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I. Bevezetés

Az egyre sikeresebb gyodgyszeres €s intervencios kezelések ellenére vilagviszonylatban
tovabbra is a kardiovaszkuldris betegségek jelentik a vezetd halalokot. A kardiovaszkularis
halalozés és a kardiovaszkularis kockazati tényez6k szamanak szempontjabdl Magyarorszagot az
eurdpai orszagok ’élmezényében’ helyezhetjiik el [1].

A keringési rendszer betegségeit el6idéz0 rizikofaktorok tobbek kdzott a magas vérnyomas,
a magas koleszterinszint, a cukorbetegség és a dohanyzas. Emellett, a keringéssel 6sszefliggd
leggyakoribb haldloknak az iszkémids szivbetegségek és a cerebrovaszkularis betegségek
(agyérbetegség) szamitanak. Az iszkémias szivbetegségek hatterében 4llo ateroszklerdzis
kialakulasa elkezd6dhet mar akéar gyermekkorban, és évekig, évtizedekig tiinetmentesen fejlédhet
tovabb. Amennyiben ezt idében felismerik, a rizikofaktorok elimindlasaval, ¢letmodvaltassal,
szlikség esetén gyogyszeres kezeléssel megelozhetd, kezelhetd a betegség. A kardiovaszkularis
prevenci6 célja tehat a kardiovaszkularis mortalitas és morbiditas csokkentése [1].

A 2010-es évek elején a WHO célul tiizte ki a négy legtobb aldozatot kdveteld, nem fert6zo
betegség (sziv- és érrendszeri betegségek, diabetes mellitus, kronikus obstruktiv 1€gati betegségek
¢s daganatok) okozta halalozas 25%-kal valo cs6kkentését 2025-re.

Az EUROSTAT adatai alapjan, 2015-ben az EU 28 tagallamaban 5,21 millié halaleset
tortént, melybdl 1,9 milli6 esetben valamilyen sziv- és érrendszeri betegség volt a kivalto ok. Az
iszkémias  szivbetegség standardizalt haldlozasi ardnya Litvanidban, Lettorszagban,
Magyarorszagon és Szlovakiaban volt a legmagasabb (2014-ben a 100 000 lakosra juté haldlozasok
szama ezen orszagok esetében meghaladta a 350-et), mig ez az arany Franciaorszagban,
Spanyolorszagban, Portugalidban, Benelux allamokban, Dénidban ¢€s Olaszorszagban, illetve
Norvégiaban és Svajcban volt a legalacsonyabb (itt 100 000 lakosra kevesebb, mint 100 ilyen

halalozas jutott). Az iszkémias szivbetegségek miatti halalozasi arany minden unids tagallamban
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kovetkezetesen magasabb volt a férfiak korében [1].

Ezen lesujto statisztikai adatok alapjan leszogezhet6 annak ténye, hogy az elmult évtizedek
jelentés eredményei ellenére, melyek a sziv- és érrendszeri betegségek gyogyitasa és megeldzése
terén sziilettek, még mindig kihivast jelent a kardiovaszkularis betegségek szamanak csokkentése.
Fontos feladatunk tehat alapkutatds szinten is a sziv- és érrendszeri betegségek vizsgalata,
lehetdséget adva a patomechanizmusok pontosabb megértésére, a hattérben zajlo és a betegségek
alapjat képez6 molekularis bioldgiai folyamatok feltérképezésére, valamint 0j prevencios

kezelések kifejlesztésére, esetlegesen Uj tdimadaspontu gydgyszerek fejlesztésére.
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1. dbra: Legfobb halalokok (A) férfiak és (B) nok esetében az Eurdpai Unio tagorszdagaiban a
European Cardiovascular Disease Statistics 2017 Edition adatai alapjan.



I1. Irodalmi attekintés
I1.1. Iszkémias szivbetegségek

A modern vildgunkban évtizedek Ota szembe kell néznilink a magas, sét egyre ndvekvo
szamu kardiovaszkularis megbetegedéssel, amely még ma is tobb ember halalat okozza, mint a
rakos megbetegedések. A sziv- és érrendszeri betegségek egyik fO tipusa az iszkémids
szivbetegségek, melyek olyan korallapotok, amelyek kialakulasaban a szivizom elégtelen
vérellatasa jatszik szerepet. A fejlett orszagokat egészségiligyi és gazdasdgi szempontbol is
nyomasztja a kardiovaszkularis betegségek okozta probléma. Olyan torekvésekkel lehetne ezeket
megoldani, melyek sordn prevencids stratégidk keriilnének kifejlesztésre. Illyen példaul azon sziird
vizsgalatok altalanos bevezetése és elterjedése, melyek a hajlamosito tényezdk korai felismerésével
¢s megsziintetésével kezelhetdvé vagy mérsékelhetdvé tennék a problémat.

Az iszkémias szivbetegség klinikai megjelenési formai kozott megkiilonboztetiink stabil
angina pectorist, instabil angina pectorist, ,,néma iszkémiat”, szivizom infarktust, iszkémids
eredetli szivelégtelenséget, valamint iszkémia eredetii hirtelen szivhalalt. Mindezek hatterében a
szivizom oxigénellatasa és oxigénigénye kozotti egyensuly felborulasa all.

A szivizom iszkémia a kontrakcid és relaxacid zavarahoz, az eloterhelés novekedéséhez, a
diasztolés térfogat és a végdiasztolés nyomas novekedéséhez vezet. Mindezek okan a kamrafal
fesziilése n6, a kamrai compliance romlik, melyek az oxigénigény tovabbi novekedését
eredményezik.

Iszkémia sordn szamos metabolikus valtozas torténik. Fokozddik az anaerob metabolizmus
¢és az ATP-szint csokkenése miatt lecsokken az intracellularis pH is. Elégtelenné valnak olyan aktiv
transzport mechanizmusok, mint a Ca?*-ATP-4z és a K*-ATP-az miikodése, fokozodnak a Na*-H*

és Na'-Ca?* cseretranszportok, melyek egyiittes hatisira novekszik az intracelluldris Ca®'-
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koncentracio. A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) altal megnovekszik az oxidativ stressz szintje,
amely szdmos gyulladasos mediator termelddését okozza, mindezek pedig kiilonbozd protedzok
aktivalasan keresztiil a pumpafunkciok zavarat, aritmidkat végiil nekrézist és apoptozist
eredményeznek a miokardiumban.

Az iszkémias szivbetegség kezelésére elsdsorban olyan gyogyszerek alkalmasak, amelyek
az oxigénigény ¢és az oxigénellatds kozott felborult egyensulyt képesek helyreallitani. Mindezen
gyogyszerek kifejlesztése soran fontos volt a hattérben zajlé molekularis folyamatok tisztazasa.
Tovabbi, hatékonyabb gyogyszeres terdpia, valamint 01j preventiv eljarasok kifejlesztése érdekében

a patomechanizmusok még alaposabb, 0j szemszogbdl torténd tanulmanyozasa elengedhetetlen.

Il. 2. Az oxidativ stressz és annak hatasa a szivre

A szivizomzat oxigén és tdpanyagellatasa életbevagdan fontos, ugyanis a sziv az élet soran
folyamatosan miikodik, és energiaigényét csak oxigén jelenlétében képes megfelelden kielégiteni.
Mivel a sziv aerob anyagcserét folytat, az emlds szervek koziil a legnagyobb oxigénigénnyel
rendelkezik. Az oxigénnek azonban Osszetett szerepe van a legtobb szervben, igy a szivben is.
Tobbek kozott részt vesz a NO termelddésében, amely kulcsfontossagi egyebek kozott az
érrendszer tonusanak, és a sziv kontraktilitdsanak meghatarozasaban. Emellett fontos szerepe van
ROS termelésében is [2]. A ROS 6 termel6je a mitokodrium, ahol szuperoxid-anion, hidrogén-
peroxid és hidroxil gyokok képzddnek. A szuperoxid aniont a szuperoxid diszmutazok (SOD-k)
enzimatikusan alakitjak at hidrogén peroxidda (H202). A szivben és egyéb szovetekben még olyan
mechanizmusok hatasara is alakulhatnak ki reaktiv oxigéngyokok, mint a xantin-oxidaz (XO),
NAD(P)H-oxidazok, citokrom-p450 azaltal, hogy a katekolaminok autooxidacidja és az NO-

szintaz (NOS) szétkapcsolasa torténik [3]. Mindezek elényos szignalutvonalakban vehetnek részt,
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vagy épp ellenkezéleg visszafordithatatlan sejtkarosodasokat és sejthalalt idézhetnek el6. Az, hogy
melyik torténik, a szervezet belsé egyenstlyan mulik. Normal, fiziologias koriilmények kozott a
ROS termelédése és eltavolitdsa endogén antioxidansok altal egyensulyban all [2]. Az
antioxidansok olyan anyagok, melyek késleltetik vagy gatoljak a szubsztrat oxidaciojat. llyen
endogén antioxidans rendszer példaul a glutation (GSH) és a SOD [4, 5]. Oxidativ stressznek
nevezziik, ha ez az egyensuly felborul az oxidansok ,,javara”, és karokat okoz a szervezetben.
Szamos tanulmany szamolt be arrdl, hogy a GSH raktarak kimeriilése DNS-fragmentalodast [6],
apoptozist [7] vagy nekrozist valt ki.

A szivbetegségek egyik vezetd oka a szivkoszoruerek megbetegedése (CAD), amely a
szivizom karosodasa ¢és nekrozis kovetkeztében alakul ki. A ROS fontos szerepet jatszhat a CAD
kialakulasaban és annak progresszidjaban [8, 9]. A ROS emelkedett szintje tovabba hozzajarulhat
az oxidalt LDL kialakuldsdhoz az erek faldban, amely legféképp az ateroszklerdzis
patogeneziséhez jarul hozza [10]. Akut miokardialis infarktus (MI) esetében is igazoltak, hogy a
megnovekedett ROS szerepet jatszik a szoveti nekrdzis €s a reperfuziods sériilések kialakulasdban
[11, 12]. Mindemellett bizonyitottak, hogy a ROS jelatvitel erésen érintett a sziv hipertrofidjanak
kifejlodésében [13]. A szivizomsejtek apoptdzisa eléfordulhat hipertrofias, iszkémias szivben és
Osszekothetd a szivelégtelenség progresszidjaval. Kisérletes bizonyitékok utalnak arra, hogy a
ROS szamos mechanizmus altal indukalhatja az apoptozist [13, 14].

Ismeretes, hogy az ionaramok megfeleld miikddése elengedhetetlen fontossagu a normal
szivmiikodés szempontjabol. Bizonyitékok vannak arra, hogy a ROS hatéassal van az ioncsatornak
miikodésére. A reaktiv oxigén szarmazékok célzottan karosithatjdk az L-tipusu kalcium
csatornakat a szarkolemman és elnyomhatjak a kalcium aramot [15]. Képesek megvaltoztatni
tovabba a kardialis natriumcsatornakat, a kaliumcsatornakat, és a natrium-kalcium kicserélodést,

igy csokkentik a sziv kontraktilitasat és a miofilamentumok kalciumérzékenységét [16, 17].
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Il. 3. Hipoxia és hiperoxia hatidsa a szivre

A megnovekedett (hiperoxia) és csokkent (hipoxia) oxigén szint érzékelése specidlis
kemoreceptorok segitségével torténik, melyek szabalyozzak a sziv- és érrendszert, valamint a
1égzést. Az oxigénkinalat csokkenése, amely a hipoxia kialakuldsdhoz vezet, jelentkezhet az egész
szervezet szintjén (generalizalt hipoxia) vagy érinthet egyes szoveteket (szoveti hipoxia). A
vaszkularis simaizom sejtek jovoltabol hipoxia soran a pulmonalis vazokonstrikcid egy gyors
valaszreakci6, amely a tiidéartéridkban, a vénakban ¢és a kis ellenallasu artéridkban alakul ki. Egy
vagy tobb tipusi K* csatorna gatldsa inditja el, melyek a membranpotencialt allitjdk be. Ez a
depolarizacié aktivalja a fesziiltségfiiggd Ca®" csatornakat, melyek ndvelik a citoszol kalcium
szintjét, majd a vaszkularis simaizom kontrakcidjat okozzak [18]. A hipoxias vazodilatacié a masik
¢s az agyi erekre. Az értagulast részben a vaszkularis simaizom sejtek Katp csatornai kozvetitik,
amit az ATP hipoxia altal kivaltott csokkenése okoz [19].

Ezen kiviil minden maggal rendelkezd sejt képes érzékelni az oxigén koncentraciot. A
tobbi oxigén érzékeny ionmechanizmus valdsziniileg a Ca?* bearamlast szabalyozza. Oxigénhiany
esetén képesek perceken beliil reagalni a mar létezd fehérjék aktivalasan, vagy kronikusan, orak
mulva a gének transzkripcids szabéalyozasan keresztiil. A hipoxia elleni védekezés a hipoxia
indukalta transzkripcios faktoron (HIF) keresztiil torténik, amely az eritrocitozist, az angiogenezist,
a gliikkdz metabolizmust, valamint a sejtproliferaciot, tulélést stimulald géneket aktivalja, €s ezaltal
védi a hipoxids szoveteket. A HIF-a konstitutivan atirodik €s a citoplazmabdl a sejtmagba
transzlokalodik. Harom izoformajat azonositottak: HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a. A HIF-1a és HIF-2a
strukttralisan €és funkcionalisan hasonld, mig a HIF-3a esetében a COOH-részrdl hianyoznak a
transzaktivacios strukturak, és alternativ szerepet jatszik a hipoxia indukalta gén expressziojanak

negativ szabalyozojaként [20].
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Normoxias koriilmények kozott a HIF-1 gyors proteaszomalis degradacion esik at,
féléletideje meglehetésen rovid, megkozelitleg 5 perc. Ennek oka az, hogy a transzlacio utan
kozvetleniil hidroxilaljak a PHD-k (prolil-hidroxilaz enzimek), majd kapcsolédnak a von-Hippel-
Lindau-féle (VHL) tumorszupresszor fehérjékhez. A kotddést kdvetden a poliubikvitinacidjuk
kezdédik meg, majd a proteaszomalis degradacidjuk [21]. Ezzel szemben a szdvetek oxigén
tenziojanak csokkenésekor stabilizalodik, mert a PHD-k inaktivalodnak, majd a sejtmagba
transzlokalodnak, egy szupermolekularis komplexet hozva 1étre, amely a DNS-hez kotédva [22]
kozel 60 kiilonféle fehérjét szabalyoz azaltal, hogy mennyisége jelentésen megemelkedik.

A sziv- és érrendszeri megbetegedések gyakran tarsulnak miokardialis iszkémiaval vagy
elégtelen vérellatassal. Ez nemcsak a tdpanyaghianyt, az anyagcsere energiaellatasaval kapcsolatos
,uzemanyaghianyt” jelenti, hanem az alacsony oxigén kinalat miatt, hipoxia okozta iszkémids
sériiléseket is. A kontraktilis rendszerek, az energiaellatas és a kereslet egyensulyanak
megteremtésével alkalmazkodnak az ATP raktarak kimeriiléséhez. Azonban Allen és munkatarsai
is leirtdk, hogy abban az esetben, ha a sziikséges oxigénellatas korlatozva van, gyors ATP
kimeriilés, intracellularis kalcium talterhelés jelentkezik, sejtpusztulas €s nekrozis kovetkezik be

[23].
I1.4. Hipoxia és hiperoxia modellezése

Erdemes tisztazni, hogy a hipoxia fogalmat széles korben hasznaljak. Annak érdekében,
hogy ez ne okozzon zavart, megkiilonboztetiink haromféle hipoxids modellt. Kronikus hipoxia
(CH) soran az oxigénellatas és az oxigénigény kozotti egyenstlyhiany folyamatosan fennall. Ennek
a lehetdsége all fenn nagy magassagban, kronikus obstruktiv tiid6- és velesziiletett szivbetegségek
esetén, anémia vagy CO mérgezés soran, vagy ha kronikusan csokkent a szovetek perfizioja [24].

Egy masodik modell a valtakozé hipoxids modell (IH), amely sordn hosszabb vagy révidebb
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intervallumokban all fenn a hipoxias egyensulyhiany. Ez a modell jol szemlélteti az obstruktiv
alvasi apnoe, a sarlosejtes anémias valsagok klinikai képét [25]. Kronikus hipoxia levegéztetéssel
(CHA) a két el6z6 modell k6zé helyezhetd, jol szemlélteti az az allatkisérletes modell, amikor az
allatokat hipoxias kamrakban tartjadk, de bizonyos idokozonként (takaritds, etetés idejére) ezt
megszakitjak és reoxigenizacios események torténnek. A CHA modell ezaltal segitségiinkre lehet
az iszkémia/reperfizios karosodas kiilonb6z6 megnyilvanulasainak vizsgalata soran, vagyis poszt-
iszkémias kontraktilis diszfunkcid és aritmiak kialakulasa esetén is [26].

