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Abbreviations: 
 

AP-1:                              Αχτιϖατινγ προτειν−1 

AF:  Αορτα φλοω 

ATPS6  ΑΤΠασε συβυνιτ 6 

CF:  Χοροναρια φλοω 

CDDP:                       Χισ−διαµµινε−διχηλοροπλατινυµ 

COXB III:  Χψτοχρηροµε οξιδασε Β συβυνιτ 3. 

CO:  Χαρβον µονοξιδε 

Dp/Dt:                          Χαρδιαχ χοντραχτιλιτψ 

GADPH:                     Γλψχεραλδεηψδε 3−πηοσπηατε δεηψδρογενασε 

GSHPx-1:                       Γλυτατηιονε περοξιδασε 

HFE:                          Ηερεδιταρψ ηαεµοκροµατοζισ 

HO-1:   Ηεµοξιγενασε−Ι. 

KHB:                           Κρεβσ−Ηενσελιτ βυφφερ 

HTLV-I:                     Ηυµαν−Τ χελλ λευκεµια ϖιρυσ 

ISA/RE:  Ισχηεµια/ρεπερφυσιον 

KO:                             Κνοχκ ουτ 

LVDP:  Λεφτ ϖεντριχλε �δεϖελοπ� πρεσσυρε 

LVEDP:  Λεφτ ϖεντριχλε ενδ−διαστολιχ πρεσσυρε  

MAPK:                        Μιτογεν αχτιϖατεδ προτειν κινασε 

MDA:                         Μαλοναλδεηψδε 

NF- :                        Νυχλεαρ φαχτορ−!∀ 

NO:                              Νιτρογεν µονοξιδε 

PC:                            Πρεχονδιτιονινγ 

PPI:                              4−αµινο−5−(4−µετηψλπηενψλ)−7−(t−βυτψλ)−πψραζολο−3, 4−∆−    

     Πψριµιδινε 

ROS:                            Ρεαχτιϖε οξψγεν σπεχιεσ 

SOD:                            Σζυπεροξιδ δισµυτασε 

STAT5A/STAT6:         Σιγναλ τρανσδυχτιονσ ανδ αχτιϖατορ φαχτορ 

HF:   Ηεαρτ φρεθυενχψ 

TTC:                            Τριπηενψλ−Τετραζολψυµ−Χλοριδ 

Trx:   Τηιορεδοξιν 

TUNEL:                        Τερµιναλ−∆εοξψνυχλεοτιδιλ−Τρανσφερασε−∆εοξψυριδινε Νιχκ     

  ενδ Λαβελινγ 

  VF:    ςεντριχυλαρ φιβριλλατιον 
 
 (+/+):                                   Ηοµοζψγουσε ωιλδ τψπε 
 
 (+/-):                  Ηετεροζψγουσε 
 
                (-/-):     Κνοχκ ουτ
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THE PUTATIVE ROLES OF GENES IN PROTECTION AGAINST THE 

MYOCARDIAL INJURY INDUCED BY ISCHEMIA/REPERFUSION 

 

INTRODUCTION 

 

Τηε ισχηεµιχ χαρδιαχ δισεασεσ ηαϖε ρελεϖαντ ρολε νοωαδαψσ, χαυσινγ σεϖερε ηεαλτη προβλεµ φορ 

πεοπλε. Τηε χαρδιαχ δισεασεσ ινϖολϖινγ µψοχαρδιαλ ινφαρχτιον, χοροναρια δισεασεσ ηαϖε γρεατ 

ιµπαχτ ον ηυµαν λιφε ανδ περφορµανχε. Τηερεφορε, τηε θυεστιον ρεγαρδινγ τηε προτεχτιον οφ 

ισχηεµιχ µψοχαρδιυµ ισ σο ιµπορταντ, βεχαυσε ιτ ισ στιλλ ηαϖινγ α λεαδινγ ρολε ιν στατιστιχ οφ 

τηοσε δισεασεσ χαυσινγ δεατη. Κνοωινγ οφ τηε µολεχυλαρ µεχηανισµ οφ τηε ισχηεµια ανδ 

ρεπερφυσιον ισ ρελεϖαντ τοολ φορ δεσιγνινγ ανδ δεϖελοπινγ οφ νεω πηαρµαχψ δρυγσ, ανδ 

ποσσιβλε τρεατµεντ φορ τηοσε πατιενσ ωηο συφφερινγ ιν τηισ τψπε οφ ιλλνεσσ. Τηε ηαρµφυλ 

πατηολογιχαλ προχεσσ ισ ινδυχεδ βψ ισχηεµιχ/ρεπερφυσιον ρεσυλτινγ ιν γενερατιον οφ τηε φρεε 

ραδιχαλσ, χαν εµπηασιζε τηισ φιελδ το βε εξαµινεδ µορε δεταιλεδ. Τηε γενερατιον οφ φρεε 

ραδιχαλσ ισ πηψσιολογιχαλ προχεσσ, ωηιχη οχχυρρινγ υνδερ νορµαλ χιρχυµστανχεσ, ωηιχη ισ 

σιγνιφιχαντ παρτ οφ µολεχυλαρ µεχηανισµσ οφ τηε χελλ πηψσιολογψ. Τηε γενερατιον οφ φρεε 

ραδιχαλσ ισ δουβλε εδγε σωορδ, βεχαυσε ιτ χαν ινιτιατε βενεφιχιαλ εφφεχτσ ον χελλ ινϖολϖινγ 

εξπρεσσιον οφ τηε προτεχτορ γενε προδυχτ χαλλεδ αντι−οξιδαντ προτειν, βυτ ηασ οτηερ αδϖερσε 

αχτιον. Τηισ αχτιον ισ ηαρµφυλ, βεχαυσε πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ τηατ φρεε ραδιχαλσ χαν ποτεντιατε 

δαµαγε ιν χελλ µεµβρανεσ, ανδ χαρδιαχ περφορµανχε. Τηισ εφφεχτ ρεσυλτσ ιν δισρυπτινγ οφ τηε 

νορµαλ χελλ βαρριερ φυνχτιον, φολλοωεδ βψ τηε χηανγινγ ιν ιντραχελλυλαρ ενϖιρονµεντσ. 

Αλτερατιον ιν µολεχυλαρ στρυχτυρεσ οφ τηε µψοχαρδιαλ χοντραχτιλε ελεµεντ χαν λεαδ το 

ιµπαιρµεντ οφ τηε χαρδιαχ φυνχτιον, ανδ δετεριορατιον οφ τηε σενσιβιλιτψ οφ χαρδιαχ προτειν 

ινχλυδινγ τροπονιν Χ. Φρεε ραδιχαλσ αλσο ποσσεσσινγ συχη εφφεχτ λικε αλτερινγ τηε πηψσιολογιχαλ 

ιον διστριβυτιον ιν τηε ιντραχελλυλαρ ανδ εξτραχελλυλαρ σπαχεσ λεαδινγ το δεϖελοπµεντ οφ χαρδιαχ 

αρρηψτηµια ινχλυδινγ ϖεντριχυλαρ φιβριλλατιον ανδ χονδυχτινγ διστυρβανχε. 

 

I. The physiological role of iron and HFE mutation 

Τηε µολεχυλαρ ιρον ισ αν ιµπορταντ χοµπονεντ οφ τηε ηυµαν βοδψ βεχαυσε ιτ ισ τακινγ παρτ ιν 

ασσεµβλινγ οφ ρεδ βλοοδ χελλσ ανδ σεϖεραλ ενζψµεσ ινχλυδινγ χψτοχηροµε οξιδασε. Τηισ µεταλ 

ισ αλσο α χαταλψστ φορ χηεµιχαλ ρεαχτιονσ ασσοχιατεδ ωιτη τηε προδυχτσ οφ οξψγεν σπεχιεσ, ωηιχη 

λεαδ το οξιδατιϖε στρεσσ ανδ χελλ δαµαγε. Τηε ιρον λεϖελ ωιτηιν τηε χελλ µυστ βε πρεχισελψ 

ρεγυλατεδ το προµοτε εσσεντιαλ φυνχτιονσ ανδ προϖιδεσ αν αππροπριατε αβυνδανχε το µαινταιν 
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αδεθυατε σορεσ ανδ ψετ µινιµιζεσ τηε ρισκ οφ ποτεντιαλ τοξιχιτψ. Τηε βοδψ ιρον ηοµεοστασισ ισ 

ρεγυλατεδ πριµαριλψ βψ δυοδεναλ ανδ υππερ σµαλλ ιντεστιναλ αβσορπτιον ανδ ισ ρεσπονσιϖε το 

βοδψ ιρον στορεσ. Τηε ηερεδιταρψ ηαεµοχηροµατοσισ, τηε προτοτψπε δισορδερ οφ ιρον οϖερλοαδ 

δυε το µισρεγυλατεδ ιρον ηοµεοστασισ ιν ηυµανσ, ισ χαυσεδ βψ αν ιναππροπριατε ινχρεασε ιν 

ιρον αβσορπτιον ιν τηε δυοδενυµ ανδ υππερ σµαλλ ιντεστινε. Τηισ τψπε οφ ιλλνεσσ ισ ασσοχιατεδ 

ωιτη α ηοµοζψγουσ µυτατιον ιν ΗΦΕ, τηε σο−χαλλεδ ηαεµοχηροµατοσισ γενε. Λοσσ οφ τηε 

φυνχτιοναλ ΗΦΕ προτειν προδυχτ ισ χηαραχτεριζεδ βψ ιρον δεποσιτιον ιν παρενχηψµαλ οργανσ λικε 

λιϖερ, πανχρεασ, ηεαρτ, ϕοιντσ, ανδ σκιν. Τηε ΗΦΕ προτειν ισ σιµιλαρ το µαϕορ ηιστοχοµπατιβιλιτψ 

χοµπλεξ χλασσ 1−τψπε προτεινσ, α γρουπ οφ προτεινσ τηατ βινδ το !2−µιχρογλοβυλιν. Τηερε αρε 

τωο µισσενσε µυτατιον ωερε ιδεντιφιεδ ιν τηε ΗΦΕ γενε ωηιχη ισ λοχατεδ ον τηε σηορτ αρµ οφ 

χηροµοσοµε 6. Τηε σινγλε µυτατιον οφ Γ το Α ατ νυχλεοτιδε 845 ρεσυλτσ ιν τηε συβστιτυτιον οφ 

τψροσινε φορ χψστεινε ατ αµινο αχιδ 282. Τηε σεχονδ µυτατιον οφ Χ το Γ ατ νυχλεοτιδε 187 

ρεσυλτσ ιν α συβστιτυτιον οφ ασπαρτατε φορ ηιστιδινε ατ αµινο αχιδ 63. Τηε διστυρβανχε οφ τηε ιρον 

ηοµεοστασισ χαυσεδ σεϖερε ιρον−οϖερλοαδινγ ιν τηε ηεαρτ βεχαυσε οφ τηε µασσιϖε εξπρεσσιον οφ 

τηε εξτραχελλυλαρ µατριξ χοµπονεντ. Τηισ προχεσσ ισ ρεσυλτινγ ιν ηεαρτ φιβροσισ, ωηιχη χουλδ 

χηανγε τηε στρυχτυρε οφ µψοχαρδιαλ χονδυχτανχε σψστεµ χαυσινγ χαρδιαχ αρρηψτηµια ανδ 

ϖεντριχλε φιβριλλατιον. 

 

II. Redox-signaling and Thioredoxin (Trx) 

Ιτ ηασ βεχοµε ινχρεασινγλψ χλεαρ τηατ ρεδοξ σιγναλινγ ρεγυλατεσ διϖερσε χελλυλαρ φυνχτιονσ ιν 

µαµµαλιαν σψστεµσ. Τηε βιοχηεµιχαλ βασισ οφ τηε ρεδοξ σιγναλινγ ισ τηατ οξιδιζινγ χονδιτιονσ 

αρε µαινταινεδ βψ τηε σταβιλιζινγ δισυλφιδεσ ιν τηε εξτραχελλυλαρ συρφαχε, ωηιλε τηε ιντραχελλυλαρ 

ενϖιρονµεντ ισ µαινταινεδ ιν τηε ρεδυχεδ στατε ωιτη τηε ηελπ οφ φρεε συλφηψδρψλ γρουπσ. Τηε 

πρινχιπλε δισυλφιδε ρεδυχτασε ισ ρεσπονσιβλε φορ µαινταινινγ ιντραχελλυλαρ µιλιευ ιν τηε ρεδυχεδ 

στατε ανδ ιτ ισ α λοω µολεχυλαρ ωειγητ ρεδοξ−αχτιϖε προτειν ωιτη τωο χψστεινε ρεσιδυεσ ιν ιτσ 

αχτιϖε σιτεσ, τηιορεδοξιν. Τρξ ισ υβιθυιτουσλψ πρεσεντ ιν µαµµαλιαν χελλσ ανδ οργανσ ινχλυδινγ 

ηεαρτσ. Σεϖεραλ ρεπορτσ εξιστ ιν τηε λιτερατυρε ινδιχατινγ τηατ Τρξ ισ ινδυχεδ βψ οξιδατιϖε στρεσσ. 

Αχχυµυλατινγ εϖιδενχε συγγεστσ τηατ µψοχαρδιαλ ισχηεµιχ/ρεπερφυσιον ινϕυρψ µαψ αλσο βε 

ρεδοξ ρεγυλατεδ. Ρεαχτιϖε οξψγεν σπεχιεσ (ΡΟΣ) αφφεχτ τηε χελλυλαρ στρεσσ ρεσπονσε το ϖιρτυαλλψ 

αλλ χελλυλαρ χοµπαρτµεντσ ατ ρεγυλατορψ λεϖελσ. Τηε λονγ−ηελδ τηουγητ τηατ 

ισχηεµια/ρεπερφυσιον µεδιατεδ προδυχτιον οφ ΡΟΣ ισ δετριµενταλ το τηε χαρδιαχ χελλσ ηασ 

υνδεργονε δραστιχ χηανγεσ ιν ρεχεντ ψεαρσ φροµ τηε δισχοϖερψ τηατ τηε σαµε ΡΟΣ χαν φυνχτιον 

ασ σιγναλινγ µολεχυλεσ ανδ τακε παρτ ιν τηε ρεπαιρ προχεσσ. Μανψ ρεδοξ σενσιτιϖε τρανσχριπτιον 

φαχτορσ ανδ γενεσ αρε λικελψ το βε ινϖολϖεδ ιν τηε ρεδοξ−σιγναλινγ προχεσσ. Τρξ αππεαρσ το πλαψ 
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α χρυχιαλ ρολε ιν τηε ρεδοξ ρεγυλατιον οφ τηε ΡΟΣ σιγναλινγ δυρινγ ανδ/ορ φολλοωινγ 

ισχηεµια/ρεπερφυσιον. Φιρστ, Τρξ µαψ βε αν ιµπορταντ χοµπονεντ οφ τηε χελλυλαρ δεφενσε 

αγαινστ χαρδιαχ ινϕυρψ. Οξιδιζεδ Τρξ ωασ φουνδ το βε ρελεασεδ ιντο πλασµα οφ τηε πατιεντσ 

υνδεργοινγ χαρδιοπυλµοναρψ βψπασσ συργερψ. Ενδυρανχε τραινινγ βψ σωιµµινγ αχχοµπανιεδ 

βψ α ρεδυχτιον οφ ισχηεµια/ρεπερφυσιον−ινδυχεδ οξιδατιϖε στρεσσ ωιτη α χονχοµιταντ ινχρεασε 

ιν Τρξ ρεδυχτασε ρεσυλτεδ ιν α προτεχτιον αγαινστ µψοχαρδιαλ ισχηεµια/ρεπερφυσιον ινϕυρψ. 

