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1. Bevezetés

A kiilonb6z6é revaszkularizacids technikdk széleskori elérhet6ségének
ellenére az akut miokardialis infarktus (AMI) a mortalitasi és morbiditasi
statisztikak vezetdje a fejlett orszagokban. Az iszkémia 4altal okozott
miokardialis karosodas megelézésében elsédleges a koszoruerek aramlasanak
visszaallitasa. Paradox moddon azonban a reperfiizid 6nmagaban is tovabbi
miokardialis karosodast idéz elé. Igy mind az iszkémia, mind a reperfiizio
felelés a miokardialis karosodas kialakulasaért, melyet iszkémia/reperfuzios
karosodasnak neveziink.

Az iszkémia/reperfuzios karosodas elleni védelemben az iszkémids
kondicionalas egy igéretes stratégidnak tlnik. Elsdként az iszkémias
prekondicionalasrol (azaz rovid iszkémia/reperfuzids epizoédok alkalmazasa az
érintett éren; IPreC) igazolodott, hogy a rakovetkez6 miokardialis karosodast
mérsékli. Azdta mar bizonyossa valt, hogy az iszkémias kondicionalas
kardioprotektiv. az  iszkémiat kovetéen alkalmazva is  (iszkémids
posztkondicionalas), mely klinikai alkalmazasra realisabb alternativa. Tovabba
szamos preklinikai vizsgalat igazolta, hogy kardioprotekcio gy is kivalthato,
ha a rovid iszkémia/reperfuzids stimulusokat a sziv egy nem érintett erén vagy
egy masik szerven (pl.: vese, vazizmok) végezziik el. Ezt tavoli iszkémias
kondicionalasnak (RIC) neveziink.

A RIC klinikai gyakorlatba valo atiiltetése ugyanakkor nehéznek bizonyul
a szamtalan pozitiv “proof-of-concept” klinikai vizsgalat ellenére. Eddig egy
kis elemszamt klinikai vizsgalat bizonyitotta, hogy a RIC szignifikansan
csokkenti a jelentds kardialis és cerebralis eseményeket ST-elevacios
miokardialis infarktust kovetden. Azonban a két legnagyobb klinikai vizsgalat
ezt nem igazolta szivsebészeti beavatkozast kovetéen (ERICCA és RIPHEART

vizsgalatok).



A bizonytalan eredmények hatterében szamos faktor allhat, mint példaul a
nem megfeleld betegbevalasztas, a revaszkularizacio tipusa, a késoi
revaszkularizacio lehetdsége, a tarsbetegségek, a gydgyszerhasznalat és a RIC
ismeretlen  hatdsmechanizmusa. SO0t  bizonyos  végpontokhoz  (pl.:

infarktusméret, a mikrokeringés figyelmen kivill hagyasa) valo szigort

s

2. Célkitiuzések

* A RIC kardioprotektiv hatasanak vizsgalata egy patkany és egy klinikailag
relevans sertés AMI modellben.

» A RIC kardioprotektiv hatasanak vizsgalata akut hiperglikémiaban.

* A kardioprotektiv RIC szignal tévoli szdvetb6l wvald vezikularis

transzportjanak vizsgalata.

3. Anyagok és modszerek

Kisérleteinket az USA Egészségiigyi Intézete, valamint az Eurdpai Unid
altal aktualisan kiadott iranyelveknek megfeleléen végeztiik. Kisérletienket
engedélyezte a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga és a
Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Tudoméanyos és Kutatasetikai
Bizottsaga.

3.1. Az in vivo, patkany kardialis iszkémia/reperfiziés modellben vizsgalt
tavoli iszkémias kondicionalas kisérleti leirasa

