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I. Bevezetés és célkitiizés

A kardiovaszkularis betegségek (cardiovascular disease-CVD) olyan nem fert6z6, sziv és
érrendszert érintd elvaltozasok, mint a koronarias szivbetegség, cerebrovaszkularis betegség,
periférids keringés- és reumds szivbetegség, velesziiletett szivrendellenesség, a mélyvénas
trombozis, valamint a tiidéembolia. A WHO jelentése szerint a kardiovaszkularis betegségek
vilagszerte a vezet6 haladlokok kozé tartoznak. Becslések szerint évente 17,9 milli6 70 év alatti
halalos aldozata van a sziv- és érrendszeri megbetegedéseknek, amely globalisan a halalozasi okok
mintegy 31%-at teszi ki. A két leggyakoribb kdvetkezmény kozé a szivroham és a stroke tartozik,
melyek a haldlesetek mintegy 85%-aért felel6sek. A CVD kialakulasaért felel6s rizikofaktorok
kozott tartjak szamon a stresszt, az egészségtelen taplalkozast, a mozgasszegény életmddot, tovabba
a dohényzast és a tdlzasba vitt alkoholfogyasztast. Mindezek egyiittes hatdsa magas vérnyomast,
vércukor és lipid szintemelkedést eredményez, amely tulstillyal és elhizassal parosulva kivalto oka a
sziv- és érrendszer patoldgias elvaltozasanak.

Eurépaban évente mintegy 4 milli6 haldleset a kardiovaszkularis megbetegedésekre
vezethet6 vissza. Ez a szam a haldlozasi okok 45%-at jelenti és a kronikus szivbetegség (CHD-
chronic heart disease) valamint a cerebrovaszkularis betegségek a leggyakoribbak. E16bbi 1,8 millié
utébbi pedig 1 milli6 halalos aldozatot kivetel évente a kontinensen. A nemek aranyat tekintve 2,2
milli6 n6é hal meg f6leg cerebrovascularis okokra visszavezethetGen, ami a halalesetek 49%-at
jelenti és 1,8 millio férfi, amely 40%-at teszi ki a haldlozasoknak. Az atlag életkor megoszlasat
tekintve a CVD-hez kothet6 halalesetek 1/5-6d része kovetkezik be 75 éves kor felett, 1,4 millié 75
év alatt és éves szinten mintegy 700 ezer eset kovetkezik be a 65 éves kor bet6ltése el6tt. Férfiakbol
900 ezer mig n6kbdl 500 ezer f6 veszti életét 75 éves kora el6tt CVD kovetkeztében és 65 éves kor
alatt kétszer annyi férfi hal meg CHD kovetkeztében, mint ahdny né. Eurdpaban a haléalozasi
aranyok megoszlasa orszagonként nagyon valtozo, de az elérhet6 adatok alapjan minden EU-s
orszagban javul6 tendencia jellemzi a CVD altali halalesetek szamat; vagyis a prevencionak és a
korszertli kezeléseknek kdszonhetden egyarant csokken a morbiditas és a mortalitas.

Hazankban a rakos megbetegedéseket megel6zve a kardiovaszkularis megbetegedések a
vezetd halalok. Férfiak esetében 100 ezer lakosbol évente 921 6 vesziti életét CVD kovetkeztében
és ebbdl 488 a koronarias szivbetegség; ndknél pedig 646 megbetegedésbdl 319 a koronarias
szivbetegség. Ugyanakkor Magyarorszagon is megfigyelhet6 az a tendencia, mint az EU t6bbi
orszagaban, azaz a CVD-s esetek szama egyre csokkenében van: férfiaknal 21.9%-kal mig n6knél
22.6%-kal csokent a 2000-es évek elejéhez képest a CVD-s halalesetek szama. A kardiovaszkularis

megbetegedések prevencidjanak legalabb 5 f6 eleme van. Ezek az életmdd valtoztatas a testedzés



bevezetésével és a dohanyzas elhagyasaval; a helyes taplalkozassal; profilaktikus gyogyszerek
alkalmazasa és a fiatalabb koszoruér betegek hozzatartozdinak sziirése.

Krénikus szivbetegség soran a szivizom vérellatdsa és a miokardium oxigén- és
tapanyagigényének egyenstlya felborul, amelyet altaldban érelzarédas vagy érsziikiilet idéz eld.
Csokken a tapanyag és oxigénfelvétele a szivizomzatnak, amely elengedhetetlen a miokardium
sejtjeinek megfelel6 miikodéséhez. Ez hossztitavon hipertoniat késébb pedig hipertréfiat okozhat,
amely végs6 esetben szivinfarktushoz vezethet, amely a szivizomsejtek iszkémids eredetli
nekrozisa.

A szivinfarktus sordn a sziv vérkeringését biztositd korondria erek bizonyos szakasza egy
id6re atjarhatatlanna valik a vér szamara (iszkémia), majd az akadaly gyogyszeres vagy nem
gyogyszeres megsziinését kovet6en ujraindul a keringés (reperfuizid). A miokardiumban ekkor
lejatszodd biol6giai folyamatokkal kapcsolatban szémos kutatast folytattak mar az elmult
évtizedekben és ez id0 alatt jelent6s mennyiségili szakirodalom halmozddott fel az experimentalis és
klinikai vizsgalatok soran. Az iszkémia-reperflizi6 okozta érdemi kamradsszehtuzodas nélkiili
kaotikus  depolarizacié, azaz kamrafibrillaci6 az egyik legsilyosabb kovetkezménye
szivbetegségeknek.

A makroautofagia olyan evoliciésan konzervalt, finoman szabalyozott folyamat, melynek
soran a citoplazmaban szabadon hozzaférhet6 anyagok (sériilt sejtorganellumok, fehérjék,
mitokondriumok) lizoszoma 4altal degradalodnak. Az autofdgia mechanizmusa mar az
embriogenezist6l fontos szerepet jatszik az él6 szervezetekben. Szerepe van a sejt fizioldgias
allapotanak fenntartasaban, az immunrendszer megfelel6 miikodésében és Osszefiiggésbe hozhatd
szamos neurodegenerativ betegséggel is, mint példaul Parkinson koér, Alzheimer koér, Huntington
kér, Creutzfeldt-Jakab kor; tovabba Danon koér, Crohn betegség és 2-es tipusu diabetes.

