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Bevezetés

A szivizom iszkémids megbetegedéseiben €s a szivsebészeti beavatkozasok soran az
iszkémia/reperfuzio jelenségének kdzponti szerepe van. Bar a reperfiizio nélkiilozhetetlen az
iszkémia altal karosodott szervek felépiilésében, mégsem kockdzatmentes, mivel maga a
reperfuzid sulyosbithatja az iszkémia utani allapotban 1évé szovetek funkcidjat. Vagyis a
reperfuzid -mely nélkiil az iszkémiés szivizom elhal- arrhythmidhoz vezethet. Ennek oka,
hogy azokban a sejtekben, melyek az iszkémia ideje alatt hypoxiassa valtak, a hirtelen
reoxigenizacid, nagymértékli enzimfelszabadulassal, és strukturalis karosodassal jar az
iszkémias metabolitok kimosodasa és a szabad gyokképzodés miatt. A reperfuzidé soran
keletkezett szabad gyokok altal okozott fokozott oxidativ stresszt tartjdk a reperfuzio
indukalta karosodasok egyik f6 dsszetevdjének.

Az egyik lehetséges megkdzelités szerint exogén antioxidansokkal csdokkenteni lehet a
miokardidlis iszkémia/reperfuzid sordn bekovetkezd oxidativ sejtkarosodast. A Kinabol
szarmazo pafranyfenyd (Ginkgo biloba) leveleibdl késziilt standardizalt kivonatot, az EGb
761-et, széles korben alkalmazzak kiilonbozé ér- és idegrendszeri rendellenességek
kezelésére. A kivonat tartalmaz tobbek kozott 24 % flavonoidot, 7 % proanthocianidin
szarmazékot, valamint ~6 %-ban terpén eredetli, erdsen oxidalt ginkgolidokat ¢&s
bilobalidokat. A flavonoidok és a proanthocianidinek kivalé gyokfogd molekuldk, mig a
terpének -foként a gingkolidok- inhibitorai a vérlemezke aktivalo faktornak. igy az EGb 761
két mechanizmus utjan is csokkentheti a reperfuzié indukalta karosodasok mértékét: 1) a
reperfuzid soran keletkez6 szabad gyokok eliminacidjaval, illetve 2) PAF antagonista
tulajdonsaga kovetkeztében.

A calcineurin egy citoplazmaban talalhat6 foszfataz. Az enzim intracellularis kalcium-
szint szabalyozta aktivitasa, felerdsiti olyan gének expresszidjat, melyek nagymértékben
hozzajarulnak a szivhipertrofia és végeredményben a szivelégtelenség kialakulasahoz. A
calcineurin-fiiggd pathophysiologias folyamatok hozzajarulnak az iszkémiat kovetd
reperfuzios karosodasokhoz. Ezért a calcineurin gatlasa szintén célpontja lehet az
iszkémia/reperfuizid okozta karosodasok megel6zésének.

Masik lehetdség az iszkémids/reperfundalt szervek védelmében, endogén védekezd
mechanizmusok indukalasa, melyek célzottan szerepet jatszanak a sejt homeosztazisaban és
funkciojaban. A kozelmultban egy uj enzimrendszer keriilt a kutatasok el6terébe: a
mikroszomalis hemoxigenaz, mely a hem oxidativ lebontasat katalizalja. A folyamat soran az

enzim oxigén és NADPH jelenlétében felhasitja a hem porfiringyliriijének o-metin hidjat,



amely igy nyiltlanct biliverdinné alakul, e kozben felszabadul a vas, valamint equimolaris
mennyiségli szénmonoxid keletkezik. A HO-nak hdrom izoenzime ismert, HO-1, HO-2 és
HO-3, melyek kiilonb6z6 gének termékei. A HO-1, mely hsp (heat shock protein) 32 néven is
ismert, indukalhat6 forma, és az emlds szervezet minden szovetében eléfordul. Expresszidjat
indukalhatjak nehézfém ionok, olyan stimulusok, és anyagok, melyek oxidativ karosodast
okoznak, pl. hé-sokk, UV sugarzds, hyperoxia, hypoxia és iszkémia is. A HO-2 és a HO-3
konstitutivan expresszalodik. Az elébbi foleg a kozponti idegrendszerben €s a tesztiszben
talalhatd, mig utobbirél melynek aminosav szekvenciaja ~ 90 %-ban azonos a HO-2-vel
keveset tudunk. Kevésbé aktiv, mint a HO-2, szerepe még nem teljesen tisztazott.

Az elmult néhany évben jelent6sen megnétt azon kozlemények szdma, melyek
kiilonb6zé biologiai funkcidkat tulajdonitanak a HO katalizdlta hem metabolizmus
termékeinek. A porfiringylriib6l felszabaduld vas prooxidans tulajdonsagu, mig ezzel
ellentétben a keletkezd biliverdin, illetve redukalt forméja a bilirubin hatékony antioxidans
vegyiiletek. Egyre tobb bizonyiték van arra is, hogy a folyamat harmadik terméke a CO
fiziologiai jelatvivd molekulaként funkciondlhat, illetve, hogy képes a guanil-ciklaz
aktivalasara, ezaltal a cellularis cGMP szint szabalyozasara, hasonldéan a nitrogén oxidhoz,
igy szerepet jatszhat a fiziologias és patologias értonus szabalyozasaban. A bizonyitékok
novekvd szdmanak tiikrében, mely szerint a HO-1 védelmet biztosit az oxidativ karosodasok
ellen, a kutatok tobb figyelmet forditottak a HO-katalizis antioxidans tulajdonsaga
,.melléktermékeire”, a mar korabban emlitett biliverdinre, illetve bilirubinra. Ezen kiviil a hem
degradacioval jardé endogén CO ndvekedés az iszkémia/reperfuzio okozta sériilések elleni
citoprotekcio szabalyozasanak egyik lehetséges célpontjava valt.