Ηυµαν Τρξ αττενυατεδ ηψποξια ρεοξψγενατιον ινϕυρψ οφ µυρινε ενδοτηελιαλ χελλσ ιν α τηιολ φρεε 

χονδιτιον συγγεστινγ Τρξ προτεχτιον οφ µψοχαρδιαλ ινϕυρψ τηρουγη α νοϖελ ρεδοξ−σιγναλινγ 

πατηωαψ. Το δετερµινε τηε ρεαλ φυνχτιον οφ Τρξ ιν µψοχαρδιαλ προτεχτιον χουλδ βε ιµπορταντ, 

βεχαυσε τηε µεχηανιµσ οφ ιτ�σ εφφεχτ ισ στιλλ υνκνοω.  

 

III. Signal transducer and activator of transcription factor 

ΣΤΑΤ3 ηασ ρεχεντλψ βεεν φουνδ το πλαψ αν ιµπορταντ ρολε ιν χαρδιοπροτεχτιον ινδυχεδ βψ 

ισχηεµιχ πρεχονδιτιονινγ. Πρεχονδιτιονινγ χαν ποτεντιατε α ϑανυσ κινασε (ϑΑΚ)−ΣΤΑΤ 

σιγναλινγ βψ ραπιδλψ πηοσπηορψλατινγ ϑΑΚ ανδ αχτιϖατινγ ΣΤΑΤ3, ρεσυλτινγ ιν α συρϖιϖαλ 

σιγναλ το τηε µψοχαρδιυµ. Ινηιβιτιον οφ ϑΑΚ2 ωιτη τψρπηοστιν ΑΓ 490 αβολισηεσ χαρδιο−

προτεχτιϖε εφφεχτσ οφ πρεχονδιτιονινγ ασ εϖιδενχεδ βψ ινχρεασεδ µψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε ανδ 

χαρδιοµψοχψτε αποπτοσισ. Ιν ανοτηερ ρελατεδ στυδψ, ωε φουνδ α ραπιδ αχτιϖατιον οφ τωο 

χοµπονεντσ οφ ϑΑΚ−ΣΤΑΤ σιγναλινγ πατηωαψ, ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6, ιν τηε ρατ ηεαρτ 

συβϕεχτεδ το ισχηεµια ανδ ρεπερφυσιον. Τηεσε αχτιϖατεδ ΣΤΑΤσ βουνδ το α χονσερϖεδ 

νυχλεοτιδε σεθυενχε (ΣΤ δοµαιν) ιν τηε προµοτερ οφ τηε ανγιοτενσινογεν γενε ανδ 

υπρεγυλατεδ τηε λεϖελ οφ ιτσ µΡΝΑ. Τρεατµεντ οφ τηε ηεαρτσ ωιτη τηε ΑΤ1 βλοχκερ, λοσαρταν, 

ρεσυλτεδ ιν λοσσ οφ τηε ΣΤΑΤ−ανγιοτενσινογεν προµοτερ βινδινγ αχτιϖιτψ ανδ υπρεγυλατεδ λεϖελ 

οφ ανγιοτενσινογεν µΡΝΑ. Βεχαυσε ανγιοτενσιν ηασ βεεν σηοων το πλαψ α ρολε ιν 

πρεχονδιτιονινγ ανδ βεχαυσε τηεσε ΣΤΑΤσ αρε ρεθυιρεδ φορ ανγιοτενσιν ΙΙ−µεδιατεδ σιγναλινγ 

ιν τηε ηεαρτ, ωε ηψποτηεσιζεδ τηατ ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6 µιγητ αλσο πλαψ α ρολε ιν 

πρεχονδιτιονινγ. Τηερε αρε τωο ηιγηλψ ρελατεδ ΣΤΑΤ5, ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ5Β, οφ ωηιχη τηε 

φορµερ ωασ φουνδ το βε αχτιϖατεδ ιν τηε ηεαρτ ιν ρεσπονσε το ισχηεµια ανδ ρεπερφυσιον. Τηε 

µαιν φυνχτιον οφ ΣΤΑΤ5Α ισ προλαχτιν σιγναλινγ, ανδ ιτ ισ ρεθυιρεδ φορ µαµµαρψ γλανδ 

δεϖελοπµεντ. ΣΤΑΤ5Β ισ αλσο λοχατεδ δοωνστρεαµ οφ γροωτη ηορµονε σιγναλινγ, ωηιχη ηασ 

ρεχεντλψ φουνδ το πλαψ α χρυχιαλ ρολε ιν ανγιογενιχ ρεσπονσε δυρινγ ηψποξιχ ορ ισχηεµιχ 

πρεχονδιτιονινγ. ΣΤΑΤ6 ισ αν ιντερλευκιν−4 (ΙΛ−4)−ρεσπονσιϖε τρανσχριπτιοναλ αχτιϖατορ ανδ ισ 

ρεθυιρεδ φορ ινδυχτιον οφ ΙΛ−4−δεπενδεντ γενε εξπρεσσιον.  
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IV. Roles of mithocondrial genes (COXB III., ATPS6) and HO-1 against ventricular 

fibrillation induced by oxidative stress.  

Ιτ ισ ωιδελψ βελιεϖεδ τηατ υνδερ χιρχυµστανχεσ, τηε αχτ οφ ρεπερφυσιον χουλδ ινδυχε λετηαλ 

µψοχαρδιαλ ινϕυρψ. Τηε µοστ σεριουσ χονσεθυενχε οφ ρεπερφυσιον ινϕυρψ ισ τηε οχχυρρενχε οφ 

αρρηψτηµια ανδ διφφερεντ ϖεντριχυλαρ χονδυχτανχε διστυρβανχε. Τηε ρεπερφυσιον ινδυχεδ 

αρρηψτηµιασ ωερε οβσερϖεδ ιν αλλ σπεχιεσ, τηισ πηενοµενον ωασ φρεθυεντλψ νοτεδ δυρινγ 

χαρδιαχ συργερψ ανδ τηροµβολψτιχ τρεατµεντ. ∆ιαβετισ µελλιτυσ ισ οφτεν ασσοχιατεδ 

χαρδιοϖασχυλαρ χοµπλιχατιονσ ινχλυδινγ διαβετιχ χαρδιοµψοπατηψ. ∆ιαβετιχ µψοχαρδιυµ 

εξηιβιτσ α ϖαριετψ οφ αβνορµαλιτιεσ ιν σαρχολεµµαλ ιον τρανσπορτ, ινχλυδινγ δεπρεσσιον οφ Να
+
−

Η
+
 ανδ Να

+
−Χα

2+
 εξχηανγε προχεσσ. Τηυσ, τηε εξπρεσσιον οφ σοµε µιτοχηονδριαλ γενεσ [ε.γ., 

χψτοχηροµε οξιδασε Β συβυνιτ ΙΙΙ (ΧΟΞΒΙΙΙ) ανδ ΑΤΠασε συβυνιτ 6 (ΑΤΠΣ6)] µαψ ρελατε το 

τηε φυνχτιον οφ ϖαριουσ ιον χηαννελσ ανδ ιον εξχηανγε προχεσσεσ, ανδ χουλδ πλαψ α ρολε ιν 

αρρηψτηµογενεσισ ιν ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ µψοχαρδιυµ βεχαυσε αρρηψτηµιασ αρε κνοων το βε 

ρελατεδ το διστυρβανχεσ ιν ιον µεταβολισµ. Τηε µιχροσοµαλ ηεµε οξψγενασε (ΗΟ) χαταλψσεσ 

τηε οξιδατιϖε δεγραδατιον οφ ηεµε το βιλιϖερδιν, ωηιχη ισ συβσεθυεντλψ χονϖερτεδ το βιλιρυβιν. 

Μαµµαλιαν ηεµε οξψγενασε χαταβολιζεσ χελλυλαρ ηεµε το βιλιϖερδιν, χαρβον µονοξιδε (ΧΟ), 

ανδ φρεε ιρον, ισ ρεπρεσεντεδ βψ τηρεε ισοφορµσ, ΗΟ−1, ΗΟ−2, ανδ ΗΟ−3 ενχοδεδ βψ σεπαρατε 

γενεσ. ΗΟ−3, ωηιχη ιν ιτσ πριµαρψ στρυχτυρε ρεσεµβλεσ ΗΟ−2, ισ µαργιναλλψ αχτιϖε. Εϖιδενχε 

ηασ ρεχεντλψ αχχυµυλατεδ συγγεστινγ τηατ ΧΟ γενερατεδ βψ ΗΟ µαψ βε α πηψσιολογιχαλ 

σιγναλινγ µολεχυλε ανδ, ον τηε οτηερ ηανδ, ΗΟ ισ τηουγητ το προϖιδε αν αντιοξιδαντ δεφενσε 

µεχηανισµ, ον τηε βασισ οφ ιτσ µαρκεδ υπ−ρεγυλατιον ιν στρεσσεδ χελλσ. Ιν πρεϖιουσ στυδιεσ, ωε 

οβσερϖεδ α ρεδυχτιον ιν ΗΟ−1 µΡΝΑ εξπρεσσιον, ιτσ προτειν, ανδ ενζψµε αχτιϖιτψ ιν 

ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ φιβριλλατινγ ηεαρτσ βυτ νοτ ιν νονφιβριλλατινγ µψοχαρδιυµ. Τηε 

αφορεµεντιονεδ φινδινγσ ηαϖε λεδ υσ το σπεχυλατε τηατ τηε ϖυλνεραβιλιτψ οφ ΗΟ−1 κνοχκ ουτ 

συβϕεχτσ� µψοχαρδιυµ το ςΦ µαψ βε ρελατεδ το ΗΟ−1 µΡΝΑ, ιτσ προτειν εξπρεσσιον, ενζψµε 

αχτιϖιτψ, ανδ ΗΟ−1−ρελατεδ ενδογενουσ ΧΟ προδυχτιον. Ιφ τηισ ωερε σο, ωε ωουλδ στρεσσ τηατ 

τηε αβσενχε οφ ΗΟ−1 µΡΝΑ, ιτσ προτειν ανδ ΗΟ−1−µεδιατεδ ενδογενουσ ΧΟ προδυχτιον 

χουλδ πλαψ α χρυχιαλ ρολε ιν τηε δεϖελοπµεντ οφ ρεπερφυσιον−ινδυχεδ ςΦ. 
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THE AIM OF THIS STUDY 

 

1. We intend to study the correlation of the HFE mutation (autosomal, recessive) 

and the iron content on the diet relating infarct size, number of apoptotic cell and 

myocardial function. Using wild type and HFE KO animals, feeding with two 

type of diet enriched by different contents of iron (30-ppm, 300-ppm). In the 

second part of this study we examined the state of the component of the redox-

system, looking for the answer at the question, that how the iron therapy can 

influence the antioxidant enzyme contents and all kind of process initiated by the 

oxidative stress.  

 

2. We elucidated the protective effect of the Trx on ischemia/reperfusion induced 

cardiac changing. Using by molecular biology methods to determine the existence 

of the Trx mRNA by Northern blot analysis. Measuring the function of Trx wild 

and transgenic mice and Sprague-Dawley rat heart to figure out the scavenging 

effect of Trx on the myocardium. Using CDDP, which is an anticancer agent, to 

test the inhibitory action of Trx in rat preventing the heart from cell injury 

caused by ischemic/reperfusion. We studied also infarct size, cardiomyocytes 

apoptosis, and functional parameters. 

 

3. We focused on STAT5A and STAT6 signal transduction protein putative role in 

ischemic preconditioning by using STAT5A and STAT6 knock out (KO) and 

corresponding wild type mice and Sprague-Dawley rats. We did functional study 

to understand these proteins impact on myocardial performance, subjected them 

to normal ischemia/reperfusion (30 min. ISA+2 hours RE.), preconditioning 

(4PC+30 min ISA+ 2 hours RE). To determine the phosphorylation of them, we 

applied 3 phosphorylase inhibitors called tyrphostin, PPI, and LY-294002.  

 

4. We performed experiment to understand the roles of mithocondrial genes 

(ATPS6, COXBIII.) and HO-I in prevention of myocardium against ventricular 

fibrillation. Using HO wild type and KO mice, we did functional study to 

evaluate all beneficial effects of CO induced by oxidative stress. In case of 

mithocondrial enzymes we used diabetic hearts model to determine these genes 

anti-arrhythmatic effect in sick heart. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

 

I. HFE STUDY 

 

Animals and iron diet:  

Τηε κνοχκ ουτ µιχε ωερε δεϖελοπεδ βψ ταργετεδ δισρυπτιον οφ τηε ΗΦΕ γενε. Νορτηερν βλοτ 

αναλψσισ οφ ΗΦΕ µΡΝΑ φροµ τηε ΗΦΕ ΚΟ µουσε ηεαρτσ ανδ ωιλδ−τψπε ηεαρτσ σηοωεδ 

χοµπλετε αβσενχε οφ τηε ΗΦΕ γενε ιν τηε ΗΦΕ ΚΟ µουσε ηεαρτσ. Φουρ γρουπσ οφ µιχε ωερε 

υσεδ φορ τηισ στυδψ. ΗΦΕ ΚΟ ανδ Χ57 ωιλδ−τψπε µιχε ωερε κεπτ ειτηερ ον λοω−ιρον διετ (30 

ππµ) ορ ον ηιγη−ιρον διετ (300 ππµ), ανδ εξπεριµεντσ ωερε περφορµεδ ωιτη τηεσε µιχε αφτερ 3 

µοντησ. 

 

Isolated working mouse heart: 

Αλλ ανιµαλσ υσεδ ιν τηισ στυδψ ρεχειϖεδ ηυµανε χαρε ιν χοµπλιανχε ωιτη τηε πρινχιπλεσ οφ 

λαβορατορψ ανιµαλ χαρε φορµυλατεδ βψ τηε Νατιοναλ Σοχιετψ φορ Μεδιχαλ Ρεσεαρχη ανδ Γυιδε 

φορ τηε Χαρε ανδ Υσε οφ Λαβορατορψ Ανιµαλσ. Μιχε ωερε φιρστ ανεστηετιζεδ ωιτη σοδιυµ 

πεντοβαρβιταλ (200 µγ/κγ βοδψ ωειγητ ιντραπεριτονεαλ ινϕεχτιον, Αββοττ Λαβορατοριεσ) ανδ 

αντιχοαγυλατεδ ωιτη ηεπαριν (500 Υ/κγ βοδψ ωειγητ, Ελκινσ−Σινν Ινχ) ιν σαµε ωαψ. Τηε ηεαρτ 

ωασ εξχισεδ ανδ ιµµεδιατελψ ιµµερσεδ ιν ιχε χολδ περφυσιον βυφφερ. Τηε αορτα ωασ χαννυλατεδ 

ανδ ρετρογραδε περφυσιον ιν τηε Λανγερνδορφφ µοδε ωασ ινιτιατεδ ατ α περφυσιον πρεσσυρε οφ 60 

µµΗγ. Τηε περφυσιον βυφφερ υσεδ ιν τηισ στυδψ χονσιστεδ οφ α µοδιφιεδ Κρεβσ−Ηενσελειτ 

Βιχαρβονατε βυφφερ [ΚΗΒ: χοµποσεδ οφ (ιν µµολ/Λ) 118 ΝαΧλ, 4.7 ΚΧλ, 1.2 ΜγΣΟ4, 25 

ΝαΗΧΟ3, 10 γλυχοσε, ανδ 1.7 ΧαΧλ2, γασσεδ ωιτη 95% Ο2 ανδ 5% ΧΟ2, φιλτερεδ τηρουγη α 5−

µµ φιλτερ το ρεµοϖε ανψ παρτιχυλατε χονταµιναντσ, πΗ 7.4] τηατ ωασ µαινταινεδ ατ α χονσταντ 

τεµπερατυρε ατ 37°Χ ανδ ωασ γασσεδ χοντινυουσλψ φορ τηε εντιρε δυρατιον οφ τηε εξπεριµεντ. 

