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. Bevezetés és célkitiizés

Minden évben a kardiovaszkularis megbetegedések megkozelitéleg 3,9 millio ember
halélat okozzak Eurdpéaban és tobb mint 1,8 millié ember haladlat az Europai Unioban. Ezaltal a
kardiovaszkularis megbetegedések a haldlozasok 45%-ért felelések Europédban, €s 37%-ért az
Eurdépai Unidban.

A szivbetegségek egyik vezetd oka a szivkoszoruerek megbetegedése (CAD), amely a
szivizom karosodasa és nekrozis kovetkeztében alakul ki. A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
fontos szerepet jatszhat a CAD kialakulasaban és annak progresszidjaban. A ROS emelkedett
szintje tovabba hozzéjarulhat az oxidalt LDL kialakuldsahoz az erek falaban, amely legféképp az
ateroszklerdzis patogeneziséhez jarul hozza. Emellett Kisérletes bizonyitékok utalnak arra, hogy a
ROS szdmos mechanizmus altal indukélhatja az apoptdzist. Azonban az emelkedett oxidativ stressz
kapcsolata az autofagia folyamataval még nem egészen tisztazott a szivben.

Az autofagianak kritikus szerepe van a sziv normal felépitésében és miikodésében. Normal
kortilmények kozott az autofagia konstitutiv modon aktivalodik a szivizomsejtek szerkezetének és
miikodésének fenntartasa érdekében, valamint a sziv €lettani funkcidjanak megorzésére szolgal
oregedés soran is. Tovabba, az autofagia fokozottan szabalyozddik stressz hatasara, mint példaul
szivelégtelenség, nyomas-tilterhelés, tapanyaghidny, iszkémia-reperfiizid okozta sériilések és
proteotoxikus betegségek soran. F6 célunk ezaltal az volt, hogy vizsgaljuk az autofagia folyamatat
kiilonb6z6 oxidativ stressz okozta koriilmények kozott €s az ezek mogott 4116 molekularis biologiai
folyamatokat igyekezziink feltérképezni.

A kisérletsorozatok elsé részében a vizsgalat célja a kronikus mérsékelt hipoxia és
hiperoxia szivre gyakorolt hatdsanak vizsgélata volt. Harom okbdl kifolyolag keriiltiik a

sz¢€ls6séges hipoxias €s hiperoxias koriilményeket: (1) a nem specifikus, potencionalisan zavard



jelek elkertilése érdekében; (2) a lehetd legjobban szimuldljuk a hipoxids betegek €s az oxigén
terapiadban részt vevo betegek klinikai allapotat, és (3) egyenletesen elosztott oxigén szintek (10%
- 21% - 30% O2) alkalmazasa a kétféle stresszhelyzetre adott valaszok Osszehasonlithatosaga
érdekében. Ezenkiviil egy kronikus (4 hetes) allapotot valasztottunk annak érdekében, hogy
felmérjlik a miokardialis adaptacié kialakuldsanak lehetdségét. Ebben a vizsgalatban az az egyik
nehézséget a hipoxia/hiperoxia hatdsa okozta a haztartasi fehérjék szintjére, amelyeket altaldban a
Western blot-analizisek soran szoktunk kontrollként alkalmazni, igy jelent6s problémat okozva a
célfehérjék kvantitativ értékelésében. Ezért arra torekedtiink, hogy egy alternativ, de megbizhato
kiértékeléssel dolgozzunk. Ezen munka célja tehat az volt, hogy megallapitsuk, hogy a
megvaltozott oxigéntartalmu 1égkdr hatdssal van-e a stresszre gyakorolt néhany kulcsfontossagu
miokardialis valaszra, kiilonds tekintettel az apoptozisra és autofagiara, valamint néhany mas a sziv
védelméért felelds tényezdre.

A masodik részben az hemin-toxicitas hatasat vizsgaltuk az autofagia folyamatara. A hem
egy ,kétellikard”; kis mennyiségben funkciondlis csoportként miikodik a hemfehérjékben és
nélkiilozhetetlen a sejtes funkcidk biztositdsaban. Masrészrél, ha nagy mennyiségli hem
halmozodik fel, ugy talaltak, hogy mérgez6 is lehet, ami rendkiviil valtozatos formaban jelenik
meg sokféle sejttipusban. Altalaban a hem-toxicitast a vasbol szarmazo reaktiv oxigén gyokok
(ROS), a DNS karosodas, a lipidek ¢és fehérjék oxidacidjanak a fokozott generalizacidja kovet.

Egy kutatocsoport human HO-1 rekombinans plazmiddal indukilta a HO-1
overexpresszidjat, melyet kdvetden azt tapasztaltadk, hogy az megakadalyozta a streptozotocin
indukalta diabéteszes egerek kardidlis diszfunkciojat aztaltal, hogy csokkentette a gyulladas, az
oxidativ stressz €s az apoptozis mértékét a szivekben. Eredményeik azt mutatjak, hogy a HO-1
fokozott aktivacigja altal megnovekszik az AMPK foszforilacioja, és megemelkedik az LC3B-II

és a Beclin-1 autofagias fehérjék szintje is. Igy tehat bizonyitottdk annak tényét, hogy HO-1
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expresszio emelkedése és az autofigia folyamata egyiitt fontos szerepet jatszhat a diabétesz
kardialis hatasainak megel6zésében. Kutatasok szamoltak be arrdl is, hogy a hemin kiilonb6z6
koncentraciokban alkalmazva indukalta a HO-1-et és megallapitottak, hogy a hemin mitokondriélis
diszfunkciokat okoz az endotelidlis sejtekben a reaktiv lipid és oxigén gyokok altal okozatott
fehérjék poszttranszlacios modositasaval. Tovabba, a hemin expozicié indukalt a mitofagiat is, de
ez nem volt elegendd a sejthalal megeldzéséhez. Podocitak esetében is beszamoltak mar arrél, hogy
lehetséges a HO-1 és az autofagia kozotti kapesolat, mikor vizsgaltak a HO-1 fontossagat a magas-
glikdoz medidlta autofagidban. Annak ellenére, hogy tanulméanyok vizsgaltdk a HO-1 és az
autofagias utvonal kozotti Osszefiiggést kiillonbozo sejtekben és tumorokban, a két folyamata
kapcsolata ma is tisztazatlan a miokardiumban.

Munkank céljakét tehat azt tliztiik ki, hogy vizsgaljuk az autofagiat és az oxidativ stressz
kapcsolatat szivben. Egyrészt, mérséklet, kronikus hipoxia és hiperoxia utan vizsgaltuk egér
szignalizaciojaval, a talélési utvonalak aktivalodasaval, az apoptdzis, valamint az autofagia
folyamataval. Tovabba vizsgaltuk a kezelések hatasat a haztartasi fehérjek szintjének valtozasara.

crey

szerek hatasat a ROS termelddésére, az autofagia valamint az apoptozis folyamatara.



1. Anyagok és médszerek

11.1. Kisérleti allatok és kezelési protokoll

Kisérleteink soran hét hetes Foxnl egereket hasznaltunk fel (Harlan Laboratory). A
vizsgalatokat a Milanoi Egyetem Laboratériumi Allatokkal Foglalkozo Bizottsaganak (OBPA)
jovahagyasaval végeztilk. Munkank soran iranyelveiket szem el6tt tartottuk, az Europai Unids- €s
a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
eléirasaival 6sszhangban (NIH 85-23, revised 1996.). Az allatok altalanos ragcsalotapot és vizet
kaptak ad libitum, 12 o6ras vilagos/sotét ciklusra akklimatizalodtak és 2542 °C kornyezeti
homérsékleten elhelyezve. Az egerek testsulya 27-30 g volt.

Az egereket véletlenszerlien csoportositva, két egymasra helyezett, szigetelt kamrakban
tartottuk a kezelés sordn. A gazkamra egy 350x350x200 mm-es milanyag dobozbol all, egyetlen
165 mm atmérdjli ablakkal, mely a kompenzatérikus kamra irdnyabdl nyithato €s zarhato. Felette
helyezkedik el a kompenzatdrikus kamra, amely két ablakkal rendelkezik a szemben 1évo falakon.
A fels6 ablak szigetelése és az allatok mozgatasa a két kamra kozott egy hossza kesztytivel lett
megoldva. Ezeken az ablakokon keresztiil torténik a kamrak tisztitasa, az allatok etetése és mérése
is. Mindkét kamrat ugyanazzal a meghatarozott Osszetételli gaz keverékkel oblitettiik at, és
folyamatos szabalyozas alatt tartottuk. Az Oz szint modositasat kovetden a belélegeztetett levegd
Osszetételét N2 gazzal egyensulyoztuk. A kisérlet kezdetén harom csoportot hoztunk létre: 10% O2
szint (hipoxia, n=6), 21% O (normoxia, n=6), 30% O (hiperoxia, n=6). Az allatokat eldszor a
kompenzatorikus kamraba helyeztiik akklimatizalodni, majd ezutan keriiltek at a gdzkamraba. A
két kamraban 1évo levegd oxigén szintje kozott sosem volt 1%-nal nagyobb kiilonbség. A 28 napos
expoziciot kovetden az allatokat kompenzatérikus kamraba athelyezve  elaltattuk
intraperitonealisan adott natrium-tiopentallal (100 mg/100 g), majd véralvadasgatloként heparin

injekciot alkalmaztunk szubkutan adagolva (500 U/ttkg). Ezt kdvetden torakotomiat végeztiink, a
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sziveket izolaltuk, majd folyékony nitrogénnel torténd fagyasztast kovetden felhasznalasig -80 °C-
on taroltuk.

