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Roviditések jegyzéke

AF aorta kiaramlas (aortic flow)
AOdP/dt kifejlodé aortanyomas id6 szerinti els6 derivaltja

(first derivative of aortic pressure)

AOP kifejlodé aortanyomas (aortic pressure)
b-ZIP basic-leucine zipper
CF koronaria ataramlas (coronary flow)

CNC-bZIP  Cap’n’collar/basic-leucine zipper

CO szénmonoxid

CO-RM szénmonoxid felszabadité molekula
CouT perctérfogat (cardiac output)

ER endoplazmatikus retikulum

HO hemoxigenaz

HO-1 hemoxigenaz-1 izoenzim

HR szivfrekvencia (heart rate)

HSP-32 hésokk fehérje 32

I/'R iszkémia/reperfuziod

IL-1B interleukin-13

IL-6 interleukin-6

ISZB iszkémids szivbetegség

KH Krebs-Henseleit

KO knock out

LV bal kamra (left ventricle)

MAPK mitogén aktivalt protein kinaz

MCP-1 monocita kemotaktikus fehérje-1 (monocyte chemotactic protein-1)
MPTP mitokondrialis permeabilitasi tranzicios porus

Nrf2 nuclear factor [(erythroid-derived 2) -like 2]

NTg nem transzgeén

ROS reaktiv oxigéngyokdok (reactive oxygen species)

RV jobb kamra (right ventricle)

S szeptum (septum)

SCSE szilard meggymagbél-kivonat (sour cherry seed extract)



SEM
SnPPIX
SOD
StRE
SV

Tg
TNF-a
TPA
TTC
VEGF
VF
VSMCs
VT
ZnPPIX

szamtani kozépérték standard hibaja (standard error of mean)
on-protoporfirin-1X

szuperoxid diszmutaz

stressz-érzékeny szekvencia elem (stress-response element)
verdtérfogat (stroke volume)

transzgen

tumor nekrozis faktor-o

12-O-tetradecanoilforbol-13-acetat
trifenil-tetrazolium-klorid

vaszkularis endotelialis novekedési faktor (vascular endothelial growth factor)
kamrai fibrillacio (ventricular fibrillation)

vaszkularis simaizomsejtek (vascular smooth muscle cells)
kamrai tachikardia (ventricular tachycardia)

cink-protoporfirin-IX



Bevezetés

A kardiovaszkularis megbetegedések kovetkeztében elszenvedett halalozasok
napjainkban is vezetik a statisztikakat. Az elmult évtizedekben jelentds eréfeszitések torténtek
kiilonb6z6 gyogyitd és megeldzd eljarasok kifejlesztésére, igy ez az ardny az elhaldlozasokat
illetden javul6 tendenciat mutat. A kiilonféle kardiovaszkuldris megbetegedéseknek manapsag
igy is kétszer annyi aldozata van, mint a daganatos megbetegedéseknek. A leggyakoribb

betegségek kozott is az elsd harom helyen valamilyen kardiovaszkuldris korkép Aall.

Iszkémias szivbetegségek, mortalitasi rata-2010
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1. abra: Iszkémias szivbetegségek kovetkeztében elhunyt f6/100000 fo.
Magyarorszag az EU sereghajtoi kozott.

(Eletkorral standardizalt mortalitasi rata. 2010. Eurostat database)



A koszorGér-betegség elofordulasi gyakorisdga egyre ndvekszik, a fejlett ipari
orszagokban a vezetd haladlok. A fejlddé orszdgokban becslések szerint 2020-ra a lakossag
jelentds része lesz érintett. Hazdnkban kozel 80000 beteg hunyt el keringési betegségben
2005-ben. A kardiovaszkularis halalesetek szama csokkent; 2012-ben hozzavet6legesen
60 000 volt. Megjegyzendé azonban, hogy az Osszes betegség okozta halaleset szama is
csokkent [1].

A populacié oregedésével a sziv €s érrendszeri betegségek eldfordulasi gyakorisaga
novekszik, becslések szerint a fejlett és a jelenleg fejlodd orszdgokban a vezetd haldlok az
iszkémias szivbetegség (ISZB) lesz és ezt a cerebrovaszkularis betegségek kovetik majd.
Elsdsorban a korhazi koltségek miatt az ISZB kezelése globalisan is jelentdsen noveli az
egészségligyi kiadasokat. Mivel a kardiovaszkularis megbetegedésben szenvedék kezelése
egyre jelentésebb terheket r6 a nemzetgazdasagra, ezért hatékonyabb (koltséghatékonyabb)
terapias lehetdségek és ujabb prevencids stratégidk kidolgozéasa egyre fontosabba valik. Az
¢letmod, a jol ismert kardiovaszkularis rizikofaktorok és az ISZB morbiditdsa és mortalitasa
kozotti szoros kapcsolat ma mar egyértelmii tény. Szdmos esetben a teljes vagy részleges
¢letmodvaltas azonban nem, vagy csak nagyon nehezen megvaldsithato. Egy 6tvenes éveiben
jaro beteget igen nehéz ravenni a teljes vagy részleges életmodvaltasra, ezért is fontos olyan
novények vagy természetes anyagok vizsgalata, amelyek képesek hozzajarulni a prevencios
célok megvalositasahoz.

A kardiovaszkularis prevencios stratégiakban fontosabb szerepe van a szekunder
prevencios (betegség progresszidjanak lassitdsa/megakadéalyozasa) €és az un. ,high risk”
prevencids stratégianak (a magas rizikoju csoportok kivalasztasa és a rizikofaktorok
csokkentése/eliminalasa), mint a primer stratégianak (kardiovaszkularis megbetegedésben
nem szenveddknél a klinikailag manifeszt betegség megeldzése). Becslések szerint a
manifeszt kardiovaszkularis megbetegedésben szenveddknél a tovabbi nemkivanatos
torténések kialakuldsanak a valoszinlisége hatszor magasabb, mint a hasonld kockézatu
egészségeseké. Ennek fényében érthetd a szekunder prevencids stratégiak kiemelt fontossaga
egészségmeglrzés ¢€s nemzetgazdasagi szempontbol egyarant. Ezek mellett fontos
megemliteni az Un. populdcids stratégiat, ami a teljes lakossag rizikostatuszat probalja
csokkenteni az ¢életmdd, kornyezeti, szocidlis €s gazdasagi tényezok befolyasolasan keresztiil.
Ennek fontossagat mi sem hangsulyozza jobban, minthogy a lakossag nagy tobbsége a

kdzepes rizikdji csoportba tartozik és ebbdl a csoportbdl keriil ki a legtobb kardiovaszkularis



megbetegedésben szenvedd beteg, ugyanakkor a magas rizikdju csoportba viszonylag kevés
ember tartozik, igy a teljes lakossagra kivetitve viszonylag csekély szamu beteget érint.

Az I1SZB prevencidjanak harom fontos eleme van, amelyek az életméd valtoztatas és a
rizikotényez6k csokkentése; profilaktikus gyogyszerek alkalmazasa; és a fiatalabb
koszoruérbetegek hozzatartozoinak sziirése €s oktatasa.

Napjainkban egy 1) irdnyvonal rajzolédik ki, miszerint a szintetikus gyodgyszerek
mellett a novényi hatdbanyagok gyogyszerként vagy preventiv céllal torténd alkalmazasa egyre
fontosabba valik. Ennek egyik oka sok esetben a ndvényi derivatumok olcsobb eldallitasi
koltsége, valamint kedvezébb mellékhatasprofilja. Egyre tobb tanulmény szamol be arrol,
hogy bizonyos novények vagy természetes hatdéanyagok profilaktikus adagoldsa jelentsen
csokkenti az iszkémia/reperfiiziod (I/R) kdvetkezményeit kiilonbdzo allatmodellekben.

Ilyen természetes eredetli anyag tobbek kozott a meggymag, amely Magyarorszagon
nagy mennyiségben all rendelkezésre, mint ipari hulladék. Kutatocsoportunk kordbban mar
megvizsgalta a meggymagbél szilard fazisanak a kardiovaszkuldris rendszerre és a retinara
kifejtett hatasait, azonban ezek hatterében allo pontosabb molekularis hatasmechanizmusok

tisztazasara ezidaig még nem keriilt sor.



Irodalmi attekintés

Iszkémias szivbetegség

A nemzetgazdasagilag ¢és a tarsadalmilag is nyomaszté kardiovaszkularis
megbetegedésekkel kapcsolatos problémakat elsdsorban a kérképek megeldzésével, illetve a
hajlamositdo tényez6k korai felismerésével, valamint elharitasaval lehet megoldani, vagy
mérsékelni. A szivelégtelenség kialakuldsaban a két legfontosabb korallapot a magas
vérnyomas ¢és az iszkémias szivbetegség. A két korfolyamat kozott szoros kapcsolat all fenn,
hiszen a korondria betegség egyik legfobb rizikdtényezdje a hipertonia. A magas vérnyomas
legkevesebb harom folyamat nyoman okozhatja a miokardium iszkémiajat. Ezek a folyamatok
egymassal is Osszefliggésben allnak. Egyrészt a hipertonia kozvetlen endotélsériilést hozhat
1étre, amely ateroszklerézishoz vezethet, ezaltal a hipertonia aterogén tényezének tekinthetd.
Masrészt a hirtelen megndvekedd vérnyomassal a falfesziilés is megnd, megndvekszik a
végdiasztolés nyomds, ndvekszik a szivizom oxigénigénye. Ugyanakkor romlik a
korondriakeringés, emiatt a szivizom sejtekben megndvekszik a Ca?* koncentracio, ami
vazokonstrikcidhoz vezet a koronariaereken. A harmadik mechanizmus a sziv hemodinamikai
valtozasaival van Osszefliggésben, ugyanis a nyomasterhelés kovetkeztében bal kamra
hipertrofia alakul ki, amely mikrocirkulaciés zavarokhoz vezet a miokardiumban [2].
A lecsokkent koronaria-véraramlas és az érelmeszesedés egyiittesen miokardialis iszkémidhoz
vezet, mely endotél sejtek apoptozisat indukalhatja és az igy elvesztett sejtek Gsszessége a
vérellatast tovabb akadalyozo trombozist eredményezheti [3]. Iszkémia soran az oxigénhiany
végett leall az aerob metabolizmus és a helyét anaerob glikolizis veszi at; lecsokken a kreatin-
foszfat szint és anyagcseretermékek felszaporodasa figyelhetd meg, mint példaul a tejsav és
az alfa-glicerolfoszfat. Ebbdl adéddan a miokardium kontraktilitasa meggyengiil, hiszen az
anaerob folyamatok nem tudjak a kell6 mennyiségli ATP-t el6allitani. A kreatin-foszfat szint
csokkentésével a szovetben kezdetben csak kismértékli az ATP szint-csokkenés, viszont
ennek lecsengése utan teljesen felborul az egyensuly, S a szovet ATP igényét a sejtek nem
képesek fedezni. A tejsav felszaporoddsa miatt megndvekszik a H'-0k intracellularis
koncentracidja, amely Na'-ra cserélddik Ki. Az iszkémia alatt lecsokkent ATP szint miatt
sziinetel a 3 Na'/2 K* ATP4z miikodése, amely tovabb noveli az intracellularis Na* terhelést.
A sejt probalja a felgyiilemlett Na* -ot eltavolitani a 3 Na*/1 Ca?* ioncserélé segitségével,

amivel viszont tovabb sulyosbodik az intracellularis Ca’* thlterhelés [4].
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Az iszkémias miokardium funkcioképes sejtjeinck megmentése érdekében
elengedhetetlen az idében torténd reperfizid, ami az okklizid megsziintetésével, a sztendzis
mérséklésével érhetd el. A reperfizié indukalta karosodasok, amelyek lehetnek reverzibilisek
illetve irreverzibilisek, nagy figyelmet érdemelnek. Reverzibilis karosodas lehet a reperfiizio
indukalta kamrai aritmia, amely altalaban spontan megsziinik és konnyen kezelheté [5],
valamint a miokardium hibernacidja. Ez utobbi okai kézé sorolhatd a kontraktilis apparatus
oxidativ stressz okozta karosodasa és az intracellularis Ca®* tilterheltsége [6]. Irreverzibilis
reperfuzid indukalt karosodasnak tekintheté egyrészt a mikrovaszkularis okklazio.
Legfontosabb hozzajarulo tényezdi a folyamatnak példaul a kapillaris karosodas, a
hipertrofizdl6 endotél ¢és miokardidlis sejtek miatti kapillaris kompresszid, az
ateroszklerotikus plakkbol letoredezd részek mikroemboliat okoz6 hatasa, a vérlemezkék
aggregacioja, az iszkémia alatt elkezd6dé neutrofil infiltracio fokozodasa, szabadgyokok
képzédése és a komplement rendszer aktivacidja [7-11]. Irreverzibilis karosodasnak
tekinthetjiik tovabba a kardiomiocitdk elhaldsat, amelyhez szintén az oxidativ stressz, a
kalcium tulterhelés, a mitokondrialis permeabilitasi tranzicios porus (MPTP) kinyilasa ¢és
hiperkontraktilitas [12] vezethet. A kardiomiocitak apoptézisa mar az iszkémia alatt
elkezdddik és a reperfiizid alatt nagymértékben sulyosbodik. Ennek kovetkeztében varhat6 az,
hogy az apoptozis gatlasa csokkentheti az I/R okozta karosodast a miokardiumban [13], igy

javithatja a sejtek talélését.

Oxidativ stressz

Az oxidativ stressz foként a nagymértekli reaktiv oxigén é€s nitrogén gyokok
képzodésével jellemezhetd. Az oxigén részleges redukcioja soran képz6do anyagok rendkiviil
instabilak ¢és meglehetésen reaktiv vegyiiletek, mint példaul a szuperoxid gyok is. A
szuperoxid aniont a szuperoxid diszmutazok (SOD-k) enzimatikusan alakitjak at hidrogén
peroxidda (H,02). A SOD kozponti szerepére vilagit ra az oxidativ stresszel szembeni
védekezésben az a tény, miszerint koronariabetegségben szenveddk esetén a SOD
enzimaktivitasa jelentdsen csokkent [14]. Emellett bioldgiai rendszerekben a szuperoxid nem-
enzimatikus médon is atalakulhat H,O,-da és szinglet oxigénné [15]. A H,0, kifejezetten
reaktiv tulajdonsagainal fogva példaul a Fenton reakcioként is ismert folyamatban
atmenetifémekkel, a biologiai rendszerekben leggyakrabban Fe®*-al hidroxilgyokot képez. A
reaktiv oxigéngyokok (ROS) és a parositatlan elektronnal nem rendelkezd, am rendkiviil

reaktiv molekulak (H»O,, szerves peroxidok) féléletideje nagyon rovid €s kimagasldan
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toxikus hatassal birnak a szovetekre, igy a sziv miokardiumara is [16]. A ROS-ek hatasara a
fehérjék szulfhidril csoportjainak oxidacidjan tal a nukleinsav lancok hasitasaval a DNS-ben
toredezések is kialakulhatnak [17]. A gyokok atalakithatjak a foszfolipidek szerkezetét, a
lipoprotein eredeti tobbszordsen telitetlen zsirsavak oldallancardl pedig hidrogént vonhatnak
el. A keletkez6 peroxilgyokok ujabb zsirsavval reagalva lancreakciot hoznak létre, azaz
elindul a lipidperoxidacio. A reakciok folyomanyaként modosul a membran felépitése és
ateresztOképessége, valamint szamos cellularis fehérje is valtozast szenvedhet [18]. Sériilhet a
Ca®" ATPaz és a Na'-K' ATPaz miikodése, emiatt csokken a Ca?* efflux, ugyanakkor
ndvekedik a Ca®" influx. Az oxidativ stresszrdl azt is leirtak, hogy a szarkoplazmatikus
retikulum Ca®* ATPaz miikodését is hatraltatja, ami miatt ugyancsak gatlodik a Ca®*
eltavolitisa a szivizomsejtek citoplazmajabol. A folyamat eredményeként egyre né a Ca**
terhelés és a szivizomsejtek elhalasa is egyre nagyobb mértékii [19]. A fentebb emlitett
lipidperoxidacié hatasara az alacsony slrliségii lipoproteinek (LDL) is oxidalodhatnak.
Az oxidalt LDL ugy tlinik fontos szerepet jatszik az érelmeszesedés kezdeti 1épéseinek
kialakulasaban és a mar kialakult plakk egyik 6sszetevo elemeként nagymértékben fokozza az
ateroszklerotikus 1€zi6 instabilitasat az érpalyaban. Az érelmeszesedés els6 1épésében a ROS-
ek altal el6idézett DNS karosodas az erek simaizomzatanak hipertrofigjat okozhatja.
Az oxidalt LDL receptor medialt Gtvonalon jut be az endotél sejtekbe. Az érfalon beliil
csokkenti a makrofagok mozgasat, ndveli azok koleszterinfelvételét, ami az Gn. habos sejtek
képz6déséhez vezet. Az oxidalt LDL tovabba részben kemotaktikus ingerként eldsegitheti a
lokalisan jelenlévé monocitdk szdmanak novekedését, masrészt toxikus hatassal bir, igy
novelheti az endotélsejtek apoptozisat és a vazokonstrikciot [20].

