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Bevezetés

A sziv- és érrendszeri megbetegedések vilagszerte novekvd és sulyosbodd egészségiigyi
problémat jelentenek. A kardiovaszkularis betegségek kovetkeztében kialakult halalozasok a
mai napig vezetik a mortalitasi statisztikat. Ez éves szinten megkdzelitéleg 17 millio6 ember
¢letét jelenti az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) adatai alapjan. Magyarorszagon az
elhaldlozasok tobb mint 50%-4t valamilyen kardiovaszkularis eredetli korkép okozza. A
kardiovaszkularis betegségek hatterében a leggyakrabban allé kockazati tényezOk a magas-
vérnyomas, zsiranyagcsere zavarai, cukorbetegség, elhizds, amelyek foleg az egészségtelen
(transzzsirsavakban, telitetlen zsirsavakban gazdag, de zoldségekben, gyiimolcsdkben és
rostokban szegény) taplalkozasra, ¢s a megfelel6 mennyiségii mozgas hidnyaval magyarazhato.
A rizikofaktorok csokkentése €s a prevencid fontossdga vitathatatlan a sziv- és érrendszeri
betegségekben.

A doxorubicin (DOX) egy széleskorien alkalmazott, nem-szelektiv antraciklin tipust
antibiotikum, melynek leggyakoribb felhasznalasi teriilete az akut leukémiak, malignans
limfomak, és az emld daganatok kezelése. A DOX egy nagyon hatékony antineoplasztikus szer,
azonban klinikai felhaszndldsdnak limitdld tényezdje a kumulativ és irreverzibilis
kardiotoxicitas. A DOX-indukalta kardiotoxicitas multifaktorialis, hatterében szamos bonyolult
molekuléaris mechanizmusok allnak, melyek a mai napig nem teljesen tisztazottak, azonban
tudjuk, hogy mitokondridlis diszfunkcio, oxidativ stressz, lipidperoxidacio, apoptdzis és az
autofagia abnormalis mitkddése all. A témaban eddig elérhetd irodalmi adatokat tanulmanyozva
azonban ellentétes eredményekre bukkantunk az AMPK utvonalat tekintve DOX kezelést
kovetden. Az ellentétes irodalmi adatok szintén tovabb indokoljdk a téma alaposabb vizsgalatat.
Mivel a DOX kezelés soran sériil a mitokondrium, és modulalodik az ATP termelddés, igy az
AMPK ttvonal moduladloédasa varhato: ez egyrészt hatdssal van az energia homeosztazisra,
masrészt az autofagia folyamatara, hiszen az AMPK hatéséara indukéalodhat az autofagia.
Energiaszegény allapotban az autofagias folyamat indukcidja fontos szerepet jatszik a szivben.
Csokkent ATP szint esetén megné az AMPK expresszioja, amely indukalja az autofagiat. Ez a
folyamat szamos esetben, gy mint karosodott mitokondrium és felborult energia balance,
¢hezés vagy megnovekedett oxidativ stressz, jelentheti a talélést a kardiomiocitak szdmara.
Legfrissebb kutatdsi eredmények aldtdmasztottak, hogy a kettes tipusu diabétesz mellitusz
kezelésében alkalmazott metformin (MET) kardioprotektiv tulajdonsagokkal rendelkezik:
csokkenti a diabétesz kovetkeztében kialakuld kardiovaszkularis eredetii elhalalozast, valamint

javitja a szivfunkcios paramétereket. A MET egy olyan biguanidinszarmazék, mely a nem



inzulinotrop vegyliletek csoportjaba tartozik, ¢s mikodo B-sejtek hianyaban is hatasos. Nem
fokozza az inzulinelvalasztast, euglykaemizal6 szer, valamint nem okoz hypoglykaemiat. Mint
azt kordbban mar emlitettem, a DOX kezelés hatasara az autofagias folyamat is sériil, viszont
tobb tanulmany is leirta mar, hogy az autofagia helyreallitisa védelmet nyujthat a
kardiomiocitdk szamara DOX kezelés alatt, azonban iv vivo allatkisérletben a DOX és MET
egylittes hatdsat az autofigiara nézve még nem vizsgaltak, ezért célul tiztik ki a MET
kardioprotektiv hatdsdnak vizsgalatast DOX-indukalta kardiotoxicitasban, kiilondsen
fokuszalva az autofagias folyamatra.

Kisérletiink masodik részében, az isoproterenol (ISO) indukalta kardiotoxicitds és autofagia
kapcsolatat vizsgaltuk. Az ISO hosszutavu, vagy nagy dozist kezelés hatasara kardiotoxicitas
alakulhat ki, ezen kiviil pedig szivritmuszavar, tachykardia és anginas fajdalom jelentkezhet. A
kardiotoxicitas kialakulasdban szdmos molekularis mechanizmus felborulasa all. Mar egyszeri
szubkutan ISO adminisztraciot kovetden szignifikdns biokémiai és szdvettani valtozasok
figyelhetok meg, foként a bal kamra szubendokardialis rétegében, mely extenziv miofibrillaris
degeneraciohoz vezet. Hatterében egyrészt a megndvekedett mennyiségii ROS termelddése all,
amely oxidativ stresszhez és lipidperoxidaciohoz vezet. Igy megkezdédik az eddig
egyensulyban 1év0 antioxidans rendszer felborulasa: szignifikdns mértékii csokkenés figyelhetd
meg a rendszerben, Ugymint a kataldz, szuperoxid-diszmutdz (SOD), glutathion (GSH),
valamint glutathion-peroxidaz (GPx) esetében. A katalaz és szuperoxid-diszmutaz felelds az
oxidativ stresszel szembeni védelemért, a ROS termelddését regulalja: a szuperoxid gyokoket
hidrogén-peroxid gyokokkeé konvertalja. Az ISO adminisztracid ezen feliil ionikus egyensuly
felborulasahoz vezet: Ca®" akkumulacié alakul ki az adenilat-ciklaz aktivacidja és a lecsokkent
ATP szint hatasara. Singal és munkatarsai 1983-ban gy gondoltdk, hogy az ISO kezelés
kovetkeztében kialakulé miokardidlis iszkémiat a citoszolban nagy mennyiségben
felhalmozodd Ca?* idézi eld. A nagymennyiségii intracellularis Ca®" negativan hat a
mitokondrium membran potencidljara, beleértve a reaktiv szabad gyokok képzését, melyek
aktivaljak a kalcium-és magnézium-fiiggd endonukledzt, ami végil DNS toredezést és
apoptozist indukal a sejtekben. Az ISO-indukalta kardiotoxicitas kialakulasaban kaszkad-szeri
patofiziologias folyamatok indulnak el, igymint gyulladds, Ca?" akkumulalodds, az energia
metabolizmus felboruldsa, melyek sejthalal titvonalakat indukalnak, s végiil nagymennyiségii
kardiomiocita pusztulashoz vezetnek. Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk ezeket a tulélési, és

halalozasi utvonalakat, méghozza az ISO emelkedd dézisanak fliggvényében.



Célkitiizések

Kutatocsoportunk célul tiizte ki egyrészt az autofagia szerepének vizsgalatat DOX-indukalta
kardiotoxicitdsban, ahol, mint kiegészitd terapiaként metformint adagoltunk. A legujabb
tanulmanyokban arro6l olvashatunk, hogy a MET szadmos esetben kardioprotektiv hatassal bir.
Az irodalomban kordbban mar leirtadk, hogy a MET az AMPK utvonalon keresztiil indukalni
képes az autofagiat, azonban azt még nem irtak le mindeddig, hogy a doxorubicinnal egylittesen
adagolva hogyan befolyasolja az autofagia folyamatat. Tovabbi kisérleteinkben pedig a
kiilonb6z6é dozisban alkalmazott ISO dozisfiiggd szivkarositd hatdsait, és a folyamatban
résztvevo, kiilonbozo tilélési és haldlozasi utvonalak (apoptdzis, nekrozis és autofagia), és azok
kapcsolatat vizsgaltuk. A tanszéken korabban végzett ex vivo kisérletekbdl azt mar tudjuk, hogy
az 1SO doézistiiggd toxicitast mutat, azonban a molekuléris utvonalak, s azok pontos szerepe
nem teljesen tisztazott a B-receptorokra gyakorolt hatasa folyaman.
Osszefoglalva célunk volt:
1. Kisérleti protokoll bedllitdisa a DOX-indukalta kardiotoxicitdas és a MET protektiv
szerepének vizsgalatéra.
2. Az autofagia szerepének felderitése DOX ¢s MET egyilittes adagolasanal.
3. A kiilonbozo sejthaldlozasi utvonalak (apoptdzis, nekrdzis) vizsgalata ISO-indukalta
szivizomkarosodasban.
4. Az autofagia, apoptozis és nekrozis kapcsolatanak vizsgélata kiilonb6zd dozistt ISO

kezelést kovetden.



Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok

Kisérleteink elsé felében ndstény (250-300 g) Sprague-Dawley patkanyokat, az ISO
kisérletsorozathoz him (300-350 g) Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Németorszag). Minden allat esetében a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsag iranyelveit tartottuk szem el6tt a vonatkozé Eurdpai Unids-és a
,Principles of Laboratory Animal Care ” és a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” el6irasaival (NIH 85-23, revised 1996) Osszhangban. Az allatoknak ad libidum

(szabad hozzaférés) volt standard ragcsalotaphoz és vizhez.

Kisérleti elrendezés: DOX-indukalta kardiotoxicitas

Kisérleteink soran Sprague-Dawley ndstény patkanyok 4 csoportjat hoztuk létre:
1. KONTROLL
o fiziologias sooldat 1.p.
e viz per os
2. DOXORUBICINO
e 3 mg/kg doxorubixin-hidroklorid i.p. kétnaponta
e viz per os
3. METFORMIN
e 250 mg/kg metformin-hidroklorid szuszpenzid per os naponta
o fiziologias sooldat i.p.
4. DOXORUBICIN + METFORMIN
e 3 mg/kg doxorubicin-hidroklorid i.p. kétnaponta

e 250 mg/kg metformin-hidroklorid szuszpenzid per os naponta

Az allatok kezelése 2 hétig tartott. A DOX kumulativ dézisa 18 mg/kg volt.



Kisérleti elrendezés: ISO-indukalta kardiotoxicitas

Kisérletink soran Sprague-Dawley him patkanyok 6 csoportjat hoztuk 1étre:

1. KONTROLL

e fizioldgias sdoldat i.p.
2. 1SO 0,005

e 0,005 mg/kg isoproterenol i.p.
3. 1SO 0,05

e 0,05 mg/kg isoproterenol i.p.
4. 1SO 0,5

e 0,5 mg/kg isoproterenol i.p.
5. I1ISO5

e 5,0 mg/kg isoproterenol i.p.
6. 1SO 50

e 50,0 mg/kg isoproterenol i.p.

Az allatok egyszeri ISO kezelésben részesiiltek, ezt kovetden 24 ora elteltével az allatokat mély

anesztézia ala helyeztik.

Szérum biomarkerek meghatarozasa

Az allatokat mély anesztézia ala helyeztiik 60 mg/kg-os dozist Euthanimal-oldattal, amely 400
mg/ml pentobarbital-natriumot tartalmaz (Alfasan Nederland BV, Kuipersweg 9, Woerden),
majd a vena jugularisbol vért vettiink a szérum biomarkerek meghatarozasa céljabol. A
méréseket a Labor Medicina Intézetben végezték mind a két kisérletsorozat esetében. A
meghatarozott paraméterek a kdvetkezok voltak:

e Troponin T (TrT)

e Laktat-dehidrogenaz (LDH)

e Kreatin-kinaz MB izotipus (CK-MB)



Izolalt dolgozo sziv preparatum

A vérvételt kovetden az éallatok heparin injekciot (Heparibene-Na 25000 NE oldatos injekcio,
Teva Gyogyszergyar Zrt.) kaptak véralvadas gatlas céljabol, majd torakotomiat végeztiink és
izolaltuk a sziveket, amiket kaniilok segitségével a ,,dolgoz6” szivizolacios késziilékhez
rogzitettiink az aortan és a vena pulmonalison keresztiil.
A sziveket modositott Krebs-Henseleit (118 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,7 mM CaClz, 25 mM
NaHCOs3, 0,36 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSOs, 10 mM gliik6z ) oldattal perfundaltattuk 5 percen
keresztiil 100 vizcentiméteres nyomas mellett, hogy a vaszkulatirabol kimossuk a vért.
Ezt kdvetden dolgozo-modba kapcesoltuk a késziiléket és 10 percig perfundaltattuk a sziveket.
Ilyenkor az oldat a bal pitvarbdl a bal kamraba aramlik, innen pedig a sziv sajat munkéjaval
pumpalja ki 17 vizcentiméteres nyomassal szemben %%, Ezutan hataroztuk meg a szivfunkcios
paramétereket, melyek a kdvetkezok voltak:

e aorta-ataramlas (AF): a kipumpalt folyadék gytijtése 1 percen at

e korondria-ataramlas (CF): a koronaridkon ataraml6 folyadék gyiijtése 1 percen at

o szivfrekvencia (HR): beépitett nyomasérzékeldvel

e aortanyomas (AoP): beépitett nyomdasérzékeldvel

e perctérfogat (CO): aorta atdramlas + koronaria ataramlas

e verdtérfogat (SV): perctérfogat / szivfrekvencia hanyadosa

Lipidperoxidacios assay

A DOX-okozta lipidperoxidacidé mértékének meghatarozasahoz végeztiik el a malondialdehid
(MDA) szint mérését a szivszovetbol. A lipidperoxidacié soran képzddd MDA szintje aranyos
a lipidperoxidacié mértékével. A mérést a kovetkezoképpen kiviteleztiik: a szivszoveteket
homogenizaltuk, majd centrifugéaltuk 13000 rpm fordulatszdmon 10 percig, majd a feliiluszot
egy Uj Eppendorff csébe pipettaztuk. Parhuzamosan pedig elkészitettiik az MDA standardsort
(4, 8, 12, 16, 20 nmol MDA), majd minden mintdhoz és standardhoz tiobarbituratsav (TBA)
oldatot adtunk és 60 percig inkubaltuk 95 °C-on. Ezt kovetden 200 pl-t pipettaztunk minden
mintabol egy 96-lyukt mikrolemezre. Az MDA és a rendszerhez hozzaadott TBA egy szines

komplexet képez, mely 532 nm-en abszorpciés maximummal rendelkezik. A szin intenzitasa



crer

Miofibrillumok vastagsaganak meghatarozasa

A szivfunkcids paraméterek regisztralasat kovetden a sziv egy részét (bal kamra) tovabbi
molekularis biologiai vizsgalatokra taroltuk, mig a sziv apikalis részét 4%-0s pufferolt
formalinban fixaltuk szovettani vizsgalathoz. A paraffinba é4gyazott 4 pum vastagsagi
keresztmetszeteket Masson’s trikrom (Trichrome Stain Kit, Abcam) festékkel festettiik meg,
ahol az analin kék oldat a kollagént, a fukszin-sav az izomrostokat, a hematoxilin a sejtmagokat
festette meg. Els6 1épésként a metszeteket deparaffinaltuk: 2x5 percig xylolban, majd 5-5 percig
leszalld 4gu alkohol sorozatban inkubaltuk a metszeteket, végiil desztillalt vizzel atoblitettiik
azokat. Ezt kovetéen a metszetek készen dalltak a festésre: 5 percig Weigert’s Iron
Hematoxylinnal, 15 percig Biebrich Scarlet Acid Fuchsinnal, Analine Blue-val 10 percig
inkubaltuk. Végiil dehidrataltuk felszall6 agu alkohol sorozatban, majd moviolt alkalmazva
fedtiik azokat. A metszeteket Olympus CX-31 tipusu mikroszkop alatt vizsgaltuk, és Olympus
DP74 tipusu kameraval készitettlink képeket 4x (scale bar 1000 um) és 40x (scale bar 40 pm)
nagyitasban. Az eredmények kiértékelését, melynek soran a rézsaszines pirosra festddott
miofibrullumok vastagsagat hataroztak meg a kiilonb6z6 csoportokban, a Debreceni Egyetem

Anatomiai Intézete végezte.

