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BEVEZETES

Az emberi szervezet a kiilvilaghoz valé folyamatos alkalmazkodésa soran a talélést biztosito
adaptaciés mechanizmusokat fejlesztett ki, létrehozva egy nagyon érzékeny endogén
védekezd rendszert. Az adaptacionak a szervezet, a szovetek, szervek illetve a sejt szintjén
megnyilvanuld kiilonb6z6é mechanizmusait ismerjiik. A prekondicionalas (PC) a szervezet
egyik leghatékonyabb endogén adaptaciés mechanizmusai kdz¢ tartozik, melyben révid ideig
tartd kiilonféle stressz-ingerek (mint pl. a hipoxia, kiilonboz6 fizikai és farmakoldgiai
inzultusok) ellenallova teszik a szervezetet hosszan tartd, letalis inzultussal szemben. 1986-
ban Murry és mtsai irtdk le elsd izben, hogy rovid ideig tartd iszkémias stimulusokkal
csOkkenthetd a koszoruér elzarddasat kovetd szivizom infarktus kiterjedése. A jelenséget
iszkémias PC-nak nevezték el, mely hatékony védelmet nyujt az iszkémias-reperfuzios (I/R)
karosodasokkal szemben, azonban a klinikai gyakorlatban val6 alkalmazasat korlatozta, hogy
csak tervezett beavatkozasok esetén valosulhatott meg. Ennek kovetkeztében szamos olyan
vizsgalatot végeztek, melynek soran j endogén védo fehérjék indukalasat kivantak elérni.
2003-ban Vinten-Johansen ¢és munkatarsai arra lettek figyelmesek, hogy tartdosan fennalld
iszkémiat kdvetden a reperfuzios periddus kezdetén alkalmazva a révid intermittald hipoxias
stimulusokat, ugyancsak megfeleld védelemi reakcid indul el a szivizomszovetben. A
jelenséget a prekondiciondlds mintdjara ahhoz hasonldan, posztkondicionalasnak (PS)
nevezték el. Brar szerint a mechanizmus Iétrejottében a kovetkezd elméletek jatszanak
szerepet: a mechanikai elmélet szerint PS soran csokken az intravazalis nyomas és a
mikrovaszkularis karosodas , ill. csokken a folyadék érpalyabol torténd kidramlasa. A
cellularis elmélet alapjan az intracellularis oxidansok ¢és Ca2+szint csokken, ill. a
mitokondrialis permeability transition pore (mPTP) nyitdsa gatlodik, ezek altal csokken az
apoptozis és nekrozis kialakulasa. A molekuldris magyardzat szerint a PI3 kinaz, p-Akt, ERK
1/2-talélést segitd (survival) jelatviteli utak aktivalasa; antiapoptotikus enzimek termelddése
vezet az iszkémias kdrososdas kivédéséhez.

1995-ben Vaughan és mtsainak patkany kozépagybol sikeriilt egy 40 aminosavbol allo
fehérjét izolalni, mely 45%-ban azonos szekvencidjii a corticotrophin releasing faktorral
(CRF), és szerkezetében hasonlit a halakban termelddé urotensin hormonhoz. Ez a
magyarazata, hogy a CRF faktor csalad legujabb tagjaként, urocortinnak (UCN) nevezték el.
A CRF csalad polypeptidjei a hypothalamus-hypophisis-mellékvese tengelyen keresztiil
szerepet jatszanak a szervezet viselkedési formdinak kialakitdsdban, illetve a kiilonb6zd
stresszingerre adott valaszreakcidkban

Felefedezése ota az UCN-t az emberi kozponti idegrendszeren kiviil kimutattak a placentdban,
mellékvesében, gastrointestinalis traktusban, a petefészekben, tiidében, lymphocytakban, ¢s
nem utols6 sorban a sziv és érrendszerben is. SzOvettani vizsgalatok szerint
szivelégtelenségben szenvedd betegek miokardiumabol kivett mintdkon az UCN
intenzivebben expresszalodik, mint egészséges szivizomszdveten.

