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Az értekezés soran hasznalt roviditések:

1XPC: egy ciklusu prekondicionalas
2XPC: két ciklusu prekondicionalas
3XPC: harom ciklust prekondicionalas
4XPC: négy ciklusu prekondicionalas
o-MSH: alpha-melanocyta-stimulalé hormon
AF: aorta kiaramlas

C: nem-hiperkoleszterinémias kontroll
CF: korondria ataramlas

DMTU: dimetil-tiourea

DNPH: 2,4-dinitrofenil-hidrazin
EKG: elektrokardiogramm

HC: hiperkoleszterinémia

HDL.: high density lipoprotein

HR: szivfrekvencia

IS/RE: iszkémia/reperfiizio

IS: iszkémia

ISZB: 1szkémids szivbetegség

K atp: ATP-érzékeny K -csatorna
LDL: low density lipoprotein
LVDP: bal kamrai nyomas

MDA: malonaldehid

No IS/RE nincs iszkémia reperfuzio

PC: prekondicionalas

PKC: protein kinaz C

RE: reperfizio

SGE standardized grape extract
SOD: szuperoxid-dizmutaz

SSZK: standardizalt sz6l0kivonat
TTC: trifenil-tetrazolium

VF: kamrafibrillacio

VLDL: very low density lipoprotein
VT: kamrai tachycardia



Bevezetés

Napjainkban a sziv- és érrendszeri megbetegedések vilagszerte vezetik a haldlozési
statisztikédkat. Az 0sszes kardiovaszkularis betegség mintegy felét az iszkémias szivbetegség
(ISZB) teszi ki, melynek leggyakoribb megnyilvanuldsi forméi az angina pectoris, a
szivinfarktus és az aritmia, els6sorban a kamrafibrillacié miatt fellépd hirtelen szivhalal.

1999-ben a haldlozasok fobb haldlokok szerinti megoszlasaban a keringési rendszer
betegségei 51,2 %-al az elsé helyen szerepelnek (Statisztikai adatok Magyarorszag 1999. évi
egészseégligyi helyzetérol, Népegészségiigy 6/2000).

Az elmult hdrom évben nem véltozott 1ényegesen a keringési betegségek haldlozési
gyakorisaga, ami igen magas szinten stagnalé allapotot jelez. Foldrajzi régionként azonban
mar eltéréseket tapasztalunk: az elmult 30 évben a legtobb fejlett orszagban (USA, Japan, dél-
eurdpai orszagok) a halalozéas csokkent, ugyanakkor a kelet-eurdpai orszagokban a mortalitas
drdmaian emelkedett. Egyes becslések szerint — mivel a népesség eloregedésével a
kardiovaszkularis betegségek eléfordulasa novekszik — 2020-ra mind a fejlett, mind a jelenleg
fejlodo orszagokban az iszkémias szivbetegség lesz a vezetd halalok.

Az eurOpai népess€ég kormegoszlasdra standardizalt haldlozasi arany, ebben a
betegségcsoportban Magyarorszdgon 3,2-szer magasabb mint Franciaorszagban, 2-szer
magasabb mint tovabbi 7 eurdpai orszagban. A volt szocialista orszagokban kiemelkedden
magas a keringési betegségek miatti haldlozas, Magyarorszag kozottik a kozépmezdnyben
helyezkedik el (Statisztikai adatok Magyarorszag 1999. évi egészségiigyi helyzetérdl,
Népegészségiigy 6/2000).

Ez a riaszt6 statisztika 6nmagaban indokolja a témakor részletesebb vizsgalatat, hogy
valaszt kapjunk arra, milyen mechanizmusok jatszanak szerepet, ¢s milyen hatdssal vannak a
kardiovaszkularis rendszer funkciojara, a koszoruér-betegség €s az aritmiak kialakuldsara.

A szivizomban az oxigén- €s tapanyagellatas hianya és az anaerob anyagcseretermékek
felszaporodasa kovetkeztében funkcidzavar, stlyos esetben pedig szdveti elhalds jon létre.
Akut iszkémia soran a szivizom ATP-tartalma és energiatartaléka csokken. Az intracellularis
szabad Ca”*-ion szintje megnd a bels6 raktarak (sarcoplasmaticus reticulum) iiriilése, és az
extracellularis térbdl valo bearamlas kovetkezményeként. Ez a kalcium-pumpéak mitkodésének
zavardhoz ¢s kimeriiléséhez vezethet. A sziv kontrakciés ereje ¢és pumpafunkcioja
nagymértékben lecsokken. A szivkamrdk falmozgasaiban zavarok Ilépnek fel, melyek
kovetkeztében vérnyomascsokkenés vagy emelkedés alakulhat ki. Reflexes szivfrekvencia- €s
vérnyomas ndvekedés vagy vérnyomascsokkenés jelenik meg, ami az oxigén hidnya mellett is
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jelentds energiat emészt fel, novelve a szivizom kimeriilésének esélyét. A Ca™ -ion
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felhalmozoddas és a pH-csokkenés (acidozis) a sejtek ,,gap-junction”-jait lezarja, ami a sejt-sejt
kozotti kapcesolatok funkcidjanak romldsdhoz vezet. Ebben a fazisban bekdvetkezhet a
szivizom iszkémia, infarktus, vagy legrosszabb esetben a hirtelen szivhalal. A klinikai tiinetek
leggyakrabban ¢és legkordbban anginas rohamként jelentkeznek. Mindezen folyamatok mellett
az ATP-szint csokkenés hatdsara megnyilnak az ATP-fiiggd K-csatorndk, ami intracellularis
K'-vesztéshez és az extracellularis K'-szint megnovekedéséhez vezet. Az extracellularis
térben megnétt K'-szint depolarizaciét okoz, mely a gyors Na'-aram csokkentésén keresztiil
lassitja az ingeriiletvezetés sebességét. Ugyanakkor a megndvekedett extracellularis K -szint
megroviditi a szivizomsejtek repolarizaciojat és a refrakter fazisat. Vagyis e mechanizmus is
elésegiti a sziv kimeriilését, az aritmidk kialakuldsat. A fenti folyamatok végiil kamrai
tachykardian keresztiil kamrafibrillaciohoz vezethetnek.

Jollehet az ISZB pontos patogenezise nem tisztazott, a rizikofaktorokat jol ismerjiik:
magas low density lipoprotein-koleszterin-szint ( LDL-C ) a vérben, alacsony high density
lipoprotein-koleszterin-szint ( HDL-C ) és E-vitamin-szint, valamint gyenge fizikai allapot.
Ugyancsak rizikofaktor lehet a magas triglycerid- és inzulinszint, mely inzulin-rezisztenciarol
arulkodik, de az erre vonatkoz6 adatok még kevéssé tisztazottak. Szamos szisztémas betegség
(pl. hiperténia, diabétesz, hipotiredzis) szintén kapcsolatba hozhatd a koszortér-betegség
kockéazatanak novekedésével. A kozelmultban a homociszteinrdl is bebizonyitottdk, hogy a
betegség rizikofaktora (Agullo-Ortuno és mtsai. 2002., Becker ¢s mtsai. 2003., Gensini ¢€s
mtsai. 1998., Neugebauer ¢s mtsai. 2002., Woo ¢és mtsai .1997).

Ritkébban az iszkémids szivbetegség koszoruérgores kdvetkezménye, de lehet drogok,
mint pl. a kokain kronikus fogyasztasanak kovetkezménye is. Esetenként a koszoraér
embolidja, Kawasaki-szindroma és vaszkulitisz ll a hattérben.

Az ISZB rizikdja megnd dohanyzas esetén, valamint olyan étrend mellett, amelynek magas a
zsir- és kaloriatartalma, fitokemikaliaban (gytimdlesok €s zoldségek) pedig szegény.

Epidemiologiai megfigyelések alapjan jol ismert, hogy a legtobb fejlett orszagban az
étrend magas zsir-, telitettzsirsav, és koleszterintartalma, valamint a jelentds kaloria bevitel
Osszefiiggésbe hozhaté a szivbetegségekbOl eredd haldlozasokkal. Ugyanakkor néhany
mediterran orszagban, foként Franciaorszag egyes teriiletein, a jelentds zsir- és telitettzsirsav-
bevitel mellett abszolut értékben és aranyat tekintve is lényegesen alacsonyabb az iszkémias
szivbetegségek morbiditasa €s mortalitisa mint mds azonos fejlettségii orszagokban (de
Lorgeril és mtsai. 2002., Gaziano és mtsai. 1993., Renaud és mtsai. 1992., Rimm és mtsai.
1991). Tudoméanyos vizsgalatok sokasaga probalt magyarazatot keresni a tapasztalt eltérésre,
s feltételezték, hogy a jelenség mogott életmodbeli, taplalkozasi eltérések huzodnak meg. Ugy
tlint, hogy a franciak életvitele sokkal szabadabb, nem annyira tulhajszoltak, a stressz kevésbé
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van jelen az ¢életiikben, mint mas, iparilag fejlett orszagokban. Ugyanakkor mas
rizik6faktorok megléte, mint példaul a magas vérnyomads, a dohdnyzés, a talsuly ugyanugy
jellemzé volt valamennyi vizsgalt orszagra (Kilburn és mtsai. 2003., Panagiotakos €s mtsai.
2002., Yamagishi ¢s mtsai. 2003). A leglényegesebb tényezd, melyben eltérés mutatkozott a
francidk és mas orszagok lakosai kozott, az étrend Osszetétele, azon beliil is a rendszeres
vorosborfogyasztas volt. A korai tanulmanyok azt vizsgéaltdk, vajon a voOrdsbor és mads
alkoholos italok alkoholtartalma adhat-e magyarazatot a jelenségre. Tobb kutatocsoport talalt
Osszefiiggést a mérsékelt alkoholfogyasztas ¢és a csokkent kardiovaszkularis betegségek
rizikdja kozott. Megallapitottak, hogy az alkoholfogyasztas és a kardiovaszkularis, valamint
Osszes mortalitds kozotti Osszefiiggést U vagy J alaka gorbével lehet jellemezni. Ez azt jelenti,
hogy az alkoholt nem fogyasztok kardiovaszkularis rizikoja kicsit magasabb, mint a
mérsékelt, napi 12-24 g alkoholnak megfelel6 italt fogyasztoké. Ugyanakkor ,,nagyivok™
¢letkilatasai az alkohol toxikus hatdsai nyoman kialakulé megbetegedések (cirrdzis, majrak)
miatt sokkal rosszabbak voltak (Gaziano ¢s mtsa. 1993., Renaud ¢és mtsai. 1992., Rimm és
mtsai. 1991., Soleas és mtsai. 1997). Az alkohol alacsony doézisban megakadalyozhatja a
trombozis kialakulasat, mivel csokkenti a fibrinogén, €s emeli a plazminogén koncentraciot.

--------

gatolja az ateroszklerozis kialakuldsat. Ugyanakkor az alkohol képes ndvelni a
aterogén LDL szintjét. Ismert, hogy a HDL-koleszterin egyik fehérjekomponense, az
apoprotein A-1 (apo A-1) alacsony volta jobban jelzi a kardiovaszkuldris megbetegedés
rizikojanak mértékét, mint maga a HDL-koleszterin-szint (Baer és mtsai. 2002., De Oliveira
¢s mtsai. 2000). Egyes tanulméanyok ramutattak, hogy az alkohol indukalja az apo A-1
keletkezését. Nagyobb mennyiségli alkohol fogyasztidsa esetén azonban nem hagyhatd
figyelmen kiviil, hogy az alkoholbevitel felesleges kaléridkhoz juttatja a szervezetet, és a
VLDL-képzés (very low density lipoprotein) fokozasan keresztiil a trigliceridszint
emelkedéséhez, s igy a lipidparaméterek modosuldsdhoz vezet. Tovabba egy alternativ
lebomlési uton az etilalkoholbdl az acetaldehid mellett szuperoxid-gyok is keletkezik a
majban, melynek dontd szerepe van az alkoholos méjkarosodasok kialakuldsaban. Szdmos
tudomanyos eredmény tdmasztja ald a mérsékelt alkoholfogyasztas kardioprotektiv hatasat, és
szamos munkacsoport hivta fel a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6 alkoholos italok hatasa
nem egyenértékii. Az egyéb étrendi antioxidansok mellett (tokoferolok, aszkorbinsav,
karotinok) a ndvényi eredeti fenolos vegylletek is kedvezden befolyasolhatjak a
kardioprotektiv mechanizmusokat. A boreredetli fenolos vegyiiletek (flavonoidok és nem
flavonoid tipusu komponensek) gatoljak az alacsony fajsulya lipoproteinek (LDL)
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oxidacidjat, az eikozanoidszintézist, a trombocitaaggregaciot, fokozzdk az értagitd hatdsu
nitrogén-oxid termelését, és meggatoljadk az erek Osszehuzodasaért felelés endothelin-1
képzddését (Corder és mtsai. 2001., Hirano és mtsai. 2004., Mario és mtsai. 2004., Pal ¢és
mtsai. 2004., Scuro és mtsai. 2004., Sheu és mtsai. 2004., van Golde és mtsai. 2004., Yousef
¢s mtsai. 2004). Mivel a vordsbor sz6l6bdl késziil, és a szO16 szintén tartalmaz polifenolos
vegyiileteket, mint pl.: resveratrol, katechinek, procyanidinek, flavonoidok és antocyanidinek,
igy kutatasaink soran tobbek kozott arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy a
szOlokivonatnak van e hasonld kardioprotektiv hatéasa.

Bizonyos egyénekben az alacsony omega-3 tobbszordsen telitetlen zsirsav tartalmu
étrend fogyasztasa novelheti az ISZB kockazatat. Ugyanigy hatnak a rossz stressz-levezetési
modszerek €s a testmozgas hidnya, valamint a jelentds tomegeket érintd il6 munka. Az
»edzés” fontossagénak tekintetében egy nagyon fontos analdgiat vonhatunk a
prekondicionalassal. A prekondicionélés jelenségét mar két évtized oOta ismerjiik. A ,,védelem
elsd ablakaként” Murry és mtsai. (1986.) mutattdk be el0szor, hogy a szivszovet ATP
kimeriilését lassitani lehet, ha az iszkémias periddust egy rovid iszkémia, és egy rovid
ido6tartamu reperfiizié el6zi meg. Mindazonaltal az intermittald rovid periodusok soran a karos
katabolitok kimosasra kerililnek, ami kimondottan hasznosnak bizonyult a miokardium
szempontjabol.

