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Bevezetés

Napjainkban a sziv és érrendszeri megbetegedések vilagszerte vezetik a halalozasi
statisztikdkat (1. tablazat) (1). 1999-ben a haldlozdsok fébb haldlokok szerinti

megoszlasaban a sziv-keringési betegségek 51,2 %-al az elsd helyen szerepelnek.

Halaloki csoportok 1970 | 1980 | 1990 | 1995 [ 1998* | 1999*
Fert6z6 ¢és ¢l6sdiek okozta betegségek 2,7 1,4 | 09 | 0,8 0,7 0,7
Daganatok 21,9 | 26,1 | 30,1 | 32,5 | 33,6 34
Keringési rendszer betegségei 62,2 | 71,8 | 73,7 | 72,1 | 71,6 | 72,8
Légzdrendszer betegségei 57194 | 64 | 6,3 5,2 6,2
Emésztorendszer betegségei 44 | 6,6 | 87 (11,6 | 10,4 | 10,2
Morbiditas és mortalitas kiils6 okai 92 | 11,5] 12,8 | 11,2 | 10,2 | 10,2
Egyéb 103189 (79 | 7,7 | 7,6 8,1
Osszes halalozas 116,3|135,7(140,5(142,2| 139,3 | 142,2
* A X. Nemzetkozi Halaloki Névjegyzék alapjan.

1. tablazat: Tizezer lakosra jut6 haldlozas kiemelt halaloki csoportok szerint'

Az elmult harom évben nem valtozott lényegesen a keringési betegségek haldlozasi
gyakorisaga, azaz igen magas szinten stagnald allapotot jelez. Az eurdpai népesség
kormegoszlasara standardizalt haldlozasi ardny ebben a  betegségcsoportban
Magyarorszdgon 3,2-szer magasabb, mint Franciaorszagban, 2-szer magasabb, mint
tovabbi 7 eurdpai orszagban. A volt szocialista orszagokban kiemelkedéen magas a
keringési betegségek miatti haldlozas, Magyarorszag kozottik a kozépmezdnyben
helyezkedik el (2. tablazat) (1). Ez a riaszt6 statisztika 6nmagdban indokolja a témakdor
részletesebb vizsgalatat, hogy valaszt kapjunk arra, vajon milyen mechanizmusok
jatszanak szerepet és milyen hatdssal vannak a sziv €és keringési rendszer funkcidjara, a
szivritmuszavarok €s arrhythmiak kialakulasara.

A szivizom iszkémids megbetegedéseiben és a szivsebészeti beavatkozasok soran
az iszkémia/reperfiizio jelenségének kozponti szerepe van. Bar a reperfuzio
nélkiilozhetetlen az iszkémia altal karosodott szervek felépiilésében, mégsem
kockazatmentes, mivel maga a reperfizio sulyosbithatja az iszkémia utani allapotban 1évo

szovetek funkciojat. Az iszkémias szivbetegség leggyakoribb kdvetkezményei az angina



pectoris, szivinfarktus, és az arrhythmidk kovetkeztében, els6sorban a kamrafibrillacio

miatt fellépd hirtelen szivhalal.

Standardizalt halalozasi
Orszag Ev arany 100 000 lakosra

Franciaorszag 1994 182,8
Spanyolorszag 1994 2459

Svéjc 1994 250,5
Belgium 1992 267,7
Hollandia 1995 269,3
Olaszorszag 1993 284.,8
Luxemburg 1995 284.8
Norvégia 1994 293,8
Svédorszag 1995 295,9

Dania (b) 1995 316,5
Nagy-Britannia 1995 317,2
Gorogorszag 1995 340,9
Németorszag 1995 343,8
Portugalia 1995 352.,5
Finnorszag 1995 353,9
Szlovénia 1995 366,5
Ausztria 1995 369,3
frorszag 1993 401,3
Lengyelorszag 1995 5322
Csehorszag (b) 1995 559,6
Szlovékia (b) 1995 577,7
Magyarorszag (b) 1999 588,4
Bulgaria 1994 706,4
Romania 1995 747,8
Oroszorszag 1995 795,8

a) A IX. Nemzetkozi Halaloki b) A X. Nemzetkdzi Halaloki
NévjegyzEk alapjan. Névjegyzek alapjan.

2. tdblazat

Az eurdpai népesség kormegoszlasara standardizalt haldlozasi aranyszamok
a keringési rendszer betegségei okozta halalozasok szerint, 25 eurdpai orszagban '

A szivizomban az oxigén ¢és tapanyag ellatdas hianya, és az anaerob
anyagcseretermékek felszaporodéasa kovetkeztében funkcidzavar, majd szoveti elhalas jon
létre. Akut iszkémia sordn a szivizom ATP tartalma és energiatartaléka csokken. Az
intracellularis szabad Ca*"-ion szint megné a belsé raktarak (szarkoplazmatikus retikulum)
uriilése, és az extracellularis térbdl vald bearamlas kovetkezményeként. Ez a kalcium-
pumpak miikddésének zavardhoz, és kimeriiléséhez vezethet. A sziv kontrakcios ereje és
pumpafunkcioja nagymértékben lecsokken. A szivkamrak falmozgasaiban zavarok 1épnek

fel, melyek kovetkeztében vérnyomascsokkenés vagy emelkedés Iéphet fel. Reflexes



szivfrekvencia, és vérnyomasndvekedés vagy vérnyomdascsokkenés jelenik meg, ami az
oxigén hianya mellett is jelentds energiat emészt fel, igy ndvelve a szivizom kimeriilésének
esélyét. A Ca®"-ion felhalmozodas, és a pH csokkenés (acidozis) a sejtek ,,gap-junction”-it
lezarja, ami a sejt-sejt kozotti kapcsolatok romlasahoz vezet. Ebben a fazisban
bekovetkezhet a szivizom iszkémia, infarctus, vagy a legrosszabb esetben hirtelen
szivhalal. A klinikai tiinetek leggyakrabban ¢és legkordbban anginds rohamként
jelentkeznek. Mindezen folyamatok mellett az ATP szint csokkenés hatdsdra megnyilnak
az ATP fiiggd K-csatornak, ami intracellularis K vesztéshez és az extracellularis K szint
megndvekedéséhez vezet. Az extracellularis térben megnétt K'-szint depolarizaciot okoz,
mely a gyors Na-aram csokkentésén keresztiil csokkenti az ingeriiletvezetés sebességét.
Ugyanakkor a megndvekedett extracellularis K'-szint megrdviditi a szivizomsejtek
repolarizacidjat, és a refrakter fazisat. Vagyis e mechanizmus is eldsegiti a sziv
kimertilését, az arrhythmidk kialakuldsat. A fenti folyamatok végiil kamrai tachycardian
keresztiil kamrafibrillacidohoz vezethetnek.

Tennant és Wiggers megfigyelte, hogy a kamrafibrillacié nem csak az iszkémias
szakaszban, hanem a keringés visszadllitisa utdn, a reperfuzios szakaszban is nagy
intenzitassal bekovetkezhet (2). Vagyis a reperfizio -mely nélkiil az iszkémias szivizom
elhal- arrhythmidhoz vezethet. Ennek egyik oka az, hogy azokban a sejtekben, melyek az
iszkémia 1ideje alatt hypoxidssa valtak, a hirtelen reoxigenizacid, nagymértékii
enzimfelszabaduldssal, ¢és strukturdlis kéarosodassal jar az iszkémids metabolitok
kimosodasa és a szabad gyokképzddés miatt. A reperfiizid soran keletkezett szabad gyokok
altal okozott fokozott oxidativ stresszt tartjak a reperfuzio indukalta karosodasok egyik 6
Osszetevojének. Az egyik lehetséges megkozelités szerint exogén antioxidansokkal
csoOkkenteni lehet a miokardialis iszkémia/reperfiizio soran bekodvetkezd oxidativ
sejtkarosodast. Meglehet, hogy ez a stratégia nem elegendé arra, hogy megvédje a sejteket
a szabad gyokok 4altal indukalt kéarosodasoktol, mivel ezen exogén antioxidansok
eléfordulasa fOleg az interstitidlis térre korlatozodik (3). Masik lehetéség az
iszkémias/reperfundalt szervek védelmében, endogén védekez6 mechanizmusok
indukalasa, melyek célzottan szerepet jatszanak a sejt homeosztazisaban és funkcidjaban.

A miokardialis iszkémia/reperfiizi6 a miocitdk pusztulasat okozza, amennyiben
megfeleld terapias beavatkozas nem torténik meg. Kiilonbozd tanulmanyok bizonyitottak,
hogy a miocitdk pusztulasa kétféle mechanizmuson, apoptdzison és nekrézison keresztiil
torténhet. Mar korabban leirtdk, hogy az apoptozis, a programozott sejthalal egy

morfologiailag jol definialt forméja, hozzéajarulhat a miociték irreverzibilis karosodasdhoz



(4) DNS fragmentaci6 utjan. Az elmult két évtizedben szamos vizsgalatot végeztek annak
érdekében, hogy csokkentsék az iszkémia/reperfuzid okozta sejthalal, és ez éltal az
infarktusos teriilet mértékét. Az apoptozis altaldnos, egyik jol ismert ,,végrehajtoi” a
kaszpazok aktivalodasa és szignadlmechanizmusa. Az aktivalt kaszpazok indukaljdk a
sejtekben az apoptdzis végbemenetelét az altal, hogy megvaltozatjadk kiilonb6zo
intracellularis proteinek funkcidjat (5). Ezért a kaszpazok gatlasa célravezetd lehet az

iszkémia/reperfuizié indukalta apoptozis mértékének csokkentésére.



Célkituzések

Kisérleteinkben az iszkémia/reperfuzi6 indukdlta arrhythmidk farmakologiai

befolyéasolasi lehetdségeit vizsgaltuk, izolalt patkanysziveken. Munkdinkat harom f6

témakorre 6sszpontositottuk:

II.

I11.

Vizsgalni kivantuk az FK 506 jelzést calcineurin inhibitor és az EGb 761
jelzésti kinai pafranyfenyd kivonat kombinalt hatdsat a posztiszkémias
szivfunkciok felépiilésére és a reperfuzio indukélta arrhythmiak kialakuldsanak

csOkkentésére.

Célul tiztik ki a Hemoxigenaz-1 (HO-1) mRNS expressziohoz kapcsolddo
cellularis védekezd mechanizmusok ¢és az endogén szénmonoxid (CO)
hatdsanak vizsgalatat reperfizi6d soran, fibrillalo és nem fibrillalo szivekben.
Vizsgalni kivantuk tovabba a p-n-tert-butil-o-phenilnitrone (PBN), mint
gyokfogo molekula, hatasat a HO-1 mRNS és protein expressziora, valamint az
endogén CO termelésre. Tovabba tanulmanyozni kivantuk a cink-protoporfirin
IX (ZnPPIX), HO inhibitor, hatasat a HO-1 mRNS és protein expressziora,

illetve az enzim aktivitasra.

Célkitiizéseink  kozé  tartozott tovabba a  miokardialis  apoptdzis
mechanizmusanak vizsgalata. Valaszt kerestiink arra, hogy kaszpaz apoptotikus
mechanizmus gatldsaval -altaldnos, vagy specifikus inhibitorok hasznalataval-
csokkenthetd e az infarktusos teriilet nagysaga, illetve az apopt6zis mértéke a
szivizomban, valamint az enzim gatlasa eldsegiti-e a posztiszkémids

szivfunkciok felépiilését.

Kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk. Az 4llatok

huménus banasmodban részestiltek a ,,Principles of Laboratory Animal Care” ¢és a ,,Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals” eldirdsainak megfeleléen (NIH publication

no. 86-23, 1985).



I. Az FK 506 és EGb 761 kombinalt hatasanak vizsgalata

A szivbetegségek, ¢és a szivsebészeti beavatkozasok miokardidlis iszkémias
allapotot eredményeznek. A vérellatas helyreallasa és az iszkémids szovet reoxigenizacidja
szamos szOveti kéarosoddst okoz, melyet az irodalom alapjan reperfuzio-indukalta
karosodasként ismeriink, melyek kiilonb6z6 formakban, pl. kamrai arrhythmidkban vagy a
szivfunkciok romlasdban nyilvanulnak meg. Ez tobbek kozott a miokardialis
membranlipideknek, a reperfuzi6 kezdeti szakaszdban nagy mennyiségben keletkezd
szabad gyokok altali oxidacidjanak kovetkezménye, mely sejtmembran karosodast és
funkcidzavart okoz (6). Alatamasztja ezt az a tény is, hogy a posztiszkémids szivfunkciok
jelentés mértékben javulnak antioxidansok adagolasa kovetkeztében (7-9). Tobb
laboratorium a szabad gyokoket, mint a reperfuzids sériilés 6 okozoit kiilonb6zo
modszerek alkalmazdsidval bizonyitotta. Aldtdmasztotta ezt a megfigyelést, hogy
kiilonb6z6 antioxidans vegyiiletek (szuperoxid-diszmutaz, kataldz, vitaminok) adagolasa
javitotta az iszkémiat kovetd szivfunkciokat és a szabad gyokok befogasaval egyenes
aranyban csokkentette az arrhythmidk kialakuldsanak a valészintiségét (10, 11).