Infarktusos teriilet meghatarozasa

A 10 perces dolgozd-modot kovetéen 30 ml 1%-0s trifenil-tetrazolium-klorid (Na2HPOs,
NaH2PO4, TTC, komponensek: Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) oldatot injektaltunk a szivbe
az aortakaniil mellékdgan keresztiil, majd -80 °C-on taroltuk az analizis elvégzéséig. Az apiko-
bazalis tengelyre merdlegesen koriilbeliill 1 mm vastagsaglira szeleteltik a mintakat,
beszkenneltiik, majd egyenként lemértilk a szivszeletek tomegét. Ezt kovetden Imagel
szoftverrel kielemeztiik a digitalis képeket, melynek soran pixelszamot tarsitottunk a szeletek
tomegéhez, majd kijeldlve az infarktusos teriileteket aranyosan kiszamoltuk az infarktusos
szivszovet tomegét. Ezutan Gsszesitettiik a szeletekbdl kapott eredményeket: a szivet érintd

infarktus méretét a teljes szivtomeg €s az infarktusos szivtomeg hanyadosaként kaptuk meg.

10



Apoptozis mértékének meghatarozasa

Az apoptozis detektalasdhoz TUNEL assayt hasznaltunk (terminalis dezoxinukleotidil
transzferaz (TdT) jelold teszt), melynek soran jelolni tudjuk a szabad 3’-OH terminalt
modositott nukleotidokkal enzimatikus reakcioban (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR,
fluorescein-labeled cell markers, Roche, Mannheim, Germany). A terminalis dezoxinukleotidil
transzferdz (TdT) katalizdlja a dezoxiribonukleotidok templat-fiiggetlen polimerizaciojat az
egy- vagy duplaszala DNS 3’ végéhez. A sziv apikalis részét 4%-o0s pufferolt formalinban
fixaltuk 24 oran keresztiil szovettani vizsgalathoz. A paraffinba dgyazott 4,5 pm vastagsagu
keresztmetszetek xylolban és acetonban deparaffinaltuk, majd 70%-os alkoholban és vizben
rehidrataltuk azokat. Ezt kdvetden 6 percig inkubaltuk forrasban levé citrat (pH 6.0) pufferben,
majd szobahOmérsékletre hiitdttitk 10 percen keresztiil, és 2 alkalommal mostuk 5 percen
keresztiil PBS (phosphate-buffer salin, pH 7.4) pufferben. Végiil a metszeteket 37 °C-on, 1 6ran
keresztiil inkubaltuk TdT-vel, mostuk azokat még 2 alkalommal, majd annak érdekében, hogy
detektalni tudjuk a nukleotidokat, DAPI festéket alkalmaztunk (4',6-diamidino-2-
mostuk a metszeteket PBS pufferben, majd szaritas utdn moviol segitségével lefedtiik azokat.
Ezt kovetden fluoreszcens mikroszkop (Zeiss Axioscope Al microscope with HBO100
illuminator (Zeiss, Jena, Germany) ala helyeztiik a metszeteket. A piros és kék fluoreszenciat
detektald csatorndkat Osszefiiztik (ZEN 2012 software, Zeiss, Jena, Germany), €és ahol
megjelent mindkett6 szin, a TUNEL pozitiv, ahol csak kék szint detektaltunk, a TUNEL negativ
sejtmag. A DNS toredezés mértéke az egyes mintdkban a TdT-pozitiv sejtmag / 6sszes sejtmag

aranyaként lett meghatarozva.

Fehérje izolalas és Western blot

A szivszovet bal kamrajat (300 mg) eldszor homogenizald oldat (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, 1x proteaz inhibitor koktél, komponensek: Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) és
egy elektromos diszpergalo eszkoz (T 10 basic Ultra-Turrax, IKA, Németorszag) segitségével
homogenizaltuk. Ezt kdvetden 2000 rpm fordulatszammal centrifugéltuk a mintakat 10 percen
keresztiil 4 °C-on, melynek soran a nuklearis frakci6 iilepedett le. A feliiliszot 0j Eppendorff
csObe pipettaztuk, melyet 10000 rpm fordulatszamon centrifugaltunk 20 percig, szintén 4 °C-
on. A kinyert citoszolikus frakciokat ismét uj Eppendorff csovekbe pipettaztuk, majd
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crer

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). 96 lyuki mikrolemezre pipettaztuk a mintakat
20x higitasban, majd 180 ul BCA reagenst adtunk hozza, amely az A és B komponenseket 50:1
kiindulo, felez6 higitasu standard sort. Ezt kdvetden 30 perc inkubalas kovetkezett 37 °C-on,
amikor a fehérjék altal redukalt rézionokkal reakcioba 1ép a BCA reagens, lila szinii komplexet
képezve. Az abszorbancidt 562 nm-en mértiikk a FluoSTAR OPTIMA program segitségével.
Majd a mintak fehérjetartalmat a standardsor kalibracios gorbéje alapjan meghataroztuk és
Excel program segitségével meghataroztuk az egyes mintakbol bemérendd térfogatokat, hogy
minden mintdbol azonos, 75 pg fehérje keriiljon bemérésre a Western blot analizishez. A
mintakhoz 25 pl Laemmli-puffert adtunk és 10 percig inkubaltuk 98 °C-on.

A fehérjék elektroforézisét 12%-os Stain Free, 0,75 mm vastagsagli poliakrilamid gélen
végeztiik. (Acrylamide kit, Bio-Rad, California, USA). A megszilardult gélre 75 ng fehérjét és
elofestett protein standardet pipettdztunk, majd 115 V fesziiltség mellett végeztiik a fehérjék
méret szerinti elvalasztasat. Ezt kovetden elektroforetikusan transzferaltuk a fehérjéket PVDF
membranra (Bio-Rad, California, USA) transzfer késziilék (Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell, BioRad Laboratories Ltd.) segitségével 100 V fesziiltség mellett. Ezutan a
membran apsecifikus kothelyeit blokkoltuk 7%-os (m/V%) zsirszegény tejporral 1 Oran
keresztiil, majd mostuk a membrant TBST oldattal (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 3 g Tris, desztillalt
viz, Tween 20, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A primer antitesteket (Cell Signaling
Technology, Massachusetts, USA) TBST oldatban higitottuk 1:1000 aranyban, s a membrant
egy €jszakan at inkubaltuk 4 °C-on. Masnap eltavolitottuk a primer antitestet €s a membrant
mostuk 3x10 percig TBST oldattal, majd a szekunder antitestet, amely HRP-jelzett antitest
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) TBST-vel higitottuk 1:3000 aranyban, és 1,5 o6ran at
inkubaltuk a membrant szobahdmérsékleten. Ezt kovetden ismét TBST oldattal 3x10 percig
mostuk a membrant. Kemilumineszcens el6hivast alkalmaztunk (ECL substrate: Bio-Rad,
California, USA), melynek alapja, hogy a szekunder antitest egy enzimmel jel6lt, ami a torma-
peroxidaz. Az el6hivé folyadékban 1évd szubsztrat, a luminol hidrogén-peroxid jelenlétében
gerjesztddik, fotont bocsat ki. Ezt a folyamatot a ChemiDoc Touch Imaging System késziilék
segitségével detektaltuk. Ezt kdvetden a késziilék segitségével befotézott membranokat az
Image Lab Software 5.2.1 haszndlatdval Az altalunk meghatdrozni kivant fehérje relativ
expresszio szintjét az egyes mintak osszfehérje tartalmara standardizalva hataroztuk meg.
Western blot analizissel meghatarozott fehérjék a kovetkezéek voltak: pAMPK, AMPK,
Beclin-1, LC3B-II, p62 és Kaszpaz-3.
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Statisztika

A kapott individualis adatokat az atlag + SEM értékkel jellemeztiik. Az egyes csoportok kdzotti
eltérést az egy-pontos ANOVA-teszttel értékeltiik, ezt kdvetéen a Tukey-féle és Dunett
poszttesztet is elvégeztiik. Tulélési aranynal a csoportok kozotti eltéréseket Chi? és Fisher’s
teszttel végeztiik a Graph Pad Prism 5 szoftver (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA)
segitségével. A p < 0,05 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.A p < 0,05 értékeket tekintettiik

szignifikansnak.

