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ROVIDITESEK

AP-1: Activating protein-1

AF: Aorta flow

ATPS6: ATP-az 6-s alegység

CF: Koronaria flow

CDDP: Cis-diammine-dichloroplatinum

CO: Szén monoxid

COXB III: Citokrom oxidaz B 3-as alegység

dp/dt: Sziv kontraktilitas

GADPH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GSHPx-1: Glutathione peroxidase

HFE: Hereditary haemokromatdzis

HO-1: Hemoxigenaz-1

KHB: Krebs-Henselit buffer

HTLV-I: Human-T cell leukemia virus

ISA/RE: Iszkémia/reperfuzid

KO: Knock out

LVDP: Bal kamrai ,,develop” nyomas

LVEDP: Bal kamrai vég-diasztolés nyomas

MAPK: Mitogen activated protein kinase

MDA: Malonaldehyde

NF-«f: Nuclear faktor-«xf3

NO: Nitrogén monoxid

PK: Prekondicio

PPI: 4-amino-5-(4-methylphenyl)-7-(z-butyl)-pyrazolo-3, 4-D-
Pyrimidine

ROS: Reaktiv oxigén szabad gyokok

SOD: Szuperoxid dismutase

STATSA/STATG6: Szignal transzdukcios és aktivator faktor

SZF: Szivfrekvencia

TTC: Triphenyl-Tetrazolyum-Clorid

Trx: Thioredoxin

TUNEL: Terminal-Deoxynucleotidil-Transferase-Deoxyuridine Nick
end Labeling

VF: Kamrai fibrillacio

(++): Homozigoéta vad tipus

(+/-): Heterozigota

(-/-): Knock out



AZ OXIDATIV STRESSZ INDUKALTA GENEK SZEREPE ES JELENTOSEGE A
MIOKARDIALIS ISZKEMIA/REPERFUZIO SORAN

Bevezetés:

A sziv- és érrendszer korfolyamatai a vildg valamennyi fejlett orszagdban a leggyakoribb
megbetegedések, illetve a vezetd haldlokok kozé tartoznak. Magyarorszagon a haldlozasok
tobb mint a fele a keringési betegségeknek tulajdonithat6, melybdl a koszoraér-szklerozisa
¢s az elzarodasa legfobb haldlok. Amig a nyugati orszagokban, a taplalkozasi szokasokban
bekovetkezett valtozasok, a testmozgéas €és a korszerii gyodgyszeres kezelés hatasara a
keringési betegségek (koszoruér-betegség, agyérrendszeri torténés, periférids érbetegség,
illetve aorta betegség egyiittvéve) mortalitasa 1970 o6ta 20-30 %-kal csokkent, addig
Magyarorszagon a keringési betegségek miatt 1étrejott haldlozas az 1990-es évekig nott,
majd lasst csokkenése indult meg. Az 0j évezred kezdetén a keringési rendszer betegségei
miatti haldlozads Magyarorszagon dupldja az EU-atlagnak, ezen belill a 65 éven aluli

lakossag korében a haldlozas haromszorosa a megfelelé EU-atlagnak.

Haldlozasok aranyszam (szazezer fore)
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A halalozasok és okaik magyarorszagi eloszlasa 2004-ben.

Az 1szkémids szivbetegségek el6fordulasa és nagy szamu megjelenése napjainkban
mindennapos jelenség, emiatt fontos azok hatterében zajlé molekuléris és patholdgias
folyamatok megismerése. A statisztikai is mutatja, hogy a miokardilis infarktus okozta
halalozés egyre gyakoribb problémat jelent a lakossag korében, mind végzetes kimenetele

illetve a tulélés utan jelentkezd életet veszélyeztetd vezetési zavarok megjelenése miatt.



A szivizom iszkémidja, mely a miokardium oxigén hidnyos allapotat, tovabba a reperfuzio,
melyre a koronaria  mikrocirkulacié Ujboli meginduldsat jelenti az utobb iddben
kiemelked6 szereppel bir a kardiovaszkularis kutatasok teriiletén. A jelenségnek kitlintetett
szerepe van szivsebészeti beavatkozasok alkalmaval, amikor miitét soran a sziv anoxids
inzultusnak van kitéve. Az anoxids periodus elleni miokardialis tolerancia jelentdsége
emiatt fontos, ugyanis extrakorpordlis keringés alkalmazdsa soran jelentkezd hosszu
oxigén hidnyos allapotok és azt kovetd reperfuzid negativan befolyasoljak a késdbbi
kardialis perctérfogatot, teljesitményt. Klinikai gyakorlat szempontjabol e jelenségnek
fontos szerepe van thrombolitikus kezelés és koronaria bypass és plasztikai mitétek
eseteiben. Az utobbi a karosodott koronaria funkcio rekonstrukciojat jelenti, ahol is
mesterséges anasztomoézisok 1éthozasdval igyekeznek a szivet ellatd koszoruserek
szlkiiletét vagy elzar6dasat megsziintetni.

Az iszkémia/reperfizi6 nagymértékben hozzajarul a fiziologids idnegyensuly
megvaltozasahoz, illetve a folyamat soran képzddo toxikus szabadgyokok megjelenéséhez.
Ez utébbi a mitokondrium membran struktardjanak karosodasa kovetkeztében
generalodhat, mikor a belsé membranon elhelyezkedd elektron-transzport lanc ,,elektront
veszit” és az a molekularis O,-el 1ép reakcioba. A szabadgyokok kialakuldsa, pedig olyan
molekuléris folyamatok indukéldsahoz vezet (makrofag migracioé az infarktusos teriiletre,
illetve komplement rendszer aktivacidja) ami ujabb gydkok (H,O,, HO', ONOO)
képzddését eredményezi. A szabadgyok molekuldk kémiai struktirajuk szempontjabol
fontosak mivel parositatlan elektronnal rendelkeznek, emiatt rendkiviil reakcioképesek a
kiilonféle biologiai strukturakkal. Ez utobbi tulajdonsaguk teszik oket a figyelem
kozéppontjaba, az utobbi két évtizedben. Az iszkémia sordn jelentkezd és képzd6dd
szabadgyokok ellen a természtes antioxidans enzimek jelentik a véddvonalat (SOD,
katalaz, peroxidaz, glutation reduktaz).

A szabadgyokok képzddésének tobbféle lehetdsége van az iszkémia/reflow soran.
valamint az iszkémids szivbetegségeket kisérd emelkedett plazmaszintli katecholaminok
oxidacidjaval. A taplalékkal bevitt vas is kiemelt jentdséggel bir a szabadgyokok
generalasaban, amely Fe® 4ltal inditott Fenton és Haber-Weiss reakciokban nyilvanul
meg. Ezek relevancidja olyan korfolyamatok esetében lényeges, melyekben az ugynevezett
vas-,,overload” jelenség érvényesiil (haemokromatdzis, haemosiderosis). Az iszkémids
allapotok esetében szinte minden egyes alkalommal megfigyelhetd az endothelidlis

diszfunkcio, mely fiziologias regulatorként funkcional a lokalis keringésben. Az altala



szabalyozott ¢élettani folyamatok stulyos zavara kezdddik az iszkémiat kovetd ,,reflow”
soran magaba foglalva az elégtelen NO szintézist, és fokozott ROS termelést.
Az oxigén ¢és a fiziologids koriilmények kozott a szivizom milkodéséhez sziikséges
szubsztratok hianya (szénhidratok: gliikéz, fehérjék, zsirsavak) az, amely infarktust
eredményezd korondria okkluzio kovetkeztében jon létre, megvaltoztatja a miokardium
fiziologiai allapotat. A folyamatok energiaszegény koriilményeket hoznak létre, hiszen
karosodik a mitokondridlis oxidativ foszforildcio mellyel, egyiitt jar az ATP szintézis
intenzitasanak csokkenése. A citkrom c mitokondridlis membranbol torténd felszabadulésa
a légzési lanc megszakadasat és az ezt kovetd oxidativ foszforilacid hatékonysaganak
csokkenését 1dézi eld. Az utdbbi végett az energia igényes folyamatok sulyos zavara
figyelheté meg. Az ADP, mely az energiaforrast biztosito ATP prekurzora, pedig bonyolult
molekularis folyamatokon keresztiil a xantin oxiddz aktivaciojaval tovabbi szabadgyokok
képzddését eredményezi. Az energiat felhasznalo ionpumpak funkcionalis zavara miatt az
intracellularis ionhaztartas felboruldsa jon létre, aminek kovetkezménye az [Ca’]; gyors
emelkedése. A Ca®" kozponti szerepet jatszik a miokardium kontrakcidjaban és az
ingeriiletvezetés folyamataiban, pedig protedzokat aktivalva stlyos sejtkdrositd hatasokat
eredményez. Az emelkedett [Ca”"]; az egyik legfontosabb faktora az iszkémias allapot utan
kialakuld stlyos életet veszélyeztetd ¢és eredménnyel jaré kamrafibrillacionak és egyéb
vezetési zavaroknak. A hypoxids allapotok ionegyensulyt zavard hatasa az intracelluldris
pH savas irdanyba torténd elmozduldsit eredményezi, mely az Ebert-féle vonalakon
elhelyezkedd ,,gap junctions”-t zarja ezzel rontva a kontraktilitds hatasfokat. Az iszkémiat
kovetd molekularis €s strukturalis folyamatok kovetkezményeként kialakul az apoptotikus
¢s a nekrotikus sejthaldl. Az elébbi indukcidjaban, szdmos faktor mellett a TNF-faktor és
Fas-ligand, valamint a mitokondrialis citokrom ,,c” vesz részt, aktivalva a kaszpaz 3 nevil
enzimet, mint végsd effektor elemét az apoptoézisnak. Az apoptdzist mint fiziologia
sejthalalt lehet determinalni, melynek nagy szerepet tulajdonitanak a ,reflow” utani
allapotokat kovetd kardiomyocitdk kéarosoddsdban illetve elhalasaban. Folyamata
genetikusan determinalt, gének altal regulalt, és a géntermékek (bcl-2, bax, bak)
expresszios aranya donti el, hogy a folyamat az elhalas illetve a tulélés iranyban végzddik.
Az emlitett koros molekularis folyamatok ellen hatasos eszkoz lehet a folyamatos
un. gradudlis valamint az iszkémids és hypoxias reperfuzio. Ezek a folyamatok bizonyos
protektiv gének expresszidjaval képesek kivédeni a ,reflow” okozta hirtelen energia-
felszabadulast és annak karos kovetkezményeit. Bizonyos antioxidans sajatossaggal

rendelkez0 enzimek, mint a SOD, a katalaz valamint E, és C-vitamin szarmazékok



alkalmazasa hatasos lehet a szabadgyOkok okozta funkcionalis karosodasok ellen.
Farmakologiai intervenciot tekintve a Ca®* csatorna blokkoldk és az angiotenzin-konvertaz
enzim gatlok mutathatnak hatékonysagot ezen folyamatok kezelésében. Az eldbbi a
kedvezé értagitd tulajdonsagaival valamint az [Ca®']; homeosztazisra kifejtett hatasaval
lehet eredményes eszkdz a kovetkezményes ¢életet veszélyeztetd kamrai vezetési
zavarokkal szemben. Pozitiv, eldny0s hatdsa van a sziv energiaforgalmara, mivel csokkenti
az energiafelhasznaldst, mérsékli a végdiasztolés nyomadst, mely a miokardialis dilatacio
legfébb paramétere. Az ACE gatlok bizonyos képviseldi thiol-csoportot hordozo
tulajdonsaguk miatt kedvezoek az ilyen tipusu karosodasokkal szemben. A nem szteroid
tipusu gyulladéasgatld gyogyszerek jo eredménnyel alkalmazhatok e koérfolyamatok
kezelésében, mivel gatldo hatdssal birnak az cyclo-oxigenaz és a lipoxygenaz indukalta
mediator szintézisre, melyek szintén szabadgyokok generalasat eredményezik.

A Diabetes mellitus gyakran kapcsolatban van, egyéb karosodasok mellett (pl.
retinopathia), kardiovaszkularis komplikaciokkal, mint pl. korondria artéria sziikiilettel,
valamint diabetikus cardiomiopatidval. A diabéteszes miokardiumban a sarcolemmalis ion
transzport kiilonbozd rendellenességei tapasztalhatdak, mely csokkent ATP szintézisen és
elektron transzfer lanc aktivitdson keresztiil redukalt ATP fiiggé Ca”" transzportban és Ca*"
szabalyozta ATPaz aktivitasban nyilvanul meg. Ebbdl eredéen bizonyos mitokondrialis
gének [pl. citokrom oxidaz B III alegység (COXBIII), és az ATPaz 6 alegység (ATPS6)]
expresszidja hatassal lehet kiilonb6z6 ioncsatornak és ionpumpék funkciodjara, igy kdzponti
szerepet jatszhat az arrhythmogenesisben az iszkémids/reperfundalt szivizomban, mivel
kozismert az a tény, hogy az arrhythmidk kialakuldsaért tobbek kozott az ionhdztartés
felborulédsa a felel6és. A human €és mas emlds sejtek, szovetek, szervek a csokkent oxigén
ellatasra fiziologiailag fontos gének, proteinek, enzimek expresszidjaval valaszolnak. A
kozelmultban egy 0j enzimrendszer is a kutatasok eldterébe keriilt: a Tenhunen és mtsai
altal azonositott mikroszomalis hemoxigenaz (HO), mely a hem oxidativ lebontasat
katalizalja. A folyamat sordn az enzim oxigén és NADPH jelenlétében felhasitja a hem
porfiringyiirtijének o-metin hidjat, amely igy nyiltlancu biliverdinné alakul, s ekdzben
felszabadul a vas, valamint equimolaris mennyiségli szénmonoxid (CO) keletkezik. A
biliverdint a biliverdin reduktaz bilirubinn4 alakitja. Expressziojat indukalhatjak nehézfém
ionok, olyan stimulusok és anyagok, melyek oxidativ karosodast okoznak, pl. h6-sokk, UV
sugarzas, hyperoxia, hypoxia és iszkémia is. Korabbi eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a kamrafibrillacio és az endogén CO termelés kozott szoros

Osszefliggés van.



CELKITUZES

1. A dolgozat elsd részében Osszefiiggést kerestiink a diéta vastartalma és az HFE
mutacido (autoszomalis, recessziv) kozott, mely hatassal lehet infarktusos teriilet
nagysagara, az apoptotikus sejtek szamanak valtozasara és a miokardium funkcionalis
paramétereinek id6beli lefolydsara. HFE KO és vad tipusi egerek kiilonb6zd
vastartalmu specidlis allati takarmény etetésével modelleztiik a haemokromatozist. A
kisérlet méasodik részében a redox-rendszer komponenseit elsésorban az antioxidans
enzimek valtozasat vizsgaltuk, kerestilk a valaszt arra, hogy ezek aktivitasa hogyan
reagdl a hosszan tartd vasterapia kovetkeztében. A kovetkezményes szabadgyok
indukalta membrankarosito  folyamatok elemzését HPLC-1 vizsgaltuk, ¢és
meghataroztuk a lipidperoxidéacié hatasfokat, mely az oxidativ karosodas egyik f6

markere.

2. A doktori értekezés masodik része a thioredoxin nevii redox-protein kardioprotektiv
hatasanak elemzésével ¢€s feltarasaval foglalkozik. Thioredoxin (Trx) transzgenikus és
vad tipusu egerek hasznalatdval bizonyitottuk a protein elényds hatasat az
iszkémia/reperfiizié indukalta miokardialis kérosoddsokkal szemben vizsgdlva az
apoptozis mértékét illetve az infarktusos teriilet nagysagat, tovabba a sziv funkcidkat.
CDDP alkalmazasaval, ami egy daganat terapidban hasznalatos farmakon
megprobaltuk elemezni a thioredoxin okozta elonyds hatasok felfiiggesztését

patkanysziv preparatumon végzett kisérleteinkben.

3. A tanulmany utolso részében a STATSA €s STAT6 szignaltranszdukcidés molekulak
iszkémias prekondicioban vélt szerepének meghatarozasat tliztiik ki. STATSA és
STATG6 ,.knock out” és vad tipusu egérsziveket iszkémias inzultusnak kitéve vizsgaltuk
a sziv muikodését jellemzd legfobb kardidlis paramétereket. Sprague-Dawley
patkanyok kisérletben valo alkalmazaséaval és foszforilaz inhibitorok adéasaval célul
tiztiik ki, hogy vajon a STATSA illetve STAT6 rendelkezik tényleges szereppel az

iszkémias prekondicié molekuléris folyamataban.

4. Molekularis biologiai technikdk segitségével vizsgaltuk az egyes mitokondridlis
gének [(COXBIII ¢s ATPS6) diabeteszes és nem-diabéteszes szivekben], valamint a
hemoxigenaz-1 (HO-1) expresszidjat és a kamrafibrillaciéo kialakulasaban jatszott

lehetséges szerepiiket, és szivfunkcidkra kifejtett hatasukat.