A kiilonboz6 szovetek reperfizios karosodasahoz jelentds mértékben hozzajarul az
un. vérlemezke aktivalo faktor (Platelet Activating Factor: PAF), egy gyulladasi mediator,
mely az arachidon sav metabolizmusa soran keletkezik a ndvekvé intracellularis kalcium
bearamlas kovetkeztében (12-15). Kimutattdk, hogy PAF receptor antagonista vegyiiletek
képesek a reperfiizié indukalta sériilések szignifikans csokkentésére (14, 15).

A Kinabol szarmaz6 pafranyfenyd (Ginkgo biloba) leveleibdl késziilt standardizalt
kivonatot, az EGb 761-et, széleskorben alkalmazzak kiilonbozo ér- és idegrendszeri
rendellenességek kezelésére (16). A kivonat tartalmaz tobbek kozott 24 % flavonoidot, 7 %
proanthocianidin szarmazékot, valamint ~6 %-ban terpén eredetti, igen jelentds antioxidans
hatasokkal rendelkezd ginkgolidokat ¢és bilobalidokat (17). A flavonoidok ¢és a
proanthocianidinek kivalé gyokfogé molekuldk (18), mig a terpének -féként a
ginkgolidok- inhibitorai a vérlemezke aktivalo faktornak (17). Igy az EGb 761 két
mechanizmus utjan is csokkentheti a reperfuzid indukalta karosodasok mértékét: 1) a
reperfizid sordn keletkezd szabad gyokok elimindcidjaval, illetve 2) PAF antagonista
tulajdonsdga kovetkeztében.

A calcineurin egy citoplazmaban taldlhaté foszfatdz. Az enzim intracellularis

kalcium-szint szabalyozta aktivitasa, felerdsiti olyan gének expressziojat, melyek



nagymértékben hozzajarulnak a szivhipertrofia és végeredményben a szivelégtelenség
kialakuldsdhoz (19). Korabban kimutattdk, hogy a calcineurin aktivitds FK 506 jelzésii
immunszuppresszanssal torténd gatlasaval a szivhipertrofia kialakuldsa csokkent, vagy
megszint, olyan egerekben, melyek hajlamosak erre a rendellenességre (19). A
calcineurin-fliggd pathophysioldgids folyamatok hozzajarulnak az iszkémiat kovetd
reperfizios karosodasokhoz. Ez altal jogosan feltételezhetjiik, hogy az FK 506 nem csak a
hipertrofia, hanem az iszkémia/reperfiizié indukalta kédrosodasok megeldzésére is alkalmas
lehet. Mindamellett humén betegek hosszantartd kezelése a hipertrofia vagy az iszkémias
allapot kezelésére megfeleld dozissal, elfogadhatatlan ¢és sulyos mellékhatasokat
eredményezhet az FK 506 toxicitasa kovetkeztében (19-22). Feltételeztiik, hogy az FK 506
terapia EGb 761-el torténd kombinéciodja, lehetdvé teszi az FK 506 hasznalatat szubtoxikus
koncentraciokban. Ezért kisérleteinkben az FK 506 és az EGb 761 kombinalt adagolasdnak
hatésait vizsgaltuk a reperfuzié indukalta arrhythmidk kialakuldsara és az iszkémiat kovetd

szivfunkciokra.

Moédszerek és anyagok

Izolalt ,,dolgozo-sziv” preparatum készitése

Kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkdnyok (250-300 g) szivét izolaltuk, és
,»dolgozd” perfuzios késziilékkel perfundaltuk. Natrium-pentobarbitallal (60 mg/kg)
torténd altalanos érzéstelenitést kovetden iv. heparint adtunk (500 IU/kg) a trombusok
kialakulasanak megeldzésére. A mellkas megnyitdsa utan a szivet kimetszettiik és hideg
perfuzidés oldatba helyeztiik. A prepardladst kovetden a szivet az aortdn és a vena
pulmonalis-on keresztiil un. ,,dolgozo-perfuizios™ késziilékkel perfundaltuk. A perfuzios
oldat modositott Krebs-Henseleit puffer volt, melynek 0sszetétele a kdvetkezd (mM-ban
kifejezve): 118 NaCl, 4.7 KCI, 1.7 CaCl,, 25 NaHCO3;, 0.36 KH;PO4, 1.2 MgSO4, 10
gliikoz. A perfuzids oldatot elézdleg 95 % O, és 5 % CO, keverékével telitettiik (pH: 7.4,
37 °C). A sziveket 5 percig Langendorff-médszer szerint perfundaltuk 37 °C-on és
konstans perfuzids nyomason, mely 100 cm-es vizoszlop nyomasaval volt egyenértéki (10
kPa). A mosasi periddust kovetden a késziiléket dolgozd mddba kapcesoltuk €s regisztraltuk
a szivfunkciokat. Az aorta kiaramlast kalibralt aramlasmérovel, a koronaria ataramlas

mértéket pedig a szivbdl kicsopogd folyadék hatarozott ideig torténd gytijtésével mértiik.

Iszkémia/reperfuzio kivaltasa



Tiz perc aerob pefuziot kovetden elzartuk a bal pitvarba térténd bearamlés és a bal
kamrabdl torténd kidramlés tjat, majd meghatarozott ideig igy iszkémiat hoztunk létre. A
reperfizid inditdsahoz megsziintettilk az elzardsokat. Az iszkémia teljes ideje alatt, hogy
megvédjiilk a miokardiumot a kiszaradastol, az livegedény paratartalmat, mely a szivet

kortilvette befedtiik, s igy a paratartalmat konstans (90-100 %) értéken tartottuk.

Meért paraméterek

A kisérletek tejes ideje alatt regisztraltuk az epikardialis elektrokardigramot (EKG),
melyet a szivhez kozvetlentiil kapcsolodo két eziist elektroddal vezettiink el és poligraffal
rogzitettiink. Az EKG-kat analizéltuk, hogy meghatarozzuk a kamrafibrillaci6 (VF) és
kamrai tachycardia (VT) el6forduldsast, valamint, hogy a VF reverzibilis (a sziv spontan
visszatért a normalis ritmusba), vagy irreverzibilis (a reperfuzido els6 3 percében
folyamatosan fennallt) volt e. Harom perc kamrai fibbrillaciot kdvetden (irreverzibilis VF)
a sziveket defibrillaltuk és regisztraltuk a szivfunkcidkat. Iszkémia el6tt és reperfizié soran
regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a korondria ataramlas (CF) és az aorta kidramlés (AF)
mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) és annak els6 derivaltjat (+LVdp/dtmax)
(Experimetria, Budapest) a bal pitvaron és a mitralis billentyiin keresztiil a bal kamraba

helyezett katéter segitségével.

A kiserletek idobeli lefolydsa

A vizsgalat els6 részében a patkadnyokat (n=12 csoportonként) kiilonbozé dézisu (0,
1, 5, 10, 20 ¢és 40 mg/kg/nap) FK 506-al kezeltiik 10 napon keresztiil. Huszonnégy oraval
az utolso kezelést kovetden a sziveket izolaltuk és 30 perc teljes (total) iszkémiat kdvetd
120 perc reperfuzionak vetettiik ald. A vizsgéalat masodik részében az éllatokat 10 napon
keresztiil oralisan kezeltik 25 mg/kg/nap EGb 761-el, 25 mg/kg/map EGb 761 plusz 1
mg/kg/nap FK 506-al, 25 mg/kg/nap EGb 761 plusz 5 mg/kg/nap FK 506-al, kiilon-kiilon.
Az utolso kezelés utan 24 oraval a sziveket izoldltuk és végrehajtottuk rajtuk, a fentebb
emlitett iszkémia/reperfiizios protokollt. A kisérletek soran regisztraltuk az arrhythmidk

(VF, VT) el6fordulésat, valamint a szivfunkcidkat (HR, CF, AF, LVDP és +LVdp/dtyax).

A sziveket a kisérletekbdl kizaro okok
Azon sziveket zartuk ki a kisérletekbdl, melyeknél: a) kamrai arrhythmia alakult ki
az iszkémia indukcidja el6tt és b) a preiszkémias CF és AF értékek 17 ml/perc és 40

ml/perc alatt voltak. Igy 6sszesen ebbdl a kisérletsorozatbol 3 szivet zartunk ki.



Statisztika

A szivfunkciok (HR, CF, AF, LVDP ¢és +LVdp/dtm.) értékeinek
Osszehasonlitdsakor a szamtani atlagot és a kozépérték standard hibajat adtuk meg. El6szor
»egyutas” variancia analizist végeztiink, hogy megtudjuk, van e kiilonbség a kiilonb6zo
csoportok adatai kozott. Ha volt kiilonbség, a gyogyszerrel kezelt csoportok értékeit a
gyogyszermentes csoportéval a Bonferroni korrekcioval kiegészitett kétmintés t-teszttel
hasonlitottuk 6ssze. A VF ¢és VT nem parametrikus (nem koveti a Gauss eloszlast)
eloszlast kovet, ezért ezen paraméterek Osszehasonlitdsakor hi-négyzet tesztet
alkalmaztunk a kezelt és kezeletlen (kontrol) csoportok Osszehasonlitdsakor.

Szignifikdnsnak tekintettiik a valtozast, ha a p < 0.05.

Eredmények

Az FK 5006 hatasa az arrhythmiak kialakuldsara és a szivfunkciokra

Az eredmények azt mutatjak (1. dbra), hogy a kiilonb6z6 dozisu FK 506-al kezelt

allatokban a reperfizié indukalta kamrai fibrillaci6 kialakulasa dozis-fiiggé moddon

csokkent.
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1. &bra: Az FK 506 dozis-fiiggésének vizsgalata a kamrai fibrillacié eléforduléasara.

[] Total (reverzibilis + irreverzibilis VF); [l irreverzibilis VF

10



100 -
<~ 80 A
S
<
E 60 - %
.E %
S 40 -
)
)
; 20 1
0 L} L} L} L} L} L}

0 1 5 10 20 40
FK 506 (mg/kg)

2. abra: Az FK 506 dozis-fiiggésének vizsgalata a kamrai tachycardia el6fordulasara.

Tehat 1, 5, 10, 20, és 40 mg/kg FK 506 csokkentette a total (reverzibilis és irreverzibilis)
kamrai fibrillaciok kialakuldsat, a gyogyszermentes kontrol értékhez viszonyitva, 92 %-rol
92%-ra, 83%-ra, 67%-ra, 33%-ra (p < 0.05) és 25%-ra (p < 0.05) egyenként (1. 4bra iires
oszlopok).

Az irreverzibilis kamrai fibrillacié (1. abra fekete oszlopok) €s a kamrai tachycardia
eléfordulasa (2. dbra) ugyanezt a tendencidt mutatta. Az allatok kivaloan tolerdltdk az FK
506-ot és semmiféle tlinetek nem voltak tapasztalhatok az allatokon a 10 napos kezelés
soran. Nem volt lathato jele toxicitdsnak még a legmagasabb alkalmazott d6zis esetén sem.

A kezeletlen csoport HR, CF, AF, LVDP ¢s +LVdp/dt.x értékei (305 £ 8 {ités/perc,
27.3 £ 0.8 ml/perc, 49.9 + 1.4 ml/perc, 18.2 + 0.3 kPa és 807 + 21 kPa/s) nem valtoztak
szignifikans mértékben FK 506 kezelés kovetkeztében. Az 3. tdblazatban a posztiszkémias
szivfunkcio értékei lathatoak a kontrol és FK 506-al kezelt csoportokban. Megfigyelheto,
hogy 20 ¢és 40 mg/kg FK 506-al tortént kezelés a posztiszkémids szivfunkciok (CF, AF,
LVDP ¢és +LVdp/dtmax) jelentés mértékli javulasat eredményezte. A szivirekvencia nem
mutatott szignifikans valtozast a kezelt csoportokban a kezeletlen kontroll értékekkel

Osszehasonlitva sem iszkémia eldtt, sem pedig az iszkémiat kdvetd reperfizid soran.
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Az FK 506 és az EGb 761 kombinalt hatisa az arrhythmidk kialakulasara és a
posztiszkémids szivfunkciok felépiilésére

A 3. abran lathat6, hogy sem 25 mg/kg EGb 761 kezelés, sem pedig 1 vagy 5
mg/kg FK 506 kezelés nem csokkentette szignifikansan a reperfuzié indukalta arrhythmiak
(VF és VT) kialakulasat. Viszont 25 mg/kg EGb 761 egyiittadasa 1, illetve 5 mg/kg FK
506-al, statisztikailag szignifikans mértékben csokkentette a total (reverzibilis és
irreverzibilis) és az irreverzibilis kamrai fibrillaciok eléfordulasat, a 92-92 %-os kontroll
értékekrdl 42% (p < 0.05) és 33%-ra (p < 0.05), valamint 25% (p < 0.05) és 8%-ra (p <
0.05) (3. abra). A reperfuzié indukalta kamrai tachycardia hasonlé mértékti csokkenést

mutatott (4. abra).