11.2. Hemoglobin szint meghatarozas

Altatast kovetden a vena jugularis externabol vért vettiink, és a vér hemoglobin
majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden abszorbancia mérést végeztiink 540
nm-es hullamhosszon. A koncentraciét e=11 05 cm™ mM* segitségével szamoltuk ki.
I1.3. Oxidativ stressz meghatarozasa D-ROMs teszttel

Az oxidativ stressz szintjének mérése céljabol meghataroztuk a mintdban levd oxidédnsok
mennyiségét (ROS, H202 és hipoklorsav). A szerves molekulak tamadasaval ezek az anyagok stabil
reaktiv Oz metabolitokat (ROM-okat) képeznek, amelyek elsésorban hidroperoxidokat (ROOH)
tartalmaznak. Az oxidativ stressz meghatarozasara a vérplazmaban a fotometriai D-ROM tesztet
(Diacron International srl, Grosseto, Olaszorszag) hasznaltuk. 10 pl vérplazmahoz 1 ml acetat
puffert (pH = 4,8) adtunk, és 505 nm-en abszorbancia értéket mértiink. Ezaltal az in vivo képzodott
ROOH kapacitast mértiik, amely az alkoxil (RO¢) és a peroxil (ROO¢) gyokok eldallitasabol eredt,
a vérplazmabol felszabadulo vas és savas puffer jelenlétében. Az adatokat mg H202 /dL értékben
fejeztiik ki. Az adatokat lehetdség van atalakitani Carratelli Unit (U CARR) formaba. 1 U CARR
= 0,08 mg H20,.
I1.4. DNS torés meghatarozasa immunfluoreszcens festéssel

Fagyasztott egér sziv mintakat beagyazo pufferbe helyeztiik (OCT-Compound, Leica
Instruments, Nussloch, Németorszag), majd 5 pum vastag szeleteket vagtunk kriosztat (Leica
CM1510) segitségével -22 °C-on. A szivszovet darabokat Superfrost Plus targylemezekre

helyeztiik, és 2 percig szobahdémérsékleten szaradni hagytuk. Ezt kdvetden a metszeteket hideg,



4%-os pufferolt formalinnal fixaltuk 4 °C-on 45 percig, majd kétszer 5 percig mostuk PBS-sel (pH:
7,4). Utofixalasként 2:1 (v/v) etanol-ecetsav keverékével inkubaltuk a metszeteket -20 °C-on 5
percig, majd 5 percig hideg, masik 5 percig szobahémérsékletli PBS-sel mostuk 6ket. Kovetkezd
1épésként forrasban 1€vo citrat pufferbe (pH: 6,0) helyeztiik a targylemezeket és 12 percig foztiik,
majd 20 percig szobahdmérsékleten hiilni hagytuk. Két PBS-sel torténd mosast kdvetden 9:1
(TMR-red nukleotidok: TdT) aranyban 6sszekevert reakcio eleggyel parasitdo kamraban inkubaltuk
a metszeteket 37 °C-on egy oran keresztiil. Ujabb mosast kovetéen DAPI-val megfestettiik a
sejtmagokat, majd feddanyaggal ¢és {iiveg lemezzel lefedtik oOket. A mikroszkopos
képeket konfokalis mikroszkoppal készitettiik (Leica SP2 konfokalis mikroszkop, He / Kr és Ar
1ézerekkel; Heidelberg, Németorszag). A kék és piros csatornak Gsszevonasa utan a lila foltokat
TUNEL pozitiv magként, mig a kék foltokat TUNEL negativ, ép magként azonositottuk (Adobe
Photoshop CC 2017, San Jose, CA, USA). A DNS torés mértékét a TdT-pozitiv magok/ép magok
aranyaval szamszerusitettiik és szdzalékos formaban fejeztiik ki.

11.5. Fehérje izolalas

Allatkisérletink sordan 50-80 mg fagyasztott szivszovetet homogenizaltunk iiveg-
csiszolatos csében 1:3 (w/v) aranyban az alabbi , lizis puffer A” segitségével (10 mM HEPES; 1,5
mM MgClz; 0,5 mM DTT; 0,2 mM PMSF; 10 mM KCl és 10% proteinaz inhibitor koktél, pH 7,9).
A homogenizatumot 20 percig jégen tartottuk, majd centrifugéltuk (14000 rpm, 4 °C, 20 perc). A
pelletet ismét szuszpendaltuk, és centrifugaltuk. A két centrifugalasbol szarmazo feliiltszot
Osszekevertiik egy tiszta csében, majd ezt hasznaltuk citoszolikus frakcioként. A kapott pelletet az
alabbi ,,izolalo puffer B”-vel homogenizaltuk (20 mM HEPES; 1,5 mM MgCl; 0,5 mM DTT; 0,2
mM PMSF; 420 mM NaCl; 0,2 mM EDTA,; 25% glicerol és 10% proteinaz inhibitor koktél, pH

7,9). A homogenizatumot 20 percig jégen tartottuk, majd centrifugaltuk (14000 rpm, 4 °C, 20 perc).



A pufferek valamennyi Osszetevdjét a Sigma-Aldrich olaszorszagi képviseletétdl rendeltiik. A
fehérje koncentracié meghatarozasa céljabol Comassie Protein Assay Kitet alkalmaztunk (Thermo
Scientific, Rockford, IL).

HO9c2 sejtek tenyésztése fehérje izolalas céljabol 75 cm? sejttenyészté flaskdban tortént
4x10° sejtstirtiséggel. A sejteket izolald pufferben szuszpendaltuk. Az izolald puffer dsszetétele az
alabbi volt: 25 mM Tris-HCI; 25 mM NaCl; 1 mM Na-ortovanadat; 10 mM NaF; 10 mM Na-
pirofoszfat; 10 mM okadansav; 0,5 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1x proteaz inhibitor koktél; 0,01%
TritonX-100 és desztillalt viz. A homogenizal6 oldat valamennyi Osszetevéje a Sigma-Aldrich
magyarorszagi képviseletétdl szdrmazott. Harom egymast kovetd fagyasztasos-felolvasztasos
ciklust kovetden szonikaltuk a szuszpenzidt, majd 14000 rpm fordulaton 4 °C-on 10 percig
centrifugaltuk. Bicinchoninsav (BCA)-kittel (Thermo Scientific, Rochford, IL, USA) hataroztuk
meg a fehérje koncentraciot.

11.6. Western blot analizis hagyomanyos és Stain-Free gélekkel

Az allatkisérlet soran 70 pg fehérjét 8-15% SDS-PAGE (Sigma-Aldrich, Schelldorf,
Németorszag) modszerrel szeparaltunk, majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk (PerkinElmer
Life and Analytical Sciences, Boston, MA). A membranok blokkolasa frissen készitett 5 %-0s (m/v
%) zsirszegény tejpor szuszpenzidjaval tortént. A primer antitestekkel egy éjszakan at inkubaltuk
a membranokat 4 °C-on. Kisérleteink soran az alabbi primer antitesteket hasznaltuk a megadott
higitasban: anti-Akt (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-phospho-Akt-Ser*”® (Cell Signaling
Technology, 1:1000), anti-Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), anti-Bax (Santa Cruz
Biotechnology, 1:500), anti-AMPK (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), anti-phospho-AMPK-
Thr!’? (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000). A kdvetkezd napon, haromszor megismételt 5 perces
mosas utan a blottokat egy oran at tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt masodlagos antitestekkel

inkubaltuk. Az alabbi masodlagos antitesteket alkalmaztuk: Peroxidase-conjugated AffiniPure
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Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. 1:10000), Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
1:10000). Végiil, 3 alkalommal torténd 10 perces mosast kovetden a membranokat Lite Ablot
chemiluminescence szubsztrattal inkubaltuk, és digitalizaltuk a vizsgalt fehérjék expresszidjanak
intenzitasat (UVITEC Ltd.,, Cambridge, UK). A képfajlokon a jelek intenzitdsat UVI-1D
szoftverrel mértiik.

