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Roviditések jegyzéke

ADP: adenozin-5’-difoszfat (adenosine-5’-diphosphate)

AF: aorta atdramlas (aorta flow)

AMP: adenozin-5’-monofoszfat (adenosine-5’-monophosphate)
AMPER: ammonium-perszulfat (ammonium persulfate)

AMPK: AMP-aktivalt protein kinaz (AMP-activated protein kinase)
AOP: aortanyomas (aorta pressure)

Atg: autofagiahoz sziikséges gén (autophagy related gene)

ATP: adenozin-5’-trifoszfat (adenosine-5’-triphosphate)

BCA: bikinkoninin sav (bicinchoninic acid)

BHT: butil-hidroxi-toluol (butyl-hydroxytoluene)

BSA: marha szérum albumin (bovine serum albumin)

CaMKK: kalcium/kalmodulin-fiiggé fehérje kinaz kinaz 2 (calcium/calmodulin-dependent
protein kinase kinase 2)

CAT: katalaz (catalase)

CF: korondria atdramlas (coronary flow)

CK-MB: kreatin-kinaz MB izotipus (creatine kinase-MB)

CO: perctérfogat (cardiac output)

CVD: kardiovaszkularis betegség (cardio vascular disease)

DAPI: 4°,6-diamino-2-fenilindol (4’,6-diamidino-2-phenylindole)
DNS: dezoxi-ribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

DOX: doxorubicin

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav (ethylenediaminetetraacetic acid)
eNOS: endotelialis-nitrogén-monoxid-szintaz (endothelial nitric oxide synthase)
EU: Eurdépai Unio6 (European Union)

GPy: glutathion peroxidaz ( glutathione peroxidase)

GSH: glutathion (glutathione)

HR: szivfrekvencia (heart rate)

ISO: isoproterenol

i.p.: intra peritonedlis (intra peritoneal)

LC3-I: mikrotubulus asszocialt konnyii lanc fehérje 3A (microtubule-associated light chain
protein 3A)



LC3-II: mikrotubulus asszocialt konnyii lanc fehérje 3B (microtubule-associated light chain
protein 3B)

LDH: laktat-dehidrogenaz (lactate-dehydrogenase)

LVDP: szisztolés nyomas — diasztolés nyomas (left ventricular developed pressure)

MDA: malondialdehid (malondialdehyde)

MET: metformin

mTOR: emlds rapamycin célfehérje (mammalian target of rapamycin)

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid (nicotinamide-adenine-dinucleotide)

PARP: poli(ADP-rib6z) polimeraz

PBS: fiziologias foszfat so puffer (phosphate-buffer salin)

p62: ubiquitin ko6td fehérje (ubiquitin bindig protein)

PDGFR: trombocita-derivalt novekedési faktor receptor (platelet-derived growth factor
receptor)

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid (phenylmethylsulfonyl-fluoride)

PVDF: polivinil-difluorid (polyvinylidene-difluoride)

RNS: ribonukleinsav (ribonucleic acid)

ROS: reaktiv oxigén gyok (reactive oxygen species)

rpm: percenkénti fordulatszam (rotate per minute)

SD: atlag koriili szoras (standard deviation)

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)

SEM: kozépérték kozepes hibdja (standard error of mean)

SOD: szuperoxid-diszmutaz (superoxid-dismutase)

SV: verétérfogat (stroke volume)

TBA: tiobarbitursav (thiobarbituric acid)

TBST: tris puffer Tween 20 (tris-buffered saline Tween 20)

TEMED: tetrametil-etilén-diamin (tetramethylethylenediamine)

TrT: troponin T (troponine T)

ULK-1: unc-51-szer(i autofagiat aktivalo kinaz 1 (unc-51-like autophagy activating kinase 1)
VPS34: vezikulum-medialt vakuolaris fehérje valogatas 34 (vesicle-mediated vacuolar protein

sorting 34)



Bevezetés

Kardiovaszkularis morbiditas és mortalitas

A sziv- és érrendszeri megbetegedések vilagszerte novekvd ¢€s sulyosbodd egészségligyi
problémat jelentenek. A kardiovaszkularis betegségek kovetkeztében kialakult haldlozasok a
mai napig vezetik a mortalitasi statisztikat. Ez éves szinten megkdzelitéleg 17 milli6 ember
¢letét jelenti az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) adatai alapjan. Magyarorszagon az
elhalalozasok tobb mint 50%-4at valamilyen kardiovaszkularis eredetii korkép okozza. A sziv-
¢s érrendszeri betegségekben elhunytak tobb mint haromnegyede az alacsony illetve kdzepes
jovedelmii orszagokban fordul eld. Ennek hatterében az all, hogy ezekben a régiokban gyakran
nem érhetdek el olyan integralt alapellatasi programok, amelyek biztositani tudjak a kockazati
tényezOk korai felismerését és a megfeleld kezelést. Egy érdekes tényezd, hogy az
elhalalozasbol 1,8 milli6 az Eurdpai Unidés (EU) orszagokban torténik. Valamint azt is
kimutattak, hogy az ugynevezett EU13-ban (ami az EU-hoz 2004 majusdban s utana
csatlakozott orszagokat jelenti) kedvezdtlenebb a lakossag egészségligyi dllapota, mint azokban
az EU-s orszagokban, amelyek 2004 majusa el6tt csatlakoztak az Unidhoz, az igynevezett
EU15-ben. A mortalitisi arany azonban javuldé tendenciat mutat a kozép-kelet-eurdpai
orszagokban az 1990-es években tet6z0d6 epidemiologiai valsag €és az utobbi évtizedekben tett
er6feszitéseknek koszonhetden. Azonban megjegyzendd az a tény, hogy a kardiovaszkularis
betegségek okozta haldlozasok relativ kockédzata napjainkban is Iényegesen kedvezdtlenebb az
EU13-ban. 2015-ben tobb mint 85 millié eurdpai ember volt valamilyen kardiovaszkularis
megbetegedéssel (CVD) regisztralva, ebbdl 49 millio EU-s orszagban 1. Magyarorszagon az
utobbi 2 évtizedben csokkent a CVD altal elhalalozottak szama, kGsz6nhet6en részben annak,
hogy jelentésen javult hazankban a beteg ellatds, sorra nyiltak a katéteres laborok, s ennek
kdszonhetden a CVD-ben szenvedd betegek siirgdsségi ellatdsa is megtdrténik néhany oran
beliil. Megemlitend6 azonban az is, hogy ha a hazai sziv- és érrendszeri betegségek mortalitasi
mutatdit nézziik, az orszagon beliil, régionként eltérd a deprivacid6 mértéke, és a betegek
felelosségtudata. Egy 2012-es statisztikai felmérés alapjan, a CVD eldfordulasa az orszag

1 Tovéabba az is kideriilt a Haziorvosi

hatranyos régidiban az orszagos atlag felett van
Morbiditasi Adatgytjtés Programbol, amelyben jelenleg koriilbeliil 150 haziorvos vesz részt,
hogy a biztositds nélkiili, teljes arat fizetd betegek igénye sokkal alacsonyabb a gyogyszer

beallitasra, valamint hajlamosak a gyogyszer nem-kivaltasara is, foleg olyan korképeknél, mint



a hipertonia, ahol a betegnek tobb gyogyszert kell egyidében kivaltani. Ezek mind szignifikans

meghatarozo6i a kardiovaszkularis betegségek kimenetelének.

A kardiovaszkularis betegségek hatterében a leggyakrabban all6 kockazati tényezok a magas-
vérnyomas, zsiranyagcsere zavarai, cukorbetegség, elhizas, amelyek foleg az egészségtelen
(transzzsirsavakban, telitetlen zsirsavakban gazdag, de zoldségekben, gyiimolcsdkben és
rostokban szegény) taplalkozasra, €s a megfelel6 mennyiségii mozgas hidnyaval magyarazhato.
Becslések szerint a fejlett ipari orszagokban, a betegségteher tobb mint 30%-a az
alkoholfogyasztds, dohdnyzas, magas vérnyomas, €s elhizds kovetkezménye. Ezen feliil mas
egyéb tényezok is szerepet jatszanak, mint példaul a genetikai faktorok és az egészségiigyi
rendszer anomaliai. Azonban a CVD okozta korai haldlozast nagymértékben befolyasolhatjak
a viszonylag kisszdmu és megeldzhetd kockézati tényezdk, gy mint a dohdnyzas, a mértéktelen
alkoholfogyasztas, valamint a helytelen téplalkozds és a mozgdsszegény életmdd. A
rizikofaktorok csokkentése és a prevencié fontossaga vitathatatlan a sziv- és érrendszeri
betegségekben, ezért fontos hangsulyt fektetni a primer prevencios (sziv- és érrendszeri
betegségben nem szenveddknél a klinikailag manifeszt betegség megeldzése), szekunder
prevencios (a betegség progresszidjanak lassitasa illetve megakadalyozasa), valamint az
ugynevezett populacios (a teljes lakossag rizikdstatuszat csokkenteni probalo tevékenység)

stratégiakra.
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1. abra A férfiak (A) és nék (B) halalozasanak leggyakoribb okai Eurdpdban, az Europai
Kardiovaszkularis Betegségek Statisztikaja 2017-es felmérése alapjan (szerkesztette Zilinyi
Rita).



Szivelégtelenség és kezelésének lehetoségei

A sziv- és érrendszeri betegségek koziil kiemelendd haladlozasi ok a szivelégtelenség (kardialis
dekompenzacid). Az utobbi 10-15 évben nagymértékii fejlddésen ment keresztiil a
szivelégtelenség gyogyszeres €és nem gyogyszeres terapidja, azonban a szivelégtelenségben
elhunytak szama a mai napig emelked6 tendenciat mutat. A European Society of Cardiology
(ESC) adatai szerint 51 orszagban kozel 15 milli6 ember szenved szivelégtelenségben 2. A
betegség incidencidja a tarsadalom eloregedésével emelkedik: a szivelégtelenségben szenvedd
betegek 75 éves kor alatt a populacié 2-3%-at érinti, mig 70-80 éves kor kozott ez az arany 10-
20% koriil van 3. Progndzisa rossz, gyogyszeres kezelés nélkiil a betegek 60%-a meghal a
diagnoézis felallitasatol szamitott 5 éven beliil, azonban a megfeleld gyogyszeres terapiaval a
betegség prognozisa késleltethetd, és a betegek életmindsége javithato. A szivelégtelenséget
ugy lehetne a legjobban definidlni, mint a sziv képtelenségét arra, hogy megfeleld toltdnyomas
mellett megfelel6 perctérfogatot tartson fenn: Iényegében olyan mértékii a perctérfogat
csOkkenés, amely mar nem lesz elegendd a szervezet megfeleld oxigénellatdsahoz és szoveti
perfuzidhoz. Azonban egy ideig a kompenzaciés mechanizmusok biztositani tudjak a megfeleld
szoveti perfuziot, bar ezek a folyamatok tovabbi terhet fognak roni a szivre, amely
dekompenzalodik. A szivelégtelenség  kialakuldasanak  hatterében  multifaktorialis
mechanizmusok allnak: hipertonia, koronaria betegség, illetve kardiomiopatia, (dilatativ
kardiomiopatia, hipertrofias kardiomiopatia és restriktiv kardiomiopatia), melyek végiil a sziv
kamréainak telitddési vagy liriilési rendellenességéhez vezetnek. Ez utobbi eredhet a
perikardium, miokardium vagy endokardium rendellenességébdl, azonban alapvetden a bal
kamra elégtelensége dominal. Megemlitendd, hogy a dilatativ kardiomiopatia kialakuldsanak
hatterében az esetek 30%-aban genetikai okot lehet kimutatni %, A szivelégtelenségben
szenvedd betegeknél a bal kamra inszufficiencia egészen széles spektrumaval tarsulhat:
megtartott ejekciods frakcid és normal kamrai méretektdl a stilyos mértékben csokkent ejekcios
frakcioig és/vagy sulyos bal kamrai disztenzibilitasig. Megjegyzendd az, hogy a betegek
tulnyomo esetében, az ejekcids frakcid mértékétdl fliggetleniil fennall a bal kamra szisztolés és
diasztolés elégtelensége °. A szivelégtelenség komplex és széles spektrumu tiinetegyiittes,
ebbdl adoddan nincs olyan diagnosztikai eljaras mely Onmagéban kimutatnd a betegség
fennallasat, ebbdl adodoan a vizsgalat a kortorténeten és az alapos fizikai vizsgéalaton alapul,
ahol a specifikus panaszok meglétével (gyengeség, sipold nehéz 1égzés, 6déma) ala tudjuk
tamasztani a diagnozist 8. A szivelégtelenség kezelésének lehetéségei kozé tartoznak a pozitiv

inotrop hatasu szerek, ezek elsOsorban fokozzdk a kontrackios erdt, és kevésbé okoznak
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frekvencianovekedést, igy hatnak a kalciumérzékenyitok €s a szivglikozidok. Az eléterhelés
(preload) csokkentése révén konnyithetjiik a sziv munkajat, és mérséklodik az oxigénigény is,
valamint a pulmonalis pangas csokkentése megsziinteti a tiidéodémat, igy hatnak a
diuretikumok ¢€s értagitok. Nem csak az el6terhelést (preload), de az utoterhelést (afterload) is
csokkenthetjiik, azzal, hogy mérsékeljiik a kamrai kilokderével szemben fennallo ellenallas
mértékét, részben igy hatnak az angiotenzin-konvertdz enzim gatlok (ACE-gatlok), és az
angiotenzin Il-receptor-blokkolok. A nem kivanatos katecholaminhataso, példaul arrythmiak,
¢és a tulzott kompenzatorikus tachykardia kivédésére alkalmatosak a Pi-adrenerg-receptor
kombinaciobol épiil fel: 1) inotrép szerek, 2) dilatatorok, 3) diuretikumok 7. A diuretikum
alkalmazasaval csokkenthetjiik a betegek periférias és/vagy pulmonalis pangasos tiineteit. A
terhelhetdség javitdsa és a sziv ritmus stabilizdldsa érdekében a terdpiat digitalisszal
kiegészithetjiik 8. Digoxin haszndlata javasolt pitvarfibrillacié esetén, valamint a 40% alatti
ejekcios frakcional béta blokkoldéval kombindlva. Ha az ejekcids frakcido 40% fellett van
pitvarfibrillacié ritmus kontrollra diltiazem vagy verapamil adhaté monoterapidban vagy akar
digoxinnal egyiittesen. Kiemelendd azonban kontraindikacidja: korabbi digoxin intolerancia,
preexitacios szindroma, vezetéses zavarok gy mint masod- és harmadfokt blokk megléténél
. Azon betegek esetében, ahol intrakardialis trombust mutatnak ki, vagy permanens,
perzisztens vagy paroxizald pitvarfibrillacié all fenn antikoagulans terapia is javasolt 1. Az
akut ¢és kronikus szivelégtelenség terdpidja nagyban eltér egymastol: a végstadiumu
szivelégtelenség kezelése tobbek kozott keringést tdmogatd orvostechnikai eszkozokkel
allnak rendelkezésre: modern mitralis billentyii sebészet, verdszives koronaria sebészet, miisziv

terapia, €s szivatiiltetés.
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2. abra Sematikus abra a szivelégtelenség patofiziologidjarol és annak kezelésére alkalmazott
fobb gyogyszercsoportok tdmaddspontjairdl (Fiirst Zsuzanna Farmakoldgia ¢és Klinikai

Farmakoldgia konyv alapjan).