100 -
&
é 80 -
<
7]
= 60 4
=
= %
S 40 - %
=)
= %
g 20 - %

0 L) L) L) L) L)
1 2 3 4 5 6
Csoport

3. abra: Az FK 506 és EGb 761 kombinacidjanak dozis-fiiggés vizsgalata a kamrai fibrillacio kialakulasanak
csokkentésére. 1: Kontrol; 2: 25 mg/kg EGb 761; 3: 1 mg/kg FK 506; 4: S mg/kg FK 506; 5: 25 mg/kg EGb
761 + 1 mg/kg FK 506; 6: 25 mg/kg EGb 761 + 5 mg/kg FK 506

[] Total (reverzibilis + irreverzibilis VF); [l irreverzibilis VF
A 4. tablazat szemlélteti, hogy a szivfunkciok nem valtoztak jelentds mértékben abban az
esetben, ha csak az egyik, vagy csak a masik anyaggal kezeltiik az allatokat, az alkalmazott
dozisok esetén. Abban az esetben, ha 25 mg/kg EGb 761-t kombinaltuk 1, illetve 5 mg/kg
FK 506-al a posztiszkémias szivfunkciok (CF, AF, LVDP ¢és LVdp/dtn.x) felépiilése

szignifikans mértékben javult (p < 0.05). A szivfrekvencia az egyetlen paraméter, mely

nem mutatott valtozast sem iszkémia el6tt, sem pedig utana a kezelés hatdsara.
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3. tablazat: Az FK 506 hatasa a szivfunkciokra, 30 perc iszkémiat kovetd 120 perc reperfiizid soran

FK 506 30 perc reperfiiziot kovetden 60 perc Reperfuziot kovetden 120 perc reperfuziot kovetden
(mg/kg) HR CF AF LVDP +dp/dtax HR CF AF LVDP +dP/dt. | HR CF AF LVDP +dP/dt
0 3066 16.8+0.8 9.8+0.8 10.7+0.5 417+16 293+7 18.0+0.7 11.8£0.6  11.2+0.5 439+18 | 287+6 17.3£0.5 10.4+0.5 10.8+0.4 428+21
1 31549 18.2+1.0 10.6£0.4 10.7+£0.6 422428 3068 16.9+0.9 10.9+0.8 11.9+0.5 447426 |302+9 17.5+£0.7 10.1£0.6 11.2+0.3 432+17
5 298+7 18.0+1.1 12.0£0.9 11.0+0.4 430+34 282+7  18.4+0.7 13.3£1.0 12.0+£0.7 463+23 | 279+8 18.1£0.8 11.2+0.8 11.5+0.4 451+32
10 308+8 20.0+1.4 12.0£1.2 11.5+£0.5 478+44 31029  19.6%£1.2 13.3+£1.2  12.3£0.7 472432 | 307+7 18.8+1.1 11.4+0.7 11.7+£0.6 463+29
20 29849 23.1+1.1* 17.4+0.8*% 13.5£0.6* 536+28* |297+8 22.0+1.1* 19.8+1.5* 14.1£0.6* 544+31* [295+6 21.2+0.9* 17.3+1.1* 13.2+0.5*% 519+£26*
40 291+7 24.7+1.5*% 20.6£1.3* 14.1£0.6* 557+£31* |286+9 23.5+0.8* 229+2.1* 15.3+0.6* 594+26* |289+8 22.8+1.1* 20.0+1.8* 14.6+0.6* 568+£33*
4. tdblazat: Az FK 506 ¢és az EGb 761 kombinalt hatasa a szivfunkcidkra 30 perc iszkémiat kdvetd 120 perc reperfiizié soran
EGb761/FK506| 30 perc reperfiziot kdvetden 60 perc Reperfuziot kovetden 120 perc reperfuziét kovetéen
(mg/kg) HR CF AF LVDP +dp/dtax HR CF AF LVDP +dP/dt.x | HR CF AF LVDP +dP/dtax
0/0 3066 16.8+0.8 9.840.8 10.7+0.5 417+£16 293+7 18.0+0.7 11.8+0.6 11.2+0.5 439+18 | 287+6 17.3£0.5 10.4£0.5 10.8+0.4 428+21
25/0 29448 17.4+0.5 11.0£0.7 11.2+0.5 425+17 28749  19.1+0.9 12.3£0.9 12.2+0.5 458+20 |[292+8 18.1£0.7 11.1£0.6 11.5+£0.5 433+19
0/1 31549 18.2+1.0 10.6£0.4 10.7+£0.6 422428 3068 16.9+0.9 10.9+0.8 11.9+0.5 447426 | 302+9 17.5+0.7 10.1+£0.6 11.2+0.3 432417
0/5 298+7 18.0+1.1 12.0£0.9 11.0+0.4 430+34 282+7  18.4+0.7 13.3+£1.0 12.0+£0.7 463+23 [ 279+8 18.1+0.8 11.2+0.8 11.5+0.4 451432
25/1 300+£7 21.5£0.9* 239+1.1* 12.9+0.4*  522423* |296+6 19.5+1.2* 21.8+0.9* 14.1+0.6* 561+£24* |292+7 21.8+1.0* 19.2+1.9* 13.8+0.6* 540+£30*
25/5 309+6 23.9+1.2* 25.2+1.2*%  13.6+£0.5% 528+27%* 30249  23.2+1.1%* 23.94+1.0* 15.3+0.6%* 588+31%* 3008 24.2+1.5*%  22.44+1.0* 15.0+0.7* 588+23*
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4. abra: Az FK 506 ¢s EGb 761 kombinaciojanak dozis-fiiggés vizsgalata a kamrai tachycardia kialakulasara.
1: Kontrol; 2: 25 mg/kg EGb 761; 3: 1 mg/kg FK 506; 4: 5 mg/kg FK 506; 5: 25 mg/kg EGb 761 + 1 mg/kg
FK 506; 6: 25 mg/kg EGb 761 + 5 mg/kg FK 506

Diszkusszio

Veszélyes kamrai arrhythmiak -melyek gyakran hirtelen szivhalalt eredményeznek-
alakulhatnak ki a posztiszkémids reperfuzids karosodasok kovetkeztében. Az iszkémiat
kovetd reperfuzido soran, a miokardiumban nagy mennyiségben felszabaduld szabad
gyokok, jelentds mértékben hozzajarulnak az arrhythmidk kialakulasahoz és a szivfunkcidok
romlasahoz. Elégtelen szivfunkciok, valamint arrhythmidk felléphetnek hypertonia,
hormonalis elvaltozasok, vagy a sziv kontrakcidos elemeinek genetikai muticioja
kovetkeztében kialakuld hipertrofia eredményeként (23, 24). Minden egyes faktor, mely
hozzdjérul a hipertréfids valasz kialakuldsahoz, az intracellularis kalcium szint emelkedését
okozza. Ez a patologias folyamat a calcineurin calmodulin-fliggd aktivalasat eredményezi,
mely hatassal van az NFAT 3 transzkripcios faktor prekurzorara a citoplazmaban. Ennek
kovetkeztében az NFAT 3 athelyezddik a sejtmagba, ahol kolcsonhatasba 1ép a szivre
korlatozott GATA 4 cink-ujj transzkripcios faktorral, mely jelenlegi ismereteink szerint
hipertrofiat okoz (19). Ennek kovetkeztében logikusan feltételezhetjiik, hogy a calcineurin
gatlasa megakadalyozhatja a hipertrofids koriilmények kialakulasat. Bizonyitottak, hogy

mind az FK 506, mind pedig a cyclosporine, melyek calcineurin gatlo
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immunoszuppresszans vegyliletek, kardioprotektiv hatast fejtenek ki calcineurinra
transzgenikus egerekben, melyek hipertrofiara hajlamosak (19).

Kisérleteink soran feltételeztiik, hogy a calcineurin FK 506-al torténd gatlasa
gatolhatja az arrhythmidk kialakuldsat is, valamint javithatja az iszkémiat kovetd
szivfunkciokat. Tovabba feltételeztiik azt is, hogy a ginkgolidok jol ismert antioxidans
tulajdonsaguk mellett, gatld hatast fejtenek ki a vérlemezke-fliggd intracelluldris
kalciumszint novekedésre. Végiil feltételeztiik, hogy a ginkgolidok hatdsa additiv médon
befolyasolhatja az FK 506 hatasat.

Eredményeink aladtdmasztjdk azon feltételezést, mely szerint az FK 506
antiarrhythmias hatdsu lehet, tovabba bizonyitjak, hogy az FK 506 képes a szivfunkciok
javitasdra, ha azt megfeleld dozisban alkalmazzuk. Az dallatok FK 506-al torténd
elokezelése dozisfiiggd modon javitotta a posztiszkémids szivfunkciokat, illetve gatolta az
iszkémiat kovetd kamrai arrhythmidk (VF, VT) kialakulasat. Valosziniisithetd, hogy ez a
hatds a calcineurin/NFAT3/GATA4 folyamatsor gatlasanak eredménye, melyrdl ismert,
hogy magaba foglalja kozvetlen, korai gének aktivalodasat, mint pl. a c-fos és c-myc
protoonkogén expresszidjat, €éppugy, mint magzati szivspecifikus gének emelkedett
aktivitasat (25).

Az FK 506 egy calcineurint6l fiiggetlen tulajdonsagaval is magyarazhato (26)
részben az altalunk leirt kardioprotektiv hatds. Megfigyelték, hogy fizioldgias
koriilmények kozott az FK 506 komplexet képez az FKBP 12-vel, egy folyamatosan
expresszaloddo 12 kDa immunofilin proteinnel, mely kovetkezésképpen kotodik a
calcineurinhoz. Ezéltal gatolja az enzimet, hogy a citoplazmaban levd NFAT 3-t
defoszforildlja, megakadalyozva ezéaltal a NFAT 3 fiiggd génexpressziot (27).
Mindamellett, mivel a molekularis jelatviteli utvonalak, melyek a calcineurintol fliggd
génexpressziot Osszekapcsoljadk az arrhythmidk kialakulasaval és a szivfunkciok
valtozasaval, még nem ismertek, ezen munka alapjan az észlelt hatasok nem
magyarazhatéak meg, csupan feltételezések lehetségesek.

Az FK 506-16l leirtdk, hogy cardiomyopatidt okoz majmokban (20), illetve, hogy
altalaban kevésbé toxikus, mint mas immunszuppresszans vegyiiletek (21). Mindamellett
ismert, hogy a gydgyszer hosszii tava haszndlata vesekarosodast (22), valamint
kedvezétlen interakcidkat okoz (22). Ezért feltételezhetd, hogy az FK 506 kombinalasa
mas gyogyszerkészitményekkel csokkentik a gyogyszer alkalmazandd dozisat anélkiil,

hogy csokkentenék kardioprotektiv hatasat, s ily modon lehetdvé valik az FK 506 klinikai

cyey
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kinai pafranyfeny0 standardizalt kivonatat (EGb 761) valasztottuk az FK 506-al torténd
kombindlt kezeléshez, hiszen jol ismert annak kardioprotektiv hatisa, alacsony toxicitasa
mellett (10).

Korabban leirtdk, hogy az EGb 761 hosszu tava adagolasa (200 mg/kg/10 nap) kb.
50 %-os csokkenést eredményezett a reperfuzié indukélta arrhythmidk kialakulasaban,
patkdnyokon végzett kisérletekben (10). Megjegyzendd, hogy kisérleteinkben a ginkgolid
legnagyobb dozisa 25 mg/kg volt, mely nem eredményezett jelentds csokkenést sem a
kamrai fibrillacio, sem pedig a kamrai tachycardia kialakuldsaban. Ehhez hasonldan 1, 5 és
10 mg/kg FK 506 nem volt hatdssal az el6bb emlitett kamrai arrhythmidkra (1-2. dbra).
Mindamellett a két anyag kombinaciojaval torténd kezelés csokkentette a posztiszkémias
arrhythmiak kialakulasi valdszinliségét (3-4. &bra) és ezzel parhuzamosan javitotta az
iszkémiat kovetd szivfunkcidkat (4. tablazat). A hatasokhoz hozzajaruld molekularis
mechanizmusok jelenleg még nem ismertek, de majdnem biztosan magukba foglaljak az
oxigén tartalmi szabad gyokok csokkenését, ami a miocitdk membranjanak kisebb
mértékil karosodasat okozza, mely az EGb 761 antioxidans tulajdonsagénak eredménye. E
mellett a ginkgolidok hozzajarulhatnak a Na‘, K', Ca®" és Mg®" ionok membrénon
keresztiil torténd fiziologias cseréjének és eloszlasanak helyreéllitasahoz. Ezt a feltételezést
alatdmasztja az a megfigyelés is, mely szerint az EGb 761 és antioxidans enzimek (SOD,
vagy kataldz) egyiittadasa, dozis-fiiggd csokkenést eredményezett a reperfiizié indukalta
arrhythmidk kialakulasaban, parhuzamosan a szabad gy6kok koncentracidjanak
csokkenésével, patkanysziveken végzett kisérletek alapjan (10). Mint az kordbban
emlitésre keriilt, az EGb 761 PAF antagonista tulajdonsaga kdvetkeztében is csokkentheti a
reperfizid indukalta arrhythmidkat. A PAF nagymértékben hozzajarul kiilonb6zd
betegségek, tobbek kozott szivbetegségek, kialakulasdhoz (12, 13). Tovabba bizonyitottak,
hogy a PAF kozvetleniil hozzajarul az iszkémiat kovetd reperfuzids karosodasokhoz mind
a szivizomban, mind pedig egyéb szovetekben. Ezt a hatast meggatolhatjuk PAF-receptor
antagonista vegyliletekkel, pl. ginkgolidokkal torténd elokezeléssel (14, 15).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a patkanyok FK 506 és Ginkgo biloba
kombinaciojaval torténd kezelése a posztiszkémids szivfunkciok javulasat és az
arrhythmiak csokkenését eredményezte. Az alkalmazott két vegylilet egylitt adasa additiv
szinergista hatast valtott ki. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a mindkét anyagot magaba
foglald gyogyszeres beavatkozds, egy uj ¢és hatékony lehetoséget biztosithat a
szivbetegségek és sebészeti beavatkozasok kovetkeztében fellépd iszkémias karosodasok

