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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
tdplalkozds, a mozgdsszegény 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 haldlok. Az aggasztd statisztikai adatok indokoljdk a témakor
részletesebb vizsgalatat azért, hogy pontosabb képet alkothassunk a betegség hatterében zajlo
mechanizmusokrol.

Az elmult harom évtizedben nagyszamu tanulmany foglalkozott a iszkémia/reperfizi
indukélta szivizom kdrosoddsok mechanizmusdnak megértésével és kiterjedt kutatdsok
folytak az iszkémiss kdrosoddsok hatékony kezelésének kidolgozasa céljabél. Igy a kisérletes
technikdk és moddszerek nagymértékben fejlodtek. Ennek ellenére az iszkémids betegségek
komplex kezelése tovabbra is megoldatlan kérdés maradt.

Az iszkémia kialakuldsanak hatterében leggyakrabban valamilyen organikus sziikiilet,
esetleg korondriaspazmus all, ami az érintett teriilet hipoperftziéjat eredményezi. A folyamat
sordn a szivizomban az oxigén- €s tdpanyagellatds zavara, energetikai funkciézavar és a kéros
anyagcseretermékek felszaporoddsa kovetkeztében a funkciés paraméterek leromldsa, majd
sejtpusztulds (nekrézis ill. apoptézis) alakul ki. Az energetikai zavar hétterében
tulajdonképpen a miocitdk csokkent ATP termelése 4&ll, ugyanis a gliikoz aerob
metabolizmusa ledll, igy a sejtek csak anaerob glikolizis és oxigént igényld zsirsavoxidacio
révén jutnak energidhoz. Kovetkezményképp laktat felszaporodds, aciddzis jon létre, amelyek
az ATP hidnnyal egyiitt kdrositjdk a sejtmembrant, és zavart okoznak az intracelluléris
ionegyensilyban. Az intracelluldris szabad Ca®* szint megnd a szarkoplazmatikus
retikulumbdl torténd kiiiriilés €s az extracellularis térbdl vald bedramlas kdvetkezményeként,
amely aritmidk (extraszisztole, VT, VF) kialakuldsanak vesz€élyét hordozza magéban.

Az évtizedek folyamdn szidmos természetes anyagot és endogén komponenst
vizsgiltak, de viszonylag kevés figyelmet szenteltek az adrenocorticotrop hormon és
fragmentumai — kiilonosképp az adrenocorticotrop hormon (4-10) (ACTH (4-10) - hatasainak
a posztiszkémids 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 {rtdk le vesében, tiidében, és agyszovetben. Tovabba publikaltdk,
hogy az ACTH (1-24) és az a-MSH kezelés hatdsara csokkent az aritmia el6forduldsa és a
letalitds korondria okklizids patkdny modellben. Ezenkiviil a melanocortin peptidek egy
jellegzetes adrenalin-fiiggetlen gyulladascsokkentd hatdssal is rendelkeznek, amelyet centralis
és periférids tdmadaspontokon fejtenek ki, meglehetdsen komplex mddon. Egy el6zd
tanulmanyunkban bemutatésra keriilt, hogy a melanocortin peptidek pozitivan befolyasoltdk a
miokardidlis infarktus kédros kovetkezményeit, igymint az aritmiat, az apoptétikus és nekrdzis
okozta sejthalalt és a karosodott szivfunkciét. Az a-MSH, mint endogén derivatum, kétéla
fegyverként viselkedhet a véaratlan hormondlis mellékhatasok miatt. Az optimdlis cél egy
olyan hasonlé peptid vagy derivitum megtaldldsa, amely nem rendelkezik semmilyen
adrenocortikotrop hatdssal. Kutatasaink soran tobbek kozott arra szerettiink volna valaszt
kapni, hogy az ACTH (4-10) rendelkezik-e kardioprotektiv hatdsokkal, az eldbbiekben
emlitett mellékhatdsok nélkiil.

Az I/R témakorének targyaldsa sordn, fontos emlitést tenniink egy, mar évtizedek ota
vizsgilt jelenségrdl, a prekondiciondldsrdl (PC). Ennek sordn a ciklikusan ismétlédo rovid
idejli I/R epizddok toleranciat és védelmet alakitanak ki a szovetben egy kés6bb bekdvetkezd,
maskiilonben az életet veszélyeztetd kimenetelli iszkémidval szemben. A PC jelenségét
eldszor Murry és mtsai. irtdk le. Kutydkon végzett kisérleteikben az 5 perc a. circumflex
okkluzioét 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 prekondicionalasnak nevezik. Az tun. késo6i
prekondiciondlds jelenségét a 90-es évek elején fedezték fel. Ennek sordn a prekondicionalt
sziveket csak 24 ora elteltével vetették ald a hosszabb ideju iszkémidnak. A prekondicionalt
csoport funkcids paraméterei szignifikdnsan jobbak voltak, mint a kontroll csoporté. Azota a
PC mechanizmusat a szivben széles korben vizsgéltdk és ramutattak, hogy intracellularis
medidtorok altal szabdlyozott események egész sora megy végbe a PC kivdltotta stressz
tolerancia kialakuldsa sordn. Az intracelluldris medidtorok (pl. nitrogén monoxid (NO),
kalcium, adenozin, thioredoxinl (TRX1) és reaktiv szabadgyokok altal kivaltott szignalok
kaszkddja olyan stressz-rezisztens szivet eredményez, amely képes megvédeni magit a

késObbi, végzetes kimeneteli iszkémidval szemben. Nemrégiben megdllapitottdk, hogy az