Ahhoz, hogy a szivizomsejtek feladataikat teljes mértékben el tudjak latni, elengedhetetlen a
megfeleld oxigén és energiaellatottsag, illetve a rendesen funkcionalé és helyes konformaciot
felvett, érett fehérjék jelenléte. Megel6zend6 az aggregatumok képzOdését, a fehérjeszintézist
tobbszoros ellendrzési folyamat kiséri a sejtekben, azonban ennek ellenére fiziol6gias koriilmények
kozott is kialakulhatnak hibas vagy sériilt fehérje aggregatumok. Ezek hatastalanitasaban a
chaperon- és ubiquitin-medialta protein degradacié mellett, a szivszdvetben is megfigyelhetd alap
autofagias folyamatok jatszanak szerepet. Ezen molekularis folyamatok elengedhetetlenek a
kardiomiocitdk homeosztazisanak, strukturdjanak és funkcidjanak fenntartdsdhoz. Ezek a
folyamatok parhuzamosan, egymast kiegészitve vesznek részt a degradacioban és

Ujrahasznositasban. Akad azonban olyan példa is, amelyben az autofagia folyamata karos hatassal



van a szivre. A szivben abnormalisan funkcional6 autofagia eredménye példaul a nagyon ritka, X
kromoszomahoz kotott, 6rokl6dé Danon betegség.

Az autofagias aktivitds megvaltozasa sokkal inkabb jellemzd olyan patologias elvaltozasok
soran, mint az I/R sériilés, hipertenzio, hipertfrofia, kardiomiopdatia vagy szivelégtelenség. A
megnovekedett autofagids folyamatok hatdsa a szivszovetre, azonban meglehet6sen vitatott. Az
autofagia hatasabol szdrmaz6 eldny vagy hatrany attol is fiigg, hogy milyen tipust és mennyi ideig
tartd stressznek van kitéve a szivszovet. Mig iszkémia soran az autofagia protektiv szerepet tolthet
be, addig a reperfuzio alatt mar korant sem sorolhat6 a sziv talélésében szerepet jatszo folyamatok
koz¢ a kovetkezd okok miatt:

1. A rendkiviil magas autofagias aktivitas sejthalalhoz vezethet.

2. Reperfuzido soran fokozott Beclin-1 ¢és csokkent Bcl-2 termelés figyelhetd meg a
miocitdkban. Ennek kovetkezményeként az emelkedett Beclin-1 expresszido fokozott
autofagiat és sejthaldlt eredményez.

3. Az autofagia és az apoptdzis kiilonbozé mediatorok révén egymassal szorosan dsszekapcsolt
folyamat. Eppen ezért az emelkedett autofagias aktivitas apoptozist eredményezhet.

4. A reperfizi6 hatasara termelddé H>O> eliminalasat végz0 kataldz enzim is szubsztratja lehet
a lizoszomak altali degradacionak, amely a H2O; felhalmozodasat és igy az oxidativ stressz
fokozddasat eredményezheti

A szakirodalomban azonban tobbnyire protektiv szerepet tulajdonitanak az autofigidnak a
szivizomban I/R sorén.

Lathat6 tehat, hogy az iszkémia-reperfuzi6 okozta kamrafibrillaci6 és az autofagia
kapcsolatarél jelenleg nem all rendelkezésiinkre elegendd informacio, tovabba az autofagia is igen
intenziven kutatott teriilet manapsag, igy sziikségesnek lattuk foglalkozni ezzel a témaval az
alapkutatas szemsz9gébol.

Disszertaciom f6 targya a kamrafibrillacié soran megfigyelhetd autofdgids folyamatok
megfigyelése ¢és a kozottiik 1évo kapcsolat feltarasa allatkisérletes egér és patkdny modelleken.
Kisérleteink soran célul tiiztikk ki a kamrafibrillaci6 €s autofagia kozotti lehetséges ok-okozati
Osszefliggés kozelebbi megértését és pontositdsat: azaz, hogy az autofagia szerepet jatszik-e a
kamrafibrillaci6 kialakuldsdban, vagy éppenséggel a kamrafibrillacié valtja ki az autofagiat?
Lehetséges-e, hogy a fibrillaciora hajlamos szivekben kialakul az arrhythmia tekintet nélkiil az
autofagiara ¢és emiatt késObb nem képes megfeleld szinten tartani azt?

Célkitlizéslink volt tovabba az autofagia és a kamrafibrillacié kapcsolatanak és molekularis
hatterének jobb megkdzelitése allatmodellek segitségével. A fenti kérdések megvalaszolasanak

érdekében, a kovetkezo kisérleteket végeztiik el:



Az iszkémia-reperfizid okozta kamrai fibrillacié soran bekdvetkezd autofagias folyamat
aktivitasanak mérése.

A mesterségesen eldidézett és kiilonboz6 idotartamti kamrai fibrillaciok hatasai az izolalt
dolgoz6 sziv funkcioira €s az autofagias folyamatokra.

Molekularisbioldgiai  vizsgalatokkal —megallapitottuk a  kamrafibrilldicié hatasara
expresszalodo autofagias markerek szintjét, amelyekbdl kovetkeztethettiink az autofagia
jelentdségére és mértékére.

A posztfibrillacié okozta infarktusos teriilet nagysaganak meghatirozésa és hogy ezek
milyen korreldciét mutatnak az autofigids és apoptotikus fehérjék expresszidjanak
alakulasaval, a kamrafibrillaci6 itdOtartamanak fényében izolalt dolgoz6 patkanysziv

modellen.



