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Vpliv spola in spolnih hormonov na nastanek
akutnih ishemicnih poskodb pri izoliranem
podganjem srcu®

Effects of Sex Hormones on Postischemic Damage of Isolated Rat Hearts

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: miokardna reperfuzijska poskodba, estradiol, festosteron, laktatna dehidrogenaza, podgane

Spol je pomemben dejavnik pri pogostnosti nekaterih ishemicnih bolezni srca. Zeleli smo ugo-
toviti vpliv dajanja estradiola in testosterona podganam ter vpliv brejosti podgan na nastanek
miokardnih okvar, povzrodenih z akutno ishemijo/reperfuzijo pri izoliranih srcih teh Zivali.
Poskuse smo izvajali na izoliranih srcih spolno zrelih podgan (230-330 g) obeh spolov, ki smo
jih 30 minut aerobno perfundirali in jih nato izpostavili 40-minutni vsesplo$ni ishemiji, Cemur
je sledila 55-minutna reperfuzija.

Za oceno stopnje okvare miokarda smo uporabili naslednje merjene spremenljivke: pre-
tok skozi koronarne arterije, stopnjo spros¢anja laktatne dehidrogenaze, tlak vlevem prekatu,
frekvenco utripov srca in pogostnost pojavljanja prekatnih fibrilacij v ¢asu reperfuzije.

Ugotovili smo, da je bil postishemi¢ni koronarni pretok vi§ji pri srcih podgan, ki smo jim
dajali estradiol oziroma testosteron, kot pri kontrolnih skupinah. Stopnja spros¢anja LDH je
po ishemiji narasla pri vseh poskusnih skupinah. Najvisje vrednosti smo izmerili pri skupi-
ni samic po kotitvi. Frekvenca srénih utripov je bila najvisja pri skupini samic po kotitvi. Trajanje
fibrilacij je bilo pri skupinah z dodanima hormonoma neznacilno krajse kot pri kontrolnih
skupinah. Razlike v postishemi¢nih spremembah merjenih spremenljivk pri razlicnih posku-
snih skupinah kaZejo na zas¢itno vlogo spolnih hormonov pri nastanku okvar na izoliranih
podganjih srcih med ishemijo/reperfuzijo.

ABSTRACT

KEY WORDS: myocardial reperfusion injury, estradiol, testosterone, lactate dehydrogenase, rats

Sex might be an important factor in the development of certain ischemic diseases of the heart.
We tried to assess the effects of treating rats with estradiol or testosterone on the develop-
ment of myocardial damage caused by ischemia/reperfusion. Experiments were carried out
on the isolated hearts of sexually mature rats of both sexes (230-330 g) which were perfused
with aerated Krebs-Henseleit solution for 30 minutes and then subjected to 40 minutes
zero-flow ischemia followed by 55 minutes of reperfusion.

The severity of myocardial damage was assessed based on postischemic changes in the
following registered parameters: coronary blood flow, lactate dehydrogenase release rate, left
ventricular pressure, heart rate and duration of ventricular fibrillation during reperfusion.
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sikologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.
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The coronary flow was higher in the hearts of rats treated with estradiol or testosterone
than in those from the control groups. Postischemic LDH values were elevated in all groups,
but the highest values were observed in the postgravid group. Postischemic heart rate val-
ues were lower than before ischemia. The highest values were observed in the postgravid group.
In our experiment a protective role of sex hormones regarding development of ischemic/reper-
fusion damage in isolated rat hearts has been shown.

uvobD

Ishemic¢na bolezen srca je glavni vzrok smr-
ti v razvitih drzavah pri mogkih in pri Zenskah
nad 60. letom starosti. Pri Zenskah do meno-
pavze je manj bolezni srca in oZilja kot pri
enako starih mogkih, po menopavzi pa se
stopnja obolevnosti in smrtnosti obeh spolov
izenadi (1).

ISHEMIéNA IN REPERFUZIJSKA
POSKODBA SRCA

Ishemija prizadene tkivo na celicnem nivo-
ju na vec¢ nacinov: spremeni zgradbo celi¢nih
membran, onemogoci celi¢no dihanje, zavre
sintezo proteinov in poskoduje genetski apa-
rat. Povzroci porabo zalog adenozin trifosfata
(ATP), zato se porusi delovanje ionskih érpalk,
sledi nabrekanje celic. Zaradi pomanjkanja
ATP se zvisa stopnja anaerobne glikolize.
Zmanj$ana sinteza proteinov vodi v motnje
delovania citoskeleta. Ce traja ishemija dovolj
dolgo, pride do nepovratnih sprememb.

Ob ponovni vzpostavitvi krvnega obtoka
obilno nastajajo kisikovi prosti radikali, ki
dodatno prispevajo k celi¢ni poskodbi (2, 3).