A CRF csalad fehérjéi a sejtfelszinen elhelyezkedé CRF receptorokhoz-CRF-R1 és CRF-R2
(R2a és R2b variansok)-kapcsolddnak, és G proteineken keresztiil az adenilat-ciklaz enzimet
aktivaljak. Az UCN és CRF egyenl6 mértékben kotddik a CRF-R1-hez, melyet elsésorban az
agyban és a hypophysisben mutattak ki; ezzel szemben a 2-es receptorhoz az UCN 40-szer
erdsebb affinitassal képes kapcsolodni, mint a CRF.

Szivizom-sejttenyészeten végzett kutatasok szerint UCN-nal kezelve a sejteket az iszkémiat
megeldzoen, illetve a reoxigenizacid kezdetén, hatasos sejtvédelmi reakcidutak aktivalodnak a
mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatviteli kaszkédrendszeren keresztiil. A p42/p44
MAPK foszforilacidjanak gatlasaval megsziinik az UCN infarktus teriilet csokkentd hatasa
Langendorff-modellen végzett vizsgalatok alapjan. Tovéabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy az
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UCN indukédlva a protein kindz C (PKC)-t és ATP- szenzitiv K'(K'arp) csatornat, az
iszkémias PC-hoz hasonl6 kardioprotekciot valt ki.

Az iszkémias PC jelatviteli folyamatainak kutatasa sordn szamos triggert, masodlagos
hirvivot és transzkripcids faktort azonositottak. A szigndlkaszkadot beindité —Un. trigger —
mediatorok koziil a klinikumban kiemelkedd szerepe van az adenozinnak, mely az Al
receptoron keresztiill ugyancsak a PKC és K'arp csatornan kerersztil védi meg a
miokardiumot az I/R karosodasokkal szemben.

Izolalt szivizomsejteken végzett kisérletek szerint kiillonbozo stresszhatasokat kovetéen 12-18
ora mulva szignifikdnsan ndé az endogén UCN mRNS képzddése. Exogén UCN kezelés az
iszkémia ideje alatt, illetve a reperfuizié kezdetén is protektiv hatdsunak bizonyult in vivo és in
vitro modellekben, azonban még nem tisztazott hipoxias stresszhatdst kovetd endogén
termelddésének iddbeli dinamikaja.

AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI

Kisérleteink célja egyrészt egy optimalis prekondiciondlési protokoll feldllitasa volt 0jsziilott
patkanyokbol izolalt szivizomsejteken. Masrészt arra kerestiik a valaszt, hogy az urocortin
rovid iszkémids inzultust kovetéen mikor jelenik meg a szivizomsejtek citoplazmajaban.
Tovabba megvizsgaltuk, hogy az UCN milyen mértékben nyujt hatasos védelmet iszkémias-
reperfizids karosodasokkal szemben Osszehasonlitva az iszkémids, illetve az adenozin altal
generalt prekondicionaléssal, illetve az iszkémids posztkondicionalassal.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Szivizomsejtek izolaldsa.

Ujsziilott Wistar patkanyokbél (2-4 napos) kinyert szivek kamrai teriiletét egy kordbban leirt
modszer alapjan [21] eldkészitettiik, majd az igy nyert sejtszuszpenziot 2-es tipusu kollagenaz
emésztésnek tettilk ki. Miutdn a sejtek teljesen szétvalasztodtak, oldatukat 100 pm nylon
haloén sziirtiik at, mikdzben a sejtek a kovetkez6é médiumba kertiltek: DMEM/F-12, 100 1U/ml
penicillin, 0,1 mg/ml streptomycin, 1,28% 200mM L-Glut, 10 % fetal bovine serum. A filtralt
sejtoldatot centrifugaltuk, majd a sejteket DMEM/F-12 10%FBS tartalmi médiumban 100
mm atmérdjii milanyag Petri-csészében 45 percen keresztiil inkubétorba helyeztiik (5% CO,,
37 °C), hogy a gyorsan letapad¢ sejteket elkiilonitsiik a szivizomsejtektol.

