MED RAZ6L 2006; 45: 237-252 | RAZISKOVALNI CLANEK

Urska Jermol', Urska Gartner?

IzraZanje encimov ciklooksgenaza-1
in ciklooksigenaza-2 v zdravem srcu
in v sré¢nem infarktu pri ¢loveku

Expression of Cyclooxygenase-1 and Cyclooxygenase-2 Enzymes
in Normal Heart and in Myocardial Infarction

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: sréni infarkt — encimologiia, prostaglandin — endoperoksidna sintaza, avtopsija

Ciklooksigenaza (COX) je klju¢ni encim pri nastajanju prostanoidov, ki vplivajo na $tevilne
celi¢ne funkcije. Poznamo dve izoformi COX, to sta COX-1 in COX-2. V nasi nalogi smo dolo-
¢ili izrazanje obeh izoform COX v zdravem srcu in v srénem infarktu pri cloveku. Predvidevali
smo, da je COX-1 prisotna predvsem ali izklju¢no v zdravem srcu, COX-2 pa v srénem infark-
tu. Raziskava je bila narejena na obdukcijskih vzorcih srca, ki smo jih razdelili v dve skupini:
v prvi so bili vzorci srca 10 zdravih oseb, ki so umrle v prometnih nesrecah, v drugi pa obduk-
cijski vzorci srca 35 bolnikov, ki so umrli za posledicami srénega infarkta. Vse vzorce smo obarvali
s hematoksilinom in eozinom, COX-1 in COX-2 smo prikazali z imunohistokemi¢no metodo.
V zdravem srcu je COX-1 izraZena v Zilah in endokardu, v miocitih pa ne; COX-2 v zdravem
srcu vecinoma ni prisotna ali pa le v redkih miocitih. V srénem infarktu se v miocitih spro-
71 sinteza COX-2, ne pa tudi COX-1. Obe izoformi sta prisotni v sestavinah granulacijskega
tkiva in veziva; reakcija na COX-1 je intenzivna in skoraj razpr§ena, reakcija na COX-2 pa Zarisc¢-
na. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da je za uravnavanje homeostaze v srcu v celoti
odgovorna COX-1. Vnetno reakcijo ob srénem infarktu verjetno posreduje predvsem COX-2,
pri celjenju in nastanku brazgotine po SI pa sodelujeta obe izoformi, vendar je verjetno vlo-
ga COX-1 pomembnejsa kot vloga COX-2.

ABSTRACT

KEY WORDS: myocardial infarction — encymology, prostaglandin — endoperoxide synthase, autopsy

Cyclooxygenase (COX) is a key enzyme in prostanoid synthesis which plays an important role
in many cell functions. COX exists in two isoforms: COX-1 and COX-2. Our aim was to analyse
the expression of both COX isoforms in the normal human heart and in myocardial infarc-
tion, with a hypothesis that COX-1 is expressed mostly or exclusively in the normal heart and
COX-2 in myocardial infarction. Our study included autopsy samples of heart tissue divid-
ed into 2 groups: one consisted of heart tissue samples from 10 healthy persons who died in
car accidents, and the other of heart tissue samples from 35 patients with myocardial infarc-
tion. Tissue samples were stained with hematoxylline and eosin and immunohistochemistry
was used for detection of COX-1 and COX-2. In the normal heart, COX-1 is expressed in blood
vessels and endocardium, but not in cardiomyocytes. COX-2 is not expressed in the normal
heart or very rarely in occasional myocytes. In contrast, COX-2, but not COX-1 is induced in

1 Urgka Jermol, $tud. med., Institut za patologijo, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.
2 Urska Gartner, $tud. med., Institut za patologijo, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.
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cardiomyocytes in myocardial infarction. Both isoforms are present in components of gran-
ulation tissue and fibrous tissue. COX-1-positivity was intense and almost diffuse, while COX-2
positivity was focal. Our results indicate that COX-1 maintains normal homeostasis in the heart
and that inflammatory reaction in myocardial infarction is probably mediated by COX-2. It
appears that both COX-1 and COX-2 contribute to the healing processes and scar formation

after myocardial infarction.

uvobD

Ciklooksigenaza: definicija,
vioga, izoforme

Ciklooksigenaza (COX) je klju¢ni encim pri
nastajanju prostaglandinov, zato ga imenujejo
tudi prostaglandin H sintaza. Je bifunkcio-
nalen encim, ki ima ciklooksigenazno in
peroksidazno dejavnost. Katalizira reakci-
jo, pri kateri se najprej arahidonska kislina
pretvori v prostaglandin G, (PGG,) s ciklo-
oksigenazno dejavnostjo, nato pa se PGG,
s peroksidazno dejavnostjo pretvori v prosta-
glandin H, (PGH,). Specifi¢ne izomeraze
pretvorijo PGH, v tri skupine prostanoidov:
tromboksane (TX), prostaciklin (PGL,) in
prostaglandine (PGD,, PGE,, PGF,a) (1, 2).
Prostanoidi vplivajo na celi¢ne funkcije, kot
so mitogeneza, celicna adhezija in apopto-
za. Po vezavi na receptor lahko prostanoidi
izzovejo bodisi aktivacijo bodisi inhibicijo
celi¢nega delovanja (3).

Poznamo dve izoformi encima COX, COX-1
in COX-2, ki imata 60-65% enakega zapi-
sa (2). Na prepisovanje gena COX-2 vpliva
Sirok spekter posrednikov vnetja. Lipopolisa-
haridi, provnetni citokini in rastni dejavniki
sproZijo prepisovanje gena za COX-2, gluko-
kortikoidi, interlevkin-4, interlevkin-10 in
interlevkin-13 pa prepisovanje zavrejo (4).

COX-1in COX-2 sta membransko vezana
proteina, ki se po zakljueni sintezi in preno-
su nahajata primarno na endoplazmatskem
retikulumu. Encima imata zelo podobno
strukturo aktivnega mesta, kataliti¢no dejav-
nost in kinetiko (2). COX-2 ima vedji in bolj
fleksibilen substratni kanal in zato vecjo afi-
niteto do substratov (3).

Pred kratkim so odkrili izoformo COX-3,
ki jo najdemo v nizkih koncentracijah v moz-
ganski skorji in v srcu. COX-3 je izredno
obcutljiva na paracetamol in njemu podob-
ne ucinkovine, morda je celo inhibicija COX-3

v mozganih in hrbtenjaci dolgo iskani meha-
nizem delovanja paracetamola (5).