Him Wistar patkanyokat pentobarbital anesztéziaban részesitettiik. A
patkanyokat két csoportba osztottuk (1. abra): (1) kontroll iszkémia és (2) RIC.
Az eliils6 leszallo koszorueret (LAD) 35 percet kovetden 40 percre elzartuk

egy Oltéssel. A RIC-t a jobb femoralis erek haromszor 5 perces elzarasaval és 5

crer
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femoralis artériat és vénat leszoritottuk egy fém csipesszel az erek izolalasat
kovetden. A 40 perces LAD elzarast kdvetden a reperfuziot az 6ltés lazitasaval
meginditottuk. 120 perc reperfuzié utdn a sziveket eltavolitottuk, hogy a

miokardialis elhaldst meghatarozzuk.
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1. 4bra Az in vivo, patkany kardialis iszkémia/reperfuziés modellben vizsgalt tavoli iszkémias
kondicionalas kisérleti leirasa. Isch — kontroll iszkémia, RIC — tavoli iszkémids kondicionalas,

LAD - eliils6 leszallo koszoruér, TTC — trifeniltetrazélium klorid.

3.2. Az in vivo, klinikailag relevans, sertés kardialis iszkémia/reperfuzios
modellben vizsgalt tavoli iszkémias kondicionalas kisérleti leirasa

Emse hazisertéseket “blokk randomizaciéval” harom csoportba osztottuk
(2. abra): (1) kontroll iszkémia (Isch), (2) IPreC és (3) RIC. A kisérletek el6tt
egy nappal a sertéseket acetilszalicilsavval és klopidogréllel el6kezeltiik. Az
allatokat ketamin/xilazin/atropinnal szedaltuk, majd izofluran inhalacios
anesztéziaban részesitettik. A bal koszorGér szelektiv angiographijat
végeztiikk. A kiindulasi angiogram alapjan a katéteres ballont a LAD masodik
diagonalisa utan pozicionaltuk. Az AMI kivaltdsa az intrakoronariasan
elhelyezett ballon felfijasaval tortént, a reperfuzio (3 h vagy 3 nap) kezdete
pedig a ballon leengedésével. Az [PreC-t harom 5 perces elzarassal és 5 perces
reperfuzioval végeztiik el a LAD-on, mig a tobbi csoportban 30 percig a ballon
leengedett allapotban volt. Ezt kovetéen a LAD-ot 90 percre lezartuk az

intrakorondridsan elhelyezett ballon segitségével.
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2. abra Az in vivo, klinikailag relevans, sertés kardialis iszkémia/reperfiiziés modellben vizsgalt
tavoli iszkémias kondicionalas kisérleti leirasa. Isch — kontroll iszkémia, IPreC — iszkémias
prekondicionalas, RIC — tavoli iszkémias kondicionalas, LAD — eliilsé leszallo koszortuér, TTC —

trifeniltetrazolium klorid, MRI — magneses magrezonancia képalkotas.

A RIC-t a jobb femoralis erek négyszer 5 perces elzarasaval és 5 perces
reperfuzidjaval végeztik el a jobb hatsé végtag koré hizott tourniquet
segitségével a tartés LAD elzarodas 50. percétdl kezdve. A végséreperfuziot
angiografiaval erdsitettik meg. A 3 dras reperfiizié esetében az anesztéziat
fenntartottuk, azonban 3 nap esetén a sebeket ellattuk és az izofluran
elvételével felfiiggesztettiik az anesztéziat. 3 ora reperfuziot kovetben az
allatok szivét izolaltuk a miokardialis elhalas hisztoldgiai meghatarozéasara. A 3
napos reperfuzié esetében a reperfuziot kovetden sziv MRI-t végeztiink el a
miokardialis funkcio, elhalas, 06déma és mikrovaszkularis elzarodas

meghatarozasara.



3.3. A hiperglikémia tavoli iszkémias kondicionalasra gyakorolt hatasanak
Kisérleti leirasa egy in vivo patkany Kardialis iszkémia/reperfiziés
modellben

