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ROVIDITESEK

AP-1: Activating protein-1

AF: Aorta flow

ATPS6 ATP-4z 6 alegység

CF: Koronaria flow

CDDP: Cis-diammine-dichloroplatinum

COX B III: Citokrém oxidaz B III alegység

CO: Szén monoxid

dp/dt: Sziv kontraktilitas

GADPH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GSHPx-1: Glutathione peroxidase

HFE: Hereditary haemokromatozis

KHB: Krebs-Henselit buffer

HO-I: Hemoxigenaz-I

HTLV-I: Human-T cell leukemia virus

ISA/RE: Iszkémia/reperfuzid

KO: Knock out

LVDP: Bal kamrai ,,develop” nyomas

LVEDP: Bal kamrai vég-diasztolés nyomas

MAPK: Mitogen activated protein kinase

MDA: Malonaldehyde

NF-«f: Nuclear faktor-kf3

NO: Nitrogén monoxid

PK: Prekondicio

PPI: 4-amino-5-(4-methylphenyl)-7-(z-butyl)-pyrazolo-3, 4-D-
Pyrimidine

ROS: Reaktiv oxigén szabad gyokok

SOD: Szuperoxid dismutase

STATS5A/STATG: Szignal transzdukciods és aktivator faktor

SZF: Szivfrekvencia

TTC: Triphenyl-Tetrazolyum-Clorid

Trx: Thioredoxin

TUNEL: Terminal-Deoxynucleotidil-Transferase-Deoxyuridine Nick
end Labeling

VF: Ventrikularis fibrillacio



AZ OXIDATIV STRESSZ INDUKALTA GENEK SZEREPE ES JELENTOSEGE A
MIOKARDIALIS ISZKEMIA / REPERFUZIO SORAN

Bevezetés:

A sziv- és érrendszer betegségei a vilag valamennyi fejlett orszagaban a leggyakoribb
megbetegedések, illetve a vezetd haldlokok kozé tartoznak. Magyarorszagon a halalozasok
tobb mint a fele a keringési betegségeknek tulajdonithatd, melybdl a koszoruér-betegség a
legfébb haldlok. Amig a nyugati orszagokban, a taplalkozéasi szokédsokban bekdvetkezett
valtozasok, a testmozgas és a korszeri gyogyszeres kezelés hatasara a keringési betegségek
(koszoruér-betegség, agyérrendszeri torténés, periférids érbetegség, illetve aorta betegség
egylittvéve) mortalitdsa 1970 ota 20-30 %-kal csokkent, addig Magyarorszagon a keringési
betegségek haldlozasa az 1990-es évekig nétt, majd lasst csokkenés indult meg. 2000-ben a
keringési rendszer betegségei miatti haldlozas Magyarorszdgon dupldja az EU atlagnak, ezen
beliil a 65 éven aluli lakossag esetében a haldlozas haromszorosa a megfeleld EU-atlagnak.
Az iszkémias szivbetegségek eléforduldsa ¢€és nagy szdmi megjelenése napjainkban
mindennapos jelenség, emiatt fontos a hatterében zajld molekuldris és pathofiziologias
folyamatok megismerése. A szivizom iszkémidja, amely a miokardium oxigén hianyos
allapotat jelenti valamint a reperfuzid, amelyre a korondria mikrocirkuldciéo 1jboli
meginduldsa jellemzd, az utobb idében kiemelkedd szereppel bir a kardiovaszkularis
kutatdsok teriiletén. Klinikai gyakorlat szempontjabdl e jelenségnek fontos szerepe van
thrombolitikus kezelés, koronaria bypass miitétek esetében. Az iszkémia/reperfizio jelensége
Osszefiiggésben all az idnkoncentraciok megvaltozasaval illetve a folyamat soran képzodo
toxikus szabadgyokok megjelenésével. Az oxigén ¢és az ¢€p miokardium miikddéséhez
szlikséges szubsztratok hidnya megvaltoztatja a szivizom normal miikodését. Az energiat
felhasznald ionpumpdk funkcionalis zavara miatt az intracellularis ionhaztartas felboruldsa
jon létre, aminek kévetkezménye az [Ca’']; gyors emelkedése. A Ca®" kozponti szerepet
jatszik a miokardium kontrakci6jaban €s az ingeriiletvezetés folyamataiban, pedig proteazokat
aktivalva sulyos sejtkarosito hatasokat eredményez. Az emelkedett [Ca™']; az egyik
legfontosabb faktora az iszkémids dallapot utdn kialakuld stlyos életet veszélyeztetd
kamrafibrillacionak és egyéb vezetési zavaroknak. Az iszkémiat kdvetd molekuldris és
biokémiai mechanizmusok eredménye az apoptotikus és a nekrotikus sejthalal. Az eldbbi
indukciojaban a TNF-faktor és Fas-ligand, valamint a mitokondridlis citokréom ,,c” vesz részt
aktivalva a kaszpdz 3 enzimet, mint az egyik legfontosabb effektor elemét az apoptotikus

sejthalalnak. Az apoptdzisnak nagy szerepet tulajdonitanak a ,reflow” utani allapotokat



kovetd kardiomyocitak karosodasaban illetve elhaldsaban. Folyamata genetikusan
determinalt, gének altal regulalt, és a géntermékek (bcl-2, bax, bak) expresszios aranya donti
el, hogy a folyamat elhalés illetve a tulélés iranyban végzddik. Az emlitett koros molekularis
folyamatok ellen hatasos eszkdz lehet a folyamatos Un. gradudlis valamint az iszkémias és
hypoxias reperfuzio. Ezek a folyamatok bizonyos protektiv gének expresszidjaval képesek
kivédeni a ,reflow” okozta hirtelen energia-felszabadulast és annak kovetkezményeit.
Farmakologiai szempontbol szamos gyodgyszercsoport, igy pl. Ca*" csatorna blokkolok és
angiotenzin-konvertaz enzim gatlok is hatékonysagot mutathatnak a patholdgias folyamatok

kezelésében.



CELKITUZES

1. A dolgozat elsé részében 0Osszefiiggést kerestiink a diéta vastartalma és az HFE
mutacio (autoszémalis, recessziv) kozott, mely hatassal lehet infarktusos teriilet
nagysagara, az apoptotikus sejtek szamdanak valtozasara és a miokardialis funkciokra.
HFE KO ¢és vad tipusi egerek kiilonb6z6é vastartalmu allati takarmény etetésével
modelleztiikk a haemokromatozist. A kisérlet masodik részében a redox-rendszer
komponenseit elsésorban az antioxidans enzimek valtozasat vizsgaltuk, kerestiik a valaszt
arra, hogy ezek aktivitdsa miként valtozik a hosszan tarté vasterapia kovetkeztében. A
kovetkezményes szabadgyok indukalta membrankarositd folyamatok elemzését HPLC-vel
vizsgaltuk, és meghataroztuk a lipidperoxidacio mértékét, mely az oxidativ karosodas

egyik f6 markere.

2. A doktori értekezés masodik része a Thioredoxin (Trx) redox-protein kardioprotektiv
hatasanak elemzésével és mechanizmusanak feltarasaval foglalkozik. Trx transzgenikus és
vad tipusu egereket alkalmazva bizonyitottuk a protein elényds hatasat az
iszkémia/reperfizié indukalta miokardidlis karosodasokkal szemben, vizsgalva az
apoptozis mértékét és az infarktusos teriilet nagysagat, tovabba a szivfunkciokat. CDDP
alkalmazaséaval, mely egy daganat terapidban hasznalatos gyogyszerkészitmény elemeztiik
a Trx okozta elényds hatasok felfliggesztését patkanysziv preparatumon végzett

kisérleteinkben.