Razporeditev in vioga COX-1
in COX-2 v zdravih tkivih

COX-1 je konstitutivna oblika in se izraza
v vecini tkiv. Stalna tvorba prostanoidov je
potrebna za fiziolosko delovanje mnogih
organov. Dejavnost COX-1 je nujna za urav-
navanje pretoka krvi v ledvicah, dejavnost
trombocitov in deluje varovalno na sluznico
prebavil (2).

COX-2 se ne pojavlja v vecini zdravih
tkiv. IzraZanje tega encima sproZijo provnet-
ni in mitogeni drazljaji, kar ima za posledico
povecano sintezo prostanoidov v vnetem in
neoplasticnem tkivu. COX-2 je torej induci-
bilna oblika (6). Encim COX-2 sodeluje tudi
pri nekaterih fizioloskih vlogah, zlasti v led-
vicah in osrednjem Zivéevju (2).

Najvec raziskav o izrazanju COX v zdra-
vih tkivih je bilo narejenih na ledvicah,
prebavilih, srcu in oZilju.

Ledvica

Ledvica je verjetno eden izmed redkih orga-
nov, v katerem se v fizioloskih pogojih poleg
konstitutivno prisotne COX-1 stalno izra-
za tudi COX-2. Prisotnost COX-1 so opisali
v zbiralcih, tankem delu Henlejeve zanke in
v nekaterih delih levi¢nega zilja; COX-2 pa
v ledvi¢nem Zilju, intersticijskih celicah led-
vi¢ne sredice in maculi densi (7, 8). Glavna
vloga COX-2 v ledvici je uravnavanje preto-
ka krvi skozi ledvi¢no tkivo, vpliva pa tudi na
izlo¢anje renina (9).

Prebavila

V zdravem tkivu je zastopana predvsem COX-1.
Produkti tega encima (PGE,) &¢itijo sluzni-
co. COX-2 se izraza predvsem v patolosko
spremenjenem tkivu prebavil, ¢eprav neka-
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tere raziskave kaZejo na mozZnost izraZanja
COX-2 tudi v normalni sluznici prebavil (4).
Klini¢ne raziskave so pokazale, da prihaja pri
jemanju nesteroidnih protivnetnih zdravil, ki
zavirajo COX-1, do poskodbe sluznice preba-
vil. To potrjuje, da je za normalno delovanje
prebavil encim COX-1 nujno potreben. Mno-
go manj neZelenih ucinkov na sluznico imajo
selektivni zaviralci COX-2 (10, 11).

Srce in oZilje

V literaturi smo nasli razmeroma malo podat-
kov o prisotnosti in pomenu izoform COX
v normalnem srcu in Zilah.

Nekateri avtorji so v zdravih arterijah pri
ljudeh nasli le COX-1, ki se je nahajala v endo-
telijskih in gladkomisi¢nih celicah, COX-2
pa ni bila prisotna (12). Drugi avtorji pa so
v zdravih arterijah nasli obe izoformi COX (13).
Domnevajo, da COX-1 v arterijski steni pre-
ko prostaglandinov (predvsem PGIL,) zavira
aktivacijo trombocitov, izrazanje adhezijskih
molekul, kopicenje holesterola in razmnoZze-
vanje gladkomisi¢nih celic (12).

Prisotnost COX-1 so z dokazom mRNA
potrdili tudi v zdravem sré¢nem tkivu ljudi (14),
medtem ko v drugi raziskavi COX-1 mRNA
v srcu misi niso nasli (15). Kljub temu pa v lite-
raturi nismo zasledili podatkov o lokalizaciji
in pomenu COX-1 v zdravem srcu.

Redke raziskave so obravnavale prisotnost
COX-2 v srcu pri ¢loveku: v zdravem srcu
COX-2 bodisi ni bila prisotna ali pa le v manj-
$ih koli¢inah (14, 16, 17). Pri poskusnih Zivalih
pa so opisali, da s starostjo narasc¢a koli¢ina
COX-2 v srcu in da naj bi bil ta pojav pove-
zan z nastajanjem prostih kisikovih radikalov
in staranjem (18).

€COX v bolezenskih procesih

COX pri vnetju

Encim COX ima pomembno vlogo v procesu
vnetja, saj so prostaglandini posredniki zna-
kov vnetja. Prevladuje mnenje, da pri vnetju
sodeluje le COX-2, nekatere novejse raziska-
ve pa navajajo vpletenost ne le COX-2, ampak
tudi COX-1 (19-21). Povecano izrazanje COX-2
so dokazali pri mnogih kroni¢nih vnetnih
boleznih pri ljudeh, kot so ulcerozni kolitis,

Crohnova bolezen, revmatoidni artritis in vnet-
je Zelod¢ne sluznice, povzroceno s Helicobacter
pylori (22).

Prostaglandini sodelujejo v razvoju zna-
kov vnetja, kot sta bole¢ina in oteklina na
mestu vnetja. Poleg tega pa prostaglandini
vplivajo na druge posrednike vnetja in veci-
noma krepijo njihovo delovanje. PGD,, ki se
nahaja predvsem v mastocitih, ter PGE, in
PGF, , povzrocajo Sirjenje Zil in povecajo pre-
pustnost kapilar, kar vodi v nastanek otekline
v vnetem tkivu (21, 23). PGE, je vpleten
v patofiziologijo bolecine, in sicer povzroca
povecano obcutljivost bolec¢inskih receptor-
jev v prizadetem tkivu, kar povzroc¢i nastanek
preobcutljivosti za bolecinske draZljaje.

COX pri aterosklerozi

Vedno vec¢ je dokazov, da ima vnetje osrednjo
vlogo pri razvoju ateroskleroze (24); eden od
klju¢nih posrednikov pri tem so prostaglan-
dini, zlasti tisti, ki s pomo¢jo encima COX-2
nastajajo v makrofagih. Prostaglandini domnev-
no spodbujajo kemotakso, povecujejo prepust-
nost Zilne stene, pospeSujejo potovanje in
razmnozevanje gladkomisic¢nih celic ter pove-
¢ajo sintezo beljakovin zunajceli¢nega matrik-
sa in tako pomembno prispevajo k nastanku
ateroma (25). Pomen COX v razvoju ateros-
kleroze potrjujejo Stevilne raziskave, v katerih
so nasdli povecano izrazanje COX v ateromu,
zlasti COX-2 (26).