Αφτερ 10 µινυτεσ οφ ρετρογραδε περφυσιον, τηε ηεαρτ ωασ σωιτχηεδ το ορτογραδε περφυσιον µοδε 

ωηερε ΚΗΒ βυφφερ εντερεδ τηε χαννυλατεδ λεφτ ατριυµ ατ α πρεσσυρε εθυιϖαλεντ το 10 χµ οφ 

ωατερ, ανδ πασσεδ το τηε λεφτ ϖεντριχλε φροµ ωηιχη ιτ ωασ σποντανεουσλψ εϕεχτεδ τηρουγη τηε 

αορτιχ χαννυλα αγαινστ α πρεσσυρε εθυιϖαλεντ το 50 χµ οφ ωατερ.  

 

Cardiac function: 

Ωε µονιτορεδ ανδ ρεγιστερεδ τηε µαιν χαρδιαχ φυνχτιον ινχλυδινγ λεφτ ϖεντριχλε δεϖελοπ 

πρεσσυρε (διφφερενχε βετωεεν τηε σψστολιχ ανδ ενδ−διαστολιχ πρεσσυρε), λεφτ ϖεντριχλε ενδ−
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διαστολιχ πρεσσυρε, χαρδιαχ χοντραχτιλιτψ (φιρστ δεριϖατιϖε οφ Λς∆Π), ηεαρτ ρατε, χοροναρψ φλοω 

(ΧΦ), αορτιχ φλοω (ΑΦ), χαρδιαχ ουτπυτ (ΧΦ+ΑΦ).  

 

Estimation of iron content of heart: 

Τηε αµουντ οφ νον−ηεµε ιρον ιν τηε ηεαρτσ ωασ αναλψζεδ αφτερ διγεστιον ιν αν αχιδ µιξτυρε 

χονταινινγ 3 µολ/λ ΗΧλ ανδ 10% τριχηλοροαχετιχ αχιδ φορ 24 ηουρσ ατ 65°Χ. Αβουτ 500 µλ οφ 

τηε αχιδ εξτραχτσ ωερε µιξεδ ωιτη 1.6 µλ οφ βατηοπηεναντηρολινε χηροµογεν ρεαγεντ ανδ τηε 

αβσορβανχε ρεαδ ατ 535 νµ ωιτη α Βεχκµαν ∆Υ−100000 σπεχτροπηοτοµετερ. 

 

Evaluation of the MDA formation: 

Μαλοναλδεηψδε (Μ∆Α) ωασ µεασυρεδ ασ Μ∆Α−∆ΝΠΗ δεριϖατιϖε βψ ΗΠΛΧ. Μ∆Α ωασ 

ασσαψεδ ασ δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ, το µονιτορ τηε δεϖελοπµεντ οφ οξιδατιϖε στρεσσ. 

 

Assessment of antioxidant enzymes in the heart: 

Τηε λεϖελσ οφ τηε κεψ αντιοξιδαντ ενζψµεσ, συπεροξιδε δισµυτασε (ΣΟ∆), χαταλασε, ανδ 

γλυτατηιονε περοξιδασε (ΓΗΣΠξ) ωερε µεασυρεδ υσινγ στανδαρδ ενζψµατιχ ασσαψ µετηοδσ. 

ΣΟ∆ ωασ δετερµινεδ βψ ιτσ ινηιβιτορψ αχτιον ον τηε συπεροξιδε δεπενδεντ ρεδυχτιον οφ 

φερριχψτοχηροµε βψ ξαντηινε/ξαντηινε οξιδασε βψ φολλοωινγ τηε ρατε οφ χψτοχηροµε Χ 

ρεδυχτιον ατ 417 νµ. Χαταλασε ωασ ασσαψεδ βψ φολλοωινγ τηε δεχοµποσιτιον οφ Η2Ο2 διρεχτλψ 

βψ τηε δεχρεασε ιν εξτινχτιον ατ 240 νµ. Τηε ασσαψ οφ ΓΣΗΠξ−1 ωασ βασεδ ον τηε χουπλινγ οφ 

τηε ενζψµε το ΝΑ∆ΠΗ ϖια ΓΣΗ ρεδυχτασε, ανδ τηε ρατε οφ ΝΑ∆ΠΗ οξιδατιον ωασ µεασυρεδ. 

 

Assessment of cell death due to necrosis and apoptosis: 

Ιµµυνοηιστοχηεµιχαλ δετεχτιον οφ αποπτοτιχ χελλσ ωασ περφορµεδ υσινγ ΤΥΝΕΛ σταινινγ ιν 

χονϕυνχτιον ωιτη µουσε µονοχλοναλ αντιβοδψ ρεχογνιζινγ χαρδιαχ µψοσιν ηεαϖψ χηαιν 

φολλοωεδ βψ σταινινγ ωιτη ΤΡΙΧ−χονϕυγατεδ ραββιτ αντι−µουσε ΙγΓ (200:1 διλυτιον) το 

σπεχιφιχαλλψ δετεχτ αποπτοτιχ χαρδιοµψοχψτεσ. Μψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε ωασ δετεχτεδ βψ 

στανδαρδ ΤΤΧ σταινινγ µετηοδ υσινγ τηε ΝΙΗ Ιµαγε 1.6.1 ιµαγε προχεσσινγ σοφτωαρε σψστεµ. 

 

Statistical analysis: 

Τηε ϖαλυεσ φορ µψοχαρδιαλ φυνχτιοναλ παραµετερσ, Μ∆Α, ρισκ ανδ ινφαρχτ ϖολυµεσ, ανδ ινφαρχτ 

σιζεσ ωερε αλλ εξπρεσσεδ ασ τηε µεαν±ΣΕΜ. Φορ τηε στατιστιχαλ αναλψσισ, αναλψσισ οφ ϖαριανχε 

(ΑΝΟςΑ) φολλοωεδ βψ Σχηεφφε�σ τεστ ωασ φιρστ περφορµεδ το τεστ φορ ανψ διφφερενχεσ βετωεεν 

τηε γρουπσ. Ιφ διφφερενχεσ ωερε εσταβλισηεδ, διφφερενχεσ βετωεεν δατα ωερε αναλψζεδ φορ 
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σιγνιφιχανχε βψ περφορµινγ α Στυδεντ�σ t τεστ. Τηε ρεσυλτσ ωερε χονσιδερεδ σιγνιφιχαντ ιφ 

∗p<0.05 

 

RESULTS I.  
 

Iron absorption in the heart: 

Ασ εξπεχτεδ, ηεαρτσ οφ τηε ΗΦΕ ΚΟ χονταινεδ ινχρεασεδ λεϖελσ οφ ιρον χοµπαρεδ ωιτη τηοσε οφ 

τηε ωιλδ−τψπε ηεαρτ ανδ τηε ωιλδ−τψπε µουσε φεδ ηιγη−ιρον διετ ηαδ ρελατιϖελψ, βυτ νοτ 

σιγνιφιχαντλψ, ηιγηερ αµουντ οφ ιρον ιν τηε ηεαρτ. Σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ αµουντ οφ ιρον ωασ 

φουνδ ιν τηε ΗΦΕ ΚΟ µουσε ηεαρτσ φεδ βοτη λοω ανδ ηιγη−ιρον διετ. 

 

Reactive oxygen species in the heart: 

Ατ βασελινε, τηε Μ∆Α λεϖελ οφ ηεαρτσ οφ ωιλδ−τψπε µιχε ωασ µινιµαλ; τηε µιχε φεδ 300 ππµ 

ιρον διετ βεινγ σλιγητλψ, βυτ νοτ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ. Ατ τηε ενδ οφ 30 µινυτεσ οφ ισχηεµια ανδ 

2 ηουρσ οφ ρεπερφυσιον, Μ∆Α χοντεντ οφ τηε ωιλδ−τψπε µουσε ηεαρτσ ινχρεασεδ σιγνιφιχαντλψ ιν 

βοτη γρουπσ χοµπαρεδ ωιτη βασελινε ϖαλυεσ. Α δραµατιχ ινχρεασε ιν Μ∆Α χοντεντ ωασ φουνδ 

ιν τηε ΗΦΕ κνοχκ ουτ µουσε ηεαρτσ, βοτη ατ τηε βασελινε λεϖελσ ανδ ατ τηε ενδ οφ ρεπερφυσιον. 

 

Levels of antioxidant enzymes in the hearts of HFE KO and wild-type mice: 

Βεχαυσε αντιοξιδαντ ενζψµεσ χοµπρισε τηε πριµαρψ δεφενσε λινε οφ ηεαρτσ, ωε µεασυρεδ τηε 

κεψ αντιοξιδαντ ενζψµεσ, ΣΟ∆, χαταλασε, ανδ ΓΣΗΠξ−1, ιν ηεαρτσ ατ βασελινε ανδ ατ τηε ενδ οφ 

ισχηεµια/ρεπερφυσιον. Τηε ρεσυλτσ ινδιχατε τηατ Μν−ΣΟ∆ ανδ ΓΣΗΠξ−1 λεϖελσ, βυτ νοτ Χυ/Ζν−

ΣΟ∆ ανδ χαταλασε λεϖελσ, ωερε λοωερ ιν τηε ΗΦΕ κνοχκ ουτ µουσε ηεαρτσ φεδ ηιγη−ιρον διετ ατ 

τηε βασελινε λεϖελ. Ατ τηε ενδ οφ ισχηεµια/ρεπερφυσιον, λεϖελσ οφ αλλ αντιοξιδαντ ενζψµεσ 

τεστεδ, εξχεπτ φορ Χυ/Ζν−ΣΟ∆, ωηιχη σηοωεδ λοωερινγ ιν αχτιϖιτιεσ ονλψ φορ ηιγη−ιρον διετ�

φεδ ηεαρτσ, ωερε λοωερ χοµπαρεδ ωιτη ωιλδ−τψπε χοντρολσ.  

 

Recovery of myocardial contractile performance: 

Τηερε ωερε νο στατιστιχαλλψ σιγνιφιχαντ διφφερενχεσ βετωεεν τηε ωιλδ−τψπε ανδ τηε κνοχκ ουτ 

γρουπσ ωιτη ρεγαρδ το βασελινε χαρδιαχ παραµετερσ. Τηε λεφτ ϖεντριχλε δεϖελοπ πρεσσυρε ωασ 

δραµατιχαλλψ δεχρεασεδ ιν ΗΦΕ ΚΟ ηεαρτσ το βε γιϖεν ηιγη−ιρον συππλεµεντεδ διετ (300−ππµ). 

Τηισ τενδενχψ ωασ οβσερϖεδ ατ Ρ15� (63.40#2.77 ϖερσυσ 69.73#4.0 µµΗγ ιν τηε χοντρολ). Τηε 

λεφτ ϖεντριχυλαρ ενδ−διαστολιχ πρεσσυρε οφ  ΗΦΕ ΚΟ ανιµαλσ φεδ ωιτη 300−ππµ ιρον−χονταινινγ 

φοοδ δισπλαψεδ ελεϖατιον οφ πρεσσυρε ατ Ρ30� (14.13#0.72 ϖερσυσ 11.77#0.43 µµΗγ), Ρ60� 

(17.66#0.67 ϖερσυσ 13.28#0.32 µµΗγ), ανδ Ρ120� (20.53#0.97 ϖερσυσ 14.27#0.40 µµΗγ). 
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Τηε ΗΦΕ ΚΟ ηεαρτσ ωιτη 30−ππµ χαυσεδ αλσο ηιγηερ σιγνιφιχαντ ΛςΕ∆Π ϖαλυεσ ατ 60, ανδ 120 

τιµε ποιντσ οφ ρεχοϖερψ περιοδ χοµπαρεδ το ωιλδ−τψπε ηεαρτ φυνχτιον. Τηε δπ/δτ ϖαλυεσ 

ρεπρεσεντινγ τηε µαξιµυµ φιρστ δεριϖατιϖε οφ λεφτ ϖεντριχλε δεϖελοπ πρεσσυρε σηοωεδ 

σιγνιφιχαντ ρεδυχτιον ιν βοτη οφ ΗΦΕ ΚΟ γρουπσ ατ εαχη τιµε ποιντ οφ ρεπερφυσιον περιοδ ασ 

χοµπαρεδ ωιτη ωιλδ−τψπε χοντρολσ. Ηεαρτ ρατε ρεµαινεδ υνχηανγεδ ανδ πρεσερϖεδ χλοσε το τηε 

βασελινε ϖαλυεσ φορ βοτη ΗΦΕ ΚΟ ανδ ωιλδ−τψπε ανιµαλσ φορ τηε εντιρε δυρατιον οφ 

εξπεριµενταλ περιοδ. Τηε αορτιχ φλοω δισπλαψεδ γραδυαλ δεπρεσσιον τηρουγηουτ τηε ρεπερφυσιον 

περιοδ ασ χοµπαρεδ ωιτη βασελινε ϖαλυεσ. ΗΦΕ ΚΟ 300−ππµ γρουπ ινδιχατεδ σιγνιφιχαντ 

ιµπαιρµεντ χοµπαρεδ ωιτη ωιλδ−τψπε γρουπ Ρ30� (0.30#0.01 ϖερσυσ 0.47#0.04 µΛ/µιν), Ρ60� 

(0.2#0.02 ϖερσυσ 0.30#0.02 µΛ/µιν), ανδ Ρ120� (0.13#0.01 ϖερσυσ 0.23#0.03 µΛ/µιν). Τηε 

χοροναρψ φλοω σηοωεδ τηε σαµε παττερν ασ τηε αορτιχ φλοω ατ εαχη ποιντ οφ ρεπερφυσιον ρελατεδ 

το χοντρολ ϖαλυε ωιτη εξχεπτιον οφ Ρ30�οφ ΗΦΕ ΚΟ 30−ππµ ηεαρτ φυνχτιον. 

 

Myocardial infarction: 

Ινφαρχτ σιζε ωασ νοτιχεαβλψ ινχρεασεδ ιν τηε κνοχκ ουτ µουσε ηεαρτ τρανσϖερσε σεχτιονσ 

χοµπαρεδ ωιτη τηε ωιλδ−τψπε χοντρολ σεχτιονσ (44.65#1.37% οφ ΗΦΕ ΚΟ 300−ππµ, 

38.90#1.93% οφ ΗΦΕ ΚΟ 30−ππµ ϖερσυσ 32.75#1.85% οφ ωιλδ τψπε 300−ππµ, 30.00#1.45% 

οφ ωιλδ τψπε 30−ππµ). Σιγνιφιχαντ διφφερενχε ωασ οβσερϖεδ βετωεεν ωιλδ−τψπε 300−ππµ ανδ 

ΗΦΕ ΚΟ 30−ππµ ανδ ΗΦΕ ΚΟ 300−ππµ ηεαρτ χροσσ−σεχτιονσ χοµπαρεδ ωιτη ωιλδ−τψπε 30 

ππµ ιρον. 

 

Apoptotic cell death: 

Ασ σηοων βοτη ωιλδ−τψπε ανδ ΗΦΕ ΚΟ ηεαρτσ δισπλαψεδ σιγνιφιχαντ νυµβερ οφ αποπτοτιχ 

χαρδιοµψοχψτεσ αφτερ 30 µινυτεσ οφ ισχηεµια ανδ 2 ηουρσ οφ ρεπερφυσιον. Τηε ρεσυλτσ ινδιχατε 

σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ νυµβερσ οφ αποπτοτιχ χαρδιοµψοχψτεσ ιν τηε ΗΦΕ ΚΟ µουσε ηεαρτσ 

χοµπαρεδ ωιτη χορρεσπονδινγ ωιλδ−τψπε ηεαρτσ. Τηε νυµβερ οφ αποπτοτιχ χελλσ ωασ ηιγηερ ιν 

ηεαρτσ φεδ διετ χονταινινγ ηιγη ιρον. 