Doxorubicin-indukalta kardiotoxicitas

A doxorubicin (DOX) egy széleskoriien alkalmazott, nem-szelektiv antraciklin tipust
antibiotikum, melynek leggyakoribb felhasznalasi teriilete az akut leukémidk, malignans
limfomak, és az emld daganatok kezelése 1112, Hatasat az extrém gyors iitemben proliferalodo
daganatos sejteken fejti ki, interkalalodik és kovalensen kotddik a sejtek DNS allomanyaba,
gatolva ezzel a DNS polimerdz ¢és a nukleinsavak szintézisét. Ezen felil a DOX
keresztkotéseket 1étesit a Topoizomerdz-Ila (TOPIla) és a DNS kozott, és egy ugynevezett
TOPIIa-DOX-DNS komplexet képez, mely a gyorsan osztdédd daganatos sejtek DNS lanc
torését, végiil a sejtek halalat okozza 13*. A DOX egy nagyon hatékony antineoplasztikus szer,
azonban klinikai felhasznalasanak limitdlo tényezdje a kumulativ és irreverzibilis
kardiotoxicitds, mely végiil bal kamrai diszfunkcidhoz, dilatalt kardiomiopatidhoz és
szivelégtelenség kialakulasahoz vezet, évekkel azutan, hogy a kemoterapiat a beteg abbahagyta

1517 Mivel a DOX irrverzibilis szivelégtelenség kialakulasdhoz vezet, megallapitottak egy
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maximalis kumulativ dozist, ami 500 mg/m? azonban a kiiszobérték alatt maradva is
tapasztaltak a betegek esetében a kezelést kovetden kardialis diszfunkciot 2. A DOX-indukalta
kardiotoxicitds multifaktoridlis, hatterében szdmos bonyolult molekularis mechanizmusok
allnak, melyek a mai napig nem teljesen tisztazottak, ilyenek példaul: a mitokondrialis
diszfunkcio, az oxidativ stressz, a lipidperoxidacio, az apoptdzis, €s az autofagia abnormalis

mikodése 1819,

Koleini és munkatarsai altal 2017-ben kiadott publikacioban a doxorubicint mitokondrialis
méregnek nevezi, ¢és a szerzOk ugy tartjak, hogy a DOX-indukalta toxicitds genezise a

20 A sziv

mitokondrialis diszfunkci6, amely végiill a kardiomiocitdk haldlat okozza
miikodéséhez felhasznalt energidt a nagyszamu mitokondrium biztositja, melyekben az
elektron transzportlancbdl felszabadulod elektronok kdvetkeztében reaktiv oxigén szarmazékok
(ROS) keletkeznek. A felszabadult elektronokat az O> molekulak megkdotik ezzel
szuperoxidokat képezve. Fiziologias koriilmények kozott ez a folyamat egyensulyban all a
szervezet antioxidans rendszerével. A DOX, molekula szerkezetébdl adéddan, metabolizacioja
soran nagy mennyiségli reaktiv oxigén szarmazékokat general, ezen hatasért pedig az
endothelialis nitrit oxid (eNOS) reduktaz doménje felelds, amely a doxorubicint instabil
szemikinonn4 konvertalja, ezaltal kedvezve a ROS képzddésnek 21. A DOX kezelés soran tehat
nagy mennyiségii reaktiv oxigén szaramzékok, valamint nitrogén szarmazékok is, mint példaul
szuperoxid, hidrogén-peroxid, hidroxil gy6k és peroxinitrit keletkeznek, melynek hatterében a
szivizomsejtek mitokondriumaban lezajlo kinon-szemikinon ciklus felborulasa all. A
redukcioval képzddd szemikinon egy nagyon instabil vegyiilet, amely az elektronjat konnyen
tovabbadja, ezzel (a mar fentebb emlitett) reaktiv intermediereket hozva létre. Irodalmi adatok
alapjan azt tudjuk, hogy a sziv kevesebb antioxidans tulajdonsagli enzimet tartalmaz (a
szivizomban példaul nem talalhatd kataldz és glutathion-peroxiddz), ebbdl adodoéan kevésbé
képes védekezni az aktiv gyokokkel szemben, valamint érzékenyebb az oxidativ stresszre €s a
vele jard karosodasokra. Mivel a DOX akkumuldlodik a szervezetben €s megnd az altala
generalt reaktiv oxigén gyokok mennyisége, egy id6 utdn felborul az antioxiddns rendszer
egyensulya, oxidativ stressznek téve ki a szoveteket. Az oxidativ stressz lipidperoxidaciods
folyamatot indit el. A lipidperoxidacio soran a reaktiv oxigén szaramzékok és a kettdsfalu
membran kélcsonhatasba 1épnek egymassal, melynek soran lipoperoxil (LOO") keletkezik, ami
egy zsirsav molekuldval reagéalva lipidgyokké és lipid hiperoxiddd (LOOH) alakul. Ezek
instabil vegyiiletek, azonban szekunder produktumaik, mint példaul a malondialdehid (MDA)

mar stabil vegyiiletek 22. A lipidperoxidacios folyamat a szivizomsejtek membranjat, enzimeit
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¢és fehérjelancait karositja, melyek kulcsfontossagu proteinek funkciovesztéséhez vezet, ennek
kovetkezményeként sériilnek a mitokondriumok és nem lesznek képesek elegendd6 ATP
képzésére, amely elengedhetetlen a sziv fiziologias mitkddéséhez 224, Tovabba, az oxidativ

stressz mind a genomialis, mind a mitokondrialis DNS téréséhez vezethet 25

A sejtek energia haztartasat szabalyoz6 AMPK (AMP-aktivalt protein-kinaz) a sejtek
energiasziikségletét az AMP/ATP ¢s ADP/ATP arany monitorozasan keresztiil érzékeli, és
szabalyozza a mitokondriumok ATP termelését 2. Mivel a DOX kezelés soran sériil a
mitokondrium, és mint a mar korabban emlitett ATP termelddés, igy az AMPK tutvonal
moduladloédasa varhatd. Az alacsony ATP szint, és a nagyszamu ROS képzddés az AMPK
foszforilalodasahoz és aktivalodasahoz vezet 27, A témaban eddig elérhetd irodalmi adatokat
tanulmanyozva azonban ellentétes eredményekre bukkantunk az AMPK utvonalat tekintve
DOX kezelést kovetden. Chen és munkatarsai 2011-ben H9c2 sejtvonalon vizsgélta az AMPK
aktivalodasat DOX kezelést kovetOen, €s azt talalta, hogy a DOX indukalja az AMPK tutvonalat
28, Ezzel ellenkezbéen Gratia és munkatarsai 2012-ben Wistar patkany allatmodellen azt
mutattak ki, hogy a DOX inhibitorként hat az AMPK utvonalra 2°. Az ellentétes irodalmi adatok

szintén indokoljak a téma tovabbi, alaposabb vizsgalatat.

crer

kiemelendé az autofagia folyamatdban karosodast el6idézé hatisa is. Szadmos kutatds
foglalkozott mar a DOX és az autofagia kapcsolataval, azonban a 2010-es évek elején megjelent
publikaciok nagyon ellentétesek voltak az autofagiara gyakorolt hatast illetéen. Akkoriban
Osszesen négy in vivo tanulmany volt elérhet6, ahol a DOX autofagiara kifejtett hatasat
vizsgaltak, melybdl kettd azt allitotta, hogy a DOX indukalja az autofagiat 33!, mig kettd ezzel
ellentétben azt taldlta, hogy a DOX gétolja az autofagiat %32, Azonban ma mar tudjuk, hogy a
DOX valoban indukalja az autofagiat, viszont a folyamat diszregulalodik és egy inkomplett
autofagia jatszodik le a sejtekben 3. Az autofagia folyamatat és annak fontossagat a sziv- és
érrendszerben egy kiilon fejezetben targyaljuk részletesen (Az autofagia szerepe a

kardiovaszkularis rendszerben c. fejezet).

A daganatos megbetegedések kovetkeztében bekovetkezd haldlozdsok egyre ndvekvo
tendenciat mutatnak vilagszerte, ezért nagy erdéfeszitések folynak annak érdekében, hogy ez az
arany csokkenjen, és ehhez hozza tartozik az adott kemoterapids szer okozta mellékhatdsok
csokkentése is, hatékonyabba téve ezzel a kezelést. A DOX esetében is szamos kutatas folyik,
kiilonosen annak érdekében, hogy az éltala okozott sulyos mellékhatds, a kardiotoxicitas
kivédhet6 legyen. Ehhez hozza tartozik az 0j analdgok fejlesztése, valamint olyan kiegészitd
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terapiak alkalmazasa, mar a kezelés megkezdése elott illetve kezelés alatt, melyek kivédhetik a
DOX okozta szivkarositd hatasait. Ilyen hatdoanyag példaul a dexrazoxan, melyet
kardioprotektiv tulajdonsagai miatt alkalmaztak doxorubicinnel egyidejiileg, azonban kidertilt,
hogy sulyos hematologiai elvaltozasokat okoz, mint példaul anémia, neutropénia &és
trombocitopénia 3*. Legfrissebb kutatasi eredmények alatamasztottdk, hogy a kettes tipusu
diabétesz  mellitusz  kezelésében alkalmazott metformin (MET) kardioprotektiv
tulajdonsagokkal rendelkezik: csokkenti a diabétesz kdvetkeztében kialakuld kardiovaszkularis
eredetii elhalalozast, valamint javitja a szivfunkcidos paramétereket. A MET egy olyan
biguanidinszdrmazék, mely a nem inzulinotrop vegyiiletek csoportjaba tartozik, és miikodo B-
sejtek hianyaban is hatasos. Nem fokozza az inzulinelvalasztast, euglykaemizalod szer, valamint
nem okoz hypoglykaemiat. A MET mind éhomi, mind a prandialis gliikkéz szintet egyarant
csOkkenti, tovabba kis mértékben a vesében is gatolja a glukoneogenezist. Az izmokban noveli
a glikozfelvételt-és felhasznalast. Lassitja a gliikdéz felszivodasat a bélbodl, csokkenti az
étvagyat, mely segitheti azon betegek fogyasat, akik elhiztak a diabetesz kdvetkeztében.
Csokkenti a plazma gliikagon szintjét. Masrészt, a lipidprofilt kedvezden befolyasolja,
csOkkenti a triglicerid-és koleszterinszintet, azonban ezt a hatast csak a napi kétszeri
adagolasnal figyelték meg, a retartd készitményeknél nem 3. Néhany tanulmany is alatamasztja
ezt: Zhang és munkatarsai ventrikularis hipertrofias patkanyokat kezeltek metforminnal, amely
emelkedett eNOS és NO szinttel parosult, és nagyban javultak a szivfunkcios paraméterek >°.
Tovabba egy masik publikidcioban, ahol Xie ¢s munkatirsai LDL-indukélt endothél
diszfunkcioval rendelkezd allatokat kezeltek metforminnal, azt taldltdk, hogy kedvezden
befolyésolta az endothélium-dependens relaxacids fakort, és csokkentette az oxidativ stressz
mértékét 3. A kardioprotektiv hatas hatterében egyrészt anti-inflammatorikus és antioxidans
tulajdonsaga all. Soraya és munkatarsai 2015-ben publikéltak egy tanulmanyt, melyben azt
talaltak, hogy az isoproterenol-indukalta miokardialis infarktust kovetden a MET mérsékelte a
gyulladasos valaszt: csokkentette a periférids neutrofil szdmot az AMPK aktivalodasan
keresztiil, és csokkentette az isoproterenol-indukélta kardidlis remodelling mértékét %,
Korabban mar Zhao és munkatarsai is leirtdk, hogy az AMPK-aktivacio képes csokkenteni a
neutrofil pro-inflammatorikus aktivitist 3. A MET antioxidans tualjdonsagardl is tdbb
publikacioban olvashatunk: Kelleni és munkatarsai kimutattak, hogy doxorubicin-indukalt
kardiotoxicitdsban a MET kezelés csokkentette a szivben a nitrooxidativ stressz paraméterek
(MDA és NOy) szintjét, és helyreallitotta a kardialis SOD aktivitast 4. Erdekesség képpen
megjegyezendd, hogy mar 1995-ben és 1996-ban mar jelent meg olyan tanulmany, amelyben

irtak a MET antioxidans hatasairdl: csokkentette a szabad gyokok akkumuldlodasat és
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csOkkentette a lipidperoxidacid mértékét, azonban ezekben a tanulmanyokban diabéteszes
allatmodellekkel dolgoztak ***2. A MET nem csak az el6zdekben felsorolt mechanizmusokban
jatszik szerepet, hanem kardioprotektiv hatasaért az AMPK aktivalasat is fontosnak tartjak 4344
egyrészt stimulalja az eNOS-t, mésrészt pedig indukalja az autofagiat %, Az autofagiat tigy
képes a MET indukalni, hogy az AMPK indukcidja gatolni fogja az mTORCI1 komplexet, ami
fiziologias koriilmények kozott gatolja az autofagiat (4. abra) 47%8. Mint azt korabban mér
emlitettem, a DOX kezelés hatdsara az autofagias folyamat is sériil, viszont tobb tanulmany is
leirta mar, hogy az autofagia helyreéllitdsa védelmet nyuajthat a kardiomiocitdk szamara DOX
kezelés alatt, azonban in vivo allatkisérletben a DOX és MET egyiittes hatasat az autofagiara
nézve még nem vizsgaltak, ezért célul tiztiik ki a MET kardioprotektiv hatadsanak vizsgalatat

DOX-indukalta kardiotoxicitasban, kiillondsen fokuszalva az autofagias folyamatra.

3. abra Osszefoglalé sematikus abra a DOX-indukalta kardiotoxicitas kialakulasaban szerepet

jatsz6 molekularis mechanizmusokrol (szerkesztette Zilinyi Rita).
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4. abra A MET autofagiat indukalé hatasmechanizmus 1épései (szerkesztette Zilinyi Rita).

