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Resymé
Dette er et litteraturstudium om adrenomedullins (AM) kardioprotektive

antiapoptotiske potensiale ved ischemi-/reperfusjonsskade av hgyre- og venstre
ventrikkel. Jeg vil ogsa se pa apoptose ved myokardiell ischemi. Formalet med denne
oppgaven er a belyse den kunnskap som allerede er kjent og komme opp med ideer for

videre forskning pa hvordan man kan komme frem til ny kunnskap innenfor dette feltet.

Akutt hjerteinfarkt fgrer til mye sykdom og dgd i dagens samfunn og
hovedbehandlingen vi har mot det, reperfusjon, er dessverre ikke uten bivirkninger og
kan gi reperfusjonsskade. En reperfusjonsskade vil kunne manifestere seg pa flere
mater, og en av disse er apoptose. AM er, siden det ble oppdaget tidlig pa 1990-tallet,
vist a ha flere heldige effekter.En av disse er at det kan hemme apoptose. Gitt under
reperfusjon er AM vist 8 hemme apoptose via gkt produksjon av nitrogenmonoksid (NO)
og hemming av proapoptotiske proteiner som Bax og Bad via PI3K/Akt i venstre
ventrikkel (VV). Hgyre ventrikkel-infarkt (HVI) ses sjelden isolerte og kun halvparten av
proksimale HV-okklusjoner resulterer i infarkt, men de er som regel en del av
hypotensive nedreveggsinfarkt. Det er lite forsket pa apoptose i HVI, og ikke ift AMs
effekt pa dette. Ved videre forskning pa dette kan man finnne mer ut om apoptosens
bidrag ved HVI og reperfusjon, og hvordan AM i sa fall kan virke for 8 hemme denne

apoptosen og pa den maten fa en bedret post-ischemisk effekt av hjertemuskelen.



Innledning

Kardiovaskulaer sykdom star for 17,3 millioner dgdsfall i aret og av disse er 7,3 millioner
grunnet koronar hjertesykdom. 12030 regner WHO med at det totale tallet dgde av
kardiovaskulaer sykdom vil veere oppe i 23,3 millioner pa verdensbasis (1). Det er ogsa
et av de feltene det forskes mest pa. Den primaere behandlingen for hjerteinfarkt er
reperfusjon, men reperfusjonen kan ogsa veere med pa a gi reperfusjonsskade (2), blant
annet ved gkt apoptose (3) og dermed en darligere post-ischemisk pumpefunksjon. AM
har siden det ble isolert fra humant feokromocytom i 1993 (4) vist & blant annet ha
antiapoptotiske effekter og er vist a sette ned apoptosen, minske infarktstgrrelse og
bedre post-ischemisk pumpefunksjon (5). HV er forskjellig fra VV pa mange mater, og
responderer annerledes pa okklusjon av tilfgrende koronararterie enn venstre
ventrikkel. Hvordan hemmer AM apoptose ved ischemi/reperfusjon og er det mulig a

utnytte dette ved behandling av hypotensive HVI?



Materiale og metode

Mal
Malet med denne oppgaven er a dykke dypere ned i hvordan AM virker antiapoptotisk
og hvordan man kan utnytte dette til 4 behandle reperfusjonsskade slik at man far en

bedret post-ischemisk funksjon av hjertet.

Oppbygning

Denne oppgaven er et litteraturstudium der jeg farst presenterer problemet og sa hva
AM er. Jeg presenterer ngdvendig anatomi og apoptose ned til molekylaerniva som er
ngdvendig for a forsta hvorfor AM har et antiapoptotisk potensiale. Til slutt er det en
diskusjonsdel hvor jeg diskuterer denne kunnskapen og ideer for ny forskning basert pa

dette.

Valg av oppgave
Gjennom Forskerlinja har jeg brukt mye tid pa nettopp AM, bade pa laboratoriet, hvor vi

har gjort forsgk pa AMs funksjon pa den elektriske ledningen i hjertet i en grisemodell,
og ved lesing av artikler. Jeg kom da over en artikkel av Okumuras (5) arbeide med AM
som behandling ved reperfusjon av ischemiske rottehjerter. Resultatene her, sammen
med en interesse for apoptose, gjorde at jeg gnsket d se naermere pa dette. Jeg gnsket da
a finne ut om dette var mulig i en grisemodell og om det antiapoptotiske potensialet
ogsa var tilstede ved hgyre ventrikkel-infarkt og hva mekanismene bak AMs
antiapoptotiske evne er. Andre spgrsmal er hvordan AM sa skal administreres og hvilke

doser man ma gi for antiapoptotisk effekt.

Arbeidsprosessen
Arbeidet med denne oppgaven startet varen 2013 samtidig som jeg jobbet pa lab under

forskeraret mitt med litteraturinnhenting og utforming av idé. Jeg har sa jobbet med
dette pa kveldstid og i helgene gjennom praksis i sykehus og pa allmennlegekontor
hgsten/vinter 2013/2014, for sa a sette av enda mer tid til oppgaven fra 14.mars da jeg

var ferdig i praksis og frem til na. Jeg har hatt veiledning per e-post, telefon og gjennom



mgter med veileder Truls Myrmel, og dette mener jeg har fungert godt. Jeg har i tillegg
radfgrt meg med tidligere 5.arsstudenter underveis og fgler prosessen totalt sett har

veert god.

Datainnsamling og valg av Kkilder

Okumuras (5) artikkel var som sagt mitt utgangspunkt for denne oppgaven. Jeg har
brukt spesifikke kilder som denne artikkelen refererte til i tillegg til & bruke databasene
Pubmed og Google scholar som sgkemotorer. Her har jeg gjort systematiske- og
usystematiske sgk, hvor de systematiske sgkene ble gjort med sgkeordene

n n »n

"adrenomedullin apoptosis”, ”Adrenomedullin ischemia reperfusion”, "apoptosis”,

» »n n - n »n

"ischemia”, “myocardial ischemia”, “ischemia reperfusion”, "ischemia reperfusion

»n n

injury”,

n - n

myocardial ischemia reperfusion”, "myocardial ischemia reperfusion injury”,
“normal coronary artery anatomy” for a nevne noen. Jeg valgte sa de passende artiklene

ut fra disse sgkene og brukte i tillegg disse artiklenes referanser for videre arbeid.

Kildekritikk

Jeg har i mine sgk veert ute etter oversiktsartikler for de store linjene hvor forfatterne
systematisk legger frem gjeldende kunnskap. Dette vil kunne fgre til at artiklene farges
av forfatternes syn, og det er en svakhet. Jeg har ved a sjekke opp disse artiklenes kilder
forsgkt a gjgre opp for dette. Jeg har ogsa brukt flere primaerstudier, og selv om studiene
gir signifikante funn pa cellekulturer er det ikke sikkert at dette vil gi samme effekt in

vivo.



Adrenomedullin
AM er et 52 aminosyrer langt peptid med en potent vasodilaterende effekt som fgrst ble

isolert fra humant feokromocytom (4). AM finnes i celler fra binyremarg, nyre,
kardiomyocytter, vaskulaert endotel og glatt muskel (6). Bdide humant, gris- og
hundeadrenomedullin ligner veldig i oppbygning med kun en amminosyre i forskjell,

noe som gjgr at man kan bruke humant AM til forskning pa disse dyrene (7).