 

II. THIOREDOXIN STUDY 

 

Animals: 

Τηε φυλλ−λενγτη ηυµαν τηιορεδοξιν 1 (ηΤρξ1) χ∆ΝΑ χλονε διγεστεδ βψ ΕχοΡΙ−ΝοτΙ ωασ 

ινσερτεδ ιντο τηε ΕχοΡΙ πλυσ ΣπεΙ διγεστεδ−ηυµαν ∀−αχτιν εξπρεσσιον ϖεχτορ βψ λιγατιον οφ 

χοηεσιϖε ενδσ ατ 5�−ενδ ανδ οφ βλυντ ενδσ ατ 3�−ενδ οφ τηε χ∆ΝΑ. Τηε εντιρε εξπρεσσιον 

σεθυενχε χονταινινγ τηε ηυµαν ∀−αχτιν προµοτερ, ηΤρξ1 χ∆ΝΑ, ανδ Σς40 λατε 
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πολψαδενψλατιον σιτε ωασ σεπαρατεδ φροµ τηε πλασµιδ ϖεχτορ βψ διγεστιον ωιτη ρεστριχτιον 

ενζψµεσ ΚπνΙ ανδ ΣαλΙ, ανδ πυριφιεδ φροµ αγαροσε γελ. Τηε ∆ΝΑ φραγµεντ ωασ τηεν 

µιχροινϕεχτεδ ιντο φερτιλιζεδ µουσε εγγσ ηαρϖεστεδ φροµ µατινγ οφ Β6∆2 (Χ57ΒΛ/6 ⋅ ∆ΒΑ/2) 

Φ1 ηψβριδ µιχε. Ονε τρανσγενιχ φουνδερ ωασ ιδεντιφιεδ βψ Σουτηερν βλοτ αναλψσισ οφ µουσε ταιλ 

∆ΝΑ. Τηε εξπεριµενταλ ανιµαλσ ινχλυδινγ τρανσγενιχ µιχε ανδ νοντρανσγενιχ λιττερµατεσ 

ωερε δεριϖεδ φροµ βρεεδινγ οφ τηε ηοµοζψγουσ τρανσγενιχ φουνδερ ωιτη Β6∆2 Φ1 ηψβριδ 

µιχε. 

 

Confirmation of the hTrx expression in mice: 

Τηε τοταλ ΡΝΑ ωασ ισολατεδ ανδ βλοτ πρεπαρατιον, αναλψσισ περφορµεδ αχχορδινγ το τηε 

προχεδυρεσ δεσχριβεδ βψ Τηοµασ, ανδ ωασ ηψβριδιζεδ ωιτη τηε ηΤρξ1 χ∆ΝΑ.  Το εϖαλυατε τηε 

ελεϖατεδ πρεσενχε οφ τηε ηΤρξ προτειν ιν µψοχαρδιαλ τισσυε, ωε διδ Ωεστερν βλοτ αναλψσισ 

ωηερε ηεαρτ σαµπλεσ ωερε ηοµογενιζεδ ιν 50 µΜ ποτασσιυµ πηοσπηατε βυφφερ, πΗ 7.8, 

χονταινινγ 0.1% Τριτον Ξ−100 ανδ 1 µΜ πηενψλµετηψλ−συλφονψλ φλυοριδε ανδ  προτειν 

χοντεντσ ωερε δετερµινεδ ωιτη τηε υσε οφ α βιχινχηονινιχ αχιδ προτειν ασσαψ κιτ. Τωεντψ−φιϖε 

µιχρογραµσ οφ τοταλ ηεαρτ προτεινσ ωερε σεπαρατεδ ον α 12.5% Σ∆Σ πολψαχρψλαµιδε γελ ανδ 

τηεν τρανσφερρεδ το νιτροχελλυλοσε µεµβρανε. Τηε προτειν βλοτ φιλτερ ωασ φιρστ ρεαχτεδ ωιτη αν 

ιµµυνοαφφινιτψ πυριφιεδ πολψχλοναλ γοατ αντι−ηΤρξ1 αντιβοδιεσ ανδ τηεν ρεαχτεδ ωιτη 

ηορσεραδιση περοξιδασε−χονϕυγατεδ ραββιτ αντι−γοατ ΙγΓ αντιβοδιεσ. ςισυαλιζατιον οφ τηε 

σεχονδαρψ αντιβοδιεσ ωασ περφορµεδ ωιτη τηε ΣυπερΣιγναλ χηεµιλυµινεσχεντ συβστρατεσ φροµ 

Πιερχε. 

Protocol:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  1.  The experimental protocol  
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Isolated working rat and mouse hearts preparation: 

Τηισ πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ τηε µετηοδ οφ ισολατεδ ωορκινγ µιχε ηεαρτ περφυσιον. Τηε ρατ 

εξπεριµεντ�σ στεπσ αρε σιµιλαρ το τηε στυδψ χοµπαρινγ το τηε µιχε ηεαρτ εξχεπτ τηε ανεστηεσια 

τηατ ωασ περφορµεδ ωιτη 80 µγ/κγ β/ω. ιντραπεριτονεαλ ινϕεχτιον σοδιυµ πεντοβαρβιταλ. Τηε 

αφτερλοαδ πρεσσυρε ιν χασε οφ τηε ρατ περφυσιον ωασ 100 µµΗγ (14 ΚΠα), τηε πρελοαδ πρεσσυρε 

ωασ εθυιϖαλεντ το 17 µµΗγ (2,4 ΚΠα). 

 

Cardiac functions: 

Ωε µεασυρεδ τηεµ τηε σαµε ωαψ αχχορδινγ το τηε ΗΦΕ στυδψ δεσχριβεδ αβοϖε. 

 

Determination of the infarct size:  

Ωε διδ ιτ ιν τηε σαµε δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ. 

 

Northern blot analysis: 

Ισολατιον οφ ΡΝΑ ωασ περφορµεδ ασ δεσχριβεδ βψ Ηαττορι ετ αλ. Φορ ελεχτροπηορεσισ, Νορτηερν 

βλοτ τρανσφερ ανδ ηψβριδιζατιον ωερε υσεδ. Ασ α λοαδινγ στανδαρδ, ΓΑΠ∆Η µΡΝΑ ωασ 

εµπλοψεδ. Τηε Νορτηερν βλοτσ ωερε δενσιτοµετριχαλλψ σχαννεδ ανδ τηε ρατιο οφ Τρξ1 οϖερ 

ΓΑΠ∆Η µΡΝΑ ωασ εξπρεσσεδ. Τηε ιµαγεσ ωερε τηεν διγιτιζεδ ανδ αναλψζεδ ωιτη τηε ΝΙΗ 

ιµαγε πυβλιχ δοµαιν ιµαγε αναλψσισ σοφτωαρε προγραµ. 

 

Measurement of malonaldehyde for assessment of oxidative stress: 

Μαλοναλδεηψδε (Μ∆Α) ωασ µεασυρεδ ασ Μ∆Α−∆ΝΠΗ δεριϖατιϖε βψ ΗΠΛΧ. Μ∆Α ωασ 

ασσαψεδ ασ δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ, το µονιτορ τηε δεϖελοπµεντ οφ οξιδατιϖε στρεσσ. 

 

TUNEL assay for assessment of apoptotic cell death: 

Τηε χοµπλετε µετηοδ ωασ πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ. 

 

Statistical analysis: 

Τηε ϖαλυεσ φορ µψοχαρδιαλ φυνχτιοναλ παραµετερσ, Μ∆Α, ρισκ ανδ ινφαρχτ ϖολυµεσ, ανδ ινφαρχτ 

σιζεσ ωερε αλλ εξπρεσσεδ ασ µεαν ± στανδαρδ ερρορ οφ τηε µεαν (ΣΕΜ). Τηε στατιστιχαλ αναλψσισ 

ωασ περφορµεδ βψ ονε−ωαψ αναλψσισ οφ ϖαριανχε ανδ Σχηεφφε�σ µυλτιπλε−χοµπαρισον τεστ φορ 

ανψ διφφερενχεσ βετωεεν τηε µεαν ϖαλυεσ οφ αλλ γρουπσ. ∆ιφφερενχεσ βετωεεν δατα ωερε 

αναλψζεδ φορ σιγνιφιχανχε βψ περφορµινγ α Στυδεντ�σ t−τεστ. Τηε ρεσυλτσ ωερε χονσιδερεδ 

σιγνιφιχαντ ιφ  p < 0.05. 
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RESULTS II. 
 

Experiments with isolated rat hearts  
 

Induction of Trx1 during myocardial adaptation to ischemic stress: 

Νορτηερν βλοτ αναλψσισ ρεϖεαλεδ τηατ Τρξ ωασ πρεσεντ ιν τηε ινταχτ αεροβιχαλλψ περφυσεδ ηεαρτ. 

Ασ εξπεχτεδ, Χ∆∆Π βλοχκεδ τηε εξπρεσσιον οφ Τρξ1. Τηε εξπρεσσιον οφ Τρξ ωασ αλσο ρεδυχεδ 

ιν τηε ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ µψοχαρδιυµ. Ισχηεµιχ στρεσσ αδαπτατιον ενηανχεδ τηε εξπρεσσιον 

οφ Τρξ, ωηιχη ωασ δραστιχαλλψ ρεδυχεδ ωιτη Χ∆∆Π. 

Effects of Trx1 inhibition on the recovery of ventricular function: 

Ωε φουνδ τηατ ποστ−ισχηεµιχ χοντραχτιλε φυνχτιον ωασ νοτ αφφεχτεδ, ωηεν ηεαρτσ ωερε περφυσεδ 

φορ 2 η 45 µιν. ωιτη τηε ΚΗΒ βυφφερ. Τηε χαρδιαχ φυνχτιον ωασ αλσο νοτ αφφεχτεδ, ωηεν τηε 

χοντρολ ηεαρτσ ωερε πρεπερφυσεδ φορ 15 µιν ιν πρεσενχε οφ Χ∆∆Π. Ασ εξπεχτεδ, ρεχοϖερψ οφ 

ποστ−ισχηεµιχ χαρδιαχ φυνχτιον ωασ ρεδυχεδ αφτερ 60 µιν. οφ ρεπερφυσιον, ανδ φυρτηερ ρεδυχεδ 

αφτερ 120 µιν. οφ ρεπερφυσιον. Πρεπερφυσιον ωιτη Χ∆∆Π φυρτηερ ρεδυχεδ τηε ρεχοϖερψ οφ 

χαρδιαχ φυνχτιον. Αδαπτεδ ηεαρτσ δισπλαψεδ σιγνιφιχαντ ρεχοϖερψ οφ ποστ−ισχηεµιχ ϖεντριχυλαρ 

φυνχτιον ασ χοµπαρεδ το τηατ αφτερ ισχηεµια/ρεπερφυσιον. Τηε χαρδιοπροτεχτιϖε εφφεχτσ οφ 

ισχηεµιχ αδαπτατιον ωερε αβρογατεδ, ωηεν τηε αδαπτεδ ηεαρτσ ωερε πρεπερφυσεδ ωιτη Χ∆∆Π. 

 

Effects of Trx1 inhibition of myocardial infract size and cardiomyocyte apoptosis: 

Τηε ισχηεµια/ρεπερφυσιον ινχρεασεδ µψοχαρδιαλ ινφραχτ σιζε ασ ωελλ ασ αποπτοτιχ χελλ δεατη. 

Ωηιλε Χ∆∆Π ιτσελφ ηαδ νο εφφεχτ ον τηε ηεαρτ, ιτ ινχρεασεδ ινφαρχτ σιζε ανδ τηε νυµβερ οφ 

αποπτοτιχ χαρδιοµψοχψτεσ, σλιγητλψ βυτ νοτ σιγνιφιχαντλψ. Μψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε ανδ 

χαρδιοµψοχψτε αποπτοσισ ωερε σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν τηε αδαπτεδ µψοχαρδιυµ. 

Χαρδιοπροτεχτιϖε εφφεχτσ οφ ισχηεµιχ αδαπτατιον ωερε παρτιαλλψ αβολισηεδ, ωηεν τηε αδαπτεδ 

ηεαρτσ ωερε πρεπερφυσεδ ωιτη Χ∆∆Π. 

 

Effects of Trx1 inhibition on ischemia/reperfusion-induced oxidative stress: 

Μ∆Α χοντεντ ωασ ινχρεασεδ προγρεσσιϖελψ ανδ στεαδιλψ ατ τηε περιοδ οφ τηε ρεπερφυσιον τιµε ιν 

αλλ γρουπσ οφ ηεαρτσ. Χ∆∆Π ινχρεασεδ τηε Μ∆Α χοντεντ εϖεν ιν τηε αεροβιχαλλψ περφυσεδ ηεαρτ 

ανδ ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ ηεαρτσ; βυτ τηισ ινχρεασε ωασ νοτ σιγνιφιχαντ. Μ∆Α χοντεντ ωασ 

σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν τηε αδαπτεδ ηεαρτ ανδ τηισ ρεδυχτιον οφ Μ∆Α ωασ ινηιβιτεδ βψ Χ∆∆Π. 
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Experiments with isolated mouse hearts 
 

The hTrx1 is highly expressed in the heart of transgenic mice: 

ΡΝΑ βλοτ αναλψσισ οφ ΡΝΑσ φροµ ϖαριουσ τισσυεσ οφ τρανσγενιχ µιχε ρεϖεαλεδ τηε ηΤρξ1 

µΡΝΑ ισ ηιγηλψ εξπρεσσεδ ιν βραιν, ηεαρτ, λυνγ, σκελεταλ µυσχλε, σπλεεν, ανδ τονγυε. Τωο 

σπεχιεσ οφ ηΤρξ1 µΡΝΑ ωιτη σιζεσ οφ 1.1 ανδ 0.75 κβ αρε εξπρεσσεδ ιν τηε ηεαρτ οφ τρανσγενιχ 

µουσε. Προτειν βλοτ στυδψ σηοωσ τηατ α σινγλε σπεχιεσ οφ 12−κ∆α προτειν ιν τρανσγενιχ ηεαρτ 

ρεαχτσ, στρονγλψ ωιτη τηε πολψχλοναλ αντι−ηΤρξ1 αντιβοδιεσ. 

 

Recovery of myocardium contractile performance: 

∆υε το ηιγη ινχιδενχε ϖεντριχυλαρ φιβριλλατιον ανδ χονδυχτιον διστυρβανχε, τωο ωιλδ τψπε ανδ 

τωο τρανσγενιχ ηεαρτσ ωερε εξχλυδεδ φροµ τηισ στυδψ. Τηε Λς∆Π δισπλαψεδ δεπρεσσεδ ρεχοϖερψ 

αφτερ ισχηεµια χοµπαρεδ το βασελινε ϖαλυεσ ιν βοτη γρουπσ. Ηοωεϖερ, τηε ρεχοϖερψ οφ Λς∆Π 

ωασ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ ιν τηε Τρξ1 γρουπ χοµπαρεδ το ωιλδ−τψπε χοντρολσ. Τηε ρεχοϖερψ οφ 

δp/δt ωασ σιγνιφιχαντ ατ αλλ λεϖελσ. Σιγνιφιχαντλψ, διφφερενχε ιν αορτιχ φλοω ωασ αλσο νοτεδ 

δυρινγ τηε ρεπερφυσιον. Τηερε ωερε νο σιγνιφιχαντ διφφερενχεσ βετωεεν τηε γρουπσ φορ χοροναρψ 

φλοω ανδ ηεαρτ ρατε. 

 

Myocardial infarct sizes in wild-type and Trx1 transgenic mice: 

Ινφαρχτ σιζε εξπρεσσεδ ασ περχεντ ινφαρχτιον το τοταλ αρεα ατ ρισκ ωασ νοτιχεαβλψ δεχρεασεδ ιν 

Τρξ1 τρανσγενιχ µουσε ηεαρτσ (15.90 ± 0.29%) χοµπαρεδ το τηε ωιλδ−τψπε χοντρολ (37.11 ± 

0.18%). 