Isoproterenol-indukalta kardiotoxicitas

Az isoproterenol (1ISO), vagy mas néven isoprenalin, egy szintetikus katecholamin vegyiilet,
amely a Pi1-€s Po-receptorok szelektiv agonistdja. Hatast fejt ki a szivizomban talalhatod B
adrenerg receptorokra, ezaltal novelve a pulzusszdmot és a sziv teljesitményét. Erésen hat a
szivre, pozitiv krono-, dromo- és inotrop hatassal bir. Ezenkiviil az ISO a . adrenerg
receptorokon is hat a bronchiolaris €s a vascularis simaizomban, ezaltal simaizom relaxaciot
okoz, periférias értagitd és horgétagitdo hatassal is rendelkezik. Asthma bronchidléban is
hatésos, 1%-o0s oldat aeroszolban inhaldlva, vagy tabletta forméaban a nyelv ald helyezve a
stlyos rohamot is azonnal megsziinteti. A szervezetben az isoprenalin egy része atalakul 3-
metoxi-isoproterenolla. Az ISO hosszatavi, vagy nagy dozisu kezelés hatasara kardiotoxicitas
alakulhat ki, ezen kiviil pedig szivritmuszavar, tachykardia és anginas fajdalom jelentkezhet °.
A kardiotoxicitds kialakuldsdban szamos molekuldris mechanizmus felborulasa all. Mar
egyszeri szubkutan ISO adminisztraciot kovetéen szignifikdns biokémiai és szovettani
valtozasok figyelhetok meg, foként a bal kamra szubendokardialis rétegében, mely extenziv
miofibrillaris degeneraciohoz vezet *°. Hatterében egyrészt a megnovekedett mennyiségii ROS
termelddése all, amely oxidativ stresszhez ¢és lipidperoxidacidhoz vezet. Rathore ¢és

munkatarsai 1998-ban megjelent publikacidjukban arrdl irnak, hogy az ISO kezelés soran
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keletkez6 kinon metabolitok reakcidba Iépnek az oxigénnel, igy ROS-0k képzddnek, s ez vezet

az oxidativ stressz kialakuldsdhoz °°

. Majd a kovetkezd évben, 1999-ben Remiao ¢és
munkatarsai irtdk le, hogy a nagy mennyiségben képzddott ROS interferdl a glutathion-
reduktaz, és szuperoxid-diszmutaz enzimekkel °*. igy megkezdédik az eddig egyensulyban 1év6
antioxidans rendszer felboruldsa: szignifikans mértékii csokkenés figyelheté meg a
rendszerben, ugymint a kataldz, szuperoxid-diszmutdz (SOD), glutathion (GSH), valamint
glutathion-peroxidaz (GPx) esetében. A kataldz és szuperoxid-diszmutaz felelds az oxidativ
stresszel szembeni védelemért, a ROS termelddését reguldlja: a szuperoxid gyokoket hidrogén-
peroxid gyokokke konvertélja. A glutathion védi a miokardiumot a szabad gyokokkel szemben:
neutralizdlja a szuperoxid gyokoket, s csokkent szintje a sziv lassibb regeneralodasat
eredményezi iszkémids sériilést kovetéen. A glutathion-peroxidaz felelds a peroxidativ
karosodéasokkal szembeni védelemért: a hidrogén-peroxid katalitikus eltavolitasat végzi a
glutathion oxidacidjan keresztiil °2. A megndvekedett oxidativ stressz tovabbi folyamatokat
indit el a sejtekben: megnovekedett neutrofil szam, mely nagy mennyiségii leukotrién, valamint
hidrolitikus enzimek felszabadulasdhoz vezet, melyek tovabb sulyosbitjak a miokardialis
sériilést >3, Az ISO adminisztracio ezen feliil ionikus egyensuly felboruldséhoz vezet: Ca?*
akkumulaci6 alakul ki az adenilat-ciklaz aktivacioja és a lecsokkent ATP szint hatasara. Singal
¢s munkatarsai 1983-ban ugy gondoltdk, hogy az ISO kezelés kovetkeztében kialakulo
miokardialis iszkémiat a citoszolban nagy mennyiségben felhalmozodd Ca?* idézi eld >4 A
nagymennyiségii intracelluldris Ca?* negativan hat a mitokondrium membran potencialjara,
beleértve a reaktiv szabad gyokok képzését, melyek aktivaljak a kalcium- és magnéziumfiiggd
endonukleazt, ami végiil DNS téredezést és apoptozist indukal a sejtekben °2. Az ISO-indukalta
kardiotoxicitas kialakuldsdban kaszkadszerli patofizioldgias folyamatok indulnak el, példaul
gyulladas, Ca?* akkumulalodds, az energia metabolizmus felboruldsa, melyek sejthalal
Gitvonalakat indukalnak, s végiil nagymennyiségli kardiomiocita pusztulashoz vezetnek *°.
Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk ezeket a talélési és halalozasi itvonalakat, mégpedig az ISO
emelkedd dozisanak fliggvényében.

Az ISO-indukalta kardiotoxicitas patkanyon valdo modellezése egyszerli, gyors, nem-invaziv

eljaras, amely a human esetekhez szinte teljesen hasonld miokardiélis sériilést produkal *©.
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5. abra Osszefoglald sematikus dbra az ISO-indukalta kardiotoxicitas kialakuldsdban szerepet

Jatszo mechanizmusokrol (szerkesztette Zilinyi Rita).

Az autofagia szerepe a kardiovaszkularis rendszerben

Az autofagia egy evoluciosan konzervalt katabolikus folyamat, ami Wattiaux és De Devu
létrejovo autolizoszomaban megemésztddd elhatarolodott citoplazma rész . A gordg eredetii
“auto’=0n/sajat és "phagein’=enni szo6bol ered, és gyakorlatilag a sejtek onemésztést jelenti. Az
autofagia kett6s funkcioval rendelkezik: 1) fiziologias koriilmények kozott a sejt szamara mar
felesleges, eloregedett vagy karos sejtalkotok, makromolekulak (6sszefoglalé néven kargo)
eltavolitasa lizoszomalis degradaci6 utjan, 2) patologias koriilmények esetén, mint példaul az
energia homeosztdzis felboruldsa, €hezés, vagy a metabolizacidés folyamatokban torténd
valtozasok, védelmi utvonalat biztosit a sejtek szamara. A jelenséget legeldszor 1976-ban irta
le Sybers és munkatarsai, akik szivizomsejtektdl megvonva a gliikkozt és oxigént megfigyelték,
hogy indukalodott az autofagia °8. Decker és munkatérsai pedig izolalt Langendorff nytil sziven
kimutattak, hogy az autofagia fokozodasanak mértéke kapcsolatban all a szivizom funkcionalis

felépiilésével iszkémia-reperfuziot kovetden °.

Az autofagianak jelen ismereteink szerint harom tipusat kiilonboztetjik meg. 1)

mikroautofagia, 2) makroautofagia, 3) Chaperon-medialt autofagia. A harom tipusa koziil a
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szivben a makroautofagidnak tulajdonitanak legnagyobb szerepet, s €z a kardiovaszkularis
betegségekben a leggyakrabban vizsgalt tipus. A tovéabbiakban hasznalt autofigia szo a
munkankban a makroautofagiara vonatkozik. A folyamat 6t f6 1épésbdl all, ahol el6szor az
autofagia aktivalodasa torténik az ULK-1-en keresztiil, majd egy kettésfalt fagofor képzodik,
melyben a Beclin-1 fehérjének van alapvet6 szerepe. Ezt koveti a fagofor elongacioja a hozza
kapcsolddd protein komplexek segitségével, majd 1étrejon a kettdsfali autofagoszéma.
Kialakuldsaban szamos fehérje részt vesz, azonban kulcsfontossagu szerepet jatszik ezekben a
Iépésekben az LC3-1 és LC3-11, amelyek az autofagoszoma kialakulasaért felelosek, valamint
a p62/SQSTML1 fehérje, mely megjeldli a lebontasra szant kargdt, és azokat céliranyosan az
autofagoszéma belsejébe iranyitja %L, Utolsé 1épésként az autofagoszoma egy lizoszéméval
egyesiil, 1étrehozva ezzel az autolizoszomat, ahol degradélodik a kargd a benne levd hidrolazok
(katepszinek, lipazok) segitségével 23, A fuzio kialakulasat az UVRAG-Vps34-beclinl PI3-
kinaz komplex és Rubicon-UVRAG-Vps34-beclinl PI3-kindz komplex reguldlja %4%°. A
résztvevo kulesfontossagu fehérjék, példaul Beclin-1, LC3-1-11 és p62/SQSTM1 monitorozasa

informdciot adhat a folyamat eldrehaladasarol.

Energiaszegény allapotban az autofagias folyamat indukcidja fontos szerepet jatszik a szivben.
Csokkent ATP szint esetén megné az AMPK expresszioja, amely indukalja az autofagiat. Ez a
folyamat szamos esetben, példaul karosodott mitokondrium és felborult energia balance,
éhezés vagy megndvekedett oxidativ stressz, jelentheti a talélést a kardiomiocitak szamara °°.
Természetesen csak abban az esetben, ha a folyamat teljes mértékben lejatszodik, azonban
vannak olyan patofiziologias folyamatok, amelyek karositjdk az autofagiat, s annak
szdmara. Az autofagia tovabbi fontossdgat mutatja az a tény, hogy az elvesztett kardiomiocitak
természetes potldsa egy nagyon lassu és ineffektiv folyamat, s6t a miocitdk tobbnyire nem

képesek regeneralodasra 6768,
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6. abra A makroautofagia Gtvonal 5 1épése (Szerkesztette Zilinyi Rita).

Az autofagia, az apoptézis és nekrozis

A tradiciondlis Clarke-féle, morfologiai kritériumok alapjan harom {6 sejtlebontd
mechanizmust kiilonboztethetlink meg: 1. apoptozis, II. nekrozis, I11. autofagia, s €z az utdbbi
folyamat egyben a legjelentdsebb sejten beliili stressz-valasz °. Az apoptézis gordg eredetii
sz0, melynek jelentése ’lehull’, a nekrozis a gordg necros szobol ered, melynek jelentése
“halott’. A harom folyamat koziil az apoptozis az ugynevezett aktiv sejthaldl forma, mig a
nekrozis a passziv formdja a sejthaldlnak, tehat energidt nem igényel. Az el6bbi olyan
sejtélettani reakcio, amely a citoprotektiv folyamatok legutolso, *ongyilkos’ stacidja, az utdbbi
pedig akkor figyelheté meg, amikor hirtelen az élettel 6sszeegyeztethetetlen koriilménynek van
kitéve a sejt, €s a sejtet érd hatasokra szinte mar ideje sincs reagalni. A két sejthalal forma
kozotti eltéréseket 1965-ben Trump és munkatarsai kezdték el vizsgalni, és irtak le az
ultrastruktiralis jellemzéket elektronmikroszkopos vizsgalataik utan 73, A két mechanizmus
kozotti legfobb kiilonbség morfologiai: a nekrotizald sejt intenziven duzzad, a sejtmembran
elveszti intaktsagat és barrier szerepét is, igy a beltartalom a kdrnyezetbe dramlik, mikdzben
sériilnek a sejtorganellumok is, végiil a lizis soran antigének keriilnek a kdrnyezetbe, amelyek
gyulladasos folyamatot inditanak el. Az apopto6zis soran pedig a sejtek zsugorodasa figyelhetd
meg, ugyanis elkezd gyengiilni a sejt-sejt kozotti kapcsolat. Az apoptozis, a nekrozissal

szemben, szoveti protektiv jellegli, ugyanis a sejt végig intakt membrannal rendelkez6 részekre
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esik, melyeket az erre specializalodott sejtek bekebeleznek és lebontjak, de a beltartalom védve
van, igy az apoptozis soran gyulladas nem indukalodik ™.

Az autofagia felelOs a sejten beliil a kiilonb6z6 organellumok ¢€s fehérjék lebontasanak és ujra
hasznositasanak kontrollaldsaért. Az autofagiat részletesebben Az autofagia szerepe a
kardiovaszkularis rendszerben c. fejezetben keriil kifejezésre. Az apoptdzis fiziologias
koriilmények kozott a cellularis turnover egyensuly fenntartdsdhoz sziikséges, biztositja a
folyamatos megtjulast, az osztodas/sejthalal ciklus szabalyozasahoz nélkiilozhetetlen folyamat.
Szerepe van az abnormalis, nem megfelelden differencialddott, valamint feleslegben 1évoé nem-
funkcionald sejtek eltavolitasaban is. Az apoptdzis indukalasaban a szigoruan kontrollalt
kaszpaz-csalad kaszkadszer(i aktivalodasa jatszik alapvetd szerepet. A szo eredete funkcidjara
is utal egyben: cysteinyl aspartate specific protease: caspase. A kaszpazok minden é16 sejtben,
ugynevezett eldalakként, prokaszpazként termelddnek, melyek proteolitikus hasitassal keriilnek
aktiv formaba. Emldsokben eddig 14 kaszpazt azonositottak, ebbdl emberben 11 taldlhaté meg.
Funkciojuk alapjan két tipust kiillonboztetiink meg: citokin aktivator gyulladasos kaszpazok,
illetve sejthalal-apoptotikus kaszpazok "®. Az utébbi csoportba tartozik a kutatdcsoportunk
altal is vizsgalt kaszpaz-3 fehérje. Az apoptdzis utvonal aktivalasanak legismertebb titvonala a
kéarosodott és stressznek kitett sejtek esetében a mitokondriumbol kiinduld forma. A sériilt
sejtek mitokondriuménak kiils6 membranrepedését kovetden a citokrom-c a citoplazmaba
keriil, ahol kotddni fog az Apaf-1 adaptorfehérjéhez, s aktivalni fogja azt, majd ehhez a
komplexhez kapcsolodik a prokaszpaz-9, s aktivalodasa utan beindul a kaszpaz-csalad
kaszkadszer(i aktivalodasa. Ez az Gtvonal az apoptodzis intrinzik Gtvonala, azonban 1étezik egy
extrinzik utvonal is, ahol a kaszpaz csalad aktivalodasa a prokaszpaz-8 aktivalasan keresztiil
torténik, amely altalaban a killer limfocitak altal prezentalt Fas-ligand kotodése a célsejtek
felszinén taldlhatd halélreceptorhoz, a Fas-hoz fog kotddni. Mindkét Utvonal végil a

prokaszpaz-3 aktivalasan keresztiil fejezi be a sejthalal folyamatat '/

. Normal koriilmények
kozott az autofagia blokkolja az apoptozist, azonban ha megvaltozik a sejt fiziologias allapota
az autofagia apoptozist vagy nekrozist indukalhat ', Ez a jelenség akkor figyelheté meg, ha a
sejt olyan megvaltozott koriilménynek van kitéve, mint példaul az oxidativ stressz, és az
autofagia mar nem képes ehhez adaptalodni és ezzel megbirkozni "%, Az autofagia elsd sorban
ugy blokkolja az apopto6zis folyamatat, és probalja védeni a sejtet a sejthalallal szemben, hogy
szelektiven csokkenti a pro-apoptotikus fehérjék termelédését. Az egyik ilyen kulcsfontossagu
fehérje ebben a folyamatban a kaszpaz-8, amelynek indukciéjat késlelteti az autofagia 8182,

Azonban, amikor az autofagia diszregulalodik és nem tud a folyamat végbemenni, példaul ha
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stressz-medialta citoprotektiv autofagia folyamata sériil, az apotdzis és/vagy nekrozis

aktivalodasahoz fog vezetni 8384,

I I N —

»
>

Magas A sejt talélésének valoszinlisége Alacsony

7. abra A sejt tulélésének valdszinlisége a kiillonbozd tulélési- és haldlozasi utvonalak
aktivalodasat kovetden (szerkesztette Zilinyi Rita).
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Célkitiizések

Kutatocsoportunk célul tizte ki egyrészt az autofagia szerepének vizsgdlatait DOX-indukalta
kardiotoxicitdsban, ahol, mint kiegészitd terapiaként metformint adagoltunk. A legujabb
tanulmanyokban arrdl olvashatunk, hogy a MET szamos esetben kardioprotektiv hatéssal bir.
Az irodalomban korabban mar leirtak, hogy a MET az AMPK utvonalon keresztiil indukalni
képes az autofagiat, azonban azt még nem irtak le mindeddig, hogy a DOX egyiittesen adagolva
hogyan befolyasolja az autofagia folyamatat. Tovabbi kisérleteinkben pedig a kiilonb6zo
dozisban alkalmazott ISO dozisfiiggd szivkarositdo hatdsait, és a folyamatban résztvevo,
kiilonboz6 talélési és halalozasi ttvonalak (apoptozis, nekrozis és autofagia), és azok
kapcsolatat vizsgaltuk. A tanszéken korabban végzett ex vivo kisérletekbdl azt mar tudjuk,
hogy az 1SO dozisfiiggd toxicitast mutat, azonban a molekuldris utvonalak, s azok pontos

szerepe nem teljesen tisztazott a B-receptorokra gyakorolt hatasa folyaman.
Osszefoglalva célunk volt:

1. Kisérleti protokoll bedllitdisa a DOX-indukélta kardiotoxicitdas és a MET protektiv
szerepének vizsgalatara.

2. Az autofagia szerepének felderitése DOX és MET egyiittes adagolasanal.

3. Az ISO dozisfiiggo toxicitdsanak alatdmasztasa.

4. A kiilonbozé sejthalalozasi Gtvonalak (apoptozis, nekrozis) vizsgalata ISO-indukalta
szivizomkarosodéasban.

5. Az autofagia, apoptozis és nekrdzis kapcsolatanak vizsgélata kiilonboz6 dozisa ISO

kezelést kovetOen.
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Anyagok és modszerek |: Doxorubicin-indukalta kardiotoxicitas

I/1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran néstény (250-300 g) Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk (Charles
River Laboratories, Sulzfeld, Németorszag). Minden allat esetében a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag iranyelveit tartottuk szem elétt a vonatkozé Eurépai Unids-
¢s a ,,Principles of Laboratory Animal Care ” valamint a ,,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” eldirasaival (NIH 85-23, revised 1996) 6sszhangban. Az allatoknak ad

libidum (szabad hozzaférés) volt standard ragcsalotaphoz és vizhez.

