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Bevezetés

A szivbetegségek, ¢és a szivsebészeti beavatkozasok a szivizom iszkémias allapotat
eredményezik. Az iszkémias szdvet vér- oxigén- és anyagcsere-ellatdsanak helyreéllasa, igy a
szivizom reoxigenizacidja szamos szoveti karosodast okoz, melyeket az irodalomban
reperfuzid-indukalta kdrosodasokként ismeriink. A reperfuzioé okozta karosodasok kiilonbozo
formakban, pl. kamrai arrhythmidkban vagy a szivfunkciok romlésaban nyilvanulnak meg. A
reperfuzio-indukalta arrhythmidk és a sziv pumpafunkcidjdnak karosoddsa minden eddig
vizsgalt allatkisérletes modellen kialakul, tovabba azok megjelenése az emberen végzett
orvosi beavatkozasok soran is megfigyelhetd (pl., szivmiitétek, trombolizis). A reperfuzio-
indukalta arrhythmidk gyakran szivsebészeti mutétek alatt jelennek meg vagy trombolitikus
terapia folyaman, de szdmos esetben eldfordulnak a koronéridk gorcsének (angina) oldodasa
folyaman is.

Az I-es és Il-es tipusu diabetes eldrehaladta folyamén egyarant szoros kapcsolatban
van a kardiovaszkularis komplikaciok kialakuldsédval, mint pl. korondria artéria sziikiilet
1étrejottével valamint a diabetikus cardiomiopatia kifejlodésével. A postmiokardialis infarktus
prognozisa szintén rosszabb diabéteszes betegekben, akiknél magasabb az eléfordulasa a
szivelégtelenségnek és a hirtelen szivhaldlnak, dsszehasonlitva a nem diabéteszes egyénekkel.
A diabéteszes miokardiumban, molekularis szinten, a sarcolemmalis ion transzport kiilonb6z6
rendellenességei is tapasztalhatoak, tobbek kozott a Na™-H™ és a Na'-Ca®" cserefolyamatok
miikddési zavara, valamint a Ca*" és Na™-K~ ATPaz-ok mitkodésének kiilonbozé foki gatlasa.
A sarcoplazmatikus retikulum funkcidja is funkcidkdrosultnak tiinik a diabéteszes
miokardiumban, mely csokkent ATP szintézisen és elektron transzfer lanc aktivitason
keresztiil csokkent ATP fiiggé Ca’" transzportban és Ca®’ szabalyozta ATP4az aktivitisban
nyilvanul meg. Ebbdl eredéen bizonyos mitokondridlis gének [pl. citokrém oxiddaz B III
alegység (COXBIII), és az ATPaz 6 alegység (ATPS6)] expresszidja hatdssal lehet kiilonbozo
ioncsatornak  és  ionpumpak mikddésére, igy kozponti szerepet jatszhat az
arrhythmogenesisben, a szivfunkciok zavardban az iszkémids/reperfundalt szovetben.
Kozismert tény az, hogy az arrhythmidk kialakuldsaért tobbek kozott az ionhdztartas
felborulésa, a rendellenes ionmozgasok a feleldsek.

A human és mas emlés sejtek, szovetek, szervek a csokkent oxigén ellatasra, tehat az
iszkémids allapotra, fiziologiailag fontos gének (melyek lehetnek a szervezetben mar
jelenlévd gének vagy ,,de novo” gének), proteinek, enzimek expresszidjaval valaszolnak. A
kézelmultban egy 1 enzimrendszer keriilt az iszkémia okozta szivizomkutatdsok eldterébe: a

Tenhunen és mtsai altal azonositott mikroszomalis hemoxigenaz (HO) (J. Biol. Chem. 244:



6388-6394; 1969.), mely a hem oxidativ lebontasat katalizalja. A folyamat soran az enzim
oxigén és NADPH jelenlétében felhasitja a hem porfiringytiriijének o-metin hidjat, amely igy
nyiltlancu biliverdinné alakul, s ekozben felszabadul a vas, valamint equimolaris mennyiségi
szénmonoxid (CO) keletkezik. A biliverdint a biliverdin reduktaz bilirubinna alakitja. A HO-
nak hirom izoenzime ismeretes, a HO-1, a HO-2 és a HO-3, melyek kiilonb6zé gének
termékei. A HO-1 mely hsp (heat shock protein) 32 néven is ismert, indukalhat6 forma és az
emlOs szervezet szinte minden sejtjében szovetében eléfordul. Expresszidjat indukalhatjak
nehézfém ionok, olyan stimulusok és anyagok melyek oxidativ karosodast okoznak, pl. ho-
sokk, UV sugarzés, hyperoxia, hypoxia és iszkémia is. A HO-2 és a HO-3 konstitutivan
expresszalodik. Az elébbi foleg a kdzponti idegrendszerben és a tesztiszben talalhato, mig az
utobbirdl melynek aminosav szekvenciaja ~ 90 %-ban azonos a HO-2-vel viszonylag keveset
tudunk. Kevésbé aktiv, mint a HO-2, szerepe még nem teljesen tisztazott. Az elmult néhany
évben viszont jelentdsen megndtt azon kozlemények szama melyek kiillonb6zd bioldgiai
funkcidkat tulajdonitanak a HO katalizadlta hem metabolizmus termékeinek. A
porfiringytirib6l felszabaduld vas prooxidans tulajdonsagu, mig ezzel ellentétben a keletkezd
biliverdin, illetve redukalt formaja a bilirubin hatékony antioxiddns molekula. Egyre tobb
bizonyiték van arra is, hogy a folyamat harmadik terméke a CO fiziologiai jelatvivo
molekulaként funkcionalhat illetve, hogy képes a guanil-ciklaz aktivalasara, ezaltal a
cellularis cGMP szint szabalyozasara (emelésére), hasonldan a nitrogén oxidhoz, igy szerepet
jatszhat egyarant a fiziologias és patologias értonus szabalyozasaban. Korabbi eredményeink
arra egednek kovetkeztetni, hogy a kamrafibrillacié és az endogén CO termelés kozott szoros
Osszefliggés van, bar ennek direkt bizonyitdsdra tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.
Abban az esetben, ha a sziv reperfuizio indukalta fibrillaciot ,,tulélte”, a miokardiumban a HO-
1 mRNS ¢és protein expresszioja, kovetkezés képen az endogén CO mennyisége jelentds
mértékben csokkent. A HO-1 farmakoldgiai stimulalasa viszont a miokardiumban emelkedett
CO termeléséhez vezetett s ezzel parhuzamosan reperfizié indukélta fibrillacid kialakulasat
nem regisztraltuk. Ezen eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a HO-1 ,knock out”
egyedek miokardiumanak kamrafibrillacio irdnti érzékenysége kapcsolatban lehet az enzim
mRNS és protein expresszidjaval, az enzim aktivitassal és az endogén CO termeléssel. Abban
az esetben ha ez igy van, ugy elmondhatjuk, hogy a HO-1 mRNS ¢és proteinjének hidnya,
ennek kovetkeztében pedig a csokkent endogén CO termelés kdzponti szerepet tolthet be a

reperfuzid indukalta kamrafibrillacié kialakulasaban.