Spolni hormoni verjetno vplivajo na
potek ishemic¢ne/reperfuzijske poskodbe v sré-
no-zilnem sistemu (KVS) na ve¢ nivojih:

1. Vpliv na dejavnike tveganja za obolenja
KVS.

2. Vpliv na koronarno Zilje in s tem na pre-
krvljenost srca.

3. Vpliv na sréno misico na celi¢nem nivoju.

Estrogen in estrogenski receptor
v sréno-Zilnem sistemu

Estrogeni so skupina steroidnih spolnih
hormonov, ki se sintetizirajo v jajénikih in
posteljici, v manjsih koli¢inah v drugih tkivih,
tudi v srcu. V ¢loveskem telesu nastajajo tri-

je glavni endogeni estrogeni, od katerih je
estradiol najbolj dejaven (4).

Estrogen deluje na tarcna tkiva prek spe-
cifiénega estrogenskega receptorja (ER), ki ima
o in B obliko. Obe z visoko afiniteto veZeta
estradiol in se nahajata v ¢loveskem miokar-
du in koronarnih arterijah pri obeh spolih,
v miocitih, fibroblastih, endotelijskih in glad-
kih mi$i¢nih celicah (5-8).

Dokazano je, da estrogen akutno vpliva
na KVS preko receptorja na celi¢ni membra-
ni in spremembe v fosforilacji proteinov ter
spremenjenega nivoja ciklicnega adenozin fos-
fata (cAMP) v celici (9).

Uravnavanje ER prek liganda je torej tkiv-
no specificna (10). Estradiol in estrogenski
prekurzorji so spodbudili izrazanje ERo in
ERP v miocitih podganjih src. Jakost spodbu-
de izrazanja ER je bila odvisna od spola (11).

Uéinki estrogena
na sréno-Zilni sistem

Uc¢inki estrogena na dejavnike tveganja
za bolezni srca in ozZilja

Estrogen v fizioloskih koncentracijah zmanj-
Suje ucinke B-adrenergi¢ne spodbude na srce,
zmanjsa diastolni tlak in frekvenco izolirane-
ga podganjega srca prek zavrtja toka Ca®*
v miokard in v sinoatrialni vozel (12). Estro-
gen tudi zviSuje raven lipoproteinov z visoko
gostoto (angl. high density lipoprotein, HDL)
in zniZuje raven neugodnih lipoproteinov
z nizko gostoto (angl. low density lipoprotein,
LDL) v krvi (slika 1) (13-15).

Uc¢inki estrogena na nastajanje
ateroskleroti¢nih poskodb
in njihovih posledic

Eden od varovalnih ucinkov estrogena na srce
bi lahko bilo zaviranje proliferacije gladkih
misi¢nih celic in s tem upocasnjeno nastaja-
nje ateroskleroti¢nih poskodb (slika 1) (6, 13).
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Estrogen posredno vpliva tudi na trombotic-
ne dogodke in na vnetje prek spreminjanja
kopicenja trombocitov in migracije levkoci-
tov (14, 15).

Dilatatorni uéinki estrogena na Zilje

V fiziologkih koncentracijah je glavni akutni
ucinek estrogena odprtje od Ca®" odvisnih
kanalckov K* v gladkih miSi¢nih celicah zil
prek sproscanja dusikovega oksida (NO) (sli-
ka 1). Estrogen poveca izraZzanje genov za
encime prostaciklinsko sintazo in NO-sinta-
zo (7).

Uc¢inki estrogena na srce

V Studijah ishemicne/reperfuzijske poskod-
be je estradiol izrazito zmanj$al miokardno
nekrozo in pojavnost prekatnih aritmij ter
ohranil prekatno funkcijo. Zas¢itni ucinek se
je pojavil neodvisno od izbolj$anja koronar-
nega pretoka (5, 6, 16). Primerjava posledic
vsesplo$ne miokardne ishemije na izoliranih
srcih podgan, ki so jim odvzeli jaj¢nike z doda-
janjem estradiola ali brez, je pokazala, da se
je v kontrolni skupini kopicilo ve¢ znotrajce-
licnega Ca®* in pogkodbe mitohondrijev so bile
izrazitejse (17).

Estrogen deluje zascitno neposredno na
srce na ve¢ nacinov:

* Preko ER varuje strukturo mitohondrijev
in s tem $¢iti miocite pred reperfuzijsko
poskodbo (17).

* Zavira apoptoti¢ne procese. Po akutnem
miokardnem infarktu so v miocitih zasle-
dili aktivacijo apoptoti¢nih procesov (18).
Sréni miociti predmenopavzalnih Zensk
kaZejo ve¢jo dejavnost proteinske kina-
ze B (PKB) kot miociti moskih in Zensk po
menopavzi. PKB ima osrednjo vlogo pri
odpornosti celic na apoptozo (19).

e Vpliva na sestavo izvenceli¢nega matriksa.
S tem uravnava preoblikovanje izvencelic-
nega prostora in vpliva na neokrnjenost
miokardne funkcije (20).