AM er et sirkulerende hormon som i tillegg virker parakrint og autokrint (8). Den mest
karakteristiske effekten er en hypotensiv effekt pa grunn av vasodilatasjon (9). Dette ser
man blant annet ved intrakoronar infusjon, hvor AM er vist a fgre til en koronar
vasodilatasjon som oppheves ved samtidig infusjon av NO-synthase-hemmeren L-NNA.
Den samme dosen ga ikke effekt nar AM ble gitt intravengst. Dette viser at AM gker
produksjonen av NO (10). AM er ogsa vist a virke direkte pa glatt muskel i left anterior
decending artery (LAD) fra gris ved a gke cyclic AMP (cAMP) og pa den maten senke
Ca%*konsentrasjonen i glatt muskel og hemme kontraksjon (11). AM vasodilaterer altsa
koronarkar bade ved gkt produksjon av NO og gkt uttrykk av cAMP (figur 3). Plasma AM
gker i flere vevstyper ved kardiovaskuleer sykdom, blant annet ved akutt hjerteinfarkt
(12) (13), nyresykdom og septisk sjokk (14). Man ser ogsa en progressiv gkning i
plasmanivaer av AM ved gkende grad av ervervet hjertesvikt (15). AM er vist a aktivere
PI3k/Akt (5) (figur 1) og pa denne maten har AM flere potensielle antiapoptotiske

virkemater (figur 1).

En klinisk studie av AMs virkning pa ischemi/reperfusjon hos mennesker viste at ved
systemisk infusjon av AM fgr reperfusjon med dosen 0,025 ug - kg1 - min-1 de 3 fgrste
timene, for sa a halvere dosen de neste 9 timene, at pasientene fikk redusert
infarktomrade og bedret veggbevegelse 3 maneder etter reperfusjon. Det er vanskelig a
si noe om AMs direkte pavirkning her, da man ikke har noen kontroller (16).

AM er via Akt vist & ha en rekke heldig effekter ved ischemi/reperfusjon i venstre
ventrikkel hos rotter. Dette gjelder blant annet en signifikant bedring i infarktstgrrelse,
apoptose og hemodynamiske parametre (maksimalhastighet pa trykkgenerering

(dP/dt) og endediastolisk trykk i venstre ventrikkel (LVEDP)) med AM, en effekt som ble



opphevet av PI3K-inhibitoren wortmannin (5). Akt er ogsa vist a veaere anti-apoptotisk
ved ischemi/reperfusjon hos mus (17). AM beskytter mot arrytmier og minsker
infarktstgrrelse gjennom gkte nivaer av cyclic GMP (cGMP) i hjertet og reduskjon av
reaktive oksygen species (ROS), det proapoptotiske proteinet Bax, og caspase-3 aktivitet
som tegn pa mindre apoptose. Samtidig skjedde det en gkning i fosforylering av de
antiapoptotiske proteinene Bad og Bcl-2 (18). Antiarrytmisk effekt er ogsa sett nar AM
er gitt pre-ischemisk gjennom gkt produksjon av NO (19).

Maten AM gker aktiviteten av Akt er via aktivering av PI3K (figur 1). PI3K fosforylerer sa
PIP2 til PIP3. PIP3 fungerer som en hgyaffinitets-ligand for proteiner med PH-domene
slik som Akt, og Akt rekruteres til cellemembranen. Ved cellemembranen skjer det en
konformasjonell endring i Akt som gjgr at Akt kan fosforyleres av PDK1 og PDK2, noe
som fgrer til at Akt blir aktivert. Det kan sa translokere ut i cytoplasma og til nukleus

hvor det fosforylerte proteinet kan gjgre sitt virke (20), (21).
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Figur 1: PI3K fosforylerer PIP2 til PIP3 som binder Akt. Akt kan sd fosforyleres og pd den mdten aktiveres

og slik bidra antiapoptotisk ved d fosforylere Mdm2, Caspase9, FKHR (Fox0), Ikka og BAD og pd den mdten
virke anti-apoptotisk. PTEN stdr for negativ regulering av Akt ved at den defosforylerer PIP3 tilbake til PIP2
(21).

Farmakokinetikk
Hos mennesker er halveringstiden til AM rapportert til 4 veere 22,0 +/-1,6 min med en

metabolic clearance rate (MCR) pa 27,4 +/-3,6 ml/kg x min med et distribusjonsvolum
pa 880 +/-150ml/kg (22). Andre har vist at det tyder pa at det er i lungene hoveddelen

av clearance skjer(23).



Dosering
En systemisk infusjon hos mennesker pa 3,4pmol - kg1 - min-! mer enn firedoblet

normal sirkulerende konsentrasjon av AM ga ingen effekt pa hverken hjertefrekvens
eller blodtrykk. Nar de sa gkte dosen til 13,4 pmol - kg1 - min-1, noe som 40-doblet den
sirkulerende konsentrasjonen, sa de et signifikant blodtrykksfall fra 69 +/-2 til 53 +/-2
og en gkning i hjertefrekvens fra 57 +/3 til 95 +/-4 (22). Med en sa mye hgyere
plasmakonsentrasjon ngdvendig for hypotensiv effekt legger Meeran et. al frem en
hypotese om at AM fungerer parakrint pa vaskuler glatt muskel. Ved Okumuras nevnte
studie pa rotter opererte de med en dosering pa AM 0.05 ug - kg'! - min-1i 60 min etter
ligering administert giennom venstre vena jugularis (5). Ved De Matteos studie pa sau
brukte de en intrakoronar administrering med dose pa 0.5 ug - kg1 - time1. Denne
doseringen gav ingen effekt nar den ble gitt intravengst (10). Hvilken dose man ma opp
i for antiapoptotisk effekt hos gris eller mennesker er ikke beskrevet, og videre forsgk
ma til for a finne ut hva den mest gunstige administreringsmate, om det er intrakoronar

eller systemisk infusjon, og dosering er.

Anatomi
Jeg gar i denne oppgaven ut ifra at leseren har basale kunnskaper om hjertets anatomi

og funksjon. Jeg vil dog ga dypere inn pa hgyre ventrikkel og den koronare

karanatomien (figur 2).

Hgyre ventrikkel (HV)
HV er en del av et lavtrykkssystem som pumper vengst blod inn i lungene for

reoksygenering. Den har samme slagvolum som venstre ventrikkel, men lengre
ejeksjonstid grunnet hangout-intervallet (24). HV pumper mot 1/5 av det systemiske
trykket og 1/10 av den systemiske motstanden. HV mottar vengst blod ved lavere
diastoliske trykk enn venstre ventrikkel (VV). Den har 1/6 av VVs muskelmasse, 1/3 av
VVs veggtykkelse og gjgr 1/4 av VVs slagarbeid. I motsetning til VV perfunderes HV i
bade systole og diastole.

HVs kontraksjon er delt i tre. Den fgrste fasen er nar laterale vegg beveger seg innover,

sa kommer septums kontraksjon og til slutt en effekt av traksjon fra VV (24). Avhengig
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av den enkelte pasients koronaranatomi kan det derfor ha stor betydning at hgyre

koronararteries (HC) forsyning av septum opphgrer.