3. A munkank utols6 részében a STATSA és STAT6 szignaltranszdukcios molekulak
iszkémias prekondicioban betdltott szerepének meghatarozasat tliztiik ki. STATSA és
STAT6 ,.knock out” és vad tipust egérszivek iszkémids inzultusnak kitéve vizsgaltuk a
sziv miikodésére jellemzo legfobb kardidlis paramétereket. Sprague-Dawley patkanyok
alkalmazasaval és foszforilaz inhibitor kezeléssel célul tliztiik ki, hogy a STATSA illetve
STAT6 rendelkezik -e meghatarozd szereppel az iszkémids prekondicid molekularis

folyamatéaban.

4. Molekularis biologiai technikak segitségével vizsgaltuk az egyes mitokondrialis gének
[(COXBIII ¢és ATPS6) diabeteszes ¢és nem-diabéteszes szivekben], valamint a
hemoxigenaz-1 (HO-1) expressziojat ¢és a kamrafibrillacié kialakulasaban jatszott

lehetséges szerepiiket, és szivfunkciokra kifejtett hatasukat.



I. A HFE mutacio és a diéta vastartalma kozotti korrelacio

Szamos szivbetegség eloforduldsa €s prognozisa szoros korrelacidt mutat a szabadgyok
képzddéssel. A haemokromatdzis egy autoszomalis recessziv megbetegedés, melyre jellemzd
a nem heme-hez kotott vas depozicid a parenchymas szervekben, mint pl. sziv, maj, vese. A
folyamatért felelos az HFE gén, amely szerkezetileg hasonlit a MHC-I csoportba tartozo
fehérjéhez, génlokalizaciojat tekintve a 6 kromoszoma rovid karjan helyezkedik el.
Expressziojat a vékonybél el nem szarusodd laphamjaiban valosul meg ¢és a [2
microglobulinnal képez szerkezeti egységet, s fontos szerepet tolt be az intesztinalis
vastranszportban. Az HFE gén mutécidja, mely a DNS-t alkotd bazis cseréjébdl adodik,
kétféle lehet: 1. guanin—adenin csere a 875-s helyzetli nukleotidon, mely egy
tyrozin—cisztein  szubsztituciét eredményez a 282-es helyzetli aminosavon, 2.
citozin—>guanin csere = aszpartat—hisztidin aminosav csere a 63-s aminosav helyén. Az igy
1étrejott mutacidk a vastranszport teljes zavarat és fokozott vas depoziciot eredményezhet a

szivben, amely kezelés hidnyaban fibrozist és vezetési zavarokat idézhet eld.

ANYAGOK ES MODSZEREK 1.

A HFE egerek létrehozasa:

A génmanipulalt egerek generalasa az HFE gén célzott ,,diszrupcidjaval” tortént. A HFE
mRNA Nothern blot analizis a HFE , knock out” egerekbdl a teljes messenger RNS hidnyat
erOsitette meg. A kisérleteink végrehajtasahoz az éllatokat 4 csoportra osztottuk. A HFE KO
¢és vad tipusu egyedek (utobbi C57 vonalbdl szarmaztak) két tipusu, specidlis egértakarmanyt
kaptak 4 héttel sziiletésiiket kdvetden, amelyek 30 és 300 ppm vas diétaval voltak kiegészitve.

A vas terapia, a diéta megkezdését kovetd 3. honapig tartott.

A dolgozé egérsziv preparatum:

heparinnal (500 [U/kg testsuly) kiegészitve. A sebészeti beavatkozas utan az allatok szivet
kimetszettiik, hideg perfuzios oldatba helyeztiik, majd az aortat kaniilaltuk, és sziveket
retrogrdd modon perfundaltuk Langerndorff moédon 60 Hgmm perfizidos nyomdson. A
perfuzios oldat egy modositott Krebs-Henseleit bikarbonat oldat volt, amely dsszetételében

megkozeliti a vér elektrolit-komponenseinek aranyat (118 mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L. KCI,



1.2 mmol/L MgS0Os4, 25 mmol/L NaHCO3;, 10 mmol/L Gliikéz, és 1.7 mmol/L CaCl,). Az
oldatot a kisérlet idOtartalma alatt 95% O, és 5% CO,—t tartalmazd gazeleggyel telitettiik,
biztositva a szovetek szdmara sziikséges optimalis O, mennyiséget, valamint a pH
fenntartasahoz nélkiilozhetetlen CO,-t.

A 10 perc retrograd perfuzié soran a bal pitvart kaniilaltuk a vena pulmonalison keresztiil,
majd ezt kdvetden a sziveket ortograd mddon perfundaltuk. Az ortograd perfuzié soran a
konstans hdmérsékletii oldat a kaniilalt bal pitvarba jutott 1 KPa—nak megfeleld nyomassal
(preload), majd onnan a pitvar kontrakcid hatdsara a bal kamraba. A bal kamra spontan
Osszehtizodasaval a KHB oldat tovabbitodott az aorta kaniilon keresztiil egy olyan
folyadékoszlopba, amelynek nyomasa 5 KPa-I (afterload) volt egyenértékii.

A szivfunkciokat a dolgozd prepardtumon az iszkémia eldtt és a reperfuzio folyaman
regisztraltuk Micromed softwear alkalmazasaval (bal kamrai kifejlddé nyomas, bal kamrai
végdiasztolés nyomas, szivkontraktilitds). Az aorta flow mérésére ,,flowméter”-t hasznaltunk,
a koronaria flow-t pedig a szivbdl lecsopdgd oldat mérésével végeztiik. A sziveket 30 perc
global iszkémianak majd 2 oraig reperfuzionak vetettiik ald és mértiik a funkcioikat a
reperfuzio 15., 30., 60., és 120 percében. Az infarktusos teriilet meghatirozasa céljabol

sziveket 10 % TTC (Tripheli-Tetrazolium-Clorid) oldattal perfundaltattuk 10 percig 37C°-on.

A MDA, a szoveti vastartalom és az antioxidans enzimek meghatarozasa:

A szovetek nem hemoglobinhoz k&tott vastartalmanak meghatarozasahoz a sziveket 3 mol/l
HCI és 10% triclorecetsav elegyével 24 oran keresztiil 65 C°-on kezeltiik, majd 500 ml savas
extraktumhoz 1.6 ml bathophenanthroline chromogén reagenst adtunk és az abszorbanciat 535
nm-en mértiik Beckman DU-100000 spectrophotométerrel. Az MDA koncentraciot HPLC
segitségével hatdroztuk meg. Az antioxidans enzimek mennyiségét (szuperoxid diszmutdz,

katalaz, és glutation-peroxiddz) hagyomanyos enzim ,,assay” modszerrel végeztiik

Az apoptotikus sejtek detektalasa:

Az apoptotikus sejtek szdmat TUNEL modszer segitségével hataroztuk meg. A festés soran
anti-miokardidlis nehéz myozin lanc ellen termeltetett egér-antitestet alkalmaztunk, melyhez
TRIC-konjugalt, nytlban termeltetett egér antitestet adtunk (1:200 higitasban). Az infarktusos
teriilet meghatarozasat TTC modszer alkalmazasaval végeztiink, majd az 1 mm-es vastagsagu
hardnt metszeteket NIH Image 1. 6. 1 nevili képalkotd és analizald szoftwear segitségével

értékeltiik.



Statisztikai:

A szivfunkcios paramétereket és az MDA tartalmat, valamint az infarktusos teriilet mérését a
szamtani atlag és az atlagtol valo eltérés hibaja alapjan szamitottuk ki. Az adatok kozlésekor a
kiilonbségek megallapitdsara ANOVA variancia analizist majd Scheffe-tesztet alkalmaztunk a

statisztikai szignifikancia elemzésére. Szignifikansnak tekintettiik a valtozast, ha a *p<0,05.

EREDMENYEK I.