Him Wistar patkdnyokat pentobarbital anesztézidban részesitettik. A
patkanyokat kezdetben két csoportra osztottuk (3. abra): (1) kontroll
normoglikémias és (2) akut hiperglikémias. Az akut hiperglikémias csoportba
tartoz6 allatok 50%-os dextrézinfizioban részesiiltek a kisérlet teljes ideje
alatt, mig a normoglikémias allatok esetében azonos ozmolaritasu, 46%-0S
mannitolt alkalmaztunk. 35 perces perfizidt kovetden az allatok egyik felének
sziveit izolaltuk, Krebs-Henseleit oldatban mostuk, majd a tovabbi kisérletekig
fagyasztottuk. Az allatok masik felét tovabbi négy csoportba osztottuk:
(1) kontroll  iszkémia normoglikémiaval (NG + Isch), (2) RIC
normoglikémiaval (NG + RIC), (3) iszkémia akut hiperglikémiaval (AHG +
Isch), és (4) RIC akut hiperglikémiaval (AHG + RIC). A kisérleti protokoll 35.
perce utan a LAD-ot lezartuk 40 percre. A RIC-t a jobb femoralis erek
10 perces elzarasat kovetden. Mind a femoralis artériat és vénat leszoritottuk
egy fém csipesszel az erek izolalasat kovetéen. A 40 perces LAD elzarast
kdvetden a reperfuzidt az dltés lazitasaval meginditottuk. 120 perc reperfuzid
utan a sziveket eltavolitottuk, hogy a miokardialis elhalast meghatarozzuk.
3.4. A tavoli iszkémias kondicionalas vezikularis természetének ex vivo
vizsgalatanak kisérleti leirasa
Him Wistar patkdnyokat ketamin/xilazin anesztézidban részesitettiik, majd
heparinizaltuk. A sziveket izolaltuk és Langendorff szerint perfundaltuk
37°C-0s Krebs-Henseleit oldattal 20 percen keresztiil stabilizalodas céljabol.
Ezt kovetden a sziveket 5 csoportba soroltuk (4. abra): (1) 30 perces globalis
iszkémia (Isch); (2) a 30 perces globalis iszkémiat megel6z6en haromszor

5 perces iszkémia/reperfizio (IPreC); (3) a 30 perces globalis iszkémiat
6



megel6z6en az Isch csoportban a haromszor 5 percben gyiijtott perfuzatummal
20. perctdl kezdve perfundalt szivek (Isch perf); (4) a 30 perces globalis
iszkamiat megel6zéen az IPreC csoportban a haromszor 5 percben gyiijtott
perfuzatummal 20. perct]l kezdve perfundalt szivek (IPreC perf); (5) a 30
perces globalis iszkdmiat megel6z6en az IPreC csoportban haromszor 5
percben gyujtott a 20. perctdl kezdve vezikuladepletalt perfuzatummal
perfundalt szivek (Depl perf). 120 perc reperfuzido utin meghataroztuk a
miokardialis elhalast. Az extracellularis vezikulakat a gyiijtott perfuzatumokbol
sziiréssel és elkiilonité centrifugalassal izolaltuk, a feliiliszot hasznaltuk fel
vezikula-depletalt perfuzatumként. A vezikula-depletdlt perfuzatumot az
eredetileg gyljtott perfuzatum térfogatara egészitettik ki Krebs-Henseleit

oldattal. Ezen perfuzatumokat még aznap felhasznaltuk.
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3. abra A hiperglikémia tavoli iszkémias kondicionalasra gyakorolt hatdsanak kisérleti leirasa egy
in vivo patkany kardidlis iszkémia/reperfiizios modellben. NG — normoglikémia, AHG — akut
hiperglikémia, nTyr — 3-nitrotirozin, ELISA — enzim-ko6t6tt immunoszorbens proba, TTC —

trifeniltetrazolium klorid.
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4. 4bra A tavoli iszkémias kondicionalas vezikularis természetének ex vivo vizsgalatanak kisérleti
leirasa. Isch — csak iszkémia, IPreC — iszkémias prekondicionalas, perf — az Isch vagy IPreC
csoportokbdl gytijtott perfuzatummal perfundalt szivek, Depl perf — az IPreC csoportban gyiijtott
extracellularis vezikulamentesitett perfuzatummal perfundalt szivek, TTC — trifeniltetrazolium
klorid.

3.5. A miokardialis karosodas meghatarozasa

A rizikozéna meghatarozasa: A reperfuziot kovetéen az LAD-t Gjra
lezartuk, és a rizikdzonat negativan Evans kékkel festettiik retrograd modon. A
rizik6zonat a bal kamra tomegéhez viszonyitva fejeztilk ki. Azon esetekben,
amikor MRI késziilt, a rizik6zénat a koszortérfestésen alapulé APPROACH
pontrendszerrel hataroztuk meg.

