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Bevezetés

A kardiovaszkuldris betegségek vildgszerte a vezet haldlokok koz¢ tartoznak, annak
ellenére, hogy megfeleld életmdddal jelentdsen csokkenteni lehetne a kialakuldsuk
valészintiségét. A legfontosabb rizikéfaktorok a dohdnyzds, a telitett zsirokban gazdag
taplalkozds, a mozgasszegény életmdd, az elhizds, a magas vérnyomds, a magas
koleszterinszint, a tulzott alkoholfogyasztds, a cukorbetegség. Magyarorszagon a haladlozasok
tobb mint fele a sziv- és érrendszeri betegségeknek tulajdonithatd, ezek koziil is az iszkémids
szivbetegség a legfobb halalok (1. dbra). Az aggaszto statisztikai adatok indokoljdk a témakor
részletesebb vizsgélatat azért, hogy pontosabb képet alkothassunk a betegség hatterében zajlo

mechanizmusokrol.
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1. dbra
A legfontosabb betegségcsoportok okozta haldlesetek szdmadnak megoszldsa Magyarorszdgon 2002-ben

Az elmilt hiarom évtizedben nagyszamud tanulmény foglalkozott a iszkémia/reperfuzid
indukélta szivizom karosoddsok mechanizmusidnak megértésével és kiterjedt kutatdsok
folytak az iszkémids kdrosoddsok hatékony kezelésének kidolgozdsa céljabdl. Igy a kisérletes
technikdk és moddszerek nagymértékben fejlodtek. Ennek ellenére az iszkémids betegségek
komplex kezelése tovdbbra is megoldatlan kérdés maradt.

Az iszkémia kialakuldsdnak hatterében leggyakrabban valamilyen organikus sziikiilet,
esetleg korondriaspazmus all, ami az érintett teriilet hipoperftziéjat eredményezi. A folyamat
soran a szivizomban az oxigén- és tdpanyagellatds zavara, energetikai funkciézavar és a karos
anyagcseretermékek felszaporodasa kovetkeztében a funkciés paraméterek leromldsa, majd

sejtpusztulds (nekrézis ill. apoptdzis) alakul ki. Az energetikai zavar hatterében



tulajdonképpen a miocitdk csokkent ATP termelése 4ll, ugyanis a gliik6z aerob
metabolizmusa ledll, igy a sejtek csak anaerob glikolizis és oxigént igényld zsirsavoxidacio
révén jutnak energidhoz. Kovetkezményképp laktat felszaporodas, aciddzis jon létre, amelyek
az ATP hidnnyal egyiitt kdrositjdk a sejtmembrant, és zavart okoznak az intracelluléris
ionegyenstlyban. Az intracelluldris szabad Ca® szint megnd a szarkoplazmatikus
retikulumbdl torténd kiiiriilés és az extracellularis térbdl valé bedramlds kovetkezményeként,
amely aritmidk (extraszisztole, VT, VF) kialakuldsdnak veszélyét hordozza magéban.

Az évtizedek folyamdn szdmos természetes anyagot és endogén komponenst
vizsgéltak, de viszonylag kevés figyelmet szenteltek az adrenocorticotrop hormon és
fragmentumai — kiilonosképp az adrenocorticotrop hormon (4-10) (ACTH (4-10) - hatasainak
a posztiszkémias szivfunkcidkra és az infarktusos teriiletre vonatkozélag. A melanocortinok
(a-, B-, y-MSH) egy nagyobb prekruzor molekula, a proopiomelanocortin (POMC)
derivatumai. Az ACTH egy 39 aminosavat tartalmazé peptid, amelynek aktiv fragmentuma a
13 aminosavbdl all6 alfa-melanocyta-stimuldlé hormon (a-MSH), ezen beliil helyezkedik el
az ACTH (4-10). A melanocortinok hatasaikat a hét transzmembrian domainbdl allo, G
proteinhez kapcsolt receptorok aktivalasaval fejtik ki. Ezek a receptorok szdmos szervben
megtaldlhatok. Néhdny éve az a-MSH iszkémia/reperfizié (I/R) indukélta kdrosoddsokkal
szembeni protektiv hatdsait irtdk le vesében (1), tiildoben (2), és agyszovetben (3). Tovabba
publikéltdk, hogy az ACTH (1-24) és az a-MSH kezelés hatdsdra csokkent az aritmia
eléforduldsa és a letalitds korondria okkldziés patkdny modellben (4). Ezenkiviil a
melanocortin peptidek egy jellegzetes adrenalin-fiiggetlen gyulladdscsokkentd hatdssal is
rendelkeznek, amelyet centrdlis és periférids tdmaddspontokon fejtenek ki, meglehetsen
komplex médon (5). Egy el6z0 tanulmdnyunkban bemutatdsra keriilt, hogy a melanocortin
peptidek pozitivan befolydsoltdk a miokardidlis infarktus karos kovetkezményeit, igymint az
aritmidt, az apoptotikus és nekrézis okozta sejthalalt és a karosodott szivfunkciét (6). Az a-
MSH, mint endogén derivatum, kétélii fegyverként viselkedhet a vératlan hormonalis
mellékhatdsok miatt. Az optimalis cél egy olyan hasonl6 peptid vagy derivatum megtaldldsa,
amely nem rendelkezik semmilyen adrenocortikotrop hatdssal. Kutatdsaink soran tobbek
kozott arra szerettiink volna vdlaszt kapni, hogy az ACTH (4-10) rendelkezik-e
kardioprotektiv hatdsokkal, az elobbiekben emlitett mellékhatdsok nélkiil.

Az I/R témakorének tirgyaldsa sordn, fontos emlitést tenniink egy, mar évtizedek Ota
vizsgilt jelenségrol, a prekondiciondlasrél (PC). Ennek sordn a ciklikusan ismétlédoé rovid
idejli I/R epiz6dok toleranciat és védelmet alakitanak ki a szovetben egy kés6bb bekdvetkezd,

madskiilonben az életet veszélyeztetd kimenetelli iszkémidval szemben. A PC jelenségét



el6szor Murry és mtsai. irtdk le (7). Kutydkon végzett kisérleteikben az 5 perc a. circumflex
okkluziét és 5 perc reperfiziét kdvetd 40 percnyi iszkémia sordn szignifikdnsan csokkent az
infarktusos teriilet nagysdga a kontroll csoporthoz képest, ahol a prekondiciondlds elmaradt.
Ezt a jelenséget klasszikus vagy korai prekondiciondldsnak nevezik. Az tun. késoi
prekondiciondlds jelenségét a 90-es évek elején fedezték fel (8). Ennek sordn a
prekondiciondlt sziveket csak 24 ora elteltével vetették ald a hosszabb idejii iszkémidnak. A
prekondiciondlt csoport funkcids paraméterei szignifikdnsan jobbak voltak, mint a kontroll
csoporté. Azéta a PC mechanizmusat a szivben széles korben vizsgaltdk és ramutattak, hogy
intracelluldris medidtorok daltal szabdlyozott események egész sora megy végbe a PC
kivéltotta stressz tolerancia kialakuldsa sordn. Az intracelluldris mediatorok (pl. nitrogén
monoxid (NO), kalcium, adenozin, thioredoxinl (TRX1) és reaktiv szabadgyokok altal
kivéltott szigndlok kaszkadja olyan stressz-rezisztens szivet eredményez, amely képes
megvédeni magat a késobbi, végzetes kimenetelli iszkémidval szemben (9). Nemrégiben
megallapitottdk, hogy az intracellularis messengerként ismert ceramidnak jelentds szerepe van
a PC mechanizmusdban (10, 11). A szfingomielinbdl képz6dé ceramid a kardiomiocitak
pusztuldsat idézi el6 a I/R sordn (12). Egy tanulmanyban leirtak, hogy a TNFa medialta PC,
ceramid szigndlmechanizmuson keresztiil megy végbe (13). Egy mdsik publikacid szerint, a
permedbilis, exogén ceramid csokkentette az infarktusos teriilet nagysagat, ami alatamasztja a
ceramid szerepét a PC mechanizmusdban (14). Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a
ceramid a lipid raftok (membridn mikrodomainek) belsejébdl fejti ki szigndl mechanizmusét,
amelyek olyan receptorszervezd struktirdk, amelyek szfingolipidekben (szfingomielin,
glikoszfingolipidek) és koleszterinben gazdagok (15). Fontos lipid raft struktirdja képletek a
,caveoldk”. Ezek a plazma membrin 50 — 100 nm nagysagu, palack form4jd betiiremkedései
és gyakran gyongysorszeriien helyezkednek el a membridnban. A caveoldk szelektiven
képesek felvenni a membranhoz kapcsolddé proteineket, kialakitva ezzel egy egyediilallo
szigndl-mikrodomaint, kontrolldlva eziltal a transzmembran szigndlmechanizmusokat (16). A
caveoldk a caveolinok jelenlétének meghatirozasaval kiilonboztethetOk meg a tobbi lipid raft
domaintdl. A caveolin harom kiilonféle 22 — 24 kDA molekulatomegii izoformdjat hataroztak
meg, melyek koziil a caveolin-1 és -2 minden sejttipusban el6fordul, mig a caveolin-3 csak az
izomsejtekbdl mutathaté ki (17). A caveolin-1, amely olyan nem-receptorhoz kotott tirozin-
kin4dzok szubsztratja, mint a Fyn, Abl vagy az Src, egy scaffolding protein és oxidativ stressz
hatasdra foszforilalodik a tirozin 14-en a fent emlitett enzimek hatdsara (18). A tirozin-
foszforildcié tovdbbi szigndlokat aktival, kulcsszerepet jitszva ezdltal a caveoldkban

lejatsz6dé szigndlmechanizmusokban.



Az indukélhat6 és endothelidlis nitrogén monoxid szintetizok (iNOS, eNOS) éltal
termelt NO szerepe a PC mechanizmusdban jol ismert (19, 20, 21, 22). Mivel a NO szerepet
jatszik a ceramid szignaljdban, tovabba a NOS a lipid raftokban €s mas caveolinban gazdag
domainekben kimutathat6, kisérletet tettiink annak meghatdrozdsara, hogy milyen feladatot
tolt be a ceramid-NO szigndl az iszkémia és a prekondiciondlds soran.

A PC pontos hatdsmechanizmusa a mai napig sem teljesen tisztdzott és néha
ellentmonddsos magyardzatok latnak napvildgot. Fontos kiemelni, hogy a kiilonb6zd
allatokkal (nyudl, patkdny, kutya vagy sertés) végzett kisérletek tilnyomd tobbségét
egészséges, korondria vagy miokardidlis sériilésektdl mentes dllatsziveken végezték. A kapott
eredmények patofiziologiai €s klinikai jelentdsége ilymodon nem kelléen megalapozott.
Kutatasaink soran azt vizsgaltuk, hogy a hiperkoleszterinémids dallatok szivei ugyanigy
adaptalédnak-e a prekondiciondlds sordn az iszkémia indukalta karosodasokhoz, mint az
egészséges szivszovet.