Célkitiizések
Kisérleteinkben az iszkémia/reperfiizi6 indukalta arrhythmidk farmakologiai
befolyasolasi lehetdségeit vizsgaltuk genom és a mitkondridlis eredetli génexpersszios
valtozasok figyelembevételével izolalt patkany és egérsziveken. Munkénkat két f6 témakorre

Osszpontositottuk:

I. Vizsgalni kivantuk, hogy a diabetes hatassal van vagy sem a szivizom reperfuzié indukalta
karosodasokkal szembeni ¢érzékenységére. Molekularis bioldgiai technikdk segitségével
Osszehasonlitottuk (i) egyes mitokondrialis gének (COXBIII és ATPS6, melyeket 40 gén
koziil, beleértve a mitokondrialis gének alegységeit is, eldzetes szliréssel valasztottunk ki)
expressziojat, (ii) a kamrafibrillacié kialakulasaban jatszott lehetséges szerepiiket, valamint
(ii1) a szivfunkciokra kifejtett hatasukat iszkémia/reperfiizionak aldvetett diabéteszes és nem
diabéteszes szivizomban. Célkitlizéseink kozé tartozott tovabbad a vizsgalt gének
expresszidjanak tanulmanyozasa elektromos ton indukélta (nem iszkémia/reperfuzid okozta)

fibrillacidba hozott diabéteszes és nem diabéteszes szivizomban.

II. Kisérleteink masodik részében célul tiztik ki a hemoxigendz-1 (HO-1) mRNS
expressziohoz kapcsolodod cellularis védekezé mechanizmusok és az endogén szénmonoxid
(CO) hatasanak vizsgalatat reperfuzio soran, fibrillalo és nem fibrillalé szivekben, melyeket
HO-1 ,,vad” tipusa (+/+) és ,.knock out” [heterozigdta (+/-) és homozigdta (-/-)] egerekbdl
nyertliink. Meg kivantuk vizsgalni a HO-1 mRNS és protein expresszio, valamint a HO-1-hez
kapcsoloddo endogén CO termelés hatasat (i) a reperfuzié indukalta arrhythmiak
kialakulasdnak csokkentésére, (ii) az infarktusos teriilet nagysagara, (iii) a cellularis
ionkoncentraciok valtozasara, valamint (iv) a szivfunkcidkra beleértve a szivfrekvencia, a

korondria és aorta kidramlas, és a bal kamrai nyomas mértékét.

Kisérleteinkhez him Sprague-Dawley patkanyokat €s him vad tipusu (+/+), HO-1
heterozigdta (+/-) és HO-1 ,knock out” homozigdta (-/-) egereket hasznaltunk. Az allatok
human bandsmodban részesiiltek a ,,Principles of Laboratory Animal Care” €s a ,,Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” eléirdsainak megfeleléen (NIH publication no. 86-

23, 1985).



Moédszerek és anyagok

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

Az allatok natrium-pentobarbitallal (60 mg/kg) vagy éterrel torténd altalanos
érzéstelenitését kovetden iv. heparint adtunk (500 IU/kg) a trombusok kialakuldasanak
megelézésére a szivkivétel folyaman. A mellkas megnyitdsa utdn a szivet kimetszettiik és
hideg perfuzios oldatba helyeztiik. A preparalast kovetden a szivet az aortdn és a vena
pulmonalis-on keresztiil un. ,,dolgozé-perfiizids” késziilékkel perfundéltuk. A perfuzids oldat
modositott Krebs-Henseleit puffer, melynek dsszetétele a kovetkezd (mM-ban kifejezve): 118
NaCl, 4.7 KCl, 1.7 CaCl,, 25 NaHCO3, 0.36 KH,PO4, 1.2 MgSOy, 10 glikoz. A perfuzios
oldatot €l6z8leg 95 % O, és 5 % CO, keverékével telitettik (pH: 7.4, 37 °C). A sziveket 10
percig Langendorff-modszer szerint perfundaltuk 37 °C-on és konstans perfiizios nyomason,
mely 100 cm-es vizoszlop nyomdaséaval egyenértékii (10 kPa). A mosasi periddust kdvetden a
késziiléket dolgozd modba kapcesoltuk és regisztraltuk a szivfunkciokat. Az aorta kiaramlast
kalibralt aramlasmérdvel, a korondaria atdramlas mértéket pedig a szivbol kicsopogd folyadék

hatarozott ideig torténd gyljtésével mértik.

Diabétesz kivaltasa:
A diabéteszt streptozotocin (55 mg/kg) intravénas injekciojaval indukaltuk. A nem
diabéteszes azonos koru kontrol allatok ekvivalens térfogati vivoanyagot kaptak. A diabetes

mellitust 1étrejottét hyperglikémia jelenlétével (vércukorszint meghatarozas) bizonyitottuk.

Meért paraméterek:

HO-1 génexpresszid vizsgalata:

A kisérletek tejes idOtartama folyamdn komputeres regisztracids berendezés
segitségével regisztraltuk az epikardidlis elektrokardigramot (EKG), melyet a szivhez
kozvetleniil kapcsolodo két eziist elektroddal vezettiink el. Az EKG-kat analizaltuk, hogy
meghatarozzuk a kamrafibrillacio (VF) elofordulasat. Kamrafibrillacionak tekintettiik, ha az
EKG-n rendellenes, irreguléris hullamzé jeleket taldltunk kiilonféle amplitudoval. A szivet
szinusz ritmustnak tekintettiik, ha az EKG-n szabélyos ritmusban normal sinus komplexek
jelentek meg (PQRST komplex 1étrejottével). Iszkémia eldtt és reperfizid soran regisztraltuk
a szivfrekvenciat (HR), a korondria ataramlés (CF) ¢és az aorta kiaramlas (AF) mértékét,

valamint a bal kamrai nyomast (LVDP) regisztraltuk.