Az elektrofizioldgiai és metabolikus valtozasokbol eredd patofizioldgiai elvaltozasok
felléphetnek akut iszkémia kovetkeztében, valamint el6zé infarktusok okozta strukturalis
valtozdsa miatt. Amidta felfedezték a szivizom prekondiciondlds jelenségét, azota ez a
felfedezés szamit a legtobb kutatd szerint a legkovetkezetesebb és legreprodukalhatobb
beavatkozasnak a posztiszkémias sériilések késleltetésére.

A szivizom iszkémias megbetegedéseiben és a szivsebészeti beavatkozasok soran az
1szkémia/reperfuzio jelenségének kdzponti szerepe van. Az elmult harom évtizedben végzett
kutatdsok megerdsitették, hogy a reperfiizid — a véraramlés, az oxigén- és tapanyagellatas
helyreédllasa az elézdleg iszkémids szovetben — gyors metabolikus, elektrofiziologiai,
morfoldgiai €s funkcionalis valtozasokat hoz 1étre (Hearse és mtai. 1992). Bar a reperfiizid
nélkiilozhetetlen az iszkémia altal karosodott szervek felépiilésében, mégsem kockazatmentes,
mivel ronthatja az iszkémia utdni allapotban 1év6 szovetek funkcigjat.

Az IS/RE indukalta szivizomkarosodas alapjat képez6 mechanizmusok meglehetdsen
Osszetettek és még ma sem teljes mértékben tisztazottak. Nagy valdszinliséggel szerepet
jatszanak benniik olyan tényezdék, mint az o- €s B-receptorok (Sheridan és mtsai. 1980), ionok
(Curtis és mtsai. 1993., Opie és mtsai. 1991), zsirsavak ¢€s foszfolipidek (De Groot és mtsai.
1993., Van der Vusse és mtsai. 1994), szabad gyokok (Bolli és mtsai. 1988), kiilonb6zo
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génregulaciok (Keating és mtsai. 2001., Kolbeck-Ruhmkorrf és mtsai. 1995., Simkovich és
mtsai. 2002), apoptotikus szignalok (Maulik és mtsai. 1998., Suzuki és mtsai. 2002).

Tennant és Wiggers (1985) megfigyelte, hogy a kamrafibrillaciéo nemcsak az iszkémias
szakaszban, hanem a keringés visszaallitisa utan, a reperfuzids szakaszban is nagy
intenzitassal bekovetkezhet. Vagyis a reperfiizié — mely nélkiil az iszkémias szivizom elhal —
aritmidhoz vezethet. Ennek egyik oka az, hogy azokban a sejtekben, melyek az iszkémia ideje
alatt hipoxidssa valtak, a hirtelen reoxigenizaci6 nagymértékii enzimfelszabadulassal ¢és
strukturalis karosodassal jar az iszkémias metabolitok kimosodasa és a szabadgyokképzddés
miatt. A prekondicionalassal tarsitott kardidlis védelem jelentdsen képes lassitani a szivszovet
ATP kimeriilését, a szabad gyokok ¢és a kimondottan karosnak tekinthetd katabolitok
kimosasa miatt. Ezt nevezziik a ,,védelem els6é ablakdnak™. Sajnos azonban ez a hatas gyorsan
elmulik (Marber ¢és mtsai. 1993). Szdmos kutatd ezutdn azt vizsgalta, hogy a rovid
iszkémia/reperfiizids periddusok hasznosak-e abban az esetben is, hogyha a ,,hossza”- idejii
iszkémiat nem kozvetleniil a prekondicionalas utdn, hanem azt kovetden 24 oraval idézziik
el6. Az eredmény biztatd volt, hiszen a prekondicionalt szivek sokkal jobb paramétereket
mutattak a kontroll (nem-prekondicionalt) csoporthoz képest, akar 24 o6ra mulva is. Ezt
nevezték a ,,védelem masodik vonalanak™ (Marber és mtsai. 1993). A sziv ,,védelmének elso
¢s masodik ablakdnak™ felfedezése 6ta szamottevd informacio és bizonyiték gytlt dssze, ezzel
is jelezvén azt, hogy a prekondicionalas csakugyan Iényeges az iszkémia/reperfuzié indukalta
karosodasok megeldzésében. Felmeriilt a gondolat, hogy a prekondiciondlas eldsegiti
kiilonb6zé endogén védd anyagok képzdédését és felszabaduldsdt mint, pl.: a nitrogén-
monoxid, bradikinin, prosztaciklin és adenozin, amelyek antiiszkémids ¢€s antiaritmias
hatassal rendelkeznek (Bolli és mtsai. 2001., Kloner és mtsai. 2002., Lawson és mtsai. 1993).
A val6saghoz azonban hozzatartozik, hogy a pontos hatdsmechanizmus a mai napig nem
tisztazott és nem elfogadott. Fontos kiemelniink, hogy az allatkisérletek tulnyomo tobbségét a
PC és a hozza tartozd6 mechanizmusok terén, nagyrészt egészséges allatsziveken végezték
(nyul, patkany, kutya vagy sertés), az eldzetes koronaria vagy miokardialis sériilések nélkiil.
Ily modon a kapott eredmények patofiziologiai és klinikai jelentOsége korlatozott, és ez
laboratoriumi ¢és klinikai dilemmahoz vezet. A PC tanulmanyozasa soran arra szerettliink
volna vélaszt kapni, hogy el6zdleg koleszterin diétaval indukalt hiperkoleszterinémias allatok,
ugyanugy adaptalédnak-e a prekondiciondlds sordn az iszkémids inzultusok altal okozott
karosodasokhoz, mint az ép, egészséges szivszovet.

A miokardidlis IS/RE sordn a szivizomsejtek pusztuldsa kétféle mechanizmuson,
apoptdzison és nekrozison keresztiil torténhet. Mar kordbban leirtdk, hogy az apoptozis — a
programozott sejthalal egy morfologiailag jol definiadlt formaja — hozzajarulhat a miocitdk

7



irreverzibilis karosodasdhoz a DNS-fragmentécid utjan. Az elmult két évtizedben szdmos
vizsgalatot végeztek annak érdekében, hogy csokkentsék az IS/RE okozta sejthall és ez altal
az infarktusos teriilet mértékét. Nyilvanvaldan azon gyogyszerek amelyek képesek gatolni az

apoptozist, azok képesek lehetnek az IS/RE soradn 1étrejott szovetkarosodast is kivédeni.

Az 0-MSH citoprotektiv hatasa

A gyulladasos folyamatok tanulméanyozasa sordn egyre nagyobb figyelmet kapott a
proopiomelanokortin (POMC) egy szarmazéka, az alpha-melanocyta-stimulalé hormon (o-
MSH), amely sokrétli hatasa mellett endogén neurotroph, neuroprotektiv, citoprotektiv és
neuroimmunmodulator hatast szernek bizonyult (Catania és mtsai. 1999). Citokin antagonista
sajatsaganal fogva jelentds gyulladascsokkentd effektusokkal rendelkezik, melyet centralis és
periférias tamadaspontokkal is kifejt. Befolydsolja a gyulladas és a szoveti hipoxia hatdsara
kialakul6d szovetkarosodast (Ichiyama és mtsai. 1999). A legijabb megfigyelések szerint
fontos szerepet jatszik a felndttkori obesitas kialakuldsdban azaltal, hogy az MC-4
receptorokon keresztiil részt vesz a leptin hatdsdnak kozvetitésében (Harrold és mtsai. 1999).
Kimutattdk, hogy a centralis a-MSH-erg rendszer aktivitasa csokken I-tipusu diabéteszben, ¢és
inzulin poétlas hatdsara e valtozas megfordithatd (Kim €és mtsai. 1999). A periférias idegekben
az o-MSH tartalom megndvekszik diabéteszes allatokban (Hughes és mtsai. 1992). A
periféridas idegelemek sériilése utdn a regeneracidés folyamatokat pozitiv iranyba képes
befolyésolni in vitro €s in vivo koriilmények kozott egyarant. Egyes adatok szerint gatolja a
diabéteszt kiséro jelenségek kivaltasaban fontos PKC enzim miikddését, és fokozza a retina
epitélsejtjeinek vazodilatator eikozanoidtermelését is (Lyson és mtsai. 1994).

Az 0-MSH a gasztrointesztinalis traktus IS/RE hatasara bekovetkez6 szovetkarosodasat
is képes volt kivédeni ugy, hogy az iszkémias periodus 1., 2. és 4. drajaban alkalmaztik a
peptidet. A kisérletek azt igazoltak, hogy a hatas kialakulasa 1 és 2 6ra mulva is 1étrejon, €s
illetve a hemoxigenaz-1 (HO-1) enzim expresszidjanak novelése (Zou és mtsai. 2003).

Kimutattak azt, hogy a melanokortin peptidek géatolni képesek a szivben iszkémia altal
kivaltott szovetkarosodast azaltal, hogy csokkentik a szivizom aritmia készségét (Bazzani és
mtsai. 2001). A peptid hatasaért az indukalhaté NO-szintdz enzim aktivitds csokkenését, és a
szabadgyokok keletkezésének gatlasat teszik felelossé. Megfigyelések szerint a hatas
kifejlédéséért a melanokortin receptorok (MC1-MC5 receptor csalad) koziil az MC3 tehetd
feleldssé (Guarini és mtsai. 2002., Miori és mtsai. 2003). Az a-MSH az MCl-es receptor

csalad mellett a tobbi receptort is képes aktivalni.



Az apoptozis kialakulasdnak megakaddlyozdsara szamtalan farmakoldgiai lehetdség
rendelkezésre all, mint ahogyan arrdl szamos szerz0 is beszamolt (Gottlieb és mtsai. 1994., Jo
¢s mtsai. 2001., Kurrelmeyer és mtsai. 2000., Ma és mtsai. 1999., Pearl és mtsai. 2002.,

Suzuki és mtsai. 2002) egéren, patkanyon és nyulon egyarant.



Célkituzések

Kisérleteinkben az iszkémia/reperfiizié indukalta aritmidk farmakologiai befolyasolasi
lehetdségeit vizsgaltuk, izolalt patkany és nyulsziveken. Munkdinkat harom f6 témakdrre

Osszpontositottuk:

I. Vizsgaltuk az a-MSH hatasat a posztiszkémias szivfunkciok felépiilésére, a reperfuzio
indukalta aritmidk kialakuldsanak csokkentésére, valamint a miokardidlis apoptozis
mechanizmusara. Valaszt kivantunk kapni arra, hogy az o-MSH képes-e gatolni az
apoptozist, és ha igen, akkor mekkora dozis sziikséges a programozott sejthalal géatldsahoz.
Valamint korondria lekotés sordan képes-e az a-MSH csokkenteni az infarktusos teriilet

nagysagat.

IL. Kisérleteinkben valaszt kerestiink arra, hogy a prekondicionalas jelenségének jotékony
hatdsa kifejezésre jut-e beteg (hiperkoleszterinémias) allatok esetén, illetve milyen mddon
befolyasolja a posztiszkémids szivfunkciokat, a reperfizio indukalta aritmidk eléforduldsat,

ill. az infarktusos teriilet nagysagat.

III.  Célkitlizéseink kozé tartozott tovabba a standardizalt szélokivonat kardioprotektiv
hatdsdnak vizsgdlata a posztiszkémids szivfunkciokra, infarktusos teriilet nagyséagara,
valamint a szivben 1évé malonaldehid koncentraciora. Meg kivantuk hatarozni a SSZK in

vitro gyokfogo tulajdonsaganak mértékét.
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Modszerek és anyagok

Izoldlt ,dolgozé-sziv” prepardtum Részitése:
Kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkdnyokat (250-300 g) és New-Zealand
nyulakat (2,2-2,6 kg) hasznaltunk. Az allatok a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a

,@uide for the Care and Use of Laboratory Animals” eldirasainak megfeleléen voltak tartva

¢s felhasznalva (NIH publication no. 86-23, 1985).

a, Az o-MSH elokezelés:

A kisérletek sordn a patkanyok 3 csoportjat kiilon-kiilon 40 pg/ttkg, 200 pg/ttkg és 400
subcutan (s.c.). Egy mg a-MSH feloldasara 50 ul 0,1 M-os ecetsavat hasznaltunk, és ehhez
adtuk a kell6 mennyiségii fiziologias sdoldatot. A kontroll allatok ugyanezt az oldatot kaptak,
de hatdéanyag nélkiil. Egy adott patkany testtomegétdl fiiggden kb. 500 ul oldatot kapott. A
szivek izolalasat megel6zden intravénasan (iv.) heparint (500 1U/ttkg) adtunk az allatoknak a

trombusok kialakuldsanak megeldzésére.

b, A hiperkoleszterinémia létrehozasa nyulakban:

A kisérlet sordn az azonos koru nyulak 1,0 %-os koleszterinnel dusitott laboratdériumi
allateledelt, a kontroll csoport tagjai pedig hagyomanyos koleszterinmentes eledelt kaptak (ad
libitum). Az allatok etetése 8 héten keresztiil tortént. A 8 hét letelte utan a szivek izolalasat
megelézden az allatok 1000 IU/ttkg i.v. heparint, majd ketamine/xilazine (40/5 mg/ttkg)

elegyét kaptak intravénasan.

¢, Elokezelés standardizalt szolokivonattal:

A kisérlet soran a kb. 300 g tomegii him Sprague-Dawley patkanyok 3 csoportjat kiilon-
szOlokivonattal etettiik naponta. A koncentracio legpontosabb bejuttatdsdhoz gyomorszondat
hasznaltunk. A SSZK-t piros, zold és kék-fekete sz0l6k, magvas és mag nélkiili valtozataikbol
allitottdk elé (California Table Grape Commission, Fresno, CA, U.S.A.). A SSZK
konzisztenciaja szaritott finom por volt. A kontroll allatok szintén gyomorszondan keresztiil,
100 g testtomegre vonatkoztatva 45 pg glikkoz és 45 ng fruktoz elegyét kaptak naponta. Erre
azért volt szlikség, hogy teljes mértékben kizarjuk annak lehetéségét, hogy a jotékony hatasért

a cukrok a felelések. A masik kontroll csoport tagjai a laboratoriumi allateledelen kiviil mast
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nem kaptak. Ezeket a tovabbiakban ,,nativ-kontroll” csoportnak nevezziik. Az anesztéziat 65

pedig 500 1U/ttkg heparint alkalmaztunk intravénasan.

A mellkas megnyitasa utan mindhdrom kisérlet soran ugyanugy jartunk el. A sziveket
kimetszettliik és hideg perfiizids oldatba (Krebs-oldat) helyeztiik. A preparalast kdvetden a
sziveket az aortan és a vena pulmonalis-on keresztiil Un. izolalt ,,dolgozo-sziv”’ perfuzios

késziilékkel tartottuk €letben (1.abra ).

