A SZIVIZOM ENDOGEN ADAPTACIOJA, SZIGNAL MECHANIZMUSOK,
TERAPIAS MEGFONTOLASOK: KISERLETES ES KLINIKAI VIZSGALATOK

A szivizom iszkémids prekondicionalasaval kivalthatdo endogén védelem a ma ismert egyik
leghatékonyabb védelmi mechanizmus az iszkémias-reperfuzios karosodasokkal szemben. Az
elmult évtizedben az iszkémids prekondiciondlds a kisérletes kardiologia egyik
legintenzivebben kutatott teriiletévé valt, melynek kiemelten vizsgalt teriilete az adaptacios
valasz sejten beliili jelatviteli mechanizmusainak minél mélyebb megismerése. Az endogén
adaptacid szignalfolyamatainak pontosabb megértése lehetévé teszi ezen jelatviteli utak
modositasat, befolyasolasat, igy az adaptacios valasz farmakologiai indukciojat is. Ugyanis a
kisérletes koriilmények kozt kivalthaté endogén adaptacids valaszreakcidk nagy hatranya,
hogy indukaldsukhoz iszkémia-reperfizidés trauma sziikséges, ezért a human klinikai
gyakorlatban - barmely kecsegtetdek is, a kisérletes tapasztalatok — alkalmazhatosagi kore
szliknek mondhato.

A kémiai uton kivaltott prekondiciondlds kikiiszoboli az iszkémias prekondicionaldsban
alkalmazott iszkémia-reperfuzids stresszt, igy ennek kockazata nélkiil hozza létre a sziv
védettségét, fokozza a miokardium iszkémia toleranciajat.

A szivsebészeti technika fejlodése egyre biztonsdgosabbd teszi a sziven végzett
beavatkozasokat, de a miutétek sordn a miokardium iszkémia-reperfizidos karosodasa
elkertilhetetlen. Extrakorporalis keringés alkalmazasaval, ¢és anélkiil (off-pump) végzett
beavatkozasok alkalmaval a miokardium hosszabb-rovidebb idore iszkémias allapotba kertil.
A sziven végzett beavatkozdsok eldtt alkalmazhaté farmakologiai prekondicionalas
nagymértékben ndvelné a mitétek biztonsagat, csokkentené a postoperativ mortalitasi
kockézatot.

HIPOTEZIS ES TUDOMANYOS, KLINIKAI HATTER

A fejlett ipari orszagokban a morbiditasi és mortalitdsi statisztikdk vezetd helyén
allnak az iszkémias szivbetegségek. Az akut koronaria elzarodas okozta miokardialis iszkémia
és ezt kovetd infarktus okozta haldlozds megel6zésére és kezelésére iranyuld torekvések
alapvetd fontossagiiak az orvosi kutatdsokban. A World Health Organization (WHO)
eldrejelzése szerint az iszkémids szivbetegség és annak kovetkezményei 2020-ban is vezetd
halalokként fognak szerepelni, kovetkezményeként a joléti tarsadalmak un. civilizalt —
elhizas, mozgashiany, stressz, diabetes - €letvitelének. Az 0j terapids protokollok kidolgozasa
lehetdvé tette a csokkent keringésti miokardium teriiletek vérellatdsdnak minél rovidebb idén
beliili  javitasat, (trombolizis, koronaria  angioplasztika, sztentek alkalmazasa,
revaszkularizacids miitétek,) megfeleld keringést biztositva a szivizom szdmara.

A hipoxids miokardium keringésének helyreallitdisa a revaszkularizacié soran
azonban kétéli fegyver a keziinkben. Bar a véraramlés helyreallitasa védelmet nytjt a tovabbi
iszkémids miokardium kéarosodastdl, ugyanakkor szamolni kell az iszkémids-reperfuzios
karosodasok lokalis (miokardium, tiidd) €s szisztémds (Systemic Inflammatory Response
Syndrome (SIRS)) sz6védményeinek kialakuldséaval is.