A HFE mutacio és a diéta vastartalma kozotti korrelacio

Szamos szivbetegség el6fordulasa és prognodzisa szoros korrelaciot mutat a szabadgyokok
indukélta koéros folyamatok kialakuldsdval. A haemokromatozis egy autoszomalis
recessziv megbetegedés, amelyre jellemz6 a nem heme-hez kotott vas depozicid a
parenchymas szervekben, mint pl. sziv, maj, vese (1;2). A folyamatért felelés az HFE gén,
amely szerkezetileg hasonlit a MHC-I csoportba tartozo fehérjéhez, génlokalizaciojat
tekintve a 6 kromoszoma révid karjan helyezkedik el (3;4;7). Expreszigjat illetden a
vékonybél el nem szarusod6 laphamjaiban taldlhaté és a 2 microglobulinnal képez
szerkezeti egységet, fontos szerepet betdltve az intesztinalis vastraszport folyamataban. Az
HFE gén mutéciodja, mely els6sorban a DNS-t alkot6 bazis cseréjébdl adodik, kétféle lehet:
1. guanin—adenin csere a 875-s helyzetli nukleotidon, amely egy tyrozin—cisztein
szubsztiticiot eredményez a 282-es helyzetl aminosavon, 2. citozin—>guanin
csere=aszpartat—hisztidin aminosav csere a 63-s aminosavon. Ez utobbi mutaciobol
ered0 HFE mutacié a P-thalasszémiaval torténd egyiittes el6fordulasa eredményez egy
sulyosabb vas depoziciot. Az igy létrejott mutacidk a vastranszport teljes zavarat és
fokozott vas depoziciét eredményezhet a szivben, mely megfeleld kezelés hidnyaban
fibrézist és az eldbbi okbdl kifolyolag vezetési zavarokat idézhet eld, hiszen megvaltoztatja
az ingeriiletvezetésben résztvevo strukturak szerkezetét (12). A vas transzportot fiziologias
koriilmények kozott szigoraan regulalt, és szabalyozasiban az élettani folyamatok Fe'-
igénye, illetve vasraktarak (I1ép, mdj, enterocytdk, csontveld) telitettsége jatszik fontos
szerepet. Ez utdbbi folyamatban, a szérumban transzferrinhez kotott vas szaturacidnak van
szerepe, ami mint szignalként funkciondl az enterocytdk szamara. Ez az informacid, pedig
a HFE gén altal kodolt génterméken keresztiil kozvetitddik az enterocytdk szamara,
amelyek a szervezet sziikségleteinek megfelelden ,,migraciot” végeznek az apikalis felszin
fele. E folyamat tehat a vékonybelet alkoté bélhamsejtek differencialodasanak
szabalyozasaval reguladljdk a vastranszportot, kiegésziilve bizonyos kation-carrierek
(divalent-metal transzporter) expresszidjanak méodosulasaval. Szamos egyéb enterocytaban
lokalizalt carrier fehérje (ferroportinl) €s redox enzim (ferric reduktaz) ,,overexpresszidjat”
dokumentéltadk kordbbi kisérleti megfigyelések HFE mutacié kovetkeztében igazolva a
reguldlatlan vas abszorpciot (19;26). Mindezek a zavarok egy fokozott Fe*'-,,overload”-

hoz vezetnek, amely Fenton reakcion keresztiil toxikus szabad gyokok termelddését



indukaljdk (5;6;18;20). A folyamatok hosszi tavon szivgyengeség kialakuldsat

eredményezhetik abban az esetben, amikor a beteg nem részesiil megfeleld terapiadban.
ANYAGOK ES MODSZEREK I

A HFE ,,knock out” egerek létrehozasa:

A génmanipuldlt egerek generalasa az HFE gén célzott ,,diszrupcidjaval” valosult meg. A
HFE mRNA Nothern blot analizis a HFE ,,knock out” egerekbdl a teljes messenger RNS
hidnyat erdsitette meg. A kisérleteink végrehajtasdhoz az allatokat 4 csoportra osztottuk. A
HFE ,knock out” és vad tipust egyedek (utobbi C57 vonalbol szarmaztak) két féle diétat
kaptak 4 héttel sziiletésiiket kdvetden, amelyek 30 és 300 ppm vassal voltak kiegészitve
(8). A vas terdpia, a di¢ta megkezdését kovetd 3. honapig tartott, majd az allatok a kisérleti

tervnek megfelelden lettek felhasznalva.

A dolgozo egérsziv preparatum:

Valamennyi 4llat a kisérlet sordn megfeleld ,humanus” bandsmodban részesiilt a
Laboratoriumi Allatok Kisérleti Felhasznalasara vonatkozo eldirdsok szerint. Az allatok
(500 IU/kg testsuly) kiegészitve. A sebészeti beavatkozas utdn az allatok szivet
kimetszettiik, azt hideg perfuzios oldatba helyeztilk, majd 2 percen belill az aortat
kantilaltuk, és sziveket retrogrdd moddon perfundaltuk Langerndorff mdédon 60 Hgmm
perfiziés nyomason. A perfuzidora egy modositott Krebs-Henseleit bikarbonat oldatot
hasznaltunk, amely Osszetétele hasonld a vér elektrolit-komponenseinek aranyahoz (118
mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCI, 1.2 mmol/L MgSQy4, 25 mmol/L NaHCO3;, 10 mmol/L
Gliikoz, és 1.7 mmol/L CaCl,). Az oldatot az egész kisérlet id6tartalma alatt 95% O, és 5%
CO,—t tartalmazoé gazeleggyel telitettiik biztositva a szovetek szdmara sziikséges optimalis
0O, mennyiséget, valamint a pH konstans fenntartasahoz nélkiilozhetetlen CO,-t.

Az oldatot egy 5 mm porusu filteren keresztiil folyamatosan aramoltattuk a perfuzio6 alatt,
tdvoltartva ezzel az olyan apré6 komponenseket, amelyek elzarhatjdk a dolgozo
szivrendszer kis atmérdjii koronaridit. A konstans homérséklet biztositasa céljabol az
oldatot az egész kisérlet idészaka alatt 37 C°-n termosztaltuk. A 10 perc retrograd perfuzio
alatt a bal pitvart kaniilaltuk a vena pulmonalison keresztiil, majd ezt kovetden a sziveket
ortograd modon perfundaltuk. Az ortograd perfiizié soran a konstans hémérsékletii oldat a
kaniilalt bal pitvarba jutott 1 KPa—nak megfelelé nyomassal (preload), majd onnan a pitvar

kontrakcio hatasara a bal kamraba. A bal kamra spontdn 6sszehuzodasaval a KHB oldat



tovabbitodott az aorta kaniilon keresztiil egy olyan folyadékoszlopba, amelynek nyomasa 5
KPa-1 (afterload) volt egyenértékii.

A kontroll szivfunkcidkat, szivfrekvenciat, aorta €s koronaria flow-t, bal kamrai develop ¢és
bal kamrai végdiasztolés nyomast, valamint a kontraktilitdsi paramétert (dp/dt) mértik ¢és
regisztraltuk az aerob perfuzi6 soran egy erre megfeleld softwear (Micromed) segitségével.
Az aorta flow mérése esetén flowmétert alkalmaztunk, a koronaria flowt pedig a szivbdl
lecsOp0gd oldat mennyiségével hataroztuk meg. Ezt kdvetden az ortogrdd perfuziot
megsziintettiik, és a sziveket 30 perc global iszkémianak vetettik ald. Az iszkémiat
befejezve, 2 oOrdig reperfundaltuk a sziveket ortogrdd modon mérve a funkcidkat a
repefuzio 15., 30., 60., és 120 perceiben. A reperfuziot kovetden a sziveket eltavolitottuk a
késziilékrdl, majd a pitvarokat lemetszve, a kamrakat meghagyva azokat 10% pufferolt
formalinba helyeztiik. Az infarktusos teriilet meghatarozasa céljabol a sziveket 10 % TTC
(Triphenyl-Tetrazolium-Clorid) oldattal perfundaltattuk 10 percig 37 C®-on. A szovetek
masik csoportjat paraffinba dgyaztuk és 1 mm-es vastagsagl harantmetszeteket készitettiik,

melyekbdl TUNEL festéssel az apoptdzist mértékét hataroztunk meg.

A MDA, a szoveti vastartalom és az antioxidans enzimek meghatarozasa:

A szovetek nem hemoglobinhoz kotott vastartalmdnak meghatidrozasahoz a sziveket 3
mol/l HCI és 10% triclorecetsav elegyével 24 oran keresztiil 65 C°-on kezeltiik, majd 500
ml savas extraktumhoz 1.6 ml bathophenanthroline chromogén reagenst adtunk és az
abszorbanciat 535 nm-en mértilk Beckman DU-100000 spectrophotométerrel (10). Az
MDA koncentraciot HPLC segitségével hatdroztuk meg. Az antioxiddns enzimek
mennyiségét (szuperoxid diszmutaz, kataladz, és glutation-peroxidaz) hagyomanyos enzim

,»assay” modszerrel végeztiik.

Az apoptotikus sejtek detektalasa:

Az apoptétikus sejtek szamat TUNEL moddszer segitségével hataroztuk meg (11;22). A
festés soran anti-miokardiadlis nehéz myozin lanc ellen termeltetett egér-antitestet
hasznaltunk, melyhez TRIC- konjugalt, nytlban termeltetett egér antitestet adtunk (1 : 200
higitdsban). Az infarktusos teriilet meghatarozasat TTC modszer alkalmazéséaval
végeztiink, majd az 1 mm-es vastagsagii harant metszeteket NIH Image 1. 6. 1 nevi

képalkoto €s analizalo szoftwear segitségével értékeltiik.



Statisztikai:

A szivfunkciés paramétereket és az MDA tartalomat valamint az infarktusos teriilet
mérését a szamtani atlag és az atlagtol valo eltérés hibdja alapjan szamitottuk ki. Az adatok
kozlésekor a kiillonbségek megallapitisira ANOVA variancia analizist majd Scheffe-
tesztet alkalmaztunk a statisztikai szignifikancia elemzésére. Szignifikansnak tekintettiik a

valtozast, ha a *p<0,05.



EREDMENYEK I.

I. A szovetek nem heme-hez kotott vastartalma:

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a HFE KO egerek nem heme-hez kotott
vastartalma nagysdgrendekkel magasabb volt, mint a vad tipusu egerek szivszovetében.
Statisztikai szempontb6él az HFE KO mindkét csoportja (30 ppm illetve 300 ppm)
szignifikdnsan magas vastartalmat mutatott a kontroll csoportok értékeihez képest.
Els6sorban a 300 ppm HFE KO egerek miokardiélis szovete igen magas eltérést mutatott a
vastartalomra vonatkozoan. Ugyanakkor nem figyeltink meg Ilényegesen eltérd
kiilonbséget a kisérleti csoportok esetében, az iszkémiat kovetd repefuzid sordn az

alapértékekhez viszonyitva.

] Vad Tipus
@ HFE KO
:‘o *P< 0,05 vs. Kontroll
100
: * .
S 80 -
o)
T2 60
R |
35
Mo 40 -
S E
m 2 i % "
T 20
8 0 J J .
Z N J /
30 ppm 300 ppm 30 ppm 300 ppm
Kontroll 2 6ra Reperfuzid

1. abra A vad és HFE homozigota egerek alacsony és magas vastartalmi diétaban részesiiltek, majd
sziveket 30 perc global iszkémidnak és 2 6ra reperfuzionak vetettiik ala. A vastartalom meghatirozasa
alapallapotban valamint a reperfiiziot kovetden tortént meg. Az eredmények a szamtani atlagot,
valamint a szorast mutatjak (n=6) *p<0,05 vs. Kontroll.

II. Szabadgyokok indukalta oxidativ stressz meghatarozasa:

Az MDA produkcid, amely mint markerként szolgal, mintegy mindségi paraméter a
Megfigyeltiik, hogy a vad tipust szivek esetén az oxidativ kirosodds minimalis volt,
viszont a HFE KO egerek szovetébdl emelkedett MDA mennyiséget sikeriilt kimutatni,
ami viszont nem volt szignifikans. A vad tipust egerekben, 30 perc iszkémidt koveto 2
oras repefiizi6 alatt a MDA tartalom statisztikailag magas volt az alapértékekhez

viszonyitva. A  HFE KO éallatokban emelkedést tapasztaltunk az MDA tartalomban
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mindkét csoportban mind alapallapotban mind, pedig az iszkémiat kovetd periodusban. Ez

utobbi szakaszban a MDA tartalom 5X-0s emelkedést mutatott.

[1 Vad Tipus
@@ HFE KO
*P< 0,05 vs. Kontroll TP< 0,05 vs. Alapallapot

~
£
ED 600
3 *t
E 500 A
& 400 *1-
; 300
- 3k
QI 200
il a ol
S o
- J - J
30 ppm 300 ppm 30 ppm 300 ppm

Kontroll 2 6ra Reperfizid

2. dbra A széveti MDA tartalom valtozasa oxidativ stressz kévetkeztében vad és a HFE KO homozigéta
egérszivekben (n=6). Az eredmények a szimtani atlagot és a szérast mutatjak. *p<0,05 vs. Vad tipus,
+p<0,05 vs. Kontroll.

Az antioxidans enzimszintek valtozasa:
A Mn SOD ¢és GSHPx-1 enzimszint csokkenést mutatott alapallapotban tovabba valamint
2 Oras repefuzid utan azokbol a sziv szovetmintakbol, amelyek az HFE KO-300 ppm

egerekbdl szarmaztak.

~ 3.5
g 1
) 3 A
g 0 L oo M o
S 5 2.5 ¥
- 2 4
< S
N 1.5 1
S 8
s & 1 A
373
g 0.51
-~ O
30 ppm 300 ppm, 30 ppm 300 ppm,
Kontroll 2 6ra Reperfizio

3. dbra Az antioxidans enzimstatusz (kataliz) valtozasa 30 és 300 ppm vastartalmu diéta kovetkeztében
az iszkémiat megel6zéen és a 2 6ras reperfuzié végén. Az izolalt dolgozé egérszivek 30 perc global
iszkémianak és 2 éra reperfuzionak vetettiik ala (n=6), *p<0,05 vs. Kontroll.

Elsésorban 300 ppm-s HFE KO egérszivek mutattak csokkent kataldz aktivitidst az

iszkémiat kovetd 2 oras reperfizio utan. Ugyanez a tendencia volt megfigyelheté Mn-SOD
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esetében is azzal a kivétellel, hogy itt mar alapallapotban is csokkent enzimaktivitast
figyeltiink meg 300 ppm HFE KO csoportnal, amely szignifikans volt. A Cu/Zn-SOD
esetében hasonld enzimaktivitdst mértiink azzal a kiilonbséggel, hogy statisztikai
differencia csupan a 300 ppm HFE KO egérsziv enzimértékeknél volt megfigyelhetd a

reperfuizio soran.

£ 175
w O
s 5 15 - T
Za 125 { e & l*J_
)
C g 1 G 4
g © 0.75 -
@ 2 0.5 A
g s 0.25 -
=
=] 0 30 ppm 300 ppm 30 ppm 300 ppm
~ AN /O J
Kontroll 2 6ra Reperfiizié

4, abra Az antioxidans enzimstatusz (Mn-SOD) valtozasa 30 és 300 ppm vastartalmu diéta
kovetkeztében az iszkémiat megel6zéen és a 2 Oras reperfuzié végén. Az izolalt dolgozo egérszivek 30
perc global iszkémidnak és 2 ora reperfiizionak vetettiik ala (n=6), *p<0,05 vs. Kontroll, 1 p<0,05 vs.
30 ppm.

GSHPx-1 aktivitasban szignifikans eltérés mutatkozott mind 30 ppm és 300 ppm HFE KO
csoportokban Osszehasonlitva a vad tipus értékeivel egyarant az iszkémiat megelézden és a

reperfuizio soran.

0,7
0,6 1 = I

0,5 T *
0.4
0,3
0,2
0,1

Cu/Zn- SOD aktivitas
(nmol/perc/mg protein)

30 ppm 300 ppm , 30 ppm 300 ppm ,

Kontroll 2 6ra Reperfizié

5. abra Az antioxidians enzimstatusz (Cu/Zn-SOD) valtozasa 30 és 300 ppm vastartalma diéta
kovetkeztében az iszkémiat megel6zden és a 2 o6ras reperfizio végén. Az izolalt dolgozé egérsziveket 30
perc global iszkémianak és 2 ora reperfiziénak vetettiik ala (n=6) *p<0.05 vs. Vad tipus; Tp<0.05 vs.
30 ppm.
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10 ] *T

GSHPx-1 aktivitas
(nmol/perc/mg protein)

I@ ppm 300 ppm , 30 ppm 300 ppm,
Kontroll 2 6ra Reperfizié

6. adbra Az antioxidans enzimstiatusz (GSHPx-1) valtozasa 30 és 300 ppm vastartalmu diéta
kovetkeztében az iszkémiat megel6zoen és a 2 oras reperfuzié végén. Az izolalt dolgozo egérszivek 30
perc global iszkémianak és 2 ora reperfuzionak vetettiik ala (n=6) *p<0.05 vs. Vad tipus.

A sziv kontraktilitasa és az infarktusos teriilet:

A kardialis arrhythmidk és fibrillacié eléfordulasai gyakorisaga miatt 2-2 szivet kizartunk
az HFE KO-30 ppm és 300 ppm csoportbol. Csoportonként 8-8 szivfunkcids paramétert
mértiilk €s analizaltuk melyek nem mutattak semmiféle koros arrhythmia tipust. A bal
kamrai kifejlodé nyomas mérésekor azt tapasztaltuk, hogy ez az érték jelentds csokkenést

mutatott az HFE KO-300 ppm szivekben (7. abra).