Az iszkémia soran fellépd hipoperfizié miatt oxidativ stressz alakul ki, amelynek
folyaman az aktivalodott NADH-, xantin- és ciklooxiddz nagy mennyiségli szuperoxid aniont
general, amely membrankdrosodast, sejtpusztuldst idéz eld a szivszovetben. Az iszkémidt
kovetd reperfizié sordn szintén ezek a reaktiv szabadgyokok feleldsek az tun. reperfuzio-
indukélta szivizomkéarosodasért is. Ismert tény, hogy azon vegyiiletek (pl. szuperoxid-
dizmutdz, kataldz), melyek képesek befogni a szabad gyokoket, kardioprotektiv
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az étrendi antioxidansok (alfa-tokoferol, aszkorbinsav, béta-
karotin) valamint egyes kéntartalmi aminosavak fontos antioxiddnsokként johetnek
szamitdsba. Ezen feliil az extracelluldris folyadékban jelen levd ceruloplazmin, albumin,
transzferrin haptoglobin a védelem ,,mdsodik vonaldt” képezi az oxidativ behatdsokkal
szemben (23). Emellett szdmos novényi eredetli struktdra is rendelkezik kardioprotektiv
tulajdonsagokkal. A fitoszterolok példdul azaltal, hogy gatolni képesek a koleszterin
abszorpcidjat, csokkentik a plazma koleszterin és LDL szintjét. Omega-3-zsirsavval
kombindlva pedig még hatékonyabban csokkentik a kardiovaszkuldris megbetegedések
rizikdjat (24). Kisérleteinkben a Makhana antioxidans hatasat vizsgaltuk I/R modellen.

Az FEuryale ferox (Nymphaceae csaldd) - vagy mas néven Makhana - sima
levélfeliilettel rendelkez6, egynyari vagy éveld orids vizililiom. A leveleket, csészeleveleket
és a gylimdlesot hajlott tovisek boritjdk (2. dbra). Az édes és fanyar izli magvakat termd
novény Kelet-Indidban 6shonos, de évezredek 6ta termesztik Kindban is. A Makhana magok
ehetéek, a siilt magok rendkiviil tdpldléak és 77 % konnyen emészthetd szénhidritot

tartalmaznak.



2. dbra
Euryale ferox

A Makhana széleskérben alkalmazott novény a kelet-dzsiai gydgydszatban olyan
betegségek gydgyitdsdban, mint a kronikus hasmenés, vesebantalmak, fehér folyds vagy a
1épelégtelenség (25). Azokrél a mechanizmusokrél, amelyek révén a novény kifejti terdpids
hatésait, viszonylag keveset tudunk. Egy nemrégiben megjelent tanulmény kimutatta, hogy az
Euryale ferox magvak kivonata jelentds antioxiddns aktivitdssal rendelkezik (26). A
kisérletekhez a stabil szabadgyokot tartalmazd 1,1-difenil-2-pikrilhidrazint (DPPH)
alkalmaztik és az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a kivonatok relative magas
oxigéngyok megkotd képességgel rendelkeznek. Vizsgaltak tovabba az Euryale ferox kivonat
hatdsait oxidativ dgenseknek kitett kinai horcsog tiido fibroblaston is. A teljes (n-hexan,
diklérmetan, etil-acetat, n-butanol keverék), az etil-acetatos illetve butanolos kivonatokkal
kezelt sejtek megnovekedett ellendlld képességet mutattak a H,O, szabadgyokokkel szemben.
Egy masik kisérletben madgneses magrezonancia spektroszképids (NMR) és
tomegspektrometrids (MS) moédszerekkel sikeriilt azonositani az Euryale ferox glikolipidjeit
(27). A szaraz novényi kivonatbdl szarmazé glikolipid keverékbdl a 24-metilkoleszt-5-enil-
3p-O-piranoglikozid, 24-etilkoleszt-5-enil-3p-O-piranoglikozid és 24-etilkoleszt-5, 22-dienil-

3B-O-piranoglikozid keriilt azonositasra.



Célkitizések

Kisérleteinkben az iszkémia/reperfizié indukdlta karosoddsok farmakoldgiai

befolydsoldsi lehetOségeit vizsgéltuk izoldlt nyul- és patkdnysziveken. Munkdnkat négy {6

témakorre dsszpontositottuk:

L Vizsgdlni kivantuk, hogy a prekondiciondlds egészséges sziveken tapasztalt pozitiv
hatdsai manifesztialédnak-e beteg (hiperkoleszterinémids) szivekben is, és képes-e csokkenteni

az infarktusos teriiletek nagysagat az egészséges szivekben tapasztalt mértékben.

IL. Célul thztik ki a lipid raftok szerepének tisztazdsat a ceramid és a NO

szignalfolyamataiban az iszkémia / reperfundalt illetve prekondicionalt szivekben.

II.  Célkitizéseink koz¢€ tartozott a Makhana kivonat kardioprotektiv hatasainak vizsgélata
a posztiszkémids szivfunkcidkra, az infarktusos teriilet nagysagara, és a redox folyamatokban
jelent6s szerepet betoltd TRX1 és TRP32 proteinek expresszidjara. Célunk volt a Makhana

kivonatok szabadgyok-befogd képességének vizsgalata is.

IV.  Vizsgdlni kivantuk tovabba, az ACTH (4-10) hatdsat a posztiszkémids szivfunkciok
felépiilését, a reperfizié indukdlta aritmidk kialakuldsédnak véltozdsat, valamint a miokardidlis
apoptézis mechanizmusét illetéen. Vdlaszt kerestiink arra, hogy az ACTH (4-10) képes-e
gétolni a programozott sejthaldl folyamatat, és ha igen, mekkora dozis sziikséges a gatlashoz.
Tanulméanyoztuk tovabbd, hogy az ACTH (4-10) képes-e csokkenteni az infarktusos teriilet

z 21, 2

mértékét.



Modszerek és anyagok

Kisérleteink elsd részében New-Zealand nyulakat (2,2-2,6 kg) haszndltunk. Az
allatokat a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” eldirdsainak megfeleld koriilmények kozott tartottuk és haszndltuk fel

(NIH publication no. 86-23, 1985).

a) A hiperkoleszterinémia kivaltasa nyulakban

Az azonos kord nyulak hiperlipidémids csoportja 1.0 %-os koleszterinnel dusitott
laboratériumi eledelt, a kontroll csoport szintén egyid6s tagjai pedig hagyomdanyos
koleszterinmentes eledelt kaptak (ad libitum). Az allatok etetése 8 héten keresztiil tortént. A 8

hét letelte utan a sziveket izolaltuk.

Iszkémia/reperfuzio kivaltasa prekondicionalt nyulszivekben

A prekondiciondldas (PC) az iszkémia/reperfizio (I/R) egymads utdni, periodikus
ismétlése annak ciklusszamatdl fiiggden (1XPC, 2XPC, 3XPC, 4XPC). Jelen esetben a rovid
periddus 5 perc globdlis iszkémidt, majd ezt kovetd 5 perc reperfiizidt jelent. A PC-t a
hiperkoleszterinémids és a nem-hiperkoleszterinémids, egészséges csoport nyulaival is
elvégeztiik (csoportonként 6 4llat). A PC befejezése utin a sziveket 30 perc globdl
iszkémidnak vetettiik ald, amit 120 perc reperfuzié kovetett. A ciklusok szdmat 1 és 4 kozott

hataroztuk meg a felhaszndlt irodalmak alapjan (28, 29, 30).

Tovabbi kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkanyokat (250-300 g) hasznaltunk.

b) A lipid raftok szerepének vizsgalata

A kisérleteket kétféle protokoll szerint végeztiik. Az elsO esetben a sziveket 15 percig
perfundaltuk Krebs-Henseleit pufferrel (KHB), szfingomielindz géatlé hatdsi desipramine
jelenlétében ill. anélkiil. Ezt 30 perc iszkémia, majd 120 perc reperfuzio kovette. A masodik
esetben a sziveket a prekondiciondlds protokollja szerint el6szor négy cikluson at 5 perc
iszkémidnak és azt kovetden 10 perc reperfizionak vetettiik ald, amit 30 perc iszkémia, majd

120 perc reperfizié kovetett.



¢) Elékezelés Makhana kivonattal

A Makhana termések kozvetleniil a termel6tdl keriiltek beszerzésre (Bihar, India). A
Makhaniat keverd berendezésben vizes kivondsnak vetették ald. A végsd csapadékot
ultrahangos keverdvel keverték és alkohollal, valamint vizzel kivonatot képeztek. Az dllatokat
véletlenszerien egy kezelt és egy kontroll csoportra osztottuk. A vizsgélatokhoz kétféle
modellt alkalmaztunk. Az akut modellben a sziveket a Makhana kivonat hdrom kiilonb6z6
dézisu (50 pg/ml; 125 pg/ml és 250 pg/ml) oldataval perfundaltuk. A krénikus modellben az
allatokat 21 napon keresztiil két kiilonb6z6 dézissal (250 mg/kg/map és 500 mg/kg/nap)

kezeltiik peroralisan, gyomorszondén keresztiil.

d) ACTH 4-10 elokezelés

A kisérletek sordn a patkdanyok 1-1 csoportjat 50 pg/ttkg ill. 200 pg/ttkg
koncentraciéji ACTH 4-10 oldattal kezeltiik eld, melyet subcutan (s. c.) injektdltunk 12
oraval az iszkémia / reperfiizié kivéltasat megel6zden. A kontroll allatok ugyanezt az oldatot

kapték, de hatéanyag nélkiil.

Izolalt dolgozo sziv preparatum

A nyulakat ketamin/xilazin (40/5 mg/ttkg) keverékével, a patkdnyokat ndtrium-
pentobarbitdllal (60 mg/ttkg) altattuk, majd ezt kovetden iv. heparint adtunk (patkdny: 500
IU/kg, nydl: 1000 IU/kg) a trombusok kialakuldsdnak megelézésére. A mellkas megnyitdsa
utdn a szivet kimetszettilk és hideg perfizids oldatba helyeztiik. A prepardldst kdvetden a
szivet az aortdn és a vena pulmonalison keresztiil un. ,,dolgozé-perfizids” késziiléken
perfuzids oldattal perfunddltuk. A perfizids oldat médositott Krebs-Henseleit puffer volt,
melynek Osszetétele a kovetkez6 (mM-ban kifejezve): 118 NaCl, 4.7 KCl, 1.7 CaCl,, 25
NaHCOs;, 0.36 KH,PO4, 1.2 MgSOQ,, 10 gliikéz. Az oldatot elézdleg 95 % O, és 5 % CO,
keverékével telitettiik (pH: 7.4, 37 °C). A sziveket 5 percig Langendorff-mddszer szerint
perfundaltuk 37 °C-on és konstans perfliziés nyomdson, mely 100 cm-es vizoszlop
nyomasaval volt egyenértékii (10 kPa) (31). A mosdasi periddust kovetden a késziiléket
dolgoz6 médba kapcesoltuk és regisztriltuk a szivfrekvenciat (HR), a korondria ataramlas (CF)
€s az aorta kidramlds (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) illetve egyes
esetekben ennek els6 derivéltjat (LVdp/dt) (31). Ezt kdvetden a sziveket 30 perc teljes (totdl)

iszkémidt kovetd 120 perc reperfizionak vetettiik ald. A reperfizié sordn (a 10., 30., 60. és
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120. percben) regisztraltuk a sziv el6bbiekben emlitett funkcids paramétereit (HR, CF, AF,
LVDP, LVdp/dt).