A miokardialis iszkémia/reperfuzid a miocitdk pusztulasat okozza, amennyiben
megfeleld terapias beavatkozas nem torténik meg. Kiilonboz6é tanulmanyok bizonyitottak,
hogy a miocitdk pusztulasa kétféle mechanizmuson, apoptozison és nekrozison keresztiil
torténhet. Mar korabban leirtdk, hogy az apoptdzis, a programozott sejthaldl egy
morfoldgiailag jol definialt formaja, mely magaba foglalja a citoplazma zsugorodasat, a DNS
miocitdk irreverzibilis kdrosodasahoz. Az elmult két évtizedben szamos vizsgalatot végeztek
annak érdekében, hogy csokkentsék az iszkémia/reperfuzid okozta sejthalal, és ez altal az
infarktusos teriilet mértékét. Az apoptodzis kialakulasara sokféle kaszkdd mechanizmust
leirtak, de a legtobbet emlitett jelatviteli mechanizmusok a tumor necrosis factor-a (TNF-a),
protein kinase C (PKC), p53, p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) és a

kaszpazok.



Az apoptozis altalanos ,,végrehajt6i” a kaszpazok. Az aktivalt kaszpazok indukaljak a
sejtekben az apoptozis végbemenetelét az altal, hogy megvaltozatjak kiilonb6z6 intracellularis
proteinek funkcidjat. Ezért a kaszpazok gatlasa célravezetd lehet az iszkémia/reperfiizio

indukalta apoptozis mértékének csokkentésére.

Célkitiizések

Kisérleteinkben az iszkémia/reperfuzid indukalta arrhythmidk farmakologiai
befolyasolasi lehetdségeit vizsgaltuk, izolalt patkanysziveken. Munkéankat harom {6

témakorre sszpontositottuk:

L. Vizsgalni kivantuk az FK 506 jelzésii calcineurin inhibitor és az EGb 761 jelzést
pafranyfeny® kivonat kombinalt hatdsdt a posztiszkémias szivfunkciok
felépiilésére és a reperfuzid indukalta arrhythmidk kialakuldsanak csdkkentésére.

1L Célul thztik ki a Hemoxigendz-1 (HO-1) mRNS expresszidohoz kapcsolddo
cellularis védekezé mechanizmusok és az endogén szénmonoxid (CO) hatasanak
vizsgalatat reperfuzio soran, fibrillalo és nem fibrillalo szivekben. Vizsgalni
kivantuk tovabba a p-n-tert-butil-a-phenilnitrone (PBN), mint gydkfogd molekula,
hatasat a HO-1 mRNS ¢&s 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.

III. Célkitlizéseink kozé tartozott tovabba a miokardialis apoptdzis mechanizmusanak
vizsgélata. Valaszt kerestiink arra, hogy kaszpdz apoptotikus mechanizmus
gatlasaval -altalanos, 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 allatok humanus
banasmodban részesiiltek a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals” eléirasainak megfeleléen (NIH publication no. 86-23, 1985).



Moadszerek és anyagok

I. Az FK 506 és EGb 761 kombinalt hatasanak vizsgalata
Izolalt ,, dolgozo-sziv”’ prepardtum készitése

Kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkanyok (250-300 g) szivét izolaltuk, és dolgozo
perfuzidos késziilékkel perfundaltuk. Natrium-pentobarbitallal (60 mg/kg) torténd
érzéstelenitést kovetOen iv. heparint adtunk (500 IU/kg). A mellkas megnyitdsa utan a
sziveket kimetszettiik és ghideg perfuzios oldatba helyeztiik. A preparalast kovetden a szivet
az aortan ¢és a vena pulmonalis-on keresztil un. ,dolgozd-perfuzios” késziilékkel
perfundaltuk. A perfuzios oldat modositott Krebs-Henseleit puffer volt, melynek Osszetétele a
kovetkezd (mM-ban kifejezve): 118 NaCl, 4.7 KCl, 1.7 CaCl,, 25 NaHCOs;, 0.36 KH,PO,,
1.2 MgSO0,, 10 glikéz. A perfuzids oldatot elézdleg 95 % O, és 5 % CO; keverékével
telitettiik (pH: 7.4, 37 °C). A sziveket 5 percig Langendorff-modszer szerint perfundaltuk 37
°C-on és konstans perfuzidos nyomason, mely 100 cm-es vizoszlop nyomasaval volt
egyenértéki (10 kPa). A mosasi periddust kovetden a késziiléket dolgozd mddba kapcsoltuk.
Az aorta kidramlast kalibralt aramlasmérdvel, a Koronaria ataramlas mértéket pedig a szivbol

kicsOp0g6 folyadék hatarozott ideig torténd gytijtésével mértiik.