Mitokondridlis génexpresszid vizsgalata:

A serum gliikoz mennyiségét standard assay kit segitségével spektrofotometrids uton
hataroztuk meg. A kisérletek tejes periodusa alatt komputeres regisztracidos berendezés
segitségével regisztraltuk az epikardidlis elektrokardigramot (EKG), melyet a szivhez
kozvetleniil kapcsolodd két eziist elektroddal vezettiink el. A reperfuzié indukalta VF
eléfordulasa az 4ltaluk hasznalt modell esetén elég nagy (~80-90 %) mind a diabéteszes, mind
pedig a nem diabéteszes alanyok esetében. Ezért, 31 és 41 db szivre volt sziikséglink kiilon-
kiilon, hogy 6 db nem fibrillalo, diabéteszes és nem diabéteszes sziv alljon rendelkezésre
vizsgalatainkhoz. Azokat a sziveket melyek a reperfizio soran fibrillaltak tovabb osztottuk
két csoportra: (i) a reperfizié indukélta VF kevesebb, mint 3 percig allt fenn, illetve (ii) tobb
mint 10 percig tartott. Az elsé esetben a VF-t reverzibilisnek (a sziv spontan visszatért a
normal ritmusba) tekintettilk, mig a madasodikban irreverzibilisnek (a reperfuzié elsé 10
percében folyamatosan fenndllt). Ha az utdbbi eset allt eld, 10 perc utan a sziveket
elektromosan defibrillaltuk (a szivfunkcidés paraméterek meghatarozasa végett), majd a
reperfuziot 110 percen keresztiil tovabb folytattuk. Patkényszivekben az iszkémia el6tt és
reperfiizid sordn regisztraltuk a szivfrekvenciat (HR), a koronéria ataramlas (CF) és az aorta
kiaramlas (AF) mértékét, valamint a bal kamrai nyomast (LVDP). Az egérszivek esetén
ugyancsak a fenti paramétereket regisztraltuk azzal a kiilonbséggel, hogy az aorta nyomast

(AOP) és annak els6 derivaltjat (AOPdp/dt) regisztraltuk az LVDP helyett.

Teljes RNS izolalas és Northern-blot:

(Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein, Germany) torténé homogenizacioval, guanidium
thiocianat mddszerrel végeztiik, a texthez mellékelt utmutaté leirasa alapjan. Az RNS pelletet
oldottuk 100 pl dietil-pirokarbonat vizes oldatdban, s a koncentracidkat a 260 nm-en
ultraibolya spektroszkopiaval mért elnyelésbol szamoltuk ki.

A Northern blot hibridizaciot és az RNS izoldlasat Chomczynski és Sacchi mddszere
szerint végeztik (Anal. Biochem. 162: 156-159; 1987.). A bal kamrabdl (kb.80-100 mg
szovet) preparalt RNS-bol 5 pg totdl RNS-t horizontalis elektroforézisnek vetettiink ala
formaldehid tartalmt 1% agardz-géleken és transzferaltuk pozitiv toltésli nylon membranra
(GeneScreen Plus) 18 oras kapillaris atvitel elve alapjan. Vakuumban 2 oran at 80 °C-ra
torténd melegités utan hibridizaciot hajtottunk végre **P-vel jeldlve (5 x 10° cpm/filter) egy
hibridizaciés szekrényben a gyari eldirasoknak megfeleléen (QuickHyb, Stratagene, CA,

USA). Az autoradiografia és az automata radiometrias vizsgalat utan a ,,housekeeping” gén



mRNS szintre vonatkozdan (gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz) ismét hibridizaciot
hajtottunk végre, hiszen kontrollként ezen csoporthoz viszonyitottuk az expresszios

valtozasokat.

Western-blot:

A mintdkat homogenizaltuk Tris-HCI (13.2 mM/1), glicerin (5.5 %), SDS (0.44 %) és
B-merkaptoetanol elegyében. Az oldhato proteinek azonos mennyiségét (50 pg) Tris-glicin-
SDS-poliakrilamid gél (12%) elektroforézissel elvalasztottuk és Western blot analizist
végeztiink, ahogy azt Pellacani és mtsai leirtdk (Circ. Res. 83: 396-403; 1998), rekombinans
patkany HO-1 protein antitestet (1:1,000, Stressgen) hasznalva. A relativ HO-1 protein

expressziot denzitometridsan analizaltuk.

RT-PCR:

Otven ng total RNS-t vagy pedig 20 ng mRNS-t tartalmazé mintat ,,amplification
grade” DNaz I-el (Gibco-BRL) inkubdltuk, hogy az esetleges DNS szennyezddéseket
eltavolitsuk, majd random egyszali cDNS szintézisnek vetettiik ala, 0,1 pg random 9-mer
primerek (Stratagene) alkalmazéasaval. A mintdkat, melyek 0,1 pg kezdeti total RNS-t
tartalmaztak, specifikus primerek segitségével, 12-26 ciklussal felerésitettiink optimalizalt
reakciokoriilmények kozott AmpliTag PCR kit segitségével. A primerek szekvencidja a
kovetkezé6 volt: ATPaz 6, 312 bp: 5-CGAACCTGAGCCCTAATA ¢s 5°-GTA-
GCTCCTCCGATTAGA; Citokrom Oxidaz III, 338 bp: 5’-CTTAGCATCAGGAGTCTC ¢és
5-TATCATGCTGCGGCTTCA. A fragmenseket 10 pCi [*’P] dCTP-el reakcionként
megjeloltik. A be nem ¢épiilt (nem inkorporalddott) nukleotidokat 3 %-os agardz gélen
elvalasztottuk, a felerdsitett fargmensek radioaktivitdsat pedig folyadék szcincillacios

detektorral detektaltuk.



c¢DNS klonok létrehozasa és a mitokondrialis gének analizisének folyamata:

Az alabbi abra Osszefoglalja a legfontosabb 1épéseket.

Plate-lés 4 6ra 37°C-on
inkubalas A klonok regeneralasa
Klénok Kkivétele > (masters)
Transferalas a
Nylon membranra
(replicas)
Poziciok
Lizis, Ellentrae
Neutralizalas, enorzese
fozés vakumban
\/
Plazmidok felszabaditasa v
Pozitiv klénok azonositasa
el6hibridizicio o I
felerosités, |
Probak hibridizacioja insertek kivagasa,
tisztitas, |
jelzés, I
N. blottolas
mosas |
\/

autoradiografia Pozitiv klonok ellendrzése

DNS szekvendalas és a gének azonositasa:

A Sanger ¢és mtsai altal kidolgozott (Proc Natl Acad Sci USA 74: 5463-5468; 1977.)
dideoxi-medialta lanchosszabbité/lanclezaré modszert hasznaltuk, szubsztratként denaturalt
plasmid DNS-t (pUC 19 pSPORT 1 vector; Gibco-BRL) hasznaltunk. Az M13/pUC
,wuniverzalis és a T7/T3a szekvendlashoz hasznélatos primereket és a Sequenase 2.0 kitet
hasznéltuk a *°S-el jelolt reakcidokban. A sédvokat 47 cm-es 6 % poliakrilamid/urea géleken
valasztottuk szét, kettos toltést alkalmazva (2,5 €s 5 ora, 2000 V-on futtatva). A GenBamk ¢s
az EMBL adatbazisokban a DNS szekvencidk kozotti hasonldsag keresésében Pearson-

Lipman algoritmust (Proc Natl Acad Sci USA 85: 2444-2448; 1982.) hasznaltunk.



