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Bevezetés

Napjainkban a sziv és érrendszeri megbetegedések vilagszerte vezetik a halalozasi
statisztikdkat (1. tablazat) (Statisztikai adatok...). 1999-ben a haldlozéasok fébb haladlokok

szerinti megoszlasaban a sziv-keringési betegségek 51,2 %-al az elsd helyen szerepelnek.

Halaloki csoportok 1970 | 1980 | 1990 | 1995 [ 1998* | 1999*
Fert6z6 ¢és ¢l6sdiek okozta betegségek 2,7 1,4 | 09 | 0,8 0,7 0,7
Daganatok 21,9 | 26,1 | 30,1 | 32,5 | 33,6 34
Keringési rendszer betegségei 62,2 | 71,8 | 73,7 | 72,1 | 71,6 | 72,8
Légzdrendszer betegségei 57194 | 64 | 6,3 5,2 6,2
Emésztorendszer betegségei 44 | 6,6 | 87 (11,6 | 10,4 | 10,2
Morbiditas és mortalitas kiils6 okai 92 | 11,5] 12,8 | 11,2 | 10,2 | 10,2
Egyéb 103189 (79 | 7,7 | 7,6 8,1
Osszes halalozas 116,3|135,7(140,5(142,2| 139,3 | 142,2
* A X. Nemzetkozi Halaloki Névjegyzék alapjan.

1. tablazat: Tizezer lakosra jutd haldlozas kiemelt halaloki csoportok szerint.

Az elmult négy évben nem valtozott lényegesen a keringési betegségek haldlozasi
gyakorisdga, azaz igen magas szinten stagnald allapotot jelez. Az eurdpai népesség
kormegoszldsara standardizalt haldlozasi ardny ebben a betegségcsoportban
Magyarorszagon 3,2-szer magasabb, mint Franciaorszdgban, 2-szer magasabb, mint
tovabbi 7 eurdpai orszagban. A volt szocialista orszagokban kiemelkedéen magas a
keringési betegségek miatti haldlozds, Magyarorszdg kozottik a kozépmezOnyben
helyezkedik el (2. tablazat) (Statisztikai adatok...). Ez a riaszt6 statisztika dnmagéaban
indokolja a témakor részletesebb vizsgalatat, hogy valaszt kapjunk arra, vajon milyen
mechanizmusok jatszanak szerepet ¢s milyen hatassal vannak a sziv és keringési rendszer
funkcidjara, a szivritmuszavarok ¢és arrhythmidk kialakulaséra.

A szivizom iszkémids megbetegedéseiben ¢€s a szivsebészeti beavatkozasok soran
az iszkémia/reperfuzid jelenségének kozponti szerepe van. Bar a reperfuzid
nélkiilozhetetlen az iszkémia 4ltal kérosodott szervek felépiilésében, mégsem
kockazatmentes, mivel maga a reperfuzidé (paradox modon) sulyosbithatja az iszkémia
utani allapotban 1év0é szovetek funkcidjat. Az iszkémids szivbetegség leggyakoribb

kovetkezményei a szivelégtelenség, az angina pectoris, szivinfarktus, és az arrhythmiak



kovetkeztében, elsdsorban a kamrafibrillacié miatt fellépd hirtelen szivhalal. Reperfuzio-
indukélta arrhythmidk gyakran jelennek meg szivsebészeti miitétek alatt vagy
trombolitikus terdpia folyaman, de szamos esetben eléfordulnak a korondridk goércsének

(angina) old6dasa soran is.

Standardizalt halalozasi
Orszag Ev | arany 100 000 lakosra

Franciaorszag 1994 182,8
Spanyolorszag 1994 2459

Svéjc 1994 250,5
Belgium 1992 267,7
Hollandia 1995 269.,3
Olaszorszag 1993 284,8
Luxemburg 1995 284,8
Norvégia 1994 293.8
Svédorszag 1995 295,9

Dania (b) 1995 316,5
Nagy-Britannia 1995 317,2
Gorogorszag 1995 340,9
Németorszag 1995 3438
Portugalia 1995 352.,5
Finnorszag 1995 353,9
Szlovénia 1995 366,5
Ausztria 1995 369,3
frorszag 1993 401,3
Lengyelorszag 1995 532,2
Csehorszag (b) 1995 559,6
Szlovékia (b) 1995 571,7
Magyarorszag (b) 1999 588,4
Bulgaria 1994 706.,4
Romania 1995 747,8
Oroszorszag 1995 795,8

a) A IX. Nemzetkozi Halaloki b) A X. Nemzetkozi Halaloki
Névjegyzék alapjan. Névjegyzék alapjan.

2. tdblazat

Az eurdpai népesség kormegoszlasara standardizalt haldlozasi aranyszamok
a keringési rendszer betegségei okozta halalozasok szerint, 25 eurdpai orszagban.

A szivizomban az oxigén és tapanyag ellatds hianya, és az anaerob
anyagcseretermékek felszaporodasa kovetkeztében funkcidzavar, majd sejt ¢és
szovetelhalas jon l1étre. Akut iszkémia soran a szivizom ATP tartalma és energiatartaléka
csokken. Az intracellularis szabad Ca’’-ion szint megné a bels§ raktarak
(szarkoplazmatikus retikulum) triilése, €és az extracellularis térbdl vald bedramlés

kovetkezményeként. Ez a kalcium-pumpak miikodésének zavardhoz majd kimeriiléséhez



vezethet. A sziv kontrakcids ereje €s pumpafunkcidja nagymértékben lecsokken, megnd a
szivizom oxigénigénye, s ezzel szemben csokken az oxigénellatds. A szivkamrak
falmozgasaiban zavarok lépnek fel, melyek kovetkeztében vérnyomascsokkenés vagy
emelkedés alakul ki. Reflexes uton szivfrekvencia valtozas, vérnyomas-novekedés vagy
vérnyomascsokkenés jelenik meg, ami az oxigén hidnya mellett is jelentOs energiat emészt
fel, igy novelve a szivizom kimeriilésének esélyét. A Ca**-ion felhalmozodas, és a pH
csokkenés (acidozis) a sejtek ,,gap-junction’-it lezarja, ami a sejt-sejt kdzotti kapcsolatok
egylttmiitkddésének romlasahoz vezet. Ebben a fazisban bekovetkezhet a szivizom
iszkémia, infarctus, szivelégtelenség és a legrosszabb esetben kamrafibrillacié okozta
hirtelen szivhaldl. A klinikai tiinetek leggyakrabban és legkorabban anginas rohamként
jelentkeznek. Mindezen folyamatok mellett az ATP szint csokkenés hatdsdra megnyilnak
az ATP fiiggd K-csatornak, ami intracellularis K vesztéshez és az extracellularis K szint
megndvekedéséhez vezet. Az extracellularis térben megnétt K'-szint depolarizaciot okoz,
mely a gyors Na-aram csokkentésén keresztiil csokkenti az ingeriiletvezetés sebességét.
Ugyanakkor a megndvekedett extracellularis K'-szint megrdviditi a szivizomsejtek
repolarizacidjat, és a refrakter fazisat. Vagyis e komplex mechanizmusok is eldsegitik a
sziv kimeriilését, az arrhythmidk kialakulasat. A fenti folyamatok végiil kamrai
tachycardian keresztiil kamrafibrillacidhoz ¢€s hirtelen szivhaldlhoz vezethetnek.

Tennant és Wiggers megfigyelte, hogy a kamrafibrillacié nem csak az iszkémias
szakaszban, hanem a keringés visszadllitisa utdn, a reperfuzios szakaszban is nagy
intenzitassal bekovetkezhet (Tennant R, Wiggers C, 1935). Pontosabban a reperfuzid -
mely nélkiil az iszkémids szivizom elhal- arrhythmiakhoz vezethet. Ennek egyik oka az,
hogy azokban a sejtekben, melyek az iszkémia ideje alatt hypoxidssa valtak, a hirtelen
reoxigenizacio, nagymértékli enzimfelszabadulassal, és strukturalis karosodassal jar az
iszkémias metabolitok kimosodasa és a szabad gyokképzddés miatt. A reperfuzid soran
keletkezett szabad gyokok altal okozott fokozott oxidativ stresszt tartjdk a reperfuzio
indukalta kdrosodasok egyik f6 komponensének. Az egyik lehetséges megkozelités szerint
exogén antioxidansokkal csokkenteni lehet a miokardidlis iszkémia/reperfiizid soran
bekovetkez6 oxidativ sejtkarosodast. Meglehet, hogy ez a stratégia nem elegendd arra,
hogy megvédje a sejteket a szabad gyokok altal indukalt karosodasoktol, mivel ezen
exogén antioxidansok eléfordulasa foleg az interstitidlis térre korlatozodik (Tosaki A, Das
DK, 2002). Masik lehetéség az iszkémids/reperfundalt szervek védelmében, endogén
védekezd mechanizmusok indukalasa, melyek célzottan szerepet jatszanak a sejt

homeosztazisdban ¢és funkcidjanak fenntartasdban.



Az adaptacio a hypoxiahoz vagy az iszkémiahoz, alapvetd jelentoségii a fejlodés,
fiziologia ¢és patofiziologia folyamataiban. Az arrhythmidk, tobbek kozott a
kamrafibrillaci6 kialakuldsanak mechanizmusa(i), mint példaul a re-entry, EAD, DAD jol
ismertek és definialtak (Bissel JP és mtsai, 1996; Lincoff AM, Topol E, 1993; Mark DB és
mtsai, 1991), azonban a VF kialakul4dsanak genetikai szintli magyarazatardl jelenleg kevés
ismeret all rendelkezésre. Az idiopatids kamrafibrillaicid6 mechanizmusdnak vizsgalata
soran megallapitottdk, hogy a sziv ioncsatorndit kodold gének mutaciéi ndvelik a
kamrafibrillacio kialakuldsat, illetve a hirtelen szivhalal el6fordulasanak valdsziniiségét.
Kozismert az is, hogy a kamrai arrhythmidk kialakulasanak hatterében a cellularis
ioneloszlas felborulasa all. Ennek hatterében csokkent mértéki ATP szintézis allhat, mivel
az iszkémia sordn lecsokkend cellularis ATP tartalom nem tud elegendd energiat
biztositani a kiilonbozé ioncserélék/ionpumpak (Na™-H®, Na™-Ca*", Na'-K") megfelels
miikodéséhez és igy a fizioldgias ionkoncentraciok visszaallitdsahoz. Aerob koriilmények
kozott a glikolizis, valamint a citromsav ciklus soran keletkez6 NADH ¢s FADH, az
elektron transzport ldncon keresztiil atadja elektronjait az O,-nek. Ez energidt szolgaltat
egy kemoozmotikus gradiens felépitéséhez, amely az ATP szintézis hajtdereje. Az oxidativ
foszforilacidé a sejt igényeihez kapcsolodik. Egy visszacsatolas 1ép fel az ATP
bomlastermékeinek kovetkeztében, tovabba a mitokondrium emelkedd Ca’* szintje
megvaltoztatja a mitokondridlis dehidrogenaz és ATP szintdz aktivitdsat (Carmeliet E,
1999). Anaerob koriilmények kozott az oxidativ foszforilacid mértéke csokken. Ennek
kovetkeztében csokken az ATP szintézise, ami stulyos kdvetkezményekkel jar. Jelentds
valtozasokat eredményez a cellularis ionkoncentracidkban, zavarokat eredményez a lipid
metabolizmusban a felhalmozodd hosszi szénlanct acilcarnitinek, lisofoszfogliceridek,
zsirsavak és arachidon sav kovetkeztében, valamint fokozza a reaktiv koztitermékek és
gyokok képzodését (Carmeliet E, 1999). Az oxidativ foszforilacié helye a mitokondrium.
A human és mas eml0s sejtek, szovetek, szervek a csokkent oxigén ellatasra fiziologiailag
fontos gének, proteinek, enzimek expresszidjaval vélaszolnak. Az eldbb leirtak alapjan,
kisérleteink sordn joggal feltételeztilk, hogy a mitokondridlis gének fontos szerepet
jatszhatnak az arrhythmogenesisben, az iszkémia/reperfuzidnak kitett szivizomban.