A szivfunkciok mérése

A szivfunkciés paraméterek mérésekor a korondria atdramlast adott idéegység alatt (1
perc) a szivrdl lecsopogd KHB mennyiségeként hatdroztuk meg, az aorta kidramlast
flowméterrel, az LVDP, HR, LVdp/dt értékeit pedig Gould p23XL transducer (Gould
Instrument System Inc., Valley View, OH, USA) segitségével detektiltuk. A jelek
felerdsitésére Gould 6600 szignal erdsitét (Gould Instrument System Inc., Valley View, OH,
USA) alkalmaztunk. A paraméterek monitorozasat Cordat II real-time software (Triton

technologies, San Diego, CA, USA) segitségével végeztiik.

Az infarktusos teriilet nagysaganak vizsgalata

A szivet a 120 perc regiondlis iszkémia leteltével 1 %-os trifenil-tetrazolium (TTC)-
oldattal festettilk meg az aorta-kaniil oldalagan keresztiil (32, 33). Ezutan a sziveket —70 C°-
on tartottuk, majd a fagyott miokardiumbol éles pengével metszeteket készitettiink az apiko-
bazdlis tengelyre merdleges sikban. A metszetek tomegét megmértiik, és szaritds utdn két
iiveglap kozé helyezve szkenneltiik Oket és egy planimetrids software (Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA, USA.) segitségével meghatdroztuk valamennyi metszet infarktusos teriiletének
értékét. Ezen teriiletértékeket megszoroztuk a metszetek tomegeivel, és az eredményeket
Osszegeztiik. Végiil az infarktusos teriiletek nagysdgit szdzalékosan fejeztiik ki az infarktust

szenvedett szivizom tomege és az Ossztomeg hanyadosaként.

A caveolinban gazdag membranfrakciok izolalasa

A sziveket protedz koktélt tartalmazé nétrium karbonat puffer oldatban (pH 11,0)
homogenizaltuk Polytron homogenizalé késziilékkel (Brinkman Instruments, Westbury, NY,
USA). A homogenizatumot ultrahanggal kevertettilk, majd 2 ml 90% szacchardztartalmu
MBS (25mM Mes, pH 6.5, 0.15 M NaCl) oldat hozzdaddsaval 45 % szacchar6z
koncentraciéra allitottuk be. Ezutdn ultracentrifugacsébe helyeztiik (34). Egy 35 %-os
diszkontinuus szacchar6z gradienst hoztunk létre felette (4 ml 5 % szaccharéz oldat/ 4 ml 35
% szacchar6z MBS-ben oldva, amely 250 mM Natrium karbondtot tartalmaz.) és 39 000
fordulatszamon centrifugaltuk (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA). Az 5 és 35 %
szacchar6z hatdrfeliiletén elhelyezkedd fénytord, caveolinban gazdag részt levélasztottuk a

tovébbi vizsgdlatokhoz.
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Immunoprecipitalas caveolin-1-el

A vizsgédlathoz az Amersham Pharmacia (Piscataway, NJ, USA) dltal kiildott
Immunoprecipitation starter Pack-et hasznaltuk, kovetve annak tutmutatisait. A teszthez
caveolin-1 ellen termelt poliklonélis antitestet (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, USA) haszniltunk. Ezutdn a Western blot analizist eNOS antitesttel (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) végeztiik.

Ceramid és  szfingozin-1-foszfit  meghatarozas a  caveolinban  gazdag
membranfrakciékbol

A ceramid és bomlastermékeinek analizisét egy, mar kordbban bedllitott nagy
felbontast vékonyréteg kromatografids (High Performance Thin-layered Chromatography,

HPTLC) médszer segitségével hajtottuk végre (35).

Antibody array

A teszthez haszndlt lemezek egyenként 512 kiilonboz0 antitestet tartalmaznak. Egy
kisérlethez két lemez sziikséges (36, 37). 100 mg bal kamrai szovetet homogenizaltunk 1 ml
kivoné / jelold oldatban (a kit része) (BD Biosciences Clontech, Paolo Alto, CA, USA). A
fehérje-koncentracid meghatarozasa utdn a mintdkat 1.1 mg fehérje/ml koncentraciora
higitottuk. A Cy3 és CyS5 festékekhez (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) 110 ml
kivoné / jelold oldatot adtunk. A feliildszdékat kiilon—kiilon mindkét festékkel megjeloltiik,
majd a felesleges festéket lesziirtiik. A kezelt csoportbdl szdrmazd, CyS-el jeldlt mintat
elegyitettiik a kontroll csoportbdl szarmazd, Cy3-al jelolt mintdval €s ugyanezt tettiik a kezelt
csoportbdl szdrmazd, Cy3-al jelolt és a kontroll csoportbdl szarmazd, CyS-el jelolt mintaval.
Minden mintakeverékbdl 20 mg proteint inkubdltunk 30 percig az antibody array lemezekkel,
majd sorrendben 7 kiilonb6z6 pufferrel mostuk 6ket. A lemezeket megszaritottuk és azonnal
szkenneltiik (Perkin-Elmer Life Sciences Scannary Express). A Cy3 és Cy5 jelzésekre kiilon-
kiilon szkennelt képeket Imagene szoftver (BioDiscovery Inc., El Segindo, CA, USA)
segitségével egyesitettiik és analizaltuk (36, 37). A lemezeken ismétlodo értékeket atlagoltuk
€s egy beliilrél normalizalt aranyt (INR) szadmitottunk a BD Biosciences weboldalardl letoltott
Microsoft Excel lapon. Az eredmények dbrazolasat Silicon Genetics Gene Spring szoftverrel

végeztiik.
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Szabadgyok-fogo tulajdonsag mérése

A ,scavanger” aktivitdst a szuperoxid-anionra 10 mU/ml szuperoxid-dizmutizzal
(SOD), a hidroxil-gyokre pedig 500 pg/ml dimetil-tiouredval (DMTU) hasonlitottuk &ssze. A
szuperoxid-aniont kémiailag indukaltuk xantinbél (100 uM) xantin-oxiddz enzim (8 mU)
hozzaadasaval, reakciés puffer (10 mM foszfat puffer, pH 7,4, 10 uM etilén-diamin-tetra-
acetat: EDTA 1 ml-ben) jelenlétében. A hidroxil-gyok eldallitdsahoz sziikséges puffer az
elébbi pufferhez képest még 100 uM etilén-diamin-tetra-acetatot (EDTA) és 100 uM FeCls-ot

1s tartalmazott.

A kardiomiocitak apoptozisanak meghatarozasa

A formaldehiddel fixalt bal kamrdkat paraffinba dgyaztuk, 4 um széles metszeteket
készitettiink, majd xilén és etanol oldatokkal deparaffineztik. Az apoptdtikus sejtek
immunhisztokémiai detektdlasat TUNEL moddszerrel végeztiik. Ennek sordn a digoxigeninnel
megjelolt dUTP, dezoxinukletotidil-transzferdz kozremiikodésével beépiil a DNS lancba. A
beépiilt nukleotidot birkdban termelt, poliklondlis anti-digoxigenin antitesttel inkubaltuk,
majd nyulban termelt FITC-konjugélt, anti-birka IgG-al, mint masodlagos antitesttel kezeltiik.
A metszeteket (n=5) PBS-el hdromszor atmostuk, normdl nyul szérummal blokkoltuk és
monolklondlis egér a-szarkomerin-aktinhoz specifikusan k&tddo antitesttel inkubaltuk, majd

nyulbdl szarmaz6é TRITC-konjugalt anti-egér IgG-al festettiik (200:1).

Az endothel sejtek apoptdézisanak mérése

Az endothel sejtekben az apoptdzis detektdldsidhoz készitett metszeteket eldszor
TUNEL moédszer szerint festettilk. Ezutdn a mintdkat el@szor nydl poliklondlis anti-von
Willebrand faktorral, mint elsddleges antitesttel, majd TRITC-konjugélt kecske eredetli anti-
nyul IgG-al, mint masodlagos antitesttel inkubaltuk. A fluoreszcens festést konfokélis 1ézer
mikroszkdppal jelenitettiik meg. A jellegzetes képek jol mutatjdk a von Willebrand pozitiv
endothel sejteket (a citoszdl élénkpirosra festddott), melyek TUNEL festédést nem mutattak
(a zold fest6dés hidnyzik a nucleusbdl) és a TUNEL pozitiv sejteket egyarant (1200x

nagyitas).

A kaszpaz-3 aktivitas mérése immunhisztokémiai modszerrel

A metszeteket el6szor biotinilalt kecske anti-kaszpdz-3 antitsettel (Sigma, St. Louis,
MO, USA) (1:1000 higitds) inkubaltuk 4 °C-on egy éjszakan dt. Ezt kbvetden a metszetek 50
percig biotinilalt nyul antitesttel (Vector Laboratories, Burlingame, CA; USA) (1:100 higités)
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kezeltilk, majd szobahOmérsékleten 4 drara avidin-biotinilalt-peroxiddz komplexbe (ABC,
Vector Laboratories, Burlingame, CA; USA) (1:100 higitds) helyeztiik. A kisérleteket
diaminobenzidin kromogén reakci6 zarta (38). A metszeteket minden antitestkezelés elétt 50
percre 10 % normdl kecske szérumba helyeztiik. Minden inkubdlds folyamatos mozgatas
kozben zajlott, az antitesteket 10 mM foszfat pufferoldatban (PBS, pH 7.4) oldottuk, amely
0.1 % Triton X-100-at é€s 1 % normdl nyul szérumot (Vector Laboratories, Burlingame, CA,

USA) tartalmazott.

Western blot analizis

A Clontech extrakciés oldatban oldott proteinhez (50 ill. 100 pg) egyenlé mennyiségii
SDS puffert adtunk, majd 10 percig forrdsban tartottuk. Ezutian a fehérjéket 12 %-os SDS
poliakrilamid gélen, ,,running” pufferben (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1 % (w/v) SDS,
pH 8.3) 200 V fesziiltség alatt szeparaltuk. Molekulasily standardként Precision plus Protein
Kaleidoscope standardet (10 pl) (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) hasznéltunk. A gélt ezutan
100 V fesziiltség alatt nitrocelluléz membranra (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) vittiik at
Htranszfer” pufferben (25 mM Tris base, 192 mM glycine, 20 % (v/v) metanol, pH 8.3).
Miutdn a membrant TBS-T-vel blokkoltuk ((50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) és 0.1 %
(v/v) Tween-20, valamint 5 % (w/v) non-fat dry milk), a blottokat a primer antitesttel egy
éjszakan at 4 °C-on inkubdltuk. A membréinokat a TBS-T-vel torténé mosast kovetden 1 6ran
at a masodlagos antitesttel inkubaltuk (1:2000 higitds TBS-T és 5 % (w/v) non-fat dry milk).
Végiil a blottokat ECL Detection Reagents 1 és 2 (Amersham Biosciences, NJ, USA)
segitségével hivtuk eld és Kodak X-OMAT filmre exponaltuk.