1/2. A Kkisérleteinkben felhasznalt anyagok

Doxorubicin (Doxorubicin-Teva 2 mg/ml)

« HCI

Hie™ ™ NH,
OH

Adriamycin, Doxil
C27H29NO11
M= 579,986 g/mol
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Metformin (Meforal 1000 mg)

NH NH «HCl
J\N)J\N,CH3

HoN
* H

|

CH;
1,1-Dimethylbiguanide hydrochloride
C4H11Ns

M= 165,628 g/mol

1/3. Kisérleti elrendezés

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

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

Az éllatok kezelése 2 hétig tartott. A DOX kumulativ dézisa 18 mg/kg volt. Elozetes irodalmi
adatok alapjan ennél a dézisnal mar megfigyelhetéek a kardiotoxicitas jelei. Kisérleteink
kezdeti szakaszan az els6 megvalasztott dozis a MET esetében 500 mg/kg volt. A két hetes
kezelés végén a MET csoportban az allatok nagy része elhalalozott, ezért boncolast végeztiink.
A hasiireg felnyitasat kovetden észrevettiik, hogy az allatok gyomorfalan nagymértékii bevérzés
lathatd, ezen kiviil pedig nagy mennyiségli, felszivodatlan MET volt felhalmozodva. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a megvalasztott MET napi dozis és térfogat olyan nagymértékii volt,
hogy képtelen volt a kisérleti allatban a MET felszivodni. Valdszintisithetd, hogy a MET
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dozisfiiggé protektiv  hatdssal rendelkezik: egy 2015-ben megjelent publikacidban
Kobashigawa ¢és munkatarsai arrdl szdmoltak be, hogy egy alacsonyabb do6zisban alkalmazott
MET kezelés kardioprotektiv hatassal volt H9c2 sejtvonalon DOX-indukalt kardiotoxicitassal
szemben, azonban ez a hatds mar nem érvényesiilt egy magasabb dozisi MET kezelésnél.
Eredményeik azt mutattdk, hogy ez a hatas annak koszonhetd, hogy a MET doézisfiiggd mddon
szupresszalja a PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) expresszijat . Ezt kdvetden
egy alacsonyabb, 100 mg/kg dozissal kezdtiik meg a két hetes kezelést. Ekkor a kezelést
kovetden mar nem volt a MET csoportban elhalédlozéas. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk,
hogy a kivalaszott d6zis elegendd volt-e ahhoz, hogy indukalja az AMPK utvonalat, Western
blot analizissel néztiik az AMPK fehérje expresszid szintjét, azonban a kontroll csoport
értékeihez képest nem tapasztaltunk valtozast. Ekkor dontottiink ugy, hogy emeljiik a MET
dozisat 250 mg/kg-ra, ahol a két hetes kezelést kovetden ismét Western blot analizissel
megvizsgaltuk az AMPK fehérje expresszidjat, ahol mar a MET csoportban szignifikdnsan

magasabb értéket kaptunk a kontroll csoporthoz hasonlitva.
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8. abra Sprague-Dawley ndstény patkany hastirege a két hetes MET kezelést kovet6en, ahol az
alkalmazott dozis 500 mg/kg volt (a képeket készitette Zilinyi Rita).

Fiz.s0, viz ‘ ‘ Kontroll ‘ n=18
6X3 mg'kg DOX DOX
2 hetes kezelés,

6X3 mg/kg DOX+ 250 DOX4+MET intraperitonedlisan és gavazsolva

mg'kg MET

250mg/kg MET MET =19
B 5 perc 10 perc

J )
[
Perfuzio Dolgozé mod ———  Szivfunkcios paraméterek
/ \ Szérum biomarkerek
Western blot analizis Lipidperoxidacids assay
Szévettan

9. abra A DOX ¢s MET kezelési protokoll sematikus adbraja (A), és a kezelést kovetden végzett

mérések Osszefoglalo abraja (B) (készitette Zilinyi Rita).

1/4. Szérum biomarkerek meghatarozasa

A két hetes kezelést kovetden az allatokat mély anesztézia ala helyeztiik 60 mg/kg-os dozist
Euthanimal-oldattal, amely 400 mg/ml pentobarbital-natriumot tartalmaz (Alfasan Nederland

BV, Kuipersweg 9, Woerden), majd a vena jugularisbol vért vettiink a szérum biomarkerek
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meghatarozasa céljabol. A méréseket a Labor Medicina Intézetben végezték mind a két
kisérletsorozat esetében.
A meghatarozott paraméterek a kovetkezdk voltak:

e Troponin T (TrT)

e Laktat-dehidrogenaz (LDH)

e Kreatin-kinaz MB izotipus (CK-MB)

A Troponin T 3 izoformajat tudjuk megkiilonboztetni, melybdl két izoforma a vazizmokban
expresszalodik, mig a 3. izoforma (kardialis TrT) specifikusan és kizardlag a szivizomban
talalhato meg %. A kardialis TrT 6%-a a citoszolban szabadon, a tobbi pedig a vékony
filamentumokba épiilve talalhato. A sejtvazhoz kotott molekuldk tartésan fennallo, stlyos
filamentum szétesés soran jon létre. Az 1980-as évek végén kezdték a cTrT-t és cTrl-t
alkalmazni, mint a kardialis karosodasokat specifikusan jelzé markereket 8. Mivel kizarolag a
szivizomban fordulnak eld, ezért teszi alkalmassa a szérumbdl mérve a szivben torténd
karosodasok, mint az akut miokardialis infarktus, vagy kemoterapia kovetkeztében kialakuld
kardiotoxicitds diagnosztizalasat 888°. 2010 marciusatol a Debreceni Klinikai Biokémiai és
Molekularis Patologiai Intézet (KBMPI) Immunkémia Részlege a miokardialis iszkémia
diagnosztikdjaban eddig hasznalt kardialis troponin I mérése helyett a kardialis troponin T
mérésére tért at.

A laktat-dehidrogenaz (LDH), vagy mas néven tejsav-dehidrogenaz a tejsav-piroszélésav
atalakulast katalizalja és Ot izotipusat kiilonboztetjiik meg. A tetramer LDH molekula kétféle
monomerbdl épiilhet fel. A két alegységet M (muscle = izom tipusu) és H (heart = sziv tipusu)
bettivel jeloljiik, melyekbdl 6t féle izotipus épiilhet fel: LDH-1 = LDH (H4) LDH-2 = LDH
(H3M) LDH-3 = LDH (H2M2) LDH-4 = LDH (HM3) LDH-5 = LDH (M4). Ezen
izoenzimek koziil az LHD-1 és LDH-2 fordul el6 a szivben. Az enzimaktivitds meghatarozasa
egyéb mas enzimekkel (példaul kreatin-kinaz) egyiitt a klinikai orvosdiagnosztikaban széles
korben alkalmazott modszer, a szOvetszéteséssel vagy membran permeabilitds valtozassal
egylitt jaro korképek jellemzésére. Akut miokardidlis infarktus esetén az LDH aktivités
emelkedés mértéke ardnyos a szivizom-karosodas mértékével. Azonban fontos megemliteni,
hogy az emelkedett LDH szintet szamos mas betegségekben is tapasztalni lehet, mint példaul
majbetegségek, anémiak és tumorok esetében .

A kreatin-kindz (CK) enzim az ATP-ADP atalakulast katalizalja, mikozben a kreatinbol
kreatin-fosztfat keletkezik. A kreatin-kinaz M (muscle = izom tipus), és B (brain = agyi tipust)

alegységekbdl felépiilé dimer. Harom izoenzim tipusat kiilonboztetjiik meg, s az egyes CK
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izoenzimek specifikusak az egyes szovetekre: a CK-MM az izomra, a CK-BB az agyra, mig az
un. hibrid forma CK-MB a szivre jellemzd. Szivizom karosodas esetén nagy mértékben megnd
ennek szintje. Az infarktus valdsziniisége magas, amennyiben a szérumbol mért kreatin-kinaz
aktivitas 6-25%-at a CK-MB aktivitas adja, infarktust kovetden gyors €s hatarozott emelkedése

vérhat6 499192,

1/5. 1zolalt dolgozo sziv preparatum

A vérvételt kovetden az allatok heparin injekciot (Heparibene-Na 25000 NE oldatos injekcio,
Teva Gyogyszergyar Zrt.) kaptak véralvadas gatlas céljabol, majd torakotomiat végeztiink és
izolaltuk a sziveket, melyeket kaniilok segitségével a ,,dolgozo” szivizolacios késziilékhez
rogzitettiink az aortan és a vena pulmonalison keresztiil.
A sziveket modositott Krebs-Henseleit (118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,7 mM CaClz, 25 mM
NaHCO3, 0,36 MM KH2POg4, 1,2 MM MgSOs4, 10 mM gliikoz ) oldattal perfundaltattuk 5 percen
keresztiil 100 vizcentiméteres nyomas mellett, hogy a vaszkulaturdbol kimossuk a vért.
Ezt kovetden dolgozémodba kapcesoltuk a késziiléket és 10 percig perfundaltattuk a sziveket.
Ilyenkor az oldat a bal pitvarbdl a bal kamraba aramlik, innen pedig a sziv sajat munkajaval
pumpalja ki 17 vizcentiméteres nyomassal szemben %%, Ezutan hataroztuk meg a szivfunkcios
paramétereket, melyek a kovetkezOk voltak:

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

e koronaria-ataramlas (CF): a koronariakon ataramlo folyadék gytijtése 1 percen at

e szivfrekvencia (HR): beépitett nyomasérzékeldvel

e aortanyomads (AoP): beépitett nyomasérzékeldvel

e perctérfogat (CO): aorta atdramlas + koronaria ataramlas

e verdtérfogat (SV): perctérfogat / szivirekvencia hanyadosa

A sziveket -80 °C-on taroltuk a molekularis bioldgiai mérések elkezdéséig.
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10. abra ,,Dolgoz6” szivizolacios késziilék, melyre a szivet kaniilaltuk az aorta és vena

pulmonalison keresztiil.

1/6. Miofibrillumok vastagsaganak meghatarozasa

A szivfunkcids paraméterek regisztralasat kovetden a sziv egy részét (bal kamra) tovabbi
molekularis biologiai vizsgalatokra taroltuk, mig a sziv apikalis részét 4%-o0s pufferolt
formalinban fixaltuk szovettani vizsgdlathoz. A paraffinba agyazott 4 um vastagsagu
keresztmetszeteket Masson’s trikrom (Trichrome Stain Kit, Abcam) festékkel festettiik meg,
ahol az analin kék oldat a kollagént, a fukszin-sav az izomrostokat, a hematoxilin a sejtmagokat
festette meg. Els6 1épésként a metszeteket deparaffinaltuk 2x5 percig xylolban, majd 5-5 percig
leszalld agu alkohol sorozatban inkubaltuk, végiil desztillalt vizzel atoblitettiik. Ezt kdvetden a
metszetek készen élltak a festésre: 5 percig Weigert’s Iron Hematoxylinnal, 15 percig Biebrich
Scarlet Acid Fuchsinnal, Analine Blue-val 10 percig inkubaltuk. Végiil dehidrataltuk felszalld
agu alkohol sorozatban, majd moviolt alkalmazva fedtiik azokat. A metszeteket Olympus CX-
31 tipusu mikroszkdp alatt vizsgaltuk, ¢s Olympus DP74 tipusu kameraval készitettiink képeket
4x (scale bar 1000 um) és 40x (scale bar 40 um) nagyitdsban. Az eredmények kiértékelését,
melynek sordn a rozsaszines pirosra fest6dott miofibrullumok vastagsagat hataroztdk meg a

kiilonb6z6 csoportokban, a Debreceni Egyetem Anatomiai Intézete végezte.
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I/7. Lipidperoxidacios assay

A DOX-okozta lipidperoxidaciéo mértékének meghatarozasahoz végeztiik el a malondialdehid
(MDA) szint mérését a szivszovetbdl. A lipidperoxidacié soran képzodé MDA szintje aranyos
a lipidperoxidacié mértékével. A mérést a kdvetkezoképpen kiviteleztiik: a szivszdveteket
homogenizaltuk, majd centrifugaltuk 13000 rpm fordulatszamon 10 percig, majd a feliiliszot
egy uj Eppendorff csébe pipettaztuk. Parhuzamosan pedig elkészitettilk az MDA standardsort
(4, 8, 12, 16, 20 nmol MDA), majd minden mintahoz és standardhoz tiobarbituratsav (TBA)
oldatot adtunk ¢és 60 percig inkubaltuk 95 °C-on. Ezt kovetden 200 pl-t pipettdztunk minden
mintabol egy 96-lyukt mikrolemezre. Az MDA ¢és a rendszerhez hozzaadott TBA egy szines
komplexet képez, mely 532 nm-en abszorpcidos maximummal rendelkezik. A szin intenzitasa

crer

kalibracios gorbe alapjan a kdvetkezd képlettel tortént:

SalSyxD=C
Sa: MDA mennyisége (nmol) az ismeretlen mintaban kalibracids gorbe alapjan
Sv: minta mennyisége (ul)
D: dilucids faktor

C: MDA koncentracid a mintaban

1/8. Fehérje izolalas és \Western blot

A szivszovet bal kamrajat (300 mg) eldszor homogenizalo oldat (Tris 25 mM, NaCl 25 mM,
Na-ortovanadat 1 mM, NaF 10 mM, Na-pirofoszfat 10 mM, okadansav 10 nM, EDTA 0.5 mM,
PMSF 1 mM, 1x proteaz inhibitor koktél, komponensek: Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) és
egy elektromos diszpergalo eszkoz (T 10 basic Ultra-Turrax, IKA, Németorszag) segitségével
homogenizaltuk. Ezt kdvetden 2000 rpm fordulatszammal centrifugéltuk a mintakat 10 percen
keresztiil 4 °C-on, melynek soran a nuklearis frakci6 iilepedett le. A feliiluszot 0ij Eppendorff
csObe pipettaztuk, melyet 10000 rpm fordulatszamon centrifugaltunk 20 percig, szintén 4 °C-
on. A kinyert citoszolikus frakciokat ismét uj Eppendorff csovekbe pipettaztuk, majd
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). 96 lyukt mikrolemezre pipettaztuk a mintakat
20x higitasban, majd 180 pul BCA reagenst adtunk hozza, amely az A és B komponenseket 50:1
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crer

kiindulo, felez6 higitasu standard sort. Ezt kovetéen 30 perc inkubalds kovetkezett 37 °C-on,
amikor a fehérjék altal redukalt rézionokkal reakcioba Iépett a BCA reagens, lila szinii
komplexet képezve. Az abszorbanciat 562 nm-en mértiik a FluoSTAR OPTIMA program
segitségével. Majd meghataroztuk a mintak fehérjetartalmat a standardsor kalibracios gorbéje
alapjan ¢és Excel program segitségével az egyes mintakbdl bemérendd térfogatokat, hogy
minden mintdbol azonos, 75 pg fehérje keriiljon bemérésre a Western blot analizishez. A
mintakhoz 25 pl Laemmli-puffert adtunk és 10 percig inkubaltuk 98 °C-on.