A Diabetes mellitus gyakran kapcsolatban van, egyéb karosodasok mellett (pl.
retinopathia), kardiovaszkularis komplikaciokkal, mint pl. korondria artéria sziikiilettel,
valamint diabetikus cardiomiopatidval. A postmiokardidlis infarktus prognézisa szintén
rosszabb diabéteszes betegekben, akiknél magasabb az eléfordulasa a szivelégtelenségnek

¢s a hirtelen szivhalalnak, 0sszehasonlitva a nem diabéteszes paciensekkel (Behar S és



mtsai, 1997). A diabéteszes miokardiumban a sarcolemmalis ion transzport kiilénbdzo
rendellenességei tapasztalhatoak, tobbek kozott a Na'™-H' és a Na™-Ca®" cserefolyamatok
csokkenése (Pierce és mtsai, 1990; Khandoudi N és mtsai, 1990), valamint a Ca*" és Na'-
K" ATPaz-ok gitlasa (Heyliger CE és mtsai, 1987). A sarcoplazmatikus retikulum
funkcioja is karosodott a diabéteszes miokardiumban, mely csokkent ATP szintézisen és
elektron transzfer lanc aktivitason keresztiil redukalt ATP fiiggd Ca”" transzportban és Ca*"
szabalyozta ATPaz aktivitdsban nyilvanul meg (Ganguly PK és mtsai, 1983; Cave AC és
mtsai, 2000; Esumi K és mtsai, 1991; Neubauer S ¢és mtsai, 1992). Ebbdl eredéen bizonyos
mitokondrialis gének [pl. citokrom oxidaz B III alegység (COXBIII), és az ATPaz 6
alegység (ATPS6)] expresszioja hatdssal lehet kiilonb6z6 ioncsatornak €s ionpumpak
funkcidjara, igy koOzponti  szerepet jatszhat az  arrhythmogenesisben az
iszkémias/reperfundalt szivizomban, mivel kozismert az a tény, hogy az arrhythmidk
kialakulasaért tobbek kozott az ionhaztartas felborulasa a felelds.

Mint az korabban emlitésre keriilt, a human €s mas eml0s sejtek, szovetek, szervek
a csOkkent oxigén ellatasra fizioldgiailag fontos gének, proteinek, enzimek expresszidjaval
valaszolnak. A kozelmultban egy Uj enzimrendszer is a kutatdsok el6terébe keriilt: a
Tenhunen és mtsai altal azonositott mikroszémalis hemoxigendz (HO) (Tenhunen R és
mtsai, 1969), mely a hem oxidativ lebontéasat katalizalja. A folyamat soran az enzim oxigén
¢s NADPH jelenlétében felhasitja a hem porfiringytrijének o-metin hidjat, amely igy
nyiltlancu biliverdinné alakul, s ekdzben felszabadul a wvas, valamint equimoldris
mennyiségli szénmonoxid (CO) keletkezik. A biliverdint a biliverdin reduktaz bilirubinna
alakitja (1. abra). A HO-nak harom izoenzime ismert, HO-1, HO-2 és HO-3, melyek
kiilonbozé gének termékei. A HO-1, mely hsp (heat shock protein) 32 néven is ismert,
indukélhat6 forma €s az emlds szervezet szinte minden szdvetében eléfordul. Expressziojat
indukélhatjak nehézfém ionok, olyan stimulusok és anyagok, melyek oxidativ karosodast
okoznak, pl. hé-sokk, UV sugarzas, hyperoxia, hypoxia és iszkémia is (Maines MD, 1997;
Immenschuh S, Ramadori G, 2000). A HO-2 és a HO-3 konstitutivan expresszalodik. Az
elobbi foleg a kozponti idegrendszerben és a tesztiszben taldlhatdé (Maines MD, 1997;
Katori M ¢és mtsai, 2002), mig utobbirol melynek aminosav szekvencidja ~ 90 %-ban
azonos a HO-2-vel viszonylag keveset tudunk. Kevésbé aktiv, mint a HO-2 (McCoubrey
WK és mtsai, 1997), szerepe még nem teljesen tisztazott.

Az elmult néhany évben jelentésen megnétt azon kozlemények szama, melyek
kiilonbozd bioldgiai funkciokat tulajdonitanak a HO katalizalta hem metabolizmus

termékeinek.
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1. abra: A hemoxigenaz miikodési mechanizmusanak sematikus abraja.

Me: Metil; V: Vinil; P: Propionat

A porfiringyliriibdl felszabaduld vas prooxidans tulajdonsagi (Zhang F és mtsai, 2001),
mig ezzel ellentétben a keletkezd biliverdin, illetve redukalt formaja a bilirubin hatékony
antioxidans vegyiiletek (Zhang F ¢és mtsai, 2001; Clark JE és mtsai, 2000; Maines MD,
2003). Egyre tobb bizonyiték van arra is, hogy a folyamat harmadik terméke a CO
fiziologiai jelatvivé molekulaként funkcionalhat (Verma A és mtsai, 1993; Zakhary R ¢és
mtsai, 1996; Ingi T, Ronnett GV, 1995) illetve, hogy képes a guanil-cikldz aktivalasara,
ezaltal a cellularis cGMP szint szabdlyozasara (emelésére), hasonléan a nitrogén oxidhoz,
igy szerepet jatszhat egyarant a fiziologids és patoldgias értonus szabalyozasaban (Zhang F
és mtsai, 2001; Morita T és mtsai, 1995; Sammut A és mtsai, 1998). A HO rendszer
jelentdségét mar szamos betegségben, tobbek kozott asthmaban (Lim S. és mtsai, 2000;
Choi AMK ¢s Alam J, 1996), endotoxémidban (Wiesel P ¢s mtsai, 2000),
cardiomyopathiaban (Liu H és mtsai, 2001), és iszkémia/reperfiizié indukalta sériilésekben

(Clark JE és mtsai, 2000; Yoshida T és mtsai, 2001; Yet S-F és mtsai, 2001) is leirtak. A



bizonyitékok novekvd szamanak tiikkrében, mely szerint a HO-1 védelmet biztosit az
oxidativ karosodasok ellen, a kutatok tobb figyelmet forditottak a HO-katalizis antioxidans
tulajdonsagu ,,melléktermékeire”, a mar korabban emlitett biliverdinre, illetve bilirubinra.
Ezen kiviil a hem degradacioval jaro endogén CO novekedés az iszkémia/reperfizio
okozta sériilések elleni citoprotekcid szabalyozasanak egyik lehetséges célpontjava valt
(Katori M ¢és mtsai, 2002; Sato K és mtsai, 2001; Motterlini R és mtsai, 1998; Choi AMK,
2001). A ,citoprotektiv”’ endogén eredetli CO-rol kimutattdk, hogy: (i) a szolubilis
guanilat-cikldz aktivalasan keresztiil szabalyozza a cellularis cGMP szintet, hozzéjarulva
ezaltal az endotheliumtél-fliggd vasodilatacidhoz, valamint megakadalyozza a
gatlasa kovetkeztében; (ii1) gyulladas ellenes hatdsa van; és (iv) gatolja mind az
apoptotikus, mind pedig a sejtosztdddsi mechanizmusokat (Katori M és mtsai, 2002). A
HO altal termelt CO hatasat kifejtheti a keletkezés helyén, vagy pedig a szomszédos
sejtekbe diffundalva (Katori M és mtsai, 2002; Morita T és mtsai, 1995).

Bar a HO-1 funkcidjat széleskorlien tanulméanyoztik, illetve napjainkban is
tanulmanyozzék, a kutatok relative kevés figyelmet szenteltek a HO-1 éaltal termelt
szénmonoxid szerepének vizsgalatara az iszkémids/reperfundalt szivizomban. Korabbi
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a kamrafibrillacié és az endogén CO
termelés kozott szoros Osszefliggés van (Bak I és mtsai, 2002; Pataki T és mtsai, 2001).
Abban az esetben, ha a sziv reperfizid indukalta fibrillacion esett at, a miokardiumban a
HO-1 mRNS ¢és protein expresszidja, kovetkezés képen az endogén CO mennyisége
jelentds mértékben csokkent. A HO-1 farmakologiai stimuldldsaval a miokardiumban
emelkedett CO termelést tapasztaltunk, mig ezzel parhuzamosan reperfizid indukélta
fibrillacio kialakulasat nem regisztraltuk. Ezen eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a
HO-1 ,knock out” egyedek miokardiuméanak kamrafibrillacidé iranti érzékenysége
kapcsolatban lehet az enzim mRNS és protein expresszidjaval, az enzim aktivitassal és az
endogén CO termeléssel. Abban az esetben ha ez igy van, gy elmondhatjuk, hogy a HO-1
mRNS ¢és proteinjének hidnya, ennek kovetkeztében pedig a csokkent endogén CO
termelés kozponti szerepet tolthet be a reperfuzié indukélta kamrafibrillacio

kialakulasaban.



Célkituzések

Kisérleteinkben az iszkémia/reperfizi6 indukdlta arrhythmidk farmakologiai

befolyésolasi lehetdségeit vizsgaltuk genom ¢€s a mitkondrialis eredetii génexpersszids

valtozasok figyelembevételével izolalt patkdny és egérsziveken. Munkéankat két {6

témakorre 6sszpontositottuk:

II.

Vizsgalni kivantuk, hogy a diabetes hatdssal van e a szivizom reperfuzio
indukélta karosodasokkal szembeni érzékenységére. Molekuléris bioldgiai
technikdk segitségével 0Osszehasonlitottuk (i) egyes mitokondridlis gének
(COXBIII ¢s ATPS6, melyeket 40 gén koziil, beleértve a mitokondriélis gének
alegységeit is, eldzetes szlréssel valasztottunk ki) expressziojat, (i) a
kamrafibrillacio kialakuldsédban jatszott lehetséges szerepiiket, valamint (iii) a
szivfunkciokra kifejtett hatasukat iszkémia/reperfiizionak kitett diabéteszes és
nem diabéteszes szivizomban. Célkitlizéseink kozé tartozott tovabba a vizsgalt
gének  expresszidjanak  tanulmanyozasa  elektromosan  ton  (nem
iszkémia/reperfiizié okozta) fibrillacidba hozott diabéteszes és nem diabéteszes
szivizomban.

Kisérleteink masodik részében célul tiztiik ki a hemoxigenaz-1 (HO-1) mRNS
expressziohoz kapcsolodd cellularis védekezd mechanizmusok és az endogén
szénmonoxid (CO) hatdsanak vizsgélatat reperfuzid soran, fibrillaldo és nem
fibrillalo szivekben, melyeket HO-1 ,vad” tipusa (+/+) és ,knock out”
[heterozigdta (+/-) és homozigoéta (-/-)] egerekbdl nyertiink. Meg kivantuk
vizsgalni a HO-1 mRNS és protein expresszid, valamint a HO-1-hez
kapcsolodo endogén CO termelés hatasat (i) a reperfizié indukalta arrhythmidk
kialakuldsdnak csokkentésére, (i) az infarktusos teriilet nagysdgara, (iii) a

cellularis ionkoncentraciok valtozasara, valamint (iv) a szivfunkcidkra.

Kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkanyokat és him vad tipustu (+/+), HO-1

heterozigdta (+/-) és HO-1 ,.knock out” homozigota (-/-) egereket hasznéltunk. Az allatok

humanus banasmddban részesiiltek a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals” eldirdsainak megfeleléen (NIH publication

no. 86-23, 1985).



Modadszerek és anyagok

Izolalt ,, dolgozo-patkanysziv” és ,,dolgozo-egérsziv”

Az allatok natrium-pentobarbitallal (60 mg/kg) torténd altalanos érzéstelenitését
kovetden iv. heparint adtunk (500 IU/kg) a trombusok kialakuldsdnak megeldzésére a
szivkivétel folyaméan. A mellkas megnyitasa utdn a szivet kimetszettiik és hideg perfuizios
oldatba helyeztiik. A preparalast kovetden a szivet az aortdn ¢€s a vena pulmonalis-on
keresztiil un. ,,dolgozo-perfuzids” késziilékkel perfundaltuk. A perfizids oldat modositott
Krebs-Henseleit puffer, melynek Osszetétele a kovetkezd (mM-ban kifejezve): 118 NaCl,
4.7 KCl, 1.7 CaCl,, 25 NaHCOs3, 0.36 KH,PO4, 1.2 MgSO04, 10 gliikoéz. A perfuzids oldatot
el6zbleg 95 % O, és 5 % CO, keverékével atbuborékoltatva telitettiik (pH: 7.4, 37 °C). A
sziveket 5 percig Langendorff-médszer szerint perfundaltuk 37 °C-on és konstans
perfuziés nyomason, mely 100 cm-es vizoszlop nyomasaval egyenértékii (10 kPa). A
mosasi periodust kovetden a késziiléket dolgozd modba kapcsoltuk és regisztraltuk a
szivfunkcidkat. Az aorta kiaramlast kalibralt aramlasmérével, a koronaria atdramlas

mértéket pedig a szivbdl kicsopdgo folyadék hatarozott ideig torténd gytijtésével mértiik.