Eukariota sejtekben normal koriilmények kozott a 1€gzés, metabolikus folyamatok,
fagocitodzis, novekedési faktorok és citokinek hatasara is keletkeznek oxidativ sajatossagu
anyagok. Az oxidativ specieszek toxikus hatasainak ellenstilyozasara a sejtek enzimatikus és
nem-enzimatikus folyamatokat egyarant felhasznalnak. Az utdbbi folyamatokban szerepet
jatszhat példaul a glutation, a C-vitamin, az a-tokoferol, mig az enzimatikus antioxidans
folyamatokban nagy szerepet jatszik a SOD, a katalaz, a glutation-peroxidaz ¢és a

hemoxigenaz is.



A hemoxigenaz (HO) biokémiai szerepe és génregulacidja

A hemoxigenazok (HO) olyan evoluciésan konzervalt enzimek, amelyek a hem
lebontasanak elsd, sebességmeghatarozd 1épését katalizaljak [21, 22]. A hem, a
hemoproteinek — mint pl. a hemoglobin és a mioglobin - prosztetikus csoportja, amely egy
porfirinvazbol és egy kozponti vas (1) atombol all. A porfirinvazat alkoté négy pirrolgytirtit
metinhidak kotik 6ssze. Az oxidacié soran a HO a hem a-metin hidjanak hasitasat katalizalja.
A tobblépéses folyamathoz harom O; molekula és hét elektron sziikségeltetik [23].
EmlGsokben az elektronokat a NADPH-citokrom-P450-reduktaz szolgaltatja [24], mig
alacsonyabb szervez6désii szinteken, mint példaul novények és baktériumok esetén alternativ
elektronforrasok is felfedezheték [25, 26]. In vitro kisérletekben a NADH is megfeleld
elektrondonornak bizonyult [27]. A hem-bontas kezdeti 1épésében NADPH jelenlétében
redukalodik a gyliriben 1évé vas és igy egy hidroperoxid (Fe 111-OOH) intermedier
keletkezik. Ez a hem gylr(i a-metin hidjanak szénatomjat hidroxilalja, igy a hem a-mezo-
hidroxihemmé alakul, amely deprotonalt allapotdban szabadgyok tulajdonsaggal bir.
Az a-mezo-hidroxihem konnyen reakcioba 1ép oxigénnel, igy képezve tovabbi két oxidacios
Iépésben a verdohemet és a szén-monoxidot (CO) [28-32]. A verdohem végsé soron O, és
NADPH-citokrém-P450-reduktaz  jelenlétében biliverdin-IXa-va alakul szabad vas
keletkezése mellett (2. abra A panel).



vV OH Me

Me

Pr Pr
Hem 0, a-meso-hidroxihem

a-Verdohem

Biliverdin-IX o
Bilirubin-IX o

2. abra: A hem lebontasa.

A. panel: a hemoxigenaz altal katalizalt reakcidésor.
B. panel: a biliverdin reduktaz altal katalizalt reakcio.
(Me: -CHgs; V: -CH=CHjy; Pr: -CH,CH,CO,H.)

A szabad porfirinvazat nem hasitja a hemoxigenaz, Tenhunen és munkatarsai ebbdl
kifolyolag 1969-ben azt a megallapitast tették, hogy az enzimreakciohoz feltétleniil sziikség
van a kdzponti vas atomra [22]. A keletkezett biliverdin-IXa-t a biliverdin reduktaz redukalja
bilirubin-IXa-va (2. abra B. panel) [33]. A felszabadult vas-ionokat a sejt egyrészt ferritin
molekuldkban tarolhatja. A ferritin egy 20-24 alegységbdl allo fehérje, amely belso,
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gémbszer tiregében hozzavetdlegesen 4500 vas iont képes megkdtni vas(IIT)-oxid-hidratként
mikrokristalyos forméaban, vagy micellakban [34]. A fehérje expresszidjat noveli az Fe®*
ionok mennyiségének novekedése. A szabad vasat masrészt ATP fiiggé vas-pumpa
transzportalhatja a sejten kiviili térbe [35]. A HO tehat fontos szerepet jatszik a vas—
homeosztazisban, de kulcsszerepet jatszik az oxidansokkal szembeni védelemben is, mivel a
hem a szabadgyokok képzodését katalizalja. A human hemoxigenaz izoformak koziil eddig
kett6t azonositottak. A HO-1 egy 32 kDa tomegii fehérje, ami hoésokkfehérje 32 néven
(hsp-32) is ismert. Oxidativ stressz soran a sejtek szamos ttvonalon keresztiil keriilhetik ki a
szabad hem pro-oxidans hatasait. Ezek az utvonalak foként a HO-1 izoenzim gyors
indukalhatésagan alapszanak, igy gyorsan eliminalhatjak a szabad hemet, ezzel pedig a sejt
elkeriilheti a gyulladaskelté anyagok hatasara kivaltott programozott sejthalalt [36].

A HO-2 (~36 kDa) egy konstitutiv izoformaja a hemoxigenazoknak [37, 38].
Ez az enzim is rendelkezik katalitikus aktivitassal, de mivel az oxidativ mechanizmusokra
nem tud mennyiségi novekedéssel reagalni, ezért valoszintsithetéen a szabad hem-csoporttal
szembeni sejtvédd folyamatokban nincs kozponti szerepe. Kimutathatdé mennyiségben van
jelen a vaszkulaturaban, az agyban és a herékben, igy a feltételezések szerint befolyasolhatja a
vazomotoros tonust, a neurotranszmissziot és a reprodukcids sejtek biogenezisét [39].
Egy harmadik hemoxigenaz izoformat (HO-3) is leirtak patkdnyokban, amir6l azota
bizonyitast nyert, hogy valoszinlileg a HO-2 transzkriptumanak pszeudogén szarmazéka és
katalitikus aktivitasa sokkal kisebb [40, 41]. A HO-1-t a HMOX1 gén kodolja, amely a 22-es
kromoszéman lokalizalodik. A HO-2-t a HMOX2 gén kodolja, ez pedig a 16-0S
kromoszéman helyezkedik el. A HO-1 ¢és -2 aminosavsorrendje 43% -os homoldgiat mutat
[42].

A HO-1 expresszidja alapvetden a transzkripcid szintjén szabalyozodik, néhany
kivétellel, mint példaul hipoxia, vagy acidozis okozta mRNS stabilizaci6 [43, 44]. A HMOX1
gén atirodast kivalthatja szamos jelatviteli utvonal, amelyek kiilonb6zd transzkripcios
faktorokat aktivalhatnak. A HMOX1 gén promoterén hdrom szabalyozo régidt ismeriink,
amelyhez a transzkripcios faktorok kotddhetnek: egy proximalisan (0,3 kb tavolsagra) és kettd
disztalisan a transzkripcid iniciacios pontjatol. A disztalis régiok szabalyozasban betoltott
szerepének fontossagara eldszor egér HO-1 gén delécidos mutagenitasi tanulmanyok
vilagitottak ra. Ezekben a vizsgdlatokban két enhanszer régiot azonositottak. Az E1 és E2
fragmenteket (268 és 161 bp), amelyek hozzavetdlegesen -4 kb és -10 kb-nyira talalhatéak a
transzkripcid kezdeti pontjatol [45-48]. Ezek az enhanszer régiok szabalyozzak az egér HO-1

gén aktivalodasat kiilonféle anyagok hatasara, mint példaul a 12-O-tetradecanoilforbol-13-
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acetat (TPA), nehézfémek, a natrium-arzenit, a lipopoliszaharid (LPS), elektrofil anyagok,
hidrogén-peroxid, antioxidansok és a hem [46, 48-50]. A tovabbi vizsgalatok kideritették,
hogy ezek a régiok elengedhetetlenek a gén aktivacidjahoz [51-53], s az egér-human HO-1
génregulaciobeli kiilonbozéségek [54] ellenére a disztalis régiok szerepe a human HO-1 gén
esetében is hasonlo [55-61]. A dominans rész az egér HO-1 gén E1 és E2 enhanszereiben egy
10 bp (T/CGCTGAGTCA) hosszsagu stressz-érzékeny szekvencia elem (stress-response
element-StRE), amely tér- és struktarabeli konzervaltsagot mutat mind egér, mind patkany és
human HO-1 génekben. Az StRE struktarajat és funkcionalitasat tekintve hasonlésagot mutat
tobb egyéb szekvencia elemmel is (Maf response element-MARE, antioxidant response-ARE,
TPA response element-TRE/ AP-1 site [50, 62]), ezért elterjedt 6sszefoglald elnevezés maradt
ezen részegységekre az StRE. Mai ismereteink alapjan ugy tiinik, hogy a HO-1 gén
aktivalddasaban fontos szerepet jatszik kiilonb6z6 transzkripcios faktorok StRE egységekhez
valo kotédése. Ilyen faktorok lehetnek példaul a basic-leucine zipper (b-ZIP) fehérje
szupercsalad Cap’n’collar/basic-leucine zipper (CNC-bZIP) -alcsalad tagjai is, amelyek kozé
a p45, Nrfl, Nrf2, Nrf3, Bachl és Bach2 is tartozik. A Bachl fehérje (~82 KDa) egy
transzkripcids represszor molekuldnak tekinthetd, normal koriilmények kozott a HO-1
promoter StRE-ekhez kotddve gatolja a génatirodast [63, 64]. Hem jelenlétében a gatlas
megszlnik, specifikus hem kot6 helyekhez [65] kapcsolodva a fehérje konformaciovaltozasat
idézi eld, emiatt a Bachl-StRE kapcsolat megsziinik, a Bachl eliminalodik a sejtmagbdl,
végsd soron pedig az ubiquitin/26S proteaszoma proteolitikus Gitvonalon keresztiil lebontasra
keriil [64]. Oxidativ stressz soran a reaktiv oxigéngyokok (ROS) a Bachl szulfhidril
csoportjait oxidalhatjdk, ezaltal gatolva a fehérje kotddését az StRE régiokhoz, amelyet
kovetden a Bachl szintén kijut a sejtmagbdl és lebomlik [66]. A Bachl ledisszocialasat
kovetden a transzkripcid pozitiv regulatorai kdtddhetnek az StRE elemekhez, mint példaul az
Nrf2. Az Nrf2 a citoplazmaban képzddik, a folyamatban a Keapl nyujt segitséget. Oxidativ
stressz hatasara a Keapl/Nrf2 komplex cisztein régioi érzékelik a megvaltozott redox
kornyezetet, ami miatt a Keapl szerkezete megvaltozik. Ez stabilizalja az Nrf2-t, és eldsegiti
a transzlokiciojat a sejtmagba. A nukledris transzlokaciot kovetden az Nrf2
heterodimerizalodik a Maf és Jun b-Zip transzkripciés faktorokkal, majd kotddik az StRE
elemhez, igy segitve eld ezutan az antioxidans enzimek génatirddasat [67]. Napjaink kutatasai
alapjan a HO-1 génregulaci6 tekintetében tehat az StRE-Bachl-2 tengely kozponti szerepet
jatszik. Tovabba a HO-1 transzkripcidja kiilonb6zé indukalhatd faktorok altal is
szabalyozddhat, igy példaul a mar emlitett hipoxias kdrnyezet aktivalhatja a hipoxia-indukalt-

faktor-1a-at (HIF-1a) [68], a gyulladaskelto és toxikus anyagok az NF-kB-t [69], a sejtszintii
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redox folyamatok megvaltozasa az aktivalo fehérje 1-et (AP1) [70], valamint a hormonalis és
metabolikus valtozasok a proliferator-aktivalt receptor gamma koaktivator-1 alfat (PGCla) és

peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor deltat (PPARS) [71].

Hemoxigenaz-1 indukcio

A HO-1 expresszido szamos folyamat eredményeként megndvekedhet. Tenhunen és
munkatarsai réviddel a fentebb emlitett felfedezésiiket kdvetden - 1970-ben - leirtak, hogy a
szubsztrat, azaz a hem hatasara az enzim szintje megnd [72]. 1987-ben Shibahara és
munkatarsai patkanysejteken végzett kisérleteik alapjan azt a megallapitast tették, hogy a HO-
1 a hdsokkfehérjék csaladjaba tartozhat, mivel a 42 °C-on tartott sejtkultiraban megnétt az
enzim Kkoncentracidja [73]. A ’80-as évek végétél tobb munkacsoport figyelmének
kozéppontjaba keriilt a HO-1, s igazoltak, hogy a H,0,, nehézfémek és az UV-A sugarzas is
emelkedését okozhatjak a reaktiv oxigén gyokok (ROS) [76, 77] a hipoxia [43, 78], a
hiperoxia [79], az iszkémia/reperfuzié [80, 81], a nyirofesziiltség [82, 83], kiilonbozd
citokinek (IL-1a és TNF-a [84, 85], IL-10 [86], IL-11 [87], TGF-B [88]), a lipopoliszaharid
(LPS) [70, 89], a nitrogén monoxid [57], a peroxinitrit [90], névekedési faktorok (VEGF [91],
PDGF [92]), az adrenokortikotrop hormon [93], prosztaglandinok [94, 95], az angiotenzin-II
[96, 97], szamos gyogyszer, mint pl. aspirin [98], lipidszint modositdé gyogyszerek, mint a
simvastatin [99] és probucol [100], tovabba kiilonféle antioxidans hatasu anyagok (kurkumin
[101], kavésav [102, 103], rezveratrol [76]). A hemhez hasonld, am vas helyett kiilonb6z6
centralis fématomokat tartalmazd metalloporfirinek lehetnek HO-1 induktorok és/vagy
enzimgatlo hatasuak is. A vas mellett szamos fémion, mint a kobalt (Co?"), cink (Zn*"), réz
(Cu?") szolgalhat a ferrokelataz szubsztratjaként. Ez az enzim épiti be a hem szintézis utolsé
Iépésében a vasat a protoporfirin (PP) gytriibe. A CoPPIX, ZnPPIX, CuPPIX ¢és
természetesen az FePPIX (azaz a hem) enziminduktor hatasuak, a HO-1 szubsztratjaként is
miitkodhetnek. Az SnPPIX és a ZnPPIX indukalhatjak a HO-1 transzkripcidjat, ugyanakkor
kompetitiven gatolhatjak az enzimmiikodést [104]. Molekularis oxigénnel kapcsolatba nem
1ép6 metalloporfirinek, ugymint a nikkel- (Ni), 6n- (Sn), mangan- (Mn) PPIX-ek nem
szubsztratjai az enzimnek, ugyanakkor kompetitiven gatolhatjadk a muikodését [27].
Tovabbi paradoxon, hogy amig a CoPPIX in vivo koriilmények kozott potens HO-1 induktor,
in vitro enziminhibitornak bizonyult [104, 105]. Onmagiban a protoporfirin is képes
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indukalni a HO-1-et, habar kizarolag csak meghatarozott hullamhosszi fénnyel valo
fotoaktivaciot kovetden [106, 107].

A HO-1 indukcié nemcsak azaltal jar jotékony hatassal, hogy kozvetleniil védi a sejtet
az oxidativ stresszel szemben, hanem szabalyozza a kedvez6 hatassal bird6 molekulak szoveti
jelenlétét, mint példaul egyéb hdsokkfehérjék, az interleukin-10 és a prosztaglandin J2, ezért

ez az enzim a terapiaban is fontos szerepet tolthet be [86, 108, 109].