A fehérjék elektroforézisét 12%-0s Stain Free, 0,75 mm vastagsagli poliakrilamid gélen
végeztiik. (Acrylamide Kit, Bio-Rad, California, USA). A megszilardult gélre 75 ug fehérjét és
elofestett protein standardet pipettdztunk, majd 115 V fesziiltség mellett végeztiik a fehérjék
méret szerinti elvalasztasat. Ezt kovetéen elektroforetikusan transzferaltuk a fehérjéket PVDF
membranra (Bio-Rad, California, USA) transzfer késziilék (Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell, BioRad Laboratories Ltd.) segitségével 100 V fesziiltség mellett. Ezutan a
membran aspecifikus kotohelyeit blokkoltuk 7%-os (m/V%) zsirszegény tejporral 1 o6ran
keresztiil, majd mostuk a membrant TBST oldattal (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 3 g Tris, desztillalt
viz, Tween 20, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A primer antitesteket (Cell Signaling
Technology, Massachusetts, USA) TBST oldatban higitottuk 1:1000 aranyban, s a membrant
egy €jszakan at inkubaltuk 4 °C-on. Masnap eltavolitottuk a primer antitestet és a membrant
mostuk 3x10 percig TBST oldattal, majd a szekunder antitestet, amely HRP-jelzett antitest
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) TBST-vel higitottuk 1:3000 aranyban, és 1,5 oéran at
szobahdmérsékleten inkubaltuk a membrant. Ezt kdvetden ismét TBST oldattal 3x10 percig
mostuk a membrant. Kemilumineszcens eléhivast alkalmaztunk (ECL substrate: Bio-Rad,
California, USA), melynek alapja, hogy a szekunder antitest egy torma-peroxidaz nevii
enzimmel van jeldlve. Az elohivo folyadékban 1évé szubsztrat, a luminol hidrogén-peroxid
jelenlétében gerjesztddik, fotont bocsat ki. Ezt a folyamatot a ChemiDoc Touch Imaging
System késziilék segitségével detektaltuk. Ezt kovetden a késziilék segitségével befotozott
membranokat az Image Lab Software 5.2.1 hasznélatdval Az altalunk meghatarozni kivant
fehérje relativ expresszid szintjét az egyes mintdk Osszfehérje tartalméra standardizélva
hataroztuk meg.

Western blot analizissel meghatarozott fehérjék a kovetkezdek voltak: pAMPK, AMPK,
Beclin-1, LC3B-Il, p62.
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1/9. Statisztika

A kapott nyers adatokat az atlag + SEM értékkel jellemeztiik. Az egyes csoportok kozotti
eltérést az egy-pontos ANOVA-teszttel értékeltiik, ezt kovetden a Tukey-féle poszttesztet is
elvégeztiik a Graph Pad Prism 5 szoftver (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA)
segitségével. A p < 0,05 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.

34



Anyagok és médszerek I1: Isoproterenol-indukalta kardiotoxicitas

11/1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran him (350-400 g) Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Németorszag). Minden allat esetében a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsag iranyelveit tartottuk szem elStt a vonatkozé Eurdpai Unids-és a
»Principles of Laboratory Animal Care ” valamint a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” el6irasaival (NIH 85-23, revised 1996) Osszhangban. Az allatoknak ad libidum

(szabad hozzaférés) volt standard ragcsalotaphoz és vizhez.

11/2. A Kisérleteinkben felhasznalt anyag

Isoproterenol
OH

H
HO:Q)\/NY
HO

HCI

Izoprenalin-hidroklorid
C11H1sCINO3
M=247,719 g / mol
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11/3. Kisérleti elrendezés

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

1. KONTROLL

e fiziologias sooldat i.p.
2. 1SO 0,005

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

e 0,05 mg/kg isoproterenol i.p.
4, 1SO0,5

e 0,5 mg/kg isoproterenol i.p.
5. ISO5

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

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

Az allatok egyszeri ISO kezelésben részesiiltek, ezt kovetden 24 ora elteltével az dllatokat mély
anesztézia ald helyeztiik. Az altalunk kivalasztott ISO dézisokat a tanszékiinkon végzett
elézetes allatkisérletek alapjan valasztottuk. Téosaki és munkatarsai izolalt sziven vizsgaltdk a

kiilonbozé dozishan alkalmazott 1ISO proarritmikus hatésat .
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Fiz.56, viz ‘ Kontroll ‘

0,005 mg/kg ISO

IS0 0.005

0.05 mg/kg ISO 1SO 0,05 n=25

24 éras kezelés,

0.5 mg/kg ISO 1S0 0,5 =31 intraperitonealisan
5.0 mg/kg ISO ISO5 n=34
50,0 mg/kg ISO ISO 50 =41 -
B 5 perc 10 Terc
\
Perflizid Dolgozé méd —————  Halalozasirata
/ \.\‘ Szérum biomarkerek

Western blot analizis TTC fostés

TUNEL assay

11. abra A kiilonb6zd dozisu ISO kezelési protokoll sematikus dbrdja (A), és a kezelést

kovetden végzett mérések dsszefoglald abraja (B) (készitette Zilinyi Rita).

11/4. Szérum biomarkerek meghatarozasa

A 24 oras kezelést kovetden az allatokat mély anesztézia ala helyeztik 60 mg/kg-os dozisu
Euthanimal-oldattal, amely 400 mg/ml pentobarbital-natriumot tartalmaz (Alfasan Nederland
BV, Kuipersweg 9, Woerden), majd a vena jugularisbol vért vettiink a szérumparaméterek
meghatarozasa céljabol. A méréseket a Labor Medicina Intézet végezte mind a két kisérlet
esetében.
A meghatéarozott paraméterek a kovetkezok voltak:

e Troponin T (TrT)

e [Laktat-dehidrogenaz (LDH)

e Kreatin-kinaz MB izotipus (CK-MB)
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I1/5. 1zolalt dolgozoé sziv preparatum és infarktusos teriilet meghatarozasa

Az izolalt dolgozd sziv preparatum protokoll pontos leirdsa az elézd fejezetben talalhato:
Anyagok és mddszerek I: Doxorubicin-indukalta kardiotoxicitas, II1/5. alfejezet.

A 10 perces dolgozémddot kovetéen 30 ml 1%-0s trifenil-tetrazolium-klorid (Na;HPO4,
NaH2PO4, TTC, komponensek: Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) oldatot injektaltunk a szivbe
az aortakaniil mellékagan keresztiil, majd -80 °C-on taroltuk az analizis elvégzéséig. Az apiko-
bazalis tengelyre merdlegesen koriilbeliill 1 mm vastagsaglira szeleteltik a mintakat,
beszkenneltiik, majd egyenként lemértiik a szivszeletek tomegét. Ezt kovetden Imagel
szoftverrel kielemeztiik a digitalis képeket, melynek sordn pixelszdmot tarsitottunk a szeletek
tomegéhez, majd kijeldlve az infarktusos teriileteket aranyosan kiszamoltuk az infarktusos
szivszovet tomegét. Ezutan Osszesitettliik a szeletekbdl kapott eredményeket: a szivet érintd

infarktus méretét a teljes szivtomeg és az infarktusos szivtomeg hanyadosaként kaptuk meg
97,98

11/6. Apoptozis mértékének meghatarozasa

Az apoptdzis detektalasdhoz TUNEL assayt hasznaltunk (terminalis dezoxinukleotidil
transzferdz (TdT) jel6ld teszt), melynek soran jeldlni tudjuk a szabad 3’-OH terminalt
modositott nukleotidokkal enzimatikus reakcioban (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR,
fluorescein-labeled cell markers, Roche, Mannheim, Germany). A terminalis dezoxinukleotidil
transzferaz (TdT) katalizélja a dezoxiribonukleotidok templét-fiiggetlen polimerizaciojat az
egy-vagy duplaszala DNS 3’ végéhez. A sziv apikalis részét 4%-0s pufferolt formalinban
fixaltuk 24 oran keresztiil szovettani vizsgalathoz. A paraffinba dgyazott 4,5 um vastagsagu
keresztmetszeteket xylolban és acetonban deparaffinaltuk, majd 70%-0s alkoholban és vizben
rehidrataltuk azokat. Ezt kovetden 6 percig inkubaltuk forrasban levd citrat (pH 6.0) pufferben,
majd szobahémérsékletre hiitottiik 10 percen keresztiil, és 2 alkalommal mostuk 5 percen
keresztiil PBS (phosphate-buffer salin, pH 7.4) pufferben. Végiil a metszeteket 37 °C-on, 1 6ran
keresztiil inkubaltuk TdT-vel, mostuk azokat még 2 alkalommal, majd annak érdekében, hogy
detektalni tudjuk a nukleotidokat, DAPI festéket alkalmaztunk (4',6-diamidino-2-
mostuk a metszeteket PBS pufferben, majd szaritas utan moviol segitségével lefedtiik azokat.
Ezt kovetéen fluoreszcens mikroszkdp (Zeiss Axioscope Al microscope with HBO100

illuminator (Zeiss, Jena, Germany) ala helyeztiik a metszeteket. A piros és kék fluoreszenciat
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detektald csatorndkat Osszefliiztik (ZEN 2012 software, Zeiss, Jena, Germany), ¢és ahol
megjelent mindkettd szin az TUNEL pozitiv, ahol csak kék szint detektaltunk az TUNEL
negativ sejtmag. A DNS toredezés mértéke az egyes mintakban a TdT-pozitiv sejtmag / Gsszes

sejtmag aranyaként lett meghatarozva.

I1/7. Fehérje izolalas és Western blot

A szivszovet bal kamrajabol torténd fehérje izolalas és a Western blot analizis az el6z6 kisérlet
Anyagok és médszerek 1/8. alfejezetében pontosan leirt protokoll alapjan tortént. Western blot
analizissel meghatarozott fehérjék a kovetkezbéek voltak: pro-kaszpaz-3, Beclin-1, LC3B-II,
p62.

11/8. Statisztika

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

I1/1. A doxorubicin és metformin hatasa a szivfunkciora

A két hetes kezelés hatasara az aorta ataramlas esetében szignifikans csokkenést tapasztaltunk
a DOX csoportban a kontroll értékeihez képest, mig a DOX+MET csoportban szignifikansan
magasabb értéket kaptunk a DOX csoporthoz viszonyitva (12. abra A). A szivfunkcids
paraméterek koziil, a koronaria atdramlds, szivfrekvencia és aorta nyomads értékeit tekintve
szignifikans valtozast nem tapasztaltunk, azonban ezen paraméterek esetében elmondhato,
hogy a DOX csoportban enyhe csokkenés lathato a kontroll csoporthoz képest (12. abra B,C,D).
A verétérfogat €s perctérfogat esetében is elmondhat6, hogy a DOX csoportban szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk, mig a verdtérfogat esetében enyhe mértéki, a perctérfogat esetében

szignifikans javulast tapasztaltunk (12. abra E,F)

A Aorta ataramlas B Koronaria atiramlas
50 - o # 25
40 20
] ) T
; =
= 30 A Z 15 4
£ £
= 20 A E 10 -
10 1 5
0 0
Kontroll DOX DOX+MET MET Kontroll DOX DOX+MET MET
C Aorta nyomas D Szivfrekvencia
100 1 350 -

Hgmm
iités/perc
~
=)
S

80 1 300 1 —
250 4

60 A : 1

40 - Z 150 -

20 - 100 +
50 -

0 0

Kontroll DOX DOX+MET MET Kontroll DOX DOX+MET MET
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E Perctérfogat F Verdtérfogat
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12. abra A DOX és MET hatasa a szivfunkcios paraméterekre a két hetes kezelést kovetden,
ahol ,,dolgozdsziv” késziilékre helyeztiik az izolalt sziveket, majd rogzitettiik az aorta 4tdramlas
(A), koronaria ataramlas (B), aorta nyomas (C), szivfrekvencia (D), perctérfogat (E),
ver6térfogat (F) értékeit. Az eredményeket a kozépérték + a mintak6zép hibajaként (SEM)
adtuk meg. A csoportok kozotti eltéréseket egypontos variancia analizissel (ANOVA)
végeztiik, melyet a Tukey teszt kovetett. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ett6l kisebb
értekeket tekintettiink. * szignifikdns kiilonbség DOX és kontroll csoport kozott, **
szignifikans eltérés DOX és DOX+MET csoport k6zott, # szignifikdns kiilonbség DOX és MET

csoport kozott.

1/2. A doxorubicin és metformin hatasa a szérum biomarkerekre

A két hetes kezelést kovetden a szérum biomarkerek meghatarozasdhoz a vena jugularisbol vért
vettiink. A szivizom karosodast jol jelz6 markerek, a LDH és CK-MB izotipus a DOX
csoportban jelentdsen emelkedett volt, mig ezek az értékek a MET Kiegészitd kezelés hatasara
alacsonyabb szinten maradtak (13. abra A,B). A Troponin T kizarolag kardialis izoformak
részét képezi, igy a vérkeringésbdl mérheté Troponin T szivizom karosodara utal. A DOX
csoportban mar a két hetes kezelést kovetden szignifikdnsan emelkedett mennyiségben volt
jelen a vérben a kontrollhoz viszonyitva, ezzel ellentétben a DOX+MET csoportban

szignifikansan alacsonyabb értéket mértiink a DOX csoporthoz képest (13. abra C).