Emellett szeparaltunk 70 pg fehérjét TGX Stain-Free™ 7,5%-os akrilamid géleken. Ezt
kovetden a géleket UV fénnyel exponaltuk, igy a gél trihalo csoportjai kovalensen kapcsolddtak a
fehérjék triptofan oldallancaihoz. A fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk, majd egy
ujabb rovid besugarzast kovetden rogzitettiik a fluoreszcens szignal képét, amely a teljes fehérje
mennyiséget mutatta oszloponként. A membranokat ezt kovetden frissen készitett 5%-0s (m/v)
zsirszegény tejpor szuszpenziojaval blokkoltuk. A primer antitestekkel egy éjszakéan at inkubaltuk
a membranokat 4 °C-on. Kisérleteink soran az alabbi primer antitesteket hasznaltuk a megadott
higitasban: anti-a-tubulin (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), anti-aktin (Sigma Aldrich, St Louis,
1:2000), anti-GAPDH (Sigma Aldrich, St Louis, 1:15000), anti-Beclin-1 ( Epitomics, Abcam
Company, 1:3000), anti-LC3B (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-p62 (Abcam, 1:1000),
anti-HIF-1a (Santa Cruz Biotechnology, 1:300), anti-HIF-2a. (Abcam, 1:300), anti-NOX4
(Abcam,1:5000). A kovetkez6 napon, haromszor megismételt 5 perces mosas utan a blottokat egy
oran at tormaperoxidazzal (HRP) konjugdlt masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Az alabbi
masodlagos antitesteket alkalmaztuk: Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit 1gG
(H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. 1:10000), Peroxidase-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. 1:10000). Végiil, 3x10
perc mosast kovetden a membranokat Lite Ablot chemiluminescence szubsztrattal inkubaltuk és

digitalizaltuk a vizsgalt fehérjék expressziojanak intenzitdsat (UVITEC Ltd., Cambridge, UK). A
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képfajlokon a jelek intenzitdsdt UVI-1D szoftverrel mértiik. A kiértékelések soran teljes fehérje
alapu normalizalast alkalmaztunk. A fehérjék expresszidjanak szintjét a vizsgalt célfehérje
kemilumineszcens intenzitasa / teljes fehérje mennyisége alapjan szamoltuk. Ennek a modszernek
az az elénye, hogy eliminalja az instabil haztartasi fehérjékkel torténd normalizalas hibajat [185].

Kisérletsorozatunk masodik részében 25 pg fehérjét szeparaltunk 12% -os TGX Stain-
Free™ géleken (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) és a fentebb emlitett modon végeztiik
a szeparalast, a transzferalast és a blokkolast. A kisérletek sordn az alabbi primer antitesteket
hasznaltuk a megadott higitasban: anti-hemoxigenaz-1 (Abcam, 1:1000), anti-Becin-1 (Cell
Signaling Technology, 1:1000), anti-LC3B (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-p62 (Cell
Signaling Technology, 1:1000), anti-prokaszpaz-3 (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-
hasitott kaszpaz-3 (Cell Signaling Technology, 1:500). A kdvetkezé napon 3x5 perc TBST-vel
torténd mosast kovetéen 1,5 oran keresztiil tormaperoxiddazzal (HRP) konjugalt masodlagos
antitesttel (Cell Signaling Technology, 1:3000) inkubaltuk a blottokat. Végezetiil, 3x10 perc
mosast kovetden a membranokat enhanced chemiluminescence reagens (ECL) segitségével
exponaltuk ChemiDoc Touch (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) késziilékben. A
képfajlokat ImageLab szoftverrel elemeztiik, teljes fehérje alapu normalizalast alkalmazva.
11.7. Sejttenyésztés

A kisérletekhez hasznalt H9¢2 kardiomiocita sejtvonal az ATCC-t6] (CRL-1446, LGC
Standard GmbH Wesel, Németorszag) szarmazott. A sejttenyésztés sordn a sejteket fizioldgias
koriilményekhez hasonld, letapadd sejtkultirahoz alkalmas sejttenyészté edényben, 10% (v/v)
fotalis szarvasmarha szérumot és 1% (v/v) penicillin-streptomycin antibiotikumot tartalmazo
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) folyékony tapoldatban novesztettik 37 °C-on CO:2

termosztatban (95% O, 5% CO,). A tapoldat cseréjét laminaris aramlasu steril fiilke alatt végeztiik.
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60%-o0s konfluens kulturaval dolgoztunk minden kisérlet esetén. A kisérletben alkalmazott sejtek
passzazs-szama 10 és 25 kozott volt.
11.8. Hemin és CoPPix oldatok elkészitése

A hemin és CoPPx oldatokat a felhasznalas napjan készitettiik el. Oldoszerként 20 mM
NaOH-t hasznaltunk. A hemint és CoPPix—t feloldottuk és spektrofotométerrel 405 nm
hullamhosszon abszorbanciat mértiink. €=85820, MWhemin=652 g/mol, MWcoppix= 655g/mol
értekeket alkalmaztuk a koncentraci6 szamitashoz.
11.9. Kezelési protokoll

A szivizomsejteket az alabbi kezelési protokollal hasznaltuk fel a kiilonb6zd kisérletekhez:
kezeletlen kontroll, kezelt kontroll (20 MM NaOH), 3; 10; 30; 100 uM hemin, 2,5; 25; 100 uM
CoPPix. A kezelések ideje minden esetben 24 6ra volt.
11.10. Sejt életképességi vizsgalat

Az életképességi vizsgalatok soran a H9¢2 sejtek mitokondrialis aktivitas valtozasat mértiik
spektrofotometrias MTT modszer segitségével. A modszer elve, hogy az életképes sejtek
mitokondriumainak bels6 membranjaban és matrixdban zajlo oxidativ reakcidkban részt vevo
dehidrogenazok a sarga szinii 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromidot (MTT)
lila szinli vizben oldhatatlan formazan kristalyokka redukalja. Csak azokat a sejteket tekintjiik
életképesnek, amelyek a formazan eldallitasara képesek, mivel a mitokondrialis elektrontranszport
¢s energiatermelés alapvetd feltétele a sejtmiikodésnek. A lila szin intenzitdsa jol korrelal az
életképesség aranyaval. Ezen vizsgalathoz a H9c2 sejteket 96 lyuku tenyészté plate-ben 2x10*
sejt/lyuk sejtstiriséggel szélesztettiik. A kezeléseket kovetden 24 oOraval, amely soran pozitiv
minden lyukba és 37 °C-on 3,5 oran keresztiil inkubaltuk. A tapoldat eltavolitdsa utan a sejteket

200 pl isopropanol hozzaadasaval lizaltuk, majd plate olvas6 (FLUOstar Optima, BMG Labtech)
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segitségével abszorbancia értéket mértiink 570 és 690 nm-en. Korrigalasként kivontuk az 570 nm-
en mért abszorbancia értékekbdl a 690 nm-en mért abszorbancia értékeit. A kapott eredményeket
a kezeletlen kontroll értékeihez hasonlitottuk és fejeztiik ki szazalékos forméaban. Igy kaptuk meg
11.11. Oxidativ stressz szintjének vizsgalata DCF modszerrel

H>DCF-DA (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) festést végeztiink a reaktiv
oxigén szarmazékok kimutatasara. A 2',7'-diklor-fluoreszciun-diacetat (DCFDA) egy fluorogén
festék, amely a sejten beliil a hidroxil, peroxil és mas reaktiv oxigénfajtak (ROS) aktivitasat méri.
A DCFDA sejtbe torténd diffuzidja utdn az észterazok deacetilezik azt egy nem fluoreszcens
vegyliletté, amelyet késébb a ROS oxidalja 2',7'-diklor-fluoreszceinné (DCF).

A HOc2 sejteket fekete szinii 96 lyuku tenyészté plate-ben 2x10% sejt/lyuk sejtsiiriséggel
szélesztettiik. A sejtek letapadasat kovetden a taptalajt eltavolitottuk, és a sejteket PBS-sel mostuk.
50 uM DCFDA festéket adtunk a sejtekhez, és sotétben, 37 °C-on, 1 6ran keresztiil hagytuk, hogy
a festék a sejtekbe diffundaljon. Az inkubécids periddus végeztével a festéket eltavolitottuk €s friss
tapoldatot pipettaztunk a sejtekre. 30 perc elteltével kezeltiik a sejteket heminnel és CoPPix-nel
(100 uM). 24 oraval késobb a tapoldatot Gjra eltavolitottuk, és PBS-sel mostuk a sejteket, majd
fluoreszcens plate olvasé (FLUOstar Optima, BMG Labtech) segitségével mértiik a vegyiilet
fuoreszcens intenzitasat (485 nm és 528 nm).