Szamos in Vvivo és ex Vivo tanulmanyt terveztek meg ezek tiikrében. Hipoxids
kortilményeket képesek eldidézni mutéti eljarasokkal, melyek soran megakadalyozzak a teljes vér
oxigenizaciojat a tiidoben. Technikailag olyan hipoxids kamrdk (az oxigén szint
szabalyozhatosaganak koszonhetéen hiperoxias kamrak is) kertiltek kifejlesztésre ahol CHA, vagy
CH koriilmények kozott is tarthatdak az allatok. A beépitett oxigénszint mérdnek koszonhetden
folyamatosan monitorozhaté a levegd Osszetétele. Kutatasok is folytak, melyek dsszehasonlitjak
ezen hipoxias koriilmények hatasait. Milano és mtsai. példaul azt vizsgalta, hogy CH (FO2=0,1, 15
napon keresztiil) ¢s CHA (+ 1 6ra levegdztetés naponta) kamrdkban tartva hogyan valtozik a
szivizom tolerancidjanak mértéke. Eredményeik alapjan, a CH-szivek magasabb végdiasztolés
nyomast, és magasabb érrendszeri rezisztenciat mutatnak, mint az IH. [27]. Corno és munkatarsai
kutatasaik sordn azt tapasztaltdk, hogy a sziv/testtomeg aranya, a jobb/bal kamrdk aranya, a
miokardialis hipertrofia, valamint a jobb kamra hipertrofia mértéke hasonloan alakult CH és CHA
koriilmények kozott. Azonban a jobb kamrai nyomas magasabbnak bizonyult CH-t kévetéen, mint
a CHA kezelések utan [28]. Egy kés6bbi tanulmanyban, Farahani és tarsai 0jsziilott egereket
tartottak CH (FO2=0,11, 4 héten keresztiil) és IH (4 perc FO2=0,11 + 4 perc levegdztetés)
kamrakban. Ez esetben a CH nagyobb mértékben gatolta az allatok novekedését valamint a

sziv/teststly aranyat, melynek okat a sejtek hipertrofidjaban feltételezik [29].
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CH miokardiumban ismerték fel annak tényét, hogy a HIF-1a szintje lassabban tér vissza a
normoxias szintre, mig agyban, izomban és vesében magasabb szintrél is hamarabb képes
stabilizalodni [30]. Sok esetben vizsgaltak a HIF-1o €s az apoptozis kozotti kapcesolatot is. Az
elmult évek tanulményai alapjan kettds kép rajzolodik ki ez esetben is. Az azonban kijelenthetd,
hogy az anti- vagy proapoptikus utvonalak el6fordulasa nagyban fligg a hipoxia okozta sériilés
stlyossagatol. CH esetén dontden a proapoptotikus utvonalak aktivalodnak a HIF-1a hatasara [31-
33], mig IH esetén a sziv adaptalddasat segité antiapoptotikus (Bcl-xL, Bcl-2) fehérjék szintje
emelkedik meg [34, 35]. Még napjainkban is kevésbé feltart teriilet a hiperoxia hatasa a szivre,
annak ellenére, hogy az oxigén terapia sok esetben nyujt segitséget olyan allapotokbol torténd
felépiiléshez, amelyek oxigénhidnyhoz kapcsolodnak. Oxigénterapia soran vagy rovid idejii oxigén
belélegeztetéssel igyekeznek ellensulyozni az oxigénhianyt a vérben és/vagy a szovetekben, vagy
hosszu tavon a kronikus 1égzési rendellenességek esetén [36]. A masik lehetdség a talnyomasos
oxigén terapia (HBO). Ez esetben a pacienst 100% oxigénnel 1élegeztetik (>1 atm), amely szintén
segit a hipoxiaval szemben azaltal, hogy noveli a plazmaban oldott oxigén szintjét [37].

Tanulményok szamoltak be arrdl, hogy a hiperoxia érosszehtizdédast okozhat, noveli a
mikrocirkulacids heterogenitast, mely altal veszélyeztetheti a perfuziot és igy a tényleges oxigén
szallitast [38, 39]. A hiperoxia emellett fokozza az oxidativ stressz mértékét [40] és a bypass
miutétekhez tarsult szervkarosodas egyik okét, a szisztémas gyulladasos vélasz szindromat. Olyan
sulyos allapotok utan, mint az iszkémids szivbetegség, a stroke vagy a szivmegallas, a hiperoxia
fokozott morbiditast és mortalitast eredményez [41]. Mindezek mellett vazokonstriktiv ingere a
hiperoxia rovid tava expozicidjanak csokkentette patkanyokban iszkémia-reperfiizios
karosodasokat [42].

Erdekes modon, szivbetegségben szenvedé pacienseknél a sulyos hiperoxia (PaO2> 40 kPa)

csokkentette a talélési ratat, addig mérsékelt hiperoxia esetén (PaO2> 13.3-40 kPa) javitotta a
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paciensek statuszat 14 ora elteltével. A hiperoxia altal fokozott oxidativ stressz [43] és gyulladas
[44] jelentésen befolyasolhatja a sziv- és érrendszer teljesitményét. A hiperoxia altal kivaltott
vazokonstrikcio [45], a paraszimpatikus aktivitas, a direkt negativ inotrop hatasa, az elnyujtott sziv
relaxacid, a mar emlitett miokardialis mikrocirkulacios vazokonstrikcio, valamint a fokozott
iszkémai/reperfiizidos sériilés azt eredményezhetik, hogy né a sziv utdterhelése, csokken a
szivfrekvencia, a verOtérfogat [46, 47], azaltal a perctérfogat és a kontraktilitas [47].

Tehat mind a hipoxia, mind pedig a hiperoxia esetében megfigyelhetd, hogy minél kisebb
mértékben tér el a normoxias koriilményektdl, annal kevésbé terheli a szivet, azaltal, hogy karos és

sokszor kivédhetetlen szignalizacids utvonalak aktivalodnak.

11.5. Az autofagia és szerepe a kardiovaszkularis betegségekben

Az autofagia az evolicid soran konzervalodott folyamat, a sejtek Onemésztd
mechanizmusa, amely dinamikus és magasan szabalyozott. Kulcsszerepet jatszik a fehérje
aggregatumok, a hosszl életidejii fehérjék, valamint a felesleges vagy sériilt sejtorganellumok
eltavolitasaban, az intracellularis homeosztazis fenntartasa érdekében [48].

Harom fajtdjat kiilonboztetjiik meg: makroautofagia, mikroautofagia és chaperon medialt
autofadgia. Mikroautofagia soran a lizoszOma membranja betiiremkedik, majd a kialakult holyag
és citoplazma tartalma lefliz8dik, és igy kozvetleniil a lizoszoma belsejébe jutnak a citoplazma
komponensek. A chaperon medialt autofagia szelektiven képes degradédlni olyan fehérjéket,
amelyek egy bizonyos pentapeptid motivumot (KFERQ) tartalmaznak. Ezeket a fehérjéket egy
chaperon komplex ismeri fel és a lizoszomaba juttatja egy specifikus lizoszoma-membranfehérjén
keresztiil. A makroautofagia (innentdl csak autofagia) mennyiségileg és mindségileg a
legjellemzobb. Jellegzetessége a de novo kialakulo kettés membrannal rendelkezé vakuolum, mas

néven autofagoszoma, amely a szarmazasat tekintve nem teljesen ismert fagofor vagy mas néven
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izolaciés membranbdl fejlodik ki. A folyamat soran (2. abra) az izolaciés membran megnyulasat
alakul ki a degradaciot végzo autolizoszoma. A kettds membran belsé része a bekebelezett
citoplazma komponensekkel egyiitt lebontasra keriil a lizoszoma savas hidrolazai (peptidazok,
lipazok, nukledzok, glikozidazok) altal fehérjékre, lipidekre, nukleinsavakra és szénhidratokra,
majd ezek ujrahasznositasra keriilnek. Az ezekbdl szarmazo6 tapanyagok alternativ tapanyagforrast
biztositanak a sejt szamara, ezaltal elengedhetetlen a tiléléshez [49].

A folyamat szelektiv modon is végbemehet, mivel szamos olyan fehérje ismeretes, melyek
receptorként szolgalnak az autofagias degredacidohoz. Az emlitett receptorok el6szor kapcsolodnak
a lebontasra jelolt fehérjékhez és sejt szervecskékhez (leggyakrabban a mitokondriumhoz), ezt
kovetden pedig a keletkezd izoldld6 membran bizonyos komponenseihez. Ezaltal a sejtalkotok
specifikusan keriilnek az autofagolizoszoma belsejébe lebontasra. Egyik legismertebb forméja a
mitofagia, amely a mar emlitett karosodott mitokondriumokat specifikusan és tomegesen bontja le
[50].

Az autofagia molekularis mechanizmusarol és szabalyozasardl a folyamat felfedezését
kovetden hosszil évekig semmit sem tudtak. Ennek egyik oka, hogy az autofagoszomak és az
autolizoszomak minddssze néhany mikrométer atmérdjii vezikulumok [50]. Az 1990-es években
sikeriilt az elektronmikroszkopos azonositason tul, fénymikroszkop segitségével az autofagias
struktardkat egysejti élesztOben azonositani. Ezt felhasznalva néhany év alatt szamos, az
autofagiaban szerepet jatszo (Atg) gént azonositottak élesztokben [51]. Kezdetben, magasabb
rendlickben ezeket a géneket a nukleotid sorrendjiiket Osszehasonlitva keresték, mivel a
szekvencialis hasonlosdg funkciondlis konzervacioban is megnyilvanul. Az Atg géneket
funkcidjuk alapjan négy fobb csoportba sorolhatjuk: az indukcidt szabalyozo gének, az izolalo

membran novekedését szabalyozd gének, az Atg8 konjugaciot szabalyoz6d gének ¢és az

18



ujrahasznositast szabalyozé gének. A folyamat fontos szabalyozé komplexe emldsokben a TOR
génen talalhato két komplex: az mTORC1 és mTORC2. Novekedési faktorok, aminosavak, gliik6z
¢és egyéb tapanyagok segitik a mMTORC1 miikodését, mig kiilonbozo stressz hatdsok gatoljak azt
[52]. A két komplexet Raptor és Rictor alegységek jelenléte hatarozza meg. A gliik6z hianya vagy
hipoxias koriilmény hatasara aktivalodik az AMPK [53, 54], amely hatasara defoszforilalodik
vagyis gatlodik az mTORCI és az autofagia indukalodik. Az ULK-komplex (ULK1 vagy ULK2,
Atgl3, Atgl01, FIP200) aktivalodasa mellett az Atg9 szallit vezikulakat a 1étrejové fagofor
struktirahoz. Az autofagia indukciojat a III. osztalya PI3K/Vps 34 és Beclin-1 (Atg6) komplex
aktivalasa okozza, amely az izolacios membran kialakulasat eredményezi, majd felveszi és
magahoz kapcsolja az Atg fehérjéket (2. abra) [55]. Az Atgl2- Atg5 és az LC3-PE (microtubule
associated protein light chain 3-phosphatidylethanolamine) vesz részt az izolald6 membran
érésében. Az Atgl2 kovalensen konjugéalodik az AtgS fehérjéhez, majd az Atgl2 aktivalodik az
ubiquitin-aktivald E1 enzim (Atg7) altal, és attevédik az ubiquitin-konjugald E2 enzimre (Atgl0).
Az Atgl0 felszabadul, amikor az Atgl2 kovalensen kapcsolodik az AtgS lizin maradékahoz. Az
Atg12-AtgS ezutan kotédik az Atgl6-hoz, és ez a trimer komplex kapcsolodik az izolalé membran
kiils6 membranjadhoz, amely elengedhetetlen az LC3 felvételéhez €s a membran megnyulasdhoz.
Az LC3 LC3-I-re konvertalddik az Atg4 cisztein-protedz altal. Az LC3-I aktivalodik az Atg7 altal
¢s atkerlil az Atg3-ra majd kovalensen konjugalodik a PE-csoporttal. Az LC3-11-PE pedig Atg5-
fliggd moddon transzlokalddik az autofagoszoma membranra. A p62 az autofagia szubsztratja, azaz
széllitmany, amelyet az autofagia aktivitas riportereként is hasznalnak. Ez a fehérje juttatja el az
ubiquitinalt fehérjéket a proteaszomahoz lebontésra. Ezen kiviil a sejtmag ¢€s a citoplazma kozott
ubiquitinalt ,,rakomanyokhoz” kotodhet, és eldsegiti a sejtmagi és citoszolikus fehérjék

mindségének ellendrzését. Szintje lecsokken az autofagia indukalasakor, viszont felhalmozodik ha
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az autofagia gatlodik vagy hibasan miikodik, ezaltal hasznalatos az autofagias flux vizsgélatira

[56].
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2. abra: Autofagia folyamat abrdja a résztvevd markerekkel A. Ndoye et. al 2016. alapjan.
Részletek a szovegben.

Az eukariota sejtekben az autofagia konstitutiven alacsony szinten eléfordulé ,,haztartasi”
folyamat, de fokozottan aktivalodhat kiilsé stresszorok (pl. éhezés [57], hormonalis
egyensulyhiany [58], oxidativ stressz [59]) és bels6 igények (pl. fehérje aggregatumok eltavolitasa)
hatasara. Az autofagia a szervezet adaptiv valasza a kialakult koriilményekre €s patologias
folyamatokra [60]. Szamos bizonyiték utal arra, hogy az autofagia nem megfelel6 mukodése
szivbetegséghez (szivizom hipertrofia [61], kardiomiopatia [62], szivelégtelenség [63]), daganatos
megbetegedésekhez [64], és neurodegenerativ rendellenességekhez (Alzheimer-kor, Parkinson-
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kor) [65] is tarsul, ezek mellett szerepet jatszik a fejlodésben, az Oregedésben [66] és az
immunitasban [67] is.

Normal vagy enyhén stresszes koriilmények kozott az autofagia sejtvédé mechanizmus-
ként bont le és hasznosit jra olyan citoplazma komponenseket, mint példaul hosszu életidejii
fehérjék vagy organellumok, és a mar emlitett szelektiv Giton eltavoltitja a sériilt mitokondriumokat
[68]. A sériilt mitokondriumok olyan proapoptotikus faktorokat szabaditanak fel, mint példaul a
citokrom-c [69], és az autofagia folyamata igy képes megakadalyozni az apoptozis aktivalodasat
[70]. Emellett egy masik utvonalon, a Beclin-1 fehérje overexpresszidja altal csokken a Bax
aktivitasa, €s ezaltal képes az autofagia kivédeni az iszkémia/reperfuzio indukalta karosodasokat a
sziv HL-1 sejtjeiben [71].

Szamos tanulmany kdzponti témajat képezte az elmult évtizedekben, hogy a szivszovetben
miként valtozik meg az autofagia folyamata iszkémia/reperfizio soran. Kezdetben olyan kutatasi
eredmények lattak napvildgot, amelyek arrél szamoltak be, hogy magzati egér sziv
szervtenyészetben indukalodik az autofagia, ha hipoxias koriilmények mellett a gliikkoz hozzaférést
is megvonjuk és ezt kdvetden reperfuziot indukalunk [72]. Késobb Decker és mtsai. azt talaltak
nyul szivben, hogy 20 perces iszkémia nem valtoztatja meg az autofagia szintjét [73]. Habar mar
hosszabb idejii iszkémia (40 perc) az autofagoszomas vakudlumok szamanak novekedését okozza,
és ez tovabb emelkedik reperfzio soran. Igy valosziniisithetd, hogy az iszkémia és a reperflizio is
indukalja az autofagia folyamatat. Tovabba Gurusamy és mtsai. 30 perc iszkémia €s 120 perc
reperfuzié utan két autofagias marker, a Beclin-1 és LC3B-II expresszio fokozodasat tapasztaltak
[74]. Szintén emelkedett autofagiat és lizoszomalis aktivitast tapasztaltak sertés szivben hat
periddus iszkémias prekondiciot kovetden [75].

Azonban az autofagia funkcionalis szerepe a szivben jelenleg is intenziv vizsgalatok alatt

all, mind in vitro, mind in vivo. Kutatocsoportunk is vizsgalta korabban a reperfizié6 soran
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megjelend kamrafibrillacié és az autofagia kapcsolatat. Eredményeinkbdl kerdiilt, hogy azokban
az egér szivekben, melyekben a reperfuzié elején kamrafibrillacio alakult ki, szignifikansan
megemelkedett a Beclin-1 szintje és az LC3B-11/LC3B-I aranya, viszont a Bcl-2 szintjében nem
volt valtozas a nem fibrillalokhoz képest [76]. Erdekes modon, szamos tanulméany arrdl is
beszamolt, hogy az autofagia szintjének fokozodasa a szivben sejthalalt is okozhat. Tanulmanyok
szamoltak be arrdl, hogy a fokozott autofagia iszkémia/reperfuzié soran hozzajarul a sejtek
pusztulasahoz [77]. AKi és mtsai. kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy a glilkdz megvonast
kovetden jelentds mértékben megnovekedett az autofagia és a sejthalal szintje is, majd a 3-metil-
adenin (3-MA), az autofagia inhibitora csokkentette a sejtek pusztulasanak mértékét. Az
eredményeik tehat azt sugalljak, hogy az autofagia hozzajarult a sejthalalhoz [78]. Egy masik
tanulmany szerint azonban, ha gatoljuk az autofagia folyamatat a Beclin-1 downregulacidja vagy
3-MA altal, az csokkenti a szivizomsejtek pusztulasat iszkémia/reperfuzid soran [79]. Matsui és
mtsai. egér szivek in vivo vizsgalata soran emelkedett szintli autofagiat tapasztaltak mar 20 perc
1szkémiat kovetden, és az eredményeibdl az is kideriil, hogy az autofagoszémak szama a reperfiizio
soran tovabb emelkedett. Az autofagoszémak akkumulélodasa iszkémia vagy iszkémia-reperfiizid
soran nagy valdsziniiséggel a lizoszomalis degradacié hianyanak tulajdonithatd. Osszehasonlitva
az autofagia €s az apoptozis megjelenésének idejét, vizsgalataik soran az deriilt ki, hogy az
autofagia folyamata az elsddleges €s akut iszkémia soran energiat termel és ezaltal védi a szivet,
mig kronikus iszkémia vagy reperfiizid soran a sériilt organellumokat tavolitja el, mely hatranyos
is lehet, mivel sejthalalt idézhet eld, akkor is ha més programozott sejthalal titvonal nem aktivalodik
[80]. Az azonban még a mai napig nem ismert, mikor és hogyan dél el, hogy a fokozott autofagia
protektiv vagy karos hatasokat eredményez. Kutatasok arrdl is beszamoltak, hogy BNIP3-indukalt
autofagoszomdk a  szivizomsejtekben sok esetben  tartalmaznak  fragmentalodott

mitokondriumokat, amely arra utal, hogy autofagia altal eltavolitasra keriilnek azok a sériilt
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mitokondriumok, amelyek tovabb fokoznak a ROS-indukalta ROS termelddést [70]. Dont6 szerepe
van az autofagia és az apoptozis kozott fennalld kapcsolatnak is. Rendkiviil fontos a Beclin-1 és
Bcl-2 kozotti egyensuly [81].