* Ima antioksidacijske ucinke. Po 14-dnev-
nem dodajanju estradiola se je v izoliranem
podganjem srcu povisala koncentracija
glutationa, ki preprecuje lipidno peroksi-
dacijo celi¢nih membran (21).

* Zmanjsa obcutljivost sr¢nih miofilamentov
podgan na ione Ca®* (22). Predhodno daja-
nje estradiola je zmanjsala obseg s hipoksijo
sproZenega kopicenja znotrajceli¢nega Ca?*
pri Zenskah, ne pa pri moskih, kar kaze na
od spola odvisno zas¢itno delovanje estra-
diola (23).

* Vpliva na delovanje ionskih ¢rpalk. Estra-
diol je povecal dejavnost Na*, K-ATPaze
v sarkolemi srénih miocitov (24).

Delovanje estrogena na molekularnem
nivoju je manj raziskano. DruZino receptor-
jev za steroidne hormone spodbujajo steroidni
ligandi. Konformacijska sprememba in jedrna
translokacija, ki sledita, privedeta do vezave
z DNK (25-28).

MozZen mehanizem delovanja estrogena
je prek vezave ER s toplotnimi stresnimi pro-
teini (angl. heat stress protein, HSP), ki so
pomembna druzina endogenih zas¢itnih pro-
teinov in imajo varovalno vlogo le ob hkratni
prisotnosti $kodljivih dejavnikov (29-31).
Njihovi varovalni u¢inki na srce se kazejo na
mikrofilamentih, mikrotubulih, aktinu in
z zavrtjem apoptoze (29).

Testosteron in androgenski
receptor

Testosteron je glavni predstavnik skupine
androgenih hormonov. Nastaja v intersticij-
skih celicah testisov, v manjsih koli¢inah ga
izlo¢ajo tudi nadledvi¢ne Zleze obeh spolov
in jajéniki pri Zenskah. V tar¢nih celicah se
pretvori v dihidrotestosteron (4).

Testosteron se v tkivih (miokardu, glad-
ki misici zil, aortnem, plju¢nem in perifernem
zilju) veze na specifi¢ni androgenski recep-
tor (AR) (32-34). Konformacijsko spremenjeni
kompleks androgen + AR se veZe na odzivne
elemente na DNK (34).

Uéinki testosterona
na sréno-zilni sistem

Studije so pokazale, da imajo mogki z ishemic-
no sr¢no okvaro in z napredujo¢im koronarnim
ateromom niZje vrednosti testosterona kot
kontrolne skupine. Kastracija pri Zivalih pos-
pesi aterosklerozo, medtem ko jo androgensko
zdravljenje zavira (35). Nadomestno zdrav-
Jjenje z androgeni izbolj$a funkcijo srca in Zil,
poveca moc¢ in trajanje krcitve srca ter zavre
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Slika 1. Vpliv spolnih hormonov na strukture sicno Zilnega sistema. NOS — NO sinfaza.

aktivacijo citokinov (35). Androgeni zniZuje-
jo razmerje HDL/LDL (slika 1) (36).

Studije so pokazale, da lahko testosteron
selektivno zavre izvennevronski privzem
nevroaminov in poveca Zilni odgovor na
noradrenalin (34). Druge raziskave ugotavlja-
jo, da pri podganah androgensko zdravljenje
zbolj$uje koronarni pretok in povi§uje priv-
zem kisika v miokardu (35).

AR so v miokardu prisotni v toliksni
meri, da lahko vne$eni androgeni uravnava-
jo hipertrofijo srca. To je vzrok za razlicno tezo
src pri Zenskah in moskih (32). Testosteron
deluje tudi na negenomski nacin, tako da
spreminja izmenjavanje Ca®* med celico in
zunajceli¢nim prostorom, kar naj bi bil eden
od vzrokov za hipertrofijo. Ob prisotnosti
testosterona so opazili hitro slabSanje med-
celi¢nih stikov v miocitih zaradi neposredne
interakcije med testosteronom in proteolipid-

no strukturo v membrani. Prekinitev komu-
nikacije celica-celica preko tesnih stikov je bila
odvisna od odmerka (37).

Ucinki anabolnih androgenih steroidov so
povecano kopicenje trombocitov in dejav-
nost trombina ter zviSane vrednosti HDL in
LDL (34). Pri zlorabi anabolnih androgenih
steroidov so dokazali neposredne poskodbe
na miokardnih celicah. Pretrgal se je celi¢ni
monosloj v celi¢ni kulturi in povecala se je
apoptoza (38).