A szovetek nem heme-hez kotott vastartalma:

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a HFE KO egerek nem heme-hez kotott vastartalma
nagysagrendekkel magasabb volt, mint a vad tipusi egerek szivszovetében. Statisztikai
szempontbol az HFE KO mindkét csoportja (30 illetve 300 ppm) szignifikdnsan magas
vastartalmat mutatott a kontroll csoportok értékeihez képest. Elsésorban a 300 ppm HFE KO

egerek miokardidlis szovete igen magas eltérést mutatott a vastartalomra vonatkozoan.

Szabadgyokok indukalta oxidativ stressz meghatarozasa:

Megfigyeltiik, hogy a vad tipust szivek esetén az oxidativ kdrosodas minimalis volt, viszont a
HFE KO egerek szovetébdl emelkedett MDA mennyiséget sikeriilt kimutatni, ami viszont
nem volt szignifikans. A vad tipust egerekben, 30 perc iszkémiat kdvetd 2 oras repefuizio alatt
a MDA tartalom statisztikailag magas volt az alapértékekhez viszonyitva. A HFE csoportban
emelkedést tapasztaltunk az MDA tartalomban mindkét csoportban mind alapallapotban

mind, pedig az iszkémiat kovetd periodusban.

Az antioxidans enzimszintek valtozasa:

A Mn SOD ¢és GSHPx-1 enzimszint csokkenést mutatott alapallapotban tovabba valamint 2
oras repefiizio utan azokbol a szivszovetmintakbol, amelyek az HFE KO-300 ppm egerekbdl
szarmaztak. Elsdsorban 300 ppm HFE KO egérszivek mutattak csokkent kataldz aktivitast az
iszkémiat kovetd 2 oras reperfuzid utan. Ugyanez a tendencia volt megfigyelhetd6 Mn-SOD
esetében is azzal a kivétellel, hogy itt mar alapéllapotban is csokkent enzimaktivitdst
figyeltink meg a 300 ppm HFE KO csoportnal, mely szignifikans volt. A Cu/Zn-SOD
esetében hasonld enzimaktivitast mértlink azzal a kiilonbséggel, hogy statisztikai differencia
csupan a 300 ppm HFE KO egérsziv enzimértékeknél volt megfigyelhetd a reperfuizid soran.

GSHPx-1 aktivitasban szignifikéns eltérés mutatkozott mind 30 ppm és 300 ppm HFE KO



csoportokban Osszehasonlitva a vad tipus értékeivel egyarant az iszkémiat megel6zden és a

reperfuizio soran.

A sziv kontraktilitasa és az infarktusos teriilet:

A bal kamrai ,,develop” nyomas mérésekor azt tapasztaltuk, hogy ez az érték jelentOs
csokkenést mutatott az HFE KO 300 ppm szivekben. JelentOs eltérés figyeltiink meg viszont a
repefiizié 15., a 30., a 60. valamint 120. percében a kontroll csoporthoz képest. A bal kamrai
végdiasztolés nyomas a HFE KO 300 ppm kisérleti csoportban folyamatos emelkedést
mutatott a reperfuzi6 30., 60., és 120. percben 6sszehasonlitva a vad tipusa csoporttal. A dp/dt
értékek valtozasanal azt tapasztaltuk, hogy jelent0s esés kovetkezett be reperfuzid soran
mindkét ,.knock out” csoportban. A szivfrekvencidban jelentds valtozast nem figyeltiink meg
sem alapallapotban sem pedig a reperfiizié soran. A sziv perctérfogata, amely a korondria és
azt aorta flow egylittes 0sszegébdl szarmaztathato, szintén csdkkend tendenciat mutatott az
iszkémiat kovetd reperfuzid alatt. Az aorta flow mérése soran csokkent paramétereket
regisztraltunk 6sszehasonlitva a kontroll értékekkel. Els6sorban az HFE KO 300 ppm csoport
mutatott statisztikai csokkenést az aorta flow esetében a reperfizié 30. (0.30+0.01 wv.
0.47+0.04 ml/min), 60. (0.2+£0.02 v. 0.30+0.02 ml/min), és 120. (0.13+£0.01 v. 0.23+0.03
ml/min) percében a kontroll szivek értékeihez hasonlitva. A koronaria flow mérése soran,
amit a szivbdl lecsopogd oldat mennyisége jellemez, hasonld tendenciat mértiink, mint az
aorta kidramlasnal. Az infarktusos teriilet, amelyet az elhalt szivteriilet egészhez viszonyitott
¢és szdzalékos ardnyaval jellemeztiink, szignifikdns mértékben nagyobb volt a HFE KO 300
ppm csoportnal a kontroll szivekhez képest (44.65+1.37% HFE KO 300 ppm, 38.90+1.93%
HFE KO 30 ppm v. 32.75+1.85% vad tipus 300 ppm, 30.00+1.45% vad tipus 30-ppm).

Kardiomyocita apoptoézis:

Az eredmények értékelésénél mind a vad és a HFE KO egér csoportok szivszovete jelentOs
szamu apoptotikus sejtet tartalmaztak. A kisérlethez, kettds antitesthez kotétt modszert
hasznaltunk. A protokol végrehajtasat kovetden szignifikansan nagyobb szamu apoptotikus
sejtet detektdltunk az HFE KO egerek miokardidlis szovetében. Altalaban a magas
vastartalmu diétaval etetett allatok miokardialis szovetében az apoptotikus sejtek szama

nagyobb volt.



II. A thioredoxin (Trx) protektiv hatasa az iszkémia/reperfuzio indukalta

miokardialis karosodasokkal szemben.

A mar emlitett karosito hatast patholdgias mechanizmusokkal szemben védelmet nyujthatnak
a redox-rendszer fontos komponensei, mint a glutaredoxin illetve a thioredoxin (Trx). Az
elébb felsorolt tigynevezett redox molekulak fontos jellemzdje, hogy thiol csoportjai révén
redukald tulajdonsaggal rendelkeznek ¢és képesek semlegesiteni az iszkémia sordn képzddott
szabadgyokoket és az altaluk indukalta pathologias folyamatokat. A Trx, akut T limfocita
okozta leukémia faktorként valt ismerté, ami valdjaban IL-2 receptor o/ tac induktor, melyet a
virus (HTLV-I)—-altal transzformalt T sejtek termelnek. Szamos publikacié mar kordbban utalt
ennek a proteint kodold génnek fokozott expresszidjara korondria bypass miitét soran, amikor
a sziv a mitéti beavatkozasbol kifolyolag oxidativ stressznek van kitéve. A Trx fokozott
expresszidja volt megfigyelhetd viralis fertézések, rontgen és UV besugarzas, valamint
phorbol észterek és posztiszkémids reperfuzid kivaltotta folyamatokban. Kromoszémalis
lokalizacigjat tekintve az emberi thioredoxin gén a 9-s kromoszoman helyezkedik el. A
terhesség idoszakaban is kedvezd hatdssal van a placentat alkotd trophoblast sejtek normal
funkcigjanak megdrzésében, valamint a petesejt implanticidjaban. Az oxidativ stressz
indukélta molekularis folyamatokban bizonyos transzkripciés faktorok (NF-xf, AP-1)
aktivacioja fokozddik, ezéltal indirekt mdédon kiilonb6zé gének expresszalddnak, illetve
represszalddnak. Ez a szabalyozas ugy jon létre, hogy a transzkripcids faktorok redox-
allapotainak megvaltoztatasaval azok DNS-kotd képessége modosul, befolydsolva ezzel a
gének miitkodését. Ez elsdsorban a transzkripcids faktorok cisztein oldallancain valdésul meg
kovetden. A Trx tovabba részt vesz bizonyos immunfolyamatok reguldlasdban azéltal, hogy
szamos citokin, mint az immunrendszer modulatorainak szintézisét génexpresszids szinten
szabalyozza. Szamos tanulmany korabban beszamolt arrdl, hogy szerzett immunhidnyos
allapotokban a Trx fokozott expresszidja volt megfigyelhetd, a HIV fert6zésbol adodod

fokozott oxidativ stressz kovetkeztében.
ANYAGOK ES MODSZEREK II.
A traszgén egerek létrehozasa:

Az emberi Trx gén cDNA klont az Incite Genomics (St. Louis, MO) biztositotta. EcoRI-NotI

cDNA fragmentet ezutdn insertaltuk egy EcoRI és Spel altal emésztet human [-actin



expresszios vektorba. A teljes expresszids szekvencia tartalmazta a human B-aktin promotert,
a human thioredoxint valamint SV40-s késéi poliadenilacios helyet. Az expresszalt
szekvenciat majd Kpnl és Sall enzimmel emésztve kinyertiik az expresszids vektorbol és agar
gélen tisztitottuk. A kinyert DNS-t mikroinjekcios technikaval bejutattuk fertilizalt egér
petesejtbe (B6D2 (C57BL/6 x DBA/2) F1). A transzgén egerek azonositasa soran Southern
blot technikat alkalmaztunk, mellyel az allatok farkébol kinyert DNS-t azonositottuk. Az ily
modon nyert transzgenikus egereket, (amelyek extra Trx génnel rendelkeztek) kereszteztiik

B6D2 hibrid allatok elsd generacidjabol szarmazo utddaikkal.

A human Trx gén expresszios analizise:

Az RNS blot filtert Thomas és munkatarsai ajanlasa alapjan készitettiikk eld a hibridizacios
modszernek megfeleléen. Hibridizacié sordn humdn Trx cDNA-t haszndltunk. A szivek
fehérje tartalmanak meghatarozasa céljabol, a szoveteket homogenizaltuk 7,8 pH-ju 50 mM-s
kalium foszfat pufferban, ami 0,1% triton X-100-t és 1 mM penylmethyl-sulfonyl fluoride-t
tartalmazott. A fehérje mérésnél bicinchoninic savas protein assay kitet hasznaltunk. A
protein 25 pg-jat 12,5% SDS poliakrilamid gélen elektroforizaltuk a proteinek méret szerinti
elvalasztasa céljabol, majd ezeket egy nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A blottot
elészor kecskében termeltetett anti-Trx antitesttel (American Diagnostica Inc., Greenwich,
CT) reagaltattuk, majd masodik antitestként tormaperoxidaz jelolt nytlban termeltetett anti
kecske IgG—t hasznaltunk. A masodik antitest detektaldsahoz SuperSignal kemilumineszcent

reagenst hasznalva vizualizaltuk az antitest kotddést.

Kisérleti terv:

A dolgozo patkanyszives preparatum esetén az allatokat 6 csoportra osztottuk.

1. A perfuziot KHB oldattal 2 6ra 45 percig végeztiik.

2. A perfuziét 1 mM CDDP oldattal (Trx gatld, daganat ellenes szer) 15 percig, majd 2
ora 30 perces perfuzidval folytattuk KHB oldattal.

3. Perfuzid 30 perc global iszkémidval és 2 6ra reperfuzidval.

4. CDDP alkalmazéasa 1 mM-s koncentracidoban 15 percig, majd 30 perc global iszkémiat
kovetden, 2 6ra reperfuziot alkalmaztunk.

5. Prekondicid: 5 perc rovid iszkémia és 10 perc reperfiizié 4 ciklusban, melyet 30 perc

iszkémia és 2 ora reperfuizid kovetett.



6. CDDP adidsa 1 mM koncentraciéban 15 percig Langerndorff mddban, majd

prekondici6 4 ciklusban és 30 perc global iszkémia, majd 2 6ra reperfiizié.

A vad tipusu és transzgenikus egerek (Trx) esetében 30 perc global iszkémidt €s 2 6ra

reperfuziot alkalmaztunk.

Kontroll — | 2 ora 45perc perfiizio Krebs oldattal | )
Kontroll CDDP —— | 2 6ra 30 perc perfiizié Krebs oldattal | %
Isckémia/reperfizio—— | 15 | 30percISA. | 2 6ra reperfizio | > :
CDDP +ISA/RE — | 15 | 30 perc ISA. | 2 ora reperfiizio | S:“E
S
Adaptalt szitv — | 15 PK 30 perc ISA.| 2 bra reperfiizio =
Adaptalt sziv + CDDP —{ 15 PK 30 perc ISA.| 2 drareperfiizio | |
2
Vad tipus — | 15 | 30 perc ISA. | 2 ¢ra reperfiizio | ,,?,D
Trx. trangénikus — | 15 | 30 perc ISA. | 2 ora reperfiizio | %é

1. abra A Kkisérleti terv vazlata: Patkany: Kontroll, Kontroll+CDDP, ISA/RE (30 perc ISA + 2 o6ra
reperfazio), PK (4 PK + 30perc ISA + 2 6ra Reperfizio), PK+CDDP. Egér: Vad és Trx transgenikus (30
perc ISA+2 éra RE).

A Dolgozo egér és patkany sziv preparatum:

A dolgoz6 egér és patkdny szivpreparatum leirdsa megegyezik ez el6z6 fejezetben leirtakkal.
Az anesztéziat sédium pentobarbitalal végeztiik ip. injekcidval. Az izolalt rendszeriinkben
alkalmazott nyomas, amit preloaddal és afterloaddal jellemeztiink a kdvetkezo volt: patkany-
preload: 17 Hgmm (2,0 kPa) , afterload: 71 Hgmm, (10 kPa); egér: preload: 10 Hgmm (1.4
kPa), afterload: 50 Hgmm (7 kPa).

Szivfunkciok:

A kardidlis paraméterek esetén a bal-kamrai kifejlodé nyomast (a maximalis és minimalis
szisztolés nyomas kiilonbsége), a bal-kamrai végdiasztolés nyomast, a szivfrekvenciat, a
koronaria dramlast (idéegység alatt a szivrdl lecsopdgd Krebs oldat mennyisége), az aorta
kiaramlast (flowméter), a sziv kontraktilis erejének id6 szerinti derivaltjat (dp/dt) mértiik. Az

LVDP, LVEDP, SZF, dp/dt értékeit Gould p23XL transzducer (Gould Instrument System
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Inc., Valley View, OH) segitségével detektaltuk és a jelek felerdsitésére, pedig Gould 6600
szignal er6sitdt (Gould Instrument System Inc., Valley View, OH) alkalmaztunk. A
paraméterek monitorozasat Cordat II real-time softwear (Triton technologies, San Diego, CA)

segitségével regisztraltuk és taroltuk.

Infarktusos teriilet meghatarozasa:

A perfuzi6 végén a sziveket 10% TTC (triphenyl tetrazolium) oldattal injektaltuk at 20 percig
infarktusos teriilet meghatarozéasa céljabol. A bal kamrat eltdvolitottuk és 1 mm vastagsagu
harant metszeteket készitettiink, és azokat szkenneltilk, majd egy specialis softwear (Scion
Image) segitségével értékeltiikk. Az infarktusos teriilet fehérré valt, mig az ép miokardialis
szovet piros maradt. Az értékelésnél mértiik a metszetek sulyat, illetve az elhalt és intakt sziv
terlilet nagysagat, majd ezek Osszegzésével megkaptuk a teljes elhalt és ép miokardium

nagysagat.