Stevilne raziskave so obravnavale udi-
nek zaviralcev COX na aterosklerozo in sréni
infarkt, rezultati pa so si nasprotujoci, tako
da danes $e nimamo jasnega odgovora. Dolgo
je znano, da jemanje aspirina zmanj$a pogost-
nost sr¢no-Zilnih zapletov, domnevno zaradi
zaviranja sinteze TXA, v trombocitih in posle-
di¢no zmanjsane agregacije trombocitov (27).
Raziskave so tudi pokazale, da selektivni
zaviralci COX-2 zavirajo nastanek ateroskle-
roze, vendar predvsem v zgodnjih stopnjah
bolezni. Nekatere klini¢ne raziskave pa so
opozorile na moznost neugodnih stranskih
ucinkov dolgotrajnega jemanja selektivnih
zaviralcev COX-2: pri tako zdravljenih bolnikih
z revmatoidnim artritisom so opisali vecjo
pogostnost srénega infarkta v primerjavi z bol-
niki, ki so prejemali neselektivne zaviralce
COX (11).
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COX pri ishemiji

Poskusi na Zivalih so pokazali, da imata obe
izoformi COX pomembno vlogo pri ishemiji
v srcu in mozganih.

Izrazanje COX-1 vishemi¢nem podrodju
mozganov naj bi imelo zascitni vpliv na zive-
ne celice. Zadcitno deluje predvsem PGI,, ki
poveca pretok krvi na prizadetem podrodju
in zavira agregacijo trombocitov (28).

Povecano izrazanje COX-2 so dokazali
v ishemi¢nem podrodju mozganov. Pri Ziva-
lih, ki so prejemale selektivni zaviralec COX-2,
je bil obseg ishemic¢nega podro¢ja manjsi
v primerjavi z ishemi¢nim podro¢jem Zivali,
ki niso prejemale selektivnega zaviralca COX-2
(29, 30). 1z teh rezultatov lahko sklepamo, da
delovanje COX-2 prispeva k propadu Zivénih
celic po ishemic¢ni poskodbi (31).

O morebitni vlogi COX-1 pri ishemi¢ni
okvari srca v literaturi nismo nasli podatkov.

Vec je podatkov o pomenu COX-2 pri
ishemicni okvari srca. Indukcija COX-2 v ishe-
micni sréni misici naj bi sprozila povecano
nastajanje provnetnih prostanoidov in s tem
prispevala k vnetnemu odgovoru, ki spremlja
ishemi¢no nekrozo (32). Skupina posku-
snih Zivali, ki je prejemala selektivni zaviralec
COX-2, je §tiri tedne po nastanku srénega
infarkta (SI) imela boljso sréno funkcijo kot
kontrolna skupina (niZji koné¢ni diastolni pri-
tisk v levem prekatu, niZji centralni venski
tlak, manjsi obseg infarkta, vecja krcljivost).
Te raziskave nakazujejo moznost uporabe
selektivnih zaviralcev COX-2 pri zdravljenju
srénega infarkta (17, 33, 34).

COX pri tumorjih

Povecano izrazanje COX-2 v benignih in malig-
nih tumorjih opisujejo mnoge Studije, medtem
ko v literaturi nismo nasli podatkov o prisot-
nosti COX-1 v neoplasti¢nih procesih. Najprej
so ugotovili poveCano izrazanje COX-2 pri
tumorjih debelega ¢revesa in danke. COX-2
se povisano izraZa pri 90 % adenokarcinomov
debelega Crevesa in danke ter pri 40-90% ade-
nomov debelega ¢revesa in danke glede na
Stevilne razli¢ne Studije (35, 36). IzraZanje
COX-2 so dokazali v vseh primerih zasevkov
v jetrih, ki so izvirali iz raka Crevesja (37).
COX-2 je vpleten tudi v razvoj karcinoma gla-
ve in vratu (38) ter limfomov (39).
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Ugotovili so Stevilne mehanizme, ki pove-
zujejo COX-2 in nastanek tumorjev. Onkogeni,
rastni dejavniki, citokini, kemoterapija in
tumorski promotorji so dokazani drazljaji za
povecano prepisovanje COX-2 (6, 40, 41). Izra-
zanje COX-2 v celicah karcinoma spreminja
celi¢no adhezijo, povecuje metastatski poten-
cial, zavira apoptozo in spodbuja razrascanje
novih zil (35).

Najbolj specifi¢ni dokazi o vlogi COX-2 pri
kancerogenezi so bili dobljeni z genetskimi
raziskavami. Transgenske misi, pri katerih so
dosegli povecano izrazanje ¢loveske COX-2
v mle¢nih Zlezah in koZi, so razvile hiperplazi-
jo, displazijo in metastatske tumorje. V drugih
Studijah pa so z odstranitvijo COX-2 dokaza-
li redkejSe pojavljanje ¢revesnih tumorjev in
koznih papilomov (6).

Zdravljenje s selektivnimi zaviralci COX-2
je pokazalo zmanj$anje pogostnosti, Stevila in
velikosti tumorjev. Jemanje selektivnega zavi-
ralca COX-2 zmanjsa Stevilo adenomov dva-
najstnika ter adenomov debelega Crevesa in
danke pri osebah z druZinsko adenomatozno
polipozo (FAP), vendar je nazadovanje ade-
nomov nepopolno (35). Kljub temu da so
selektivni zaviralci COX-2 ucinkoviti pri zdrav-
Jjenju nekaterih rakastih obolenj, so klini¢-
ne raziskave prekinili, ker so ugotovili vecjo
pogostnost nestabilne angine pektoris in src¢-
nega infarkta ob jemanju teh zdravil (6).

V nekaterih raziskavah pa niso dokazali
povecanega izrazanja COX-2 v rakavih tkivih
v primerjavi z zdravimi; tak primer je karcinom
prostate, pri katerem niso opazili poviSane-
ga izrazanja COX-2 (42).