200 1 Ovad tipus-30ppm
‘g - Ovad tipus-300 ppm
s 150 T o OHFE ,,KO”-30 ppm
= = OHFE ,,KO”-300 ppm
: s
s~ <
° 8 4
=g 100 - -
- 20 S
= I — i T
- 15 T
s A i 1
£ 50 - S g
«
~
E W

0
Alapéllapot 15° 30° 60° 120°
2 éra reperfuzio

7. dbra A bal kamrai Kifejlodé nyomas valtozasa 30 perc iszkémiat és 2 ora reperfiziot kovetéen a vad
és az HFE ,knock out” egérszivekben 30 és 300 ppm vastartalmu diéta alkalmazisa utan (n=8).
+p<0.05 vs. Vad tipus; 1p<0.05 vs. 30 ppm.

Jelentos eltérés figyeltiink meg a repefuzid 15. (63.40+2.77 v. 69.7£34.0 Hgmm), a 30.
(51.68+1.88 v. 63.184+3.44 Hgmm), a 60. (42.13+£1.55 v. 54.13+2.64 Hgmm) valamint a
120. (34.25+1.25 v. 45.50+1.72 Hgmm) percében a kontroll csoporthoz viszonyitva.

13



Csupéan a reperfuzio 30. és 120 percében figyeltiink meg statisztikai kiilonbséget az HFE-
30 ppm csoport kardidlis paraméterei esetén dsszehasonlitva a vad tipust csoporttal.

A bal kamrai végdiasztolés nyomas a HFE-300 ppm kisérleti csoportban folyamatos
emelkedést mutatott a reperfuzio 30. (14.13+0.72 v. 11.77+£0.43 Hgmm), 60. (17.66+0.67
v. 13.2840.32 Hgmm), ¢és 120. percében (20.53+0.97 v. 14.270+40 Hgmm)
Osszehasonlitva a vad tipusi csoporttal (8. &bra). Az itt tapasztalhaté kiilonbségek

szignifikans valtozast mutattak.

O Vad tipus-30 ppm O HFE KO-30 ppm
O Vad tipus-300 ppm O HFE KO-300 ppm
3
g
o)
>
g o]
2} et
2 £
[} )
5 E 3
< 2
58 .
« Q
g e b
5 2
g
5
A
=
o]
Alapéllapot 15° 30" 60" 120°
2 6ra reperfuzié

8. abra A bal kamrai végdiasztolés nyomas valtozasa 30 perc iszkémiat és 2 éra reperfuziot kovetéen a
vad és HFE ,,knock out” egérszivekben a 30 és 300 ppm vastartalmu diéta alkalmazasa utan (n=8).
+p<0.05 vs. Vad tipus; {p<0.05 vs. 30 ppm.

A dp/dt értékek valtozasanal azt tapasztaltuk, hogy jelentds esés kdvetkezett be reperfizid

soran mindkét ,.knock out” csoportban (9. 4abra).

2500 [ vad tipus -30 ppm
[ vad tipus -300 ppm
« 2000 - [ HFE ,K0”-30 ppm
<~ w1 B [0 HFE ,K0”-300 ppm
= =
Z 2 1500 °
< \, i
s E
S E 1000 S
Z & o
57 N =
o xﬂ ﬂ—ﬁi‘ Ti
: 1
Alapdllapot 15° 30° 60° 120°
2 ora reperfizio

9. dbra A dp/dt valtozas 30 perc iszkémiat és 2 éra reperfiziot kovetéen vad és HFE ,knock out”
egérszivnél 30 és 300 ppm vastartalmu diéta alkalmazasa utan (n=8). p<0.05 vs. Vad tipus; {p<0.05
vs. 30 ppm.
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A szivfrekvencidban jelents valtozast nem figyeltiink meg sem alapallapotban, sem a
reperfuzido soran. A sziv perctérfogata, amely a korondria és azt aorta flow egyiittes
Osszegébll szarmaztathatd, szintén csokkend tendencidt mutatott az iszkémiat kovetd

reperfuzio alatt (10. abra).

5 Ovad tipus-30ppm
—_ O vad tipus-300 ppm
2 4 O HFE ,KO0”-30 ppm
a m O HFE ,KO”-300 ppm
E 3
=
S ;
e i % ¥
e g
S ﬂ‘ﬂz‘ i
S N W ﬂ‘m
-9

0

Alapaéallapot 15° 30° 60° 120°
2 6ra reperfuzio

10. abra A perctérfogat valtozasa 30 perc iszkémiat és 2 éra reperfiziot kovetoen a vad és HFE ,,knock
out” egérszivekben 30 és 300 ppm vastartalmu diéta alkalmazasa utan (n=8). p<0.05 vs. Vad tipus;
1p<0.05 vs. 30 ppm.

Az aorta flow mérése soran csokkent paramétercket regisztraltunk Osszehasonlitva a
kontroll értékekkel. Elsésorban az HFE-300 ppm csoport mutatott statisztikai csokkenést
az aorta flow esetében a reperfiizié 30. (0.30+=0.01 v. 0.47+0.04 ml/min), 60. (0.2+0.02 v.
0.30+0.02 ml/min), és 120. (0.13£0.01 v. 0.23+0.03 ml/min) percében a kontroll allatok

értékeihez hasonlitva (11. abra).

) O vad tipus -30 ppm
2.5 B Vad tipus -300 ppm
= B HFE ~K0"-30 ppm
2 é B HFE ,K0”-300 ppm
@
E o) =
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£ E 2)
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o
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o
0.5 o I I i i +
Alapillapot 15 30 60° 120°
2 éra reperfiizio

11. abra Az aorta flow valtozasa 30 perc iszkémiat és 2 6ra reperfuziot kovetéen a vad és HFE ,.knock
out” egérszivekben 30 és 300 ppm vastartalmu diéta alkalmazasa utan (n=8). tp<0.05 vs. Vad tipus;
1p<0.05 vs. 30 ppm.
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25 M Vad tipus -300 ppm
B HFE,KO” -30 ppm
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12. abra A koronaria flow valtozasa 30 perc iszkémiat és 2 éra reperfuziét kovetden a vad és HFE
»knock out” egérszivekben 30 és 300 ppm vastartalmu diéta alkalmazasa utan (n=8). 1p<0.05 vs. Vad
tipus; 1p<0.05 vs. 30 ppm.

A koronaria flow mérése soran, amit a szivbdl lecsopdgd oldat mennyisége jellemez,
hasonl6 tendenciat mértiink, mint az aorta kiaramlasnal (12. ébra).

Az infarktusos teriilet, amelyet az elhalt szivteriilet egészhez viszonyitott és szdzalé¢kos
aranyaval jellemeztiink szignifikdns mértékben nagyobb volt a HFE-300 ppm csoportnél a
kontroll szivekhez képest (44.65+1.37% HFE KO-300 ppm, 38.90+1.93% HFE KO-30
ppm v. 32.75+1.85% vad tipus-300 ppm, 30.00+1.45% vad tipus-30 ppm).

60 -
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Vad tipus-30 Vad tipus-300 HFE-30 HFE-300
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13. dbra Az infarktusos teriilet nagysaganak valtozasa 30 és 300 ppm vastartalmu diéta kovetkeztében
vad és HFE KO egerek esetén. 1p<0.05 vs. 30 ppm Vad tipus; £p<0.05 vs. 300 ppm Vad tipus; n=6.
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Kardiomyocita apoptozis:
Az eredmények értékelésénél mind a vad és a HFE KO egér csoportok szivszovete jelentds

szamu apoptotikus sejtet tartalmaztak.

35 1
s _ 30 4 T
Q
?ofé 25 4 ¥
Ea 20 - =
S 215 4
5 & T
:e o 10 -
XS 5 ]
0
Vad tipus-30 Vad tipus-300 HFE-30 HFE-300
A .
(4

14. dbra A vasterapia hatasa az apoptétikus kardiomyocytak szamanak valtozasara 30 perc iszkémia és
2 6ra reperfazio utan. +p<0.05 vs. 30 ppm Vad tipus; p<0.05 vs. 300 ppm Vad tipus; n=6.

A kisérlethez, kettos antitesthez kotott modszert hasznaltunk. Az alkalmazott antitestek
egyike jellegére nézve egy monoklondlis antitest volt, amit myozin nehéz lanc ellen
termeltettek egérben. A mdasodik antitest, pedig egy TRIC-hez kotott egér IgG volt, amit
nyulban termeltettek. A protokol végrehajtasat kovetden szignifikdnsan nagyobb szamu
apoptotikus sejtet detektaltunk az HFE KO egerek miokardilis szovetében. Altaldban a
magas vastartalmu diétaval etetett allatok miokardidlis szovetében az apoptotikus sejtek

szdma nagyobb volt.
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II. A thioredoxin (Trx) védo hatasa az iszkémia/reperfuzio indukalta

miokardialis karosodasokkal szemben.

A mar emlitett karositdé hatdsu pathologids mechanizmusokkal szemben védelmet
nygjthatnak a redox-rendszer fontos komponensei, mint a glutaredoxin illetve a
thioredoxin. Az elébb felsorolt ugynevezett redox molekuldk fontos jellemzdje, hogy thiol
csoportjai révén redukald tulajdonsaggal rendelkeznek ¢és képesek semlegesiteni az
iszkémia soran képzddott szabadgyokoket és az altaluk indukalta patholdgias folyamatokat
(28;29). A thioredoxin (Trx), akut T limfocita okozta leukémia faktorként valt ismerté, ami
valojaban IL-2 receptor o/ tac induktor, melyet a virus (HTLV-I)-altal transzformalt T
sejtek termelnek (30;36). Szdmos publikdcido mar korabban utalt ennek a proteint kodold
génnek a fokozott expressziojara koronaria bypass miitét esetén, amikor a sziv miitéti
beavatkozasbol kifolyolag oxidativ stressznek van kitéve (37). A Trx fokozott expresszidja
volt megfigyelhetd viralis fertézések, rontgen és UV besugérzas, valamint phorbol észterek
¢és posztiszkémids reperfuzio kivaltotta folyamatokban (39). Kromoszémalis lokalizacidjat
tekintve az emberi Trx gén a 9-s kromoszéman helyezkedik el (51). A terhesség
idészakaban is kedvezd hatdssal van a placentat alkotd trophoblast sejtek normal
mar korabban megfigyelték, hogy bizonyos rosszindulata folyamatok gyogyszeres
kezelése kapcsan gyodgyszer-rezisztencia 1ép fel, olyan farmakon alkalmazasakor, melyek
szabad gyokok indukcidjaval igyekeznek a tumorsejtek novekedését gatolni (27). Az
oxidativ stressz indukalta molekularis folyamatokban bizonyos transzkripcios faktorok
(NF-xB, AP-1) aktivacidja fokozddik ez altal indirekt mddon kiilonbozd gének
expresszalodnak illetve represszalodnak. Ez a szabalyozas tgy jon létre, hogy a
transzkripcids faktorok redox-allapotainak megvaltoztatdsaval azok DNS-kotd képessége
modosul, befolyasolva ezzel a gének mitkddését (31). Elsdsorban ez a transzkripcios
faktorok cisztein oldallancain valosul meg Trx segitségével, mely a sejtmagba vald
vesz bizonyos immunfolyamatok reguldldsaban azéltal, hogy szamos citokin, mint az
immunrendszer modulatorai szintézisét génexpresszios szinten szabalyozza (28). Szamos
tanulmany kordbban beszamolt arrdl, hogy szerzett immunhidnyos allapotokban a Trx
fokozott expresszidja volt megfigyelhetd, a HIV fert6zésbol adodé fokozott oxidativ

stressz kovetkeztében.
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ANYAGOK ES MODSZEREK II.

A traszgén egerek létrehozasa:

Az emberi thioredoxin gén cDNA klont az Incite Genomics (St. Louis, MO) biztositotta.
EcoRI-Notl cDNA fragmentet ezutan insertaltuk egy EcoRI és Spel altal emésztet human
B-aktin expresszids vektorba (11). A teljes expresszios szekvencia tartalmazta a human B-
aktin promotert, a human Trx-t valamint SV40-s kés6i poliadenilacidos helyet. Az
expresszalt szekvenciat majd Kpnl és Sall enzimmel emésztve kinyertiik az expresszios
vektorbol €s agar gélen tisztitottuk. A kinyert DNS-t mikroinjekcios technikéval bejutattuk
fertilizalt egér petesejtbe (B6D2 (C57BL/6 x DBA/2) F1) (40;41). A transzgén egerek
azonositasa soran Southern blot technikat alkalmaztunk, mellyel az allatok farkabol kinyert
DNS-t azonositottuk. Az ily mdédon nyert transzgenikus egereket, (amelyek extra Trx
génnel rendelkeztek) kereszteztiik B6D2 hibrid allatok elsé generacidjabol szarmazéd

utodaikkal.

A human Trx gén expresszios analizise:

A teljes RNS izolalasat transzgenikus, és vad tipusu egyedek kiilonb6zd szoveteikbdl
végeztiik Chirwing modszere szerint. Az RNS blot filtert Thomas és munkatarsai ajanlasa
alapjan készitettiik elé a hibridizacios modszernek megfeleléen (42). Hibridizacid soran
humén Trx cDNA-t hasznaltunk. A szivek fehérje tartalmanak meghatarozéasa céljabol, a
szoveteket homogenizaltuk 7,8 pH-ju 50 mM-s kalium foszfat pufferban, ami 0,1% triton
X-100-t és 1 mM penylmethyl-sulfonyl fluoride-t tartalmazott (43). A fehérje mérésnél
bicinchoninic savas protein assay kitet hasznaltunk (Pierce, Rockford, IL). A protein 25
ng-jat 12,5% SDS poliakrilamid gélen futtatunk a proteinek méret szerinti elvalasztdsa
céljabol, majd ezeket egy nitrocelluléz membranra (Schleicher & Schuell, Keene, NH)
transzferaltuk. A blottot eldszor kecskében termeltetett anti-Trx antitesttel (American
Diagnostica Inc., Greenwich, CT) reagaltattuk, majd masodik antitestként tormaperoxidaz
jelolt, nyualban termeltetett anti kecske IgG—t hasznéaltunk. A masodik antitest
detektalasahoz SuperSignal kemilumineszcent (Rockford, IL) reagenst hasznalva

vizualizaltuk az antitest kotodést.

Kisérleti terv:
A kisérlethez két allatmodellt alkalmaztunk: Izolalt dolgoz6 patkanysziv perfuzios és
izolalt dolgozo egérsziv rendszert. A dolgozd patkanyszives preparatum esetén az allatokat

6 csoportra osztottuk.
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1. A perfuziot KHB oldattal 2 6ra 45 percig végeztiik.

2. A perfiziot | mM CDDP oldattal (Trx gatld, daganat ellenes szer) 15 percig, majd
2 ora 30 perces perfuzidval folytattuk azt KHB oldattal.

3. Perfuzi6 30 perc global iszkémiaval és 2 6ra reperfuzidval.

4. CDDP alkalmazasa 1 mM-s koncentraciéban 15 percig, majd 30 perc global
iszkémiat kdvetden, 2 ora reperfuziot alkalmaztunk.

5. Prekondicié: 5 perc rovid iszkémia és 10 perc reperfuzid 4 ciklusban, melyet
30perc iszkémia és 2 Ora reperfuzid kovetett.

6. CDDP adasa 1 mM koncentraciéban 15 percig Langerndorff moédban, majd

prekondici6 4 ciklusban és 30 perc global iszkémia, majd 2 6ra reperfuzio.

A vad tipusu és transzgenikus egerek (Trx) eseténben 30 perc global iszkémiat és 2 6ra

reperfuziot alkalmaztunk.

Kontroll | 2 ora 45perc perfiizio Krebs oldattal | )
Kontroll CDDP —— | 2 ¢ra 30 perc perfiizié Krebs oldattal | 5
Iszkémia/reperfiizio—— | 15 | 30 percISA. | 2 6ra reperfizié | > §
CDDP+ISA/RE —— | 15 | 30 percIsA. | 2 6ra reperfiizié | %
Adaptalt sziv —— | 15 | | | |1+H | | | 30 perc ISA.| 2 gra reperfiizié =
Adaptalt sziv + CDDP ——I 15 | | | |1+]ik || | | | 30 perc ISA.| 2 dra reperfiizio | |
R4
Vad tipus —= | 15 | 30 perc ISA. | 2 ora reperfiizio | ‘E,
Trx. trangénikus — | 15 | 30 perc ISA. | 2 ora reperfiizio | %;

15. dbra A kisérleti terv vazlata: Patkany: Kontroll, Kontroll+CDDP, ISA/RE (30 perc ISA + 2 éra
reperfizio), PK (4 PK + 30perc ISA + 2 éra Reperfiizié), PK+CDDP. Egér: Vad és Trx transgenikus
(30 perc ISA+2 6ra RE).