Iszkémia/reperfuzio kivaltasa

Tiz perc aerob pefuziot kovetden elzartuk a bal pitvarba torténd bedramlds és a bal
kamrabol torténd kidramlas tjat, majd meghatarozott ideig igy iszkémiat hoztunk létre. A
reperfuzio inditdsdhoz megsziintettiikk az elzarasokat. Az iszkémia teljes ideje alatt -hogy
megvédjilk a miokardiumot a kiszaradastol, az iivegedény pératartalmat, mely a szivet

koriilvette 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 kozvetleniil kapcsolodo két eziist elektroddal vezettiink el és poligraffal
rogzitettiink. Az EKG-kat analizaltuk, hogy meghatarozzuk a ventricularis fibrillatio (VF) és
ventricularis tachycardia (VT) el6fordulasast, valamint, hogy megallapitsuk, hogy a VF
reverzibilis (a sziv spontan visszatért a normalis ritmusba), vagy irreverzibilis (a reperfuzio
elsd 3 percében folyamatosan fennallt) volt e. Harom perc kamra fibbrillaciot kovetden
(irreverzibilis VF) a sziveket defibrillaltuk és rogzitettiik a szivfunkciokat. Iszkémia el6tt és

reperfuzid sordn regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a koronaria ataramlas (CF) és az aorta



kiaramlas (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) és annak elsé derivaltjat
(+LVdp/dtmax) (Experimetria, Budapest) a bal pitvaron és a mitralis billentyiin keresztiil a bal

kamraba helyezett katéter segitségével.

A kisérletek idobeli lefolydsa

A vizsgalat elso részében a patkanyokat (n=12 csoportonként) kiilonb6z6 dozisu (0, 1,
5, 10, 20 ¢és 40 mg/ttkg/nap) FK 506-al kezeltiik 10 napon keresztiil. Huszonnégy o6raval az
utolsd kezelést kdvetden a sziveket izolaltuk és 30 perc global iszkémiat kovetd 120 perc
reperfuzionak vetettilk ald. A vizsgalat masodik részében az allatokat 10 napon keresztiil
oralisan kezeltiikk 25 mg/kg/map EGb 761-el, 25 mg/kg/map EGb 761 plusz 1 mg/kg/nap FK
506-al, 25 mg/kg/map EGb 761 plusz 5 mg/kg/nap FK 506-al, kiilon-kiilon. Az utolsé kezelés
utan 24 oraval a sziveket izolaltuk és végrehajtottuk rajtuk, a fentebb emlitett
iszkémia/reperfuzids protokollt. A kisérletek soran regisztraltuk az arrhythmidk (VF, VT)
eléfordulasat, valamint a szivfunkcidkat (HR, CF, AF, LVDP ¢s +LVdp/dtmax).

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

alatt voltak. gy sszesen ebbél a kisérletsorozatbél 3 szivet zartunk ki.

Statisztika

A szivfunkciok (HR, CF, AF, LVDP és +LVdp/dtn.) értékeinek kozlésekor a
szamtani atlagot és a kozépérték standard hibjat adtuk meg. Eldszor ,.egyutas” variancia
analizist végeztiink, hogy megtudjuk, van e kiilénbség a kiilénb6z6é csoportok adatai kozott.
Ha volt kiilonbség, a gyogyszerrel kezelt csoportok értékeit a gydogyszermentes csoportéval a
Bonferroni korrekcioval kiegészitett kétmintas t-teszttel hasonlitottuk dssze. A VF és VT nem
parametrikus (nem koveti a Gauss eloszlast) eloszlast kovet, ezért e paraméterek
Osszehasonlitdsakor hi-négyzet tesztet alkalmaztunk a kezelt és kezeletlen (kontrol) csoportok

Osszehasonlitasakor. Szignifikansnak tekintettiik a valtozast, ha a p<0.05.

II. A hemoxigenaz és az endogén szénmonoxid szerepének vizsgalata
iszkémias/reperfundalt szivekben

Izolalt ,, dolgozo-sziv”’ prepardtum készitése



A sziv izolalasat, perfundalasat, valamint az iszkémia kivaltasat és a reperfuziot a

korabban leirtak szerint végeztiik.

Meért paraméterek

A kisérletek tejes ideje alatt regisztraltuk az epikardialis elektrokardigramot (EKG),
melyet a szivhez kozvetleniil kapcsolodo két eziist elektroddal vezettiink el (Haemosys,
Experimetria, Budapest). Az EKG-kat analizaltuk, hogy meghatdrozzuk a kamrafibrillacio
(VF) kialakuldsat, vagy hianyat. Abban az esetben, ha a sziv fibrillalt, 6t perc
kamrafibbrillaciot kovetden a szivet defibrillaltuk és rogzitettiik a szivfunkcidkat. Iszkémia
elott és reperfiizid soran regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a korondria ataramlas (CF) és az
aorta kiaramlas (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) (Haemosys,

Experimetria, Budapest).

A kisérletek idobeli lefolyasa

A sziveket (n = 6 csoportonként) 3x 10 perc preiszkémias periddusban perfundaltuk.
Az elsé 10 perc soran Langendorff-modszer szerint, standard perfuzids oldattal kimostuk a
vért és annak sejtes alkotorészeit a miokardiumbodl. A kdvetkezé periodusban a késziiléket
,»dolgozo” modba kapcsoltuk és regisztraltuk a kontrol értékeket. A harmadik 10 perc soran
egy masik Langendorff tartalybol olyan perfuzids oldattal perfundaltuk a szivet, mely 1 uM
PBN-t tartalmazott. Ezt kovetden a sziveket 30 perc global iszkémianak és az azt kovetd 120
perc reperfuzionak vetettiik ald. A reperfuzid elsé 10 percében PBN-t tartalmazo oldattal
perfundaltuk a szivet. A reperfuzid soran regisztraltuk a szivfunkciokat. A kisérletek végén
mértik a szoveti CO tartalmat és az enzimaktivitast, valamint Northern- és Western-blottot

segitségével a HO-1 mRNS és protein expresszido meghatarozasa érdekében.