A reperfuzios kdrosodds (reperfusion injury) egyik alapveté oka, hogy a korai
reperfuzid alatt nagy mennyiségben keletkez6 oxigén szabadgyokoket nem tudja
kozombositeni az endogén antioxidans rendszer €s kialakul a kiillonb6z6 stilyossagu oxidativ
stressz. Az oxidativ stressz ismert cellularis kdvetkezményei: a membran lipid peroxidacio
fokozddasa, membran fehérje szerkezeti elvaltozasok, kiillonb6zd ioncsatornak és receptorok
karosodasa, valamint DNS denaturacio. Mindezen patoldgids elvaltozasok az intracellularis
ion homeosztazis megvaltozdsdhoz, a sejtmembran permeabilitds fokozddasahoz, a
kalciumion kontrollalatlan intracellularis bearamlashoz €s sejthalalhoz vezetnek.

Az utobbi évek kutatasai felfedték azt, hogy bizonyos esetekben az oxigén szabadgyokok
pozitiv szerepe is feltételezhetd a hipoxia-reoxigenizacios szindromaban, amely jelenség az
iszkémias prekondicionalds folyamatdban valt ismertté. Az iszkémias prekondicionaléast (PC)
Murry és mts irtdk le el6szor miszerint: rovid id6tartamu iszkémids ciklusokat kdvetden a
miokardium védettsége fokozdodik egy hosszabb, sulyosabb iszkémids inzultussal szemben.
Ezt, mint a szivizom gyors adaptativ valaszat a hipoxia-reoxigenizaci6 okozta oxidativ
stresszre, klasszikus prekondiciondldasnak nevezték. Ez a védelem azonnal kialakulo, révid
iddtartamu (1-3 ora) és megnyilvanul az infarktus teriilet nagysadganak csokkenésében,
funkcionalis javuldsban. Tovabbi kutatasok az iszkémia-reperfuziés karosodasok elleni
sejtszintl védelem masodik hullamat is igazoltdk. Ez a védettség az eredeti prekondicionald
ingert kovetden 24 6ra mulva alakul ki és 72 6rdig tart. Ezt a jelenséget, megkiilonboztetve az
azonnal kialakul6 klasszikus PC-t0l késdi prekondiciondlasnak (second window of protection
SWOP) nevezték. A korai és kés6i PC adaptacios valaszdnak alapvetd kiilonbsége, hogy
amig a korai PC reverzibilis metabolikus folyamatok indukalasaval éri el a protekciot (ATP
szenzitiv kalium csatorndk nyitasa), a késéi PC soran gén expresszid, 0j fehérjék (hdsokk
fehérj¢ek (HSP 72, 27, 32), antioxidans enzimek: MnSOD, nitrogén monoxid szintdz, és
hemoxigenaz) szintézise torténik.

Jelenleg szamos tudomanyos munka és sajat kutatasaink is a prekondicionalas intracellularis
jelatalakitd folyamatainak, jelatvivé medidtoroknak ¢és a transzkripcios faktoroknak
molekularis szintli vizsgalataval foglalkozik.

A PC folyamatanak eddig igazolt triggerei: az adenozin, katekolaminok, bradykinin, nitrogén
monoxid (NO), opioidok és az oxigén szabadgyokok .

Az adaptacié szignalfolyamataival foglalkoz6 kutatasok legujabb eredményei azt mutatjak,
hogy a késéi PC intracellularis jelatviteli kaszkadjaban kulcsfontossdgi szerepe van a
nuklearis faktor (NF)-kB transzkripcios faktornak. Az NF-kB dimer protein inaktiv
allapotban a sejt citoplazmdjaban taldlhato, és a sejtet ért stressz ingerre aktivalodik és a
sejtmagba transzlokalodik. A transzkripcids faktor DNS-hez kotddése az NF-kB-kapcsolt
gének expressziojahoz vezet, amelyek kiilonbozd szignal és protektiv fehérjéket kodolnak.
Feltehetéen ezen fehérjék (superoxid-dizmutaz, kataldz, cyclooxigenaz-2, 12 lipoxigenaz,
ferritin H lanc, hésokk fehérjék, nitrogén-monoxid szintdz, hemoxigenaz, urocortin) tehetok
feleldssé a sejtszintli védelemért a késéi PC-ben.