A hemoxigenazok altal katalizalt reakciok végtermékei és azok lehetséges
hatasai

A hemoxigenazok altal katalizalt reakciok végterméke a biliverdin és a CO (amelyek a
pozitiv hatasok kialakuldsaban taldn a legnagyobb szerepet jatszanak), valamint H,O és Fe?*
szabadul fel. Az antioxidans hatasért a biliverdin/bilirubin a felelds, hiszen a biliverdin és a
beldle keletkezd bilirubin nagyon potens gydkfogd sajatossagii molekula. Mar a ’90-es évek
el6tt bizonyitast nyert, hogy a bilirubin erésen képes megkdtni a peroxil gyokoket, valamint
az, hogy az antioxidans tulajdonsaga fokozodik oxigénhianyos kérnyezetben [110]. Kidertilt,
hogy hasonldéan képes megkdtni szuperoxid aniont, hidroxidokat, hipoklorossavat €s szinglet
oxigént is [111-113], valamint a nitrogén gyokoket, mint példaul a peroxinitritet [114, 115].
Baranano és munkatarsai szerint a bilirubin annyira erds antioxidans, hogy a 10000-szer
nagyobb koncentracioban jelen 1évé Hy0, sejtkarosito hatasat is képes ellenstlyozni [116].
Azonban emlékezni kell arra a tényre is, hogy a bilirubin nem all feltétleniil mindig a ,,j0
oldalon”, mivel ez a molekula okozza a sargasagot, amely a bilirubin vérplazmaban vald
tulzott felszaporodasaként definialhat6. Felndttek esetén a sargasag a legtdbb esetben inkabb
tiinetnek nevezhetd és a hattérben allo majkarosodassal egyiitt jaré megbetegedésekre utalhat.
Az 1jsziilottek hozzavetdlegesen felénél alakul ki sargasag életik elsé hetében, a
korasziilotteknél pedig ez az arany még magasabb. Az ujsziilottkori sargasag veszélyessége
attol fiigg, hogy milyen magas a bilirubin koncentracioja, valamint, hogy mi okozza a tiinetet
¢s hogy milyen gyorsan alakul ki a sargasdg. Legsulyosabb szovédménye a kernikterusz,
amely soran a bilirubin lerakodik az agyszovet sziirkedllomanyaban ¢és potencidlisan
irreverzibilis kdrosodasokat hozhat 1étre, ami akar halalhoz is vezethet. A bilirubin lebomléasa
tobb utvonalon is végbemehet. A kiilonb6zd szovetek a képzddott bilirubint a vérbe juttatjak,
ahol a bilirubin az albuminnal 1:1 aranyban kotve szallitodik. A maj parenhimaja veszi fel a

bilirubint a szérumbdl, az intracellularis szallitisban pedig a glutation-S-transzferaz nyujt
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segitséget. A majbol a bilirubin glikkuronsavas konjugaciot kovetéen vizoldhaté mono- és
digliikuronidok formajaban iriilhet az epefolyadékkal, vagy a majban tovabb bomlik a
bilirubin-oxidaz hatasara monopirrolokka. Az epével a székletbe keriilé konjugalt bilirubint a
mikroflora baktériumai urobilinogénné és ezek oxidalt formajava, azaz urobilinné bontjak
[106]. Ezek a folyamatok azonban nem pillanatszerien mennek végbe, ezért akut terapiaban a
bilirubin gyors eltavolitasara az ujsziilotteknél fényterapiaval is probalkoznak. Az elmélet
szerint lathat6 fénnyel vald besugarzas hatasara a bilirubin haromféle fotokémiai reakcion
mehet keresztiil: konfiguraciés izomerizacio, konformacids izomerizacid és fotooxidacid
[117], az igy keletkezé polarosabb karakteri bilirubin sztereoizomerek feltételezhet6en
kevésbé képesek athatolni a vér-agy gaton, igy nehezebben alakul ki a kernikterusz.
Egyesek szerint a konfiguracios izomerizacié a legfontosabb fotokémiai reakcio [118, 119],
masok szerint azonban a konformécids valtozadsok gyorsabban lezajlanak, igy az utobbiak
nagyobb hangsulyt kapnak fényterapia soran a bilirubin eliminaciojaban [117], egy azonban
biztos: a fotoizomerizacio mar 15 perccel a megvilagitast kovetden képes a szérum total
bilirubin szintet ~ 10 %- kal csokkenteni ujsziilottekben [120]. Habar a bilirubin apoptdzist
indukal példaul idegsejteken [121], vagy csontsejteken [122], a HO-1 indukcio
eredményeként az antiapoptotikus hatas keriil el6térbe foként a szoveti CO termelédésnek
koszonhetden. Soares ¢és munkatarsai irtdk le elészor, hogy HO-1 overexpresszid
antiapoptotikus hatast fejt ki endotélsejteken €s simaizomsejteken. Ez a hatés pedig hozzajarul
a xenograft kilokédés ellenes folyamatokhoz [123]. A keletkez6 CO képes gatolni a TNF- o
indukalta apoptozist endotélsejteken a p38 MAPK utvonal aktivalasaval [124, 125], bar a CO
jelenléte mellett NF-kB transzkripcios faktor aktivacio is sziikséges a teljes antiapoptotikus
hatas kifejlodéséhez. Az NF-kB szdmos stressz reakcidban szerepet jatszo gén aktivaciojat
szabalyozza, mint példaul a citokinekét is. A HO-1 altal kozvetitett apoptozis gatlast szamos
daganatsejt tipus hasznalja a programozott sejthalal elleni védekezésben. Medulloblasztoma
DAOY sejtek esetében a hemoxigenaz-1 altal katalizalt reakcioban keletkez6 CO nagy
valosziniiséggel a K csatornak gatlisan keresztiil éri el az antiapoptotikus hatést [126]. Sok
esetben az eldnyds hatasok beteg modellen nem korreldlnak az egészséges allatokon végzett
kisérletek eredményeivel. Ennek ellenére a HO-1 antiapoptotikus hatasa fennall diabéteszes
kardiomiopatidban is. Egerek szivében HO-1 overexpresszid hatisdra kevesebb TUNEL
pozitiv sejtet regisztraltak, valamint alacsonyabb p53 és emelkedett Bcl-2 fehérje expressziot
hataroztak meg a vad tipust egerekhez képest. Erdekes, hogy emellett az autofagiat, mint a
sejt talélésében egy masik kozponti szerepet jatszo folyamatot is eldsegitheti a HO-1 szint

emelkedése. A HO-1 overexpresszald diabéteszes egerekben magasabb Beclin-1 és LC3-II
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fehérje szintet detektaltak, amely részben legaldbbis az AMPK utvonal aktivalasanak
koszonhet6 [127].

Az antioxiddns és az antiapoptotikus hatasok mellett a HO-1 gyullad4scsokkentd,
vazoaktiv, antikoagulativ hatasokkal is bir, valamint szerepe van az angiogenezisben ¢€s a
proliferacioban is. A gyulladascsokkenté hatas is foként a CO termelédésén alapszik.
A HO-1 aktivaci6 és a szovetben felszaporodd CO tobb gyulladaskelté mediator molekuldnak
a termelddését csokkentheti, mint példaul a TNF-a, IL-6, IL-1pB, vagy a kemotaxis kivaltasara
képes citokinek koziil a monocita kemotaktikus fehérje-1 (MCP-1), valamint néveli a
gyulladascsokkent6 valasz kialakulasat az anti-inflammatérikus hatasa IL-10 expressziojanak
emelésével [128, 129]. Ugyanakkor a HO-1 az NF-«kB tutvonalon keresztiil csokkenti a
gyulladaskelt6 granulocita makrofag kolonia-stimulalo faktor (GM-CSF) termelédését, amely
bakterialis endotoxinok (LPS) hatasara konnyen és gyors litemben termelédik [130].
Tovéabbi bizonyiték a HO-1 gyulladasellenes hatdsara, hogy CoPPIX-el kivaltott HO-1
indukcid jelentdsen csokkenti a citotoxikus T-sejtek differencialodasat és valaszkészségiiket
[131], tovabba a hemoxigenaz-1 részben csokkenteni tudja bizonyos adhézidos molekulak
elvalasztasat, mint példaul a P- és E szelektin, vaszkularis sejt adhézios molekula 1 (VCAM-
1) [132, 133] és intercellularis adhézios molekula 1 (ICAM-1) [134]. Ezen molekulak
gyulladas mértékét [135].

A HO-1 sejtproliferaciora kifejtett hatdsai nagymértékben fiiggenek a sejttipustol. A
keratinocitakon, endotél- és tumorsejteken kifejtett proliferativ hatdssal szemben az epitél-,
simaizom-, T-sejteken és fibroblasztokon antiproliferativ hatast tapasztaltak. A kutatok eme
hatas hatterében kiilonféle sejttipuson vizsgalva kiillonb6z6 biokémiai utvonalak érintettségét
irtdk le. A HO-1 szivizmot érintd proliferaciot regulald hatdsanak megismerését a vaszkularis
simaizomsejteken (VSMCs) torténé kisérletek nagyban segitették. Ezen sejtek thlzott
novekedése, sejtciklusuk hibas szabalyozasa vaszkularis proliferativ betegségekhez vezethet,
amelyek magukban foglaljak a primer ateroszklerézist, angioplasztikat kovetd Gjboli szikiilet-
kialakulassal kapcsolatos szovodményeket, véna graft okozta sziikiiletet, valamint a sziv
transzplantacio6  hosszu  tavu  sikerességét  befolyasolé  vaszkulopatiakat  [136].
Eddigi bizonyitékok szerint a HO-1 vaszkularis simaizomsejtekre kifejtett proliferacio gatlo
hatdsanak hatterében nagyrészt szintén az enzim miikddése soran keletkezd CO felelds. A
felszabaduld endogén CO hatasara megnd a guanilat ciklaz aktivitas és igy a cGMP-szint,
amely pedig hozzdjarul az E2F-1 sejtciklus specifikus transzkripcios faktor szintjének

csokkenéséhez [137]. A CO kivaltott cGMP szint novekedés a p38 MAPK utvonalat is
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aktivalhatja, valamint megnovekedhet a sejtciklust gatldo p21Cipl fehérje mennyisége [138].
A p21Cipl fehérje, melynek expresszidjat a p53 szabalyozza, interakcioba 1ép a CDK2 és
CDK4 ciklinekkel és igy képes ledllitani a sejtosztodast a G1 fazisban. A HO-1 altal
termelddé CO jelentdsen hozzajarul a T-tipusa Ca®" csatornak gatlasdhoz, amely pedig a
értonust, ezaltal pedig nagy hatdssal birnak a vér aramlasara és eloszlasdra. Az értonus
nagymértékben fiigg a Ca®" intracellularis térbe jutasatol, amelyet féként az L-tipusa Ca®*
csatornak szabalyoznak. A VSMC-k rendelkeznek T-tipusa Ca®" csatornakkal is, melyek
szerepe a kutatasok szerint akkor valik fontossd, amint a sejt proliferacios fazisba jut.
Ekkor az L-tipust Ca®" csatornak helyett féként a T-tipusii Ca®* csatornak juttatjak a sejtbe a
Ca®*-ot, amely a proliferaci6 folyamatahoz, és igy a vaszkularis kérosodast kovetd neointima
képzéséhez elengedhetetlen [139]. A CO mellett egyesek a bilirubinnak/biliverdinnek is
tulajdonitanak proliferacio gatlé hatast, mely szintén a p38 MAPK utvonal aktivalasaval
magyarazhatd, amely nyoman a szerzok csokkent neointima kialakulast tapasztaltak ballon
katéterrel kivaltott sériiléssel patkany nyaki artérian [36].

Az el6zb6ekbdl valoszinlsithetd, hogy a HO-1 aktivacioja vazoaktiv hatast is képes
kozvetiteni, mely szintén foként a CO-nak tulajdonithatd. A CO vazodilatativ hatasat a >70-es
évek végén irtak le el0szor, egy évtizeddel késobb pedig Lin és McGrath arra is rajottek, hogy
ez a tulajdonsag, egy masik ,,gaztranszmitter” molekula, a nitrogén monoxiddal ellentétben
(NO) fiiggetlen az endotélium épségétdl. Az is kideriilt, hogy a CO hatasa ugyanakkor
lényegesen gyengébb a NO altal kozvetitett vazodilataciotol [140, 141]. A szakirodalom
alapjan a CO erekre kifejtett relaxalo hatdsa a szolubilis guanilat ciklaz aktivalast kovetd
cGMP szint megemelkedésében keresendd, am lehetséges mechanizmus még a kalcium fiiggd
kalium csatornak aktivalasa és az endotelin-1, valamint a vérlemezke eredetli novekedési
faktor-B  expresszidjanak befolyasolasa endotélsejteken [142]. [Egyes esetekben
vazokonstrikciot is leirtak CO hatasara, melynek oka feltehetéen részben az endotelidlis
nitrogén monoxid szintaz mitkodésének csokkentése [143].

Lindenblatt és munkatarsai szerint hemmel kivaltott HO-1 indukci6 egerekben képes a
vérrogképzodést gatolni, amely egyarant koszonhet6 a CO és bilirubin képzodésnek is [144].
Johns és munkatarsainak egérkisérletei is aldtdmasztottdk a HO-1 indukcid altal kivaltott
antitrombotikus hatast [145]. HO-1 deficiens allatokban jelentésen megné a
trombozishajlam, melynek hatterében allhat a vérlemezkék aktivacidja, a megndvekedett
szoveti faktor és Von Willebrand faktor mennyisége és az endotélsejtek apoptozisa is,

melyeket CO belélegeztetés és biliverdin adagolas képes kivédeni [146].
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A kiilonb6z6 javitdo vagy koéros folyamatok soran termeldddé gyulladasos medidtorok

novelhetik a novekedési faktorok szintézisét, amelyek angiogenezishez vezethetnek.

crer

crer

Jelenkori kutatdsok arra is ravilagitottak, hogy a ROS ¢és a NO nagyon fontos szerepet
toltenek be az egyik legfontosabb ér-ujraképzddést serkentd molekula, a vaszkularis
endotelialis novekedési faktor (VEGF) szintézisének szabalyozasaban. Tovabba az is kideriilt,
hogy a HO-1, amely expresszidjat a reaktiv oxigéngyokok és a nitrogén monoxid is serkenti,
szintén érintett az érképzés szabalyozasaban. Az ezredforduldt kovetden megjelent szamos
publikacidé szerz6i szerint a HO-1 angiogenezist serkent tulajdonsaga a CO termelés
segitségével valosul meg [147]. HO-1-et overexpresszaldo endotélsejtekben és VSMCs-ben
pedig megndvekedhet a fentebb is emlitett VEGF szintje [148], mig a HO-1 gatlasa csokkenti
a VEGF okozta endotélsejt proliferaciot és érképzodést. Bussolati és munkatarsai azt
feltételezik, hogy kronikus gyulladas esetén a HO-1-nek két nagyon fontos szerepe van.
Egyrészt csokkenti a leukocita-infiltraciot, azaz gyulladascsokkentd hatdsa van, masrészt
elosegiti a VEGF indukalt angiogenezist, igy segitve a szovet tulélését [91]. A VEGF
termelése szoros Osszefliggésben van a HO-1 altal termelt CO mennyiségével. Egy potens
induktor, a PGJ2 hatasara overexpresszalodé hemoxigenaz-1-en keresztiil névekszik a VEGF
szintje tumorsejtekben [149]. A hemmel kivaltott HO-1 overexpresszio, vagy egy CO
felszabadito molekula (CO-RM) hatasara hozzavetéleg haromszor annyi CO termel6dik, mint
ami a kontroll endotél sejtkultira médiumaban mérhet6. Ezek hatasara nagysagrendileg
30%-kal emelkedik a VEGF szintje is. Ugyanakkor a PGJ2 hatasara mind a CO termel6dés,
mind a VEGF szintézis drasztikusan megnoévekszik, egy HO-1 gatloszert, az SnPPIX-et
alkalmazva azonban az emlitett valtozasok elmaradnak. Tovabba az SnPPIX hatasara gatlodik
az endotélsejtek proliferacidja, migracidja és a kapillarisképzodés is [147]. Erdekes
megallapitas, hogy a konstitutiv izoforma, azaz a HO-2 génjében torténd delécid endotél
aktivaciohoz és gyulladas-vezérelt angiogenezishez vezet. HO-2 KO endotél sejtkultirahoz
biliverdint adagolva pedig ez a hatas gatlas ala keriil, amely szerint azt feltételezhetjiik, hogy
a hemoxigendz rendszer képes ellensulyozni a gyulladasos folyamatok miatt bekdvetkezd
érképzodést [150]. A CO ¢és a HO-1 mas hatasmechanizmuson keresztiil is képes az
angiogenezis serkentésére, példaul a HIF-la-an keresztil. A HIF-la noveli a HO-1
expresszidjat, a termel6dé CO pedig stabilizalja ezt a transzkripcios faktort [151]. A HO-1

szabalyozza az angiogenezist serkentd citokint, az IL-8-at, ugyanakkor érképzddést gatld
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faktorok termelését is képes gatolni. Ilyen példaul a VEGF receptor-1, valamint a szolubilis
endoglin gatlas [152, 153].