Progesteron in progesteronski
receptor

Progesteron je glavni predstavnik skupine
progestinskih hormonov. Sprosca se pred-
vsem iz rumenega telesca v drugi polovici
spolnega cikla in tudi posteljice med nosec-
nostjo (4).
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Uéinki progesterona
na sréno-Zilni sistem

Nekateri progestini, ki jih uporabljajo v kom-
biniranem nadomestnem hormonskem
zdravljenju (estrogeni in progestini) pri Zen-
skah po menopavzi, ne vplivajo znatno na
krvni lipidni profil. Lahko celo zmanj$ujejo
za$Citne ucinke estrogena zaradi androgen-
ske dejavnosti progestinov. Mozno je, da
nastali kompleks progesteron + AR neposred-
no zavira ER, tako da se veZe z njim (39).

Progesteron vpliva negativno inotropno
na srce in zavira koronarni vazospazem, ki ga
povzroCi vazopresin ter zviSa bazalni tonus
koronark pri kuncu (slika 1) (40).

Pri kroni¢nem dajanju progesterona se je
pri sovah znizal srednji arterijski tlak in pove-
Cala prostornina plazme (41).

Ugotovili so tudi, da progesteron odpi-
ra napetostno odvisne kanalcke K* in tako
povzroca Sirjenje koronarnih arterij (42).
Progesteronski derivat klormadinin acetat
zavre izolirano Na*, K"-ATPazo, posledi¢no se
zniza mo¢ miokardne krcitve pri budri (43).

Na molekularnem nivoju je mozno, da se
po vezavi progesterona na receptor, kompleks
progesteron + PR + HSP 90 prestavi iz cito-
plazme v jedro in aktivira se prosti HSF-1 (25).

Namen raziskave

Raziskati smo Zeleli vpliv spola poskusnih
zivali in vpliv dodanih spolnih hormonov na
nastanek okvar po akutni ishemiji pri izoli-
ranem srcu.

Utemeljitev raziskave

Razlika v stopnji obolevnosti KVS med spo-
loma kaze na pomen spolnega hormonskega
statusa pri poteku ishemicnih in reperfuzij-
skih poskodb srca. Spolni hormoni ucinkujejo
na KVS na vec nivojih. Ti uéinki so odvisni
od spolnega hormona, njegove koncentracije,
prisotnosti specificnega receptorja in njego-
ve uravnave ter od samega spola.

V nasi raziskavi smo izpostavili ishemiji izo-
lirana podganja srca netretiranih samic in
samcev ter srca samic in samcev, ki smo jim
pred poskusom na srcu dali spolna hormona
estradiol oziroma testosteron. Ishemiji smo
izpostavili tudi srca podgan, ki so pred kratkim
skotile mladice, saj se hormonski status med

brejostjo spremeni. Tako smo ugotavljali vpliv
spola in spolnih hormonov neposredno na
miokard. Zanimale so nas postishemi¢ne spre-
membe koronarnega pretoka, aktivnosti LDH
v srénem efluentu, spremembe v moci kréitve
levega prekata (LVP) in v frekvenci srénega utri-
pa ter spremembe trajanja prekatnih fibrilacij
v Casu reperfuzije, torej spremenljivk, ki odra-
Zajo delovanje in celovitost sr¢ne misice.

MATERIALI IN METODE
Materiali

Za izvedbo poskusov smo uporabili izolirana
srca podgan obeh spolov, ki smo jih perfundi-
rali s fiziolosko raztopino Krebs-Henseleit (KH).
Izvedli smo pet skupin poskusov: 1. kontrolno
skupino samic (n = 8), 2. kontrolno skupino
samcev (n =7), 3. skupino samic 1-2 dneva
po kotitvi (n =7), 4. skupino samic, ki smo jim
pred izvedbo poskusa 10-14 dni vsak dan pod-
kocno vbrizgavali 2 mg estradiola (n = 8) in
5. skupino samcev, ki smo jim pred izvedbo
poskusa 10-14 dni vsak dan podkoc¢no vbriz-
gavali 1,9 mg testosterona (n = 8).

Metode
Izolacija src po Langendorffu

Zivalim smo intraperitonealno vbrizgali
0,65ml 20% raztopine (2,2M) uretana na
100 g telesne teze Zivali. Proti strjevanju krvi
smo intraperitonealno vbrizgali heparin.
V aorto smo uvedli kanilo, napolnjeno z raz-
topino KH in heparinom, srce izolirali in ga
namestili na aparat po Langendorffu.

Izolirano srce smo perfundirali s fiziologko
raztopino KH s stalnim tlakom in temperatu-
ro 38,5 °C. V fiziolosko raztopino smo dovajali
mesSanico kisika in ogljikovega dioksida (= kar-
bogen).

Moc¢ kréitev levega prekata smo merili
preko lateksnega baloncka, ki smo ga vstavili
skozi levi preddvor. Na srce smo namestili dve
elektrodi v smeri elektri¢ne osi srca in meri-
li EKG.