A miokardidlis elhalas szovettani meghatirozisa: A miokardialis
elhalas meghatarozasadhoz az izolalt patkany €s sertés sziveket szeleteltiik, majd
trifeniltetrazolium kloriddal megfestettiik az életképes teriiletet. A miokardialis

elhalast planimetriaval hataroztuk meg.



A miokardialis elhaldas, 6déma ¢és mikrovaszkularis elzarodas
meghatarozasa MRI-vel: A miokardialis elhalas, 6déma és mikrovaszkularis
elzar6das meghatarozéasara sziv MRI-t végeztiink el 3 nappal a reperfuzié
megkezdését kovetden egy 1.5 T késziilék segitségével. A miokardialis elhalas
¢és mikrovaszkularis elzar6das meghatarozasara T1-stlyozott, késdi gadolinium
halmozasu felvételeket készitettiink 12-15 perccel a gadoliniumalapu
kontrasztanyag beadasat kovetéen. A miokardialis 6déma meghatarozasara
T2-stlyozott felvételeket készitettiink “sotét vér” szekvenciaval kiegészitve. A
miokardialis elhalds, 6déma és mikrovaszkuldris elzarddas kvantifikacioja
planimetriaval tortént.

3.6. Az extracellularis vezikulak karakterizaldsa

Az extracellularis vezikulak morfologiai vizsalatara elektron mikroszkdpos
képalkotast hasznaltunk. Az extracellularis vezikuldk méreteloszlasat
dinamikus fényszoras analizisen alapuld goniométer segitségével hataroztuk
meg. A partikulumok méreteloszlasainak meghatarozasahoz a maximum
entropia elvét hasznaltuk. A szférikus megkozelités elvét alkalmaztuk a
partikulumok atmérdjének meghatarozasara.

3.7. Ritmuszavar analizis patkanyokban

A kisérlet soran elektrokardiogramot regisztraltunk. A Lambeth
konvencidknak megfelelden meghataroztuk a ritmuszavarok el6fordulasi
gyakorisagat és hosszusagat jellemz6 pontszamokat.

3.8. Fehérjemeghatarozas Western blottal kiilonb6z6é mintakban

Az extracellularis vezikuldk el6készitése Western blottra: Az
extracellularis vezikulak jelenlétének vagy hianyanak igazolasara az
vezikuldkat pelletaltuk az Isch vagy IPreC szivekbdl gytijtott perfuzdtumokbol.
a felliliszot hasznaltuk fel vezikula-depletalt perfuzatumként. A pelleteket

felszuszpendaltuk proteazgatlo-tartalmt homogenizalo pufferben.



A szivmintak elokészitése Western blottra: A bal kamrai szovetet
proteazgatlo-, natrium fluorid- és fenilmetilszulfonil fluorid-tartalmu
homogenizal6 pufferben.

Western blott: Egyenl6 térfogatban jelenlévd fehérjéket (extracellularis
vezikulak esetében) vagy egyenld fehérjemennyiséget (szivmintak) Tris-glicin
SDS poliakrilamid gélen elvalasztottunk. A fehérjéket polivinilidén difluorid
membranra transzferaltuk. A membranokat borji szérum albuminnal vagy
zsirmentes tejjel blokkoltuk. A membranokat elsddleges antitestekkel
inkubaltuk, valamint megfeleldé tormaperoxidaz-kapcsolt masodlagos
antitesttel. A jeleket kemilumineszcens technikaval vizualizaltuk. A foszforilalt
epitopokat felismerd antitesteket erds detergensekkel eltavolitottuk a teljes
fehérje specifikus elsddleges antitesttel valé inkubacio eldtt.

3.9. A miokardialis 3-nitrotirozin meghatarozasa

A nitrativ stressz mértékének megitélésére, meghataroztuk ELISA-val a
miokardialis szabad 3-nitrotirozin szintjét a balkamrai mintakbol a gyarto
utasitasainak megfelelGen.