A HO-1 szerepe a kiilonb6z6 kérfolyamatokban

Szoveti eloszlasat tekintve a HO-1 nagy mennyiségben expresszalodik a Iépben és
azon szdvetekben, ahol az Oregedd vordsvérsejtek lebontdsa zajlik, ide értve a méj és a
csontszovet retikuloendotelidlis sejtjeit. A csontszovet hemopoietikus sejtjeiben iS nagy
mennyiségben van jelen, itt valdsziniileg differenciacios faktorként jatszik szerepet azaltal,
hogy csokkenti az intracellularis hem szintet, kovetkezményesen pedig a sejtdifferenciaciot. A
maj parenhimajaban, ahol a plazmabol valdo hem, hemoglobin és methemalbumin felvétel és
lebontas zajlik, szintén nagy mennyiségben kimutathatdé. Hemolizis esetén a keringésbe jutd
hemoglobin hatasara a HO-1 aktivitas rendkiviili mértékben fokozodik a majparenhimaban,
vesékben és a makrofagokban is. Azon szdvetekben ahol nem zajlik eritrocita képzés vagy
hemoglobin lebontas, a HO-1 nagyon kicsi, sokszor alig mérhetd koncentracioban van csak
jelen normal korilmények kozott, am kiilsé hatdsokra, kémiai impulzusokra vagy
transzkripcios aktivacio hatasara gyorsan emelkedik a szintje.

A HO-2 szamottev6 mennyiségben expresszalédik a herékben, de ugyancsak
kimutathatd tobbek kozott a kozponti idegrendszer szdmos teriiletén, az érhalozatban, a
majban, vesében és a belekben [154]. A HO-2 az indukalhaté izoformaval ellentétben nem
reagal a kornyezeti stressz altal eldidézett ingerekre, azonban agyban kimutattdk, hogy a
mellékvese gliikokortikoid hormonjainak hatasa van a HO-2 expressziora [155].

Sejten beliil a hemoxigenazok helyzetét nagymértékben meghatarozza, hogy mind a
HO-1, mind a HO-2 tartalmaz egy hidrofob karboxil-csoportot, amely j6 membranokhoz valo
kotédésre enged kovetkeztetni [156]. A HO-1 1968-as felfedezése ota ugy vélték, hogy
endoplazmatikus retikulumhoz kotott proteinrdl van szo, am az Gjabb tanulmanyok szerint az
ER-en kivil mas kompartmentekben is eléfordulhat. Egér tiidé endotelidlis sejtvonalat
kezeltek kiilonboz6 ismert HO-1 indukalé anyagokkal, mint pl. a hem, lipopoliszaharid,
tovabba a hipoxia hatasat is vizsgaltak. Sejtlizist kovetéen szukrdz gradienssel torténd
elvalasztas utan azt a megfigyelést tették, hogy az indukalé agensek nemcsak a HO-1
expressziojat emelték a sejtkultGraban, hanem az enzim sejten beliilli megoszlasat is
drasztikusan megvaltoztattdk. Példdul a hem és az LPS hatasara a HO-1 a citokrom-c-t
tartalmazo frakcioban dusult. Kim és munkatarsai ezekbdl arra kovetkeztettek, hogy a HO-1

egyes koriilmények kozott a mitokondriumokban is lokalizalédhat. Mindenesetre mindharom
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indukald modszer hatasara megfigyelheté volt a plazmamembranhoz valé kotédés is a

kaveolakban [157]. Ezenfeliill néhany publikaciéo emlitést tesz mindkét aktiv HO izoforma

nukleuszhoz kotott kompartmentalizaciojarol is. Megfigyeltek példaul HO-1 lokalizaciot a

nukleuszon asztrocitdkon [158], valamint HO-2-t majom retinalis ganglionsejteken [159].

Tovabba megfigyelték, hogy fej-nyaki tobbrétegli lapham-eredetii karcinogén tumorok

malignus progresszidjaval n6 a HO-1 nuklearis lokalizacioja, valamint a tumorsejtekbol

készitett sejttenyészeten a HO-1 expresszidja hem kezelés hatasara tovabb novekszik [160].

A HO-1 rendszer hatasait mar majd minden szervrendszeren és szamos betegségmodellben

tanulmanyoztak. Ebbe ad betekintést az alabbi 6sszefoglalé tablazat, a teljesség igénye nélkiil:

1. tablazat: Osszefoglalé a HO-1 szint valtozasaval kapcsolatban allé fiziologias- és
megbetegedésekkel jaro folyamatokrol (Morse és munkatarsai nyoman [147]).

Szervek, folyamatok

Referencia

Légzorendszer:
Asztma
Hipoxia
Hiperoxia-indukalt artalmak
Akut tiidébaj
Tiidéemfizéma
Dohanyzas
Vese:
Tubulus karosodas
Rabdomiolizis
Idegrendszer:
Alzheimer
Gerincveld sériilés
Retinopatia
Agyvérzés
Széliités
Neurotranszmisszios valtozas
Gyomor-bél traktus:

Akut hasnyalmirigy gyulladas

[161-163]

[164, 165]

[166-170]
[171]
[163]
[172]

[173]
[174]

[175]
[175, 176]
[177]
[178]
[179]
[180]

[181]
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Bél motilitas [182]

Ma3j perfuzio [183]

Epemiikodés [184]

Hepatikus sokk [185, 186]
Immunrendszer:

Szerzett immunhianyos tiinet egyiittes [187]

Szepszis [188, 189]

Leukocita adhézié [135, 190]
Endokrin rendszer:

Hipotalamo-hipofizealis miikodés [191, 192]

Szigetsejt funkcio [193]
Négyogyaszat

Pre-eklampszia [194]

Méh osszehuzodas [195]

Placenta fejlédés [196]
Egyéb

Transzplanticio [197]

Vas homeosztazis [198]

Erekcié [199]

A HO-1 szerepe a kardiovaszkularis korképekben

Az indukélhatd hemoxigenaz-1 expresszios szintje normal korilmények kozott
viszonylag alacsony, d&m a kiilonb6zd agensek, stresszorok hatasara gyorsan emelkedik.
Amennyiben az éllapot allandosul, a sejt szamara akar toxikus is lehet a ttlzott mértékben
megndvekedd enzimmennyiség. A jol szabalyozott enzimmiikodés altal képzddott antioxidans
hatasti bilirubin, valamint a gyulladdscsokkentd szénmonoxid azonban rendkiviil hasznos
lehet az iszkémids, vagy egyéb patologiai folyamat altal karositott szovet tulélésében [200].
A HO-1 szintje indukcié hatdsdra a szivben és az erek falat alkotd sejtekben egyarant
megemelkedik, ezért feltehetden fontos szerepet jatszik a kardiovaszkularis betegségek
kivédésében, kezelésében. A védelem hatterében farmakologiai és genetikai tényezok is

szerepet jatszhatnak. Szamos olyan folyamatot képes antagonizalni a HO-1 rendszer,
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amelyeknek fontos szerepe van a sziv-érrendszert érinté megbetegedésekben. Példaul a
korondriaerek elzarodasanak egyenes kovetkezménye lehet az iszkémids szivbetegség.
A HO-1 gén promoterének polimorfizmusa miatt ugyanakkor a nagy kockazatnak kitett
betegekben a koronaria betegség kialakulasanak valdsziniisége magasabb [201]. A
szivszovetre korlatozoddo HO-1 overexpresszidval jard kutatasok alapjan, legyen szé akar ex
vivo, akar in vivo kisérletekr6l, a HO-1 drasztikusan csokkentette az infarktusos
ugyanakkor nagymértékben segitette a posztiszkémias helyreallitdo folyamatokat [202],
egyuttal csokkentette az apoptozis mértékét [203]. A kisérleti allatmodellekt6l fiiggetlentil
tanulmanyok azt igazoltdk, hogy az iszkémia/reperfuzié okozta karosodasok kivédésében 6
szerepe van a bilirubinnak és a szénmonoxidnak [204, 205]. Az iszkémia mellett az infarktust
kovetd helyredllitdé folyamatokban is segitséget nyujthat a szovetben a HO-1 aktivités.
Transzgén egereken végzett kisérletekben Wang és munkatarsai permanens koronaria lekotést
kovetden HO-1 transzgén egerekben kedvezobb sejttilélést, csokkent bal kamra dilataciot és
hipertrofiat, valamint csokkent fibrotikus atépiilést és lipidperoxidaciot észleltek a nem
transzgenikus egerekhez viszonyitva [206]. Emellett azt tapasztaltak, hogy a HO-1 késlelteti
az MPTP kinyilasat és csokkenti az apoptozist, valamint noveli az 0 erek képzddését a
szivizomban.

Kutatocsoportunkkal —szintén transzgén egereket felhasznalva szandékoztuk a
laboratériumunkban mar-mar klasszikusnak szamito izolalt sziv késziiléken kivitelezni a
kisérleteket, mely sordn kizarhat6 a hormondlis- és vegetativ rendszer hatasa I/R alatt, igy
feltételezhetéen tisztan a HO-1 overexpresszid lokalis protektiv hatasat voltunk képesek
modellezni. Wang és munkatarsai a protekcid hatterében allo6 HO-1 overexpressziot azzal
igazoltdk, hogy a nem transzgenikus allatok CO-RM-3-al vald kezelésével utdnozhatd volt a
HO-1 overexpresszid eldnyds hatdsa az infarktust kovetd helyreallitdé miokardialis
folyamatokra [206].

A megemelkedett szisztémas vérnyomas kovetkezményei, Ugymint az endotél-
diszfunkcio, vazokonstrikcio, simaizomsejt-proliferacio, mind-mind komoly hatassal birnak a
szovetekben 1évd erek patologids miikodésére. A magas vérnyomas koroki tényezoi kozott
nagyon gyakran szerepel az ateroszkler6zis, amely sordn a gyulladaskeltd sejtek infiltracioja,
az oxidativ stressz €s a simaizomsejtek kontrollalatlan ndvekedése még jobban eldsegiti a
munkatarsai vizsgaltak 1996-ban. Tobb magas vérnyomasos modellben is sikertilt

bizonyitaniuk patkanyokon, hogy az altaluk hasznalt hemoxigenaz szubsztratok (L-arginat és
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L-lizinat) képesek akut vérnyomascsokkenést okozni, mig a normal vérnyomasu allatokon
ezek a szubsztratok nem okoztak vérnyomascsokkenést, valamint HO inhibitorral torténd
elokezelés a szubsztratok vérnyomascsokkentd hatasat teljesen megakadalyozta. Kisérleteiket
véghezvitték biliverdinnel, egy vas-kelatorral és CO-al is, melyeket kovetden azt a
megallapitast tették, hogy a HO szubsztratok fetételezhetéen egy CO medialt utvonalon érik
el akut vérnyomascsokkentd hatasukat [208]. A CO az NO-hoz hasonldan az érosszehtizodas
szabalyozasaval befolyasolhatja a vérnyomast, ugyanakkor ugy tiinik képes egyes esetekben
bizonyos mértékii NO hianyt is kompenzalni [209].

Amig az iszkémia a szivszOvet egy meghatarozott részét karositja, addig a magas
nyomas okozta tulterhelés az egész miokardiumra hatassal bir. A nyomas okozta tulterhelés
komplex folyamatot indit el, melynek része egy teljes metabolikus- illetve szerkezeti valtozas
a miokardiumban. Ezek a folyamatok kamrai hipertr6éfidhoz, végsd soron pedig
szivelégtelenség kialakulasahoz vezetnek [210]. A HO-1 hipertrofia gatld hatasat primer
patkany- és HL-1 kardiomiocitakon figyelték meg. Az endotelinnel és H,O,-val kivaltott
hipertrofia kialakuldsat gatolni tudtak biliverdinnel és CO-RM-3-al is, melynek hatterében a
MAPK ¢és kalcineurin/NFAT utvonalak gatlasat feltételezik [211, 212]. A jol ismert
antioxidans hatds nagy szerepet jatszik az angiotenzin-II okozta hipertréfia kivédésében is,
mivel a HO-1 gatolja az angiotenzin-II altal okozott ROS-ek képzddését [213], de sikerrel
ellensulyozhaté az izoproterenol-indukalt hipertrofia [214], valamint a HO/CO rendszer képes
a doxorubicin indukalt hipertrofiat is gatolni. A doxorubicin a miokardium mitokondrialis
DNS-ében depléciot okoz, valamint apoptdzist indukal. Ezt a HO-1 overexpresszid az
Akt1/PKB és a guanilat ciklaz aktivalasaval meg tudja el6zni, valamint génszinten iS mérsékli

[215]. A 3. abra ad betekintést a HO-1 szerepébe a kardiovaszkularis korfolyamatokban.
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3. abra. A HO-1 enzim és végtermékeinek hatasa a kardiovaszkularis kérfolyamatokra

Természetes eredetii HO-1 induktorok

A természet szamos olyan antioxidans hatast anyagot szolgaltat szamunkra, amelyek
alkalmasak indukalni a HO-1-et. Sokféle ilyen anyag novényekben fordul el, melyeket széles
korben alkalmaz az emberiség élelmiszer alapanyagként, fliszerként, vagy gyogyito céllal.
Ezen hatéanyagok legtobbje antioxidans hatdssal rendelkezik, mely a polifenolos struktiranak
kdszonhetd.

A sarga gyombérgyokér (Curcuma longa) f6 tartalomanyagai a kurkuminoidok,
melyek kozé tartozik a kurkumin is [216]. Kedvelt ételizesité, valamint a gyulladascsokkentd
[217, 218], daganatellenes [219] és antioxidans [218] sajatossagai miatt széles korben
alkalmazott gyogynovény. HO-1 indukald hatasat szamos publikacioban leirtak, mely
hatterében valdsziniileg a p38/MAPK utvonal aktivalasa all [52, 220], de ez a kiilonb6z6
kurkuminoidok esetén eltérd lehet.

A resveratrol, egy természetes polifenolos stilbén, jelentés mennyiségben fordul el

tobbek kozott a borszolo (Vitis vinifera) héjaban, szederben (Morus rubra), fekete afonyaban
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(Vaccinum myrtillus) és foldimogyoroban (Arachis hypogea). El6szor Takaoka izolalta a
fehér zaszpa (Veratrum album) gyokerébdl 1940-ben, majd 1963-ban a hibrid kesertfii
(Polygonum cuspidatum) gyokerébdl is kinyerte. Hatékonyan csokkenti az LDL oxidacidjat és
proliferaciot [223], ezaltal csokkenti az ateroszklerdzist, ugyanakkor csokkenti a hipertrofia
kialakulasat és mérsékli a vérnyomast [224, 225]. Kardioprotektiv hatasaiban szerepet jatszik
az Akt, eNOS, Trx-1, VEGF és HO-1 fehérjék aktivalasa [226]. Utobbi indukalasaban érintett
lehet a kurkumin esetében is leirt p38/MAPK utvonal, az NFkB aktivaci6 és az Akt
foszforilacidja, melyek az Nrf2-n keresztiil stimulalhatjak a HO-1 transzkripcidjat [227].

A flavonoidok természetes antioxidans sajatossagu polifenol szarmazékok.
Ebbe csoportba tartozo vegyiiletek példaul a flavonolok, izoflavonok, flavononok, flavan-3-
olok (katehinek). Egyik leggyakoribb flavonoid a quercetin, mely potens ateroszklerozis
elleni molekula. ApoE KO egerekb6l szarmazé plakkokban novelte a HO-1 expressziot és
csokkentette a gyulladast, valamint az endotél diszfunkciot [228]. Az epigallocatechin-3-
gallatrol, amely a zold tea (Camellia sinensis) egyik hatdanyaganak tekinthetd, szintén leirtak
a HO-1 expressziot fokozo hatasat [229]. Az antocianidinek olyan vizoldékony ndvényi
pigmentek, amelyek szintén erés antioxidans tulajdonsagokkal birnak. Egyik képviseldjiik, a
delfinidin hozzavetdéleg 50% -kal emelte a HO-1 expresszidjat human endotél sejtekben [230].

A kévésav fenetil-észter a propolisz egyik f6 0Osszetevdje gyulladascsokkentd,
virusellenes és szintén antioxidans hatdsokkal rendelkezik. HO-1 expresszi6 ndveld hatasat
szerkezeti Osszefligések vizsgalataval is elvégezték, amely soran azt figyelték meg, hogy a
katekol gytirtin legalabb egy hidroxil csoport és a fenetil- észter rész mindenképpen sziikséges a
molekula HO-1 expresszi6 novelés6 hatasa céljabol [227].

HO-1 szint noveld hatast irtak még le a lignanokrdl, és ezek szarmazékairol; a fraxetinrdl,
mely egy kinai, tradicionalisan gyogyaszati célra szant koérisfajta (Fraxinus rhynchophylla)
hatéanyagai kozé tartozik és a kinai zsalya (Salvia miltiorrhiza) kivonataban el6forduld

magnézium- litoszpermat- B-r6l is [227]. E két utobbi ndvény az olajfafélék csaladjaba tartozik.