Protokol poskusov

Poskus je trajal 125 minut. Prvih 30 minut smo
srca perfundirali s KH-raztopino in jih nato
izpostavili 40-minutni vsesplo$ni ishemiji, ko
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smo prekinili dotok raztopine KH. Reperfuzija
je trajala 55 minut. Kontrolni skupini posku-
sov sta zajemali izolirana srca samic in samceyv,
ki jim predhodno nismo dajali nobenega hor-
mona. Ostale skupine so zajemale samice po
kotitvi, samice, ki smo jim dajali estrogen, in
samce, ki smo jim dajali testosteron.

Merjene spremenljivke

Koronarni pretok

Koronarne Zile smo perfundirali skozi kanilo,
ki smo jo uvedli v aorto. Perfuzijska tekoci-
na je iztekala skozi koronarni sinus v desni
preddvor in srce jo je iztisnilo skozi odrezane
zile. Efluent smo lovili v umerjeno epruve-
to v minutnih ¢asovnih razmikih ob dolo¢enih
Casih in tako merili koronarni pretok (ml/min).

Laktatna dehidrogenaza (LDH)

S spektrofotometrom smo po nekoliko spre-
menjeni metodi Wroblewski-LaDue merili
aktivnost LDH v tekocini, ki je izhajala iz srca
in jo izrazili kot hitrost spro§¢anja LDH
v ukat g 'min™ (44).

Mo¢ kréitev levega prekata

Moc krcitev levega prekata (angl. left ventri-
cular pressure, LVP) smo merili s pomocjo
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lateksnega baloncka, ki smo ga uvedli v levi
prekat. Spremembo tlaka v katetru smo meri-
li z odvzemnikom tlaka (ISOTEC, HSE, ZRN)
in s pomocdjo programske opreme izracunali
relativno mo¢ kontrakeij srca.

Frekvenca utripov srca

Iz spremembe elektricne napetosti z odvzem-
nika tlaka v levem prekatu smo izracunali
frekvenco utripov srca (Stevilo utripov na
minuto). Izrazili smo jo kot relativno frekven-
co utripov.

Elektrokardiogram (EKG)

EKG smo snemali s srebrnimi elektrodami,
names$cenimi na srce.

Statistiéna obhdelava podatkov

Za izracun statisti¢nih vrednosti smo upora-
bili program Excel 97, za grafi¢no obdelavo
podatkov pa GraphPad Prism 3.1.

Rezultate smo izrazili kot srednje vredno-
sti spremenljivk in kot standardno napako
srednjih vrednosti (x+ SEM). Razlike med sku-
pinami meritev smo izracunali s Studentovim
t-testom. Za znacilne smo vzeli razlike pri
p<0,05.
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—a— samdi kontrola (n =7)

samice po kofitvi (n=7)
—— samice estradiol (n = 8)
—&— sami testosteron (n = 8)

100 110 120

170 +
150
S
< 130
£ o4 N3
= “\;—v\;—*gi
90 | \A\‘/‘\‘\
70+ \\\.—A-—-‘—N‘
T T i ”f T T
10 20 30 70 80 90
¢as (min)

Slika 2. Koronami pretok pri izoliranih srcih podgan. Pretok je iziaZen v % od vrednosti v 20. minuti poskusa.
* p<0,05; samice po kotitvi v primerjavi s kontrolno skupino samic.
# p<0,05; samice z dodanim estradiolom v primerjavi s kontrolno skupino samic.
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REZULTATI

Poskuse smo izvedli na petih skupinah izoli-
ranih podganjih src. Ves ¢as poskusa smo
merili koronarni pretok, hitrost spro$c¢anja
LDH, mo¢ kr¢itev levega prekata, frekvenco
srénega utripa in trajanje pojavljanja prekat-
nih fibrilacij.

Koronarni pretok

Pri kontrolnih skupinah samic in samcev je
bil koronarni pretok med reperfuzijo ves ¢as
manjsi kot pred ishemijo. Pri samicah se je
ustalil v 110. minuti poskusa (pri vrednosti
70,5+5%).

Pretok je bil za 9% visji pri samicah po koti-
tvi kot pri kontrolni skupini samic (p<0,05)
pred ishemijo, v 16. minuti poskusa.

Znacilna razlika med kontrolno skupino
samic in skupino samic z dodanim estradiolom,
ki je imela za 39 % visje vrednosti koronarne-
ga pretoka, se je pojavila v 70. minuti (p<0,05).

Pri samcih, ki so bili tretirani s testoste-
ronom znacilnih razlik med to in ostalimi
skupinami ni bilo (slika 2).