3.10. Statisztika

Két folytonos valtozd Osszehasonlitdsdhoz t-probat alkalmaztunk. Tobb
folytonos valtozé Osszehasonlitasa esetén egy-utas ANOVA-t hasznaltunk.
Tobb folytonos valtozo idébeli 6sszahasonlitasat ismételt méréses ANOVA-val
végeztik el. Két valtozé6 (akut hiperglikémia és RIC) hatasanak és
interakciojanak vizsgalatakor kér-utas ANOVA-t hasznaltunk. Az ANOVA-Kat
kovetéen LSD vagy Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk. A kardialis MRI
elemszamanak minimalizaldsa miatt, 1000 mintds bootstrapping analizist
alkalmaztunk. T6bb kategorikus valtozot tartalmazd csoport (pl.: pontszamok)
Osszehasonlitasa Kruskal-Wallis analizissel tortént. Statisztikai szignifikanciat
p<0.05 esetén fogadtuk el. A statisztikai szamitasokat az IBM SPSS Statistics,

Version 19-cel végeztiik el.
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4. Eredmények

4.1. A tavoli iszkémias kondicionalas kardioprotektiv hatisa a patkiny és
sertés szivekben

A tavoli iszkémias kondiciondlds egy in vivo patkany
iszkémia/reperfuzios karosodas modellben (1. abra): RIC jelent6sen
csokkentette a miokardialis elhalast a kontroll csoporthoz képest patkanyokban
(n=5-6). A rizik6zéna tekintetében nem volt kiilonbség a csoportok kozott
(n=5-6).

A tavoli  iszkémias kondicionalas egy in  Vvivo  sertés
iszkémia/reperfizios karosodas modellben (2. abra): A miokardialis elhalas,
6déma és mikrovaszkularis elzarédas in vivo meghatarozasara 3 nappal
reperfizié meginditasat kovetéen sziv MRI-t végeztiink. A RIC (n=8) nem
befolyasolta a miokardialis elhalast az Isch (n=7) csoporthoz képest,
ugyanakkor az IPreC (n=4) szignifikansan csokkentette azt. A RIC (n=7) az
Isch (n=7) csoporthoz képest jelentésen lecsdkkentette a miokardialis 6démat,
mig az [PreC (n=4; p=0.06) esetében csak csokkend tendenciat mutatott. Az
angiografia alapjan szamitott rizik6zona nem volt kiillonbdz6 a csoportokban.
Az [PreC (n=4) jelentpsen csokkentette a mikrovaszkularis elzarodas
kiterjedését az Isch (n=7) csoporthoz képest, mig a RIC (n=8) nem.

A miokardidlis elhalas és a rizikdzéna ex Vvivo hisztologiai
meghatarozasara a standard trifeniltetrazolium klorid- és Evans kék-festéseket
alkalmaztuk 3 ora reperfiziot kdvetéen. A RIC (n=5) nem csokkentette a
miokardialis elhalést, azonban az IPreC (n=6) szignifikdnsan csokkentette azt
az Isch csoporthoz (n=5) képest a trifeniltetrazolium klorid-festés alapjan. A
kisérleti csoportok kozott a rizikozona tekintetében nem volt kiilonbség az

Evans kék-festés alapjan.
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4.2. Az akut hiperglikémia semlegesiti a tavoli iszkémias kondicionalas
kardioprotektiv hatasat

Az in vivo iszkémia/reperfuziés patkany modelliinkben az akut
jelentésen megemelkedett a dextrozinfuzié hatdsara az AHG+Isch és
AHGHRIC csoportokban a megfelelé normoglikémids csoportokhoz képest. A
megemelkedett vércukorszint nem befolyasolta az allatok szivfrekvenciajat és
vérnyomasat.

A miokardialis elhalas jelentésen kisebb volt az NG+RIC csoportban
(n=10) az NG+lsch csoporthoz (n=7) képest, mig a RIC nem valtoztatta meg a
miokardialis elhalas mértékét az AHG+RIC (n=6) csoportban az AHG+Isch
csoporthoz (n=5) képest. Az akut hiperglikémia 6nmagéban nem ndvelte a
miokardialis elhalas mértékét. A kisérleti csoportok kozott a rizikézona
tekintetében nem volt kiilonbség.