NAMEN IN HIPOTEZA

V raziskovalni nalogi smo dolocali stopnjo
izraZanja encimov COX-1 in COX-2 v zdravem
srénem tkivu in v srénem infarktu pri ¢love-
ku. Pri pregledu literature s tega podrocja smo
zasledili predvsem poskuse na Zivalih, raziska-
ve na Cloveskem tkivu so razmeroma redke
in ve¢inoma vse osredotolene le na izraZanje
in pomen COX-2. Zato smo se odlo¢ili, da
v nalogo vklju¢imo obe obliki encima ciklook-
sigenaze ter poskuSamo pojasniti pomen
obeh izoform v zdravem srénem tkivu in v sré-
nem infarktu.
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Predvidevali smo, da je COX-1 izraZen
predvsem ali izklju¢no v zdravem srcu, COX-2
pa v SL

MATERIAL IN METODE

Izbira bolnikov in tkivnih
vzorcev

V naso raziskavo smo vkljucili obdukcijske
vzorce tkiva sr¢ne misice, ki smo jih razdeli-
li v dve skupini.

V prvi skupini so bili obdukcijski vzorci
srca zdravih oseb, ki so umrle v prometnih
nesrecah. Pri teh osebah pri obdukciji na srcu
niso nasli patohistoloskih sprememb.

V drugi skupini so bili obdukcijski vzor-
ci srca bolnikov, ki so umrli za posledicami
srénega infarkta (SI). Pri vseh bolnikih so SI
klini¢no diagnosticirali s simptomi in/ali spre-
membami na elektrokardiogramu (EKG) ter
potrdili z biokemi¢nimi preiskavami seruma,
v katerem je bil povisana raven kazalcev odmi-
ranja sréne misice. V vseh primerih smo imeli
na voljo vsaj tri vzorce iz osrednjega dela in
mejnega podrodja SI.

Tkivo je bilo odvzeto v okviru zdravstve-
nih in sodnih obdukcij v skladu z Zakonom
o zdravstveni dejavnosti (61. ¢len) oziroma
Zakonom o kazenskem postopku (259. ¢len)
na Institutu za patologijo in Institutu za sod-
no medicino Medicinske fakultete Univerze
v Ljubljani. Obdukcijski vzorci so bili prvotno
namenjeni ugotavljanju bolezenskih sprememb
in vzrokov smrti ter zato fiksirani v formali-
nu in vklopljeni v parafin.

Svetlobno-mikroskopske
in histokemiéne preiskave

Vzorci tkiva srca so bili takoj po odvzemu naj-
prej fiksirani v 10 % pufranem formalinu in
nato prepojeni s parafinom ter v obliki para-
finskih blokov spravljeni v arhivu Instituta

za patologijo in Instituta za sodno medicino
Medicinske fakultete v Ljubljani. Za naso
raziskavo smo iz parafinskih blokov odrezali
tkivne rezine debeline 4 um, ki smo jih obarva-
li s hematoksilinom in eozinom za svetlob-
no-mikroskopski preparat.

Za prikaz ST smo uporabili histokemic¢no
metodo barvanja tkivnih vzorcev s fosfovol-
framovim kislim hematoksilinom (PTAH).

Pri tem barvanju se obarva mitohondrijski
matriks, cisterne endoplazmatskega retikulu-
ma in Z-pasovi v miSi¢nih vlaknih. Metoda
PTAH je bila sprva namenjena barvanju struk-
tur centralnega Zivénega sistema, kasneje pa
se je izkazalo, da je mnogo primernejsa za pri-
kaz precne progavosti misic (43).

Ocenjevanje patohistoloskih
sprememb pri srénem infarktv

Pregledali smo vzorce srca, ki so bili odvzeti
pri obdukciji in ocenili patohistoloske spre-
membe. Glede na ugotovljene spremembe
smo skusali oceniti starost SI, nato pa smo na
podlagi starosti SI bolnike razdelili v tri sku-
pine (44, 45):

e 1. skupina (do 2 dni): prisotni so zgodnji
znaki koagulacijske nekroze - eozinofilija
miocitov, piknoza jedra, valovitost vlaken
na meji infarkta, intersticijski edem, nev-
trofilnih granulocitov ni ali so prisotni le
posamezni nevtrofilni granulociti v inter-
sticiju.

e 2. skupina (ve¢ kot 2 dni in manj kot
7 dni): prisotni so znaki popolne koagula-
cijske nekroze — miociti imajo skrceno
eozinofilno citoplazmo, jedra in precne
progavosti miocitov izginevajo, v intersti-
ciju je spremljajo¢ edem in infiltracija
z nevtrofilnimi granulociti.

e 3.skupina (vec kot 7 dni in manj kot 4 ted-
ne): tvorba granulacijskega tkiva in veziva,
fagocitoza odmrlih miocitov.

Tabela 1. Seznam in klon profiteles, proizvajalci, razreditve in pogoji, v katerih so potekale imunohistokemicne reakcije. (* lonec na

visan pritisk)
Protitelo Klon Proizvajalec Rozredéitev  Predohdelava
(0X1 klon 12E12 Novocastra Laboratories, Velika Britanija 1:200 LZP*, 6 min, 100 °C, EDTA pufer, pH 8,0

(0X-2 klon SP21

Lab Vision Corporation, ZDA, RM-9121-R7 -

LZP*, 6 min, 100 °C, EDTA pufer, pH 8,0
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Imunochistokemiéne preiskave

Za imunohistokemic¢ne preiskave smo iz
parafinskih blokov pripravili tkivne rezine, ki
smo jih najprej deparafinirali v ksilenu, pre-
lili z alkoholi padajoce koncentracije in izprali
v destilirani vodi. Uporabili smo komercial-
na protitelesa proti COX-1 in COX-2.

Za oznacevanje encima COX-1 smo upo-
rabili misja monoklonska protitelesa razreda
IgM (klon 12E12, Novocastra Laboratories,
Velika Britanija), za oznacevanje encima COX-2
pa zaj¢ja monoklonska protitelesa razreda IgG
(klon SP21, Lab Vision Corporation, ZDA).

Po predhodni obdelavi, ki je opisana
v tabeli 1, smo postopek nadaljevali z odkri-
valnim sistemom streptavidin-biotin-perok-
sidaza (iVIEW™ DAB Detection Kit, Ventana
Medical System, Tucson, ZDA) v aparatu
NexES®THC (Ventana Medical System, Tuc-
son, ZDA) po protokolu, opisanem v tehnic-
nih navodilih. Nespecifi¢no obarvanje smo
preprecili z blokado endogenega biotina (En-
dogenous Biotin Blocking Kit, Ventana Medical
System, Tucson, ZDA). Jedra smo kontrastira-
li z Meyerjevim hematoksilinom, tkivne rezi-
ne dehidrirali, razbistrili v ksilenu in pokrili
s Pertexom.