Tudomanyos munkak jelentek meg arrdl is, hogy az autdfagia folyamata Beclin-1-t61
fiiggetlen Utvonalon is aktivalodhat. Egy neurotoxin neuroblasztoma sejtekben [82], mig a
rezveratrol mellrakos sejtvonalban volt képes Beclin-1-t6l fliggetlen ttvonalon aktivalni az
autofagiat [83]. Tian és kutatocsoportja pedig HeLa sejteken vizsgalodtak. Egy olyan 0 vegyiiletet
tanulmanyoztak, amely a Bcl-XL/Bcl-2-t gatolja, és meglepé modon, a Beclin-1 fehérjét is gatolva,
indukélta az autofagiat az apoptozis megjelenése nélkiil. Ebben az esetben autofagoszéma

akkumuléci6 volt megfigyelhetd, ami jol korrelalt a vegyiilet altal indukalt sejthalallal [84].

Il. 6. Hipoxia és hiperoxia hatasa az autofagiara

Néhany kutatis alapjat képezte az elmult években annak vizsgalata, hogy kiilonb6z6
sejtekben, szervekben hogyan valtozik az autofagia szintje hipoxias és/vagy hiperoxias
koriilmények kozott. Feng és munkatarsai H9c2 és 0jsziilott patkany kamrai szivizomsejteken
végeztek kisérleteket. Ezen kisérletes elrendezésben a hipoxias koriilmények 48 oran keresztiil
95% N2 és 5% CO- tartalmt leveg6t jelentett, mig a normoxias 21% O2, 74% N2 és 5% CO»-t.
Eredményeik szerint a hipoxia id6fiiggd modon indukalta az autofagiat és az apoptozis folyamatat.
Tovéabbi vizsgalatokat végeztek, hogy megértsék az autofagia gatldsdnak van-e hatdsa az
apoptozisra. A vizsgalatok soran kideriilt, hogy a gatolt autofagia hatasara tovabb emelkedett az
apoptozisra utald Tunel-pozitiv sejtek szama. Ezen eredmények hatterében a Forkhead box O3
(FoxO3)-indukalta BNIP3 (Bcl-2 adenovirus E1B nineteen-kilodalton interakting protein 3)
expresszio valtozasat valosziniisitik [85].

Egy masik vizsgalatban szintén H9c2 sejteket tartottak hipoxias koriilmények kozott (5%
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CO02/95% sejttenyészté inkubator levegdje) 24 oran keresztiil. Eredményeik alapjan a rovidebb
expozicios id6 hatasara is, a HIF-1a overexpressziojan keresztiil indukalddott az autofagia, és
megemelkedett az L3C, Atg5, Atg7 és Beclin-1 fehérjék szintje [86].

Human endothelialis sejtek (EAhy926) esetében is a hipoxia (1% O2- 94% N2-5% CO»)
id6-fiiggd modon aktivalta az Beclin-1/PI13K-medialt ¢és MAPK-fiiggetlen autofagia folyamatat.
Eredményeik szerint az autofagia gatolta a hipoxia apoptozis indukald hatasat, melyben terapias
lehetéséget 1atnak a tumorsejtekkel szemben [87].

Zhang és kutatocsoportja jsziilott Wistar patkanyokat tartottak hiperoxias (90% Oo)
kamrakban, valamint MLE-12 egér alveolaris II-es tipust epithelidlis sejtjeit tenyésztették 80% O
tartalmt levegében. Vizsgalatuk eredményeként elmondhato, hogy hiperoxia hatasara id6fiiggd
moédon megemelkedik az Atg7 expresszidja, amely a INK jelatviteli utvonalon keresztiil okozza az
SP-C (Surfactant protein C) felhalmozddasat alveolaris II-es tipust epithelialis sejtjeiben. Ezen
autofagias utvonal gatlasa 01 terapias lehetéséget nyujt a hiperoxias tiidékarosodasok esetében [88].

Tanaka és mtsai. vizsgalatai soran C57BL/6 egerek voltak kitéve hiperoxias (95% O2 és 5
% N2) koriilményeknek 72 oran keresztiil, amely id6fiiggd modon megndvelte az LC3B fehérje
szintjét az allatok tiidejében. Mind az egerek tiidejében, mind pedig a vizsgalt hamsejtekben 24
oras expoziciot kovetden megnovekedett az autofagoszomis vakuolumok széma is.
Eredményeikbdl az is kideriil, hogy az emelkedett LC3B szint protektiv hatassal van a sejtek

apoptotikus elhalasaval szemben [89].

Il. 7. Hemoxigenaz-1
A hemoxigenazok (HO) az evolucié soran konzervalodott enzimek, melyek a hem, vagyis

a vas-protoporfirin (FePPix) lebontasanak elsé és sebesség meghatarozo 1épését katalizaljak. A
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hem, a hemoproteinek (pl. hemoglobin, mioglobin) prosztetikus csoportjat képezi, amely egy
porfirinvazbol és egy kozponti vas (Fe(ll)) atombol all. A porfirinvazat négy pirolgytirii alkotja,
amelyeket metin hidak kotnek Ossze. A hemoxigenaz-aktivitas kulcsfontossagii anyagcsere
funkciodt jelent. Oxidacié soran az enzim a hem a-metin hidjait hasitja [90]. A teljes folyamathoz
harom oxigén molekula és hét elektron sziikséges, melyek a NADPH-citokrom-p450-reduktazrol
érkeznek. A NADPH jelenlétében a gyliriiben 1évé vas redukalodik, és igy egy hidroperoxid
intermedier keletkezik. Majd ez a hem gylrli a-metin hidjanak szénatomjat hidroxilalja, igy
atalakul a hem o-mezo-hidroxihemmé. Az o-mezo-hidroxihem konnyen reakcidoba 1ép az
oxigénnel, és igy képez masik két oxidacios 1épésen keresztiil verdohemet és szén-monoxidot
(CO). A verdohem végiil oxigén molekula és a NADPH-citokrom-p450-reduktaz jelenlétében
biliverdin-IXa-va alakul és emellett szabad vas keletkezik. A keletkezett biliverdin-IXa-t a
biliverdin-reduktaz redukalja bilirubin-IXa-va, mig a felszabadult vas-ionok egy részét a ferritin

tarolja [91-93].
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3. dabra: A hem lebontasanak folyamata. A. panel: a hemoxigenaz altal katalizalt reakciosor.
B. panel: a biliverdin reduktaz altal katalizalt reakcidsor.

Emberben és ragcsalokban harom HO izoformat azonositottak, HO-1 (~32 kDa), HO-2
(~36 kDa) és HO-3 (~33 kDa) melyeket a HMOX1, HMOX2 és HMOX3 gének kodolnak [94-96].
A HMOXI1 és HMOX2 gén termékei az elsddleges aminosav szekvencidban és biokémiai,

biofizikai tulajdonsagokban kiilonboznek [97]. A HO-1 expresszidja indukalhato, bar fiziologias
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koriilmények kozott a legtobb szovetben alacsony szinten fordul eld, kivéve a 1épet, amely fontos
szerv a hemoglobin ¢és a vorosvérsejtek lebontasa szempontjabol. Oxidativ stressz esetén gyors
indukalhat6saganak koszonhetéen eliminélja a szabad hemet és igy szamos Utvonalon keresztiil
képes csokkenteni a szabad hem prooxidans hatast [98]. Ezzel ellentétben a HO-2 nem
indukalhat6, konstitutivan expresszalddik bazalis koriilmények kozott a legtobb emberi szovetben,
beleértve a heréket, a 1épet, a majat, a veséket, a sziv- és érrendszert, valamint az idegrendszert. Ez
is rendelkezik katalitikus aktivitassal, de oxidativ mechanizmusokra nem tud mennyiségi
novekedéssel reagalni [97]. A HO-3-at patkanyban azonositottak, de még ma is kevés informacio
all rendelkezésiinkre err6l az izoformarol [96]. Kutatasok arrdl is beszamoltak, hogy a HO-1 és
HO-2 expresszioja és aktivitdsa nemi fiiggést is mutat. Nostény patkanyokban szignifikansan
magasabb expressziot és aktivitast mutattak ki mindkét fehérje esetében [99].

A legfrissebb tanulmanyok szerint a HO-1 lokalizalodhat a plazmamembranban [100], a
mitokondriumban [101] és a sejtmagban is [102]. A HO-1 sejtmagi formaja potencialisan
transzkripcios szabalyozo funkcidval bir [102]. A HO-1-et kddold gén transzkripcidja valamint a
fehérje szintézise a sejtek altalanos valasza a stresszre [103, 104]. Magan a szubsztraton tul, még
szamos stimulusra indukalodhat a fehérje expresszidja. Ilyenek a nitrogén-monoxid (NO),
kornyezet (anoxia, hipoxia, hiperoxia), iszkémias/reperfizios sériilések és ultraibolya sugarzas
[105]. Ezek koziil valamennyi az oxidativ stressz ellen, védekez6 mechanizmusként indukalja a
HO-1-et [104], példaul a nuklearis faktor eritroid 2-h6z kapcsolddo faktor-2 vagyis Nrf2 (nuclear
factor E2-related factor 2)-n keresztiil [106].

A HO-1 szabalyozasa, néhany kivételtdl eltekintve, transzkripcids szinten torténik, hipoxia
[107] vagy acidozis [108] soran viszont mRNS szintii stabilizacié jellemz6. Tovabba a HO-1

enzimatikus aktivitasa szabalyozhatd, példaul hiperoxia esetén [109]. Az oxidativ stressz
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kiilonb6z6 formai a HMOXI1 gén transzkripciojan keresztiil 8 HO-1 indukcidjaval novelik a hem-
katabolizmus sebességét [110]. A HMOX1 gén promoterén harom szabalyozo régiot ismeriink,
amelyekhez a transzkripcids faktorok kotddhetnek: a transzkripcid inicidcids pontjatol egy
proximalisan és kett6 disztalisan helyezkedik el [111]. Jelenlegi ismereteink alapjan, a HO-1 gén
aktivalodasaban fontos szerepet jatszanak a kiillonboz6 transzkripcids faktorok stressz-érzékeny
szekvencia elem (stress-response element-StRE) egységekhez valo kotodése. Ilyen faktorok a p45,
Nrfl, Nrf2, Nrf3, Bachl és Bach2, amelyek a basic-leucine zipper (b-ZIP) fehérje szupercsalad és
Cap’n’collar/ basic-leucine zipper (CNC-bZIP) alcsalad tagjai. A Bachl fehérje (~82 kDa) egy
transzkripcids represszor molekula, mely normal koriilmények kozott a HO-1 promoter StRE-
ekhez kotédve gatolja a génatirodast [112], azonban hem jelenlétében ez a gatlas megsziinik.
Specifikus kotohelyekhez kapcsolddva a fehérje konformacio valtozasat okozza, igy a Bach1-StRE
kapcsolat megsziinik [113]. A Bachl eliminalodik a sejtmagbol, majd proteolitikus ttvonalon
lebontasra kertil [112]. Oxidativ stressz hatasara a ROS a Bachl1 szulthidril csoportjait oxidalhatja,
igy meggatolva a fehérje kotddeését a StRE régiokhoz, ezt kvetden a Bachl kijut a sejtmagbol €s
lebontodik [114]. A Bachl eltavolitasat kovetéen a transzkripcido olyan pozitiv regulatorai
kotédnek a StRE régiokhoz, mint az Nrf2. Oxidativ stressz esetén Keapl-el komplexet alkotva a
cisztein régioi érzékelik a megvaltozott redox kornyezetet. A Keapl szerkezete megvaltozik, mely
hatasara stabilizalédik az Nrf2, majd transzlokalodik a sejtmagba. A nukledris athelyezddés
kovetkeztében az Nrf2 heterodimerizalodik a Maf és Jun b-ZIP transzkripcios faktorokkal, majd
az StRE régiohoz kapcsolodik, és segiti az antioxidans enzimek génatirédasat [115]. A HO-1
transzkripcidja olyan indukalhaté faktorok hatdsara is szabdlyozhatd, mint példaul a hipoxias
koriilmények kozott aktivalodo hipoxia-indukalt-faktor-1a (HIF-1a) [116] és a gyulladaskelté és
toxikus anyagok altal aktivalt NF-xB [117].

A HO-1 kdzponti szerepét a vaszkularis és szoveti homeosztazisban jol szemlélteti a human
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HO-1 hidnyanak esete, amely az egyén halalat okozta még a felnéttkor elérése el6tt. A beteg emiatt
tartds hemolitikus anaemidtol szenvedett, amely soran az eritrocitdk fragmentalddtak és
intravaszkularis hemolizis alakult ki. Fokozott volt a szérum haptoglobin és alacsony a szérum
bilirubin szintje. Rendellenességet mutatott a véralvadasi rendszere, amely az emelkedett
thrombomodulin és von Willebrand faktorral 6sszefiiggésben, sulyos és tartés endothel karosodast
okozott [118]. A HO-1 génnel nem rendelkez6 (Hmox1™") egerek vizsgalata szintén alatamasztotta,
hogy a HO-1-nek fontos szerepe van a stresszre adott valaszokra, valamint a vas-homeosztazisban
[119, 120]. Tovabba, a Hmox1” egerekbdl szarmazé endotél sejtek érzékenyebbek voltak a
prooxidans ingerekre, mint példaul a hem vagy hidrogén-peroxid altal kivaltott citotoxicitésra,
valamint tobb ROS-t termeltek az ilyen ingerekre [120]. Krénikus hipoxia soran a Hmox1”- egerek
jobb kamrai tagulast és szivinfarktust szenvedtek a vad tipusu egerekhez képest, melyeknél nem
alakult ki semmiféle szivbetegség [121]. Szamos tanulmany HO-1 transzgenikus egerekkel
igyekezett aldtdmasztani a HO-1 altal kozvetitett védekezé mechanizmusokat. Példaul kardialis,
humén HO-1 talzott expresszioja megvédte a transzgenikus egereket a I/R okozta karosodasoktol
[122], tovabba javitotta reperfizio utan a funkcionalis regeneraciot és csokkentette az apoptozis
szintjét [123]. Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatok soran azt tapasztalta, hogy az infarktusos
teriilet mérete 20 perc iszkémiat és 120 perc reperfuzidt kovetden szignifikdnsan csokken HO-1
transzgenikus egerek szivében, mig HO-1 KO egerekben szignifikansan emelkedik, a vad tipust
allatokhoz képest [124].

Azaltal, hogy a HO-1 védi a sejteket a fizikai, kémiai és bioldgiai stressztol [125], valamint
HO-1 termékei is védelmi effektor molekulaknak tekinthetdk, a fehérje expresszidjanak indukalasa
farmakologiai modszerekkel hozzajarulhat ujabb terapias lehetdségek kifejlesztéséhez. A HO-1
elonyds indukciojat azonban meg kell kiilonboztetni a toxikus hem koncentraciok altal okozott

stressz valasztol, amelyek hem toxicitast okozhatnak. Fontos tényezd azonban az is, hogy vannak
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olyan vegytiletek, amelyek in vitro indukaljak a HO-1-et sejtekben, de in vivo hatastalanok [126].

A HO-1 szintézisének fokozasa torténhet szamos citotoxikus szerrel, szulfhidril
reagensekkel, hidrogén-peroxiddal, tumor promoterekkel, nehézfémsokkal, ultraibolya A (UVA:
320-380 nm) sugarzassal [103, 127]. Azok az anyagok, amelyek oxidativ stresszt indukalnak, a
ROS termelés révén, indukaljak a HO-1 gént is. Emellett, szamos ndvényi komponenst
azonositottak az elmult évtizedekben, melyek indukaljak a HO-1-et, protektiv mechanizmusokat
aktivalva. Ezek kozott szerepel a kurkumin [128, 129], a rezveratrol [130, 131], a ginkgo biloba
extraktum [132], valamint a kutatdcsoportunk altal vizsgalt meggymag Orlemény Osszetevoi is
[133]. Tovabba a hem prekurzorai a metalloporfirinek, melyek a vas helyett mas kozponti
fématomot tartalmaznak, szintén a HO-1 indukald szereként miikodnek [134]. Masrészrol, a
SnPPix és a ZnPPx indukalhatjak a HO-1 transzkripciojat, de kompetitiven gatolhatjak is azt, in
Vivo és in vitro koriilmények kozott is[135]. Paradox modon a CoPPix in vivo koriilmények kozott
képes indukalni a HO-1-et, viszont in vitro enzim inhibitornak bizonyult, amely hatas az
alkalmazott koncentraciotol fiigg [135, 136]. A molekularis oxigénnel nem 1épnek kapcsolatba a
nikkel- és mangan-protoporfirinek, ezek nem szubsztratjai az enzimnek, viszont kompetitiven
képesek gatolni a mikodését [137]. A protoporfirin is képes dnmagaban aktivalni a HO-1-et,
viszont csak kizarolag meghatarozott hullamhossza fénnyel torténd fotoaktivaciot kovetden [138].