41



A LDH B CK-MB

1600 - 1600 -
1400 -
1200 - 1200 4
1000 -

S 800 - S 800 -
600 A
400 - 400 -
200 A

0 0
Kontroll DOX DOX+MET MET Kontroll DOX DOX+MET  MET
C Troponin T

*
=30 1 '
)
= 50 A .
10 - ' #
o L[] -_
DOX

Kontroll DOX+MET MET

13. abra A DOX ¢és MET hatésa a szérum paraméterekre a két hetes kezelést kdvetden. A vena
jugularisbol vett vérb6l a laktat-dehidrogenaz (A), a kreatin-kinaz MB izotipus (B) és a
Troponin T (C) keriilt meghatarozasra. Az eredményeket a kozépérték + a mintakozép
hibajaként (SEM) adtuk meg. A csoportok kozotti eltéréseket egypontos variancia analizissel
(ANOVA) végeztiik, melyet a Tukey teszt kovetett. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ettdl
kisebb értékeket tekintettiink. * szignifikans kiilonbség DOX és kontroll csoport kozott, **
szignifikans eltérés DOX és DOX+MET csoport kdzott, # szignifikans kiilonbség DOX és MET

csoport kozott.

1/3. A doxorubicin és metformin hatasa a miofibrillumra

A Masson’s trikrém festés soran vizsgalni kivantuk a kollagén mennyiségét a szivszovetben. A
kollagén akkumulédlodas a szivizomban a fibrozis jele, azonban a két hetes kezelést kovetden
még nem tapasztaltunk fibrozisra utald jeleket. Azonban a DOX csoportban szignifikans
mértékben csokkent a kardiomiocitak szama a kontrollhoz képest, melyet a miofibrillumok
vastagsaga jol reprezental (14. abra B,b). A DOX+MET csoportban lathatjuk (14. abra D,d),
hogy a miofibrillumok vastagsdga szignifikansan vastagabb a DOX csoporthoz képest, st az

értékek megkdozelitik a kontroll csoport értékeit (14. dbra A,a).
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Kontroll DOX MET DOX+MET

Kontroll DOX MET DOX+MET

14. abra A DOX ¢és MET hatasa a miofibrillum vastagsagra a két hetes kezelést kovetden. A
csoportok kozotti eltéréseket egypontos variancia analizissel (ANOVA) végeztiik, melyet a
Tukey teszt kovetett. Az eredményeket a kdzépérték + a mintakdzép hibajaként (SEM) adtuk
meg. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ettdl kisebb értékeket tekintettiink. * szignifikans
kiilonbség DOX ¢és kontroll csoport kozott, ** szignifikans eltérés DOX és DOX+MET csoport
kozott, # szignifikans kiillonbség DOX és MET csoport kozott.
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1/4. A doxorubicin és metformin hatasa a lipidperoxidaciora

A MET kardioprotektiv hatdsdnak tovabbi igazoldsdhoz meghataroztuk a malondialdehid
(MDA) szintjét a szivszovetben. A két hetes kezelést kovetéen a DOX csoportban a
malondialdehid szintje, bar nem szignifikans modon, emelkedett volt a kontroll csoport
értékeihez képest, ezzel szemben a DOX+MET csoportban szignifikdnsabb alacsonyabb értéket
kaptunk a DOX csoport értékeihez hasonlitva (15. abra).
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15. abra A DOX ¢és MET hatasa a lipidperoxidaciora a két hetes kezelést kovetden. Az
eredményeket a kozépérték + a mintakdzép hibajaként (SEM) adtuk meg. A csoportok kozotti
eltéréseket egypontos variancia analizissel (ANOVA) végeztiik, melyet a Tukey teszt kovetett.
Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ettdl kisebb értékeket tekintettiink. ** szignifikdns
eltérés DOX és DOX+MET csoport kozott.

1/5. A doxorubicin és metformin hatasa az autofagias markerek expressziojara

A szivszdvetben zajlo makroautofagias Gitvonal vizsgalatahoz a sejtek energia homeosztazisaért
felelos és egyben autofagiat indukalé AMPK foszforildlt és nem foszforilalt fehérjét, az
autofagiat inicialo Beclin-1 fehérjét, az autofagoszoéma kialakulasaért felelés LC3B-II fehérjét,
valamint a lebontasra szant komponenseket megjelold és azokat az autofagoszoma belsejébe
iranyito p62 fehérjét vizsgaltuk. A pAMPK/AMPK esetében lathatjuk (16. abra A), hogy ennek

a szintje mind a MET, mind a DOX csoportban emelkedést mutatott, azonban meglepé modon
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a legmagasabb expresszios szintet a DOX+MET csoportban mértiik. A Beclin-1 fehérje (16.
abra B) szignifikdns emelkedést mutatott a MET csoportban a kontroll csoport értékeihez
viszonyitva, mig a DOX+MET csoportban csak enyhe emelkedést tapasztaltunk. Az LC3-II
(16. abra C) szignifikans csokkenést mutatott a DOX csoportban a kontroll csoporthoz
viszonyitva, mig a DOX+MET csoportban ez az érték szignifikansan emelkedett volt a sima
DOX csoporthoz képest. A p62 fehérje expresszio szintje (16. abra D) szignifikansan
emelkedett volt a DOX csoportban a kontroll értékeihez képest, mig a DOX+MET csoportban
ez az érték, bar nem szignifikans modon, alacsonyabb volt a DOX csoportban mért értékekhez

képest.
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16. abra A DOX ¢és MET hatasa az autofagids markerek expresszio szintjére a két hetes kezelést
kovetden. A szivszovetb6l western blot analizissel hataroztuk meg a pAMPK/AMPK (A),
Beclin-1 (B), LC3B-I1I (C), és p62 (D) szintjét. Az eredményeket a kozépérték + a mintakozép
hibajaként (SEM) adtuk meg. A csoportok kozotti eltéréseket egypontos variancia analizissel
(ANOVA) végeztiik, melyet a Tukey teszt kovetett. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ettdl
kisebb értékeket tekintettiink. * szignifikans kiilonbség DOX és kontroll csoport kozott, **
szignifikans eltérés DOX és DOX+MET csoport kozott, # szignifikans kiilonbség DOX és MET
csoport kozott, T szignifikans kiilonbség MET ¢és kontroll csoport kozott.
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Eredmények Il: Isoproterenol-indukalta kardiotoxicitas

11/1. Isoproterenol hatasa a tulélésre

Annak érdekében, hogy jobban szemléltessiik az ISO dozistiiggd toxicitasat, a kisérletekben
részt vevO életben maradt, és a kezelés kozben clhalalozott allatok szamat oszlopdiagram
formajaban prezentaltuk (17. abra). Lathato, hogy dozisfiiggd mdédon emelkedett az elhalalozott
allatok szama. A 0,5 mg/kg 1SO, 5,0 mg/kg ISO és 50,0 mg/kg ISO csoportban szignifikans
mértékli volt azoknak az allatoknak a szama, amelyek nem ¢élték tul a kezelést a kontroll

csoporthoz viszonyitva.
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17. abra A kiilonboz6 doézist ISO hatédsa a talélési aranyra (n=24-41). A csoportok kozotti
eltéréseket Chi? és Fisher’s teszttel végeztiik. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ettdl
kisebb értékeket tekintettiink. A *, ** ¢&s *** p<0,05, p<0,01, és p<0,001 értéket jelol a

kontroll csoport értékeihez hasonlitva.
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11/2. Isoproterenol hatasa a szérum biomarkerekre

Az ISO kezelést kovetden a szérum paraméterek meghatirozadsdhoz a vena jugularisbol vért
vettlink. A szivizom kérosodast specifikusan jelzé marker a kardidlis Troponin T, valamint a
LDH szignifikans emelkedést mutatott az 5 mg/kg ISO és 50 mg/kg ISO csoportban a kontroll
értékeihez viszonyitva (18. abra A,B), mig a CK-MB izotipus esetében az 50 mg/kg ISO
csoportban kaptunk szignifikans emelkedést a kontrollhoz képest (18. abra C).
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18. abra A kiilonb6z6 dozist ISO hatasa a szérum biomarkerekre. A vena jugularisbol vett
vérbél a Troponin T (A), a kreatin-kinaz MB izotipus (B) és az LDH (C) keriilt meghatarozasra
(n=24-41). Az eredményeket a kdzépérték + a mintakdzép hibajaként (SEM) adtuk meg. A
csoportok kozotti eltéréseket egypontos variancia analizissel (ANOVA) végeztiik, melyet a
Dunnett posztteszt kovetett. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ettdl kisebb értékeket
tekintettiink. A *, és *** p<0,05, és p<0,001 értéket jeldl a kontroll csoport értékeihez

hasonlitva.
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11/3. Isoproterenol és az infarktusos teriilet

A TTC festés soran meghataroztuk a sziv €16 és elhalt szovet aranyat a teljes szivszovetre nézve,
majd abrazoltuk szazalékosan a nekrozis mértékét. Eredményeink jol mutatjak, hogy
dozisfiiggé moédon emelkedett az infarktusos teriilet, az 5,0 mg/kg ISO és 50,0 mg/kg ISO
csoportban pedig szignifikans mértékii volt az elhalt szivszovet mennyisége a kontroll csoport

értékéhez viszonyitva (19. abra).
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19. abra A kiilonb6z6 dozisu ISO hatasa a nekrdzis mértékére (A), és a TTC festett szivszovet
reprezentativ abraja (B) (n=4-6/csoport). Az eredményeket a kozépérték + a mintakozép
hibajaként (SEM) adtuk meg. A csoportok kozotti eltéréseket egypontos variancia analizissel
(ANOVA) végeztiik, melyet a Dunnett posztteszt kovetett. Szignifikdns eltérésnek a p<0,05
vagy ettOl kisebb értékeket tekintettiink. A *, és *** p<0,05, és p<0,001 értéket jeldl a kontroll

csoport értékeihez hasonlitva.
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11/4. Isoproterenol és az apoptozis

A kardiomiocita apopt6zis mértékének meghatarozasahoz eldszor a DNS torést mértiik TUNEL
assay segitségével, amely jol jelzi az apoptdzis korai fazisat. Méréseink soran szignifikdnsan
emelkedett TdT pozitiv sejtmag (ami a DNS torés jele, és az apoptozis korai fazisaban mar
megjelenik) szamot kaptunk a 0,05 mg/kg 1SO, 0,5 mg/kg I1SO, 5,0 mg/kg ISO és az 50,0 mg/kg
ISO csoportban a kontroll csoport értékeihez viszonyitva (20. abra A). Az apoptdzis mértékének
tovabbi vizsgalatdhoz Western blot analizissel vizsgaltuk a kaszpaz-3 fehérje expresszid
szintjét a szivszovetben. A mérés soran szignifikdns mértékben emelkedett a kaszpaz-3
expresszidja az ISO 5,0 csoportban a kontroll értékeihez képest, azonban a legnagyobb dozisu,
50,0 mg/kg ISO csoport értékei alacsonyabbak voltak az 5,0 mg/kg ISO csoport értékeihez
képest (20. abra B).
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20. abra A kiilonb6z6 dozist 1SO hatdsa az apoptozisra. A DNS torés mértékének
meghatarozasahoz TUNEL assayt végeztiink el (A). Az apoptozis mértékét a TdT pozitiv
magok és Osszes sejtmagok aranya adja meg (n = 4/ csoport). Western blot analizissel a kaszpaz-
3 expresszio szintje is meghatarozasra keriilt (B). A TUNEL festésbdl szarmazo reprezentativ
immunfluoreszcens képek a szivszovetbdl (C), ahol a kék szin a sejtmagokat mutatja (DAPI
festés), a piros pedig a TdT+ sejtmagot jelzi. Scale bar: 20 pm. Az eredményeket a kdzépértek
+ a mintakozép hibajaként (SEM) adtuk meg. A csoportok kozotti eltéréseket egypontos

variancia analizissel (ANOVA) végeztiik, melyet a Dunnett posztteszt kovetett. Szignifikans
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eltérésnek a p<0,05 vagy ettdl kisebb értékeket tekintettiink. A * és **, p<0,05 és p<0,01,

értéket jelol a kontroll csoport értékeihez viszonyitva.

11/5. Isoproterenol és az autofagia

A szivszdvetben zajlo makroautofagias Gtvonal vizsgalatdhoz az autofagiat inicialo Beclin-1
fehérjét, az autofagoszoma kialakulasaért felelés LC3B-II fehérjét, valamint a lebontasra szant
komponenseket megjelolé és azokat az autofagoszoma belsejébe iranyitd p62 fehérjét
vizsgaltuk. A Beclin-1 esetében lathatjuk (21. abra A), hogy szinte minden ISO csoportban
szintje nem haladta meg a kontroll csoport értékeit, csak egy nagyon enyhe emelkedés 1athato,
azonban az 1SO 50,0 mg/kg csoportban szintje szignifikansan emelkedettebb volt a kontroll
csoport értékeihez képest. Az LC3B-II (21. abra B) dozisfiiggé modon emelkedett az egyes
csoportokban, azonban az I1SO 5,0 mg/kg, és ISO 50,0 mg/kg csoportban szintje szignifikans
emelkedést mutatott a kontroll csoport értékeihez képest. A p62 fehérje expresszio szintje (21.
abra C) ugyancsak dozisfiiggé modon emelkedett, az 1ISO 5,0 mg/kg, és ISO 50,0 mg/kg

csoportban szintje szignifikdns emelkedést mutatott a kontroll csoport értékeihez képest.
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21. abra A kiilonb6z6 dozist ISO hatéasa az autofagias markerek expresszio szintjére (n=7-12).
A szivszovetbl Western blot analizissel hataroztuk meg a Beclin-1 (A), LC3B-I1 (B), és p62
(C) szintjét. Az eredményeket a kozépérték + a mintakozép hibajaként (SEM) adtuk meg. A
csoportok kozotti eltéréseket egypontos variancia analizissel (ANOVA) végeztiik, melyet a
Dunnett posztteszt kovetett. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 vagy ett6l kisebb értékeket
tekintettiink. A *, ** ¢s *** p<0,05, p<0,01, és p<0,001 értéket jeldl a kontroll csoport