A meggymagbél kivonat lehetséges hatéanyagai

A meggymag Magyarorszagon a meggyfeldolgozd ipar melléktermékeként évente
tobb tonna hulladékot jelent. Kutatocsoportunk az elmult években behatdan vizsgalta a meggy
(Prunus Cerasus) csonthéjas magjanak belsejében talalhatdo lagy magrész Osszetételét.

A meggymag szaritasat és megtorését kovetden a csonthéj eltavolitdsa utdn a porrd Orolt
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meggymagbelet n-hexannal Soxhlet-extrakcidval frakcionaltuk. Az olajos fazisbol (32-36 %)
a maradék olddszert rotaciés vakuumbeparlassal tavolitottuk el, a szilard fazist (64-68 %)
levegén szaritottuk, majd tovabbi extrakcidos miiveleteknek vetettilk ala viz-metanol és
metanol-sosav elegyével. Ezt koveten megvizsgaltuk az olajos- ¢és szilard frakcid
Osszetételét. Az olajos fazist gaz-kromatograffal kapcsolt tomeg-spektrométerrel (GC-MS) és
infravords  spektrofotométerrel  (IR)  vizsgaltuk  napraforgdolajjal ~ Gsszehasonlitva.
A meggymagolaj legjelentésebb Osszetevdi a kovetkezdk; palmitinsav, linolénsav, olajsav,
szkvalén, Dbéta-tokoferol, gamma-szitoszterol, E-vitamin. Az IR spektrum elemzés is
alatamasztotta azt, hogy a meggymag olaj sokkal nagyobb mennyiségben tartalmaz szabad
zsirsavakat, mint a napraforgoolaj. A szilard frakci6 tartalomanyagainak meghatirozasdhoz
szintén IR-t, ultraibolya-lathato spektrofotométert, valamint folyadék-kromatograffal kapcsolt
tomeg-spektrométert (LC-MS) hasznaltunk. A szilard frakcio legjelentdsebb Osszetevoi:
kumarinsav, ferulasav, kavésav, pro- ¢és antocianidinek, peonidin, flavon-szarmazékok
(pinocembrin és tangeretin) [231].

Kutatocsoportunk kordbban mar tanulményozta a meggymag-kivonat hatasat a sziv
iszkémia/reperfiizids karosodasaival szemben is. Tapasztalataink alapjdn a meggymagbél
dozisfiiggd modon csokkenti a kamra fibrillaciok kialakuldsanak a valoszinliségét, valamint
az infarktusos teriilet nagysagat és javitja a posztiszkémias szivfunkciokat. Ezek mellett
csokkentette a kaszpaz-3 expressziot [232].

A pontosabb molekularis mechanizmusok tisztazasara azonban még nem kertilt sor,
igy célkitlizéseink kozott szerepelt részben annak a vizsgalata, hogy a meggymagbél szilard
frakcioja képes-e indukalni a HO-1 szintjét a szivszovetben is, ahogyan azt az I/R okozta
retinakarosodasi kisérleteinkben tapasztaltuk. Vizsgalni kivantuk tovabba, hogy a HO-1
rendszer vajon milyen modon érintett a miokardialis infarktus okozta karosodasok
kivédésében, valamint hogy az esetleges HO-1 overexpresszid hogyan jarul hozza a

meggymagbél-kivonat lehetséges kardioprotektiv hatasaihoz.
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Anyagok és madszerek

Kisérleti allatok — egerek és patkanyok

Kisérleteink egy részében him Sprague Dawley tipusu patkanyokat, valamint him vad
tipusu (NTg), HO-1 transzgén (Tg) és HO-1 knock-out (KO'/') egereket is felhasznaltunk
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Németorszag). Minden allat esetében a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdg iranyelveit tartottuk szem el6tt a vonatkozd
Eurdpai Unios- és a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” eldirasaival (NIH 85-23, revised 1996) 6sszhangban. Az allatoknak a
standard ragcsalotaphoz és vizhez szabad hozzaférésiik volt, az egerek testsulya 25-35 g volt,

a patkanyoké pedig 220-300 g.

Transzgén egér

A transzgén allatok létrehozasa az Araujo és mtsai altal leirt modon tortént [233].
Roviden: CFY egér megtermékenyitett petesejtjébe pronuklearis mikroinjekcioval juttatdk be
az 52 kb hosszusagu patkany HO-1-et kddol6 konstruktot, amely 27 kb 5” upstream régiobol,
16 kb 3” downstream régiobol és a 8,3 kb HO-1 gént tartalmazé régiobol allt. A klonozas a
patkany P1 genom konyvtar alapjan PCR  segitségével tortént két olyan primer
felhasznalasaval, amelyek megegyeztek a patkany HO-1 gén els6 (5’-GCT-TCG-GTGGGT-
TAT-CTG-CCG-TTA-T-3° és 5’-CAG-TCT-TAC-AGG-CGG-GGA-ATGTGA-G-3’), ¢és
otodik exonjaval (5’-GAG-ACG-CCC-CGAGGA-AAA-TCC-CAG-AT-3’ és 5’-CCC-AAG-
AAA-AGA-GAG-CCA-GGCAAG-AT-3’). Két pozitiv klont azonositottak és a restrikcios
térképezés szerint mindkét klon tartalmazta ugyanazt az inzertet. Az 52 kb hosszasagu rész
megegyezett a HO-1 génnel és a hozza tartozé szomszédos régiokkal. Ezt kdvetéen a nativ
HO-1 gént a promoterével egylitt kivagtak, B-agardazzal emésztették, ezt kovetden pedig
mikroinjektaltak. Az egerek genotipizdlasa PCR technikdval tortént a patkany HO-1 5-Gs
exonjara specifikus primerek segitségével.

A Kkisérletek masodik részében HO-1 knock out (KO) egereket is hasznaltunk. A KO
egerek létrehozésa irdnyitott HMOX1 génmutéacidval tortént. Az altalunk felhasznalt KO
egereket heterozigota (+/-) egyedek keresztezésével kaptuk, a HO-1 KO homozigota (-/-)

egereket pedig szintén genotipizalassal igazoltuk.
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Kezelési protokoll meggymag-kivonattal patkanyokban

A kisérletek kezdetén a 220-300 g tomegli him Sprague Dawley patkanyokat két
csoportba osztottuk. Az elsé csoport allatait 8 héten keresztiil oralisan kezeltik 30
mg/ttkg/map SCSE szuszpenzioval naponta egyszer, mig a masodik csoport allatai
vivéanyagot kaptak ugyanennyi ideig. A szuszpenzidé vivOanyagaként 2 %-0s (m/m %)

hidroxietil-cellul6z oldatot hasznaltunk.

Kezelési protokoll egerekben

A transzgén allatokat szintén két csoportba osztottuk, melyek koziil az egyik csoportot
24 oraval az izolalt dolgozo sziv kisérletek elott SO pmol/kg dozist on-protoporfirin-1X-el

(SnPPI1X), a HO-1 specifikus gatloszerével oltottunk intraperitonealisan.

Izolalt dolgoz6 sziv preparatum

Testsulymérést kovetéen a patkanyokat intraperitonealisan adott ketamin/xylazine
(50/10 mg/ttkg) injekcidval, mig az egereket intraperitonealisan adott natrium-pentobarbital
(60 mg/ttkg) injekcioval altattuk el. Véralvadasgatloként intravénas vagy intraperitonealis
heparint alkalmaztunk 1000 IU/ttkg dozisban. A heparin injekcid utan torakotomiat végeztiink
és a sziveket jéghideg modositott Krebs-Henseleit (KH) pufferbe helyeztiik, melynek
osszetétele 118 mM NaCl, 5,8 mM KClI, 1,8 mM CaCl,, 25 mM NaHCOs3, 0,36 mM KH,POy,
1,2 mM MgSO04, és 5 mM gliikoz volt. Ezt kdvetden az aortan keresztiil kaniilaltuk a sziveket
¢és 10 percig perfundaltuk 100 vizcentiméteres nyomas mellett modositott KH pufferrel nem
dolgoz6 ,,Langendorff’-modban (4. abra jobb panel), hogy a vaszkulatirabol kimossuk a vért.
A 10 perc ,,mosasi” periodus alatt a pulmondris vénat kaniilaltuk és a késziileket atkapcsoltuk
,»dolgoz6” modba (4. abra bal panel). A dolgozdé modba torténd kapcsolaskor elzartuk az
aortas bedramlast és a pulmondris véna feldl perfundaltuk a sziveket 17 vizcentiméteres
nyomassal (eldterhelés). A puffert minden esetben eldzetesen telitettiik és a kisérletek teljes

id6tartaman at 37 °C-on buborékoltattuk karbogén gazzal (95 % O, 5 % CO,, pH=7,4).
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4. abra. Az izolalt dolgozo sziv késziilék sematikus abraja.

Az abra jobb oldalan lathaté a késziilék ,,L.angendorff” modban hasznalt része, amely
az aortakaniilon keresztiil a szivszovet tapanyagellatasat biztositja. A baloldalon
abrazolt dolgozé méd miikodtetéséhez a tiidovénat is kaniilalni kell, igy a fiziologiashoz
hasonlé folyadékaramlas érheté el a bal szivfélben és a pumpafunkcié kovethetové valik.
A két mod kozott a kiillonbozo leszoritok segitségével lehet atvaltani a késziiléket.
Dolgoz6 modban az eléterhelés 12,5 Hgmm, az utoterhelés pedig 73,5 Hgmm.

Az iszkémia kivaltasa

Az aerob perfuziot kovetéen patkanyszivek esetén 30, mig egérsziveknél 20 perc
global iszkémiat valtottunk ki a pulmonaris véna és az aorta fel6li kaniilok elzarasaval. Annak
érdekében, hogy a szivizmot megvédjiik a kiszaradastol az livegedényt a kisérlet teljes ideje
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alatt befedtiik, igy tartva kb. 90-100 %-os paratartalmat. Az iszkémia utan a reperfazio elsé 10
percét Langendorff perfuzioval inditottuk azért, hogy elkeriiljiik a fatalis kimeneteli kamrai
fibrillaciokat [234]. Amennyiben iszkémia utdn nem tért vissza spontan szinusz ritmus, a
sziveket elektromosan defibrillaltuk egy 1 masodperces 15 V-os négyszog impulzus

segitségével.

A patkanysziv pumpafunkciojanak mérése

Kisérleteink soran az alapértékeket 10 perc dolgozd moddban tortént perfuzid végén
mértiik, majd a reperfuzié 30., 60. és 120. percében is regisztraltuk a szivfunkcios
paramétercket. A kisérletek teljes idGtartama alatt regisztraltuk az aortanyomast (AOP) egy
szamitogépes szoftverhez kapcsolt nyomasmérd segitségével (ADInstruments, PowerLab,
Castle Hill, Australia). A szivfrekvenciat (HR) és az aortanyomas id6 szerinti elsé derivaltjat
(AOdP/dt) a folyamatosan rogzitett AOP-b6l kalkulalta a szoftver. A koronaria ataramlast
(CF) a koronariakbol kiaramlo folyadék egy percig torténd Osszegyiijtésével mértiik, mig az
aorta kiaramlast (AF) az utdterhelés utan mért visszacsepegd puffer egy idéegység (1perc)
alatt 6sszegy(ijtott mennyiségeként adtuk meg. A perctérfogatot (COUT) az AF és a CF
Osszegeként fejeztik ki, mig a verdtérfogat (SV) a COUT és a HR hanyadosaként
szamszerusitettiik. A verdtérfogat valtozast ugy kaptuk meg, hogy a reperfuzié utani SV

értékét elosztottuk a hozza tartoz6 alapértékkel, ezutan pedig szoroztuk 100-zal.

Kamrafibrillaciéo kovetése és az egérsziv pumpafunkciéinak mérése

A kisérletek ideje alatt epikardiélis elektrokardiogram (EKG) segitségével figyeltiik a
kamrafibrillaciok megjelenését az egérsziveken. A késziilek két eziistelektrodon keresztiil
érintkezett a szivszovettel, az elektromos jelet pedig egy adatgylijté rendszeren keresztiil
szoftveresen értékeltiik (ADInstruments, Powerlab, Castle Hill, Australia). Kamrafibrillacion
atesettnek (VF) értékeltiik azon sziveket, amelyek esetében az EKG alapvonalan tobb mint 2
percig tartd irregularis hulldmszakasz volt lathato. Amennyiben iszkémia utin VF-et
figyeltiink meg ¢és nem tért vissza a spontan szinusz ritmus, a sziveket elektromosan
defibrillaltuk egy 1 masodperces 15 V-os négyszdg impulzussal. Ahogyan a patkényszivek
esetén, iszkémia eldtt €s a reperfuzio teljes idétartama alatt regisztraltuk az AF-t és a CF-t,

tovabba a HR, AOP és AOdP/dt értékeit szoftveresen dolgoztuk fel (ADInstruments).
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Fehérje izolalas és Western blot

Az izolalt sziv kisérleteket kdvetden folyékony nitrogénben lefagyasztottuk a bal kamra
¢és szeptum részeket, majd -70 °C-on taroltuk a tovabbi analizisek elvégzéséig. A fehérjék
izolalasahoz mintanként 300 mg-ot elektromos diszpergald eszkoz segitségével (T 10 basic
Ultra-Turrax, IKA, Németorszag) az alabbi pufferben homogenizaltunk; Tris (25 mM), NaCl
(25 mM), Na-ortovanadat (1 mM), NaF (10 mM), Na-pirofoszfat (10 mM), okadansav (10
nM), EDTA (0,5 mM), PMSF (1 mM), proteaz inhibitor koktél, desztillalt viz.
A homogenizalo puffer valamennyi 0Osszetevéjét a Sigma-Aldrich magyarorszagi
képviseletétdl rendeltiik. A fehérje izolalast kovetéen azonos tOmegli protein mintakat,
valamint eléfestett protein standardokat (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas,
Németorszag) frakcionaltunk Tris-SDS-poliakrilamid gél elektroforézis segitségével.
A Western blot eljards sordn a szétvalasztott fehérjéket elektroforetikusan transzferaltuk
nitrocellulé6z membranra (Whatman Protran Nitrocelluloz Membran; Whatman, Egyesiilt
Kiralysag) transzfer-késziilék segitségével (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell,
BioRad Laboratories Ltd.). A membranok blokkolasa (1,5 dra) frissen készitett 5 %-0s (m/V %)
zsirszegény tejpor szuszpenzidjaval tortént. A primer antitestekkel egy éjszakan at inkubaltuk a
membranokat 4 °C-on, loading kontrollként minden esetben GAPDH antitestet hasznaltunk. A
kovetkez6 napon 3x5 perc mosas utan a blotokat 1,5 oran at tormaperoxidazzal (HRP)
konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Végiil, 3x10 perc mosast kovetden a
membranokat enhanced chemiluminescence reagens (ECL) segitségével kék Rontgen-
filmekre exponaltuk (Agfa-Gevaert N.V., Belgium). A filmeket sikagyas szkenner
segitségével digitalizaltuk és a képfajlokat ImageJ (National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, USA) szoftverrel elemeztiik.

Egérszivek esetében a bal-, jobb kamrai és szeptalis részébdl vett mintakat -
merkaptoetanol, glicerin (5,5 %) és SDS (0,44 %) tartalmu Tris-HCI (13,2 mM/l) oldatban
homogenizaltuk. A fehérje izolalast kovetden azonos mennyiségii protein mintékat és protein
standardot valasztottunk szét 12 %-0s Tris-glicin-SDS-poliakrilamid gél elektroforézis
segitségével, majd a blotolast Pellacani és munkatarsai altal leirt modon [235] végeztiik el

rekombinans patkany HO-1 protein ellenes antitest hasznalataval.
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Infarktusos teriilet meghatarozas

A 30 perc teljes iszkémia és a 120 perc reperfuzié utan 40 ml 1 %-os trifenil-
tetrazolium klorid (TTC) oldatot injektaltunk a patkanyszivekbe az aortakaniil mellékagan
keresztiil, melyeket ezt kovetden fagyasztottunk és -70 °C-on taroltunk az analizis
elvégzéséig. A mintakat merélegesen [236] az apiko-bazalis tengelyre hozzavet6legesen
1 mm vastag szeletekre vagtunk. A metszést kovetden azonnal beszkenneltiik a szivszeleteket,
amelyeket ezutan sziirdpapiron szaritottunk, majd sulyukat egyenként lemértiik. A szeletek
digitalis képét szintén Imagel szoftverrel elemeztiik, mely sordn a szeletek tomegéhez
pixelszamot tarsitottunk [237], majd az infarktus altal érintett teriileteket is kijeldlve
aranyosan kiszamoltuk az infarktusos szivszovet tomegét. Osszesitve a szeletekbdl kapott
eredményeket, az infarktusos terliletet egy sziv esetében a teljes szivtomeg és az infarktusos
szivtomeg hanyadosaként kaptuk meg. Az egérszivek esetében ugyanezt a metddust
alkalmaztuk annyi kiilonbséggel, hogy a szovet méreténél fogva elegendd volt 10 ml 1 %-0s

TTC oldat hasznalata.