A szoveti CO tartalom meghatarozasa

A CO tartalmat gazkromatograf segitségével hatdroztuk meg. A reperfuzid végén a
sziveket eltavolitottuk a késziilékrdl, majd négyszeres térfogata 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 feliiliszot hasznaltuk a CO tartalom meghatarozasdhoz. A
reakcio elegy dsszetétele a kovetkezo volt: 150 ul 12800 g feliiluszo, 60 ul NADPH (4.5 mM)
és 50 ul 3.5/0.35 mM methemalbumin. A vak mintdkba NADPH helyett 60 pl foszfat-puffert
adtunk. A mintdkat elSinkubaltuk 5 percig 37 °C-on, majd a ,headspace”-t oxigénnel

ataramoltattuk és a mintakat 37 °C-on, 1 Oran keresztiil, sotétben tovabb inkubaltuk. A



reakciot a mintak jéggel torténd hitésével allitottuk le, majd a gazteret egy oOran beliil
analizaltuk.

Gaztomor fecskenddvel (Hamilton Co., USA), minden egyes tivegesébdl, 1000 ul headspace
gazt injekaltunk a kolonnara. Az analizis 90 masodpercig tartott egy 240 cm hosszd, 0.3 mm
bels6 atmérdjii rozsdamentes acél kolonnan. A cstcsokat integraltuk, a kapott eredményeket
pedig onkényesen valasztott egységben fejeztiik ki. A mérésekhez Chromosorb 80/100 mesh
(10 % Carbovax 20 M 3.5 % KOH) t6ltott kolonnat hasznaltunk. A kolonnatér hdmérséklete
120 °C, mig az injektor hdmérséklete 150 °C volt.

Teljes RNS izolalas és Northern-blot

Koriilbeliil 100 mg patkany szivszovetbdl TRIzol reagenssel (Gibco BRL, Life
Technologies, Eggstein, Germany), izolaltuk a teljes RNS mennyiséget, majd Northern-blotot
végeztiink.

Western-blot

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

Stressgen) hasznélva. A relativ HO-1 protein expressziot denzitometridsan analizaltuk.

A HO-1 aktivitdas meghatarozdsa

Szaz mg szivszovetet homogenizaltunk 10 ml 200 mM foszfat-pufferben, majd
centrifugaltuk (19000 x g, 4 °C, 10 perc). A feliiluszot eltavolitottuk, és ujra centrifugaltuk
(100,000 x g, 4 °C, 60 perc). A kicsapodott frakciot 2 ml 100 mM foszfat pufferben
szuszpendaltuk. A Biliverdin-reduktaz tisztitdsadt Tenhunen ¢és mitsai altal kidolgozott
technikaval végeztilk. A reakcio elegy 0Osszetétele (2 ml végtérfogatra): 100 uM kalium-
foszfat (pH: 7.4), 15 nM hemin, 300 uM BSA, 1 mg biliverdin-reduktaz és 1 mg miokardialis
mikorszoma frakcio. A mintakat 37 °C-on 1 6ran keresztiil sotétben inkubéltuk. A reakciot a
mintak jégre helyezésével allitottuk le. A bilirubin mennyiségét a 464 és 530 nm-en mért
abszorbanciak kiilonbségébdl szamitottuk ki. A mikroszomalis frakcid protein tartalmat

Lowry és mtsai modszerével hataroztuk meg.



Statisztika

A kapott értékek kozlésekor a szamtani atlagot és a kdzépérték standard hibajat adtuk
meg. Eloszor ,,egyutas” variancia analizist végeztiink, hogy megtudjuk, van e kiilonbség a
kiilonb6z6 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 6ssze. Szignifikansnak tekintettiik a valtozast, ha a p <0.05.

II1. Kaszpaz gatlas szerepének vizsgalat iszkémia/reperfuzié indukalta apoptoézis soran
Izolalt ,,dolgozo-sziv” prepardtum készitése

A sziv izolalasat és perfundalasat a korabban leirtak szerint végeztiik.

Iszkémia/reperfuzio kivaltasa

Tiz perc aerob perfuziot kvetden a bal leszalld f6 koronariat elszoritottuk egy sebészi
fonallal -mely egy meggorbitett tiihoz kapcsolodott- Gigy, hogy a fonalat atvezettiik az ér alatt,
majd a fonal végeit egy mianyag csObe huztuk. Az iszkémiat ugy idéztiikk eld, hogy a
milanyag csé végét a sziv felszinére szoritottuk egy sebészi szoritoval. A reperfuiziot pedig a
hurok meglazitasaval inditottuk el. Az iszkémia teljes ideje alatt -hogy megvédjik a
miokardiumot a kiszaradastol- az iivegedény paratartalmat, mely a szivet vette koriil, konstans
(90-100 %) értéken tartottuk. A reperfuzid indukalta arrhythmidk megelézése érdekében a
oldattal perfundaltuk. Ha a reperfuzido kezdeti szakaszaban fibrillacio tortént, a szivet

defibrillaltuk 20 V-os négyszdghullam impulzust alkalmazva 1 ms-os iddtartam alatt.