Hgyre ventrikkel-infarkt (HVI) ser man vanligvis ved nedreveggsinfarkt.
Sannsynligheten for HVI gker proporsjonalt med stgrrelsen pa nedreveggsinfarktet og
graden av hemodynamisk pavirkning. 1/7 av hemodynamisk stabile nedreveggsinfarkt
har Kliniske funn pa HV-pavirkning. 2/3 av hypotensive nedreveggsinfarkt og alle
nedreveggsinfarkt som gir kardiogent sjokk. Jo lengre proksimalt okklusjonen i en
koronarartie sitter, jo mer uttalt vil svikten bli. Likevel er det bare halvparten av
proksimale okklusjoner av HC som resulterer i HVI, noe som kan tyde pa en rik
kolateralisering. Ved obduksjon ser man HVI ved 2/3 av alle nedreveggsifarkt. (25) HVI
er en selvstendig prediktor for prognose ved akutt nedreveggsinfarkt og en metaanalyse
av seks studier pa HVI med 1200 pasienter involvert var OR for dgd 3,2, kardiogent
sjokk 3,2 og AV-blokk 3,4. (26) Kliniske tegn pa HV-svikt er en blek, klam, bradykard og
hypotensiv (grunnet nedsatt fylning av VV) pasient. Man kan ogsa se det ved kardiogent

sjokk med struttende halskar uten dyspnoe.

HV er veldig preload-avhengig, og man skal derfor veere forsiktig ved bruk av
nitroglyserin og morfin, som er standard behandling ved venstre ventrikkel-infarkt
(VVI). Dette gjelder ogsa bruk av diuretika. Ved et HVI blir atriets kontraksjon viktig, noe
som fgrer til at en slik pasient vil veere ekstra sarbar for atrieflimmer eller om
okklusjonen sitter slik at den ogsa affisserer HA. Den tynne muskelveggen gjgr at HV og
hgyre atrium (HA) dilaterer lettere enn VV og venstre atrium (VA). Dette kan videre fgre
til at plassforholdene inne i perikard blir ugunstige i form av at HV etter hvert presser
septum inn i VV, noe som gjgr at en allerede underfylt VV far darligere
kontraksjonsbetingelser (25). Et dilatert HA vil ogsa kunne fgre til strekk og
gjennoppretting av foramen ovale, og gkt trykk i HA vil kunne fgre til en shunting fra HA
til VA.

Tidlig reperfusjon er en viktig del av behandlingen av HVI og hos pasienter med
suksessfull behandling med percutan coronary intervention (PCI) er prosentandelen
med vedvarende hypotensjon og lav cardiac output og dgdelighet signifikant bedret.

Forsgk gjort pa hunder viser at reperfusjon av en ischemisk HV gir en raskere heling av
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HV og dens funksjon, men at funksjonen likevel bedres om man ikke reperfunderer i det
hele tatt (27). Dette forklares med gkt kolateral blodforsyning og at HV er en tynnere

muskelvegg som trenger mindre oksygen.

Koronar blodforysning
Koronarteriene er de fgrste arteriene som gar av fra aortoa, like etter aortaklaffen. Det
er er starten pa to lgp, hayre og venstre, hvor hgyre gar til hgyre koronararterie og

venstre raskt deler seg i LAD og circumflex coronary artery (CX) (figur 2).

Hgyre koronararterie
Like etter aortaklaffen finner man Valsava-sinusene. Dette er innbuktninger i aorta hvor

man finner ostiene til venstre og hgyre koronarkar. Pa hgyre side gar fglgelig hgyre
koronararterie (HC) av, men hos mange gar ogsa den conale/infundibulare grenen til
hgyre ventrikkel av her, eller hos over halvparten, grenen som forsyner sinusknuten.
Om den conale/infundibulare grenen ikke gar av her finner vi den som en tidlig
avgrening av HC. De med velutviklede infundibulzere arterier har en stgrre forsyning til
ventrikkelens fremre vegg og danner av og til anostomoser med LAD og med det

Vieussens sirkel.

HC fglger den atrioventrikuleere groove, mellom hgyre atrie (HA) og hgyre ventrikkel
(HV), ut mot hgyre. Her gar acute marginal artery av, samt flere atrielle grener fra den
kranielle delen av HC. Acute marginal artery gar helt ned mot apex og danner av og til

anostomoser med LAD.

Pa undersiden av hjertet finner man hos om lag 90 % av befolkningen avgreiningen fra
HC til den inferiore intraventrikulaere arterien (11A), ogsa kjent som posterior decending
artery (PDA), som forsyner bakre tredjedel av septum og nedre del av HV, samt noe av
en posteriore/inferiore del av VV. (Hos de resterende 10 % gar denne greinen av fra CX.)
Den forsyner ogsa den posteromediale papillemuskelen, ofte som eneste arterie, i
motsetning til den anterolaterale papillemuskelen som forsynes av bade LAD og CX.
Dette gjgr at den posteromediale papillemuskelen er mer utsatt for infarkt og falgelig

mitral insuffiens. I tillegg gar ogsa avgreiningen til arterien som forsyner AV-knuten av
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fra HC hos de samme om lag 90%. Om HC forsyner IIA og AV-knuten, sa kalles det at
man er koronart hgyre dominant. Den samme greinen som forsyner AV-knuten er den
som sammen med septale avgreininger fra LAD, forsyner den proksimale
atrioventrikuleere ledningen. Ser man pa koronar dominans hos griser og hunder finner
man at grisene har en tilnaermet lik koronar dominans som mennesker (28), men at

hunder i stor grad er venstredominante hvor CX forsyner IIA og AV-knuten (29).

Venstre koronararterie

Venstre koronararterie, eller venstre hovedstamme gar ut fra den venstre Valsavasinus
hvor den gar ut mellom truncus pulmonalis og venstre aurikkel fgr den deler seg hos
voksne etter 1-2cm i left anterior decending artery (LAD) eller den anteriore
intraventrikulaere arterien, og circumflex (CX). Venstre hovedstamme star da med sine
avgreininger for blodforsyningen til mesteparten av venstre ventrikkel, 2/3 av septum,
den superolaterale papillemuskelen til mitralklaffen, venstre atrium og hos litt under

halvparten ogsa sinusknuten.

LAD
LAD forsyner apikale deler av bade VV og HV og det gar pa LADs vei mot apex av flere

grener som forsyner VVs fremre vegg. Den kan ogs3a, som tidligere nevnt, ha en
infundibuleer avgreining til HV, og den kan fortsette forbi apex og perfundere omradet

som hos de aller fleste gjgres av IIA.

cX

CX har omlag samme dimensjon som LAD. Den fglger den venstre atrioventrikuleere
groove, posteriort. Hos de nevnte 10% som er venstredominante, sa fortsetter CX videre
og forsyner AV-knuten og avgreining til IIA. CX forsyner laterale og posteriore del av VV,
samt den nevnte forsyningen av mitralklaffens superolaterale papillemuskel sammen
med grener fra LAD. CX forsyner ogsa deler av VA og VV i langs den venstre

atrioventrikulaere groove (30).
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Figur 2: Normal koronar anatomi. Tidlig pd aorta gdr venstre koronararterie av og deler seg i LAD og CX.