 

II. STAT5A AND STAT6 STUDY 

 

Knock out mice devoid of STAT5A and STAT6: 

Τηε κνοχκ ουτ µιχε δεϖοιδ οφ ανψ χοπιεσ οφ ειτηερ ΣΤΑΤ5Α ορ ΣΤΑΤ6 ωερε οβταινεδ φροµ 

τηε ϑαχκσον Λαβορατορψ (Βαρ Ηαρβορ, ΜΕ). Τηε Ωεστερν βλοτ αναλψσισ δεµονστρατεσ χοµπλετε 

αβσενχε οφ ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6 ιν τηε ηεαρτ οφ τηεσε µιχε. Χορρεσπονδινγ ωιλδ−τψπε µιχε 

(Β6129ΣΦ2/ϑ101045 φορ ΣΤΑΤ5Α ανδ ΒΑΛΒ/χϑ000651 φορ ΣΤΑΤ6) ωερε αλσο οβταινεδ φροµ 

τηε σαµε συππλιερ.  

 

Isolated working mice and rat perfusion system: 

Ιτ ωασ περφορµεδ βψ σαµε µαννερ ασ ωε πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ. 
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Protocol: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2.  Experimental protocol  
 

Measurement of the infarct size and apoptotic cardiomyocytes cell death by TUNEL 

method: 

Ωε διδ ιτ αχχορδινγ το ΗΦΕ ανδ Τρξ στυδψ.  

 

Western blot analysis: 

Λεφτ ϖεντριχλεσ φροµ ηεαρτσ ωερε ηοµογενιζεδ ιν α βυφφερ χονταινινγ (ιν µΜ) 25 Τρισ  ΗΧλ, 25 

ΝαΧλ, 1 ορτηοϖαναδατε,10 ΝαΦ, 10 πψροπηοσπηατε, 10 οκαδαιχ αχιδ, 0.5 ΕΓΤΑ, ανδ 1 ΠΜΣΦ. 

Προτεινσ (100 ∃γ) οφ εαχη ηεαρτ ηοµογενατε ωερε ινχυβατεδ ωιτη 1 ∃γ οφ αντιβοδψ αγαινστ 

ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6 (Σαντα Χρυζ Βιοτεχηνολογψ; Σαντα Χρυζ, ΧΑ) φορ 1 η ατ 4°Χ. Τηε 

ιµµυνε χοµπλεξεσ ωερε πρεχιπιτατεδ ωιτη προτειν Α−Σεπηαροσε, ανδ ιµµυνοπρεχιπιτατεσ 

ωερε σεπαρατεδ βψ Σ∆Σ−ΠΑΓΕ ανδ ιµµοβιλιζεδ ον πολψϖινψλιδενε διφλυοριδε µεµβρανε. Τηε 

µεµβρανε ωασ ιµµυνοβλοττεδ ωιτη πηοσπηοτψροσινε (ΠΨ20) χλονε αντιβοδιεσ το εϖαλυατε τηε 

πηοσπηορψλατιον οφ ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6. Τηε µεµβρανε ωασ στριππεδ ανδ ρεβλοττεδ ωιτη 

σπεχιφιχ αντιβοδιεσ αγαινστ ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6. Τηε ρεσυλτινγ βλοτσ ωερε διγιτιζεδ ανδ 

συβϕεχτεδ το δενσιτοµετριχ σχαννινγ υσινγ α στανδαρδ ΝΙΗ ιµαγε προγραµ. 

 

Statistical Analysis: 

Τηε ϖαλυεσ φορ µψοχαρδιαλ φυνχτιοναλ παραµετερσ, νυµβερ οφ αποπτοτιχ χαρδιοµψοχψτεσ, ανδ 

ινφαρχτ σιζεσ ωερε αλλ εξπρεσσεδ ασ τηε µεανσ # ΣΕ. Τηε στατιστιχαλ αναλψσισ ωασ περφορµεδ βψ 

ονε−ωαψ αναλψσισ οφ ϖαριανχε φορ ανψ διφφερενχεσ βετωεεν τηε µεαν ϖαλυε οφ αλλ γρουπσ. 
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∆ιφφερενχεσ βετωεεν δατα ωερε αναλψζεδ φορ σιγνιφιχανχε βψ περφορµινγ α Στυδεντ�σ t−τεστ. Τηε 

ρεσυλτσ ωερε χονσιδερεδ σιγνιφιχαντ ιφ P <0.05. 

 

RESULT III.  

Experiments with isolated rat hearts 

Phosphorylation of STAT5A and STAT6: 

Ωεστερν βλοτ αναλψσισ ρεϖεαλεδ τηατ βοτη ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6 αρε εξτενσιϖελψ πηοσπηορψλατεδ 

δυρινγ πρεχονδιτιονινγ. Τηε τψρπηοστιν ορ ΠΠΙ ηαδ νο εφφεχτ ον τηε πηοσπηορψλατιον οφ ειτηερ 

ΣΤΑΤσ (χοντρολ), βυτ τηεψ παρτιαλλψ βλοχκεδ τηε πηοσπηορψλατιον οφ ΣΤΑΤ5Α δυρινγ 

πρεχονδιτιονινγ. Ιντερεστινγλψ, ΠΠΙ ωασ θυιτε εφφεχτιϖε ιν βλοχκινγ τηε πηοσπηορψλατιον οφ 

ΣΤΑΤ5Α, βυτ ιτ ηαδ νο εφφεχτ ον ΣΤΑΤ6 πηοσπηορψλατιον, συγγεστινγ α ρολε οφ σρχ κινασε ιν 

ΣΤΑΤ5Α πηοσπηορψλατιον ονλψ. Τψρπηοστιν ρεδυχεδ τηε πηοσπηορψλατιον οφ βοτη τηε ΣΤΑΤσ, 

συγγεστινγ τηε ινϖολϖεµεντ οφ ϑΑΚ2 ιν ΣΤΑΤ πηοσπηορψλατιον. 

 

Effects of inhibition of phosphorylation of STAT5A and STAT6 on myocardial infarct 

size and cardiomyocytes apoptosis: 

 
Μψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε ανδ χαρδιοµψοχψτεσ αποπτοσισ ωερε σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν τηε 

πρεχονδιτιονεδ ηεαρτ. Ωηερεασ νονε οφ τηεσε ινηιβιτορσ ινχλυδινγ τψρπηοστιν, ΠΠΙ, ανδ ΛΨ−

294002 ηαδ ανψ εφφεχτ ον τηε ηεαρτ φυνχτιον, τηεψ παρτιαλλψ αβολισηεδ τηε χαρδιοπροτεχτιον 

αφφορδεδ βψ πρεχονδιτιονινγ βψ ινχρεασινγ τηε ινφαρχτ σιζε ανδ τηε νυµβερ οφ αποπτοτιχ 

χαρδιοµψοχψτεσ, συγγεστινγ α ρολε οφ µυλτιπλε σιγναλ τρανσδυχτιον πατηωαψσ ιν πρεχονδι−

τιονινγ. Ινηιβιτιον οφ ΠΙ−3 κινασε ωιτη ΛΨ−294002 χοµπλετελψ αβολισηεδ τηε χαρδιοπροτεχτιϖε 

αβιλιτιεσ οφ πρεχονδιτιονινγ. 

Experiments with isolated mouse hearts  
 

Recovery of myocardium contractile performance and infarct size after 

ischemia/reperfusion: 

 
Τηε ρεσυλτσ ινδιχατε τηατ τηε ηεαρτσ φροµ ΣΤΑΤ5Α κνοχκ ουτ µιχε χουλδ νοτ βε πρεχονδιτιονεδ 

βεχαυσε τηερε ωερε νο διφφερενχεσ ιν τηε ινφαρχτ σιζε, τηε νυµβερ οφ αποπτοτιχ χαρδιοµψοχψτεσ, 

ανδ χαρδιαχ φυνχτιονσ βετωεεν τηε ισχηεµια−ρεπερφυσιον γρουπ ανδ τηε πρεχονδιτιονεδ γρουπ. 

Ιν χοντραστ, πρεχονδιτιονινγ σιγνιφιχαντλψ δεχρεασεδ τηε µψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε ανδ ρεδυχεδ 

τηε νυµβερ οφ αποπτοτιχ χαρδιοµψοχψτεσ ιν τηεσε ηεαρτσ ινδιχατινγ τηατ ΣΤΑΤ6 κνοχκ ουτ 

ηεαρτσ χουλδ βε πρεχονδιτιονεδ. 
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IV. COXB III. , ATPS6, and HO-1  

 

Isolated „working heart” preparation: 

Ιτ ωασ περφορµεδ βψ σαµε µαννερ ασ ωε πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ. 

 

Induction of diabetes: 

∆ιαβετεσ µελλιτυσ ωασ ινδυχεδ βψ ι.ϖ. ινϕεχτιον οφ στρεπτοζοτοχιν (55 µγ/κγ). 

 

Heme oxygenase-1 studies: 

Αν επιχαρδιαλ ΕΧΓ ωασ ρεχορδεδ τηρουγηουτ τηε εξπεριµενταλ περιοδ βψ τωο σιλϖερ ελεχτροδεσ 

ατταχηεδ διρεχτλψ το τηε ηεαρτ. 

 

Mitochondrial gene expression studies: 

Σερυµ γλυχοσε ωασ µεασυρεδ βψ α σπεχτροπηοτοµετερ υσινγ στανδαρδ ασσαψ κιτσ. ΕΧΓ ωασ 

ρεγιστερεδ βψ α ρεχορδερ (Ηαεµοσψσ, Εξπεριµετρια) τηρουγηουτ τηε εξπεριµενταλ περιοδ βψ τωο 

σιλϖερ ελεχτροδεσ ατταχηεδ διρεχτλψ το τηε ηεαρτ. 

 

Total RNA isolation: 

Τοταλ ΡΝΑ ωασ ισολατεδ φροµ ηεαρτ τισσυε (100 µγ) βψ ηοµογενιζατιον ιν 1 µλ οφ ΤΡΙζολ 

ρεαγεντ (Γιβχο ΒΡΛ, Γερµανψ), α γυανιδιυµ τηιοχιανατε µετηοδ. Τηε ΡΝΑ πελλετσ ωερε 

δισσολϖεδ ιν 100 ∝λ διετηψλ πψροχαρβονατε ωατερ, τηε χονχεντρατιονσ ωερε χαλχυλατεδ φροµ τηε 

αβσορβανχε ατ 260 νµ µεασυρεδ βψ υλτραϖιολετ σπεχτροσχοπψ.  

 

Northern blot: 

Ηψβριδιζατιονσ ωερε περφορµεδ ασ πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ. ΡΝΑ ωασ πρεπαρεδ φροµ τηε λεφτ 

ϖεντριχλε (αβουτ 100 µγ), ανδ 5 ∃γ τοταλ ΡΝΑ ωασ συβϕεχτεδ το ελεχτροπηορεσισ ιν 

φορµαλδεηψδε−χονταινινγ 1% αγαροσε γελσ ανδ τρανσφερρεδ το νψλον µεµβρανεσ βψ στανδαρδ 

χαπιλλαρψ τρανσφερ. Ηψβριδιζατιον ωασ χαρριεδ ουτ ωιτη 
32

Π−λαβελεδ προβεσ ιν α ηψβριδιζατιον 

οϖεν. Αφτερ αυτοραδιογραπηψ ανδ αυτοµατεδ ραδιοµετριχ σχαννινγ, στριππινγ ανδ ρε−προβινγ φορ 

ηουσεκεεπινγ γενε µΡΝΑ λεϖελσ (ΓΑΠ∆Η), τηε µεµβρανεσ∋ ΡΝΑ ωασ ρουτινελψ εµπλοψεδ 

φορ στανδαρδιζατιον οφ θυαντιτατιϖε µεασυρεµεντσ. 

 

Western blot: 

Μψοχαρδιαλ σαµπλεσ ωερε ηοµογενιζεδ ιν Τρισ−ΗΧλ (13.2 µΜ/Λ), γλψχερολ (5.5%), Σ∆Σ 

(0.44%), ανδ !−µερχαπτοετηανολ. Τηε σαµε αµουντ οφ σολυβλε προτειν (50 ∝γ) ωασ 

φραχτιονατεδ βψ Τρισ−γλψχινε−Σ∆Σ−πολψαχρψλαµιδε γελ (12%) ελεχτροπηορεσισ, ανδ Ωεστερν βλοτ 
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ωασ χαρριεδ ουτ ασ δεσχριβεδ βψ Πελλαχανι ετ αλ ωιτη τηε υσε οφ αν αντιβοδψ το ρεχοµβιναντ ρατ 

ΗΟ−1 προτειν. 

 

RT-PCR: 

Αλιθυοτσ χονταινινγ 50 νγ τοταλ ΡΝΑ ορ 20 νγ µΡΝΑ ωερε διγεστεδ ωιτη αµπλιφιχατιον γραδε 

∆ΝΑσε Ι (ΓιβχοΒΡΛ) το ρεµοϖε ανψ ∆ΝΑ χονταµινατιον ανδ ρεϖερσε τρανσχριβεδ ιντο χ∆ΝΑ 

υσινγ 0.1 ∃γ ρανδοµ 9−µερ πριµερσ (Στραταγενε). Θυαντιτατιον ωασ δονε ασ δεσχριβεδ βψ 

Φελδµαν ετ αλ [21]. Αλιθυοτσ χορρεσπονδινγ το 0.1 ∃γ ινιτιαλ τοταλ ΡΝΑ ωασ αµπλιφιεδ φορ 12−

26 χψχλεσ υσινγ σπεχιφιχ πριµερσ (5�−ΧΓΑΑΧΧΤΓΑΓΧΧΧΤΑΑΤΑ ανδ 5�−

ΓΤΑΓΧΤΧΧΤΧΧΓΑΤΤΑΓΑ, 312 βπ φορ ΑΤΠασε 6; 5�−ΧΤΤΑΓΧΑΤΧΑΓΓΑΓΤΧΤΧ ανδ 

5�−ΤΑΤΧΑΤΓΧΤΓΧΓΓΧΤΤΧΑ, 338 βπ φορ χψτοχηροµε οξιδασε ΙΙΙ) ιν αν οπτιµιζεδ ρεαχτιον 

υσινγ τηε ΑµπλιΤαθ ΠΧΡ κιτ. Φραγµεντσ ωερε ραδιολαβελεδ βψ τηε υσε οφ 10 ∃Χι [
32

Π]δΧΤΠ 

περ ρεαχτιον ανδ φιϖε 1/10 ϖολυµε αλιθυοτσ ωερε τακεν εϖερψ τωο χψχλεσ. Υνινχορπορατεδ 

νυχλεοτιδεσ ωερε σεπαρατεδ ον 3% αγαροσε γελ ελεχτροπηορεσισ ανδ ραδιοαχτιϖιτψ ινχορπορατεδ 

ιν αµπλιφιεδ φραγµεντσ µεασυρεδ βψ λιθυιδ σχιντιλλατιον. 

 

Determination of infarct size: 

Ωε διδ σαµε ωαψ, δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ. 

 

Determination of CO content: 

Ωε µεασυρεδ τισσυε ΧΟ χοντεντ υσινγ γασ χηροµατογραπηψ ασ δεσχριβεδ βψ Χοοκ ετ αλ. 

 

Measurement of cellular Na
+
, K

+
, and Ca

2+
: 

Χελλυλαρ ελεχτρολψτεσ ωερε µεασυρεδ ασ δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ. 