Az infarktusos teriilet meghatarozasa

Az infarktusos teriilet meghatarozasahoz a sziveket, minden egyes kisérlet végén, 30
ml 1 %-os trifeniltetrazolium-klorid (TTC) oldattal perfundaltuk, az aorta kaniil egyik oldalso
agan keresztiil, majd a mintakat -70 °C-on taroltuk a tovabbi analizisig. A fagyasztott sziveket
(csak a kamrai szOvetet) transzverzalisan szeleteltiik az apico-bazalis axisra merdlegesen, s 1-
2 mm vastagsagu metszeteket készitettiink. A metszeteket lemértiik, miutan a nedvességet
eltavolitottuk a szovetrdl, majd targylemezek kozé helyeztiik, és szkenneltik. A ,risk”
terliletet -melyet minden kisérlet végén Evans blue-t haszndlva hataroztunk meg- és az
infarktusos zonat minden egyes metszetben megjeloltiik, majd a teriileteket pixelben megadva
szamoltuk ki. Az ép kamrai szovetet a TTC oldat vordsre festette, mig az infarktusos teriilet

fehér maradt. A teriileteket planimetrias software alkalmazasaval hatdroztuk meg, majd a



metszetek tomegével felszoroztuk és 0sszegeztiik, hogy megkapjuk a veszélyeztetett (,,Risk”),
illetve az infarktusos teriilet tomegét (grammban kifejezve). Az infarktusos teriilet nagysagat

az infarktusnak, a veszélyeztetett teriiletre vonatkozd %-os aranyaban fejeztiik ki.

Az apoptotikus sejtek kimutatdsa
Az apoptotikus sejthalalt a terminal-deoxynucleotidyl-transferase deoxyuridine nick

end labelling (TUNEL) modszer alkalmazasaval hataroztuk meg.

Meért paraméterek

A kisérletek tejes ideje alatt regisztraltuk az epikardilis elektrokardigramot (EKG),
melyet a szivhez kdzvetleniil kapcsolodo két eziist elektroddal vezettiink el. Iszkémia elott és
reperfuzio soran regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a koronaria ataramléas (CF) és az aorta
kidramlas (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) és annak elsé derivaltjat
(tLVdp/dtmax) (Haemosys, Experimetria, Budapest) a bal pitvaron és a mitralis billentyiin
keresztiil a bal kamraba helyezett katéter segitségével. Az aorta kidramlast kalibralt
aramlasmérével, a coronaria atiramlds mértékét pedig a szivbdl kicsopogd folyadék
hatarozott ideig torténd gytjtésével mértiik. Az infarktusos teriilet nagysagat ¢s a TUNEL-

pozitiv apoptotikus sejteket az iszkémia/reperfuziot kovetden hataroztuk meg.

A kisérletek vegrehajtasanak folyamata

A sziveket (n = 6 csoportonként) két csoportba osztottuk. Az elsd, kezeletlen kontrol
csoportba tartd6z6 sziveket a kezdeti 10 perces stabilizald perfuzidt kovetéen, 30 perc
regionalis iszkémianak és az azt kovetdé 120 perc reperfuzionak vetettiik ald. A masik
csoportba tart6zo sziveket a reperfizio inditasat kovet elsé 10 percben szelektiv, vagy nem
szelektiv kaszpaz inhibitort tartalmazo perfuzids oldattal perfundaltuk. Az inhibitorokat
koncentracioi a kovetkezok voltak: 0.1 valamint 0.5 uM YVAD-cmk (altalanos kaszpaz
inhibitor); 0.07 valamint 0.2 uM Ac-DEVD-cmk ( szelektiv kaszpaz-3 inhibitor) és 0.07
valamint 0.2 uM z-LEHD-fmk (szelektiv kaszpdz-9 inhibitor). Az inhibitorokat DMSO-ban
oldottuk, majd kd&zvetleniil felhaszndlds el6tt a perfuzios oldattal higitottuk. A DMSO
végkoncentracigja a Krebs-Henseleit oldatban nem haladta meg a 0.03 %-ot, mely
koncentracié nincs hatassal a szivfunkciokra, az alkalmazott modell esetén. A kezeletlen

sziveket 0.03 % DMSO-t tartalmazo oldattal perfundaltuk a reperfuzio elsé 10 percében.



A sziveket a kisérletekbdl kizaro okok
Azon sziveket zartuk ki a kisérletekbdl, melyeknél: a) kamrai arrhythmia alakult ki a
regionalis iszkémia indukciodja el6tt és b) a preiszkémias CF és AF értékek 19 ml/perc és 35

ml/perc alatt voltak. Ez alapjan 4 szivet zartunk ki a tanulmanybol.

Statisztika

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

Eredmények

I. Az FK 506 és EGb 761 kombinalt hatasanak vizsgalata
Az FK 506 hatdsa az arrhythmidk kialakuldsara és a szivfunkciokra

I. Kiilonbozé dozisi FK 506-al kezelt Aallatokban a reperfiizid indukalta
kamrafibrillacio kialakulasa do6zis-fiiggé moédon csokkent. Tehat 1, 5, 10, 20, és 40 mg/kg FK
506 csokkentette a total (reverzibilis és irreverzibilis) kamrai fibrillaciok kialakulasat, a
gyogyszermentes kontrol értékhez viszonyitva, 92 %-rol 92%-ra, 83%-ra, 67%-ra, 33%-ra (p
< 0.05) és 25%-ra (p < 0.05). Az irreverzibilis kamrai fibrillaciéo és a kamrai tachycardia
eloforduldsa ugyanezt a tendenciat mutatta. Az allatok kivaloan toleraltak az FK 506-ot. Nem
volt lathato6 jele toxicitdsnak még a legmagasabb alkalmazott dozis esetén sem.