A Dolgozo egér és patkany sziv preparatum:

Az experimentalis folyamat soran valamennyi allatot a ,,Laboratoriumi Allatok Kisérleti
Felhasznalasara” vonatkoz6 eldirasok szerint tartottuk. Az anesztézidt pentobarbitallal
végeztiik intraperitonedlisan, a kdvetkezé dozisban: egér (25-34 g): (100 mg/ttkg); patkany
(250-300 g): 80 mg/ttkg. Ezzel egyidoben heparint adtunk ugyancsak intraperitonealis

moddon, (500 [U/ttkg) a véralvadas gatlas megakadalyozasa céljabol. A sziveket kimetszve,
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az aorta megkaniildlasat kovetéen meginditottuk a perfiziét Langerndorff mddon. A
kisérlet soran alkalmazott perfiizidés oldat egy moddositott Henseilat—Krebs oldat volt,
NaCl, 4.7 mmol/L KCI, 1.2 mmol/LL MgSQy4, 25 mmol/L NaHCO3;, 10 mmol/L Gliikoz, ¢s
1.7 mmol/L CaCl,). A konstans hémérséklet biztositasa végett az oldatot 37 C°-on
termosztaltuk, egy vizcirkulaciés zart rendszer segitségével (45;46). A miokardium
szamara sziikséges O,-t az oldat atdramoltatdsaval biztositottuk (95 % O, és 5% CO,) a
kisérlet teljes iddtartalma alatt. A perfiizidos nyomas 71 Hgmm (10 kPa) volt patkdnysziv
esetében, mig az egereknél 35 Hgmm (5 kPa). A 10 perces retrograd aramlasi modban, a
sziveket megkaniilaltuk a bal tiidévénakon keresztiil, majd perfuzids részt elzarva
meginditottuk az ortograd dramlast, amelynek sordn a Krebs oldat a kaniilalt bal pitvarba
keriil, majd onnan a bal kamriba, ahonnan spontan ejekcioval egy 10 kPa-al szembeni
»afterload”-dal a tiidorészbe jut. Az aramlési rendszeriinkben alkalmazott nyomas, amit
preloaddal és afterloaddal jellemziink a kovetkezd volt: Patkany- preload: 17 Hgmm (1,2
kPa) , afterload: 71 Hgmm, (10 kPa); Egér: preload: 10 Hgmm (0,7 kPa), afterload: 35
Hgmm (5 kPa). Kisérleteinkben az aldbbi szivfunkciokat mértiik: bal-kamrai kifejlodd
nyomds (LVDP), bal-kamrai végdiasztolés nyomas (LVEDP), szivfrekvencia (SZF), aorta
flow (AF), korondaria atdramlas (KF), perctérfogat (PT), kardialis kontraktilitas (KK-dp/dt).
Az alapértékek mérése utan 30 perc global iszkémiat indukéltunk, majd 2 6ra repefiziot
alkalmaztunk. A miokardidlis funkciok mérését a reperfuzié 15., 30., 60., és 120.,

perceiben végeztiik.

A szivfunkciok:

A kardialis paraméterek esetén a bal-kamrai kifejlédé nyomadst (a maximalis és minimalis
szisztolés nyomads kiillonbsége), a bal-kamrai végdiasztolés nyomadst, a szivfrekvenciat, a
koronaria dramlast (idéegység alatt a szivrdl lecsopogd Krebs oldat mennyisége), az aorta
kiaramlast (flowméter), a sziv kontraktilis erejének id6 szerinti derivaltjat (dp/dt) mértiik
(45;46). Az LVDP, LVEDP, SZF, dp/dt értékeit Gould p23XL transzducer (Gould
Instrument System Inc., Valley View, OH) segitségével detektaltuk és a jelek
felerdsitésére, pedig Gould 6600 szignal erdsitét (Gould Instrument System Inc., Valley
View, OH) alkalmaztunk. A paraméterek monitorozasat Cordat II real-time softwear

(Triton technologies, San Diego, CA) segitségével végeztiik.
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Infarktusos teriilet meghatarozasa:

A perfuzio végén a sziveket 10% TTC (triphenyl tetrazolium) oldattal injektaltuk at 20
percig infarktusos teriilet meghatarozasa. A bal kamrat eltavolitottuk és 1 mm vastagsagu
harant metszeteket készitettlink, és azokat szkenneltiik, majd egy specialis softwear (Scion
Image) segitségével értékeltiik (47;48). Az infarktusos teriilet fehérré valt, mig az ¢ép
miokardidlis szovet piros maradt. Az értékelésnél mértilk a metszetek sulyat, illetve az
elhalt és az intakt sziv teriilet nagysagat, majd ezek Osszegzésével megkaptuk a teljes elhalt

¢s ép miokardium nagysagat.

Northern blot analizis:

Az RNS izolalasat Hattori altal leirt modon hajtottuk végre (49). Az elektroforézist, a
blottolasi technika 1épéseit, valamint a hibridizaciot, a kisérleti terv szerint végeztiik.
Feltoltd standardként GADPH mRNS-ét alkalmaztuk, a blottot szkenneltiik, majd Trx1
aranyat viszonyitottuk GADPH mRNS-hez (49). A képet ez kovetden vizualizaltuk, majd

analizaltuk NIH Image analizis softwearrel.

A malonaldehyd mérése az oxidativ karosodas mértékének megallapitasara:

Az oxidativ karosodas mértékét a malonaldehyd (MDA) illetve az MDA-DNPH szarmazék

crer

Az apoptotikus sejtek detektalasa TUNEL modszerrel:

Az apoptotikus sejtek immunhisztokémiai detektaldsat TUNEL modszerrel végeztiik
(45;48). A metszeteket a festés soran inkubdltuk monoklonélis egérben termeltetett
antitesttel, amely a szivizom nehéz myosin lanc felismerésével és ahhoz kotddésével
alkalmas az apoptdtikus sejtek detektalasara. A fluoreszcens festéssel nyert metszetek
értékelését laser konfokalis mikroszkop alatt végeztiik. Az apoptétikus sejtek szamat a

teljes kardiomyocita sejtszdmhoz viszonyitottuk és %-ban formaban fejeztiik ki.

Statisztikai analizis:

A miokardialis funkciok értékeit, az MDA koncentraciot, az infarktusos teriilet nagysagat
atlagoltuk és a szordssal jellemeztiik. A statisztikai analizist egy mintas variancia analizis
¢s Scheffé-féle csoportos dsszehasonlitod tesztel végeztiik a csoportok kozotti szignifikans
kiilonbségek megallapitasara. Az eltérések melyek szignifikansnak mutatkoztak, standard

Student t-test tesztel nyertek megerdsitést.
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EREDMENYEK II.

Patkany sziveken végzett kisérletek:

Kisérleteinkben el0szor az iszkémia/reperfuzid hatasat vizsgaltuk a Trx ,,overexpresszid”-
val Osszefliggésben. Northern blot analizis megerdsitette azt a tényt, hogy a Trx jelen van
az ¢ép szivszovetben. Elképzeléseinket igazoltdk eredményeink, hogy a CDDP blokkolta a
Trx expressziot. Ugyancsak megfigyelhetd volt az, hogy az iszkémia/reperfuzidé hasonlo
hatast eredményezett a Trx expresszidjat illetéen. Az oxidativ stressz okozta karosodasok

mérseklddése volt megfigyelhetd akkor, ha a szivet perkondicionaltuk.

70 - [ Kontroll
3 cDDP
60 - B 1szkémia/Reperfiizi6 %
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16. abra Az iszkémi/reperfiizié valamint a prekondicié hatasa human Trx expresszdjara. Northern blot
analizissel kapott blottot szkenneltiik majd denztitometrids vizsgalatnak vettiik ala ,,housekeeping”p
aktin gén alkalmazasaval. Az oszlopdiagram a Kkisérleti csoportok szamtani atlagat és szoérasat
mutatjak. *p< 0.05 vs. Kontroll, 1p<0.05 vs. Adaptalt.

A Trx hatasa az iszkémiat kovetoen kardialis funkciokra:

A posztiszkémias funkciokat vizsgalva nem tapasztaltunk lényeges valtozast, amikor a
sziveket 2 6ra 45 percig perfundaltuk. Ugyancsak nem figyeltiink meg szignifikans eltérést
abban az esetben, ha 15 perces eldkezelést végeztiink CDDP-vel. Az elképzeléseinknek
megfelelden a miokardidlis funkciok az iszkémiat kovetd 60 percben jelentds gyengiilést
mutattak, mely megfigyelhetd volt egészen a reperfiizié végéig. Erdekes modon a CDDP-

vel torténd eldperfuzido szintén rosszabboddst eredményezett a reperfizido soran. A
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prekondiciondlt szivekben a posztiszkémias funkciok javuldst mutattak az iszkémia-
reperfizid altal eldidézett miokardidlis kdrosodasokkal szemben. A kardidlis véddhatassal
biré prekondicid eldnyds tulajdonsagait a CDDP-vel torténd eldkezelés teljes mértékben

megszuntette.

Az iszkémids adaptdcio és a Trx gatlds hatasa a myokardialis kontrantilis funkciokra izolalt dolgozo patkanyszivhen.

Csoportok Alapértékek | Reperfzid (60 perc) Reperfizid (120 perc)
Kontroll

Szivirekvencia (iités/perc) 31595 30114 32+83
Koronaria ,flow” (ml/perc) 74+1,1 26,1 1,0 2555+08
Aorta ,flow” (ml/perc) 52£2,) 45731 42,04,
B.K. ,D” nyomés (Hgmm) 112454 107478 10368
Inhibitor

Szivirekvencia 318+ 10 30948 112
Koronaria ,flow” 26,7£1,2 214309 n2:14
Aorta ,flow” 505+2,0 438:18 04215
B.K. ,D” nyomds 114£11,0 106+ 12,2 9978
Iszkémia/ Reperfiizié

Szivfrekvencia L VEY] 301£8 29548
Korondria ,flow” 2%65+14 20£1,6% 192£15*
Aorta ,flow” 493£1,2 28,7+2,0% ANEIN
B.K. ,)” nyomés 11264 6539* 57+4,2*

Inhibitor+ Iszkémia/ Reperfizio

Szivirekvencia 30811 2959 288+7
Koronaria ,,flow” 7,1£09 192+18* 17312
Aorta ,flow” 51,5+1,7 05421 196£1,1%
B.K.,D” nyoms 11075 59+ 54" 52+43*
Adaptdlt

Suivfrekvencia 310£12 30247 3005
Koronaria ,flow” 20,017 08+09% 21,0£15%
Aorta flow” 50,018 3B6£16° 303+15*
B.K. ,D” nyomis 105+74 §7452* 82465
Inhibitor+ Adaptécid

Szivirekvencia 313£6,7 300+88 29257
Koronaria ,,flow” 2742 20521 18,5+ 1,6%
Aorta ,flow” 51,7+18 7218 2,1 +08%
B.K. ,D” nyomas 11275 T1£57% 05+4,9%

Atlag + szords, n=6,* P <005 a kontroll értékekhez viszonyitva, A bal kamrai kifejl6d6 nyomas (B. K. ,D”)
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A Trx hatasa a miokardialis infarktusos teriilet nagysagara valamint az apoptotikus
sejtek szamara:

A miokardidlis szovetelhalasok két nagyon fontos tényezére vezetheték vissza: 1.
apoptézis, 2. nekrozis. Kisérleteinkben CDDP hatésat vizsgaltuk a miokardialis infarktusos
teriilet nagysagdra vonatkozoéan (17. ébra). A CDDP kezelés nem mutatott jelentds
valtozast a sziv funkcidkra, viszont csekély mértékli apoptdtikus sejtelhalast okozott, €s
nem szignifikdns mdédon ndvelte az infarktusos teriilet nagysagat is. A prekondicionalt
sziveknél azt tapasztaltuk, hogy az elhaldssal kiterjedt teriilet valamint az apoptdtikus
sejtek szdma szignifikans csokkenést mutatott. A védOmechanizmus teljes mértékben

gatolhat6 volt azokban a szivekben melyek kordbban CDDP-vel val6 kezelést kaptak.
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17. abra Az iszkémia/reperfuzié valamint az iszkémias prekondicié hatasanak vizsgalata Tunel
modszerrel az valamint TTC festéssel. Az eredményeket szamtani atlag és szoras formajaban adtuk

meg. n=6 *p< 0.05 vs. Kontroll, +p<0.05 vs. ISA/RE.
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A Trx hatasa az iszkémia indukalta oxidativ karosodasra:

A kisérleteink sordn az oxidativ stressz mértékét HPLC-vel torténd MDA tartalom
mérésével hataroztuk meg. Az MDA tartalom jelentds emelkedést mutatott az Osszes
kisérleti csoport vizsgalata soran, els6sorban a reperfuziés idotartam kezdetén, majd ez a
novekedés késObb mérseklédott. A CDDP kezelés hasonld tendencidt mutatott aerob
moddon perfundalt szivekben is. Ez a hasonlosdg megfigyelhetd volt a masik CDDP-vel
elékezelt csoportban, ahol iszkémidt alkalmaztunk, de az MDA tartalomban észlehetd
valtozds nem volt szignifikdns mértékli. Az adapticios kisérlet eredménye viszont
tényleges MDA tartalom csokkenést mutatott szamunkra, és ezt a mérséklédést a CDDP

alkalmazasa megsziintette.
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18. abra Az iszkémia/reperfiizié és az PK hatdsa a koronaria flow MDA tartalmara, mely markerként
szolgal az oxidativ stressz fokidnak megaillapitisira. Az eredményeket szimtani atlag és széras
formajaban adtuk meg (n=6). *p<0.05 vs. Kontroll, 1p<0.05 vs. ISA/RE, £p<0.05 vs. Adaptalt.

Egérkisérletek:

Az RNS blot analizis egyértelmiien mutatja, hogy a Trx expresszidja magas az
agyszovetben, a szivben, a tiidében, a vdzizomzatban, a l1épben, a nyelvben, ugyanakkor
kevésbe intenziv mértékben volt kimutathatd a vesében és a majban. A kisérlet eredményei
azt mutatjak, hogy két kiilonb6z6 bazis nagysagu Trx mRNS-t nyertiink a transzgén egerek

szivébol. Az egyik 1,1 Kb, a masik 0,75 Kb nagysagu volt. Az 1,1 Kb-nyi Trx mRNS a
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varakozasaink ellenére hosszabb volt, ami az emberi B-aktin—hTrx1 transzgenikus egérbol
szarmazott. A hibridizacid soran a keresztkotések nem voltak szdmottevoek az egér és a
human Trx proba kozott. Western blot analizis sordn sikeriilt kimutatnunk a hTrx protein
jelenlétét a transzgenikus egerekbdl szarmazoé szdvetekbodl. Egy 12 kDa nagysagu protein
sikeriilt detektalnunk, melyhez a human Trx ellen termelt antitest nagy affinitast mutatott.
A sajat egér Trx gén altal expresszalt protein detetektalasat is megprobaltuk, amihez

nagyobb antitest inkubécids peridodusra volt sziikséges.
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19. abra A., A human B-aktin hTrx1 transzgén struktiriaja. A CAP és IVS1 helyek mutatjak a
traszkripciés kezdd helyet és a kozbiilsé szekvencidit a human p-aktin génnek. A Kpnl és Sall altal
emésztett vektorialis szekvenciat izoldlva tortént meg a transzgén egerek létrehozasa. B., A
transzgenikus egerek RNS blot analizise soran 35 pg transzgenikus és vad tipusu egérszivbdl izolalt
total RNS-t vizsgalata tortént meg gélelektroforézissel. C., Western blot vizsgalat soran 25 pg
mennyiségii proteint analizaltunk transzgenikus és vad tipusu egérszivekbol.

A miokardialis funkciok:

A vezetési zavarok és kamrafibrillacié gyakori el6fordulasa miatt 2 vad €s 2 transzgenikus
szivet a tovabbi statisztikai analizisbdl kizartuk. A bal-kamrai ,,develop” nyomas a
reperfuzids alatt csokkenést mutatott a kontroll értékekhez képest (20/A &bra). A Trx
egerek viszont erre a szivfunkcidés paraméterre vonatkozolag szignifikansan magasabb
értékeket mutattak a kontroll szivekhez képest. A kardialis kontraktilitds esetében (dp/dt)
hasonl6 tendencia volt megfigyelhetd (20/C abra). Az aorta flow-t hasonl6 valtozas kisérte
a reperfuzié soran, de itt az értékek kozotti kiilonbségek szignifikans mértékiiek voltak

(20/B ébra).
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20. abra A posztiszkémias Trx transzgenikus és vad tipusu egerek bal kamrai funkciéi 30 perc global
iszkémiat kovetoen és 2 ora reperfuzio soran. Koronaria Flow (A) , Aorta Flow (B) és a
Szivkontraktilitas (C) paramétereit a szamtani altaggal és szorassal jellemeztiik (n=6). *p<0.05 vs. Vad
tipussal szemben.
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21. ébra A posztiszkémias Trx transzgenikus és vad tipusu egerek bal kamrai funkcioi 30 perc global
iszkémiat kovetéen és 2 ora reperfizié soran. A bal kamrai ,,develop nyomas” (A), a bal kamrai
végdiasztolés nyomas (B), és a perctérfogat (C) paramétereit a szamtani atlaggal és szorassal
jellemeztiik (n=6). *p<0.05 vs. Vad tipussal szemben.
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A bal kamrai végdiasztolés nyomas a Trx transzgenikus csoportnal kisebb volt az
Osszefliggd vad tipus értékeihez viszonyitva, és ez statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult
a ,reflow” 120. percében (21/A). A bal kamrai kifejlédé nyomas az iszkémiat kdvetden
csokkenést mutatott mindkét kisérleti csoportban, viszont a transzgenikus egerek
paraméterei a vad tipushoz képest szignifikansan nagyobbak voltak a teljes reperfizios
id6tartam alatt (21/B). A perctérfogat (AF+KF) mérésekor azonos tendencia volt
megfigyelheté a LVEDP-hez képest (21/C).