Ezt kovetéen a sejtoldatot poly D-lizinnel fedett targylemezre, illetve 12-lyuku
tenyésztéedénybe vittiikk at, ligyelve a sejtek egyenletes eloszlasara. 24 ora elteltével a
sejteken 1évé médiumot komplett szérum mentes médiumra (CSFM) (DMEM/F-12, 2.5
mg/ml BSA, 1uM insulin, 5.64 ug/ml transferrin, 32nM szelenium, 2.8 mM Na-piruvat, 0.1-1
nM T3, 100 IU/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin) cseréltiik, hogy meggatoljuk a tobbi
jott 1étre.

Ujsziilott patkany szivizomzatabol izolalt sejteken a hipoxias stressz ingert egy korabban leirt
iszkémias pufferben torténd inkubdldssal valositottuk meg. Iszkémids pufferben tartva a
sejteket, az alacsony pH érték és a jelen 1évo gliikoz-antimetabolit hatasara lejatszodo
reakciok megfelelnek az oxigénhianyos allapotokra adott valaszreakcidknak. Az iszkémids
puffer 6sszetevoi a kovetkezok: 137 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 0.88 mM CaCL,-2H,0, 0.51
mM MgSO,4-7H,0, 5.55 mM D-glucose, 4 HEPES, 2%FCS, 10 mM 2-deoxy-D-gliikéz and
20 mM DL-laktat ( pH 6.5).

Prekondicionalas kiilonbozo idejii iszkémids inzultusokkal.

A szizomsejteket kiillonbozé idore a fent emlitett iszkémids pufferben tartottuk, melyet révid,
10 perces reperfuzios periddus kovetett, azaltal, hogy a sejtek tapoldatat ismét normal
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sejtoldatra cseréltiik. Ezt kovetden hosszan tartd 3 oras iszkémids inger ( teszt iszkémia) és az
azt kovetd 2 Oras reperfuzid utan vizsgaltuk meg a kialakult védelem nagysagat laktat
dehidrogenaz (LDH) enzimméréssel illetve a sejtek életképességének vizsgalataval.

Urocortin immunhisztokémiai jelolése.

Az izolélt szivizomsejteket poly D-lizinnel fedett targylemezen inkubaltuk normal
sejtmédiumban. Az izoladlt miokardidlis sejttenyészetet rovid ideig tartd iszkémids
stresszhatasnak tettiik ki, majd a reperfuzidé kiilonb6z0 iddpontjaiban kiméletes oOblitést
kovetden 4 %-os paraformaldehid oldatban fixaltuk a szivizomsejteket 1 6ran keresztiil 37 °C-
on. PBS-sel torténd mosast kdvetden Triton X-100 0,1%-os oldatdban (TBS)/Triton (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0.1% Triton X-100, pH 7.4) inkubaltuk a miokardidlis sejteket,
hogy a sejtmembran atjarhatova valjon az elsddleges antitest (rabbit anti-urocortin, Sigma)
szamara. A nem specifikus antitest-helyeket masodlagos antitest szérumat tartalmazé PBS
oldatban kotottik le. Ejszakan at tartd elsSdleges antitest jeldlést kovetden masodlagos
antitestként Alexa Fluor goat anti-rabbit IgG-t hasznéltunk, majd fluoreszcens-mikroszkdpban
vizsgaltuk az urocortin specifikus festédést a szivizomsejtek citoplazmajaban.
Prekondiciondlas iszkémias stimulussal, adenozinnal és urocortinnal.

A prekondicionalast egyetlen 10 perces inzultussal hoztuk 1étre: iszkémids pufferben tartottuk
a tenyészetet, illetve adenozinnal vagy UCN-nal egészitettiik ki a sejtmédiumot. A stimulust
kovetéen hosszan tartd iszkémidnak €és reperfuzionak tettiik ki a miokardialis sejteket, hogy
megvizsgaljuk a prekondiciondlo6 stimulus altal kifejtett sejtvédd hatést.

Amig a vizsgalt sejtek ,,szimuldlt” hipoxias kornyezetben az iszkémias pufferben
inkubalddtak, a kontroll sejteket CSFM mediumban tartottuk.

Posztkondiciondlas iszkémids stimulussal és urocortinnal.