Global és regionalis iszkemia/reperfuzio indukalasa

Global iszkémia/reperfizid:

Tiz perc aerob pefuziot kovetden elzarjuk a bal pitvarba torténd bearamlés és a bal
kamrabdl torténd kiaramlas utjat, majd 30 percig igy iszkémiat hozunk 1étre. A 120 perces
reperfizid inditdsahoz megsziintetjiikk az elzardsokat. Az iszkémia teljes ideje alatt, hogy
megvédjiilk a miokardiumot a kiszaradastol, az livegedény paratartalmat, mely a szivet

koriilveszi, befedjiik, s igy a paratartalmat konstans (90-100 %) értéken tartjuk, 37 °C-on.

Regionalis iszkémia/reperfiizio:

Tiz perc aerob perfuzidt kdvetden a bal leszallo f6 koronariat elszoritjuk egy
sebészi fonallal, mely egy meggorbitett tithoz kapcsolddik ugy, hogy a fonalat atvezetjiik a
leszallo koronaria ag alatt, majd a fonal végeit egy milanyag csovon keresztilfiizziik. Az
iszkémiat tgy idézziik eld, hogy a milanyag csé végét a sziv felszinére szoritjuk egy
sebészi szoritoval. A reperfuziot pedig a hurok meglazitdsaval inditjuk el. Az iszkémia

teljes ideje alatt -hogy megvédjilk a miokardiumot a kiszaradastél- az {ivegedény
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paratartalmat, mely a szivet veszi koriil, konstans (90-100 %) értéken tartjuk, a global

iszkémidhoz hasonldéan 37 °C-on.

Diabétesz kivaltasa

A diabéteszt streptozotocin (55 mg/kg) intravénas injekciojaval indukaltuk. A nem
diabéteszes azonos kort kontrol 4llatok ekvivalens térfogati vivéanyagot kaptak. A
diabetes mellitus [étrejottét hyperglikémia jelenlétével(vércukorszint meghatarozas)

bizonyitottuk.

Meért paraméterek

A kisérletek tejes ideje alatt komputeres regisztracids berendezés segitségével
regisztraltuk az epikardialis elektrokardigramot (EKG), melyet a szivhez kozvetleniil
kapcsolodd két eziist elektroddal vezettink el. Az EKG-kat analizaltuk, hogy
meghatarozzuk a kamrafibrillacio (VF) el6fordulasat. Kamrafibrillacionak tekintettiik, ha
az EKG-n rendellenes, irregularis hullamz6 jeleket talaltunk. A szivet szinusz ritmustnak
tekintettiik, ha az EKG-n szabdlyos ritmusban normdl sinus komplexek jelentek meg
(PQRST komplexek létrejottével). Iszkémia el6tt €s reperfuzid soran regisztraltuk a
szivfrekvenciat (HR), a koronaria atdramlas (CF) ¢és az aorta kiaramlas (AF) mértékét,
valamint az aortanyomadst (AOP) és annak elsd derivaltjat (AOPdp/dt).

A serum gliik6z mennyiségét standard assy kit segitségével spektrofotometrids titon
hataroztuk meg. A kisérletek tejes ideje alatt komputeres regisztracidos berendezés
segitségével regisztraltuk az epikardidlis elektrokardigramot (EKG), melyet a szivhez
kozvetleniil kapcsolddd két eziist elektroddal vezettiink el. A reperfuzidé indukélta VF
eléfordulasa az altaluk hasznalt modell esetén elég nagy (~80-90 %) mind a diabéteszes,
mind pedig a nem diabéteszes alanyok esetében. Ezért, 31 és 41 db szivre volt sziikségiink
kiilon-kiilon, hogy 6 db nem fibrillalo, diabéteszes ¢és nem diabéteszes sziv alljon
rendelkezésiinkre. Azon sziveket, melyek a reperfiizid soran fibrillaltak tovabb osztottuk
két csoportra: (i) a reperfuzié indukalta VF kevesebb, mint 3 percig allt fenn, illetve (ii)
tobb mint 10 percig tartott. Az els6 esetben a VF-t reverzibilisnek (a sziv spontan visszatért
a normal ritmusba) tekintettiilk, mig a masodikban irreverzibilisnek (a reperfizié elsé 10
percében folyamatosan fennallt). Ha az utobbi eset allt eld, 10 perc utdn a sziveket
elektromosan defibrillaltuk, majd a reperfiziot 110 percen keresztiil tovabb folytattuk.

Iszkémia el6tt és reperfuzid soran regisztraltuk a szivfrekvencidt (HR), a korondria
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ataramlas (CF) ¢és az aorta kidramlds (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomast

(LVDP).

Totdl RNS izoldlas és Northern-blot
(Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein, Germany) tdérténd homogenizacidval,
guanidium thiocianat modszerrel végeztiik, a kézikonyv leirdsa alapjan (Sambrook J és
mtsai, 1989). Az RNS pelletet oldottuk 100 pl dietil-pirokarbonéat vizes oldatdban, s a
koncentraciokat a 260 nm-en ultraibolya spektroszkdpidval mért elnyelésbdl szamoltuk ki.

A Northern blot hibridizaciot és az RNS izoldlasat Chomczynski és Sacchi
modszere szerint végeztiik (Chomczynski P, Sacchi N, 1987). A bal kamrabdl (kb.80-100
mg szovet) preparalt RNS-bol 5 pg totdl RNS-t horizontélis elektroforézisnek vetettiink ala
formaldehid tartalmua 1% agar6z-géleken €s transzferaltuk pozitiv toltésti nylon membranra
(GeneScreen Plus) 18 6ras kapillaris atvitel elve alapjan. Vakuumban 2 6ran at 80 °C-on
t6rténé melegités utan hibridizaciot hajtottunk végre **P-vel jeldlve (5 x 10° cpm/filter) egy
hibridizaciés szekrényben a gyari eléirdsoknak megfeleléen (QuickHyb, Stratagene, CA,
USA). Az autoradiografia €és az automata radiometrias vizsgalat utan a ,,housekeeping” gén
mRNS szintre vonatkozéan (gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz) ismét hibridizaciot
hajtottunk végre, hiszen kontrollként ezen csoporthoz viszonyitottuk az expresszids

valtozasokat.

Western-blot

A mintdkat homogenizaltuk Tris-HCI (13.2 mM/1), glicerin (5.5 %), SDS (0.44 %)
¢és B-merkaptoetanol elegyében. Az oldhat6 proteinek azonos mennyiségét (50 pg) Tris-
glicin-SDS-poliakrilamid gél (12 %) elektroforézissel elvalasztottuk és Western blot
analizist végeztlink, ahogy azt Pellacani és mtsai leirtak (Pellacani A és mtsai, 1998),
rekombinans patkany HO-1 protein antitestet (1:1,000, Stressgen) hasznélva. A relativ HO-

1 protein expressziot denzitometriasan analizaltuk.

RT-PCR

Otven ng total RNS-t vagy pedig 20 ng mRNS-t tartalmaz6 mintat ,,amplification
grade” DNaz I-el (Gibco-BRL) inkubaltuk, hogy az esetleges DNS szennyezést
eltavolitsuk, majd random egyszala cDNS szintézisnek vetettiik ala, 0,1 ug random 9-mer

primerek (Stratagene) alkalmazasaval. A mintdkat, melyek 0,1 pg kezdeti total RNS-t
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tartalmaztak, specifikus primerek segitségével, 12-26 ciklussal felerdsitettiink optimalizalt
reakciokoriilmények kozott AmpliTaq PCR kit segitségével. A primerek szekvencidja a
kovetkezd volt: ATPaz 6, 312 bp: 5’-CGAACCTGAGCCCTAATA ¢s 5°-GTA-
GCTCCTCCGATTAGA; Citokrom Oxidaz III, 338 bp: 5’-CTTAGCATCAGGAGTCTC
és 5°-TATCATGCTGCGGCTTCA. A fragmenseket 10 pCi [*°P] dCTP-el reakcionként
megjeloltik. A be nem épiilt (nem inkorporalddott) nukleotidokat 3 %-os agar6z gélen
elvalasztottuk, a felerdsitett fargmensek radioaktivitdsat pedig folyadék szcincillacios

detektorral detektaltuk.

c¢DNS kionok létrehozdsa és a mitokondrialis gének analizise

Az alabbi abra Osszefoglalja a legfontosabb lépéseket (2. dbra).

Plate-lés 4 6ra 37°C-on
inkubalas A klonok regeneralasa
Kl6nok kivétele > (masters)
Transferalas a
Nylon membranra
(replicas)
Poziciok
Lizis, —
Neutralizalas, Ellentrzése
f6zés vakumban
v
Plazmidok felszabaditasa v
Pozitiv klénok azonositasa
el6hibridizacio o !
¢ felerésités, |
Probak hibridizécioja insertek kivagdsa, |
tisztitas, I
jelzés, I
N. blottolas I
mosas '
autoradiografia - Pozitiv klonok ellendrzése

2. abra: ¢cDNS klonok Iétrehozasa és a mitokondrialis gének analizise.
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DNS szekvendlas és a gének azonositasa

A Sanger és mtsai altal kidolgozott dideoxi-medidlta lanchosszabbitd/lanclezaro
modszert hasznéltuk (Sanger F és mtsai, 1977), szubsztratként denaturalt plasmid DNS-t
(pUC 19 pSPORT 1 vector; Gibco-BRL) hasznaltunk. Az M13/pUC ,,univerzalis és a
T7/T3a szekvenalashoz hasznalatos primereket és a Sequenase 2.0 kitet hasznaltuk a >>S-el
jelolt reakciokban. A savokat 47 cm-es 6 % poliakrilamid/urea géleken valasztottuk szét,
kettds toltést alkalmazva (2,5 és 5 ora, 2000 V-on futtatva). A GenBank és az EMBL
adatbazisokban a DNS szekvencidk kozotti hasonlosdg keresésében Pearson-Lipman

algoritmust hasznaltunk (Pearson WR és Lipman DJ, 1982).

Az infarktusos teriilet meghatarozasa

Az infarktusos teriilet meghatdrozasdhoz a patkénysziveket, minden egyes kisérlet
végén, 30 ml 1 %-os trifeniltetrazolium-klorid (TTC) oldattal perfundaltuk (az
egérsziveket 10 ml-el), az aorta kaniil egyik oldalsé adgan keresztiil, majd a mintakat -70
°C-on taroltuk a tovabbi analizisig. A fagyasztott sziveket (csak a kamrai szOvetet)
transzverzalisan szeleteltiik az apico-bazalis axisra merdlegesen, s 1-2 mm vastagsagu
metszeteket készitettiink. A metszetek tomegét lemértilk, miutdn a nedvességet
eltavolitottuk a szdvetrdl, majd targylemezek kozé helyeztik, és szkenneltiik. A ,,risk”
teriiletet -melyet minden kisérlet végén Evans blue-t hasznéalva hataroztunk meg (Moncanu
¢s mtsai, 2000)- és az infarktusos zonat minden egyes metszetben megjeldltiik, majd a
teriileteket pixelben megadva szdmoltuk ki. Az ép kamrai szovetet a TTC oldat vordsre
festi, mig az infarktusos teriilet nem veszi fel a festéket, igy az fehér marad. A teriileteket
planimetrids software alkalmazéasaval hatdroztuk meg, majd a metszetek tomegével
felszoroztuk ¢és Osszegeztiik, hogy megkapjuk a veszélyeztetett (,,risk™), illetve az
infarktusos teriilet tdmegét (grammban kifejezve). Az infarktusos teriilet nagysagat, a

veszélyeztetett teriiletre (,,risk area”) vonatkoz6 %-os aranyaban fejeztiik ki.