Hitrost sproséanja laktatne
dehidrogenaze (LDH)

Vrednosti so bile pri skupini samic po koti-
tvi znacilno vije kot pri samicah z dodanim

estradiolom v 123. minuti za 7,5 pkat-g 'min!
in v 125. minuti za 7,7 pkat-g 'min™! (p<0,05).
Hitrost spros¢anja LDH pri tej skupini samic
po kotitivi se ni znacilno razlikovala od hitrosti
sproscanja LDH pri kontrolni skupini samic
(slika 3).

Moé kréitev levega prekata
(LVP)

Znacilnih razlik v moci kontrakcij levega pre-
kata med skupinami nismo opazali (slika 4).

Frekvenca vutripov srca

Pri skupini samic po kotitvi je bila frekvenca
znacilno visja od kontrolne skupine samic za
23%v 96.,100., 103. in v 106. minuti (p <0,05)
in za 19% (p<0,05) v 113. minuti.

Relativne vrednosti frekvence so bile pri
skupini samic z dodanim estradiolom niZje kot
pri skupini samic po kotitvi v 96. minuti za
24% (p<0,05), v 100. in 103. minuti za 22 %
(p<0,05), v 106. minuti za 22 % (p<0,01) in
v 125. minuti za 16 % (p <0,05).

Frekvenca v skupini samcev, ki so pred
poskusom dobivali testosteron, je bila znacilno
niZja od skupine samic po kotitvi v 103. minu-
ti za 24% (p<0,05) in v 106. minuti za 25 %
(p<0,05) (slika 5).

LDH (pkat - g”'min™")

3 ‘ oot ‘

0 2 070 8 %

¢as (min)

N samice kontrola (n = 8)
—a— samdi kontrola (n =7)
samice po kotitvi (n =7)
—o— samice estradiol (n = 8)
—e— sami testosteron (n = 8)
* %
00 10 120

Slika 3. Hitrost sproscanja laktatne dehidrogenaze pri izoliranih srcih podgan.
**p<0,05; samice po kotitvi v primerjavi s samicami z dodanim estradiolom.
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Slika 4. Moc kicitev levega prekata (LVP) pri izoliranih srcih podgan.

LVP je izraZen v % od vrednosti v 20. minuti.

130 -
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110 &
004 O
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frekvenca utripov srca (%)
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samice kontrola (n = 8)
—a— samci kontrola (n =7)
:'74;: samice po kotitvi (n =7)
—o— samice estradiol (n = 8)
—e— samci festosteron (n = 8)

10 2 307 8 9%
tas (min)

Slika 5. Frekvenca srchih utripov pri izoliranih srcih podgan.
Frekvenca utripov je izraZena v % od vrednosti v 20. minuti

* p<0,05; skupina samic po kofitvi v primerjavi s kontrolno skupino samic.
# p<0,05; skupina samic po kofitvi v primerjavi s samicami z dodajanim estradiolom.

Pojavijanje prekatnih fibrilacij

Najvec fibrilacij v ¢asu reperfuzije je bilo pri
kontrolni skupini samcev, najman;j pa pri sam-
cih, ki smo jim dajali testosteron. Skupinama
samic in samceyv, ki smo jim dajali estradiol oz.

testosteron, se je sorazmerno zniZala incidenca
pojavljanja fibrilacij glede na ustrezni kontrol-
ni skupini, vendar med poskusnimi skupinami
ni bilo znacilnih razlik v pogostnosti pojav-
Jjanja in v trajanju prekatnih fibrilacij zaradi
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vkljuditve poskusov, ki so bili narejeni v po-
letni vrocini, ko so srca Zivali kazala manj$o
obcutljivost na ishemi¢ne poskodbe. Znacil-
ne razlike so se pojavile le med skupinami
poskusov, ki smo jih opravili pred poletno
vroc¢ino, ko se ne sproscajo zascitni toplotni
stresni proteini.

RAZPRAVLJANJE

V nasi raziskavi smo preucevali vpliv spola,
preverjali uc¢inek spolnih hormonov in uc¢inek
brejosti samic na izid ishemic¢nih/reperfuzij-
skih posgkodb srca.

Ugotovili smo, da so pri podganah spol-
ni hormoni, ki smo jih dodajali 10-14 dni pred
ishemijo src, sprozili v srcih za$¢itne meha-
nizme. Izrazili so se z izbolj§anim koronarnim
pretokom, manj$im pojavljanjem aritmij in
manjsim spros¢anjem LDH v Casu reperfuzije.