értékeihez viszonyitva
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Diszkusszié

|. Doxorubicin-indukalta kardiotoxicitas

A legfrissebb statisztikai adatok alapjan elmondhatd, hogy a sziv- és érrendszeri
megbetegedések kovetkeztében kialakuld haladlozasok globalis szinten vezetik a mortalitasi
statisztikat, annak ellenére, hogy a fejlodott orszagokban ez az utdbbi évtizedekben csokkenést
mutatott: koszonhetden egyrészt a modern gydgyszeres kezelésnek, masrészt a hatékony
prevenciods intézkedéseknek kdszonhetden. 2015-ben mintegy 17,9 millié ember vesztette életét
valamilyen kardiovaszkularis eredetli betegségben, s felmérések alapjan ez a szam 2030-ra 23-
24 milliora emelkedhet éves szinten vilagszerte. Az amerikai Heart Disease and Stroke
Statistics 2018-as kiadvanyaban sszegezte azokat a riziko faktorokat (6sszesen 7 tényezét),
amelyek nagyban hozza jarulnak a sziv- és érrendszeri betegségek kialakuldséban, s ezt 'Life’s
Simple 7°-nek nevezte el: dohanyzas, fizikai aktivitads hidnya, egészséges tapanyag bevitel
hianya, talstly/obezitas, magas koleszterinszint, diabétesz, valamint magas vérnyomas. A
kardiovaszkuléaris betegségek kezelésében egyre nagyobb szerepet jatszanak, és nagy
erofeszitések folynak a megfeleld prevencios stratégiak kialakitdsa és a rizikd faktorok
csokkentése iranyaba 1%, Legyen sz6 sziv- és érrendszeri, vagy barmilyen mas betegségrol,
napjainkban egyre nagyobb erdfeszitések folynak a prevencié iranyaba. Az alapkutatas célja a
kiilonb6z6 betegségek patomechanizmusanak pontos foltarasa, hiszen ez is hozzajarulhat a
védekezO stratégidk kialakitasdhoz, valamint a hatékonyabb terapidk kidolgozéasihoz.
Kisérleteink soran is olyan alapmechanizmusokat vizsgaltunk, amelyek még nem teljesen
tisztazottak, azonban ezen folyamatok pontosabb feltérképezése és megismerése a prevencio
részét képezhetik a késdbbiekben, vagy 0j tdmadasponta gyogyszeres terapia kifejlesztéséhez
nyGjthatnak segitséget. A doxorubicint, amelyet 1971-ben hoztak forgalomba, az egyik
leghatékonyabb antraciklin tipusti kemoterépids szerként tartottdk szamon, azonban néhany
éven beliil kideriilt, hogy kardiotoxikus 1% Jelenleg is intenziven folynak a kutatisok a
mellékhatasok kivédésére, azonban napjainkig nem sikeriilt olyan modszert kidolgozni, mellyel
a kardiotoxicitas kivédhetd lenne. Jelen kisérletiinkben a DOX kezelést metforminnal
kombinaltuk, ¢és vizsgalni kivantuk annak kardioprotektiv tulajdonsagat, valamint az
autofagiara gyakorolt hatasat. A DOX-indukalta kardiotoxicitds kialakuldasanak héatterében
multifaktoridlis mechanizmusok allnak, azonban kulcsfontossadgu folyamat a kardiomiocitakat
érinté oxidativ stressz 1. A DOX kezelés kovetkeztében ugyanis felborul az antioxidans

egyensuly: a megndvekedett mennyiségli reaktiv oxigén- €s nitrogén gyokok, valamint az
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oxidativ stressz DNS ¢és fehérje karosodashoz, illetve a mitokondrium abnormalis miikdéséhez

vezet, amellyel a sejt mar nem képes megbirkdzni 204,

Eredményeink ezt szintén
alatamasztottak, hiszen a két hetes kezelést kovetéen a DOX csoportban nagymértékben
emelkedett MDA szintet mértiink, mely a lipidperoxidacio egyik jol mérhet6 produktuma, ezzel
szemben a DOX+MET csoportban ez a szint szignifikansan csokkent értéket mutatott a sima
DOX csoport értékeihez képest. A megndvekedett oxidativ stressz karosodott bal kamrali
funkcioval tarsult: a szivfunkcids paraméterek koziil az aorta ataramlas, a perctérfogat €s
ver6térfogat szignifikans csokkenést mutatott a DOX kezelés hatasara a kontroll csoporthoz
képest, mig a MET kiegészitd kezelés hatdsara az aorta dtaramlas és perctérfogat szignifikansan
javult a doxorubicinhoz képest. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a MET kezelés
hatasara a pumpa funkcidban nem volt tapasztalhaté akkora mértéki romlas, mint a sima DOX
kezelt csoportban. 2017-ben Wu T. és munkatarsai vizsgaltak a MET hatdsat diabétesz
mellituszban szenvedd betegekben, és azt talaltak, hogy a MET enyhén emeli a szivirekvenciat,
azonban a vérnyomas szignifikans novekedése nélkiil 1. Jelen esetben is a méréseink ezt
alatamasztottak, hiszen enyhén emelkedett volt a szivfrekvencia a DOX+MET, valamint a sima
MET csoportban, azonban a vérnyomas esetében egyik csoportban sem tapasztaltunk
nagymértékil valtozast. A DOX-indukalta kardialis sériilés alatimasztasdhoz tovabba mértiik a
szérumbodl a CK-MB izotipusat, a LDH-t, valamint a Troponin T-t. A CK-MB és LDH a
véraramba keriil a kardiomiocitak membran sériilése kovetkeztében, ebbol adodoan a vérbol
mérhet6 szintjiik a kardiotoxicitas Kifejezetten jo indikatorai. A 6X3 mg/kg DOX kezelés
hatasara ezek a paraméterek emelkedett szintet mutattak a kontroll csoportok értékeihez képest,
mig a metformin kezelés hatdsara a LDH és CK-MB joval alacsonyabb szintii volt a sima DOX
csoporthoz képest, s6t, a Troponin T, mely specifikusan a szivizomban fordul eld,
szignifikansan magasabb volt a DOX csoportban. Viszonta MET+DOX csoportban ez az érték
szignifikansabb alacsonyabb volt a sima DOX csoporthoz hasonlitva. Ezek az eredmények
alatamasztjak az a tényt, hogy a MET napi adagolasa, mérsékelte a DOX altal okozott kardialis
sériilést. A szovettani vizsgalatok eredményei szintén igazoljak a MET kardiorptektiv hatasat:
onmagaban a DOX kezelés szignifikansan csokkentette a miofibrillumok vastagsagat a kontroll
csoporthoz képest, mig a DOX+MET csoportbon a miofibrillumok szignifikansan vastagabbak
voltak a DOX csoporthoz viszonyitva. Korabban Ashour és munkatarsai is leirtak, hogy DOX
kezelés mellett nagymértékll kardiomiocita elhaldst és abnormalis mitokondriumokat talaltak
szOvettani vizsgalataik soran, melyek normalizalodasat figyelték meg amikor metformint is
adagoltak a DOX mellé 1%, Tovabba a MET csokkentette az apoptotikus kaszpaz-3, és emelte
az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje szintjét, melybol arra kovetkeztettek, hogy antiapoptotikus
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tulajdonsaggal is rendelkezik a MET 1%, Az altalunk kapott szdvettani eredmények is
alatamasztjak ezt, hiszen a két hetes MET kezelés hatasara szignifikdnsan alacsonyabb volt a
kardiomiocita elhalds mértéke a sima DOX csoporthoz képest. Jelen kisérletiink egyik
fokuszpontja a szivben zajlé makroautofagia vizsgalasa, valamint a MET hatasa erre az
utvonalra, hiszen az irodalomban errdl pontos adatok még nem allnak rendelkezésiinkre. Az
autofagia monitorozasara az LC3B-II és a p62 fehérjék expresszio szintjét hataroztuk meg. Az
LC3B-II fehérje az LC3-bdl keletkezik, hasitast kovetéen elészor LC3-1 jon 1étre, majd lipid
konjugacioval jon 1étre az LC3-I1, mely a kettés falu autofagoszoma kialakulasahoz sziikséges,
szignifikans cs6kkenést mutatott a DOX kezelés hatdsara, mig a MET kezeléssel kiegészitve az
LC3B-II szintje szignifikans emelkedést mutatott a sima DOX kezeltcsoporthoz képest. A p62,
mely a lebontasra szant ubikvitinilalt komponenseket megkoti, méghozza az UBA (ubiquitin-
associated) doménje segitségével, és iranyitja az autofagoszéma belsejébe, hogy azok
lizoszomadlis degradacion menjenek keresztiil, szignifikansan emelkedett szintet mutatott a
DOX csoportban a kontrollhoz képest, mig MET adagoldsakor a fehérje expresszios szintje a
DOX csoporthoz képest (bar nem szignifikans) joval alacsonyabb volt. Az alacsony LC3B-II
szint arra enged kovetkeztetni, hogy mar az autofagoszéma kialakulasakor zavart okoz a DOX,
s elképzelhetd, hogy nem megfelelé mennyiségli autofagoszoma alakul ki ahhoz, hogy teljesen
végig menjen a folyamat. Ezt alatdmasztja a nagymennyiségli p62 szint, hiszen normal
kortilmények kozott a p62 szintén lebontasra keriil az autofagolizoszomaban, tovabba azt mar
leirtdk, hogy az akkumulalodott p62 az autofagia abnormalis, végbe nem mend allapotéara utal
108 MET kezelést kovetve, lathatjuk az LC3B-II és p62 fehérjék esetében, hogy szintjiik
valamelyest normalizalodott a sima DOX csoporthoz képest, és elképzelhet6, hogy a MET
képes kivédeni a DOX okozta karosodast az autofagids folyamatban. Az autofagia mind
Indukélodésa torténhet példaul éhezés, oxidativ stressz, megvaltozott metabolizmus hatésara.
A DOX kezelés soran nagymennyiségii ROS képzddik, illetve a mitokondriumban csokken az
ATP szint, valamint emelkedik az intracellularis Ca?* szint, ezért az AMPK foszforilalodik,
majd aktivalodik, hiszen a sejtek energia haztartds szenzitiv monitorozoja, az emelkedett
AMPK pedig autofagiat inicial az mTOR fehérje gatlasaval, vagy az ULK-1 direkt
foszforilaldsan keresztiil 2619, Ezt a fehérjét, a foszforilalodott AMPK és AMPK ardnyat
szintén vizsgaltuk a két hetes kezelés végét kovetden. Korabbi tanulményokban ellentmondésos
adatokat olvashatunk, miszerint a DOX képes indukalni, illetve blokkolni is az autofagiat. Egy
2017-es reviewban Koleini és Kardami dsszegytijtotte az dsszes in vitro €s in vivo tanulmanyt,

amelyben a DOX-indukalta kardiotoxicitas €s autofagia kapcsolatat vizsgaltak, kiemelve, hogy
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az egyes tanulmanyokban hogyan alakult a DOX kezelés hatisara az AMPK aktivitas 2.
Meglep6é mdodon ebben az sszefoglald tablazatban is ellentétes adatokkal taldlkoztam: Lv X.
¢s munkatarsai 2012-ben azt irtak le, hogy 20 mg/kg-os egyszeri dozisban i.p. alkalmazva him
patkany modellen a DOX indukalta az AMPK-t, mig Gu J. és munkatarsai azt talaltak 2016-
ban, hogy 15 mg/kg dozisi DOX nem befolyasolta az AMPK-t 110111 A legfrissebb publikaciok
egyikében azonban mar arr6l olvashatunk, hogy a DOX igenis indukalja az autofagiat az
AMPK utvonalon keresztiil, azonban a folyamatban zavar 1ép fel és az autofagia inkomplett,
illetve nem megy végbe. Ezt tamasztja ala a mi kisérletinkben a DOX csoportban mért
emelkedett AMPK expresszio szint is. Tovabba a MET csoportban szintén emelkedett szintet
mértiink, azonban tudjuk, hogy a MET egyik hatasa, hogy indukalja az AMPK-t. Meglepd
modon, a legmagasabb expresszids szintet a DOX+MET csoportban tapasztaltuk, s arra
kovetkeztettiink, hogy a két szer AMPK indukéld hatdsa 6sszeadodott és egy kifejezettebb
AMPK indukalé hatds érvényesiilt. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
valdéban elindul az autofagids folyamat a DOX kezelés hatdsara, azonban a folyamat
inkomplettsége miatt nem tud egy protektiv mechanizmusként miikddni a kardiomiocitak
szdmara, hiszen egyik f0 feladata, hogy eltakaritsa a sejt szamdra tobbé mar nem hasznos
komponenseket, bele értve a DOX hataséara karosodott mitokondriumok degradacidjat is. Ezen
tulmenden pedig azt is figyelembe kell venniink, hogy az autofagia energiaigényes folyamat:
¢s valdsziniileg ez is szerepet jatszik abban, hogy a DOX kezelés hatasara az energia haztartas
felborul, s a kezdetekben a szivizomsejtek az autofagia indukalodasan keresztiil probaljak
tulélni és adaptalddni a megvaltozott koriilményekhez, azonban az ATP szint folyamatos
csokkenése, valamint az autofagias folyamat megrekedése a sejtek halaldhoz vezet. Egy korabbi
fejezetben mar sz6 volt arrdl, hogy normal koriilmények kozott az autofagia blokkolni képes az
apoptdzist, méghozza a proapoptotikus kaszpazok blokkolasa révén, azonban a megvaltozott
fiziologias koriilmények kovetkeztében, valamint ha mar az autofagia 6nmagéban nem képes

megbirkozni a patologias allapottal, akkor indukalni képes az apoptdzist vagy a nekrozist.

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

szivfunkciés paraméterek, kisebb volt a lipidperoxidacio mértéke, valamint jelentdsen
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vastagabb miofibrillumok figyelhet0k meg a szovettani metszetekben a sima doxorubicinnel

kezelt csoporthoz képest. Azonban tovabbi kisérletek, és az autofagias flux alaposabb

tanulmanyozéasa  sziikséges, egyértelmiien alatamaszthassuk az  ok-okozati
Osszefiiggéseket.
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22. abra A két hetes DOX és MET hatasa az autofagis folyamatra: az altalunk meghatarozott

autofagias markerek expresszios szintje alapjan (készitette Zilinyi Rita).
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I1. Isoproterenol-indukalta kardiotoxicitas