A szoveti CO meghatarozdsa

A CO tartalmat gazkromatograf segitségével hataroztuk meg (Cook MN ¢és mtsai,
1995). A reperfuzié végén a sziveket eltavolitottuk a késziilékrdl, majd négyszeres
térfogat 0.1 M foszfat-pufferben (pH:7.4) homogenizaltuk. A homogenizatumot 4 °C-on,
15 percig, 12800 x g-n centrifugaltuk, és az igy kapott feliiluszot hasznaltuk a CO tartalom
meghatarozasdhoz. A reakcio elegy dsszetétele a kovetkezd volt: 150 pl 12800 g feliiltiszo,

60 ul NADPH (4.5 mM) és 50 ul 3.5/0.35 mM methemalbumin. A vak mintdkba NADPH
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helyett 60 ul foszfat-puffert adtunk. A mintakat el@inkubaltuk 5 percig 37 °C-on, majd a
,»headspace”-t oxigénnel ataramoltattuk és a mintakat 37 °C-on, 1 6ran keresztiil, s6tétben
tovabb inkubdltuk. A reakcidt a mintak jéggel torténd hiitésével allitottuk le, majd a
gazteret egy 6ran beliil analizaltuk. Gaztomor fecskenddvel (Hamilton Co., USA), minden
egyes Uvegcsébol, 1000 ul headspace gazt injekéltunk a kolonnara. Az analizis 150
masodpercig tartott egy 200 cm hossz, 0.3 mm belsd atmérdjli rozsdamentes acél
kolonnan. A cstcsokat integraltuk, a kapott eredményeket pedig onkényesen valasztott
egységben fejeztiik ki. A mérésekhez Molselect 5 A t5ltott kolonnat hasznaltunk. A

kolonnatér hdmérséklete 30 °C volt.

A cellularis Na*, K*, és Ca’" koncentrdciék meghatdrozdsa

A sziveket gyorsan, ionmentes, 100 mM/L trishidroxi-metil-amino-metant és 200
mM/L szahardzt tartalmazo jéghideg pufferbe meritve 0-5 °C-ra lehiitéttiik, hogy kimossuk
az 1onokat az extracellularis térbdl, valamint, hogy meggatoljuk a membran
iontranszportért felelds enzimek aktivitasat. Ot perces hideg pufferrel torténé mosas az
ionok tobb mint 90 %-t eltavolitja az extracellularis térbdl. A mosasi peridodust kdvetden a
sziveket 48 6ran keresztiil 100 °C-on szaritottuk, majd 20 6ran keresztiil 550 °C-on tartva
elhamvasztottuk. A hamut 5 ml 3 M salétromsavban felvettiik, majd ionmentes vizzel 10 x
higitottuk. A miokardialis Na" tartalmat 330,3 nm-n, a K™ mennyiségét 404,4 nm-n, mig a
Ca’" koncentraciot 422,77 nm-n mértik leveg6-acetilén langban, atomabszorpcids

spektrofotométer segitségével (Tosaki A és mtsai, 1988).

HO-1 lokalizacioja immunhisztokémiaval

A vad tipust (+/+), heterozigdta (+/-) valamint homozigéta (-/-) HO-1 mutans
egerekbol preparalt sziveket formalinban fixaltuk, majd paraffinba dgyazast kovetden a bal
kamrai szovetb6l 5 pm vastagsdgi metszeteket készitettiink poli-1-lizinnel bevont
targylemezekre (Sigma, St.Luis, USA). Deparaffinalast és rehidratalast kovetden az
endogén peroxidaz aktivitast és a nem specifikus fehérjék kotddését 3% hidrogén-
peroxidot tartalmaz6é normal kecske szérummal blokkoltuk. Ezt kovetden két oOran
keresztiil inkubaltuk a mintdkat tisztitott, patkdnymajbol izolalt HO-1-gyel és nyulban
termeltetett, poliklonalis anti-HO-1 antitesttel (Stress Gen Biotech., Canada). A primer
antitestet a gyartd utasitdsainak megfelelden, 1:750 aranyban higitottuk. Ezutan PBS-sel
alaposan mostuk, majd tovabbi fél oOrdan 4t inkubaltuk a metszeteket, kecskében

termeltetett, biotinnal jeldlt, anti-nyal IgG masodik antitesttel (Vector Laboratories,
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Burlingam, CA, USA), amit a gyartd utasitdsainak megfeleléen, 1:200 aranyban
higitottunk. Ujabb alapos, PBS-sel torténd mosast kovetéen az immunreakciot peroxidaz
enzimmel konjugalt streptevidinnel (Zymed, USA) (30 perc) mutattuk ki. A szinreakciot 3-
amino-9-etilkarbazol szubsztrattal [0.1 M acetat pufferben (pH 5.2) készitett oldat], a
hattérfestést Gill’s hematoxilinnel végeztiik. A festddés intenzitasanak noveléséhez néhany
masodpercig 1% litium-karbonat oldatban inkubaltuk a mintdkat. Ezt kovetéen vizzel
alaposan mostuk, majd fél 6ran keresztiil 80°C-on tartottuk. A mikroszkopos vizsgalatokat
Zeiss Axiolab mikroszképpal végeztik, a felvételeket Zeiss Axiocam kameraval

rogzitettiik.

A kisérletek folyamata

A sziveket (n = 6 csoportonként) 30 perc preiszkémids periddusban perfundaltuk.
Az els6 10 perc soran Langendorff-mddszer szerint, standard perfuziés oldattal kimostuk a
vért és annak sejtes alkotorészeit a miokardiumbdl. A kovetkezd periddusban a késziiléket
,»dolgozo” modba kapcesoltuk és regisztraltuk a kontrol értékeket. Ezt kovetden a sziveket
30 perc global/regiondlis iszkémidnak €s az azt kovetd 120 perc reperfuzidonak vetettiik ala.
Mivel a ,,dolgozd” szivpreparatum érzékenyebb kiilonb6z6 hatasokra, illetve a pre- és
afterload-ra, mint a Langendorff-preparatum, ezért a reperfuzid els6 10 percében
Langendorff-médszer szerint perfundaltuk a szivet, hogy elkeriiljiik a kamrai arrhythmidk
kialakulasat. Ha a reperfuzid kezdeti szakaszaban fibrillacid tortént, a szivet defibrillaltuk
20 V-os négyszdghullam impulzust alkalmazva 1 ms-os iddtartam alatt. A kisérletek végén
a sziveket eltavolitottuk a késziilékr6l majd Northern és Western blot-ot végeztiink,
meghataroztuk az infarktusos teriilet nagysagat, valamint a cellularis ionkoncentraciokat.

A mitokondridlis génexpresszid vizsgalata soran a sziveket az allatok két azonos
korti csoportjabol izolaltuk: (i) nem diabéteszes allatokbdl, melyeket 8 héttel a sziv
izolalasa eldtt citrat pufferrel oltottunk be, valamint (ii) diabéteszes patkanyokbol, mely
allatokat 8 héttel a sziv izoldldsa eldtt streptozotocinnal (55 mg/kg, i.v.) kezeltiink. A
kisérletek egy masik részében a sziveket nem tettiik ki iszkémia/reperfuzionak, hanem a
sziveket elektromosan fibrillacioba hoztuk (20 Hz, 1200 iités/perc), 10 percen keresztiil 5
V-o0s négyszoghullam impulzusokat alkalmazva 1 ms-os id6tartam alatt. Ezt kovetden a
sziveket defibrillaltuk, a késziiléket dolgoz6 modba kapcesoltuk és a reperfiziot tovabbi 110

percig folytattuk. Minden egyes kisérlet végén meghatdroztuk az mRNS expressziot.
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Statisztika

A szivfunkciok (HR, CF, AF, LVDP, AOP és AOPdp/dt), infarktusos teriilet,
miokardialis elektrolit koncentraciok, valamint a szoveti CO tartalom értékeinek
kozlésekor a szamtani atlagot és a kozépérték standard hibdjat adtuk meg. Eldszor
»egyutas” variancia analizist végeztiink, hogy megtudjuk, van e kiilonbség a kiilonb6zo
csoportok adatai kozott. Ha volt kiilonbség, a vad tipusu (+/+) csoportok értékeit a HO-1
heterozigdta (+/-) és homozigdta (-/-) csoportéval, illetve a diabéteszes csoport értékeit a
nem diabéteszes csoportokéval a Bonferroni korrekcioval kiegészitett kétmintas t-teszttel

hasonlitottuk 6ssze. Szignifikansnak tekintettiik a véltozast, ha a p<0.05.

Eredmények

L ,,Subtractive screening”

Specifikus cDNS konyvtarat hoztunk létre plasmid pSPORT 1 alkalmazasaval 30
perc iszkémianak kitett patkanysziv balkamrai szivizmot hasznalva kiindulasi szovetként,
és poly(A)" RNS-t alkalmaztunk klénozasra. A rekombinansok szama 340,000 koriili volt
s a kozepes ,,insert” méret 1.5 és 2.0 kb. A DNS szekvendlast kovetd adatbazisban valo
keresés alapjan 8 kiillonbozd gént azonositottunk. A 8 gén kodja volt a citokrom oxidéaz
alegység I, 11, 111, az ATP szintaz 6 és 8, valamint harom alegysége (1, 2, 3) a citokrom b-
nek (3. tablazat).

Gén Klon Hossz Lokalizacio
Citokrom oxidaz, alegység I 6 1.6 kb mt DNS, heavy strand
Citokrom oxidaz, alegység 11 4 0.7 kb mt DNS, heavy strand
Citokrom oxidaz, alegység II1 8 0.8 kb mt DNS, heavy strand
ATP szintdz, subunit 6 3 0.7 kb mt DNS, heavy strand
ATP szintdz, subunit 8 2 0.5 kb mt DNS, heavy strand
Citokrém b 3 1.2 kb mt DNS, heavy strand
Ismeretlen 1 1.1 kb sejtmagi

Ismeretlen 1 1.9 kb sejtmagi

3. tablazat: A ,screening” eredménye.
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1I. Azonositott gének mRNS expresszidja

A 3. abra a Northern blot technikaval kapott COXBIII-re vonatkozé eredményeket
(p<0.05 a kontrollhoz viszonyitva) (3. dbra 2. csoport) és 120 perc reperfiziot kdvetden
(p<0.05 a kontrollhoz viszonyitva) (3. dbra 3. csoport) nem diabéteszes, nem fibrillalo
szivekben. A COXBIII mRNS expresszio jelentés mértékli csokkenését tapasztaltuk
reperfizid sordn mind az irreverzibilis fibrilldlo (3. 4bra 4. csoport), mind pedig a
reverzibilis fibrilldlo (3. &bra 5. csoport) nem diabéteszes szivizomban (p<0.05). A
diabéteszes, iszkémia/reperfiizionak kitett szivekben (3. dbra 7. és 8. csoport) a COXBIII
expresszioja jelentds mértékben emelkedett 0sszehasonlitva a diabéteszes aerob kontroll

(3. abra 6. csoport) értékekkel (p<0.05).
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3. abra: A COXBIII expresszioja diabéteszes és nem diabéteszes szivizomban.
1: Aerob nem diabéteszes kontrol; 2: iszkémids, nem diabéteszes miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt,
nem diabéteszes miokardium; 4: iszkémids/reperfundalt, nem diabéteszes, irreverzibilisen fibrillald
miokardium; 5: iszkémids/reperfundalt, nem diabéteszes, reverzibilisen fibrilldld miokardium; 6: aerob
diabéteszes miokardium; 7: iszkémias, diabéteszes miokardium; 8: iszkémias/reperfundalt, diabéteszes
miokardium; n=6 csoportonként, “p<0.05 Gsszehasonlitva a nemiszkémias nem diabéteszes szivekkel (1.
csoport). *p<0.05 az iszkémia/reperfuzios, nem fibrillalo csoporthoz viszonyitva (3. csoport). p<0.05 a

nemiszkémias diabéteszes csoporthoz viszonyitva (6. csoport).
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A diabéteszes fibrillalé szivizomban a COXBIII-t nem tudtuk detektalni ezért semmilyen
statisztikai analizist nem tudtunk véghezvinni, s nem is tiintettiik fel ezt az abran.