Po navodilih proizvajalca smo za pozitiv-
no kontrolo uporabili tkivni vzorec koZe za
dokazovanje COX-1 in tkivo plju¢nega raka in
raka debelega Crevesa za dokazovanje COX-2.
Za negativno kontrolo smo ponovili celoten
postopek, s tem da smo izpustili primarno
protitelo; na ta nacin smo dokazali specific-
nost vezave primarnega protitelesa.

Vzorce tkiva smo natancno pregledali
s svetlobnim mikroskopom. Tako pri imuno-
histokemic¢nem barvanju na COX-1 kot tudi pri
COX-2 smo kot pozitivno reakcijo upostevali
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rjavo obarvanje citoplazme celic. Jedrna reak-
cija ni bila prisotna. Glede na jakost obarvanja
in glede na obseg obarvanega podro¢ja smo
pri tkivnih vzorcih pozitivno reakcijo opisali
kot moc¢no, $ibko ali negativno (ni obarvanja).

REZULTATI

Kliniéni podatki o bolnikih

V prvi skupini je bilo 10 oseb (8 moskih, 2 Zen-
ski), starih od 6 mesecev do 27 let (povprecna
starost 20,05+ 7,7), ki so umrle v prometnih
nesrecah.

V drugi skupini je bilo 35 bolnikov s SI
(20 moskih, 15 Zensk), starih od 42 do 82 let
(povprecna starost 68,9+9,0). 14 bolnikov
(40%) je prejelo reperfuzijsko zdravljenje,
16 bolnikov (45,7 %) se je zdravilo zaradi
arterijske hipertenzije, 12 bolnikov (34,3 %)
pa je imelo sladkorno bolezen.

Patohistoloske spremembe,
starost srénega infarkta in
histokemiéne preiskave

Bolnike s SI smo glede na patohistoloske
spremembe, znacilne za doloCeno starost SI,
razvrstili v tri skupine, kot je prikazano
v tabeli 2.

Tkivne vzorce sréne miSice smo za dodat-
no potrditev SI obarvali po metodi PTAH. Pri
tem barvanju se dobro lo¢i zdravo sréno tki-
vo od SI. V zdravih miocitih je bila dobro
vidna pre¢na progavost (slika 1 levo), med-
tem ko v miocitih v podro¢ju infarkta proge
niso bile prisotne (slika 1 desno). V miocitih
na podroc¢ju SI so bili dobro vidni tudi kon-
trakcijski pasovi, ki so znacdilnost SI.

Tabela 2. Klinicni podatki 0 35 bolnikih s srcnim infarktom, razdelienih v ti skupine glede na starost infarkta.

Starost srénega infarkta

do 2 dni 2-7 dni 14 tedne SKUPAJ
Stevilo bolnikov 15 10 10 35
Moski: Zenske 10:5 6:4 4:6 20:15
Povprena starost 70,9+11,2 67,2+8,0 68,7+74 68,9+9.0
Reperfuzijsko zdravlienje 7 (46,7%) 4 (40%) 3(30%) 14 (40%)
Sladkorna bolezen 5(33,3%) 3(30%) 4.(40%) 12 (34,3%)
Arterijska hipertenzija 7 (46,7 %) 4 (40%) 5(50%) 16 (45,7 %)
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Slika 1. Barvanje po metodi PTAH. Levo: v zdravem sicu prikaZe precno progavost miocifov. Desno: pri sicnem infarktu prikaZe izgubo

precie progavosti miocitov. Povecava 20+rat.

Imunochistokemiéne preiskave

Pozitivna imunohistokemicna reakcija se je
kazala kot razprSeno rjavo obarvanje citoplaz-
me razli¢ne jakosti, podobno, kot so opisali
Garewal in sodelavci (46). Jedrna reakcija ni
bila prisotna.

Pregledali smo tudi vzorce tkiva, ki so nam
sluzili kot negativna kontrola. Pri teh smo
v postopku barvanja izpustili primarno proti-
telo. V obeh primerih, tako pri negativni kontroli
za COX-1 kot tudi pri negativni kontroli za
COX-2, v teh tkivnih vzorcih nismo videli nobe-
nega obarvanja oziroma pozitivne reakcije.

Slika 2. Levo: zdravo srce, hematoksilin in eozin. Desno: imunohistokemicna reakcija na COX-1 je pozitivna v endoteliiskih celicah

endokarda. Povecava 20-rat.
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Slika 3. Levo: zdravo srce, hematoksilin in eozin. Desno: imunohistokemicna reakcija na COX-1 je pozitivna v endoteliiskih celicah
kapilar ter v endoteliiskih in gladkomisicnih celicah drobnih arterij. Povecava 20+rat.

COX-1 v zdravem srcu celicami prisotno vezivo, je bila reakcija na
COX-1 pozitivna tudi v fibroblastih v suben-
Pri vseh 10 vzorcih zdravega srénega tkiva  dokardnem vezivu.

244 smo pozitivno reakcijo na COX-1 nasli v endo- COX-1 je bil prisoten tudi v Zilah, in sicer

kardu, in sicer v endotelijskih celicah (slika2 v endotelijskih celicah kapilar in arteriol,
desno): reakcija je bila razprdena in moc¢- v arterijah pa tudi v gladkomisi¢nih celicah
ne jakosti. Kadar je bilo pod endotelijskimi v mediji (slika 3 desno). Tudi v Zilah je bila

. ! ol - A S5 SN g e M |

Slika 4. Levo: zdravo srce; hematoksilin in eozin. Desno: imunohistokemicna reakcija na COX-2 je bledo pozitivna v nekaterih miocitih.
Povecava 10+rat.
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Slika 5. Levo: akuini srcni infarkt: ob odmrlih miocitih je v intersticiju intenzivna infiltracija z nevirofilnimi granulociti; hematoksilin in
eozin. Desno: imunohistokemicna reakcija na COX-1 je pozitivna v nekaterih nevirofilnih granulocitih. Povecava 20rat.

pozitivna imunohistokemicna reakcija na ~ COX-2 v zdravem srcu

COX-1 razpr$ena in mocne jakosti.
Pozitivno reakcijo na COX-1 smo nadlitudi ~ Pri pregledu vzorcev zdravega srénega tkiva

v Zivcih, ki oZiv&ujejo sréno misico. nismo nasli nobene pozitivne reakcije na 245
V miocitih je bila reakcija na COX-1 nega- ~ COX-2 pri 8 osebah. Pri dveh osebah pa smo

tivna pri vseh vzorcih normalnega srénega  nasli posamezne bledo pozitivne miocite (sli-

tkiva. ka 4 desno).