Statisztikai analizis

Az ACTH 4-10 és a prekondicionalas hatdsainak vizsgéalatai sordn a szivfunkciok (HR,
CF, AF, LVDP), az infarktusos teriilet, valamint a Kaszpdz-3 és HO-1 aktivitds értékeinek
Osszehasonlitdsakor a szamtani atlagot és a kozépérték standard hibajat adtuk meg. El0szor
,kétutas” variancia analizist végeztiink, hogy megtudjuk, van-e eltérés a kiillonb6z6 csoportok
adatai kozott. Az észlelt kiilonbségeket ezutan Bonferroni-teszttel vizsgaltuk. A VF és a VT
nem parametrikus eloszlast kovet, ezért ezen paraméterek Osszehasonlitdsakor khi-négyzet
tesztet alkalmaztunk a kezelt és a kezeletlen (kontroll) csoportok 6sszehasonlitasakor.
Szignifikansnak tekintettiik a valtozast, ha a p < 0,05.

A lipid raftok viszgdlatai sordn a szivfunkcidk (HR, CF, AF, LVDP, LVdp/dt) az

apoptotikus kardiomiocitaszam, az infarktusos teriilet, valamint a ceramid és szfingozin-1-

14



foszfat értékeinek Osszehasonlitdsakor szintén a szamtani atlagot és a kozépérték standard
hibdjat adtuk meg. Majd Bonferroni-teszttel kiegészitett variancia analizisnek vetettiik ald a
kapott adatokat a szignifikancia elemzésére.

A Makhana esetében a szivfunkciok (HR, CF, AF, LVDP, LVdp/dt) és az infarktusos
teriilet értékeinek Osszehasonlitdsakor is a szdmtani atlagot és a kozépérték standard hibdjat
adtuk meg. A gydgyszerrel kezelt csoportok értékeit a kezeletlen csoportéval Bonferroni

korrekcidval kiegészitett modositott t-teszttel hasonlitottuk dssze.
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Eredmények

I. Prekondicionalas hatdsa az infarktusos teriilet nagysagara

A kontroll (C) allatok sziveinek kozel 40 %-a infarktust mutatott 30 perc iszkémia és
az azt kovetd 120 perc reperfiziét kovetéen. A PC ciklusainak szdmatdl fiiggden, az
infarktusos teriilet nagysdga fokozatosan csokkent (3. 4dbra). Az egészséges, nem-
hiperkoleszterinémids éllatok sziveinek tehat eldnyos volt a PC, hiszen a 3XPC és a 4XPC
szignifikdnsan csokkentette az infarktus méretét. A hiperkoleszterinémids éllatokon (HC)
elvégezve a kisérletet azt tapasztaltuk, hogy a prekondiciondlds ciklusszamatdl fiiggden az
infarktusos teriilet mérete novekedett (4. dbra). A HC-ds csoportban tehat a remélt protektiv
hatds elmaradt. Vizsgalataink soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mig a PC a nem-
hiperkoleszterinémids sziveken (C) jotékony hatdsinak bizonyult, addig a beteg (HC)

sziveken szignifikins modon novelte az infarktusos teriilet nagysagat.
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3. dbra

A prekondiciondlds hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgéra azonos kort, nem-hiperkoleszterinémids, izolalt
nytlsziv-modellben
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4. dbra
A prekondiciondlds hatdsa az infarktusos teriilet nagysagara azonos koru, hiperkoleszterinémids, izoldlt nytlsziv-
modellben

I1. A lipid raftok szerepe

Az I/R és a PC hatdsai a ceramid és szfingozin-1-foszfdt felhalmozéddsra a
caveoldkban

A ceramid és a szfingozin-1-foszfat mennyiségét mértik az izolalt caveolin
frakcioban. Amint az 5. dbrdn lathatd, jelentds mennyiségli ceramid kapcsolddott a
caveoldkhoz az I/R utan. Szignifikansan (kb. 3-szor) kevesebb ceramid talalhat6 a caveolae
frakcidban, ha a szivet eldzbleg prekondicionaltuk. A prekondicionaldsnak alavetett szivekben
a ceramid mennyiségének csokkenése egyiitt jart a szfingozin-1-foszfat tartalom
novekedésével. Ebbol arra kovetkeztethettiink, hogy a PC triggereli a ceramid lebontasat és
ezaltal noveli a szfingozin-1-foszfat felhalmozdéddsat a caveoldkban. Az eldzetesen

desipramine-nal perfundalt szivekben a szfingozin-1-foszfit felhalmozdéddsa nem volt

kimutathato.
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5. dbra
A ceramid és a szfingozin-1-foszfit termelddése az I/R szivizom caveolinban gazdag membranfrakcidiban;
minden csoportban 6 szivet vizsgdltunk, ceramid atlag: tomor kor; Szfingozin-1-foszfat dtlag: tomor hdromszog
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(* p <0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva, "' p< 0,05 a I/R csoporthoz viszonyitva)

Az I/R és a PC hatdsai az eNOS és caveolin-1 kapcsolodasara

A caveolin-1 elleni antitesttel immunprecipitalt frakci6 eNOS expresszidjanak
Western blot analizise kimutatta, hogy az eNOS fokozott mértékben kapcsolédik a caveolin-
1-hez I/R sorén (6. dbra). A kapcsolddas mértéke jelentosen csokkent (mintegy tizedére), ha a
sziveket el6zdleg prekondicionak vetettiik ald. Ez az eredmény arra utal, hogy a PC fokozza
az eNOS felszabaduldsat a caveoldkbdl. Hasonlé eredményeket kaptunk, amikor gétoltuk a

ceramid képzOdést desipramine eldzetes perfuzidjaval, amelyet a pufferben oldottunk fel.
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6. dbra
Caveolin-1-el asszocidlt eNOS protein expesszidjanak mennyisége

(* p <0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva, "' p< 0,05 a I/R csoporthoz viszonyitva)

A PC kardioprotektiv hatdsai

Az I/R jelentés szovetkdrosoddst hozott létre, ami nagy kiterjedésli infarktusos
teriiletben (37.6 + 2.4 %) és fokozott mértékli kardiomiocita apoptézisban nyilvanul meg (24
+ 1 %). Mind a desipramine, mind a PC csokkentette a szdvetkarosoddst, amit a kisebb
mértékil infarktusos teriilet (PC: 20.7 £ 1.9 %; desipramine: 25.6 £ 2 %) és apoptézis (PC: 3.1
+ 0.5 %; desipramine: 5.6 £ 0.9 %) bizonyit (7, 8. dbra).
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7. dbra
Az infarktusos teriiletek mértéke I/R és prekondiciondlt szivekben

(* p <0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva, "' p< 0,05 a I/R csoporthoz viszonyitva)
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8. dbra
A kardiomiocitdk apoptézisdnak mértéke I/R és prekondiciondlt szivekben

(* p <0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva, T p< 0,05 a I/R csoporthoz viszonyitva)
Szivfunkciés paraméterek

Sem a szivfrekvencia, sem pedig a korondria ataramlas értékei nem mutattak jelent6s

valtozast az egyes csoportok adatait vizsgélva (9, 10. dbra).
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9. dbra
A szivirekvencia alakuldsa az I/R és prekondiciondlt szivekben
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10. dbra
A korondria dtdramlds alakuldsa az I/R és prekondiciondlt szivekben

Az aorta kidramlds, a bal kamrai nyomds és annak derivdltja minden csoportban
csokkent a reperfizié folyaman. Azonban a csokkenés mértéke szignifikdnsan kisebb volt a

PC csoportban a reperftizé 60. és 120. percében. Az I/R okozta szivizom kéarosodds mértéke

desipramine hatdsara kissé csokkent (11, 12, 13. dbra).
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11. 4bra

Az aorta kidramlds értékei az I/R és prekondicionalt szivekben

(* p <0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva, T p< 0,05 a I/R csoporthoz viszonyitva)
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12. dbra
A bal kamrai nyomds alakuldsa I/R és prekondiciondlt szivekben
(* p <0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva, "' p< 0,05 a I/R csoporthoz viszonyitva)
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13. dbra

A bal kamrai nyomas els6 derivéltjdnak alakuldsa az I/R és prekondicionalt szivekben

(* p <0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva, "' p< 0,05 a I/R csoporthoz viszonyitva)
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II1. A Makhana hatasai

Szabadgyok-fogo tulajdonsdg

A szabadgyok-fogé tulajdonsdgot a szuperoxid dizmutdzhoz (SOD), a hidroxil
szabadgyok megkotd képességet a dimetil tiouredhoz (DMTU) viszonyitottuk, melyeknek
kapacitasat 100 %-nak vettiik. A Makhana kivonat két kiilonb6zé koncentraciéban keriilt
alkalmazasra. A 0.005 % koncentracidoban a vizes kivonat 39 %-al, az alkoholos kivonat 52
%-al csokkentette a szuperoxid-anion mennyiségét (14. dbra). A 0.01 % koncentracidéban
pedig a vizes kivonat 93 %-al, az alkoholos kivonat 100 %-al csokkentette a szuperoxid-anion
mennyiségét. A 0.005 % koncentraciondl a vizes kivonat 60 %-kal, az alkoholos kivonat 63
%-al csokkentette a hidroxil-szabadgyok mennyiségét (15. dbra). A 0.01 % koncentracional

pedig, mind a vizes kivonat, mind pedig az alkoholos kivonat kozel 100 %-al csokkentette a

hidroxil-szabadgyok képzddését.

Szuperoxid anion megko6té

képesség (%)

120 -

100 -

80 4

60 4

40 -

20 1

=

Sooldat SOD 0,005% 0,005% 0,01%(viz) 0,01%
Viz alkohol alkohol
¢ ) ( ) ( ohg )

Makhana kivonattal kezelt

14. 4bra
A Makhana ,,scavanger” hatdsa a szuperoxid anionra
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Séoldat DMTU 0,005% 0,005% 0,01%(viz) 0,01%
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_/

~

Makhana kivonattal kezelt

Hidroxil szabadgyok megk6to
képesség (%)

15. dbra
A Makhana ,,scavanger” hatdsa a hidroxil szabadgyokokre

A Makhana hatdsa a szivfunkciokra
Akut modell

Az akut modellben a sziveket a Makhana kivonat harom kiilonb6z6 dézisu (50 pg/ml;
125 pg/ml és 250 pg/ml) oldatdval perfundaltuk. Az alapértékeket tekintetve nem volt
szignifikdns kiilonbség a csoportok kozott. Nem volt jelentds kiilonbség a korondria dtdramlas
értékekben sem a kezelt csoportokban a kontroll csoporthoz képest a reperfiizié folyamén (16.

abra).

O Kontroll
35 - O 25 pg/mi
125 pg/mi
301 M : 250 ug/ml
Hg/m
L T
25 -
g N T
g_ 20 -
E
o 15 4
(&)
10
5
0 L) L) L) L]
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elé6tt reperfuzio reperfuzio reperfuzié reperfizié
16. dbra

A Makhana akut hatasa a korondria ataramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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A Makhana kardioprotektiv hatdsat bizonyitja az aorta kidramlas figyelemremélto
valtozasa az iszkémidt kovetd reperfizié 60. perce utin. Az aorta kidramlds az alkalmazott

magasabb doézisok esetében (125 pg/ml és 250 pg/ml) szignifikdnsan magasabb volt a

reperfizié 60. és 120. percében (17 4bra).