11.12. Oxidativ stressz szintjének vizsgalata MitoSOX festés segitségével

A mikroszkoépos vizsgalatokhoz H9c2 sejteket szélesztettiink tiveg feddlemezeken 24 lyukt
plateben 2,5x10* sejtsiiriiséggel. A sejteket 100 uM heminnel és CoPPix-nel kezeltiik 24 6ran
keresztiil. Ezt kdvetben a tapkozeget eltavolitottuk, és haromszor mostuk a sejteket PBS-sel, majd
MitoSOX™ Red-del inkubaltuk (Life Technologies, Paisley, Skocia) 10 percig, 37 ° C-on,

sotétben. A MitoSOX™ voros reagens bejut az €16 sejtekbe, és szelektiven festi azok
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mitokondriumat. Més reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) és reaktiv nitrogén szarmazékok (RNS)
altal nem, de szuperoxidok altal gyorsan oxidalodik. Az oxidalt termék a nukleinsavakhoz kotddve
fluoreszcens jelet ad. Az inkubécios 1d6 leteltével a festéket eltavolitottuk, és a sejteket haromszor
mostuk PBS-sel, majd a sejtmagokat megfestettiik DAPI-val (4', 6-diamidino-2-fenil-indol). 4%-
os formaldehiddel fixaltuk a sejteket, majd a korongokat targylemezre helyezve, szdradds utan
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A képeket Zeiss Axio Scope Al tipustt (HBO 100 lamp)
mikroszkoppal (Carl Zeiss Microscopy GMBH, Miinchen, Németorszag) és a hozza tartoz6 ZEN
2011 v1.0.1.0. szofteverrel készitettiik. Minden kisérlet soran 100 sejtet vizsgaltunk csoportonként.
A voros szin atlagos intenzitasat Image J (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland,
USA) szoftverrel szamszerisitettik.
11.13. Cyto-ID festés

A mikroszkopos vizsgalatokhoz H9c2 sejteket szélesztettiink iiveg feddlemezeken 24 lyuka
plateben 1x10* sejtsiiriiséggel. A sejteket 100 pM heminnel és CoOPPix-el, valamint pozitiv
kontrollként 5 uM rapamycinnel kezeltiik 24 6ran at. A kezelés 6. 6rajaban az autofagia folyamatat,
a lizoszomak milkddeésén keresztiil gatoltuk, 18 oras 10 uM Klorokin kezelést alkalmazva. A
kezeléseket kovetden a tiapoldatot eltavolitottuk, €s a sejtek felszinét a gyartd altal mellékelt
egyszeres pufferrel mostuk. Minden lyukba 100 pl Microscopy Dual Detection Reagentet
pipettaztunk, amely 2:1 aranyban tartalmazta a Cyto-ID Green detektald reagenst (Enzo Life
Sciences, Inc. Farmingdale, NY, USA), és Hoechst 33342 sejtmag festéket, és 30 percig 37 °C-n
inkubaltuk a sejteket. A Cyto-ID Green detektald reagensnek koszonhetden a lizoszomalisan gatolt
sejtekben mérni tudjuk az autofagias vakuolumok szamat és az autofagias fluxot, mivel a festék
csak az €16 sejtekben felhamozodott autofagias vakuolumokba jut be. Egy mosast kovetden 4%-0s
formaldehiddel fixaltuk a sejteket, majd targylemezre helyezve, szaradds utan fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk mintainkat. A képeket Zeiss Axio Scope Al tipusu (HBO 100 lamp)
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mikroszkoppal (Carl Zeiss Microscopy GMBH, Miinchen, Németorszag) és a hozza tartoz6 ZEN
2011 v1.0.1.0. szofteverrel készitettiik.

Az 4ramlasi citometria vizsgalatokhoz tenyészté flaskaban 2,5x10° sejtsiirtiséggel
szélesztettilk a szivizomsejteket. A kezelés a fentebb emlitett modon tortént. A kezelési 1d6
elteltével a mar emlitett modon centrifugacsébe gyljtottiik a sejteket, majd pufferel mostuk.
Centrifugalas utan (5 perc, 1000 rpm) a feliiluszot eltavolitva 250 ul Cyto-ID Green festékkel
szuszpendaltuk a pelletet és sotétben inkubaltuk 30 percig 37 °C-on. Centrifugaltuk, kétszer
mostuk, és 20 perc 1% formaldehiddel torténd fixalast kovetden azonnal vizsgaltuk a sejtpopulaciot
FC-500 aramlasi citométerrel (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA). Az analizishez CPX
szoftvert hasznaltunk. Az autofagias flux mérése érdekében meghataroztuk a AMFI értékét (AMFTI:
MFI Klorokins minta — MFI Klorokin nélkiili minta).

11.14. Statisztikai analizis

Kisérletsorozatunk elsé részében minden adat atment a Kolmogorov-Smirnov normalitas
teszten (o = 0,05). Kétféle analizissel hasonlitottuk Gssze a csoportokat. El6szor harom fiiggetlen
csoportként (hipoxia, normoxia, hiperoxia) vizsgaltuk 6ket, és egy utas ANOVA analizist kovetden
(ha ANOVA p<0.05) Tukey poszt tesztet végeztiink. Masrészrol, az adatokat folyamatosnak
tekintettiik az O szintre vonatkoztatva (10%, 21% és 30%), és linearis regresszio analizist
végeztiink. Ha a linearis korrelacidja nullatol kiilonbozott, akkor megallapitottuk, hogy a két
valtozo linearis kapcsolatban allt egymassal.

Kisérletsorozatunk masodik részében a kapott eredményeinket minden esetben a szdmtani
atlag + kozépérték standard hibaja szerint abrazoltuk. A statisztikai analizisekhez GraphPad Prism
5 szoftvert hasznaltunk (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA). ANOVA tesztet és Dunnett

poszt hoc tesztet alkalmaztunk. A valtozasokat akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha p <0,05 volt.
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I1l. Eredmények

I11. 1. Mérsékelt, kronikus hipoxia és hiperoxia hatasanak vizsgalata egér sziven
I11. 1. 1. Testtomeg valtozasa a kezelést kovetoen

Az éllatok kiindulési testtdmegében nem volt szignifikans eltérés. Minden allat talélte a
kezelési iddszakot. Tukey poszt tesztet alkalmazva nem volt kiilonbség a 21% O2 és 10% O2
csoportok, valamint a 21% Oz és 30% O csoportok kozott. 10% O2 és 30% O csoportokat
Osszehasonlitva azonban szignifikans kiilonbség figyelhetd meg. A kapott adatok pontfelhdjére
illesztett linearis regressziods egyenes alapjan, amelynek korrelacioja szignifikansan eltért nullatol,
feltételezhetd, hogy pozitiv linedris kapcsolat all fenn az allatok testtdmege és az Oz szintjének
valtozéasa kozott.
111.1.2. Vér hemoglobin szintjében bekovetkezett valtozasok
hemoglobin szintjére. Mig az alacsony O megemelte a vér hemoglobin szintjét, addig a magasabb
O koncentracid csokkentette azt a normoxias koriilményekhez viszonyitva. Megfigyelhetd, hogy
ezen paraméter valtozasa szoros 6sszefliggésben all a levegd oxigén tartalmaval. Igy tehat forditott
linedris kapcsolat figyelhetd meg a vér hemoglobin szintje és a levegd O2 koncentracidja kozott.
111.1.3. Oxidativ stressz mértékének meghatarozasa

A D-ROM teszt lehetdvé tette a reaktiv O2 metabolitok szintjének meghatarozasat biologiai
mintainkban, amely az oxidativ stressz mértékére utal. A vérplazmabol mért reaktiv O2 metabolitok
szintjét a 21% O csoportban a szakirodalom alapjan normal szintnek tekintettik. A 10% Oz
tartalmu légkorben tartott allatok esetében viszont szignifikdns novekedést tapasztaltunk a
metabolitok szintjében, mind a normoxids, mind a hiperoxias kezeléshez képest. A hiperoxias
kdrnyezet azonban nem volt hatassal a szisztémas prooxidans oldalra a kontroll koriilményekhez

viszonyitva. Ez azt jelzi, hogy hipoxias allapotban borul fel jelentésen a szisztémas redox
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egyensuly. Ezek alapjan elmondhato, hogy egy erds, statisztikailag szignifikans inverz kapcsolat
A mitokondriumok karosodasa felelds lehet az oxigén szabadgyokok produkcidjanak
emelkedéséért. A NADPH-oxiddzok azaltal termelnek szuperoxid aniont, hogy egy
elektrotranszfert hajtanak végre a felszintikon 1évé NOX segitségével a NADPH-r6l a molekularis
oxigénre. A NOX4 ennek egy mitokondriumban elhelyezkedd izoformaja, mely fontos szerepet
jatszik a kardiovaszkularis betegségek patomechanizmusdban. Western blot segitségével
vizsgaltuk ezen fehérje expressziojanak valtozasat. Megemelkedett expresszios szint figyelhetd
meg a hipoxids koriilmények kozott tartott allatok szivében, Osszehasonlitva a normoxids és
hiperoxias allatokéval. Ezaltal egy forditott linearis kapcsolat figyelheté meg a NOX4 fehérje és a
valtoz6 Oz koncentréacio kdzott is.
111.1.4. Eltéré oxigén tartalmu légkor hatasa a hipoxia szingnalizacidojara
A miokardium citoszolikus frakciojanak felhasznalasaval vizsgaltuk a HIF-1a és HIF-2a fehérjék

expressziojanak valtozasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 10% O3 tartalmu 1égk6r a HIF-1a

crer

cyey

nem volt szignifikans hatassal a HIF-2a expresszidjanak valtozasara.

111.1.5. Kezelés hatasa a DNS torés mértékére valamint az apoptozisos markerek szintjére
A szivszovetben aktivalodo apoptozis vizsgalatahoz elemeztiik a Bax/Bclz aranyat, amely

levegd hatassal volt-e az apoptdzis folyamatara. A Bax/Bcl, aranyat ugyanazon gélen vizsgaltuk,

elkeriilve a haztartasi fehérjék instabilitdsanak befolyasold hatasat. Eredményeink azt mutatjak,

hogy a Bax/Bcl, arany megemelkedik hiperoxias kdzegben a 10% és 21% O tartalmtiakhoz

viszonyitva. Igy tehat, linedris kapcsolat all fel az O, koncentraci6 és Bax/Bclz arany emelkedése
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kozott.