A HO-1 citoprotektiv hatasat el6szor Tyrrell és kollégai irtak le, ugyanis human fibroblaszt
tenyészetben azt tapasztaltak, hogy a HO-1 expressziojanak indukaldsa adaptiv citoprotektiv
valaszreakciot valt ki oxidativ stressz hatasara [139, 140]. Nem sokkal késébb Balla és
munkacsoportja ugyanezt talalta endothel sejttenyészetben [110]. Ezt kovetéen szamos tanulmany
késziilt a pontos hatdsmechanizmusok feltérképezése érdekében. Kideriilt, hogy a HO-1 megvédi
a sejteket az apoptozissal szemben [141]. A TNFa, lymphotoxin vagy Fas szamos olyan jelatviteli

utvonalat inditanak el, mint példaul a kaszpazok, vagy a cisztein-proteazok aktivalasa. A kaszpaz
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aktivalas felelés az apoptozisért, a programozott sejthaldl egyik tipusaért, valamint annak fobb
biokémiai és morfologiai eseményeiért, mint a sejtek zsugorodasa, a mitokondrialis diszfunkcio, a
kromatin kondenzacio és a DNS fragmentacio [142, 143]. A FADD (Fas-associated death domain)
¢s kaszpaz-8 komplexbe torténd felvétele eldsegiti a kaszpaz-8 aktivalddasat, amely kivaltja a
kiils6 és/vagy belsé apoptotikus utak aktivalodasat. A kiilsé utvonal az effektor kaszpazok, mint
kaszpaz-3 aktivalodasaval jar, mig a bels utvonal tovabbi mitokondridlis amplifikécios hurok
aktivalasat vonja maga utan, bevonva a Bid (BH3 interakting domain) valamint a Bcl-2 csalad
tagjait (Bax és Bak) is. Ezutan a citokrom-c kotédik az Apaf-1 (apoptotic peptidase-activating
factor-1) fehérjéhez, amely az apoptoszéma kialakulasahoz vezet és aktivalja a kaszpaz-9, majd
kaszpaz-3 fehérjéket [144].

Bizonyitotta valt, hogy a HO-1 az endothelialis sejtekben véd a TNFa-kozvetitett apoptdzis
ellen [145], majd szamos mas proapoptotikus agonistaval szemben is kiilonb6z6 sejttipusokban.
Ezutan megallapitottak, hogy a CO utanozhatja a HO-1 citoprotektiv hatasat, majd ez oda vezetett,
hogy a HO-1 citoprotektiv hatasat a CO-termelés kozvetitheti [146-148]. A HO-1 sejtvédo hatasa
fligg a p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase) jelatviteli itvonalatol is, mivel kimutattak,
hogy a p38a és p38B MAPK izoformak farmakologiai gatlasa csokkenti a HO-1 antiapoptotikus
hatasat [149, 150]. A p38 MAPK aktivalasa HO-1 altal szintén a BCI-XL expresszidjanak
novekedését okozza a PI3K/Akt (phosphatidylinositol-3-kinase) jelatvitelen keresztiil, igy gatolva
az apoptozis belsd (mitokondridlis) Gtvonalat. Emellett a PI3K/Akt aktivalasa indukélja a HO-1
expresszidjat, és modulalja annak aktivitasat a Ser188 foszforilaciojan keresztiil [151].
Mindemellett a tartos testmozgas révén indukalodott HO-1 képes csokkenteni a TNF-a mellett az
IL-1B és IL-6 szintjét is, valamint ezaltal csokkenti a testzsirt, és javitja a kardiometabolikus
kockazati tényezoket [152, 153].

Ugy gondoljak, a HO-1 sejtvédd hatasa az enzimatikus aktivitdsabol ered, vagyis a szabad
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hem katabolizmusabol, valamint a reakcié végtermékeibdl, melyek a CO, Fe?* és biliverdin.
Bizonyitott, hogy a belélegeztetett CO protektiv hatassal van hiperoxias [154] és iszkémias [155]
tiidésériilésekkel szemben, tovabba szivatiiltetést kovetden a szerv kilokodése ellen [156]. A CO
fiziologias koriilmények kozott gaztranszmitterként miikodik. Citoprotektiv hatasa valdszinileg
abbol ered, hogy képes kolcsonhatasba 1épni kétértékti fémekkel, példaul a Fe?*-vel, a
hemoproteinek hem prosztetikus csoportjaban. Ekkor a hemoproteinek terminalis akceptorként
funkcionalnak a mitokondrialis elektrontranszpont lancban. Mikor a sejtek CO-nak vannak kitéve
kis mennyiségli ROS-t szabaditanak fel, feltételezhetéen a CO citokrém-c oxiddz hem-
csoportjahoz vald kapcsolddasa miatt. A ROS felszabadulas aktivalhatja a p38 MAPK
szignalutvonalat, amely igy a CO esetében is egy fontos védelmi utvonal az antiapoptotikus
izoformanak készonhetden [157]. Emellett, gyulladascsokkentd [157, 158] és a sejtosztodast gatlo
[159] hatasa is hangstlyos. A CO hatasara keletkezé ROS a HIF-1a aktivalodasat is eldidézheti,
ami altal szintén képes sejtvédd hatasokat kdzvetiteni [160].

A folyamat masik végterméke, a hem katabolizmusa soran a protoporfirin gyliriibol
szarmazd Fe?". Mivel képzddését tekintve elég labilis, katalizalhatja a szabadgyokok termelédését
a Fenton-reakcié révén, igy citotoxikus prooxidansként is viselkedhet. Azonban vannak
mechanizmusok, melyek hatasara neutralizalédik a prooxidans aktivitasu szabad vas [161]. A
ferritin H lancénak expresszidjaval képes a sejtet megvédeni a TNF-medidlta apoptozistol azaltal,
hogy megakadalyozza a szabad vas prooxidans hatasat, mivel aktivalja a JNK (c-jun-N-terminal
kinase) szignal transzdukcios utvonalat [162].

A biliverdint a biliverdin-reduktaz alakitja at bilirubinna, amely erésen antioxidans [163].
Emellett védelmet biztosit a nekrozissal szemben, amelyet az oxidativ stressz indukal [164]. Az
apoptozissal ellentétben a nekrdzis aktivalédasa nem igényli a kaszpdzok aktivalodasat. Ezen

jelatviteli utvonalat kiilonféle citotoxikus agonistdk indithatjak el a magas szintli szabadgyok
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termeléssel [165]. Tovabba olyan halal receptorok indukalasa, mint a Fas vagy a TNFR-1,
kapcsolodhatnak a nekrézis folyamatahoz, osztozva az apoptdzis néhany biokémiai jellemzdjével,
kialakitva igy a nekroptézis folyamatat [166]. A biliverdin-bilirubin rendszer viszont védelmet

nytjt az NO [167], H202 [168] és a hipoxia [169] altal indukalt nekrozisban.

Il. 8. Hem toxicitas

A hem azonban kettds szerepet tolt be a szervezetben [170]. Kis mennyiségben a hem
fehérjék funkciondlis csoportjaként miikddik, azonban nagy mennyiségben képes felhalmozddni
és toxikus folyamatokat elinditani sokféle sejttipusban [171]. Vannak olyan patologias allapotok,
melyek soran magas koncentracidju hem akkumuldlodik, a hem fiziologids -eltavolitd
mechanizmusai 6sszeomlanak, a hem detoxifikacios rendszerek talterhelté valnak, és nem képesek
kompenzalni a szabad hem karos hatasait [172]. Ilyen korallapot a sarlosejtes vérszegénység,
iszkémia/reperfiizid, nagyméretli vérrog kialakuldsa vagy pedig a maldria stlyos hemolizise,
amelyek esetében a szabad hem szintje magasabb, mint 20 uM [149]. A szabad hem karositja a
lipideket, fehérjéket és a DNS-t a ROS generalasan keresztiil. A hemnek és a hem fehérjéknek
szamos toxikus hatasa van a lipidek oxidacidjara [170]. A szabad hem az oxidativ stressz révén
toxikus hatast fejt ki a szovetekre és a szervekre. A hem szintje befolyasolja a vese [173], az
idegsejtek [174], a szivizomsejtek [175], a majsejtek [176] és a periférias leukocitak [177]
miikodését is. Ennek okéan, szdmos vizsgalat tortént annak érdekében, hogy elemezzék a hemin és
a CoPPix — mint a HO-1 indukalo szerei — citotoxikus hatasait kiilonb6z6 sejttipusokon. Cai és
munkatarsai 0-80 uM CoPPx-t alkalmaztak és megallapitottak, hogy 10-40 uM CoPPx kezelés 24
oran keresztiil nincs karos hatassal a human kardialis dssejtekre [178]. Ezzel szemben, tovabbi
sejttenyészetési kisérletek azt mutatjak, hogy 3-30 uM hemin elegendd a tenyésztett neuronok ¢€s

asztrocitak életképességének 30-40%-o0s romlasahoz [179]. Szarvasmarha aorta endothel sejtjein
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50 uM heminnel torténd 24 oras kezelés szintén szignifikansan csokkentette az életképes sejtek
szamat [180]. Erdekes médon, Ishikawa és mtsai. szerint 100 pM-os koncentraciéig a hemin nem
befolyasolja szignifikansan a CaCo-2 sejtek vitalitdsat. Mindazonaltal, 1000 pM mar
szignifikansan csokkentette a sejtek életképességét [181]. Gemelli és kutatdcsoporja is vizsgalta a
hemin (0,1-10 mM) citotoxikus hatasait 6 és 24 oras kezeléseket kovetden a vastagbél epithelialis
sejtvonalan. Ok azt tapasztaltdk, hogy a hemin koncentracio és idofiiggd modon csokkenti az

¢letképes sejtek szamat, és a maximalis hatast 500 uM és 1 mM kozott allapitottak meg [182].

1. 9. HO-1 és az autofagia kapcsolata

Az elmult évtizedekben néhany tanulmany foglalkozott a HO-1 és az autofagias folyamat
kozotti kapcesolat vizsgalataval kiilonbozd sejtek és tumorok esetében, azonban maig tisztazatlan a
két rendszer kozott fennallo esetleges kapcesolat mibenléte, kiillondsen a szivben.

Zhao ¢és kutatocsoportja human HO-1 rekombindns plazmiddal indukéltdk a HO-1
overexpresszidjat, melyet kdvetden azt tapasztaltdk, hogy ez megakadalyozta a streptozotocin
indukalta diabéteszes egerek kardidlis diszfunkcidjat aztaltal, hogy csokkentette a gyulladas, az
oxidativ stressz és az apoptdzis mértékét a szivekben. Eredményeik azt mutatjdk, hogy a HO-1
fokozott aktivacioja altal megndvekszik az AMPK foszforilacioja, és megemelkedik az LC3B-II
és a Beclin-1 autofagias fehérjék szintje is. Igy tehat bizonyitottdk annak tényét, hogy HO-1
expresszi0 emelkedése és az autofdgia folyamata egyiitt fontos szerepet jatszhat a diabétesz
kardialis hatasainak megel6zésében [183].

HO-1 indukalasara. Megallapitottak, hogy a hemin az endothelialis sejtekben a mitokondrialis
funkcio romlasat eredményezi a fehérjék lipid és oxigén gyokok altal indukalt modositasaval.

Tovabba a hemin expozicid hatdsdra az autofagids vakudlumok akkumuldlodtak a sejtekben,
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azonban ez az indukdlt mitofdgia sem volt elegendd az endothel sejtek pusztuldsanak

megakadalyozasahoz [180].
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Il. Célkitizések

Munkank soran célul thztiik ki, hogy vizsgéaljuk az autofagiat és annak mas molekularis

mechanizmusokkal torténd kapcsolatat a szivben.

l. Tanulmanyozni kivantuk, hogy vajon egér sziv modellen, a mérsékelt, kronikus hipoxia
¢s hiperoxia hatasara milyen korrelacios kapcsolat all fenn a levegd oxigén
koncentracidja €és az oxidativ stressz, a hipoxia szignalizacidja, a tulélési utvonalak
aktivalodasa, az apoptdzis, valamint az autofagia folyamata kozott.

Il. Célkitlizéseink kozott szerepelt annak viszgalata is, hogy szivizomsejt tenyészeten a
magas koncentracidju hemoxigenaz-1 indukald szerek milyen hatéssal vannak a ROS

termelddésére, az autofagia valamint az apoptdzis folyamatara.
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IV. Anyagok és médszerek
IV. 1. Kisérleti allatok és kezelési protokoll

Kisérleteink soran hét hetes him Foxnl egereket hasznaltunk fel (Harlan Laboratory). A
vizsgalatokat a Milanoi Egyetem Laboratériumi Allatokkal Foglalkozo Bizottsaganak (OBPA)
jovahagyasaval végeztilk. Munkank soran iranyelveiket szem el6tt tartottuk, az Europai Unids- €s
a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
elbirasaival 6sszhangban (NIH 85-23, revised 1996.). Az allatok altalanos ragcsalotapot és vizet
kaptak ad libitum, 12 o6ras vilagos/sotét ciklusra akklimatizalodtak, és 25+2 °C kornyezeti

homérsékleten voltak elhelyezve. Az egerek testsulya 27-30 g volt.

Az egereket véletlenszertien csoportositva, az 4. abran lathatd két egymasra helyezett,
szigetelt kamrakban tartottuk a kezelés soran. A gazkamra egy 350x350x200 mm-es milanyag
dobozbol all, egyetlen 165 mm atmérdjii ablakkal, mely a kompenzatérikus kamra iranyabol
nyithaté és zarhatd. Felette helyezkedik el a kompenzatorikus kamra, amely két ablakkal
rendelkezik a szemben 1év0 falakon. A felsd ablak szigetelése és az allatok mozgatasa a két kamra
kozott egy hosszu kesztylivel lett megoldva. Ezeken az ablakokon keresztiil torténik a kamrak
tisztitasa, az allatok etetése és mérése is. Mindkét kamrat ugyanazzal a meghatarozott 9sszetételii
gaz keverékkel oOblitettiik at, és folyamatos szabalyozas alatt tartottuk. Az Oz szint mddositasat
kovetden a belélegeztetett levegd dsszetételét N2 gdzzal egyensulyoztuk. A kisérlet kezdetén harom
csoportot hoztunk 1étre: 10% O3 szint (hipoxia, n=6), 21% O (normoxia, n=6), 30% O (hiperoxia,
n=6). Az allatokat eldszor a kompenzatorikus kamraba helyeztiik akklimatizalodni, majd ezutan
kertiltek 4t a gazkamraba. A két kamraban 1év6 levegd oxigén szintje kozott sosem volt 1%-nal
nagyobb kiilonbség. A 28 napos expoziciot kovetden az allatokat kompenzatorikus kamraba

athelyezve elaltattuk intraperitonealisan adott natrium-tiopentallal (100 mg/100 g), majd
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véralvadasgatloként heparin injekciot alkalmaztunk szubkutan adagolva (500 U/ttkg). Ezt
kovetden torakotomidt végeztiink, a sziveket izolaltuk, majd folyékony nitrogénnel torténd

fagyasztast kovetden felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

0, szint Ablak miianyag kesztytivel

Aramlasméro

Kompenza-
torikus
kamra

-

Aramlas- []
Hipoxias meéro

kamra 10% O,

4. abra: Sematikus abra a kamrak felépitésérdl G. Milano et. al 2002. alapjan.

V. 2. Hemoglobin szint meghatarozas

Altatast kovetéen a vena jugularis externabol vért vettiink, és a vér hemoglobin

crer

majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden abszorbancia mérést végeztiink 540

nm-es hullamhosszon. A koncentraciét =11 05 cm™ mM™ segitségével szamoltuk ki.
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IV. 3. Oxidativ stressz meghatarozasa D-ROMSs teszttel

Az oxidativ stressz szintjének mérése céljabol meghataroztuk a mintaban levé oxidansok
mennyiségét (ROS, H2O2 és hipoklorsav). A szerves molekulak tamadasaval ezek az anyagok stabil
reaktiv O2 metabolitokat (ROM-okat) képeznek, amelyek elsésorban hidroperoxidokat (ROOH)
tartalmaznak. Az oxidativ stressz meghatarozasara a vérplazmaban a fotometriai D-ROM tesztet
(Diacron International srl, Grosseto, Olaszorszag) hasznaltuk. 10 pl vérplazmahoz 1 ml acetat
puffert (pH = 4,8) adtunk, és 505 nm-en abszorbancia értéket mértiink. Ezaltal az in vivo képzodott
ROOH kapacitast mértiik, amely az alkoxil (RO¢) és a peroxil (ROO¢) gyokok eléallitasabol eredt,
a vérplazmabdl felszabaduld vas és savas puffer jelenlétében. Az adatokat mg H2Oz /dL értékben
fejeztiik ki. Az adatokat lehetdség van atalakitani Carratelli Unit (U CARR) formaba. 1 U CARR

= 0,08 mg H20:..