Langendorff tartaly
/95% 0215% cOz \

Hram lasm éro g
nyomas

iegyenlito
aorta ‘ gyll
idramlas

pitvari
tartaly

buborék
csapok csapda
nyomas atvivé

bal pitvar

!
E

bal kamra

" termosztilt tartdly

v koronaria ataramlas

QB% O 5% T2

1. abra. Izolalt ,,dolgozo6-sziv” perfazios késziilék
A perfuziés oldat modositott Krebs-Henseleit puffer volt, melynek Osszetétele a
kovetkezd (mM-ban kifejezve): 118 NaCl, 4,7 KCI, 1,7 CaCl,, 25 NaHCOs3, 0,36 KH,POy,
1,2 MgSO,, 10 gliikoz. A perfuzids oldatot elézdleg 95 % O, és 5 % CO, keverékével
telitettiik (pH: 7,4 , 37 °C). A sziveket 5 percig Langendorff-modszer szerint, tehat az aortan
keresztiil perfundaltuk 37 °C-on és konstans perfzios nyomason, mely 100 cm-es vizoszlop

nyomasaval volt egyenértékii (10 kPa).
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IszRémia/reperfiizio Rivdltdsa:

A ,mosasi” periodust kovetden a késziiléket dolgozé modba kapcsoltuk —
megsziintetve az aortan keresztiili perfuziot, (a késziilék Langendorff-részét kiiktatva) a
sziveket a bal pitvar feldl perfundaltuk, és az aortan keresztiil torténd kiaramléas utjat (zart
rendszert 1étrehozva) kapcsoltuk a késziilék ,,dolgozd” részéhez (Yamamoto és mtsai. 1984.,
Tosaki és mtsai. 1990). Tiz perc aerob perfuziot kdvetden elzartuk a bal pitvarba torténd
bedramlés és a bal kamrabodl torténd kidramlas utjat, s igy meghatarozott ideig (30 percig)
»global iszkémiat” hoztunk 1étre. A reperfuzié inditdsdhoz megsziintettiikk az elzarasokat, s a
reperfizids fazis idétartama 120 perc volt.

Az iszkémia és a reperfuzid teljes ideje alatt, annak érdekében, hogy megvédjiik a
miokardiumot a kiszaradastol, a termosztalt iivegedényt — mely a szivet koriilvette — befedtiik,
s igy a paratartalmat konstans (90-100 %) értéken tartottuk. A hdmérséklet ellendrzését Type-

K termo couple mikroprocesszoros termométerrel végeztiik.

A posztiszkémids szivfunkcioR, mérése, és a  reperfizio induRdlta
Ramrafibrillcio regisztrildsa:

Iszkémia el6tt (dolgozé6 modban) és a reperfuizid sordn (a 60. és 120. percekben)
regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a korondria atdramléas (CF) és az aorta kiaramlas (AF)
mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP). Az aorta kidramlést kalibralt
aramlasmérével, a korondria atdramlas mértékét pedig a szivbol kicsopogd folyadék
meghatarozott ideig torténd gytijtésével mértiik. A szivfrekvenciat €s a bal kamrai nyomast a
késziilékhez kapcsolt szamitogépes rendszer segitségével hataroztuk meg.

A kisérletek tejes ideje alatt regisztraltuk az epikardialis elektrokardiogrammot (EKG),
melyet a szivhez kozvetleniil kapcsolodd két eziist elektroddal vezettiink el. Az EKG-kat
analizaltuk, hogy meghatarozzuk a kamrafibrillaci6 (VF) el6forduldsat, amelynek
kialakulasakor szabalytalan alapvonal volt lathat6 az EKG-on. Ezutan a sziveket

defibrillaltuk, és regisztraltuk a szivfunkciokat a mar fent leirt modon.
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Az a-MSH hatdsinak vizsgdlata a moleRuldrbioldgiai folyamatoRra:

crer

programozott sejthaldl egy fazisdban, a sejtmagban 1évé DNS ,feldarabolodik”, ami a
gélelektroforetikus lemezen jellegzetes ,,1étra” képében jelenik meg, mivel a kiilonb6zo
nagysagu komponensek molekulatomegiiktol és toltésiiktdl fiiggden vandorolva eltérd helyen
adnak UV-elnyelést a lemezen.

A sziveket az eldbbiekben ismertetett 30 perc global iszkémianak tettiik ki, s a 120 perc
reperfuzid leteltével vizsgaltuk az apoptdzis kifejlodését. A vizsgalat soran 80 mg
szovetmintat folyékony nitrogénnel homogenizaltunk, majd 300 pl lizis pufferrel, 60 pl
proteindz-K oldattal er0sen Osszeraztuk, és egy o6ran at 55 °C-on inkubaltuk. Az inkubacid
leteltével 300 ul kotdpuffert és 150 pl izopropanolt adtunk hozza. Ezt egy erdteljes keverés és
centrifugalas (1000 g) kovette. A centrifugalast egy specialis Eppendorf tubusban végeztiik,
amelynek a belsejében egy mikroporust sziird helyezkedik el, és ez képes megkotni a
fragmentalodott DNS-molekuldkat. Ezutan a sziirére 650 ul inhibitor puffert, 650 ul moso
puffert vittiink, és Ujra centrifugaltuk (1000g) a megfeleld tisztitas végett. A szlir6rdl a
fragmenseket 70 °C -os elucios pufferrel mostuk le, és a mintat gélelektroforézissel vizsgaltuk

tovabb (18 perc, 75 mV). A gél szerkezete 1,5 % -os agar6z gél volt.

Az infarReusos teriilet nagysdgdnak vizsgdlata:

Az infarktusos teriiletet kétféleképpen tanulmanyozhatjuk. Az egyik a koronaria
descendens bal oldali éaganak lekotése: egy hajlitott sebészi tii segitségével sebészi
varroanyagot huztunk at az emlitett korondaria eredési helye alatt, majd a varréanyag végeit
egy kis milanyag cs6von vezettiik keresztiil. A ,,regionalis iszkémiat” gy hoztuk létre, hogy a
csOvet a sziv felszinére szoritottuk €s egy sebészi érfogoval a csdbdl kilogo varrdanyag végeit
leszoritottuk. A leszoritds sikerességét a koronaria kidramlas mérésével ellendriztiik.
Amennyiben a CF legalabb 60 %-ra lecsokkent, abban az esetben az okkluzidt sikeresnek
veéltiik. Ekkor a szivet Langendorff modszer szerint perfundaltuk a kisérletek végéig, mivel a
korondria lekotésének ideje alatt ,,dolgozd”-mddban a sziv aritmidssd valna és
kamrafibrillacio 1épne fel. A szivet a 120 perc regiondlis iszkémia leteltével 1 %-os trifenil-
tetrazolium (TTC)-oldattal festettiik meg az aorta-kaniil oldaldgan keresztiil. A TTC-oldat az
intakt miokardiumot piros szinnel festette, mig az infarktusos teriiletek fehérek maradtak.

A masik lehetdség, hogy a globdl iszkémia utan festjiilk meg a sziveket 1 %-os TTC-
oldattal. A vizsgalat utan a sziveket —70 C’-on tartottuk, majd a fagyott miokardiumbol éles

pengével metszeteket készitettiink az apiko-bazalis tengelyre merdleges sikban. A metszetek
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tomegét megmértiik, és szaritds utdn két iiveglap kozé helyezve dket egy szkenner és egy
planimetrids software (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA.) segitségével meghataroztuk
valamennyi metszet infarktusos teriiletének értékét. Ezen teriiletértékeket megszoroztuk a
metszetek tomegeivel, és az eredményeket Osszegeztik. Végiil az infarktusos teriiletek
nagysagat szdzalékosan fejeztiik ki az infarktust szenvedett szivizom tdmege €s az §ssztomeg
hanyadosaként. Regiondlis iszkémidt valtottunk ki az o-MSH vizsgélata sordn, global

iszkémiat pedig a SSZK ¢és a PC vizsgalatanal.

A malonaldehid monitorozdsa:

Az oxidativ stressz kialakuldsat nagyon jol jelzi a szivben 1év6 malonaldehid tartalom.
Minél nagyobb a malonaldehid szint, anndl erdsebb az oxidativ stressz. Ennél fogva azok az
anyagok (gyogyszerek) melyek csokkenteni képesek a malonaldehid szintet, jotékony hatassal
birnak az oxidativ stressz visszaszoritasaban.

A malonaldehid méréséhez egy szarmazékképzési reakciot alkalmaztunk, amihez 2,4-
dinitrofenilhidrazint (DNPH) hasznaltunk. A szarmazékot pentdnnal extrahaltuk, majd 25 ul
eluenssel HPLC (Waters Corp., Milford, MA, U.S.A. ) Beckman Ultrasphere C18 (3mm)
kolonngjara injektaltuk. Az eluens Osszetétele: acetonitril:viz:ecetsav (40:60:0,1). Ezutan

izokratikus nyomason és 307, 325, 356 nm-n detektaltuk (Cordis és mtsai. 1995).

A SSZK szabadgyokfogo tulajdonsdgdnak mérése:

A sz6l6 polifenolos komponenseket tartalmaz, igy ezen vizsgalatok sordn arra
szerettiink volna valaszt kapni, hogy a SSZK képes-e reagalni a kiilonb6z6 szabadgyokokkel
¢és ha igen, akkor milyen mértékben. A ,scavanger” aktivitds meghatarozasdhoz Lumat LB
9507 tipusu luminometert (EG & G Berthold, Bad Wildbad, Germany) hasznaltunk (Maulik
¢és mtsai. 1997).

A szuperoxid-aniont kémiailag allitottuk eld xantinbdl (100 uM), xantin-oxiddz enzim
(7 mU) hozzaadaséaval, 500 pl reakciés puffer (10 mM ndtrium-karbonat, pH 9,0, 28 mM
luminol) jelenlétében. A reakcid a xantin luminométerbe torténd injektalasaval kezdddik. A
hidroxil-gyok eldallitasahoz sziikséges puffer xantin-oxidazt (0,6 mU), 10 uM néatrium-
karbonatot, pH 9,0, 28 uM luminolt, 100 uM xantint, 100 puM etilén-diamin-tetra-acetatot
(EDTA) és 100 uM FeCl;-ot tartalmaz.

A ,scavenger” aktivitast a szuperoxid-anionra 10 mU/ml szuperoxid-dizmutézzal

(SOD), a hidroxil-gyokre pedig 500 pg/ml dimetil-tiouredval (DMTU) hasonlitottuk ossze.
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IszRémia/reperfiizio Rivdltdsa preRondiciondlt szivekben:

A PC nem mas, mint rovid periddusu IS/RE-s folyamatok egymds utani ismétlése,
annak ciklusszamatol fiiggéen (1XPC, 2XPC, 3XPC ¢és 4XPC). A rovid periddus
kisérleteinkben 5 perc global iszkémia ¢és 5 perc reperfuziot jelent. A PC-t a
hiperkoleszterinémias ¢és nem-hiperkoleszterinémids csoport nyulaival is elvégeztik
(csoportonként 6 allat). A PC befejezése utdn 30 perc global iszkémia kdvetkezett, amit 120
perc reperfuzié kovetett. A ciklusszamot 1 és 4 kozott valasztottuk ki, mivel eldzetes
tanulmanyok alapjan ez az intervallum tlinik a leghasznosabbnak a miokardium védelmére,
ill. az aritmia el6fordulds visszaszoritasanak szempontjabol az ép szivizomban (Chen és
mtsai. 1999., Gysembergh és mtsai. 1999., Imagawa és mtsai. 1999., Kloner és mtsai. 2002.,
Maulik és mtsai. 1999., Morgen és mtsai. 1999., Sato és mtsai. 2000., Schultz és mtsai. 1998).

Statisztika:

A szivfunkciok (HR, CF, AF, LVDP) értékeinek Osszehasonlitasakor a szamtani
atlagot ¢és a kozépérték standard hibajat adtuk meg. Elészor ,kétutas” variancia analizist
végeztiink, hogy megtudjuk, van-e kiilonbség a kiilonb6zd csoportok adatai kozott. Az a-
MSH-val el6kezelt kisérleteink soran ezeket Bonferroni-teszttel, a SSZK-al torténd kisérletek
soran Scheffe-teszttel, a prekondiciondlds tanulmanyozasanal pedig Dunnett-teszttel
egészitettiik ki. A VF és a VT nem parametrikus eloszlast kovet (nem koveti a Gauss
eloszlast), ezért ezen paraméterek Osszehasonlitdsakor khi-négyzet tesztet alkalmaztunk a
kezelt ¢és kezeletlen (kontroll) csoportok dsszehasonlitasakor. Szignifikdnsnak tekintettiik a

valtozast, ha a p < 0,05.
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Eredmények

I. Az o-MSH hatasa

Az allatok kivaloan toleraltak az a-MSH kezelést és semmilyen koros és lathato tiinet

nem jelent meg kezelésiik sordn.