Immunhisztokémia

A reperfizié végén a patkanyszivek apikalis részét 4 %-os pufferolt formalinban
fixaltuk, paraffinba 4agyaztuk, majd 5 pum vastagsagh metszeteket készitettiink.
A targylemezeken 1évé metszeteket ezt kovetden xylolban paraffin-mentesitettiik, majd
leszalld alkohol sorban, végiil PBS-ben rehidraltuk. Az antigénekhez valod hozzaférhetséget
0,05 % Tween 20 tartalma 10 mM-os natrium-citrat (pH=6,0) pufferben torténd feltarassal
biztositottuk. A feltarashoz a metszeteket 25 percig fOztiik egy erre a célra alkalmazott nagy
nyomason milkkodé edényben. Ezutdn a szoveti peroxidazokat H,O, tartalmi metanollal
hatéstalanitottuk, majd a metszeteket 5 % FBS tartalmi TBST oldattal blokkoltuk 1 6ran 4t
szobahdmérsékleten. Blokkolast és mosast kovetéen a PBST-vel higitott (1/100) els6dleges
antitesttel (Covalab, Franciaorszag) egész éjszakan at inkubaltuk a metszeteket 4 °C-on.
A kovetkez0 napon mosast kovetéen a tormaperoxidazzal konjugalt szekunder antitestet
1/300-as higitasban 1 oraig tartottuk a metszeteken szobahOmérsékleten. A reakciod
lathatosagat DAB oldattal (Novolink Polymer Detection System; Leica Biosystems,
Newcastle, UK) biztositottuk, ezutan a metszeteket mostuk, majd a fedélemezeket rogzitd
médiummal fixaltuk a targylemezekre. A fénymikroszképos képeket Zeiss Axioscope

mikroszkdp segitségével készitettiik.
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RT-PCR

A bal kamrabol, szeptumbdl és jobb kamrabol mintanként hozzavetdlegesen 50 mg-ot
hasznaltunk RNS izolalasra, amelyet a guanidin izotiocianidsav/fenol médszerrel végeztiink
[238]. Az elsé cDNS atirasahoz 5 pg RNS-t hasznaltunk (SuperScript First-Strand Synthesis
System for RT-PCR- Invitrogen, San Diego, CA, USA). A kapott cDNS-t specifikus patkany
HO-1 exon 5 primerek segitségével sokszorositottuk (CCC-TTC-CTG-TGT-CTT-CCT-TTG
¢s ACA-GCC-GCC-TCT-ACC-GAC-CAC-A). Az RT-PCR végtermékét 1,5 %-os agardz

gélen valasztottuk szét és ethidium bromiddal festettiik.

HO-1 aktivitasmérés

Otven mg egér szivszdvetet homogenizaltunk 10 ml 200 mM-os foszfat pufferben,
majd 19000 g-vel 4 °C-on 10 percen keresztiil centrifugaltunk. A feliiliszot tovabb
centrifugaltuk 100000 g-vel 4 °C-on 1 o6ran at, majd az alsé frakciot 2 ml 100 mM
mtsai altal leirt modon tisztitottuk [33]. Ezt koveten sor keriilt a HO-1 aktivitasmérésre a
Yoshida és mtsai altal k6zolt metodika alapjan [239]. A 2 ml végtérfogatii reakcidelegy
osszetétele 100 uM KH,PO,4 (pH 7.4), 15 nM hem, 300 uM BSA, 1 mg biliverdin reduktaz és
1 mg mikroszomalis frakci6 minden egyes szivszovetbdl. A reakcidelegyet 37 °C-0S
vizfirdon razattuk, majd 60 perc sotétben torténd inkubéacio utdn a reakcidt a mintak jégre
helyezésével allitottuk le. A HO-1 aktivitast a bilirubin reakcidelegyben vald képzédésének
spektrofotometrids mérése alapjan szamoltuk ki 464 ¢és 530 nm-en mért optikai denzitdsok

kiilonbségét alapul véve [142]. A fehérjekoncentraciot Lowry modszer szerint hataroztuk meg
[240].

Szoveti CO szint meghatarozasa

A szoveti szénmonoxid tartalom mérését a Cook és mtsai altal leirt protokoll szerint
végeztilk gazkromatografias (GC) modszerrel [241]. Az egérsziv mintakat 0,1 M-os foszfat-
pufferben (pH=7,4) homogenizaltuk (Ingenieurburo CAT, M. Zipperer GmbH, Staufen,
Németorszag). Ezt kovetden a szovetszuszpenziot 4 °C-on 15 percen keresztiil centrifugaltuk
12800 g-vel, majd a feliiliszot hasznaltuk a szoveti CO mennyiség mérésére. A reakcidelegy

a kovetkezoket tartalmazta; 150 pl feliiliszo, 60 ul NADPH (4,5 mM) és 50 ul 3.5/0.35 mM-
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os methemalbumin. A méréshez hasznalt ,,vak” reakcioelegye NADPH helyett 60 pl fosztat-
puffert tartalmazott. A reakcioelegyeket ezt kdvetden 5 percig tartottuk 37 °C —on. A g6ztér
atoblitését kovetden folytatodott az inkubacio 37 °C —on 60 percig fénytdl elzart helyen, majd
a reakciot ledllitottuk a mintdk jégre helyezésével. Ezutan a goéztérbol 1000 pl mintat
gaztomor fecskenddvel (Hamilton Co., Reno, NV, USA) injektaltunk a gdzkromatografba 30
ml/perc aramlasi sebességli hidrogén vivogaz mellett. A késziilékben a méréshez 200 cm
hossz(1 0,3 mm belsd 4tmér6jii, Molselect 5 A bevonatt kolonnat hasznaltunk, amelyet 30 °C-
on termosztaltuk. Az injektor és a detektor hémérsékletét pedig kontrollaltan 50 °C-on
tartottuk.

Intracellularis Na*, K* és Ca®* tartalom-mérés

A sejtekben jelenlévé kationokat egy korabban mar leirt modszer szerint mértiik [242].
Ehhez az egérsziveket hirtelen 0-5 °C-ra hitottiik le és 5 percen keresztiil jéghideg, ionmentes
100 mM trishidroxi-metil-amino-metan, valamint 220 mM szukréz pufferrel perfundaltuk,
hogy az ionokat eltavolitsuk az extracellularis térb6l s, hogy az enzimek miikodését gatoljuk.
Ot percig tartd 4tmosas a hideg oldattal elegendé ahhoz, hogy az ionok 90 %-4t kimossuk az
extracellularis térbol [243]. A kimosast kovetden a bal kamrat 48 oran keresztiil szaritottuk
100 °C-on, majd 20 ora alatt 550 °C-on elhamvasztottuk. A hamut 5 ml 3 M-o0s
salétromsavban felvettiik, majd 10-szeresére higitottuk ionmentesitett vizzel. Ezutan a szdveti
Na* tartalmat 330,3 nm-en, K*-ot 404,4 nm-en és a Ca®*-ot 422,7 nm-en mértiik levegd-
acetilén langban atomabszorpcids spektrofotométer segitségével (Perkin-Elmer 1100-B,
Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA). Ezt a mérési technikat az intracellularis iontartalom
meghatarozasara korabban leirtak a miokardium [243, 244], és a kozponti idegrendszer esetén
is [245].

Statisztikai elemzés

Az infarktusos teriilet, a HR, CF, AF, AOP, AOdP/dt, COUT, SV, intracellularis Na,
K™, Ca®" szint és az infarktusos teriilet értékeinél a szamtani atlagot és a kozépérték standard
hibajat adtuk meg, majd student t tesztet és variancia analizist végeztiink. A Western blot
kiértékelése soran szintén a szamtani atlagot és a kozépérték standard hibajat adtuk meg, majd
ANOVA tesztet és Tukey-féle poszttesztet végeztiink. A Ntg, HO-1 Tg és HO-1 KO™

csoportokat ezutan tobbszords t-teszttel, majd Bonferroni féle posztteszttel elemeztiik tovabb.
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Nem parametrikus eloszlas esetén a kamrafibrillacion atesett, ill. nem-atesett csoportokban az
individualis eredmények kozotti kiilonbségeket ¥ teszttel vizsgaltuk meg. A véltozasokat
minden esetben akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p <0,05 volt. A statisztikai analizishez

GraphPad Prism 5 szoftvert  hasznaltunk (GraphPad Software, Inc.
La Jolla, CA, USA).
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Eredmények

A meggymagbél-kivonat hatasa iszkémia/reperfuzié-indukalta

karosodasokkal szemben

A meggymagbél-kivonat hatasa a balkamra funkciokra

Az allatok 8 hetes meggymagbél-kivonat kezelésben részesiiltek, ezt kdvetéen a
sziveket izolaltuk és 30 perc iszkémianak, majd 120 perc reperfizionak vetettiik ala a fentebb
leirt médon. A kisérletek folyamdn meghataroztuk a szivfunkcios paramétereket, igymint a
HR, AF, CF, AOP, AOdP/dt, COut, SV és SV valtozast. Iszkémiat kovetden jobb
szivfunkciokat regisztraltunk a meggymag-kivonattal kezelt allatok sziveiben (5. abra).
Ahogyan az abran is lathato (5. abra) a 120 perces reperfuzids fazis végén mért COUT érték a
meggymagbél-kivonattal kezelt csoportban szignifikansan magasabb volt, szam szerint 59,9 +
3,4 ml, mint a vivéanyaggal kezelt kontroll csoportban, ahol ez az érték 44,2 + 6,0 ml volt.
Hasonléan magasabb értékeket regisztraltunk, illetve szdmoltunk az AF, AOP, AOdP/dt és az
SV valtozas értékeinek esetén is a meggymagbél-kivonattal kezelt csoportban, tovabba az SV
is egy kevésbé romld tendencidt mutat a kontroll csoporthoz képest, igaz a kiilonbség nem

szignifikans. A CF és a HR értékeiben szignifikans eltérést nem tapasztaltunk.
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5. abra. Szivfunkciok alakulasa iszkémia eldtt (BL) és a reperfuzio 30., 60. és 120.
percében. Kontroll csoportban n=10, a meggymagbéllel kezelt csoportban n=14.
*p <0,05.

A pumpafunkciok a kezelt allatokban jobb posztiszkémias paramétereket mutatnak.
(HR=szivfrekvencia, AF=aortakiaramlas, CF= koronaria ataramlas,

AOP= aortanyomas, AOdP/dt= kifejlod6 aortanyomas ido szerinti els6 derivaltja
COUT= perctérfogat, SV= verotérfogat)
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A meggymagbél- kivonat hatasa az infarktus altal érintett teriilet nagysagara
A meggymagbél-kivonat kardioprotektiv hatdsainak igazoldsara TTC modszerrel

elemeztiik az infarktusos teriiletek aranyat. Ahogyan azt az 5. dbra mutatja a meggymagbél-
kivonattal kezelt allatok szivében az infarktus kovetkeztében elhalt szivszovet aranya 11,8 +
3,6 % volt, ami szignifikdnsan alacsonyabb érték a vivoanyaggal kezelt kontroll csoportban

mért 27,7 + 4,1 %-nal.

Infarktusos tertlet
40
30 I
< 20
10
0

Kontroll

6. abra. Az SCSE hatasa az infarktusos teriilet nagysagara I/R-nak kitett
izolalt patkanyszivekben.
A kezelt allatok szivében szignifikansan kisebb mértékiu az elhalt

szivizomteriilet.
n=4 mindkét csoportban, *p <0,05.

rrrrr

r1r o

fehérje szintjét, valamint a foszforilalt kontra nem foszforilalt Akt (p-Akt/Akt) fehérjék
aranyat vizsgaltuk. Ezekkel a kisérletekkel egy ezt megel6z6 vizsgalatban feltételezett hatasat

tamasztottuk ala a meggymagbél- kivonatnak, miszerint a kezelés modosithatja az itt emlitett
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¢s az ezekhez a jelatviteli utvonalakhoz kapcsolédd folyamatokat [190]. Jelen kisérletben
bizonyitast nyert az a tény, hogy a meggymagbél-kivonattal torténd kezelés képes a Bcl-2
fehérje expressziojat novelni (7. abra), igy csokkenteni az apoptozist €s egyuttal a szivszovet
tulélését segiteni I/R-t kovetden. Azt tapasztaltuk, hogy a kezelés hatasara emelkedd
tendenciat mutatott a p-(473) Akt/Akt aranya is a kezelt szivszovetekben (7. 4bra), bar ez az
eltérés nem volt szignifikdns mértéki. Az I/R okozta karosodasok miatt bekdvetkezd
sejtelhalas nekrotikus és apoptotikus folyamatok megindulasa miatt is 1étrejohet.
Korabbi kisérletek bizonyitjak, hogy az apoptodzis és az infarktusos teriilet csokkentésében
nagyon kedvez6 tulajdonsaggal birnak a novényi eredetii polifenolok [191]. Vizsgalataink
mellett ez a tény is arra enged kovetkeztetni, hogy a meggymagbél-kivonatnak

kardioprotektiv hatasai vannak.
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7. abra. Antiapoptotikus és tulélési fehérjék expresszios valtozasa.
A Bcl-2 expresszidja szignifikans mértékben megemelkedett a kezelt
szivszovetekben, a p-Akt/Akt aranya azonban nem mutat szamottevo

kiilonbséget a kontroll mintakhoz képest.
n=5-6, *p <0,05 SCSE vs. C.
(C= kontroll, SCSE= meggymaghbéllel kezelt,
BL= iszkémia elott, I/R= iszkémia/reperfuziot kovetéen)

HO-1 fehérje expressziojanak valtozasa meggymaghbél-kivonat hatasara

Kutatocsoportunk korabban vizsgalta a meggymagbél-kivonat hatasat a szem
iszkémia/reperfuzids karosodasaira is, mely soran azt az eredményt kaptuk, hogy a HO-1
fehérje Iényeges hatasokkal bir a retina karosodasainak kivédésében [189]. Itt bemutatott

Western blot eredményeink azt mutatjak, hogy a meggymagbél-kivonattal kezelt patkany
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szivszovetben jelentdsen megemelkedett a HO-1 protein expresszio iszkémiat nem szenvedett
¢s I/R-n atesett miokardiumban egyarant. Ezzel 0sszhangban immunhisztokémiai modszer
segitségével szintén magasabb HO-1 expressziot detektaltunk a kezelt csoportban a

vivbanyaggal kezelt kontroll allatokhoz képest (8. abra).

A
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Onkényes egység

Kontroll (C) I/R SCSE-kezelt I/R

8. abra. A HO-1 enzim mennyiségének vizsgalata Western- blot (A panel)
és immunhisztokémia segitségével (B panel).

Az abra mindkét paneljén jol lathato, hogy a HO-1 expresszidja szignifikans mértékben
emelkedik a patkanyok szivszovetében meggymagbél-kivonat kezelés hatasara.
n=5-6, *p <0,05 SCSE vs. C.

(C= kontroll, SCSE= meggymagbéllel kezelt, BL= iszkémia el6tt,

I/R= iszkémia/reperfuziot kovetéen)

A HO-1 enzim szerepe az I/R karosodasok kivédésében transzgén egereken

Patkany HO-1 expresszio igazolasa Tg egerekben

A Tg és NTg bal kamra (LV), jobb kamra (RV) és szeptum (S) mintakb6l RT-PCR
segitségével igazoltuk a patkdny HO-1 expressziot mMRNS szinten. A Tg egér-mintakbol
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kapott PCR termék patkany HO-1 specifikus volt RT-PCR- (8/A abra) és Western blot alapjan
(8/B abra) is.
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9. abra. HO-1 expresszio valtozasanak nyomonkovetése PCR-ral (A panel), Western
blottal (B panel), és enzim-aktivitasméréssel (C panel). n=6 minden csoportban, * p
<0,05.

Az abra paneljein lathato, hogy a Tg allatok szivszovetében emelkedett a HO-1 mRNS és
fehérje szintje, valamint az enzimaktivitas is nagyobb mértékii.