kezelésében. Eredményeink szintén felvetik a lehetdségét annak, hogy szivhipertrofia
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kialakulasa megeldzheté a kombinalt terdpia alkalmazésaval, lehetévé téve az FK 506

szubtoxikus dozisu alkalmazasat, a ginkgolidokkal torténd egyiittadasnak koszonhetden.
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II. A hemoxigenaz ¢s az endogén szénmonoxid szerepének vizsgalata

iszkémias/reperfundalt szivizomban

Az adaptacio a hypoxidhoz vagy az iszkémidhoz, alapvetd jelentdségli a fejlodés,
fiziologia és patofiziologia folyamataiban. A human és mas emlds sejtek, szovetek, szervek
a csokkent oxigén ellatasra fizioldgiailag fontos gének, proteinek, enzimek expresszidjaval
valaszolnak. A kozelmultban egy 10j enzimrendszer keriilt a kutatasok eldterébe: a
Tenhunen és mtsai altal azonositott mikroszomalis hemoxigendz (28), mely a hem oxidativ
lebontésat katalizalja. A folyamat soran az enzim oxigén és NADPH jelenlétében felhasitja
a hem porfiringylrtijének o-metin hidjat, amely igy nyiltlanct biliverdinné alakul, s
ekozben felszabadul a vas, valamint equimolaris mennyiségii szénmonoxid keletkezik. A

biliverdint a biliverdin reduktaz bilirubinnd alakitja (5. abra).
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5. abra: A hemoxigenaz miikodési mechanizmusanak sematikus abréaja.

Me: Metil; V: Vinil; P: Propionat
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A HO-nak harom izoenzime ismert, HO-1, HO-2 és HO-3, melyek kiilonboz6
gének termékei. A HO-1, mely hsp (heat shock protein) 32 néven is ismert, indukalhato
forma ¢és az emlds szervezet szinte minden szovetében -eléfordul. Expressziojat
indukélhatjak nehézfém ionok, olyan stimulusok ¢és anyagok, melyek oxidativ karosodast
okoznak, pl. h6-sokk, UV sugarzas, hyperoxia, hypoxia és iszkémia is (29, 30). A HO-2 és
a HO-3 konstitutivan expresszalodik. Az eldbbi féleg a kozponti idegrendszerben és a
tesztiszben talalhat6 (29, 31), mig utdbbirdl melynek aminosav szekvencidja ~ 90 %-ban
azonos a HO-2-vel viszonylag keveset tudunk. Kevésbé aktiv, mint a HO-2 (32), szerepe
még nem teljesen tisztazott.

Az elmult néhany évben jelentésen megnétt azon kozlemények szama, melyek
kiilonbozd bioldgiai funkciokat tulajdonitanak a HO katalizalta hem metabolizmus
termékeinek. A porfiringytiriib6l felszabadul6 vas prooxidans tulajdonsaga (33), mig ezzel
ellentétben a keletkezd biliverdin, illetve redukalt formaja a bilirubin hatékony antioxidans
vegyiiletek (33, 34). Egyre tobb bizonyiték van arra is, hogy a folyamat harmadik terméke
a CO fiziologiai jelatvivé molekulaként funkcionalhat (35-37) illetve, hogy képes a guanil-
ciklaz aktivalasara, ezaltal a cellularis cGMP szint szabalyozasara (emelésére), hasonldan a
nitrogén oxidhoz, igy szerepet jatszhat egyarant a fiziologias és patologias értonus
szabalyozasaban (33, 38, 39). A HO rendszer jelentdségét mar szdmos betegségben, tobbek
kozott asthmaban (40, 41), endotoxémidban (42), cardiomyopathidban (43), ¢és
iszkémia/reperfizid indukalta sériilésekben (34, 44, 45) is leirtdk. A bizonyitékok névekvd
szamanak tiikrében, mely szerint a HO-1 védelmet biztosit az oxidativ karosodasok ellen, a
kutatok tobb  figyelmet forditottak a HO-katalizis antioxidans tulajdonsagt
,.melléktermékeire”, a mar korabban emlitett biliverdinre, illetve bilirubinra. Ezen kiviil a
hem degradacioval jaro endogén CO ndvekedés az iszkémia/reperfuzid okozta sériilések
elleni citoprotekcid szabalyozasanak egyik lehetséges célpontjava valt (31, 46-48). A
scitoprotektiv’ CO-r6l kimutattak, hogy: (i) a szolubilis guanilat-cikldz aktivalasan
keresztiil szabalyozza a cellularis cGMP szintet, hozzajarulva ezaltal az endotheliumtol-
csOkkenti a NO képzodést a nitrogén oxid szintdz (NOS) gatlasa kovetkeztében; (iii)
gyulladas ellenes hatdsa van; ¢és (iv) gatolja mind az apoptotikus, mind pedig a
sejtosztodasi mechanizmusokat (31). A HO altal termelt CO hatasat kifejtheti a keletkezés
helyén, vagy pedig a szomszédos sejtekbe diffundalva (31, 38).

Bar a HO-1 funkciojat széleskorlien tanulmanyoztdk, illetve napjainkban is

tanulmanyozzak, a kutatok relative kevés figyelmet szenteltek a HO-1 altal termelt
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szénmonoxid szerepének vizsgalatdra az iszkémias/reperfundalt szivizomban. Csonka és
mtsai megfigyelték, hogy iszkémias/reperfundalt fibrillalo szivekben a HO-1 mRNS
expresszidja €s aktivitasa jelentés mértékben lecsokkent (49). Ezen megallapitasok alapjan
feltételeztiik, hogy a HO-1 mRNS expresszi6 csokkenése megvaltoztatja az endogén CO
termelést fibrillaldo szivekben, Osszehasonlitva a nem fibrillaldo szivizommal, valamint,
hogy a HO-1 altal szabéalyozott endogén CO termelés kozponti szerepet jatszhat a

reperfuzid indukaélta karosodasok szabalyozasaban.

Maoddszerek és anyagok

Izolalt ,,dolgozo-sziv” preparatum készitése
A sziv izolalasat, perfundalasat, valamint az iszkémia kivaltasat és a reperfiiziot a

korabban leirtak szerint végeztiik (1. fejezet 8. oldal).

Meért paraméterek

A kisérletek tejes ideje alatt regisztraltuk az epikardialis elektrokardigramot (EKG),
melyet a szivhez kozvetleniil kapcsolddd két eziist elektroddal vezettiink el (Haemosys,
Experimetria, Budapest). Az EKG-kat analizaltuk, s meghatdrozzuk a kamrafibrillacié
(VF) kialakulasat vagy hidnyat. Abban az esetben, ha a sziv fibrillalt, 6t perc kamra
fibbrillaciot kdvetden a szivet defibrillaltuk és mértiik a szivfunkciokat. Iszkémia el6tt és
reperfizid soran regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a koronaria ataramlas (CF) és az
aorta kidramlas (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomdst (LVDP) (Haemosys,

Experimetria, Budapest).

A kisérletek végrehajtasanak folyamata

A sziveket (n = 6 csoportonként) 3x 10 perc preiszkémias periddusban
perfundaltuk. Az els6 10 perc sordn Langendorff-mddszer szerint, standard perfizios
oldattal kimostuk a vért és annak sejtes alkotorészeit a miokardiumbol. A kovetkezd
periddusban a késziiléket ,,dolgoz6” mddba kapcesoltuk és regisztraltuk a kontrol értékeket.
A harmadik 10 perc soran egy masik Langendorff tartalybdl olyan perfuzios oldattal
perfundaltuk a szivet, mely 1 pM PBN-t tartalmazott. Ezt kovetéen a sziveket 30 perc
global iszkémidnak és az azt kovetd 120 perc reperfuzionak vetettiik ald. A reperfiizio elsd
10 percében PBN-t tartalmazé oldattal perfundaltuk a szivet, a reperfuzié soran pedig

regisztraltuk a szivfunkciokat. A kisérletek végén mértilk a szoveti CO tartalmat, az
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enzimaktivitast, valamint Northern- ¢s Western-blot segitségével a HO-1 mRNS ¢és protein

expressziot.

A széveti CO tartalom meghatarozasa

A CO tartalmat gazkromatograf segitségével hataroztuk meg (50). A reperfuzid
végén a sziveket eltavolitottuk a késziilekrél, majd négyszeres térfogati 0.1 M foszfat-
pufferben (pH:7.4) homogenizaltuk. A homogenizatumot 4 °C-on, 15 percig, 12800 x g-n
centrifugaltuk, és az igy kapott feliiluszot hasznaltuk a CO tartalom meghatdrozasahoz. A
reakcio elegy Osszetétele a kovetkezd volt: 150 pl 12800 g feliiluszo, 60 ul NADPH (4.5
mM) és 50 pl 3.5/0.35 mM methemalbumin. A vak mintdkba NADPH helyett 60 pl
foszfat-puffert adtunk. A mintakat el6inkubaltuk 5 percig 37 °C-on, majd a ,,headspace”-t
oxigénnel atdramoltattuk és a mintakat 37 °C-on, 1 6éran Kkeresztiil, s6tétben tovabb
inkubaltuk. A reakciét a mintak jéggel torténd hiitésével allitottuk le, majd a gazteret egy
oran beliil analizaltuk.

Gaztomor fecskenddvel (Hamilton Co., USA), minden egyes iivegcsébdl, 1000 ul
headspace gazt injekaltunk a kolonnara. Az analizis 90 masodpercig tartott egy 240 cm
hosszu, 0.3 mm belsé atmérdjii rozsdamentes acél kolonnan. A csucsokat integraltuk, a
kapott eredményeket pedig onkényesen valasztott egységben fejeztiik ki. A mérésekhez
Chromosorb 80/100 mesh (10 % Carbovax 20 M 3.5 % KOH) t61t6tt kolonnat hasznaltunk.

A kolonnatér hémérséklete 120 °C, mig az injektor hémérséklete 150 °C volt.

Teljes RNS izoldlas és Northern-blot

Korilbeliill 100 mg patkany szivszovetbél TRIzol reagenssel (Gibco BRL, Life
Technologies, Eggstein, Germany), izoldltuk a teljes RNS mennyiséget (51), majd
Northern-blotot végeztiink el (49).

Western-blot

A mintdkat homogenizaltuk Tris-HCI (13.2 mM/1), glicerin (5.5 %), SDS (0.44 %)
¢és B-merkaptoetanol elegyében. Az oldhat6 proteinek azonos mennyiségét (50 pg) Tris-
glicin-SDS-poliakrilamid gél (12%) elektroforézissel elvalasztottuk és Western blotot
végeztiink, ahogy azt Pellacani és mtsai leirtak (52), rekombinans patkany HO-1 protein
antitestet (1:1,000, Stressgen) hasznalva. A relativ. HO-1 protein expressziot

denzitometridsan analizaltuk.
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A HO-1 enzimaktivitas meghatdrozadsa

Szaz mg szivszovetet homogenizaltunk 10 ml 200 mM foszfat-pufferben, majd
centrifugaltuk (19000 x g, 4 °C, 10 perc). A feliiluszot eltavolitottuk, és Gjra centrifugaltuk
(100,000 x g, 4 °C, 60 perc). A kicsapodott frakciot 2 ml 100 mM foszfat pufferben
szuszpendaltuk. A Biliverdin-reduktaz tisztitasdit Tenhunen ¢és mtsai altal kidolgozott
technikaval végeztiik (53). A hemoxigenaz aktivitds meghatarozasat Yoshida és mtsai
modszerével hajtottuk végre (54). A reakcio elegy Osszetétele (2 ml végtérfogatra): 100
uM kalium-foszfat (pH: 7.4), 15 nM hemin, 300 pM BSA, 1 mg biliverdin-reduktaz és 1
mg miokardialis mikorszoma frakcié. A mintdkat 37 °C-on 1 oran keresztiil s6tétben
inkubaltuk. A reakciot a mintdk jégre helyezésével allitottuk le. A bilirubin mennyiségét a
464 és 530 nm-en mért abszorbancidk kiillonbségébdl szamitottuk ki (38). A mikroszomalis

frakcid protein tartalmat Lowry és mtsai modszerével hataroztuk meg (55).