1.) a-MSH hatdsa a reperfuzio indukdlta kamrafibrillacio kialakulasdra:

2. abra. Az o-MSH hatasa a kamrafibrillacio el6fordulasara
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

crer

csOkkentette a kamrai fibrillaciok kialakulasat a kezeletlen kontroll értékhez viszonyitva 92
%-10l, 17 %-ra (p <0,05) és 25 %-ra (p <0,05) .
A 200 pg/ttkg ill. 400 pg/ttkg o-MSH kezelés kovetkeztében a csokkenés

statisztikailag szignifikansnak bizonyult.
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2.) a-MSH hatdsa a posztiszkémids szivfunkciok felépiilésére:

2/a. o-MSH hatdsa a szivfrekvencidra:

O kontroll
Szivfrekvencia valtozasa a-MSH kezelés hatasara B 40 pglttkg alpha
az IS/RE soran MSH
0200 pg/ttkg alpha -
MSH
0400 pg/ttkg alpha-
300 - - _ MSH
250 -
°
2200 -
o
)
‘2150 -
E
(14 4
T 100
50 -
0 ] ] ]
iszkémia 60 perc 120 perc
reperfuzio reperfuzié

3. abra. Az a-MSH hatasa a szivfrekvenciara

A kezeletlen csoport szivirekvencia értékei 30012 tités/perc értékrdl 60 perc elteltével
29343 iités/perc-re, illetve 120 perc elteltével 275+2 iités/perc-re valtoztak. A 40 ug/ttkg a-
MSH kezelésben részesiilt allatok értékei a fentiek alapjan 295%5 ({ités/perc-rél 289+7
ités/perc-re, ill. 27543 iités/perc-re mdodosultak. A 200 pg/ttkg a-MSH-val kezelt allatok
értékei 298+5 {ités/perc-rol 291+£3 iités/perc-re, ill. 282+2 iités/perc-re csokkentek. A 400
ng/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt allatok értékei 290+3 iités/perc-rél 29045 iités/perc-re,
ill. 277+4 tités/perc-re valtoztak.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a szivfrekvencia nem véltozott jelentés mértékben

az alkalmazott kezelés kovetkeztében, egyik dozis esetén sem.
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2/b. o-MSH hatasa a korondria dataramldasra:

Koronaria ataramlas valtozasa o -MSH kezelés hatasara az *ontroll
IS/RE soran B 40 pglttkg alpha-
MSH
30 - 0200 pg/ttkg alpha-
MSH
0400 pg/ttkg alpha-
25 A T * 0% MSH
T %
+ %
20 4 T
)
@
2 15 4
E
T
O 10 -
5 -
0 T T
iszké mia 60 perc reperfuzioé 120 perc reperfuzié

4. abra. o-MSH hatasa a Koronaria ataramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A kezeletlen csoport korondria ataramlas értékei 25,7+0,5 ml/perc értékrél 60 perc
elteltével 17,6+£0,8 ml/perc-re, illetve 120 perc elteltével 14,6+0,6 ml/perc-re valtoztak. A 40
ng/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt allatok értékei a kontroll csoporthoz hasonld valtozast
mutatnak (17,9+£0,5 ml/perc a 60. percben és 14,8+0.3 ml/perc a 120. percben), azaz javulas
nem tortént. A 200 pg/ttkg a-MSH-val kezelt allatok értékei a fentiek alapjan 25,4+0,7
ml/perc-rél 23,5+0,7 ml/perc-re (p<0,05), ill. 20,2+0,4 ml/perc-re (p<0,05) modosultak. A
400 pg/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt allatok koronaria &atdramlads értékei 24,9104
ml/perc-rél 22,7+0,8 ml/perc-re (p<0,05), ill. 20,5+0,6 ml/perc-re (p<0,05) valtoztak.

A 4. abrardl konnyen leolvashatd, hogy a 40 pg/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt
allatok CF értékei nem javultak, azonban az alkalmazott nagyobb dézisok szignifikans
mértékben javitottak a korondria ataramlas értékein a kontroll csoportok értékeihez

viszonyitva.
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2/c. a-MSH hatasa az aorta kiaramlasra:

O kontroll
Aorta kiaramlas valtozasa o.-MSH kezelés hatasara az
IS/RE soran W 40 pg/ttkg alpha-
MSH
70 1 [1200 pg/ttkg alpha-
T MSH
60 - L 0400 pg/ttkg alpha-
MSH
50 -
S 40 - . *
— T %
E T
% 30 - 1
20 -
10 | +-
0 L) L)
iszkémia 60 perc reperfuzio 120 perc reperfuzio

5. abra. a-MSH hatasa az aorta kiaramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A kezeletlen csoport aorta kidramlas értékei 48,8+1,3 ml/perc értékrdl az IS-at kovetd
RE 60-ik percére 23,8+1,3 ml-re , illetve 120 perc elteltével 7,5£0,5 ml/perc-re modosultak. A
40 pg/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt allatok értékei a fentiek alapjan 51,8+1,3 ml/perc-rél
a reperfuzid soran 24,2+0,4 ml/perc-re, ill. 8,8+0,6 ml/perc-ra valtoztak. A 200 pg/ttkg o-
MSH-val kezelt allatok értékei 60,2+3,5 ml/perc-rél 39,5+1 ml/perc-re (p<0,05), ill. 31,5+0,9
ml/perc-re (p<0,05) néttek. A 400 ng/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt allatok értékei
63,5+2,5 ml/perc-r6l 37,9£0,9 ml/perc-re (p<0,05), ill. 33,5+3 ml/perc-re (p<0,05)
modosultak.

Az 5. dbran lathato, hogy a 40 pg/ttkg a-MSH kezelésben részestilt allatok AF értékei
nem javultak. A 200 pg/ttkg és 400 pg/ttkg a-MSH-val kezelt allatok értékei azonban
szignifikans javulast mutattak a kontroll csoporthoz képest, ami mar az iszkémia el6tti mérés

esetén megnyilvanult (igaz, ott nem volt szignifikans a valtozas).

20



2/d. a-MSH hatdsa a bal kamrai nyomdsra:

O kontroll
Bal kamrai nyomas valtozasa o.-MSH kezelés hatasara m 40 pg/ttkg alpha-
az IS/RE soran MSH
25 - 0200 pg/ttkg alpha-
MSH
0400 pg/ttkg alpha-
T MSH
L
20 -
%
%
% ¥ T
-
— T l
S 15 - T
=3 L
o
(=)
>
=
10 A
5 -
o ) ) ]
iszkémia 60 perc reperfuzio 120 perc reperfuzio

6. abra. a-MSH hatasa a bal kamrai nyomasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A kezeletlen csoport bal kamrai nyomads értékei 17,2+0,5 kPa értékrdl az 1S-at kovetd
RE 60-ik percére 10,3+0,5 kPa-ra, illetve 120 perc elteltével 9,1+0,4 kPa-ra valtoztak. A 40
ng/ttkg a-MSH-val kezelt allatok értékei a fentiek alapjan 18,0+0,6 kPa-rol 10,9+0,3 kPa-ra,
ill. 9,84+0,3 kPa-ra mddosultak.A 200 pg/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt allatok értékei
20,9+1,1 kPa-rol 14,840,6 kPa-ra (p<0,05), ill. 15,9+0,4 kPa-ra (p<0,05), mig a 400 pg/ttkg
a-MSH-val kezelt allatok értékei 21,7+0,8 kPa-r6l 14,3+0,4 kPa-ra (p<0,05), ill. 16,3+1,4
kPa-ra (p<0,05) valtoztak.

A 23. 4bra azt mutatja, hogy a 40 pg/ttkg a-MSH kezelésben részesiilt allatok LVDP
értékei nem javultak szamottevd mértékben a kontroll csoport értékeihez képest, ellenben a
200 pg/ttkg ill. 400 pg/ttkg a-MSH-al kezelt allatok értékei szignifikdns ndvekedést

mutattak. A nagyobb doézisokkal kezelt allatok LVDP értékeinél — az aorta kidramlas
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értékeihez hasonldan — mar a preiszkémias fazisban is javuld tendenciat latunk a kontroll

csoport értékeihez viszonyitva, bar ez nem szignifikans.

3.) a-MSH hatdsa az apoptozisra:

7. abra. o-MSH hatasa a DNS fragmentalédasra

1. Nem iszkémias, aerob kontroll

2. IS/RE, gyogyszermentes kontroll
3. IS/RE, 40 pg/ttkg ao-MSH

4. IS/RE, 200 pg/ttkg a-MSH

5. IS/RE, 400 pg/ttkg a-MSH
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A 7. abran jol lathato, hogy az IS/RE soran karosodott kezeletlen kontroll, ill. a 40
pg/ttkg a-MSH-val kezelt allatok esetében észlelheté a ,,DNS-Iétra”, hiszen létrejott a
programozott sejthalal folyamata, amit a DNS fragmentacioja jelez (2. és 3.oszlop). A 200
ug/ttkg és 400 pg/ttkg a-MSH-val kezelt allatok esetében pedig gyakorlatilag ugyanaz lathato,
mint a nem iszkémias, aerob kontrollnal, azaz a DNS toredezése elmarad. Ezek utan
indokoltan kezdtliink bele a kdvetkezd munkafazisba, hiszen ha az eldkezelés gatolta az

apoptézist, akkor nagy valoszintiséggel képes csokkenteni az infarktusos teriilet nagysagat is.
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4.) a-MSH hatdsa az infarktusos teriilet nagysdagdra:

A. Kezeletlen sziv B. 40 pg/ttkg a-MSH-val kezelt
IS/RE utani metszetei sziv IS/RE utani metszetei

C. 200 pg/ttkg a-MSH-val kezelt D. 400 pg/ttkg a-MSH-val kezelt

sziv IS/RE utini metszetei sziv IS/RE utani metszetei

8. abra. Az a-MSH kezelés hatasa az infarktusos teriiletre
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A kezeletlen sziv infarktusos teriiletének nagysaga 38+5 %. Ez azt jelenti, hogy a sziv
tobb mint harmad része sériilést szenvedett az iszkémia miatt. A 40 pg/ttkg a-MSH-val kezelt
sziveknél az infarktusos teriilet nagysaga 35+4 %. A 200 ng/ttkg a-MSH-val kezelt sziveknél
ugyanez az érték 17+£3 %-ra csokkent. A 400 pg/ttkg a-MSH-val kezelt szivek infarktusos

tertiletének nagysaga 19+4 % volt.

9. abra. Az a-MSH infarktusos teriiletek nagysagara gyakorolt hatasa
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A 40 pg/ttkg-os o-MSH kezelés nem volt képes megvédeni a miokardiumot a koronaria
okkluzi6 soran bekdvetkezett kdrosodastol, nem javitott az IS/RE altal kivaltott szovetelhalas
mértekén. A 200 pg/ttkg és 400 pg/ttkg o-MSH-val kezelt szivek esetében szignifikans
javulas volt tapasztalhatd. Az alkalmazott kdzepes és nagy dozisu kezelés mintegy felére

csokkentette az infarktusos teriilet nagysagat (9. ébra).
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I1. A prekondicionalas hatasa

1.) A koleszterin diéta hatdsa a szérumszintre:

A koleszterin szérumszintjének valtozasa 8 hetes koleszterindiétat
kovetéen

koleszterin szérumszint (mmol/L)

0 2 4 6 8
idd (hét)

—e— nem-hiperkoleszterinémias kontroll —— hiperkoleszterinémias

10. abra. A koleszterin szérumszintjének valtozasa 8 hetes koleszterin diétat kovetden

A *-al jelolt értékek  szignifikdnsak (*p<0.05) a nem-hiperkoleszterinémids kontroll
csoportokhoz képest. A koleszterin diétdban nem részesiilt (nem-hiperkoleszterinémias)
csoportban a szérumban 1év0 koleszterin egyenletes plazmaszintet mutatott ( 2,2 mmol/L, 2,2
mmol/L, 2,4 mmol/L, 2,3 mmol/L, 2,4 mmol/L ). A hiperkoleszterinémias csoport vérének
koleszterin szintje mar a 2. héten 12,5 mmol/L-re (p<0,05), a 4. héten 23,8 mmol/L-re
(p<0,05), a 6. héten 22,4 mmol/L-re (p<0,05), a 8. héten 25,1 mmol/L-re (p<0,05) emelkedett.

Ezen értékek statisztikailag szignifikdnsan magasabbak voltak a kontroll csoportokhoz képest.
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2.) A prekondiciondlas hatasa a posztiszkémids szivfunkciok felépiilésére:

2/a. PC hatdsa a szivfrekvencidra:

A szivfrekvencia valtozasa a prekondicionalas soran azonos
koru, nem-hiperkoleszterinémias csoportokban

250 -
O no IS/RE

_ 200 4 W IS/RE
g O1XPC
§ 80 [0 2XPC
5 100 | W 3XPC
14

T 5 O04XPC

0 T T ]
iszkémia elott 60 perc 120 perc
reperfazio reperfazio

11. abra. A PC hatasa a nem-hiperkoleszterinémias nyulak szivfrekvenciajara

Aszivfrekvencia valtozasa a prekondicionalas soran azonos
koru, hiperkoleszterinémias csoportokban

250 - O no IS/RE

- 200 - l IS/RE
@ O1XPC
2 150 -

8 O02XPC
S 100 | B 3XPC
14

T 5p- O 4XPC

0 T T ]
iszkémia elott 60 perc 120 perc
reperfazio reperfazié

12. abra. A PC hatasa a hiperkoleszterinémias nyulak szivfrekvenciajara
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2/b. A PC hatasa a koronaria ataramlasra:

A koronaria ataramlas valtozasa a prekondicionalas soran
azonos koru, nem-hiperkoleszterinémias csoportokban

Ono IS/RE
100 - mIS/RE
. * . * O1XPC
S 80 - O2XPC
S 60 - m3XPC
E O4XPC
= 40 -
T
© 20-
0 L) L)
iszkémia el6tt 60 perc 120 perc
reperfazié reperfuzié

13. abra. A PC hatasa a nem-hiperkoleszterinémias nyulak koronaria atiramlasara

A koronaria ataramlas valtozasa a prekondicionalas soran
azonos koru, hiperkoleszterinémias csoportokban

Ono IS/RE
mIS/RE
O1XPC
O2XPC
m3XPC
O 4XPC

100 -

CF (ml/perc)

iszkémia elo6tt 60 perc 120 perc
reperfuzié reperfuzié

14. abra. A PC hatasa hiperkoleszterinémias nyulak koronaria ataramlasara
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2/c. A PC hatdsa az aorta kiaramlasra:

Az aorta kidramlas valtozasa a prekondicionalas soran azonos
koru, nem-hiperkoleszterinémias csoportokban

120 -
100 -
_} O no IS/RE
T 80 ; T .  HISRE
*
= 60 « 0 1XPC
E * 0 2XPC
% 40 - W 3XPC
O 4XPC
20 A
0 L) L) L)
iszkémia el6tt 60 perc reperfiuzié 120 perc
reperfuzié

15. abra. Az aorta kidramlas valtozasa a prekondicionalas soran azonos koru,
nem-hiperkoleszterinémias csoportokban

Az aorta kiaramlas valtozasa a prekondicionalas soran azonos
koru, hiperkoleszterinémias csoportokban

120 -
100 -
80 O no IS/RE
5 ]
o m IS/RE
& +
e o En O 1XPC
£ 0 2XPC
< . B 3XPC
O 4XPC
20 -
0 . . .

iszkémia elo6tt 60 perc reperfuzié 120 perc reperfuzié

16. abra. Az aorta kiaramlas valtozasa a prekondicionalas soran azonos koru,
hiperkoleszterinémias csoportokban
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2/d. A PC hatdsa a bal kamrai nyomdsra:

A bal kamrai nyomas valtozasa a prekondicionalas soran azonos
koru, nem-hiperkoleszterinémias csoportokban

20 -
I %
15 -
* Ono IS/RE

E HmIS/RE
< f *  O1XPC
% * O02XPC
2 m4XPC
O04XPC

5 -

0 L) L) |}

iszkémia elo6tt 60 perc reperfuzié 120 perc reperfuzio

17. abra. A bal kamrai nyomas valtozasa a prekondicionalas soran azonos koru, nem-
hiperkoleszterinémias csoportokban

