis betegségekben eltérést
mutatnak®. Azt talaltuk, hogy az L-Arg plasma és PF szintjei a CABG és VR csoportban
hozzavetdlegesen 100-szor magasabbak voltak, mint az ADMA szintek. Tovabbd, a plasma
ADMA szintje a fent emlitett referencia érték felsd hatara alatt volt CABG csoportban, mig azt
meghaladta a VR csoportban®!. Valamint a VR csoportban a PF ADMA szintjei magasabbak
voltak, mint a CABG csoportban.
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PF ADMA és balkamra hypertrophia/remodeling

A balkamra hypertrophia a kronikus haemodinamikai tilterhelés és nem-haemodinamikai faktorok
interakciojanak eredménye??.

A jelen tanulmanyban a VR csoport nagy része aorta stenosisos beteg volt, ami a balkamraban
kronikus nyomastalterhelést okoz>*. A balkamra hypertrophiat jelzé echocardiographids
paraméterek a VR csoportban nagyobbak voltak, mint a CABG csoportban (1 abra).

Az elmult évtizedben szamos meggy0z6 eredmény sziiletett azzal kapcsolatban, hogy az NO
jelenléte gatolja a myocardium hypertrophias névekedését?*. Az ADMA és a cardiovascularis
betegségek kozti kapcsolatot bdvitheti az ADMA dltal indukalt cardialis hypertrophia. Szamos
alternativ mechanizmus vetddott fel, amelyek az ADMA ¢és a cardialis hypertrophia kapcsolatat
magyarazzak’. Kimutattdk, hogy az ADMA képes aktivalni a fibroblaszt ndvekedési factor
receptorokat a cardiomyocytakon, valamint localisan aktivalja a renin-angiotensin-aldosteron
rendszert, ezltal hozzajarulhat a myocardialis hypertrophia és a fibrosis kialakulasahoz?’.

A cardialis hypertrophia/remodeling megel6zéséhez tehat az NO és a normal NOS aktivitas
sziikséges, azaz az  emelkedett @ ADMA, igy a csokkent NO  cardialis
hypertrophidhoz/remodelinghez vezethet.

A 4. abran Osszefoglaltuk az ADMA szerepét a sziv morphologidjanak szabalyozasaban.
Korabban mar felvetettiink egy potencialis mechanizmust, mely szerint az emelkedett serum
ADMA csdkkenti az NO biologiai elérhetdségét®®. Azt is kimutattuk, hogy az emelkedett ADMA
szint aktivalja a renin-angiotensin rendszert (RAS) az artéridk faldban, és noveli az Ang II
termelddését, valamint aktivalja a NAD(P)H oxidazt, ami a reactiv oxigén szarmazékok
novekedéséhez vezet, melyek csokkentik az NO biologiai elérhetéségét’. Az is ismert, hogy az
emelkedett Ang II funkcional novekedési hormonként is?’. Ezek a megfigyelések &sszhangban
vannak a korabbi tanulmanyokkal és azt sugalljak, hogy az NO csdkkent szintje?® , valamint az
emelkedett RAS aktivaci6®® egyiittesen hozzajarulnak a cardialis hypertrophia kialakulasahoz. A
jelen tanulmanyban a pericardialis folyadék emelkedett ADMA szintje a VR csoportban korrelalt
a bal kamra hypertrophiaval, igy az ADMA, mint biomarker, pericardialis szintje jelentéséggel bir
(4. abra).

Az ADMA szerepe a cardialis remodelingben - myocytak proliferdacidjanak csokkentése

A jelen és korabbi eredmények alapjan felvetddik annak a lehetésége, hogy az emelkedett
pericardialis ADMA szintek, melyek olyan fontos pathophysiologiai mechanizmusokat jeleznek,
mint az abszolut vagy relativ cardialis ischemia és hypoxia, és az NO csokkent biologiai
elérhetdsége, amelyek — egyiittesen a localisan felszabadult ndvekedési hormon Ang Il-vel —
hozzajarulhatnak a cardialis hypertrophia és remodeling kialakulasdhoz (4. abra). A pericardialis
folyadék analizalasa értékes diagnosztikus eszkoz lehet, mig annak sszetételébe valo beavatkozas
¢és hatdsanak modositasa Uj terdpids alternativakat adhat a cardialis funkcid és struktura javitasa
érdekében.