Statisztika

A kapott értékek kozlésekor a szamtani atlagot és a kozépérték standard hibajat
adtuk meg. El0szor ,,egyutas” variancia analizist végeztiink, hogy megtudjuk, vajon van e
kiilonbség a kiilonb6zo csoportok adatai kozott. Ha volt kiilonbség, a nem fibrillalt, a
fibrillalt a PBN-el kezelt ¢és a ZnPPIX-el kezelt csoportok adatait a Bonferroni korrekcioval
kiegészitett kétmintas t-teszttel hasonlitottuk dssze. Szignifikansnak tekintettiik a valtozast,

haap <0.05.

Eredmények

A 6. abran reprezentativ GC kromatogramok lathatok. Megfigyelhetd, hogy 30 perc
perfuzionak kitett szivekben detektalhatd mennyiségi CO keletkezett (6. abra a
kromatogram). Abban az esetben, ha a sziv fibrilldlt nem tudtunk CO-t kimutatni a
mintdkban (6. dbra b kromatogram). Lathat6, hogy elézetes varakozasainknak megfeleléen
az enzim altal termelt szénmonoxid mennyisége kiilonbozott a fibrillalo, és nem fibrillalo
szivekben (6. abra b, és c-d kromatogram). Megfigyelhetd tovabba, hogy 30 perc iszkémiat
kovetd 120 perc reperfizid kovetkeztében az enzim altal termelt endogén CO mennyisége
nétt (6. abra c kromatogram), ¢s ez a novekedés 1 uM PBN kezelés hatdsdra még
szamottevobb volt (6. dbra d kormatogram).

A kovetkezd abran (7. abra) a géazkromatografids mérések eredménye lathato.

Megfigyelhetd, hogy 30 perc iszkémiat kovetd 120 perc reperfuzio szignifikans mértékben
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novelte a hemoxigenaz altal termelt endogén CO mennyiségét. Egy uM PBN kezelés

hataséara ez a novekedés még szamottevobb volt.

0,65 q 2 kontrol

d
b. 30 min ISA + RE, VF
¢. 30 min ISA + RE, No-VF n
0.6 4 d- 30 min ISA + RE,
’ 1 uM PBN, No-VF
C
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a
0,45 o
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6. abra: Reprezentativ GC kromatogramok.
(a) aerob kontrol; (b) iszkémias/reperfundalt-fibrillalt miokardium; (c) iszkémias/reperfundalt nem fibrillalt

miokardium; (d) iszkémids/reperfundalt-PBN kezelt miokardium
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7. abra: A GC-s mérések kvantitativ eredménye.
C: aerob kontrol; No-VF: iszkémids/reperfundalt nem fibrillalé miokardium;

PBN: iszkémias/reperfundalt-PBN kezelt miokardium
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A 8. dbra a HO-1 mRNS expresszio valtozasat mutatja. Lathatd, hogy ~ 3.5 x
megndvekedett az enzim mRNS expresszidja (8. dbra 2. csoport), a nem-iszkémias kontrol
értékekhez viszonyitva (8. dbra 1. csoport). Azokban a szivekben, melyeket 1 uM PBN-el
kezeltiink (8. abra 3. csoport) a HO-1 mRNS expresszi6 még tovabb ndvekedett ~ 5x, a
kontrol értékhez képest, mig abban az esetben, ha a sziv fibrillalt szignifikdns csokkenés
volt megfigyelhetd (8. abra 4. csoport). Igy elmondhatjuk, hogy a HO-1 expresszio
indukcidja, mely tiikr6z6dik az endogén CO termelés ndvekedésében, megeldzheti a
reperfuzié indukalta kamrai fibrillaci6é kialakulasat. Fontos megjegyezni, hogy a HO-1
protein nem ,,ujonnan” expresszalt protein, minthogy az enzim mRNS és protein jelen van
¢s mikodik az ép miokardiumban is. Az enzim protein expresszid valtozdsa szorosan
kovette az mRNS szint valtozasat (9. abra). Azaz, itt is megfigyelhetd a kezelések hatdsara

bekdvetkezd novekedés, valamint a fibbrillacio kovetkeztében fellépd csokkenés.

14 9 |1 Kontrol
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8. dbra: HO-1 mRNS expresszio iszkémias/reperfundalt szivekben.
1: nem iszkémids kontrol; 2: iszkémids/reperfundalt, nem fibrillalt miokardium; 3: iszkémids/reperfundalt,

PBN-el kezelt miokardium; 4: iszkémids/reperfundalt, fibrillalt miokardium
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9. abra: HO-1 protein Western-blot analizise iszkémias/reperfundalt szivekben.
1: nem iszkémias kontrol; 2: iszkémias/reperfundalt, nem fibrillalt miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt,

PBN-el kezelt miokardium; 4: iszkémias/reperfundalt, fibrillalt miokardium

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a ZnPPIX HO inhibitor hatdsat az enzim mRNS
¢s protein expresszidjara, valamint az enzimaktivitasra. A 10. dbran az inhibitor hatésa
lathaté az mRNS ¢és protein expressziora. Az adatok mutatjak, hogy az enzim mRNS és
protein expresszidja novekszik az iszkémias/reperfundalt miokardiumban (10. abra 2.
csoport), Osszehasonlitva a nem iszkémids szivizommal (10. &dbra 1. csoport), amit a
fentebb bemutatott eredmények is bizonyitottak. Mivel a ZnPPIX indukélja a kamrai
fibrillacié kialakuldsat, ugyanigy, mint az iszkémias/reperfundalt fibrillalt szivizomban
(10. &bra 3. csoport) csokkenést tapasztaltunk az mRNS ¢és protein expresszioban (10. dbra

4. csoport).
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10. abra: A ZnPPIX hatiasa a HO-1 mRNS és protein expressziora.

1: nem iszkémias kontrol; 2: iszkémias/reperfundalt, nem fibrillalt miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt

fibrillalt miokardium; 4: iszkémias/reperfundalt, ZnPPIX-el kezelt miokardium

A hemoxigenaz aktivitas 1 pM PBN kezelés hatasara szignifikdnsan nétt a kontrol
értékekhez képest (11. dbra 3. csoport). Azonban itt is csokkenés figyelhetd meg mind a
fibrillalo szivekben, mind pedig a ZnPPIX-el kezelt csoportban (11. 4bra 4-5. csoport).
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11. abra: A kamrai fibrillacid, PBN és ZnPPIX hatasa a HO enzim aktivitasra.
1: nem iszkémias kontrol; 2: iszkémids/reperfundalt, nem fibrillalt miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt,
PBN-el kezelt miokardium; 4: iszkémids/reperfundalt, fibrillalt miokardium; 5: iszkémias/reperfundalt,
ZnPPIX-el kezelt miokardium

A kisérletek teljes ideje alatt regisztraltuk a szivfunkciokat (12. abra).
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12. abra: Szivfunkciok iszkémias/reperfundalt szivekben.

1: iszkémias/reperfundalt nem fibrillalt miokardium; 2: iszkémias/reperfundalt-PBN kezelt miokardium
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Az iszkémia el6tti HR, CF, AF és LVDP értékei (312 + 9 iités/perc, 26.2 + 1.3
ml/perc, 51.4 + 2.2 ml/perc és 18.1 £0.4 kPa/s) nem valtoztak meg szignifikans mértékben
1 uM PBN kezelés hatasara. Reperfuzidé soran a szivfrekvencia nem, de a korondria
ataramlas, az aorta kidramlds és a balkamrai kontrakcids erd statisztikailag szignifikans

mértékben noétt a kontrol értékekhez képest 1 uM PBN kezelés kovetkeztében (12. dbra).

Diszkusszio

A hemoxigendz rendszer kdzponti szerepet jatszik a sejtek homeosztazisanak
fenntartasaban, a hem hozzaférhetdségének szabalyozasa altal. Tovabba, azon képessége
kovetkeztében, hogy egyediilallo modon képes CO termelésre, mind fiziologiailag, mind
pedig patoldgiailag nagy jelentdségre tesz szert a kutatasok terén. Hasonldéan a NO-hoz, a
CO-t is el6szor neurondlis jelatvivoként azonositottdk, valamint bizonyos eredmények arra
utalnak, hogy a CO fontos szerepet jatszik a szervek ¢és szovetek hemodinamikai
szabalyozasban (35). Kordbban ramutattak arra, hogy az endogén uton keletkezett CO,
mint jelatvivé molekula (29) és a guanilat-ciklaz aktivatora, felelés a cGMP szint
novekedéséért a vaszkularis szovetekben (56). Ezen eredmények jol aldtdmasztjak, hogy az
érfal altal termelt CO endogén modulatoraként szolgalhat az érfal tonusanak
szabalyozasaban ¢és a vérlemezke aktivitas befolyasolasaban.

Bar a HO mediélta endogén CO termelés jelentOségét -mint lehetséges védekezd
mechanizmust az iszkémia/reperfizid indukalta karosodasok megeldzésére kiilonbozo
szervekben (45, 46, 57, 58)- mar korabban hangsulyoztak, a CO meghatdrozast a
miokardiumba még nem végezték el. Mig a HO-1 indukciojat széleskorlien
tanulmanyoztak, és tanulmanyozzék a géntranszkripcio szintjén, addig fiziologiai funkcioja
a reperfuzié indukalta arrhythmidk mechanizmusaban és szabalyozasaban jelenleg teljes
mértékben tisztazatlan. Kisérleteink sordn arra torekedtiink, hogy még kozvetlenebb
bizonyitékokat szerezziink a HO-1 altal termelt endogén CO szerepérdl, a reperfzid
indukalta kamrai fibbrillaciok kialakuldsdnak megel6zésében. Korabbi eredményeink,
melyek szerint a HO-1 mRNS expresszio6 downregulacidja figyelhetd meg
iszkémids/reperfundalt fibrillalé szivekben (49, 59), utaltak az endogén CO termelés
jelentdségére a reperfuzid indukalta kamrai fibrillacidé szabalyozasaban. A cellularis CO
termelés mérésével kozvetlen bizonyitékokat szolgaltattunk, hogy az emlitett védekezési
mechanizmus a HO-1 mRNS indukcion keresztiil, az emelkedett endogén CO termelésnek

tulajdonithat6. PBN hasznalatdval, a HO-1 mRNS expresszi6 (57) és az endogén CO
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termelés stimuldlasadra bemutattuk, hogy az endogén CO nélkiilozhetetlen a reperfuzio
indukalta kamrai fibrillaciok megeldzésében. A PBN hatdsmechanizmusa, mely a HO-1
mRNS expresszio fokozasan keresztiil emelkedett endogén CO termeléshez vezet, magaba
foglalhatja a kovetkezoket: 1) a HO-1 gén azon gének kozé tartozik, melyek expressziojat
szabad gyokok indukaljak. Igy az egyik lehetséges magyarazat -az emelkedett HO-1
mRNS szintre- stabil PBN-gyok adduktok képzddése, melyek a PBN, és a reperfuizié soran
keletkezd reaktiv oxigén speciesek kolcsonhatasabol keletkeznek. Ezen magyarazat szerint,
a stabil PBN-gyok adduktok, hosszabb féléletidejiik kovetkeztében, hatékonyak lehetnek a
HO-1 génexpresszid szabalyozasaban, mely emelkedett endogén CO termelésben fejezodik
ki; 2) masik lehetséges magyarazat a HO-1 mRNS szupraindukcidjara és az emelkedett CO
termelésre, a reaktiv oxigén speciesek elimindldsa és ezaltal ezek és a sejt kompartmentjei
kozotti kozvetlen kolesonhatasok csokkentése. Vagyis az erdsen oxidald sajatsagh reaktiv
szabad gyokok ,befogasaval” a HO-1 mRNS sériilés mértéke csokkenthetd.
Megjegyzendd, hogy -bar kisérleteinkben nem vizsgaltuk- a nitrogén oxid szint emelkedik
iszkémias/reperfundalt szivekben (29), s az NO kolcsonhatasba 1épve reaktiv
oxigéntartalmi szabad gyokokkel, még reaktivabb és még toxikusabb szarmazékokat,
tobbek kozott peroxinitritet képezhet. Ezen szarmazékok inaktivaldsa, melyek a sejt
Osszetevoinek sériiléseit okozhatjak, megvédheti a HO-1 transzkript €s protein épségét. A
gyokfogo-anyag Onmagaban, reaktiv oxigén speciesek hianyaban, nem volt hatékony
modulatora a HO-1 génexpresszionak és a szivfunkcidknak az altalunk hasznalt
koncentracioban, mivel a preiszkémids szivfunkciok értékei nem valtoztak meg PBN
kezelés hatasara, ami jol mutatja, hogy a PBN ¢és a reperfuzidé soran keletkezd reaktiv
szabad gyokok kolcsonhatasa sziikséges a HO-1 mRNS expresszid szabalyozasadhoz. Bar a
PBN antiarrhythmids hatdsat a reaktiv szabad gyokokkel kapcsolatban mér a 80-as
években leirtak (60, 61), pontos mechanizmusat csak 15 évvel késébb, a HO-1 mRNS 4altal
szabalyozott endogén CO termelés tiikrében magyarazhattuk meg. Tovabba a HO-1 gén 5’
mely soran a reaktiv gyokok a transzkripcio szintjén szabalyozzak a HO-1 gént, még nem
ismertek, de szamos transzkripcios faktor, tobbek kozott az NFkB (62) és a HIF-1 (63)
szerepet jatszhat a folyamatban. A HO-1 mRNS nem ,,ijonnan” expresszalodott gén az
iszkémias/reperfundalt szivizomban, mivel az ép miokardiumban is megtalalhato, igy nem
meglepd, hogy a gén és a kapcsolddd protein expresszidja nagyon gyorsan torténik.
Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a HO-1 protein expresszidja szorosan kdveti az