II. A kezeletlen csoport HR, CF, AF, LVDP és +LVdp/dty.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 meg
szignifikans mértékben FK 506 kezelés kovetkeztében. Husz és 40 mg/kg FK 506-al tortént
kezelés a posztiszkémias szivfunkciok jelentds mértékti javulasat eredményezte. A
szivfrekvencia nem mutatott szignifikdns valtozast a kezelt csoportokban a kezeletlen kontrol
értékekkel Osszehasonlitva sem iszkémia el6tt, sem pedig az iszkémiat kovetd reperfuzio

soran.

Az FK 506 és az EGb 761 kombindlt hatasa az arrhythmidk kialakuldasdra és a posztiszkémias
szivfunkciok felépiilésere
I11. Onmagéaban sem 25 mg/kg EGb 761 kezelés, sem pedig 1 vagy 5 mg/kg FK 506

kezelés nem csokkentette szignifikans mértékben a reperfizié indukalta arrhythmiak (VF és
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VT) kialakulasat. Huszonot 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). A reperfuzio
indukalta kamrai tachycardia hasonld csokkenést mutatott.

IV. A szivfunkciok nem valtoztak jelentés mértékben abban az esetben, ha csak az
egyik, vagy csak a masik anyaggal kezeltiikk az allatokat, az alkalmazott dézisok 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.) felépiilése szignifikans
mértékben javult. A szivfrekvencia az egyetlen paraméter, mely nem mutatott valtozast sem

iszkémia el6tt, sem pedig utana a kezelés hatasara.

II. A hemoxigendaz és az endogén szénmonoxid szerepének vizsgalata
iszkémias/reperfundalt szivekben

I. Kisérleteink soran 30 perc perfuzionak kitett szivekben detektadlhaté mennyiségi CO
keletkezett. Abban az esetben, ha a sziv fibrillalt nem tudtunk CO-t kimutatni a mintakban.
Harminc perc iszkémiat koveté 120 perc reperfuzid szignifikdns mértékben novelte a
hemoxigendz altal termelt endogén CO mennyiségét. Egy uM PBN kezelés hatdsara ez a
novekedés még szamottevobb volt.

II. A HO-1 mRNS expresszio ~ 3.5 x ndtt, a nem-iszkémias kontrol értékekhez
viszonyitva. Azokban a szivekben, melyeket 1 uM PBN-el kezeltink a HO-1 mRNS
expresszio még tovabb ndvekedett ~5x, a kontrol értékhez képest, mig abban az esetben, ha a
sziv fibrillalt szignifikans csokkenés figyelhetd meg. Az enzim protein expresszid valtozasa
szorosan kovette az mRNS szint valtozasat. Azaz, itt is megfigyelhetd a kezelések hatasara
bekovetkezd novekedés, valamint a fibbrillacio kdvetkeztében fellépo csokkenés.

III. Kisérleteink soran megvizsgaltuk a ZnPPIX HO inhibitor hatdsat az enzim mRNS
¢€s protein expresszidjara, valamint az enzimaktivitasra. Megfigyeltiik, hogy az enzim mRNS
¢és protein expresszidja novekszik az iszkémias/reperfundalt miokardiumban, 6sszehasonlitva
a nem iszkémids szivizommal. Mivel a ZnPPIX indukélja a kamrai fibrillacio kialakulasat,
ugyanugy, mint az iszkémids/reperfundalt fibrillalt szivizomban csdkkenést tapasztaltunk az
mRNS és protein expresszidban.

IV. A hemoxigenaz aktivitas 1 uM PBN kezelés hatasara szignifikdnsan nétt a kontrol
értekekhez képest. Azonban itt is csokkenés figyelhetd meg mind a fibrillalo szivekben, mind

pedig a ZnPPIX-el kezelt csoportban.
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V. Az iszkémia el6tti HR, CF, AF és LVDP értékei (312 £ 9 {ités/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. Reperfiizid soran a szivfrekvencia nem, de a koronaria ataramlas,
az aorta kidramlas és a balkamrai kontrakcios erd statisztikailag szignifikdns mértékben nott a

kontrolértékekhez képest 1 uM PBN kezelés kovetkeztében.

II1. Kaszpaz gatlas szerepének vizsgalat iszkémia/reperfuzié indukalta apoptoézis soran

I. YVAD-cmk kezelés hatasara a CF, AF, és a LVDP statisztikailag szignifikdns
mértékben nétt a kontrol értékekhez képest. A szivfrekvencia nem mutatott jelentés mértékii
eltérést a kezeletlen kontrol értékektdl YVAD-cmk kezelés hatasara. Az alkalmazott szelektiv
kaszpaz inhibitorok hatasara nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a kontrol értékektol.

II. TTC festéssel kimutattuk, hogy a kezeletlen szivben az infarktus mértéke
szamottevo volt, mig YVAD-cmk kezelés az infarktusos teriilet nagysagat jelentés mértékben
csOkkentette.

III. Azokban a mintakban, melyeket 30 perc aerob perfuzionak tettiink ki, nem
talaltunk apoptotikus sejteket. Harminc perc iszkémiat kdvetd 120 perc reperfiizion atesett
mintdk esetén, meglehetdsen nagy szamu TUNEL pozitiv apoptézisos sejtet detektaltunk a
szivszovetben, propidium-jodid és fluoreszcens sziir6ket alkalmazva. Altalanos kaszpaz
inhibitor kezelést kovetden az apoptozist szenvedett sejtek szama, kovetkezés képen az
apoptotikus sejthalal mértéke az infarktusos teriileten, jelentés mértékben csokkent. Szelektiv
kaszpaz inhibitorok esetében nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a kontrol értékektol.