A pericardialis folyadék vasomotor hatasa

Jelen tanulmanyunkban feltételeztiik, hogy a szivbetegek pericardialis folyadéka noveli a patkany
arteriak isometrias tonusat. Vizsgalatainkhoz izolalt patkany carotis artéridkat hasznaltunk, mivel
tobb publikécid kimutatta, hogy a patkany carotis artéridk a human coronaria erekben végbemend
eseményeket tiikrozik0-33 3436,
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A human pericardialis folyadék kivaltja az izolalt arteriak kontrakcidjat

A CABG ¢és VR betegek pericardialis folyadéka jelentdsen megnovelte a patkany izolalt carotis
arteridk isometrias tonusat (3. abra). Az artéridk PF indukalta vasomotor valaszainak
karakterisztikaja és erdssége kiilonbozott a KCI-t6l (3. abra). A KCI indukalta valaszgorbék
szigmoidak voltak, mig azok, melyeket a PF indukalt hirtelen emelkedd meredek szakasszal
kezdddtek, melyet egy hosszan tart6 plato fazis kovetett (3. abra).

A PF indukalta valaszgdrbe tartosan fenndlld platd fazisa azt sugallja, hogy a PF tartds hatasu
constrictort(okat) tartalmaz. Kordbban Clarke és mtsai kimutattdk, hogy az ET-1-nek tartds
constriktor hatdsa van, mely alapjan feltételezziik, hogy a human PF {6 constrictor anyaga az
endothelin®’. Sajat kisérleti rendszeriinkben a 60 mM-os KCl és 10 M-os NE az erek maximalis
kontrakciojat valtotta ki. A PF 4ltal altal kivaltott maximalis kontrakcid kisebb volt a KCI és NE-
hez képest, de dnmagaban jelentds, ami azt mutatja, hogy a PF-ben jelenlévé endothelin fontos
szereppel bir coronaria erek atmérdjének szabalyozasaban.

A PFcagc és PFvr aial kivaltott arterias kontrakciok erésségében nem mutatkozott kiilonbség, ami
azt sugallja, hogy a CABG ¢és VR betegek pericardialis folyadékdban egy k6zos mechanizmus
emeli az endothelin szintet. Egyre tobb adat mutatja, hogy a coronaria és billentyli betegségben a
vasoaktiv anyagoknak kiemelkedé szerepe van®®*’ és a jelen eredmények is egy lehetséges
vasoconstrictor hatasmechanizmust latszanak igazolni

A PF endothelin szerepe az izoladlt arteriak isometrids kontrakciojaban

Régota ismert, hogy az ET-1 egy erds vasoconstrictor peptid, melynek fontos szerepe van az
endothel dysfunctio kialakuldsaban, tobbek kozott az NO-val torténd kdlcsonhatas révén'’. Szamos
tanulmany jelent meg az endothelin(ek)-nek cardiovascularis betegségek kialakuldsdban betoltott
szerepével kapcsolatban!”. Azt is kimutattdk, hogy az ET-1 magas koncentracidban van jelen
szivbetegek pericardialis folyadékaban®, ami azt sugallja, hogy az ET-1-nek jelentés szerepe van a
PF-ben — igy nem kizardlag a systemas vérkeringésben — hanem a coronaria keringésben ¢és a
cardialis functiokban is.

Korabbi ¢s a jelen eredmények is azt mutatjak, hogy az ET-1 noveli az izolalt arteridk isometrias
erejét, melyet a szelektiv ETa receptor antagonista BQI123 jelentdsen csdkkent'”. Jelen
tanulmanyunkban azt talaltuk, hogy a PFcagc altal indukalt arteria kontrakcio jelentdsen csokken
BQ123 adésaval, ami jelzi, hogy a PFcapg constrictor hatasét jelentds részben az emelkedett ET-1
koncentrici6 eredményezi, mely féleg az ETa receptoron keresztiil érvényesiil'!> 32,

Fontos megjegyezni, hogy a jelen tanulmanyban résztvevd, CABG vagy VR miitéten atesd
betegek, ahogy kordbbi tanulmanyok is leirjak, a miitét el6tt szamos ischemias ¢és
ischemia/reperfusios periddusokon estek at*'. Az ET-1-r61 mar bebizonyosodott, hogy az
ischemia/reperfusios karosodas egyik mediatora*!. Tehat logikusnak tiinik, hogy a PF-ben 1évé ET-
1 vasomotor hatdsu szintjét mindkét szivbeteg csoportban a gyakori hypoxids peridodusok
eredményezték.

A fentiek alapjan feltételeziink, egy 1j, physiologids €s pathophysiologias koriilmények kozott is
miikddd, coronariakeringést szabalyoz6 Utvonalat, mely a pericardialis folyadék révén valosul
meg. Miutan a pericardialis folyadékban képzddd vagy oda secretalt vasoactiv anyagok szabadon
diffundalhatnak a pericardialis térben, igy a PF, mint transzport kozeg a sziv felszinének kiilonb6z6
teriileteire juttathatja a szabalyoz6 anyagokat. Ezért felvetjilk a pericardialis folyadék - mint
harmadik folyadéktér - szerepét a coronaria keringés, és esetleg a szivmiikodés szabalyozasaban,
ami a pericardialis téren keresztiili 0j terapias lehetdséget jelenthet a szivbetegségek gydgyitasaban.
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Valdban, mint korabbi tanulmanyok mutatjak, hogy az intrapericardialisan adott anyagok képesek
hatast gyakorolni a szivmiikodésre'® felmeriil a lehetésége a cardialis functiok és a coronaria
keringés intrapericardialisan adott gyogyszerekkel torténd javitdsanak. A pericardialis folyadék
tovabbi tanulmanyozasa biomarkerek kifejlesztését teheti lehetové kiilonbozo szivbetegségek, mint
pl. a pericarditis, a cardialis hypertrophia és ischemia diagnosztikajaban.