A miokardialis infarktusos teriilet:

Az infarktusos teriilet meghatarozasa céljabol mértiikk az elhalt és az ép miokardidlis
teriiletet harant iranyban vagott metszeteken. Az infarktusos teriilet nagysadgat %-os
moddon fejeztiik ki a teljes szivteriilethez képest. A elhalt miokardiélis teriilet nagysaga,
amelyek a transzgenikus egerekbdl (15.90 + 0.29%) szarmaztak, kisebb volt a vad
tipushoz (37.11 + 0.18%) képest. A két csoport esetén az infarktusos teriilet nagysagéra

vonatkoz6 kiilonbség szignifikans volt (*p< 0.05).
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22. abra Az iszkémia/reperfuzié hatasa az infarktusos teriilet nagysagara. A 30 perces iszkémia és 2
oras ,,reflow” utan a vad és transzgenikus egerek ép szivszovetei 10 %-s TTC oldattal festédtek. Az
infarktusos teriilet nagysagat a ,,risk” zénahoz viszonyitva %-s formaban szamoltuk (n=6). *p<0.05 vs.
Vad tipus.

30



III. STATSA és STAT6 szignaltranszdukcios molekulak szerepe az

iszkémia-prekondicioban

Az iszkémias prekondicid (PK) jelentdségével és molekularis folyamataival egyre tobb
tudomanyos kozlemény foglalkozik az utdbbi idékben. Mechanizmusanak pontos
megismerése fontos eszkdz lehet a szivsebészeti beavatkozasokban a hosszabb iszkémias
periodus okozta miokardialis karosodasok elleni tolerancia kiépitésében. Az PK azt jelenti,
hogy rovid ideig tartd iszkémias allapotok €s azokat kovetd reperfuzio védelmet nyujt a
szivszovetnek a késobb kivaltott hosszabb iszkémids inzultussal szemben. Az PK
folyamata két szakaszra bonthat6: 1. A korai szakasz: rovid ideig tarto iszkémias allapotot
kovetden 1-2 ordig marad fenn. Hatterében feltehetéen a NO valamint a szabad gyokok
illetve az adenozin okozta molekularis és szignaltranszdukcios folyamatok indukalasa all .
A szakaszra jellemz6 a mitokondrialis Ka1p csatorna aktivacidja, mely a membranpontecial
emelésével gatolja a sejtmembranon keresztiil torténé Ca®" bearamlast, megakadalyozva az
[Ca®"); szint emelkedését. A NO szabadgyokkel szembeni elényds védekezé hatasa mellett
megorzésével  biztosit tovabbi védelmet az iszkémia indukélta karositdo hatdsokkal
szemben (trombocyta aggregacio gatlasa, a leukocitdk ,,homing”-ra kifejtett negativ hatas).
A JanusK-STAT proteinek indukalta szignaltranszdukcids folyamatoknak is fontos szerepe
lehet az oxidativ stressz kivaltotta apoptdzis szabalyozasaban az altal, hogy a bcl-2 gén
folyamatat (78). 2. KésOi fazis: hatdsa egészen 24-72 O6rdig érvényesiil, elsdsorban
génexpresszids szinten nyljt védelmet a miokardium szamara. Hatterében bizonyos
antioxidans enzimek génexpresszidjanak aktivalodasa all, els6sorban a Janus kinaz
aktivaciojaval (92). Ez utobbi a szignal transzduktor és transzkripcids aktivator nevi faktor
(STAT) révén bizonyos protektiv gének szabalyozasat és kifejez0dését inditja el (77). A
késdi prekondicid folyamataban természetesen szamos egyéb faktor is részt vesz (NF-k[3,
MAPK), amelyek koziil az elébbi miikodésének fokozodéasa figyelhetd meg az
endothelidlis NO produkcié indukélta PKC aktivacié kovetkeztében. A PKC altal
kozvetitett tovabbi transzdukcid sordn a MAPK is miikddésbe 1ép, mely a STAT proteinek
serin-oldallancainak foszforilacidjaval lehetové teszi a kettdsen foszforilalt STAT (STAT-
szabalyozasat (73;91). A korabbi publikaciok mar felvetették annak lehetdsét, hogy egyéb

STAT proteinek is szerepet jatszhatnak az iszkémids prekondicié folyamataban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK I11.

A STATSA és STATOG egerek létrehozasa:
A ,knock out’egerekben, a STATSA és STAT6 gén teljes hianya volt detektalhatd, s az

egereket a Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) biztositotta szdmunkra. Western blot
analizis megerdsitette ezeknek a proteineknek a hidnyat azokbdl a szivekbdl, melyek KO
egerekbdl szarmaztak. Az KO egerekhez tartozé vad tipust éllatok genetikai vonalait
(B6129SF2/J101045-STATSA ¢és BALB/cJ000651-STAT6) szintén a fent emlitett

forgalmazo biztositotta.

Kisérleti protokol:

Kontroll — 3 6ra 45 perc perfiizi6 KHB oldattal |\ E

ISA/RE— 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié g

PK» —| 15 perc ,,]*K *| 30 perc ISA. 2 6ra reperfiizié E-

Tryphostin ——| 15 perc ,,I*K *| 30 perc ISA. 2 6ra reperfiizié > Eo

o

pPI — | 15 perc ,,I*K *| 30 perc ISA. 2 6ra reperfiizié %

Ly294002 ——| 15 perc ,,]*K | 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié ) .E
Stat-5a vad ISA/RE — | 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfiizié

Stat-5a ,KO” ISA/RE—| 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié X

Stat-5a vad ,PK” —| 15 perc ,,]*K *| 30 perc ISA. 2 6ra reperfiizié \gn

Stat-5a ,KO” ,PK” —| 15 perc ,,I*K *| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié *é

Stat-6 vad ISA/RE — | 75 perc KHB| 30 perc ISA. | 2 6ra reperfiizié | :;0

Stat-6 ,KO” ISA/RE _, | 75 perc KHB| 30 perc ISA. | 2 6ra reperfizio | %

Stat-6 vad ,,PK” — | 15 perc | |,I,lﬂ<H’ 30 perc ISA. | 2 6ra reperfiizié | .

Stat-6 ,KO” ,ISA/RE” — | 15 perc | |,I,lﬂ<H’ 30 perc ISA. | 2 6ra reperfizié |

23. abra. Kisérleti terv

A kisérleteink alatt két modellrendszert hasznaltunk. 1. Izolalt dolgozé patkanysziv
perfuzidés rendszert, melynek sordn a sziveket iszkémia/repefuzionak illetve
prekondicionalasnak vetettlink ald. 2. 1zolalt dolgozo egérsziv metodikat, melyet STATSA
¢s STAT6 genetikailag manipulalt egerek esetében alkalmaztunk. A patkanyszivekkel (him
Sprague-Dawley) torténd kisérletek soran az allatokat 3 csoportra osztottuk. Az elsd

csoportndl normal perfuziot alkalmaztunk 3 ora 45 percig. A masodik kisérleti csoportban
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30 perc iszkémiat és 2 ora reperfuzidt alkalmaztunk. A harmadik csoportban a sziveket
prekondicionaltuk a kdvetkezd modon: 4 ciklust 5 perc rovid iszkémia és az azt kovetd 10
perces reperfuzid utjan, melyet 30 perc global iszkémia és 2 oOra repefiizid kovetett. A
prekondicionalas folyaman a sziveknél a kdvetkez6 kezeléseket alkalmaztuk: 1. tyrphostin
AG 490, (inhibitor JAK 2 -re); 2. 4-amino-5-(4-methylphenyl)-7-(¢-butyl)-pyrazolo-3, 4-D-
pyrimidine (PPI); (Src kindz inhibitor) 3. LY-294002 (phosphatidylinositol PI-3 kinaz
inhibitor). Az inhibitorokkal 15 percig perfundéltuk a sziveket retrogrdd médon majd ezt
kovetden 30 perc global iszkémidnak és 2 ora reperfuzionak vetettiik ala azokat. A ,.knock
out” egerekkel torténd kisérleteinkben a kovetkezd protokolnak megfelelden jartunk el: 30
perc global iszkémiat kovetéen 2 ora reperfuzidt alkalmaztunk. A szivek izolalasat,

perfuzidjat és a mért paramétereket egy korabbi fejezetben ismertettiik.

Infarktusos teriilet meghatarozasa:

Az infarktusos teriilet modszerét és meghatarozasat részleteiben ismertettiik.

Westren blot analizis:

A bal kamrabodl szarmazo6 szoveteket homogenizaltuk (mM-ban): 25 Tris HCI, 25 NaCl, 1
orthovanadat, 10 NaF, 10 pyrophosphat, 10 okadaik sav, 0.5 EGTA, ¢és 1 PMSF
jelenlétében. Minden egyes szivbdl 100 pg protein homogendtumot inkubdltunk 1pg
antisttestel 1 6ran keresztiil 4 C°-on mely, STAT6 illetve STATSA ellen lett termeltetve
(Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, USA). Ezt kovetden a keletkezett
immunkomplexet kicsapattuk A-sepharose protein segitségével, majd a keletkezett
terméket elektroforizaltuk SDS-PAGE gélen. Az igy elvalasztott proteineket
immobilizaltuk egy polivinil-difluorid membrénon, amit blottoltunk phosphotyrozin
antitestel, a STATS5A as STAT6 proteinek foszforilacidos fokanak ellenérzése végett.
Keletkezett terméket ezutan lathatova tettiik egy képalkotd modszer segitségével, az igy
1étrejott protein savokat, majd intenzitadsuk szerint jellemeztiik egy NIH nevii program

hasznalataval.

TUNEL modszer:

A moddszer ismertetését a 27. oldalon megtettiik.
Statisztikai analizis:

A funkciondlis paraméterek, apoptotikus sejtek, valamint az infarktusos teriiletet, mint

szamszerl atlagot és szorast fejeztiink ki. Az adatok statisztikai elemzése esetében egy-
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mintds variancia analizist alkalmaztuk a csoportok kozotti kiillonbségek megéllapitasara.
Az igy nyert eltérések analizisét Student t-teszt hasznalataval valositottuk meg. Az

eredményeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha *p érték kisebb volt, mint 0,05.
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EREDMENYEK III.

Az izolalt patkanysziv kisérlet:

Western blot analizis bizonyitotta szamunkra, hogy a STATS5SA ¢és STAT6 erdsen
foszforilaloédott a prekondicionélds soran (24. abra). Tyrphostin vagy PPI-nek nem volt
hatdsa mindkét proteinforma vad tipust foszforilacidjanak gatlasara, viszont nem teljes
mértékben hatidsosak voltak STATSA foszforilacios allapotdnak negativ irdnyba torténd
befolyasolasaraA PPI sikeresen blokkolta a STATSA foszforilacidjat, bizonyitva, az src
szerepét a STATSA foszforilacidban, viszont nem volt ilyen jellegli hatasa megfigyelhet6 a
STAT6-ra. A tyrphostin rendelkezett mindkét proteinformara vonatkozé blokkol6 hatassal,

alatamasztva a JAK?2 szerepét a foszforilacios kaszkadban.
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24. dbra A tyrphostin és a PPI hatasa iszkémias ,,PK” medialta STAT5A foszforilaciora. A citoszolikus
frakcié6 Western blot analizise azt mutatja, hogy a STATSA foszforilalédik. A diagram a foszforilacié
intenzitasat szemlélteti (n=6). *p<0.05 vs. Kontroll; 1p<0.05 vs. Alapallapot.
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25. édbra A tyrphostin és a PPI hatdsa iszkémias ,,PK” medialta STAT6 foszforilaciora. A citoszélikus
frakcié Western blot analizise azt mutatja, hogy a STAT6 foszforilalodik. A diagram a foszforilacio
intenzitasat szemlélteti (n=6). *p<0.05 vs. Kontroll; 1p<0.05 vs. Alapallapot.
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A STATSA és STAT6 foszforilacio gatlasanak hatiasa a miokardialis infarktusos

teriiletre és a kardiomyocita apoptozisra:

A nekrézis €és az apoptdzis két fontos komponense a miokardialis infarktus 1étrejottének,
ezért vizsgaltuk a tyrphostin és a PPI hatdsat kisérleti modelliinkben. A vartnak
megfelelden az iszkémia utdn az infarktusos zona nagysaga illetve az apototikus sejtek
szama novekedett, viszont azok szignifikdns mértékben csokkentek iszkémids
prekondicioban. Az alkalmazott foszforildz inhibitorok, amelyek nem rendelkeznek
semmiféle hatdssal a szivre, az iszkémids prekondicido elényds hatasait meggatoltak,
rdmutatva arra, hogy prekondicidé sordn egy Osszetett, bonyolult szignaltranszdukcios
kaszkad rendszer aktivalodik. Kisérleteinkben meghataroztuk a PI-3 és Akt molekulak
szerepét az Un. ,,downstream” szigndlkaszkadban. Az LY-294002 a PI-3 kindz gatlasaval
teljesen megsziintette a prekondicié eldnyds hatasat, utalva a PI-3-Akt fontossagara a
prekondici6 indukalta miokardidlis strukturdk és fiziologiai miikodés megdrzésében, ami a

STAT molekulak szerepével fiigg Ossze.
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26. abra Az infarktusos teriilet nagysiagianak valtozasa a kontroll, iszkémia/reperfundalt, és a
prekondicionalt szivekben. A prekondicionalds hatasara az infarktusos zona nagysiga mintegy felére
csokkent az iszkémia/reperfizié indukalta miokardidlis infarktusos teriillethez képest (n=6). *p<0.05
vs. Kontroll; +p<0.0S vs. PK.
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27. abra Az infarktusos teriilet nagysagianak valtozisa a kontroll, és a prekondicionalt szivekben
tyrphostin, PPI-1 valamint LY 294002-t torténo kezelés hatasira. (n=6). A foszforilaz inhibitorok
hatasara az infarktusos zéna nétt. *p<0.05 vs. Kontroll; +p<0.05 vs. PK.
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28. dbra Az apoptdtikus kardiomyocyta szaimanak valtozasa a kontroll, az iszkémia/reperfundalt, és a

prekondicionalt szivben. A prekondicié soran kardiomyocitak szaima mintegy 75%-kal csokkent az

iszkémia/reperfuzié indukalta apoptétikus folyamathoz képest (n=6). *p<0.05 vs. Kontroll; +p<0.05 vs.
PK”

bA .
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29. abra Az apoptétikus kardiomyocita szam alakuldsa a kontroll, és a prekondicionalt szivekben
tyrphostin, PPI-1 valamint LY 294002-t torténé kezelés hatasara. (n=6). A foszforilaz inhibitorokkal
torténé elokezelés megnovelte az apoptotikus sejtek szamat. *p<0.05 vs. Kontroll; +p<0.05 vs. ,,PK”.

Az izolalt egérsziv kisérletek:

Western blot vizsgalat igazolta a STATSA és STAT6 protein teljes hidnyat mindkét KO
allatvonalbdl szarmazd kardialis szovetbol. Az infarktusos teriiletet és az apoptozist
vizsgalva a STATS5A KO egerekben a miokardidlis infarktusos teriilet nagysaga és az
apoptotikus  sejtek szama emelkedett a prekondiciondlt szdvetekben a vad tipusu

egyedekhez viszonyitva.

Olszkémia/reperfizié OPrekondicié

Infarktusos teriilet/ ,,risk’ tertilet
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30. abra A prekondicié hatisa az infarktusos teriilet nagysigara STATSA vad tipusu és KO egér
szivekben. Az infarktusos zona a vad tipusi miokardium transzverzalis metszetében a prekondicié
kovetkezményeként csokkent, ami nem volt megfigyelhet6 a KO egerekben (n=6). *p<0.05 vs.
Iszkémia/Reperfuzionalt sziv.
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31. abra A prekondicié hatasa az infarktusos teriilet nagysagara valamint a kardiomyocita apotoézisra,
STATSA vad tipus és KO egér szivekben. Az apototikus sejtek szama a vad tipusi miokardium
transzverzalis metszetében a prekondicié kovetkezményeként csokkent, ami nem volt megfigyelhet6 a
KO egerekben (n=6). *p<0.05 vs. Iszkémia/Reperfuzionalt sziv.

A prekondicionalt STAT6 KO iszkémia/reperfundalt egér szivekben csokkent infarktusos
teriiletet és apoptdtikus sejt szamot kaptunk a STAT KO egérszivekkel dsszehasonlitva

mely, a vad tipusu egérszivekhez viszonyitva nagyobb volt.
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32. abra A prekondicio hatasa az infarktusos teriillet nagysagara STAT6 vad tipusa és KO
egérszivekben. Az infarktusos teriilet a vad és a KO tipusii miokardium transzverzalis metszetében a
prekondicié kovetkezményeként csokkent az iszkémia/”reflow”-on atesett miokardiumhoz képest
(n=6). *p<0.05 vs. Iszkémia/Reperfundalt sziv.
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33. abra A prekondicié hatasa a kardiomyocita apotozisra, STAT6 vad tipus és KO egérszivekben. Az
apotdtikus sejtek szama a vad és a KO tipusii miokardium transzverzailis metszetében a prekondicié
kovetkezményeként csokkent az iszkémia/”reflow”-on atesett miokardiumhoz képest (n=6). *p<0.05 vs.
Iszkémia/Reperfundalt sziv

A szivfunkciok:

A szivfunkciok vizsgalatakor a STATSA vad tipusu egerekben melyek korabban iszkémias
prekondiciénak voltak alavetve, a kardidlis paraméterekben javulast mutattak az
1szkémia/reperfundalt csoporthoz képest. Ugyanez a hatas nem volt azonban megfigyelhetd
a STATS5A KO egerekben, még prekondici6 alkalmazasakor sem. A STAT6 csoporttal
végrehajtott izolalt egérszives kisérletek soran, a prekondici6 elényOs hatdsai hiien

tiikkrozédtek a vizsgalt paraméterekben, mind a vad illetve a KO szivek esetében.
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IV. Mitokondrialis gének (COXB III, ATPS6) és a Hemoxigenaz-1 (HO-

I) szerepe a ventrikularis arrhythmiakkal szemben.