Northern blot analizis:

Az RNS izolalasat Hattori altal leirt modon hajtottuk végre. Az elektroforézist, a blottolasi
technika 1épéseit, valamint a hibridizaciot, a kisérleti terv szerint végeztiik. Feltoltd
standardként GADPH mRNS-ét alkalmaztuk, a blottot szkenneltiik, majd Trx-1 aranyat
viszonyitottuk GADPH mRNS-hez. A képet ez kovetden vizualizaltuk, majd analizaltuk NIH

Image analizis softwearrel.

A Malonaldehyd (MDA) mérése az oxidativ karosodas mértékének megallapitasara.

Az MDA mennyiségénél a MDA-DNPH szarmazékot hataroztuk meg HPLC-vel.

Az apoptotikus sejtek detektalasa TUNEL modszerrel:

Az apoptdtikus sejtek immunhisztokémiai detektalasat TUNEL modszerrel végeztiik.

Statisztika:

A miokardidlis funkciok értékeit, az MDA koncentraciot, az infarktusos teriilet nagysagat
atlagoltuk és a szorassal jellemeztiik. A statisztikai analizist egy mintas variancia analizis €s
Scheffé-féle csoportos Osszehasonlitdo tesztel végeztiik a csoportok kozotti szignifikans
kiilonbségek megéllapitdsara. Az eltérések melyek szignifikdnsnak mutatkoztak, standard

Student t-test tesztel nyertek megerdsitést.
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EREDMENYEK II.

Patkanykisérletek:

Kisérleteinkben el6szor az iszkémia/reperfizid hatdsat vizsgaltuk a Trx ,,overexpresszio”-val
Osszefiiggésben. Northern blot analizis megerdsitette azt a tényt, hogy a Trx jelen van az ép
szivszovetben. Elképzeléseinket igazoltak eredményeink, hogy a CDDP blokkolta a Trx
expressziot. Ugyancsak megfigyelhetd volt az, hogy az iszkémia/reperfiizid hasonld hatést

eredményezett a Trx expressziojat illeten.

A Trx hatasa az iszkémiat kovetoen kardialis funkciokra:

A posztiszkémids funkciokat vizsgdlva nem tapasztaltunk lényeges valtozast, amikor a
sziveket 2 ora 45 percig perfundaltuk. Ugyancsak nem figyeltiink meg szignifikans eltérést
abban az esetben, ha 15 perces elkezelést végeztiink CDDP-vel. Erdekes moédon a CDDP-vel
torténd eldperfuzid szintén karosodast eredményezett a reperfuzié soran. A prekondicionalt
szivekben a posztiszkémias funkcidk javulast mutattak az iszkémia-reperfiizié altal eldidézett
miokardidlis karosodasokkal szemben. A kardidlis véddhatdssal biré prekondicid elényds

tulajdonsdgait a CDDP-vel torténd elokezelés teljes mértékben megsziintette.

A Trx hatasa az iszkémia indukalta oxidativ karosodasra:

A kisérleteink sordn az oxidativ stressz mértékét HPLC-vel torténé MDA tartalom mérésével
hataroztuk meg. Az MDA koncentracio jelentds emelkedést mutatott az Osszes kisérleti
csoport vizsgalata soran, elsésorban a reperfizids idétartam kezdetén, majd ez a kezdeti
novekedés késobb mérseklddott. A CDDP kezelés hasonld tendenciat mutatott aerob modon
perfundalt szivekben is. Ez a hasonlosdg megfigyelhetd volt a masik CDDP-vel el6kezelt
csoportban, ahol iszkémiat alkalmaztunk, de az MDA koncentracioban észlehetd valtozas

nem volt szignifikans mérték.

A Trx hatasa az infarktusos teriilet nagysagara valamint az apoptotikus sejtek szamara:
Kisérleteinkben CDDP hatdsat vizsgaltuk a miokardidlis infarktusos teriilet nagysagara
vonatkozoan. A CDDP kezelés nem mutatott jelentds valtozast a sziv funkcidkra, viszont
csekély mértékii apoptotikus sejt elhalast okozott, €s nem szignifikdns modon novelte az
infarktusos teriilet nagysagat is. A prekondicionalt sziveknél azt tapasztaltuk, hogy az

elhaldssal kiterjedt teriilet valamint az apoptdtikus sejtek szama szignifikdns csokkenést
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mutatott. A védémechanizmus teljes mértékben gatolhatod volt azokban a szivekben, melyek

korabban CDDP-vel val6 kezelést kaptak.

Egérkisérletek:

A kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy két kiilonb6zo bazis nagysagu Trx mRNS-t
nyertiink a transzgén egerek szivébol. Az egyik 1,1 Kb, a masik 0,75 Kb nagysagu volt. Az
1,1 Kb-nyi Trx mRNS a varakozésaink ellenére hosszabb volt, ami az emberi B-aktin—hTrx1
transzgenikus egérbdl szarmazott. A hibridizacié sordn a keresztkdtések szama nem volt
szamottevd az egér és a human Trx proba kozott. Western blot analizis soran sikerdilt
kimutatnunk a hTrx protein jelenlétét a transzgenikus egerekbdl szarmazo szdvetekbdl. Egy
12 kDa nagysagu protein sikeriilt detektalnunk, melyhez a human Trx ellen termelt antitest

nagy affinitast mutatott.

A miokardialis funkciok:

A bal-kamrai ,,kifejldd6” nyomas a reperfuzio alatt csokkenést mutatott a kontroll értékekhez
képest. A Trx egerek viszont erre a szivfunkcids paraméterre vonatkozolag szignifikdnsan
magasabb értékeket mutattak a kontroll szivekhez képest. A kardialis kontraktilitas esetében

(dp/dt) hasonl6 tendencia volt megfigyelheto.

ITI. STATSA és STAT6 molekulak szerepe az iszkémias prekondicioban

A PK azt jelenti, hogy rovid ideig tartd iszkémias allapotok és azokat kovetd reperfiizid
védelmet nyujt a szivszdvetnek a késobb kivaltott hosszabb iszkémias inzultussal szemben.
Az PK folyamata két szakaszra bonthatd: 1. A korai szakasz: rovid ideig tartd iszkémids
allapotot kovetéen 1-2 oraig marad fenn. 2. Késoéi fazis: hatdsa egészen 24-72 O6raig
érvényesiil. A késdi prekondicio folyamatdban természetesen szdmos egyéb faktor is részt
vesz (NF-kf3, MAPK), amelyek koziil az elébbi miikodésének fokozodasa figyelhetd meg az
endothelialis NO produkcié indukalta PKC aktivacié kovetkeztében.

ANYAGOK ES MODSZEREK II1.

A STAT ,,knock out” egerek generalasa:
A KO egerekben, a STATSA és STAT6 gén teljes hianya volt detektalhato, s az egereket a
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) biztositotta szamunkra. A KO egerekhez tartozé vad
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tipusu allatok genetikai vonalait (B6129SF2/J101045-STATSA ¢és BALB/cJ000651-STAT6)

szintén a fent emlitett forgalmazo biztositotta.

Kisérleti protokol:

Kontroll — | 3 6ra 45 perc perfizié KHB oldattal E

ISA/RE——| 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié E

pk» —| 15 perc | LIPKT| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié é

Tryphostin ——| 15 perc [ hIPKT| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié Eo

=}

pp1 — | 15 perc [ BhEPKT| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié ;‘i

Ly294002 ——| 15perc [ hIKT| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié E
Stat-5a vad ISA/RE — | 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfiizié

Stat-5a ,KO” ISA/RE — | 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié R

Stat-5a vad ,PK” —| 15 perc | LhEK{| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié \gn

Stat-5a ,KO” ,PK” — | 15 perc | bplP]’| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié *E

o

Stat-6 vad ISA/RE —| 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié éﬂ

Stat-6 ,KO” ISA/RE _, | 75 perc KHB| 30 perc ISA. 2 6ra reperfizié %

Stat-6 vad ,PK” — | 15 perc | L@ 1’ 30 perc ISA. | 2 6ra reperfizié =

Stat-6 ,,KO” ,ISA/RE” — | 15 perc | L@Ei’ 30 perc ISA. | 2 6ra reperfizié

2. abra Kisérleti terv.