0O Kontroll
100 4 0 25 pg/m
@ 125 pg/ml
80 - m 250 pg/ml
T
°
5 60 -
2
E
w 40 -
< * %
* %
N ﬂ ’-Llii
0 T T T T ’_E-_\
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elott reperfuzio reperfuzié reperfuzio reperfuzio

17. 4bra
A Makhana akut hatdsa az aorta kidramladsra

(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)

Az LVDP és LVdp/dt paraméterek mindkét fent emlitett koncentraciondl a reperfiziéd

120. percében mutattak szignifikdns javuldst (18, 19. 4bra).

0O Kontroll
150 - O 25 ug/ml
@ 125 pg/ml
T | 250 pg/ml
‘e 100 4 a8 L l
£ * %
£
&
2 50 -
0 T T T T
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elétt reperfuzio  reperfizio reperfuzio reperfuzio
18. dbra

A Makhana akut hatdsa a bal kamrai nyomdsra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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0O Kontroll
o 25 pg/ml
4000 - m 125 pg/ml
T | 250 pg/ml
§ 3000 -
£ T = .
£ 2000 -
5
=3
2 1000 -
-
0 L) L] L] L]
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elott reperfuziéo reperfuzié reperfuzio reperfazio

Kronikus modell

A krénikus modellben az allatokat 21 napon keresztiil két kiilonbozé ddzissal (250
mg/kg/map és 500 mg/kg/nap) kezeltilkk perordlisan, gyomorszonddn keresztiil. Ahogyan az
akut modell esetében, ebben a modellben sem volt kiilonbség az alapértékek kozt négy
csoportban, nem volt jelentds kiilonbség az iszkémidt kovetden a korondria &atdramlés
értékekben sem a két kezelt csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva (20. 4bra). A
Makhana kardioprotektiv hatdsa a reperfiizié végén figyelhetd meg, amely azt mutatja, hogy a
szivfunkciok felépiilése folyamatosan és lassan kovetkezik be. Az aorta kidramlds
szignifikdnsan javult a reperfizié 60. és 120. percében mindkét dézis alkalmazadsakor (21.
abra). A bal kamrai nyomds a reperfuzié 120. percben javult, de csak a magasabb, 500 mg/kg

dézis esetében (22 dbra). Az 500 mg/kg doézis a reperfizié 120. percében javitotta az

19. dbra
A Makhana akut hatdsa a bal kamrai nyomds derivaltjara
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)

LV maxdp/dt értékét is (23. abra).
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0O Kontroll

35 1 0 250 mg/kg
B 500 mg/k
30 4 mg/kg
—
25 J T T
— T T,
o
g_ 20 —L
E 5
L
(&)
10 4
5 4
0 T T
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elott reperfuzio  reperfuzié reperfuzié reperfuzio
20. 4dbra
A krénikus Makhana elokezelés hatasai a korondria atdramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
O Kontroll
90 - @ 250 mg/kg
B 500 mg/kg
75 1
_ 60 -
<
2
E® 1,
<
30 A % %
15 -
* %
0 T T T ’—Ei_!
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elétt reperfuziéo reperfuziéo reperfuzié reperfuzio
21. dbra

A krénikus Makhana el6kezelés hatdsai az aorta kidramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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O Kontroll
160 - O 250 mg/kg
m 500 mg/kg
120 -
T
_ T
E
£ T
T 80- *
o
a
>
-
40 4
0 L] L] L] L]
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elétt reperfuziéo reperfuzio reperfuzié reperfiizié
22. dbra
A krénikus Makhana elékezelés hatdsai a bal kamrai nyomdsra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
O Kontroll
4000 1 O 250 mg/kg
3500 4 - B 500 mg/kg
%,: 3000 - =
@ T |
£ 2500 -
£
£ 2000
2 1500 -
2 *
-1 1000 -
500 4
0 L] L] L] L]
Iszkémia 10 perc 30 perc 60 perc 120 perc
elott reperfuzio reperfuzio reperfuzio reperfuzio

23. dbra
A krénikus Makhana el6kezelés hatdsai a bal kamrai nyomads derivéltjara
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)

A Makhana hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgdra
Az infarktusos teriilet nagysdga csokkent mind az akut, mind a krénikus modell kezelt

csoportjaiban a kontrollhoz viszonyitva (35.6 + 0.7 ill. 35 + 1.9 %). Amint azt a 24. dbra
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mutatja, az akut modellben mind a 125 pg/ml (30 £ 1 %), mind az 250 pg/ml dézis (29.1 +
0.4 %) csokkentette az infarktusos teriilet nagysagat. Bar a 25 ug/ml dézis is befolydsolta az
infarktusos teriilet mértékét, de a valtozds nem volt szignifikdns. A krénikus modellben
mindkét alkalmazott dézis (50 mg/kg: 27.5 + 1.3 %; 250 mg/kg: 24.9 + 0.4 %) szignifikdnsan

csokkentette az infarktusos teriiletet a kontroll csoporthoz viszonyitva (25. ébra).

40 -

w
o
1

Infarktusos teriilet (%)
w
o
_|

N
o
1

20 L) L) L] L}
Kontroll 25 pg/ml 125 pg/ml 250 pg/ml

24. abra
A Makhana akut hatdsa az infarktusos teriiletek nagysagéra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

B
o
I

(]
(3}
Il
—

W
o
1

*

Infarktusos teriilet (%)
N
(3,
_|

-
o
1

Y
o

Kontroll 50 mg/kg 250 mg/kg

25. dbra
A Makhana krénikus hatdsa az infarktusos teriiletek nagysdgara
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )
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Antibody array és Western blot analizis

A Makhanaval kezelt szivszovetekben nagyobb mennyiségben expresszalédo
proteineket vizsgaltunk kozismert adatbazisok (SwissProt, LocusLink) segitségével és két, a
kardioprotektiv hatds kialakuldsaban fontos szerepet jatszo proteint vetettiink ald megerdsitd
bizonyitékul Western blot analizisnek. Az antibody array analizissel kimutattuk a TRP32

enzim ,,up’regulacidjat (26. dbra) a jelintenzitas ,,scatter” plotja alapjan.

0.6 0.7 0.80.9 5

26. dbra
A normalizalt enzim jelintenzitdsok scatter plot formdban dbrazolva

A Western blot vizsgalatok alapjan a TRP32 enzim aktivitasa 2.8-szer, a TRX1-€ pedig 4.5-

szer volt nagyobb a kezelt szivekben a kontroll ért€khez viszonyitva (27, 28. dbra).
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TRP 32 (pixelszam)

60 - *
50 - L
40 -
30 -
20 4 T
10 -
0 T
Kontroll Makhana
A A
4 A\ 4 A\

27. abra

A TRP32 protein Western blot analizise iszkémia/reperfunddlt szivekben

(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

TRX 1 (pixelszam)

60 - *
T
50 4
40 -
30 -
20 -
T
10 4
0 T
Kontroll Makhana
A A
4 A\ 4 A\

28. 4bra
A TRX1 protein Western blot analizise iszkémia/reperfundalt szivekben
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )
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IV. Az ACTH 4-10 hatasai
Az ACTH (4-10) hatdsa a kamrai aritmidra

A 29. dbra jol mutatja, hogy a reperfizié indukalta kamrafibrillacié el6forduldsa az 50

pg/ttkg dozis esetében 90 %-ra, a 200 pg/ttkg dozis esetében pedig 40 %-ra csokkent a

kezeletlen kontroll csoportban el6fordulé 100 %-os értékhez képest.

100 -

80

60

40 -

VF eléfordulas (%)

20

Kontroll 50 pg/ttkg 200 pg/ttkg

29. dbra
Az ACTH (4-10) hatasa a kamrafibrillacié el6forduldsara
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)

A kamrai tachycardia el6forduldsiat az 50 pg/ttkg dézis nem, a 200 pg/ttkg doézis
viszont 50 %-kal csokkentette, amit a 30. dbra mutat. Jelen adataink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az ACTH (4-10) nagyobb doézisban alkalmazva fejti ki a VT és a VF
eléforduldsat csokkentd hatdsat, habar a protektiv hatds kevésbé kifejezett, mint az az a-MSH

(ACTH 1-13) esetében tapasztalhat6 volt (6).
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30. dbra
Az ACTH (4-10) hatdsa a kamrai tachycardia eléforduldsdra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

Az ACTH (4-10) hatdsa a szivfunkciokra

Altaldban véve az ACTH (4-10) elékezelés hatdsdra a posztiszkémids szivfunkcidk
javuldst mutattak a kezeletlen kontroll csoport értékeihez képest. Ez a VT és VF el6fordulast
csokkentd tulajdonsdgra vezetheté vissza. Erdekes médon a szivfrekvencidra az ACTH (4-10)

egyik alkalmazott dézisa sem fejtett ki jelentds hatast (31. dbra).

O Kontroll
O 50 ug/ttkg
350 4 m 200ug/ttkg
30{ [ T
©
2 250 4
@
2
2 200 4
o
I
150 -
100 T T
Iszkémia elé6tt 60 perc reperfuzié 120 perc reperfuzio

31. dbra
Az ACTH (4-10) hatasa a szivfrekvenciara

Az aorta kidramlds a 200 pg/ttkg doézis alkalmazasakor jelentds mértékben javult a

reperfizié 60. és 120. percében egyardnt (AF: 34.3 + 2 ml/perc ill. 24.75 + 1.8 ml/perc) a
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kontroll csoporthoz képest (25 1.4 ml/perc ill. 6.5 + 0.9 ml/perc). Az alkalmazott kisebb

dézisndl (50 pg/ttkg) szignifikdns javuldst nem tapasztaltunk (32. dbra).

0O Kontroll
60 -
o 50 ug/ttkg
T
50 - m 200ug/ttkg
&
. 40 4
o
[
< &
= 30 1
-~ T
L
< 204
10 4
0 T T
Iszkémia elo6tt 60 perc reperfuzié 120 perc reperfuzio
32. dbra

Az ACTH (4-10) hatasa az aorta kidramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)

A korondria atdramlast (33. dbra) és a bal kamrai nyomadst (34. dbra) tekintve szintén a
200 pg/ttkg dozis bizonyult hatékonyabbnak. Bér a fent emlitett tényezOk csak a reperfuzid
120. percében javultak jelentds mértékben (CF: 20.7 + 1.3 ml/perc, LVDP: 13.65 + 0.7 kPa) a
kezeletlen csoporthoz viszonyitva (CF: 18.3 + 0.9 ml/perc, LVDP: 9.97 £ 0.7 kPa).

0O Kontroll
0 50 ug/ttkg
30 1 B 200 ug/ttkg
25 4 I T 2
< 20
2 T
~ T
E 15
L
O 10 4
5 4
0 L] L]
Iszkémia elo6tt 60 perc reperfuzio 120 perc reperfuzio
33. 4dbra

Az ACTH (4-10) hatasa a korondria ataramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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25 - 0O Kontroll
o 50 ug/ttkg
20 - L m 200ug/ttkg
w 15 - %
& T
o
S T
> 10 4 T
5 -
0 T T ]
Iszkémia elé6tt 60 perc reperfuzio 120 perc reperfuzio
34. abra

Az ACTH (4-10) hatdsa a bal kamrai nyomasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)

Az ACTH (4-10) hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgdra
A 35. abran lathat, hogy az infarktusos teriilet nagysdga 35.3 = 6 % volt a kontroll
csoportban. A 200 pg/ttkg ACTH (4-10)-el kezelt szivek esetében ez az érték 20.16 + 1.5 %

volt, ami jelent6és mértékil csokkenés. A kisebb, 50 pg/ttkg dézis esetében szignifikans javulas

nem volt észlelhetd (33.0 £ 2.6 %) (8. abra).