IV. 4. DNS torés meghatarozasa immunfluoreszcens festéssel

Fagyasztott egér sziv mintakat beagyazé pufferbe helyeztiik (OCT-Compound, Leica
Instruments, Nussloch, Németorszag), majd 5 pm vastag szeleteket vagtunk kriosztat (Leica
CM1510) segitségével -22 °C-on. A szivszovet darabokat Superfrost Plus targylemezekre
helyeztiik, és 2 percig szobahdmérsékleten szaradni hagytuk. Ezt kdvetden a metszeteket hideg,
4%-os pufferolt formalinnal fixaltuk 4 °C-on 45 percig, majd kétszer 5 percig mostuk PBS-sel (pH:
7,4). Utofixalasként 2:1 (v/v) etanol-ecetsav keverékével inkubaltuk a metszeteket -20 °C-on 5
percig, majd 5 percig hideg, masik 5 percig szobahdmérsékletli PBS-sel mostuk 6ket. Kovetkezd
1épésként forrasban 1€v4 citrat pufferbe (pH: 6,0) helyeztiik a targylemezeket és 12 percig foztiik,
majd 20 percig szobahdmérsékleten hiilni hagytuk. Két PBS-sel torténé mosast kovetéen 9:1
(TMR-red nukleotidok: TdT) aranyban 0sszekevert reakcio eleggyel parasitdo kamraban inkubaltuk

a metszeteket 37 °C-on egy oran keresztiil. Ujabb mosast kovetden DAPI-val megfestettiik a
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sejtmagokat, majd feddanyaggal ¢és {iveg lemezzel lefedtik &ket. A  mikroszkopos
képeket konfokalis mikroszkoppal készitettiik (Leica SP2 konfokalis mikroszkép, He / Kr és Ar
1ézerekkel; Heidelberg, Németorszag). A kék és piros csatornak Gsszevonasa utan a lila foltokat
TUNEL pozitiv magként, mig a kék foltokat TUNEL negativ, ép magként azonositottuk (Adobe
Photoshop CC 2017, San Jose, CA, USA). A DNS torés mértékét a TdT-pozitiv magok/ép magok

aranyaval szamszerUsitettiik és szdzalékos formaban fejeztiik ki.

IV. 5. Fehérje izolalas
Allatkisérletink soran 50-80 mg fagyasztott szivszovetet homogenizaltunk iiveg-csiszolatos
csében 1:3 (w/v) aranyban az alabbi ,,lizis puffer A” segitségével (10 mM HEPES; 1,5 mM MgCly;
0,5 mM DTT; 0,2 mM PMSF; 10 mM KCI ¢és 10% proteindz inhibitor koktél, pH 7,9). A
homogenizatumot 20 percig jégen tartottuk, majd centrifugaltuk (14000 rpm, 4 °C, 20 perc). A
pelletet ismét szuszpendaltuk, és centrifugaltuk. A két centrifugdldsbol szdrmazo feliiluszot
Osszekevertiik egy tiszta csében, majd ezt hasznaltuk citoszolikus frakcioként. A kapott pelletet az
alabbi ,,izolalo puffer B”-vel homogenizaltuk (20 mM HEPES; 1,5 mM MgCl»; 0,5 mM DTT; 0,2
mM PMSF; 420 mM NaCl; 0,2 mM EDTA; 25% glicerol és 10% proteinaz inhibitor koktél, pH
7,9). A homogenizatumot 20 percig jégen tartottuk, majd centrifugaltuk (14000 rpm, 4 °C, 20 perc).
A pufferek valamennyi Osszetevdjét a Sigma-Aldrich olaszorszagi képviseletétol rendeltiik. A
fehérje koncentracié meghatarozasa céljabol Comassie Protein Assay Kitet alkalmaztunk (Thermo
Scientific, Rockford, IL).

HO9c2 sejtek tenyésztése fehérje izolalas céljabol 75 cm? sejttenyészté flaskaban tortént
4x10° sejtstirtiséggel. A sejteket izolald pufferben szuszpendaltuk. Az izolald puffer dsszetétele az
alabbi volt: 25 mM Tris-HCI; 25 mM NaCl; 1 mM Na-ortovanadat; 10 mM NaF; 10 mM Na-

pirofoszfat; 10 mM okadansav; 0,5 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1x proteaz inhibitor koktél; 0,01%
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TritonX-100 és desztillalt viz. A homogenizal6 oldat valamennyi Osszetevéje a Sigma-Aldrich
magyarorszagi képviseletétdl szdrmazott. Harom egymast kovetd fagyasztasos-felolvasztasos
ciklust kovetden szonikaltuk a szuszpenziot, majd 14000 rpm fordulaton 4 °C-on 10 percig
centrifugaltuk. Bicinchoninsav (BCA)-kittel (Thermo Scientific, Rochford, IL, USA) hataroztuk

meg a fehérje koncentraciot.

IV. 6. Western blot analizis hagyomanyos és Stain-Free gélekkel

Az allatkisérlet soran 70 ug fehérjét 8-15% SDS-PAGE (Sigma-Aldrich, Schelldorf,
Németorszag) modszerrel szeparaltunk, majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk (PerkinElmer
Life and Analytical Sciences, Boston, MA). A membranok blokkolasa frissen készitett 5 %-0s (m/v
%) zsirszegény tejpor szuszpenzidjaval tortént. A primer antitestekkel egy éjszakan 4t inkubaltuk
a membranokat 4 °C-on. Kisérleteink sordn az alabbi primer antitesteket hasznaltuk a megadott
higitasban: anti-Akt (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-phospho-Akt-Ser*” (Cell Signaling
Technology, 1:1000), anti-Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), anti-Bax (Santa Cruz
Biotechnology, 1:500), anti-AMPK (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), anti-phospho-AMPK-
Thr!’2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000). A kovetkezé napon, haromszor megismételt 5 perces
mosas utdn a blottokat egy oran at tormaperoxiddzzal (HRP) konjugalt masodlagos antitestekkel
inkubaltuk. Az alabbi masodlagos antitesteket alkalmaztuk: Peroxidase-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. 1:10000), Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
1:10000). Végiil, 3 alkalommal torténd 10 perces mosast kovetden a membranokat Lite Ablot
chemiluminescence szubsztrattal inkubaltuk, és digitalizaltuk a vizsgalt fehérjék expressziodjanak
intenzitasat (UVITEC Ltd., Cambridge, UK). A képfijlokon a jelek intenzitasat UVI-1D

szoftverrel mértuk.
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Emellett szeparaltunk 70 pg fehérjét TGX Stain-Free™ 7,5%-os akrilamid géleken. Ezt
kovetden a géleket UV fénnyel exponaltuk, igy a gél trihalo csoportjai kovalensen kapcsolddtak a
fehérjék triptofan oldallancaihoz. A fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk, majd egy
ujabb rovid besugarzast kovetden rogzitettiik a fluoreszcens szignal képét, amely a teljes fehérje
mennyiséget mutatta oszloponként. A membranokat ezt kdveten frissen készitett 5%-0s (m/v)
zsirszegény tejpor szuszpenziojaval blokkoltuk. A primer antitestekkel egy éjszakan at inkubaltuk
a membranokat 4 °C-on. Kisérleteink soran az alabbi primer antitesteket hasznaltuk a megadott
higitasban: anti-a-tubulin (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), anti-aktin (Sigma Aldrich, St Louis,
1:2000), anti-GAPDH (Sigma Aldrich, St Louis, 1:15000), anti-Beclin-1 ( Epitomics, Abcam
Company, 1:3000), anti-LC3B (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-p62 (Abcam, 1:1000),
anti-HIF-1o (Santa Cruz Biotechnology, 1:300), anti-HIF-2a. (Abcam, 1:300), anti-NOX4
(Abcam,1:5000). A kovetkez6 napon, haromszor megismételt 5 perces mosas utan a blottokat egy
oran at tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt mésodlagos antitestekkel inkubaltuk. Az aldbbi
masodlagos antitesteket alkalmaztuk: Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit 1gG
(H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. 1:10000), Peroxidase-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. 1:10000). Végiil, 3x10
perc mosast kovetden a membranokat Lite Ablot chemiluminescence szubsztrattal inkubaltuk €s
digitalizaltuk a vizsgalt fehérjék expresszidjanak intenzitdsat (UVITEC Ltd., Cambridge, UK). A
képfajlokon a jelek intenzitasat UVI-1D szoftverrel mértiik. A kiértekelések soran teljes fehérje
alapi normalizélast alkalmaztunk. A fehérjék expresszidjanak szintjét a vizsgalt célfehérje
kemilumineszcens intenzitasa / teljes fehérje mennyisége alapjan szamoltuk. Ennek a médszernek
az az el6énye, hogy eliminalja az instabil haztartasi fehérjékkel torténé normalizalas hibajat [184].

Kisérletsorozatunk masodik részében 25 pg fehérjét szeparaltunk 12% -os TGX Stain-

Free™ géleken (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) és a fentebb emlitett modon végeztiik
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a szeparalast, a transzferalast és a blokkoladst. A kisérletek sordn az alabbi primer antitesteket
hasznaltuk a megadott higitasban: anti-hemoxigenaz-1 (Abcam, 1:1000), anti-Becin-1 (Cell
Signaling Technology, 1:1000), anti-LC3B (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-p62 (Cell
Signaling Technology, 1:1000), anti-prokaszpaz-3 (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-
hasitott kaszpaz-3 (Cell Signaling Technology, 1:500). A kdvetkezé napon 3x5 perc TBST-vel
torténd mosast kovetéen 1,5 oran keresztiil tormaperoxiddazzal (HRP) konjugalt masodlagos
antitesttel (Cell Signaling Technology, 1:3000) inkubaltuk a blottokat. Végezetiil, 3x10 perc
mosast kovetéen a membranokat enhanced chemiluminescence reagens (ECL) segitségével
exponaltuk ChemiDoc Touch (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) késziilékben. A

képfajlokat ImageLab szoftverrel elemeztiik, teljes fehérje alapu normalizélédst alkalmazva.

IV. 7. Sejttenyésztés

A Kkisérletekhez hasznalt H9c2 kardiomiocita sejtvonal az ATCC-t61 (CRL-1446, LGC
Standard GmbH Wesel, Németorszag) szarmazott. A sejttenyésztés sordn a sejteket fiziologias
koriilményekhez hasonlo, letapadd sejtkultirdhoz alkalmas sejttenyésztd edényben, 10% (v/v)
fotalis szarvasmarha szérumot és 1% (v/v) penicillin-streptomycin antibiotikumot tartalmazo
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) folyékony tapoldatban novesztettik 37 °C-on CO2
termosztatban (95% O, 5% CO.). A tapoldat cseréjét laminaris aramlésu steril fiilke alatt végeztiik.
60%-o0s konfluens kulturaval dolgoztunk minden kisérlet esetén. A kisérletben alkalmazott sejtek

passzazs-szama 10 és 25 kozott volt.

V. 8. Hemin és CoPPix oldatok elkészitése
A hemin és CoPPx oldatokat a felhasznalas napjan készitettiik el. Oldoszerként 20 mM

NaOH-t hasznaltunk. A hemint és CoPPix—t feloldottuk, és spektrofotométerrel 405 nm
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hullamhosszon abszorbanciat mértiink. €=85820, MWhemin=652 g/mol, MWceprix= 655g/mol

értékeket alkalmaztuk a koncentracid szamitashoz.

IV. 9. Kezelési protokoll
A szivizomsejteket az alabbi kezelési protokollal hasznaltuk fel a kiilonb6z6 kisérletekhez:
kezeletlen kontroll, kezelt kontroll (20 mM NaOH), 3; 10; 30; 100 uM hemin, 2,5; 25; 100 uM

CoPPix. A kezelések ideje minden esetben 24 éra volt.

IV. 10. Sejt életképességi vizsgalat

Az ¢életképességi vizsgalatok soran a H9¢2 sejtek mitokondrialis aktivitas valtozasat mértiik
spektrofotometrias MTT modszer segitségével. A modszer elve, hogy az életképes sejtek
mitokondriumainak belsé membranjaban és matrixaban zajlo oxidativ reakciokban részt vevo
dehidrogenazok a sarga szinii 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromidot (MTT)
lila szinGi vizben oldhatatlan formazan kristalyokka redukalja. Csak azokat a sejteket tekintjiik
¢letképesnek, amelyek a formazan eléallitasara képesek, mivel a mitokondrialis elektrontranszport
¢és energiatermelés alapvetd feltétele a sejtmikodésnek. A lila szin intenzitasa jol korrelal az
életképesség aranyaval. Ezen vizsgalathoz a H9c2 sejteket 96 lyuku tenyészté plate-ben 2x10*
sejt/lyuk sejtstirtiséggel szélesztettiik. A kezeléseket kdvetden 24 oOraval, amely soran pozitiv
minden lyukba és 37 °C-on 3,5 6ran keresztiil inkubaltuk. A tapoldat eltavolitisa utan a sejteket
200 pl isopropanol hozzaadasaval lizaltuk, majd plate olvasé (FLUOstar Optima, BMG Labtech)
segitségével abszorbancia értéket mértiink 570 és 690 nm-en. Korrigalasként kivontuk az 570 nm-
en mért abszorbancia értékekbdl a 690 nm-en mért abszorbancia értékeit. A kapott eredményeket

a kezeletlen kontroll értékeihez hasonlitottuk és fejeztiik ki szazalékos forméaban. Igy kaptuk meg

crer
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IV. 11. Oxidativ stressz szintjének vizsgalata DCF modszerrel

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

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

fuoreszcens intenzitasat (485 nm és 528 nm).
IV. 12. Oxidativ stressz szintjének vizsgalata MitoSOX festés segitségével

A mikroszkopos vizsgalatokhoz H9c2 sejteket szélesztettiink tiveg feddlemezeken 24 lyuku
plateben 2,5x10* sejtsiiriiséggel. A sejteket 100 uM heminnel és CoPPix-nel kezeltiik 24 6ran
keresztiil. Ezt kdvetben a tapkozeget eltavolitottuk, és haromszor mostuk a sejteket PBS-sel, majd
MitoSOX™ Red-del inkubaltuk (Life Technologies, Paisley, Skocia) 10 percig, 37 ° C-on,
sotétben. A MitoSOX™ voros reagens bejut az €16 sejtekbe, és szelektiven festi azok
mitokondriumat. Mas reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) és reaktiv nitrogén szarmazékok (RNS)
altal nem, de szuperoxidok altal gyorsan oxidalodik. Az oxidalt termék a nukleinsavakhoz kotddve
fluoreszcens jelet ad. Az inkubacids 1d0 leteltével a festéket eltavolitottuk, és a sejteket haromszor
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mostuk PBS-sel, majd a sejtmagokat megfestettitk DAPI-val (4', 6-diamidino-2-fenil-indol). 4%-
os formaldehiddel fixaltuk a sejteket, majd a korongokat targylemezre helyezve, szaradas utan
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A képeket Zeiss Axio Scope Al tipusu (HBO 100 lamp)
mikroszkoppal (Carl Zeiss Microscopy GMBH, Miinchen, Németorszag) és a hozza tartozdo ZEN
2011 v1.0.1.0. szofteverrel készitettiik. Minden kisérlet soran 100 sejtet vizsgaltunk csoportonként.
A voros szin atlagos intenzitasat Image J (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland,

USA) szoftverrel szamszerisitettik.

V. 13. Cyto-ID festés

A mikroszkopos vizsgalatokhoz H9c2 sejteket szélesztettiink tiveg feddlemezeken 24 lyuka
plateben 1x10* sejtsiiriiséggel. A sejteket 100 pM heminnel és CoPPix-el, valamint pozitiv
kontrollként 5 uM rapamycinnel kezeltiik 24 6ran 4t. A kezelés 6. 6rdjaban az autofagia folyamatat,
a lizoszomak miikodésén keresztiil gatoltuk, 18 oras 10 uM Klorokin kezelést alkalmazva. A
kezeléseket kovetden a tapoldatot eltavolitottuk, és a sejtek felszinét a gyartd altal mellékelt
egyszeres pufferrel mostuk. Minden lyukba 100 pl Microscopy Dual Detection Reagentet
pipettaztunk, amely 2:1 aranyban tartalmazta a Cyto-ID Green detektald reagenst (Enzo Life
Sciences, Inc. Farmingdale, NY, USA), és Hoechst 33342 sejtmag festéket, és 30 percig 37 °C-n
inkubaltuk a sejteket. A Cyto-ID Green detektald reagensnek koszonhetden a lizoszomalisan gatolt
sejtekben mérni tudjuk az autofagias vakuolumok szamat és az autofagias fluxot, mivel a festék
csak az €16 sejtekben felhamozodott autofagias vakuolumokba jut be. Egy mosast kovetden 4%-0s
formaldehiddel fixaltuk a sejteket, majd targylemezre helyezve, szaradas utan fluoreszcens
mikroszkdéppal vizsgaltuk mintdinkat. A képeket Zeiss Axio Scope Al tipust (HBO 100 lamp)
mikroszkdppal (Carl Zeiss Microscopy GMBH, Miinchen, Németorszag) és a hozza tartoz6 ZEN

2011 v1.0.1.0. szofteverrel készitettiik.
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Az 4ramlasi citometria vizsgalatokhoz tenyészté flaskaban 2,5x10° sejtsiirtiséggel
sz€lesztettilk a szivizomsejteket. A kezelés a fentebb emlitett modon tortént. A kezelési ido
elteltével a mar emlitett modon centrifugacsdbe gyiijtottiik a sejteket, majd pufferel mostuk.
Centrifugalas utan (5 perc, 1000 rpm) a feliiluszot eltavolitva 250 ul Cyto-ID Green festékkel
szuszpendaltuk a pelletet és sotétben inkubaltuk 30 percig 37 °C-on. Centrifugaltuk, kétszer
mostuk, és 20 perc 1% formaldehiddel torténd fixalast kovetden azonnal vizsgaltuk a sejtpopulaciot
FC-500 aramlasi citométerrel (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA). Az analizishez CPX
szoftvert hasznaltunk. Az autofagias flux mérése érdekében meghataroztuk a AMFI értékét (AMFTI:

MFI Klorokins minta — MFI Klorokin nélkiili minta).