13



Eredmények: DOX-indukalta kardiotoxicitas

A doxorubicin és metformin hatasa a szivfunkciora

A két hetes kezelés hatasara az aorta atdramlas esetében szignifikans csokkenést tapasztaltunk
a DOX csoportban a kontroll értékeihez képest, mig a DOX+MET csoportban szignifikdnsan
magasabb értéket kaptunk a DOX csoporthoz viszonyitva. A szivfunkcids paraméterek koziil,
a koronaria ataramlas, szivfrekvencia és aorta nyomas értékeit tekintve szignifikans valtozast
nem tapasztaltunk, azonban ezen paraméterek esetében elmondhat6, hogy a DOX csoportban
enyhe csokkenés lathato a kontroll csoporthoz képest. A verdtérfogat és perctérfogat esetében
is elmondhatd, hogy a DOX csoportban szignifikdns csokkenést tapasztaltunk, mig a
verdtérfogat esetében enyhe mértékii, a perctérfogat esetében szignifikans javulést

tapasztaltunk.

A doxorubicin és metformin hatasa a szérum biomarkerekre

A két hetes kezelést kovetden a szérum biomarkerek meghatarozasadhoz a vena jugularisbol vért
vettiink. A szivizom karosodast jol jelz6 markerek, a LDH és CK-MB izotipus a DOX
csoportban jelentdsen emelkedett volt, mig ezek az értékek a MET kiegészitd kezelés hatasara
alacsonyabb szinten maradtak. A Troponin T kizarolag kardialis izoformak részét képezi, igy a
vérkeringésbdl mérhetd Troponin T szivizom karosodara utal. A DOX csoportban mar a két
hetes kezelést kovetden szignifikansan emelkedett mennyiségben volt jelen a vérben a
kontrollhoz viszonyitva, ezzel ellentétben a DOX+MET csoportban szignifikdnsan

alacsonyabb értéket mértiink a DOX csoporthoz képest.

A doxorubicin és metformin hatasa a miofibrillumra

A Masson’s trikrom festés soran vizsgalni kivantuk a kollagén mennyiségét a szivszovetben. A
kollagén akkumulalddas a szivizomban a fibrozis jele viszont a két hetes kezelést kovetden még
nem tapasztaltunk fibrozisra utalo jelet. Azonban a DOX csoportban szignifikans mértékben
csokkent a kardiomiocitdk szdma a kontrollhoz képest, melyet a miofibrillumok vastagsaga jol

reprezentdl. A DOX+MET csoportban lathatjuk, hogy a miofibrillumok vastagsaga
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szignifikansan vastagabb a DOX csoporthoz képest, sot az értékek megkozelitik a kontroll
csoport értékeit.

A doxorubicin és metformin hatasa a lipidperoxidaciora

A MET kardioprotektiv hatdsanak tovabbi igazoldsahoz meghataroztuk a malondialdehid
(MDA) szintjét a szivszovetben. A két hetes kezelést kovetben a DOX csoportban a
malondialdehid szintje, bar nem szignifikdns moddon, emelkedett volt a kontroll csoport
értékeihez képest, ezzel szemben a DOX+MET csoportban szignifikdnsabb alacsonyabb értéket

kaptunk a DOX csoport értékeihez hasonlitva.

A doxorubicin és metformin hatasa az autofagias markerek expresszidjara

A szivszovetben zajlo makroautofagias utvonal vizsgalatdhoz a sejtek energia homeosztazisaért
felelos és egyben autofagiat indukalé AMPK foszforilalt és nem foszforilalt fehérjét, az
autofagiat inicialo Beclin-1 fehérjét, az autofagoszoéma kialakulasaért felelés LC3B-II fehérjét,
valamint a lebontasra szant komponenseket megjeldld és azokat az autofagoszoma belsejébe
iranyitd p62 fehérjét vizsgaltuk. A pAMPK/AMPK esetében lathatjuk, hogy szintje mind a
MET, mind a DOX csoportban emelkedést mutatott, azonban meglepé moédon a legmagasabb
expresszios szintet a DOX+MET csoportban meértiikk. A Beclin-1 fehérje szignifikdns
emelkedést mutatott a MET csoportban a kontroll csoport értékeihez viszonyitva, mig a
DOX+MET csoportban csak enyhe emelkedést tapasztaltunk. Az LC3-ll szignifikans
csOkkenést mutatott a DOX csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva, mig a DOX+MET
csoportban ez az érték szignifikdnsan emelkedett volt a sima DOX csoporthoz képest. A p62
fehérje expresszio szintje szignifikansan emelkedett volt a DOX csoportban a kontroll
értékeihez képest, mig a DOX+MET csoportban ez az érték, bar nem szignifikdns modon,

alacsonyabb volt a DOX csoportban mért értékekhez képest.

15



Eredmények: ISO-indukalta kardiotoxicitas

Isoproterenol hatasa a tulélésre

Annak érdekében, hogy jobban szemléltessiik az ISO dozisfiiggd toxicitasat, a kisérletekben
részt vevo életben maradt, és a kezelés kozben elhaldlozott allatok szamat diagram forméjaban
prezentaltuk. Lathato, hogy dozisfiiggd modon emelkedett az elhaldlozott allatok szama. A 0,5
mg/kg ISO, 5,0 mg/kg ISO és 50,0 mg/kg ISO csoportban szignifikans mértékii volt azoknak

az allatoknak a szadma, amelyek nem élték tul a kezelést a kontroll csoporthoz viszonyitva.

Isoproterenol hatasa a szérum biomarkerekre

Az ISO kezelést kovetden a szérum paraméterek meghatarozasahoz a vena jugularisbol veért
vettiink. A szivizom kérosodast specifikusan jelz6é marker a kardialis Troponin T, valamint a
LDH szignifikans emelkedést mutatott az 5 mg/kg ISO ¢és 50 mg/kg ISO csoportban a kontroll
értékeihez viszonyitva, mig a CK-MB izotipus esetében az 50 mg/kg ISO csoportban kaptunk

szignifikans emelkedést a kontrollhoz képest.

Isoproterenol és az infarktusos teriilet

A TTC festés soran meghataroztuk a sziv €10 €s elhalt szovet aranyat a teljes szivszovetre nézve,
majd abrazoltuk szazalékosan a nekrdzis mértékét. Eredményeink jol mutatjdk, hogy
dozisfiiggd modon emelkedett az infarktusos tertilet, az 5,0 mg/kg ISO és 50,0 mg/kg ISO
csoportban pedig szignifikans mértékii volt az elhalt szivszovet mennyisége a kontroll csoport

értékéhez viszonyitva.

Isoproterenol és az apoptozis

A kardiomiocita apopt6zis mértékének meghatarozasahoz eldszér a DNS torést mértiik TUNEL
assay segitségével, amely jol jelzi az apoptdzis korai fazisat. Méréseink soran szignifikansan
emelkedett TdT pozitiv sejtmag (ami a DNS torés jele, és az apoptozis korai fazisdban mar
megjelenik) szamot kaptunk a 0,05 mg/kg ISO, 0,5 mg/kg ISO, 5,0 mg/kg ISO és az 50,0 mg/kg
ISO csoportban a kontroll csoport értékeihez viszonyitva. Az apoptozis mértékének tovabbi
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vizsgalatdhoz Western blot analizissel vizsgaltuk a kaszpaz-3 fehérje expresszid szintjét a
szivszovetben. A mérés soran szignifikdns mértékben emelkedett a kaszpdz-3 expresszidja az
ISO 5,0 csoportban a kontroll értékeihez képest, azonban a legnagyobb dozisu, 50,0 mg/kg ISO
csoport értékei alacsonyabbak voltak az 5,0 mg/kg ISO csoport értékeihez képest.