A bal kamrai nyomas valtozasa a prekondicionalas soran azonos
koru, hiperkoleszterinémias csoportokban

20 -

15 - O no IS/RE
© H IS/RE
o
= 10 O1XPC
% 0 2XPC
3 B 3XPC

5 - * * O 4XPC
* *
0 ) ) L)
iszkémia elo6tt 60 perc reperfuzié 120 perc reperfuzio

18. abra. A bal kamrai nyomas valtozasa a prekondicionalas soran azonos Kkoru,
hiperkoleszterinémias csoportokban
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Tanulmanyaink masodik részében a PC hatdsait hasonlitottuk Ossze a nem-
hiperkoleszterinémids ¢és a hiperkoleszterinémias csoport eredményeinek tiikrében. A
posztiszkémids szivfunkciok egylittes értékelésére azért van sziikség, mert ez igy képez
komplex logikai rendszert. A jelmagyarazat kiegészitéseként meg kell emliteniink (dmbar a
roviditések listajan szerepel) azok pontos jelentését. A ,,no IS/RE” aerob (negativ) kontrollt
jelenti, tehat ebben az esetben nem tortént 30 perc iszkémia és 120 perc reperfuzid. Az IS/RE
a pozitiv kontrollt jelenti, azaz a szivet 30 perc iszkémidnak és 120 perc reperfuzionak
vetettiik alad. Az 1XPC, 2XPC, 3XPC, 4XPC azt jelenti, hogy a 30 perc iszkémiat megel6z6en
a sziveken hany ciklusi PC-t hajtottunk végre. Az iszkémia el6tti vizsgalatokban azt talaltuk,
hogy a nem-hiperkoleszterinémias csoport HR, CF, AF, LVDP ¢értékeihez képest a
hiperkoleszterinémids csoport ugyenezen értékei szignifikans csokkenést mutattak (p<0,05).
Mivel kisérleteinknek nem az volt a f6 célja, hogy valaszt kapjunk a koleszterindiéta

A szivfrekvencia vizsgalataiban nem talaltunk szignifikéns eltérést a reperfiizio sordn.
A koronaria atdramlasnal azt tapasztaltuk, hogy a 3XPC ill. a 4XPC jétékony hatdsunak
bizonyult a C csoportban a pozitiv kontrollhoz képest. A C pozitiv kontroll CF értéke a 60.
percben 52+5 ml/perc, a 120. percben 51+£5 ml/perc. Ehhez képest a 3XPC CF értéke a 60.
percben 675 ml/perc (p<0,05) a 120. percben 676 ml/perc (p<0,05) és a 4XPC CF értéke a
60. percben 70+6 ml/perc (p<0,05) a 120. percben 69+6 ml/perc (p<0,05), amelyek
statisztikailag javulast mutatnak. A hiperkoleszterinémias csoportban sem javulas, sem romlas
nem volt tapasztalhat6 a reperfuzié soran a koronaria ataramlés tekintetében.

A C csoportban a pozitiv kontroll AF értéke a reperfuzid 60. percében 1913 ml/perc a
120. percben 17£3 ml/perc. Ezen érték a 3XPC hatasara a 60. percben 41+6 ml/perc (p<0,05),
a 120. percben 47+7 ml/perc (p<0,05), és a 4XPC hatasara a 60. percben 555 ml/perc
(p<0,05), a 120. percben 53+6 ml/perc (p<0,05). Az egészséges allatok AF értékeit
kedvezden befolyasolta a PC, hiszen statisztikailag szignifikans ndvekedést lathatunk (15.
abra). Az AF a HC csoportban a reperfiizié6 60. percében a pozitiv kontroll esetén 12+2
ml/perc, a 120. percben 11+2 ml/perc. Ugyanezen érték a 3XPC hatdsara a 60. percben 7+1
ml/perc (p<0,05), a 120. percben 61 ml/perc (p<0,05), és a 4XPC hatasara a 60. percben 5+1
ml/perc (p<0,05), a 120. percben 4+1 ml/perc (p<0,05). A HC csoportban tehat a PC a remélt

javulassal ellentétben szignifikans romlast eredményezett az AF tekintetében (16. dbra).

A 17. abrarol leolvashatjuk, hogy a C csoportban a pozitiv kontroll LVDP értéke a
reperfuzio 60. percében 7,7£0,5 kPa, a 120. percben 2,4+0,5 kPa. Ezen érték a 3XPC hatasara
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a 60. percben 11,4+0,9 kPa (p<0,05), a 120. percben 6,7+0,8 kPa (p<0,05) és a 4XPC hatasara
a 60. percben 12,8+0,8 kPa (p<0,05), a 120. percben 7,6+0,9 kPa (p<0,05). Az egészséges

allatokra tehat ebben az esetben is kedvezden hatott a PC.

A 18. abra jol demonstralja, hogy a HC csoportban a pozitiv kontroll LVDP értéke a
reperfiizio 60. percében 5,41+0,7 kPa, a 120. percben 5,1+0,6 kPa. Ez az érté¢k a 3XPC hatésara
a 60. percben 3,6+0,2 kPa (p<0,05), a 120. percben 3+0,2 kPa (p<0,05) és a 4XPC hatdséra a
60. percben 2,7+0,2 kPa (p<0,05), a 120. percben 2,4+0,2 kPa (p<0,05).

Eredményeink, dsszhangban szamos korabbi tanulméannyal azt igazoljak, hogy a PC
jelensége képes megvédeni az ép miokardiumot az IS/RE soran elszenvedett kdrosodasoktol
(Baxter és mtsai. 1995., 1996., Dickson és mtsai. 2001., Iliodromitis és mtsai. 1997.,
Kositprapa ¢és mtsai. 2001., Morgan ¢és mtsai. 1999., Schultz ¢és mtsai. 1998.). Azt
mindenképpen hangsulyoznunk kell, hogy az eldzdleg ,,sériilt” beteg allatok esetén a PC a
posztiszkémids szivfunkciok terén nem bizonyult hasznosnak, sét kimondottan karosnak
tekinthetd az iszkémids szivizomkarosodas felépiilése szempontjabol. Végiil a grafikonokrol

azt is leolvashatjuk, hogy a PC nem okoz szignifikans valtozast 1 ill. 2 ciklusszam esetén.

32



3.) Prekondiciondlds hatdsa az infarktusos teriilet nagysdagdra:

19. abra. A prekondicionalas hatasa az infarktusos teriilet nagysagara, azonos koru,
nem-hiperkoleszterinémias, izolalt nytlsziv-modellben

20. abra. A prekondicionalas hatasa az infarktusos teriilet nagysagara, azonos kor,
hiperkoleszterinémias, izolalt nyulsziv-modellben
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A 19. abra mutatja, hogy az egészséges ( C ) allatok sziveinek tobb mint harmad része (39+6
%) elhalt a 30 perc iszkémia és a 120 perc reperfuzid soran. A PC ciklusszamatol fiiggden, az
elhalt teriilet nagysaga 1XPC esetén 3745 %-ra, 2XPC-nal 25£5 %-ra, 3XPC-nal, 21+7 %-ra
(p<0,05), 4XPC esetén pedig 2016 %-ra (p<0,05) csokkent. Az egészséges allatok sziveinek
tehat kimondottan elényos a PC, hiszen a 3XPC ill. a 4XPC szignifikans modon csokkentette
az infarktus kiterjedését, ami kedvezé moédon befolydsolja a sziv adaptacojat és tulélési
esélyét. A beteg allatok ( HC ) vizsgédlata soran azt figyelhetjik meg, hogy a
prekondicionalas ciklusszamatol fiiggden az infarktus mérete novekedett. A 20. 4bra azt
demonstralja, hogy a prekondiciondlds nélkiili HC-4s csoport szivei az IS/RE lejartaval 4445
%-0s szovetelhalast szenvedtek, amely majdnem a szivszovet felét jelenti. A HC-és
csoportban azonban a remélt protektiv hatds az elozé kisérletekkel megegyezden elmaradt,
hiszen a ciklusszdm novekedésével az infarktus nagysaga 45+5 %, 4916 %, 606 % (p<0,05),
59+6 %-ra (p<0,05) ndvekedett. Az infarktusos teriilet nagysaganak vizsgalata sordn arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PC az egészséges allatokon ( C ) jotékony hatasunak
bizonyult, ezzel szemben a beteg (HC) patkdnyok szivein nem javitott, hanem statisztikailag

is szignifikans elhalds ndvekedést (romlast) idézett eld.
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4.) A PC és a HC hatasa az aritmiak megjelenésére:

A hiperkoleszterinémia hatasa a reperfiizié indukalta aritmiak
eléfordulasara, izolalt dolgozé nyul szivben
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21. abra. A hiperkoleszterinémia hatasa a reperfuzié indukalta aritmiak el6fordulasara

A prekondicionalas hatasa a reperfuzié indukalta aritmiak
eléfordulasara, izolalt dolgoz6 nyul szivben
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22, abra. A prekondicionalas hatasa a reperfuzio indukalta aritmiak elofordulasara

A 21. abra mutatja, hogy a 8 hetes koleszterindiéta hogyan befolydsolta az aritmiak
eléfordulasi gyakorisagat. A nem-hiperkoleszterinémids kontroll (C) csoportban a 30 perc

iszkémiat kovetden 17 %-ban fordult el a VF és 33 %-ban a VT. Ebben a kisérletben az
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iszkémia el6tt nem alkalmaztunk PC-t, mert arra voltunk kivancsiak, hogy a koleszterindiéta
milyen mdédon befolyasolja a sziv aritmidra vald hajlamat. Varakozasunknak megfelelden,
ezek az értékek mindkét esetben (VF, VT) 50 %-ra novekedtek a hiperkoleszterinémias
allatok esetén, ami azt jelenti, hogy a koleszterindus taplalék bevitele kimondottan
hatranyosan érintette a HC-4s csoport tagjait. Kisérletiinkben arra is valaszt kerestlink, hogy
mi torténik akkor, ha a két csoport elemeit 4XPC-nak vetjiik ald a 30 perces iszkémia eldtt. A
4XPC-t azért valasztottuk, mert az befolyasolta legnagyobb mértékben a posztiszkémias
szivfunkciokat és az infarktusos teriilet nagysagat is. A 22. 4bra jol szemlélteti, hogy az
egészséges patkanyoknal (C ) a 4XPC a VF-6t 8 %-ra, a VT-at pedig 17 %-ra csokkentette. A
(HC)-4s allatokban ezek az értékek mindkét esetben (VF, VT) 67 %-ra emelkedtek, ami egy
fokozott aritmiakészséget mutat. El6z6 kisérleteinkkel analog moédon a PC itt sem hozott

pozitiv eredményeket a ,,beteg” csoport szempontjabol.

III. A SSZK hatasa

1.) A SSZK hatdsa a posztiszkémids szivfunkciok felépiilésére:

1/a. SSZK hatdsa a koronaria ataramlasra:

SSZK hatasa a koronaria ataramlasra @Kontroll
m 50 mg/ttkg
SSZK
0100 mg/ttkg
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0200 mg/ttkg
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iszkémia elo6tt 60 perc reperfuzié 120 perc reperfuzio

23.abra. A SSZK hatasa a koronaria ataramlasra
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A kezeletlen csoport koronaria ataramlas értékei az iszkémiat kovetd RE soran 23,8+0,5
ml/perc értékrél 60 perc elteltével 19,0+0,9 ml/perc-re, illetve 120 perc elteltével 19,2+0,4
ml/perc-re valtoztak. Az 50 mg/ttkg SSZK kezelésben részesiilt allatok értékei az iszkémia
eldtti 22,44+0,9 ml/perc értekrdl 60 perc reperfuzid elteltével 18,9+0,9 ml/percre, 120 perc
reperfuzio elteltével pedig 17,5+1,1 ml/percre valtoztak. A 100 mg/ttkg SSZK-al kezelt
allatok értékei a fentiekkel egyezd protokoll szerint 22,7+1,4 ml/perc-rél 18,1£1,1 ml/perc-re,
ill. 17,740,9 ml/perc-re modosultak. A 200 mg/ttkg SSZK kezelésben részesiilt allatok
korondria ataramlés értékei 24,2+0,4 ml/perc-rdl 20,4+2,1 ml/perc-re, ill. 17,8+2,2 ml/perc-re
valtoztak.

A 23. abran lathato, hogy a SSZK kezelésben részestilt allatok CF értékei szignifikans
valtozast nem mutattak, még nagyobb dozis alkalmazidsa esetén sem, tehat a koronaria

ataramlasra a SSZK elékezelésnek izolalt patkany sziven nincs hatasa.

1/b. SSZK hatdsa az aorta kiagramlasra:

SSZK hatasa az aorta kiaramlasra O Kontroll
60 - [l 50 mg/ttkg SSZK
50 - T+ 0100 mg/ttkg
SSZK
2 Y9 [1200 mg/ttkg
o o0 . SSZK
E * 3 .
%
< 20 - .
10 A
0 L) v L}
iszkémia el6tt 60 perc 120 perc
reperfuzié reperfuzié

24. abra. A SSZK hatasa az aorta kiaramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A kezeletlen csoport aorta kidramlas értékei a RE folyaman 49,5+2.3 ml/perc értékrol
60 perc elteltével 11,1+£1,1 ml/perc-re , illetve 120 perc elteltével 10,6+£0,9 ml/perc-re

modosultak.
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Az 50 mg/ttkg SSZK kezelésben részesiilt allatok értékei 54,7+1,5 ml/perc-rol 11,1£1,1
ml/perc-re , ill. 10,2+0,8 ml/perc-re valtoztak. A 100 mg/ttkg SSZK-al kezelt allatok értékei
50,6+1,8 ml/perc-r6l 23,4+1,9 ml/perc-re (p<0,05), ill. 17,7+0,8 ml/perc-re (p<0,05)
valtoztak. A 200 mg/ttkg SSZK kezelésben részesiilt allatok értékei 49,6+2,3 ml/perc-rdl
25,3+1,8 ml/perc-re (p<0,05), ill. 19,4+1,2 ml/perc-re (p<0,05) modosultak.

A 24. abran lathato, hogy a 50 mg/ttkg SSZK kezelésben részesiilt allatok AF értékei
nem javultak, mig a 100 mg/ttkg ¢és 200 mg/ttkg SSZK-al etetett allatok értékei szignifikans
javulast mutattak a kontroll csoporthoz képest, tehat a nagyobb dozisti eldkezelések

kedvezOen hatnak az aorta kiaramlasra.