I1. Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok-egerek és patkanyok

Kiséreletink soran him Sprague-Dawley patkanyokat (370-400g) és him C57BL/6 egereket
(25-35g) hasznaltunk fel (Charles River Laboratories, Németorszag). Az éallatok tartdsa és
felhasznaldsa soran minden esetben a DEMAB iranyelvei szerint jartunk el, 6sszhangban az ide
vonatkoz6 Eurdpai Unids és Guide for the care and use of laboratory animals el6irasaival. Az
allatkisérlet engedélyszama 3/2012/DEMAB Az allatok ad libitum férhettek hozz4 standard
ragcsalé taphoz és vizhez. A kisérletek el6tt az allatok nem részesiiltek semmiféle kezelésben.
Globalis miokardialis iszkémia és reperfiizio izolalt egérsziveken

Az egereket intraperitonedlisan (i.p.) adott natrium-pentobarbital (60 mg/ttkg) injekcidval
altattuk el. Véralvadogatloként intravénas (i.v.) heparint alkalmaztunk 1000 IU/ttkg dézisban. Az
anesztéziat kovet6en torakotomiat végeztiink és a sziveket jéghideg modositott Krebs-Henseleit
bikarbonat pufferbe helyeztiik, melynek 6sszetététele millimolos koncentraciéban: NaCl 118; KCl
5,8; CaCl; 1,8; NaHCO3 25; NaH2PO4 0,36; MgS04 1,2 és gliikoz 11,1. Ezt kdvetden az aortan at
kaniilaltuk a sziveket és 30 percen keresztiil perfundaltuk Krebs-Henseleit oldattal 80 Hgmm
nyomads alkalmazasaval. A puffert a kisérlet id6tartama alatt karbogén gazzal (95% O2 és 5% COy)
buborékoltattuk és 37 °C-on tartottuk. Ezt kovet6en 25 perc globalis iszkémiat idéztiink el6t, amit
80 perc reperfuzié kovetett. A reperfuziés alatt folyamatos EKG regisztraciot végeztiink
(ADInstruments, Powerlab, Castle Hill, Australia). Att6l fiiggden, hogy az I/R indukalt-e kamrai
fibrillaciot a sziveket két cspoprtra osztottuk: fibrillalt és nem fibrillalt. Irreverzibilis kamrai
fibrillacionak tekintettiik a sziveket akkor, ha legalabb 3 percig tarté arrhytmiat regisztraltunk.
Izolalt dolgozé patkany sziv preparatum

Az allatokat testsulymérést kovetden elaltattuk (i.p.) ketaminnal (50 mg/kg) és xylazinnal
(10 mg/kg). A teljes anesztézia ellendrzését kdvetden az allatoknak i.v. heparint (1000 IU/kg)
adtunk. A mellkas felnyitasat kdvetden az allatok szivét kivettiik és jéghideg modositott Krebs-
Henseleit bikarbonat pufferbe helyeztiik. Ezt kovetden kaniilaltuk a sziv aortdjat, amelyet 10 percen
keresztiil Krebs-Henseleit oldattal perfundaltuk nem dolgoz6 Langendorff modban, 100
vizcentiméter nyomas mellett azért, hogy a szivben maradt vért kimossuk. Tovabba, ez idd alatt
kaniilaltuk a pulmonaris vénat, s ezt kdvetden pedig a késziiléket dolgozdé moddba kapcsoltuk at.
Dolgoz6 mod soran az aorta feldli korondria bedramlast lezartuk €és a vena pulmonalis feldl
perfundaltuk a sziveket 17 vizcentiméteres nyomassal. A perfizios oldat a tlidévénan keresztiil a bal

pitvarba, majd a bal kamra altal kipumpalva az aorta kaniilon at tavozott 100 vizcentiméter



nyomassal szemben. A puffert a kisérlet idotartama alatt karbogén gazzal (95% O: és 5% CO»)
buborékoltattuk és 37 °C-on tartottuk.

Dolgozé mod sordn a korondria- és aortadtaramlas (CF, AF) mérést végeztiink, amely a
perfuzios oldat sziven keresztiili atdramlasanak 1 percen keresztiil torténd 0sszegyljtésével tortént.
A Kkisérlet soran a szivritmust (HR), aortanyomast (AoP) és ennek 1d6 szerinti elsé derivaltjat (dp/dt)
folyamatosan regisztratuk (ADInstruments, Powerlab, Castle Hill, Australia). A mért paraméterek
segitségével meghatarozhattuk a perctérfogatot (CO), amely az AF ¢és CF 0Osszege (ml/perc),
valamint a CO ¢és HR hanyadosaval a verdtérfogatot (SV, ml).

Arrhythmia kivaltasa elektromos ingerléssel

A kisérletek folyaman 10 perc dolgozé modot és a fentebb részletezett szivparaméterek
regisztracidjat kovetéen a sziveket visszakapcsoltuk ,nem dolgozé” Langendorff médba. A sziv
apexébe ezutan a regisztraciot végzo késziilék elektromos ingerlésre alkalmas elektrodjat helyeztiik,
mig egy masik vezetéket az aorta kaniilre csiptetve foldeltiik a rendszert. A szoftver segitségével
bedllitottuk az daramaerdsséget (20 mA), a frekvenciat (60 Hz). Az ingerlések id6tartama
csoportonként valtozott: 1, 3 és 10 perc, valamint kontroll. A kontroll csoport sziveit nem tettiik ki
elektromos impulzusnak, csupan az elektrodot helyeztiik be az apexbe és hagytuk, hogy 10 percen
keresztiil Langendorff médban miikodjon. Az arrhytmia kivaltasat kovetéen a sziveket tovabbi 10
percig hagytuk regeneralodni Langendorff modban, majd pedig visszakapcsoltuk dolgoz6 modba és
tovabbi 110 percen keresztiil miikddtettiik. A ritmusgeneralast kovet6 120 perces perfizio 30-ik, 60-
ik és 120-ik percében a szivfunkcidk regisztralasat végeztiik a kisérlet végén pedig a sziveket
tovabbi felhasznalasra elraktaroztuk -80 °C-on.