A 4. dbran az ATPS6-ra vonatkoz6 Northern blot eredmények lathatéak. Az ATPS6
upreguldciojat szintén tapasztaltuk, azonban eltéréen a COXBIII-t6ol ez nem volt
statisztikailag szignifikans 30 perc iszkémiat (4. abra 2. csoport) és 120 perc reperfuziot (4.
abra 3. csoport) kdvetéen a nem diabéteszes/nem fibrillaldé szivizomban. A reperfizio
soran irreverzibilis (4. abra 4. csoport), illetve reverzibilis fibrillacion (4. dbra 5. csoport)
atesett szivek esetén az ATPS6 expresszid jelentés mértékli downregulaciojat tapasztaltuk.
Az ATPS6 expresszid diabéteszes, iszkémia/reperfizionak (4. dbra 7. és 8. csoport) kitett

szivekben hasonlé mértékii volt, mint a nem diabéteszes/nem fibrillalo csoporté.
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4. abra: Az ATPS6 expresszidja diabéteszes és nem diabéteszes szivizomban.
1: Aerob nem diabéteszes kontrol; 2: iszkémids, nem diabéteszes miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt,
nem diabéteszes miokardium; 4: iszkémids/reperfundalt, nem diabéteszes, irreverzibilisen fibrillald
miokardium; 5: iszkémias/reperfundalt, nem diabéteszes, reverzibilisen fibrillald miokardium; 6: aerob
diabéteszes miokardium; 7: iszkémias, diabéteszes miokardium; 8: iszkémias/reperfundalt, diabéteszes
miokardium; n=6 csoportonként, *p<0.05 a nem fibrillalo, iszkémias/reperfundalt csoporttal sszehasonlitva

(3. csoport).
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Abban az esetben, ha a diabéteszes sziv fibrillalt a vizsgalt gén expresszidja nem volt
detektalhato, igy nem lehetett statiszkiai analizist végezni, s az &bran nem keriilt
feltiintetésre.

A 5. abran a COXBIII expresszidja lathaté nem diabéteszes (A) és diabéteszes (B)
miokardiumban. A vizsgélt gén expresszidja 30 perc iszkémiat kovetden (5. dbra A, 2.
csoport) nétt az aerob kontroll csoporthoz (5. abra A, 1. csoport) viszonyitva. Ez a
novekedés 30 perc iszkémidnak és 120 perc reperfuzidonak kitett nem fibrillalo
szivizomban (5. abra A, 3. csoport) még jelentdsebb volt. Tovabba, iszkémia/reperfuzionak
kitett fibrillalé szivizomban (5. abra A, 4. csoport) a COXBIII expresszio jelentdés mértéki
csokkenését figyeltik meg. Ugyanezt a csokkenést tapasztaltuk az elektromos uton
fibrillacioba hozott szivizom esetében (5. abra A, 5. csoport). A COXBIII expresszio
valtozasai diabéteszes szivizomban megegyeztek a nem diabéteszes csoportban
tapasztaltakkal (5. dbra B 1-5 csoportok).

Az 6. dbra az ATPS6 gén expressziojanak valtozasat mutatja nem diabéteszes (A)
¢s diabéteszes (B) szivizomban. Hasonloan a COXBIII expresszidjanak valztozasahoz, az
iszkémia/reperfuzid indukalta (6. abra A-B, 4. csoport), illetve az elektromos uton kivaltott
kamrafibrillacio (6. abra A-B, 5. csoport) jelentds mértékii intenzitas csokkenést
eredményezett, mind a diabéteszes, mind pedig a nem diabéteszes csoportban az ATPS6

expresszidjaban Osszehasonlitva az iszkémia/reperfuzionak kitett, nem fibrillalé szivekkel.

(6. abra A-B).
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5. ébra: A reperfuzio-indukalta és elektromos tton kivaltott VF hatasa a COXBIII expresszi6 valtozasara

nem diabéteszes (A) és diabéteszes (B) szivizomban.

1: Aerob kontrol; 2: iszkémias miokardium; 3: iszkémids/reperfundalt miokardium; 4: iszkémias/reperfundalt

fibrillacion atesett miokardium; 5: iszkémias/reperfundalt, elektromos uton fibrillacidba hozott miokardium;

*p<0.05 Gsszehasonlitva a nemiszkémias szivekkel (1. csoport). *p<0.05 az iszkémia/reperfuzids, nem

fibrillalé csoporthoz viszonyitva (3. csoport).
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6. abra: A reperfuzio-indukalta és elektromos tton kivaltott VF hatasa az ATPS6 expresszid valtozasara nem
diabéteszes (A) és diabéteszes (B) szivizomban.

1: Aerob kontrol; 2: iszkémids miokardium; 3: iszkémias/reperfundalt miokardium; 4: iszkémias/reperfundalt

fibrillacion atesett miokardium; 5: iszkémias/reperfundalt, elektromos uton fibrillacidba hozott miokardium,;

*p<0.05 az iszkémia/reperfuzios, nem fibrillald csoporthoz viszonyitva (3. csoport).
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Mindkét vizsgalt gén expresszidja megfigyelhetd iszkémiat kovetden, mind a nem
diabéteszes, mind pedig a diabéteszes szivizomban. Reperfiizid sordn a génexpresszid
valtozdsa azonos volt a nem fibrilladlo diabéteszes és nem diabéteszes csoportokban
egyarant. Azokban a nem diabéteszes szivekben, melyek a reperfuzié sordn fibrillaltak az
ATPS6 (84+3 mRNS relativ mennyiség) €és a COXBIII (61 mRNS relativ mennyiség)
expresszioban jelentds csokkenést tapasztaltunk, a diabéteszes fibrillalo csoportban

azonban a vizsgalt gének nem voltak detektalhatoak RT-PCR segitségével (4. tablazat).

4. téblazat: Kvantitativ RT-PCR eredmények a COXBIII és ATPS6 expressziojara vonatkozoéan, nem
fibrillalo és fibrillalo, diabéteszes és nem diabéteszes szivizomban.

ISA elott ISA utan RE utan
NDiab.  Diab. NDiab. Diab. NDiab. Diab.
ATP4z alegység 6:
Nem fibrillalo szivekben 38+8  24+7 56+ 6% 49+9" 67+8% 48+7"
Fibrillalo szivekben ND ND ND ND 8+3* UD
Citokrém oxidaz I1I:

Nem fibrillalé szivekben 25+ 5 13+3 48+ 6% 33+6" 58+8* 424+5"

Fibrillalo szivekben ND ND ND ND 6+1°* UD

mRNS relativ mennyisége GAPDH kontrolhoz viszonyitva; NDiab.: nem diabéteszes, Diab.: diabéteszes,

ND: nem detektalt, UD: detektalhato szint alatt; n=6 csoportonként, *p<0.05 és “p<0.05 Gsszehasonlitva a
nemiszkémias nem diabéteszes és diabéteszes szivekkel. ‘p<0.05 a nem diabéteszes nem fibrillalo

csoporthoz viszonyitva.

1I1. Szivfunkciok, szérum gliikoz

A szivfunkciok kozil az AF, valamint a LVDP, csokkent a diabéteszes
szivizomban (szérum gliikoz: 508+31 mg/dl) (6. tdblazat), 6sszehasonlitva az azonos korti
nem diabéteszes (szérum gliikoéz: 128+31 mg/dl) csoporttal (5. tablazat). A reperfuzid
viszonylag gyenge szivfunkcidkat eredményezett a nem diabéteszes nem fibrillalo
szivizomban (5. tdbldzat). Azon iszkémia/reperfiizionak kitett nem diabéteszes szivekben,
melyekben az iszkémia/reperflizidé indukélta karosodast reperfuzid6 indukalta
kamrafibrillacio kialakuldsa tovabb sulyosbitotta, a posztiszkémias szivfunkciok tovabbi

romlasat figyeltiik meg (5. tablazat).
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5. tablazat: Szivfunkcidk iszkémia/reperfundalt nem fibrillalo, fibrillald, és elektromos uton fibrillacioba hozott nem diabéteszes szivekben.

Csoport Iszkémia el6tt 60 perc Reperfuziét kdvetéen 120 perc reperfuziét kovetéen
HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP

Aerob CTL |311+8 26.3+1.0 50.9+2.0 17.840.3 [299+9 24.9+1.8 49.2+1.4 16.9+0.5 |300+7 25.6+1.3 479422 16.0+0.5

ISA+RE No VF |307+7 27.1£1.2 52.0£1.8 17.4+0.4 |296+8 20.0+1.3  22.0+1.2 14.2403 [294+9 20.4+1.0 21.6+1.4 14.2+04

ISA+RE, VF [31948 28.0£0.7 51.0£1.4 17.9£0.5 [296+6 16.7+1.1* 11.2+0.6* 11.0+0.4* |298+7 17.1£0.8* 10.6+0.6* 11.0+0.6*

ISA+RE, EVF |310+8 26.5+1.0 52.6+2.4 17.6+0.4 |293+£9 21.0+1.3# 23.0+£1.5# 15.0+0.5#|288+8 20.2+1.0# 22.0£1.4# 15.1+0.5#

n=6 csoportonként, *p<0.05 dsszehasonlitva az ISA/REP No VFEcsoporttal, “p<0.05 az ISA/REP VF csoporttal dsszehasonlitva.

6. tablazat: Szivfunkciok iszkémia/reperfundalt nem fibrillalo, fibrillalo, és elektromos uton fibrillacidoba hozott diabéteszes szivekben.

Csoport Iszkémia el6tt 60 perc Reperfuziét kdvetéen 120 perc reperfuzidt kdvetéen
HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP

Aerob CTL |306+8 26.1£1.2 39.0+1.6 16.1+0.5 |291+9 253+1.0 36.8£1.7 15.4+0.6 |295+8 24.2+2.0 34.2+2.1 14.7+0.5

ISA+RE No VF |300+7 25.7£1.0 38.2+1.1 15.7+0.6 |286+7 19.8+1.2 19.7£1.0 13.0+0.4 |284+9 18.7+1.8 17.4+1.7 12.1+04

ISA+RE, VF |309+9 26.8+0.9 37.2+£1.8 15.840.7 |288+8 16.9+0.8  6.5£0.8* 8.0+0.6* [285+9 16.0£0.9 5.1£0.6*  7.0£0.5*

ISA+RE, EVF | 29948 25.240.7 36.842.0 15.5+0.6 |279+9 19.7+0.7# 13.8+1.0# 12.4+0.5#|276+8 18.6+0.8# 13.7+0.8# 11.9+0.4#

n=6 csoportonként, *p<0.05 dsszehasonlitva az ISA/REP No VFcsoporttal, “p<0.05 az ISA/REP VF csoporttal 6sszehasonlitva.
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Az eredmények jol magyarazhatok azzal az ismert ténnyel, mely szerint a VF megjelenése
erdsiti a reperfiizié indukalta sériiléseket. Vagyis egy akut iszkémias esemény, melyhez
kamrafibrillacio tarsul a posztiszkémias szivfunkciok tovabbi romldsat eredményezheti
mind nem diabéteszes, mind pedig a diabéteszes miokardiumban (5. és 6. tablazat).
Elektromosan fibrillacioba hozott, nem diabéteszes és diabéteszes szivizomban
egyarant, a fibrillacié utani szivfunkcio értékei jobbak voltak az iszkémia/reperfuzionak
kitett és fibrillalo szivek értékeihez viszonyitva. Ugyanez a tendencia volt megfigyelhetd a
diabéteszes, iszkémia/reperfuzionak kitett, fibrillalé €s nem fibrillalé szivekben, bar a
szivfunkciok és a kontraktilitas jelentés mértékben rosszabbak voltak, mint az azonos kort

nem diabéteszes csoporté (6. tablazat).