 

Immunohistochemistry: 

Παραφφιν σεχτιονσ (5 ∝µ) οφ λεφτ ϖεντριχυλαρ τισσυε ωερε ινχυβατεδ ιν τηε πρεσενχε οφ πολψχλοναλ 

αντιβοδψ ανδ πυριφιεδ λιϖερ ΗΟ−1 οβταινεδ φροµ ρατσ (Στρεσσ Γεν Βιοτεχη., Χαναδα). Ρεαχτιονσ 

ωερε ϖισυαλιζεδ βψ ιµµυνοπεροξιδασε χολορ ρεαχτιον ιν ωιλδ−τψπε (+/+), ηετεροζψγουσ (+/−), 

ανδ ηοµοζψγουσ (−/−) ΗΟ−1 µυταντ µιχε.  

 

Statistics: 

Τηε δατα φορ ΗΡ, ΧΦ, ΑΦ, ΑΟΠ, ΑΟΠ δπ/δτ, ινφαρχτ σιζε, µψοχαρδιαλ ελεχτρολψτε χοντεντσ ανδ 

τισσυε ΧΟ ωερε εξπρεσσεδ ασ τηε µεαν ± ΣΕΜ. Ονε−ωαψ αναλψσισ οφ ϖαριανχε ωασ φιρστ χαρριεδ ουτ 

το τεστ φορ ανψ διφφερενχεσ βετωεεν τηε µεαν ϖαλυεσ οφ αλλ γρουπσ. Ιφ διφφερενχεσ ωερε εσταβλισηεδ 
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τηε ϖαλυεσ οφ ωιλδ τψπε γρουπσ ωερε χοµπαρεδ το τηοσε οφ ΗΟ−1 ηετεροζψγουσ ανδ ηοµοζψγουσ 

γρουπσ, ανδ τηε ϖαλυεσ οφ τηε διαβετιχ γρουπσ ωερε χοµπαρεδ ωιτη τηοσε οφ τηε νονδιαβετιχ 

αγε−µατχηεδ χοντρολσ βψ µυλτιπλε τ−τεστ φολλοωεδ βψ Βονφερρονι χορρεχτιον. Α χηανγε οφ π<0.05 

ωασ χονσιδερεδ το βε στατιστιχαλλψ σιγνιφιχαντ. 

 

RESULTS IV. 

 

The mRNA expression of the identified genes: 

Τηε υπρεγυλατιον οφ ΧΟΞΒΙΙΙ ωασ οβσερϖεδ ασ εαρλψ ασ 30 µιν φολλοωινγ τηε ονσετ οφ 

ισχηεµια (
#
π<0.05 ϖσ. χοντρολσ) ανδ αφτερ 120 µιν οφ ρεπερφυσιον ιν νονδιαβετιχ ανδ 

νονφιβριλλατεδ ηεαρτσ (
#
π<0.05 ϖσ. χοντρολσ). 

 

Cardiac functions and serum glucose: 

Χαρδιαχ φυνχτιον (ΑΦ ανδ Λς∆Π) ωασ ρεδυχεδ ιν διαβετιχ µψοχαρδιυµ (σερυµ γλυχοσε: 

508#31 µγ/δλ) ιν χοµπαρισον ωιτη τηε αγε−µατχηεδ νονδιαβετιχ (σερυµ γλυχοσε: 128#31 

µγ/δλ) ηεαρτσ. Ρεπερφυσιον ρεσυλτεδ ιν α ρελατιϖελψ ωεακ ποστισχηεµιχ χαρδιαχ φυνχτιον ιν 

νονδιαβετιχ νονφιβριλλατεδ µψοχαρδιυµ. Ιν ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ νονδιαβετιχ ηεαρτσ φυρτηερ 

σιγνιφιχαντ ρεδυχτιον ιν ποστισχηεµιχ χαρδιαχ φυνχτιον ωασ οβσερϖεδ. Ιν ελεχτριχαλλψ φιβριλλατεδ 

νονδιαβετιχ µψοχαρδιυµ, τηε ποστφιβριλλατεδ χαρδιαχ φυνχτιον ωασ σιγνιφιχαντλψ ιµπροϖεδ ιν 

χοµπαρισον ωιτη τηε ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ ανδ φιβριλλατεδ γρουπ. Ιν διαβετιχ 

ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ, φιβριλλατεδ ανδ νονφιβριλλατεδ ηεαρτσ, τηε τρενδ ιν τηε ρεχοϖερψ οφ 

ποστισχηεµιχ χαρδιαχ φυνχτιον ωασ τηε σαµε ασ ιτ ωασ οβσερϖεδ ιν τηε νονδιαβετιχ γρουπ, 

ηοωεϖερ χαρδιαχ φυνχτιον ανδ χοντραχτιλιτψ ωερε σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν διαβετιχ γρουπσ 

χοµπαρεδ το τηε αγε−µατχηεδ νονδιαβετιχ ϖαλυεσ. 

 

HO-1 knockout mice: 

Τηε λοω ΗΟ−1 (−/−) µιχε συρϖιϖαλ περχενταγε (αβουτ 18 %) ωασ µαινταινεδ ιν µατινγσ 

βετωεεν ΗΟ−1 (+/−) ανδ ΗΟ−1 (−/−) µιχε, ωηιχη ψιελδεδ 105 ΗΟ−1 (+/−) ανδ 13 ΗΟ−1 (−/−) 

µιχε, ηοωεϖερ µατινγσ βετωεεν ΗΟ−1 (−/−) µαλεσ ανδ ΗΟ−1 (−/−) φεµαλεσ διδ νοτ ψιελδ ϖιαβλε 

λιττερσ. 

 

HO-1 in nonischemic mouse heart: 

Immunohistochemistry: 

Λεφτ ϖεντριχυλαρ χαρδιαχ βιοπσιεσ ωερε οβταινεδ φροµ α ωιλδ τψπε (+/+), α ηετεροζψγουσ (+/−), 
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ανδ α ηοµοζψγουσ µυταντ (−/−) µουσε ηεαρτ, ρεσπεχτιϖελψ, περφυσεδ υνδερ αεροβιχ χονδιτιονσ, 

τηεν συβϕεχτεδ το ιµµυνοχηεµιχαλ ρεαχτιον. Ηοµογενουσ χψτοπλασµιχ σταινινγ οφ ΗΟ−1 ιν 

ωιλδ τψπε (+/+) νονισχηεµιχ µψοχαρδιυµ ωασ οβσερϖεδ αφτερ 20 µιν οφ αεροβιχ περφυσιον. 

 

Northern blot: 

Βλοτσ ωερε ηψβριδιζεδ ωιτη α ρατ ΗΟ−1 χ∆ΝΑ προβε ρεχογνιζινγ α µαϕορ µΡΝΑ βανδ οφ 

αππροξιµατελψ 1.5 κβ ιν βοτη τηε (+/+) ανδ (+/−) µουσε µψοχαρδιυµ, ρεσπεχτιϖελψ. 

 

Western blot: 

ΗΟ−1 προτειν εξπρεσσιον ωασ δετεχτεδ ωιτη τηε υσε οφ ρεχοµβιναντ ρατ ΗΟ−1 αντιβοδψ ασ 

δεσχριβεδ ιν τηε Μετηοδσ. ∆ατα χλεαρλψ σηοω τηατ νειτηερ ΗΟ−1 µΡΝΑ νορ ιτσ προτειν ωασ 

δετεχτεδ ιν τηε ηοµοζψγουσ (−/−) µψοχαρδιυµ περφυσεδ υνδερ αεροβιχ χονδιτιονσ. 

 

HO-1 in ischemic/reperfused hearts: 

Immunohistochemistry: 

Ιν ηεαρτσ συβϕεχτεδ το 20 µιν οφ ισχηεµια φολλοωεδ βψ 120 µιν οφ ρεπερφυσιον. Υπον 

ρεπερφυσιον, ιν ωιλδ τψπε (+/+) χοντρολ µιχε, ΗΟ−1 ενζψµε λοχαλιζατιον ωασ δετεχτεδ ιν 

νονφιβριλλατεδ/ρεπερφυσεδ µψοχαρδιυµ (Νο−ςΦ). 

 

Western blot: 

ΗΟ−1 προτειν εξπρεσσιον ωασ δετεχτεδ ιν ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ νονφιβριλλατεδ (Νο−ςΦ) ωιλδ 

τψπε (+/+) ανδ νονφιβριλλατεδ ηετεροζψγουσ (+/−) ηεαρτσ. Ηοωεϖερ, ιν ΗΟ−1 ηοµοζψγουσ ηεαρτσ 

(−/−), ΗΟ−1 προτειν ωασ νοτ δετεχτεδ ειτηερ ιν ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ νονφιβριλλατεδ (ελεχτριχαλλψ 

δεφιβριλλατεδ) ορ φιβριλλατεδ µψοχαρδιυµ. 

 

Endogenous CO detection in mouse myocardium: 

Ιν ωιλδ τψπε (+/+) ανδ ηετεροζψγουσ (+/−) ηεαρτσ συβϕεχτεδ το 20 µιν οφ ισχηεµια φολλοωεδ βψ 

30 µιν ανδ 120 µιν οφ ρεπερφυσιον, α συβσταντιαλ ινχρεασε ιν ΧΟ προδυχτιον ωασ οβσερϖεδ ιν 

χοµπαρισον ωιτη τηε νονισχηεµιχ ωιλδ τψπε (+/+) µψοχαρδιυµ. Ηοωεϖερ, ιν τηε ηοµοζψγουσ 

(−/−) µουσε µψοχαρδιυµ, ενδογενουσ ΧΟ προδυχτιον βεχαυσε οφ τηε λαχκ οφ τηε φυνχτιον οφ 

ΗΟ−1 σψστεµ ωασ δετεχτεδ ατ α λοω λεϖελ. 

 

Cardiac function, infarct size and myocardial Na
+
, K

+
, and Ca

2+
 contents: 

Βεφορε τηε ινδυχτιον οφ γλοβαλ ισχηεµια α σιγνιφιχαντ ρεδυχτιον ιν ΗΡ, ΧΦ, ΑΦ, ΑΟΠ, ανδ 

ΑΟΠ δπ/δτ ωασ οβσερϖεδ ιν ΗΟ−1 κνοχκουτ ηοµοζψγουσ (−/−) µουσε ηεαρτσ ιν χοµπαρισον 
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ωιτη τηε χορρεσπονδινγ ϖαλυεσ οβταινεδ ιν ωιλδ τψπε (+/+) ανδ ηετεροζψγουσ (+/−) µουσε 

µψοχαρδιυµ. Ινφαρχτ σιζε ωασ σιγνιφιχαντλψ ινχρεασεδ φροµ 37.6±4 % (ωιλδ τψπε) ανδ 38.5±4 

% (ΗΟ−1 ηετεροζψγουσ) το 49.5±5 % (π<0.05) ιν τηε ΗΟ−1 ηοµοζψγουσ γρουπ. Τισσυε Να
+
 

ανδ Χα
2+

 χοντεντσ αρε σιγνιφιχαντλψ ελεϖατεδ βεφορε τηε ινδυχτιον οφ ισχηεµια ιν τηε −/− 

µψοχαρδιυµ ιν χοµπαρισον ωιτη τηε +/+ ανδ +/− ϖαλυεσ. Ιν αδδιτιον, τηε χελλυλαρ Κ
+
 ωασ 

σιγνιφιχαντλψ ατ α λοωερ λεϖελ (253±8 ∝µολ/γ δρψ ωειγητ) ιν τηε −/− γρουπ χοµπαρεδ το τηε 

νονισχηεµιχ +/+ ϖαλυε (278±7 ∝µολ/γ δρψ ωειγητ). 
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DISCUSSION 

 

Discussion I. 

 

Ιν τηε φιρστ παρτ οφ τηε στυδψ, ωε φουνδ τηατ ιρον χοντεντ οφ τηε διετ ιντεραχτεδ ωιτη τηε ΗΦΕ 

πολψµορπηισµ το ινχρεασε ισχηεµια/ρεπερφυσιον ινϕυρψ ιν τηε ηεαρτ. Ιρον οϖερλοαδ ισ τηε µοστ 

χοµµον µεταλ−ρελατεδ τοξιχιτψ τηατ χαν ρεσυλτ ιν χαρδιοµψοπατηψ ανδ αρρηψτηµιασ λεαδινγ το 

ηεαρτ φαιλυρε. Τηε εξαχτ µεχηανισµ(σ) βψ ωηιχη ιρον οϖερλοαδ ινδυχεσ µψοχαρδιαλ ινϕυρψ ισ 

νοτ χοµπλετελψ υνδερστοοδ, βυτ τηε ρεσυλτσ δεµονστρατε τηε πρεσενχε οφ ινχρεασεδ γρανυλεσ οφ 

βοτη Φε
2+

 ανδ Φε
3+ 

ιν τηε ηεαρτσ οφ τηε χηρονιχαλλψ ιρον−λοαδεδ µιχε. Τηεσε ρεσυλτσ συππορτ τηε 

νοτιον τηατ ιρον−χαταλψζεδ ΟΗ• ραδιχαλ φορµατιον (Φεντον Ρεαχτιον) µαψ βε πριµαριλψ 

ρεσπονσιβλε φορ τηε φορµατιον οφ ΡΟΣ, ωηιχη τηεν λεαδ το χελλυλαρ ινϕυρψ. Τηε ρεσυλτσ οφ ουρ 

στυδψ δοχυµεντ τηατ τηε αµουντ οφ Μ∆Α, πρεσυµπτιϖε µαρκερ φορ λιπιδ περοξιδατιον ανδ 

οξιδατιϖε στρεσσ, ωασ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ ιν ηεαρτσ οφ ΗΦΕ ΚΟ µιχε χοµπαρεδ ωιτη τηοσε 

πρεσεντ ιν τηε ωιλδ−τψπε µουσε ηεαρτ. Χονσιστεντ ωιτη τηεσε ρεσυλτσ, τηε αµουντ οφ Μν−ΣΟ∆, 

Χυ/Ζν−ΣΟ∆, χαταλασε, ανδ ΓΣΗΠξ−1 αχτιϖιτιεσ ωερε λοωερεδ ιν ΗΦΕ ΚΟ µουσε ηεαρτσ ασ 

χοµπαρεδ ωιτη τηοσε ιν τηε ωιλδ−τψπε ηεαρτσ. Τηε ρεσυλτσ οφ τηε πρεσεντ στυδψ σηοω τηατ ΗΦΕ 

ΚΟ µουσε ηεαρτσ αρε συβϕεχτεδ το εξχεσσιϖε οξιδατιϖε στρεσσ ανδ γρεατερ δεγρεε οφ ισχηεµιχ 

ρεπερφυσιον ινϕυρψ ασ εϖιδενχεδ βψ ινχρεασεδ µψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε ανδ χαρδιοµψοχψτε 

αποπτοσισ ανδ ρεδυχεδ ποστισχηεµιχ ϖεντριχυλαρ ρεχοϖερψ. Τηε ρολε οφ ΡΟΣ ισ φυρτηερ 

συππορτεδ φροµ τηε ρεσυλτσ τηατ ΗΦΕ ΚΟ ηεαρτσ οφ τηε µιχε φεδ ηιγη−ιρον διετ ωερε συβϕεχτεδ 

το γρεατερ δεγρεε οφ οξιδατιϖε στρεσσ ανδ ασ α ρεσυλτ γρεατερ δεγρεε οφ µψοχαρδιαλ ινϕυρψ. 

Μαµµαλιαν ηεαρτσ αρε προτεχτεδ φροµ τηε χελλυλαρ ινϕυρψ βψ τηειρ οων δεφενσε σψστεµ, ωηιχη 

ινχλυδεσ ϖαριουσ ιντραχελλυλαρ αντιοξιδαντσ, συχη ασ γλυτατηιονε, %−τοχοπηερολ, ασχορβιχ αχιδ, ∀−

χαροτενε; ανδ αντιοξιδαντ ενζψµεσ τηατ ινχλυδε ΣΟ∆, χαταλασε, ανδ γλυτατηιονε περοξιδασε. 