Elhalt tertiletek meghatarozasa TTC festés segitségével patkanysziveken

Az infartkusos teriilet meghatarozasara a szivek egy részén (csoportonként 4db) trifenil-
tetraz6lium klorid (TTC) festést alkalmaztunk. 50 ml TTC oldatot (millimolos koncentracio:
Na;HPOj4 88,05; NaH2PO4 1,66; TTC 29,86) a 120 perces perfuizié végén 37 °C-ra felmelegitettiik
és az aortan keresztiil injektaltuk a szivbe, ezt kdvetGen -20 °C-on taroltuk. A mintakat az apiko-
bazalis tengelyre merdlegesen a lehet6 legvékonyabb (1-2 mm) metszetekre szeleteltiik, leitattuk a
maradék folyadékot, majd a metszeteket beszkenneltiik és tomegiiket egyenként lemértiik. A
beszkennelt metszeteket ezutan ImageJ szoftverrel elemeztiik: el6szor pixelszamot tarsitottunk a
sziv metszet egészéhez és az infarktusos teriilethez. Az infarktusos rész és az egész metszet
teriiletének hanyadosat ezutan megszoroztuk a metszet toémegével. Legvégiil 6sszesitettiik az egyes
eredményeket és az infarktus mértékét az infarktusos rész/teljes sziv tomege x100 képletbdl %-ban

kaptuk meg.



Fehérje izolalas és Western blot

Az izolalt szivkisérleteket kovetéen a mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Fehérjeizolalashoz patkanysziv esetén 300 mg-ot mig egérszivbol
100 mg-ot hasznaltunk fel. A szovethomogenizalashoz hasznalt puffer 6sszetétele: 25 mM Tris-HCI,
pHS8, 25 mM NaCl, 1mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 nM okadan sav,
0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1x proteaz gatlo koktél, desztillalt viz. A szivdarabokhoz hozzaadtuk
a homogenizal6 puffert és elektromos roncsol6 segitségével, jegen tartva homogenizaltuk. Miutan a
szovetet sikeriilt teljes mértékben homogenizalni, a mintakat 2000 rpm sebességgel 4 °C-on 10
percen keresztiil centrifugaltuk, majd a feliiliszét tovabbi 20 percen at, 4 °C-on és 10000 rpm
sebességgel centrifugaltuk. Az igy kapott citoszélikus frakciot hasznéltuk tovabb. A mintak fehérje
koncentraciojat BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg, majd
Laemmli puffert adtunk hozzajuk és 10 percen keresztél 100 °C-on inkubaltuk.
Western blot vizsgalat egérsziveken

Az allatszivekbdl a kovetkezd fehérjék expresszios szintjét hataroztuk meg: LC3B, ATGS5,
ATG12, ATG7, Bcl-2 és Beclin-1. A fehérjéket poliakrilamid gél elektroforézis segitségével méret
szerint elvalasztottuk, méretiikt6l fiigg6en 12% vagy 15%-o0s akrilamid koncentraciot hasznaltunk,
majd nitrocellul6z membréanra transzferaltuk. A nem specifikus kot6helyek blokkoldsa 5%-o0s
sovany tejport tartalmazé TBS pufferrel toértént, amely 0,5% Tween-t tartalmazott. A blokkolas
folyamatos razatas mellett szobah6mérsékleten tortént 60 perces inkubacids idével. A membranok
ezutan 4 °C-on és egy éjszakan keresztiil voltak inkubalva a primer antitestekkel TBS fufferbe
higitva a kovetkez6 aranyokban: LC3B(1:333), ATG7(1:33), ATG5(1:1000), ATG12(1:1000),
Beclin-1 (1:1000), Bcl-2(1:1000), GAPDH (1:20000). Az inkubaciot kdvetéen a membranokat
haromszor atmostuk TBS pufferrel, hogy a felesleges, nem kot6dott antitesteket eltavolitsuk. A
mosast kovetden a membranokat 1 éran keresztiil inkubaltuk tormaperoxidazzal kapcsolt szekunder
antitesttel szobahOmérsékleten. Az inkubaciot kovet6en ujabb mosas kovetkezett, majd pedig
Western HRP (Millipore, Billerica, MA, USA) szubsztrat hozzaadasaval a kemilumineszcenciat
Rotgenfilmekre expondltuk. A filmeket szkenner segitségével digitalizaltuk és az optikai denzitast
ImageJ szoftverrel elemeztiik. A fehérjeexpressziot a GAPDH fehérjéhez viszonyitva hataroztuk

meg.



Western blot analizis patkany sziveken

A fehérjék méret szerinti elvalasztasat a BIO-RAD TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit
segitségével végeztiik. A gélek akrilamid koncetraciéjat a detektdlandé fehérjék méretének
ismeretében hataroztuk meg 5% és 20% kozott. Elektroforézist kovetéen a géleket UV fényben
aktivaltuk a gyarto leirasa alapjan, majd transzferaltuk PVDF membranra. Transzferalast kdvet6en a
membranokat 5%-os BSA oldattal blokkoltuk, majd pedig 4 °C-on egy éjszakan keresztiil
inkubaltuk primer antitestekkel: LC3B (1:1000), Atg5 (1:500), Atg12(1:500), p62 (1:1000), hasitott
kaszpaz-3 (1:1000), mTOR (1:2000) és p-mTOR (1:2000) (CellSignaling, Danvers MA, USA).

Az atmosast kovetéen a membranokat 1,5 éran keresztiil, HRP-vel konjugalt szekunder antitesttel
inkubéltuk (CellSignaling, Danvers MA, USA), szobahémérsékleten. Ujabb mosast kévetSen a
membranokra Bio-Rad Clarity Western ECL szubsztratot helyeztiink. Az igy létrejovo
fotoemisszios reakci6 detektadlasdhoz ChemiDoc OneTouch (Bio-Rad, Hercules CA, USA)
késziiléket hasznaltunk. A kapott eredményeket a Bio-Rad ImagelLab (Hercules CA, USA)
szoftverével értékeltiik ki. A stain free technologia az igynevezett total protein normalization (TPN)
elvén alapszik. Ennek lényege, hogy a gélben taldlhat6 trihalometdn és a fehérjéket felépit6
aminosavak koziil a triptofan és szarmazékai UV fény hatdsdra kovalens kotéssel kapcsolddnak
egymashoz. Ez a moddositas lehet6vé teszi a fehérjék késdbbi floureszcens detektalasat erre
alkalmas eszkozzel a transzferalast kovetSen. Igy, meghatarozhatjuk az egyes membranok teljes
fehérje mennyiségét és ehhez tudjuk hasonlitani az antitesttel jelolt fehérjéket. A modszernek
szamos eldnye van a hagyomanyos housekeeping normalizaciéval szemben, mint példaul a jobb
reprodukalhatésag, precizebb expresszios szint meghatarozas és nem utols6 sorban a transzferalas
nyomonkovethet6sége.