intracellularis messengerként ismert ceramidnak jelent6s szerepe van a PC mechanizmusédban.
A szfingomielinbdl képz08dd ceramid a kardiomiocitdk pusztuldsat idézi eld a I/R sordn. Egy
tanulmanyban leirtdk, hogy a TNFa mediilta PC, ceramid szigndlmechanizmuson keresztiil
megy végbe. Egy mésik publikdcid szerint, a permedbilis, exogén ceramid csokkentette az
infarktusos teriilet nagysdgit, ami aldtdmasztja a ceramid szerepét a PC mechanizmusaban.
Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a ceramid a lipid raftok (membrdn mikrodomainek)
belsejébdl fejti ki szigndl mechanizmuséit, amelyek olyan receptorszervezd struktdrak,
amelyek szfingolipidekben (szfingomielin, glikoszfingolipidek) és koleszterinben gazdagok.
Fontos lipid raft struktdrdja képletek a ,,caveoldk”. Ezek a plazma membran 50 — 100 nm
nagysagu, palack formdju betiiremkedései és gyakran gyongysorszeriien helyezkednek el a
membranban. A caveoldk szelektiven képesek felvenni a membranhoz kapcsol6do
proteineket, kialakitva ezzel egy egyediilallo szigndl-mikrodomaint, kontrolldlva eziltal a
transzmembrdn  szigndlmechanizmusokat. A caveoldk a caveolinok jelenlétének
meghatarozasaval kiillonboztethetok meg a tobbi lipid raft domaintl. A caveolin harom
kilonféle 22 — 24 kDA molekulatomegii izoformajat hataroztdk meg, melyek koziil a
caveolin-1 és -2 minden sejttipusban el6fordul, mig a caveolin-3 csak az izomsejtekbdl
mutathato ki. A caveolin-1, amely olyan nem-receptorhoz kotott tirozin-kindzok szubsztrétja,
mint a Fyn, Abl vagy az Src, egy scaffolding protein és oxidativ stressz hatdsara
foszforilalodik a tirozin 14-en a fent emlitett enzimek hatdsara. A tirozin-foszforilacié tovabbi
szigndlokat  aktivdl, kulcsszerepet jatszva ezdltal a caveoldkban lejatsz6dd
szigndlmechanizmusokban.

Az indukédlhaté és endothelidlis nitrogén monoxid szintetizok (iNOS, eNOS) altal
termelt NO szerepe a PC mechanizmuséban jol ismert. Mivel a NO szerepet jatszik a ceramid
szignaljdban, tovdbbd a NOS a lipid raftokban és mds caveolinban gazdag domainekben
kimutathat6, kisérletet tettiink annak meghatdrozdsara, hogy milyen feladatot tolt be a
ceramid-NO szigndl az iszkémia és a prekondiciondlds sordn.

A PC pontos hatdsmechanizmusa a mai napig sem teljesen tisztdzott és néha
ellentmonddsos magyardzatok latnak napvilagot. Fontos kiemelni, hogy a kiilonbozd
allatokkal (nydl, patkdny, kutya vagy sertés) végzett kisérletek tilnyomé tobbségét
egészséges, korondria vagy miokardidlis sériilésektdl mentes dllatsziveken végezték. A kapott
eredmények patofizioldgiai és klinikai jelentdsége ilymodon nem kelléen megalapozott.
Kutatasaink soran azt vizsgaltuk, hogy a hiperkoleszterinémids dallatok szivei ugyanigy
adaptdlodnak-e a prekondiciondlds sordn az iszkémia indukdlta kdrosoddsokhoz, mint az

egészséges szivszovet.



Az iszkémia soran fellépd hipoperfizié miatt oxidativ stressz alakul ki, amelynek
folyaman az aktivalédott NADH-, xantin- és ciklooxiddz nagy mennyiségli szuperoxid aniont
general, amely membrankdrosodast, sejtpusztuldst idéz eld a szivszovetben. Az iszkémiat
kovetd reperfizié sordn szintén ezek a reaktiv szabadgyokok feleldsek az tun. reperfuzio-
indukélta szivizomkdrosoddsért 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 kéntartalmii aminosavak fontos antioxiddnsokként johetnek
szamitdsba. Ezen feliil az extracelluldris folyadékban jelen levd ceruloplazmin, albumin,
transzferrin haptoglobin a védelem ,méasodik vonaladt” képezi az oxidativ behatasokkal
szemben. Emellett szdmos novényi eredetii struktira is rendelkezik kardioprotektiv
tulajdonsagokkal. A fitoszterolok példdul azaltal, hogy gatolni képesek a koleszterin
abszorpcidjat, csokkentik a plazma koleszterin €s LDL szintjét. Omega-3-zsirsavval
kombindlva pedig még hatékonyabban csokkentik a kardiovaszkuldris megbetegedések
rizikdjat. Kisérleteinkben a Makhana antioxiddns hatdsat vizsgédltuk I/R modellen.

Az FEuryale ferox (Nymphaceae csaldd) - vagy mas néven Makhana - sima
levélfeliilettel rendelkezd, egynydri vagy éveld oOrids vizililiom. A leveleket, csészeleveleket
€s a gylimolcsot hajlott tovisek boritjak. Az édes és fanyar 1zli magvakat termo novény Kelet-
Indidban 6shonos, de évezredek 6ta termesztik Kinaban is. A Makhana magok ehetdek, a siilt
magok rendkiviil tdplaloak és 77 % konnyen emészthetd szénhidratot tartalmaznak.