A szivbetegségek, és a szivsebészeti beavatkozasok alkalmaval a szivizom iszkémias
inzultusnak van kitéve. A reperfuzid eldidézte karosodasok kovetkezményeként kamrai
arrhythmiak johetnek 1étre, melynek eredményeként a sziv teljesitménye romlik. Az emlds
sejtek, szovetek, szervek érzékenyen reagilnak a csokkent oxigén ellatdsra, és
fiziologiailag fontos gének proteinek, enzimek expresszidjaval valaszolnak. A
hemoxigenaz (HO) jelentdségét az iszkémias miokardium karosodasai elleni
védémechanizmusokban mar tobb kutatd felvetette (96;97). Az enzim miikodés alkalmaval
oxigén ¢és NADPH jelenlétében felhasitja a hem porfiringytirtijének a-metin hidjat, amely
igy nyiltlanct biliverdinné alakul, s ekdzben felszabadul a vas, valamint equimolaris
mennyiségli szénmonoxid (CO) keletkezik (2;106). A porfiringyliriibdl felszabadulo vas
prooxidéans tulajdonsagl, mig ezzel ellentétben a keletkezd biliverdin, illetve redukalt
formdja a bilirubin hatékony antioxidans molekula (107;108). Egyre tobb bizonyiték van
arra is, hogy a folyamat harmadik terméke a CO fiziologiai jelatvivd molekulaként
funkcionalhat illetve, hogy képes a guanil-ciklaz aktivalasara, ezaltal a cellularis cGMP
szint szabalyozasara (3). Az I-es és Il-es tipusu diabetes pathomechanizmusa egyarant
szoros kapcsolatban van a kardiovaszkuldris komplikdciok kialakuldsaval, mint pl.
korondria artéria sziikiilet 1étrejottével valamint a diabetikus cardiomiopatia kifejlddésével
(4;5). A posztmiokardialis infarktus progndzisa szintén rosszabb diabéteszes betegekben,
akiknél magasabb az el6fordulasa a szivelégtelenségnek és a hirtelen szivhaldlnak. A
diabéteszes miokardiumban, molekularis szinten, a sarcolemmadlis ion transzport
kiilsnboz6 rendellenességei figyelheték meg, tobbek kozott a Na™-H' és a Na'-Ca**
cserefolyamatok miikddési zavara, valamint a Ca®" és Na™-K~ ATPaz-ok miikodésének
kiilonboz6 foku gatlasa (6). A sarcoplazmatikus retikulum funkcioja is karosodottnak tlinik
a diabéteszes miokardiumban, mely csokkent ATP szintézisen és elektron transzfer lanc
aktivitason keresztiil csokkent ATP fliggé Ca”" transzportban és Ca”" szabalyozta ATPaz
aktivitdsban nyilvanul meg. Ebbdl eredden bizonyos mitokondridlis gének [pl. citokrém
oxidaz B III alegység (COXBIII), és az ATPaz 6 alegység (ATPS6)] expresszidja hatdssal
lehet kiilonb6zo ioncsatorndk és ionpumpak mitkddésére, igy kdzponti szerepet jatszhat az
arrhythmogenesisben, a szivfunkciok zavardban az iszkémias/reperfundalt szovetben (8).
Kozismert tény az, hogy az arrhythmidk kialakuldséért tobbek kozott az ionhdztartas

felborulésa, a rendellenes ionmozgasok a feleldsek.
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Anyagok és modszerek IV.

Izolalt ,,dolgozé-patkanysziv” és ,,dolgozo-egérsziv”’ preparatum:
A dolgozd egér és patkany szivpreparatum leirdsa megegyezik ez eldzd fejezetben

leirtakkal.

Diabétesz kivaltasa:
A diabéteszt streptozotocin (55 mg/kg) intravénas injekcidjaval indukaltuk. A nem

diabéteszes azonos kort kontrol allatok azonos térfogatu vivéanyagot kaptak.

Teljes RNS izolalas és Northern-blot analizis:

BRL, Germany) torténd homogenizacidval, guanidium thiocianat modszerrel végeztiik. Az
RNS pelletet oldottuk 100 ul dietil-pirokarbonat vizes oldataban, s a koncentracidkat a 260
nm-en ultraibolya spektroszkopiaval mértiik.

A Northern blot hibridizaciét és az RNS izolalasat Chomczynski €s Sacchi modszere
szerint végeztik. A bal kamrabol preparalt RNS-bol 5 pg totdl RNS-t horizontalis
elektroforézisnek vetettiink ald formaldehid tartalma 1% agar6z-géleken ¢€s transzferaltuk
pozitiv toltésti nylon membranra (GeneScreen Plus). Vakuumban 2 6ran at 80 °C-ra torténd
melegités utan hibridizaciét hajtottunk végre **P-vel jelolve. Az autoradiografia és az
automata radiometrids vizsgalat utan kontrollként gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

ismételt hibridizaciot hajtottunk végre.

Western-blot analizis:

A mintakat homogenizaltuk Tris-HCI (13.2 mM/1), glicerin (5.5 %), SDS (0.44 %) és B-
merkaptoetanol elegyében. Az oldhatd proteinek azonos mennyiségét (50 pg) Tris-glicin-
SDS-poliakrilamid gél (12%) elektroforézissel elvalasztottuk Pellacani és mtsai leirdsa
szerint, rekombinans patkdny HO-1 protein antitestet (1:1,000, Stressgen) hasznalva. A

relativ HO-1 protein expressziot denzitometriasan analizaltuk.

HO-1 lokalizaciéjanak meghatarozasa immunhisztokémiai médszerrel:

A vad tipusu, heterozigéta valamint homozigoéta HO-1 muténs egerek sziveit formalinban
fixaltuk, majd paraffinba agyazast kovetéen a bal kamrai szévetbdl 5 um vastagsagu
metszeteket készitettiink. Ezt kovetoen két oran keresztill inkubaltuk a mintakat tisztitott,

patkanymadjbdl izolalt HO-1-gyel és nyulban termeltetett, poliklonalis anti-HO-1 antitesttel.
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RT-PCR:

Otven ng total RNS-t vagy pedig 20 ng mRNS-t tartalmazé mintét ,,amplification grade”
DNaz I-el (Gibco-BRL) inkubaltuk, majd random egyszali cDNS szintézisnek vetettiik
ala, 0,1 pg random 9-mer primerek (Stratagene) alkalmazasaval. A mintakat, specifikus
primerekkel, 12-26 ciklussal felerdsitettiink optimalizalt reakciokorilmények kozott
AmpliTaq PCR kit segitségével. A primerek szekvencidja a kdvetkez6 volt: ATPaz 6, 312
bp: 5’-CGAACCTGAGCCCTAATA ¢s 5-GTA-GCTCCTCCGATTAGA; Citokrom
Oxidaz III, 338 bp: 5’-CTTAGCATCAGGAGTCTC ¢s 5’-TATCATGCTGCGGCTTCA.
A fragmenseket 10 pCi [**P] dCTP-el reakcionként megjeldltik. A be nem épiilt
nukleotidokat 3 %-os agardz gélen elvalasztottuk, a felerdsitett fargmensek radioaktivitasat

pedig folyadék szcintillacids detektorral detektaltuk.

DNS szekvenalas és a gének azonositasa:

A szekvenaldshoz Sanger és mtsai altal leirt dideoxi-medidlta lanchosszabbitd/lanclezaro
modszert alkalmaztuk. Az M13/pUC ,,univerzalis és a T7/T3a szekvenéalashoz hasznalatos
primereket és a Sequenase 2.0 kitet hasznaltuk a *°S-el jeldlt reakciokban. A savokat 47
cm-es 6 % poliakrilamid/urea géleken -elvalasztottuk. A GenBamk és az EMBL
adatbazisokban a DNS szekvenciak kozotti hasonlosag keresésében Pearson-Lipman

algoritmust hasznaltunk.

A cellularis Na*, K, és Ca®" koncentraciok meghatarozasa:

A sziveket gyorsan, ionmentes, 100 mM/L trishidroxi-metil-amino-metant és 200 mM/L
szaharozt tartalmazé jéghideg pufferbe meritve 0-5 °C-ra lehiitottiik, hogy kimossuk az
ionokat az extracellularis térbol. A mosasi periodust kovetden a sziveket 48 6ran keresztiil
100 °C-on szaritottuk, majd 20 6ran keresztiil 550 °C-on tartva elhamvasztottuk. A hamut 5
ml 3 M salétromsavban felvettiik, majd ionmentes vizzel 10 x higitottuk. A miokardialis
Na' tartalmat 330,3 nm-n, a K" mennyiségét 404,4 nm-n, mig a Ca*" koncentraciot 4227

nm-n mértiik levegd-acetilén langban, atomabszorpcios spektrofotométer segitségével.

Az infarktusos teriilet meghatarozasa:

Az infarktusos teriilet meghatarozasanal a fentiek szerint jartunk el.

Statisztika:
A szivfunkciok, infarktusos teriilet, miokardialis elektrolit koncentraciok, valamint a

szoveti CO tartalom értékeinek kozlésekor a szamtani atlagot és a kozépérték standard
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hibajat adtuk meg. Egyutas variancia analizis végrehajtasaval allapitottuk meg, hogy van e
kiilonbség a kiilonbozd csoportok kozott. Ha volt kiilonbség, a vad tipusi csoportok
értekeit a HO-1 heterozigdta és homozigodta csoportéval, illetve a diabéteszes csoport
értékeit a nem diabéteszes csoportokéval a Bonferroni korrekcioval kiegészitett kétmintas

t-teszttel hasonlitottuk 6ssze. Szignifikansnak tekintettiik a valtozast, ha a *p<0.05.
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EREDMENYEK V.

Az azonositott gének mRNS expresszidja:

kontrollhoz viszonyitva) (34. abra 2. csoport) és 120 perc reperfizidt kovetden (p<0.05 a
kontrollhoz viszonyitva) (34. abra 3. csoport) nem diabéteszes, nem fibrillalé szivekben. A
COXBIII mRNS expresszio jelentds mértekli csokkenését tapasztaltuk reperfiizio soran
mind az irreverzibilis fibrilldlo (34. &dbra 4. csoport), mind pedig a reverzibilis fibrillald
(34. é4bra 5. csoport) nem diabéteszes szivizomban (p<0.05). A diabéteszes,
1szkémia/reperfuzionak kitett szivekben (34. abra 7. €s 8. csoport) a COXBIII expresszidja
jelentés mértékben emelkedett 0sszehasonlitva a diabéteszes aerob kontroll (34. abra 6.

csoport) értékekkel (*p<0.05).
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34. abra, A COXBIII expresszidja diabéteszes és nem diabéteszes szivizomban.

Aerob nem diabéteszes kontrol; 2: iszkémids, nem diabéteszes miokardium; 3: iszkémids/reperfundalt,
nem diabéteszes miokardium; 4: iszkémids/reperfundalt, nem diabéteszes, irreverzibilisen fibrillalo
miokardium; S: iszkémiads/reperfundalt, nem diabéteszes, reverzibilisen fibrilldl6 miokardium; 6:
aerob diabéteszes miokardium; 7: iszkémids, diabéteszes miokardium; 8: iszkémids/reperfundalt,
diabéteszes miokardium; n=6 csoportonként, p<0.05 dsszehasonlitva a nemiszkémias nem diabéteszes
szivekkel (1. csoport). *p<0.05 az iszkémia/reperfiizios, nem fibrillaléo csoporthoz viszonyitva (3.
csoport). "p<0.05 a nemiszkémias diabéteszes csoporthoz viszonyitva (6. csoport).

crer

volt statisztikailag szignifikans 30 perc iszkémiat (35. abra 2. csoport) és 120 perc
reperfiziot (35. abra 3. csoport) kovetden a nem diabéteszes/nem fibrillald szivizomban. A

reperfuzio soran irreverzibilis (35. abra 4. csoport), illetve reverzibilis fibrillacion (35. dbra

crer
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tapasztaltuk. Az ATPS6 expresszid diabéteszes, iszkémia/reperfuzionak (35. abra 7. és 8.
csoport) kitett szivekben hasonlé mértékii volt, mint a nem diabéteszes/nem fibrillalo

csoporteé.
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35. abra, Az ATPS6 expresszidja diabéteszes és nem diabéteszes szivizomban.

Aerob nem diabéteszes kontrol; 2: iszkémias, nem diabéteszes miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt,
nem diabéteszes miokardium; 4: iszkémids/reperfundalt, nem diabéteszes, irreverzibilisen fibrillalo
miokardium; 5: iszkémids/reperfundalt, nem diabéteszes, reverzibilisen fibrillail6 miokardium; 6:
aerob diabéteszes miokardium; 7: iszkémids, diabéteszes miokardium; 8: iszkémids/reperfundalt,
diabéteszes miokardium; n=6 csoportonként, *p<0.05 a nem fibrillalo, iszkémias/reperfundalt
csoporttal ésszehasonlitva (3. csoport).

A vizsgalt gén expresszidja 30 perc iszkémiat kovetden (36. abra A, 2. csoport) nétt az
aerob kontroll csoporthoz (36. dbra A, 1. csoport) viszonyitva. Ez a novekedés 30 perc
iszkémidnak és 120 perc reperfuzionak kitett nem fibrillalé szivizomban (36. abra A, 3.
csoport) még jelentdsebb volt. Tovabba, iszkémia/reperfizionak kitett fibrillalo
szivizomban (36. dbra A, 4. csoport) a COXBIII expresszio jelentds mértékii csokkenését
figyeltilk meg. Ugyanezt a csokkenést tapasztaltuk az elektromos uton fibrillacidba hozott
szivizom esetében (36. dbra A, 5. csoport). A COXBIII expresszio valtozéasai diabéteszes
szivizomban megegyeztek a nem diabéteszes csoportban tapasztaltakkal (36. dbra B 1-5
csoportok). Az 37. dbra az ATPS6 gén expresszidjanak valtozasat mutatja nem diabéteszes
(A) és diabéteszes (B) szivizomban. Hasonl6an a COXBIII expresszidjanak valztozasahoz,

az iszkémia/reperfuzid indukalta (37. dbra A-B, 4. csoport), illetve az elektromos uton
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kivaltott kamrafibrillacié (37. abra A-B, 5. csoport) jelentés mértékii intenzitas csokkenést
eredményezett, mind a diabéteszes, mind pedig a nem diabéteszes csoportban az ATPS6
expresszidjaban dsszehasonlitva az iszkémia/reperfiizidonak kitett, nem fibrillalo szivekkel.

(37. dbra A-B).
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36. abra, A reperfuzid-indukalta és elektromos uton kivaltott VF hatasa a COXBIII expresszio valtozasara
nem diabéteszes (A) és diabéteszes (B) szivizomban.

Aerob kontrol; 2: iszkémias miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt miokardium; 4:
iszkémias/reperfundalt fibrillicion atesett miokardium; 5: iszkémids/reperfundalt, elektromos tuton
fibrillacioba hozott miokardium; #p<0.05 osszehasonlitva a nemiszkémias szivekkel (1. csoport).
*p<0.05 az iszkémia/reperfuziés, nem fibrillilé csoporthoz viszonyitva (3. csoport).
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37. abra, A reperfuzio-indukalta és elektromos tton kivaltott VF hatasa az ATPS6 expresszio valtozasara
nem diabéteszes (A) és diabéteszes (B) szivizomban.

Aerob kontrol; 2: iszkémias miokardium; 3: iszkémias/reperfundilt miokardium; 4:
iszkémias/reperfundalt fibrillicion atesett miokardium; 5: iszkémias/reperfundalt, elektromos tton
fibrillicioba hozott miokardium; *p<0.05 az iszkémia/reperfuziés, nem fibrillilo csoporthoz
viszonyitva (3. csoport).
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Szivfunkciok, szérum gliikoz tartalom:

A szivfunkciok koziul az AF, valamint a LVDP, csokkent a diabéteszes szivizomban
(szérum gliikéz: 508+31 mg/dl), dsszehasonlitva az azonos korti nem diabéteszes (szérum
glikéz: 128+31 mg/dl) csoporttal. A reperfuzid viszonylag gyenge szivfunkciokat
eredményezett a nem  diabéteszes nem  fibrillaldé  szivizomban.  Azon
iszkémia/reperfizionak  kitett ~nem  diabéteszes  szivekben, melyekben az
iszkémia/reperfuzié indukalta kdrosodast reperfuzié indukalta kamrafibrillacié kialakulasa
tovabb sulyosbitotta, a posztiszkémids szivfunkcidk tovabbi romléaséat figyeltiik meg. Az
eredmények jol magyarazhatok azzal az ismert ténnyel, mely szerint a VF megjelenése
erdsiti a reperfuzid indukalta sériiléseket. Vagyis egy akut iszkémids esemény, melyhez
kamrafibrillacié tarsul a posztiszkémids szivfunkciok tovabbi romlasat eredményezheti
mind nem diabéteszes, mind pedig a diabéteszes miokardiumban.

Elektromosan fibrillacioba hozott, nem diabéteszes és diabéteszes szivizomban egyarant, a
fibrillaci6 utani szivfunkci6 értékei jobbak voltak az iszkémia/reperfuzionak kitett és
fibrillald szivek értékeihez viszonyitva. Ugyanez a tendencia volt megfigyelhetd a
diabéteszes, iszkémia/reperfuzionak kitett, fibrillalé €s nem fibrillalé szivekben, bar a
szivfunkciok és a kontraktilitas jelentés mértékben rosszabbak voltak, mint az azonos kort

nem diabéteszes csoporté.