IV. 14. Statisztikai analizis

Kisérletsorozatunk els6 részében minden adat atment a Kolmogorov-Smirnov normalitas
teszten (o = 0,05). Kétféle analizissel hasonlitottuk 6ssze a csoportokat. El6szor harom fiiggetlen
csoportként (hipoxia, normoxia, hiperoxia) vizsgaltuk dket, és egy utas ANOVA analizist kvetden
(ha ANOVA p<0.05) Tukey poszt tesztet végeztiink. Masrészrdl, az adatokat folyamatosnak
tekintettiik az Oz szintre vonatkoztatva (10%, 21% és 30%), és linearis regresszid analizist
végeztiink. Ha a linedris korrelacidja nullatol kiilonbozott, akkor megéllapitottuk, hogy a két
valtozo6 linedris kapcsolatban allt egymassal.

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

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

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

Az allatok kiindulasi testtomegében nem volt szignifikans eltérés, 27,8 + 0,6 g. Minden
az allatok testtomege az 5. abran lathato €s az aldbbiak szerint alakult: 10% Oz esetében 26,3 = 0,82
g, 21% O- tartalmazo levego esetén 30,3 £+ 1,14 g, mig hiperoxia esetén 32,8 + 1,39 g volt. Tukey
poszt tesztet alkalmazva nem volt kiilonbség a 21% O2 és 10% Oz csoportok, valamint a 21% O és
30% O3 csoportok kozott. 10% O2 és 30% O2 csoportokat dsszehasonlitva azonban szignifikans
kiilonbség figyelhetd meg. A kapott adatok pontfelhdjére illesztett linearis regresszids egyenes
alapjan, amelynek korrelacioja szignifikansan eltért a nullatol, feltételezhetd, hogy pozitiv linearis
kapcsolat all fenn az allatok testtomege ¢és az Oz szintjének valtozasa kozott.

ANOVA p=0,0041
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5. abra: Az dllatok testtomege a kezelés 28. napjan. Pozitiv linearis kapcsolat all fenn az allatok
testtomege és a levegd Oa szintjének valtozasa kézott. n=6 minden csoportban, **p <0,01.
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V. 1. 2. A vér hemoglobin szintjében bekovetkezett valtozasok

hemoglobin szintjére. Mig az alacsony O. megemelte (11,42 + 0,54 g/dL) a vér hemoglobin
szintjét, addig a magasabb O koncentracio csokkentette azt (6,78 + 0,17 g/dL) a normoxias
koriilményekhez viszonyitva (8,25 + 0,28 g/dL). J6l megfigyelhetd, hogy ezen paraméter valtozasa
szoros Osszefiiggésben all a levegd oxigén tartalméval. A 6. dbran forditott linedris kapcsolat
lathat6 a vér hemoglobin szintje és a levegd O2 koncentracioja kozott.

ANOVA p<0,0001
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6. dabra: A kiilonbozo kezelések hatasa az allatok hemoglobint szintjére. Forditott linearis kapcsolat
dall fenn az allatok hemoglobint szintje és az Oz szintjének viltozdasa kozott. n=6 minden csoportban,
*p <0,05; ***p <0,001.

49



V. 1. 3. Oxidativ stressz mértékének meghatirozasa

A D-ROM teszt lehetdveé tette a reaktiv Oz metabolitok szintjének meghatarozasat biologiai
mintdinkban, amely az oxidativ stressz mértékére utalt. A 7. abra a vérplazmabdl mért reaktiv Oz
metabolitok szintjét abrazoltuk mgH>O./dL-ben. A 21% O, csoportban a tapasztalt 17,15 + 2,48
mgH202/dL értéket a szakirodalom alapjan normal szintnek tekintettik. A 10% O2 tartalmu
levegdben tartott allatok esetében szignifikans (ANOVA p <0,0001) novekedést tapasztaltunk a
metabolitok szintjében (33,88 + 1,7 mgH20,/dL), mind a normoxias, mind a hiperoxias kezeléshez
képest. A hiperoxias kdrnyezet azonban nem volt hatassal a szisztémas prooxidans oldalra (17,45
+ 1,74 mgH202/dL) a kontroll kériilményekhez viszonyitva. Ez azt jelzi, hogy hipoxias allapotban
borul fel jelentdsen a szisztémdas redox egyensuly. Ezek alapjan elmondhatd, hogy egy eroés,
statisztikailag szignifikans inverz kapcsolat all fenn az oxidativ stressz szintje és az O

A mitokondriumok karosodasa felelés lehet az oxigén szabadgyokok produkcidjanak
emelkedéséért. A NADPH-oxidazok azaltal termelnek szuperoxid aniont, hogy egy
elektrotranszfert hajtanak végre a felszintikon 1évé NOX segitségével a NADPH-rol a molekularis
oxigénre. A NOX4 ennek egy mitokondriumban elhelyezkedd izoformaja, mely fontos szerepet
jatszik a kardiovaszkuldris betegségek patomechanizmusdban. Western blot segitségével
vizsgaltuk ezen fehérje expressziodjanak valtozasat. Megemelkedett expresszios szint figyelhetd
meg (1,26 = 0,06) a hipoxias koriilmények kozott tartott allatok szivében, Gsszehasonlitva a
normoxias (1 = 0,2) és hiperoxias (0,66 = 0,08) allatokéval (ANOVA p=0,0305). Ezaltal egy
forditott linearis kapcsolat figyelhetd meg a NOX4 fehérje €s a valtozd Oz koncentracid kozott

(meredekség p=0,0085).

50



A ANOVA p<0,0001
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7. dbra: Az oxidativ stressz szintje a kezelések végén. (A) D-ROM (reaktiv O2 metabolitok) teszt
eredménye mgH>QO/dL-ben kifejezve. n= 6 minden csoportban. (B) NOX4 fehérje expressziojanak
valtozdsa a kiilonbozé oxigén tartalmu belélegeztetett levegd hatdsara, reprezentativ Western-blot
képpel. n=6,6,5. Linearis kapcsolat all fenn az oxidativ stressz és az Oz szintjének valtozasa kozott.
*p <0,05; ***p <0,001.
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V. 1. 4. Eltéro oxigén tartalmu levego hatasa a hipoxia szignalizaciojara

A miokardium citoszolikus frakcidjdnak felhasznalasaval vizsgéltuk a HIF-1a és HIF-2a
fehérjék expresszidjanak valtozasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 10% Oz tartalmu levego a
HIF-1a indukcioéjat eredményezi (1,38 + 0,15) a hiperoxias koriilményekkel 6sszehasonlitva (0,86
+ 0,09), (ANOVA p=0,0256). Tehat forditott linearis kapcsolat all fenn a két paraméter kozott

e ey

szignifikans hatassal a HIF-2a expresszidjanak valtozasara (ANOVA p=0,43).
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8. dbra: A kezelés hatdisa a hipoxia szignalizaciojara (A) HIF-1a expressziojanak valtozasa az
oxigén szint valtozdsa soran. n=6,6,5. (B) HIF-2a expressziojanak valtozasa az oxigén szint
valtozasa sordn. (C) HIF-1a és HIF-2a reprezentativ Western-blot képe. N~=6 minden csoportban.
Forditott linearis kapcsolat dll fenn a HIF-1a expresszioja és az Oz szintjének valtozasa kozott.
*p <0,05.
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V. 1. 5. Kezelés hatasa a DNS fragmentalodas mértékére, valamint az apoptozis markerek
szintjére

A szivszovetben aktivalodo apoptozis vizsgalatahoz elemeztiik a Bax/Bcl-2 aranyat, amely
leveg6 hatassal volt-e az apoptozis folyamatara. A Bax/Bcl-2 aranyat ugyanazon gélen vizsgaltuk,
elkeriilve a haztartasi fehérjék instabilitasanak befolydsold hatdsat. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a Bax/Bcl-2 arany megemelkedik a hiperoxias kozegben (2,04 + 0,42) a 10% (0,78 + 0,09) és
21% O3 tartalmuakhoz (1 + 0,19) viszonyitva (ANOVA p= 0,0116). Ahogyan az a 9. abran is
lathatd, linearis kapcsolat all fenn az O koncentracio és Bax/Bcl-2 arany emelkedése kozott

(meredekség p= 0,0072).

Az apoptotikus magok kozvetlen detektdldsa immunfluoreszcens TUNEL festést
alkalmazva azonban eltéré eredményt adott. A DNS fragmentalédason atesett sejtmagok aranya
10%, 21% és 30% Oq esetén a kovetkezoképp alakult: 18,6 = 2,7 %; 2,3 £ 0,7 % és 43,4 + 3,8%.
A 9. 4bran jol lathatd, hogy mig a normoxids allatok szive nagyon alacsony, addig a hipoxias
allatoké magasabb, és hiperoxiasoké még magasabb aranya DNS torést mutatott, (ANOVA
p <0,0001). Ezaltal a TdT-pozitiv sejtmagok aranya nem all linearis kapcsolatban az O

koncentracioval, hanem egy U-alaku trend figyelhetd meg.
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9. dbra: A kezelés hatasa a DNS torés mértékére és az apoptozis markerek szintjére (A) Bax/Blc-2
arany az oxigén szint valtozdsa soran, Western-blot reprezentativ képpel. n= 6 minden csoportban.
(B) DNS torés mértéke az oxigén koncentrdcio valtozdsanak fiiggvényében. n=4 minden
csoportban. (C) Immunfluoreszcens TUNEL festés reprezentativ képe. Linearis kapcsolat dll fenn
a Bax/Bcl-2 ardny és az O» Szintjének valtozasa kozétt. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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Kisérleteink soran két a szivizomban aktivalodo talélési titvonalat vizsgaltunk. Az egyik az
Akt, egy szerin/treonin kinaz volt, amelyrél kimutattak, hogy kdzponti szerepet jatszik a tulélés
elosegitésében €s véd az apoptodzis ellen. Az 10. abran lathato, az Oz koncentracié valtozasa nem
volt hatassal az Akt Gitvonal aktivalodasara. pAkt>®™73/Akt arany egyik esetben sem valtozott
szignifikans mértékben. A masik vizsgalt relevans védelmi mechanizmus az AMP-aktivalt protein-
kinaz (AMPK) volt, egy olyan energiaérzékeld rendszer része, amely az oxidativ stressz altal is
aktivalodik. Hasonloképpen a masik Gtvonalhoz, a p-AMPK/AMPK aranyanak valtozasa sem volt

megfigyelhetdé a csoportok kozott. Nem volt statisztikailag szignifikans korrelacido a vizsgalt

talélési utvonalak aktivalodasa és az Oz koncentracid valtozasa kozott.
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10. dbra: Kiilonbozo oxigén tartalmu levegd hatasa a tulélési utvonalak aktivalodasdara (A)
pAkt/Akt ardany valtozasa, reprezentativ Western-blot képpel. n=6 minden csoportban. (B)
PAMPK/AMPK ardny vdltozasa, reprezentativ Western-blot képpel. n=6 minden csoportban.
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V. 1. 7. Modositott Oz tartalmu levego hatasa az autofagiara

Annak érdekében, hogy megtudjuk milyen hatassal van a mddositott oxigén tartalmu
levegd az autofagia folyamatdra, vizsgaltunk néhany markert Western blot segitségével. A IlI.
tipusu foszfoinozitid-3 kindz komplex tagjat képezd Beclin-1 szintjének valtozasa lathaté az 11.
abran. Ez a fehérje az autofagias vezikulum kialakuldsahoz sziikséges. Azt tapasztaltuk, hogy a
Beclin-1 szintje hipoxia soran szignifikansan megemelkedik (2,08 + 0,37) a 30% O; tartalmu
leveg6hoz viszonyitva (0,84 + 0,33). A kapott intenzitas értékek alapjan feltételezhetd egy erds,
forditott linearis kapcsolat a Beclin-1 expresszio szintjének valtozasa és az oxigén szint kozott.
Erdekes modon, normoxias és hiperoxias koriilmények kozott nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a fehérje expresszidjaban. Ezaltal lehetséges, hogy a 30% O3 tartalmt levegd hatasara
nem indukalodik az autofagia folyamata.

Az LC3B-II és p62 autofagias markerekre nem volt szignifikans hatassal a kiilonb6z6 O2

cre

kapcsolatban a levegd Oz szintjével.

56



ANOVA p=0,03 | ANOVA p=0.7
“ 2
] 2097
£ 4r E N
= o S
g =
2 ar ;T 2l
2 d
z, 2
E meredekség  §
= p=0,0124 = 1r
SHR]S =
— =i
% 0 g 0 . . .
2 o 10 20 30
Oxigén %
C D
ANOVA p=0,89 .
. Beclin-1 |
250
: o
=
E 2.0F a LC3B-11 B pe——
0

E -
2 1.5 [ "
ﬁ 1 0 n (m]
| 8 A 10 21 30
= 05F g A Oxigén %
S a
N

0.0 ' ! o
= 10 20 30

Oxigén %

11. dbra: Modositott oxigén tartalmii levegd hatasa az autofagidara (A) Beclin-1 expressziojanak
valtozasa. n=6,5,6. (B) LC3B-II expressziojanak valtozasa. n=6 minden csoportban. (C) p62
expressziojanak valtozasa. n=6,5,6. Forditott linearis kapcsolat all fenn a Beclin-1 expresszioja és
az Oy szintjének valtozasa kozott. *p <0,05.

V. 1. 8. Haztartasi fehérjék szintjének valtozasa az Oz koncentracio hatasara

A 12. abran lathato, hogy Western blot analizissel meghataroztuk a kiilonb6zd oxigén

intenzitdsara. Ezekben a kisérletekben a célfehérje szintjét teljes fehérje mennyiségre
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vonatkoztatva mértiik. Meglepd modon, a Tukey poszt teszt alapjan elmondhato, hogy a hipoxias
kozeg az a-tubulin (1,72 + 0,34) és GAPDH (2,62 + 0,4) esetében is szignifikansan megemelte a
fehérje kifejez0dését a hiperoxias koriilményekkel dsszehasonlitva (0,59 + 0,07 és 0,77 £ 0,14). Ez
a trend az aktin esetében is megfigyelhetd volt, de statisztikailag nem volt szignifikans a valtozas
(10% O2: 1,35 £+ 0,25; 30% O2: 0,66 + 0,17). Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az O

crer

szintjével.
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12. dbra: Haztartadsi fehérjék szintjének valtozdsa a kiilonbozé oxigén koncentraciok hatasara (A)
Tubulin expressziojanak valtozdsa. n= 6 minden csoportban (B) Aktin expressziojanak valtozadsa.
n=6 minden csoportban. (C) GAPDH expressziojanak valtozasa. n=6 minden csoportban. (D)
Western-blot reprezentativ képek mindharom vizsgalt fehérje expressziojarol.

Forditott linearis kapcsolat all fenn a haztartasi fehérjék expresszioja és az O, szintjének valtozasa
kozétt. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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V. 2. HO-1 indukalo szerek toxicitasanak vizsgalata és hatasa az autofagia folyamatara
V. 2. 1. HO-1 indukalo szerek hatasa a H9c2 szivizomsejtek életképességére

A HO-1 indukalo szerek (hemin és CoPPx) sejtéletképesség valtozasra gyakorolt hatasat
MTT citotoxicitasi teszttel vizsgaltuk. A 3-10-30-100 uM heminnel és 2,5-25-100 uM CoPP)x-nel
torténd 24 oras kezelés a szivizomsejtek életképességnek koncentraciofiiggd romlasat okozta (13.
az ¢életképességet (91,6 = 1,7% ¢és 87,6 = 0,6%), habar a két magasabb, 30 és 100 pM-0s
koncentraci6 még markansabb csokkenést eredményezett (77,7 + 2,9%; 64,7 + 2,5%) a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva (a kezelt kontrollhoz viszonyitott eredmények a 2. Fiiggeléken lathatoak).
A legmagasabb hemin koncentracié hatasa majdnem elérte az ICso-es értéket.