Hosszan tartd iszkémiat kovetden (iszkémids puffer) 10 perc reperfizié utdan a
szivizomsejteket 10 percre iszkémias pufferben illetve UCN-nal kiegészitett sejtoldatban
inkubéaltuk, melyet 2 oOrdig tartd reperfizid kovetett normdl, a sejtek szdmara optimalis
tapoldatban.

Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimmeérések.

A kisérlet végén a szivizom-sejttenyészetrdl szdrmazo sejtmédiumot folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk, majd spektrofotometrids modszerrel a 340 nm-es tartomanyban hataroztuk
meg a sejtek altal médiumba bocsatott nekrozis enzim szintjét.

Sejtek életképességének vizsgalata.

A médium eltavolitasat kovetden a miokardialis sejteket 0.25%-os tripszin és 0.2 %-os EDTA
keverékében 37 °C-on feloldottuk a tenyésztdedény aljarél, majd centrifugalast kovetden
PBS-sel mostuk at a sejtszuszpenziot.

A sejtoldat 45 pl-hez 5 pl tripan kék festéket adva az €16 és a tripan kék pozitiv halott
sejteketet a Biirker-kamra 1 mm’-es teriiletén szamoltuk meg, és a sejthalal mértékét a tripan
kék pozitiv sejtek szazalékos aranyaban adtuk meg.

Nekrozis és apoptozis vizsgalatok.

Az Annexin V-FITC festési eljarassal meghatarozhat6 azon sejtek mennyiségi aranya, melyek
az apoptozis folyamatan mennek keresztiil. A Propidium-jodid (PI) festék a mar nem ¢€l106,
membrankarosodott sejteket képes megjelolni. A megfestett szivizimsejteket flow
cytometriaval (FACS Calibur flow cytometer; BD, USA) detektaltuk, és szamszeriien fejeztiik
ki az apoptotizalt, ill. nekrotizalt sejtek szamat. Minden sejttenyészet-mintabol 5000 sejt
keriilt megszdmoléasra, majd a festett sejtek szdmat az Osszes leszdmolt sejtek szaméhoz
viszonyitva adtuk meg a sejtkarosodas mértékét.
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Kisérleti csoportok
Kiilonbozo idejii iszkémias prekondicionalas izolalt szivizomsejt-tenyészeten:

A kontroll csoportban (1. csoport) 3 oran keresztiil iszkémias oldatban, majd 2 6raig normal
tapoldatban tartottuk a szivizomsejteket. A 2. csoportban 5 perces; a 3. csoportban 10 perces;
a 4. csoportban 20 perces iszkémids inzultust 10 perces reperfuzio elézte meg a 3 Oras
iszkémias inzultust, melyet szintén 2 6ra reperfuzid kovetett.

Urocortin expressziora vizsgalt csoportok:

A nem kezelt tenyészetet (1. csoport) normal médiumban tartottuk a fixalast megelézden. A
tobbi csoportban 10 perces iszkémids inzultust kovetden normal, CSFM médiumban tartva a
sejteket a “reperfuzid” 30 percében, az 1., 2., 18. és 24. drajaban (2., 3., 4., 5., 6. csoport)
fixaltuk a szivizomsejteket az immunhisztokémiai jeldléshez.

Prekondicionalt csoportok:

Az nem kezelt csoportban (1. csoport) a szivizomsejteket normal, teljes szérum mentes
tapoldatban inkubaltuk. Az iszkémids csoportban (2. csoport) a miokardialis sejteket 3 6ran at
tartottuk az iszkémids médiumban, majd azt kovetéen 2 oran keresztiil normal (CSFM)
médiumban inkubdaltunk. A 3. csoportban a szivizomsejteket iszkémids pufferrel, a 4.
csoportban adenozinnal (10uM), az 5. csoportban urocortinnal (0,1uM, Sigma) kiegészitett
médiummal kezeltiikk 10 percig, majd a prekondicionalé inzultust kdvetden a sejteket 10
percre CSFM-ben ,,reperfundaltuk”. Annak vizsgalatara, hogy a prekondicionald stimulusok
valéban megfeleld védelmet jelentenek a szivizomsejtek szamdra, a tenyészeteket 3 oran
keresztiil iszkémias pufferben (teszt iszkémia), majd 2 6raig CSFM médiumban (reperfuzio)
tartottuk.