Slika 6. Levo: miokardni infarkt: med odmidimi miociti se razrasca granulacijsko tkivo; hematoksilin in eozin. Desno: imunohistokemicna
reakdija na COX-1 je razpiseno pozitivna v endoteliiskih celicah kapilar in v redkih vnetnicah v granulacijskem tkivu. Povecava 20-krat.
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Slika 7. Levo: akutni srcii infarkt: odmili miociti so mocno eozinofilni, intersticij je infiltriran z redkimi nevirofilnimi granulocit;; hematoksilin
in eozin. Desno: imunohistokemicna reakcija na COX-2 je mocno pozitivna v odmilih miocitih. Povecava 20-krat.

COX-1 v srénem infarktu

V nobenem vzorcu SI nismo v miocitih nas-
li pozitivne reakcije na COX-1.

V SI 1. skupine je bila reakcija na COX-1
podobna kot v zdravem srcu: COX-1 je bil pri-
soten v endotelnih in gladkomisi¢nih celicah
7il, v endotelnih celicah endokarda in v vezivnih
celicah subendokardnega veziva ter v Zivcih.

V SI 2. skupine je bil COX-1 izraZen tudi
v nekaterih nevtrofilnih granulocitih v inter-
sticiju (slika 5 desno).

V SI 3. skupine pa je bila reakcija na COX-1
skoraj razprSena in moc¢no pozitivna v endotel-

Slika 8. Srcni infarkt: imunohistokemicna reakcija na COX-2 je
pozitivna v miocitih na obrobju infarkta, v osrednjem delu pa so
le odmri bledi miociti. Povecava 20-krat.

nih celicah kapilar (slika 6 desno) in v nekaterih
mononuklearnih vnetnicah v granulacijskem
tkivu.

COX-2 v srénem infarktu

Pozitivno reakcijo na COX-2 smo ugotovili
v vseh 35 primerih SI. Reakcija je bila pozitiv-
na v miocitih in v sestavinah granulacijskega
tkiva in veziva.

V SI 1. skupine (do 48 ur) smo nasli zelo
intenzivno obarvanje pri vseh tkivnih vzor-
cih zgodnjih SI. Pri zelo zgodnjih SI (do 24 ur)
smo pozitivno reakcijo nasli v posameznih

Slika 9. Srcni infarkt: imunohistokemicna reakcija na COX-2 je
pozitivna v nekaterih miofibroblastih v granulocijskem tkivu.
Povecava 20+rat.
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miocitih ob brazgotini. Povecava 20+rat.

miocitih. V SI, ki so bili stari 24-48 ur, smo
pozitivno reakcijo opazili v miocitih celotne-
ga SI (slika 7 desno); pri obseznih SI je bila
pozitivna reakcija v&asih prisotna le v mioci-
tih na obrobju SI.

V SI 2. skupine (ve¢ kot 2 dni in manj
kot 7 dni) je bila pozitivna reakcija prisotna
predvsem v miocitih na obrobju SIin je bila
manj intenzivna kot v SI 1. skupine (slika 8).
Sréna misica je bila mocno infiltrirana z nev-
trofilnimi granulociti, med katerimi so bili
nekateri pozitivni na COX-2.

V SI 3. skupine (ve¢ kot 7 dni in manj kot
4 tedne) je bila reakcija sredis¢no pozitivna
v granulacijskem in vezivnem tkivu (v neka-
terih endotelijskih celicah, mononuklearnih
vnetnicah in miofibroblastih) (slika 9). Pozi-
tivno reakcijo smo opazili tudi v posameznih
miocitih v okolici brazgotine po SI (slika 10
desno).

RAZPRAVA

Razporeditev in pomen COX-1
v zdravem srcu

Nase ugotovitve so skladne s splo$no spreje-
tim mnenjem, da se COX-1 izraza v zdravih
tkivih in je pomembna za njihovo fiziolosko
delovanje. Prisotnost COX-1 v zdravem srcu

Slika 10. Levo: brazgotina po srchem infarktu; hematoksilin in eozin. Desno: imunohistokemicna reakciia na COX-2 je pozitiva v posameznih

s0 v svoji raziskavi potrdili Yosojima in sodelav-
ci, ki so dokazali mRNA tega encima v tkivu
srca zdravih ljudi (14). Sicer pa se redke razi-
skave osredotoCajo na prisotnost in vlogo
COX-1 v zdravih tkivih. Tako nismo nasli
raziskave, ki bi jasno opisala lokalizacijo in vlo-
go COX-1 v zdravem srcu pri ¢loveku. Nasi
rezultati potrjujejo prisotnost encima COX-1
v zdravem srcu, poleg tega pa smo dobili
podatek, v katerih celicah sr¢nega tkiva se
encim COX-1 izraZa. Kljub temu pa na podla-
gi nase raziskave ne moremo sklepati, kaksno
vlogo ima COX-1 v sré¢nem tkivu. Zdi se, da je
encim COX-1 v zdravem srcu kljucen za inte-
griteto endotelija in gladkih misi¢nih celic.
Glede na lokalizacijo COX-1 v zdravem srcu
lahko sklepamo, da ta encim sodeluje pri vzdr-
Zevanju homeostaze v srénem tkivu.

Razporeditev in pomen COX-2
v zdravem srcu

V literaturi je malo podatkov o prisotnosti in
pomenu COX-2 v zdravem srcu. Raziskave na
Cloveskem tkivu so Se posebej redke, saj
se je vecina raziskovalcev omejila na poskus-
ne modele in le malo raziskav je bilo oprav-
Jjenih na cloveskem tkivu. Nekateri avtorji
niso pri nobenem od zdravih preiskovancev
nasli prisotnosti encima COX-2 v zdravem
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srcu (47, 48); nekateri pa navajajo rezultate,
podobne nagim: pri vecini zdravih oseb COX-2
ni bil prisoten, pri nekaterih pa le v nizkih
vrednostih (14, 16). Saito in sodelavci so
preucevali izrazanje COX-2 pri poskusno
povzroCenem SI na podganah. V rezultatih
raziskave so navedli, da so zaznali nizke vred-
nosti COX-2 tudi pri kontrolni skupini Zivali,
torej v normalnem srénem tkivu (17). Posku-
sne Zivali, ki so sluzile kot kontrolna skupina,
so bile prav tako podvrZene operaciji, ven-
dar brez ligacije vencne arterije. Morda bi ta
poseg lahko povzrocil indukcijo COX-2 v sr¢-
nem tkivu, ¢eprav le-to ni bilo neposredno
poskodovano pri posegu.