Isoproterenol és az autofagia

A szivszOvetben zajlo makroautofagias utvonal vizsgélatahoz az autofagiat inicidldé Beclin-1
fehérjét, az autofagoszoma kialakulasaért felelos LC3B-II fehérjét, valamint a lebontasra szant
komponenseket megjelolé és azokat az autofagoszoma belsejébe iranyité p62 fehérjét
vizsgaltuk. A Beclin-1 esetében minden ISO csoportban szintje nem haladta meg a kontroll
csoport értékeit, csak egy nagyon enyhe emelkedés lathatd, azonban az ISO 50,0 mg/kg
csoportban szintje szignifikdnsan emelkedettebb volt a kontroll csoport értékeihez képest. Az
LC3B-II dézisfiiggd modon emelkedett az egyes csoportokban, azonban az ISO 5,0 mg/kg, és
ISO 50,0 mg/kg csoportban szintje szignifikans emelkedést mutatott a kontroll csoport
értekeihez képest. A p62 fehérje expresszio szintje ugyancsak dozisfliggd modon emelkedett,
az ISO 5,0 mg/kg, és ISO 50,0 mg/kg csoportban szintje szignifikans emelkedést mutatott a
kontroll csoport értékeihez képest.
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Diszkusszio

Doxorubicin-indukalta kardiotoxicitas

A legfrissebb statisztikai adatok alapjan elmondhatd, hogy a sziv- és érrendszeri
megbetegedések kovetkeztében kialakuld haladlozasok globalis szinten vezetik a mortalitasi
statisztikat, annak ellenére, hogy a fejlodott orszagokban ez az utdbbi évtizedekben csokkenést
mutatott: koszonhetden egyrészt a modern gyogyszeres kezelésnek, masrészt a hatékony
prevencids intézkedéseknek koszonhetéen. 2015-ben mintegy 17,9 millié ember vesztette életét
valamilyen kardiovaszkularis eredetli betegségben, s felmérések alapjan ez a szam 2030-ra 23-
24 milliora emelkedhet éves szinten vilagszerte. Az amerikai Heart Disease and Stroke
Statistics 2018-as kiadvanyaban Osszegezte azokat a riziké faktorokat (Osszesen 7 tényezét),
amelyek nagyban hozza jarulnak a sziv- és érrendszeri betegségek kialakuldsaban, s ezt 'Life’s
Simple 7’-nek nevezte el: dohanyzés, fizikai aktivitas hidnya, egészséges tapanyag bevitel
hianya, tilstly/obezitds, magas koleszterinszint, diabétesz, valamint magas vérnyomas. A
kardiovaszkuléaris betegségek kezelésében egyre nagyobb szerepet jatszanak, és nagy
eréfeszitések folynak a megfeleld prevencios stratégidk kialakitdsa és a rizikd faktorok
csokkentése irdnyaba. Legyen sz6 sziv- €s érrendszeri, vagy barmilyen mas betegségrol,
napjainkban egyre nagyobb erdfeszitések folynak a prevencio irdnyaba. Az alapkutatas célja a
kiilonb6z6 betegségek patomechanizmusanak pontos foltarasa, hiszen ez is hozzajarulhat a
védekezd stratégiak kialakitdsdhoz, valamint a hatékonyabb terapidk kidolgozasahoz.
Kisérleteink soran is olyan alapmechanizmusokat vizsgaltunk, amelyek még nem teljesen
tisztdzottak, azonban ezen folyamatok pontosabb feltérképezése és megismerése a prevencio
részét képezhetik a késdbbiekben, vagy 0j tdmadaspontu gyogyszeres terapia kifejlesztéséhez
nyUjthatnak segitséget. A doxorubicint, amelyet 1971-ben hoztak forgalomba, az egyik
leghatékonyabb antraciklin tipusti kemoterépids szerként tartottdk szamon, azonban néhany
éven beliil kideriilt, hogy kardiotoxikus. Jelenleg is intenziven folynak a kutatdsok a
mellékhatasok kivédésére, azonban napjainkig nem sikeriilt olyan modszert kidolgozni, mellyel
a kardiotoxicitds kivédheté lenne. Jelen kisérletiinkben a DOX kezelést metforminnal
kombinaltuk, ¢és vizsgalni kivantuk annak kardioprotektiv tulajdonsagat, valamint az
autofagiara gyakorolt hatdsat. A DOX-indukalta kardiotoxicitas kialakuldsanak hatterében
multifaktoridlis mechanizmusok allnak, azonban kulcsfontossagu folyamat a kardiomiocitakat
érintd oxidativ stressz. A DOX kezelés kovetkeztében ugyanis felborul az antioxidans

egyensuly: a megnovekedett mennyiségli reaktiv oxigén- €s nitrogén gyokok, valamint az
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oxidativ stressz DNS ¢és fehérje karosodashoz, illetve a mitokondrium abnormalis miikodéséhez
vezet, amellyel a sejt mar nem képes megbirkdzni. Eredményeink ezt szintén aldtdmasztottak,
hiszen a két hetes kezelést kovetden a DOX csoportban nagymértékben emelkedett MDA
szintet mértiink, mely a lipidperoxidacid egyik jol mérhet6 produktuma, ezzel szemben a
DOX+MET csoportban ez a szint szignifikansan csokkent értéket mutatott a sima DOX csoport
értekeihez képest. A megndvekedett oxidativ stressz karosodott bal kamrai funkcioval tarsult:
a szivfunkcids paraméterek koziil az aorta atdramlas, a perctérfogat és verdtérfogat szignifikans
csokkenést mutatott a DOX kezelés hatasara a kontroll csoporthoz képest, mig a MET
kiegészité kezelés hatdsira az aorta 4atdramlés és perctérfogat szignifikansan javult a
doxorubicinhoz képest. Ez az eredmény arra enged kdvetkeztetni, hogy a MET kezelés hatasara
a pumpa funkcidban nem volt tapasztalhatd akkora mértékii romlas, mint a sima DOX kezelt
csoportban. 2017-ben Wu T. és munkatarsai vizsgaltak a MET hatasat diabétesz mellituszban
szenvedd betegekben, €s azt talaltak, hogy a MET enyhén emeli a szivfrekvencidt, azonban a
vérnyomas szignifikans emelése nélkiil. Jelen esetben is a méréseink ezt alatimasztottak, hiszen
enyhén emelkedett volt a szivfrekvencia a DOX+MET, valamint a sima MET csoportban,
azonban a vérnyomas esetében egyik csoportban sem tapasztaltunk nagymértékii valtozast. A
DOX-indukalta kardialis sériilés alatamasztasahoz tovabba mértikk a szérumbol a CK-MB
izotipusat, a LDH-t, valamint a Troponin T-t. A CK-MB ¢és LDH a véraramba keriil a
kardiomiocitdk membran sériilése kovetkeztében, ebbdl adoddan a vérbdl mérhetd szintjiik a
kardiotoxicitas kifejezetten jo indikatorai. A 6X3 mg/kg DOX kezelés hatasara ezek a
paraméterek emelkedett szintet mutattak a kontroll csoportok értékeihez képest, mig a
metformin kezelés hatdsara a LDH ¢és CK-MB joval alacsonyabb szintli volt a sima DOX
csoporthoz képest, s6t, a Troponin T, mely specifikusan a szivizomban fordul el6,
szignifikansan magasabb volt a DOX csoportban. Viszont a MET+DOX csoportban ez az érték
szignifikansabb alacsonyabb volt a sima DOX csoporthoz hasonlitva. Ezek az eredmények
alatdmasztjak az a tényt, hogy a MET napi adagolasa, mérseékelte a DOX altal okozott kardialis
sériilést. A szovettani vizsgalatok eredményei szintén igazoljak a MET kardiorptektiv hatasat:
onmagaban a DOX kezelés szignifikansan csokkentette a miofibrillumok vastagsagat a kontroll
csoporthoz képest, mig a DOX+MET csoportbon a miofibrillumok szignifikansan vastagabbak
voltak a DOX csoporthoz viszonyitva. Korabban Ashour és munkatarsai is leirtak, hogy DOX
kezelés mellett nagymértékli kardiomiocita elhaldst és abnormalis mitokondriumokat talaltak
szOvettani vizsgalataik soran, melyek normalizalodasat figyelték meg amikor metformint is
adagoltak a DOX mell¢. Tovabba a MET csokkentette az apoptotikus kaszpaz-3, €s emelte az
antiapoptotikus Bcl-2 fehérje szintjét, melybdl arra kovetkeztettek, hogy antiapoptotikus
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tulajdonsaggal is rendelkezik a MET. Az altalunk kapott szovettani eredmények is
alatamasztjak ezt, hiszen a két hetes MET kezelés hatdsara szignifikdnsan alacsonyabb volt a
kardiomiocita elhalds mértéke a sima DOX csoporthoz képest. Jelen kisérletiink egyik
fokuszpontja a szivben zajlé makroautofagia vizsgéalasa, valamint a MET hatdsa erre az
utvonalra, hiszen az irodalomban errdl pontos adatok még nem allnak rendelkezésiinkre. Az
autofdgia monitorozasara az LC3B-II és a p62 fehérjék expresszid szintjét hataroztuk meg. Az
LC3B-II fehérje az LC3-bol keletkezik, hasitast kovetden el6szor LC3-1 jon létre, majd lipid
konjugacidval jon létre az LC3-II, mely a kettds falu autofagoszéma kialakulasahoz sziikséges,
szignifikans cs6kkenést mutatott a DOX kezelés hatdsara, mig a MET kezeléssel kiegészitve az
LC3B-II szintje szignifikans emelkedést mutatott a sima DOX kezeltcsoporthoz képest. A p62,
mely a lebontésra szant ubikvitinilalt komponenseket megkoti, méghozza az UBA (ubiquitin-
associated) doménje segitségével, és irdnyitja az autofagoszéma belsejébe, hogy azok
lizoszomalis degradacion menjenek keresztiil, szignifikdnsan emelkedett szintet mutatott a
DOX csoportban a kontrollhoz képest, mig MET adagolasakor a fehérje expresszids szintje a
DOX csoporthoz képest (bar nem szignifikans) joval alacsonyabb volt. Az alacsony LC3B-II
szint arra enged kovetkeztetni, hogy mar az autofagoszoma kialakulasakor zavart okoz a DOX,
s elképzelhetd, hogy nem megfelel6 mennyiségli autofagoszoma alakul ki ahhoz, hogy teljesen
végig menjen a folyamat. Ezt alatdmasztja a nagymennyiségli p62 szint, hiszen normal
koriilmények kozott a p62 szintén lebontasra keriil az autofagolizoszomaban, tovabba azt mar
leirtdk, hogy az akkumulalodott p62 az autofagia abnormalis, végbe nem mend allapotara utal.
MET kezelést kovetve, lathatjuk az LC3B-II és p62 fehérjék esetében, hogy szintjiik
valamelyest normalizalodott a sima DOX csoporthoz képest, és elképzelhetd, hogy a MET
képes kivédeni a DOX okozta karosodast az autofagias folyamatban. Az autofagia mind
Indukélodésa torténhet példaul éhezés, oxidativ stressz, megvaltozott metabolizmus hatdsara.
A DOX kezelés sordn nagymennyiségli ROS képzddik, illetve a mitokondriumban csdkken az
ATP szint, valamint emelkedik az intracellularis Ca®* szint, ezért az AMPK foszforilalodik,
majd aktivalddik, hiszen a sejtek energia haztartds szenzitiv monitorozoja, az emelkedett
AMPK pedig autofagiat iniciall az mTOR fehérje gatlasaval, vagy az ULK-1 direkt
foszforilalasan keresztiil. Ezt a fehérjét, a foszforilalodott AMPK és AMPK aranyat szintén
vizsgéltuk a két hetes kezelés végét kovetden. Korabbi tanulmanyokban ellentmondasos
adatokat olvashatunk, miszerint a DOX képes indukalni, illetve blokkolni is az autofagiat. Egy
2017-es reviewban Koleini és Kardami 0sszegytijtdtte az dsszes In vitro €s in vivo tanulmanyt,