Az infarktusos teriilet meghatarozasa:

Az infarktusos teriilet meghatarozasahoz a sziveket, minden egyes kisérlet végén, 30
ml 1 %-os trifeniltetrazolium-klorid (TTC) oldattal perfundaltuk, az aorta kaniil egyik oldals6
agan keresztiil, majd a mintakat -70 °C-on taroltuk a tovabbi analizisig. A fagyasztott sziveket
(csak a kamrai szdvetet) transzverzalisan szeleteltilk az apico-bazalis axisra merdlegesen, s 1-
2 mm vastagsagi metszeteket készitettiink. A metszetek tomegét lemértiik, miutdn a
nedvességet eltavolitottuk a szovetrdl, majd tdrgylemezek kozé helyeztiik, és szkenneltiik. A
,I1sk” teriiletet -melyet minden kisérlet végén Evans blue-t hasznalva hatdroztunk meg- és az
infarktusos zonat minden egyes metszetben megjeloltiik, majd a teriileteket pixelben megadva
szamoltuk ki. Az ép kamrai szovetet a TTC oldat vorosre festi, mig az infarktusos teriilet nem
veszi fel a festéket, igy az fehér marad. A teriileteket planimetrids software alkalmazésaval
hataroztuk meg, majd a metszetek tomegével felszoroztuk és dsszegeztiik, hogy megkapjuk a
veszélyeztetett (,,risk”), illetve az infarktusos teriilet tomegét (grammban kifejezve). Az
infarktusos teriilet nagysagat, a veszélyeztetett teriiletre (,,risk area”) vonatkozo %-os

aranyaban fejeztiik ki.

A szoveti CO tartalom meghatarozadsa:

A CO tartalmat gazkromatograf segitségével hataroztuk meg. A reperfuzio végén a
sziveket eltavolitottuk a késziilékr6l, majd négyszeres térfogati 0.1 M foszfat-pufferben
(pH:7.4) homogenizaltuk. A homogenizatumot 4 °C-on, 15 percig, 12800 x g-n
centrifugaltuk, és az igy kapott feliiluszot hasznaltuk a CO tartalom meghatarozadsdhoz. A
reakcio elegy Osszetétele a kovetkezd volt: 150 ul 12800 g feliluszo, 60 ul NADPH (4.5 mM)
¢s 50 ul 3.5/0.35 mM methemalbumin. A vak mintdkba NADPH helyett 60 ul foszfat-puffert
adtunk. A mintdkat eldinkubaltuk 5 percig 37 °C-on, majd a ,headspace”-t oxigénnel
ataramoltattuk és a mintakat 37 °C-on, 1 oran keresztiil, sotétben tovabb inkubaltuk. A
reakciot a mintak jéggel torténd hiitésével allitottuk le, majd a gazteret egy oran beliil
analizaltuk. Gaztomor fecskenddvel (Hamilton Co., USA), minden egyes tivegcsébdl, 1000 pl
headspace gazt injekaltunk a kolonnéra. Az analizis 150 mdasodpercig tartott egy 200 cm
hosszu, 0.3 mm belsdé atmérdjii rozsdamentes acél kolonnan. A csucsokat integraltuk, a kapott
eredményeket pedig 6nkényesen valasztott egységben fejeztiik ki. A mérésekhez Molselect 5

A t61t6tt kolonnat hasznaltunk. A kolonnatér hémérséklete 30 °C volt.
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A celluldris Na*, K, és Ca*" koncentracick meghatarozasa:

A sziveket gyorsan, ionmentes, 100 mM/L trishidroxi-metil-amino-metant és 200
mM/L szahardzt tartalmazé jéghideg pufferbe meritve 0-5 °C-ra lehiitottiik, hogy kimossuk az
ionokat az extracellularis térbdl, valamint, hogy meggatoljuk a membran iontranszportért
felelds enzimek aktivitasat. Ot perces hideg pufferrel torténé mosas az ionok tdbb mint 90 %-t
eltavolitja az extracellularis térbdl. A mosasi periddust kovetden a sziveket 48 oran keresztiil
100 °C-on szaritottuk, majd 20 oran keresztiil 550 °C-on tartva elhamvasztottuk. A hamut 5
ml 3 M salétromsavban felvettiik, majd ionmentes vizzel 10 x higitottuk. A miokardialis Na"
tartalmat 330,3 nm-n, a K~ mennyiségét 404,4 nm-n, mig a Ca>" koncentracidt 422,7 nm-n

mértlik levegd-acetilén langban, atomabszorpcids spektrofotométer segitségével.

HO-1 lokalizaciojanak meghatarozasa immunhisztokémiai modszerrel:

A vad tipusa (+/+), heterozigéta (+/-) valamint homozigoéta (-/-) HO-1 mutans
egerekbdl preparalt sziveket formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyazast kovetden a bal
kamrai szovetb6l 5 pm vastagsagu metszeteket készitettiink poli-1-lizinnel bevont
targylemezekre (Sigma, St.Luis, USA). Deparaffinalast és rehidratalast kovetden az endogén
peroxidaz aktivitast és a nem specifikus fehérjék kotddését 3% hidrogén-peroxidot tartalmazo
normal kecske szérummal blokkoltuk. Ezt kdvetden két oran keresztiil inkubéltuk a mintakat
tisztitott, patkdnymajbol izolalt HO-1-gyel és nyulban termeltetett, poliklonalis anti-HO-1
antitesttel (Stress Gen Biotech., Canada). A primer antitestet a gyartd utasitdsainak
megfelelden, 1:750 aranyban higitottuk. Ezutdn PBS-sel alaposan mostuk, majd tovabbi fél
oran at inkubaltuk a metszeteket, kecskében termeltetett, biotinnal jeldlt, anti-nyal IgG
masodik antitesttel (Vector Laboratories, Burlingam, CA, USA), amit a gyartd utasitasainak
megfeleléen, 1:200 aranyban higitottunk. Ujabb alapos, PBS-sel torténé mosast kovetéen az
immunreakcidt peroxiddz enzimmel konjugalt streptevidinnel (Zymed, USA) (30 perc)
mutattuk ki. A szinreakcidt 3-amino-9-etilkarbazol szubsztrattal [0.1 M acetét pufferben (pH
5.2) készitett oldat], a hattérfestést Gill’s hematoxilinnel végeztiik. A festddés intenzitasanak
noveléséhez néhany masodpercig 1% litium-karbonat oldatban inkubéltuk a mintdkat. Ezt
kovetben vizzel alaposan mostuk, majd fél oran keresztiil 80°C-on tartottuk. A mikroszkopos
vizsgalatokat Zeiss Axiolab mikroszkoppal végeztiik, a felvételeket Zeiss Axiocam kameraval

rogzitettiik.
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A kisérletek végrehajtasanak folyamata:

A sziveket (n = 6 csoportonként) 30 perc preiszkémias periddusban perfundaltuk. Az
elsd 10 perc soran Langendorff-modszer szerint, standard perfuzios oldattal kimostuk a vért és
annak sejtes alkotorészeit a miokardiumbol. A kovetkezd periodusban a késziiléket ,,dolgozo™
modba kapcesoltuk és regisztraltuk a kontrol értékeket. Ezt kovetden a sziveket 30 perc
global/regionalis iszkémidnak €s az azt kovetd 120 perc reperfuzidonak vetettiik ald. Mivel a
,»dolgozo” szivpreparatum érzékenyebb kiilonb6zd hatasokra illetve a toltdnyomadsra, mint a
Langendorff-prepardtum, ezért a reperfuzid els6 10 percében Langendorff-modszer szerint
perfundaltuk a szivet, hogy elkeriiljiik a kamrai arrhythmidk kialakulasat. Ha a reperfiizid
kezdeti szakaszaban fibrillacio tortént, a szivet defibrillaltuk 20 V-os négyszdghullam
impulzust alkalmazva 1 ms-os idOtartam alatt. A kisérletek végén a sziveket eltavolitottuk a
késziilékrdl és Northern és Western blot-ot végeztiink, meghataroztuk az infarktusos teriilet
nagysagat, valamint a cellularis ionkoncentraciokat.

A mitokondrialis génexpresszid vizsgalata soran a sziveket az allatok két azonos kort
csoportjabol izolaltuk: (i) nem diabéteszes, melyeket 8 héttel a sziv izoldlasa eldtt citrat
pufferrel oltottunk be, valamint (ii) diabéteszes, mely éllatokat 8 héttel a sziv izolalasa eldtt
streptozotocinnal (55 mg/kg, i.v.) kezeltiink. A kisérletek egy masik részében a sziveket nem
tettiik ki iszkémia/reperfuzionak, hanem a sziveket elektromosan fibrillacioba hoztuk (20 Hz,
1200 iités/perc), 10 percen keresztiil 5 V-os négyszoghulldam impulzusokat alkalmazva 1 ms-
os ido6tartam alatt. Ezt kovetden a sziveket defibrillaltuk, a késziiléket dolgozé modba
kapcsoltuk és a reperfuzidt tovabbi 110 percig folytattuk. Minden egyes kisérlet végén

meghataroztuk az mRNS expressziot.

Statisztika:

A szivfunkciok (HR, CF, AF, LVDP, AOP ¢és AOPdp/dt), infarktusos tertilet,
miokardialis elektrolit koncentraciok, valamint a szoveti CO tartalom értékeinek kozlésekor a
szamtani atlagot ¢és a kozépérték standard hibajat adtuk meg. Eldszor ,,egyutas” variancia
analizist végeztlink, hogy megtudjuk, van e kiilonbség a kiillonbozé csoportok adatai kozott.
Ha volt kiilonbség, a vad tipusu (+/+) csoportok értékeit a HO-1 heterozigota (+/-) ¢€s
homozigota (-/-) csoportéval, illetve a diabéteszes csoport értékeit a nem diabéteszes
csoportokéval a Bonferroni korrekcidval kiegészitett kétmintés t-teszttel hasonlitottuk Gssze.

Szignifikansnak tekintettiik a valtozast, ha a *p<0.05.
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Eredmények

L ,,Subtractive screening”:

Specifikus cDNS konyvtarat hoztunk létre plasmid pSPORT 1 alkalmazasaval 30 perc
iszkémianak kitett patkdnysziv balkamrai szivizmot hasznélva kiindulési szovetént, és
poly(A)" RNS alkalmaztunk klonozasra. A rekombindnsok szdma 340,000 kériili volt s a
kozepes ,,insert” méret 1.5 és 2.0 kb. A DNS szekvenalast kdvetd adatbazisban valo keresés
alapjan 8 kiilonb6z6 gént azonositottunk. A 8 gén kodja volt a cytochrom oxidase alegység 1,

I1, 111, az ATP synthase 6 ¢és 8, valamint hdrom alegysége (1, 2, 3) a cytochrom b-nek.

1I. Az azonositott gének mRNS expresszidja:

(p<0.05 a kontrollhoz viszonyitva) és 120 perc reperfuzidt kovetéen nem diabéteszes, nem
fibrillalé szivekben (p<0.05 a kontrollhoz viszonyitva). A COXBIII mRNS expresszid
jelentés mértéki csokkenését tapasztaltuk reperfuzid soran mind az irreverzibilis fibrillald
mind pedig a reverzibilis fibrillal6 nem diabéteszes szivizomban (p<0.05). A diabéteszes,
iszkémia/reperfuzionak kitett szivekben a COXBIII expresszidja jelentds mértékben
emelkedett 6sszehasonlitva a diabéteszes aerob kontroll értékekkel (p<0.05).

nem volt statisztikailag szignifikans 30 perc iszkémiat és 120 perc reperfizidt kovetéen a nem
diabéteszes/nem fibrilldld szivizomban. A reperfuzid sordn irreverzibilis, illetve reverzibilis
tapasztaltuk. Az ATPS6 expresszid diabéteszes, iszkémia/reperflizionak alavetett szivekben
hasonl6é mértékii volt, mint a nem diabéteszes/nem fibrillalo csoporté. Abban az esetben, ha a
diabéteszes sziv fibrillalt a vizsgélt gén expresszidja nem volt detektalhato.

A COXBIII expresszidja 30 perc iszkémiat kovetden nétt az aerob kontroll csoporthoz
viszonyitva. Ez a novekedés 30 perc iszkémidnak és 120 perc reperfuzionak alavetett nem
fibrillalo szivizomban még jelentésebb mértékii volt. Tovabba, iszkémia/reperfizionak kitett
fibrillald szivizomban a COXBIII expresszio jelentds mértékii csokkenését figyeltiik meg.
Ugyanezt a csokkenést tapasztaltuk az elektromos titon fibrillacidba hozott szivizom esetében.
A COXBIII expresszi6 irdnyanak valtozésai diabéteszes szivizomban teljes mértékben
megegyeztek a nem diabéteszes csoportban tapasztaltakkal.

Az iszkémia/reperfuzio indukalta, illetve az elektromos uton kivaltott kamrafibrillacio
jelentds mértékii intenzitas csokkenést eredményezett, mind a diabéteszes, mind pedig a nem

diabéteszes csoportban. Mindkét vizsgalt gén expresszidja mefigyelhetd iszkémiat kovetden,
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mind a nem diabéteszes, mind pedig a diabéteszes szivizomban. Reperfiziéo soran a
génexpresszid valtozdsa azonos volt a nem fibrillalé diabéteszes €s nem diabéteszes
csoportokban egyarant. Azokban a nem diabéteszes szivekben, melyek a reperfiiziéo soran
fibrillaltak az ATPS6 (8+3 mRNS relativ mennyiség) ¢s a COXBIII (6£1 mRNS relativ
mennyiség) expresszidban jelentds csokkenést tapasztaltunk, a diabéteszes fibrillald

csoportban azonban a vizsgalt gének nem voltak detektalhatdak RT-PCR segitségével.