Hgyre koronararterie gdr i den atrioventrikulaere groove og gir opphav til PDA/IIA. (31)

Ischemi/reperfusjon
Koronar hjertesykdom er en forsnevring eller blokkering av blodtstrgmmen til en av

arteriene som forsyner hjertet med blod. Nar blodstremmen blir senket tilstrekkelig
skjer det ischemi. Ischemi er nedsatt eller opphgr av oksygentilfgrsel til vev, og blir det
uttalt nok kan det resultere i infarkt som er permanent vevsskade, som ved et akutt

hjerteinfarkt.

Definisjon
Akutt hjerteinfarkt er definert av Joint Task Force of the European Society of Cardiology,

American College of Cardiology Foundation, the American Heart Association, og World
Heart Federation som “en klinisk hendelse som fgrer til dgd av kardiomyocytter
(myokardiell nekrose) som er forarsaket av ischemi (i motsetning til andre etiologier

som myokarditt eller traume)” (32).

Akutt hjerteinfarkt er forbundet med symptomer som brystsmerter og

epigastriesmerter med straling til arm, skulder, rygg eller kjeve. Smertene er assosiert
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med dyspnoe, kvalme, oppkast og synkopetendens/svimmelhet. Symptomene varer
vanligvis minst 20 minutter, men kan ha kortere varighet. Smertene er ikke pavirket av

bevegelse i musklene i den affisserte region eller forverret av dyp inspirasjon (33).

Historie

At hjerteinfarkt var noe som kunne skje som fglge av trombosering av koronarkar ble
forst beskrevet av Herrick i 1912, men det var ikke fgr DeWood et al. i 1980 sd at det var
obstruktive tromber i koronarkar da de undersgkte pasienter med akutt hjerteinfarkt
med angiografi. Forsgk gjort av blant annet Reimer og Jennings viste sa effekt av
reperfusjon og dette kom da mer i fokus som terapi. Remmer og Jennings sa at ved a
okkludere CX i 40 min, 3 timer og 6 timer, for sa a reperfundere i 2-4 dager at omradet
med transmural nekrose i posterior papillemuskel var en effekt av hvor lang tid karet
var okkludert. Irreversibel skade skjer altsa over tid og den starter subendokardielt
hvor de fgrste myocyttene dgr etter 20-40 minutter, og beveger seg ut mot subepikard

hvor det fortsatt er myocytter det er mulig a redde etter 6 timer (34).

Diagnostikk

Sammen med symptomer tas det i fgrste omgang et 12-avlednings EKG og biomarkgrer
for a se etter tegn pa hjerteinfarkt. Pa EKG skal man da kunne se nye ST-elevasjoner i to
eller flere naerliggende avledninger med en gkning pa mer eller lik 0,2 mV i V1-V3 eller
0,1mV i de andre avledningene. Har man ikke ST-elevasjon kan man se etter ST-
depresjon i V1-V3 som et tegn pa bakreveggs-infarkt eller T-bglgeabnormaliteter som T-

inversjon eller hyperakutte T-bglger (som tidlig tegn pa akutt hjerteinfarkt).

Biomarkgrer man kan male er myoglobin, hjertespesifikk troponin-T og troponin-I og
CK-MB. Myoglobin stiger nesten med en gang, peaker tidlig og er tilbake innen 12t.
Troponiner og CK-MB stiger relativt kjapt og kan males i plasma etter 4-12 timer.
Troponiner forblir forhgyet i 1-2 uker, men CK-MB er tilbake til normalniva etter 3-4
dager. Man kan slik bruke disse diagnostisk til a se ca hvor ferskt et hjerteinfarkt er. Man
kan ogsa bruke disse markgrene for & monitorere etter eventuelle reinfarkt. (35). Man
kan ogsa gjgre ekkokardiografi og koronar angiografi for videre utredning av

hjerteinfarkt.
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Reperfusjon

Reperfusjon er gjenopprettelse av blodstrgm i et blodkar. [ hjertet dreier dette seg om a
gjenskape blodstrgm i et tett koronarkar, det kan vaere venstre hovedstamme, hgyre
koronararterie, LAD eller CX. Dette kan gjgres med blant annet percutan coronary
intervention (PCI), trombolyse eller koronar bypass (36). Reperfusjon gjgr at
oksygentilfgrselen gjenopprettes i tillegg til at man far vasket vekk toksiske metabolitter
(37). Reperfusjon kan ogsa fare til reperfusjonsskade, definert som myokardiell-,
vaskuleer-, eller elektrofysiologisk dysfunksjon indusert av gjennopprettelse av
blodgjennomstrgmning til tidligere ischemisk vev (38). Dette involverer gkt
inflammasjon, arrytmier og apoptose. Det som i hovedsak fgrer til disse hendelsene er
ROS, ngytrofile granulocytter og kalsiumloading. Dette fgrer til celledgd av celler som
var fungerende rett fgr reperfusjon. Dyrestudier pa akutt hjertesvikt har vist at

reperfusjonsskade er skyld i opptil 50% av den endelige infarktstgrrelsen (39).

Under ischemi i hjertet dannes det ROS, som under reperfusjon distribueres til
neerliggende vev (40). Nar ROS overstiger cellens niva av antioksidanter skjer
celleskade. Eksemper pa ROS er superoksid (O27) og hydrogenperoksid (H202) (41).
ROS genereres av skadde myocytter og endotelceller i den ischemisk affisserte sonen. I
tillegg genereres de av ngytrofile granulocytter som blir aktiverte ved reperfusjon. ROS
farer sa til skade pa cellemembraner som igjen fgrer til kalsium loading av cellene i

tillegg til at ROS blant annet fungerer som apoptotisk stimuli (2).

Ved obduksjon av mennesker med akutt hjerteinfarkt som dgdsarsak har man funnet at
celleskaden i hjertet skjer som en kombinasjon av bade nekrose og apoptose (42). Det er
rapporter om at apoptose star for hoveddelen av celledgden etter ischemi/reperfusjon
(43), men ogsa om at nekrose dominerer og at apoptosen kun star for 8% (44). Hos

hunder finner man bade nekrose og apoptose etter ischemi/reperfusjon (45).
Normalt er konsentrasjonen av NO mye hgyere enn konsentrasjonen av superoxide (O27)

i endotelcellene, og dette gjgr at NO effektivt kan ta seg av de relativt sma nivaene av

intracelluleert Oz-, redusere arteriell tonus via guanylate cyklase-aktivering som gir gkt
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cGMP og lavere nivaer av Ca2+i glatt muskel. NO hemmer og plateaggregering og
trombedannelse og minimerer adhesjon mellom leukocytter og endotelcellenes
overflate. Innen minutter etter reperfusjon endres dette forholdet mellom NO og Oz,

som sa blir i overtall.

Agonists
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Figur 3: NO forer gjennom guanylate cyclase til gkt cGMP i glatt muskel. Dette fgrer sammen med gkt

konsentrasjon av cAMP til lavere Ca2+konsentrasjon, noe som hemmer kontraksjon og gir vasodilatasjon

(46).