HO-1 ,,knock out” egerek:

HO-1 ,knock out” életképes egerek csak HO-17" (heterozigota) egyedek, vagy HO-1""
(heterozigoéta) és HO-17" (homozigota) allatok paroztatasaval johetnek létre. A homozigota
egyedek tulélési %-a kb. 18 %. A HO-17" (homozigdta) sziilsk paroztatisa nem
eredményez ¢letképes almot. Ezért a kisérleteinkhez sziikséges HO-1 ,.knock out” egereket
HO-1"" heterozigota és HO-17" homozigdta allatok egyméssal torténé paroztatasaval

nyertik.

HO-1 jelenlétének igazolasa egérszivben:

Megvizsgaltuk az enzim mRNS és protein expresszid valtozasat, valamint az enzim
lokalizaciojat Northern blot, Western blot és immunhisztokémia segitségével (38. abra).
Acrob koriilmények kozott perfundalt HO-17", HO-17" és HO-1"" egerek szivébél bal
kamrai biopszidkat vettiink, majd immunhisztokémiat végeztiink. Husz perc aerob
perfuzion atesett szivekbdl nyert mintdkban homogén citoplazmatikus festodést

tapasztaltunk a vad tipusu, valamint a heterozigdta miokardiumok esetén (38. dbra felsd
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panel, a-b, kék festddés). HO-1"" miokardium esetén nem tapasztaltunk festodést (38. abra
felsd panel, c).

Ugyanez volt megfigyelhetd a Northern blot technikaval kapott eredményekben, vagyis a
HO-1 mRNS 1,5 kb savjat detektaltuk, mind a +/+, mind pedig a +/- egyedek esetén, mig a
-/- szivekbdl kapott mintakban nem volt detektalhat6 a 1,5 kb sav (38. abra kozEépso panel.
A Western blot mérések soran az enzim proteinje detektalhato volt a +/+ és +/- szivekbdl
szarmazo mintak estén, mig a HO-1"" mintakban nem volt detektalhato a HO-1 protein (38.

abra also panel).

HO-1
mRNA
1.5 kb

HO-1
— — =% protein
32 kDa

38. abra, A HO-1 lokalizacidjanak és expresszidjanak vizsgalata aerob perfuzion atesett egér
miokardiumban.

a). vad tipusu, b). heterozigéta, c). HO-1 ,,knock out” egér miokardium
Fels6 panel: immunhisztokémia, kozépso panel: Northern blot, alsé panel: Western blot

HO-1 expresszio vizsgalata iszkémias/reperfundalt egérszivben:

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a HO-1 protein expresszid valtozasat fibrillalé és nem
fibrilldlo szivekben egyarant, mindharom tipusu (+/+; +/-; -/-) egerekbdl izolalt és
iszkémia/reperfuzionak kitett szivek esetében, immunhisztokémia ¢és Western blot

segitségével (39. abra).
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| HO- 1 inumum ol stochemisiry | HO-1 profein

Ne-VF VF

39. abra, A HO-1 expresszio valtozasa iszkémia/reperfizionak kitett izolalt egérszivben.

VF: fibrillalt sziv, No-VF nem fibrillalt sziv, Defib.: Defibrillacio
A) vad tipusu, B) heterozigéta, C) HO-1 ,,knock out” egér miokardium

Abban az esetben, ha a sziv fibrillalt (VF) az enzim expresszidja jelentds mértékben
csokkent (csokkent festodés) a vad tipusu +/+ (39. dbra A) és a +/- heterozigdta (39. abra
B) szivekben egyarant, Osszehasonlitva nem fibrilldld szivizommal (No-VF). A -/-
homozigota szivek esetében nem tudtuk kimutatni az enzim expresszidjat sem
immunhisztokémia, sem pedig Western blot segitségével (39. abra C). Itt kell
megjegyezniink, hogy a HO-1 ,knock out” allatokbol izolalt szivek minden esetben
fibrillaltak, igy ezeket elektromos tuton defibrillaltuk (Defib.).

Endogén CO tartalom meghatarozasa:

A kovetkezO abran a gazkromatografias mérések eredménye lathatd 20 perc iszkémiat €s
az azt kovetd 5, 15, 30, és 120 perc reperfuzion atesett, vad tipust (A) és HO-1 K.O.
miokardiumok (B) esetén. Jol lathatd, hogy az iszkémia/reperfuzion atesett és nem

fibrillal6 szivizomban az enzim 4ltal termelt endogén CO mennyisége jelentdés mértékben
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emelkedett (40. abra A). Az iszkémia/reperfuzionak kitett nem fibrillalo HO-1 -/- szivek
esetén is tapasztaltunk kismértéki CO termelést (40. dbra B). Ez a megfigyelés arra
utalhat, hogy mas utvonalakon keresztiil is keletkezhet CO, azonban ezek az utvonalak

kevésbé meghatarozdak, mint a HO-1-t61 fliggd CO termelés.
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40. abra, A GC-s mérések kvantitativ eredménye.

n=6 csoportonként; *p<0.05 az aerob kontrol csoporthoz viszonyitva

Szivfunkciok, infarktusos teriilet és miokardialis Na*, K*, és Ca®" tartalom:

A Kkisérletek teljes ideje alatt regisztraltuk a szivfunkciokat. Az iszkémia el6tti szivfunkcio
értékei a HO-17" csoportnak rosszabbak voltak a vad tipust és a heterozigota csoportéhoz
viszonyitva. Ugyanilyen jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a csoportok kozott, 20 perc
iszkémiat kovetd 30, illetve 120 perc reperflizio soran. A HO-17" szivek a reperflizio soran
mind fibrillaltak, igy azokat elektromos Uton defibrillaltuk (7. tablazat), s igy tudtuk

meghatarozni a szivfunkcidkat.
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A szbveti Na* és Ca>" koncentracié az iszkémia indukcioja elétt szignifikins emelkedést
mutatott a HO-1"" csoportban Osszehasonlitva a masik két vizsgalt csoport adataival.
Tovabba a cellularis K’ tartalom jelentdsen alacsonyabb volt (253+8 pmol/g,
szaraztOmegre) a homozigdta knock out szivekben, mint az aerob perfuzion atesett vad
tipusu szivizomban (278+7 pumol/g, széaraztomegre). Az iszkémids miokardium
reperfuzidja a celluldris iontartalom, hasonld mértékii zavarat eredményezte minden
vizsgalt csoportban, mely a -/- csoportban még stlyosabb volt.

Az infarktusos teriilet nagysaga jelentés mértékben nagyobb volt a HO-17" csoportban
(49,5£5 %, p<0,05) 6sszehasonlitva a vad tipusu (37,64 %), illetve a heterozigdta (38,5+4
%) csoport értékeivel.

60 «

I—

50 4

40 T T

30 4

20 4

Infarktus mértéke (%)

10 «

(+H+) (+/-) (-/-)

41. abra, Az infarktusos teriilet nagysaga iszkémia/reperfiizionak kitett izolalt egérszivekben.

(+/+): vad tipusu, (+/-): HO-1 heterozigota, (-/-): HO-1 ,,knock out” homozigéta miokardium
*p<0.05 a (+/+) csoporthoz viszonyitva.
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DISZKUSSZIO
1. DiszKkusszio

A HFE mutaciobdl adodo vas depozicio, az altala indukalt sejtkédrositd folyamatok szoros
Osszefiiggést mutatnak a szabadgyokok indukaélta folyamatokkal, melyek nem megfeleld
kezelés hianyaban stlyos szervi miikddési zavarokat idézhetnek eld. Ezen betegségek kezelési
alternativai viszonylag sziik sprektumuak, mivel a varhaté eredményesség igen csekély sikert
mutat. Az extensiv mennyiségli vasat tartalmazd szervraktarak (l1ép) eltdvolitasa
(phlebotomia) lehet megoldds, amely hosszi tdvon a beteg allapotat javithatja. A HFE
mutacié kovetkeztében gyakori modon jelentkeznek kiilonféle méajbetegségek, amelyek
magukba foglaljak a madjcirrhosis és a hepatocelludris karcinoma jelenlétet (12;13). Itt a
megoldast a majtranszplantacids beavatkozas jelentheti a betegek szamara, de ezt a nagyban
befolyasolja a megfelelé kompatibilis donorok szdma. Gyoégyszeres alternativ megoldasként
még Fe*"-kelator, deferoxamine alkalmazas is szoba johet, amely sikerrel kecsegtet (17).
Ugyanakkor C-vitamin adasa az ilyen betegek szamara ellenjavallt, mivel az aszkorbinsav
sulyosbithatja a wvas altal eldidézett toxicitdst. Természetesen a megfeleld terapia
megvalasztdsaban bizonyos szérumproteinek monitorozdsa feltétleniil sziikséges és ezek
értékei alapvetden meghatarozzak a sikeres kezelést (szérum transzferrin, szérum ferrtin).

A jelenlegi tanulmanyban modelleztik a haemokromatozis nevii korképet, amelyet a Fe"
felhalmozodas jellemez a parenchymas szervekben, magaba foglalva egyarant a szivet ¢€s
majat. Az eldbbi szervet érintd patholdgias folyamat, a miokardialis szoveti elemek esetében
fibrozis kifejlddése révén sulyos vezetési zavarokat és kardiomyopathiat idéz eld (14;15).
Fontos tehat a pathologids folyamat mechanizmusdnak megismerése, mely segithet effektive
hatasos terapids intervenciok megtervezésében. Munkank célja az volt, hogy direkt korrelaciot
tarjon fel a diéta vastartalma ¢és a HFE mutacié polimorfizmusa kozott, amely nagymértékben
befolyasolja az iszkémia/reperfiizid okozta sziv karosoddsokat. A vasterapia kovetkeztében
kialakulo dozis-hatas jellegli eredményeket alatdmasztja diéta vastartalmatol fliggden valtozo
csokkent posztiszkémias funkciok, emelkedett apoptdtikus kardiomyocyta szam,
megnovekedett infarktusos teriilet egyarant a vad és a HFE ,knock out” egerekben. Az
antioxidans enzimstatusz is hiien tiikr6zi a diéta vastartalmanak jelentdségét és szerepét az
indukalt oxidativ stressz ellen védekezé mechanizmusokban, amelyek a nagy mennyiségben

keletkezd toxikus gyokok ellen nem elégségesek. Az oxidativ stressz eléidézte lipid-
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peroxidacio, melyet az MDA tartalom HPLC meghatarozasaval detektaltunk, szoros
osszefiiggést mutatott az allati takarméanyok vastartalmaval (nagyobb Fe?” adag-nagyobb
oxidativ karosodas). Tehat a diéta vastartalma és az HFE polimorfizmus szoros 0sszefliggést
mutat az oxidativ karosodasokkal szembeni fogékonysagra.

A nem heme-hez kotott vas depozicidja igen sulyos toxicitdst eredményez a szivben,
kezdetben ez vezetési zavarok, és arrhythmiak formdjaban jelentkezik, hossz tadvon pedig
kardiomyopathiat idéz eld. A vas tultelitddéssel jard szivgyengeséget altaldban a vas
megjelenésébdl eredményezhetd szisztolés és diasztolés funkciok romlasa kisér (18). A Fe®'
altal eléidézett karosodasok folyamata még nem teljesen tisztazott, viszont kisérleteink
eredményei azt mutatjak, hogy a Fe*" jelen van mind vad tipusa és a HFE ,,knock out” egerek
szivizomzataban. Az szivek hisztoloégiai szempontbol egy fokozott kotdszoveti elemek
(miofibrillum) jelenlétet mutatjdk, amelyet a mitokondriumok szaménak novekedése kisér.
Valojaban igen nehéz kiilonbséget tenni a kronikus vas tultelitddés okozta szivgyengeség
kialakuldsa, valamint a Fe®" okozta iszkémids szabad gyokképz6dés kozott. Iszkémias,
reperfundalt szivben a ROS vezetési zavarok ¢és kardidlis ,,stunning” kialakulasat
eredményezi, viszont a kronikus Fe®" ,,overload” jelenség egy fokozott érzékenységet jelent a
miokardium szdmara az oxidativ stresszel szemben (16). A vas katalizalta szabad gyok (HO')
képzodés cellularis karositdé folyamatai révén sulyos zavarokat idéz eld az intakt
szivszovetben. Az utdbbiban szerepe van a lipid peroxidaciot jelz6 MDA koncentracio
valtozésanak, amely tekintélyes mennyiségben volt detektalhatdé az HFE ,knock out” 300
ppm egérszivekben a kontroll csoporthoz viszonyitva. Korondria betegségekben is kimutattak,
hogy pathofiziologidjukban a ROS fontos szereppel bir, amelyek érintkezve targetjeikkel
protein degradaciot, DNS-torést, ¢s lipid-peroxidaciot okoznak (22;24). Ezért ROS
»scavangerek” alkalmazdsa egy olyan terapids intervencios lehetdség, amely sikerrel
kecsegtethet az oxidativ stressz elleni védekezésben (21). Az ebselen mint antioxidans
alkalmazasat kovetéen a miokardium teljesitoképességét novelte, bizonyitva ezzel annak
elonyOs hatasat. Az emlds sziv rendelkezik sajat antioxiddns enzim rendszerrel magdba
foglalva olyan komponenseket, mint az a-tocoferol, aszkorbinsav, B-karotin, illetve SOD,
kataldz, glutathion-peroxidaz (21;23). Ezek a védekezé vonal elsé elemei a ROS okozta
karositd hatasokkal szemben, melyek direkt modon eliminaljdk ezeket a reakcioképes
tényezoket.

Az HFE mutéci6 igen széles korben terjedt el bizonyos etnikai populaciok kozott, és ott a
heterozygotak (10%-os gyakorisdg) elforduldsa mutat Gsszefiiggést a magas vastartalombol

eredd Fe** depozicioval. Mind a kisérleti és az epideminologiai adatok azt mutatjak, hogy
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alacsonyabb Fe” tartalom alacsonyabb kockazatot hordoz magaval a koronaria betegségek
kialakulasaban. Klinikai szempontot figyelembe véve a magas szérum Fe®* egy riziko faktora
a koronaria betegségek létrejottének, amelyek a miokardidlis infarktusbdl eredezhetd. A
megoldast bizonyos antioxidans komponensek altali terapia jelentheti, de az ismeretek hianya
tovabbi kisérletek végrehajtasara kell, hogy 6sztondzzEek a kutatdkat. Alternativ megoldasként
még széba johetnek még olyan tdplalkozasi komponensek, melyek képesek valamilyen

moédon a Fe*" felszivodasat megvaltoztatni.

11. Diszkusszio

A Trx a redox rendszer fontos alkot6ja, mely thiol-csoportjai révén részt vesz tobb molekula
redox allapotanak meghatarozdsaban, befolyasolva indirekt modon a sejt szintli molekularis
folyamatokat. A jelen tanulmanyban bizonyitottuk a Trx elényds és protektiv hatdsat az
iszkémia/reperfuzio indukalta molekularis karosodasokkal szemben. A kisérlet eredményeit a
Trx-re vonatkozolag az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

1. A thioredoxin génje az iszkémia/reperfiizid esetében downregulalodik, mig iszkémias
prekondicio soran a gén aktivacioja figyelhetd meg.

2. A thioredoxin indukalta kedvezd hatasok a CDDP torténd elokezeléssel blokkolhatdak
voltak, amit a ,,recovery” posztiszkémids funkciok romlasa valamint az apoptotikus
sejtek szamédnak emelkedése, és infarktusos teriilet nagysagak novekedése kisért.

3. A Trx blokkoldsa még adaptalt sziv esetében is noveli az oxidativ stressz iranti
fogékonysagot.

4. Azok az egérszivek, amelyekben a Trx gén tobb masolat formdjdban van jelen,
nagyobb hatékonysagot mutattak az oxidativ stressz indukalta miokardidlis
karosodasokkal szemben.

A thioredoxin, egy fontos sejt fehérje diszulfid reduktaz, amely elsddlegesen emlds
szovetekben expresszallodik, kiilondsen a szivben. Rendelkezik dithiol és diszulfid aktiv
helyekkel, és elektron donorként funkciondl a ribonukleotid reduktaz, valamint thioredoxin
peroxiddz szdmara (52). Redukalasdban a Trx reduktdz nevili enzim vesz részt, amely a
szlikséges redukalo eré6t a NADPH felhasznalasaval végzi. Ebben a tanulmanyban a kisérletek
végrehajtasaval igyekeztiink bizonyitani a Trx redox regulacidos szerepét a sziv
iszkémia/reperfiiziés folyamatdban. A miokardidlis iszkémia/reperfuzid jelensége egyiitt
asszocialodik ROS képzddéssel, amelynek negativ hatasait az PK-val ki lehet védeni (53;54;

55). A jelenségben fontos szereppel bir a Trx mint fontos redox-szignal komponens, amely
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csokkent mértékli expresszidja ndveli a miokardidlis szovet érzékenységet az oxidativ
stresszel szemben, ami apoptozis novekedésének formajaban érvényesiil (55). A thioredoxin
két formaja ismert: 1 Citoszolban és a nukleuszban lokalizdlodé forma, amely mint redox-
regulator fontos, és sziikséges ahhoz, hogy redukalo eqivalenst biztositson a Trx peroxidaz
illetve ribonukleotid reduktaz, valamint szdmos transzkripciés faktor (NF-«xf, PKC,—»
apoptozis gatlasa) részére. 2. Mithokondrialis forma (56;57).