50 -
—~ 40 1 T
&
5 T
2 30 -
2
@ %
S 20- =
L%
S
[=
= 10 -1
0 L] L] L}
Kontroll 50 pg/ttkg 200 pg/ttkg
35. dbra

Az ACTH (4-10) infarktusos teriiletek nagysagéra gyakorolt hatdsa
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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Az ACTH (4-10) hatdsa a kaszpdz-3 aktivitdsra

Kaszpdz-3 aktivitas csokkenést figyeltiink meg a kezelt szivekbdl kapott mintdkban 30
perc iszkémidt €s 120 perc reperfuziét kovetden. Az immunoreaktiv kaszpaz-3 foként a
kardiomiocitdk és a kapillarisok simaizom sejtjeinek citoplazméjiaban figyelhet6 meg. A 36.
dbra mutatja a kaszpdz-3 aktivitds mértékét az egyes kezelt ill. kezeletlen szivekbdl szarmazé
mintdkban. A kaszpdz-3 aktivitds csokkenését a kezelt szivekben a barna festodés
intenzitdsanak csokkenése jelzi. A kaszpaz-3 aktivitds csokkenését Western blot analizissel is

alatamasztottuk.

36. abra

Kaszpdz-3 aktivitds immunhisztokémiai vizsgdlata
A: iszkémia nélkiili kontroll; B: iszkémia / reperfundalt kezeletlen kontroll; C: iszkémia / reperfundalt 50 pg/kg
ACTH (4-10)—el kezelt miokardium; D: iszkémia / reperfundalt 200 pg/kg ACTH (4-10)—el kezelt miokardium
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Az ACTH (4-10) hatdsa a kardiomiocitdk és az endothel sejtek apoptozisdra
Hasonldéan az infarktusos teriilet csokkenéséhez, az apoptdtikus kardiomiocitdk szdma
is szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporthoz (451 = 49.6 apoptétikus sejtszam/100
egységnyi teriilet) viszonyitva, ha a sziveket el6zetesen az ACTH (4-10) nagyobb, 200
ug/ttkg dézisaval kezeltiik el (266.25 + 49.14 apoptotikus sejtszam/100 egységnyi teriilet).
Az ACTH (4-10) kisebb dozisa (50 mg/ttkg) nem nyujtott szignifikans védelmet (37. dbra).

A: iszkémia / reperfundalt, anaerob kontroll, B: 50 ug/kg ACTH (4-10)—el kezelt miokardium
C: 200 pg/kg ACTH (4-10)—el kezelt miokardium, D: iszkémia nélkiili, aerob kontroll

[<2]

o

o
I

500 -
T

400 -

300 - T

200 -

100 *

o

T i
Kontroll 50 pg/ttkg 200 ug/ttkg  Aerob Kontroll

Apoptotikus kardiomiocitak szama
(apoptotikus sejtek szama/100 egységnyi teriilet)

37. dbra
Az ACTH (4-10) a kardiomiocitdk apoptézisdra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata TUNEL médszerrel
(* p < 0,05 a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva)
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A 38. 4bran lathat6, hogy az endothel sejtek tekintetében hasonld irdnyd valtozds
figyelhetdé meg. A kontroll csoportndl mért értékekhez képest (366.6 + 31.3 apoptétikus
sejtszam/100 egységnyi teriilet) az alkalmazott magasabb dézisban az ACTH (4-10)

szignifikdnsan csokkentette az apoptézis mértékét (257.5 = 31.2 apoptétikus sejtszam/100

egységnyi teriilet).

A

A: iszkémia / reperfundilt, anaerob kontroll, B: 50 ug/kg ACTH (4-10)—el kezelt miokardium
C: 200 pg/kg ACTH (4-10)—el kezelt miokardium, D: iszkémia nélkiili, aerob kontroll

500 -

400 -
_|_

300 -

200 -

100 - *

0 T T T %_I
Kontroll 50 pg/kg 200 pg/kg Aerob Kontroll

Apoptétikus endothel sejtek szama
(apoptotikus sejtek szama/100 egységnyi teriilet)

38. dbra
Az 50 és 200 pg/kg dézisi ACTH (4-10) endothel sejtek apoptdzisara gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata TUNEL
modszerrel
(* p < 0,05 a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva)
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Az ACTH (4-10) hatdsa a kaszpadz-3 és a HO-1 expresszidjdra

Az iszkémia / reperfizié indukalta kaszpdz-3 expresszid a nagyobb dézisi ACTH (4-
10) elokezelés hatdsara csokkent (39. abra). A Western blot analizis megerdsitette a
szemikvantitativ immunhisztokémids vizsgdlatok eredményeit. A tovabbiakban vizsgaltuk az
ACTH (4-10) elékezelés hatasait a HO-1 szignalfolyamataira. A 40. dbra j6l mutatja, hogy a
200 pg/ttkg dozisu elokezelés eredményeképp a HO-1 expresszid szignifikdns mértékben (kb.

1.8-szeresére) megnovekedett.
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~— ~ —~
39. dbra
200 pg/kg dézisi ACTH (4-10) hatdsa a kaszpdz-3 expresszidjira
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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40. dbra
200 pg/kg dézisu ACTH (4-10) hatdsa a HO-1 expresszidjira
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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Diszkusszio

a.) Prekondicionalas hatasa az infarktusos teriilet nagysagara

Mar tobb évtizede vizsgaljak a korai és késdi prekondiciondlas jelentdségét (7, 39, 40,
41). Az igen nagyszdmdu tanulmdany alapjan elmondhatd, hogy a jelenség inkdbb Osszetett
mechanizmusok interakci6jabol jon 1étre, mintsem, hogy egyetlen folyamat egyediil lenne
felelés a kardioprotektiv hatdsokért. Az aldbbiakban Osszefoglaljuk a legfontosabbakat,
természetesen a teljesség igénye nélkiil:

Az a-adrenoceptorok (42), a protein tirozin kindzok (43), a foszfolipaz D (44), a delta-
opioid receptorok (45, 46), a bradikinin (47), a prostanoidok (48, 49, 50) és az angiotenzin
receptorok (51) szerepe mind igazolast nyert a prekondiciondlas folyamatanak kivaltasdban és
szabdlyzdsdban. Ezek melett mégis a két legfontosabb szabdlyz6 mechanizmusnak az ATP-
szenzitiv K™ csatorndk és az adenozin ill. az adenozin-receptorok miikodését tarjak (52, 53,
54, 55).

Kisérleteinknek nem volt alapvetd célja a hatdsmechanizmusok feltérképezése. Mivel
a PC jelenségét tilnyomorészt csak egészséges sziveken tanulmanyoztak, ezért feladatunknak
tekintettiik inkabb annak vizsgalatat, hogy a PC pozitiv hatdsai érvényesiilnek-e eldzélegesen
megbetegedett (hiperkoleszterinémids) sziveken €s képes-e csokkenteni az infarktusos teriilet
nagysagét.

Amint azt mér emlitettiik, viszonylag kevés informdcié 4ll rendelkezésre a jelenségrol
beteg (diabétesz, hipertrofia, arterioszklerdzis) szivekben. Leirtdk példaul, hogy a
szivinfarktus prognézisa diabéteszben szenvedd betegeknél lényegesen rosszabb a magasabb
haldlozdsi ariny miatt, mint a nem-diabéteszesek kozott (56). Erdemes emlitést tenni egy
madsik tanulmédnyrél, melyben arra a megallapitdsra jutottak, hogy a diabéteszes szivekben a
prekondiciondlds kardioprotektiv hatdsdnak elmaraddsa a mitokondridlis Karp-csatorndk
diszfunkcidjara vezethetd vissza, amely egy, az egészséges szivektdl eltérd szigndl-
transzdukcids utvonalat eredményez (57).

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a hiperkoleszterinémia befolyasat a PC elonyos hatasaira,
az infarktusos teriiletek nagysagat hasonlitottuk dssze azonos kort, hiperkoleszterinémids és
nem-hiperkoleszterinémids nyulak izoldlt sziveiben 30 perc iszkémia és 120 perc reperfizi6
utdn. Eredményeink jol mutatjak, hogy a PC hatdsdra az infarktusos teriiletek nagysdga a
hiperkoleszterinémids csoportban a ciklusok szdmatol fiiggéen szignifikdnsan megndtt. A
hiperkoleszterinémia el6rehaladtaval, 8 hét utdn szivelégtelenség jelei alakultak ki még az

I/R-t és a PC-t megel6zden.
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Eredményeink alapjan  megéllapithatjuk, hogy a hiperlipidémia és/vagy
hiperkoleszterinémia kdrosan befolyasolja a PC hatdsait, bar a folyamat pontos okdt még nem
ismerjiik. Ugy tiinik, hogy a szérum/membran lipidek akkumulciGja és redisztribiicija
illetve a mitokondridlis és a szarkolemma membrian mikroviszkozitdsdnak megvéltozasa
inkdbb felel6sek, mint a szérum magas lipoprotein szintje és az ateroszklerdzis, mert a
miocitdk morfol6gidja mér tiz napos koleszterindis diéta esetén is valtozdst mutatott (58, 59).

Osszefoglalva, eredményeink rdmutattak, hogy a folyamatosan fenn4ll6 hiperlipidémia
megsziinteti a PC kardioprotektiv hatdsait az I/R sordn, valamint, hogy a PC csak az

egészséges szivszovetet képes megvédeni az iszkémia/reperflizio szovetkarositd hatdsaitol.

b.) A lipid raftok szerepe

Kisérleteink kimutattidk, hogy I/R hatdsdra jelent6s mennyiségii ceramid halmozddik
fel a caveolinban gazdag membrdnban. A megndvekedett mennyiségii eNOS pedig
asszocidlodik a Caveolin-1-el. A PC hatdsiara a ceramid mennyisége csokken, mig
metabolitja, a szfingozin-1-foszfat felhalmozdédik. A caveolin-1-hez kapcsoldédott eNOS
mennyisége csokken, ha a szivet elé6z6leg PC-nak vetettik ald. Ha a ceramid képzddést
desipramine-al gatoljuk, az el6z6ekhez hasonléan a ceramid mennyiségének és az eNOS-
Caveolin-1 kapcsoldédds csokkenését figyelhetjik meg, de a szfingozin-1-foszfat
felhalmozddasa nélkiil. Mind a PC, mind pedig a desipramine hatdsira javult a szivfunkcio,
csokkent az infarktusos teriilet nagysidga és a kardiomiocita apoptézis mértéke. Ezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az I/R hatdsdra emelkedik ugyan az eNOS
mennyisége, de a Caveolin-1-hez valé kapcsolddas miatt, ez a sziv szdmdra nem jelent
hasznot. A PC sordn csokken az eNOS-Caveolin-1 kapcsolédds és nd a szabad eNOS
mennyisége, ezaltal pedig NO szabadulhat fel.