A Makhana széleskorben alkalmazott novény a kelet-dzsiai gydgydszatban olyan
betegségek gyogyitdsdban, mint a kronikus hasmenés, vesebantalmak, fehér folyds vagy a
Iépelégtelenség. Azokrdl a mechanizmusokrdl, amelyek révén a novény kifejti terdpids
hatdsait, viszonylag keveset tudunk. Egy nemrégiben megjelent tanulmany kimutatta, hogy az
Euryale ferox magvak kivonata jelentés antioxidans aktivitassal rendelkezik. A kisérletekhez
a stabil szabadgyokot tartalmazé 1,1-difenil-2-pikrilhidrazint (DPPH) alkalmaztik és az
eredmények alapjan elmondhaté, hogy a kivonatok relative magas oxigéngyok megkotd
képességgel rendelkeznek. Vizsgiltdk tovabbd az Euryale ferox kivonat hatdsait oxidativ
agenseknek kitett kinai horcsog tiido fibroblaston is. A teljes (n-hexdn, diklérmetan, etil-
acetat, n-butanol keverék), az etil-acetitos illetve butanolos kivonatokkal kezelt sejtek
megndvekedett ellenéllé képességet mutattak a H,O, szabadgyokokkel szemben. Egy mésik
kisérletben magneses magrezonancia spektroszkopids (NMR) és tomegspektrometrids (MS)

modszerekkel sikeriilt azonositani az Euryale ferox glikolipidjeit.



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 nyualszivekben

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.

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 perfundaltuk. A perfizids oldat médositott Krebs-Henseleit puffer volt. A
sziveket 5 percig Langendorff-mddszer szerint perfundéltuk 37 °C-on és konstans perfizids
nyomdson. A mosdsi periddust kovetden a késziiléket dolgozé6 moédba kapcsoltuk és
regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a koronaria atiramlds (CF) és az aorta kidramlas (AF)
mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) illetve egyes esetekben ennek elso
derivaltjat (LVdp/dt). Ezt kovetden a sziveket 30 perc teljes (totdl) iszkémiat kdvetd 120 perc
reperfizionak vetettiik ald. A reperfizid sordn (a 10., 30., 60. és 120. percben) regisztraltuk a

sziv el6bbiekben emlitett funkciés paramétereit (HR, CF, AF, LVDP, LVdp/dt).



A szivfunkciok mérése

A szivfunkciés paraméterek mérésekor a korondria atdramlast adott idéegység alatt (1
perc) a szivr6l lecsopogd KHB mennyiségeként hatiroztuk meg, az aorta kidramlast
flowméterrel, az LVDP, HR, LVdp/dt értékeit pedig Gould p23XL transducer (Gould
Instrument System Inc., Valley View, OH, USA) segitségével detektdltuk. A jelek
felerdsitésére Gould 6600 szignal erdsitét (Gould Instrument System Inc., Valley View, OH,
USA) alkalmaztunk. A paraméterek monitorozasdt 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 festettiik meg az aorta-kaniil oldaldgan keresztiil. Ezutan a sziveket —70 C°-on
tartottuk, majd a fagyott miokardiumbdl éles pengével metszeteket készitettiink az apiko-
bazalis tengelyre mer6leges 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 meghataroztuk valamennyi metszet infarktusos teriiletének
értékét. Ezen teriiletértékeket megszoroztuk a metszetek tomegeivel, és az eredményeket
Osszegeztiik. Végiil az infarktusos teriiletek nagysagat szazalékosan fejeztiik ki az infarktust

szenvedett szivizom tomege és az Ossztomeg hanyadosaként.

A caveolinban gazdag membranfrakciok izolalasa

A sziveket protedz koktélt tartalmazé nétrium karbonét puffer oldatban (pH 11,0)
homogenizaltuk Polytron homogenizalé késziilékkel (Brinkman Instruments, Westbury, NY,
USA). A homogenizatumot ultrahanggal kevertettiik, majd 2 ml 90% szacchardztartalmu
MBS (25mM Mes, pH 6.5, 0.15 M NaCl) oldat hozzdaddsaval 45 % szacchar6z
koncentraciéra allitottuk be. FEzutdn ultracentrifugacsébe helyeztik. 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 karbonatot tartalmaz.) é€s 39 000
fordulatszamon centrifugiltuk (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA). Az 5 és 35 %
szacchar6z hatarfeliiletén elhelyezkedd fénytord, caveolinban gazdag részt levalasztottuk a

tovébbi vizsgédlatokhoz.



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) hasznaltunk. 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.

Antibody array

A teszthez haszndlt lemezek egyenként 512 kiilonboz0 antitestet tartalmaznak. Egy
kisérlethez két lemez sziikséges. 100 mg bal kamrai szévetet homogenizaltunk 1 ml kivono /
jelold oldatban (a kit része) (BD Biosciences Clontech, Paolo Alto, CA, USA). A fehérje-
koncentracié6 meghatdrozadsa utan a mintdkat 1.1 mg fehérje/ml koncentraciéra higitottuk. A
Cy3 és Cy5 festékekhez (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) 110 ml kivoné /
jelold oldatot adtunk. A feliildszokat kiilon—kiilon mindkét festékkel megjeloltiik, majd a
felesleges festéket lesziirtiik. A kezelt csoportbdl szarmazo, CyS-el jelolt mintat elegyitettiik a
kontroll csoportbdl szarmazd, Cy3-al jelolt mintdval és ugyanezt tettiikk a kezelt csoportbdl
szarmaz0, Cy3-al jelolt és a kontroll csoportbdl szdrmazd, CyS-el jelolt mintdval. Minden
mintakeverékbdl 20 mg proteint inkubdltunk 30 percig az antibody array lemezekkel, majd
sorrendben 7 kiilonb6z6 pufferrel mostuk Oket. 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 analizdltuk. A lemezeken ismétlodo értékeket atlagoltuk és egy
beliilrdl normalizalt ardnyt (INR) szdmitottunk 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-acetitot (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&todo 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 festddés 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)

11



kezeltilk, majd szobahOmérsékleten 4 drara avidin-biotinilalt-peroxiddz komplexbe (ABC,
Vector Laboratories, Burlingame, CA; USA) (1:100 higitds) helyeztiik. A kisérleteket
diaminobenzidin kromogén reakcié zarta. A metszeteket minden antitestkezelés eldtt 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 és 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 forrasban 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 nitrocellul6z 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-
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foszfat értékeinek Osszehasonlitisakor 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.