Na far vi en situasjon hvor endotelcellene og leukocytter produserer mer O2’, sammen
med lavere NO-produksjon for a ta hand om O3". Det som er igjen av NO vil reagere med
02 og dette gjgr at det den vasodilatoriske effekten til NO opphgrer siden NO na ikke

kan fungere som second messenger til glatt muskel. Akkumuleringen som skjer ved lave
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NO-nivaer etter ischemi/reperfusjon gjgr at det skjer en gkt produksjon av
hydrogenperoxide (H202) og dette gjgr igjen til at inflammasjonen i endotelcellene gar
opp og leukocyttadhesjonen gker. Det er altsa en situasjon etter ischemi/reperfusjon
med en hemmet vasodilatasjon og gkt produksjon av ROS, bade pa grunn av at NO-

produksjonen hemmes og 02" dermed gker, men ogsa pga en gkt leukocyttadhesjon. (2)

Apoptose i kardiomyocytter hos kaniner og hunder induseres under ischemi, men
fullfgres ikke fgr blodstrammen gjenapnes ved reperfusjon (3), (45). 2 timer ischemi
uten reperfusjon gjgr at man finner apoptotiske kardiomyocytter hos rotter. Denne
prosessen akselleres ved 45min ischemi fulgt av 60min reperfusjon (47). Det kan altsa

tyde pa at det er enkelte speciesforskjeller pa dette feltet.

ROS' evne til 4 indusere apoptose i kardiomyocytter har vart undersgkt ved a se pa en
cellekultur med kardiomyocytter og tilsette enten H20; eller O2". Man fant ut at begge
disse ser ut til & kunne indusere apoptose, og begge viste en gkning i uttrykk av p53,
men bare H;0; viste gkt uttrykk av Bad og ingen pavirket Bcl-2 eller Bax. H20: fgrte ogsa
til gkt cytochrome c-release i cytosol som fglge av oppregulering av caspase-3. Man sa
ogsa at Bad og Bax heterodimeriserte med Bcl-2, noe som fgrer til gkt cytochrome c-

release. ROS kan altsd indusere apoptose i kardiomyocytter (48).

Apoptose

Apoptose er "programmert celledgd” hvor celler far et signal om a selvdestruere. Dette
skjer normalt i embryologisk utvikling og aldring, og det skjer hele tiden en apoptose for
a opprettholde cellepopulasjonen i kroppen ved a holde apoptosen lik celledelingen. Om
dette ikke er balansert vil vev enten vokse eller bli mindre. Eksempler pa dette i
dyreriket er for eksempel dannelsen av klgr hos mus. De starter ut som en
spadelignende struktur, fgr apoptose fgrer til at det kan dannes klgr. Et annet eksempel
er nar rumpetroll utvikler seg videre til frosker (49). Halen de fgr hadde som rumpetroll
trengs ikke lengre og dens celler far signal om a ga i apoptose. Hos mennesker skjer det
for eksempel nar ductus arteriosus lukkes og apoptose inntreffer. I beinmarg og tarm
skjer det hver time apoptose av milliarder av celler og opp til halvparten av alle

nerveceller som dannes dgr fgr de er ferdige.
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Apoptose krever ATP og er en ngye regulert prosess. Hvordan prosessen er regulert vil

jeg komme tilbake til, men man kan godt forsta at den er sa regulert som den er siden

alle celler vi har med kjerne har muligheten til 4 gd i apoptose om de skulle fa riktig

signal. En lgst regulert apoptose ville kunne fatt fatale konsekvenser. Apoptose kan i

tillegg til embryonal utvikling og aldring settes i gang som fglge av forskjellige stimuli

som varme, kulde, straling, inflammasjon og ischemi. De samme stimuli som gir

apoptose i lave doser, vil kunne gi nekrose i hgye doser (49).

Morfologi
Nar en celle far et apoptotisk signal vil forlgpet kunne se slik ut:

Kondensasjon av chromatinet i nucleus, pyknose, dette er irreversibelt.
Cellen krymper, tettpakkede organeller, tykkere cytosol

Cytoskjelettet kollapser

Kjernemembranen dpnes

DNA-fragmentering

Cellemembranen markeres for fagocytose

Cellen fagocyteres av en makrofag uten at den selv sprekker og gir ikke

inflammasjonsuttrykk siden bestanddelene ikke kommer ut i interstitiet og de

fagocyterende cellene ikke uttrykker cytokiner pga apoptose. Dette gjgr ogsa at den

apoptotiske cellens bestanddeler kan gjenbrukes (50) (figur 4).
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Figur 4: Den apoptotiske cellen krymper og danner etter hvert apoptotiske legemer som
kan fagocyteres av makrofager. Dette i motsetning til den nekrotiske cellen som sveller og

etter hvert sprekker. (51)
Apoptose har tre forskjellige pathways den kan fglge, extrinsic, intrinsic og

perforin/granzyme pathway som man kan se pa figuren nedenfor, men fgr jeg kommer

dit vil jeg forklare noen av begrepene.
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Figur 5: Intrinsic pathway viser hvordan et apoptotisk signal farer til endringer i mitokondrienes porer

som fgrer til cytochrome c utslipp, apoptosomet dannes og caspase 9 er aktivert. Dette aktiverer videre
caspase 3 som igangsetter execution pathway. Extrinsic pathway virker ved at en ligand, for eksempel FAS-

ligand binder sin reseptor og dette fgrer til caspase 8-aktivering som ogsd aktiverer caspase 3 (49).

Caspaser
Caspaser er en stor familie av evulosjonaert konserverte proteaser som man finner fra

Caenorhabditis elegans til mennesker. Caspasenes ngkkelrolle i apoptose er basert pa
tre observasjoner. For det fgrste har man sett at syntetiske eller naturlige hemmere av
caspaser vil hemme apoptose indusert av et flertall stimuli. For det andre ser man at dyr
som mangler visse caspaser viser en svekket evne til apoptose. For det tredje ser man at
caspasene er ansvarlige for mesteparten av den proteolytiske klgyvingen som leder opp

til apoptose (52).

Hver caspase er en cysteine aspartase. Det betyr at den opptar nukleofilt cysteine i sitt
aktive sete for a kunne klgyve astartatesyre-peptidbindinger i andre proteiner. Caspaser
er syntetisert som inaktive procaspaser. Proteolytisk prosessering av procaspasene
genererer en aktiv caspase. Basert pa kinetiske data, substratspesifisitet og procaspase-
struktur har man kunnet dele caspasene inn i initierende caspaser og effektorcaspaser.

De initierende caspasene aktiverer effektorcaspasene som en respons pa et apoptotisk
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signal. Effektorcaspasene Klgyver sa forskjellige cellulaere proteiner og setter med det i
gang "selve” apoptosen (52). Dysregulering av caspaser skjer i flere humane sykdommer
som cancer, autoimmune sykdommer og nevrodegenerative sykdommer. Det er gkende
bevis for at det er et terapeutisk potensiale ved a regulere caspasenes aktivitet ved

apoptose (53). Hvordan dette kan gjgres med AM vil jeg komme inn pa senere.

Procaspase-aktivering
Oligomerisering er sett pa som den universelle mekanismen for initierende caspase-

aktivering (52). Et eksempel pa en slik oligomerisering er nar FAS-reseptor har bundet

FAS-ligand i extrinsic pathway og aktiverer videre procaspase-8 til caspase-8 (54).