Az akut hiperglikémia jelentdsen novelte az aritmidk el6fordulasi
gyakorisagat és id6tartamat. A RIC nem befolyasolta az aritmidkat sem
normoglikémiaban, sem akut hiperglikémiaban.

A kardioprotektiv beavatkozasok semleges hatasa hatterében gyakori ok az
emelkedett nitrativ stressz. Ezért a patkdnyok sziveiben meghataroztuk egy
nitrativ stressz marker, a 3-nitrotirozin mennyiségét. A miokardialis
3-nitrotirozin mennyisége jelentdsen megemelkedett akut hiperglikémia
hatdsara (n=8-8).

Mivel ismert, hogy a nitrativ stressz Osszefiiggésben van az mTOR
utvonallal, meghatdroztuk az mTOR 1tvonal kiilonb6zé fehérjéinek
expressziojat és foszforilaciojat. Az mTOR (Ser2448) és S6 (Ser235/236)
foszforilaltsaga szignifikdnsan megnétt az akut hiperglikémia hatasara (n=7-9),
ami az mTOR komplex I fokozott aktivaltsagara utal. Tovabba az AKT

(Ser473) foszforilaltsaga is jelentésen megemelkedett akut hiperglikémia
12



hatasara (n=7-9). Ugyanakkor az akut hiperglikémia nem befolyasolta az egyéb
mTOR szabalyozé elemek (p-AMPKa [Thr172] és p-Erk1/2 [Thr202/Tyr204])
foszforilaltsagat a normoglikémias allapothoz képest (n=7-9).

Mivel ismert, hogy a nitrativ stressz és az mTOR tutvonal jelentds
szabalyozdja az autofagianak, meghataroztuk az autofagia kiilonbozd
markereinek expresszidjat ¢s foszforilaltsagat. Az akut hiperglikémia hatdsara
az LC3II/LC3I arany jelentésen megemelkedett, ugyanakkor az autofagia
egyéb szabalyozo elemeinek (Beclin-1, p62, p-ULK1 [Ser555], ATG7 és
BNIP3) expresszidjat vagy foszforilaltsagat nem befolyasolta (n=7-9).

4.3. A tavoli iszkémias kondicionalast extracellularis vezikulak medialjak

Az extracellularis vezikuldk RIC-ben betoltott szerepét egy patkany ex
vivo kardialis iszkémia/reperfuzios rendszerben vizsgaltuk (4. abra).

Az IPreC szivek koszortiereibdl szdrmazd perfuzatum tobb extracellularis
vezikulat tartalmazott, mint az Isch szivekbdl gytijtott, melyet a HSP60, egy
extracellularis vezikulamarker, Western blottos meghatarozasa alapjan
igazoltunk. Elektronmikroszképos vizsgalat alapjan az extracellularis
vezikulak két csoportjat vizualizaltuk: exoszomak és mikrovezikuldk. Egy
dinamikus  fényszorason  alapuld6  moddszer  segitségével = harom
mérettartomanyba es6 partikulumot detektaltunk: (1) ~10 nm, (2) exoszomak
(<100 nm) és (3) mikrovezikulak (100-1000 nm).

Az IPreC szignifikdnsan lecsokkentette a miokardialis elhalast az Isch
csoporthoz képest. Az IPreC csoportban gylijtott koszoruér perfuzatum
jelentosen csokkentette az IPreC perf csoportban a miokardidlis elhalést az Isch
csoportban gyiijtott perfuzatumhoz képest. Abban az esetben, ha az [PreC
csoportban  gyijtott  perfuzatumokbdl eltavolitottuk az  extracelluléris
vezikulakat és azzal kezeltik a sziveket (Depl perf csoport), akkor a

miokardialis elhalds nem valtozott jelentdsen az Isch perf csoporthoz képest

(n=5-8).
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5. Megbeszélés

5.1. A tavoli iszkémias kondicionalas igérete: a mikrokeringés szerepe

A klinikai gyakorlat szdmara hasznos intervenciok fejlesztéséhez
nélkiilozhetetlenek a transzlacios AMI modellek. Erre a célra a sertés egy
kivalé modell, mivel a sziv anatdmidja és kardiovaszkularis élettana nagyon
hasonl6 az emberéhez.