Negativna reakcija na COX-2 v zdravem
srcu pri vecini zdravih oseb v nasi raziskavi
je skladna s hipotezo, da je COX-2 inducibil-
na oblika encima in zato v vecini zdravih tkiv
ni prisotna. Nepric¢akovana pa je bila Zaris¢no
pozitivna bleda reakcija v miocitih pri neka-
terih zdravih osebah. Podobno ugotovitev
navajajo tudi Kim in sodelavci, ki so pri misih
opazili, da se sinteza in dejavnost COX-2
povecujeta s starostjo. Domnevajo, da je pri-
sotnost COX-2 v zdravih miocitih povezana
s staranjem in da ima COX-2 vlogo pri oksi-
dativnih spremembah, ki nastajajo v procesu
staranja (18).

Razporeditev in pomen COX-1
v akuinem srénem infarkiv

Nasa raziskava je pokazala, da COX-1 sodeluje
tudi v SI, zlasti v procesu celjenja. V obsto-
jedi literaturi nismo zasledili raziskave, ki bi
preucevala izrazanje in vlogo COX-1 v SIL
IzraZanje in vlogo COX-1 so preucevali pri
nekaterih drugih bolezenskih stanjih, kot sta
kroni¢na venska razjeda in celjenje koZne
rane. Ugotovili so, da ima pri teh procesih
COX-1 najverjetneje zascitno vlogo in sode-
luje pri celjenju (20).

Na podlagi nasih rezultatov domnevamo,
da COX-1 sodeluje pri zgodnjem celjenju po
SI. Domnevamo tudi, da ima COX-1 klju¢no
vlogo pri tvorbi brazgotine, saj je bila reakcija
na COX-1 razprseno pozitivna v granulacij-
skem tkivu. Iz nase raziskave pa ne moremo
zakljuciti, kaj so ucinki tega encima v proce-
su celjenja in tvorbe brazgotine. Nekateri
avtorji menijo, da COX-1 sodeluje pri nastajanju
novih Zil. Glavni produkt COX-1 v endotelnih
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celicah je PGI,, ki naj bi spodbujal angio-
genezo preko Zilnega endotelnega rastnega
dejavnika (VEGF). V kapilarah PGI, vzdrzuje
stalen pretok krvi z razsiritvijo Zil in prepre-
¢evanjem agregacije trombocitov. V kroni¢ni
venski razjedi, kjer tromboza in poskodba
endotela poglabljata ishemijo, je verjetno
delovanje COX-1 in nastanek PGI, notranji
za$Citni mehanizem (20). Zvisano koncentra-
cijo PGI, so izmerili v ven¢nih venah po SI,
vendar avtorji ne navajajo, katera izoforma je
odgovorna za nastajanje prostaciklina. Prav
tako poudarjajo zascitno vlogo PGIL,, pred-
vsem v smislu preprecevanja motenj srénega
ritma (49).

Razporeditev in pomen COX-2
v akuinem srénem infarkiv

Pri analizi vzorcev tkiva SI smo v nasi razi-
skavi nasli prisotnost encima COX-2 pri vseh
primerih SI: v miocitih, pa tudi v redkih
celicah, ki sodelujejo v celjenju in nastanku
brazgotiine po SI. Razlika v jakosti pozitivne
reakcije med zgodnjimi SI in starejSimi SI je
verjetno posledica razgradnje odmrlih mio-
citov po SI; v delno razgrajenih miocitih je bila
imunohistokemicna reakcija za prikaz COX-2
zato bolj bleda. MocnejSo pozitivno reakcijo na
COX-2 na obrobju vedjih SI so opisali tudi pri
ishemiji moZganov. Pri ishemiji moZganske-
ga tkiva so dokazali moc¢no izrazanje COX-2,
vendar je bil encim prisoten skoraj izklju¢no
na obrobnem predelu, ne glede na velikost
ishemi¢ne poskodbe (29).

Mo¢no pozitivna reakcija v SI je skladna
s splo$no sprejetim mnenjem, da je COX-2
inducibilna oblika encima COX. Indukcijo
COX-2 v SI so dokazali tudi v nekaterih dru-
gih raziskavah: pri poskusnih zivalih (17, 48)
in ljudeh (16, 47). Pri poskusnih zivalih so
COX-2 nasli v miocitih in vnetnicah, ni pa
natanc¢nejsih podatkov, v katerih vnetnicah.
Drugacne rezultate navajajo Abbate in sode-
lavci, ki so v svoji raziskavi na SI pri ljudeh
dokazali izraZanje COX-2 v miocitih le pri 39 %
bolnikov (47).

Kaksen pomen ima COX-2 pri ishemi¢ni
okvari srca, ni jasno, domnevno pa posredu-
je vnetno reakcijo, ki sledi ishemi¢ni poskodbi
srca. Glavna znacilnost zgodnje stopnje vnet-
ne reakcije na ishemi¢no poskodbo srca je
edem intersticija in infiltracija z nevtrofilnimi
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granulociti (50, 51). Domnevajo, da COX-2
oziroma prostanoidi povecajo propustnost
kapilar in sodelujejo v nastanku vnetne ote-
kline ter privlacijo nevtrofilne granulocite.
Skladni s to domnevo so tudi rezultati nase
raziskave, saj smo COX-2 opazili tudi pri
tistih SI, pri katerih infiltracija z nevtrofilnimi
granulociti $e ni bila prisotna. Tudi na posku-
snih modelih vnetja so opazili porast COX-2
in prostaglandinov Ze v zgodnji fazi, Se pre-
den je prislo do infiltracije z nevtrofilnimi
granulociti (19).