A Kkisérleteink alatt két modellrendszert hasznaltunk. 1. 1zolalt dolgozé patkanysziv perfuzios
rendszert, amelynek sordn a sziveket iszkémia/repefizionak illetve prekondicionalasnak
vettetiink ala. 2. Izolalt dolgozd egérsziv metodikat, melyet STATSA és STAT6 genetikailag
manipulalt egerek esetében alkalmaztunk. A patkanyszivekkel (him Sprague-Dawley) torténd
kisérletek soran az allatokat 3 csoportra osztottuk. Az elsd csoportndl normal perfuzidt
alkalmaztunk 3 6ra 45 percig. A masodik kisérleti csoportban 30 perc iszkémiat és 2 ora
reperfuziot alkalmaztunk. A harmadik csoportban a sziveket prekondicionaltuk a kovetkezd
modon: 4 ciklusu 5 perc rovid iszkémia €s az azt kovetd 10 perces reperfiizié utjan, melyet 30
perc global iszkémia és 2 ora repefuzio kovetett. A prekondiciondlds folyaman sziveknél a
kovetkezd kezeléseket alkalmaztuk: 1. tyrphostin AG 490, (inhibitor JAK 2 -re); 2. 4-amino-
5-(4-methylphenyl)-7-(z-butyl)-pyrazolo-3, 4-D-pyrimidine (PPI); (Src kindz inhibitor) 3. LY-
294002 (phosphatidylinositol PI-3 kinaz inhibitor). Az inhibitorokkal 15 percig perfundaltuk a
sziveket retrogrdd moddon, majd ezt kovetden 30 perc global iszkémianak és 2 oOra
reperfuzionak vettiikk ald azokat. A ,knock out” egerekkel torténd kisérleteinkben 30 perc

crer

paramétereket egy korabbi fejezetben ismertettiik.
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Infarktusos teriilet meghatarozasa:

A modszert a 13.-ik oldalon részletesen ismertettiik.

Westren blot analizis:

A bal kamrabol szarmazé szdveteket homogenizaltuk (mM-ban): 25 Tris HCI, 25 NacCl, 1
orthovanadat, 10 NaF, 10 pyrophosphat, 10 okadaik sav, 0.5 EGTA, és 1 PMSF jelenlétében.
Minden egyes szivbdl 100 pg protein homogenatumot inkubaltunk lpg antitesttel 1 6ran
keresztiil 4 C°-on melyek, STAT6 illetve STATSA ellen lettek termeltetve (Santa Cruz
Biotechnology; Santa Cruz, USA). Ezt kovetden a keletkezett immunkomplexet kicsapattuk
A-sepharose protein segitségével, majd a keletkezett terméket elektroforizaltuk SDS-PAGE
gélen. Az igy elvalasztott proteineket immobilizaltuk egy polivinil-difluorid membranon, amit
blottoltunk phosphotyrozin antitestel, a STAT5A 4s STAT6 proteinek foszforilacios fokanak
ellendrzése végett. A kapott eredményt képalkoté modszer segitségével a protein savokat

intenzitasuk szerint jellemeztiik egy NIH program hasznélataval.

TUNEL modszer:

A moddszer ismertetését a 14. oldalon részletesen ismertettiik.

Statisztikai analizis:

A funkcionalis paramétereket, apoptotikus sejteket, valamint az infarktusos teriiletet, mint
szamszerl atlagot és szorast fejeztiink ki. Az adatok statisztikai elemzése esetében egy-mintas
variancia analizist alkalmaztuk a csoportok kozotti kiillonbségek megallapitdsara. Az igy nyert
eltérések analizisét Student t-teszt hasznalataval valodsitottuk meg. Az eredményeket akkor

tekintettlik szignifikansnak, ha *p érték kisebb volt, mint 0,05.

EREDMENYEK IIL.

Az izolalt patkanysziv kisérlet:

Tyrphostin vagy PPI-nek nem volt hatdsa mindkét proteinforma vad tipusu foszforilacidjanak
gatlasara, viszont nem teljes mértékben hatasosak voltak STATSA foszforilacids allapotanak
negativ irdnyba torténd befolyasolasara. A PPI sikeresen blokkolta a STATSA
foszforilacidjat, bizonyitva, az src szerepét a STATSA foszforilacioban, viszont nem volt

ilyen jellegi hatasa a STAT6-ra.

15



A STATS5A és STATG6 foszforilacio hatasa az infarktusos teriiletre és az apoptézisra:

A varakozasnak megfeleléen az iszkémia utdn az infarktusos zona nagysaga illetve az
apoptotikus sejtek szama novekedett, viszont azok szignifikins mértékben csokkentek
iszkémias prekondicioban. Kisérleteinkben meghataroztuk a PI-3 és Akt molekuldk szerepét
az un. ,,downstream” szignalkaszkadban. Az LY-294002 a PI-3 kinaz gatlasaval teljesen
megszintette a prekondicid elonyds hatasat, utalva a PI-3-Akt fontossagara a prekondicio
indukalta miokardidlis struktardk és fiziologiai mikodés megdrzésében, ami a STAT

molekulak szerepével fiigg Ossze.

Az izolalt egérsziv kisérletek:

Western blot vizsgalat igazolta a STATSA és STAT6 protein teljes hidnyat mindkét KO
allatvonalbdl szarmazo kardialis szovetben. Az infarktusos teriiletet és az apoptozist vizsgalva
a STAT5A KO egerekben a miokardialis infarktusos teriilet nagysaga és az apoptotikus sejtek
szama emelkedett a prekondiciondlt szovetekben a vad tipust egyedekhez viszonyitva. A
prekondiciondlt STAT6 KO iszkémias/reperfundalt egér szivekben csokkent infarktusos
teriiletet és apoptotikus sejt szamot kaptunk a STAT KO egérszivekkel dsszehasonlitva mely,

a vad tipusu egérszivekhez viszonyitva nagyobb volt (infarktusos zéna).

A szivfunkciok:

A szivfunkciok vizsgélatakor a STATSA vad tipust egerek, melyek korabban iszkémias
prekondicionak voltak aldvetve a kardidlis paraméterek javuldst mutattak az
iszkémia/reperfundalt csoporthoz képest. Ugyanez a hatas nem volt azonban megfigyelhetd a
STATSA KO egerekben, még prekondicié alkalmazasakor sem. A STAT6 csoporttal
végrehajtott izolalt egérszives kisérletek soran, a prekondicié elényds hatasai hiien

tiikrozodtek a vizsgalt paraméterekben, mind a vad illetve a KO szivekben.

IV. Mitokondrialis gének ¢és a Hemoxigenaz-1 (HO-I) szerepe a

ventrikularis arrhythmiakkal szemben.