Apoptozis detektalasa patkanysziven fluoreszcens jeloléssel

A kamrafibrillacié szivizom sejtekre gyakorolt hatasat In Situ Cell Death Detection Kit
segitségével végeztilkk el (Roche, Mannheim, Németorszag). Ez a moddszer az apoptdzis soran
bekovetkezd DNS fragmentacion alapszik. Az igy szabadda val6 3’-OH végekhez a detektalas soran
haszndlt TdT enzim templat fiiggetlen, fluoreszcens festékkel jel6lt nukleotidokat kapcsol. Mivel az
épen maradt DNS molekuldk 3’ végéhez a TdT enzim nem képes nukleotidokat kapcsolni, igy csak
azok a sejtmagok fognak jelet adni, amelyekben a programozott sejthalal aktiv folyamatként volt
jelen. Reperfuziét kovetéen a szivek apexét 4% formalinos oldatban fixaltuk 48 oran keresztiil
4 °C-on. Késébb a formalint 70%-os etanolra cserélve dehidratdltuk a mintédkat és paraffinba

agyazast kovetben 3,5 pm vastagsagu metszeteket készitettiink. Hisztokémia el6tt a metszeteket



paraffin mentesitettiik xilénben és acetonban, majd pedig rehidrataltuk 70%-o0s etanolban és vizben.
Ezt kovet6en a mintakat 12 perc Na-citrat pufferben (10 mM, pH 6) forralva feltartuk.

Miutan lehiilt a puffer a metszeteket 2x5 percen at PBS-ben mostuk, majd pedig 37 °C-on 1
6ran 4t inkubaltuk a TdT enzim keverékkel. Ujabb mosast kovetSen DAPI (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) festékkel jeloltiilk a sejtmagokat. A feleslegben maradt festéket
PBS-sel lemostuk és Moviollal rogzitett fed6lemezzel lefedtiik a metszeteket. A fluoreszcens jeleket
Axioscope.A1l mikroszkép (Zeiss, Jéna, Németorszag) és HBO100 illuminator segitségével
detektaltuk. A detektalas soran az apoptotikus sejtek a kék (DAPI) szin mellett piros szint is
emittaltak. A két hulldmhosszon detektalt képeket ZEN 2012 szoftver segitségével (Zeiss, Jéna,
Németorszag) egyesitettiik és az igy megfigyelhet6 bibor szint vettiik apoptotikusan pozitivnak, mig
a csak kék szinii jellel detektalhat6 sejtmagokat nem apoptotikusnak. Az apoptézis mértékét ezutan

a TdT pozitiv sejtek szamanak, illetve az 6sszes sejtszam szazalékos aranyaval hataroztuk meg.



III. Eredmények

Kamrafibrillacié kialakulasa iszkémia-reperfiizion atesett egérszivekben

Kisérleteink soran 6sszesen 21 izolalt egérszivet vizsgaltunk. A 25 percet kovet6 globalis
iszkémian atesett egérszivek koziil nyolc sziven volt megfigyelhet6 kamrafibrillacio, mig 13 sziv
esetében nem volt arrhythmia a reperfuziét kovetéen. A két csoportban mért korondria ataramlas
valtozasaban sem volt tapasztalhaté szignifikans kiilonbség.

Autofagias és apoptotikus fehérjék Western blot analizise

Az LC3B-I expressziot tekintve nem volt jelent6s kiilonbség a fibrillacion atesett és a nem
fibrillalt egérszivek kozott. Ugyanakkor az LC3B-II fehérje szignifikans emelkedést mutatott a
fibrilldlt csoportban, amely az autofagoszoma képz6désének egyik legmegfelel6bb indikatora.
Tovabba a két fehérje egymashoz viszonyitott aranyaban is jelentds eltérés mutatkozott a fibrillalt
csoport esetében.

Az autofagoszéma képzddésben szintén fontos szerepet jatszo, ubiquitin szerli konjugacios
rendszer expresszidjanak altalunk vizsgalt fehérjéi a Atgb, Atgl2 és Atg7. Az Atg5 és Atgl2 fehérje
kovalens kot6dését az Atg7 révén jon létre, majd ezutdn Atg5-12 komplexként vesz részt a
fagoszoma formacidjaban. A Western blot vizsgalatokat kovet6en nem tapasztaltunk jelentGs
emelkedést a vizsgalt Atg fehérjék expressziojaban a fibrillacion atesett szivek esetében a kontroll
csoporthoz viszonyitva.

Az autofagia szabalyozasaban szerepet jatszo fehérje a Beclin-1 és a Bcl-2 expresszidjat is
vizsgaltuk. A Bcl-2 expresszidjaban - amely a Beclin-1 szabalyozasat végzi - nem tapasztaltunk
eltérést a fibrillalt és nem fibrillalt csoport kozott. Ugyanakkor a Beclin-1 kifejez6dése
szignifikansan n6tt a kamrafibrillacién atesett szivekben.