Eredmények

I. Prekondicionalas hatasa 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 szdmatol fiiggden, az
infarktusos teriilet nagysaga fokozatosan csokkent. Az egészséges, nem-hiperkoleszterinémids
allatok 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 ciklusszdméitdl fiiggben az infarktusos
teriilet mérete novekedett. A HC-4s csoportban tehiat a remélt protektiv hatds elmaradt.
Vizsgalataink sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mig a PC a nem-
hiperkoleszterinémids sziveken (C) jotékony hatdsinak bizonyult, addig a beteg (HC)

sziveken szignifikdns modon novelte az infarktusos teriilet nagysdgat.

I1. A lipid raftok szerepe

1.) Az I/R és a PC hatdsai a ceramid és szfingozin-1-foszfdt felhalmozoddsra a
caveoldkban

A ceramid és a szfingozin-1-foszfdt mennyiségét mértik az izoldlt caveolin
frakcioban. Jelentds mennyiségli ceramid kapcsolddott a caveoldkhoz az I/R utdn.
Szignifikdnsan (kb. 3-szor) kevesebb ceramid taldlhaté a caveolae frakcidban, ha a szivet
elézdleg prekondiciondltuk. A prekondiciondldsnak aldvetett szivekben a ceramid
mennyiségének csokkenése egyiitt jart a szfingozin-1-foszfat tartalom ndvekedésével. Ebbdl
arra kovetkeztethettiink, hogy a PC triggereli a ceramid lebontidsit és ezaltal noveli a
szfingozin-1-foszfat felhalmozddasit a caveoldkban. Az eldzetesen desipramine-nal

perfundalt szivekben a szfingozin- 1-foszfat felhalmozddasa nem volt kimutathatd.
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2.) AZI/R és a PC hatdsai az eNOS és caveolin-1 kapcsoloddsdra

A caveolin-1 elleni antitesttel immunprecipitalt frakci6 eNOS expresszidjanak
Western blot analizise kimutatta, hogy az eNOS fokozott mértékben kapcsolddik a caveolin-
1-hez I/R soran. A kapcsolodas 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 caveolakbol. Hasonl6 eredményeket kaptunk, amikor gatoltuk a ceramid

képzddést desipramine eldzetes perfizidjaval, amelyet a pufferben oldottunk fel.

3.) 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 szovetkarosodast, 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.

4.) Szivfunkcios paraméterek

Sem a szivfrekvencia, sem pedig a korondria ataramlas értékei nem mutattak jelent6s
véltozast az egyes csoportok adatait vizsgéalva.

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.

II1. A Makhana hatasai

1.) Szabadgyok-fogo tulajdonsdg

A szabadgyok-fogé tulajdonsagot a szuperoxid dizmutdzhoz (SOD), a hidroxil
szabadgyok megkotd képességet a dimetil tiouredhoz (DMTU) viszonyitottuk, melyeknek
kapacitasat 100 %-nak vettiik. A Makhana kivonat két kiilonb6z6é koncentraciéban keriilt
alkalmazasra. A 0.005 % koncentracidban a vizes kivonat 39 %-al, az alkoholos kivonat 52
%-al csokkentette a szuperoxid-anion mennyiségét. A 0.01 % koncentracidban pedig a vizes
kivonat 93 %-al, az alkoholos kivonat 100 %-al csokkentette a szuperoxid-anion mennyiségét.

A 0.005 % koncentracional a vizes kivonat 60 %-kal, az alkoholos kivonat 63 %-al
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csokkentette a hidroxil-szabadgyok mennyiségét. A 0.01 % koncentracionél pedig, mind a
vizes kivonat, mind pedig az alkoholos kivonat kozel 100 %-al csokkentette a hidroxil-

szabadgyok képzodését.

2.) A Makhana hatdsa a szivfunkciokra
2/a. Akut modell

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

A Makhana kardioprotektiv hatdsat bizonyitja az aorta kidramlds figyelemremélto
véltozdsa az iszkémidt kovetd reperfizié 60. perce utdn. Az aorta kidramlds az alkalmazott
magasabb dézisok esetében (125 pug/ml és 250 pg/ml) szignifikdnsan magasabb volt a
reperftzié 60. és 120. percében.

Az LVDP és LVdp/dt paraméterek mindkét fent emlitett koncentracidndl a reperfizio

120. percében mutattak szignifikdns javuldst.

2/b. Kronikus modell

A krénikus modellben az éllatokat 21 napon keresztiil két kiilonb6z6 dézissal (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 jelentés kiillonbség az iszkémiat kovetéen a korondria atdramlas
értékekben sem a két kezelt csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva. A Makhana
kardioprotektiv hatdsa a reperfuzié végén figyelheté 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 alkalmazdsakor. A bal
kamrai nyomds a reperfizié 120. percben javult, de csak a magasabb, 500 mg/kg ddzis

esetében. Az 500 mg/kg dozis a reperftizié 120. percében javitotta az LV ya.xdp/dt értékét is.