Vnetni odgovor srénega tkiva na ishemi-
jo ima najverjetneje tako pozitivne kot tudi
negativne posledice. Nevtrofilni granulociti
so kljucne celice v akutnem vnetnem odzivu
pri SI, kjer sodelujejo pri odstranjevanju
nekroze in zgodnjem celjenju. Obenem pa
imajo nevtrofilni granulociti verjetno lahko
tudi negativne ucinke, zlasti kadar je njiho-
va gostota velika, saj spro$cajo proste radikale,
proteaze in vplivajo na aktivacijo komple-
menta. Vse to lahko dodatno poskoduje sréno
tkivo. Pri tem je verjetno pomembna tudi pra-
vocasna odstranitev nevtrofilnih granulocitov
iz srénega tkiva, saj bi sicer povzrodili dodatne
poskodbe prezivelih miocitov (44). Skodljivi
ucinek intenzivne vnetne infiltracije po SI
dokazujejo tudi raziskave pri ljudeh in posku-
snih zivalih, ki so pokazale, da je moc¢na
infiltracija z nevtrofilnimi granulociti pove-
zana z nastankom raztrganine proste stene po
akutnem SI (45, 52).

Pomen COX pri celjenju
in nastankv brazgotine
po infarktu

V sestavinah granulacijskega tkiva in mlade-
ga veziva smo dokazali prisotnost tako COX-1
kot tudi COX-2. Na podlagi tega sklepamo, da
obe izoformi sodelujeta v celjenju sr¢nega tki-
va in nastanku brazgotine po SI.

Izrazanje COX-1 kaze razprSen vzorec,
medtem ko je izrazanje COX-2 v granulacij-
skem tkivu in vezivu prisotno le Zari§¢no. Ti
rezultati nakazujejo, da ima COX-1 verjetno
pomembnej$o vlogo v omenjenih procesih
kot COX-2. Skladni z naso domnevo so tudi
izsledki nekaterih raziskav drugih bolezni
(npr. kroni¢nega venskega ulkusa), kjer avtorji
navajajo vpletenost COX-2 ne samo v zaCetnih
stopnjah vnetne reakcije, ampak tudi v kasnej-

§ih obdobjih (20). Na zacetku ima COX-2
vlogo sprozilca vnetja, kasneje pa verjetno
sodeluje tudi v procesu celjenja (20, 21).

Vpliv zdravljenja z zaviralci
COX na sréni infarkt

Selektivni zaviralci COX-1 zavrejo sintezo
TXA,, ki povzroca agregacijo trombocitov,
zozenje Zil in razmnoZevanje gladkih misic-
nih celic. U¢inek inhibicije COX-1 torej §¢iti
pred nastankom tromboze in dokazano zmanj-
$a pojavnost SI in umrljivost zaradi bolezni
srca in ozilja (53). V raziskavah na posku-
snih Zivalih pa niso zaznali izbolj$anja, ¢e so
poskusne Zivali pri SI prejemale zaviralce
COX-1 (34). Torej ima preventivno uzZivanje
zaviralca COX-1 pozitiven u¢inek v preprece-
vanju SI, o vlogi COX-1 v SI pa mnenja
ostajajo deljena.

Tudi o vplivu zdravljenja z zaviralci COX-2
pri SI ni enotnega mnenja. Indukcija COX-2
v poskodovanih endotelnih celicah ima zascit-
no vlogo: povzro¢a namre¢ povecano sintezo
PGIL,, ki zavira agregacijo trombocitov in
zozenje Zil. To je pomemben prilagoditven
mehanizem, ki §¢iti pred poskodbo Zilne ste-
ne. Sinteza COX-2 se sproZi tudi v makrofagih
in fibroblastih, kar pa povzroca povecano sin-
tezo PGE, in TXA,, s posledi¢nim vnetjem,
zoZenjem Zil in agregacijo trombocitov (54).
Torej ima izrazanje COX-2 v arterijah verjet-
no zas¢itni vpliv, jemanje zaviralcev COX-2 pa
verjetno poveCuje moznost tromboze (55).
V ishemic¢no okvarjenih miocitih pa je uc¢inek
zaviralcev COX-2 verjetno nasproten: Wong
in sodelavci so dokazali, da je indukcija COX-2
v odpovedujofem srcu pri cloveku povezana
z nastankom brazgotine, kar je posledica
vnetja in fibroze (16). Podobno je ugotovila
tudi raziskava, v kateri so s selektivno inhi-
bicijo COX-2 dosegli zmanjSanje depozitov
kolagena v srcu po SI, kar je privedlo do manj
toge sréne misice po tvorbi brazgotine. Tak$no
srce je kazalo boljso sr¢no funkcijo. Inhibici-
ja COX-2 je zmanjsala hipertrofijo srca po
SI (48).

Tudi raziskave na poskusnih modelih
SIso pokazale, da indukcija COX-2 prispe-
va k slabemu delovanju miokarda. Skupina
poskusnih Zivali, ki je prejemala selektivni
zaviralec COX-2, je po SI imela boljso sréno
funkcijo kot kontrolna skupina (niZji kon¢ni
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diastolni pritisk vlevem prekatu, niZji central-
ni venski tlak, manjsi obseg infarkta, vedja
krcljivost) (17, 33).

Nekatere poskusne in klini¢ne raziskave
torej kazejo na ugoden vpliv selektivnih zavi-
ralcev COX-2 pri zdravljenju SI, ne smemo pa
pozabiti, da lahko prav ti zaviralci povzro¢i-
jo Zilne zaplete (49, 56). Kon¢nega odgovora
o povezavi med zaviralci COX in tveganjem
za bolezni srca in ozilja torej Se ni (57, 58).
Vpliv zdravljenja z zaviralci COX na sréni
infarkt bo treba $e natanc¢neje preuditi, saj je
konc¢ni namen vseh teh raziskav doseci bolj-
§i uspeh zdravljenja in preprecevati SI.

ZAKLJUCKI

1. V zdravem srcu je v endotelijskih celicah
in gladkomisi¢nih celicah v Zilju izraZen
encim COX-1. COX-1 v miocitih v zdravem
srcu ni prisoten.

2. COX-2 v zdravem srcu ni prisoten ali pale
v sledovih v redkih miocitih.

3. Vsrénem infarktu se v miocitih sprozi sin-
teza COX-2, ne pa tudi COX-1.

4. COX-1 in COX-2 je prisotna v sestavinah
granulacijskega tkiva in veziva; reakcija na
COX-1 je moc¢na in skoraj razprsena, reak-
cija na COX-2 pa ZariS¢na.
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