IV. YVAD-cmk kezelés jelentds mértékben csokkentette az infarktusos teriiletet a
324+5% kontrol értékrdl 18+3%-ra (P < 0.05), illetve 15+5%-ra (P < 0.05), kiilon-kiilon.
Szelektiv kaszpaz inhibitorok hatasadra nem tapasztaltunk szignifikans eltérést, az altalunk

hasznalt modell esetén.

Kovetkeztetések

I. Eredményeink alatdmasztjdk azon feltételezést, mely szerint az FK 506
antiarrhythmids hatdsu lehet, tovabba bizonyitjak, hogy az FK 506 képes a szivfunkciok
javitasara, ha azt megfeleld dozisban alkalmazzuk. Valosziniisithetd, hogy ez a hatas a
calcineurin/NFAT3/GATA4 folyamatsor gatlasanak eredménye. Mindamellett, mivel a
molekularis  jelatviteli utvonalak, melyek a calcineurintol fiiggé génexpressziot

Osszekapcsoljak az arrhythmidk kialakuldsaval és a szivfunkcidk valtozasaval még nem
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ismertek, ezen munka alapjan az észlelt hatdsok nem magyarazhatdbak meg, csupan
feltételezések lehetségesek. Az FK 506-r6l leirtak, hogy a gyogyszer hosszi tavl hasznalata
vesekarosodast, valamint kedvez6tlen interakciokat okoz. Igy feltételezhetd, hogy az FK 506
kombindldsa mas gyogyszerkészitményekkel, csokkentik a gyogyszer alkalmazand6 dozisat
anélkiil, hogy csokkentenék kardioprotektiv hatasat, s ily modon lehetévé valik az FK 506
klinikai  alkalmazéasat kiilonb6z0 szivbetegségek megelézésében ¢€s terapiajaban.
Kisérleteinkben a kinai pafranyfenyd standardizalt kivonatat (EGb 761) valasztottuk az FK
506-al torténd kombinalt kezeléshez, jol ismert kardioprotektiv hatasa, és alacsony toxicitasa
miatt. A két anyag kombindcidjaval torténd kezelés csokkentette a posztiszkémias
arrhythmiak kialakulasi valosziniiségét, és ezzel parhuzamosan javitotta az iszkémiat kdvetd
szivfunkciokat. Az ezen hatasokhoz hozzajaruldé molekularis mechanizmusok még nem
ismertek, de majdnem biztosan magukba foglaljak az oxigén tartalmii szabad gyokok
csokkenését, ami a miocitdk membranjanak kisebb mértékii karosodasat okozza, mely az EGb
761 antioxidans tulajdonsaganak eredménye. E mellett a ginkgolidok hozzajarulhatnak a Na",
K, Ca*" és Mg®" ionok membranon keresztiil torténé fiziologias cseréjének és eloszlasanak
helyreallitasdhoz.

Mint az koradbban emlitésre keriilt, az EGb 761 PAF antagonista tulajdonsaga
kovetkeztében is csokkentheti a reperfiizié indukalta arrhythmidkat. A PAF nagymértékben
hozzajarul kiilonb6z6 betegségek, tobbek kozott szivbetegségek, kialakulasahoz. Tovabba
bizonyitottdk, hogy a PAF kozvetlenil hozzdjarul az iszkémiat kovetd reperfuzids
karosodasokhoz mind a szivizomban, mind pedig mas szovetekben. Ezt a hatast
meggatolhatjuk PAF-receptor antagonista vegyiiletekkel, pl. ginkgolidokkal t&rténd
elokezeléssel.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a patkanyok FK 506-al torténd kezelése a
posztiszkémias szivfunkciok javulasat és az arrhythmidk csokkenését eredményezte. Az
alkalmazott két vegyiilet egyiitt adasa szinergista hatast valtott ki. Ez alapjan feltételezhetjiik,
hogy a mindkét anyagot magaba foglald gydgyszeres beavatkozas, egy uj és hatékony
lehet6séget biztosithat a szivbetegségek és sebészeti beavatkozasok kdvetkeztében fellépd
iszkémias karosodasok kezelésében. Eredményeink szintén felvetik a lehet6ségét annak, hogy
szivhipertrofia kialakulasa megel6zhet6 a kombinalt terapia alkalmazasaval, lehetové téve az
FK 506 szubtoxikus dozisti alkalmazasat, a ginkgolidokkal torténé egyiittadasnak