(Tg= transzgén, NTg= nem transzgén, LV= bal kamra, RV= jobb kamra, S= szeptum)
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Az altalunk alkalmazott kisérletes elrendezésben két klont valasztottunk ki, majd a
géndarabokat, a promotert és a HO-1 gén Sfil-t. primerek segitségével vagtuk ki, melyeket
patkany eredetli 166 bp hosszasaga HO-1 exon 5 amplifikalasaval nyertiink. A genomi
eredeti DNS sokszorozodas eclkeriilése végett az els6 ¢cDNS kopia szintetizalasa el6tt
mindegyik mintat DNazzal kezeltik. A Tg egér kiillonb6z6 RNS mintaibol a specifikus savok
lathatoak voltak (8/A abra felsé és kozépso része), mig a NTg mintakbol ez a sav hianyzott
(8/A abra also része). Ezt tamasztja ala, hogy Western blot alapjan a transzgén allatok LV,
RV, S mintaiban a patkany HO-1 fehérje lathatoan kifejez6dott (8/B abra fels6é és kozépséd
része), mig NTg egerek miokadiumaban a patkany hemoxigenaz-1 nem expresszalodott (8/B
abra also része).

Hemoxigenaz enzimaktivitast is mértiink a Tg és NTg egerek mindkét kamrai és
szeptalis mintaibol egyarant. Az eredmények alapjan a HO enzimaktivitas szignifikansan
magasabb volt a transzgén egerek mindegyik tipusu mintdjadban a NTg mintdkban mért
értékeknél, ezzel is bizonyitva azt, hogy a Tgl- és Tg2-gén mikodoképes volt. Fontos
megjegyezni, hogy bar a HO-1 mRNS és fehérje nem volt detektalhato a NTg egerek
szivszovetében PCR és Western blot segitségével, ennek ellenére HO enzimaktivitds mérhetd
volt ezen mintédkban is. Eszerint a hemoxigendz aktivitds mérés az dsszes enzim izoforma
aktivitasabol tevoédik Ossze, ugymint a HO-1, HO-2, HO-3 (8/C abra). Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a NTg és Tg szovetmintdkban mérhetd HO enzimaktivitasbeli
kiilonbségek tisztan a patkany transzgenikus HO-1 kifejezddésének tulajdonithatdé az egér

miokardiumban.
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A HO-1 expresszio hatasa az egér bal kamra-funkciokra

Az 2. tdblazat mutatja a 20 perc global iszkémia el6tti- és az azt kovetd 120 perc alatti

szivfunkciok alakulasat a NTg és a HO-1 Tg egérszivekben.

2. tablazat. Szivfunkciok alakulasa a HO-1 expresszié valtozasanak fiiggvényében 20

perc iszkémia elott valamint a reperfuzio 30. és 120. percében.

Iszkémia elott Reperfuzio
30 perc 120 perc
HR CF AF AOP AOPdp/dt HR CF AF AOP AOPdp/dt HR CF AF  AOP AOPdp/dt
NTg 288 30 35 157 3794+73 255 20 09 72+ 94544 262 21 08 67+ 930%51
+9 + + +7 +9 + + 6 +9 + + 4
02 02 01 o1 01 01

HO-1 292 32 34 149 3834+85 261 28 23 95+ 2000+ 269 29 22 91+ 1830+
Tg +8 £ £ +6 7 | = 7* 63* +8 + + 6* 80*

03 02 01* 0,2* 0,2* 0,2*
HO-1 294 31 32 152 3815+94 265 22 11 78+ 101880 270 2,0 11 72+ 1000 £ 77

Tg + +9 o+ + +9 +8 o+ + 7 +9 + + 8

SnPPIX 02 03 0,2 0,2 03 02

A posztiszkémias szivfunkciok a HO-1 Tg allatokban mutattak a legjobb paramétereket,
az I/R okozta karosodasok kivédésében ezért ez a fehérje donto fontossagu.
n=6 minden csoportban, *p <0,05.
[Tg= transzgén, NTg= nem transzgén, HR=szivfrekvencia, AF=aortakiaramlas
(ml/perc), CF= koronaria ataramlas (ml/perc), AOP= aortanyomas (Hgmm),

AOdP/dt= kifejlod6 aortanyomas ido szerinti elsé derivaltja (Hgmm/mp)]

Iszkémia kivaltasa elétt a NTg ¢és HO-1 Tg csoportokban a HR, AF, CF, AOP ¢és
AOdP/dt értékeiben nem, mig a reperfizié alatt a CF, AF, AOP, és AOdP/dt esetén is
szignifikans kiilonbség volt mérhetd. A szivfrekvencia a reperfuzio alatt sem tért el
szamottevoen a két csoportban. Példaul a reperfuzid 30. percében mért aortakiaramlas a NTg
csoportban 0,9 + 0,1ml/perc volt, amely a 120. percre 0,8 = 0,1 ml/perc lett. Ehhez képest a
Tg csoportban ez az érték szignifikansan magasabb 2,3 = 0,2 ml/perc (p<0,05) és 2,2 + 0,2
ml/perc (p<0,05). Ugyanez a tendencia volt megfigyelheté a CF, AOP és AOdP/dt esetén is
(2. tablazat). Elmondhat6 tovabba, hogy az 50 pmol/kg SnPPIX HO-1 inhibitor hatasara a Tg
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csoportban tapasztalt protektiv hatas megsziint. A HO-1 Tg + SnPPIX csoport és NTg csoport

értékei kozott ekozben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (2. tablazat).

Szoveti CO tartalom valtozasa

A 10. dbra a GC-vel kapott reprezentativ kromatogramokat mutatja a szoveti CO
képz6désrdl a kiilonboz6 csoportokban (NTg, Tg és SnPPIX kezelt HO-1Tg) 20 perc

iszkémiat és 120 perc reperfuziot kdvetden.

700
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3.0 3:1 3.2 3.3 3.4 3.3 3.6 357 3.8 3.9 4.0

Id0 (perc)

10. abra. Szoveti CO tartalom (Tg= transzgén, NTg= nem transzgén)
Az endogén CO tartalom szintén a HO-1 Tg allatokban a legmagasabb (b), ugyanakkor
HO-1 enzimgatléval torténo elékezelés (c) esetén kismértékii CO tartalom csokkenés
volt tapasztalhato a NTg csoporthoz (a) viszonyitva.

Megfigyelhetdé, hogy 20 perc iszkémian, majd 120 perc reperfizion atesett HO-1 Tg
szivekben lényegesen nagyobb volt a CO tartalom (10. abra b kromatogram) a NTg
csoporthoz viszonyitva (10. abra a kromatogram). Mindemellett a SnPPI1X-el kezelt HO-1Tg

miokardiumban az endogén CO tartalom relative kevés volt (10. abra ¢ kromatogram).
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A HO-1 expresszidvaltozas hatasa a miokardium intracellularis iondsszetételére

A 3. tablazat hivatott Osszefoglalni a miokardiumban mért intracelluléris

ionkoncentraciobeli kiilonbségeket a kiillonbozo allatokbdl szarmazd mintakban.

3. tablazat. Intracellularis Na®, K™ és Ca®" koncentraciok a bal kamraban

(nmol/g szaraz szovet).

Iszkémia elott 20 perc iszkémiat, majd 120 perc

reperfuziot kovetéen

Na* K* ca?t Na* K* Ca?*
NTg 31+3 282+ 6 1,6£0,1  84+5 229+5 4,1+0.3
HO-1Tg 2744 277 +7 1,7+£0,2 58+ 7* 261 +8%  25+0,5%
HO-1Tg 3545 286 +9 1,9+03  90+9 219+9 4,5+0,7

+ SnPPIX

A HO-1 Tg allatok szivszovetében szenvednek a legkisebb viltozast az i.c.
ionkoncentraciok.
n=6 minden csoportban, abrazolva a kozépérték £SEM. *, ha p<0,05 a NTg csoport
értékeihez viszonyitva.

Lathato, hogy a bal kamréban az intracellularisan mért Na*, K* és Ca** tartalom nem
tért el szamottevéen a NTg, Tg és HO-1 Tg + SnPPIX csoportokban az iszkémiat
megelézéen. Azonban a 3.tablazat azt is mutatja, hogy a Na* és Ca?" tartalom szignifikansan
alacsonyabb volt I/R-t kovetéen a Tg csoportban a NTg és HO-1 Tg+SnPPIX csoportokhoz
viszonyitva. Tovabba, a bal kamrai munkaizomzat K tartalma szignifikansan magasabb (261
+ 8 umol/g, p<0,05) volt a HO-1 transzgén csoportban ahhoz a K* vesztéshez képest ami a
kontroll csoportban volt tapasztalhaté (229 + 5 pumol/g). Az SnPPIX-el kezelt szivekben
mérhetd intracellularis ionkoncentracio I/R-t kdvetden a NTg csoport értékeihez hasonldan
valtozott. Masképpen fogalmazva az SnPPIX teljes mértékben eltiintette azt a protektiv hatast

az ionOsszetétel tekintetében, ami a HO-1 Tg szivszdvetben lathato.
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A HO-1 expresszidvaltozas hatasa az infarktus altal érintett teriilet nagysagara és
a kamrafibrillacio gyakorisagara

A 11/A. abra az izolalt, iszkémian és reperfuzion atesett egérszivek infarktusos teriileit
mutatja reprezentativ képeken és oszlopdiagramon. A meggypiros régié a funkcidképes
teriilet, a halvany, mar-mar fehéres részek pedig az elhalt miokardiumot jelolik. Az
infarktusos teriilet a NTg csoport 37 + 4%-ahoz képest szignifikansan kisebb, 20 £ 6 %
(p<0,05) volt a HO-1 Tg csoportban (11/A. abra), mig a HO-1 KO csoportban pedig
szignifikansan magasabb, 47 + 5 %-nak (p<0,05) adodott (11/A. abra).

A

Infarktusos teriilet
60 - %

%
*

30 1

20 1

10 T

NTg Tg KO

11/A. abra. Infarktusos teriilet nagysaga az egérszivekben 20 perc iszkémiat és 120 perc
reperfuziot kovetoen.
A HO-1 Tg allatok szivében a legkisebb az elhalt szivizomteriilet, ugyanakkor a KO
allatok szivszovete halt el a legnagyobb mértékben.
n=6 minden csoportban, * p <0,05.
(Tg= transzgén, NTg= nem transzgén, KO= knock out)
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11/B. abra. Kamrafibrillacio eléfordulasa. A fehér oszlopok jelolik az osszes fibrillacios
eseményt, a sziirke 0szlopok pedig a kamrafibrillaciénak itélt eseményeket.
A HO-1 Tg allatok izolalt szivén észleltiik a legkevesebb fibrillacios eseményt, mig a KO
allatok koziil sz osszes sziv fibrillalt.
n=6 minden csoportban, * p <0,05.
(Tg= transzgén, NTg= nem transzgén, KO= knock out).

Szintén lathat6 a 11. dbran a reperfuzié indukalta 0sszes kamrai fibrillaciok %-0S
eléfordulési aranyat azon fibrillaciok mellett, amelyek legalabb 2 percig tartottak (11/B. ébra).
A HO-1 Tg csoportban szignifikansan kisebb volt (p<0,05) az dsszes fibrillacios epizodok
szama (25 %) és a tényleges kamrafibrillacion atesett (8 %) szivek aranya a NTg csoport
hasonlo értékeihez képest (92 % ¢és 83 %). A KO csoportban a reperfiizié indukalta total és
tényleges fibrillaciok aranya 100 % és 100 % volt, ami a HO-1 arritmogenezisben betdltott

szerepét hangstlyozza.
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Megbeszélés

A kardiovaszkularis megbetegedések vilagszerte milliokat érintenek. Habar az
orvostudomany fejlédésével a betegségek patogenezisérdl és a lehetséges rizikotényezokrol
ismeretanyagunk egyre csak boviil, a halalozasi statisztikai adatok az elmult évtizedekben
csak rendkiviil kismértékben mutatnak pozitiv iranyu valtozast. Az elmult iddszakban egy
kimondatlan, de jelentds igény meriilt fel a szintetikus gyogyszerek mellett a természetes
eredeti  gyogyhatasu készitményekkel torténd terapiara, illetve Un. funkcionalis
¢lelmiszerekkel, vagy étrendkiegésziték révén torténd betegség megeldzésre, kiilonds
tekintettel a kardiovaszkularis megbetegedésekre. Kutatdcsoportunk korabbi eredményei arra
utalnak, hogy a meggymag-kivonat kezelés hatasara a Kkisérleti allatok recehartyaja
ellenallobb volt az iszkémia/reperfuzids karosodasokkal szemben, s a retinakarosodas
jelentésen kisebb mértékii volt a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az eredmények arra
utalnak, hogy ez a protektiv hatds részben legalabbis a hemoxigenaz-1 (HO-1) fehérje
indukciojanak volt kdszonhetd. Ez a fehérje fontos szerepet tolt be a sejtek stressz valaszdban,
segiti a sejtek talélését példaul oxidativ stressz sordan a szabadgyokok karositd hatasaival
szemben. Az oxidativ stressz egy olyan biokémiai folyamat, amelyben az oxidativ sajatossagu
anyagok ¢és az antioxidansok kozotti egyensuly felborul. Ez a folyamat szinte
megszamlalhatatlan megbetegedéssel fligg 0ssze, melyek kozott elokeld helyen allnak a sziv-
¢és érrendszer megbetegedései. Fiziologias koriilmények kozott a kiillonbozd szovetek sejtjei a
ROS-ek eloallitasaval és elimindlasaval tartjak fent a reduktiv €s oxidativ folyamatok kozotti
kényes egyenstlyt. A ROS-ek alacsony koncentracioban jelatviteli Gitvonalak modulalasaban
vesznek részt, viszont, ha a ROS-ek termelédése nagyobb mértékii, mint amivel az
antioxidans arzenal meg tud birkozni, az sejtkdrosodassal jar, végsd soron pedig patologias
elvaltozasokhoz vezet [246]. Az oxidativ stresszel szembeni védekezésben az endogén
antioxiddnsok mellett nagy szerep jut a szervezetbe kiils6 forrasbdl bejuttatott
antioxidansoknak, amelyek szamos biokémiai Utvonalon keresztiil csokkenthetik tobbek
kozott az iszkémia/reperfuizié okozta kardiovaszkularis karosodasokat is. A kardiovaszkularis
betegségek, mint példaul a hipertenzio, szivelégtelenség és arritmiak ugyanakkor génszinten
is szabalyozhatoak.

A természetes eredetii antioxidans molekulak kozott egyes vitaminokat, polifenol-
szarmazékokat, pro- és antocianidineket fedezhetiink fel, melyek kimutathat6 mennyiségben

fordulnak el6 a hazankban ipari melléktermékként kezelt meggymag csonthéjat feltarva nyert
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meggymagbélben is. Kutatocsoportunk korabban mar tanulmanyozta a meggymagbél-kivonat
hatasat a sziv iszkémia/reperfuzios karosodasaival szemben is. Tapasztalataink alapjan a
meggymagbél-kivonat dozisfiiggd modon csokkenti a kamrafibrillaciok kialakulasanak a
valoszinliségét, valamint az infarktusos teriilet nagysagat és javitja a posztiszkémias
szivfunkciokat. Ezek mellett csokkentette a kaszpaz-3 expressziot [232]. Kutatocsoportunk
nyulakon is végzett kordbban vizsgalatokat a meggymagbél-kivonattal, mely alapjan
elmondhat6, hogy a meggymagbél-kezelés szignifikdnsan csokkentette a koleszterindus diétan
tartott allatok infarktusos teriiletét I/R-t kovetden, valamint csokkent plakképzdodést,
emelkedett HO-1 és citokrom c oxidaz III fehérje expressziot detektaltunk [247].