Patkany kisérletekben a daganatterapidban alkalmazott CDDP-t vizsgaltuk, amely a sejtciklus
szabalyozasaval valamint az apoptozis indukcidjaval fejti ki hatasat cellularis szinten, gatolva
a tumor sejtek burjanzasat és novekedését. A CDDP alkalmazéasaval a Trx hatdsai reverzibilis
modon gatolhatoéak voltak mind transzkripcids €s transzlacios szinten. Az 1 mM-os CDDP-vel
torténd 15 perces eldkezelés a Trx hatasait szinte teljes mértékben blokkolta, viszont kisebb
koncentracioban a CDDP csak részben volt hatékony. Egy masik készitmény a bis-
(glutathionato)-platinum (GS-Pt) is hasonld hatasokkal rendelkezik mind a Trx illetve a
glutathion rendszerre (52). Szamos transzkripcids faktor (NF-kf3, AP-1) miitkddése szigoruan
szabalyzott redox-allapotuk altal a Trx mechanizmus Utjan (35;52). A korabbi publikéaciok
mar kitértek arra, hogy az NF-kf3 és AP-1 DNS kot6 képessége fokozodik iszkémia reperfiizio
soran, jelezve, hogy e molekuldk fontos szerepet jatszanak az iszkémia/reperfiizidval
szembeni miokardialis tolerancia kifejlédésében (52;58). A Trx mint cellularis antioxidans
védelmet biztosit az oxidativ stressz eldidézte szabadgydk képzddéssel szemben.
Eredményeink is mutatjak azt, hogy az ,,overexpresszalodott” huméan Trx hatdsos eszkdzként
miikodik, melyet kisérleteink soran csokkent MDA produkcid €s posztiszkémias ,,felépiilés”
jellemez. A cellularis antioxidans ,;reserv” fokozott transzkripcidja volt dokumentalhatd
ugyancsak Trx jelenlétében, elsésorban Mn-SOD révén (62;63). A szabad gyokok fokozott
jelenlétére a funkciondlis paraméterek gyengiilése, tovabbd megemelkedett MDA
koncentracio6 utal (64;65). A ROS (HO) szerepét az iszkémias miokardiumban mar elektron
paramagnetikus rezonancia sprektroszkopids modszer alkalmazasaval mar szamos kutatd
kordbban kimutatta, amely nagy mennyiségben képzddik reperfuizié folyaman. Széamos
korabbi publikacié mar foglalkozott a Trx fokozott aktivacidjaval (transzkripcid, transzlacio),
amely oxidativ stressz és az iszkémas prekondicio kovetkezményeként ismerté valt
(62;66;67). Az eredményeink azt mutatjak, hogy a Trx-nak fontos szerepe van az iszkémias
miokardium szignaltranszdukcids folyamataiban. Ez okbol huméan Trx gént hordozo
transzgenikus egerek 1étrehozasaval meghataroztuk a Trx protein sejtélettani jelentdségét. A

human [-aktin promoter-alapii transzgenikus expresszios rendszert hasznalataval Trx-t
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génmanipulalt egereket allitottunk eld és ezekbdl Western blot, Northern blot valamint
Southern blot analizis segitségével sikeriilt megerdsiteni a hTrx jelentdségét és szerepét. Az
alkalmazott molekularis biologiai modszerekkel viszont nem sikeriilt egyértelmiien igazolni a
hTrx expersszi6 fontossagat. A transgenikus egerek alkalmazisaval pozitiv korrelaciot
figyeltink meg a hTrx jelenléte valamint az iszkémia/reperfuzio eléidézte miokardialis
karosodas mérséklodése kozott, melyet a kontraktilis paraméterek, csokkent infarktusos
teriilet, és apoptotikus sejtszam bizonyit. Osszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy a Trx olyan
tulajdonsdgokkal rendelkezik, melyek eldnydsek és szerepet jatszanak az iszkémia/reperfuzid
indukélta miokardialis karosodas mérséklodésében, illetve az iszkémids prekondicio

folyamatéaban.

I11. DiszKkusszio

Eredményeink bizonyitjak, hogy a STATSA ¢és nem a STAT6 szignal transzdukcids protein
fontos szerepet jatszik az iszkémidas prekondicidoban, bar mindkét protein foszforilalodik PK
soran. A STATSA prekondicids aktivitdsa kétféle modon torténhet: src illetve a Jak2 kindz
segitségével megvalosulo szignaltranszdukcidval, az eldbbinek tulajdonitva nagyobb szerepet.
Az src medialta mechanizmus valojaban szorosan kapcsolodik PI-3 kivaltotta Akt-regulélta
un. talélést biztositd molekularis folyamatokhoz, amelyek a kardiomyocytakban csokkentik az
apoptédzis indukélta sejthaldl mértékét (67). A vizsgélt valtozadsok igen kifejezetten
jelentkeztek a STATSA KO egerekben, és ez teljesen gatolhatd volt Jak illetve Src valamint
PI-3 kinaz inhibitorok adasaval vad tipust allatokban. A Jak2 inhibitor tyrphostin és Src
inhibitor PPI alkalmazasa STATSA szignaltranszdukcios aktivitasanak illetve a prekondicid
hatasanak nagymértékii csokkenését eredményezte, amit az apoptdtikus sejtek szdmanak, az
infarktusos teriilet nagysadganak novekedését és a szivfunkcios paraméterek romlasat okozta.

A korabbi publikaciok jelezték, hogy a STAT-nak szdmos formaja létezik kiilonféle
sejtfiziologiai funkciokban. A proteinek legfontosabb sajatossaga az, hogy rendelkeznek SH2
doménnal mely kapcsolatba 1ép a tyrozin foszforilacios hellyel, eldsegitve a STAT proteinek
rendezddését receptoraikhoz (88). Az SH2 domain-nek kozotti dimerizacio legfontosabb
kulcslépése a karboxi-terminalisan elhelyezkedd foszfotyrozinon keresztiill megvalosuld
tyrozin foszforilacio, €s nukleuszba torténd transzportja. Szdmos tanulmanyban megfigyelték,
hogy iszkémia/reperfuzié soran a STAT molekula aktivalodik, mely a Jak2 kinaz

kozbenjardsaval valosult meg (69). Ezzel egyidoben antiapoptotikus gének (bcl-2)

crer
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STAT indukalta szignalizacioban (81;91). Sikeriilt bizonyitanunk, hogy a STATS5A aktivacio
nem csupan Jak2 révén, hanem Src segitségével is megvalosul. Tobb bizonyiték is amellett
sz6l, hogy az Src kinadz aktiv részese a prekondicid szignaltranszdukcios folyamatainak
(68,69). Korabban leirtdk, hogy a Src aktivacioja megfigyelhetd az iszkémia mediélta
folyamatokban, ugyanakkor képes triggerelni a prekondicio eldidézte elényds hatasokat is.
Feltehetéen protein kindz C-€ megvalosuld folyamatrol van szd, de ennek direkt
bizonyitékaként igen kevés informacid szolgél (74;82). A jelen munkdban bizonyitottuk, hogy
az Src valamint Jak2 kin4dz azonos moddon jatszik szerepet az iszkémids prekondicidban. Az
Src kinaz-STATSA indukalta Akt-IP3-medialta szignaltranszdukciés mechanizmusoknak igen
fontos szerepet tulajdonitanak az iszkémiaval szembeni nyujtott protekcioban (76;88). PI-3
kin4z inhibitor LY-294002 alkalmazasdval indirekt modon sikeriilt bizonyitani azt, hogy az
Akt mint végrehajtd protein vesz részt a ,,tulélési” folyamat soran, elsésorban az apoptozist
indukald bax protein foszforilacigjaban, eliminalva a prekondicidé nyujtotta védd hatasokat
(71;94). Kisérleteink eredményei azt bizonyitjak, hogy STATSA szignalmolekula részt vesz
az iszkémids prekondici6 mechanizmusaban, melynek aktivacidja Jak2 illetve Src kinazok
révén valosul meg (72). Az Src Gton torténd transzdukcid soran az IP-3 indukalta Akt protein
is részt vesz, eredményezve ezzel a prekondicié kedvezd hatasat az iszkémids miokardium

funkciodinak felépiilésére.

IV. Diszkusszio

A miokardium iszkémidja eltérd valtozdsokat eredményezhet bizonyos gének expressziodjaban
¢s a szivfunkcidkban egyarant. Az arrhythmidk, tobbek kozott a kamrafibrillacio
kialakuldsdnak mechanizmusa jol ismertek és definidltak, azonban a VF kialakulasanak
genetikai okairdl jelenleg kevés informacid all rendelkezésre (111;112). Kisérleteink soran
arra kerestlik a valaszt, hogy a mitokondrialis mRNS expresszid, milyen kapcsolatban Iehet a
reperfuzid eldidézte VF eléfordulasaval, perfundalt, diabéteszes és nem diabéteszes patkany
szivizomban. Tovabba vizsgaltuk a VF és a mitokondridlis génexpresszid, konkrétan a
COXBIII és ATPS6 expresszido kozotti kapcsolatot iszkémia/reperfuzionak ki nem tett,
elektromos uton fibrillalt szivizomban. Kisérleteinkben a reperfuzio indukalta VF kialakulasa
jelentds mértékben fiiggott a COXBIII és az ATPS6 expresszié downregulaciojatol. Mindezt
alatdmasztjak elektromos uton fibrillacioba hozott sziveken végzett kisérleteink is, mely

szerint feltehetd, hogy a kamrafibrillaci6 felelés a génexpresszid csokkenéséért.

59



Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt gének mRNS és protein expresszidjanak
farmakologiai stimulalasaval a reperfizié indukalta VF kialakulasa megel6zhetd.

Munkénk masodik részében arra torekedtiink, hogy direkt dsszefliggést talaljunk a HO-1 altal
termelt endogén CO jelentdségérdl, a reperfuzid indukalta kamrafibrillaciok kialakuldsanak
megeldzésében. Kimutattuk, hogy a HO-1, illetve a HO-1-hez kapcsolodd endogén CO
produkcié fontos szerepet jatszik a miokardialis homeosztazisban az altal, hogy megvédi a
szivet az iszkémia/reperfuzi6 indukélta funkciondlis karosodasoktél melyek magukba

foglaljak a reperfuzid indukalta VF-t is.
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OSSZEFOGLALAS

Az iszkémia/reperfiizio6 mindennapos problémat jelent szivsebészeti illetve trombolitikus
eljarasok soran, amikor a hosszabb iszkémias peridust kovetd hirtelen perfizié okozta
energia-felszabadulas szabadgyok-képzodést ¢és stulyos vezetési zavarok kialakuldsat
eredményezi. Ezért 1ényeges a folyamat 1épésinek ismerete, ami hasznos lehet a gyogyszeres
terapia megtervezésében és végrehajtasaban.

A disszertacié harom f6 részben foglalkozik a szabadgyok indukalta kardialis karosodasok
jelenségével. Az els6 részben a HFE génmutacido ¢és a vasterdpia kozotti Osszefiiggés
fontossagat vizsgéltuk, kiilonds tekintettel a szabadgydok képzddés folyamatara.
Megallapitottuk, hogy a diéta vastartalma szoros korrelaciét mutat az iszkémia/reperfuzio
indukélta kardialis karosodasok mértékével, amit az infarktusos teriilet nagysaga és az
apoptotikus sejtek szdmanak emelkedése és a kontraktilis funkciok gyengiilése kisér. Az
antioxiddns enzimstatusz vizsgalata ramutatott arra, hogy ezek aktivitasa lecsokkent a HFE
KO egerek szivében a vasteripia kovetkeztében. Vizsgalva a nem heme-hez kotott Fe”
emlitett hipotézist.

A masodik fejezet a Trx redox protein protektiv hatasaval foglalkozik. Transzgenikus egerek
felhasznalasaval bizonyitottuk, hogy a Trx hatékony volt az iszkémia/reperfuzié indukalta
cellularis kérosodds kivédésében, melyet a csokkent nagysagi infarktusos teriilet,
mérséklodott apoptotikus  sejtelhalds, javult posztiszkémids funkciok egyértelmiien
bizonyitanak. A Trx expresszidoja CDDP-vel torténd eldkezeléssel gatolhatod volt, amely az
altala okozott elényds hatdsokat megsziintette patkanysziven végzett kisérletekben.

A dolgozat harmadik része a STATSA ¢és STAT6 szignaltranszdukcidés proteinek
prekondicidban betoltott szerepét vizsgalta. Eredményeink azt mutatjak, hogy a STATSA
rendelkezik meghataroz6 szereppel az iszkémias prekondicidban, amely valojaban Src tyrozin
¢és Jak2 kinaz révén valosul meg. Foszforildz inhibitorok alkalmazéasa bebizonyitotta, hogy
mind az Src illetve Jak2 indukélta STATSA aktivacié gatolhatd, melyet a prekondicios
védOhatasanak elmaradésa kisér. STATSA KO egerek megnovekedett infarktusos teriiletet, és
emelkedett apoptétikus sejtszamot mutattak. STAT6 KO egerekkel torténd kisérletekben a
STAT®6 protein prekondicidoban foszforilalodott, azonban ennek hattere ismeretlen volt.

A dolgozat negyedik része hemoxigendz enzim, valamint mitokondridlis citokrém oxidaz és

ATPaz ventrikularis fibrillacio elleni hatékonysagat igyekezett feltarni. A mitokondrialis
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enzimek (COXBIII, ATPaz 6) protektiv sajatossidgainak vizsgalata azokat a tényeket
erOsitheti meg, hogy az oxidativ foszforilacios kaszkadd szamos tagja anti-arrhythmogén
tulajdonsaggal rendelkezik, mely farmakologiai befolyasolasa eldnyds lehet a diabetogén
szivekben gyakran el6fordul6 kamrai fibrillaciokkal szemben.

Az iszkémia/reperfuzié utjan torténd kisérleteink soran a HO-I KO. szivek érzékenyebben
reagaltak az iszkémia/reperfiiziora, amit posztiszkémids szivfunkciok rosszabbodasa
jellemzett, valamint reperfuzié soran, minden esetben fibrillaltak. Ezek az eredmények
bizonyithatjdk azokat a tedridkat, hogy a hemoxigendz-1-nek fontos szerepe van a
szivizmot az iszkémia/reperfiizié indukalta karosodasoktol.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy bizonyos gének fontos szerepet toltenek be az
iszkémia/reperfuzié indukalta cellularis karosodasok elharitdsaban, illetve a prekondicidban,
mint védekezési mechanizmus 1étrejottében. A gének gyakorlati felhasznéalasat és génterdpias

alkalmazasat azonban jelen tudomanyos ismereteink még nem teszik lehetové.
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SUMMARY

The phenomenon of the ischemia/reperfusion has relevant role in the cardiac surgery and
thrombolytic treatment, because the elevation of immediate O, tension causes severe free
radicals generation-induced cell injury. To know the mechanisms of this type of process could
be beneficial and useful tool in developing new therapeutic agents.

In this present work we focused on the free radical induced myocardial damages. In the first
section we tried to establish correlation between the dietary iron content and HFE
polymorphism using isolated working mice hearts. Our study revealed that HFE knock out
mice feeding with 30 and 300 ppm iron showed susceptibility to ischemic/reperfusion induced
cardiac injury. This phenomenon was evidenced by impaired left ventricular function,
increased infarct size, and elevated cardiac apoptotic cell numbers. The antioxidant enzyme
including SOD, catalase, and peroxidase indicated lower activity in HFE KO mice feeding
with 30 and 300 ppm iron enriched diet.

In the second part of the thesis, we made effort to examine the human Trx effect against the
reperfusion-induced cell injury. Using Trx transgenic mice, that are containing extra copy of
the Trx gene, were submitted 30 minutes ISA and 2 hours reperfusion. These transgenic mice
displayed improved cardiac function, reduced infarct size and apoptotic cell numbers. The
MDA contents, which is a marker of the oxidative stress was significantly reduced, indicating
that Trx has important role in the cellular defense mechanisms. Preperfusion of the hearts with
CCDP, an anticancer agent, was used to determine its effect on the Trx in the
cardioprotection. We found that all beneficial action of Trx were diminished with the
administration of CDDP. The CDDP also was able to abolish the protective effects of
precondition in connection with the Trx elevated expression in ischemic/reperfused hearts.

In the third part of our study we focused on the role STATSA and STAT6 in ischemic
preconditioning. All animals and their corresponding wild type mice were subjected to PK
and 30 minutes ischemia followed by 2 hours reperfusion. Using different type of
phosphorylase inhibitors to elucidate what kind of signal-trasduction pathways could be
activated after PK. Our results demonstrated that the Src and Jak2 kinase activated STATSA
has a significant role in the ischemic preconditioning evidenced by decreased phosphorylation
by PPI, and tyrphostin. In mice studies the STATSA KO showed increased infarction and an

elevation in the cardiac apoptotic cell numbers.
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In the final part of our study, our data suggest that COXBIII, ATPS6, and HO-1 may play a
critical role in arrhythmogenesis, and the stimulation of COXBIII, ATPS6, and HO-1 mRNA
expression may prevent the development of VF in both nondiabetic and diabetic
ischemic/reperfused myocardium.

Our result shows that certain genes could be involved in ischemic/reflow induced myocardial
cellular injury and process of ischemic preconditioning. The practical advantages of these
genes are still unknown, but further experiments are needed to be performed. Further research
work will be necessary to confirm the application of these genes in gene therapy process

which might be useful tool in the treatment of cardiac diseases.
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