Om man induserer en gkt naerhet av procaspase-8, sa vil dette gjgre at dette ellers sa
stabile zymogenet klgyver seg og blir til et aktivt caspase-8 (55). For procaspase-9
fortoner aktiveringen seg litt annerledes. Procaspase-9 er med i intrinsic pathway og
aktiveres etter at et apoptotisk signal gjgr at mitokondrienes membranpotensiale og
deres permeabilitet i mitochondrial permeability transition pores (MPTP) for
cytochrome c endres og cytochrome c forlater mitokondriene. Her gar de sammen med
APAF-1, dATP og procaspase-9 danner et apoptosom. Dette aktiverer procaspase-9 til
caspase-9. Akt hemmer caspase-9 ved fosforylering og gjgr at den ikke kan virke

apoptotisk (56).

[ tillegg til den caspase-avhengige kaskaden vi her ser pa intrinsic pathway kan
mitokondriene ogsa skille ut apoptosis inducing factor (AIF) som selvdestruerer cellen
uten a aktivere noen caspaser (figur 7). AIF er et flavoprotein som normalt ligger i
mitokondriene, men translokerer til nukleus ved induksjon av apoptose. Dette skaper
kondensering av chromatin og fragmentering av DNA. Det far ogsa mitokondriene til a
slippe ut cytochrome c og slik sette igang intrinsic pathway. Bcl-2 er med pa a hindre

utslipp av AIF, men styrer ikke AIFs aktivitet nar det er ute av mitokondriene (57).

Intrinsic pathway
Intrinsic pathway settes igang av et apoptotisk signal, det kan for eksempel vaere

hypoksi som ved hjerteinfarkt. Dette signalet fgrer til at procaspase-9 blir aktivert som

nevnt ovenfor, og dette aktiverer igjen procaspase-3 til caspase-3 som sa setter i gang
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execution pathway hvor Poly ADP-ribose polymerase (PARP) blir klgyvet og ikke kan
reparere DNA og inhibitory caspase activated DNAse (ICAD) klgyves til caspase
activated DNAse (CAD), som igjen fgrer til kondensering av chromatin og DNA-
fragmentering (49), (58).

Mitochondria

SMAC/Diablo
® NuI:Ieus

DNA condensation
Phosphatidylserine exposure

Figur 6: Cytochrome c-utslipp gjor at apoptosomet dannes sammen med Apaf-1, card, dATP og pro-caspase

9. Dette foarer sa til aktivt caspase 9, som igjen aktiverer caspase 3. (58)
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Figur 7: Her ser man hvordan execution pathway utfares ved at ICAD spaltes av til den aktive DNAsen CAD

som entrer nukleus og fgrer til DNA-kondensering og fragmentering. PARP klgyves slik at de ikke lenger kan
utfgre reparasjon av DNA. AIF entrer nucleus og fordrsaker DNA-kondensering og fragmentering. (58)

Extrinsic pathway
Extrinsic pathway aktiveres ved at en death reseptor, for eksempel Fas aktiveres av Fas-

ligand. Fas binder sd adaptorproteinet Fas-associated death domain (FADD) som igjen
rekrutterer procaspase-8 som na aktiveres. Dette kalles tilsammen Death inducing
signal complex (DISC). Procaspase-8 klgyver sa Bid som sa stimulerer mitokondriene til
effluks av cytochrome c. Caspase-8 aktiverer ogsa caspase-3 som videre setter igang

execution pathway (59).

Bcl-2-familien
Bcl-2-familien bestar av bade antiapoptotiske (Bcl-xL, Bcl-2) og proapoptotiske

proteiner (Bad, Bax, Bak, Bid,).
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Bcl-2 er sammen med Bcl-xL lokalisert i mitokondriemembranen, i endoplasmatisk
retikulum og i nuclear envelope. Bcl-2 og Bcl-xL hindrer utslipp av cytochrome c og AIF.

(60) (61) (62) Bcl-2 fungerer antiapoptotisk i kardiomyocytter ved 8 hemme p53. (63)

Bad er et propapoptotisk protein som indirekte fgrer til endring i MPTP og utskillelse av
cytochrome c. Bad sitt virke ved & heterodimerisere de antiapoptotiske Bcl-2 og Bcl-XL,
noe som igjen fgrer til apoptose ved at Bcl-xL da ikke kan hemme det pro-apoptotiske
Bax som fgrer til gkt permeabilitet i mitokondriene og cytochrome c-release (64). Bad
kan fosforyleres pa to seter, serine 112 og serine 136. Fosforylert Bad vil sd bindes av et
regulartorprotein kalt 14-3-3 og kan da ikke heterodimerisere med Bcl-xL og virke
apoptotisk. (65). Bad kan heterodimerisere med Bcl-2, men har stgrre affinitet for Bcl-
xL. Dette frigjgr sa Bax fra Bcl-xL-Bax-komplekset (66) og Bax kan sa virke apoptotisk
videre ved @ hemme Bcl-2 (figur 8). Er halvparten av Bad bundet opp i heterodimerer
med Bcl-xL sa vil cellen vare beskyttet mot apoptose. AM vil giennom Akt kunne
fosforylere Bad og pa den maten beskytte cellen mot Bads apoptotiske virkning (67),
(68).

Bax translokerer til mitokondriemembranen etter MPTP-3apning, noe som igjen skaper
en en gkt permeabilitet for cytochrome c slik at det kan ga ut i cytosol og danne
apoptosom og aktivere procaspase-9 (66), (69). Nar Bax er i overtall, sa vil Bax motvirke
Bcl-2s antiapoptotiske evne (70). Hos hunder finner man en nedgang i Bcl-2 og en

gkning i Bax etter ischemi/reperfusjon (45).

Bid blir aktivert i extrinsic pathway ved at det klgyves av procaspase-8. Bid vil sa fgre til

gkt cytochrome c-utslipp fra mitokondriene og procaspase-9-aktivering (71).
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Figur 8: Bcl-2 regulerer MPTP, med Bax som en hemmer av Bcl-2. Bcl-xL hemmer igjen Bax ved
heterodimerisere og binde Bax og Bad hemmer Bcl-xLs evne til d heterodimerisere med Bax ved d competitivt

binde Bcl-xL. (figur av undertegnede).