koszonhetGen.
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II. Munkank masodik részében arra torekedtiink, hogy még kozvetlenebb
bizonyitékokat szerezziink a HO-1 4&ltal termelt endogén CO szerepérdl, a reperfuzio
indukalta kamrafibrillaciok kialakuldsdnak megel6zésében. A cellularis CO termelés
mérésével kdzvetlen bizonyitékokat szolgaltattunk, hogy az emlitett védekezési mechanizmus
a HO-1 mRNS indukcion keresztiil, az emelkedett endogén CO termelésnek tulajdonithato.
PBN hasznalataval, a HO-1 mRNS expresszidé és az endogén CO termelés stimulalasara,
bemutattuk, hogy az endogén CO nélkiilozhetetlen a reperfuzio indukalta kamrai fibrillaciok
megelozésében. A PBN hatdsmechanizmusa, mely a HO-1 mRNS expresszid fokozasan
keresztiil emelkedett endogén CO termeléshez vezet, magaba foglalhatja a kdvetkezoket: 1) a
HO-1 gén azon gének kozé tartozik, melyek expresszidjat szabad gyokok indukaljék. fgy az
egyik lehetséges magyarazat -az emelkedett HO-1 mRNS szintre- stabil PBN-gyok adduktok
képzodése, melyek a PBN, és a reperfuzié soran keletkezd reaktiv oxigén speciesek
kolcsonhatasabol keletkeznek. Ezen magyardzat szerint, a stabil PBN-gyok adduktok,
hosszabb fél¢letidejiik kovetkeztében, hatékonyak Ilehetnek a HO-1 génexpresszio
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 eliminalasa és ezaltal ezek és a sejt kompartmentjei kozotti kdzvetlen
kolesonhatasok csokkentése. A gyokfogod-anyag magaban, nem volt hatékony modulatora a
HO-1 génexpresszionak és a szivfunkcioknak az altalunk hasznalt koncentracidoban, mivel a
preiszkémids szivfunkciok értékei nem valtoztak meg PBN kezelés hatasara, ami jol mutatja,
hogy a PBN és a reperfuzi6 soran keletkez6 reaktiv szabad gyokok kolcsonhatésa sziikséges a
HO-1 mRNS expresszio szabalyozasahoz. A mechanizmus, mely soran a reaktiv gyokok a
transzkripcid szintjén szabalyozzak a HO-1 gént, még nem ismert, de szdmos transzkripcios
faktor, tobbek kozott az NFkB és a HIF-1 szerepet jatszhat a folyamatban.

Eredményeink azt mutattadk, hogy azok a szivek, melyeket ZnPPIX HO inhibitorral
perfundaltunk, minden esetben fibrillaltak, kovetkezés képen a HO-1 mRNS és protein
expresszio jelentés mértéki csokkenését tapasztaltuk a reperfundalt fibrillalé miokardiumban.
Tovabba az enzim gatlasa ZnPPIX-el jelentés mértékben csokkentette a HO aktivitast a
fibrillalo szivizomban. Az eredményekbdl lathatd, hogy a HO-1 mRNS és protein expresszid
downregulacioja, és a HO enzim aktivitds csokkenése fontos szerepet jatszhat a reperfuziod
indukalta kamrai fibrillaciok kialakuldsaban. Eredményeink azt is mutatjak, hogy a HO-1-hez
kapcsolodd endogén CO termelés egy kulcsfontossagli 1€épés lehet a reperfiizio indukalta
kamrai fibrillaciok kialakulasanak megel6zésében, de még tovabbi kisérletekre is sziikség van

ezen a teriileten. Elozetes varakozasainknak megfeleléen az enzim altal termelt szén-monoxid
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mennyisége kiilonbozott a fibrillald, és nem fibrillald szivekben. Igy elmondhatjuk, hogy a
HO-1 expresszio indukcidja, mely tikr6z6dik az endogén CO termelés ndvekedésében,
megeldzheti a reperfuzid indukalta kamrai fibrillacié kialakulasat.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az endogén CO termelés jelentds
mértékben csokkent azokban a szivekben, melyek a reperfuzio soran kamrai fibrillacion estek
at. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy az endogén CO fontos szerepet jatszhat az
arrhythmogenesisben. A PBN-el kezelt szivekben a HO-1 mRNS expresszioja, és ennek
kovetkeztében az endogén CO termelés jelentds mértékii emelkedését tapasztaltuk, ezzel
parhuzamosan pedig reperfuzio indukalta kamrai fibrillaciok kialakulasat nem regisztraltuk.
fgy eredményeink alapjan feltétezhetjiik, hogy a HO-1 mRNS expresszio farmakologiai
stimulalasa révén a reperfizid indukalta kamrai fibrillaciok kialakulasa kivédheto.
Mindezeken tal még tovabbi kisérletek sziikségesek az iszkémia/reperfuzié indukalta
génexpresszio, a kapcsolodo protein szintézis és HO aktivitas up- és downregulacidja kozotti

kapcsolatok megoldasara a fibrillalé és nem fibrillald szivizomban.

III. Munkank soran bebizonyitottuk, hogy nem szelektiv (altalanos) kaszpaz inhibitor
(YVAD-cmk), ha jelen van a reperfuzié inditasakor és a folyamat korai fazisaban, megfeleld
védelmet biztosit a miokardium szamara az altalunk hasznalt miokardialis infarktus modell
esetén. Kisérleteink azt is bizonyitottak, hogy specifikus kaszpaz inhibitorok (kaszpaz-3 és 9)
nem nyUjtanak védelmet a kontraktilitasi karosodasok ellen, illetve nem csokkentik az
infarktusos teriilet nagysagat okkluzio/reperfuzids inzultust kovetden, izolalt patkany szivek
esetén. Az altalanos kaszpdz inhibitor védé hatdsa kisérleteinkben a TUNEL pozitiv
apoptotikus  sejtek szamanak jelentés mértékii csokkenésében is tiikrozodott. Ezzel
ellentétben, szelektiv kaszpaz inhibitorok alkalmazésa nem csokkentette a TUNEL pozitiv
sejtek szamat jelentds mértékben, és nem eldzte meg a posztiszkémias szivizom karosodast.
Igy, azon terdpias beavatkozasok, melyeket a hypoxia sordn indukalodd kaszpaz aktivitas
gatlasara terveznek, hasznosnak bizonyulhatnak a szivfunkciok megérzésében, az apoptotikus

sejt vesztés gatlasa kovetkeztében.

15



Az értekezés alapjaul szolgalé tudomanyos munkak jegyzéke
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