RESZLETES BESZAMOLO

NUKLEARIS FAKTOR-kB ES AKTIVATOR PROTEIN-1 AKTIVACIOJA A
MIOKARDIUM ISZKEMIAS PREKONDICIONALASABAN



Kutatasaink soran a szivizom endogén adaptacios mechanizmusait vizsgaltuk, részletesen
tanulmanyoztuk az iszkémids prekondicionalds jelatviteli folyamatait. A nuklearis
faktor(NF)kB és aktivator protein(AP)1 transzkripcios faktorok aktivaciojanak és nuklearis
jelatviteli folyamataiban. Mivel ezen faktorok indukcidjanak dinamikéja kevésbé ismert a PC
folyamataban, jelen munkankban az AP1 ¢s NFkB indukciojanak és DNS koté aktivitasanak
iddbeni valtozasait kovettiik in vivo kisérletekben.

24 db nytlon (New Zealand White) intratrachealis iv. narkézisban median thoracotomiat
kovetden ischaemias PC-t végeztiink a bal eliillsd leszallo koronaria (LAD) 5 perces
elzarasaval. Az 5 perces ischaemiat kdvetden 10 és 30 perces, majd 1, 2, 3, 4 oras reperfuzio
utan a karositott szivizomteriiletbdl vett szovetmintdkban vizsgéltuk a transzkripcids faktorok
aktivacidjara utald6 DNS koté kapacitasat electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
modszerrel. Tovabbi 12 nyllon azonos koriilmények kozott 2x-, 3x-, ill.4x 5 perces
ischaemias PC-t kovetéen 30 perces reperfuziot kovetve vizsgaltuk az NFkB ¢és AP-1
aktivitasat.

A prekondiciondlt szivizomban szignifikéns (p<0.05), kétfazisu NFkB aktivalodast észleltiink
az egyciklusu PC-t kovetd reperfizio 30. percében ill. 3. Orajaban,mig az AP1 aktivacio a
reperfizio 1. oOrdjanak végére érte el maximumat. A PC ciklus szdmanak emelésével a
transzkripcids faktorok aktivacioja hasonld dinamikaval tortént.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az NFkB ¢és az AP1 aktivacioja jellegzetes idogorbét mutat,
¢s az aktivacidé mértékét az alkalmazott PC ciklusok szama csak kis mértékben befolyasolja.

AZ ACETILSZALICILSAV HATASA A SZIVIZOM ENDOGEN ADAPTACIOJARA

Kisérleteinkben az acetilszalicilsav hatdsat vizsgaltuk a szivizom késdi iszkémias
prekondicionalasaban (PC). Vizsgéltuk, hogy az acetilszalicilsav milyen mértékben
befolyasolja a késéi PC infarktus csokkentd hatdsat, és milyen dézisban gatolja a PC
jelatviteli folyamataiban kulcsfontossag transzkripcidos faktor, a nuklearis faktor-kB
aktivaciojat. Nyul modellen 4 ciklusban 5 perces korondria okkluzioval iszkémids PC-t
hoztunk létre. A gyogyszerrel kezelt csoportokban a PC el6tt 20 perccel harom kiilonb6zd
doézisban (Smg/kg; 25 mg/kg; 130 mg/kg iv.) acetilszalicilsavat adtunk az allatoknak. 30
perccel a PC utan az iszkémias teriiletrdl szivizom szovetmintat vettiink, és meghataroztuk a
nuklearis faktor-kB (NF-kB) aktivaciojat EMSA modszerrel. 24 6ra mulva, 30 perc iszkémiat
(LAD elzaras) és 2 ora reperfuziot kovetden tryphenyltetrazolium-klorid (TTC) festéssel
meghataroztuk az infarktus kiterjedését. Eredményeink azt mutattdk, hogy az alacsony
(antitrombotikus) és kdzepes (fajdalomcesillapito és gyulladascsokkentd) dozisban alkalmazott
acetilszalicilsav nem befolydsolta az NF-kB aktivaciojat és a késdi védelem kialakulésat a
prekondicionalt miokardiumban, viszont a magas, szubtoxikus doézis meggatolta a
transzkripcids faktor indukcidjat és a késdi adaptacid védd hatasat is. Kisérleteink
bizonyitottdk, hogy az acetilszalicilsav a klinikumban hasznalt trombdzis profilaxis, és
gyulladascsokkentd, antireumatikus dézisban nem befolyasoljak a késé1 PC kardioprotektiv
hatasat, viszont magas dozisban meggatolja a szivizom endogén adaptacids valaszainak
kialakulasat.