FOXO
FOXO (forkhead box O) er en gruppe transkripsjonfaktorer, Fox01, Fox03, Fox04 og

Fox06, hvor Fox04 og Fox04 er spesielt som uttrykt i kardiomyocytter. (72) (73) FoxO
hemmes av insulin og vekstfaktorer, hvor de fosforyleres av Akt (som stimuleres av AM)
og blir bundet opp av 14-3-3. (74) Fosforylert Foxo bundet til 14-3-3 gjgr at Foxo ikke
kan binde DNA og fare til transkripsjon. Komplekset blir sa fraktet ut av nukleus og 14-
3-3 ma slippe far noe kan skje videre med Foxo. (75)

Under sult eller oksidativt stress kan FoxO aktiveres ved gkt AMP-activated protein
kinase (AMPK)-aktivitet eller nedsatt Akt-aktivitet. De kan bade fungere pro- og
antiapoptotiske. Proapoptotisk fungerer de ved a oppgregulere transkripsjonen av Fas-
ligand og TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) og fgrer sa til aktivering av
extrinsic pathway som gar via aktivering av caspase.8 og caspase-3. I tillegg gker FOXO
transkripsjoen av pro-apoptotiske proteiner i Bcl-2-familien som fgrer til gkt utskillelse

av cytochrome c og videre en typisk intrinsic pathway med aktivering av apoptosom og
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caspase-3 (figur 9). Antiapoptotisk fungerer de med at de motvirker ROS-produksjon
under oksidativt stress. Denne bade pro- og antiapoptotiske effekten kan veaere et
uttrykk for at FoxO er med pa bekjempe "sma” celleskader, men om intensiteten pa

stimuliet blir stgrre, sa sender den cellen inn i arrest eller apoptose. (76)

Kardiomyocyttene utgjgr 75% av det totale vevsvolumet i hjertet., men ser man pa
antall, sa er det tre ganger sa mange cardiac microvaskular endothelial cells (CMEC)
som kardiomyocytter. (77) Disse CMEC har man sett neermere pa i forhold til apoptose
ved ischemi/reperfusjon. Det har blitt vist at CMEC gar i apoptose fgr kardiomyocyttene
som fglge av ischemi/reperfusjon. Etter 5-60 minutter reperfusjon ser man TUNEL-
positive (TP) endotelceller som tegn pa apoptose. Sa ser man at omkringliggende
kardiomyocytter blir TP i et gkende omfang. Det at apoptosen starter i endotelcellene,
for sa a spre seg rundt i naerliggende kardiomyocytter kan tyde pa at det skjer en
parakrin aktivering av apoptose i kardiomyocyttene enten ved diffusjon av
proapoptotiske mediatorer som FAS-ligand eller TRAIL eller frie radikaler som skader

mitokondriene. (78)

Fox03a er signifikant gkt i CMECs under simulert ischemi/reperfusjonsskade og
fosforyleringen av FoxO3a av Akt (som inaktiverer den) gar ned i CMECs sammenlignet
med normale celler, og dette indikerer en deaktivering av Akt og en aktivering av
Fox03a. (79) En gkning i aktiveringen av FoxO3a ble ogsa observert i hjertevev fra
rotter med myokardiell ischemi/reperfusjonsskade. Hemmet man sa Fox03a, sa man en
signifikant reduksjon i infarktomrade og apoptose av kardiomyocytter. (80) (81) @kt
aktivering av FoxO3a sa man ogsa i hjertevev fra mus med ischemi/reperfusjonsskade.

(73).
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Figur 9: FOXO gker transkripsjonen av antiapoptotiske proteiner som farer til gkt cytochrome c-utslipp og

apoptosomdannelse og til slutt apoptose. Det farer ogsd via oppregulering av Fas-ligand og TRAIL til caspase
8-aktivering, som igjen forer til apoptose (82).

p53

p53 er et tumor suppressor protein som sgrger for kontroll av normal vekst og stabilitet
i genomet. Viktigheten av dette ser man ved at ervervede mutasjoner i P53 eller dens
oppstrgms aktivatorer er observert i alle humane former for cancer. Avhengig av
hvilken type stress og kofaktorer kan p53 sette igang forskjellige prosesser. Den kan
blant annet sette igang bade intrinsic og extrinsic apoptotisk pathway ved oppregulering
av forskjellige apoptotiske mediatorer som Fas, PUMA, Bax, og NOXA og bidrar til en
hemming av blant annet Bcl-xL og da indirekte Bcl-2. Om p53 faktisk er apoptotisk ved
ischemi i kardiomyocytter diskuteres og er forelgpig noe uvisst (83), men om p53 deltar
her sa kan man hemme den med AM via aktivering av Mdm-2 og da ogsa hemme

apoptose.

Mdm2
Mdm?2 er et oncoprotein som beskytter cellen mot apoptose ved & hemme p53. Dette kan

gjore at celler deler seg uhemmet, slik man ser i flere typer cancer hvor man finner en
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overekspresjon av Mdm2 (84). P53 induserer genet for Mdm2 som en del av en negativ
feedback-loop (59). Mdm?2 finnes ogsa i cytosol og kan fraktes over til kjernen vha
fosforylering. Dette gjgr at Mdm2 kan entre nucleus fra cytosol og slik danne et
kompleks med P53. Mdm2 binder det transkripsjonelle aktive setet pa P53, og blokkerer
sa P53s mulighet for genekspresjon. Komplekset fraktes sa ut i cytosol, og det blir

degradert ved at det oppfgrer seg som en ligase.

Adrenomedullins funksjon pa Mdm2 er a gjennom a fosforylere Akt i cytosol kan
fosforylere, og aktivere Mdm2. Mdm?2 fraktes sa over til nukleus og binder der p53.
Komplekset Mdm2 og p53 blir sa fraktet ut i cytosol hvor det degraderes. P53 fungerer
apoptotisk ved at den setter ned transkripsjonen av antiapoptotiske proteiner i Bcl-2-
familien og gker transkripsjonen av proapoptotiske proteiner i Bcl-2 (BAX) PI3K/Akt
sgrger for a fosforylere serine166 og serine 186-setene pa Mdm?2 (figur 11) (84),(59).

Man har sett at kardiomyocytter er mer motstandsdyktige mot ischemi-
/reperfusjonsskade ved gkt uttrykk av Mdm2. (85)Denne protektive virkningen til
Mdm-2 ser man igjen hos musehjerter med redusert Mdm?2, hvor disse hjertene var mer

utsatt for ischemi-/reperfusjonsskade.
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Figur 10: p53, Bid, Bax og Puma farer til gkt cytochrome c-utslipp fra mitokondriene, og dette forer til

apoptose (59).
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Figur 11: PI3K fosforylerer Akt som igjen fosforylerer og aktiverer Mdm2 som sd kan gd inn i nukleus og

binde det apoptotiske p53 og frakte det ut av nukleus for degradering (59).

NF-kappaB
NF-kappaB er en pleiotropisk (et gen kontrollerer flere forkskjellige fenotypiske uttrykk

i en organisme) transkripsjonsfaktor som er med pa a regulere flere prosesser i
kroppen, deriblant apoptose. NF-kappaB er normalt bundet til Inhibitory-kappaB (IKB)
som maskerer NF-kappaBs sete for nukleaert opptak. NF-kappaB aktiveres sa ved at
Inhibitory kappaB (IKK)kinase fosforylerer IKB slik at NF-kB kan translokere til nukleus

for regulering av genekspresjon. Fosforylert IKB blir da markert for degradering.