Posztkondicionalt csoportok:

A protokoll

Az A/l.csoportban a sejteket normal, CSFM médiumban tartottuk. Az A/2. csoportban 30
percig iszkémids pufferben inubaltuk a miokardidlis sejteket, ezt 2 oras reperfuzio kovette
normal sejtoldatban. Az A/3. csoportban a 30 perces iszkémids stresszingert 10 perces
reperfizid kovetett, mely utdn 10 perces iszkémias pufferben tartottuk a sejteket- eziltal
biztositva a posztkondicionaldé stimulust-, majd uUjra normdl tipoldatra cseréltik a
sejtmédiumot 2 6rdig. Az A/4. csoportban a 30 perces iszkémia és a 10 perces reperfuzid utdn
10 percig UCN-nal kiegészitett sejtmédiumban inkubaltuk a sejteket, melyet 2 6ras reperfizio
kovetett.

B protokoll

A B/l.csoportban a sejteket normal sejtmédiumban tartottuk. Az B/2. csoportban 60 perces
iszkémiat 2 oras reperfizido kdvette normal sejtoldatban. Az B/3. csoportban a 60 perces
iszkémids stresszingert 10 perces reperfuzid kovette, mely utdn 10 perces iszkémias pufferben
tartottuk a sejteket- ezaltal biztositva a posztkondicionald stimulust-, majd ujra normal
tapoldatban inkubdltuk a sejteket 2 6ran keresztiil. Az B/4. csoportban a 60 perces iszkémia és
a 10 perces reperfuzié utan 10 percig UCN-nal kiegészitett sejtmédiumban inkubaltuk a
sejteket, melyet 2 6rds reperfuzio kovetett.
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EREDMENYEK
Kiilonbozd idejii iszkémids prekondiciondlds izoldlt szivizomsejt-tenyészeten:

A konroll csoportban (1. csoport), melyben a miokardialis sejteket 3 6ran keresztiil iszkémias
pufferben, majd 2 oOraig normdl sejtoldatban inkubaltuk, ill. reperfundaltuk, a sejtek
feliiliszdjabol vett mintdban az LDH enzim szintje 137+7,3 IU/l volt. Az 5 perces PC-t
kovetden (2. csoport) az LDH 119+3,2 [U/I-re; a 20 perces PC-t kovetéen (4. csop.) 103+7,5
[U/l-re csokkent. A 10 perces PC utan (3. csop.) az LDH szintje szignifikdns mértékii
csokkenést mutatott (95+3,2 TU/).

A tripan kék festést kovetden a szivizomsejtek életképessége (€16 sejtek aranya
Osszehasonlitva a teljes sejtlétszammal %-ban kifejezve) az 1. csoportban 0,119+0,097 %; a 2.
csoportban 0,65+0,189 %; a 3. csoportban 4,615+0,176 %; a 4. csoportban 1,86+0,54 % volt.

Urocortin immunoreaktivitdas szivizom-sejttenyészeten

Az 1. csoportban a stressz ingerrel nem kezelt, intakt szivizomsejteken is megjelenik az
urocortinra specifikus festddés, azonban az iszkémids stresszingert kovetéen a reperfuzio 2.
ordjaban (4. csoport) a sejtek citoplazmdjaban kifejezett UCN jelolddés mutathato ki.

A reperfuzio 30 percében (2. csoport), 1., (3. csoport),18. (5. csoport) és 24. (6. csoport)
ordjaban tortént jelolést kovetden az UCN expresszid mértéke az intakt szivizomsejtekéhez
hasonlé mérték.

Prekondicionalt csoportok

A sejtmédiumba bocsatott LDH szintje a 2. csoportban 27,71+3,15 IU/l volt. A
prekondiciondlt csoportokban az LDH szintje szignifikansan csokkent: az iszkémidval
prekondicionalt csoportban (3. csop.) 6,28+0,64 IU/l; az adenozinnal prekondicionalt
csoportban (4. csop.) 7,85+0,508 IU/l; az urocortinnal kezelt csoportban (5. csop.) 8,71+0,6
[U/1 értékeket kaptunk.