1/c. SSZK hatdsa a bal kamrai nyomdsra:

SSZK hatasa a bal kamrai nyomasra O Kontroll

m 50 mg/ttkg SSZK

20 -
0100 mg/ttkg
* SSZK
15 1 I * 1200 mg/ttkg
E I SSZK
X
= * %
o 104
S T
a
5 -
0 T T 1
iszkémia elo6tt 60 perc reperfazio 120 perc
reperfazio

25.abra. A SSZK hatasa a bal kamrai nyomasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A kezeletlen csoport bal kamrai nyomas értékei a RE folyaman 14,8+0,7 kPa értékrol
60 perc elteltével 5,7+0,5 kPa-ra, illetve 120 perc elteltével 5,5+0,4 kPa-ra valtoztak. Az 50
mg/ttkg SSZK-al kezelt allatok értékei a fentiek alapjan 14,5+1,0 kPa-rél 7,5+0,8 kPa-ra, ill.
5,240,5 kPa-ra moédosultak. A 100 mg/ttkg SSZK kezelésben részesiilt allatok értékei
14,140,5 kPa-ro6l 12,7+0,8 kPa-ra (p<0,05), ill. 8,24+0,6 kPa-ra (p<0,05), mig a 200 mg/ttkg
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SSZK-al eldkezelt allatok értékei 14,7+0,9 kPa-rél 12,94+0,7 kPa-ra (p<0,05), ill. 8,9+0,6
kPa-ra (p<0,05) valtoztak.

A 25. abrardl leolvashato, hogy az 50 mg/ttkg SSZK kezelésben részesiilt allatok LVDP
értékei nem javultak szamottevd mértékben a kontroll csoport értékeihez képest, ellenben a
100 mg/ttkg ill. 200 mg/ttkg SSZK-al kezelt allatok értékei szignifikdns novekedést mutattak.
A nagyobb dozisokkal kezelt allatok LVDP értékei az aorta kiaramlas értékeihez hasonldan,
szignifikans kiilonbséget nem mutattak, a preiszkémids fazisban. AZ LVDP értékei is
bizonyitjak, hogy a megfeleld dozisti standardizalt szdldkivonat szignifikansan javitja a

patkdnysziv pumpafunkciojat.

1/d. SSZK hatdsa a kardialis kiagramlasra:

Standardizalt sz6l16-kivonat hatasa a kardialis kiaramlasra
(aorta kiaramlas+koronaria ataramlas)

Okontroll
_ 80 -
£ = w50
e mg/ttkg
£ 60 - SSZK
@ % 0100
= % Ittk
E T % % gopc
[ AU £ 0200
=< mg/ttkg
2 SSZK
5 20 1
S
o
X

0 ) ) v
iszkémia el6tt 60 perc reperfazio 120 perc

reperfuzio

26. abra. A SSZK hatasa a kardialis kiaramlasra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A kardialis kidramlas értéke nem maés, mint a szivbdl kidramlo 0Osszfolyadék
mennyisége, azaz a korondria ataramlas és az aorta kiaramlas dsszege, amelyeket az el6z6 két
abra értékeibdl pontosan kiszamolhatok. Fontos megemliteniink, hogy az el6z6 abrakhoz
hasonloan itt is a nagyobb dozisok bizonyultak hatdsosnak, annak ellenére, hogy a koronéaria
atdramlas 6nmagdban nem okozott szignifikans valtozast. A 100 mg/ttkg és a 200 mg/ttkg

SSZK viszont szignifikéns javuldst okozott a kardialis kiaramlasban (p<0,05).
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1/e. SSZK hatdasa a ,, stroke-volume”-ra:

SSZK hatasa a "stroke-volume" mennyiségére

O kontroll
m 50 mg/ttkg
Uxddy SSzK
0,3 -
E 0100 mg/ttkg
E 0,25 - SSZK
S
- 0.2 4 * 0200 mg/ttkg
2 * SSZK
S T
S L %
2 0,15 - ¥
>
g
E 0,1 '
o
© 0,05
0 Y T ]
iszkémia elott 60 perc reperfuzié 120 perc reperfazio

27. abra. A SSZK hatasa a ,,stroke-volume”-ra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A ,stroke-volume” nem mds, mint az egy szivizom 0&sszehuzddassal kipumpalt
osszfolyadék mennyisége. Ertékét tehat ugy kapjuk, hogy a kardialis kidramlas értékét
elosztjuk a szivfrekvencidval. A kezeletlen csoport iszkémia el6tti 0,24+0,05 (ml/iités)
értékrodl 60 perc elteltével 0,11+0,01-re (ml/iités) ill. 120 perc elteltével 0,1+£0,01-re (ml/iités)
csokkent. Az 50 mg/ttkg SSZK-al etetett allatok szignifikdns javuldst nem mutattak
(0,25+0,05 ml-réol  0,1240,02 ml-re ill. 0,13£0,02 ml-re valtoztak szivizom
Osszehtizodasonként p<0,05). A 100 mg/ttkg SSZK-al eldkezelt allatokon azonban mar
szignifikans javulas volt észlelhetd, hiszen 0,234+0,04 ml-rél 0,16+£0,01 ml-re (p<0,05) ill.
0,14+0,01 ml-re (p<0,05) valtoztak 6sszehizédasonként.

A 200 mg/ttkg SSZK hasonloan jotékony hatastinak bizonyult, hiszen az értékeket szivizom
0sszehuzodéasonként 0,254+0,06 ml-rél 0,17+£0,01 ml-re (p<0,05) ill. 0,15£0,01 ml-re (p<0,05)

javitotta.
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2.) SSZK hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgdra:

28. abra. A SSZK hatasa az infarktusos teriilet nagysagara
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A kezeletlen kontroll csoport patkanysziveinek infarktusos teriiletének nagysaga
33,840,9 %, ami azt jelenti, hogy a sziv harmada elhalt. Az 50 mg/ttkg SSZK eldkezelés
hatasara ez az érték alig csokkent (32,7+0,5 %), tehat a legkisebb dozis alkalmazasa nem
bizonyult hatékonynak. Ezzel ellentétben a 100 mg/ttkg SSZK alkalmazédsa mar statisztikailag
szignifikans javulasnak tekinthetd, hiszen az elhalt teriilet 21,4+0,4 %-ra (p<0,05)
redukalodott. A 200 mg/ttkg SSZK bizonyult a leginkabb kardioprotektivnek az infarktusos
teriilet nagysaganak tekintetében, mert 20,2+0,5 %-ra (p<0,05) csokkentette az infarktus
kiterjedését. A posztiszkémids szivfunkciokkal megegyezden itt is a két nagyobb dozis

okozott szignifikans javulast.
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3.) SSZK hatdsa a szivben lévo malonaldehid koncentrdaciora:

29. abra. A SSZK hatasa a szivben 1évé MDA koncentraciéra
(* p < 0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva )

A szivben mérhet6 MDA koncentrdcid6 az egyik legmegbizhatobb és
legreprodukalhatobb kovetési modszer az oxidativ stressz mérésére. Minél magasabb a MDA
koncentracio, annal nagyobb mértékben van jelen az oxidativ stressz az adott szovetben, ezért
az olyan vegylletek, amelyek képesek a MDA szintet csokkenteni a szivben,
hozzajarulhatnak az IS/RE soran karosodott szivszovet adaptalodasadhoz.

Az MDA koncentracid a kezeletlen kontroll csoportokban 78,5+1,6 pgm/g volt. Az 50
mg/ttkg SSZK kezelés szignifikans valtozast nem okozott, mert a MDA koncentracid csupan
70,240,9 pgm/g-ra valtozott. A 100 mg/ttkg SSZK kezelés azonban mar 42,5+0,04 pgm/g-ra
(p<0,05) ill. a 200 mg/ttkg SSZK pedig 29,8+0,4 pgm/g-ra (p<0,05) csokkentette a MDA
koncentraciot a szivben. A nagyobb dozisit SSZK-ok alkalmazésaval tehat csokkenthetjiik az

oxidativ stresszt a miokardiumban.
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4.) A SSZK ,,scavenger” aktivitisa a hidroxil szabadgyokkel és a szuperoxid-

anionnal szemben:

30. abra. A SSZK "scavenger' aktivitisanak hatasa a hidroxil szabadgyokre

31. abra. A SSZK "scavenger' aktivitasanak hatasa a szuperoxid-anionra

43




Az oxidativ stressz meghatarozasdnak masik aspektusa a hidroxil szabadgyok és a

szuperoxid-anion mérése, kozvetleniil in vitro modon.
A 30-31. abrékon lathatd kontroll csoport nem tartalmazott SSZK-t, igy ennek megfeleléen
gyokfogd kapacitdsa nem lehetséges. A kontroll csoport értelemszertien nem képes sem a
hidroxil, sem a szuperoxid-anion megkdtésére, igy ebben az esetben a szabadgyokok maradék
mennyiségei 100 %-nak tekinthetd. A hidroxil szabadgyokok mennyisége 0,02 pg/ml SSZK
koncentraciondl mar 80 %-ra (p<0,05), 0,2 pg/ml SSZK-nél 42,9 %-ra (p<0,05), 1 pg/ml
SSZK-nal 13,6 %-ra (p<0,05), 2 png/ml SSZK-nal 5,7 %-ra (p<0,05), 3 png/ml SSZK-nal 2,2
%-ra (p<0,05) csokkent. Osszehasonlitas végett az 500 pg/ml DMTU 6nmagéaban 13,7 %-ra
(p<0,05) csokkentette a hidroxil szabadgyok maradék szazalékos mértékét.

A szuperoxid-anion mennyisége 0,02 pg/ml SSZK koncentracié esetén 62 %-ra
(p<0,05), 0,2 png/ml SSZK-nal 33 %-ra (p<0,05), 1 png/ml SSZK-nal 18,7 %-ra (p<0,05), 2
ng/ml SSZK-nél 13,3 %-ra és 3 pg/ml SSZK-nél 9,4 %-ra csdkkent. Osszehasonlitasként a 10
mU/ml SOD 14,1 %-ra (p<0,05) csokkentette a szuperoxid-anion szazalékos mértékét
onmagaban.

Osszefoglalva, a SSZK ,,scavenger” aktivitasat illetden elmondhatjuk, hogy maér a
legkisebb dozisi kivonat is szignifikansan csokkentette a szabadgyOokok jelenlétét,

hozzéjéarulva igy a miokardium védelméhez.
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Diszkusszio

a, o-MSH Kkezelés:

Koztudott, hogy az iszkémia alatt karosodott miokardium a reperfuzié soran tovabb
sériilhet (Tennant és mtsai. 1985). A folyamatban szerepet jatszd faktorok behatobb
tanulmanyozasa, ismerete eldsegitheti a témakor klinikai fontossaganak felbecsiilését, és a
megeldzés terapids megkozelitésében is hasznosnak bizonyulhat.

Sok tényezordl Aallitottdk, hogy kritikus szereppel bir az IS/RE indukélta
szivizomkarosodas kialakulasadban, de ezen tényezdk fontossaga ma mar bizonytalan, s6t néha
ellentmondasos. Amennyiben sikeril akar egyetlen patologias faktort vagy
szignaltranszdukcids Utvonalat befolyasolnunk, és a megfeleld korélettani utat gatolni tudjuk
— pl. farmakolodgiai beavatkozas hatasara — akkor képesek lehetiink javitani a posztiszkémias
szivfunkciokat.

A kisérleteink egyik részében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az a-MSH
kezelés kedvezden tudja-e befolyasolni az IS/RE soran karosodott miokardiumot. Vizsgalni
kivantuk az o-MSH hatdsat a posztiszkémias szivfunkcidok felépiilésére ¢és a reperfizid
indukalta aritmidk kialakulasanak csokkentésére. Valaszt szerettiink volna kapni arra, hogy az
o-MSH képes-e gatolni az apoptoézist, és ha igen, akkor mekkora dozis sziikséges a
programozott sejthalal gatlasdhoz. Tovabba kivancsiak voltunk arra, hogy korondria lekotés
soran képes-e az a-MSH csokkenteni az infarktusos teriilet nagysagat.

Kisérleteink igazoltak, hogy a 200 pg/ttkg és a 400 ug/ttkg a-MSH eldkezelés a
posztiszkémias periodus alatt szignifikdnsan javitotta a CF, AF, ill. LVDP ¢értékeket
Osszehasonlitva a kezeletlen kontroll allatok értékeivel.

Mar kordbban leirtdk, hogy a szivfrekvencidt csokkentd vegyiiletek (gyogyszerek)
képesek megvédeni a miokardiumot az IS/RE karos hatasaitél (Bernier és mtsai. 1989).
Fontos megjegyezni, hogy kisérleteinkben az o- MSH protektiv hatdsahoz nem kapcsolodik
semmilyen valtozas a szivfrekvencidban. Mivel az o- MSH kezelést az iszkémia kivaltasa
elétt 12 oraval hajtottuk végre, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a protektiv hatas jelentds
része mar a preiszkémias fazisban bekovetkezik. Ezt a megallapitast timasztja ala az a tény is,
hogy a 200 pg/ttkg és 400 ng/ttkg a-MSH-val eldkezelt allatok preiszkémias AF és LVDP
értékei megnovekedtek a kontroll csoport értékeihez képest. Erdekes ugyanakkor, hogy a CF

értekeinél nem tapasztaltunk hasonl6 valtozast a preiszkémias fazisban, bar a reperfuzios fazis
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alatt regisztralt értékek az AF és az LVDP értékeihez hasonldoan szignifikdns mértékben
javultak a kontroll csoportok értékeihez viszonyitva.

Az o-MSH szivfunkciokra kifejtett kedvezé hatdsanak lehetséges magyarazataként
azokra a kisérleti eredményekre utalunk, melyek azt tdmasztjak ala, hogy a melanokortin
peptidek gatolni képesek a szivben az iszkémia altal kivaltott szdvetkarosodas mértékét
azaltal, hogy csokkentik a szivizom aritmia készségét (Bazzani és mtsai. 2001). A peptid
hatasaért az indukalhato NO-szintdz enzim aktivitds csokkenését és a szabadgyokok
keletkezésének gatlasat teszik feleldssé. Megfigyelések szerint a hatds kifejlodéséért a
melanokortin receptorok (MC1-MCS5 receptor csaladd) koziil az MC3 tehetd feleldssé (Guarini
¢s mtsai. 2002., Miori és mtsai. 2003). A munkacsoport vizsgalatai viszont azt igazoltak, hogy
az MC receptor csaladtol fiiggetlen lehet a citoprotektiv hatas, mivel a peptid egy fragmense
(ACTH4-10, amely vegyiilet nem hat MC receptorokon) is képes kivédeni az iszkémia altal
kivaltott szovetkdrosodast. A gasztrointesztindlis traktusban végzett kisérletek alapjan (Zou és
mtsai. 2003) feltételezziik, hogy a hatdsban szerepet jatszik a NF-xB, IL-6 és a neutrofil
granulocytdk infiltraciojanak csokkentése, illetve a hemoxigendz-1 (HO-1) enzim
expressziojanak novelése.