Hasonl6 eredményeket kaptunk a CoPPix esetében is. A 25 ¢és 100 pM-0s koncentracio
79,3 £ 4,9% ¢és 39,1 + 4,8%-ra csokkentette az életképes sejtek mennyiségét. A legmagasabb

koncentracid mar elérte az 1Csp értékét a H9¢2 kardiomioblasztokon.
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életképességére. 4 és 6 megismételt kisérlet eredménye. Kontroll csoport sejtjeinek
eletképessegéhez (100%) viszonyitva. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

V. 2. 2. Magas koncentracidoju HO-1 indukal6 szerek hatasa az oxidativ stressz mértékére
Annak érdekében, hogy tanulményozzuk az oxidativ stressz szerepét H9c2 sejtekben, a
festést végeztiink. A DCF festés altalanos ROS kimutatast tesz lehet6vé, mig a MitoSOX a
mitokondrialis szuperoxid szintet mutatja meg. Amint az 14. abra A paneljén is lathato, mind a
hemin, mind a CoPPx-kezelések hatasara szignifikans mértékben fokozodott a ROS szintje a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (a kezelt kontrollhoz viszonyitott eredmények a 2. Fliggeléken

lathatoak). Ugyanez a szignifikans novekedés figyelhetd meg a mitokondrialis szuperoxid esetében
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az 14. ébra B paneljén is. Mindkét eredmény azt szemlélteti, hogy az oxidativ stressz szerepet

jatszhat az indukal6 szerek és hem okozta toxikus hatasban.
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14. d@bra: Az oxidativ stressz mértékének valtozasa a magas koncentracioju HO-1 indukadlo szerek
hatasara (A) A DCF festés fluoreszcens intenzitasanak eredménye a kezeléseket kovetden. n=5
csoportonkeént. (B) A MitoSOX festés eredménye a mitokondridlis szuperoxidok fluoreszcens
intenzitdsa alapjan. Csoportonként 100 darab sejt, haromszor megismételt vizsgalat. (C) MitoSOX
festés reprezentativ mikroszkopos képei 63x nagyitdason. *p <0,05; ***p <0,001.
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V. 2. 3. HO-1 szint meghatiarozasa a kezeléseket kovetden
Ahogyan az 15. abran is lathatd, mindkét indukald szer sikeresen fokozta a HO-1
expresszigjat. A fehérje szintjének fokozddasa, ahogyan az varhatd is volt, koncentraciofiiggd

moédon mutatkozott meg.
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15. dbra: Hemoxigendz-1 expresszidjanak valtozdsa a (A) hemin és (B) COPP\x kezelések hatasara,
reprezentativ Western-blot képekkel. n=8 ¢s 6. *p <0,05; ***p <0,001.

V. 2. 4. A magas koncentraciéju hemin és CoPPix hatasa az autofagia folyamatara

Miutan markans HO-lexpresszié novekedést tapasztaltunk a 100 uM hemin és 100 pM
CoPPix esetében is, arra voltunk kivancsiak, ez milyen hatassal van az autofagids markerek
szintjére. Beclin-1, LC3B-II és p62 fehérjék szintjét vizsgaltuk Western blot segitségével. Meglep6
modon, a Beclin-1 esetében valtozatlan szintet tapasztaltunk mindkét indukald szerrel torténd
kezelést kovetden. Ezzel ellentétben mind az LC3B-Il, mind a p62 szintje szignifikansan
megemelkedett a 100 uM hemin és 100 uM CoPPx csoportokban is a kontrollhoz képest (a kezelt
kontrollhoz viszonyitott eredmények a 2. Fliggeléken lathatoak). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy

az autofagia folyamata ugyan aktivalodott, de az emelkedett p62 szint miatt valosziniileg nem megy

63



végbe a teljes folyamat.

Western blot eredményeink igazolasa érdekében Cyto-ID Green festést alkalmaztunk és
mintainkat mikroszkép ¢€s aramlasi citométer segitségével vizsgaltuk. Az autofagias flux
monitorozasa céljabol Klorokin-nel is kezeltiik a sejteket. Ezen szer hatdsara a lizoszomalis
degradacio gatlodik. Ahogyan az a 17. abran is megfigyelhetd, szamos autofagias vakudlum
helyezkedik el a perinuklearis térben, és szamuk meg is emelkedik Klorokin jelenlétében a
kezeletlen csoportban és a 20 mM NaOH kezelés hatasara, mely azt jelzi, hogy az autofagias flux
jol funkcionalt. Rapamycint hasznaltunk pozitiv kontrollként. Ezekben a mintakban emelkedett
szamu autofagias vakudlum volt megfigyelheté a Klorokin jelenlétében és hianyaban is. Habar a
CoPPix kezelést kovetden talaltunk néhany vakudlumot, de ezek szama jelentésen kevesebb volt,
mint a kezeletlen csoportban, tovabba nem volt jelentdsebb kiilonbség Klorokin jelenlétében és
hianyaban. Osszehasonlitva a hemin és hemin + Klorokin kezelt csoportokat, ugyancsak nem volt
tapasztalhatd szignifikans kiilonbség.

Eredményeink szdmszeriisitése érdekében aramlasi citométerrel mértiik mintaink AMFI
értékét. A kapott adatok, melyek a 17. abran lathatdéak (a kezelt kontrollhoz viszonyitott
eredmények a 2. Fiiggeléken lathatoak), alatdmasztjak mikroszkdpos vizsgalataink eredményét.
fgy tehat arra lehet kovetkeztetni, hogy az autofagia folyamata Beclin-1 fiiggetlen utvonalon ugyan

aktivalodik, de nem funkcional megfelelden.
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16. dbra: Autofagias markerek expresszidjanak valtozdsa a kezelések hatasara. Beclin-1 szintjének
valtozasa (A) hemin és (B) COPPx kezeléseket kivetéen, Western-blot reprezentativ képekkel, n=8-
15. LC3B-1I expressziojanak valtozasa (C) hemin és (D) COPP\x kezelések hatasdra, n=6. Tovabbad,
(E) a hemin és (F) COPPx kezelések hatasanak eredménye a p62 Szintjére, n=6 és 11. *p <0,05 ;
**p <0,01; ***p <0,001.
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V. 2.5. Magas koncentracioju hemin és CoPPix kezelés hatisa az apoptozis aktivalédasara

Western blot vizsgalatink soran azt tapasztaltuk, hogy a pro-kaszpaz-3 fehérje expresszios
szintje szignifikansan lecsokken az indukalo szerek hatasara a kontroll csoporthoz viszonyitva (a
kezelt kontrollhoz viszonyitott eredmények a 2. Filiggeléken lathatoak). Ezzel parhuzamosan
vizsgaltuk a hasitott-kaszpaz-3 szintjét is, amely mindkét magas koncentracidji indukald szer
hatasara megemelkedett. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a kaszpaz-3 fehérje

cre

folyamata.
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18. dbra: Hemin és CoPPix kezelések hatasa az apoptozis mértékére. Pro-kaszpaz-3 szintjének
valtozasa (A) hemin, (B) CoPPix kezelést kovetien, reprezentativ Western-blot képekkel. n=6-9.
Hasitott kaszpdz-3 expressziojanak valtozasa (C) hemin és (D) CoPPix hatdsara, reprezentativ
Western-blot képekkel. n=6-7. *p <0,05; **p <0,01.
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V. Megbeszélés

Az alapkutatasok egyik f6 feladata, torténjen az kardiovaszkuldris vagy egyéb
betegségekkel kapcsolatban, hogy feltérképezze azok pontos patomechanizmusat. Ennek
megértésében fontos a kiilonbdzo molekularis biologiai utvonalak kozotti kapcsolatok tisztazasa,
amelyek altal érthetobbé valik a betegség kialakulasa, lezajlasa, valamint esetlegesen j terapias
lehetdségek nyilhatnak, és ezaltal megeldzhetdbb, kezelhetdbb a korallapot.

Szamos protektiv hatdsmechamizmus ismeretes, amelyek a sziv- és érrendszeri
megbetegedésekben is kimagasld eredményekkel kecsegtetnek. Ilyen az autofagia folyamata,
amely szerepét mi is igyekeztiink tisztazni. Az autofagia kapcsolatat vizsgaltuk az oxigén
koncentracio valtozasaval egér sziv modellen, valamint HO-1 indukal6 szerek altal kivaltott hem
toxicitasban betoltott funkcidjat szivizomsejtekben.

Kisérleteink elsé részében azt vizsgaltuk, hogy a 28 napon at tartd, 10% - 21% és 30%
oxigén tartalmu levegében tartott egerek szivében milyen szignalizacids valtozasok alakulnak ki.
A kezelési idOszak alatt a beallitott oxigén koncentacid értékek allandoak voltak, nem torténtek
reoxigenizacios, deoxigenizacidos események. A valasztott oxigén koncentraciok terapiasan
relevansak, mivel a 10%-0s, hipoxias koriilmény ismerten szubletalis metabolikus és szignalizacios
valtozasokat okoz a miokardiumban. A 30%-os, hiperoxias koriilmény pedig imitalja azt a gyakori
helyzetet, amikor egy tiidobeteg paciens 1égzését hordozhatd oxigénpalackkal tamogatjak. Fontos
volt még tovabba, hogy a linearis progresszido a megvalasztott oxigén koncentracidk esetében
lehetové tegye a linearis korrelacids vizsgalatokat a kiilonb6zd szignalizacios folyamatokban.

Eredmények szerint, a hiperoxias csoportban a redox egyensuly felborulasa nem volt
kifejezetten tapasztalhatd. Egy masik tanulméany soran patkanyokat tartottak 24 oraig 14,4%,
20,9%, 35,5%, 39,8%, 62,5%, és 82,2% oxigén tartalmu levegdben, ez kdvetden szintén D-ROM

teszttel vizsgaltak a redox egyensulyt. Vizsgalataikbol kideriilt, hogy >40% O koncentracio
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oxidativ stresszt okozott [185]. Ezzel 0sszhangban viszgalataink soran mi sem tapasztaltunk
jelentds eltérést a normoxia és a 30% Og tartalomt levegd kozott.

A hipoxia szignalizacios folyamataban részt vevd HIF transzkripcios faktorok a- alegységét
az oxigén szint kozvetleniil szabalyozza. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kronikus hipoxia
(10% O3) indukalta a HIF-1a-t, amely a szakirodalmi adatokbdl valdsziniisithetéen Gsszefliggésben
van az emelkedett oxidativ stresszel. Hiperoxias koriilmények kozott azonban, mind a HIF-1a,
mind pedig a HIF-2a szintje valtozatlan maradt. Egyéb kutatasok is beszamoltak arrol, hogy
azoknal a patkanyoknal, amelyek 3 héten at 50% Oz-nek voltak kitéve, az expozicio elsé hétben
mind a HIF-1o, mind a HIF-2a szintje megemelkedett az agyszdvetben, majd fokozatosan
lecsokkent [186]. Azoknal az egereknél pedig, amelyek 28 napig 30% O tartalmu levegdt
I1¢legeztek be, jelentésen megemelkedett a neuronokban a sejtmagi HIF-2a, ami nem volt oxidativ
stresszhez kapcsolhato [187]. Ujsziilétt patkanyok szivét vizsgalva szintén érdekes eredmények
lattak napvilagot, ugyanis 2 hét 60% O2 és 95% O kezelést kovetden a kifejezettebb hiperoxia
hatasara nétt meg szignifikans mértékben a HIF-1a nuklearis transzlokacidja, mig az alacsonyabb
oxigén koncentracio hatasara annak szintje valtozatlan maradt. Emellett Zara és kutatocsoportja
azt is jelentették, hogy ugyanebben a kifejezett hiperoxias csoportban az apoptotikus sejtek
szazalékos aranya is jelentdsen megnovekedett, amely a ROS altal kozvetitett membran sériilésnek
volt koszonhetd [188]. Mindezen szakirodalmi ismereteket és vizsgalatainkban alkalmazott
kisérleti koriilményeket figyelembe véve, ahol hiperoxia soran nem talaltunk relevans novekedést
sem a HIF-1a, sem pedig a HIF-2a esetében valoszinti, hogy a 30% O2 koncentracié nem elegendd
a HIF-ek indukalasara a miokardiumban, vagy ahogy azt az agyszévetben kimutattak, a 4. hétre
visszatért az eredeti szintre.

Az apoptdzist, mint programozott sejthaldlt, sajatos morfologiai tulajdonsagok és

energiafiiggé biokémiai mechanizmusok jellemzik. Az apoptotikus sejtek zsugorodnak,
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felszintikrol kisebb-nagyobb citoplazma darabok fiizédnek le (bleb képzddés), a kromatin
allomany erésen kondenzalodik, a DNS toredezik és utobb a mag is feldaraboldodik [189]. Szamos
eredmény utal arra, hogy a HIF-la is részt vesz az apoptozis folyamatanak meginditasaban.
Amikor az alveolaris epithel sejtek kronikus hipoxidnak voltak kitéve, azokban tilzott mértékben
megemelkedett a HIF-1a szintje, amely fokozott apoptdzist eredményezett [190]. Kozvetlen
kapcsolatot mutattak ki a Bcl-2 alcsalad proapoptikus tagja a Nip3 és a HIF-1a kozott is, amely
valoszinlileg a HIF-1a kozvetlen célgénje [191]. Masrészt bizonyitast nyert az is, hogy hipoxia
soran a Bax-on keresztiil indukalodik a HIF-1la-fiiggd, p53 altal kozvetitett apoptozis is [192].
Eredményeink azt mutatjak, hogy az altalunk alkalmazott kisérletes elrendezésben linearis
kapcsolat all fenn a levegd oxigén szintjének valtozasa €s az apoptozisra utalo Bax/Bcl-2 arany
kozott. Mindemellett, az apoptozis egyik morfoldgiai sajatossaga a DNS torés szintje jol korrelal
hipoxias koriilmények kozott a HIF-la szintjével, mivel TUNEL vizsgalattal hipoxias ¢€s
hiperoxias koriilmények kozott is megnovekedett DNS torést tapasztaltunk, bar a TdT-pozitiv
sejtmagok szama fokozottabb volt hiperoxiat kovetden.

Gyakran ugyanabban a sejtben eléfordul autofagia és apoptdzis is, féleg olyan sorrendben,
ahol az autofagia megeldzi az apoptozist. Ugyan az autofdgidnak fontos szerepe van a sejtek
homeosztazisanak fenntartasaban, segiti az alkalmazkodast a kiilonféle stresszhelyzetekhez,
viszont a massziv autofagia sejthalalt eredményezhet [144]. H9c2 szivizomsejtekben akut (48 6ras)
hipoxiat imitaldo korilmények kozott megemelkedett az apoptozis meértéke, autofagoszomak
halmozodtak fel, és megndvekedett az LC3-1I, Atg5 és Beclin-1 autofagias markerek szintje is,
valoszintisithetéen a BNIP3-on keresztiil [85], mivel az megzavarja a Beclin-1 és a Bcl-2 fehérjék
kozott 1évo gatlo kolesonhatast [193]. A ROS is az autofagia fontos aktivatora szivizomsejtekben
a reperfuzid soran, ezaltal a ROS megkotd vegyiiletek, ndvényi hatéanyagok megvédhetik a szivet

az iszkémia/reperfuzid altal bekovetkezd sériilésektdl, az autofagia szabdlyozasan keresztiil.

71



Western-blot eredményeinbdl kideriil, hogy a hipoxias (10% O2) kezelés hatdsara megndvekedett
a Beclin-1 fehérje szintje, ezaltal aktivalodott az autofagia folyamata. Tiid6 epithel sejteken végzett
vizsgalatok kapcsan pedig azt figyelték meg, hogy hosszantartd hiperoxia (95% O, 72 o6ra)
hatasara megnovekedett az autofagoszomak képzdodése és az LC3B expresszioja [89]. Az altalunk
végzett vizsgalatok soran azonban a hiperoxias (30% O2) csoportban nem valtozott az autofagias
folyamatot kezdeményez06 Beclin-1 szintje, tovabba egyik kezelt csoport esetében sem volt eltérés
az LC3 és p62 fehérjék szintjében. Mivel az autofagias fluxot nem mértiik, nem tudunk végleges
kovetkeztetést levonni a szivben 1évo autofagia és a magas oxigén koncertacio kozott fennalld
kapcsolatrol. Viszont érdekes az a tény, hogy az altalunk vizsgalt hiperoxia soran az autofagia
szintje nem valtozik, mig az apoptozis megemelkedik, igy felmeriilhet a kérdés a két folyamat
szinkronizaciojat illetéen. Korabbi megallapitasok alapjan [194] lehetséges, hogy a Beclin-1-et az
oxidativ stressz indukalja hosszabb, mérsékelt hipoxia (10% O2) esetén, és ez okozhatja a Bax/Bcl-
2 arany emelkedését, lehetdséget adva a szivizomsejteknek az alkalmazkodasra. Mindazonaltal,
hosszantartd hiperoxidban (30% O2) az oxidativ stressz relativ hianya miatt nem emelkedik a
Beclin-1 szintje, ami a DNS fokozott fragmentalédasahoz vezethet.

Vizsgalatunk kezdetén hagyoméanyos Western-blotot alkalmaztunk. Meglepden
tapasztaltuk, hogy a denzitometriai értékek normalizaldsara alkalmazott referencia fehérjék
expresszios szintje jelentds ingadozast mutat. Ezt kdvetden teljes fehérje alapi normalizaldst
alkalmaztunk, amely megerdsitette a gyantt, hogy ezen haztartasi fehérjék szintje is modulalodik
az oxigén koncentracié fiiggvényében. Eredményeink azt mutatjak, hogy a hipoxias (10% O2)
kezelés hatasara megnovekedik a vizsgalt haztartdsi fehérjék expresszidja. Ezzel a meglepd
megfigyeléssel O0sszhangban, humén szivizomban és mas kisérletes koriilmények kozott is
tapasztaltak mara GAPDH [195, 196], az aktin és a tubulin [197, 198] jelent6s valtozasat. Tovabba,

egér tiidében, hiperoxia (90-95% O, 1-3 nap) altal kivaltott alveolaris karosodasban is vizsgaltak
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mar a haztartartasi fehérjék expresszidjanak valtozasat, ahol a GAPDH mRNS szintje novekedett
meg szignifikansan [199]. Az altalunk bemutatott varatlan eredmények tehat azt sugalljak, a
héaztartasi fehérjékre normalizalt adatokat dvatosan kell kezelni azokban a vizsgalatokban, ahol az
egyik valtozo a belélegeztetett oxigén koncentracioja.