OXIDATIV STRESSZ ES GYULLADASOS VALASZREAKCIOK MERTEKENEK
VIZSGALATA HAGYOMANYOS ES PUMPA NELKULI KORONARIA MUTETEKBEN:
AZ EXTRACORPORALIS KERINGES HATASANAK MEGITELESE

Az extracorporalis keringésben végzett koszoriisér miitétek soran szamolni kell iszkémids-
reperfuzids karosodasokkal, melyek szamos nemkivanatos szovodményhez vezethetnek.



Ennek csokkentésére dolgoztdk ki az un. off-pump technikat, a dobogd sziven torténd
koronaria mitéteket. Jelen vizsgalataink sordn kardioldgiai beteganyagon tanulmanyoztuk az
extracorporalis keringés (on-pump) alkalmazasanak, illetve a szivpumpa nélkiili (un. off-
pump) technikdnak az oxidativ stresszre €s agyulladdsos markerekre kifejtett hatasait.
Prospektiv, randomizalt vizsgalatainkba 20 extrakorporalis keringéssel (cardiopulmonaris
bypass: CPB) operalt és 10 ,,off-pump”(OP) miitéten atesett beteget vontunk be, akiknél a
vizsgalati protokoll szerint a mutét alatt tobbszor, illetve a posztoperativ 1-3. és 7. napon
periférias vérmintakat vettiink. A vérmintadkban meghatdrozzuk a lipidperoxidacié mértékét
kataldz, redukalt glutation) aktivitasat, valamint a pro- és antiinflammatorikus citokinek
aranyat.

A plazma malondialdehid (MDA) szintje a CPB csoportban a mutétet kdvetd reperfuzid korai
szakaszaban mar szignifikdns emelkedést mutatott, mely érték a posztoperativ harmadik napig
magas volt, jelezve a fokozott lipidperoxidacid6 mértékét. A hetedik napra az MDA szintje a
mutét eldtti kiindulasi értékre csokkent. Az off-pump technikaval operalt betegek MDA
értékei a masodik napon mutattak enyhe emelkedést, azonban ezek az eltérések a kontroll
értekhez képest nem voltak szignifikdnsak. A superoxid dizmutdz (SOD) aktivitdsa a
megfigyelt iddszakban a CPB csoportban mindvégig alacsonyabb szintet mutattak, mint az
OP csoportban, az extracorporalis keringést kovetéen a SOD aktivitdsa a harmadik napig
folyamatosan csokkent. A redukalt glutation értékei mindkét csoportban az iszkémia és a
korai reperfuzi6 alatt erésen csokkentek, mad a CPB csoporban egészen a hetedik napig
alacsonyszinten maradtak, mig az OP csoportban fokozatos emelkedést mértiink. Tovéabbi
eredményeink a szisztémas gyulladasos valaszreakciok szignifikans csokkenését mutattdk a
miikodd sziven végzett OPCAB beavatkozdsok esetében, a TNFalfa, IL1,IL6 és a IL10
aranyanak kedvez0 valtozasaval.

Eredményeink az extracorporalis keringés hatisara kialakuld oxidativ stressz €s szisztémas
gyulladdsos  reakci6  kialakuldsdnak, mértékének ¢és igy esetleges terdpias
befolyasolhatosaganak pontosabb megértéséhez jarultnak hozza. Annak kimutatdsa, hogy a
dobogo sziven végzett bypass mutéteknél az antioxidans-prooxidans statusz €s sejt aktivacio
kedvezden valtozott, az 1j technikdval operalt betegek gyorsabb gyogyuldsara ad
magyarazatot.

SEJTSZINTU ADAPTACIO VIZSGALATA ISZKEMIAS SZIVBETEGEK
MIOKARDIUMABAN

Krénikus iszkémias szivbetegségben (ISZB) a miokardium sejtszintli endogén adaptécios
rendszereit felhasznéalva probal alkalmazkodni a folyamatos iszkémias allapothoz. A cellularis
adaptacio soran fokozodik az antioxidans enzimek, stresszproteinek szintézise, amely fehérjék
expressziojaban a nuklearis faktor-kB (NFkB) transzkripcios faktornak dont6 szerepe van.
Vizsgélataink célkitlizése az volt, hogy a mitrdlis billentyli betegsége miatt
billentylbeiiltetésre keriild betegekbdl vett szdvetmintdkban meghatirozzuk az NFkB
aktivitasat az iszkémidval tarsult, illetve - referenciacsoportként - az iszkémia nélkiili
betegeknél.