Az apoptotikus magok kozvetlen detektdlasa immunfluoreszcens TUNEL festést
alkalmazva azonban eltér6 eredményt adott. A DNS torésen atesett sejtmagok aranya 10%, 21% ¢és
30% O esetén a kovetkezOképp alakult: mig a normoxids allatok szive nagyon alacsony, addig a
hipoxias allatoké magasabb, €s hiperoxidsoké még magasabb aranyu DNS torést mutatott. Ezaltal
a TdT-pozitiv sejtmagok aranya nem all linearis kapcsolatban az O koncentracioval, hanem egy
U-alaku trend figyelhetd meg.

Kisérleteink soran két a szivizomban aktival6do talélési utvonalat vizsgaltunk. Az egyik az
Akt, egy szerin/treonin kinaz volt, amelyrdl kimutattdk, hogy kdzponti szerepet jatszik a tulélések
elosegitésében és véd az apoptdzis ellen. Eredményeink alapjan, az Oz koncentracio valtozasa nem
volt hatassal az Akt Gtvonal aktivalodasara. pAkt>®™73/Akt arany egyik esetben sem valtozott
szignifikans mértékben.

A masik vizsgalt relevans védelmi mechanizmus az AMP-aktivalt protein-kinaz (AMPK)
volt, egy olyan energiaérzékeld rendszer, amely az oxidativ stressz (reaktiv Oz fajok (ROS))
novekedése altal is aktivalodik. Hasonloképpen a masik Gitvonalhoz, a p-AMPK/AMPK aranyanak
valtozasa sem volt megfigyelhetd a csoportok kozott. Nem volt statisztikailag szignifikans
korrelacio a vizsgalt tilélési ttvonalak aktivalodasa €s az Oz koncentracid valtozasa kozott.
111.1.7. Modositott O2 tartalmu légkor hatasa az autofagiara

Annak érdekében, hogy megtudjuk milyen hatdssal van a modositott oxigén tartalmu 1égkor
az autofagia folyamatara, vizsgaltunk néhany markert Western blot segitségével. A III. tipust
foszfoinozitid-3 kinaz komplex tagjat képezé Beclin-1 szintjének emelkedése az autofagias
vezikulum kialakulasahoz sziikséges. Azt tapasztaltuk, hogy a Beclin-1 szintje hipoxia soran

szignifikansan megemelkedik a 30% O tartalmu 1égkorhoz viszonyitva. A kapott intenzitas értékek
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alapjan feltételezhetd egy erds, forditott linedris kapcsolat a Beclin-1 expresszid szintjének
valtozasa és az oxigén szint kozott. Erdekes modon, normoxids és hiperoxias koriilmények kozott
nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a fehérje expresszidjaban. Ezaltal lehetséges, hogy a
30% O3 tartalm 1égkor hatdsara nem indukalédik az autofagia folyamata.

Az LC3B-II és p62 autofagias markerekre nem volt szignifikans hatassal a kiilonb6z6 O2
szintjével.
111.1.8. Haztartasi fehérjék szintjének valtozasa az O2 koncentracio hatasara
harom haztartasi fehérje (a-tubulin, aktin és GAPDH) szoveti intenzitasara is. Ezekben a
kisérletekben a célfehérje szintjét teljes fehérje mennyiségre vonatkoztatva mértiik. Meglepo
moédon, a Tukey poszt teszt alapjan elmondhato, hogy az a-tubulin és GAPDH esetében is a
hipoxids kozeg szignifikdnsan megemelte a fehérje kifejezodését a hiperoxids koriilményekkel
Osszehasonlitva. Ez a trend az aktin esetében is megfigyelhetd volt, de statisztikailag nem volt
emelkedése inverz linearis kapcsolatban all a vizsgalt haztartasi fehérjék szintjével is.
I11.2. HO-1 indukalé szerek toxicitasanak vizsgalata és hatasa az autofagia folyamatara
111.2.1. HO-1 indukalé szerek hatasa a H9¢2 szivizomsejtek életképességére

A HO-1 indukal6 szerek (hemin és CoPPIX) sejtéletképesség valtozasra gyakorolt hatasat
MTT citotoxicitasi teszttel vizsgaltuk. A 3-10-30-100 uM heminnel és 2,5-25-100 uM CoPPIX-
nel torténd 24 ords kezelése a szivizomsejtek életképességének koncentraciofiiggd romlésat
okozott. A legmagasabb hemin koncentracié hatasa majdnem elérte, viszont a legmagasabb CoPP x
koncentracid mar elérte az IC50-es értéket.

111.2.2. Magas koncentraciéju HO-1 indukalé szerek hatasa az oxidativ stressz mértékére
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Annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk az oxidativ stressz szerepét H9c2 sejtekben, a
magas koncentraciot hemin és CoPPx-kezelésekkel indukalt toxikus hatasban, DCF és MitoSOX
festést végeztink. A DCF festés altalanos ROS kimutatédst tesz lehetévé, mig a MitoSOX a
mitokondrialis szuperoxid szintet mutatja meg. Eredményeink alapjan elmondhat6, mind a hemin,
mind a CoPPx-kezelések hatasara szignifikans mértékben fokozodott a ROS szintje, DCF festést
alkalmazva. Ugyanez a szignifikans novekedés figyelheté meg a mitokondrialis szuperoxidok
esetében is. Mindkét eredmény azt szemlélteti, hogy az oxidativ stressz szerepet jatszhat az
indukalds szerek és hem okozta toxikus hatasban.

111.2.3. HO-1 szint meghatarozasa a kezeléseket kdvetéen

Western-blot adataink szerint, mindkét indukaldé szer sikeresen fokozta a HO-1
expressziojat. A fehérje szintjének fokozodasa, ahogyan az varhato is volt, koncentraciofiiggd
moédon mutatkozott meg.

111.2.4. A magas koncentraciéa hemin és CoPPix hatasa az autofagia folyamatara

Miutdn markans HO-1 expresszido ndvekedést tapasztaltunk a 100 uM hemin és 100 uM
CoPPx esetében is, arra voltunk kivancsiak ez milyen hatassal van az autofdgids markerek
szintjére. Beclin-1, LC3B-II és p62 fehérjék szintjét vizsgalatuk Western blot segitségével.
Meglepd modon, a Beclin-1 esetében valtozatlan szintet tapasztaltunk mindkét indukal6 szerrel
tortend kezelést kovetden. Ezzel ellentétben mind az LC3B-II, mind a p62 szintje szignifikansan
megemelkedett a 100 uM hemin és 100 uM CoPPx csoportokban is a kontrollhoz képest. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy az autofagia folyamata ugyan aktivalodott, de az emelkedett p62 szint
miatt valoszinlileg nem megy végbe a teljes folyamat.

Western blot eredményeink igazolasa érdekében Cyto-ID Green festést alkalmaztunk és
mintdinkat mikroszkoép €s aramlési citométer segitségével vizsgalatuk. Az autofagias flux

monitorozasa céljabol klorokine-nel is kezeltiik a sejteket. Ezen szer hatasara a lizoszomalis
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degradacio gatlodik.

Mikroszképos vizsgalatunk alapjan, szamos autofagias vakudlum helyezkedik el a
perinuklearis térben és a szamuk meg is emelkedik Klorokine jelenlétében a kezeletlen csoportban
¢s a 20 mM NaOH kezelés hatdsara, mely azt jelzi, hogy az autofagids flux jol funkcionalt.
Rapamycint hasznaltunk pozitiv kontrollként. Ezekben a mintakban emelkedett szamu autofagias
vakuolum volt megfigyelhet6 a klorokine jelenlétében és hianyaban is. Habar a CoPPx kezelést
kovetden talaltunk néhany vakudlumot, de ezek szama jelentdsen kevesebb volt, mint a kezeletlen
csoportban, tovabba nem volt jelentésebb kiilonbség klorokine jelenlétében és hianyaban.
Osszehasonlitva a hemin és hemin + klorokine kezelt csoportokat ugyancsak nem volt tapasztalhato
szignifikans kiilonbség.

Eredményeink szamszerisitése érdekében aramlési citométerrel mértiik mintdink AMFI
értékét. A kapott adatok, alatamasztjak mikroszkopos vizsgalataink eredményét. igy tehat arra lehet
kovetkeztetni, hogy az autofagia folyamata Beclin-1 fiiggetlen utvonalon ugyan aktivalodik, de
nem funkcional megfelelden.