V poskusih smo preizkusali u¢inke pred-
hodno dodanih hormonov estradiola in testo-
sterona na obseg ishemi¢nih/reperfuzijskih
poskodb pri izoliranih podganjih srcih. Vsem
tretiranim podganam smo dajali ustrezne
hormone od 10 do najve¢ 14 dni. Ustrezne
odmerke smo izbrali na podlagi predhodnih
raziskav drugih raziskovalcev (21, 22). Traja-
nje ishemije, 40 minut, smo dolo¢ili na pod-
lagi zacetnih poskusov s 45 minut trajajoco
ishemijo, po kateri je vecina src slabo okreva-
lain je bilo zato tezko oceniti razlike med sku-
pinami. Pri kraj$em Casu ishemije od 40 minut
so se fibrilacije pojavljale manj enakomerno.
Za najvecjo oviro pri nasem delu se je izka-
zala razli¢na kondicija Zivali, saj so srca Ziva-
li pri poskusih, ki smo jih opravili v najvedji
poletni vrocini (ko je bila zunanja tempera-
tura 30-33 °C, temperatura v hlevcku pa
32-35 °C), kazala manj poskodb kot srca pri
poskusih, opravljenih spomladi.

Spremljali smo naslednje spremenljiv-
ke: koronarni pretok, hitrost spro§¢anja LDH,
LVP, frekvenco utripov srca in s pomocjo EKG
trajanje prekatnih fibrilacij. Koronarni pre-
tok je primerna spremenljivka za ugotavljanje
vpliva hormonov na koronarne Zile in njiho-
ve gladke miSi¢ne celice. Ostale spremenljivke
odrazajo dejavnost in celovitost srca, zato lah-
ko prek sprememb le-teh ugotavljamo ucinke
spolnih hormonov neposredno na miokard.

Kontrolna skupina samic je kazala manj
okvar pri nekaterih merjenih spremenljivkah
kot kontrolna skupina samcev, kar je pokaza-
lo, da je izbran model raziskave na podganah
ustrezen za preucevanje delovanja spolnih
hormonov na nastanek ishemi¢nih okvar.
Dobili smo dovolj razlik med tretiranimi in
netretiranimi skupinami, vendar se razlike
niso pojavile pri vseh merjenih spremenljiv-
kah.

Spolni hormoni lahko vplivajo na izid
ishemic¢ne poskodbe preko genomskih in nege-
nomskih mehanizmov (6, 12, 33, 45), katerih
rezultat so spremembe koronarnega pretoka,
nastajanja kisikovih prostih radikalov in varo-
valnega delovanja toplotnih stresnih proteinov
na sréne miocite (5-7, 21, 25, 46).

Estrogeni sodelujejo pri ve¢ procesih, na
primer pri ohranjanju kostne mase in zmanj-
Sevanju obolevnosti srca in oZilja pri Zenskah
(1, 45). 1z rezultatov, dobljenih pri poskusih
in vivo in na izoliranih tkivih Zivali (1, 5, 6, 16),
je razvidno, da estrogen zmanj$a ishemicne
okvare srca, glede zascitnih ucinkov testoste-
rona in progesterona pa avtorji niso enotni
(35, 40, 47).

Raziskave ucinkov estrogena na koro-
narni pretok pri izoliranem podganjem srcu,
¢loveskih gladkih migi¢nih celicah so poka-
zale, da se koronarni pretok povisa zaradi
posrednega in neposrednega vpliva na Zilno
steno (6, 12, 16, 17, 48, 49). Ugotavljajo, da
tudi testosteron vpliva na koronarni pretok,
vendar raziskave ugotavljajo tako ugodne
kot neugodne ucinke testosterona nanj. Pri
nasih poskusih smo ugotovili, da se koronar-
ni pretok povisa pri skupinah z dodanima
hormonoma glede na ustrezni kontrolni sku-
pini. Podobne rezultate so dobili tudi pri
raziskavah in vivo priljudeh in podganah ter
na koronarnih arterijah kuncev (35, 47, 50).
Absolutne vrednosti koronarnega pretoka
pri skupini samic z dodanim estradiolom so
bile pred ishemijo niZje kot pri ostalih skupi-
nah.

Estrogen in progesteron sodelujeta pri
odzivu miocitov in prevodnega sistema na
stres zaradi vrocine ali ishemije. Receptorja
obeh hormonov se lahko veZeta na stresni
protein HSP 90 in s tem sproZita zaporedje
reakcij (25). Stresni proteini, ki se v velikih
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koli¢inah spro§cajo ob prisotnosti Skodljivih
dejavnikov, imajo pomembno vlogo tudi pri
za$(iti celic med ishemijo. Posledica je lahko
manj$e pojavljanje aritmij in vecja stabil-
nost struktur v miocitih.

Pri nasih poskusih sta predhodno doda-
na estrogen in testosteron glede na kontrolni
skupini skrajsala trajanje prekatnih fibrilacij,
ki se znacilno pojavljajo pri modelih posku-
sne ishemije/reperfuzije, vendar razlike niso
bile znacilne zaradi vkljucitve poskusov, ki so
bili narejeni v poletni vroc¢ini, ko so srca bolj
za$Citena. Znacilne razlike pa so se pojavile
pri poskusih, opravljenih pred poletno vroci-
no. Antiaritmicni ucinek estrogena ugotavljajo
tudi v drugih raziskavah (46). V literaturi ni
opisanih antiaritmi¢nih ucinkov testosterona.