Tanulmanyunkban 12 mitralis billentyliinsufficiencia-, illetve sztendzis miatt mibillentyii
betiltetésre keriilé betegbdl, a beteg billenyli eltavolitdsa soran rezekalt papillaris izombol
szovetmintat vettiink. A szovetmintdkat két csoportba osztottuk: az els¢ csoportba azon
betegek mintai tartoztak (5 beteg), akiknek a billentytielégtelenség mellett nem volt ismert
iszkémias szivbetegségiik (referencia csoport), a masodik csoportba sorolt betegeknél a
protézist indikdlo billentylibetegség mellett ismert, klinikailag igazolt kronikus iszkémias
szivbetegség is jelen volt (7 beteg). A szdvetmintdkbol magfehérje frakciot izolaltunk,



amelyben Oxford-Biomed NFkB ELISA kittel mértilk az NFkB mennyiségét a sejtmagban.
Eredményeink szerint azoknal a betegeknél, ahol a billentyiibetegség iszkémidval tarsult az
NFkB mennyisége a sejtmagban szignifikdnsan emelkedett a referencia csoporthoz
hasonlitva. Ez alatdmasztotta azon feltevésiinket, miszerint az ISZB-s betegek
miokardiuméban az endogén adaptacio jelatviteli folyamata megvaltozott, az NFkB
szignalizacios Utja folyamatosan aktivalt allapotban van, tovabb mar nem indukalhaté. Ez a
megfigyelés magyardzatot adhat arra a kérdésre, hogy miért nem vélthat6é ki klinikailag is
jelentds védelem prekondicionalassal iszkémias szivbetegek miokardiumaban.

AZ UROCORTIN EXPRESZIOJANAK VIZSGALATA A PREKONDICIONALT
SZIVIZOMSEJTEKBEN

Az iszkémias prekondicionalas a szivizom stresszre adott endogén, sejtszintii adaptacios
valasza, mely soran rovid iszkémias-reperfuzios ciklusokat kovetéen fokozodik a miokardium
tolerancidja egy késobbi sulyos ischaemids karosoddssal szemben. A legljabb kutatasok
szerint a sziv- €és érrendszerben termelddd urocortin nevii endogén peptidnek vazodilatativ,
antiapoptotikus, pozitiv inotrop és tovabbi jelentds kardioprotektiv hatisa van. Emellett
kisérletes koriilmények kozott a [IPC-hoz hasonld védd hatast fejt ki.

Munkank célja szivizomsejttenyészeteken az optimdlis prekondicionalasi protokoll
kifejlesztése volt, melynek soran az urocortin termelddésének idobeli lefolyasat kivantuk
monitorozni.

Ujsziilott patkany kamrai szivizomzatdbol izolalt sejteket 3, 4, és 6 ora iszkémidnak kitéve
vizsgaltuk a karosodéas mértékét nekrdzis enzimek (kreatin-kindz, laktat —dehidrogenaz), vital
festés (tripan kék), és apoptdzis meghatarozasanak segitségével. Ugyanezen paramétereket
vizsgaltuk, miutan a sejteket kiilonboz6 idejli iszkémids prekondicionald stimulusnak (5, 10,
ill. 20 perces iszkémids stimulusokat 10 perces reperfuzid kovette) és teszt iszkémianak (3
ora) tettiik ki. Munkank masodik részében az urocortin expressziojanak dinamikéjat kovettiik
fluoreszcein €s precipitacios immunhisztokémiai modszerrel.

Eredményeink szerint a 10 perces IPC protokoll megfeleld sejtvédelmet indukal a hosszan
tarto hypoxia ellen. Az urocortin termelédése mar az iszkémias stresszt kovetd 2. oratol
elindul, az jonnan szintetizalodott fehérje azonban csak a 18 ora elteltével jelenik meg.
Kisérleteink 1igazoltdk, hogy az wurocortin sokrétli stresszregulacidés szerepén kiviil
valosziniileg a sejteket ért oxigén hidnyos allapotokban és az IPC folyamataban is jelentds
szerepet jatszik. Tovabbi kutatasok sziikségesek azonban tényleges funkcidjanak tisztazasara,
els6sorban az IPC-t kovetd jelatviteli folyamatok megvaltoztatasaban.