111.2.5. Magas koncentracioju hemin és CoPPix kezelés hatasa az apoptozis aktivalédasara

Western blot vizsgalatink sordn azt tapasztaltuk, hogy a pro-kaszpéaz-3 fehérje expresszios
szintje szignifikansan lecsokken az indukal6 szerek hatasara a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Ezzel parhuzamosan vizsgaltuk a hasitott-kaszpdz-3 szintjét is, amely pedig mindkét magas
kovetkeztetni, hogy a kaszpaz-3 fehérje aktivalodik és a magas koncentracion hemin és CoPP)x

hatasara indukalodik az apoptozis folyamata.
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IV.  Megbeszélés
IV. 1. Mérsékelt, kronikus hipoxia és hiperoxia hatasanak vizsgalata egér sziven

Kisérleteink elsé részében azt vizsgaltuk, hogy a 28 napon at tartd, 10% - 21% ¢és 30%
oxigén tartalmu légkorben tartott egerek szivében milyen szignalizacids valtozasok alakulnak Ki.
A kezelési idészak alatt, a beallitott oxigén koncentéci6 értékek allanddak voltak, nem torténtek
reoxigenizacios, deoxigenizacids események. A valasztott oxigén koncentraciok terdpiasan
relevansak, mivel a 10%-o0s, hipoxias koriilmény ismerten szubletalis metabolikus €s szignalizacios
valtozasokat okoz a miokardiumban. A 30%-o0s, hiperoxias koriilmény pedig imitalja azt a gyakori
helyzetet, amikor egy tiidébeteg paciens 1égzését hordozhatd oxigénpalackkal timogatjak. Fontos
volt még tovabba, hogy a linedris progresszid a megvalasztott oxigén koncentraciok esetében
lehetové tegye a linedris korrelacids vizsgalatokat a kiilonb6zo szignalizacios folyamatokban.

Eredmények szerint, a hiperoxias csoportban a redox egyensuly felboruldsa nem volt
kifejezetten tapasztalhat6. Egy masik tanulmany soran, patkanyokat tartottak 24 oraig 14,4%,
20,9%, 35,5%, 39,8%, 62,5%, és 82,2% oxigén tartalmu légkorbe, ez kovetden szintén D-ROM
teszttel vizsgaltak a redox egyenstlyt. Vizsgalataikbol kideriilt, hogy >40% O2 koncentracio
oxidativ stresszt okozott. Ezzel 6sszhangban viszgalataink sordn mi sem tapasztaltunk jelentds
eltérést a normoxia és a 30% O2 tartalomu 1égkdr kozott.

A hipoxia szignalizacios folyamataban részt vevo HIF transzkripcids faktorok a- alegységét
az oxigén szint kozvetleniil szabalyozza. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kronikus hipoxia
(10% O2) indukélta a HIF-la-t, amely a szakirodalmi adatokbol valosziniisithetden
Osszefliggésben van az emelkedett oxidativ stresszel. Hiperoxias koriilmények kozott azonban,
mind a HIF-1a, mind pedig a HIF-2a szintje valtozatlan maradt. Egyéb kutatasok is beszamoltak
arrol, hogy azoknal a patkanyoknal, amelyek 3 héten at 50% O2-nek voltak kitéve, az expozicid

elsé hétben mind a HIF-la, mind a HIF-2a szintje megemelkedett az agyszovetben, majd
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fokozatosan lecsokkent. Azoknal az egereknél pedig, amelyek 28 napig 30% O2 tartalmu levegdt
I¢legeztek be, jelentésen megemelkedett a neuronokban a nukleéaris HIF-2a, ami nem volt oxidativ
stresszhez kapcsolhato. Ujsziilott patkanyok szivét vizsgalva szintén érdekes eredmények lattak
napvilagot, ugyanis 2 hét 60% O2 és 95% 02 kezelést kovetden a kifejezettebb hiperoxia hatasara
nétt meg szignifikdns mértékben a HIF-1a nukleéris transzlokacidja, mig az alacsonyabb oxigén
koncentraci6é hatdsara annak szintje valtozatlan maradt. Emellett Zara és kutatocsoportja azt is
jelentették, hogy ugyanebben a kifejezett hiperoxias csoportban az apoptotikus sejtek szazalékos
aranya is jelentésen megndvekedett, amely a ROS altal kozvetitett membran sériilésnek volt
koszonhetd. Mindezen szakirodalmi ismereteket €s vizsgalatainkban alkalmazott kisérleti
koriilményeket figyelembe véve, ahol hiperoxia soran nem talaltunk relevans ndvekedést sem a
HIF-1a, sem pedig a HIF-2a esetében valoszinii, hogy a 30% O2 koncentracié nem elegendé a
HIF-ek indukaldsara a miokardiumban, vagy ahogy azt az agyszdvetben kimutattak, a 4. hétre
visszatért az eredeti szintre.

Az apoptdzist, mint programozott sejthalalt, sajatos morfologiai tulajdonsagok é€s
energiafiiggé biokémiai mechanizmusok jellemzik. Az apoptotikus sejtek zsugorodnak,
felsziniikrél kisebb-nagyobb citoplazma darabok fliz6dnek le (bleb képzddés), a kromatin
allomany erdsen kondenzalodik, a DNS toredezik és utobb a mag is feldarabolodik. Szamos
eredmény utal arra, hogy a HIF-1a is részt vesz az apoptdzis folyamatdnak meginditasaban.
Amikor az alveolaris epithelialis sejtek kronikus hipoxianak voltak kitéve, azokban tulzott
mértékben megemelkedett a HIF-1a szintje, amely fokozott apoptdzist eredményezett. Kozvetlen
kapcsolatot mutattak ki a Bcl-2 alcsalad proapoptikus tagja a Nip3 és a HIF-1a kozott is, amely
valosziniileg a HIF-1a kozvetlen célgénje. Masrészt bizonyitast nyert az is, hogy hipoxia soran a
Bax-on keresztiil indukalodik a HIF-1a-fiiggd p53 altal kozvetitett apoptozis is. Eredményeink azt

mutatjak, hogy az altalunk alkalmazott kisérletes elrendezésben linearis kapcsolat 4ll fenn a levegd
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oxigén szintjének valtozasa és az apoptodzisra utaldo Bax/Bcl-2 ardny kozott. Mindemellett, az
apoptozis egyik morfoldgiai sajatossaga a DNS torés szintje jol korreldl hipoxias koriilmények
kozott a HIF-1a szintjével, mivel TUNEL vizsgalattal hipoxias és hiperoxias koriilmények kozott
is megnovekedett DNS torést tapasztaltunk, bar a TdT-pozitiv sejtmagok szdma fokozottabb volt
hiperoxiat kovetden.

Gyakran ugyanabban a sejtben el6fordul autofagia és apoptozis is, foleg olyan sorrendben,
ahol az autofagia megeldzi az apoptozist. Ugyan az autofagianak fontos szerepe van a sejtek
homeosztazisanak fenntartdsaban, segiti az alkalmazkodast a kiilonféle stresszhelyzetekhez,
viszont a massziv autofagia sejthalalt eredményezhet. H9¢2 szivizomsejtekben akut (48 oras)
hipoxiat imitalé koriilmények kozott megemelkedett az apoptdzis mértéke, autofagoszomak
halmozoédtak fel, és megndvekedett az LC3-II, Atg5 és Beclin-1 autofagias markerek szintje is,
valoszintsithetéen a BNIP3-on keresztiil [86], mivel az megzavarja a Beclin-1 és a Bcl-2 fehérjék
kozott 1évo gatld kolesonhatast. A ROS is az autofagia fontos aktivatora szivizomsejtekben a
reperfuizio soran, ezaltal a ROS megkotd vegyliletek, novényi hatéanyagok megvédhetik a szivet
az iszkémia/reperfuzio altal bekovetkezd sériilésektdl, az autofagia szabalyozisan keresztiil.
Western-blot eredményeinbdl kideriil, hogy a hipoxias (10% O2) kezelés hatasara megndvekedett
a Beclin-1 fehérje szintje, ezaltal aktivalodott az autofagia folyamata. TiidGepitelialis sejteken
végzett vizsgalatok kapcsan pedig azt figyelték meg, hogy hosszantartdé hiperoxia (95% 02, 72
Ora) hatasara megndvekedett az autofagoszomak képzddése és az LC3B expresszidja [91]. Az
altalunk végzett vizsgalatok soran azonban a hiperoxias (30% O2) csoportban nem valtozott az
autofagias folyamatot kezdeményezd Beclin-1 szintje, tovabba egyik kezelt csoport esetében sem
volt eltérés az LC3 és p62 fehérjék szintjében. Mivel az autofagias fluxot nem mértiik, nem tudunk
végleges kovetkeztetést levonni a szivben 1évé autofagia és a magas oxigén koncertacié kozott

fennallo kapcsolatrol. Viszont érdekes az a tény, hogy az altalunk vizsgalt hiperoxia soran az
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autofagia szintje nem valtozik, mig az apoptozis megemelkedik, igy felmeriilhet a kérdés a két
folyamat szinkronizéciojat illetden. Korabbi megallapitasok alapjan lehetséges, hogy a Beclin-1-et
az oxidativ stressz indukélja hosszabb, mérsékelt hipoxia (10% O2) esetén és ez okozhatja a
Bax/Bcl-2 arany emelkedését, lehet6séget adva a szivizomsejteknek az alkalmazkodasra.
Mindazonaltal, hosszantartd hiperoxidban (30% O2) az oxidativ stressz relativ hianya miatt nem
emelkedik a Beclin-1 szintje, ami fokozott DNS toréshez vezethet.