1V. HO-1 ,, knock out” egerek

HO-1 ,.knock out” életképes egerek csak HO-1"" (heterozigota) egyedek, vagy HO-
1" (heterozigbta) ¢s HO-17" (homozigota) 4allatok paroztatdsaval johetnek I1étre. A
homozigéta egyedek tilélési %-a kb. 18 %. A HO-17" (homozigdta) sziilék paroztatisa
nem eredményez életképes almot. Ezért a kisérleteinkhez sziikséges HO-1 ,knock out”
egereket HO-1"" heterozigota és HO-17" homozigdta allatok egymassal torténd
paroztatasaval nyertiik. Igy 105 HO-1"" és 13 HO-17" egeret kaptunk. A HO-1 génhidnyos
egyedek valamivel konnyebbek voltak (26+3 g) a vad tipusa (30+4 g), illetve a
heterozigdta (31+3 g) azonos koru alomtarsaiktdl sziiletéstdl a korai felnéttkorig (12-13
hét), ezen kiviil viszont teljesen megkiilonboztethetetlenek voltak. Megfigyeltiik tovabba,
hogy 22 hetes korukra a HO-17" allatok lesovanyodtak, kiils6 allapotuk romlott, valamint
kevésbé aktivak voltak a vad tipusu, illetve a hetrozigota egyedekhez képest. A HO-17
allatok korai halalozasa a 22. hét utan altalanos volt, ezért kisérleteinkhez 16-18 hetes

allatokat hasznaltunk.

V.HO-1 jelenlétének igazolasa egérszivben

Megvizsgaltuk az enzim mRNS és protein expresszio valtozasat, valamint az enzim
lokalizaciojat Northern blot, Western blot és immunhisztokémia segitségével (7. abra).

Aerob kériilmények kozott perfundalt HO-17", HO-1"" és HO-17" egerek szivébél
bal kamrai biopszidkat vettliink, majd immunhisztokémiat végeztiink. Husz perc aerob
perfuzion atesett szivekbdl nyert mintdkban homogén citoplazmatikus festodést

tapasztaltunk a vad tipust, valamint a heterozigdta miokardiumok esetén (7. abra felso
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panel, a-b, kék festddés). HO-17" miokardium esetén nem tapasztaltunk festédést (7. dbra
fels6 panel, c).

Ugyanez volt megfigyelhetd a Northern blot technikéval kapott eredményekben,
vagyis a HO-1 mRNS 1,5 kb séavjat detektaltuk, mind a +/+, mind pedig a +/- egyedek
esetén, mig a -/- szivekbdl kapott mintdkban nem volt detektalhato a 1,5 kb sav (7. dbra
kozépso panel.

A Western blot mérések sordn az enzim proteinje detektalhatd volt a +/+ és +/-
szivekb6l szarmazé mintik estén, mig a HO-1"" mintdkban nem volt detektalhato a HO-1

protein (7. abra als6 panel).

a). +/+ b). +/- c). -/-

HO-1
mRNA
1.5 kb

HO-1
protein
32 kDa

7. dbra: A HO-1 lokalizaciojanak és expressziojanak vizsgalata aerob perfiizion atesett egér miokardiumban.
a). vad tipusu, b). heterozigéta, ¢). HO-1 ,.knock out” egér miokardium

Fels6 panel: immunhisztokémia, kdzéps6 panel: Northern blot, alsé panel: Western blot

VI. HO-1 expresszio vizsgalata iszkémids/reperfundalt egérszivben
Kisérleteink soran megvizsgaltuk a HO-1 protein expresszio valtozasat fibrillalo és

nem fibrillalé szivekben egyarant, mindharom tipust (+/+; +/-; -/-) egerekbdl izolalt és
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iszkémia/reperfuzionak kitett szivek esetében, immunhisztokémia ¢és Western blot

segitségével (8. abra).

HO-1 immunohistochemistry HO-1 protein

No-VF VF No-VF VF

+/+

8. abra: A HO-1 expresszio valtozésa iszkémia/reperfuzionak kitett izolalt egérszivben.
VEF: fibrillalt sziv, No-VF nem fibrillalt sziv, Defib.: Defibrillacio
A) vad tipust, B) heterozigota, C) HO-1 ,knock out” egér miokardium

Abban az esetben, ha a sziv fibrillalt (VF) az enzim expresszidja jelentds mértékben
csokkent (csokkent festddés) a vad tipust +/+ (8. dbra A) és a +/- heterozigota (8. abra B)
szivekben egyarant, Osszehasonlitva nem fibrillalo szivizommal (No-VF). A -/-
homozigéta szivek esetében nem tudtuk kimutatni az enzim expresszidjat sem
immunhisztokémia, sem pedig Western blot segitségével (8. dabra C). Itt kell
megjegyezniink, hogy a HO-1 ,knock out” allatokbol izolalt szivek minden esetben
fibrillaltak, igy ezeket elektromos ton defibrillaltuk (Defib.).
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VII. Endogén CO tartalom meghatarozdsa

A 9. abran reprezentativ GC kromatogramok lathatok. Megfigyelhetd, hogy htisz
perc iszkémianak és 30, valamint 120 perc reperfuzionak kitett vad tipust (9. dbra b és d
kromatogram), valamint heterozigota (9. abra c¢ és e kromatogram) szivekben az endogén
CO mennyisége jelentés mértékben nétt az aerob kontrol (9. abra a kromatogram)
értékekhez viszonyitva. HO-17" egér miokardium esetén (9. bra f és g kromatogram) az
endogén CO mennyisége nagyon alacsony volt, koszonhetden a HO-1 rendszer hidnyanak.

Abban az estben, ha a sziv fibrillacion esett at nem tudtunk CO-t kimutatni.

1,657 e
a. (+/+) Aerob kontrol
b. (+/+) 20 min ISA + 30 min REP
1,60 - ¢. (+/-) 20 min ISA + 30 min REP
d. (+/+) 20 min ISA + 120 min REP
e. (+/-) 20 min ISA + 120 min REP
f. (/) 20 min ISA + 30 min REP
1,55 7 g. (--) 20 min ISA + 120 min REP
>
=
1,50
1,45 7
1,40 T T T 1
1 1,5 2 2,5 3

9. abra: Reprezentativ GC kromatogramok.

ISA: iszkémia, REP: reperfuzio, +/+: vad tipusu, +/-: heterozigodta, -/-: HO-1 ,,knock out” miokardium

A kovetkezo abran (10. dbra) a gazkromatografias mérések eredménye lathato 20
perc iszkémiat ¢és az azt kdvetd 5, 15, 30, és 120 perc reperfuzion atesett, vad tipust (A) és
HO-1 K.O. miokardiumok (B) esetén. Jol lathato, hogy az iszkémia/reperfizion atesett €s
nem fibrilldlo szivizomban az enzim 4altal termelt endogén CO mennyisége jelentOs
mértékben emelkedett (10. abra A). Az iszkémia/reperfuziénak kitett nem fibrillaléo HO-1 -
/- szivek esetén is tapasztaltunk kismértékli CO termelést (10. abra B). Ez a megfigyelés
arra utalhat, hogy mas tvonalakon keresztiil is keletkezhet CO, azonban ezek az utvonalak

kevésbé meghatarozdak, mint a HO-1-t61 fiiggd CO termelés.
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10. abra: A GC-s mérések kvantitativ eredménye.

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

VIII. Szivfunkciok, infarktusos teriilet és miokardialis Na', K, és Ca’" tartalom

A kisérletek teljes ideje alatt regisztraltuk a szivfunkciokat (7. tablazat). Az
iszkémia elétti szivfunkcio értékei a HO-17" csoportnak rosszabbak voltak a vad tipusu és a
heterozigdta csoportéhoz viszonyitva. Ugyanilyen jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a

csoportok kozott, 20 perc iszkémiat kdvetd 30, illetve 120 perc reperfiizié soran.
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7. tablazat: Szivtunkcidk 30 perc iszkémianak és 120 perc reperfuzionak kitett vad tipusti,, HO-1 hetrozigota ¢s HO-1 homozigota egér miokardiumban.

Csoport Iszkémia el6tt 30 perc Reperfuiziét kdvetden 120 perc reperfuzidt kdvetéen
HR CF AQOP AOP dp/dt HR CF AF AOP AOP dp/dt HR CF AF AOP AOP dp/dt
(ités/min) (ml/min) (ml/min) (mmHg) (mmHg/s) | (ités/min) (ml/min) (ml/min) (mmHg) (mmHg/s) | (iit€és/min) (ml/min) (ml/min) (mmHg) (mmHg/s)
Vad tipus (+/+) 29010 2.8+0.2 3.1+0.2 1617 3876+76 260+11 2.1+0.1  1.0+0.1 74+5 990440 270+£10  2.2+0.1 0.8+0.1 69+5 964+55
Heterozigota (+/-) | 294+9 2.7£0.2  3.0+0.1 15248 3924490 248+8 1.9+0.2  0.9+0.1 68+5 935+38 251+£8 2.0£0.1  0.7+0.1 61+4 893+37
Homozigéta (-/-) | 252+£7* 2.0£0.1* 1.7+0.1*¥ 127+6*  2851+57* 224+7*  0.8+0.1* 0.4+0.1*%  42+4%* 641+£32%* 230+6*  1.1+0.1* 0.6+0.1*%  44+£5% 627+29%*
*p<0.05 a vad tipusu (+/+) csoporthoz hasonlitva; n=6 csoportonként
8.tablazat: A cellularis Na“, K™ és Ca”" tartalom iszkémia el6tt és reperfuzi6 utan, HO-1 vad tipusi, heterozigota és homozigéta egérszivben.
Csoport Iszkémia elott 120 perc reperfuziot kdvetden
Na' K' Ca*’ Na' K Ca*’
Vad tipus (+/+) 2944 278+7 1.7£0.2 80+6 233+6 4.3+0.5
Heterozigota (+/-) 3143 270+9 1.8+£0.3 86+8 23349 4.3+0.7
Homozigéta (-/-) 39+4* 253+8%* 2.6£0.4* 99+7* 180+£9%* 5.5+0.6%*

*p<0.05 a vad tipusu (+/+) csoporthoz hasonlitva; n=6 csoportonként; az adatok uM/g szaraz tomegre vannak feltiintetve.
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A HO-17" szivek a reperfuzido soran mind fibrillaltak, igy azokat elektromos uton
defibrillaltuk (7. tablazat), s igy tudtuk meghatarozni a szivfunkciokat.

A szoveti Na™ és Ca’" koncentracié az iszkémia indukcidja elbtt szignifikéns
emelkedést mutatott a HO-17" csoportban 6sszehasonlitva a masik két vizsgalt csoport
adataival (8. tablazat). Tovabba a cellularis K tartalom jelentSsen alacsonyabb volt (253+8
umol/g, szaraztdmegre) a homozigota knock out szivekben, mint az aerob perfuzion atesett
vad tipusu szivizomban (278+7 umol/g, szaraztomegre). Az iszkémids miokardium
reperfizidja a celluldris iontartalom, hasonld mértékii zavarat eredményezte minden
vizsgalt csoportban, mely a -/- csoportban még sulyosabb volt (8. tablazat).

Az infarktusos terlilet nagysdga jelentés mértékben nagyobb volt a HO-17"
csoportban (49,5£5 %, p<0,05) Osszehasonlitva a vad tipust (37,644 %), illetve a
heterozigodta (38,5+4 %) csoport értékeivel (11. abra).
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11. abra: Az infarktusos teriilet nagysaga iszkémia/reperfuzionak kitett izolalt egérszivekben.
(+/4): vad tipusu, (+/-): HO-1 heterozigoéta, (-/-): HO-1 , knock out” homozigdta miokardium

*p<0.05 a (+/+) csoporthoz viszonyitva.
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Diszkusszio

Az egészséges vagy beteg szivizomban bekovetkezd hirtelen és nagymértéki
iszkémids rohamok patologias események egész sorozatat indithatjak be, melyek a
sejtfunkciok részleges karosoddsan keresztiil a szivizomsejtek elpusztuldsaig vezethetnek.
A miokardium iszkémids periddusai, azok iddtartamatol fiiggden kiillonbozé mértékii
valtozasokat eredményezhetnek bizonyos gének expresszidjaban és a szivfunkcidkban
egyarant. Az arrhythmidk, tobbek kozott a  kamrafibrillacié kialakulasdnak
mechanizmusa(i), mint példaul a re-entry, jol ismertek és definialtak (Bissel és mtsai,
1996; Lincoff és Topol, 1993; Mark és mtsai, 1991), azonban a VF kialakuldsanak
genetikai szintli magyarazatarol jelenleg kevés ismeret all rendelkezésre. Az idiopatias
kamrafibrillaci6 mechanizmusdnak vizsgéalata soran megallapitottak, hogy a sziv
ioncsatornait kodold gének mutdcioi ndvelik a kamrafibrillacié kialakulasanak, illetve a
hirtelen szivhaldl eléforduldsdnak valdszintiségét (Chen és mtsai, 1993; Priori és mtsai,
1999). Ebbdl kiindulva feltételeztiik -mivel a mitokondrium az oxidativ foszforilacid
helye-, hogy a mitokondridlis gének fontos szerepet jatszhatnak az arrhythmogenesisben
iszkémia/reperfuzionak kitett szivizomban.