1I1. Szivfunkciok, szérum gliikoz tartalom:

A szivfunkciok koziil az AF, valamint a LVDP, illetve a szérum gliik6z koncentracioja
csokkent a diabéteszes patkany szivizomban 6sszehasonlitva az azonos kort nem diabéteszes
csoporttal. A reperfuzid viszonylag gyenge szivfunkcidkat eredményezet a nem diabéteszes
nem fibrilldld szivizomban. Azon iszkémia/reperfuzionak aldvetett nem diabéteszes
szivekben, melyekben az iszkémia/reperfuzidé indukalta kéarosodéast reperfuzidé indukalta
kamrafibrillaci6 kialakuldsa tovabb sulyosbitotta, a posztiszkémids szivfunkciok tovabbi
romlasat figyeltik meg. Ez jol magyarazhaté azzal az ismert ténnyel, mely szerint a VF
megjelenése szignifikdns mértékben tovabb erdsiti a reperfuzio-indukalta karosoddsokat.
Tehat, egy akut iszkémids esemény melyhez kamrafibrillaciéo tarsul a posztiszkémids
szivfunkciok tovabbi romlasat eredményezi.

Elektromosan fibrillacioba hozott, nem diabéteszes ¢és diabéteszes szivizomban
egyarant, a fibrillacié utani szivfunkcié értékei jobbak voltak, az iszkémia/reperfuzionak kitett
¢s fibrillalo szivek értékeihez viszonyitva. Ugyanez a tendencia volt megfigyelhetd a
diabéteszes, iszkémia/reperfuzionak kitett, fibrilldlo és nem fibrillalé szivekben, bar a
szivfunkciok ¢és a kontraktilitds jelentds mértékben rosszabbak voltak, mint az azonos kort

nem diabéteszes csoporté.

1V. HO-1 ,, knock out” egerek:

HO-1 ,,knock out” homozigdta (HO-l'/ 7) €letképes egerek csak HO-1%" (heterozigoéta)
anya és HO-1"" (heterozigota) apa, vagy heterozigdta anya és homozigéta apa paroztatasaval
johetnek létre. Ekkor a homozigota egyedek sziiletési %-a kb. 11%-20%. A HO-1"
(homozigdta) egyedek paroztatisa nem eredményez életképes almot, hiszen ezek az utdédok
mar meg sem sziiletnek. A kisérleteinkhez sziikséges homozigota HO-1 ,,knock out” egereket
HO-1"heterozigota és HO-17" homozigota allatok egymassal torténé paroztatasaval nyertiik.
fgy 105 HO-1"" és 13 HO-17" egeret kaptunk. A HO-1 génhianyos egyedek valamivel
konnyebbek voltak (26+£3 g) a vad tipustu (30+4 g), illetve a heterozigéta (31+3 g) azonos
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korti alomtérsaiktol, sziiletéstol a kora felnéttkorig (12-13 hét), ezen kiviil viszont teljesen
megkiilonboztethetetlenck voltak. Megfigyeltiik tovabba, hogy 22 hetes korukra a HO-1""
allatok lesovanyodtak, kiils6 allapotuk romlott, valamint kevésbé aktivak voltak vad tipusq,
illetve a hetrozigota egyedekhez képest. A HO-1" allatok korai halalozasa a 22. hét utan

altalanos volt, ezért kisérleteinkhez 16-20 hetes allatokat hasznaltunk.

V. HO-1 jelenlétének igazolasa aerob perfundalt egér szivizomban:

Megvizsgaltuk az enzim mRNS és protein expresszio valtozasat, valamint az enzim
lokalizaciojat Northern blot, Western blot és immunhisztokémia segitségével. Aerob
kériilmények kozott perfundalt HO-1"*, HO-1"" és HO-17" egerek szivébdl bal kamrai
biopszidkat vettiink, majd immunhisztokémiat végeztiink. Husz perc aerob perfuzion atesett
szivekbdl nyert mintdkban homogén citoplazmatikus festddést tapasztaltunk a vad tipust,
valamint a hetrozigota miokardiumok esetén. HO-17" szivizom felhasznaldsa esetén nem
tapasztaltunk festodést.

Ugyanez volt megfigyelhetd a Northern blot technikdval kapott eredményekben,
vagyis a HO-1 mRNS 1,5 kb savjat detektaltuk, mind a +/+, mind pedig a +/- egyedek esetén,
mig a -/- szivekbdl kapott mintdkban nem volt detektalhat6 a 1,5 kb sav.

Western blot kisérleti analizis soran az enzim proteinje detektalhato volt a +/+ és +/-
szivekbdl szarmazo mintdk estén, mig a HO-17" mintakban nem volt kimutathaté a HO-1

protein.

VI. HO-1 expresszio vizsgalata iszkémia/reperfuzionak kitett egér szivizomban:

Kisérleteink sordn megvizsgaltuk a HO-1 protein expresszio valtozésat fibrillald és
nem fibrilldld szivekben egyarant, mindhdrom tipusa (+/+; +/-; -/-) egerekbdl izolalt és
iszkémia/reperfuzionak kitett szivek esetében, immunhisztokémia ¢és western blot
alkalmazasaval. Azokban az esetekben amikor a sziv fibrillalt az enzim expresszioja jelentos
mértékben csokkent a vad tipusu +/+ homozigota és a +/- heterozigdta szivekben egyarant,
Osszehasonlitva nem fibrillalé szivizommal. A -/- homozigota szivekben nem tudtuk
detektalni az enzim expresszidjat sem immunhisztokémia, sem pedig Western blot
segitségével. Itt kell feltétleniil megjegyezniink, hogy a HO-1 ,knock out” allatokbdl izolalt

szivek minden esetben kamrafibrillaciot mutattak reperfizid soran.

VII. Endogén CO tartalom meghatarozasa:
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Husz perc iszkémianak és 30, valamint 120 perc reperfuzionak kitett vad tipusu,
valamint hetrozigodta szivekben az endogén CO mennyisége jelentdés mértékben nott az aerob
kontrol értékekhez viszonyitva. HO-17" egér miokardium esetén az endogén CO mennyisége
nagyon alacsony volt, kdszonhetden a HO-1 rendszer hidnydnak. Azokban a kisérletekben

mikor a sziv fibrillacion esett 4t nem tudtunk CO-t kimutatni.