3.) 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 %). Az akut modellben mind
a 125 ug/ml (30 £ 1 %), mind az 250 pg/ml dézis (29.1 £ 0.4 %) csokkentette az infarktusos

teriilet nagysdgat. Bar a 25 ug/ml dozis is befolydsolta az infarktusos teriilet mértékét, de a
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véltozas 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.

4.) Antibody array és Western blot analizis

A Makhandval kezelt szivszovetekben nagyobb mennyiségben expresszal6do
proteineket vizsgaltunk kozismert adatbazisok (SwissProt, LocusLink) segitségével és két, a
kardioprotektiv hatds kialakuldsaban fontos szerepet jatszo proteint vetettiink ald megerdsito
bizonyitékul Western blot analizisnek. Az antibody array analizissel kimutattuk a TRP32
enzim ,,up’regulicidjat a jelintenzitds ,,scatter” plotja alapjan.

A Western blot vizsgélatok alapjan a TRP32 enzim aktivitisa 2.8-szer, a TRX1-¢

pedig 4.5-szer volt nagyobb a kezelt szivekben a kontroll értékhez viszonyitva.

IV. Az ACTH 4-10 hatasai
1.) Az ACTH (4-10) hatdsa a kamrai aritmidra

A reperfiizi6 indukalta kamrafibrillacid el6forduldsa az 50 pg/ttkg dézis esetében 90

Yo-ra, a 200 ng/ttkg dozis esetében pedig 40 %-ra csokkent a kezeletlen kontroll csoportban
el6fordulé 100 %-os értékhez képest.

A kamrai tachycardia el6forduldsit az 50 pg/ttkg dézis nem, a 200 pg/ttkg dozis
viszont 50 %-kal csokkentette. Jelen adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy az ACTH (4-
10) nagyobb do6zisban alkalmazva fejti ki a VT és a VF el6forduldsat csokkentd hatdsat, habar
a protektiv hatds kevésbé kifejezett, mint az az a-MSH (ACTH 1-13) esetében tapasztalhat6

volt.

2.) 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 vezethetd vissza. Erdekes médon a szivfrekvencidra az ACTH (4-10)
egyik alkalmazott dézisa sem fejtett ki jelentds hatast.

Az aorta kidramlds a 200 pg/ttkg doézis alkalmazdsakor jelentds mértékben javult a
reperfizié 60. és 120. percében egyardnt (AF: 34.3 + 2 ml/perc ill. 24.75 + 1.8 ml/perc) a
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.
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A korondria atdramlést és a bal kamrai nyomast tekintve szintén a 200 pg/ttkg dézis
bizonyult hatékonyabbnak. Bar a fent emlitett tényezdk csak a reperfuzié 120. percében
javultak jelentés 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).

3.) Az ACTH (4-10) hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgdra

A 35. abran lathatd, hogy az infarktusos teriilet nagysdga 35.3 = 6 % volt a kontroll
csoportban. A 200 ug/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 d6zis esetében szignifikans javulas

nem volt észlelhetd (33.0 + 2.6 %).

4.) Az ACTH (4-10) hatdsa a kaszpdz-3 aktivitasra

Kaszpaz-3 aktivitas csokkenést figyeltiink meg a kezelt szivekbol kapott mintdkban 30
perc iszkémidt €s 120 perc reperfuziét kovetden. Az immunoreaktiv kaszpaz-3 foként a
kardiomiocitdk €s a kapillarisok simaizom sejtjeinek citoplazmdjdban figyelhetd meg. A
kaszpaz-3 aktivitds mértékét az egyes kezelt ill. kezeletlen szivekbdl szdrmazé mintdkban. A
kaszpdz-3 aktivitds csokkenését a kezelt szivekben a barna festddés intenzitdsdnak csokkenése

jelzi. A kaszpaz-3 aktivitas csokkenését Western blot analizissel is alatamasztottuk.

5.) Az ACTH (4-10) hatdsa a kardiomiocitdk és az endothel sejtek apoptozisdra

Hasonléan 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 ddzisa (50 mg/ttkg) nem nydujtott szignifikdns védelmet.

Az endothel sejtek tekintetében hasonld irdnyd véltozds figyelhetd meg. A kontroll
csoportndl mért értékekhez képest (366.6 + 31.3 apoptdtikus sejtszam/100 egységnyi teriilet)
az alkalmazott magasabb dézisban az ACTH (4-10) szignifikdnsan csokkentette az apoptdzis

mértékét (257.5 £ 31.2 apoptotikus sejtszam/100 egységnyi teriilet).

6.) Az ACTH (4-10) hatdsa a kaszpdz-3 és a HO-1 expresszidjdra
Az iszkémia / reperfizié indukalta kaszpdz-3 expresszio a nagyobb dézisi ACTH (4-
10) eldkezelés hatdsara csokkent. A Western blot analizis megerdsitette a szemikvantitativ

immunhisztokémids vizsgilatok eredményeit. A tovdbbiakban vizsgiltuk az ACTH (4-10)

17



elokezelés hatdsait a HO-1 szignalfolyamataira. A 40. dbra j6l mutatja, hogy a 200 pg/ttkg
dézisu elokezelés eredményeképp a HO-1 expresszié szignifikdns mértékben (kb. 1.8-

szeresére) megnovekedett.