A kamrafibrillacié hatasa a balkamra funkcidkra

Elektromos stimulalas altal kivaltott és kiilonb6z6 hosszisagu fibrillacio el6tt és utan
folyamatosan regisztraltuk a szivfunkcidkat a 30, 60, és 120 percben. Az aortaataramlasban és a
perctérfogatban bekovetkezd véltozads mindegyik csoportban jelentds mértékii volt a kontroll
csoporthoz viszonyitva. A szivfrekvencia és a ver6térfogatban nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast, mint ahogy a korondria ataramlas szamos esetében sem. Jelentds csokkenés volt viszont

megfigyelhet6 a ver6térfogat valtozasaban.
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A kamrafibrillacio hatasa az infarktusos teriilet nagysagara

A szivek egy csoportjan a kamrafibrillaciot és a 120 perc post-fibrillacios perfiziét kovet6en
TTC festést alkalmaztunk, meghatarozand6 a kamrai fibrillacié altal kivaltotta iszkémias karosodas
mértékét. Mint ahogyan az a 7. dbran lathaté nem volt tapasztalhat6 szignifikans valtozas az elhalt
teriiletek nagysagaban az 1 és 3 perc id6tartami kamrafibillaci6 esetén a kontrollhoz viszonyitva.
Mindazonaltal a 10 perces fibrillacion atesett szivek elhalt teriileteinek nagysagat, mintegy
tizszeresen megnovelték a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Apoptozis mértéke a kamrafibrillaciéo hatasara

A kontroll szivekhez viszonyitva az 1 perc VF csoportban a hasitott kaszpaz 3 expresszio
koriilbeliil 1,5x volt és csaknem dupléja a 3 perces csoportban. 10 perces kamrafibillaciét kovet6en
ugyanakkor mar nem volt jelentds kiilonbség a kaszpaz-3 expresszioban a kotnrollhoz 1 és 3 perc
VF-nek kitett szivekben. Ugyanebben a két csoportban a fokozott kaszpaz aktivitds mellett a
TUNEL pozitiv sejtmagok szama is jelent6sen emelkedett volt. A legintenzivebb TUNEL
pozitivitas a 3 perc VF csoprotban volt mgefigyelhetd.
A kamrafibrillacié hatasa az autofagias folyamatokra

A p62 fehérje expresszidjanak folyamatos csokenése figyelhet6 meg a fibrillaltatott
csoportokban. A 10 perc VF csoportban az expresszi6 mar csupan 2/3-a a kontrollnak. Ezzel
szemben a p-mTOR/mTOR ardny valtozdsanal novekedés figyelhet6 meg a fibrillacié
id6tartamanak novekedésével aranyosan. Az LC3BII/LC3BI arany valtozasdban csokkend
tendencia figyelhet6 meg, de jelentds kiilonbség a kotnrollhoz viszonyitva nem volt tapasztalhato.
Az ATG5-12 komplex expresszidjat vizsgalva pedig a 3 perc VF csoportban volt tapasztalhaté a

legmagasabb expresszios szint a kontorllhoz viszonyitva.
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V. Megbeszélés

Kiilonb6z6 tipust arrhythmidk kialakulhatnak iszkémia-reperftizio és genetikai mutaciok
kovetkezményeként is. Manapsag igen nagy figyelmet forditanak a miokardialis ischaemia
szovodményei irant, féleg a szupraventrikularis és kamrai arrhythmidk jellemzésére és
remodelingre. A miokardidlis iszkémia utdn bekovetkezd reperftizi6 befolyasolja szdmos gén
expressziojat, hatassal van az ioncsatornak allapotara, a miokardidlis funkcidkra és a sziv
arrhythmogenezisére is. A szivizomzat elektrofiziologiaja és arrhythmogenezise-beleértve a kamrai
arrhythmiakat-viszonylag jol ismert, azonban jelenleg kevés informdacié all rendelkezésiinkre az
arrhythmia és autofdgia kozotti kapcsolatrél. Az autofdgia arrhythmidk kialakuldsaban betoltott
szerepe nehezen megitélhetd, hiszen figyelembe kell venni a sziv ritmuszavaraival 6sszeffiiggésbe
hozhat6 tényezo6ket, tigy mint a miokardialis iszkémia-reperflizio és genetikai mutaciok, valamint a
felhalmozd6d6 kéaros fehérje aggregatumok. A homeosztazis felboruldsanak és igy az arrhythmiak
kialakuldsanak is egyik f6 el6idéz6je a sejtben oxidativ stressz hatdsara kialakuld sériilt fehérje
aggregatumok. Ezen aggregatumok felhalmozodasa az intracellularis térben az érintett sejt
eloregedéséhez vezethet, gyulladast idézhet el6 és noveli a sejt fogékonysagat tovabbi
megbetegedésekre. A kardiovaszkularis rendszer sejtjei kiilonosen érzékenyek ezen intracellularis
fehérje tormelékek jelenlétére, melynek kovetkezményeként kiilonbdz6 szivbetegségek és
arrhythmidk alakulhatnak ki.

Tanulmanyunkban vizsgéltuk az izolalt egérsziveken vizsgalta az iszkémia-reperfiizid
indukalta kamrai arrhtymia soran az autofagiaban bekdvetkez6 valtozasokat. Kisérleteink soran az
autofagiaban szerepet jatszo biomarkerek expresszidjat (LC3B, Atg-5, Atg-7, Atg-12, Bcl-2, és
Beclin-1) vizsgaltuk egérszivekben, amelyekben spontan alakult ki I/R-t kdvet6en kamrai
arrhytmia. Modelliinkben emelkedett Beclin-1 expresszié volt megfigyelhetd a reperftizié utan a
fibrillalt szivekben, 6sszehasonlitva a fibrillacién 4t nem esett szivekkel. A Beclin-1 alapvetd
fehérje az autofagia indukcidjaban és mintegy platform fehérjeként funkcional az Atg fehérjéknek
és a Ill-as osztadlyba tartoz6 PI3K-nak, amelyek egyiittesen inicidljdk a makroatufagiat. Ez a
folyamat fiziologias koriilmények kozott az mTOR altal represszalva van, igy a tdpanyag megvonas
és rapamycin kezelés altali mTOR represszio el6segiti az autofagias valasz kialakulasat és bizonyos
koriilmények kozott kozrejatszhat, adott szovet homeosztazisanak helyreallitasaban. Mindazonaltal
fontos megjegyezni, hogy ha a szovet elég hosszan intenziv stressznek van kitéve, az autofagia
okozta sejthalal fokozodhat. Az altalunk tapasztalt megnovekedett Beclin-1 expresszi6 valdban egy
fokozott autofagiat jelent a fibrillalt csoportban, ugyanakkor nem =zarhat6 ki az autofagia

el6fordulasa a nem fibrillalt csoportban sem, hiszen a miokardidlis iszkémia patolégias
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elvalatozasokat idéz el6 a szivszovetben, amely o6nmagadban kivalt6 oka az autofagianak.

Eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy fibrillaci6 sordn az er6sebb Beclin-1
expresszio intenzivebb autofagiat jelez. Tovabba a Beclin-1 a kaszpaz-3 -7 és 8 fehérjékkel egyiitt
az apoptozis és autofagia kozotti kdlcsonhatasokért is felel6s és a Bcl-2 fehérje is befolyassal bir az
apoptézis és autofagia szovetbeni alakuldsara. A Beclin-1 a Bcl-2 fehérjével kolcsonhatva gatolja az
autofagiat és negativ regulatora az apoptézisnak is, ennek eredményeképp pedig a gyulladasos
jelenségeket prométalja. A kardiovaszkularis és egyéb szovetkeben az életkor el6rehaladtaval az
apoptézis és az autofdgia szintje csokken, amely a gyulladasos jelenségekkel és az NF-kB
aktivacioval egyiitt szovetkarosodast, fizikai degradaciot és tumorgenezist eredményezhet. A fent
emlitett folyamatok az éregedés kovetkeztében, hosszt id6n keresztiil fokozatosan megnovekedett
Bcl-2 expresszidval jarhatnak egyiitt; azonban a Bcl-2 szintje nem valtozhat 1ényegesen az akut
szovetkarosodas, példaul az I/R sériilés hatasara. Eredményeink ezzel 6sszhangban vannak, ugyanis
kisérleteink sordn nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a Bcl-2 expresszidban a fibrillalt
szovetekben, szemben a nem fibrillalt szivb6l szarmazé szivizommal.

Az LC3B fehérje az autofagoszoma membran névekedésben tolt be kulcsfontossagu
szerepet. A membran képzddésének kezdetétdl, annak mindkét oldalara beépiil és az érést kbvetden
egészen a fagolizoszoma komplex kialakulasig jelen van. Az LC3BI izoforma az Atg7 és Atg3
fehérje révén egy foszfatidil-etanolamin (PE) csoport hozzdkapcsolasaval alakul LC3BII-vé, mely
aztan a membranba beépiil. A lizoszémaban talalhaté enzimek hatasara az LC3BII-r6l a PE csoport
eltavolitasra keriil és ismételten LC3BI-é alakul, ezaltal Gjbol felhasznalhatova valik tovabbi
fagoszomak felépitésében. Eppen ezért az LC3BII j6 indikatora azt az autofagias folyamatoknak a
legkiilonfélébb szovetek sejtjeiben. Elképzeléseinket, miszerint az autofagia emelkedett aktivtiasa
figyelhet6 meg a fibrillalt szivszovetben, az LC3BII/LC3BI aranyt és az LC3BII szintet vizsgalva is
ala tudtuk tamasztani, mivel mindkét esetben szignifikans novekedést tapasztaltunk és ez a
makroautofagia novekedését jelenti. Ezt korabbi kutatasok is alatamasztjak, hiszen Chen és
munkatarsai a pitvarfibrillacié jelenlétében vagy hidnyaban, mitralis és tricuspidalis billentyiik
regurgitacioban LC3B pozitiv pitvari myocitak szamanak emelkedését tapasztaltak. Ezzel szemben
Garcia és munkatarsai csokkent autofagias aktivitast tapasztaltak posztoperativ paciensek esetén
pitvari fibrillacié soran, csékkent LC3B expresszios szint mellett. Azonban megjegyzendd, hogy
kisérleteink soran I/R indukdlta kamrai fibrillaciét vizsgaltunk allatmodellen, amely jelent6s
mértékben kiilonbozik a pitvari fibrillaciotol.

Erdekes médon nem volt megfigyelhetd szignifikans eltérés a fibrillalt szivek esetén az
Atg7, Atg5 és Atg5-12 fehérjekomplex expresszidjaban. Az Atg5 és Atgl2 fehérjék kovalens

kapcsolodasat az Atg7 enzim katalizdlja, igy vesznek részt a autofagoszoma membran
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képz6désében. Az Atg7 expresszidja ugyan emelkedett, de nem szignifikdns mértékben,
Osszehasonlitva a kamrafibrillaciét elszenvedett szivekkel. Az Atg5-12 komplex szintje
hasonléképpen alakult és megjegyzendd, hogy az Atg5-12 komplex 6nmagaban is felgyorsithatja az
LC3B fehérje expressziojat.

Mindezen eredményeket egyiittvéve arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a szivszovet I/R
indukélta kamrai arrhythmiara valaszul, emelkedett autofagiaval reagal azon szivekhez képest,
melyekben nem alakult ki I/R-t kévet6en arrhythmia. Azonban néhany ok-okazati 6sszefiiggés - agy
mint az autofagia kézremiikodik-e a kamrafibrillacié kialakuldsaban vagy éppen a kamrafibrillacié
indukalja-e az autofagiat; illetve hogy az arra hajlamos szivekben kamrafibrillacié alakul ki, tekintet
nélkiil az autofagias aktivitasra és ezen szivek emiatt képtelenek fentartani az autofagia megfeleld
szintjét - tovabbra is megvalaszulatlanul maradt.

Eppen ezért kutatocsoportunk tovébbi vizsgalatokkal tett erdfeszitéseket ezen kérdések
megvalaszolasara. Kisérleteink soran elektromos stimulussal generaltunk kiilénb6z6 id6tartamu
kamrafibrillaciét, izolalt dolgozé patkanysziveken és vizsgaltuk a kamrai arrhythmia
szivfunkciokra, autofagias markerekre, illetve az apoptézisra gyakorolt hatasat.

Az elektromos ingerek 4ltal kivaltott kamrai fibrillacié id6tartama hozzdjarult a
szivfunkciok depresszidjahoz, beleértve az aorta kidramlast, a koszordér ataramlast, a ver6térfogat
valtozasat és novelte az elhalt szivteriiletek nagysagat is. 10 perc id6tartamui kamrafibrillacié mar
tizszeresére novelte az elhalt teriiletek nagysagat az arrhythmian at nem esett csoporthoz képest,
amely az oxidativ stressznek is kdszonhet6. Az ismert mechanizmusok, amelyek az infarktusos
teriilet nagysaganak ilyen mértékli novekedését el6idézik és fokozzak, megfigyelhetok az
arrhythmogenezis és a szivfunkci6k miikodési zavara soran is. Azonban érdekes modon a
szivszovetben megfigyelhet6 legnagyobb apoptotikus aktivitds (TUNEL pozitiv sejtek és hasitott
kaszpaz-3 expresszid) a 3 perc id6tartamu csoportban volt megfigyelhet6, nem pedig a 10 perces
csoportban.