amelyben a DOX-indukalta kardiotoxicitas és autofagia kapcsolatat vizsgaltak, kiemelve, hogy
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az egyes tanulmanyokban hogyan alakult a DOX kezelés hatasara az AMPK aktivitas. Meglepo
moddon ebben az Osszefoglald tablazatban is ellentétes adatokkal talalkoztam: Lv X. és
munkatarsai 2012-ben azt irtdk le, hogy 20 mg/kg-os egyszeri dozisban i.p. alkalmazva him
patkany modellen a DOX indukalta az AMPK-t, mig Gu J. és munkatarsai azt talaltak 2016-
ban, hogy 15 mg/kg dézisi DOX nem befolyasolta az AMPK-t. A legfrissebb publikaciok
egyikében azonban mar arrdl olvashatunk, hogy a DOX igenis indukélja az autofagiat az AMPK
utvonalon keresztiil, azonban a folyamatban zavar 1ép fel és az autofagia inkomplett, nem megy
végbe. Ezt tdmasztja ald a mi kisérletiinkben a DOX csoportban mért emelkedett AMPK
expresszio szint is. Tovabba a MET csoportban szintén emelkedett szintet mértiink, azonban
tudjuk, hogy a MET egyik hatasa, hogy indukalja az AMPK-t. Meglepd modon, a legmagasabb
expresszios szintet a DOX+MET csoportban tapasztaltuk, s arra kdvetkeztettiink, hogy a két
szer AMPK indukalé hatdsa Osszeadddott ¢és egy kifejezettebb AMPK indukald hatas
érvényesiilt. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy valdban elindul az
autofagias folyamat a DOX kezelés hatdsara, azonban a folyamat inkomplettsége miatt nem tud
egy protektiv mechanizmusként mikddni a kardiomiocitak szamara, hiszen egyik f6 feladata,
hogy eltakaritsa a sejt szamara tobbé mar nem hasznos komponenseket, bele értve a DOX
hatasara karosodott mitokondriumok degradacigjat is. Ezen tilmenden pedig azt is figyelembe
kell venniink, hogy az autofagia energiaigényes folyamat: €s valdszintileg ez is szerepet jatszik
abban, hogy a DOX kezelés hatasdra az energia haztartas felborul, s a kezdetekben a
szivizomsejtek az autofdgia indukalddasan keresztiil probaljak talélni és adaptalodni a
megvaltozott koriilményekhez, azonban az ATP szint folyamatos csdkkenése, valamint az
autofagias folyamat megrekedése a sejtek halalahoz vezet. Egy korabbi fejezetben mar sz6 volt
arrol, hogy normal koriilmények kozott az autofagia blokkolni képes az apoptozist, méghozza
a proapoptotikus kaszpazok blokkolasa révén, azonban a megvaltozott fiziologias koriilmények
kovetkeztében, valamint ha mar az autofagia oSnmagaban nem képes megbirko6zni a patologids
allapottal, akkor indukalni képes apoptdzist vagy nekrozist.

Osszességében elmondhatd, hogy a napi rendszerességgel adagolt kiegészitd MET terdpia
kardioprotektivnek bizonyult a DOX terapia mellett. Jelen kisérletben az autofagia miikodésére
fokuszaltunk: eredményeinkkel igazoltuk, hogy a DOX diszregulaciot okoz az autofagias
folyamatban, amit a MET valamelyest normalizalni volt képes. Feltételezziik, hogy ez a
folyamat felelds azért, hogy a DOX+MET csoportban joval kisebb mértékii volt a szivizom
karosodas: alacsonyabb volt a szivizomkarosodast jelzé szérum enzimek szintje, javultak a
szivfunkcios paraméterek, kisebb volt a lipidperoxidacié mértéke, valamint jelentsen

vastagabb miofibrillumok figyelhetdk meg a szovettani metszetekben a sima doxorubicinnel
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kezelt csoporthoz képest. Azonban tovabbi kisérletek, és az autofagias flux alaposabb
tanulmanyozasa sziikséges, hogy egyértelmiilen alatamaszthassuk az ok-okozati

Osszefiiggéseket.