A reperfuzio soran fellépd aritmiak kialakulasat a 200 pg/ttkg és a 400 pg/ttkg o-
MSH eldkezelés redukalta, védve ezzel a szivet a kimeriiléstol. Felmeriil a kérdés, hogy a
reperfuzid sordn megfigyelt antifibrillacios hatas az o-MSH hatésainak direkt kovetkezménye,
vagy masodlagosan jelentkezik mas mechanizmusokhoz kapcsoltan. Emlitést érdemelnek a
Vecsernyes és mtsai. (2000) altal kozolt eredmények, miszerint az a-MSH eldkezelés képes
megemelni a vér gliikokortikoid szintjét. A gliitkokortikoidok szintjének emelkedése megvédi
az IS/RE-n atesett szoveteket feltehetdleg a hdsokk fehérje 72 ¢és szabadgyok
mechanizmusokon keresztiil (Pearl és mtsai. 2002., Valen és mtsai. 2000).

Az apoptdzis gyakran bekovetkezik mind akut, mind krénikus szdvetkarosodas esetén,
melyért kiilonbozd szignaltranszdukcidés és molekularis folyamatok feleldsek, bar ennek
pontos hattere még nem ismert.

Az adatok egyértelmiien bizonyitjak, hogy a 200 pg/ttkg és a 400 pg/ttkg o-MSH
elékezelés csokkentette az apoptozis mértékét. Ennek egyik lehetséges okat Jo és mtsai.
(2001) kutattak, melyben kimutattak, hogy az a-MSH szignifikdnsan csokkenti a Fad és Fas
ligand proteinek expressziojat, védve ezzel az IS/RE soran karosodott szivet. Hasonlo
védohatast irtak le Bazzani és mtsai. (2001) az ACTH egy masik aktiv fragmensével
kapcsolatban.

Erthetd feltételezésiink volt, hogy ha az apoptézis mértéke az eldkezelések hatasara

csokkent, akkor az a-MSH képes lehet limitalni az infarktusos teriilet nagysagat is, mivel a
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nekrotizalt sejtek kozott apoptotikus sejteket is talaltak az infarktusos teriileteken (Elsasser és
mtsai. 2000., Jonassen €és mtsai. 2000., Maulik és mtsai.1998). Bar még nem tisztazott, és nem
is képezi jelen tanulmany targyat annak eldontése, hogy milyen mértékben szerepel az
apoptozis ¢€s a nekrozis kiilon-kiilon a miokardialis infarktus kialakuldsaban, de valdsziniileg
egy ,nekro-apoptotikus” mechanizmus idézi eld a sejtkdrosodast. Az o-MSH és a
melanokortin  peptidek gyulladascsokkentd hatasat tobb esetben, igy artritiszben ¢és
iszkémiaban is igazoltak (Wikberg és mtsai. 1999). Ez a hatds gyakran hozhat6 0sszefiiggésbe
gyulladast kivaltd citokinek — mint az interleukin-1a, interleukin-1p, interleukin-6 és tumor
nekrosis faktor-o (TNF-a) — cs6kkent termelddésével, illetve gyulladdscsokkentd citokinek —
interleukin-10, interleukin-8 — megndvekedett mennyiségével (Luger €s mtsai. 1997).

A kisérletsorozatbol egyértelmiien kitiinik, hogy a 200 pg/ttkg és a 400 pg/ttkg o-
MSH eldkezelés az infarktusos teriilet nagysadgat szignifikdns mértékben csokkentette .Az
eredményeket elemezve feltlinik, hogy a 200 ug/ttkg és a 400 ng/ttkg a-MSH elékezelés
hatasai nem kiillonboznek egymastol szignifikdns mértékben. Ez felveti annak a
valoszinliségét, hogy az a-MSH hatdsa, illetve a hatas kialakulasdban legaldbb részben

szerepet jatszo MC-receptorcsalad szaturalodik.

b, Prekondicionalas hatasa:

A prekondicionalds jelenségét mar évtizedek ota ismerjiik. A ,,védelem elsé
ablakaként” Murry és mtsai. (1986) mutattdk be eldszor, hogy a szivszovet ATP kimertilését
lassitani lehet, ha az iszkémids periddust egy rovid iszkémia és egy rovid idStartamu
reperfizid elézi meg. Kutydkon végzett kisérleteik alapjan azt talaltdk, hogy 5 perc a.
circumflexa okklizié majd 5 perc reperfiizié utani iszkémias inzultus sordn szignifikdnsan
csokkent az infarktusos teriilet nagysaga, ahhoz a csoporthoz képest, ahol a rovid
iszkémia/reperfizios prekondicionalds kimaradt. A kutatok ezutdn azt vizsgaltdk, hogy a
rovid iszkémia/reperfizios periodusok hasznosak-e abban az esetben is, hogy ha a ,,hossza”
idejii iszkémiat nem kozvetleniil a prekondicionalas utan, hanem azt kévetéen 24 oraval
idézziikk eld. Az eredmény biztatd volt, hiszen a prekondiciondlt szivek sokkal jobb
paramétereket mutattak a kontroll (nem-prekondicionalt) csoporthoz képest, akar 24 ora
mulva is. Ezt nevezték a ,,védelem masodik vonalanak™ (Baxter ¢s mtsai. 1994). Szamos
tanulmanyban foglalkoztak a prekondicionalassal, hogy kideritsék annak pontos okéat és
részletes hatdsmechanizmusat. Azt azonban meg kell jegyezniink, hogy inkdbb Osszetett

crer

lenne felelds a prekondicionalas jotékony hatasaért.
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Az alabbiakban a teljesség igénye nélkiil emlitjiik meg a legfontosabbakat:
nyulon végzett kisérletben a norepinefrinnel kezelt allatok sziveinek infarktusos teriiletének
nagysaga szignifikans csokkenést mutatott a kezeletlen kontroll allatokhoz képest. Ezzel
Osszhangban o-adrenerg-blokkolo (prazozim) elézetes adasaval a védd hatas elmarad. Az
infarktusos tertilet csokkenése nem csak a norepinefrin adasaval valthato ki, hanem olyan
molekuldkkal is, amelyek a norepinefrin felszabaduldsat serkenteni képesek, pl.: tiramin
(Bankwala és mtsai. 1994).

A protein tirozin kindzok szignaltranszdukcids folyamata szintén kritikus 1épést jelent
a prekondicionalasban. Az Src tirozin-kinaz inhibitorok iszkémia el6tti adasa csokkenti az
infarktusos teriilet nagysagat (Hattori és mtsai. 2001). Az Src és Lck tirozin kinazok
aktivacigjat a prekondiciondlds sordn Ping ¢és mtsai. (1999) is lejegyezték. Ugyanez
elmondhat6 a hésokk fehérje 27 kinazrol és a kazein kindz 2-rdl is (Kim és mtsai. 1999), s a
protein tirozin-kinazok pedig kapcsolatban vannak a NO produkciéval (Tang €s mtsai. 2003).
A MAPKAPK2 ¢s a p38 MAPK szerepe szintén igazolt a prekondicionalasban (Nakano és
mtsai. 2000).

A foszfolipdz D (PLD) stimulécidja is jelentés védelmet nyljt a miokardiumnak,
melyet natrium-oleat (aktivalja a PLD-t) elékezeléssel bizonyitottak (Cohen €s mtsai. 1996).

Fontos még emlitést tenniink a delta-opioid receptorok fontossagardl, melynek
hatékonysagat naloxon ill. naloxon methiodiddal igazoltdk. A kisérlet soran a kis dézist
naloxon methiodiddal parcidlis blokkolast értek el, ami a kardioprotektiv hatds elmaradasat
jelentette. A kis dozist naloxon nem befolydsolta a védd hatast, igy arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy a kardioprotektiv hatas kifejlodéséért periférids receptorok a felelések (Dickson
¢s mtsai. 2001., Schultz és mtsai. 1997).

A G i (Hu és mtsai. 1995.), NF-xB (Morgan ¢és mtsai. 1999., Sasaki és mtsai. 1999),
bradikinin (Kositprapa és mtsai. 2001), szabadgyokok (Lebuffe és mtsai. 2003., Oldenburg és
mtsai. 2002), prostanoidok (Li és mtsai. 1992., Vegh és mtsai. 1990., Xuan és mtsai. 2003), €s
az angiotenzin receptorok (Fryer és mtsai. 2002) szerepe szintén igazolt.

Attol fliggetleniil, hogy a mai napig erds vitdt valt ki, ennek ellenére a két
legfontosabb mechanizmus nagy valészintiséggel az ATP-szenzitiv K csatorndk (Karp ) és az
adenozin ill. az adenozin- receptorok mikodése (Auchampach és mtsai. 1992., Gross ¢és
mtsai. 2002., Schwartz és mtsai. 2002., Wang ¢és mtsai. 2001). Bar ellentmond6 adatok is
napvilagot lattak, az adenozin-receptorok szerepét mindenki elfogadta és alatamasztotta.
Ennek bizonyitdsidra adenozin-receptor-blokkolokkal (PD 115, 199) kezelték a sziveket, s

ebben az esetben a kardioprotektiv hatas elmaradt (Bunch és mtsai. 1992., Cave és mtsai.
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1993., Thornton ¢és mtsai. 1993). Liu és mtsai. (1992) azt igazoltdk, hogy ha adenozin Al-
receptor agonistaval ( 2-chloro-N6-cyclopentyladenosin) kezelték a sziveket, akkor a
protektiv hatas ugyanugy kifejlodott, mintha az prekondicionalassal jott volna létre. A
késobbiekben az adenozin hatasait szoros Osszefliggésbe hoztdk a foszfatidilinozitol 3-
kin4zzal és a tirozin-kinazzal (Krieg és mtsai. 2002., Qin és mtsai. 2003). A fent emlitett
tanulmanyok soran kiemelt fontossagu, hogy a kiilonb6z6 hatdstani mechanizmusok
tanulmanyozasa soran a kutaték elsésorban nem beteg, hanem ép, egészséges szivekkel
kisérleteztek. Az egészséges sziven megfigyelt jotékony hatdsok ellenére egy eldzdleg
karosodott, beteg sziv egészen masképp reagéilhat a prekondiciondldsra, mint az egészséges
szivszovet. Eppen ezért tartottuk fontosnak, hogy PC kisérleteinket ne csak egészséges,
hanem beteg sziveken is elvégezziik.

Jelen tanulményunknak nem volt célja a hatdsmechanizmusok vizsgalata, célunk
annak feltérképezése volt, hogy a PC jotékony hatésai kifejezddnek-e el6zdleg sériilt (beteg)
hiperkoleszterinémias sziven, ¢és ha igen, akkor azok milyen médon befolydsoljak a
szivfunkciokat (HR, CF, AF és LVDP), az infarktusos teriilet nagysagat és az aritmidk
eléfordulasi gyakorisagat. A kisérletek alapjan lathatjuk, a kutatok az ép sziven vizsgalt
prekondicionalds hatdsmechanizmusénak felderitését helyezték eldtérbe, hattérbe szorultak
viszont olyan faktorok, amelyeknek valoban sziiksége lenne a PC jotékony hatasara, mint pl.:
diabétesz mellitusz, Oregedés, ateroszklerozis, hipertréfia, hipertonia, szivelégtelenség.
Erdemes megemliteni Ghosh és mtsai. (2001) eredményeit, mely szerint a diabéteszes
szivekben a prekondiciondlds jotékony hatdsdnak hidnya, a mitokondrialis Karp-csatorndk
diszfunkciodja a felelds, ami eltérd szignal-transzdukcids utvonalat eredményez az egészséges
szivekhez képest.

Egy masik fontos faktor az oOregedés. Az idds emberek szervezetébe bevitt
gyogyszerek farmakokinetikdja és farmakodindmidja erdsen kiillonbozhet a fiatal vagy akar a
kozépkoru betegekétdl, ami miatt mas dozisban kapjak gyogyszereiket. Ennek kapcsan teljes
joggal mertiil fel az a kérdés, hogy a PC hatdsai hogyan valtoznak a kor elérehaladtaval.
Publikéciok tucatjai szamoltak be a PC és az oregedés kapcsolatarol. Kivétel nélkiil, egymas
kisérleteit megalapozva irtdk le tapasztalataikat arrol, hogy a PC jotékony hatdsai csokkenek
vagy teljesen meg is szlinhetnek id6sebb betegekben (Lee és mtsai. 2002., Longobardi és
mtsai. 2000., Wu és mtsai. 2001). Ezért is volt fontos, hogy munkank soran az egészséges €s
az elézoekben ,sérilt” allatok is egyarant azonos kortiak legyenek. Itt érdemes
megjegyeznlink, hogy ha egy akut miokardidlis infarktust eldtt 48 oraval angina pectoris
¢észlelhetd, akkor az infarktus lefolydsa sokkal stabilabb, kisebb karosodassal jar és sokkal
kisebb a hirtelen szivhalal bekdvetkezésének esélye. Azonban ez a megallapitds elsGsorban
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fiatal és kozépkoru betegekre igaz. Az id6s embereken sajnos az el6zdekben kialakult anginas
roham nemhogy javitana, hanem ront a miokardium allapotan (Abete ¢s mtsai. 1997).

A prekondicionélds kardioprotektiv hatdsanak elmaraddsardl masok is beszamoltak.
Szilvassy ¢€és mtsai. (1995) ,pacing”-el indukalt prekondiciondlas soran, szintén a
kardioprotektiv hatds elmaradasat tapasztaltdk ateroszklerotikus nyulakban. Kyriakides és
mtsai. (2002) hiperlipidémids csoportban vizsgaltdk a ballon ismételt felfujasanak hatasait
angioplasztika soran. Kisérleteik azt mutatjak, hogy a miokardialis iszkémia redukcidja
elmaradt a beteg csoportban, azonban a koleszterol plazma szintjének csokkentésével a
kardioprotekcid megjelenésére szamithatunk. A fentiek alapjan lathatjuk, hogy a
hiperlipidémia negativ médon befolyasolja a PC hatasait, bar ennek a pontos okat azonban
még nem tudjuk. A mitokondridlis és szarkolemma membran mikroviszkozitdsanak
megvaltozasa ill. a lipidek akkumulacioja és redisztribticidja a miocitdkban feltehetéen inkabb
feleldssé tehetdk, mintsem a szérum magas lipoprotein szintje, mivel a miocitdk morfoldgiai
valtozasa mar tiz napos koleszterindus diéta esetén kimutathaté (Hexeberg és mtsai. 1993.,
Venter ¢s mtsai. 1991). Ezzel 0sszhangban elérehaladott HC esetén a prekondicionalt,
1szkémia/reperfuzionak kitett szivszovet nem képes regeneralodni, igy egyre jobban romlo
szivfunkciokat, az infarktus kiterjedését, aritmidkra valé nagyobb hajlamot mutatnak.