Diszkusszio

a.) Prekondicionalas hatasa az infarktusos teriilet nagysagara

Mar tobb évtizede vizsgaljak a korai és késdi prekondicionalds jelentoségét. Az igen
nagyszamu tanulmény alapjan elmondhat6, hogy a jelenség inkdbb Osszetett mechanizmusok
interakci6jabol jon létre, mintsem, hogy egyetlen folyamat egyediil lenne felelds a
kardioprotektiv hatdsokért. Az aldbbiakban 0sszefoglaljuk a legfontosabbakat, természetesen
a teljesség igénye nélkiil:

Az o-adrenoceptorok, a protein tirozin kindzok, a foszfolipiz D, a delta-opioid
receptorok, a bradikinin, a prostanoidok és az angiotenzin receptorok szerepe mind igazolast
nyert a prekondiciondlds folyamatdnak kivaltdsdban és szabdlyzdsdban. Ezek melett mégis a
két legfontosabb szabélyzé mechanizmusnak az ATP-szenzitiv K csatorndk és az adenozin
ill. az adenozin-receptorok miikodését tarjak.

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

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a hiperkoleszterinémia befolyadsiat a PC eldnyos hatasaira,
az infarktusos teriiletek nagysagat hasonlitottuk dssze azonos kort, hiperkoleszterinémids és
nem-hiperkoleszterinémids nyulak izoldlt sziveiben 30 perc iszkémia és 120 perc reperfizié
utdn. Eredményeink jol mutatjdk, hogy a PC hatdsdra az infarktusos teriiletek nagysdga a
hiperkoleszterinémids csoportban a ciklusok szdmatol fiiggden szignifikdnsan megndtt. A
hiperkoleszterinémia el6rehaladtaval, 8 hét utdn szivelégtelenség jelei alakultak ki még az
I/R-t és a PC-t megel6zden.

Eredményeink alapjan  megéllapithatjuk, hogy a hiperlipidémia és/vagy
hiperkoleszterinémia karosan befolydsolja a PC hatdsait, bar a folyamat pontos okat még nem
ismerjiik. Ugy tiinik, hogy a szérum/membran lipidek akkumuliciGja és redisztribiicija

illetve a mitokondridlis és a szarkolemma membrdan mikroviszkozitdsinak megvaltozasa
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inkabb felelések, mint a szérum magas lipoprotein szintje és az ateroszkler6zis, mert a

miocitdk morfol6gidja mér tiz napos koleszterindis diéta esetén is valtozast mutatott.
Osszefoglalva, eredményeink rdmutattak, hogy a folyamatosan fennéll6 hiperlipidémia

megsziinteti a PC kardioprotektiv hatdsait az I/R sordn, valamint, hogy a PC csak az

egészséges szivszovetet képes megvédeni az iszkémia/reperflizid szovetkarositd hatdsaitol.

b.) A lipid raftok szerepe

Kisérleteink kimutattak, hogy I/R hatdsara jelent6s mennyiségii ceramid halmozédik
fel a caveolinban gazdag membrdnban. A megndvekedett mennyiségli eNOS pedig
asszocidlodik a Caveolin-1-el. A PC hatdsira a ceramid mennyisége csokken, mig
metabolitja, a szfingozin-1-foszfat felhalmozdédik. A caveolin-1-hez kapcsolddott eNOS
mennyisége csokken, ha a szivet eléz6leg PC-nak vetettik ald. Ha a ceramid képzddést
desipramine-al gitoljuk, az el6z6ekhez hasonléan a ceramid mennyiségének és az eNOS-
Caveolin-1 kapcsolddds 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 apoptdzis mértéke. Ezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az I/R hatdsidra 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 no a szabad eNOS
mennyisége, ezaltal pedig NO szabadulhat fel.

A NO szerepe az I/R sordn mar régéta vitatott kérdés. Annak ellenére, hogy a NO
mennyisége n6 I/R sordn, az exogén NO kardioprotektiv hatdsa bizonyitott. Ez azzal
magyardzhat6, hogy a NO felszabadulds a reperflizié sordn csokken. Jelen eredményeink
magyarazatot adhatnak a NO paradox viselkedésére. Kisérleteink ramutattak arra, hogy a I/R
hatdsdra felszabadul6 NO-t a miokardium nem képes hasznositani, mert az eNOS
asszocialédik a Caveolin-1-el. Ugy tiinik, hogy a PC, legalabbis részben, triggereli az eNOS
felszabaduldsat, ezaltal a felszabadult NO elérhetdvé vilik a szivszovet szdmdra a reperfizid
soran.

A miocitdk membranjdban elhelyezkedd szfingomielin az I/R sordn lebomlik és
ceramid valamint szfingozin képzddik. Az eldbbi szerepet jatszik az I/R okozta
szivizomkdrosoddsban. A szfingomielin hidrolizisét a szfingomielindzok katalizaljak,
amelyek hidrolizaljak a foszfodiészter kotést. Ennek révén ceramid €s foszfokolin keletkezik.
Jelen tanulmdény arra is rdmutatott, hogy a ceramidképzd6dés fokozddott a reperfiizid sordn az

iszkémids szivszovetben. Nemrég bizonyitottdk a desipramine kardioprotektiv hatasat,
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amelyet a ceramid képzdédés gatlasa révén fejt ki. Normdl korilmények kozt a ceramid
gyorsan metabolizdlédik és szfingozin, majd szfingozin-1-foszfat keletkezik. Ez utdbbi
szintén rendelkezik kardioprotektiv hatassal. A szfingozin-1-foszfat ,,tiléld szignalt” kozvetit
a PI-3 kindz, az Akt és a Bcl-2 aktivdldsdval. A szfingomielin metabolizmusdnak folyamatat
kovetve konnyl belétni, hogy a ceramid felhalmozddésa a szfingozin-1-foszfat csokkenését
vonja maga utdn, ami I/R sordn 4ltaldnosan el6forduld jelenség.