Kisérleteink tovabbi részében az ISO indukalta kardiotoxicitas kialakuldsdban szerepet jatszé
talélési, és halalozasi utvonalak vizsgalatat tiztik ki célul. Az 1SO intraperitonealis
adminisztracidja patkany modellben gyors, egyszerli, és nem invaziv moddszer, hogy az
emberben kialakuldé miokardialis infarktushoz hasonld sériilést indukaljunk %6, Szamos
tanulmany sziiletett mar ebben a témaban, és tudjuk, hogy a toxicitds mértéke dozis fliggd
mddon alakul ki %. A kisérleteink soran felhasznalt allatok talélési aranyabél lathatjuk, hogy a
24 oras kezelés kovetkeztében az elhalalozott allatok szadma is dozisfiiggd mértékben
emelkedett, az 5,0 mg/kg, és 50,0 mg/kg dozissal kezelt allatok kozel fele nem élte tul a
masnapot. A kardiotoxicitas kialakuldsanak aldtdmasztasdhoz, a vena jugularisbol vett vérbol
meghataroztuk olyan biomarkerek szintjét, melyek a miokardium sériilését jelzik. A Troponin
T kizardlag a szivizomban fordul eld, ezért teszi alkalmassad a szérumbol mérve a szivben
torténd karosodasok, mint az akut miokardialis infarktus, vagy kemoterapia kovetkeztében
kialakul6 kardiotoxicitds diagnosztizalasara 88, Jol latszott az eredményeinkbél, hogy a két
legmagasabb dézisnal, a Troponin T és LDH szignifikdnsan emelkedettebb volt, a CK-MB
izotipus esetében az 50,0 mg/kg dozissal kezelt allatoknél kaptunk szignifikdns emelkedést.
Ennek hatterében pedig a nagy mennyiségli ROS-mediélta lipid membran diszrupcidja all,
melynek kovetkezményeként citoszolikus enzimek (LDH és CK-MB) szabadulnak fel é€s
keriilnek a véraramba, s ezek emelkedett szintje mar jelzi a sejtmembran integritasanak
véltozasat és a szivizom sériilését 2. Ebbdl az eredményekbél mar azt is lathatjuk, hogy a
miokardiumban okozott kdrosodds mértéke dozisfiiggd modon alakul ki. Megemlitendd, hogy
a kardiomiocitdk regeneralodasi képessége minimalis. Az utdbbi évtizedek egyik jelentds
kutatasi vonala az apoptdzis szerepének vizsgalata kiilonbozo koros allapotokban. Az apoptozis
fontos szerepet tolt be a sziv és az erek fejlddése soran is. Kisérleti allatokban és human
szivizomzaton végzett vizsgalatok is igazoltak a miocitak korral Gsszefiiggd lassu elvesztése is
apoptotikus folyamat révén torténik. Tobb kisérlet szerint a fejlddé szivben azokon a helyeken
¢észlelhetd apoptozis, ahol alacsonyabb a sejtproliferacid, illetve ahol fizié vagy remodeling
fordul el6. Kisérletekben tovabba azt is megfigyelték, hogy az embrionalis szivben az apoptdzis
serkentésével vagy gatladsaval szivfejlddési rendellenességek hozhatok 1étre, példaul kaszpaz-8
knock-out egerekben kamratagulat és hemodinamikai elégtelenség alakul ki 2. A miocitak
apoptozisat tobb tényez0 is kivalthatja: a legerdteljesebb apoptozist indukalok kozé tartoznak a
szivizomban az oxigéntartalmu szabad gyokok, stresszallapotok, citokinek (FAS, TNFa),

szfingolipid metabolitok. Ebben a tanulmanyban az autofagia, apoptozis és nekrozis
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vizsgalatara fokuszaltunk. Tobb tanulmany leirta mar, hogy ezek a talélési, és haldlozasi
titvonalak szigortian kontrollalt és egymadssal szoros kapcsolatban 4116 mechanizmusok 8114
116 ¢s ha diszrupcio torténik ezen folyamatok kapcsolatiban, az sulyos patofiziologias
folyamatok kialakulasahoz vezet 16, Az 1ISO kezelés egyik kovetkezménye is a nagyszamu
reaktiv oxigén gyokok képzodése, amely oxidativ stresszhez és lipidperoxidaciohoz vezet, s a
megndvekedett oxidativ stressz tovabbi folyamatokat indit el a sejtekben: indukalédik az
autofagia °3. Western blot eredményeinkbél az latszik, hogy az LC3B-II fehérje, amely az
autofagoszoma kialakuldsaban résztvevd fehérje, valamint a p62/SQSTMI1 fehérje, mely
megjeloli a lebontasra szant kargot, és azokat céliranyosan az autofagoszoma belsejébe
iranyitja, szignifikdnsan emelkedett expresszi6 szintet mutatott a két legnagyobb dozisu ISO
csoportban a kontroll csoporthoz képest, de az megallapithato, hogy a fehérjék expresszid
szintje dozisfiiggéen emelkedik. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az
autofagia diszreguldlodik, ¢és a folyamat nem tud teljes mértékben végbemenni. Ezt tAmasztja
ala a nagymennyiségii p62 szint, hiszen normal koriilmények kozott a p62 szintén lebontasra
keriil az autofagolizoszomaban, tovabba azt mar leirtdk, hogy az akkumulaldédott p62 az
autofagia abnormalis, inkomplett allapotara utal 1%, Normal kériilmények kozott az autofagia
blokkolja az apoptdzist, azonban ha megvaltozik a sejt fizioldgias allapota az autofagia
apoptozist vagy nekrozist indukalhat. Ez a jelenség akkor alakul ki, ha a sejt olyan megvaltozott
kortilménynek van kitéve, mint példaul az oxidativ stressz, és az autofagia mar nem képes ehhez
adaptalodni és ezzel megbirkozni °8°, Feltételezésiink szerint, mivel az autofagia jelen esetben
diszregulalédik, apoptozis fog indukalodni. A TUNEL assay, (mely jol jelzi a DNS torést mar
az apoptozis korai fazisaban), soran kapott eredményeinkbdl lathatd, hogy a DNS karosodas
jelei mar egészen a 0,05 mg/kg dozisu ISO-val kezelt csoportban észlelheték, a DNS torés
mértéke mar az ISO 0,05 csoportndl szignifikdns mértékli volt a kontroll csoport értékeihez
viszonyitva, és d6zisfliggd modon emelkedett a DNS karosodas mértéke. Az apoptdzis tovabbi
vizsgélatahoz mértiik a kaszpdz-3 fehérje expressziod szintjét. Itt azonban az lathat6, hogy az
apoptdzis mértéke a legnagyobb az 5,0 mg/kg doézisi ISO csoportban volt mérhetd, a
legmagasabb do6zisndl azonban mar egy alacsonyabb apoptdzist detektaltunk. Ez az eredmény
arra enged kovetkeztetni, hogy az 50,0 mg/kg dozisti ISO mar olyan nagymennyiségii toxin a
kardiomiocitak szamara, hogy ez olyan mértékii karosodas, melyet mar sem az autofagia sem
az apoptozis nem képes kivédeni, s aktivalodik a nekrdzis Gtvonala. Ezt timasztja ald a TTC
festés eredménye is, ahol az ISO 5,0 és ISO 50,0 csoportban mar szignifikans mértékii volt az
elhalt szivszovet mértéke, valamint az 50,0 mg/kg dozisi ISO-val kezelt allatok fele

elhaldlozott a kezelést kovetden. Megjegyzendd, hogy a sejthalal aktiv forméja az apoptozis
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energiaigényes folyamat, ¢és az ISO kezelés kovetkeztében az energiaegyensuly felborul,
lecsokken az ATP szint (a nagy mennyiségben keletkezett reaktiv oxigén gyokok
kovetkeztében kialakulo Ca?* akkumulalodasa soran megnd a mitokondrium membranjanak
permeabilitdsa, ebbdl adodoan valtozik a proton gradiens és csokken az ATP termelddés 1)
igy nem meglepd, hogy a nagydodzisu kezelésnél mar nem detektaltunk szignifikans mértékii
apoptozist, azonban szignifikdns mértékii szivszovet elhaldst figyeltiink meg. Szdmos
tanulmany sziiletett mar, amely vizsgalta az I1SO indukalta kardiotoxicitds és apoptdzis
kapcsolatat, azonban még nem vizsgaltak, hogy a talélési, és haldlozasi utvonalak hogyan
alakulnak novekvd dozisu I1SO kezelést kovetden. Az altalunk kapott eredményeink és
kovetkeztetéseink alapjan demonstraltuk az autofagia, az apoptozis és a nekrézis folyamatok
alakulasat a kiilonboz6 dozistt 1SO kezelést kovetden (23. abra). Feltételezésink szerint a
miatt torténik. Western blot eredményeink ezt igazoljdk, hiszen az ISO doézisanak
emelkedésével szignifikansan emelkedik a p62, mely egy folyamatos akkumuldlodasra,
valamint az autofagia inkomplettségére utal. Masrészt jol lathatod, doézisfiiggd modon az
apoptozis mértéke is emelkedik (normél koriilmények kozott az autofagia blokkolja az
apoptozist, azonban ha megvaltozik a sejt fizioldgias allapota az autofdgia apoptozist vagy
nekrozist indukalhat '), azonban a legnagyobb ddzisnal szintje visszaesik, ahol a nekrozis mar
szignifikans mértéki volt. Eddig tobb tanulmany is leirta mar, hogy az autofagia helyreallitasa

118-120

védelmet nytjthat a kardiomiocitdk szdmara , valamint sziilettek olyan publikaciok is,

melyekben antioxidansokat adagoltak ISO kezelést kiegészitve, és azok antiapoptotikus

hatdsarol szamoltak be 121,

Konkluzidként elmondhato, hogy d6zisfiiggd modon sériil az autofagia amely tilélési titvonalat
biztosit a kardiomiocitak szdmara, azonban helyreallitdsaval kikiiszobolhetd lehet a haldlozasi
utvonalak (apoptozis €s nekrozis) aktivalasa €s a nagy mértékii szivizomsejt elhaléds, valamint
terapias célpontként is szolgalhat. Azonban a pontos ok-okozati viszonyok feltarasdhoz tovabbi

molekularis biologiai vizsgalatok sziikségesek.
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23. abra A kilonb6z6 dozisu ISO hatasa a kiilonb6zo6 tulélési, és haldlozasi Utvonalakra: az
altalunk meghatarozott apoptozis mértéke, az autofagias markerek expresszios szintje, valamint
a nekrotizalt szivszovet alapjan (készitette Zilinyi Rita).
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Megallapitasaink

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

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

e Metformin kezelés hatasara javultak a szivfunkcios paraméterek, kisebb mértékii volt a
lipidperoxidacio, alacsonyabb szinten maradtak a szivizom kérosodast jelzd szérum
markerek, valamint a szovettani eredmények alapjan a MET hatésara kisebb mértékii
volt a miociték elhaldsa doxorubicin kezelés mellett.

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

o Megallapitottuk, hogy az autofagia folyamatiban bekovetkezd sériilést kovetéen
aktivalodik az apoptozis is, valamint a legnagyobb dozisnal a sejthalal passziv forméja,

a nekrozis volt szignifikans mértékben jelen.
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A tanulmanyok limital6 tényezo6i

A DOX ¢s ISO kisérlesorozat soran a kisérleti allatok intraperitonealisan kaptdk a
hatéanyagokat, azonban a klinikumban protokoll szerint a betegek intravénas
adminisztracioban részesiilnek. Az intraperitonealis injektalast az indokolta, hogy az allatokat
ebben az esetben nem Kkell elaltatni, hiszen a kiilonb6z6 altatoszerek befolyasolhatjak a
szivfunkcios paramétereket, befolyasolva ezzel az altalunk vizsgalni kivant végpontokat.
Tovabba megjegyzendd, hogy a doxorubicines tanulményban a szivfunkcidés paraméterek,
szérum biomarkerek és a molekularis bioldgiai vizsgalatok az utolsd dozist kdvetden 24 ora
elteltével torténtek. Eddigi tanulményok azonban leirtdk, hogy a betegek esetében a kezelés
befejezését kovetden honapok, akar évek alatt fejlddhet ki a DOX okozta szivelégtelenség.
Kiemelendd, hogy a klinikumban a betegeknél az ISO dézisa infaziéban 0,5 mikrogram/perc
¢s 5,0 mikrogram/perc kozott van, ami szignifikansan kisebb, mint az altalunk alkalmazott
dozisok, azonban az alapkutatasban, allatkisérletekben altalaban 50x vagy 100x magasabb
dozisokat sziikséges alkalmazni. Az altalunk hasznalt dozisok megfelelnek az irodalomban

fellelheté dozistartoméanynak.
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Osszefoglalas

Munkdm elsé részében vizsgaltuk a MET kardioprotektiv szerepét DOX indukalta
kardiotoxicitasban, ahol elsésorban a kardiomiocitdk talélésében szerepet jatszo autofagias
folyamatot tanulményoztuk. Kisérleteink soran a két hétig napi 250 mg/kg dézisban adagolt
MET kardioprotektiv hatassal rendelkezett a DOX kezelés mellett: javitotta a szivfunkcios
paramétereket, a szivizom karosoddsra utald markerek alacsonyabb szintjét detektaltuk, a
lipidperoxidéacié mértéke szignifikansan alacsonyabb volt a sima DOX kezeléshez képest, a
miofibrillumok vastagsaga is szignifikans volt MET kiegészit6 kezelés hatasara, valamint az
autofagids folyamat normalizélodott. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
diszregulalodott autofagia, melyet a DOX kezelés okozott, nem képes megbirkozni a sejtet ért
nagymértékii karosodassal, igy végill a kardiomiocitdk nagymértékii elhalasahoz vezet.
Azonban a MET kezeléssel feltételezhetéen, a normalizalodott autofagianak koszonhetéen,

kivédhetd lehet a nagymértékii szivizomsejt elhalas a DOX kezelés alatt.

Tovabbi kisérleteinkben vizsgalni kivantuk az autofagia, apoptdzis és nekrézis utvonalat
kiilonboz6 dozisu ISO kezelést kovetéen. Az ISO dozisfiiggd toxicitast mutat, és irreverzibilis
kardiotoxicitas kialakulasahoz vezet. Eredményeinkbdl az lathatd, hogy eldszor az autofagia
indukalodik és a kis dozist kezelésnél még képes megbirkdzni az ISO okozta fiziologias allapot
megvaltozasaval, azonban dozisfiiggd mddon az autofagias folyamat diszregulalddik, mely
programozott sejthalalt (apoptoézist), valamint nekrozist indukdl. A TUNEL assay
eredményeibdl lathatd, hogy dozisfiiggd moédon emelkedik az apoptdzis mértéke, azonban a
legnagyobb ddzisnal mar csokkent apoptozist detektaltunk, viszont a nekrdzis mértéke itt mar
szignifikdns volt, amit egyrészt a szignifikdns mértékli szivszovet elhalds, masrészt a

szignifikans mértékben elhaldlozott 4llatok szdma tdmasztja ala.
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Summary

DOX is a widely-used antineoplastic agent, however one of the most prominent side effects of
DOX is its cumulative and irreversible cardiotoxicity. The molecular mechanisms are still
poorly understood, but oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and the dysregulation of the
autophagy are involved. The objective of the current study was to investigate the protective role
of MET and its effect on autophagy in DOX-induced cardiotoxicity. Sprague-Dawley rats were
segregated into four groups at random. The DOX-group received DOX (3 mg/kg every second
day) intraperitoneally. The MET-group received 250 mg/kg/day MET via gavage. The
DOX+MET-group received both at the aforementioned doses. Based on our findings MET
conferred increased cardioprotection against the development of cardiotoxicity manifested by
a significant decrease in serum Troponin T and cardiac MDA levels, and improvement in heart
function in connection with histopathological features. Moreover, by focusing on the
contribution of autophagic proteins, we have found that MET restored autophagy, which could
be survival pathway for cardiomyocytes in DOX-induced toxicity. These results indicate that
the administration MET, might be a preferable drug for patients receiving DOX.

To further study the importance of autophagy, during cardiotoxicity we administered
isoproterenol (1SO) at different doses (0.005 mg/kg 1SO, 0.05 mg/kg 1SO, 0.5 mg/kg ISO, 5.0
mg/kg 1SO, 50.0 mg/kg 1SO), I1SO is a catecholamine and bearing a non-selective B-adrenergic
agonist property. However, the major clinical limitation of ISO administration is its
cardiotoxicity, which is complex and multifactorial, including the generation of cytotoxic free
radicals in myocytes followed by oxidative stress and lipid peroxidation. We investigated
autophagic processes and the two death pathways, including apoptosis and necrosis. Based on
our results, we may assume that under this experimental condition the autophagy is
malfunctioning in dose-dependent manner, thus at high doses including ISO 5, and 1SO 50,0,

apoptosis and necrosis take place in the heart tissue.
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