A korabbi tanulmanyokhoz hasonléan demonstratuk, hogy a RIC
csokkenti a miokardialis elhalas mértékét egy in  vivo patkany
iszkémia/reperfiiziés karosodas modellben. Azonban az in vivo sertés
iszkémia/reperfuzids karosodas modelliinkben a RIC nem csokkentette a
miokardialis elhaldst, viszont a pozitiv kontroll, IPreC, igen. Korabban
ballonkatéteres sertés modellben mar igazoltdk, hogy a RIC csokkenti a
miokardialis elhalds mértékét. Az ellentmondéas hatterében a perioperativ
gyogyszerelés és kisérleti elrendezés jelentds kiilonbségei allhatnak. A korabbi
tanulmanyok csak a kisérleti koriilmények 1étrehozasadhoz sziikséges szereket
egyéb gyogyszerek is hozzatartoznak. Kisérleteink soran a sertéseket
acetilszalicilsavval és klopidogrellel kezeltiik a klinikai iranyelvek alapjan.
Azonban ismert, hogy a ciklooxigenaz-2 egy 1ényeges mediatora az iszkémais
kondicionalasoknak. Tovabba a klopidogrelrdl retrospektive igazolodott, hogy
csokkenti az AMI-hoz kapcsolddd kardiovaszkularis események szamat,
melynek hatterében feltehetéen a vérlemezkegatld és direkt kardioprotektiv
hatas all. A fentiek alapjan elképzelhetd, hogy a sziv mar eleve egy protektiv
allapotban van, és tovabbi védelem mar nem érhetd el. Az anesztéziat
izoflurannal tartottuk fenn. Ismert, hogy bizonyos anesztetikumok, mint

példaul a fluranok, kardioprotektiv hatassal rendelkeznek és semlegesitik
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kardioprotektiv beavatkozasok protektiv hatasat. Eredményeink alatamasztjak,
hogy a kardioprotektiv beavatkozasok vizsgalatihoz megfelelé perioperativ
medikécio sziikséges.

Ex vivo Evans kék-festés és in vivo angiografidss pontszamozas
segitségével igazoltuk, hogy a rizikézéna nem modosul, mig a miokardialis
0déma jelentdsen csdkken RIC hatdsara, mely mérséklddott mikrokeringési
karosodast jelent. Eredményeink igazoljak, hogy a miokardidlis 6déma
kiterjedése fiiggetlen a rizikézona kiterjedésétdl a kardioprotekcios
vizsgalatokban. Ezért a rizikozonaként alkalmazott miokardialis 6déma téves
koveteztetések levonasahoz vezethet a klinikai vizsgalatok soran.

5.2. Az akut hiperglikémia semlegesiti a tivoli iszkémidas kondicionalas
kardioprotektiv hatasat

Igazoltuk, hogy az eldzetes cukorbetegség nélkill jelentkezé akut
hiperglikémia semlegesiti a RIC kardioprotektiv hatasat egy in vivo kardialis
iszkémia/reperfiizibs modellben. Tovabba igazoltuk, hogy az akut
hiperglikémia nem befolyasolja az autofagiat, viszont fokozza a nitrativ stressz
mértékét feltehetéen az aktivalodott AKT-mTOR utvonal kovetkeztében.
Eredményeink tamogatjak korabbi tanulmanyok eredményeit, miszerint az
iszkémias kondiciondlas egyéb formainak (pl.: IPreC) kardioprotektiv hatasat
jelentdsen befolyasolja az akut hiperglikémia. Ugyan esetiinkben az akut
hiperglikémia nem befolyasolta a miokardialis elhalds kiterjedését, néhany
korabbi tanulmany leirta, hogy az akut hiperglikémia ndéveli a miokardialis
elhalas kiterjedését.