enzim mRNS expressziot. Eredményeink azt mutattak, hogy azok a szivek, melyeket
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ZnPPIX HO inhibitorral perfundaltunk, minden esetben fibrillaltak, kovetkezés képen a
HO-1 mRNS és protein expresszid jelentds mértékli csokkenését tapasztaltuk a
reperfundalt fibrillaldé miokardiumban. Tovabba az enzim gatlasa ZnPPIX-el jelentds
mértékben csokkentette a HO aktivitast a fibrillalo szivizomban. Az eredményekbdl az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy a HO-1 mRNS és protein expresszidé downregulacioja, €s a
HO enzim aktivitds csokkenése fontos szerepet jatszhat a reperfizid indukalta kamrai
fibrillaciok kialakulasdban. Megjegyzendd, hogy a hypoxia 1d6tdl fliggd novekedést okoz
mind a HO-1 mRNS expresszioban, mind pedig a HO aktivitdsban, mely fokozatosan
csokken a reperfizid soran, ahogy ezt Foresti és mtsai leirtdk (64), cardiomiocitdkon
végzett tanulmanyaik alapjan. Bar kisérleteikben a miocitak irreguléris kontrakcidjat nem
tanulmanyoztdk. Eredményeink azt is mutatjak, hogy a HO-1-hez kapcsolodé endogén CO
termelés egy kulcsfontossagu 1épés lehet a reperfizid indukélta kamrai fibrillaciok
kialakulasanak megel6zésében, de még tovabbi kisérletekre is sziikkség van ezen a
teriileten.

Kisérleteink célja a HO-CO rendszer szerepének vizsgalata volt az
iszkémids/reperfundalt szivizomban, mindemellett azonban meg kell emliteniink a
nitrogénoxid szintdz (NOS-NO) rendszer szerepét is. A két rendszer nagyon sok
hasonlosagot mutat. Mind a HO, mind a NOS rendszernek van konstitutiv és indukalhato
izoformja, valamint mind a CO és az NO képes aktivalni a guanil-ciklazt, melynek
kovetkeztében megnd a cGMP szint, amely hatékony szekunder-messsengerként
funkcional. Tovabba, a legtobb hatas, melyek indukaljak az iNOS expressziojat, mint pl.
katecholaminok, citokinek ¢és az iszkémia/reperfuzio, szintén indukéljak a HO-1
expressziot. A CO ¢és NO relativ hozzajarulasa a guanil-ciklaz aktivalasdhoz a
kardiovaszkularis rendszerben, jelenleg még tisztazatlan. Szdmos pathologiai koriilmény
soran, mint pl. hypoxia, hd sokk, és iszkémia/reperfuzio, a CO medialta hatas lehet a
dominal6. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés is, mely szerint HO inhibitor alkalmazésa
gatolta a cGMP termelést, ugyanakkor NOS inhibitoroknak nem volt hatasuk (38).

Pannen és mtsai vérzéses sokk patkdny modelljén kimutattak, hogy a CO indukalja
a mikrocirkularis dilataciot és a sejtek védelmét, mig a NO esetében nem tapasztaltak
jelentds hatast az alkalmazott modellen (65). Mindamellett, hypertermias stressz szintén
emelte a cGMP szintet CO termelésen keresztiil, mig a NO-nak nem volt szignifikans
hatasa (66). Ujabb kutatasok bizonyitottak, hogy a NO sokkal erésebb stimulatora a guanil-
ciklaznak, kb. 300-400 x emelkedést eredményez az enzim aktivitasban, 6sszehasonlitva a

CO okozta 5-15 x emelkedéssel (67, 68). Valdszinusithetjiik, bar altalaban a NO
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dominansabb aktivatora a guanil-ciklaznak, bizonyos koriilmények kozott, egyes
szovetekben, a CO fiziologiai funkcidja fontosabb lehet. Mivel mind a NO, mind pedig a
CO a guanil-cikldz stimulaldsan keresztiil fejti ki hatdsat, ezért tovabbi kisérletekre van
sziikség, hogy bizonyitsuk, hogy az emelkedett cGMP szint legalabb részben a CO-nak
koszonhet6 az altalunk hasznalt modell estén.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az endogén CO termelés jelentds mértékben
csokkent azokban a szivekben, melyek a reperfiizid soran kamrai fibrillacion estek at
illetve VF kifejlodott. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy az endogén CO fontos szerepet
jatszhat az arrhythmogenesisben. A PBN-el kezelt szivekben a HO-1 mRNS expresszidja,
¢s ennek kovetkeztében az endogén CO termelés jelentds mértékli emelkedését
tapasztaltuk, ezzel parhuzamosan pedig reperfizié indukalta kamrai fibrillaciok
kialakulasat nem regisztraltuk. igy eredményeink alapjan feltétezhetjiik, hogy a HO-1
mRNS expresszié farmakologiai stimuladlasa révén a reperfuzié indukalta kamrai
fibrillaciok kialakulasa kivédhets. Ujabb kisérleti eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy exogén uton bevitt CO megfelelden és szigortan kontrollalt
alkalmazédsa, hasonléoan az endogén CO termelés stimuldlasdhoz, megvédheti a
miokardiumot a reperfiizié indukalta karosodasoktol (46, 69). Mindezeken til még tovabbi
kisérletek sziikségesek az iszkémia/reperfiizié indukalta génexpresszid, a kapcsolddo
protein szintézis és HO aktivitas up- és downregulacioja kozotti kapcsolatok megoldasara a

fibrillalo és nem fibrillalo szivizomban.
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III. Kaszpaz gatlas szerepének vizsgalata iszkémia/reperfuzio indukalta

apoptozis soran

Az apoptdzis vagy programozott sejthaldl, a sejt eliminacid és sejthaldl egy nem
gyulladasos tipusi mechanizmusa, mely magaba foglalja a citoplazma zsugorodasat, a
1szkémids periodusok szoveti karosodast okoznak, melyek az iszkémia idétartamatol
fliggden az irreverzibilis karosodasig vezethetnek, s ez 4&ltal miocitdk pusztulasat
okozhatjdk. A korai reperfuzid, bar nélkiilozhetetlen az iszkémian atesett szovetek
tuléléséhez, szintén eldidézhet sejthalalt gyulladasos (nekrdzis) és nem gyulladasos
(apoptdzis) valaszreakciok eredményeképpen. Az iszkémia/reperfizid indukalta sériilések
pontos mechanizmusa jelenleg még tisztazatlan és magyardzatra var. Kozismert viszont az
a tény, hogy a miokardidlis iszkémia/reperfuzié soran a sejtvesztés jelentds része
nekrotikus  mechanizmuson  keresztiill  torténik  (71-73). Napjainkban azonban
megnovekedett az érdeklddés olyan vizsgalatok irant, mely szerint a sejthalal apoptotikus
mechanizmuson keresztiil is lejatszodhat (74-79). Az apoptdézis okai és pontos
mechanizmusa(i) az iszkémids/reperfundalt szivizomban jelenleg még tisztdzatlanoknak
mondhatok. Azonfeliil, még az sem teljesen egyértelmii, hogy a miokardialis apoptozist
vajon csupan szivelégtelenség, arrhythmidk, vagy maga az iszkémia/reperfuzio idézi-e eld.
Az apoptozis kialakulasara sokféle kaszkad mechanizmust leirtak, de a legtobbet emlitett
jelatviteli mechanizmusok a tumor necrosis factor-a (TNF-a) (76), protein kinase C (PKC)
(80), p53 (81, 82), p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) (83, 84) és a
kaszpazok (77, 85).

Kisérleteinkben a miokardidlis apoptdézis kialakulasdinak mechanizmusat a
kaszpazok szemszogébdl vizsgaltuk. Arra voltunk kivancsiak, hogy az apoptozis
mechanizmusa vajon magéaba foglalja-e a kaszpazok aktivitdsat izolalt patkany szivben,
iszkémia/reperfiizid soran. Valamint arra is véalaszt kerestiink, hogy éltaldnos [acetyl-Tyr-
Val-Ala-Asp chloromethyl-ketone (YVAD-cmk)] vagy specifikus [Acetyl-Asp-Glu-Val-
Asp-cmk (Ac-DEVD-cmk): kaszpaz-3; benzoxycarbonyl-Leu-Glu-OMe-His-Asp(OMe)-
fluoromethylketone (z-LEHD-fimk): kaszpaz-9] kaszpdz inhibitorok hasznélataval
csokkenthet6-e az infarktusos teriilet nagysaga és az apoptotikus sejthalal mértéke, illetve

javithatok e az iszkémia/reperfuziot kovetd szivfunkcios paraméterek.
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Modszerek és anyagok

Izolalt ,, dolgozo-sziv” prepardatum készitése

A sziv izolalasat és perfundalasat a korabban leirtak szerint végeztiik (I. fejezet 8. oldal).

Iszkémia/reperfuzio kivaltasa

Tiz perc aerob perfuziot kdvetden a bal leszalld f6 koronaridt elszoritottuk egy
sebészi fonallal, mely egy meggorbitett tithdz kapcsolddott ugy, hogy a fonalat atvezettiik
az ¢ér alatt, majd a cérna végeit egy milanyag csovon keresztilfliztiik. Az iszkémiat ugy
1déztiik eld, hogy a mlianyag cs6 végét a sziv felszinére szoritottuk egy sebészi szoritoval.
A reperfizidt pedig a hurok meglazitasaval inditottuk el. Az iszkémia teljes ideje alatt -
hogy megvédjiik a miokardiumot a kiszaradastol- az iivegedény pératartalmat, mely a
szivet vette koriil, konstans (90-100 %) értéken tartottuk. A reperfuzié indukalta
arrhythmiak megeldzése érdekében a sziveket elézdleg Langendorff-mddszer szerint
kezdeti szakaszéban fibrillacio tortént, a szivet defibrillaltuk 20 V-os négyszoghulldm

impulzust alkalmazva 1 ms-os iddtartam alatt.

Az infarktusos teriilet meghatarozdsa

Az infarktusos teriilet meghatdrozasdhoz a sziveket, minden egyes kisérlet végén,
30 ml 1 %-os trifeniltetrazolium-klorid (TTC) oldattal perfundaltuk, az aorta kaniil egyik
oldals6 4gan keresztiil, majd a mintdkat -70 °C-on taroltuk a tovabbi analizisig. A
fagyasztott sziveket (csak a kamrai szdvetet) transzverzalisan szeleteltiikk (87) az apico-
bazalis axisra merdlegesen, s 1-2 mm vastagsagi metszeteket készitettiink. A metszeteket
lemértiik, miutdn a nedvességet eltavolitottuk a szdvetrdl, majd targylemezek kozé
helyeztiik, és szkenneltiik. A ,,risk” teriiletet -melyet minden kisérlet végén Evans blue-t
hasznalva hatdroztunk meg (77)- és az infarktusos z6énat minden egyes metszetben
megjeloltik, majd a teriileteket pixelben megadva szdmoltuk ki. Az ép kamrai szovetet a
TTC oldat vordsre festette, mig az infarktusos teriilet nem vette fel a festéket, igy az fehér
maradt. A teriileteket planimetrias software alkalmazasaval hataroztuk meg, majd a
metszetek tomegével felszoroztuk ¢és Osszegeztilk, hogy megkapjuk a veszélyeztetett
,I1sk”), illetve az infarktusos teriilet tomegét (grammban kifejezve). Az infarktusos teriilet
nagysagat, a veszélyeztetett teriiletre (,,risk area’) vonatkozo %-os aranyaban fejeztiik ki.

Az apoptotikus sejtek kimutatasa
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Az apoptotikus sejthaldlt a ,terminal-deoxynucleotidyl-transferase deoxyuridine

nick end labelling” (TUNEL) médszer (88) alkalmazasaval hataroztuk meg.