AZ UJ MEGFIGYELESEK OSSZEFOGLALASA

ADMA a pericardialis folyadékban:

1) az L-Arg és methilalt szdrmazéka, az ADMA jelen volt a pericardialis folyadékban (PF) a CABG
¢s VR csoportban,;

2) az L-Arg koncentracidja a plasmaban magasabb volt a CABG csoportban, mint VR csoportban,
mig az ADMA PF koncentracidja magasabb volt a VR csoportban, mint CABG csoportban;

3) pozitiv korrelaciot talaltunk az L-Arg és ADMA szintek kozott a plasmaban a CABG
csoportban, valamint a PF-ben a CABG ¢s VR csoportban, tovabba a plasma L-Arg és PF L-Arg
szintek kozott a CABG csoportban, illetve a plasma és PF ADMA szintek kozott a VR csoportban;
4) az L-Arg/ADMA ratio a plasméban ¢és a PF-ben is alacsonyabb volt a VR csoportban, mint a
CABG csoportban;

5) pozitiv korreldciot taldltunk a plasmaban az ADMA szintek €s a jobb kamra teriilete kozott; a
PF-ben az ADMA szintek és a bal kamra vég-szisztolés és vég-diasztolés értékei kozott, valamint
negativ korrelaciot a PF-ben az ADMA szintek és a bal kamra ejectios fractio értékei kozott a VR
csoportban.

A pericardialis folyadék vasoconstrictor hatasa:

6) szivbetegek pericardialis folyadéka novelte a patkany izolalt carotis artériak isometrias tonusat;
7) a CABG ¢és VR betegektdl szarmazoé PF altal indukalt isometrids tonus nagysdga nem
kiilonbozott egymastol;

8) a pericardialis folyadékok altal indukalt arterias kontrakci6 szignifikdnsan csokkent a szelektiv
ETa receptor antagonista BQ123 adasat kovetden.

KOVETKEZTETESEK

Jelen tanulmanyunkban vizsgaltuk a pericardialis folyadék ,,nem-mechanikai” funkcioit. Korabbi
és jelen eredményeink szerint a PF fontos paracrin functiokkal rendelkezik: a benne megtalalhato
signal molekulak révén befolyasolja a sziv miikodését, annak morpholdgiai atalakuldsat és a
coronaridk vasomotor tonusan keresztiil, a coronariakban 1év6 vérkeringést.

A PF biologiailag aktiv anyagainak meghatarozésa, és vasomotor hatdsdnak tanulmanyozasa 1j
perspektivakat adhat a sziv élettani, farmakologiai, és terdpids vizsgalatdhoz. Miutan a
pericardialis folyadék szabadon aramlik a sziv felszine koriil, valamint eléri a cardialis
interstitiumot és coronaria ereket, igy felvetodik a lehetéség, hogy a pericardialis folyadék,
mint ,,harmadik utvonal” szerepet jatszik a cardialis homeostasis és coronaria keringés
szabalyozasaban.
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4. abra A sziv szoveteiben végbemeno mechanizmusok a pericardialis folyadék bioaktiv anyagai altal.
A pericardialis folyadék emelkedett ADMA szintje szivizom hypertrophiat/remodelinget valt Kki:
eszerint az NO csokkent biologiai elérhetdsége és a megndvekedett Ang Il egyiittesen szivizom
hypertrophidhoz/remodelinghez vezetnek. A pericardialis folyadékban 1évé ET-1 az ETa-receptoron
keresztiil vasoconstrictiot, mig az ETg-receptoron keresztiil vasodilatatiot valt ki. ETa-receptor blokkolo
BQ123 adasa vasodilatatiot valt ki. ADMA — asymmetricus dimethyl-arginin, ET-1 - endothelin-1, L-Arg -
L-arginin, NO — nitrogén monoxid, NOS — NO-szintdz, RAS — renin-angiotensin-rendszer, Ang I -
angiotensin I, ACE — angiotensin konvertdldo enzim, Ang II — angiotensin II, ROS — reaktiv oxigén
szarmazékok, O, - szuperoxid anion, PRMT-1 — protein arginin methyl-transferase-1, AT-R — angiotensin
II receptor, ETa-R és ETg-R — endothelin-1 receptorok, CAT — kationos aminosav transzporter, pO; —
parcialis oxigénnyomas
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