HEMOXIGENAZ 1  EXPRESSZIOJA ES CYTOPROTEKTIV HATASA A
MIOKARDIUM KESOI PREKONDICIONALASABAN

Az iszkémias prekondicionédlds a miokardium sejtszintli, endogén stresszadaptacios valasza,
mely soran fokozddik a szivizomsejtek tolerancidja késobbi stlyosabb iszkémias-reperfuzids
(IR) inzultusokkal szemben. Kisérletes vizsgalatokban kimutattdk a hemoxigenaz-1 (HO-1)
hosokkfehérje szivizomsejt védd szerepét oxidativ stresszben. Munkankban vizsgalni
kivantuk a késoi prekondicionalads soran a HO-1 expresszigjat és az enzim védd hatasat
szivizomsejtek IR karosodasaval szemben.

Ujsziilott patkany kardiomiocitdkban iszkémias és farmakologiai (adenozin, adrenalin, opioid)
prekondicionalast (PC) végeztiink (I. csoport), majd 24 6ra mulva tesztiszkémiat kovetden
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meghataroztuk a sejtekben az apoptozis €s nekrozis mértékét, valamint az élé/halott sejtek



aranyat. A masodik (II.) csoportban a tesztiszkémia eldtt cink-protoporphyrin (ZnPPIX)
adasaval gatoltuk a HO-1 enzim aktivitasat, mig a harmadik (III.) csoportban a PC-t kovetden
HO-1 specifikus siRNS addsaval blokkoltuk a HO-1 fehérje expresszidjat. A kontroll
csoportban (IV. csoport) PC nélkiil csak tesztiszkémiat hoztunk 1étre. Valamennyi csoportban
a kezelést kovetden 24 draval immunhisztokémiai festéssel detektaltuk a HO-1 expreszigjat.
csoporthoz képest szignifikdnsan csokkentette. A PC csoportokban az apoptozis és
sejtnekrdzis aranya szignifikdnsan kisebb volt a kontroll csoporthoz képest. A ZnPPIX ¢és
siRNS adasa a PC protektiv hatdsat megszlntette, az LDH megemelkedett, az apoptozis és a
sejtpusztulas jelentdsen fokozodott. A HO-1 immunhisztokémia a PC csoportokban az enzim
egyértelmil expresszidjat mutatta, amelyet a PC-t kdvetd siRNS kezelés meggatolt.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az iszkémiaval, illetve gydgyszerrel végzett késoi
prekondicionalas soran fokozodik a HO-1 expressziodja. Igazoltuk, hogy az enzimnek szerepe
van a késoi PC kardioprotektiv hatdsdban az IR inzultust kovetd apoptozis, és nekrozis
esetében.

AZ UROCORTIN JELENTOSEGE A SZiVIZOM PRE- ES
POSZTKONDICIONALASABAN

A szervezet endogén adaptacidés mechanizmusai koziil jelentds szerep tulajdonithatd a pre- €s
posztkondicionadlasnak, melynek kovetkezményeként —megndvekszik a  szervezet
ellenalloképessége a kiilonbodzo, sejteket érd stresszhatasokkal szemben. A legujabb kutatdsok
szerint a sziv- és érrendszerben termelddd urocortinnak, mely a corticotrophin releasing faktor
csalad tagja, jelentds kardioprotektiv hatdasa van. Munkank célja az urocortin hatdsdsnak
vizsgalata volt szivizomsejttenyészeteken a pre- és posztkondicionalas folyamataban.
Ujsziilott patkany kamrai szivizomzatabol izolalt sejteket prekondicionaltunk adenozinnal,
iszkémias stimulussal és urocortinnal (10 perces stimulust 10 perc reperfizié kovette), majd
3 ora teszt iszkémia €s 2 oOra reperfiizidt kovetden vizsgaltuk a sejtkarosodas mértékét laktat-
dehidrogenaz (LDH) kibocsatés, vital festés (tripan kék), €s apoptozis/nekrdzis (Annexin V-
Propodium-jodid festés) meghatarozasanak segitségével. A kontroll csoportban a sejteket 3
ora iszkémidnak tettilk ki, melyet 2 ora reperfuzid kovetett. A posztkondicionalas
vizsgalatahoz a sejteket kiilonbozd idejii (30 és 60 perc) iszkémids inzultusnak és ezt
kovetden rovid iszkémids-reperfuzios stimulusnak ill. urocortin kezelésnek tettiik ki, majd az
el6z6 paraméterekkel meghataroztuk a kardioprotekcidé mértékét.