Korédbbi kisérletekben rdmutattak arra, hogy az I/R egyiitt jar a foszfolipidek
metabolizmusaval és a foszfoinozitid valasz létrejottével. Jelen vizsgalataink megerdsitették
megéllapitdsainkat, valamint rdmutattak arra, hogy a szfingomielin lebomlds a caveoldkban
megfigyelhetd ceramid felhalmozédast eredményez. A proapoptétikus tulajdonsaggal bird
ceramid funkcidézavarokat indukdl az iszkémids szivben. Mdra bizonyitdst nyert, hogy a
szfingomielin metabolizmusa sordn keletkez0 anyagok fontos szerepet jatszanak a
programozott sejthaldl folyamataban.

A kisérletek soran az iszkémiat kovetden a szivfunkcidés paraméterek romlottak,
ahogyan az varhat6 volt. A romlas hatterében a kontraktilitds csokkenése és a sejtpusztulds
all. Mind a desipramine, mind a PC javitott a funkcids paramétereken. Fontos megemliteni
azonban, hogy bar a desipramine és a PC rendelkezik kardioprotektiv tulajdonsdggal, ez
irdnyd hatdsmechanizmusaik eltérnek egymastl. A desipramine csokkenti a ceramid
képzOdését, ami valdsziniileg hatdssal van a lipid raftok képzddésére. A PC pedig stimuldlja a
ceramid lebomldsat, ami a kardioprotektiv hatdssal bird szfingozin-1-foszfat képzddését
eredményezi. A szfingozin-1-foszfét a szfingozin kindz enzim kozremiikddésével szfingozin
foszforildléddsdval jon létre, ami pedig a ceramid metabolitja. A szfingozin-1-foszfat a
ceramidtol eltéréen tdléld szignalt kozvetit és védi a sejteket a ceramid mediélta apoptdzissal
szemben.

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 lokalizalodik (69). Egy mésik
publikiacié pedig beszamol arrdl, hogy a raft mikrodomainekben a stressz indukélta
véltozasok médositjak a tirozin kindz receptor szigndl transzdukciés folyamatait, azéltal, hogy
a ceramid modulalja a Caveolin-1 miikodését. Jelen kisérleteink azt a nézetet is alatimasztjak,

hogy a ceramid-caveolin-1 interakcio a lipid raft membranjan beliil torténik.

¢.) A Makhana kezelés hatasai

Kisérleteinknek tobb emlitésre méltd eredménye van. Elészor is, a Makhana akar akut

moédon alkalmazzuk az izolalt szivek kozvetlen perfizidjaval, akar krénikusan - amikor a
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kisérleti allatokat 21 napon 4t perorélisan kezeltiik - rendelkezik kardioprotektiv hatassal, amit
a magasabb posztiszkémids szivfunkcids adatok és az infarktusos teriilet csokkenése tdmaszt
ald. A Makhana kivonat d6zisfiiggd mdédon kototte meg a szuperoxid anionokat €s a hidroxil
gyokoket. Fontos tovdbbd megemliteni, hogy két, a redoxreguldcié folyamataiban fontos
protein (TRP32, TRX1) is indukélédott a kezelt szivekben.

Mivel az oxidativ szabadgyokok nagymértékii termeldédése és az antioxiddns
tartalékok csokkenése kulcsszerepet jatszik az iszkémia/reperfizié okozta szivizom
karosoddsok patofiziologidjaban, arra a kérdésre kerestiik a vdlaszt, hogy a Makhana
ellendllobba teszi-e a szivet az iszkémia/reperfizié okozta szivizom kdrosoddsokkal szemben.
Az eredményeink ramutattak arra, hogy a Makhana mind akutan, az iszkémids torténés elott
adva, mind krénikusan, perorilis elokezeléssel, javitotta a posztiszkémids kamrai felépiilést és
csOkkentette az infarktusos teriilet nagysagat. Az in vitro vizsgalatok eredményei igazoltak,
hogy a Makhana mar extrém kis koncentraciéban (0.005 %) képes megkotni 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 jelentds csokkenését iszkémids szivizomban. Ha a sziv prekondiciondldssal
adaptalodik az iszkémids stresszhez, a TRX1 expessziéja megnovekszik. Az expresszid
gitldsa csokkent posztiszkémids kamrai felépiilést €s megnovekedett 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.

Az emlds sejtekben ugyancsak ubikviter TRP32, egy 32 kDA nagysdgd, az N-
termindlis végen TRX domainnel rendelkezd protein. Az enzim funkciéja még nem teljesen
feltart, de valdszinlileg a citoplazmaban levd fehérjék és transzkripcids faktorok redox
reguldcidjdban jatszik szerepet. A DNS-koto transzkripcids faktor NFxB példaul tiol-redox
szabdlyzds alatt all és a TRP32 fokozza az NFxB p50-es alegységének DNS-koto és
transzkripcids aktivitdsit. Az NFkB pedig szerepet jatszik a miokardium iszkémidhoz val6

adaptaciéjanak folyamatdban.

d.) Az ACTH (4-10) hatasai

Az iszkémidt kovetd reperfizio kétségkiviil elofeltétele az érintett sejtek tulélésének,
de nem zajlik minden karos kdvetkezmény nélkiil. A reperfiiziés folyamat egyes komponensei

atmenetileg megnovelhetik a kamrai aritmidk el6forduldsdnak valdszinliségét, amelyek a
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szivfunkciés paraméterek romldsat eredményezik. Mindezek ismeretében alapvetd
fontossdguinak latszik a szivszovet védelme az iszkémia/reperfizié nyomdn létrejovo
karosoddsokkal szemben. Az utébbi években szamos faktorrdl deriilt ki, hogy fontos szerepet
jatszik az I/R folyamatdban, ezen faktorok egymdashoz valé viszonydrdl azonban sziamos
esetben vitatott és ellentmonddsos adatok allnak rendelkezésre.