V Casu reperfuzije se sr¢no tkivo dodat-
no okvari zaradi nastajanja velike koli¢ine
kisikovih prostih radikalov, ki poskodujejo
celi¢ne strukture (47, 51). Estrogen deluje zas-
¢itno na KVS prek zvisanja koncentracije
glutationa in zmanjSanja koli¢ine prostih
radikalov ter s tem omili reperfuzijske pos-
kodbe (5, 21). Ker pri Zivalih androgensko
zdravljenje zavira nastanek ateroskleroti¢nih
leh (35), v katerih imajo vlogo tudi prosti radi-
kali (47), bi lahko posredno sklepali na mozen
antioksidacijski u¢inek testosterona, vendar
le-ta $e ni dokazan.

V nasi raziskavi smo merili stopnjo spros-
¢anja LDH, ki je pokazatelj ishemi¢ne/reper-
fuzijske okvare srénih misi¢nih celic. TeZnjo
po zmanj$anju spros¢ene LDH glede na kon-
trolno skupino je kazal le estradiol, vendar so
se znacilne razlike pojavile le med skupino
z dodanim estradiolom in skupino samic po
kotitvi, ki je kazala najvijo stopnjo sprosca-
nja LDH. Ker testosteron ni zmanjsal spros-
Canja LDH glede na ustrezno kontrolno
skupino, ugotavljamo, da androgeni ne delu-
jejo zascitno neposredno na miokard.

Med skupinami ni bilo znacilnih razlik
v modi kréitev srca (LVP). Pokazala se je le
teznja po zmanj$anju LVP pri skupini z estro-
genom glede na kontrolno skupino samic.
Nasi poskusi so pokazali najniZje reperfuzij-
ske vrednosti LVP v skupini po kotitvi, kar se
ujema z rezultati drugih raziskav, ki ugotav-
ljajo zaviralni ucinek progesterona na moc
krcitev (40, 43).
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Med poskusi smo merili tudi frekvenco
srénega utripa. Znacilno visja frekvenca
v Casu reperfuzije se je pojavila pri skupini
samic po kotitvi glede na ostali skupini samic.
Pokazala se je tudi teznja po zviSanju sréne
frekvence v skupini samcev s testosteronom
glede na kontrolno skupino samcev.

S poskusi na samicah po kotitvi smo Zeleli
ugotavljati vpliv spremenjenega hormonske-
ga statusa brejih samic (zviSani koncentraciji
estrogena in predvsem progesterona) na
ishemicne okvare srca (4).

Skupina samic po kotitvi je imela najvis-
je reperfuzijske vrednosti frekvence srénega
utripa in spro$¢anja LDH in najnizZje vredno-
sti LVP, vrednosti koronarnega pretoka pa so
bile ves ¢as reperfuzije nekje vimes med skupi-
no samic z dodanim estradiolom in kontrolno
skupino samic. Iz dobljenih rezultatov ugotav-
ljamo, da progesteron zmanjsuje moc kréitev
srca, kar kazejo tudi druge raziskave (40, 43).
Delovanje progesterona na koronarni pretok
ni povsem raziskano. MoZna je interakcija pro-
gesterona z AR in ER in prek tega zaviranje
ucinkov estrogena (39). Tako bi lahko razlo-
7ili vrednosti koronarnega pretoka v nasi
raziskavi, ki so bile sicer vi§je od vrednosti
v kontrolni skupini samic, vendar niZje od
vrednosti pri skupini z dodanim estradio-
lom. Progesteron sodeluje v odzivnosti srca
na stres (25), toda v nasi raziskavi zasc¢itnih
ucinkov na miokard nismo ugotovili. Zaradi
moznih medsebojnih delovanj med posamez-
nimi spolnimi hormoni je model samic po
kotitvi manj primeren za ugotavljanje uc¢inkov
progesterona na ishemi¢ne poskodbe srca.

ZAKLJUCEK

1z rezultatov nase raziskave ugotavljamo, da
subkroni¢no tretiranje podgan z estradio-
lom in testosteronom izzove zascitne ucinke
v srcih Zivali ustreznega spola, ki so v veliki
meri posledica posrednega delovanja hor-
monov na koronarno Zilje in se izrazajo kot
izboljsan koronarni pretok v reperfuziji.
Manjsi del zascitnega delovanja predvsem
preko ER predstavljajo mehanizmi zascite
neposredno v miokardu, verjetno prek inte-
rakcije s HSP in prek antioksidacijskih uc¢inkov,
kar se kaze z zmanjSano stopnjo sproscanja
LDH in s kraj$im trajanjem prekatnih fibri-
lacij med reperfuzijo.
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