A NO szerepe az I/R sordn mar régdta vitatott kérdés. Annak ellenére, hogy a NO
mennyisége nd I/R sordn (60), az exogén NO kardioprotektiv hatdsa bizonyitott (61, 62). Ez
azzal magyardzhat6, hogy a NO felszabadulds a reperfizié sordn csokken (63). Jelen
eredményeink magyardzatot adhatnak a NO paradox viselkedésére. Kisérleteink ramutattak
arra, hogy a I/R hatdsara felszabadulé NO-t a miokardium nem képes hasznositani, mert az
eNOS asszocidlédik a Caveolin-1-el. Ugy tiinik, hogy a PC, legaldbbis részben, triggereli az
eNOS felszabadulasat, ezaltal a felszabadult NO elérhetové valik a szivszOovet szamara a
reperflizio soran.

A miocitdk membranjdban elhelyezkedd szfingomielin az I/R sordn lebomlik és

ceramid valamint szfingozin képzddik. Az eldbbi szerepet jatszik az I/R okozta
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szivizomkarosodasban (64). A szfingomielin hidrolizisét a szfingomielindzok katalizaljak,
amelyek hidrolizaljék a foszfodiészter kotést. Ennek révén ceramid és foszfokolin keletkezik.
Jelen tanulméany arra is ramutatott, hogy a ceramidképzd6dés fokozddott a reperfizié soran az
iszkémids szivszovetben. Nemrég bizonyitottdk a desipramine kardioprotektiv hatdsat,
amelyet a ceramid képzdédés gitldsa révén fejt ki. Normdl koriilmények kozt a ceramid
gyorsan metabolizdlédik és szfingozin, majd szfingozin-1-foszfat keletkezik. Ez utdbbi
szintén rendelkezik kardioprotektiv hatdssal (65). A szfingozin-1-foszfat ,tilélé szignalt”
kozvetit a PI-3 kindz, az Akt és a Bcl-2 aktivalasaval (66). A szfingomielin metabolizmusanak
folyamatdt a 41. dbra mutatja. A folyamatot kovetve konnyii beldtni, hogy a ceramid
felhalmozdédasa a szfingozin-1-foszfat csokkenését vonja maga utdn, ami I/R sordn

altalanosan el6fordul6 jelenség.

eNOS Iszkémia / Reperfuzio
Iszkémia / Reperfluziés Szfingolmie"n
karosodas
Szfingomielinaz |— Desipramine
eNOS / Caveolin - 1 Caveolin - 1 Lipid raft «— Ceramid

Ceramidaz

Szfingozin

Szfingozin kinaz
Prekondicionalas Szfingozin — 1 - foszfat

1 |

eNOS Kardioprotektiv hatas «——

41. abra

Korédbbi kisérletekben rdmutattak arra, hogy az I/R egyiitt jar a foszfolipidek
metabolizmusaval és a foszfoinozitid valasz 1étrejottével (11, 12). Jelen vizsgdlataink
megerdsitették megdllapitdsainkat, valamint rdmutattak arra, hogy a szfingomielin lebomlds a
caveoldkban megfigyelhetd ceramid felhalmozdéddst eredményez. A  proapoptétikus
tulajdonsdggal biré ceramid (67, 13) funkciézavarokat indukdl az iszkémids szivben. Mara
bizonyitist nyert, hogy a szfingomielin metabolizmusa sordn keletkez6 anyagok fontos

szerepet jatszanak a programozott sejthaldl folyamataban (68).
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A kisérletek soran az iszkémiat kovetden a szivfunkcidés paraméterek romlottak,
ahogyan az varhat6 volt. A romlds hétterében a kontraktilitds csokkenése és a sejtpusztulds
all. Mind a desipramine, mind a PC javitott a funkciés paramétereken. Fontos megemliteni
azonban, hogy bar a desipramine és a PC rendelkezik kardioprotektiv tulajdonsdggal, ez
irdnyd hatdsmechanizmusaik eltérnek egymdst6l. A desipramine csokkenti a ceramid
képzOdését, ami valdsziniileg hatdssal van a lipid raftok képzddésére. A PC pedig stimuldlja a
ceramid lebomldsdt, ami a kardioprotektiv hatdssal birdé szfingozin-1-foszfat képzddését
eredményezi. A szfingozin-1-foszfat a szfingozin kindz enzim kozremiikodésével szfingozin
ceramidtol eltérden talélo szignalt kozvetit és védi a sejteket a ceramid mediélta apoptdzissal
szemben (15). Ezen feliil a szfingozin-1-foszfat, mint szekunder messenger szamos bioldgiai
folyamatban szerepet jatszik (pl. stimuldlja a novekedési faktorokat, citokineket, oxidalt LDL-
t) (16).

Mind a PC, mind pedig a desipramine gétolja az eNOS kapcsolddasat a Caveolin-1-el.
Nemrég ramutattak arra, hogy a ceramid a lipid raftokon beliil lokalizal6dik (69). Egy masik
publikiacié pedig beszamol arrdl, hogy a raft mikrodomainekben a stressz indukélta
véltozdsok médositjdk a tirozin kindz receptor szigndl transzdukciés folyamatait, azéltal, hogy
a ceramid moduldlja a Caveolin-1 mikodését (70). Jelen kisérleteink azt a nézetet is

aladtdmasztjak, hogy a ceramid-caveolin-1 interakci6 a lipid raft membréanjan beliil torténik.

¢.) A Makhana kezelés hatasai

Kisérleteinknek tobb emlitésre mélté eredménye van. El6szor is, a Makhana akar akut
moédon alkalmazzuk az izolalt szivek kozvetlen perfizidjaval, akdr kronikusan - amikor a
kisérleti allatokat 21 napon 4t perordlisan kezeltiik - rendelkezik kardioprotektiv hatassal, amit
a magasabb posztiszkémids szivfunkcids adatok é€s az infarktusos teriilet csokkenése tdmaszt
ald. A Makhana kivonat d6zisfiiggd mdodon kototte meg a szuperoxid anionokat és a hidroxil
gyokoket. Fontos tovdbbd megemliteni, hogy két, a redoxreguldcié folyamataiban fontos
protein (TRP32, TRX1) is indukélédott a kezelt szivekben.

A Makhana (Euryale ferox) régéta széleskorben alkalmazott novény a keleti
gyogydszatban. Olyan betegségek gydgyitisdban haszndljdk, mint példdul a krénikus
hasmenés, vesebantalmak, a fehér folyds vagy a 1ép elégtelen miikodése. Nemrégiben
kimutattdk, hogy a Makhana kivonat jelentés mértékii szabadgyok-megkotd tulajdonsaggal
rendelkezik, ezen kiviil javitja az oxidativ dgenseknek kitett kinai horcsog tiid6 fibroblast

sejtek életképességét (26). A Makhana kivonat dozisfiiggéen novelni képes olyan antioxidans
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enzimek aktivitdsat, mint az SOD, kataldiz és glutation peroxiddz. Mivel az oxidativ
szabadgyokok nagymértékii termelddése és az antioxiddns tartalékok csokkenése
kulcsszerepet ~ jatszik az  iszkémia/reperfiizi6  okozta  szivizom  kdrosodisok
patofizioldgidjaban, arra a kérdésre kerestiik a vélaszt, hogy a Makhana ellendllébba teszi-e a
szivet az iszkémia/reperfuzid okozta szivizom karosoddsokkal szemben. Az eredményeink
rdmutattak arra, hogy a Makhana mind akutan, az iszkémids torténés eldtt adva, mind
krénikusan, perordlis elokezeléssel, javitotta a posztiszkémids kamrai felépiilést és
csOkkentette az infarktusos teriilet nagysagat. Az in vitro vizsgalatok eredményei igazoltik,
hogy a Makhana mar extrém kis koncentrdciéban (0.005 %) képes megkdtni a szuperoxid
anionok és a OH' szabadgyokok csaknem 100 %-at.

Szamos kozlemény foglalkozik olyan redox proteinek kardioprotektiv szerepével, mint
az ubikviter thioredoxin. Egy nemrégiben megjelent tanulmanyban lefrtdk a TRX1 protein
szintjének jelent6s csokkenését iszkémids szivizomban (71). Ha a sziv prekondicionélassal
adaptalodik az iszkémids stresszhez, a TRX1 expessziéja megnovekszik. Az expresszid
gatlasa csokkent posztiszkémids kamrai felépiilést és megndvekedett infarktusos teriiletet
eredményez a prekondiciondlt szivben. Ezt a tényt aldtdmasztja, hogy a TRX1 enzimet
overexpresszdl6 egérszivek ellendllobbak voltak az iszkémia/reperfizi6 okozta
karosoddsokkal szemben a vadtipusu szivekhez viszonyitva (71).

Az emlds sejtekben ugyancsak ubikviter TRP32, egy 32 kDA nagysdgd, az N-
termindlis végen TRX domainnel rendelkezd protein (72). Az enzim funkciéja még nem
teljesen feltart, de valészinlileg a citoplazmaban levd fehérjék és transzkripcids faktorok
redox regulédcidjaban jatszik szerepet. A DNS-kotd transzkripcids faktor NFxB példdul tiol-
redox szabdlyzas alatt all (73) és a TRP32 fokozza az NF«kB p50-es alegységének DNS-ko6t6
és transzkripcios aktivitasat (74). Az NFxB pedig szerepet jatszik a miokardium iszkémidhoz

valé adapticidjanak folyamatdban.

d.) Az ACTH (4-10) hatasai

Az iszkémidt kovetd reperfuzio kétségkiviil eléfeltétele az érintett sejtek tulélésének,
de nem zajlik minden karos kovetkezmény nélkiil. A reperfiiziés folyamat egyes komponensei
atmenetileg megnovelhetik a kamrai aritmidk el6forduldsdnak valdszinliségét, amelyek a
szivfunkciés paraméterek romldsit eredményezik. Mindezek ismeretében alapvetd
fontossaginak latszik a szivszovet védelme az iszkémia/reperfizié nyoman Iétrejovo

karosoddsokkal szemben. Az utdbbi években szamos faktorrdl deriilt ki, hogy fontos szerepet
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jatszik az I/R folyamatdban, ezen faktorok egymashoz valé viszonyardl azonban szamos
esetben vitatott és ellentmonddsos adatok dllnak rendelkezésre.