Eredményeinket Osszegezve tehat elmondhatjuk, hogy a hipoxids koriilmények kozott
tartott allatok szivében az emelkedett oxidativ stressz és a HIF-1a hatasara, tovabba az altalunk
vizsgalt talélési utvonalak protektiv jelenlétének hianyaban, aktivaldédott az autofigia és az
apoptozis folyamata is. Erdekes modon a programozott sejthaldl Gtvonal szintjében tortént
emelkedkedés mégis a hiperoxias csoport esetében volt sokkal kifejezettebb, annak ellenére, hogy
sem az oxidativ stressz, sem pedig a HIF-1a szintje nem emelkedett meg szignifikdns mértékben.
Mindemellett az is megfigyelhetd, hogy a 30% O tartalmu levegd hatasara egyik autofagias marker
szintje sem valtozott meg. Igy valdszinisitheté, hogy az autofagia folyamatanak aktivalodasa
hianyaban emelkedhetett meg ilyen jelentés mértékben (hipoxidhoz és normoxidhoz viszonyitva
is) a DNS torés mértéke és a Bax/Bcl-2 aranya is a hiperoxids csoportban. Azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek annak érdekében, hogy megértsik az autofagia ez esetben is
valoszinlsithetd apoptdzist antagonizald hatasat.

Masik kisérleti sorozatunkban H9c2 sejteken végeztiink vizsgalatokat, és arra kerestiik a
valaszt, hogy milyen szerepe van autofagianak a hem toxicitasban szivizomsejteken. Az autofagian
keresztiil a szabad hembdl eredd toxicitas terapias lehetdséget adhat a hemolizis vagy kiilonb6z6
szivrendellenességek kezelése sordn, ahol kiterjedt a szabad hem képzddése.

A hemoxigenaz-1 indukcio, a hem toxicitas és az autofagia kozotti kapcsolat még mindig
nem egyértelmi a szivizomsejtekben. Jelenlegi vizsgalataink azt mutatjak, hogy kiilonb6zé HO-1
induktorok (hemin, CoPPix) nagy koncentracidja (100 uM) toxikus hatast gyakorol a H9c2

sejtekre. Az altalunk tapasztalt toxikus hatast az autofagia hibas mitkodése kiséri. Szamos korabbi
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tanulmany jelezte, hogy a hemin kiilonb6z6 koncentraciéi (0,1-1000 uM) novelhetik a HO-1
expresszidjat [182], azonban az alkalmazott koncentraciotol fiiggéen pozitiv kimeneteli [200]
vagy citotoxikus hatas [170] is lehetséges. A kozelmultban keriilt publikalasra az a tanulmany
melyben kimutattak, hogy a HO-1 indukéldsa 20 pM CoPPix-nel védte a szivizomsejteket a
hipoxia/reoxigenacid ellen az apoptozis csokkentésén keresztiil [200]. Jelen vizsgalatunkban
azonban magasabb CoPPx koncentraciot alkalmaztunk, amely toxikusnak bizonyult. Amikor a
szabad hem mennyisége meghaladja a detoxifikalo enzimek kapacitasat a szabad hem toxikus
hatast fejt ki, amely az oxidativ stress indukalddasabol és a gyulladas kialakulasabol ered [201]. A
varakozasnak megfelelden a kisérleteinkben alkalmazott kiilonb6z6 hemin és CoPPix
koncentraciok koncentraciofiiggd modon indukaltdk a HO-1-et. Ezzel parhuzamosan viszont a
sejtek életképességének vizsgalata soran ugyancsak koncentraciofiiggd életképesség csokkenés
mutatkozott. A szakirodalmi adatokkal Gsszhangban pedig, mindkét magas koncentracioja (100
uM hemin és 100 pM COPPix) csoportban megndvekedett ROS szintet mértiink. Igy
valoszintlisithetd, hogy a vizsgalatok sordn alkalmazott kisérletes koriilmények kozott a
megemelkedett ROS szint hozzajarul a sejthalalhoz.

Szamos kutatocsoport vizsgalta a HO-1 indukcid és az autofiagia folyamata kozotti
kapcsolatot kiilonb6z6 szovetekben. Lin és mtsai. arrdl szdmoltak be, hogy a rezveratrol altal
indukalt HO-1 expresszio novekedés fokozott neurotoxicitast és emelkedett szamu autofagoszoma
képzddést eredményezett [202]. Emellett a HO-1 fokozott expresszidja majkarosodas soran adaptiv
valasz lehet, mely az autofagia folyamatanak aktivalédasat eredményezi [203]. Az autofagia
szerepének megértése szivizomsejtekben 1) dimenziot nyithat a HO-1-et érint6 vizsgalatokban. Az
azonban lényeges, hogy az autofagia funkcidja a sziv- és érrendszerben a mai napig
ellentmondasos. A folyamat vizsgalata soran leggyakrabban alkalmazott fehérje az LC3B és a p62.

Autofagia indukaldsa sordn rendszerint megndé a lipidalt, aktiv, feltehetden autofagoszoma
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asszocialt LC3B-II szintje, ezzel parhuzamosan pedig a p62 szintje lecsokken. A p62 kozvetleniil
kotédik az LC3 és a GABARAP fehérjecsaladhoz és szelektiven lebomlik autofdgia sordan. A
fehérje felhalmozodik, amikor az autofagiat gatoljuk, viszont csdkkent szintjét akkor is kimutattak,
mikor az oxidativ stressz indukalta az autofagiat. Tovabba a p62 szintje sejtekben, szovetekben
akkor is megnovekedhet, amikor az autofagia folyamata karosodik, igy felhasznalhaté markerként
az autofagias flux tanulmanyozasara [50]. Eredményeinkbdl is egyértelmiien latszik, hogy az
alkalmazott két HO-1 induktor aktivalja az autofagiat. Erdekes modon, a folyamat inicidcidjaért
felelds Beclin-1 szintje egyik indukal6 szer esetében sem valtozott. Szamos kutatas utal arra, hogy
az autofagoszomak képzdédése Beclin-1 fliggetlen utvonalon is megvaldsulthat [84, 204]. Viszont
a magas koncentracioju indukalo szerekkel kezelt sejtekben mind az LC3B-II, mind pedig a p62
szintje megemelkedett. HO-1 indukalta autofagia esetében mar beszamoltak arrdl, hogy az
autofagias flux sériilhet. Ezen kutatas szerint HO-1 indukci6 alkalméval fokozott p62 szintet is
kimutattak SH-SY5Y neuroblasztoma sejtvonalon, amely arra utal, ami esetiinkben is lehetséges,
hogy karosodott az autofagia folyamata [202]. Az autofagias flux tovabbi vizsgalatihoz a
szivizomsejteket Klorokin-nel is kezeltiik, ami gatolja az autofagiat azaltal, hogy megakadalyozza
citometrias eredmények azt mutatjak, hogy a kontroll és a rapamycinnel kezelt szivizomsejtekben
az autofagoszomak szama megndvekedett a Klorokin hatasara. Azonban Western blot adatainkkal
HO-1 induktorokkal kezelt csoportokban, a Klorokin jelenlétében és hianyaban, amely tovabb
erOsiti azt a feltételezéslinket, hogy a hibas autofagia hozzajarulhat a szivizomsejtek hem
toxicitasahoz.

Az autofagiat leir6 kutatasok arrdl is beszamoltak, hogy ezen ttvonal mennyire fontos a

sériilt sejtorganellumok eltavolitasaban, ellenben a folyamat sikertelensége vagy talterheltsége
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esetén, ezek a sériilt organellumok/makromolekulak fokozhatjak az apoptotikus sejthalalt [205].
Western blot analizisiink soran vizsgaltuk az apoptdzis szintjét is. Eredményeink azt mutatjak,
a hasitott kaszpaz-3 pedig megemelkedik. igy tehat a nagy mennyiségii hemin és CoPPix a sériilt
autofagias folyamat aktivalodasa mellett indukalta az apoptdzis utvonalat is.

Osszességében elmondhatd tehat, hogy a magas koncentracioban alkalmazott HO-1
indukal6 szerek (hemin és COPPix) tilzott mértékben fokoztak a HO-1 expresszidjat, és ez hem
toxicitast okozott a viszgalt H9¢2 szivizomsejtekben, melynek hatterében valdsziniileg a fokozott
ROS szint, a hibas autofagia valamint az aktivalddott apoptozis allnak.

Kutatasaink eredményeit 0sszegezve, ramutattunk arra, hogy megvaltozott oxigén tartalmu
induktorokkal torténd kezelése soran is kapcsolat allhat fenn az autofagia és az oxidativ stressz
indukalta valtozasok kivédése kozott. A szivizomsejtek tilélésének biztositasdhoz mindkét esetben
sziikség volna a megfeleléen funkcional6d autofagia folyamatara, amely képes lenne kivédeni az
emelkedett szintli apoptozis végzetes hatasat. Igy tovabbi feladatunk megtalalni annak okat, hogy
miért nem megy végbe a teljes autofagias folyamat; miért akad meg az “Gjrahasznositas”, ezaltal
lehetdséget adva a sejteknek az alkalmazkodasra, és miként tudnank csékkenteni apoptdzis sulyos

hatasait.
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V1. Osszefoglalas

A munkdm elsé felében vizsgaltuk a kronikus hipoxia és hiperoxia kiilonb6zo
szignalizacios folyamatokra gyakorolt hatasat szivizomban. A 28 napon at modositott oxigén
tartalmt levegdében tartott allatok szivében korrelacios Osszefliggéseket tapasztaltunk az oxigén
koncentraci6 valtozasa és egyes utvonalak aktivalodasa kozott. A redox egyensuly felboruldsa
kifejezettebb volt hipoxids, mint hiperoxias koriilmények kozott. A kronikus hipoxia (10% Oy)
indukélta a HIF-la-t, amely valoszinlsithetden Osszefiiggésben van az emelkedett oxidativ
stresszel. Hiperoxias koriilmények kdzott azonban sem a HIF-1a, sem pedig a HIF-2a szintje nem
valtozott. Linearis kapcsolatot tapasztaltunk a levegd oxigén szintjének valtozasa és az apoptozisra
utal6 Bax/Bcl-2 arany kozott, tovabba TUNEL vizsgalattal hipoxids €s hiperoxids koriilmények
kozott is megnovekedett DNS torést detektaltunk, bar a TdT-pozitiv sejtmagok szama fokozottabb
volt hiperoxiat kovetéen. Western-blot eredményeinkbdl kideriilt, hogy a hipoxias (10% O2)
kezelés hatdsara megndvekedett a Beclin-1 fehérje szintje, ezaltal aktivaldédott az autofagia
folyamata, azonban az LC3B-II és p62 szintje is valtozatlan maradt, amely arra enged

kovetkeztetni, hogy nem megy végbe a teljes folyamat. A modositott oxigén tartalmu levegd nem
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aktin és a GAPDH fehérjék szintjére is, amely felhivja a figyelmet a haztartasi fehérjékkel torténd
normalizalt adatok dvatos kezelésére.

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

koncentracio, mindkét indukald szer esetében megkozelitette, vagy el is érte a toxikus ICso-€S
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értéket. Tovabba a hemin és CoPPx esetében is sikeres és koncentraciofiiggd HO-1 expresszid
emelkedést tapasztaltunk. Az altalunk vizsgalt két indukalé szer 100 pM-os koncentracidban
szignifikansan emelte a ROS szintjét, amely jelent6s mérték{i oxidativ stresszre utal, és ez egy
magyarazat lehet a sejtek életképességének csokkenésére. Eredményeinkbdl egyértelmiien latszik,
hogy a 100 uM hemin és CoPPx Beclin-1 fiiggelten Gtvonalon aktivalja az autofagiat. Azonban az
LC3B-II és p62 szignifikansan magasabb expresszids szintje a kezelt csoportokban megkérddjelezi
a folyamat teljességét. Ezen eredményeinket alatimasztva, a 100 uM hemin és CoPPix mellett
Klorokinl is kezeltiik a szivizomsejteket, és Cyto-ID Green festéssel vizsgaltuk az autofagias flux
valtozasat. Mikroszkdpos és aramlasi citometrias kisérleteink is timogattak azon feltételezésiinket,
indukélnak. Az autofagia mellett tanulmanyoztuk az apoptozis szintjét is. Vizsgaltuk a pro-
kaszpaz-3-at, amely expresszidjanak csokkenése, valamint a hasitott kaszpaz-3 emelkedése, az
1 indukald szerek okozta sejttoxicitas az emelkedett oxidativ stresszbdl, a nem megfeleléen

funkcional6 autofagiabol és a magas szintli apoptozisbol eredhet.
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VII. Summary
In the first part of our experiments, we investigated the effects of the different inhaled O>
tensions (10-21-30%) on various pathways in myocardium. 10% O appears to cause a considerable
level of oxidative stress in heart tissue, which increases the expression of HIF-1a, while 30% O>
does not cause significant oxidative stress as evidenced by unaltered level of ROM derivatives.
However, both hypoxia and hyperoxia elevate TUNEL positivity. Alterations in Beclin-1 protein
level suggest that altered O tensions may have an impact on autophagy. Although a definitive
conclusion can not be drawn because the autophagy flux was not measured, a crosstalk between
apoptosis and autophagy may have been established under these circumstances. Furthermore, we
found that the level of the commonly used housekeeping proteins such as a-tubulin, actin and
GAPDH may be altered. Thus, these proteins should be used with caution as loading controls, in
experiments when the O tension of inhaled air is a variable, and the alternative method to
normalize densitometry values against total protein content is to be taken into consideration.
In the other study we also investigated the influence of toxic dosis of HO-1 inducers (hemin
and CoPPx) on level of oxidative stress, the pathway of autophagy and apoptosis in H9c2 cells.
Our results showed decreased cell viability at high dose of hemin and CoPPx treated H9c2 cells in
a dose-dependent manner. As expected both treatments induced a robust elevation of HO-1 level.
Furthermore, at concentration of the inducers used in the present study, a significantly enhanced
level of ROS was detected. In addition, the Beclin-1- independent autophagy was significantly

increased, but it caused a defective autophagic flux with triggered activation of apoptosis.
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VI1Il. Fébb megallapitasok

VIII. 1. Mérsékelt, kronikus hipoxia és hiperoxia vizsgalata egér sziven

1. Pozitiv linedris kapcsolat all fenn az allatok testtomege €s a levegd oxigén szintjének valtozasa
kozott. Forditott linedris kapcsolat all fenn az allatok hemoglobin szintje és a levegd oxigén
szintjének valtozasa kozott. A DROMs teszt és a NOX4 fehérje expresszids valtozasa alapjan
elmondhatjuk, hogy a hipoxia magasabb szint{i oxidativ stresszt indukalt az allatokban, mint a
hiperoxia. Hipoxia hatasara a HIF-1a indukalodott, mig a HIF-2a szintje valtozatlan maradt.

2. Linearis kapcsolatot tapasztaltunk a levegd oxigén szintjének valtozasa és a Bax/Bcl-2 aranya
kozott. A DNS torés mértéke, mind a hipoxia, mind a hiperoxia hatasara megnovekedett.
Hipoxia hatdsara szignifikans emelkedés figyelhet6 meg a Beclin-1 autofagias fehérje
esetében, mig az LC3B-II és p62 fehérjék szintje valtozatlan.

3. Forditott linearis kapcsolat figyelhetd meg harom haztartasi fehérje (tubulin, aktin é&s GAPDH)

expresszios szintje és az allatokkal bel¢legeztett levegd oxigén szintje kdzott.

VII1I. 2. HO-1 indukalo szerek toxicitasanak vizsgalata és hatdsa az autofagia folyamatara
1. A hemin ¢és CoPPix koncentraciofiiggd modon indukaltak a HO-1-et, ¢és ezzel
parhuzamosan csokkent a sejtek életképessége. Mindkét magas koncentracioju indukald
szer emelte a ROS szintjét.
2. Eredményeinkbdl az is egyértelmiien latszik, hogy az alkalmazott két HO-1 induktor
aktivalja az autofagiat. Mind az LC3B-II, mind pedig a p62 szintje megemelkedett.
Tovabba a Klorokin kezelés megerdsitette azt a feltételezésiinket, hogy a hibasan miik6do

autofagia hozzdjarulhat a szivizomsejtek hem toxicitasdhoz.

csokken a pro-kaszpaz-3, és emelkedik a hasitott-kaszpaz-3 expresszio.
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Nagysziileimnek, a csaladom minden tagjanak, akik egész tanulmanyaim soran hittek bennem,
lelkesitettek és nyugodt csaladi hatteret biztositottak a munka elvégzéséhez.

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

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

Mérsékelt, kronikus hipoxia és hiperoxia hatasanak vizsgalata egér sziven — oszlopdiagrammok.
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Fiiggelék 2:

HO-1 indukalé szerek toxicitasanak vizsgalata és hatasa az autofagia folyamatara
Kezeletlen vs. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001

20 mM NaOH vs. #p <0,05; ##p <0,01; ###p <0,001
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Fiiggelék 3:

Meérsékelt, kronikus hipoxia €s hiperoxia hatdsanak vizsgalata egér sziven - 0sszegz6 tablazat.
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Fiiggelék 4:

HO-1 indukalo6 szerek toxicitasanak vizsgalata és hatasa az autofagia folyamatara - 0sszefoglald

abra.
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