Eldz6leg mar bizonyitast nyert, hogy bizonyos melanocortinok (pl. a-MSH) képesek
pozitivan befolydsolni a miokardidlis iszkémia kdros kovetkezményeit. Kisérleteinkben azt
kivantuk tanulméanyozni, hogy az a-MSH egy kisebb fragmentumaval, 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 nagysagat, 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 ezirdnyd hatdsainak mechanizmusa még
nem teljesen tisztazott, bar az utdbbi idében megjelentek publikiacidk, amelyek magyarazattal
szolgalnak ezekre. Ugy tiinik, hogy az adrenocorticotrop hormonok protektiv hatdsai részben
a szabad gyokok képzddésének gitldsara, részben pedig gyulladdscsokkentd tulajdonsdgaikra
vezethetd vissza. A gyulladdscsokkenté hatds a MCR-1 és MCR-3 receptorokhoz
kapcsolodik. Tovdbbd a melanocortinok ezen hatdsa Osszefiiggésbe hozhaté egyes
gyulladaskelto citokinek (IL-1a, IL-1p, 11-6, TNF) csokkent termelédésével, valamint az IL-
10 és IL-8 gyulladdsgdtld mediatorok fokozott termelddésével. A melanocortinok
immunrendszerben betdltott szerepe rendkiviil Osszetett és csak részben feltart. Ismert
példaul, hogy az exogén a-MSH gatolja a LPS indukalta TNF-a felszabaduldsit a vérben in
vitro koriilmények kozott. Ismert tovdbbd, hogy a POMC-t és derivatumait szdmos sejt —
monocytak, melanocytdk, endothel sejtek - termeli. Ezek alapjan logikusnak tlinik feltételezni,
hogy az a-MSH és mds ACTH fragmentumok szerepet jitszanak egyes gyulladéskeltd
medidtorok felszabaduldsanak csokkentésében a szivben és mds szervekben egyarant.

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 aktivdlni képesek a kardiomiocitikban és az
endothel sejtekben a programozott sejthalalt. Az apotdzis gyakran kialakul akut és krénikus
szovetkdrosoddsok folyamdan, a folyamatért felelds szignéltranszdukcids 1épések még nem

teljesen ismertek. Az apoptdzis molekuldris mechanizmusa meglehetdsen bonyolult és
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véltozatos, valamint igen sok faktorrdl feltételezhetd, hogy fontos szerepet jatszik az
apoptotikus és a nekrétikus folymatokban egyardnt. Egy kordbbi kisérletben mér bizonyitast
nyert, hogy az a-MSH gétolni képes az apoptdtikus sejtpusztulast. Jelen kisérleteinkben pedig
a His-Phe-Arg-Trp ,,magot” ugyancsak tartalmaz6 ACTH (4-10) antiapoptdtikus hatdsait
vizsgéltuk kardiomiocitdkban és endothel sejtekben. A kaszpdz-3 szerepe a programozott
sejthaldl folyamatdban ma madr j6l ismert. Ez a faktor a kaszpdz-9 hatdsara aktivalédik, amit
viszont a citokrém-c, a mitokondriumok vagy kaszpdz-8 aktivdl. Tovdbba a kaszpaz-3-at az
alabbiak is aktivéljak: a bcl-2 csalad, a bax, a TNF-a, a TNF-a receptor, a Fas/FasL valamint
a jobb kamrai dysplasia és a végstddiumu szivszélhidés. Nemrég publikdldsra keriilt, hogy
specifikus inhibitorral gatolt kaszpaz aktivitds kovetkeztében csokken az infarktusos teriilet
nagysdga a patkdnyszivekben a korondria artéria lekotését kovetéen, de az ok-okozati
Osszefiiggés a kaszpdz-3 aktivitds és a szivfunkcidk kozott még nem teljesen tisztazott.
Kisérleti eredményeink azt mutatjdk, hogy az ACTH (4-10) jétékony hatdsai a kaszpaz-3
aktivitascsokkent6 tulajdonsagra vezethetok vissza, ezaltal, vagy legaldbbis részben emiatt, az
apoptézis okozta sejtpusztulds is kisebb mértékii lesz. Ezt tamasztjdk ald az
immunhisztokémiai, TUNEL és Western blot vizsgilatok eredményei is.

Az apopt6zis csokkenésének masik oka lehet a HO-1 protein fokozott expresszidja. A
HO-1 indukalésa igen fontos védelmi tényezonek tlinik az iszkémia/reperfundalt szivizomban.
A hemoxigendz enzim szerepe j6l ismert szamos kérképben (I/R, hipertenzid, kardiomiopétia,
szerv transzplanticid, endotoxémia, immunszuppresszid). Zou és mtsai kimutattdk, hogy a
reperflizié els 6rdjaban torténd a-MSH kezelés hatdsdra né a HO-1 expresszidja bélszovet
I/R modellben. A HO-1 antiapoptétikus hatdsainak pontos mechanizmusa még nem teljesen
ismert. Egy lehetséges magyardzat lehet, hogy a bilirubin védelmet biztosit a kardiomiocitak
szamdra az oxidativ karosoddsokkal szemben. Ezért vizsgdltuk azt, hogy az ACTH (4-10)
elokezelés hatdssal van-e a HO-1 mikodésére kisérleti modelliinkben. Eredményeink
rdmutattak arra, hogy az el6kezelés hatdsara novekszik a HO-1 expresszié a szivszovetben,

amely egy alapveté mechanizmusa lehet az ACTH (4-10) kardioprotektiv hatdsanak.
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