Τηεσε χελλυλαρ χοµπουνδσ ρεδυχε/ελιµινατε τηε οξιδατιϖε στρεσσ βψ διρεχτλψ θυενχηινγ τηε 

ρεαχτιϖε οξψγεν σπεχιεσ βεφορε τηεψ δαµαγε ϖιταλ χελλυλαρ χοµπονεντσ, ανδ τηερεφορε, τηεψ χαν 

βε χονσιδερεδ ασ παρτ οφ τηε φιρστ λινε οφ δεφενσε αγαινστ τηε εξτερναλ στρεσσ. Τηε λεϖελσ οφ τηεσε 

αντιοξιδαντ ενζψµεσ ρεδυχεδ δραµατιχαλλψ ιν τηε ηεαρτ οφ τηε ΗΦΕ ΚΟ µιχε φεδ ηιγη−ιρον διετ, 

συγγεστινγ τηατ ινχρεασεδ ιρον λεϖελσ ρεσυλτινγ ιν α ηιγηερ αµουντ οφ οξιδατιϖε στρεσσ χουλδ βε 

ινστρυµενταλ φορ τηε ρεδυχεδ λεϖελ οφ αντιοξιδαντ ενζψµεσ ιν τηεσε ηεαρτσ. ΗΦΕ µυτατιον ισ 

χοµµον ιν χερταιν ετηνιχ πορτιονσ οφ τηε ποπυλατιον, τηατ αβουτ 10% ορ τηεσε ποπυλατιονσ αρε 

ηετεροζψγοτεσ, ανδ τηατ ηετεροζψγοτεσ εξηιβιτ ηιγηερ βοδψ ιρον λεϖελσ τηαν νορµαλ. 

Επιδεµιολογιχαλ ινϖεστιγατιον αλσο συππορτσ τηε ρολε οφ ινχρεασεδ ιρον ιν λονγ−τερµ ρισκ οφ 
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χοροναρψ εϖεντσ, ινχλυδινγ µψοχαρδιαλ ινφαρχτιον. Φυρτηερ ωορκ σηουλδ ινχλυδε εξαµινατιον οφ 

ποσσιβλε ινχρεασεδ συσχεπτιβιλιτψ οφ ηεαρτ το οτηερ ινσυλτσ, ανδ εξαµινατιον οφ οτηερ γενετιχ 

πολψµορπηισµσ τηατ αφφεχτ ορ µοδιφψ τηε ΗΦΕ γενε ιν ιρον αβσορπτιον. Φυτυρε εξπεριµεντσ 

σηουλδ αλσο ινϖεστιγατε τηε ιµπαχτ οφ αντιοξιδαντ αδµινιστρατιον ον τηε αβιλιτψ οφ τηε ηιγη−ιρον 

διετ το ινδυχε χαρδιαχ δαµαγε, ασ ωελλ ασ χονσιδερατιον οφ οτηερ διεταρψ χονστιτυεντσ τηατ µαψ 

µοδιφψ τηε αβσορπτιον ανδ/ορ αϖαιλαβιλιτψ οφ ιρον συχη ασ πηψτατε ανδ ϖιταµιν Χ. 

 

Discussion II. 

 

Τηε ρεσυλτσ οφ τηε πρεσεντ στυδψ δεµονστρατε τηατ Τρξ πλαψσ αν ιµπορταντ ρολε ιν µψοχαρδιαλ 

ισχηεµια/ρεπερφυσιον ινϕυρψ. Τηερε αρε σεϖεραλ σαλιεντ φεατυρεσ οφ τηε στυδψ ινχλυδινγ: 

 

1.    Τρξ1, ωηιχη ισ υβιθυιτουσλψ πρεσεντ ιν τηε ηεαρτ, ισ δοωνρεγυλατεδ αφτερ 

ισχηεµια/ρεπερφυσιον βυτ υπρεγυλατεδ  ιν τηε αδαπτεδ µψοχαρδιυµ; 

2.    Ινηιβιτιον οφ Τρξ1 ωιτη Χ∆∆Π αβρογατεδ χαρδιοπροτεχτιϖε εφφεχτσ οφ ισχηεµιχ 

αδαπτατιον ασ εϖιδενχεδ φροµ ιµπαιρεδ ποστ−ισχηεµιχ ϖεντριχυλαρ ρεχοϖερψ, 

ινχρεασεδ µψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε, ανδ  χαρδιοµψοχψτεσ αποπτοσισ; 

         3.      Ινηιβιτιον οφ Τρξ1 ενηανχεσ οξιδατιϖε στρεσσ ιν τηε αδαπτεδ µψοχαρδιυµ; 

4.      Τρανσγενιχ µουσε ηεαρτσ ωιτη εξτρα χοπιεσ οφ Τρξ1 αρε ρεσισταντ το µψοχαρδιαλ    

          ισχηεµιχ/ρεπερφυσιον ινϕυρψ; 

 

Μψοχαρδιαλ ισχηεµια/ρεπερφυσιον ισ ασσοχιατεδ ωιτη ινχρεασεδ ΡΟΣ φορµατιον, ωηιχη ισ 

σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ βψ ισχηεµιχ στρεσσ αδαπτατιον. Χονσιστεντ ωιτη τηεσε ρεσυλτσ, αν ινχρεασε 

χαρδιοµψοχψτε αποπτοσισ ιν τηε ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ ηεαρτ ισ πρεϖεντεδ βψ πρεχονδιτιονινγ. Α 

ρεδυχτιον οφ Τρξ εξπρεσσιον ασ α ρεσυλτ οφ Τρξ οξιδατιον λεαδσ το τηε δεϖελοπµεντ οφ οξιδατιϖε 

στρεσσ ανδ ινδυχεσ αποπτοτιχ χελλ δεατη. Ωε ηαϖε υσεδ χισπλατιν ανδ Χ∆∆Π το ινηιβιτ Τρξ1. 

Χ∆∆Π, αν αντιτυµορ αγεντ, ωιδελψ υσεδ ιν χηεµοτηεραπψ οφ ηυµαν χανχερσ, φυνχτιονσ βψ 

χαυσινγ χελλ χψχλε αρρεστ ανδ ποτεντιατινγ αποπτοσισ. Χ∆∆Π ισ α ηιγηλψ εφφεχτιϖε ινηιβιτορ φορ 

Τρξ1 σψστεµ, ινχλυδινγ Τρξ ανδ Τρξ ρεδυχτασε. Ωε υσεδ 1 µΜ οφ Χ∆∆Π, ωηεν Τρξ1 ωασ 

αλµοστ χοµπλετελψ βλοχκεδ. Ατ λοωερ χονχεντρατιονσ (0.5 ανδ 0.75 µΜ) ονλψ παρτιαλ αµουντ 

οφ Τρξ1 ωασ ινηιβιτεδ. Μανψ ρεδοξ−σενσιτιϖε τρανσχριπτιον φαχτορσ ινχλυδινγ ΝΦ!Β ανδ ΑΠ−1 

ηαϖε βεεν σηοων το βε ρεδοξ ρεγυλατεδ βψ τηιορεδοξιν. Τρξ, τηυσ, πλαψσ α χρυχιαλ ρολε ιν τηιολ−

ρεδοξ χοντρολ οφ χελλ φυνχτιον τηρουγη τρανσχριπτιον ρεγυλατιον οφ ταργετ γενεσ ινχλυδινγ ΝΦ−

!Β, ωηιχη χοντρολ νυµερουσ γενε εξπρεσσιονσ. Σεϖεραλ ρεχεντ στυδιεσ ηαϖε δεµονστρατεδ αν 
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ινχρεασε ιν ∆ΝΑ βινδινγ οφ ΝΦ−!Β ανδ ΑΠ−1 ιν τηε ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ µψοχαρδιυµ. Τρξ 

ηασ βεεν σηοων το φυνχτιον ασ ιντραχελλυλαρ αντιοξιδαντ βψ σχαϖενγινγ ΡΟΣ, ανδ χαν προτεχτ 

τηε χελλσ αγαινστ οξιδατιϖε στρεσσ. Τηε ρεσυλτσ οφ ουρ στυδψ χλεαρλψ δεµονστρατεδ ινχρεασεδ 

αµουντ οφ Μ∆Α φορµατιον ιν τηε ηεαρτσ, ωηεν Τρξ1 ωασ ινηιβιτεδ ωιτη Χ∆∆Π. Οξιδατιϖε 

στρεσσ ωασ σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ ιν τηε ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ µψοχαρδιυµ, ωηεν τηε ηεαρτ ωασ 

αδαπτεδ το ισχηεµιχ στρεσσ. Χ∆∆Π ινχρεασεδ τηε αµουντ οφ Μ∆Α ιν τηε ηεαρτ, συγγεστινγ τηατ 

Τρξ1 ισ ινδεεδ ινστρυµενταλ φορ λοωερινγ τηε οξιδατιϖε στρεσσ ιν τηε ηεαρτ. Ιντερεστινγλψ, 

µψοχαρδιαλ αδαπτατιον το ισχηεµιχ στρεσσ ωασ αχχοµπανιεδ βψ αν οϖερεξπρεσσιον οφ Τρξ1. Τηε 

ρεσυλτσ οφ τηισ στυδψ χλεαρλψ δοχυµεντ α χρυχιαλ ρολε οφ Τρξ1 ιν ρεδοξ σιγναλινγ ιν τηε ισχηεµιχ 

µψοχαρδιυµ. Το φυρτηερ χονφιρµ χαρδιοπροτεχτιϖε φυνχτιον οφ Τρξ1, α λινε οφ ηΤρξ1 τρανσγενιχ 

µιχε ωασ γενερατεδ φορ ελυχιδατινγ τηε φυνχτιον οφ Τρξ1 ιν µψοχαρδιαλ ισχηεµια/ρεπερφυσιον. 

Τρανσγενιχ µουσε ηεαρτσ οϖερεξπρεσσινγ Τρξ1 ωερε ρεσισταντ το ισχηεµιχ/ρεπερφυσιον ινϕυρψ ασ 

εϖιδενχεδ βψ ιµπροϖεδ ποστ−ισχηεµιχ ϖεντριχυλαρ ρεχοϖερψ ανδ ρεδυχεδ µψοχαρδιαλ ινφαρχτ 

σιζε ασ χοµπαρεδ το χορρεσπονδινγ ωιλδ−τψπε µουσε ηεαρτσ. Τηεσε ρεσυλτσ αρε ιν χονσιστεντ 

ωιτη πρεϖιουσ ρεπορτ τηατ τηε ελεϖατιον οφ σερυµ Τρξ1 λεϖελ νεγατιϖελψ χορρελατεδ ωιτη τηε λεφτ 

ϖεντριχυλαρ εϕεχτιον φραχτιονσ ιν πατιεντσ ωιτη ηεαρτ δισεασεσ. Τηε ρεσυλτσ οφ τηε πρεσεντ στυδψ, 

συππορτ τηε χαρδιοπροτεχτιϖε ρολε οφ Τρξ ανδ φυρτηερ δοχυµεντ τηατ Τρξ1 χαν βε ινδυχεδ ιν τηε 

ηεαρτ αφτερ αδαπτατιον το ισχηεµιχ στρεσσ. 

 

Discussion III. 
 

 
Τηε ρεσυλτσ οφ τηε πρεσεντ στυδψ δεµονστρατε τηατ ΣΤΑΤ5Α, νοτ ΣΤΑΤ6, πλαψσ αν ιµπορταντ 

ρολε ιν πρεχονδιτιονινγ, αλτηουγη βοτη οφ τηεσε ΣΤΑΤσ αρε αχτιϖατεδ ιν τηε ηεαρτ αφτερ 

πρεχονδιτιονινγ. Τηερε αρε σεϖεραλ σαλιεντ φεατυρεσ οφ τηε στυδψ ινχλυδινγ 1) βοτη ΣΤΑΤ5Α ανδ 

ΣΤΑΤ6 αρε αχτιϖατεδ ιν τηε ηεαρτσ αφτερ ισχηεµια ανδ ρεπερφυσιον βυτ ονλψ ΣΤΑΤ5Α πλαψσ α 

ρολε ιν πρεχονδιτιονινγ; 2) ΣΤΑΤ5Α πρεχονδιτιονινγ ισ αχηιεϖεδ ωιτη τωο διφφερεντ υπστρεαµ 

σιγναλινγ χοµπονεντσ, Σρχ κινασε ανδ ϑΑΚ, ωηερε Σρχ κινασε αππεαρσ το πλαψ α πρεδοµιναντ 

ρολε; 3) Σρχ κινασε−ΣΤΑΤ5Α σιγναλινγ ισ λινκεδ το ΠΙ−3 κινασε Ακτ−µεδιατεδ συρϖιϖινγ σιγναλσ 

λεαδινγ το τηε ρεδυχτιον οφ χαρδιοµψοχψτεσ αποπτοσισ; ανδ 4) ΣΤΑΤ5Α κνοχκ ουτ ηεαρτσ ωερε 

ρεσισταντ το πρεχονδιτιονινγ, ωηερεασ ΣΤΑΤ6 κνοχκ ουτ ηεαρτσ αρε νοτ αφφεχτεδ βψ 

πρεχονδιτιονινγ στιµυλυσ. ΠΧ ρεδυχεδ µψοχαρδιαλ ινφαρχτ σιζε ασ ωελλ ασ χαρδιοµψοχψτεσ 

αποπτοσισ, ωηερεασ τηεσε παραµετερσ ωερε προπορτιονατελψ ινχρεασεδ ωιτη τηε ινηιβιτορσ οφ 

ϑΑΚ2, Σρχ κινασε, ορ ΠΙ−3 κινασε συγγεστινγ τηατ βοτη νεχροσισ ανδ αποπτοσισ αρε ινδεπενδεντ 

χοντριβυτορσ οφ µψοχαρδιαλ ινφαρχτιον. Τηε ρεσυλτσ οφ τηισ στυδψ συγγεστ α ρολε οφ ΣΤΑΤ5Α, ιν 
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αδδιτιον το πρεϖιουσλψ ρεπορτεδ ΣΤΑΤ3, ιν ισχηεµιχ πρεχονδιτιονινγ οφ µψοχαρδιυµ. ΣΤΑΤ 

αχτιϖατιον οχχυρρεδ τηρουγη τηε υπστρεαµ σιγναλινγ χοµπονεντ ϑΑΚ2, ανδ ϑΑΚ2−ΣΤΑΤ3 

σιγναλινγ ωασ ινστρυµενταλ φορ χηανγινγ τηε ισχηεµια/ρεπερφυσιον−µεδιατεδ δεατη σιγναλ ιντο 

πρεχονδιτιονινγ−µεδιατεδ συρϖιϖαλ σιγναλ. Τηε πρεσεντ στυδψ δεµονστρατεσ τηατ ιν αδδιτιον το 

ϑΑΚ2, Σρχ τψροσινε κινασε ισ αλσο ινϖολϖεδ ιν ΣΤΑΤ5Α σιγναλινγ βεχαυσε τηε σπεχιφιχ Σρχ 

κινασε ινηιβιτορ ΠΠΙ µοστλψ αβολισηεδ τηε χαρδιοπροτεχτιϖε αβιλιτιεσ οφ ΣΤΑΤ5Α σιγναλινγ. Α 

ρολε οφ τψροσινε κινασεσ ιν πρεχονδιτιονινγ ισ ωιδελψ ρεχογνιζεδ, ανδ ασ µεντιονεδ αβοϖε, Σρχ 

κινασε αππεαρσ το πλαψ αν εσσεντιαλ ρολε ιν τρανσµιττινγ πρεχονδιτιονινγ−µεδιατεδ συρϖιϖαλ 