Megvizsgaltuk, hogy a mitokondridlis mRNS expresszi6, milyen kapcsolatban lehet
a reperfuzidé indukélta VF el6fordulasaval, perfundalt, diabéteszes és nem diabéteszes
patkany szivizomban. Tovabba magyarazatot kerestink ¢és vizsgaltuk a VF és a
mitokondrialis génexpresszid, konkrétan a COXBIII és ATPS6 expresszid kozotti
kapcsolatot iszkémia/reperflizionak ki nem tett, elektromos uton fibrillaicioba hozott
szivizomban. Az altalunk vizsgalt gének expresszidja novekedett 30 perc iszkémiat
kovetéen, de reperfizid indukalta fibrillacid soran jelentés mértéki ,,downregulaciot”
tapasztaltunk. Abban az esetben, ha kamrafibrillaici6 nem alakult ki nem tapasztaltuk a
vizsgalt mRNS expressziojanak csokkenését. Hasonldan mas emldsokhoz, a patkany
mitokondrialis genomja is csak 13 proteint kodolo teriiletet tartalmaz (COX I, II, III;
ATPase 6, 8; citokrém B, valamint NADH 1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6) (Bay ¢és mtsai, 1998).
Kisérleteinkben a reperfizié indukalta VF kialakuldsa jelentds mértékben fiiggdtt a
COXBIII ¢és az ATPS6 expresszido ,downregulacigjatol”. Mindezt alatdmasztjak
elektromos uton fibrillacioba hozott sziveken végzett kisérleteink is, mely szerint feltehetd,
hogy a kamrafibrillacié felelds a génexpresszid csokkenéséért, bar a fibrillacid indukalta

kozepes meértékli iszkémia szerepe sem zarhatdo ki teljes mértékben. Feltehetéen az
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elektromos fibrillaci6 indukalta korondria vasokonstrikci6 nem valoszinli, hogy
magyarazatot adhat a mitokondrialis génexpresszi6 valtozasara, de kétségtelen, hogy ez a
tényez0 befolyasolhatja a sziv fibrillaciét kovetd felépiilését, Osszehasonlitva az
iszkémia/reperfuzié  indukalta  fibrillacion  atesett  szivizommal. Vagyis az
iszkémia/reperfuzionak kitett szivek esetén a koronaria ataramlas mértéke kevésbé
kozelitette meg a preiszkémids értékeket dsszehasonlitva az elektromos Uton fibrillacioba
hozott szivekkel, melyeknél a koronéria ataramlas mértéke elérte az iszkémia eldtti érték
80-95 %-t. A VF ¢és CF kozotti kapesolat és azok ardnyainak osszefliggései, valamint azok
jelentésége széleskorlien tanulméanyozott teriilet a kardiovaszkularis farmakoldgian beliil
(Curtis és Hearse, 1989).

Ahogyan azt korabban is feltételeztiik, a mitokondridlis mRNS expresszio
arrhythmogenesisben jatszott szerepének magyardzatara szolgdld mechanizmusok
magukba foglalhatjdk az mRNS altal kodolt proteineket is, melyek kdzponti szerepet
toltenek be a membranokon keresztiil torténd iontranszport szabalyozasokban. Kisérleti
eredményeink jol tiikkrozik, hogy a sziv a szivfunkciok tekintetében képes az iszkémids
inzultust kovetden felépiilni, valamint hogy a COXBIII és az ATPS6 ,,downregulacioja” a
kamrafibrillaciobol eredhet. Bar gy tinik, hogy ezek az eredmények egymasnak
ellentmondanak, lehetséges, hogy az elektromos uton Iétrehozott fibrillaci6 okozta
karosodas heterogén, és hogy az irreverzibilis karosodds a szivizomsejtek egy
végén a nem karosodott, vagy csak reverzibilis karosodast szenvedett sejtek
visszanyerhetik funkcidjukat, megkozelitve a normal értékeket, de ennek ellenére a
mitokondridlis mRNS expresszioban tovabbi romlas kovetkezik be. A mitokondridlis
mRNS expresszio valtozasanak fibrilldlo, nem fibrillalé és elektromos uton fibrillacidba
hozott szivekben végzett vizsgalatok alapjan feltételezziik, hogy az iszkémia/reperfiizid
indukalta szivfunkcio romlast a VF indukalta kadrosodasok tovabb sulyosbitjak.

Azok a hatdsok, melyek a mitokondridlis gének fokozott transzkripcidjat
eredményezik az iszkémids/reperfundalt szivben, jelenleg még tisztazatlanok. Szdmos
jelatviteli  tvonalrdl, melyek kiilonb6z6é gének  expresszidjat  szabalyozzak,
megallapitottak, hogy aktivaldédik, vagy dezaktivalodik iszkémia/reperfiizid soran, illetve
mar tobb tanulmany is foglalkozott promoter elemekkel torténd kapcsolatukkal nuklearis
gének szabalyozasdban. A kozelmultban leirtak egy transzkripcios faktort, mely ugy tiinik,
hogy feltehetéen kolcsonhatasba 1ép a mitokondridlis DNS D-hurkdban a promoter

régioval, azonban még nem tisztdzott, hogy vajon ez egy jarulékos faktor, vagy pedig
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aktivan szabalyozza a tarnszkripcidt intracellularis messengerek hatasara (Attardi és
Schatz, 1988; Shade és Clayton, 1993).

Tobb kutatocsoport is tanulmanyozta a hypoxia-indukalta nuklearis faktor (HIF-1)
szerepét kiilonbozo sejtvonalakban, illetve szdvet tipusban (Wang GL és Semenza, 1993;
Semenza G L, 1999). Megallapitottak, hogy a HIF-1 jelen van és funkcional a kiilonb6z6
kisérleti modellekben. Ez alapjan feltételezték, hogy ez a transzkripcios faktor altalanos
szerepet jatszik az emlds szovetek hypoxia/iszkémiara adott valaszdban, valamint, hogy
szabalyozhatja mas hypoxia/iszkémia indukadlta gének expresszigjat. HIF-1 kotOhelyet
azonositottak pl. az iNOS génben is (Jung ¢és mtsai, 2000). Az iszkémia/reperfiizionak
kitett szivizomban bekovetkezd mitokondridlis mRNS expresszid valtozas jelentdségének
felismerése, valamint a mitokondridlis gének azonositidsa, mint a HIF-1 szabalyozas
célpontjai Gjabb hipotézis felallitasat, illetve bizonyitdsat teszi lehetdvé, mely szerint a
mitokondrialis génexpresszid valtozasok a HIF-1-en keresztiil is hozzajarulhatnak az
1szkémiat kovetd kamrai diszfunkciok szabalyozasadhoz.

Osszefoglalva tehat elmondhaté, hogy a diabéteszes szivizom méasképpen reagil a
miokardialis karosodasokra, mint a nem diabéteszes szivizom. Kisérleteinkben az
arrhythmogén mechanizmusokra vonatkozdlag nem tapasztaltunk jelentdés mértéki
valtozast a COXBIII ¢és ATPS6 mRNS expresszioval kapcsolatban az
iszkémia/reperfuzionak kitett diabéteszes és nem diabéteszes csoport kozott, mely arra utal,
hogy mindkét gén kdzponti szerepet jatszhat az arrhythmidk kialakulasaban diabéteszes és
nem diabéteszes szivizomban egyarant. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a
vizsgalt gének mRNS és protein expresszidjanak farmakoldgiai stimulalasaval a reperfuzio
indukalta VF kialakuldsa megeldzhetd, valamint, hogy ezek a gének jelentds mértékben
szabalyozhatjdk az arrhythmidk kialakulasanak mechanizmusait iszkémia/reperfuzionak
alavetett diabéteszes és nem diabéteszes szivekben egyarant.

Munkénk masodik részében arra torekedtiink, hogy még kdzvetlenebb
bizonyitékokat szerezziink a HO-1 altal termelt endogén CO szerepérdl, a reperfzid
indukalta kamrafibrillaciok kialakuldsanak megel6zésében. A cellularis CO termelés
mérésével kozvetlen bizonyitékokat szolgaltattunk, hogy az emlitett védekezési
mechanizmus a HO-1 mRNS indukcion keresztiil, az emelkedett endogén CO termelésnek
tulajdonithato. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy tobbek kozott az infarktusos teriilet
nagysaga jelentés mértékben nagyobb volt a HO-17" homozigéta egér csoportban, mint a
vad tipust, illetve a heterozigota egér csoportokban, tovabba, hogy ez a novekedés az

infarktusos teriilet nagysagaban emelkedett miokardialis Na™ és Ca”", valamint csokkent
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K" koncentraciokkal is dsszefiiggésbe hozhato. Kimutattuk, hogy a HO-1, illetve a HO-1-
hez kapcsoloddo endogén CO produkcié fontos szerepet jatszik a miokardialis
homeosztazisban az altal, hogy megvédi a szivet az iszkémia/reperfiizido indukalta
funkcionalis karosodasoktol melyek magukba foglaljak a reperfuzié indukalta VF-t is.
Iszkémia/reperfuzios inzultust kovetéen a HO-1 mRNS és protein nagymértékii
vad tipust, mind pedig a fibrillalé heterozigdta egér szivek esetében. Aerob perfuzionak
kitett HO-17" szivekben nem tudtuk detektalni sem a HO-1 mRNS-t, sem pedig annak
proteinjét. A HO-1 knock out (-/-) homozigota szivekben a szivfunkcidk rosszabbak voltak
mind aerob koriilmények kozott mind pedig reperfzid sordn, 6sszehasonlitva a vad tipusu
szivekkel. Reperfuzidé soran a homozigota (-/-) szivek minden esetben fibrillaltak, ami
bizonyitja, hogy mind a HO-1 mRNS mind pedig proteinjének jelenléte, illetve a HO-1
enzim aktivitas antiarrhytmiés hatasu lehet.

A HO-1, illetve a HO-1-hez kapcsolodd endogén CO termelés pontos
mechanizmusa, melynek soran kifejti védd hatasat jelenleg is intenziv kutatas targyat
képezi (Masini és mtsai, 2003; Chen és mtsai 2003; Shibahara és mtsai, 2003). A keletkezd
biliverdinrél kimutattdk, hogy megvédi a szivizomsejteket az oxidativ karosodasoktol,
valamint eldsegiti a posztiszkémids szivfunkciok nagyobb mértékii felépiilését (Clark és
mtsai, 2000). Tovabba az emelkedett szérum bilirubin koncentracié kapcsolatba hozhat6 a
korai familiaris korondria artéria rendellenesség csokkent mértékii eléfordulasi
valoszintiségével is (Hopkins és mtsai, 1996). Egyre tobb bizonyiték van arra is, hogy a
folyamat harmadik terméke a CO fizioldgiai jelatvivé molekulaként funkcionalhat illetve,
hogy képes a guanil-ciklaz aktivalasara, ezéltal a cellularis cGMP szint szabéalyozasara
(emelésére). Ezaltal, hasonloan a nitrogén oxidhoz, szerepet jatszhat egyarant a fiziologids
¢és patologias értonus szabalyozasaban (Clark és mtsai, 2003). A HO rendszer jelentdségét
mar szamos betegségben, tobbek kozdtt asthmaban, endotoxémidban, cardiomyopathiaban,
¢s iszkémia/reperfizid indukalta sériilésekben is leirtdk. A bizonyitékok ndvekvd
szamanak tiikrében, mely szerint a HO-1 védelmet biztosit az oxidativ karosodasok ellen, a
kutatok egyre tobb figyelmet forditottak a HO-katalizis antioxidans tulajdonsagu
,.melléktermékeire”, a mar korabban emlitett biliverdinre, illetve bilirubinra. Ezen
tulmenden a hem degradacioval jard endogén CO ndvekedés az iszkémia/reperfiizid okozta
sériilések elleni citoprotekcid szabdlyozasanak egyik lehetséges célpontjava valt. A
»citoprotektiv’ CO-rél kimutattdk, hogy a cellularis cGMP szint szabalyozasan keresztiil