Vizsgalatunk kezdetén hagyoméanyos Western-blotot alkalmaztunk. Meglepden
tapasztaltuk, hogy a denzitometriai értékek normalizaldsara alkalmazott referencia fehérjék
expresszios szintje jelentds ingadozast mutat. Ezt kovetden teljes fehérje alapi normalizalast
alkalmaztunk, amely megerdsitette a gyanut, hogy ezen haztartasi fehérjék szintje is modulalodik
az oxigén koncentracio fiiggvényében. Eredményeink azt mutatjak, hogy a hipoxids (10% O2)
kezelés hatdsara megnovekedik a vizsgalt haztartasi fehérjék expresszioja. Ezzel a meglepd
megfigyeléssel Osszhangban, humén szivizomban ¢és mas kisérletes kortilmények kozott is
tapasztaltdk mar a GAPDH, az aktin és a tubulin jelentds valtozasat. Tovabba, egér tiidében,
hiperoxia (90-95% 02, 1-3 nap) altal kivaltott alveolaris karosodasban is vizsgaltak mar a
haztartartasi fehérjek expressziojanak valtozasat, ahol a GAPDH mRNS szintje ndvekedett meg
szignifikdnsan. Az altalunk bemutatott varatlan eredmények tehat azt sugalljak, a haztartasi
fehérjékre normalizalt adatokat ovatosan kell kezelni azokban a vizsgélatokban, ahol az egyik
valtozo a belélegeztetett oxigén koncentracidja.

Eredményeinket Osszegezve tehat elmondhatjuk, hogy a hipoxias koriilmények kozott
tartott allatok szivében az emelkedett oxidativ stressz és a HIF-1a hatasara, tovabba az altalunk
vizsgalt talélési utvonalak protektiv jelenlétének hidnyaban, aktivaldédott az autofagia és az
apoptozis folyamata is. Erdekes modon a programozott sejthalal Gtvonal szintjében tortént

emelkedkedés mégis a hiperoxias csoport esetében volt sokkal kifejezettebb, annak ellenére, hogy
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sem az oxidativ stressz, sem pedig a HIF-1a szintje nem emelkedett meg szignifikans mértékben.
Mindemellett, az is megfigyelhetd, hogy a 30% O tartalmu 1égkor hatasara egyik autofagias
marker szintje sem valtozott meg. Igy valdsziniisithetd, hogy az autofigia folyamatdnak
aktivalodéasa hidnyaban emelkedhetett meg ilyen jelentés mértékben (hipoxidhoz és normoxidhoz
viszonyitva is) a DNS torés mértéke €s a Bax/Bcl-2 ardnya is a hiperoxias csoportban. Azonban
tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak érdekében, hogy megértsiik az autofigia ez esetben is
valdszintisithet6 apoptozist antagonizald hatasat.

IV.2. HO-1 indukalé szerek toxicitasanak vizsgalata és hatasa az autofagia folyamatara

Masik kisérleti sorozatunkban H9c2 sejteken végeztiink vizsgalatokat és arra kerestiik a
valaszt, hogy milyen szerepe van autofagianak a hem toxicitasban szivizomsejteken. Az autofagian
keresztiil a szabad hembdl eredd toxicitas terapias lehetéséget adhat a hemolizis vagy kiillonb6zo
szivrendellenességek kezelése soran, ahol kiterjedt a szabad hem képzddése.

A hemoxigenaz-1 indukcid, a hem toxicitas és az autofagia kozotti kapesolat még mindig
nem egyértelmii a szivizomsejtekben. Jelenlegi vizsgalataink azt mutatjak, hogy kiilonb6zé HO-1
induktorok (hemin, CoPPIX) nagy koncentracioi (100 uM) toxikus hatast gyakorolnak a H9c2
sejtekre. Az altalunk tapasztalt toxikus hatast az autofagia hibas miikodése kiséri. Szamos korabbi
tanulmany jelezte, hogy a hemin kiilonb6z6 koncentracioi (0,1-1000 uM) novelhetik a HO-1
expressziojat, azonban az alkalmazott koncentraciotol fiiggden pozitiv kimenetelii vagy citotoxikus
hatas is lehetséges. A kozelmultban keriilt publikalasra az a tanulmény melyben kimutattdk, hogy
a HO-1 indukélésa 20 uM CoPPIX-nel védte a szivizomsejteket a hipoxia/reoxigenacio ellen az
apoptozis csokkentésén keresztiil. Jelen vizsgalatunkban azonban magasabb CoPPx koncentraciot
alkalmaztunk, amely toxikusnak bizonyult. Amikor a szabad hem mennyisége meghaladja a
detoxifikalo enzimek kapacitasat a szabad hem toxikus hatast fejt ki, amely a ROS termelddése és

gyulladas kialakulasa okoz. Mint amire szamitottunk is a kisérleteinkben alkalmazott kiilonb6z6
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hemin és CoPPix koncentraciok koncentraciofiiggd modon indukaltdk a HO-1-et. Ezzel
parhuzamosan viszont a sejtek életképességének vizsgalata sordn ugyancsak koncentraciofiiggd
¢letképesség csokkenés mutatkozott. A szakirodalmi adatokkal 6sszhangban pedig, mindkét magas
mértiink. Igy valosziniisithetd, hogy a vizsgalatok soran alkalmazott kisérletes koriilmények kozott
a megemelkedett ROS szint hozzéjarul a sejthalalhoz.

Szamos kutatoécsoport vizsgalta a HO-1 indukcio és az autofiagia folyamata kozotti
kapcsolatot kiilonboz6 szovetekben. Lin és mtsai. Arrol szdmoltak be, hogy a resveratrol indukalta
HO-1 expressziojanak novekedése fokozott neurotoxicitast eredményezett az emelkedett szamu
autofagoszomak kialakulasaval. Emellett, a HO-1 fokozott expresszidja a maj szepszise soran
adaptiv valasz lehet az autofiagia folyamatanak aktivalédasat eredményezi. Az autofagia
szerepének megértése szivizomsejtekben 0j dimenzidt nyithat a HO-1-et érintd vizsgalatokban. Az
azonban Iényeges, hogy az autofagia funkcidja a sziv- és érrendszerben a mai napig
ellentmondasos. A folyamat vizsgalata soran leggyakrabban alkalmazott fehérje az LC3B és a p62.
Autofagia indukaldsa sordn rendszerint megnd a lipidalt, aktiv, feltehetéen autofagoszoma
asszocialt LC3B-I11 szintje, ezzel parhuzamosan pedig a p62 szintje lecsokken. A p62 kdzvetleniil
kotddik az LC3 és a GABARAP fehérjecsaladhoz és szelektiven lebomlik autofagia soran. A
fehérje felhalmozodik, amikor az autofagiat gatoljuk, viszont csokkent szintjét akkor is kimutattak
mikor az oxidativ stressz indukalta az autofagiat. Tovabba a p62 szintje sejtekben, szovetekben
akkor is megnovekedhet, amikor az autofagia folyamata karosodik, igy felhasznalhaté markerként
az autofagias flux tanulmanyozéasira. Eredményeinkbdl is egyértelmiien latszik, hogy az
alkalmazott két HO-1 induktor aktivalja az autofagiat. Erdekes modon, a folyamat inicidcidjaért
felelos Beclin-1 szintje egyik indukalszer esetében sem valtozott. Szdmos kutatas utal arra, hogy

az autofagoszoémak képzddése Beclin-1 fliggetlen utvonalon is megvalosulhat. Viszont, a magas

28



koncentracioju indukald szerekkel kezelt sejtekben mind az LC3B-I11, mind pedig a p62 szintje
megemelkedett. HO-1 indukalta autofagia esetében, mar beszamoltak arrdl, hogy az autofagias flux
sériilhet. Ezen kutatas szerint HO-1 indukci6 alkalmaval fokozott p62 szintet is kimutattak SH-
SYS5Y neuroblasztoma sejtvonalon, amely arra utal, ami esetiinkben is lehetséges, hogy karosodott
az autofagia folyamata. Az autofagias flux tovabbi vizsgalatahoz a szivizomsejteket klorokine-nel
is kezeltilk, ami gatolja az autofagiat azaltal, hogy megakadalyozza az autofagoszéoma és a
mutatjak, hogy a kontroll és a rapamycin kezelt szivizomsejtekben az autofagoszomak szama
megndvekedett a klorokine hatasara. Azonban Western blot adatainkkal Osszhangban, az
autofagoszomak szamat illetéen, nem taldltunk kiilonbséget a magas koncentracioja
HO-1 induktorokkal kezelt csoportokban, a klorokine jelenlétében és hianyaban, amely tovabb
erésiti azt a feltételezésiinket, hogy a hibas autofagia hozzdjarulhat a szivizomsejtek hem
toxicitasahoz.

Az autofagiat leiro kutatasok arrdl is beszdmoltak, hogy ezen utvonal mennyire fontos a
sériilt sejtorganellumok eltavolitasaban, ellenben a folyamat sikertelensége vagy tulterheltsége
esetén, ezek a sériilt organellumok/makromolekuldk fokozhatjak az apoptotikus sejthalalt. Western
blot analizisiink soran vizsgaltuk az apopt6zis szintjét is. Eredményeink azt mutatjak, hogy a pro-
kaszpaz-3 pedig megemelkedik. fgy tehat a nagy mennyiségii hemin és CoPP)x a sériilt autofagias
folyamat aktivalédasa mellett indukalta az apoptdzis programozott sejthaldl itvonalat is.