Isoproterenol-indukalta kardiotoxicitas

Kisérleteink tovabbi részében az ISO indukalta kardiotoxicitas kialakuldsdban szerepet jatszo
talélési, ¢és haldlozasi utvonalak vizsgalatat tiiztiik ki célul. Az ISO intraperitonealis
adminisztracidja patkany modellben gyors, egyszerli, és nem-invaziv modszer, hogy az
emberben kialakuldé miokardialis infarktushoz hasonld sériilést indukaljun. Szdmos tanulmany
szliletett mar ebben a témaban, ¢s tudjuk, hogy a toxicitds mértéke dozis fliggd modon alakul
ki. A kisérleteink sordn felhasznalt allatok talélési aranyabol lathatjuk, hogy a 24 6ras kezelés
kovetkeztében az elhalalozott allatok szama is dozisfiiggé mértékben emelkedett, az 5,0 mg/kg,
¢s 50,0 mg/kg dozissal kezelt allatok kozel fele nem ¢lte tul a masnapot. A kardiotoxicitas
kialakuldsdnak aldtdmasztisahoz, a vena jugularisbol vett vérbdl meghatiroztuk olyan
biomarkerek szintjét melyek a miokardium sériilését jelzik. A Troponin T kizardlag a
szivizomban fordul elo, ezért teszi alkalmassa a szérumbol mérve a szivben torténo
karosodasok, mint az akut miokardialis infarktus, vagy kemoterapia kovetkeztében kialakulo
kardiotoxicitds diagnosztizalasara. JOl latszott az eredményeinkbdl, hogy a két legmagasabb
dozisnal, a Troponin T és LDH szignifikansan emelkedettebb volt, a CK-MB izotipus esetében
az 50,0 mg/kg dozissal kezelt allatoknal kaptunk szignifikans emelkedést. Ennek hatterében
pedig a nagy mennyis€gli ROS-medidlta lipid membran diszrupcidja all, melynek
kovetkezményeként citoszolikus enzimek (LDH ¢és CK-MB) szabadulnak fel és keriilnek a
véraramba, s ezek emelkedett szintje mar jelzi a sejtmembran integritdsanak valtozasat és a
szivizom sériilését. Ebbol az eredményekbdl mar azt is lathatjuk, hogy a miokardiumban
okozott karosodas mértéke dozisfiiggd modon alakul ki. Megemlitendd, hogy a kardiomiocitak
regeneralodasi képessége minimalis. Az utobbi évtizedek egyik jelentds kutatdsi vonala az
apoptozis szerepének vizsgalata kiilonbozd koros allapotokban. Az apoptdzis fontos szerepet
tolt be a sziv €s az erek fejlodése soran is. Kisérleti allatokban és human szivizomzaton végzett
vizsgalatok is igazoltak a miocitak korral 0sszefiiggd lassu elvesztése is apoptotikus folyamat
révén torténik. Tobb kisérlet szerint a fejlodd szivben azokon a helyeken észlelhetd apoptozis,
ahol alacsonyabb a sejtproliferacio, illetve ahol fuzi6 vagy remodeling fordul eld. Kisérletekben
tovabba azt is megfigyelték, hogy az embrionalis szivben az apoptozis serkentésével vagy

gatlasaval szivfejlédési rendellenességek hozhatok 1étre, példaul kaszpaz-8 knock-out
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egerekben kamratagulat és hemodinamikai elégtelenség alakul ki. A miocitak apoptdzisat tobb
tényez0 is kivalthatja: a legerételjesebb apoptdzist indukalok kézé tartoznak a szivizomban az
oxigéntartalmu szabad gyokok, stresszallapotok, citokinek (FAS, TNFa), szfingolipid
metabolitok. Ebben a tanulmanyban az autofagia, apoptdzis €s nekrdzis vizsgalatira
fokuszaltunk. Tobb tanulmany leirta mar, hogy ezek a talélési, és halalozasi utvonalak
szigoruan kontrollalt és egymassal szoros kapcsolatban all6 mechanizmusok, ¢és ha diszrupcid
torténik ezen folyamatok kapcsolataban, az sulyos patofiziologids folyamatok kialakuldsahoz
vezet. Az ISO kezelés egyik kovetkezménye is a nagyszamu reaktiv oxigén gyokok képzodeése,
amely oxidativ stresszhez és lipidperoxidacidhoz vezet, s a megndvekedett oxidativ stressz
tovabbi folyamatokat indit el a sejtekben: indukalodik az autofagia. Western blot
eredményeinkbdl az latszik, hogy az LC3B-II fehérje, amely az autofagoszéma kialakuladsdban
részvevo fehérje, valamint a p62/SQSTMI1 fehérje, mely megjel6li a lebontasra szant kargot, és
azokat céliranyosan az autofagoszoma belsejébe iranyitja, szignifikansan emelkedett expresszio
szintet mutatott a két legnagyobb dozist ISO csoportban a kontroll csoporthoz képest, de az
megallapithato, hogy a fehérjék expresszio szintje dozisfiiggéen emelkedik. Ezek az
eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy az autofagia diszregulalodik, és a folyamat nem
tud teljes mértékben végbemenni. Ezt timasztja ala a nagymennyiségii p62 szint, hiszen normal
kortilmények kozott a p62 szintén lebontasra keriil az autofagolizoszomaban, tovabba azt mar
leirtak, hogy az akkumulalédott p62 az autofagia abnormalis, inkomplett allapotara utal 18,
Normal koriilmények kozott az autofagia blokkolja az apoptozist, azonban ha megvaltozik a
sejt fizioldgias allapota az autofagia apoptozist vagy nekrozist indukélhat. Ez a jelenség akkor
alakul ki, ha a sejt olyan megvaltozott koriilménynek van kitéve, mint példaul az oxidativ
stressz, €s az autofagia mar nem képes ehhez adaptalodni és ezzel megbirkozni. Feltételezésiink
szerint, mivel az autofagia jelen esetben diszregulalodik, apoptdzis fog indukalodni. A TUNEL
assay, (mely jol jelzi a DNS torést mar az apoptéz korai fazisdban), soran kapott
eredményeinkbdl lathatd, hogy a DNS karosodés jelei mar egészen a 0,05 mg/kg dozisu ISO-
val kezelt csoportban észlelheték, a DNS torés mértéke mar az ISO 0,05 csoportnal szignifikans
mértékil volt a kontroll csoport értékeihez viszonyitva, és dozisfiiggd modon emelkedett a DNS
kérosodas mértéke. Az apoptozis tovabbi vizsgalatahoz mértiik a kaszpaz-3 fehérje expresszio
szintjét. Itt azonban az lathato, hogy az apoptdzis mértéke a legnagyobb az 5,0 mg/kg dozisu
ISO csoportban volt mérhetd, a legmagasabb ddzisnal azonban mar egy alacsonyabb apoptdzist
detektaltunk. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az 50,0 mg/kg dozist ISO mar
olyan nagymennyiségli toxin a kardiomiocitak szdmara, hogy ez olyan mértékii karosodas,

melyet mar sem az autofagia sem az apoptdzis nem képes kivédeni, s aktivalodik a nekrozis
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utvonala. Ezt timasztja ald a TTC festés eredménye is, ahol az ISO 5,0 és ISO 50,0 csoportban
mar szignifikdns mértékii volt az elhalt szivszovet mértéke, valamint az 50,0 mg/kg dézisu ISO-
val kezelt allatok fele elhaldlozott a kezelést kovetden. Megjegyzendd, hogy a sejthalal aktiv
formaja az apoptdzis energiaigényes folyamat, és az ISO kezelés kovetkeztében az
energiaegyensuly felborul, lecsokken az ATP szint (a nagy mennyiségben keletkezett reaktiv
oxigén gyokok kovetkeztében kialakulé Ca?* akkumulalodasa soran megné a mitokondrium
membranjanak permeabilitdsa, ebbdl adodoan valtozik a proton gradiens és csokken az ATP
termelddés) igy nem meglepd, hogy a nagydozisu kezelésnél mar nem detektaltunk szignifikans
mértékll apoptdzist, azonban szignifikdns mértékii szivszovet elhalast figyeltiink meg. Szamos
tanulmany sziiletett mar, amely vizsgalta az ISO indukalta kardiotoxicitas €s apoptozis
kapcsolatat, azonban még nem vizsgaltak, hogy a tilélési, és haldlozasi utvonalak hogyan
alakulnak novekvd dozisu ISO kezelést kovetden. Az altalunk kapott eredményeink és
kovetkeztetéseink alapjan demonstraltuk az autofigia, apoptdzis és nekrozis folyamatok
alakulasat a kiilonbozd dozisu ISO kezelést kovetden. Feltételezésink szerint a nagyszamu
kardiomiocitak elhalasa egyrészt az autofagia, mint tilélési utvonal diszrupcioja miatt torténik.
Western blot eredményeink ezt igazoljadk, hiszen az ISO doézisanak emelkedésével
szignifikansan emelkedik a p62, mely egy folyamatos akkumulalddasra, valamint az autofagia
inkomplettségére utal. Masrészt jol lathatd, dozisfiiggd modon az apoptdzis mértéke is
emelkedik (normdl koriilmények kozott az autofagia blokkolja az apoptozist, azonban ha
megvaltozik a sejt fizioldgias éallapota az autofagia apoptozist vagy nekrozist indukalhat),
azonban a legnagyobb ddzisnal mar szintje visszaesik, ahol a nekr6zis mar szignifikans mérteki
volt. Tobb tanulmany is leirta mar, hogy az autofagia helyreallitisa védelmet nyujthat a
kardiomiocitak szamara, valamint sziilettek mar olyan publikacidk, melyekben antioxidansokat
adagoltak ISO kezelést kiegészitve, és azok antiapoptotikus hatdsardl szamoltak be.