hozzajarul az endotheliumtol-fiiggd vasodilatacidhoz, eldsegitve ezaltal a jobb keringést és
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vérellatast a koronaridkban a reperfuzio folyamata soran. Masik jelentds tulajdonsaga,
hogy a nitrogén oxid szintaz (NOS) gatlasa révén csokkenti a NO képzddeést, gyulladas
ellenes hatasa van, gatolja mind az apoptotikus, mind pedig a sejtosztodasi
mechanizmusokat, valamint immunszupressziv tulajdonsagokkal is rendelkezik (Katori €s
mtsai, 2002; Braudeau és mtsai, 2003; Zhang ¢s mtsai, 2003). Feltételezhetd, hogy a CO
elébb emlitett tulajdonsdgai mind hozzdjarulnak a kardioprotektiv hatdsokhoz az
iszkémias/reperfundalt szivszovetben. A HO éltal termelt CO hatasat kifejtheti egyrészt
kozvetleniil a keletkezés helyén, vagy pedig a szomszédos sejtekbe diffundalva.
Kisérleteink célja a HO-CO rendszer szerepének vizsgalata volt az
iszkémids/reperfundalt szivizomban. Mindemellett azonban meg kell emliteniink a
nitrogénoxid szintdz (NOS-NO) rendszer szerepét is, tekintettel arra, hogy a két rendszer
nagyon sok hasonlosagot mutat. Egyrészt mind a HO, mind a NOS rendszernek van
konstitutiv és indukalhaté izoformja, tovabbd mind a CO ¢és az NO képes aktivalni a
guanil-ciklazt, melynek kovetkeztében megnd a cGMP szint, amely hatékony szekunder-
messsengerként funkcionédlva tobbek kozott vaosrelaxacidt eredményez. Ezen tilmendleg,
a legtobb hatas, melyek indukaljak az iNOS expresszidjat, mint pl. katecholaminok,
citokinek és az iszkémia/reperfizid, szintén indukaljak a HO-1 expressziot. A CO és NO
relativ hozzéjaruldsa a guanil-ciklaz aktivalasahoz a kardiovaszkularis rendszerben jelenleg
még tisztazatlan. Szamos pathologiai koriilmény soran, mint pl. hypoxia, hd sokk, és
iszkémia/reperfiizio, a CO medialta hatds lehet a domindlo. Ezt tdmasztja ald az a
megfigyelés is, mely szerint HO inhibitor alkalmazasa gétolta a cGMP termelést,
ugyanakkor NOS inhibitoroknak nem volt hatasuk (Morita és mtsai, 1995). Pannen és
mtsai vérzéses sokk patkany modelljén kimutattdk, hogy a CO indukalja a mikrocirkularis
dilataciot és a sejtek védelmét, mig a NO esetében nem tapasztaltak jelentds hatast az
alkalmazott modellen (Pannen és mtsai, 1998). Mindamellett, hypertermias stressz szintén
emelte a cGMP szintet CO termelésen keresztiil, mig a NO-nak nem volt szignifikans
hatasa (Ewing és mtsai, 1994). Ujabb kutatasok bizonyitottak, hogy a NO sokkal erésebb
stimuldtora a guanil-ciklaznak, (kb. 300-400 x emelkedést eredményez az enzim
aktivitasban, dsszehasonlitva a CO okozta 5-15 x emelkedéssel) (Hoenicka és mtsai, 1999;
Sharma és Magde, 1999). Valdsziniisithetjiik tehat, bar altaldban a NO dominansabb
aktivatora a guanil-ciklaznak, hogy bizonyos koriilmények kozott, egyes szovetekben, az
endogén CO fiziologiai funkcidja fontosabb lehet. Mivel mind az NO, mind pedig a CO a

guanil-ciklaz stimuldlasan keresztiil fejti ki hatasat, ezért tovabbi kisérletekre van sziikség,
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hogy bizonyitasra keriiljon az a tény, hogy az emelkedett cGMP szint legalabb részben az
endogén CO-nak tulajdonithat6 az altalunk hasznalt modell estén.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy HO-1 vad tipust, valamint HO-1 , knock
out” hetero-, illetve homozigéta egerek szivszovetének hasznélataval kimutattuk, hogy a
HO-1, illetve a HO-1-hez kapcsolodd endogén CO produkcid fontos szerepet jatszik a
kardiovaszkularis rendszer iszkémia/reperfuizids inzultusra adott valaszaban. A K.O.
allatokbol izolalt szivek érzékenyebbek voltak az iszkémia/reperfuzidra, rosszabb
posztiszkémias szivfunkciokat mutattak, valamint reperfuzié soran, minden esetben
fibrillaltak. A K.O. egyedekbdl izolalt szivek esetében az infarktusos teriilet nagysaga is
nagyobb volt a masik két vizsgalt csoporthoz viszonyitva, valamint a cellularis
ionkoncentracidkban is nagymértékli zavarokat figyeltiink meg. Ezen eredményeink
alapjan feltételezhetjiik, hogy a hemoxigendz-1 mRNS, az ahhoz kapcsolédd protein
szintézis, valamint az enzim aktivitds k&zponti szerepet jatszhat a sziv fiziologias
miuikddésének megdrzésében, vagy helyreallitasaban az altal, hogy megvédi a szivizmot az
iszkémia/reperfiizio indukalta karosodasoktol. Feltételezhetd tovabba, hogy a HO-1 mRNS
expresszid farmakoldgiai stimuldldsa révén a reperfizid indukalta kamrafibrillaciok
kialakulasa kivédheté. Ujabb kisérleti eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
exogén uton bevitt CO megfelelden és szigoruan kontrollalt alkalmazasa, hasonléan az
endogén CO termelés stimuldlasdhoz, megvédheti a miokardiumot és mas szerveket is a
reperfizid indukalta karosodasoktol (Sato és mtsai, 2001; Fujita és mtsai, 2001).
Mindezeken til azonban még tovabbi kisérletek sziikségesek az iszkémia/reperfizid
indukalta génexpresszid, a kapcsolddd protein szintézis és HO aktivitas ,,up”- ¢és
»~downregulacioja” kozotti kapcsolatok megoldasara a fibrillaldo és nem fibrillalo

szivizomban.
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Osszegzés

A szivizom iszkémia/reperfizid egyike a morbiditds és mortalitds altalanos

okozoinak. A csokkent oxigénellatas és perfuzid sulyos klinikai kovetkezményekkel jarhat.
Vizsgalataink sordn az iszkémia/reperfiizio indukalta karosodasok farmakoldgiai
befolyésolasi lehetdségeit vizsgaltuk genom ¢€s a mitkondrialis eredetii génexpersszids
valtozasok figyelembevételével izolalt patkany és egérsziveken.

Megall

apitottuk, hogy:

A diabéteszes szivizom masképp reagal a miokardialis karosoddsokra, mint a nem
diabéteszes.

Kisérleteinkben az arrhythmogén mechanizmusokra vonatkozolag nem
tapasztaltunk jelentds mértékli valtozast a COXBII ¢és ATPS6 mRNS
expresszioval kapcsolatban az iszkémia/reperfuzionak kitett diabéteszes €s nem
diabéteszes csoport kdzott.

Az altalunk vizsgalt gének expresszidja novekedett 30 perc iszkémiat kovetden
reperfuzié indukalta fibrilldici6 sordn jelentds mértéki downregulaciot
tapasztaltunk.

Abban az esetben, ha kamrafibrillaci6 nem alakult ki, nem tapasztaltuk a vizsgalt
mRNS expressziojanak csokkenését.

Kisérleteinkben a reperfuzié indukalta VF kialakuldsa jelentds mértékben fliggott a
COXBIII ¢s az ATPS6 expresszio downregulaciojatol.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt gének mRNS és protein
expressziojanak farmakologiai stimuldlasaval a reperfuzid indukalta VF kialakuldsa
megelézhetd.

Munkank mésodik részében arra torekedtiink, hogy még kozvetlenebb bizonyitékokat
szerezziink a HO-1 altal termelt endogén CO szerepérdl, a reperfizid indukalta
kamrafibrillaciok kialakuldsdnak megelézésében.

Fobb megallapitasok:

A K.O. allatokbol izolalt szivek érzékenyebbek voltak az iszkémia/reperfuziora,
rosszabb posztiszkémids szivfunkciokat mutattak, valamint reperfiizid soran,
minden esetben fibrillaltak.

Az infarktusos teriilet nagysaga jelentds mértékben nagyobb volt a HO-1""
homozigota csoportban, mint a vad tipusu, illetve a heterozigéta csoportokban.

Ez a novekedés az infarktusos teriilet nagysidgaban Osszefiiggésbe hozhato
emelkedett miokardialis Na* és Ca**, valamint csokkent K* koncentraciokkal.
Iszkémia/reperfuzids inzultust kdvetéen a HO-1 mRNS és protein nagymértékii
fibrillalo vad tipusu, mind pedig a fibrillaloé heterozigota szivek esetében.

Aecrob perfizionak kitett HO-1"" szivekben nem tudtuk detektalni sem a HO-1
mRNS-t, sem pedig annak proteinjét.

A cellularis CO termelés mérésével kdzvetlen bizonyitékokat szolgaltattunk, hogy a
tapasztalt pozitiv hatdsok a HO-1 mRNS indukcion keresztiil, az emelkedett
endogén CO termelésnek tulajdonithato.

Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a HO-1 mRNS expresszi6 farmakologiai
stimulalasa révén a reperfuzid indukalta kamrafibrillaciok kialakulasa kivédheto.
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Summary

Cardiac ischemia/reperfusion is among the most common causes of morbidity and

mortality. Decreased oxygen supply and perfusion can cause serious injuries. The overall
aims of our studies were to investigate pharmacological approaches capable of reducing
ischemia/reperfusion induced damage in relation of genomic and mitochondrial gene
expression in isolated rat and mouse hearts.

Main observations:

Diabetic hearts respond on different ways to the susceptibility of the myocardium
in comparison with the nondiabetic myocardium.

In our studies, significant changes, regarding the arrhythmogenic mechanism in
connection with COXBIII and ATPS6 mRNA expression, were not observed
between ischemic/reperfused diabetic and nondiabetic myocardium,

An increase in the expression of the two mitochondrial-encoded genes, COXBIII
and ATPS6, after 30 min ischemia and a downregulation of these two genes after 2
hours reperfusion in fibrillated hearts.

In nonfibrillated myocardium, upon reperfusion, the downregulation of the
mitochondrial genes studied was not observed.

The development of reperfusion-induced VF was critically dependent upon the
downregulation of COXBIII and ATPS6.

Our findings suggest that pharmacological stimulation of the expression of
COXBIII and ATPS6 during reperfusion could prevent the development of VF.

In the second part of our studies, we have endeavored to obtain more circumstantial
evidence for the involvement of HO-1-related endogenous CO production and its direct
measurement in the genesis of reperfusion-induced ventricular fibrillation.

Our data show, that:

The myocardium from HO-1 knockout mice exposed to ischemia/reperfusion was
severely injured; the poor recovery of postischemic cardiac function was recorded,
and all hearts developed reperfusion-induced VF.

Infarct size was significantly increased in homozygous (-/-) mouse hearts.

This increase in infarct size related to a significant elevation in myocardial Na" and
Ca’" accumulation and K loss.

After ischemia/reperfusion, there was extensive HO-1 mRNA and protein
downregulation, and enzyme activity reduction in fibrillated HO-1 heterozygous
and homozygous mouse myocardium.

The lack of HO-1 mRNA and its protein was observed in aerobically perfused,
without an episode of ischemia/reperfusion, homozygous mouse myocardium.

We now provide direct evidence by measuring cellular CO production suggesting
that this is the case and the protective effect against the development of
reperfusion-induced VF is attributable to the generation of endogenous CO through
HO-1 mRNA induction.

On the basis of these findings, we postulate that HO-1 may play a central role in
cardiac physiology by protecting the heart from ischemia/reperfusion-induced
damage.
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