A pontosabb molekuldris mechanizmusok tisztazasara jelen kisérleteinkben a
meggymagbél szilard Orleményét felhasznalva szuszpenzidval kezeltiink Sprague Dawley
patkanyokat 8 héten keresztiil, mig a kontroll csoport allatai az dSrlemény-szuszpenzid
elkészitéséhez hasznalt vivéanyagot kaptdk gyomorszondan keresztiil naponta egyszer 30
mg/ttkg dozisban. A kezelést kdvetden a him Sprague Dawley patkanyok mellkasat elaltatast
kovetden feltartuk, sziviiket izolaltuk és 30 perc iszkémidnak, majd 120 perc reperfuzionak
vetettiik ala. Az izolalt dolgozo sziv kisérletek alatt a szivfunkcidkat, ugymint az aorta
kiaramlast, koronaria ataramlast, aortanyomast és szivfrekvenciat, folyamatosan
monitoroztuk. A vizsgalatokat kovetden meghataroztuk a perctérfogatot, a verétérfogatot és
annak valtozasat az iszkémia el6tti allapotokhoz képest (4. abra). Ezek alapjan elmondhatjuk,
hogy a meggymagbéllel kezelt allatok szivein az izolalt dolgozd sziv késziiléken jobb
posztiszkémias bal kamrai funkciokat regisztraltunk, mint a kontroll csoportban. Az aorta
kiaramlas (AF) és a koronaria ataramlas (CF) értékei mar az iszkémiat kdveto elsd, 30 perces
értékeitél egészen a reperfuzid végéig javuld paramétereket mutattak a meggymagbél
kivonattal kezelt allatok szivei esetén, mint a kontroll allatoknal. Az AF és CF eredményeit
Osszeadva kiszamoltuk a perctérfogatot (COUT), amely esetében a kiilonbség az el6zdekkel
korrelalt. A COUT ¢s a szivfrekvencia értékeinek ismeretében kifejeztiik a verdtérfogatot €s
annak valtozasat, amely a reperfuzié végén szignifikansan magasabb értékeket mutatott a
meggymagbél-kivonattal kezelt allatoknal, mint a kontroll csoportban. Az izolalt dolgozoé sziv
késziilékre jellemzd, hogy a szivre nehezedd eld- és utdterhelés konstans a kisérlet folyaman,
igy a mért paraméterek szinte kizarolag a miokardium kontrakcios erejétdl fiiggenek, azaz a
kezelt allatok szivében a kontrakcios erd I/R-t kdvetden jobban megtartott, mint a kontroll
csoportban. Tehat, a kezelt allatok szivei ellenallobbak voltak a kontroll allatokéhoz képest,
amely azt tdmasztja ald, hogy az ilyen €s ehhez hasonlé novényi kivonatoknak komoly szerep

juthat az endotél-funkcié megtartasaban és a miokardium talélésében. Ezt az eredményt
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tamasztja ala a kisebb mértékii infarktusos teriilet, amely csekélyebb szamu szivizomsejt
clhalasara utal a kezelt allatokban. Eredményeink Osszhangban allnak korabbi
vizsgalatainkkal, ahol 3 hetes meggymagbél-kivonat kezelést kovetden vizsgaltuk az allatok
szivét I/R okozta karosodasokkal szemben. Korabbi eredményeink alapjan a meggymagbél
dozisfiiggd modon védi a szivszdvetet I/R-indukalta karosoddsokkal szemben, részben az
apoptozis gatlasan keresztiil [232].

Jelen disszertacio alapjat érinté molekularis biologiai kisérletek soran kideritettiik azt,
hogy az apoptozis gatlas molekularis hatterében allhat a Bcl-2 fehérje expresszidjanak
megemelkedése. A Bcl-2 fehérje gatolja a mitokondriumokbdl a citokrom-c felszabadulasat,
mely utdbbi egy kaszpazaktivator, igy védve a szivszovetet €s segitve a szovet tilélését az I/R
okozta karosodasok sordn illetve azt kovetden. A szakirodalomban tobb ndvényi kivonat
kardio- és citoprotektiv hatasanak hatterében azonositottak a Bcl-2/Bax utvonal modulalasat,
igy Gu és munkatarsai a resveratrol szivhatasait kutatva azt talaltak, hogy e természetes
sejtprotektiv polifenol képes gatolni a doxorubicin indukalta apoptozist egerekben.
A doxorubicin kezelés mellett adagolt resveratrol megemelte a Bcl-2 expresszidjat, valamint
csokkentette a Bax szintjét, azonban a HO-1 gatlé ZnPPIX a protektiv hatast eltorolte, ill. a
fehérjék aranyat megforditotta [248]. Ezen eredményekkel dsszhangban immunhisztokémiai-
¢s Western blot vizsgalataink soran arra deritettiink fényt, hogy a meggymagbél-kivonattal
torténd eldkezelés szignifikdnsan megemelte a szivszovetben a HO-1 fehérje és a Bcl-2
intracellularis mennyiségeét.

Egy masik novényi kivonat, a gyulladascsokkentd genipin is képes a HO-1 expresszid
megemelésére, ezzel egyiitt pedig protektiv hatds kozlésére, mely hatterében a
foszfatidilinozitol-trifoszfat (P13)-kinaz-JNK1/2-Nrf2 kaszkad mikodése allhat [249]. A PI3-
nak fontos szerepe van az oleanolsav indukalt HO-1 expresszio novelésének medialasaban is,
amely igy hozzajarul az oxidativ stresszel szemben fellépd sejtvédd folyamatokhoz patkany
VSMC-kben [250]. Ez utobbi tanulmany az Akt aktivaciojat és az Nrf-2 nuklearis
lokalizaciojat is kapcsolatba hozta a HO-1 indukcidjaval. Az Nrf-2 ugyanakkor a Ginkgo-
biloba levél-kivonatanak HO-1 indukalo hatasaval is szoros Osszefliggésben all, igy téve a
pafranyfeny6 kivonatat potens ateroszklerdzist gatldo hatasuva [251]. Ezzel Gsszhangban
kismértékli, nem szignifikdns mértékli valtozast észleltiink a p-Akt/Akt ardnyaban a
meggymagbél-kivonattal kezelt patkanyok szivszovetében, amely a kaszpaz-9 gatlasaval
lehetséges, hogy hozzajarul a sejtek taléléséhez. A meggymagbél-kivonat hatasai kozott tehat
nem zarhatjuk ki az Akt fehérje foszforilaciot kovetéen megvalosulo aktivaciojat sem, jelen

eredményeink azonban ezt nem bizonyitjak. A mar emlitett korabbi vizsgalatainkban [232]

50



harom hét kezelést kdvetden nem tapasztaltunk semmilyen negativ hatdst a meggymagbél-
kivonattal kezelt allatokban. Jelen vizsgalatainkban nyolc hét kezelés utan sem talaltunk koros
elvaltozast, vagy mellékhatast; a kezelt allatok napirendjében nem volt eltérés a kontroll
allatokhoz képest.

Fontosnak tartjuk megemliteni azonban azt, hogy elvégeztiikk a meggymagbél-kivonat
hosszu tava (6 honap) toxikologiai vizsgalatat is, amelyek alapjan megallapithatjuk, hogy a
kezelés toxikologiai szempontbdl nem jart semmilyen kiilsd tiineti elvaltozéassal az allatok
esetében (nem publikalt eredmények). A szovettani toxikologiai vizsgalat leirta, hogy a maj
lebenykés szerkezete megtartott, kotészovet-, illetve lipidfelhalmozodas nem  volt
megfigyelhetd. A szivizom rostos szerkezete megtartott, rostfragmentacio, kopasi pigment,
illetve kotészovet felhalmozodas, vagy lobsejtes infiltracid egyik mintdban sem volt lathato.
Az aorta fala szabalyos elrendez6dést mutatott, az érfalat infiltrald habos makrofagokat,
intra-, vagy extracellularis lipid lerakodast, ateroszklerotikus 1éziot, kalcifikaciot egyik
vizsgalt metszeten sem talaltunk. Szokvanyos volt a hasnyalmirigy exokrin és endokrin
allomanya. A tiid6 felépitése szintén szabalyos elrendezddést mutatott. A vesékben a kéreg-
¢s a veldallomany jol elkiiloniilt, a glomerulusok szabalyos strukturdlis elrendezddést
mutattak, sem intersticialis fibrozist, sem limfocitas beszlir6dést, sem beszlikiilt lumeni ereket
nem figyeltiink meg. A 1ép allomanyaban gyulladasra utald jelek szintén nem voltak
detektalhatdak. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy az altalunk alkalmazott
dozisban meggymagbél-kivonat hossza tavon semmilyen karos szervi elvaltozast nem okoz.

Osszeségében tehat megallapithatd, hogy a meggymag-kivonat az alkalmazott
dozisban biztonsagos, és a Bel-2/HO-1 atvonal modulalasan keresztiil védi a szivszovetet az
I/R-indukalta karosodasokkal szemben.

A HO enzimrendszer, kiilondsen a HO-1 *60-as évekbeli felfedezését kovetden egy
igen intenziven és toretleniil fejlodd kutatési teriiletet nyitott szamos tudomanyos miihely
szamara. A HO-1 enzim fontos sejtvédd cellularis fehérje, mely az oxidativ stresszel és a
gyulladassal szembeni védekezés egyik kozponti molekuldja. Vizsgalataink soran arra
kerestiik a valaszt, hogy a HO-1 rendszer milyen szerepet jatszik a kardioprotektiv
hatasokban. Korabban tobb kutatocsoport leirta, hogy a HO-1 mRNS [252] és fehérje szintje
lecsokken fibrillalt, I/R-n atesett patkany miokardiumban [253], valamint HO-1 KO
egerekben csokkent balkamra funkcidt regisztraltak [254]. Ugy tiinik, a HO-1 nemcsak a
karosodasok elleni védekezésben betoltott kozponti szerepe miatt fontos az ¢l6 szervezetnek,
hanem hidnya az élettel Osszeegyeztethetetlen folyamatok sorozatat inditja el. Human HO-1

génhianyt elészor 1999-ben irtak le. A paciens egy kisfiti volt, a szakirodalom kés6bb egy
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kislanyrdl is emlitést tesz. Szervezetiikben nagymértékii kronikus gyulladés, koagulopatia,
nephritis és ateroszklerozis alakult ki, melyek miatt sajnos mindketten nagyon fiatalon
elhunytak [200].

A fentebb leirtak alapjan feltételeztiik, hogy a HO-1 ,,overexpresszid” nagymértékben
segithet a miikodoképes szovetek talélésében. Ennek modellezésére HO-1 transzgén egereken
végeztiink izolalt sziv és molekuldris biologiai kisérleteket. A Tg egerekben a hozzavetdleg
50 %-al emelkedett az alap HO-1 expresszios szint, a megemelkedett enzimszintet PCR-ral,
Western blottal, HO-1 aktivitdsméréssel és a szoveti CO tartalom GC-vel torténd mérésével is
igazoltuk. Erdekes eredmény, hogy a NTg allatok mintdiban komoly endogén CO szint
mérhetd, amelyet a HO-1 overexpresszid6 markansan képes megnodvelni, ugyanakkor a
SnPPIX-al, a HO-1 egyik gatloszerével vald enzimgatlas a CO tartalom csokkenésében is
megmutatkozik. A CO, mint hirvivé molekula, szintén hozzajarulhat az apoptozis
folyamatanak a mérsékléséhez [197], valamint gyulladasgatld hatassal is bir [128]. A CO
hatasmechanizmusa tovabba szoros kapcsolatban allhat a c¢GMP szinttel, valamint a
cAMP/cGMP arannyal [255]. Az alacsony koncentracioban adagolt exogén CO segitheti az
I/R-n atesett izolalt sziv miokardiumanak talélését, amelyhez hozzasegit a cGMP
hatassal bir az intracellularis Ca®* koncentracié ndvelése miatt, ez azonban tgy tiinik a cGMP
szint emelésével ellensulyozhatd, hiszen a c¢GMP csokkenti a reperfuzi6 indukalta
kamrafibrillaciok kialakulasat. Ennél fogva e nukleotidok esetén az arany mértékére célszerli
nagyobb hangsulyt fektetni a CO altal kozvetitett protektiv folyamatok hatterének kutatisa
soran, mint 6nalléan egy-egy nukleotid koncentracié meghatarozasat. A HO-1/CO rendszer
tovabba eldsegitheti a mitokondrialis biogenezist az Akt aktivacidjaval, a GSK-3 gatlas
serkentésével, aminek kovetkeztében megemelkedik a nuklearis 1égzési faktor-1 (NRF-1)
transzkripcidja [257]. Manapsag, amikor oly sok molekularis bioldgiai technika all a kutatok
rendelkezésére, az intracelluldris ionkoncentracidbeli valtozasok kovetése némileg hattérbe
szorult. Azonban nem szabad megfeledkezni arrol sem, hogy az akut karosodasokban az
ionegyensuly felborulasa fontos szerepet jatszik. Igy a kisérleti allatok szivében a
miokardialis funkcio és a HO-1 expresszio mellett tanulmanyoztuk az intracellularis
ionkoncentraciokat is. A Tg 4llatok szivében a K* koncentracié szignifikansan alacsonyabb
mértékben csokkent a NTg allatokhoz képest, és a Na' és Ca®" terhelés is szignifikans
mértékben kisebb volt. Azonban az arany a NTg allatokéhoz hasonlatos az SnPPIX-el kezelt

allatok szivében, azaz a HO-1 segithet a normal ionhomeosztazis fenntartasaban, amely
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elengedhetetlen a kardiomiocitak tuléléséhez valamint az egészséges szivmiikodéshez.
Szintén nagymértékben hozzajarult a HO-1 overexpresszid az infarktusos teriilet
csokkentéséhez, mivel a Tg szivekben 20 % koriili volt a szivizomelhalas, mig a NTg kontroll
csoportban majd 40 %, ezzel szemben a megvizsgalt HO-1 KO 4llatok szivében dramai, 50 %
koriili volt az infarktusos teriilet kiterjedtsége. Kardioprotektiv hatasban tovabba komoly
szerepet jatszik a HO-1 altal kozvetitett antiarritmias és ateroszklerézist csokkentd hatas is.

Szamos kutatds tdmasztotta ald a ndvényi kivonatok HO-1 emeld hatdsanak
kovetkeztében kialakulo szovetvédd hatast [227], ezt vizsgalataink is alatamasztottak.
Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a meggymagbél-kivonat kardioprotektiv hatasaiban
ez a fehérje fontos szerepet jatszik. Jogosan mertil fel az igény, miszerint ezt a fontos proteint
terapias célra is felhasznalhatnank, mivel szdmos betegség patologiai folyamataban érintett. A
markere lehet. A HO-1 mikddése soran keletkezd CO szintjének kovetése nyoman
elképzelhetd, hogy az enzimaktivitds is kovethetd lesz, ami egyes megbetegedések
diagnosztizalasaban nagy segitséget nyujtana. A kiviilr6l adagolt CO elképzelhetd, hogy
hatékony lehet bizonyos korallapotok javitasara, hiszen alacsony koncentracioban adagolva a
tid6 diffuzids kapacitasanak meghatarozasara hasznaljak ezt a mérgez6 gazt, emellett pedig
igéretes kisérletek zajlanak a szén-monoxid felszabaditd molekulakkal is [147].

Eredményeink alapjan jol latszik, hogy a HO-1/CO rendszer modulalasa fontos
szerepet tolthet be a kardiovaszkularis megbetegedések patogenezisének befolyasolasiban,

illetve a manifeszt megbetegedések kezelésében.
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Osszefoglalas

A kardiovaszkularis betegségeket a statisztikai adatok halvany javuldsénak ellenére
még mindig a Vilag vezetd halaloki tényezoiként tartjuk szamon. A magyarorszagi mortalitasi
mutatoszamok sajnos az EU atlaga folott jarnak, ezért a betegségek megeldzésére €s a lehetd
legkoraibb diagnosztizalasra sziikséges az eréforrasokat koncentralni.

A sejt talélésében segitséget nyujtdé antioxidans hésokk protein, a HO-1 szamos
megbetegedés mellett a kardiovaszkularis rendszer betegségeiben is kdzponti szereppel bir.
Transzgén egér kisérleteinkben kideritettiik, hogy HO-1 overexpresszido hatasara I/R-t
kovetden az allatok jobb balkamra funkcioval birnak.

Az elmult idészakban egy kimondatlanul is jelent6s igény meriilt fel a szintetikus
gyogyszerek mellett a természetes eredetli anyagokkal valé gyogyitasra, illetve a funkcionalis
¢lelmiszerekkel, étrendkiegészitokkel torténd betegség megeldzésre, kiilonos tekintettel a
kardiovaszkularis megbetegedésekre. Az altalunk kiprobalt meggymagbél emelte a HO-1

szintjét a szivszovetben, ezaltal pedig kardioprotektiv hatast kozvetit.

Summary

Despite a slight improvement on statistical data, cardiovascular diseases are still
among the highest risk factors of mortality rates all over the world. Hungarian mortality
indexes are far above than in the EU, therefore our resources should be focused on the
prevention and diagnosis at the exact time.

HO-1, a cytoprotective, antioxidant heat shock protein plays a crucial role in the
pathogenesis of several human disorders, especially cardiovascular diseases. Based on our
experiments carried out on HO-1 transgenic mice model HO-1 overexpression leads the
restoration of functioning state of left ventricles after I/R injury.

An unspoken but considerable call has appeared recently for treating diseases not only
with synthetic, but natural compounds and to prevent disorders by functional foods and
dietary supplements, especially in cardiovascular cases. Sour cherry seed extract
experimented by our team induced the intracellular level of HO-1, therefore it can mediate

cardioprotection.
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Targyszavak

Iszkémia/reperfuzid
Izolalt dolgozé sziv
Meggymag kivonat
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Infarktusos tertilet
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Fiiggelék

A dolgozatban bemutatott tarsszerzoi eredmények felsoroléasa:

8. abra B panel

9. abra A. és B. panel (PCR és Western blot eredmények)

2. és 3. tablazatban bemutatott eredmények

11. abra B. panel
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