Osszességében elmondhatd tehat, hogy a magas koncentracioban alkalmazott HO-1
indukalo szerek (hemin és CoPPIX) tulzott mértékben fokoztdk a HO-1 expressziojat, €s ez hem
toxicitast okozott a viszgalt H9c2 szivizomsejtekben, melynek hatterében valdsziniileg a fokozott

ROS szint, a hibas autofagia valamint az aktivalédott apoptozis allnak.
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Kutatasaink eredményeit 0sszegezve, ramutattunk arra, hogy megvaltozott oxigén tartalmu
légkorben tartott allatok esetében, valamint szivizomsejtek magas koncentraciojai HO-1
induktorokkal torténd kezelése soran is kapcsolat allhat fenn az autofagia és az oxidativ stressz
indukalta valtozasok kivédése kozott. A szivizomsejtek talélésének biztositasdhoz mindkét esetben
szlikség volna a megfelelden funkcionald autofagia folyamatara, amely képes lenne kivédeni az
emelkedett szintli apoptozis végzetes hatasat. Igy tovabbi feladatunk megtalalni annak okét, hogy
miért nem megy végbe a teljes autofagias folyamat; miért akad meg az “ujrahasznositas”, ezaltal

lehetdséget adva a sejteknek az alkalmazkodasra, és miként tudnank csokkenteni apoptozis sulyos

hatésait.
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V. Osszefoglalas

A munkdm elsé felében vizsgaltuk a kronikus hipoxia és hiperoxia kiilonb6zo
szignalizacios folyamatokra gyakorolt hatdsat szivizomban. A 28 napon at tartdé modositott oxigén
tartalmt 1égkorben tartott allatok szivében korrelacios Osszefiiggéseket tapasztaltunk az oxigén
koncentraci6 valtozasa és egyes utvonalak aktivalodasa kozott. A redox egyensuly felboruldsa
kifejezettebb volt hipoxias, mint hiperoxias korilmények kozott. A kronikus hipoxia (10% O2)
indukalta a HIF-1a, amely valdszintisithetéen 6sszefiiggésben van az emelkedett oxidativ stresszel.
Hiperoxias koriilmények kozott azonban, sem a HIF-1a, sem pedig a HIF-2a szintje nem valtozott.
Linearis kapcsolat tapasztaltunk a levegd oxigén szintjének valtozasa €s az apoptdzisra utald
Bax/Bcl-2 arany kozott, tovabba TUNEL vizsgalattal hipoxias és hiperoxias koriilmények kozott
is megnovekedett DNS torést detektaltunk, bar a TdT-pozitiv sejtmagok szama fokozottabb volt
hiperoxiat kovetéen. Western-blot eredményeinkbdl kideriilt, hogy a hipoxias (10% O2) kezelés
hatasara megndvekedett a Beclin-1 fehérje szintje, ezaltal aktivaloédott az autofagia folyamata,
azonban az LC3B-II és p62 szintje is valtozatlan maradt, amely arra enged kovetkeztetni, hogy

nem megy végbe a teljes folyamat. A modositott oxigén tartalmi levegd nem volt hatassal az

1z

crer

fehérjék szintjére 1s, amely felhivja a figyelmet a haztartasi fehérjékkel torténd normalizalt adatokat
ovatos kezelésére.

is szivizomsejteken, keresve arra a valaszt, hogy a HO-1 magas expresszidja milyen hatdssal van
az autofagia folyamatdra. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a hemin és CoPPix
koncentraciofiiggé modon csokkentette a H9c2 sejtek életképességét. A legmagasabb

koncentracio, mindkét indukald szer esetében, megkozelitette vagy el is érte a toxikus 1C50-es
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értéket. Tovabba, a hemin és CoPPx esetében is sikeres és koncentraciofiiggd HO-1 expresszid
emelkedést tapasztaltunk. Az altalunk vizsgalt két indukald szer 100 pM-os koncentracidban
szignifikansan emelte a ROS szintjét, amely jelentés mértékli oxidativ stresszre utal, és ez egy
magyarazat lehet a sejtek életképességének csokkenésére. Eredményeinkbdl egyértelmiien latszik,
hogy a 100 uM hemin és CoPPix Beclin-1 fiiggelten Utvonalon aktivalja az autofagiat. A
szignifikdnsan magasabb LC3B-II és p62 expresszids szintje a kezelt csoportokban azonban
megkérddjelezi a folyamat teljességét. Ezen eredményeinket alatamasztva, a 100 uM hemin és
CoPPix mellett klorokinel is kezeltiik a szivizomsejteket és Cyto-ID Green festéssel vizsgaltuk az
autofagias flux valtozasat. Mikroszkopos és aramlési citometrids kisérleteink is tdmogattak azon
vesztett autofagiat indukdlnak. Az autofagia mellett tanulmanyoztuk az apoptdzis szintjét is.
Vizsgaltuk a pro-kaszpaz-3-at, amely expresszidjanak csokkenése az apoptozis emelkedésére
sejttoxicitas az emelkedett oxidativ stresszbdl, a nem megfelelden funkcionald autofagiabdl és a

magas szinti apopt6zisbol eredhet.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Legmélyebb halamat szeretném kifejezni témavezetdmnek Dr. Lekli Istvannak, aki
aldozatos munkajaval, timogatasaval ¢€s folyamatos iranymutatasaval lehet6vé tette az értekezés
alapjaul szolgaldo és az azon tal végzett kisérletes munkaim elvégzését. Nemcsak szakmai
mentorként szdmithattam ré az elmult évek soran, hanem egy életre sz616 mintaul is szolgal emberi
példamutatasaval. A Debreceni Egyetemen toltétt éveim soran O gyakorolta a legnagyobb hatast
emberi- és szakmai fejlédésemre.

Ezlton szeretném koszonetemet kifejezni Dr. Tosaki Arpad Professzor Urnak, aki
lehetdsége adott, hogy bekapcsolddjak a tanszékén végzett kutatasokba, tovabba lehetové tette,
hogy kutatdsi eredményeimet szamos szinvonalas hazai ¢€és nemzetkézi konferencian
bemutathassam. K6szonom, hogy barmikor szakmai tanacsra volt sziikkségem 1dot szant ram.
Tovéabba koszonettel tartozom témavezetémnek és Professzor Urnak azért is, hogy mindvégig
stabil anyagi hatteret biztositottak a vizsgalatok elvégzésére.

K6sz6ném milanodi kollaboratorainknak Michele Samaja Professzor Urnak és Laura
Terraneonak, hogy Veliik dolgozhattam. Halas vagyok, hogy kinn tartézkodasom alatt mindvégig
tdmogattak szakmai irdnymutatisukkal ¢€s biztatdsukkal, melynek eredményeként kozos
publikécionk sziilethetett €s azt doktori értekezésemhez is felhasznéalhattam.

Koszonettel tartozom volt és jelenlegi munkatarsaimnak Dr. Bak Istvdnnak, Dr. Czompa
Attilanak, Dr. Csépanyi Evelinnek, Czeglédi Andrasnak, Zilinyi Ritanak, dr. Széke Kittinek és
Szabados- Fiirjesi Péternek, Berczi-Kun Enikének, Kalmar Andreanak és Fiizesi Tibornak, dr.
Féstis Adindnak hogy munkdajukkal, szakmai tdmogatasukkal hozzajarultak eredményeimhez,
valamint baratsagukkal és humorukkal segitették a hosszi munkaorak atvészelését.

Szeretném megkOszonni szerzétarsaimnak Paola Bianciardinak, Dr. Fenyvesi Ferencnek,
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Dr. Fejes Zsoltnak, Bekéné Debreceni Ildikonak és Dr. Nagy Bélanak, hogy értékes munkajukkal
¢s észrevételeikkel emelték a kutatdsunk szinvonalat.

Koszonettel tartozom barataimnak, kiemelve Gajtkd Andrednak, aki baratsagaval és
tdmogatasaval a legnehezebb iddszakokban is mellettem 4llt, a sikeres pillanatokban pedig velem
orilt.

Végiil, de nem utolsé sorban, kiemelt koszonetemet fejezném ki Edesanyamnak,
Nagysziileimnek, a csaladdom minden tagjanak, akik egész tanulmanyaim soran hittek bennem,
lelkesitettek és nyugodt csaladi hatteret biztositottak a munka elvégzéséhez.

Az értekezés elkészitését a GINOP- 2.3.2-15-2016-00043. szamu, ,,Sziv- és érkutatasi
kivalosagkozpont (IRONHEART)" cimi projekt tdmogatta. A projekt az Europai Unid
tamogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg. Tovabbi
tamogatasok: Campus Mundi (Tempus Kozalapitvany), ,Nemzet Fiatal Tehetségeiért

Osztondij” NTP-NFTO-16 és Nemzeti Kivalosag Program: TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001.
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