Konkluzidként elmondhato, hogy do6zisfiiggd modon sériil az autofagia amely talélési titvonalat
biztosit a kardiomiocitak szamara, azonban helyreéllitasaval kikiiszobolhetd lehet a halalozési
utvonalak (apoptozis és nekrdzis) aktivalasa, és a nagy mértékii szivizomsejt elhalas, valamint
terapias célpontként is szolgalhat. Azonban a pontos ok-okozati viszonyok feltdrasahoz tovabbi

molekularis biologiai vizsgalatok sziikségesek.
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Megallapitasaink

e Kisérletiink elsé felében megallapitottuk, hogy a DOX az AMPK utvonalon keresztiil
indukalja az autofagiat, azonban a folyamat diszregulalodik, és a sériilt, lebontasra szant
makromolekulak nem tudnak lebomlani az autolizoszémaban.

e A DOX kezelés okozta kardiotoxicitds mértéke sokkal kisebb volt MET kiegészitd
kezelés hatdsara: normalizalodott az autofdgia folyamata. Feltételezésiink szerint az
autofagia, mint védelmi utvonal, helyreallitasaval sikeriilt mérsékelni a DOX okozta
miokardium karosodast.

e Metformin kezelés hatdsara javultak a szivfunkcios paraméterek, kisebb mértékii volt a
lipidperoxidécio, alacsonyabb szinten maradtak a szivizom kéarosodast jelzd szérum
markerek, valamint a szovettani eredmények alapjan a MET hataséra kisebb mértékii
volt a miocitak elhalasa doxorubicin kezelés mellett.

e Tovabbi kisérleteinkben alatamasztottuk, hogy az ISO dézisfiiggd modon diszregulalja
az autofagiat a szivizomsejtekben.

o Megallapitottuk, hogy az autofagia folyamatiban bekovetkezd sériilést kovetden
aktivalodik az apoptézis is, valamint a legnagyobb ddzisndl a sejthalél passziv formadja,

a nekrozis volt szignifikans mértékben jelen.
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A tanulmanyok limital6 tényezo6i

A DOX ¢s ISO kisérlesorozat soran a kisérleti allatok intraperitonealisan kaptak a
hatéanyagokat, azonban a klinikumban protokoll szerint a betegek intravénas
adminisztracioban részesiilnek. Az intraperitonealis injektalast az indokolta, hogy az éallatokat
ebben az esetben nem Kkell elaltatni, hiszen a kiilonb6z6 altatoszerek befolyasolhatjak a
szivfunkcios paramétereket, befolyasolva ezzel az altalunk vizsgalni kivant végpontokat.
Tovabba megjegyzendd, hogy a doxorubicines tanulményban a szivfunkcidés paraméterek,
szérum biomarkerek és a molekularis bioldgiai vizsgalatok az utolsé dozist kdvetden 24 ora
elteltével torténtek, azonban leirtdk, hogy a betegek esetében a kezelés befejezését kdvetden
hoénapok, akar évek alatt fejloddhet ki a DOX okozta szivelégtelenség. Kiemelendd, hogy a
klinikumban a betegeknél az ISO ddzisa infuzidban 0,5 mikrogram/perc és 5,0 mikrogram/perc
kozott van, ami szignifikdnsan kisebb, mint az altalunk alkalmazott dézisok, azonban az
alapkutatasban, allatkisérletekben altaldban 50x vagy 100x magasabb dodzisokat sziikséges
alkalmazni. Az altalunk hasznalt dozisok megfelelnek az irodalomban fellelhetd

dozistartomanynak.
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Osszefoglalas

Munkdm elsé részében vizsgaltuk a MET kardioprotektiv szerepét DOX indukalta
kardiotoxicitasban, ahol elsésorban a kardiomiocitdk talélésében szerepet jatszo autofagias
folyamatot tanulméanyoztuk. Kisérleteink soran a két hétig napi 250 mg/kg ddézisban adagolt
MET Kkardioprotektiv hatassal rendelkezett a DOX kezelés mellett: javitotta a szivfunkcios
paramétereket, a szivizom kdrosoddsra utald markerek alacsonyabb szintjét detektaltuk, a
lipidperoxidacié mértéke szignifikdnsan alacsonyabb volt a sima DOX kezeléshez képest, a
miofibrillumok vastagsaga is szignifikans volt a MET kiegészit6 kezelés hatasara, valamint az
autofagids folyamatot normalizalta. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
diszregulalddott autofagia, melyet a DOX kezelés okozott, nem képes megbirkdzni a sejtet ért
nagymértékii karosodassal, igy végill a kardiomiocitdk nagymértékii elhalasdhoz vezet.
Azonban a MET kezeléssel feltételezhet6en, a normalizalodott autofagianak koszonhetden,
kivédhetd lehet a nagymértékii szivizomsejt elhalas a DOX kezelés alatt.

Tovabbi kisérleteinkben vizsgalni kivantuk az autofdgia, apoptdzis és nekrozis utvonalat
kiilonb6z6é dozisu isoproterenol kezelést kovetéen. Az ISO dézisfiiggd toxicitast mutat, €s
irreverzibilis kardiotoxicitas kialakulasahoz vezet. Eredményeinkbdl az lathato, hogy el6szor
az autofagia indukalodik és a kis dozist kezelésnél még képes megbirkozni az ISO okozta
fiziologias allapot megvaltozasaval, azonban do6zisfiiggd modon az autofigias folyamat
diszregulalodik, mely programozott sejthalalt (apoptdzist), valamint nekrozist indukal. A
TUNEL assay eredményeibdl lathat6, hogy dozisfiiggd modon emelkedik az apoptozis
mértéke, azonban a legnagyobb dozisnal mar csdkkent apoptozist detektaltunk, viszont a
nekrozis mértéke itt mar szignifikdns volt, amit egyrészt a szignifikans mértékli szivszovet

elhalas, masrészt a szignifikans mértékben elhaldlozott allatok szama tamasztja ala.
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Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Tésaki Arpadnak témavezetdmnek, aki lehet6vé tette
szamomra, hogy a Gyodgyszerhatdstani Tanszéken végezhessem kutatdomunkamat, &s
biztositotta a megfeleld anyagi hatteret hozza. Tovabba koszondm a tdmogatast, €s a sok
tanacsot amit az évek soran kaptam, valamint azt a sok lehetdséget, hogy szamos magas
szinvonalu hazai, és nemzetkdzi konferenciara eljuthattam. Ezuton szeretném megkdszonni Dr.
Lekli Istvannak, aki annak ellenére, hogy nem a témavezetOom volt, végig kisérte a tobb éves
munkamat, biztatott €s mindig segitséget nyujtott nekem.

Koszo6ndm tovabba Dr. Szabados-Fiirjesi Péternek, Dr. Gyongydsi Alexandranak és Czeglédi
Andrasnak, hogy nem csak munkatarsaim, de barataim is voltak egyben, és feledhetetlen
pillanatokat szereztek, mind a munkahelyen és azon kiviil is. Ezen feliil minden jelenlegi és
korabbi munkatarsamnak is koszondm az évek alatt nyujtott segitséget. Minden egyes
tarsszerzonek, és a kollaboracioban részt vevd, és segitséget nyujtod kollégaimnak is kdszonet
jar.

Ko6zeli baratnéimnek, Szojka Zséfianak és Dr. Majoros Evénak, akik szintén tdmogattak a
Ph.D. éveim alatt, és mindig szamithattam rajuk.

A legnagyobb tamogatast pedig Edesanyamtol, Edesapamtol és testvéremtdl, Zilinyi Tamastol
kaptam, akiknek a legnagyobb kdszonet jar, amiért mindig biztattak, timogattak és mellettem

alltak, valamint a Csalddom 0sszes tobbi tagjatol, nélkiiliik ez nem sikertilt volna.

A disszertacid elkészitését a : GINOP-2.3.2-15-2016-00043. szamu “Sziv-és érkutatési
kivalosagkozpont (IRONHEART) cimii projekt tdmogatta, tovabba az EFOP- 3.6.3-VEKOP-
16-2017-00009. szamu és EFOP-3.6.1-16-2016-00022. szamu palyazat finanszirozasaval
valosult meg. Tovabbi tamogatd volt a TAMOP 4.2.4. A/2-11-1-2012-0001. szami palyézat,
valamint az OTKA K 124719, és Campus Mundi (Tempus Kd&zalapitvany).
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