A tripan kékkel fest6dott sejtek szama jelentés csokkenést mutatott prekondicionalast
kovetden: a 3. csoportban 47,02+0,12%; 4. csoportban 44,69+0,105%; ¢és az 5. csoportban
45,69+0,87 % volt a halott sejtek aranya, mig a csak iszkémianak kitett csoportban (2. csop.)
szignifikdnsabban magasabb volt sejthalalozas: 57,057+1,209 %.

Az Annexin V-FITC-vel jelolédott sejtek aranya-mely az apoptdzis mértékét mutatja- a 2.
csoportban 84,43+1,98 %-os értéket mutatott. A kiilonb6z6 modszerekkel végzett
prekondicionalasokat kovetden az apoptdzis mértéke szignifikansan csokkent: az iszkémidval
PC-t csoportban (3. csop.) 38,9+1,68 %-ra; az adenozinnal kezelt csoportban (4. csop.)
40,8140,99 %-ra; és az UCN-nel kezelt csoportban (5. csop.) 46,54+1,11 %-ra.

A Propidium-jodiddal megjelolt szivizomsejtek szazalékos aranya —mely a nekrozis
mértékét mutatja- szintén jelentés csokkenést mutatott a 3. csoportban (24,5£3,33 %); 4.
csoportban (23,34+1,99 %); ill. az 5. (24,14%1,57 %) csoportban az iszkémias (2. csop.)
csoporthoz képest (40,27+1,86 %).

Posztkondicionalt csoportok:

A sejtmédiumba bocsatott LDH szintje az A/2. csoportban 10,14+0,73 TU/l volt. Az
iszkémidaval posztkondicionalt csoportban (A/3.csop.) az LDH szintje szignifikdnsan csdkkent
3,5740,64 1U/l-re. Az UCN-nal posztkondicionalt csoportban (A/4. csop.) az enzim szintje
szintén csokkenést mutatott (8,28+1,47 1U/l), mely csokkenés azonban nem érte el a
szignifikancia szintjét. A normal tapoldatban tartott szivizomsejtek médiumabol mért LDH
szitje (A/1. csoport) 3,42+0,36 1U/1 volt.
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Az LDH enzim értékei szignifikdnsan csokkentek iszkémids posztkondicionalas (B/3.
csop.:6+£0,75 TU/L.) és UCN-nal tortént PS utan is (B/4. csop.:3,42+0,61 TU/1.), a csupan 60
perc iszkémianak kitett B/2. csoporthoz képest (11,71£0,68 I1U/I). A B/1. csoportban
3,42+0,36 1U/I LDH szintet mértiink.

A tripan kékkel festodott sejtek szama A/1. csoportban 36,16+2,78 %, az A/2. csportban
55,42+1,89 %-os volt. Az A/3. csoportban 39,21+0,76 % és A/4. csoportban 41,33+2,39 %-os
értékeket mértlink, melyek jelentds csokkenést jelentenek a halott sejtek ardnyanak
tekintetében a posztkondicionalas nélkiili csoportoz (A/2.) képest. A B protokoll szerint kezelt
csoportokban a tripan kékre pozitivan festddott sejtek aranya a kovetkezok szerint alakultak:
B/1. csoportban 36,16+2,78 %, a B/2. csoportban 53,24+1,57 %, a B/3. csoportban 42,7+1,93
%, a B/4. csoportban 36,02+1,99 %.

Az Annexin V-FITC-vel jelolédott sejtek aranya-mely az apoptdzis mértékét mutatja- az
A/1. csoportban 22, 67+1,3 %-os értéket mutatott. Az A/2. csoportban az apoptotizalt sejtek
aranya 66,97+0,78 %-os volt. A kiilonb6z6 moddszerekkel végzett posztkondicionaldsokat
kovetéen az apoptozis mértéke szignifikdnsan csokkent: az iszkémiaval posztkondicionalt
csoportban (A/3. csop.) 36,91+0,69 %-ra, az UCN-nal kondicionalt csoportban 45,64+1,01 %-
ra. A B protokoll szerinti B/1. csoportban az Annexin V-tel fest6dott sejtek aranya 22, 67+1,3
%-ot mutatott. A 60 perces iszkémia és 2 oras reperfuziot kovetéen a B/2. csoportban az
apoptosis mértéke 83,19+0,93 %-os volt. Az iszkémias PS-t kovetéen a B/3. csoportban az
apoptosis mértéke szignifikdnsan csokkent 40,29+0,68 %-ra, mely tendencia ugyancsak
megfigyelhetd volt az UCN-nal posztkondicionalt csopotban is (B/4.) : 34,87+0,76 %.