Meért paraméterek

A kisérletek tejes ideje alatt regisztraltuk az epikardidlis elektrokardigramot (EKG),
melyet a szivhez kozvetleniil kapcsolodo két eziist elektroddal vezettiink el. Iszkémia eldtt
¢s reperfuzio soran regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a korondaria atdramlas (CF) és az
aorta kidramlas (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) és annak elsd
derivaltjat (+LVdp/dtm.x) (Haemosys, Experimetria, Budapest) a bal pitvaron és a mitralis
billentylin keresztiil a bal kamraba helyezett katéter segitségével. Az aorta kidramlast
kalibralt aramldsmérével, a coronaria ataramlds mértékét pedig a szivbdl kicsopogd
folyadék hatarozott ideig torténd gylijtésével mértiik. Az infarktusos teriilet nagysagat és a

TUNEL-pozitiv apoptotikus sejteket az iszkémia/reperfuziot kdvetden hataroztuk meg.

A kiserletek végrehajtasanak folyamata

A sziveket (n = 6 csoportonként) két csoportba osztottuk. Az elsd, kezeletlen
kontrol csoportba tart6z6 sziveket a kezdeti 10 perces stabilizald perfuziot kdvetéen, 30
perc regionalis iszkémianak és az azt kovetd 120 perc reperfuzionak vetettiik ala. A masik
csoportba tartdzo sziveket a reperfuzid inditdsat kovetd elsd 10 percben szelektiv, vagy
nem szelektiv kaszpaz inhibitort tartalmazé perfuzids oldattal perfundaltuk. Az
inhibitorokat és koncentracidikat Holly és mtsai (89), valamint Mocanu és mtsai (77)
korabbi munkai alapjan valasztottuk ki, melyek a kdvetkezdk voltak: 0.1 valamint 0.5 uM
YVAD-cmk (éltalanos kaszpaz inhibitor); 0.07 valamint 0.2 pM Ac-DEVD-cmk (
szelektiv kaszpdz-3 inhibitor) és 0.07 valamint 0.2 uM z-LEHD-fmk (szelektiv kaszpaz-9
inhibitor). Az inhibitorokat DMSO-ban oldottuk, majd kozvetleniil felhasznalas el6tt a
perfuzids oldattal higitottuk. A DMSO végkoncentracidja a Krebs-Henseleit oldatban nem
haladta meg a 0.03 %-ot, mely koncentracié nincs hatissal a szivfunkciokra, az
alkalmazott modell esetén (77). A kezeletlen sziveket 0.03 % DMSO-t tartalmazd oldattal

perfundaltuk a reperfuzié els6 10 percében.

A sziveket a kisérletekbdl kizaro okok
Azon sziveket zartuk ki a kisérletekbdl, melyeknél: a) kamrai arrhythmia alakult ki
a regionalis iszkémia indukcioja el6tt és b) a preiszkémias CF és AF értékek 19 ml/perc és

35 ml/perc alatt voltak. Ez alapjan 4 szivet zartunk ki ebbdl a tanulménybol.
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Statisztika

A sziv funkciondlis paramétereinek (HR, CF, AF, LVDP), az infarktus mértékének
¢s a TUNEL-pozitiv apoptotikus sejtek szamanak kozlésekor a szdmtani atlagot és a
kozépérték standard hibajat adtuk meg. A kiilonbségek megallapitasara Student t-tesztet
végeztiink. Szignifikansnak tekintettiik a valtozast, ha a p <0.05.

Eredmények

A 5. tablazatban a szivfunkciok lathatok iszkémia el6tt, valamint 60 és 120 perc
reperfuziot kovetden, kezeletlen és kaszpaz inhibitorral kezelt szivekben. 0.1, valamint 0.5
uM YVAD-cmk kezelés hatasara a CF, AF, és a LVDP statisztikailag szignifikans
mértékben nétt a kontrol értékekhez képest (5. tablazat). A szivfrekvencia nem mutatott
jelentds mértékli eltérést a kezeletlen kontrol értékektél YVAD-cmk kezelés hatasara (5.
tablazat). Az alkalmazott szelektiv kaszpaz inhibitorok eseteiben nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kontrol értékektdl (5. tablazat).

A 13. ébrén a kisérletek végén a szivekbol készitett metszetek lathatok kezeletlen
(13. dbra A) és altalanos (0.1 uM YVAD-cmk) kaszpaz inhibitorral (13. dbra B) kezelt
szivekben. A reprezentativ fényképen is szembetlind, hogy mig a kezeletlen szivben az
infarktus mértéke szdmottevd volt (13. abra A-fehér teriilet-TTC festés), addig 0.1 uM
YVAD-cmk kezelés az infarktusos teriilet nagysagat jelentds mértékben csokkentette (13.
abra B).

Az apoptozis mértékének meghatarozasahoz egy in situ apoptozis kitet hasznéltunk
(Apotag, Oncor, Gaithesburg, Md., USA). Holly és mtsi (89) kimutattak, hogy az altalanos
kaszpasz inhibitor YVAD-cmk, in vivo koriilmények kozott, nagymértékben képes az
1szkémia/reperfuzido okozta miokardialis apoptozis mértékének csokkentésére, valamint,
hogy ez az anti-apoptotikus hatas, foleg az infarktusos teriiletre korlatozodik, ahol az
apoptdzist szenvedett miocitak tobbsége talalhatd. Ezért kisérleteinkben a TUNEL-pozitiv
apoptotikus sjtek szdmat az infarktusos teriileten mértiilk. Azokban a mintdkban, melyeket
30 perc aerob perfuzidnak tettiink ki, nem talaltunk apoptotikus sejteket (14. abra A).
Harminc perc iszkémiat kdvetd 120 perc reperfuzion atesett mintak esetén, meglehetésen
nagy szami TUNEL pozitiv apoptozisos sejtet detektaltunk a szivszovetben, propidium-

jodid és fluoreszcens sziirdket alkalmazva (14. abra B).
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5. tdblazat: Szivfunkcidk kiilonb6z6 kaszpaz inhibitorokkal kezelt iszkémias/reperfundalt szivekben

koncentracio Iszkémia el6tt 60 perc Reperfizidt kovetden 120 perc reperfuziot kdvetben
Csoport uM/1 HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP
Kontrol 309+£9 27.3+09 52.1£2.3 18.1+0.5 291+7 17.4+£1.3 11.1£0.5 10.9+0.5 288+9 16.9+0.9 10.6x0.7 9.9+0.5
YVAD-cmk 0.1 315+8 26.1+1.3 493+1.5 17.8+0.4 2869 21.1£1.5*% 17.0£1.9*% 13.5+£0.4* 279+8 20.3£1.3*% 15.6+1.1* 13.1+0.4*
0.5 32049 26.9+0.8 50.0+1.2 17.4+0.5 2968 23.9+1.4* 24.8+1.4* 14.6+0.5* 27247 23.2+1.8*% 23.6+£1.9* 14.2+0.7*
ac-DEVD-cmk 0.07 3076 28.1+x1.5 51.4+£2.2 18.4+0.3 300+9 18.1£1.2 9.8+0.9 11.7£0.6 280+9 17.2+1.2 10.0£0.8 10.8+£0.6
0.2 311+£7 27.8+0.7 48.8£1.9 17.5+0.5 288+7 16.9+0.9 10.7£0.7 10.5+0.7 285+8 18.0+0.7 11.1£1.0 10.5£0.3
z-LEHD-fmk 0.07 304+8 28.4+1.1 49.6+£1.2 18.6£04 296+9 184+1.4 12.0£1.2 12.1£1.2 293+7 15.8+1.2 10.8+0.6 9.5+0.5
0.2 32249 26.7+0.6 52.0+1.7 18.0+0.3 301+£8 17.6£0.8 11.3+0.8 9.8+0.8 281+9 16.0+0.8 10.5+0.6 9.3+0.4

*P<0.05 vs. Iszkémia/reperfuzid kontrol
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Altalanos kaszpaz inhibitor kezelést kovetéen az apoptozist szenvedett sejtek szama,
kovetkezés képen az apoptotikus sejthaldl mértéke az infarktusos teriileten, jelentds
mértékben csokkent (14. abra C és D). Szelektiv kaszpaz inhibitorok esetében nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést a kontrol értékektol.

A 15. abran a kiilonb6z6 kaszpaz inhibitorok hatdsa lathat6 az infarktusos teriilet
nagysdgara. Megfigyelhetd, hogy 0.1 illetve 0.5 pM YVAD-cmk kezelés jelentds
mértékben csokkentette az infarktusos teriiletet a 32+5% kontrol értékrél 18+3%-ra (P <
0.05), illetve 15+£5%-ra (P < 0.05), kiilon-kiilon (15. ébra felsé panel). Szelektiv kaszpaz
inhibitorok hatdsara nem tapasztaltunk szignifikans eltérést, az altalunk hasznalt modell

esetén (15. abra also panel).
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15. abra: Altalanos és szelektiv (kaszpaz-3 és kaszpaz-9) kaszpaz inhibitorok hatasa az infarktusos teriilet

nagysagara.
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Diszkusszio

A korondria artéria okkluzid/reperfuzié a miokardium sériilését okozza, melynek
egyértelmii kovetkezménye a posztiszkémias szivfunkciok romlasa. Széles korben
elfogadott, hogy olyan anyagok, melyek befolydsoljak a cellularis sériilések alapjaul
szolgéld mechanizmusokat, megvaltoztathatjdk a szivfunkcidkat. Az apoptdzis fontos
folyamat a legkiilonfélébb sejtek homeosztizisanak kialakitdsdban ¢és fenntartasaban,
valamint az immunrendszer szabdlyozdsdban egyarant (90). Napjainkban az apoptozist
szoros kapcsolatba hozzdk a miokardialis iszkémia/reperfuzié indukalta karosodéasok
folyamatéaval, de a pre-apoptotikus mechanizmusok érintettségére iranyuld bizonyitékok
ellentmondonak tlinnek. Kezdetben feltételezték, hogy a hypoxia vagy az iszkémia
elegendd stimulus a programozott sejthalal indukciéjahoz (82). Ujabb kutatdsok azonban
bizonyitottdk, hogy a hypoxia vagy az iszkémia magiban nem, de az acidozis és
reoxigenacio elég erds inger az apoptozis indukaladsahoz (91).

Munkénk soran bebizonyitottuk, hogy nem szelektiv (4ltalanos) kaszpaz inhibitor
(YVAD-cmk), ha jelen van a reperfuzié inditdsakor és a folyamat korai fazisaban,
megfeleld védelmet biztosit a miokardium szamdara az altalunk hasznalt miokardialis
infarktus modell esetén. Kisérleteink azt is bizonyitottak, hogy specifikus kaszpaz
inhibitorok (kaszpaz-3 és 9) nem nyujtanak védelmet a kontraktilitasi karosodéasok ellen,
illetve nem csokkentik az infarktusos teriilet nagysagéat okkluzid/reperfiizids inzultust
kovetden, izolalt patkany szivek esetén. Eredményeink jol egyeznek Holly és mtsai (89),
valamint Mocanu ¢és mtsai (77) altal leirtakkal, mely szerint nem szelektiv kaszpaz
inhibitor hasznalata javitja a posztiszkémids szivfunkcidkat és csokkenti az infarktusos
terlilet nagysagat. Az altalanos kaszpaz inhibitor védd hatasa kisérleteinkben a TUNEL
pozitiv apoptotikus sejtek szamanak jelentds mértékii csokkenésében is tiikrozodott. Ezzel
ellentétben, szelektiv kaszpaz inhibitorok alkalmazasa nem csokkentette a TUNEL pozitiv
sejtek szamat jelentds mértékben, €és nem eldzte meg a posztiszkémids szivizom
karosodast. Utobbi eredményliink, mely szerint szelektiv kaszpaz inhibitorok (kaszpaz-3 és
9) alkalmazdsa nem nyujtott védelmet az okkluzios/reperfizidos karosodasok ellen,
ellentétben all Mocanu ¢és mtsai (77) altal leirtakkal, mely szerint mind nem szelektiv,
mind pedig specifikus kaszpaz inhibitorok alkalmazasa, jelentds mértékben csokkentette az
infarktusos teriilet nagysadgat. Ez az ellentmondas magyarazhat6 az adagolas (rogton a
reperfizid inditdsakor vagy néhany perccel késobb), vagy pedig az alkalmazott

koncentraciok kiilonbozdségével. Mindamellett feltételezhetjiik, hogy nem szelektiv vagy
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szelektiv kaszpaz inhibitorok dnmagukban nem képesek teljes mértékben visszaforditani
az iszkémia/reperfuzid sordn bekovetkezd kontraktilitdsi karosodéasokat, illetve az
infarktusos teriilet ndvekedését. Ez onmagaban nem vesz figyelembe pro-apoptotikus
mechanizmusokat, minthogy vannak kiilonb6z6é kaszkad mechanizmusai az apoptdzisnak,
melyek kapcsolatba hozhatoak iszkémia/reperfuzioval.