A reperfuzid eldidézte karosodasok kovetkezményeként kamrai arrhythmidk johetnek létre,
melynek eredményeként a sziv teljesitménye romlik. Az emlds sejtek, szovetek, szervek
érzékenyen reagalnak a csokkent oxigén ellatasra, és fiziologiailag fontos gének proteinek,

enzimek expressziojaval valaszolnak. A hemoxigenaz (HO) jelentdségét az iszkémids
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miokardium karosodésai elleni védémechanizmusokban mar tobb kutatd felvetette. Az enzim
miikodés alkalmaval oxigén és NADPH jelenlétében felhasitja a hem porfiringytirijének o-
metin hidjat, amely igy nyiltlancu biliverdinné alakul, s ekozben felszabadul a vas, valamint
equimolaris mennyiségli szénmonoxid (CO) keletkezik. Egyre tobb bizonyiték van arra is,
hogy a folyamat terméke a CO fiziologiai jelatvivé molekulaként funkcionalhat illetve, hogy
képes a guanil-cikldz aktivalasara, ezéltal a cellularis cGMP szint szabalyozasara. Az I-es és
[I-es tipusu diabetes pathomechanizmusa egyarant szoros kapcsolatban van a
kardiovaszkularis komplikaciok kialakulasaval, mint pl. korondria artéria szlkiilet
1étrejottével valamint a diabetikus cardiomiopatia kifejlédésével. A posztmiokardialis
infarktus prognézisa szintén rosszabb diabéteszes betegekben, akiknél magasabb az
el6fordulasa a szivelégtelenségnek €s a hirtelen szivhaladlnak. A diabéteszes miokardiumban,
molekuléris szinten, a sarcolemmalis ion transzport kiilonb6z6 rendellenességei figyelhetok
meg, tobbek kozott a Na™-H" és a Na'™-Ca®" cserefolyamatok miikodési zavara, valamint a
Ca®" és Na'-K" ATPaz-ok miikodésének kiilonboz6 foku gatlasa. A sarcoplazmatikus
retikulum funkcidja is karosodottnak tlinik a diabéteszes miokardiumban, mely csokkent ATP
szintézisen és elektron transzfer lanc aktivitison keresztiil csokkent ATP fiiggé Ca®”
transzportban és Ca>* szabalyozta ATP4z aktivitasban nyilvanul meg. Ebbél eredéen bizonyos
mitokondrialis gének [pl. citokrom oxidaz B III alegység (COXBIII), és az ATPaz 6 alegység
(ATPS6)] expresszidja hatassal lehet kiilonb6z6 ioncsatornak és ionpumpak mitkddésére, igy
kozponti szerepet jatszhat az arrhythmogenesisben, a szivfunkciok zavaraban az
iszkémids/reperfundalt szovetben. Kozismert tény az, hogy az arrhythmidk kialakuldsaért

tobbek kozott az ionhaztartas felboruldsa, a rendellenes ionmozgasok a feleldsek.

Anyagok és modszerek IV.

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

A dolgozo egér és patkany szivpreparatum leirdsa megegyezik ez el6z0 fejezetben leirtakkal.

Diabétesz kivaltasa:
A diabéteszt streptozotocin (55 mg/kg) intravénas injekcidjaval indukaltuk. A nem

diabéteszes azonos kort kontrol allatok azonos térfogatu vivéanyagot kaptak.

Teljes RNS izolalas és Northern-blot analizis:

crer

BRL, Germany) torténd homogenizacidval, guanidium thiocianat modszerrel végeztiik. Az
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RNS pelletet oldottuk 100 pl dietil-pirokarbonat vizes oldatdban, s a koncentraciokat a 260
nm-en ultraibolya spektroszkopidval mértiik. A Northern blot hibridizaciot és az RNS
izolalasat Chomczynski és Sacchi modszere szerint végeztiik. A bal kamrabol preparalt RNS-
bol 5 pg totdl RNS-t horizontélis elektroforézisnek vetettiink ald formaldehid tartalmu 1%
agardz-géleken ¢és transzferdltuk pozitiv toltésii nylon membranra (GeneScreen Plus).
Vakuumban 2 6ran 4t 80 °C-ra torténd melegités utan hibridizaciot hajtottunk végre **P-vel
jeldlve. Az autoradiografia és az automata radiometrids vizsgalat utdn kontrollként

gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz ismételt hibridizaciot hajtottunk végre.

Western-blot analizis:

A mintdkat homogenizéltuk 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 Pellacani és mtsai leirasa
szerint, rekombindns patkdny HO-1 protein antitestet (1:1,000, Stressgen) hasznalva. A relativ

HO-1 protein expressziot denzitometridsan analizaltuk.

HO-1 lokalizacidjanak meghatarozasa immunhisztokémiai modszerrel:

A vad tipust, heterozigdta valamint homozigdéta HO-1 mutans egerek sziveit formalinban
fixaltuk, majd paraffinba agyazast kovetden a bal kamrai szovetbdl 5 um vastagsagu
metszeteket készitettiink. Ezt kovetden két oran keresztiil inkubaltuk a mintakat tisztitott,

patkdnymajbol izolalt HO-1-gyel és nyulban termeltetett, poliklonalis anti-HO-1 antitesttel.

RT-PCR:

Otven ng total RNS-t vagy pedig 20 ng mRNS-t tartalmaz6 mintat ,,amplification grade”
DNaz I-el (Gibco-BRL) inkubdltuk, majd random egyszalu cDNS szintézisnek vetettiik ala,
0,1 pg random 9-mer primerek (Stratagene) alkalmazasadval. A mintdkat, specifikus
primerekkel, 12-26 ciklussal felerdsitettiink optimalizalt reakciokoriilmények kozott
AmpliTaq PCR kit segitségével. A primerek szekvencidja a kdvetkezd volt: ATPaz 6, 312 bp:
5’-CGAACCTGAGCCCTAATA ¢és 5’-GTA-GCTCCTCCGATTAGA; Citokrom Oxidaz III,
338 bp: 5-CTTAGCATCAGGAGTCTC ¢és 5-TATCATGCTGCGGCTTCA. A
fragmenseket 10 pCi [**P] dCTP-el reakcionként megjelsltiik. A be nem épiilt nukleotidokat 3
%-os agardz gélen elvalasztottuk, a felerdsitett fargmensek radioaktivitasat pedig folyadék

szcintillacios detektorral detektaltuk.
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DNS szekvenalas és a gének azonositasa:

A szekvenalashoz Sanger és mtsai 4ltal leirt dideoxi-medidlta lanchosszabbitd/lanclezaro
modszert alkalmaztuk. Az M13/pUC ,univerzélis és a T7/T3a szekvenalashoz hasznélatos
primereket és a Sequenase 2.0 kitet hasznaltuk a *>S-el jeldlt reakciokban. A savokat 47 cm-es
6 % poliakrilamid/urea géleken elvalasztottuk. A GenBamk és az EMBL adatbéazisokban a

DNS szekvenciak kozotti hasonlosag keresésében Pearson-Lipman algoritmust hasznaltunk.

A cellularis Na*, K*, és Ca** koncentraciék meghatarozasa:

A sziveket gyorsan, ionmentes, 100 mM/L trishidroxi-metil-amino-metant és 200 mM/L
szaharozt tartalmazo jéghideg pufferbe meritve 0-5 °C-ra lehitottiik, hogy kimossuk az
ionokat az extracellularis térbdl. A mosasi periodust kdvetden 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.

EREDMENYEK 1V.

Az azonositott gének mRNS expresszidja:
reperfuziot kovetden nem diabéteszes, nem fibrilldldo szivekben). A COXBIII mRNS
expresszio jelentdés mértékii csokkenését tapasztaltuk reperfuzid soran mind az irreverzibilis

fibrillald6 mind pedig a reverzibilis fibrilldld6 nem diabéteszes szivizomban. Az ATPS6

crer

crer

Szivfunkciok, szérum gliikéz tartalom:

A szivfunkciok koziil az AF, valamint a LVDP, illetve a szérum gliikéz koncentracioja
csokkent a diabéteszes patkany szivizomban 6sszehasonlitva az azonos korti nem diabéteszes
csoporttal. A reperfuzid viszonylag csokkent szivfunkcidkat eredményezet a nem diabéteszes

nem fibrillalo szivizomban.
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HO-1 jelenlétének igazolasa aerob perfundalt egér szivizomban:

Husz perc aerob perfuzion atesett szivekbOl nyert mintdkban homogén citoplazmatikus
festodést tapasztaltunk a vad tipusu, valamint a hetrozigdta miokardiumok esetén. Ugyanez
volt megfigyelhetd a Northern blot technikaval kapott eredményekben, vagyis a HO-1 mRNS
1,5 kb savjat detektaltuk, mind +/+, mind pedig a +/- egyedek esetén, mig a KO szivekbdl
kapott mintdkban nem volt detektalhat6 a 1,5 kb sav.