Az autofagia szabélyozasaban, a sejtciklus és ndvekedésben kdzponti szerepet jatsz6 mTOR
fehérje komplex (mammalian target of rapamycin) negativ hatdssal van az autofadgiara. Amennyiben
elegend6 tapanyag és novekedési faktor van jelen, akkor blokkolja az Atgl fehérjét, igy az
autofagoszoma inicializacioja nem lehetséges. Az I. osztalyba tartoz6 foszfatidil-inozitol-3 kinaz és
az AMP-aktivalt kinaz érzékelik a sejt energiaellatottsagat. Amennyiben tapanyagszegény allapot
1ép fel, foszforilacio altal blokkoljak az mTOR komplexet, ezzel lehet6vé téve az autofagia és mas
citoprotektiv folyamatok elinditasat. Az mTOR expresszigjat vizsgalva névekvd p-mTOR/mTOR
arany figyelhet6 meg a kamrafibrillacié id6tartamanak novekedésével egyiitt, amely emelkedett

autofagiat jelent. Ismeretes, hogy az oxidativ stressz sériilést okozhat a genomba, igy magasabb
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mTOR aktivitast eredményezve a sejtciklus ledll és az eléregedett fenotipus jegyeit mutaté sejt
gyulladasos reakciokat wvalthat ki, ami fizikai degradaciét eredményez. Ezen folyamatok
patofiziolégidjat a szivritmuszavarok elGsegitik és a szovetek az autofagia indukalasaval
ellenstlyozzak azt. Ezen megfigyeléseinket a p62 fehérje szintjének csokkenése is alatdmasztja,
mivel ez a fehérje teszi lehet6vé a sériilt sejtkomponensek jelolését és mihamarabbi degradaciéjat
az autofagia révén. A p62 fehérje felhalmozddasa a sejtben az autofagias folyamatok csdkkenését
jelentené, tehat a kamrafibrillaci6 soran fokozddhat az autofagias aktivitas.

Az autofagids markereket tekintve azonban érdekes jelenség figyelhet6 meg, ugyanis az
LC3BII/LC3BI aranyt vizsgalva fokozatos csokkenést tapasztaltunk a kontroll csoporthoz képest a
fibrillaltatott szivek esetében. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kamrafibrillacié indukélasa
szupresszalja a fagoszoma formadcigjat. Ez valaszul szolgalhat a kordbban feltett kérdésiinkre,
miszerint az autofdgia kozremiikodik-e a kamrafibrillacié kialakuldsdban vagy éppen a
kamrafibrillaci6 indukalja-e az autofagiat. A modelliinkben megfigyelhet§ Atg5-12 komplex
expressziojanak valtozasa is arra enged kovetkztetni, hogy a szivben a fibrillacié soran végbemend
folyamatok hatdsdra az autofagia aktivitasa ingadozik. Ezen eredményeket 0sszegezve
valészindisithetd, hogy a miokardiumban arrhythmia hatdsara emelked6 autofagia — 1évén, hogy
aktiv folyamat — energiahidny miatt lelassul és protektiv szerepe nélkiil a sejt nekrézisos pusztulasa
torténik, gyulladast idézve el a szivszévetben.

Kisérleteinkkel szamos olyan tényez6t tartunk fel a szivszovet fibrillaciora adott
valaszreakciojat nézve, amely rendkiviil hasznos lehet az arrhythmogenezis megértésében és

betekintést nyujtottak az autofagiaval kapcsolatos patofiziologiaba.
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VI.  Osszefoglalas

A kardiovaszkularis megbetegedések miatti halalozasi arany a statisztikak szerint a vilagon
mindeniitt a vezetd halal okok kozé sorolhatoak, bar a prevencionak és az egyre hatasosabb
terapidknak hdla, javulé tendencia figyelhet6 meg. Tovabbra is sziikséges azonban a jovObeni
terapias lehet6ségek optimalizalasa és hatasossaganak fokozasanak érdekében az alapkutatas soran
folglakozni a sziv- és érrendszeri betegségek molekularis hatterével, melyek koziil az iszkémia-
reperflizi6 indukalta kamrai fibrillacié az egyik legstilyosabb kovetkezmény.

Iszkémia alatt a megvaltozott metabolikus aktivitds hatdsara a fokozott autofagia segit a
miocitdk energiasziikségletének kielégitésében, azonban reperfizié alatt a tovabbra is magas
aktivitdsa mar inkabb karosan hat a szivre. Az I/R hatéasara kialakul¢ fibrillacié ezt még csak tovabb
fokozza, hiszen a tdpanyag deplécié miatt a sejtek tovabbra is autofagia révén prébalnak tobblet
energidhoz jutni. Ez a folyamat aztdn autofagia-indukalta apoptézist eredményez, legvégiil pedig
nekrézishoz vezethet, ha a normal szivritmus nem all helyre idében.

Jelenleg nem 4ll rendelkezésiinkre olyan lehet6ség, amely az autofagia szivszdvetbeni
szabalyozasat biztositana I/R soran. A prevencio és a prekondicié azonban nagyban hozzajarulhat az
esetlegesen bekdvetkezd szivinkfarktus soran az arrhythmidk elkeriiléséhez nagyban novelve ezzel

a tulélést.
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nem hagyta feladnom az egészet, pedig sokszor igen kozel alltam hozza az évek soran.

Koszonom a két legjobb kollégamnak Zilinyi Ritanak és Dr. Szabados-Fiirjesi Péternek a
tarsasagukat az irodaban és azon kiviil is! Nélkiiliikk sosem irtam volna meg a disszertaciémat ez
szinte biztos. Ezen feliil a Gyogyszerhatastani Tanszék jelenlegi és egykori munkatarsainak is
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