A kaszpéazok az apoptdzis egyetemes végrehajtoi, melyek a cisztein protedzok
csaladjaba tartoznak. A kaszpaz proenzimeket proteolitikusan specifikus aszparaginsav
egységeknél hasitva, alakulnak ki az aktiv alegységek. Az aktivalt kaszpazok a sejtekben
indukaljak az apoptdzis végbemenetelét, az altal, hogy széthasitanak kiilonbozo
intracellularis proteineket és megvaltoztatjdk azok funkcidjat. A potencidlisan életképes
sejtek vesztése apoptotikus mechanizmusokon keresztiil nagymértékben hatassal lehet a
szivfunkciora, hiszen a de novo miocita proliferaciéo hidnyat és a miokardium csokkent
funkcionalis javitasi képességét okozza, a szivizom sériilése utan. Yaoita és mtsai (92)
kimutattak, hogy a z-VAD-fmk, mely egy nem specifikus kaszpaz inhibitor, megfelelé az
apoptézis ¢és az infarktus mértékének csokkentésére iszkémia/reperfuzionak kitett
patkdnyszivben in vivo koriilmények kozott. A kaszpaz gatlds jotékony hatasat a
miokardialis infarktus mértékének limitalasaval kapcsolatban Mocanu és mtsai (77) szintén
tanulmanyoztak. Mas kutatd csoportok (89) azt talaltak, hogy a kaszpaz-2, -3 és -7
potencialisan aktivalodik szivizom iszkémia/reperfiizio soran, mely mutatja, hogy bizonyos
kaszpazok szimultan aktivalédnak a miokardiumban vélaszként az iszkémia/reperfuzids
inzultusra. Holly és mtsai (89) bizonyitottak, hogy az altalanos kaszpaz inhibitor (YVAD-
cmk) kivédi az iszkémia/reperfuzid indukalta apoptozist in vivo koriilmények kozott,
valamint, hogy ez az antiapoptotikus hatas f6leg az infarktusos teriiletre korlatozodik, ahol
az apoptozist szenvedett sejtek tobbsége taldlhatd. Bizonyitékok vannak arra is, hogy a
kaszpazok kozponti szerepet jatszanak felndtt szivizomsejtek apoptdzisaban és citokrom-c
felszabadulasaban hypoxia soran (85). Kang és mtsai azt talaltdk, hogy az apoptozis
miocitakban, reoxigendcié utdn kovetkezik be, egy mitokondriumtdl fliggd apoptotikus
utvonalon keresztiil. Leirtdk tovabba, hogy a Bcl-2 gén expresszidja megakadalyozza a
reoxigencid okozta apoptdzist a mitokondriumokbdl torténd citokrom-c felszabadulés
gatlasa altal, illetve megakadalyozza a kaszpdz-3 és -9 aktivalodasat (93). Egy masik
kutatocsoport kimutatta (94), hogy az endogén NO szintézis gatlasa iszkémia/reperfizio
soran, noveli az apoptdzis indukciodjat, azt sugallva ezaltal, hogy az endogén NO szintézis
megvédi a miokardiumot az apoptotikus sejthalaltol, valamint, hogy a NO szintézis gatlasa

aktivalja a kaszpaz kaszkadot, mig a Bcl-2/Bax protein arany véltozatlan marad. Igy, azon
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terapids beavatkozasok, melyeket a hypoxia soran indukalodo kaszpaz aktivitas gatlasara
terveznek, hasznosnak bizonyulhatnak a szivfunkciok megdrzésében, az apoptotikus sejt

vesztés gatlasa kovetkeztében.

Egyéb apoptotikus szigndlmechanizmusok

Gottlieb és mtsai felvetették (81, 95), hogy a PKC, mint indit6 jel, szerepet jatszik
az apoptozis kialakulasaban, prekondicionalt, és iszkémia/reperfuzionak Kkitett nyul
miokardiumban. Kimutattdk, hogy kromatin kondenzacid és nukleoszomalis DNS
toredezés torténik 30 perc iszkémianak és az azt kdvetd négy ora reperfuzionak kitett nytal
szivizomsejtekben, mind apoptotikus, mind pedig nekrotikus sejthalallal egyiitt. A nekrozis
jellemzdi a sejt megduzzadéasa, 6démasoddsa, a sejtmembran integritdsanak elvesztése és
random DNS aprézodas, mig az apoptdzis morfoldgiai jelei a kromatin kondenzacio, a
sejtzsugorodas ¢€s internukleoszomalis DNS darabolédds. A PKC a G-protein kapcsolt
receptorok aktivalasaval intracellularis jelatviteli folyamatokat indit el. A G-proteinek altal
aktivalt foszfolipaz-c diacil-glicerolt termel, mely aktivalja a citoszolban taldlhat6 PKC-t.
Az aktiv formaban levé PKC foszforilacio utjan aktivalhatja a miokardium védelméért
felelds sejtorganellumokat, gy mint a vacuolaris proton ATPaz-t, illetve az ATP érzékeny
K" csatornakat (5, 80, 95).

Igen nagy szamu sejtbioldgiai tanulmanyok azt mutatjak, hogy kiilonb6zd cellularis
stressz allapotok, tobbek kozott az iszkémia/reperfuzid, aktivaljak a p38 MAPK-t, illetve
hogy a p38 MAPK aktivalasa apoptédzist eredményez (5). Bizonyitottak, hogy bar az
iszkémia magéban képes a p38 MAPK aktivaldsira, az iszkémia és az azt kovetd
reperfuzid a p38 MAPK sokkal jelentdsebb mértékii aktivalasat okozza. Ma és mtsai
leirtdk (83), hogy a p38 MAPK gatlasa jelentés mértékben csokkentette az iszkémiat
kovetd szivizom apoptdzis mértékét. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a p38 MAPK
kozponti szerepet jatszhat a posztiszkémias apoptdzishoz vezetd jelatviteli folyamatokban.
Mivel a p38 MAPK aktivitas az iszkémia indukalta apoptozis szabalyozasanak egyik kulcs
faktora lehet, szelektiv gatlasa szintén potencialis terapias célpont lehet az iszkémias
szivbetegségek kezelésében.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy még nem tisztazott, de kisérleteinknek nem
is volt célja, hogy megallapitsuk a nekrdzis és az apoptozis milyen mértékben vesz részt a
miokardidlis iszkémia/reperfuzio-indukalta sejtpusztulds €és a miokardialis infarktus

kialakulasdban. Valoszinlileg, mindkettd hozzajarul az iszkémia/reperfuzio-indukalta
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sériilések kialakulasdhoz, egy ,,necro-apoptotikus” mechanizmuson keresztiil. Egyre tobb
bizonyiték van arra, hogy bizonyos koriilmények kozott a sejthalal e két formaja (nekrozis;
apoptdzis) egymassal parhuzamosan 1ép fel, de kiilonb6z6 mechanizmusokkal (4). Az
altalunk hasznalt kisérleti modellben egy nem szelektiv kaszpaz inhibitor hasznélata
jelentds mértékben csokkentette az apoptotikus sejtelhalas mértékét és javitotta az
iszkémiat kovetd szivfunkciokat. Ez bizonyitotta, hogy a kaszpdz aktivitds -mely az
apoptozis szabalyozdsadban szerepet jatszo jelatviteli Utvonalak egyik kulcsfontossagl
folyamata- szabdlyozdsa, befolyasolja a reperfizid indukélta kéarosodasokat.
Kisérleteinkben szelektiv kaszpaz inhibitoroknak nem volt jelentds hatdsa a vizsgalt
szivfunkcios paraméterekre. Az irodalomban egyre tobb adat van arra vonatkozolag, hogy
kiilonbozd jelatviteli mechanizmusok hozzéjarulnak a miokardialis karosodasokhoz vezetd
apoptozis kialakuldséhoz. Ezt bizonyitja az a megfigyelés is, mely szerint egy p38 MAPK
inhibitor alkalmazésa olyan koncentracidoban, mely képes a p38 MAPK aktivitast teljes
mértékli gatldsara, nem gatolta meg teljes mértékben az iszkémia/reperfizido indukalta
apoptdzis kialakulasat (83). Természetesen az itt targyalt folyamatok mellet, még tobb
jelatviteli mechanizmus és kiilonboz6 faktorok is léteznek, melyeket csak emlitettiink,
tobbek kozott a TNF-a (76, 96), p53 (81, 82), gliikoz és a cellularis ATP tartalom (75, 78,

97) szintén fontos szerepet jatszik az apoptozis kialakuldsaban.
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Osszegzés

A szivizom iszkémia/reperfuzid egyike a morbiditds és mortalitds altalanos
okozodinak. A csokkent oxigénellatas és perfuizid sulyos klinikai kdvetkezményekkel jarhat.
Vizsgalataink soran az iszkémia/reperfuzido indukalta kéarosodasok farmakologiai
befolyasolasi lehetdségeit vizsgaltuk.

Kisérleteink elsd részében az FK 506 (tacrolimus) és EGb 761 kombindlt hatdsat
vizsgéltuk. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a két anyag egyiitt adasa jelentds
mértékben csokkentette az iszkémia/reperfuzié kovetkeztében fellépd arrhythmidk
kialakulasat, valamint javitotta a posztiszkémids szivfunkcidkat. A kombinalt terapia
lehetdvé teheti az FK 506 szubtoxikus koncentraciokban torténd alkalmazésat. Ez alapjan
feltételezhetjiik, hogy a mindkét anyagot magéba foglalé gyogyszeres beavatkozas, egy 1j
¢s hatékony lehetGséget biztosithat a szivbetegségek és sebészeti beavatkozasok
kovetkeztében fellépo iszkémias karosodasok kezelésében.

A NO-t mar régota hasznaljak a klinitkumban az iszkémias szivbetegségek
kezelésére. Kisérleteink masodik részében, egy masik, endogén uton termelddd
gazhalmazéllapott monoxid, a HO-1 4&ltal termelt CO szerepét vizsgaltuk az
1szkémia/reperfuzio indukalta arrhythmidk kialakuldsanak megel6zésében. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az endogén CO termelés jelentds mértékben csokkent azokban a
szivekben, melyekben a reperfuzio soran VF kifejlédott. A PBN-el kezelt szivekben a HO-
1 mRNS expresszio, €s ennek kovetkeztében az endogén CO termelés jelentés mértékii
emelkedését tapasztaltuk, ezzel parhuzamosan pedig reperfuzi6 indukalta kamrai
fibrillaciok kialakuldsat nem regisztraltuk. igy eredményeink alapjan feltétezhetjiik, hogy a
HO-1 mRNS expresszi6 farmakoldgiai stimulaldsa révén a reperfuzié indukélta kamrai
fibrillaciok kialakulésa kivédhetd.

Kisérleteink harmadik részében az iszkémia/reperfiizié indukalta apoptozis
gatlasaval foglalkoztunk. Az apoptdzis elinditdsdban vagy gatlasban tobb kaszkad
mechanizmust azonositottak, melyek koziil a kaszpadzoknak kozponti szerepe van. Az
apoptézist befolyasolni képes vegyiiletek nagyon nagy terapias jelentOséggel birnak.
Altalanos végrehajtoinak, a kaszpazoknak a gatlasa lehet az egyik leghatasosabb kezelés az
apoptozis gatlasara. Eredményeink és az irodalmi adatok is arra utalnak, hogy a
kaszpazgatlok megfeleldek lehetnek az akut iszkémids betegségek kezelésére.
Megjegyzendé azonban, hogy apoptozis folyamatosan és szinte minden szerviinkben

folyik, ezért altalanos gatlasa sulyos klinikai kdvetkezményekkel jarhat.
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Summary

Cardiac ischemia/reperfusion is among the most common causes of morbidity and
mortality. Decreased oxygen supply and perfusion can cause serious injuries. The overall
aims of our studies were to investigate pharmacological approaches capable of reducing
ischemia/reperfusion induced damage.

In the first part of our experiments we examined the effect of the combined
treatment of FK506 (tacrolimus) and EGb 761 (standardized Ginkgo biloba extract). Our
results suggest that the combination of these drugs significantly reduces arrhythmias and
improves postischemic heart function. The combined therapy could enable to use FK506 in
subtoxical doses. This suggests that pharmaceutical interventions incorporating both
classes of drug may provide a new and powerful approach to management of ischemic
injury associated with heart disease and surgical intervention.

It is a general clinical process to use NO in treatment of ischemic heart diseases.
Henceforth in the second part of our experiment we studied the role of an other gaseous
endogenous monoxide, carbon monoxide, produced by heme oxygenase in prevention of
reperfusion induced arrhythmias. Our results indicate that production of endogenous CO
significantly decreased in hearts developed ventricular fibrillation. In hearts perfused with
PBN, a significant increase in endogenous CO production via the HO-1 mRNA expression
was observed, and with the elevation of endogenous CO production, the development of
VF was not recorded during reperfusion. Thus, our findings suggest that pharmacological
stimulation of the expression of HO-1 could prevent the development of reperfusion-
induced arrhythmias.

Our last experiments were planed to reveal the way of inhibition of
ischemia/reperfusion induced apoptosis. A number of cascade mechanisms have been
identified in the induction or inhibition of apoptosis but caspases play a crucial role in this
process. Drugs capable of influencing apoptosis are of great importance concerning
therapeutic treatment. The most useful method for inhibition of apoptosis could be the
inhibition of its universal effectors: the caspases. Both our results and publications of other
groups suggest that caspase inhibitors may function as potent agents in treatment of acut
ischemic diseases, although it must be noted that apoptosis occurs continuously and almost
in all of our organs consequently general inhibition of apoptosis may cause serious clinical

injuries.
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