Az akut hiperglikémia kardioprotekciot semlegesitdé hatdsanak oka nem
teljesen ismert. Ismert, hogy a kiilonb6z6 tarsbetegségekhez kapcsolddo
megndvekedett oxidativ és nitrativ stressz semlegesiti a kardioprotektiv
eljarasokat, melyek részben a nitrativ stressz csdkkentésén keresztiil fejtik ki

hatasukat. In vivo patkany modelliinkben az akut hiperglikémia fokozta a
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nitrativ stressz mértékét, melyet hiperglikémias oldattal perfundalt, izolalt
patkany szivekben mar leirtak. Ezen eredmények egyértelmiien jelzik a nitrativ
stressz  kiemelt szerepét a semlegesitett kardioprotektiv beavatkozéasok
hatterében.

Ezen talmenden ismert, hogy a nitrativ stressz direkten karositja az
autofagia folyamatat. Igy megvizsgaltuk az akut hiperglikémia hatasait a
kardialis autofagiara és annak egyes szabalyozo elemeire. Vizsgalatunk alapjan
ugyan az LC3II/LC3I arany jelentésen csokkent, az autofagia valoszinilileg nem
érintett, mivel az autofagia egyéb elemeit nem befolyasolta az akut
hiperglikémia. Azonban az autofagia egyik legfontosabb modulatora az mTOR
utvonal aktivalodott. Mivel ismert, hogy az mTOR gatlasa rapamicinnel in vivo
kardioprotektiv hatdssal bir, és hogy a RIC kardioprotektiv hatasa mellett
csokkenti az mTOR aktivitdsat, feltételezziik, hogy az aktivalt mTOR ttvonal
felelos az akut hiperglikémia RIC-t semlegesité hatasaért.

5.3. A tavoli iszkémias kondicionalast extracellularis vezikulak medialjak

Bizonyitottuk, hogy az IPreC hatasara megnovekszik a szivbdl az
extracellularis vezikuldk felszabadulasa, és ezen extracellularis vezikulak
felelosek a kardioprotektiv RIC szignal transzportjaért.

Eddig a RIC protektiv hatdsanak szallitasanak hatterében felmerdilt
kiilonb6zé humoralis és neurondlis faktorok szerepe, ugyanakkor ezek
altalanosan nem elfogadottak. FElséként a humoralis faktorok kiemelt
jelentdsége meriilt fel: IPreC-en atesett nyulak vérével tortént transzfizid
kardioprotektiv hatast gyakorolt nem kondiciondlt allatokban. A neuronalis
utvonalat is tanulmanyozzak, de szerepe nem egyértelmii.

Tanulmanyunkban egy 1j, vezikuldris mechanizmus szerepét igazoltuk a
RIC kardioprotektiv szignaljaként, mely hatékony eszkdzként szolgalhat mind
a humoralis, mind a neuronalis faktorok transzmisszidjaban. Tanulmanyunkkal

Osszhangban leirtdk mar, hogy iszkémia hatasara extracellularis vezikulak
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szabadulnak fel sejtkulturakbol. Multipotens 6ssejtkulturabol  izolalt
exoszomak kardioprotektiv hatassal rendelkeztek egerekben, valamint
csontveldi Ossejtkulturabol izolalt mikrovezikuldk csokkentették neonatalis
szivizomsejt kultirdk iszkémias karosoddsat. Mivel ezen kisérletek
bizonyitottdk, hogy sejtkultardk iszkémids indukcid nélkiil izolalt
extracellularis vezikulék is kardioprotektiv hatdssal rendelkeztek, nem tudjuk
kizarni, hogy esetiinkben az alapallapot soran felszabadult vezikuldk is
protektivek lennének abban az esetben, ha nagyobb mennyiségben lennének

jelen, mint az IPreC esetében.

6. Kovetkeztetések

e A tavoli iszkémias kondicionalas csokkenti a miokardialis elhalast
patkanyokban, mig egy klinikailag relevans sertés miokardialis
infarktus modellben védi a mikrokeringést.

o Az akut hiperglikémia semlegesiti a tavoli iszkémias kondicionalas
kardioprotektiv hatasat.

e Atavoli iszkémias kondicionalast extracelullaris vezikulak medialjak.
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