El6z6leg mar bizonyitast nyert, hogy bizonyos melanocortinok (pl. a-MSH) képesek
pozitivan befolydsolni a miokardidlis iszkémia kdros kovetkezményeit. Kisérleteinkben azt
kivantuk tanulmédnyozni, hogy az a-MSH egy kisebb fragmentuméval, az ACTH (4-10)-el
torténd eldkezelés védelmet nyujt-e a szivszovet szdmdra az I/R kéros hatdsaival szemben.
Ennek érdekében vizsgaltuk, hogy az ACTH (4-10) javitja-e a posztiszkémids sziv funkcioit,
csOkkenti-e a reperfiizié soran kialakul6 kamrai fibrillaci6 és tachycardia el6fordulasat,
csokkenti-e az infarktusos teriilet nagysdgit, csokkenteni képes-e a szivizom- és
endothelsejtek apoptdtikus pusztuldsat, valamint hatdssal van-e a kaszpaz-3 aktivitdsara és a
HO-1 enzim szignalfolyamataira. A melanocortinok ezirdnyud hatdsainak mechanizmusa még
nem teljesen tisztazott, bar az utdbbi idében megjelentek publikiacidk, amelyek magyarazattal
szolgalnak ezekre (75, 76). Ugy tiinik, hogy az adrenocorticotrop hormonok protektiv hatdsai
részben a szabad gyokok képzodésének gitlasara, részben pedig gyulladdscsokkentd
tulajdonsdgaikra vezethetd vissza. A gyulladdscsokkenté hatds a MCR-1 és MCR-3
receptorokhoz kapcsolédik (77, 78). Tovabba a melanocortinok ezen hatasa Osszefiiggésbe
hozhat6 egyes gyulladdskeltd citokinek (IL-1a, IL-1f, II-6, TNF) csokkent termelddésével,
valamint az IL-10 és IL-8 gyulladasgitlé medidtorok fokozott termelddésével (79). A
melanocortinok immunrendszerben betoltott szerepe rendkiviil Osszetett és csak részben
feltart. Ismert példdul, hogy az exogén a-MSH gétolja a LPS indukélta TNF-a felszabadulédsat
a vérben in vitro koriilmények kozott (80). Ismert tovabba, hogy a POMC-t és derivatumait
szdmos sejt — monocytdk, melanocytdk, endothel sejtek - termeli. Ezek alapjdn logikusnak
tinik feltételezni, hogy az a-MSH és mds ACTH fragmentumok szerepet jitszanak egyes
gyulladéskeltd medidtorok felszabaduldsdnak csokkentésében a szivben €s mds szervekben
egyarant (81, 82).

A miokardiumban kialakulé programozott sejthaldl Osszefiiggésbe hozhaté6 mind az
I/R soran létrejové karosodassal, mind pedig szamos olyan extrém mértéki mechanikai
igénybevétellel, amely fokozott kamrai terheléssel jar. Mind in vitro, mind in vivo
koriilmények kozott a hipoxia és az iszkémia aktivalni képesek a kardiomiocitikban €s az
endothel sejtekben a programozott sejthalalt. Az apotdzis gyakran kialakul akut és krénikus
szovetkdrosoddsok folyaman, a folyamatért felelds szignéltranszdukcids 1épések még nem
teljesen ismertek. Az apoptdzis molekuldris mechanizmusa meglehetésen bonyolult és
véltozatos, valamint igen sok faktorrdl feltételezhetd, hogy fontos szerepet jdtszik az

apoptotikus és a nekrétikus folymatokban egyardnt. Egy kordbbi kisérletben mér bizonyitast
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nyert, hogy az a-MSH gatolni képes az apoptétikus sejtpusztulast (6). Jelen kisérleteinkben
pedig a His-Phe-Arg-Trp ,,magot” ugyancsak tartalmaz6 ACTH (4-10) antiapoptdtikus
hatdsait vizsgdltuk kardiomiocitdkban ¢és endothel sejtekben. A kaszpdz-3 szerepe a
programozott sejthaldl folyamatdban ma madr jol ismert. Ez a faktor a kaszpdz-9 hatdsara
aktivalédik, amit viszont a citokrém-c, a mitokondriumok vagy kaszpdz-8 aktival (83).
Tovébba a kaszpaz-3-at az aldbbiak is aktivaljadk: a bcl-2 csaldd, a bax (84), a TNF-a, a TNF-
a receptor (83), a Fas/FasL valamint a jobb kamrai dysplasia és a végstddiumu szivszélhlidés
(85, 86, 87). Nemrég publikalasra keriilt, hogy specifikus inhibitorral gatolt kaszpaz aktivitds
kovetkeztében csokken az infarktusos teriilet nagysdga a patkdnyszivekben a korondria artéria
lekotését kovetden (88), de az ok-okozati Osszefiiggés a kaszpaz-3 aktivitds és a szivfunkciok
kozott még nem teljesen tisztazott (85). Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy az ACTH
(4-10) jotékony hatdsai a kaszpdz-3 aktivitdscsokkentd tulajdonsdgra vezethetok vissza,
ezaltal, vagy legaldbbis részben emiatt, az apoptdzis okozta sejtpusztulds is kisebb mértéki
lesz. Ezt tidmasztjdk ald az immunhisztokémiai, TUNEL és Western blot vizsgalatok
eredményei is.

Az apoptozis csokkenésének masik oka lehet a HO-1 protein fokozott expresszidja. A
HO-1 indukélésa igen fontos védelmi tényezonek tiinik az iszkémia/reperfundalt szivizomban.
A hemoxigendz enzim szerepe jOl ismert szdmos korképben (I/R, hipertenzi6, kardiomiopatia,
szerv transzplanticid, endotoxémia, immunszuppresszid) (89). Zou és mtsai kimutattdk, hogy
a reperflizi6 els6é ordjaban torténd a-MSH kezelés hatdsdra n6é a HO-1 expresszidja bélszovet
I/R modellben (90). A HO-1 antiapoptétikus hatdsainak pontos mechanizmusa még nem
teljesen ismert. Egy lehetséges magyardzat lehet, hogy a bilirubin védelmet biztosit a
kardiomiocitdk szdmdra az oxidativ kdrosoddsokkal szemben (91, 92). Ezért vizsgaltuk azt,
hogy az ACTH (4-10) elékezelés hatdssal van-e a HO-1 miikodésére kisérleti modelliinkben.
Eredményeink ramutattak arra, hogy az eldkezelés hatdsiara novekszik a HO-1 expresszié a
szivszovetben, amely egy alapvetd mechanizmusa lehet az ACTH (4-10) kardioprotektiv

hatasanak.
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Osszegzés

A szivizom I/R egyike a kardidlis morbiditds és mortalitds dltaldnos okozdinak. A sziv
csokkent oxigénellatdsa és reperfizidja sulyos klinikai kovetkezményekkel jar. Vizsgélataink
sordn az iszkémia majd a reperfizié indukélta kdrosoddsok farmakoldgiai befolydsoldsi
lehetdségeit vizsgaltuk.

Kisérleteink elsd részében arra kerestik a vdalaszt, hogy a PC védo hatdsai
kifejezddésre jutnak-e eldzetesen mar megbetegitett (hiperkoleszterinémids) szivekben is. Azt
tapasztaltuk, hogy a 3XPC ill. a 4XPC szignifikdns mértékben novelte az infarktusos teriilet
kiterjedését a hiperkoleszterinémids csoportban. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a
PC csak az egészséges szivszovetet képes megvédeni az iszkémiatdl. A beteg miokardiumban
nem figyelhetok meg a PC el6ny6s hatdsai.

Kisérleteink masodik részében arra kerestiik a védlaszt, hogy milyen szerepet jatszanak
a lipid raftok a ceramid és a NO szignalfolyamataiban iszkémids illetve prekondicionalt
szivekben. Eredményeink megerodsitik azt a koncepcidt, hogy a ceramid az I/R sordn hajlamos
a lipid raftokkal asszocidlni, amelyekben az eNOS kapcsolédik a Caveolin-1-el és ezaltal
hozzaférhetetlenné valik a szivizomszovet szamara. A PC fokozza a ceramid lebontasat,
ezaltal fokozdédik a kardioprotektiv szfingozin-1-foszfat termelddése és az eNOS
felszabadulas a caveoldkbdl. Tovabba eredményeink egyfajta magyardzatot nydjtanak a NO
ellentmonddsos  viselkedésére az  iszkémia/reperfunddlt és a  prekondiciondlt
szivizomszovetben. Az I/R ugyanis csokkenti a felhaszndlhat6 NO mennyiségét azdltal, hogy
az eNOS kotédik a Caveolin-1-hez. A PC pedig felbontja ezt a kotddést és a NO
hozzaférhetové vilik a sziv szdmdra.

A dolgozat harmadik része a Makhana lehetséges kardioprotektiv hatdsait vizsgélta
akut illetve kréonikus modellen. A kisérleteink sordn kapott eredmények ramutatnak, hogy a
Makhana legaldbb két kiilonféle mechanizmus révén fejti ki kardioprotektiv hatdsait. Az
egyik azon alapul, hogy a Makhana képes megkdtni az iszkémia/reperfizié soran keletkezett
reaktiv szabadgyokoket. Az antibody array segitségével kimutattuk, hogy a Makhanaval
krénikusan kezelt szivekben fokozddott a TRX1 és TRP32 enzimek expresszidja. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a Makhana a sziv redox statuszat is moduldlja. Eziranyd
eredményeinket Western blot analizissel is aldtimasztottuk.

Kisérleteink utolsé részében az ACTH (4-10) hatdsat vizsgaltuk. Eredményeink
alapjan elmondhatjuk, hogy a 200 pg/ttkg ACTH (4-10) eldkezelés szignifikdns javulast

idézett el a szivfunkcids paraméterekben, csdkkentette az infarktusos teriilet nagysagit ill. a
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kardiomiocitdk és endothel sejtek apoptdézisdnak mértékét is. Az alacsonyabb koncentraci
(50 pgfttkg) szignifikans javulast nem okozott a posztiszkémids karosodasok megelézésében.
Mivel jelen kisérletben az ACTH (4-10) az iszkémidt megel6zden keriilt alkalmazisra,
tovabbi vizsgélatokra van sziikség annak érdekében, hogy még pontosabb képet kapjunk a
hatdsmechanizmusrdl, valamint, hogy megtalaljuk a leghatékonyabb ACTH fragmentumot,

hormonalis mellékhatasok nélkiil.
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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 effects of preconditioning (PC)
on the infarct size in isolated rabbit hearts with hypercholesterolemia. The results clearly
show that 3XPC and 4XPC significantly increased the infarct size in group with
hypercholesterolemia. In conclusion, the PC is only effective on “healthy heart” and the
benefical effects of PC cannot be seen in hearts with hypercholesterolemia.

In the second part of our study, we examined the role of lipid rafts in ceramide and NO
signaling in the ischemic and preconditioned hearts. Our results confirm the concept that
ceramide can associate with lipid rafts, where eNOS, which is induced by I/R, become
associated with caveolin-1 consequently the generated NO become unavailable to the heart
tissue. PC can increase the metabolism of ceramide, thus, the generation of the
cardioprotective sphingosine-1-phosphate and the release of eNOS from caveolae are also
increasing. Furthermore, our results can give an explanation for the dichotomy of NO
behaviour in the heart during I/R and PC. I/R decreases the availability of NO for the heart
tissue by the association of eNOS with caveolin-1. The process of PC can dissociate this and
makes NO available again.

In the third part of our study we focused on the cardioprotective effects of Makhana in
acut and chronic model. The results of our study suggest that Makhana has two different
cardioprotective properties. First Makhana has potent reactive oxygen scavenging activity.
The antibody array test results showed that the expression of TRX1 and TRP32 proteins are
increased in chronic model. These points to the fact that Makhana can modulate the redox
state of the heart by this way. These results were also confirmed by Western blot analysis.

In the last part of our study, we examined the effect of the treatment of ACTH (4-10).
Our results demonstrate that the ACTH (4-10) in 200 pg/kg dose can improve the
postischemic cardiac function, decrease the infarct size and reduce the number of apoptotic
cardyomyocites and endothel cells. The lower concentration of ACTH (4-10) (50 pg/kg)
could not reduce the cardiac failure significantly. Considerably more experimentation will be
needed in the field of ischemia/reperfusion—induced injury in order to establish the most

helpful cardioprotective ACTH fragment without any adrenocorticotropic side-effects.
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