σιγναλ. Ιν τηε πρεσεντ στυδψ, ωε δεµονστρατε τηατ ϑΑΚ2 ανδ Σρχ κινασε εθυαλλψ χοντριβυτε ιν 

τρανσµιττινγ συρϖιϖαλ σιγναλ ιν τηε πρεχονδιτιονεδ µψοχαρδιυµ. Ινηιβιτιον οφ ειτηερ ϑΑΚ2 ωιτη 

τψρπηοστιν ορ Σρχ κινασε ωιτη ΠΠΙ βλοχκσ τηε αχτιϖατιον οφ ΣΤΑΤ5Α ανδ χονσεθυεντλψ βλοχκσ 

χαρδιοπροτεχτιϖε αβιλιτιεσ οφ ΣΤΑΤ5Α πρεχονδιτιονινγ. Ιντερεστινγλψ, Σρχ κινασε−ΣΤΑΤ5Α 

σιγναλινγ αππεαρσ το βε λινκεδ ωιτη ΠΙ−3 κινασε−Ακτ−µεδιατεδ συρϖιϖαλ σιγναλσ. Ινηιβιτιον οφ 

Σρχ κινασε βψ ΠΠΙ, βυτ νοτ τηε ινηιβιτιον οφ ϑΑΚ2 βψ τψρπηοστιν βλοχκεδ Ακτ πηοσπηορψλατιον, 

συγγεστινγ τηατ ΣΤΑΤ5Α αχτιϖατιον ϖια ϑΑΚ2 δοεσ νοτ χοντριβυτε το ΠΙ−3 κινασε−Ακτ−µεδιατεδ 

συρϖιϖαλ σιγναλ. Χονσιστεντ ωιτη τηεσε ρεπορτσ, τηε πρεσεντ ρεσυλτσ δεµονστρατε τηατ ινηιβιτιον οφ 

ΠΙ−3 κινασε ωιτη ΛΨ−294002 βλοχκεδ τηε πηοσπηορψλατιον οφ Ακτ ανδ αβολισηεδ τηε 

αντιαποπτοτιχ αβιλιτιεσ οφ πρεχονδιτιονινγ. Ακτ, α σερινε−τηρεονινε κινασε, ισ α κεψ εφφεχτορ οφ 

ΠΙ−3 κινασε ιν τηε συρϖιϖαλ πατηωαψ αγαινστ αποπτοσισ. Ακτ χαν πηοσπηορψλατε τηε προαποπτοτιχ 

προτειν Βαδ τηερεβψ ινηιβιτινγ ιτσ προαποπτοτιχ φυνχτιον, ωηιχη µαψ αχχουντ φορ τηε 

αντιαποπτοτιχ εφφεχτ οφ Ακτ.  

 

Discussion IV. 
 

Ι. Ισχηεµιχ επισοδεσ ελιχιτ διφφερεντ χηανγεσ ιν τηε εξπρεσσιον οφ σεϖεραλ γενεσ, 

αρρηψτηµογενεσισ, ανδ χαρδιαχ φυνχτιον ιν τηε µψοχαρδιυµ. Ωε ηαϖε εξαµινεδ τηε 

δεπενδενχε οφ ρεπερφυσιον−ινδυχεδ ςΦ ον µιτοχηονδριαλ µΡΝΑ ρεγυλατιον ιν περφυσεδ 

νονδιαβετιχ ανδ διαβετιχ ρατ ηεαρτσ. Ιν αδδιτιον, ωε ηαϖε αναλψζεδ τηε ρελατιονσηιπ βετωεεν ςΦ 

ανδ µιτοχηονδριαλ γενε εξπρεσσιον φοχυσινγ ον ΧΟΞΒΙΙΙ ανδ ΑΤΠΣ6, ωιτηουτ τηε 

ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ προτοχολ, ιν ελεχτριχαλλψ φιβριλλατεδ µψοχαρδιυµ. Ιν ουρ στυδιεσ, τηε 

δεϖελοπµεντ οφ ρεπερφυσιον−ινδυχεδ ςΦ ωασ χριτιχαλλψ δεπενδεντ υπον τηε δοωνρεγυλατιον οφ 

ΧΟΞΒΙΙΙ ανδ ΑΤΠΣ6. Τηισ φινδινγ ωασ διρεχτλψ συππορτεδ βψ δατα οβταινεδ ιν ελεχτριχαλλψ 

φιβριλλατεδ µψοχαρδιυµ ινδιχατινγ τηατ ςΦ ελιχιτσ τηε δοωνρεγυλατιον οφ ΧΟΞΒΙΙΙ ανδ ΑΤΠΣ6. 

Ιν συµµαρψ, ιτ ηασ βεεν πυβλισηεδ τηατ διαβετιχ ηεαρτσ ρεσπονδ ον διφφερεντ ωαψσ το τηε 
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συσχεπτιβιλιτψ οφ τηε µψοχαρδιυµ ιν χοµπαρισον ωιτη τηε νονδιαβετιχ µψοχαρδιυµ. Ηοωεϖερ, 

ιν ουρ στυδιεσ, σιγνιφιχαντ χηανγεσ, ρεγαρδινγ τηε αρρηψτηµογενιχ µεχηανισµ ιν χοννεχτιον 

ωιτη ΧΟΞΒΙΙΙ ανδ ΑΤΠΣ6 µΡΝΑ εξπρεσσιον, ωερε νοτ οβσερϖεδ βετωεεν 

ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ διαβετιχ ανδ νονδιαβετιχ µψοχαρδιυµ, ινδιχατινγ τηατ τηεσε τωο 

µιτοχηονδριαλ γενεσ µαψ πλαψ α χρυχιαλ ρολε ιν αρρηψτηµογενεσισ υνδερ διαβετιχ ασ ωελλ ασ 

νονδιαβετιχ χονδιτιονσ.  

ΙΙ. Ιν τηε σεχονδ παρτ οφ ουρ λαστ στυδιεσ, ωε ηαϖε ενδεαϖορεδ το οβταιν µορε χιρχυµσταντιαλ 

εϖιδενχε φορ τηε ινϖολϖεµεντ οφ ΗΟ−1−ρελατεδ ενδογενουσ ΧΟ προδυχτιον ανδ ιτσ διρεχτ 

µεασυρεµεντ ιν τηε γενεσισ οφ ρεπερφυσιον−ινδυχεδ ϖεντριχυλαρ φιβριλλατιον. Ωε νοω προϖιδε 

διρεχτ εϖιδενχε βψ µεασυρινγ χελλυλαρ ΧΟ προδυχτιον συγγεστινγ τηατ τηισ ισ τηε χασε ανδ τηε 

προτεχτιϖε εφφεχτ αγαινστ τηε δεϖελοπµεντ οφ ρεπερφυσιον−ινδυχεδ ςΦ ισ αττριβυταβλε το τηε 

γενερατιον οφ ενδογενουσ ΧΟ τηρουγη ΗΟ−1 µΡΝΑ ινδυχτιον. Ωε φουνδ, ιν τηε πρεσεντ 

στυδψ, τηατ ινφαρχτ σιζε ωασ σιγνιφιχαντλψ ινχρεασεδ ιν ηοµοζψγουσ ΚΟ µουσε ηεαρτσ, ανδ τηισ 

ινχρεασε ιν ινφαρχτ σιζε ρελατεδ το α σιγνιφιχαντ ελεϖατιον ιν µψοχαρδιαλ Να
+
 ανδ Χα

2+
 

αχχυµυλατιον ανδ Κ
+
 λοσσ. Ωε ηαϖε σηοων τηατ ΗΟ−1 ανδ ΗΟ−1−µεδιατεδ ενδογενουσ ΧΟ 

προδυχτιον πλαψ αν ιµπορταντ ρολε ιν µψοχαρδιαλ ηοµεοστασισ βψ προτεχτινγ τηε ηεαρτ φροµ 

ισχηεµια/ρεπερφυσιον−ινδυχεδ ινϕυρψ, ινχλυδινγ ρεπερφυσιον−ινδυχεδ ςΦ. 
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SUMMARY 
 

 

Τηε πηενοµενον οφ τηε ισχηεµια/ρεπερφυσιον ηασ ρελεϖαντ ρολε ιν τηε χαρδιαχ συργερψ ανδ 

τηροµβολψτιχ τρεατµεντ, βεχαυσε τηε ελεϖατιον οφ ιµµεδιατε Ο2 τενσιον χαυσεσ σεϖερε φρεε 

ραδιχαλσ γενερατιον−ινδυχεδ χελλ ινϕυρψ. Το κνοω τηε µεχηανισµσ οφ τηισ τψπε οφ προχεσσ χουλδ 

βε βενεφιχιαλ ανδ υσεφυλ τοολ ιν δεϖελοπινγ νεω τηεραπευτιχ αγεντσ. 

Ιν τηισ πρεσεντ ωορκ ωε φοχυσεδ ον τηε φρεε ραδιχαλ ινδυχεδ µψοχαρδιαλ δαµαγεσ. Ιν τηε φιρστ 

σεχτιον ωε τριεδ το εσταβλιση χορρελατιον βετωεεν τηε διεταρψ ιρον χοντεντ ανδ ΗΦΕ 

πολψµορπηισµ υσινγ ισολατεδ ωορκινγ µιχε ηεαρτσ. Ουρ στυδψ ρεϖεαλεδ τηατ ΗΦΕ κνοχκ ουτ 

µιχε φεεδινγ ωιτη 30 ανδ 300 ππµ ιρον σηοωεδ συσχεπτιβιλιτψ το ισχηεµιχ/ρεπερφυσιον ινδυχεδ 

χαρδιαχ ινϕυρψ. Τηισ πηενοµενον ωασ εϖιδενχεδ βψ ιµπαιρεδ λεφτ ϖεντριχυλαρ φυνχτιον, 

ινχρεασεδ ινφαρχτ σιζε, ανδ ελεϖατεδ χαρδιαχ αποπτοτιχ χελλ νυµβερ. Τηε αντιοξιδαντ ενζψµε 

ινχλυδινγ ΣΟ∆, χαταλασε, ανδ περοξιδασε ινδιχατεδ λοωερ αχτιϖιτψ ιν ΗΦΕ ΚΟ µιχε φεεδινγ 

ωιτη 30 ανδ 300 ππµ ιρον ενριχηεδ διετ.   

Ιν τηε σεχονδ παρτ οφ τηε τηεσισ ωορκ, ωε µαδε εφφορτ το εξαµινε τηε ηυµαν Τρξ εφφεχτ αγαινστ 

τηε ρεπερφυσιον−ινδυχεδ χελλ ινϕυρψ. Υσινγ Τρξ τρανσγενιχ µιχε, τηατ αρε χονταινινγ εξτρα χοπψ 

οφ τηε Τρξ γενε, ωερε συβµιττεδ 30 µινυτεσ ΙΣΑ ανδ 2 ηουρσ ρεπερφυσιον. Τηεσε τρανσγενιχ 

µιχε δισπλαψεδ ιµπροϖεδ χαρδιαχ φυνχτιον, ρεδυχεδ ινφαρχτ σιζε ανδ αποπτοτιχ χελλ νυµβερσ. 

Τηε Μ∆Α χοντεντσ, ωηιχη ισ α µαρκερ οφ τηε οξιδατιϖε στρεσσ ωασ σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ, 

ινδιχατινγ τηατ Τρξ ηασ ιµπορταντ ρολε ιν τηε χελλυλαρ δεφενσε µεχηανισµσ. Πρεπερφυσιον οφ τηε 

ηεαρτσ ωιτη ΧΧ∆Π, αν αντιχανχερ αγεντ ωασ υσεδ το δετερµινε ιτσ εφφεχτ ον τηε Τρξ ιν τηε 

χαρδιοπροτεχτιον. Ωε φουνδ τηατ αλλ βενεφιχιαλ αχτιον οφ Τρξ ωασ διµινισηεδ ωιτη τηε 

αδµινιστρατιον οφ Χ∆∆Π. Τηε Χ∆∆Π αλσο ωασ αβλε το αβολιση τηε προτεχτιϖε εφφεχτσ οφ 

πρεχονδιτιον ιν χοννεχτιον ωιτη τηε Τρξ ελεϖατεδ εξπρεσσιον ιν ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ ηεαρτσ. 

Ιν τηε τηιρδ παρτ οφ ουρ στυδψ ωε φοχυσεδ ον τηε ρολε ΣΤΑΤ5Α ανδ ΣΤΑΤ6 ιν ισχηεµιχ 

πρεχονδιτιονινγ. Αλλ ανιµαλσ ανδ τηειρ χορρεσπονδινγ ωιλδ τψπε µιχε ωερε συβϕεχτεδ το ΠΧ 

ανδ 30 µινυτεσ ισχηεµια φολλοωεδ βψ 2 ηουρσ ρεπερφυσιον. Υσινγ διφφερεντ τψπε οφ 

πηοσπηορψλασε ινηιβιτορσ το ελυχιδατε ωηατ κινδ οφ σιγναλ−τρασδυχτιον πατηωαψσ χουλδ βε 

αχτιϖατεδ αφτερ ΠΧ. Ουρ ρεσυλτσ δεµονστρατεδ τηατ τηε Σρχ ανδ ϑακ2 κινασε αχτιϖατεδ ΣΤΑΤ5Α 

ηασ α σιγνιφιχαντ ρολε ιν τηε ισχηεµιχ πρεχονδιτιονινγ εϖιδενχεδ βψ δεχρεασεδ πηοσπηορψλατιον 

βψ ΠΠΙ, ανδ τψρπηοστιν. Ιν µιχε στυδιεσ τηε ΣΤΑΤ5Α ΚΟ σηοωεδ ινχρεασεδ ινφαρχτιον ανδ αν 

ελεϖατιον ιν τηε χαρδιαχ αποπτοτιχ χελλ νυµβερσ. 

Ιν τηε λαστ παρτ οφ ουρ ωορκ ωε τριεδ το φινδ χορρελατιον βετωεεν τηε µιτηοχονδριαλ γενεσ 

(ΧΟΞΒ ΙΙΙ., ΑΤΠΣ6), ΗΟ−1 ανδ αρρηψτηµογενεσισ. Ουρ δατα συγγεστ τηατ ΧΟΞΒΙΙΙ, ΑΤΠΣ6, 
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ανδ ΗΟ−1 µαψ πλαψ α χριτιχαλ ρολε ιν αρρηψτηµογενεσισ, ανδ τηε στιµυλατιον οφ ΧΟΞΒΙΙΙ, 

ΑΤΠΣ6, ανδ ΗΟ−1 µΡΝΑ εξπρεσσιον µαψ πρεϖεντ τηε δεϖελοπµεντ οφ ςΦ ιν βοτη νονδιαβετιχ 

ανδ διαβετιχ ισχηεµιχ/ρεπερφυσεδ µψοχαρδιυµ. 

Ουρ ρεσυλτ σηοωσ τηατ χερταιν γενεσ χουλδ βε ινϖολϖεδ ιν ισχηεµιχ/ρεφλοω ινδυχεδ µψοχαρδιαλ 

χελλυλαρ ινϕυρψ ανδ προχεσσ οφ ισχηεµιχ πρεχονδιτιονινγ. Τηε πραχτιχαλ αδϖανταγεσ οφ τηεσε 

γενεσ αρε στιλλ υνκνοων, βυτ φυρτηερ εξπεριµεντσ αρε νεεδεδ το βε περφορµεδ. Φυρτηερ ρεσεαρχη 

ωορκ ωιλλ βε νεχεσσαρψ το χονφιρµ τηε αππλιχατιον οφ τηεσε γενεσ ιν γενε τηεραπψ προχεσσ 

ωηιχη µιγητ βε υσεφυλ τοολ ιν τηε τρεατµεντ οφ χαρδιαχ δισεασεσ. 
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