A Propidium-jodiddal megjelolt szivizomsejtek szazalékos aranya —mely a nekrozis
mértékét mutatja- szintén csokkenést mutatott a posztkondicionalt csoportokban az iszkémias
(A/2. csop.) csoporthoz képest (11,44+0,54 %): az A/3. csoportban 8,75+0,61 %-o0s, az A/4.
csoportban 9,66+1,49 %-os volt a PI pozitiv sejtek aranya. A nem kezelt A/1. csoportban a
nekrozis mértéke 5,17+0,54 %-os volt.

A 60 perces iszkémianak kitett szivizomsejtekben mért nekrozis kiterjedése 14,44+0,6 %-o0s
értéket mutatott. Az iszkémia ill. UCN indukalta PS-nak koszonhetéen a B/3. és B/4.
csoportokban a PI-dal festddott sejtek ardnya szignifikans csokkenést mutatott: a B/3.
csoportban 8,52+0,73 %, a B/4 csoportban 6,29+0,53 % volt a PI-dal pozitivan jelolt
szivizomsejtek aranya.

MEGBESZELES

Az urocortin felfedezését kdvetden a kutatasok -CRF-ral valé hasonldsaganak kdszonhetéen-
a szervezetet ért stressz-hatdsokkal szembeni védelemben betdltott szerepére irdnyultak. A
szivizomzatot érd stresszhatasok koziil elsdsorban az iszkémias stressz szerepét vizsgaltak.
Miokardialis sejteket ért hosszan tartd (40ras) hipoxiat kovetden 18 ora elteltével mar
kimutathatd az UCN fehérjének transzkripcidja, majd az tjonnan képzodott fehérje
endokrin/parakrin modon kapcsolddva a szivizomsejtek és endothelialis sejtek CRF R1-es és
CRF R2-es sejtfelszini receptoraihoz, kifejti kardioprotektiv hatasat. Immunhisztokémiai
eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az UCN preszintetizalt formaban jelen van a
miokardialis sejtekben, mert az iszkémids ingert kdvetden a reperfiizio 2. drajaban a sejtek
citoplazmaja kifejezetten festédott az UCN specifikus jeloléssel. Az 0j fehérje képzddés a
stressz-inzultust kovetden 18 ora elteltével kezddédik meg, mig sejttenyészeteinken 24 oOra
reperfuzidt kovetden sem volt nyomon kovethetd az esetleg Ujonnan képzdédott UCN
molekula. Immunfestési vizsgalatunk korreldl az idegrendszeri kisérletekben talalt
eredményekkel, melyek szerint kiilonb6zd stresszhatdsokkal ingerelve patkanyokat az
Edinger-Westphal agyidegmagban szintén 2 o6ra elteltével aktivalodnak az UCN pozitiv
idegsejtek.
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Az wurocortin hasonloan hatékony védelmet nyujt az iszkémia-reperfuzios karosodas ellen
miokardidlis sejttenyészeten, mint az iszkémias, és. adenozinnal végzett prekondicionalds,
illetve az iszkémias posztkondicionalas.

Ujsziilott patkanybol nyert szivizom-sejttenyészeten els§ izben vizsgaltuk a stressz-
szabalyozasban jelent0s szerepet jatszo6 urocortin sejtvédd szerepét Osszehasonlitva az
adenozinnal indukalt és iszkémias PC-sal.