VIIL Szivfunkciok, infarktusos teriilet és miokardidlis Na*, K, és Ca®* tartalom:

Az iszkémia elétti szivfunkci6 értékei a HO-17" csoportnak rosszabbak voltak a vad
tipusi és a hetrozigéta csoportéhoz viszonyitva. Ugyanilyen jelentés kiilonbséget
tapasztaltunk a csoportok kozott, 20 perc iszkémidt kovetd 30, illetve 120 perc reperfizid
soran. A HO-1"" szivek a reperfuzié soran mind fibrillaltak, igy azokat elektromos tton
defibrillaltuk azért, hogy a szivfunkciés paraméterek (HR, CF, AF, AOP, AOPdp/dt)
felépiilését mérni tudjuk.

Az infarktusos teriilet nagysaga jelentés mértékben nagyobb volt a HO-17" csoportban
(49,55 %, p<0,05) 6sszehasonlitva a vad tipust (37,644 %), illetve a heterozigdta (38,5+4
%) csoportok értékeivel.

A szoveti Na® és Ca’" koncentracié az iszkémia indukcidja elétt szignifikans
emelkedést mutatott a HO-17" csoportban Osszehasonlitva a masik két vizsgalt csoport
adataival. Tovabba a cellularis K* tartalom jelentdsen alacsonyabb volt (253+8 pmol/g,
szaraztomegre) a homozigdta knock out szivekben, mint az aerob perfiizion atesett vad tipust
szivizomban (278+7 pmol/g, szaraztomegre). Az iszkémids miokardium reperfuzidja a
cellularis iontartalom, hasonld6 mértékii zavarat eredményezte minden vizsgalt csoportban,

mely a -/- csoportban még sulyosabb volt.

Kovetkeztetések

I. A miokardium iszkémids periddusai kiilonb6zé6 mértéki  valtozasokat
eredményezhetnek bizonyos gének expresszidjaban és a szivfunkciokban egyarant. Az
arrhythmiak, tobbek kozott a kamrafibrillacio kialakuldsanak mechanizmusa(i), mint példaul a
re-entry, jol ismertek ¢és definialtak, azonban a VF kialakuldsanak genetikai szintli
magyarazatarol jelenleg kevés ismeret all rendelkezésre. Az idiopatids kamrafibrillacio
mechanizmusanak vizsgalata soran megallapitottdk, hogy a sziv ioncsatornait kodolo gének
mutacioi novelik a fibrillacio kialakulasanak, illetve a hirtelen szivhalal eléfordulasanak

valdsziniiségét. Ebbdl kiindulva feltételeztiik - mivel a mitokondrium az oxidativ foszforilacio
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helye -, hogy a mitokondrialis gének fontos szerepet jatszhatnak az arrhythmogenesisben
iszkémia/reperfuzionak kitett szivizomban.

Megvizsgaltuk, hogy a mitokondridlis mRNS expresszio, milyen kapcsolatban lehet a
reperfuzid indukalta VF el6fordulasaval, perfundalt, diabéteszes és nem diabéteszes patkany
szivizomban. Tovabba vizsgaltuk a VF ¢és a mitokondridlis génexpresszio, konkrétan a
COXBIII és ATPS6 expresszid kozotti kapcsolatot iszkémia/reperfuzionak ki nem tett,
elektromos uton fibrillacioba hozott szivizomban. Az altalunk vizsgélt gének expresszidja
novekedett 30 perc iszkémiat kovetden, de reperfuzid indukalta fibrillacié soran jelentds
mértékli downregulaciot tapasztaltunk. Abban az esetben, ha kamrafibrillacié nem alakult ki
nem tapasztaltuk a vizsgalt mRNS expressziojanak csokkenését. Hasonléan mas emlésokhoz,
a patkdny mitokondrialis genomja is csak 13 proteint kodolo teriiletet tartalmaz (COX I, II,
III; ATPase 6, 8; citokrom B, valamint NADH 1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6). Kisérleteinkben a
reperfuzid indukalta VF kialakulasa jelentds mértékben fiiggott a COXBIII és az ATPS6
expresszid downregulacigjatol. Mindezt aldtdmasztjak elektromos uton fibrillacioba hozott
sziveken végzett kisérleteink is, mely szerint feltehetd, hogy a kamrafibrillacid felelds a
génexpresszio csokkenéséért, de a fibrillacio indukalta kozepes mértékil iszkémia szerepe sem
zarhat6 ki teljes mértékben. Bar az elektromos fibrillacio indukélta koronaria vasokonstrikcio
nem valoszinli, hogy magyardzatot adhat a mitokondridlis génexpresszid valtozdsara, de
kétségtelen, hogy ez a tényezd befolydsolhatja a sziv fibrillaciot kovetd feléptilését,
Osszehasonlitva az iszkémia/reperfuzié indukalta fibrillacion atesett szivizommal.

Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy a diabéteszes szivizom mdasképp reagal a
miokardidlis karosoddsokra, mint a nem diabéteszes. Kisérleteinkben az arrhythmogén
mechanizmusokra vonatkozolag nem tapasztaltunk jelentds mértékii valtozast a COXBIII és
ATPS6 mRNS expresszioval kapcsolatban az iszkémia/reperfuzionak kitett diabéteszes €s
nem diabéteszes csoport kozott, mely arra utal, hogy mindkét gén kdzponti szerepet jatszhat
az arrhythmidk kialakulasaban diabéteszes és nem diabéteszes szivizomban egyarant.
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt gének mRNS ¢€s protein expresszidjanak
farmakologiai stimulalasaval a reperfizié indukalta VF kialakuldsa megeldzhetd, valamint,
hogy ezek a gének jelentds mértékben szabalyozhatjdk az arrhythmidk kialakuldasanak
mechanizmusait iszkémia/reperfuzionak alavetett diabéteszes €s nem diabéteszes szivekben
egyarant.

II. Munkédnk maésodik részében arra torekedtiink, hogy még kdzvetlenebb
bizonyitékokat szerezziink a HO-1 altal termelt endogén CO szerepérdl, a reperfuzid