Ahhoz, hogy egyértelmiien eldonthessiik azt a kérdést, hogy a prekondicionalasnak
kedvez0 hatdsa van-e a beteg sziven is, ahhoz 0Osszehasonlitast kellett végezniink a
szivfunkciok, az infarktusos teriilet, az aritmiak el6forduldsanak gyakorisaga (VT, VF) terén,
az azonos kort egészséges (nem-hiperkoleszterinémids) és az elézdleg karosodott szivil
nyulak (hiperkoleszterinémias) kozott. Eredményeinkbdl kitlinik, hogy az azonos kora
hiperkoleszterinémias nyulak posztiszkémids funkcidi erdteljesen leromlottak, és az
infarktusos teriilet mérete szignifikdnsan megnétt az eldzetes PC hatasara, annak
ciklusszamatol fiiggéen. Modelliinkben az eldrehaladott HC kialakuldsa utan (8 hét),
szivelégtelenség kifejlodését figyeltiikk meg, még a prekondicionélés és az iszkémia/reperfuzio
elétt. A nem-hiperkoleszterinémias allatokban a reperfiziéo indukalta VF ill. a VT
eléfordulasa 17 % ill. 33 % volt, ami a hiperkoleszterinamias allatok esetében 50 % ill 50 %-
ra novekedett. Amennyiben az iszkémia/reperfuzio eldtt ,négy ciklust” (4XPC)
prekondiciondalassal befolyasoltuk a sziveket, akkor a nem-hiperkoleszterinémias csoportban a
VF ¢és VT értékei 8 %-ra ill. 17 %-ra csokkentek. Ezzel ellentétben a hiperkoleszterinémiés
csoportban a VF és a VT értékei 67 %-ra ill. 67 %-ra novekedtek.

Eredményeink tehat a nem-hiperkoleszterinémias csoportban megerdsitették a
prekondicional6 iszkémids periodusok védd hatdsat a késébbi hosszabb iszkémia utan vizsgalt
hemodinamikai, elektrofizioldgiai és patomorfologiai paramétereken. Ezzel szemben a
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hiperkoleszterinémias csoportban a PC szignifikdnsan rontotta mind az élettani, mind a
patomorfoldgiai paramétereket, a prekondicionald periddusok szamaval (tendenciat tekintve)
egyenes aranyban. Ez arra utal, hogy hiperkoleszterindmidban a rovid idétartamu iszkémias
periodusok nem ,,prekondicional6”, hanem sokkal inkabb karosito hatastak.

Vizsgalataink megerdsitették azt a kordbbi megfigyelésiinket, hogy az iszkémids
jellemzé. A hiperkoleszterinémias allapotban tapasztalhatd, nem pontosan ismert
mechanizmussal 1étrejove valaszképtelenség a rovid iddtartamtt iszkémids periddusok
prekondicionalé ingerére aldhtzza a diszlipidémia koéroki szerepét a fejlett orszagokban
népbetegségnek szamito kardiovaszkularis megbetegedésekben.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a PC mechanizmusa, beleértve a ,,védelem elsé
¢s masodik ablakat” ill. a kiilonb6zd aktualis klinikai szituacidkat, csupan ép miokardiumon
nyert igazolast. A helyzet paradox voltat az képezi, hogy az iszkémids prekondicionalas
kedvezd hatdsara éppen a mar elézetesen is karosodott szivizomnak lenne a legnagyobb
sziiksége elhuzodo hipoxidval jardo esemény soran. Jelenleg e paradoxon felolddsaban latjuk
az iszkémids prekondicionaléas legnagyobb kihivasat.

A felmertiilt kérdés megoldasdhoz tovabbi kutatdsok sziikségesek melyek mintai két
kiilonboz6 forrasbol vehetdk: (a) — elézdleg valamely betegségben szenvedd, illetve sériilt
allatok szivszovetébdl, valamint (b) - korabbi vagy jelenlegi betegségen atesett human
miokardiumbol illetve az a) és b) pontokban leirt vizsgalati adatokbol és megfigyelésekbdl.
Amennyiben a beteg vagy az el6zden kérosodott szivszovetbdl szdrmazo prekondicionalasi
eredmények javitjadk a beteg szivizom felépiilését, s mindez a kapott adatok értékelésével
megalapozottd valik, akkor kijelenthetjiik, hogy a prekondicionalds inkabb hasznos, mint

karos az el6zdleg beteg szivizomban, mely a dilemma megoldédéasadhoz vezet.

¢, SSZK hatasa:

Kisérleteink harmadik fazisdnak eredményei azt mutatjdk, hogy a 100 mg/ttkg és a
200 mg/ttkg SSZK-al etetett allatok ellenallobbak az iszkémia/reperfizid soran létrejott
miokardialis karosodasokkal szemben, mint a SSZK-al nem etetett kontroll allatok. A SSZK-
al etetett patkanyok szivei szignifikdns javulast mutattak a posztiszkémids funkciok,
infarktusos teriilet tekintetében a kontroll allatokhoz képest. A SSZK-al etetett allatok
szivében a malonaldehid koncentraci6 is kisebb volt, bizonyitva ezzel a SSZK in vivo
antioxidans tulajdonsagat. A kontroll allatok 100 g testtomegre vonatkozoan 45 pg glikozt és

45 pg fruktozt kaptak, ezzel egyértelmiien kizartuk azt, hogy a jotékony hatasokért a gliikoz
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¢s a fruktéz a felel6s. Az oxidativ stressz és a szabadgyokok kulcsfontossagli szerepet
jatszanak a kiilonbozd szivbetegségekben mint pl.: a kongesztiv szivelégtelenség,
kardiomiopatia, hipertrofia, ateroszklerozis és iszkémids szivbetegség (Das €s mtsai. 1994).
Normal allapot esetén egy egészséges egyensuly all fenn a szabadgyokok képzodése és az
antioxidans hatdst enzimek és ,,scavenger’-ek kozott. Ennek az egyenstlyi allapotnak a
zavara esetén lecsokken a gyokfogok kapacitdsa és megnd a szabadgyokok koncentracigja. A
reperfizid soran keletkezett szabadgyokokrdl és azok karos hatasarol szamtalan kozlemény

beszamolt (Arroyo ¢és mtsai 1987., Tosaki és mtsai. 1996), mint azt mar a bevezetés
fejezetben emlitettiik. A szabadgyokok koziil a szuperoxid-anion (‘O,.) a legartalmatlanabb, a

hidroxil szabadgyok (OH" ) pedig a legveszélyesebb a sejtekre. A biomolekuldk, beleértve a
lipideket, a proteineket, é&s a DNS-t is, potencialis célpontjai a OH" gyoknek, ebbdl kifolydlag
maradand6 karosodas érheti a sejteket és szoveteket. Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a
SSZK kozvetleniil is képes a szabadgyokok kozombositésére, mely a malonaldehid szint
szignifikdns csokkenésében nyilvanult meg a SSZK-al kezelt csoportoknal. Az
iszkémia/reperfuzid soran felszabaduld szabadgyokok nem képesek kifejteni karos hatasukat,
a SSZK antioxidans tulajdonsaga révén, védve igy a szivet az aritmiatél és egyéb
karosodastol.

A vorosborban 1évé antioxidansokrol mar évek ota kideriilt, hogy jotékony hatassal
birnak az emberi szervezetre, mind a daganatok kifejlodésének megakadalyozasaban, mind a
kardioprotekcido terén. Mivel a vordsbor alapanyaga a sz6l6, igy elvileg ugyanazon
hatdanyagok talalhatok meg mindkettdben csak mas aranyban és mennyiségben. Eppen ezért
tanulmanyaink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a standardizalt sz6l6kivonatnak megvan-e
ugyanazon jotékony hatdsa mint a vordsbornak. A sz0l6 a tobbi zoldséggel és gyiimolccesel
ellentétben nagy hanyadban tartalmaz antioxidans sajatsagu polifenolokat. Az egyik
legfontosabb Osszetevdje a resveratrol majdnem kizardlag a sz6ldben fordul elé a hazai
¢lelmiszerek koziil. A resveratrol a reperfizid indukalta szovetkdrosodasok csokkentése
mellett nagyon hatékonynak bizonyult a nekrdzis és az apoptdzis visszaszoritasaban is (Ray
¢s mtsai. 1999), s6t a daganatok kemopreventiv aktivitasaban is kulcsfontossagli szerepet
jatszik, s ebben a témakorben antimutagén anyagként olvashatunk roéla (Jang és mtsai. 1997).
Képes gatolni a trombocitaaggregaciot, ami kdztudott, hogy az egyik legnagyobb rizikofaktor
az ateroszklerdzis kialakulasaban (Bertelli és mtsai. 1995). Erdekes jelenség még, hogy a
resveratrol antioxidans tulajdonsaga révén PC 12 sejtekben csokkentette az oxidativ stresszt
(Chanvitayapongs ¢és mtsai. 1997). A resveratrol jotékony hatdsai mellett meg kell még

emliteniink a széldmagkivonatbdl nyert proanthocidnok kardioprotektiv hatdsat, melynek
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soran csOkkent a kamrai aritmiak eléforduldsa, valamint az apoptotikus kardiomiocitdk szdma
is (Sato és mtsai. 2001). A sz6l6émagbdl kivont proanthocyanok gatolni képesek proapoptikus
géneket pl.: INK-1 és c-Jun (Sato és mtsai. 1999).

Osszefoglalva az eddigieket elmodhatjuk, hogy a sz6l8 szintén kardioprotektivnek
mutatkozik, hiszen olyan egyediilalldé komponensek alkotjdk, amelyek mar kiilon-kiilon is
protektiv hatastiak a kiilonbozd betegségek kialakulasanak megakadalyozéasaban, illetve a mar

kialakult karosodasok visszaszoritasaban.
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Osszegzés

A szivizom IS/RE egyike a kardialis morbiditas és mortalitas altalanos okozdinak. A
sziv csokkent oxigénellatasa és reperfuzidja sulyos klinikai kovetkezményekkel jarhat.
Vizsgalataink soran az iszkémia majd a reperfuzié indukalta karosodasok farmakologiai
befolyésolasi lehetdségeit vizsgaltuk.

Kisérleteink els0 részében az o-MSH hatasat vizsgéaltuk. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a 200 pg/ttkg ill. 400 pg/ttkg a-MSH eldkezelés szignifikans javulést
okozott a posztiszkémids szivfunkciokban, az infarktusos terlilet nagysaganak
visszaszoritdsaban ill. az apoptozis gatldsaban. Az a-MSH alacsonyabb koncentracidja (40
ng/ttkg) szignifikans javulast nem okozott a posztiszkémias karosodasok megeldzésében. Az
a-MSH jelentésége endogén hatdsa révén, egy 1j gyogyszerfejlesztésben nyilvanulhat meg.

Kisérleteink masodik részében arra szerettlink volna valaszt kapni, hogy a PC jotékony
hatdsai kifejezO0dnek-e mar elézéen beteg (hiperkoleszterinémias) szivekben. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 3XPC ill. a 4XPC szignifikdns mértékben rontotta a
posztiszkémias szivfunkciokat, az infarktusos teriilet nagysagéanak kiterjedését ill. az aritmidk
eléfordulasanak gyakorisagat. HC-4as allatokban elmondhatjuk, hogy a PC jelensége csak az
ép (egészséges) szivszOvetet képes megvédeni a hossza idejii iszkémiatol. A beteg
miokardium tehat nem adaptalodik a PC-hoz.

Kisérleteink harmadik részében a SSZK hatasait vizsgaltuk. A 100 mg/ttkg ill. a 200
mg/ttkg SSZK kedvezden befolyasolta a posztiszkémids szivfunkciokat, csokkentette az
infarktusos teriilet nagysagat, csokkentette a szivben mérhetd6 MDA koncentraciot. A SSZK
»scavanger” aktivitdsdnak bizonyitdsdra in vitro kisérleteinkben a nagyobb dézisok
alkalmazésa szignifikdns mértékben csokkentette a szuperoxid-anion €s a hidroxil szabadgydk
képzddését ill. maradékmennyiségét. Az 50 mg/ttkg SSZK szignifikans eltéréseket nem
okozott a kontroll csoporthoz képest. A SSZK vizsgalati eredményei egyértelmiibb valaszt
adnak a ,,Francia-paradox” kérdésének megértése ill. ebben az esetben is fenndllhat az 1j

gyogyhatasu készitmény fejlesztésének a lehetdsége.
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Summary

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

In the first part of our experiments, we examined the effect of the treatment of a-MSH
(alpha-melanocyte-stimulating hormone). The goal of our experiments was to study whether
o-MSH treatment could afford cardiac protection against ischemic-reperfusion-induced
injury. Our results suggest that a-MSH is able to improve postischemic cardiac function, to
reduce myocardial infarct size and the incidence of reperfusion-induced ventricular
fibrillation and to attenuate apoptotic cell death. The lowest concentration of a-MSH
(40pg/kg) failed to significantly reduce the cardiac failure. These results are rather exciting,
because they could disclose a new therapeutic approach in the treatment of
ischemia/reperfusion induced injury.

In the second part of our study, we examined the effects of various cycles of
preconditioning (PC) on cardiac function, infarct size, and the incidence of reperfusion-
induced arrhythmias in isolated hearts obtained from rabbits with hypercholesterolemia. The
results of our study show that HC resulted in a low recovery in postischemic cardiac function
and increased infarct size in the isolated rabbit heart. PC increased the vulnerability of the
myocardium to the reperfusion-induced arrhythmias in hypercholestolemics indicating that
PC may be an “intact heart” phenomenon.

The results of our last experiments demonstrated that the hearts of the rats fed (100
mg/kg and 200 mg/kg) were resistant to myocardial ischemic/reperfusion injury. The SGE-fed
rat hearts displayed significant improvement in postischemic left ventricular function and
reduced myocardial infarct size with those of control animals fed a mixture of glucose and
fructose. The hearts of SGE-fed rats contained reduced amount of malonaldehyde, suggesting
that SGE functioned as an in vitro anti-oxidant after consumption. Because of the presence of
several unique polyphenolic compounds, grapes not only may function as in vivo anti-oxidant
but also may trigger intracellular signaling cascades that strengthen the anti-oxidant defenses

of the heart.
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