Eredményeink szerint a szivizomsejtek altali LDH kibocsatds mértéke, a tripan kékkel
festodott halott sejtek szdma és az apoptotizalt, nekrotizalt sejtek aranya szignifikdnsan
csokkent mindharom prekondicionalt csoportban a kontroll csoporthoz képest. A 30 és 60
perces iszkémiat kovetden az LDH enzim szintje, a halott sejtek mennyisége és az
apoptotizalt, nekrotizalt sejtek aranya szintén csokkenést mutatott az iszkémids, és az
urocortinnal torténd posztkondicionalast kvetden.

Kiseérleteink igazoltdk, hogy urocortinnal torténd prekondicionélés -az iszkémias és az
adenozinnal indukalt prekondicionaldshoz hasonléan- ugyancsak hatasos sejt védelmet
indukal a szivizomzatot ért hipoxids karosoddsokkal szemben. Tovabba 60 perces hipoxias
stresszt kovetden az urocortin az iszkémias posztkondicionalasnal hatékonyabb miokardialis
sejtvédelmet idéz elo.

ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS PROTEKTIV HATASAINAK VIZSGALATA
HASI AORTA MUTETET KOVETO REPERFUZIOS KAROSODASOKBAN



Kisérletes ¢és klinikai modelleken igazolt, hogy a hosszabb iszkémiat kovetd korai
reperfuzioban intermittalo iszkémias epizdédokkal végzett posztkondicionalas (PS) csokkenti a
reperfuzios karosodas sejtszintli (oxidativ stressz, apoptézis, nekrdzis) és szisztémas
(leukocita aktivacid) hatasait a miokardiumban.

Vizsgalataink célja volt, hogy allatkisérletes modellen tanulmanyozzuk a PS hatékonysagat
periférias szoveteken.

Whistar patkdnyokon a hasi aortat leszoritottuk 1 ordra. A reperfuzié indulasakor 4x15s—os
PS tortént. Vérmintakat a véna cava inferiorbol vettiink az iszkémia el6tt, és a reperfuziot
kovetden 5, 10, 15, 30, 60, és 120 percet kdvetéen. Meghataroztuk a serum peroxid szintet, a
szabadgyok termelését. Akt-1 és az extracellularis szignal regulalt kindz (ERK %) aktivitasat
néztiik a szovetmintakban Western blot analizis segitségével.

A PS csoportokban a plazma peroxidaz szintje a korai reperfiizioban (5-30 min) szignifikdsan
alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban. A PS csokkentette a szérum TNF-alfa szintet,
MPO aktivitast és a fehérvérsejtek indukalt szabadgyok termelését. A postkondicionalas
szivizomra, a vazizomra .

Hatékonysagat és klinikai alkalmazhatosagat tekintve a PS alkalmas lehetdségnek mutatkozik
a sejt €s szoveti szintll reperfiizids karosodasok csokkentésére.

PACAP HATASA A SZIVIZOMSEJTEK ISZKEMIAS PREKONDICIONALASARA

A neuropeptid pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) és receptorai
szamos helyen expresszalodnak a kozponti idegrendszerben és mas szovetekben. A PACAP-
nak erds anti-apoptotikus hatdsa ismert az idegsejtekre és szamos mads sejttipusra. A peptid
jelen van a kardiovaszkularis rendszerben is. Kimutattuk, hogy a PACAP-nak védé hatdsa van
iszkémia-reperfiizié indukalt szivizomsejt apoptdzisban. Vizsgaltuk, hogy a PACAP tudja-e
fokozni a prekondicionalas védd hatasait.

Szivizomsejteket iszkémids prekondicionalast kovetden 2 ora iszkémia-4 oOra reperfuzionak
tettik ki. Mind a PACAP kezelés Oonmagaban, mind a prekondiciondlds szignifikansan
csokkentette a sejthalalt és novelte az életképes sejtek szamat. Egyiitt alkalmazva a két
kezelést azonban nem tapasztaltunk tovabbi védelmet. Eredményeink szerint mind a PACAP
kezelésnek, mind a prekondicionalasnak védd hatisa van a miokardium iszkémia-reperfizids
karosodasaval szemben, azonban hatasuk nem additiv.