indukélta kamrafibrillaciok kialakuldsanak megelézésében. A cellularis CO termelés
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mérésével kdzvetlen bizonyitékokat szolgaltattunk, hogy az emlitett védekezési mechanizmus
a HO-1 mRNS indukcion keresztiil, az emelkedett endogén CO termelésnek tulajdonithato.
Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy tobbek kozott az infarktusos teriilet nagysiga jelentds
mértékben nagyobb volt a HO-17" csoportban, mint a vad tipusu, illetve a heterozigota
csoportokban, tovabba, hogy ez a novekedés az infarktusos teriilet nagysagaban emelkedett
miokardialis Na* és Ca”", valamint csokkent K* koncentraciokkal is 6sszefiiggésbe hozhatd.
Kimutattuk, hogy a HO-1, illetve a HO-1-hez kapcsolédd endogén CO produkcié fontos
szerepet jatszik a miokardidlis homeosztazisban az 4altal, hogy megvédi a szivet az
iszkémia/reperfizidé indukalta funkcionalis karosodasoktél melyek magukba foglaljak a
reperfuzio indukalta VF-t is. Iszkémia/reperfiiziés inzultust kovetéen a HO-1 mRNS ¢és
mind a fibrillalé vad tipust, mind pedig a fibrillalé heterozigoéta szivek esetében. Aerob
perfuzionak kitett HO-1-/- szivekben nem tudtuk detektalni sem a HO-1 mRNS-t, sem pedig
annak proteinjét. A HO-1 knock out (-/-) homozigéta szivekben pedig a szivfunkcidk
rosszabbak voltak mind aerob koriilmények kozétt mind pedig reperfuzid soran,
Osszehasonlitva a vad tipust szivekkel. Reperfiizié soran a homozigéta (-/-) szivek mind
fibrillaltak, ami bizonyitja, hogy a HO-1 mRNS és proteinjének jelenléte, illetve a HO-1
enzim aktivitas antiarrhytmids hatasu lehet.

A HO-1, illetve a HO-1-hez kapcsoldédo endogén CO termelés pontos mechanizmusa,
mely soran kifejti védd hatasat jelenleg intenziven kutatott teriilet. A keletkezd biliverdin,
illetve redukalt formdja a bilirubin hatékony antioxidans vegyiiletek. Egyre tobb bizonyiték
van arra is, hogy a folyamat harmadik terméke a CO fizioldgiai jelatvivé molekulaként
funkcionalhat illetve, hogy képes a guanil-ciklaz aktivalasara, ezaltal a cellularis cGMP szint
szabalyozasara (emelésére), hasonldan a nitrogén oxidhoz, igy szerepet jatszhat egyarant a
fiziologias és patologias értonus szabalyozasdban. A HO rendszer jelentdségét mar szamos
betegségben, tobbek kozott asthmdban, endotoxémidban, cardiomyopathidban, és
iszkémia/reperfuzio indukalta sériilésekben is leirtdk. A bizonyitékok novekvd szamanak
tiikkrében, mely szerint a HO-1 védelmet biztosit az oxidativ karosodasok ellen, a kutatok tobb
figyelmet forditottak a HO-katalizis antioxidans tulajdonsagu ,,melléktermékeire”, a mar
korabban emlitett biliverdinre, illetve bilirubinra. Ezen kiviil a hem degradacioval jard
endogén CO novekedés az iszkémia/reperfiizid okozta sériilések elleni citoprotekcio
szabalyozasanak egyik lehetséges célpontjava valt. A ,citoprotektiv’ CO-rol kimutattak,
hogy: (i) a szolubilis guanildt-ciklaz aktivalasadn keresztiil szabalyozza a cellularis cGMP

szintet, hozzajarulva ezaltal az endotheliumtdl-fiiggd vasodilaticidhoz, valamint
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crer

szintdz (NOS) gatlasa kovetkeztében; (iii) gyulladas ellenes hatasa van; és (iv) gatolja mind az
apoptotikus, mind pedig a sejtosztodasi mechanizmusokat. A HO altal termelt CO hatésat
kifejtheti a keletkezés helyén, vagy pedig a szomszédos sejtekbe diffundalva.

Kisérleteink célja a HO-CO rendszer szerepének vizsgalata volt az
iszkémids/reperfundalt szivizomban, mindemellett azonban meg kell emliteniink a
nitrogénoxid szintdz (NOS-NO) rendszer szerepét is. A két rendszer nagyon sok hasonlosagot
mutat. Mind a HO, mind a NOS rendszernek van konstitutiv és indukalhato izoformja,
valamint mind a CO és az NO képes aktivalni a guanil-ciklazt, melynek kdvetkeztében megnd
a ¢cGMP szint, amely hatékony szekunder-messsengerként funkciondl. Tovabba, a legtobb
hatas, melyek indukaljadk az iNOS expresszidjat, mint pl. katecholaminok, citokinek és az
iszkémia/reperfuzio, szintén indukaljak a HO-1 expressziot. A CO ¢és NO relativ
hozzdjaruldsa a guanil-cikldz aktivalasdhoz a kardiovaszkularis rendszerben, jelenleg még
tisztazatlan. Szamos patholdgiai koriilmény soran, mint pl. hypoxia, hé sokk, ¢s
iszkémia/reperfuzio, a CO medialta hatds lehet a domindlo. Ezt tAmasztja ala az a megfigyelés
is, mely szerint HO inhibitor alkalmazisa gatolta a cGMP termelést, ugyanakkor NOS
inhibitoroknak nem volt hatasuk. Pannen ¢s mtsai vérzéses sokk patkany modelljén
kimutattak, hogy a CO indukalja a mikrocirkularis dilataciot és a sejtek védelmét, mig a NO
esettben nem tapasztaltak jelentds hatdst az alkalmazott modellen. Mindamellett,
hypertermids stressz szintén emelte a cGMP szintet CO termelésen keresztiil, mig a NO-nak
nem volt szignifikdns hatasa. Ujabb kutatisok bizonyitottak, hogy a NO sokkal erdsebb
stimulatora a guanil-ciklaznak, kb. 300-400 x emelkedést eredményez az enzim aktivitasban,
Osszehasonlitva a CO okozta 5-15 x emelkedéssel. Valoszintsithetjiik, bar altalaban a NO
dominénsabb aktivatora a guanil-cikldznak, bizonyos koriilmények kozott, egyes szovetekben,
a CO fizioldgiai funkcidja fontosabb lehet. Mivel mind a NO, mind pedig a CO a guanil-
ciklaz stimuldladsan keresztiil fejti ki hatdsat, ezért tovabbi kisérletekre van sziikség, hogy
bizonyitsuk, hogy az emelkedett cGMP szint legaldbb részben a CO-nak kdszonhetd az
altalunk hasznalt modell estén.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy HO-1 vad tipusti, valamint HO-1 ,.knock out”
hetero-, illetve homozigota egerek haszndlataval kimutattuk, hogy a HO-1, illetve a HO-1-hez
kapcsolodd endogén CO produkcid fontos szerepet jatszik a kardiovaszkularis rendszer
iszkémia/reperfiziés inzultusra adott valaszdban. A K.O. allatokbol izolalt szivek
érzékenyebbek voltak az iszkémia/reperfiizidra, rosszabb posztiszkémias szivfunkciokat

mutattak, valamint reperfizi6é soran, minden esetben fibrillaltak. Ezen eredményeink alapjan
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feltételezhetjiik, hogy a hemoxigendz-1 kozponti szerepet jatszhat a sziv fiziologids
mukodésének megdrzésében, vagy helyredllitdsaban az altal, hogy megvédi a szivizmot az

iszkémia/reperfiizié indukalta karosodéasoktol.
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