[ hjertet har NF-kappaB vist & bli aktivert ved aterosklerose, myokarditt, frastgting ved
transplantasjon, ischemi/reperfusjon, angina, ervervet hjertesvikt, dilatert
kardiomyopati, ischemisk og kjemisk prekondisjonering, varmesjokk, branntraumer og
hypertrofi av isolerte kardiomyocytter (86).NF-kB regulerer ekspresjon av flere anti-

apoptotiske gener i hjertet etter hypoksi, ischemi/reperfusjon og ischemisk
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prekondisjonering. Disse er blant annet Bcl-2 og Bcl-xL. Bcl-2 er nedregulert ved
ischemi/reperfusjonsskade, men er gkt ved ischemisk prekondisjonering. Det er i begge
tilfeller sammenfallende med gkt NF-kB-aktivitet og det viser at NF-kBs regulering av
Bcl-2 mulig spiller forskjellige roller i forhold til om hvilke stimuli hjertet er utsatt for
(87). NF-kB er vist a vaere antiapoptotisk ved anestetisk prekondisjonering far
ischemi/reperfusjon i form av at det bidrar til gkt uttrykk av Bcl-2, lavere utslipp av
cytochrom c og mindre aktivering av caspase-3 (88). Det er pa den andre siden vist at
genetisk blokkering av NF-kB beskytter mot hjerteinfarkt hos gnagere etter
ischemi/reperfusjon (86). Det kan derfor tyde pa at NF-kB bade kan veere pro- og
antiapoptotisk. AM virker pa NF-kB via PI3K/Akt ved at det fgrer til fosforylering av IKB
som pa den maten slipper NF-kB og NF-kB blir aktivert (figur 1).

AKktuelle metoder for a undersgke apoptose

TUNEL

Terminal dUTP Nick End-Labeling (TUNEL) er en teknikk hvor man ser etter
klgyvingsprodukter etter at endonukleaser har brutt ned cellens DNA. Dette gjgres ved
at man ved enzymet terminal transferase adderer merket dUTP til DNA-fragmentene.
Disse kan man sa se etter med lys- og fluorescensmikroskopi eller ved flow cytometri.
Fordelene med denne metoden er at det gar relativt raskt, det kan gjgres ila. 3 timer, og
at sensitiviteten er hgy. Bakdelen er at man kan fa falskt positive resultater fra
nekrotiske celler og celler som er under DNA-reparasjon (89). Det anbefales derfor at
denne undersgkelsen kombineres med et annet assay. Siden DNA-klgyving er en av de

siste prosessene i apoptose lgnner den seg ikke til d se pa tidlige faser av apoptose (49) .

DNA-laddering

Endonuklease-mediert klgyving av nukleaert DNA (90) fgrer til DNA-fragmenter pa 180-
200 basepar. Denne metoden har en sensitivitet pa 1x10”6 celler og lgnner seg dermed
best pa vev eller cellekulturer hvor det er mange apoptotiske celler tilstede. Dette er
ogsa som ved TUNEL en teknikk for a se pa en sen fase av apoptose og man kan fa falsk
positive resultater som fglge av at nekrotiske celler kan produsere lignende DNA-

fragmenter (49).

For a se pa PI3K-aktivitet kan man bruke PI3K-hemmeren wortmannin (91) som
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kontroll (5). For a se pa fosforylering av apoptotiske proteiner kan man bruke Western

Blot.

Diskusjon

Som man ser i denne oppgaven har AM, gjennom PI3k og Akt en direkte anti-apoptotisk
virkning gjennom fosforylering av Bad (67), slik at de anti-apoptotiske proteinene Bcl-2
og Bcl-xL ikke blir hemmet. Pa den maten hemmes utslipp av cytochrom c, som da ikke
kan fgre til apoptosom-dannelse og caspase-3-aktivering og apoptose. Akt kan ogsa
sgrge for forsforylering av Mdm2 som igjen vil hemme p53s apoptotiske
funksjon(59,84,85). Gjennom fosforylering av Caspase 9 (56)og FoxO (79,82), vil Akt
ogsa hemme caspase-kaskaden bade via intrinsic pathway og extrinsic pathway. I tillegg
har AM et indirekte anti-apoptotisk potensiale ved at det stimulerer NO-produksjon
(10,11), og pa den maten hindrer ROS-dannelse, bade ved at NO da kan fortsette sitt

bidrag som scavenger mot Oz, men ogsa slik at leukocyttadhesjonen blir mindre.

Hvor stort bidrag apoptosen gir til celledgd etter ischemi/reperfusjon ser ut til a veere
noe uavklart, sa dette vil absolutt vaere noe man kan se pa ved eventuelle forsgk. Jeg har
ikke kunnet finne at det er gjort forsket pa AMs antiapoptotiske potensiale etter
ischemi/reperfusjon hos griser. Dette vil veere interessant bade da de er
hgyredominante (28)som de fleste mennesker, men ogsa fordi man kan komme frem til
hvilken dose som ma til pa et dyr som er tilnaermet lik mennesket pa stgrrelse og
hvordan man skal administrere druget. Dette gjelder bade for HV og VV. Et problem her
kan vaere at om den systemiske dosen som ma til for anti-apoptotisk effekt er veldig
stor, sa vil bivirkninger i form av hypotensjon (8) kunne fgre til at de heldige effektene
oppveies av bivirkningene. Dette gjelder iszer for en sviktende HV som er avhengig av
preload for a opprettholde cardiac output. Hundeforsgkene (27) som er gjort hvor man
ser pa hjertets effekt etter ischemi/reperfusjon av HC ser ut til 4 vaere vanskelig a
relatere til mennesket nar hundene er venstredominante, og her vil griser vaere mer

hensiktsmessig med tanke pa anatomien.

Et annet poeng er at bare halvparten av mennesker som far proksimal okklusjon av HC
far HVI (25). Om dette ogsa gjelder for griser, sa vil det kunne tenkes at halvparten av

griseforsgkene vil matte forkastes med tanke pa a undersgke AMs anti-apoptotiske

33



effekt, men her vil man samtidig kunne fa andre data, som for eksempel nettopp hvor
mange griser som far HVI ved en HC-okklusjon. Her ma man og tenke pa at grisene ikke
kan vaere sine egne kontroller og man vil da matte dele opp i fire grupper, ikke-
hypotensiv + saltvann, ikke-hypotensiv + AM, hypotensiv + saltvann og hypotensiv + AM.
Det vil ogsa veere interessant a se pa eventuelle forskjeller i apoptose hos de som
utvikler en hgyresidig svikt med lav cardiac output etter okklusjon kontra de som

tolererer dette bedre.

En lukket thorax-modell hvor man gar inn med et kateter via arteria femoralis og inn i
HC under gjennomlysning vil kunne gjgre at man okkluere HC med ballong og i tillegg
administrere AM intrakoronart under reperfusjon. Lengre okklusjoner av HC med strikk
ved apen thorax har erfaringsmessig har vist a fgre til arrytmier og vi har pa laboratoriet
mattet dele opp ischemitiden i intervaller. En annen fordel med lukket thorax er et mye
lavere traume for grisen og det er mindre sjanse for at man skader koronarkar og deres
avgreininger under fridissekering fgr avsngring. Dette bgr til sammen kunne gi bedre
betingelser for et stabilt forsgk enn om man gjgr det apent. Man kan sa se etter
infarkttegn med EKG, tidlige infarktmarkgrer og med ekko. Etter reperfusjonen avliver
man grisen fgr man tar ut hjertet, og maler infarktstgrrelse (5), apoptose ved TUNEL og

DNA-laddering, apoptotiske- og anti-apoptotiske proteiner ved Western blot.

Konklusjon

AM fungerer anti-apoptotisk i flere dyremodeller hovedsakelig giennom PI3K/Akt, men
ogsa ved oppregulering av NO. Videre forskning ma til for a finne ut om dette ogsa
fungerer i en grisemodell, ved HVI og hvilke doser og type administrering som ma til for

a oppna antiapoptotisk effekt.
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