A miokardium iszkémids kondicionalasaval —legyen az a pre-, vagy a posztkondicionalas-
rendkiviil hatékony adaptaciés mechanizmusok indukalodnak, mellyel jelentésen fokozhato a
szivizom stressztoleranciaja. A prekondicionald ingert kovetden a szivizom jelentOsen
ellendllobb egy stulyosabb iszkémids inzultussal szemben: csokkenti az életveszélyes kamrai
aritmidk eléfordulésat, kisebb a kialakul6 infarktus nagysaga, rovidebb ideig tart és enyhébb
fokt az un. kabult (stunned) miokardium jelensége. Amiota ismert, hogy ez az adaptacios
valasz nemcsak iszkémias-reperfuzids ciklusokkal, hanem az I/R hatdsira keletkezd
mediatorok (adenozin, bradikinin, opioidok, prosztaglandinok, nitrogén monoxid, reaktiv
oxigén intermedierek) exogén adasaval is kivalthatd, a jelenség kilépett a kisérletes
kardiolédgia kizarolagos hatokorébol, és fontos helyet kapott a szivgyogyaszati gyakorlatban.
Ugyancsak elséként mutattuk ki szivizom-sejttenyészeten, hogy a stressz-szabalyozasban
jelentds szerepet jatszo urocortin hatdsos védelmet nyujt hosszan tartd (60 perces) iszkémiat
kovetden az I/R okozta karosodasokkal szemben, mely protektiv hatds Osszehasonlithatd az
irodalomban iszkémias posztkondicionéldsnak leirt protektiv mechanizmussal.

Kisérleteinkben az 1995-ben felfedezett, majd UCN I-nek jeldlt fehérje kardioprotektiv
hatasat kutattuk a korai PC folyamataban. Az UCN felfedezése 6ta a CRF csaladnak két ujabb
tagjat is kimutattak: az UCN II-t (stresscopin related peptide) és UCN III- at (stresscopin),
melyek a legjabb eredmények szerint szivizomsejteken hatékonyabb antiapoptotikus ¢és
antinekrotikus védelmi reakcidt inditanak el I/R karosodas esetén-foként a CRF 2-es tipusu
receptoron keresztiil-, azonban értagit6 hatasuk kevésbé jelentds, mint az UCN-¢€.
Vizsgalatainkban szivizombdl nyert sejtkultirdkon a nem letalis, reverzibilis iszkémids
karosodast egy puffer segitségével idéztiik eld, amely hasonléan az in vivo hipoxidhoz,
metabolikusan gatldé milliét jelentett a sejtek szamara. A szivizombol nyert sejttenyészeteinket
10 percre UCN-nal kiegészitett médiummal kezeltiik, majd a prekondicionald ingert kdvetden
3 oOras teszt iszkémidval és az azt kdvetd 2 oras reperfuzidval vizsgaltuk a kezelés eredményét.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az UCN mint farmakoldgiai prekondicionald és
posztkondicionald agens, valoban megnovelte a sejtek ellenallasat és talélését hosszan tartd
iszkémias stresszel szemben.

Human vizsgalatokban rovid iszkémids stimulus illetve adenozin exogén adéséaval
csOkkenthetdk a perkutdn korondria intervencié (PTI) sordn fellépd hipoxia altal okozott
mechanikai és metabolikus karosodasok. Mindezek alapjan megfontolas targyat képezi az
UCN terapids felhasznalasa tervezett szivsebészeti beavatkozasok esetén, mint pl. a koronaria
bypass-miitét, szivtranszplantacid, vagy PTCA-s koronéria sztentelés.

Osszefoglaloan azt mondhatjuk, hogy az urocortinnal végzett prekondiciondlds és
posztkondicionalas jelentésen csokkenti a sejtkarosodas mértékét tenyésztett szivizomsejteken
iszkémias-reperfiizids inzultus soran. A miokardidlis sejteket ért iszkémias stressz hatisara a
fehérje orakon beliil megjelenik, €s kardioprotektiv hatasat endokrin és parakrin modon fejti
ki. Az UCN-nak eddig ismert sziv- és érrendszeren kifejtett klinikai hatasai -értagito; pozitiv
inotrop; agyi €s pitvari natriuretikus fehérjetermelés fokozd; korondria vérataramlas noveld-
tekintetében és eredményeink alapjan megfontolds targyat képezi az UCN hasznalata
iszkémias szivbetegségben szenvedd betegek kezelésében.
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