HO-1 expresszio vizsgalata iszkémia/reperfazionak Kitett egér szivizomban:
HO-1 protein expresszio valtozasat fibrillalo és nem fibrillalo szivekben egyarant, mindharom
tipusu (+/+; +/-; -/-) egerekbdl izolalt ¢és iszkémia/reperfuzionak kitett szivek esetében,

immunhisztokémia és western blot alkalmazasaval.

Endogén CO tartalom meghatarozasa:
Az endogén CO mennyisége jelentds mértékben nott az aerob kontroll értékekhez viszonyitva

heterozigota €s vad tipusu egerek szivében.

Szivfunkciék, infarktusos teriilet és miokardidlis Na*, K*, és Ca’" tartalom:
Az iszkémia el6tti szivfunkcid értékei a HO KO csoportnak rosszabbak voltak a vad tipusu €s

a heterozigota csoportéhoz viszonyitva.

DISZKUSSZIO
I. A HFE és a vas kozotti korrelacio jelentosége

A HFE mutaciobdl adodo vas depozicio, az altala indukalt sejtkdrositd folyamatok szoros
korrelaciot alkotnak a szabadgyokok indukélta folyamatokkal, amelyek a nem megfelelden
megvalasztott kezelés kovetkeztében sulyos szervi karosodasokat idézhetnek eld. Fontos a
kérfolyamatok mechanizmusanak megismerése, amelyek segithetnek olyan terapias
intervenciok megtervezésében, amely hatdsosak lehetnek. A vasterapia kovetkeztében
kialakulé dozis-hatds jellegli eredményeket alatdmasztja diéta vastartalmatol fliggden a
csokkent posztiszkémias funkciok, emelkedett apoptdtikus kardiomyocyta szam,
megndvekedtet infarktusos teriilet egyarant a vad ¢s a HFE KO egerekben. Az oxidativ stressz
eldidézte lipid-peroxidacio, melyet az MDA tartalom HPLC meghatdrozasaval detektaltunk,

szoros Osszefiiggést mutatott az allati takarmanyok vastartalméval (nagyobb Fe®" adag-
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nagyobb oxidativ karosodas). Tehat a diéta vastartalma és az HFE polimorfizmus szoros
Osszefliggést mutatott az oxidativ kdrosodasokkal szembeni fogékonysagra. A nem heme-hez
kotott vas depozicigja igen stlyos toxicitdst eredményez, amely a sziv esetén vezetési
zavarokat, és arrhythmiak kialakuldsat eredményezi, mely hossza tdvon kardiomyopéathiat
okoz. A koronaria betegségekben is kimutattdk, hogy a ROS fontos szereppel birnak, melyek
érintkezve targetjeikkel protein degradaciot, DNS-torést, valamit lipid peroxidaciot okoznak.
Ezért a szabadgyok fogdk alkalmazasa lehet olyan teripids beavatkozési lehetdség, amely
sikerrel kecsegtet az oxidativ stresszel szemben. Az HFE mutaci6 igen széles korben terjedt el
bizonyos etnikai populacidkban, és ott a heterozygotak (10%-os gyakorisag) elforduldsa mutat
osszefiiggést a magas vastartalomb6l eredd Fe’™ depozicioval. Mind a kisérleti és az
epidemiologiai adatok azt mutatjak, hogy alacsonyabb Fe*" tartalom alacsonyabb kockazatot

hordoz magaval a koronaria betegségek kialakuldsaiban.

II. Trx szerepe oxidativ karosodasokban

A Trx a redox rendszer fontos alkot6ja, mely thiol-csoportjai révén részt vesz tobb molekula
redox allapotanak meghatarozasaban befolyasolva indirekt médon a sejt szintli molekularis
folyamatokat. A kisérlet eredményeit a Trx-re vonatkozélag az alabbiakban foglaljuk Gssze:

I. A Trx génje az iszkémia/reperflizi6 sordn downreguldlodik, mig iszkémias
prekondici6 soran a gén aktivacidja figyelhetd meg.

2. A Trx indukalta védo hatasok a CDDP-vel tortén6 elokezeléssel blokkolhatdak voltak,
melyet a posztiszkémids funkciok romldsa valamint az apoptotikus sejtek szamanak
emelkedése, és infarktusos teriilet nagysaganak novekedése kisért.

3. A Trx blokkolasa prekondiciondlt szivekben is noveli az oxidativ stressz iranti
hajlamot.

4. Azok az egérszivek melyekben a Trx gén toObb masolat formajaban van jelen, nagyobb

védelmet mutattak az oxidativ stressz indukalta miokardialis karosodasokkal szemben.

Kisérleteinkben bizonyitottuk a Trx redox-reguldcids szerepét a sziv iszkémia/reperfuzios
folyamataban. A miokardialis iszkémia/reperfuzié jelensége egyiitt asszocidlodik ROS
képzddéssel, amelynek negativ hatasait az PK-val ki lehet védeni. Az eredményeinkkel
megerdsithetjiik azon teoriat, amely szerint iszkémia/,,reflow” indukalta kardiomyocyta
apoptozis kivédhetd az PK—val. Ezen jelenségben fontos szereppel bir a Trx mint fontos

redox-szignal komponens, amely csokkent mértékli expresszioja noveli a miokardidlis szovet
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érzékenységet az oxidativ stresszel szemben ami apoptdzis novekedésének formajaban
érvényesiil. A CDDP alkalmazasdval a Trx hatdsai reverzibilis médon gatolhatoak voltak
mind transzkripcids és transzlacids szinten. Az 1 mM-os CDDP-vel torténd 15 perces
elékezelés a Trx hatésait szinte teljes mértékben blokkolta, viszont kisebb koncentracidban a
CDDP csak részben volt hatékony. Egy masik készitmény a bis-(glutathionato)-platinum (GS-
Pt) is hasonld hatasokkal rendelkezik mind a Trx illetve a glutathion rendszerre. Szamos
transzkripcids faktor (NF-kf3, AP-1) miikddése szigortian szabalyzott redox-allapotuk altal a
Trx mechanizmus Utjan. A Trx mint cellularis antioxiddns védelmet biztosit az oxidativ
stressz eldidézte szabadgyok képzddéssel szemben. Eredményeink is mutatjadk azt, hogy az
,overexpresszalodott” human Trx hatdsos eszkozként mitkddik, melyet kisérleteink soran
csokkent MDA produkci6 és posztiszkémias ,,felépiilés” jellemez. Az eredményeink mutatjak
azt, hogy a Trx-nak fontos szerepe van az iszkémias miokardium szignaltranszdukcios
folyamataiban. Osszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy a Trx olyan tulajdonsidgokkal
rendelkezik, melyek elénydsek ¢és szerepet jatszanak az iszkémia/reperfuzié indukalta

miokardialis karosodas mérséklésében.

III. STATSA és a STATG6 szignal transzdukcio szerepe prekondicioban

Eredményeink bizonyithatjak, hogy a STATSA ¢és nem a STAT6 szignal transzdukcios

protein fontos szerepet jatszik az iszkémids prekondicioban. A STATSA prekondicids
aktivitdsa kétféle modon torténhet: src illetve a Jak2 kinaz segitségével megvaldsulod
szignaltranszdukcidval, de az el6bbinek tulajdonitanak nagyobb szerepet. Az src medialta
mechanizmus valdjaban szorosan kapcsolodik PI-3 kivaltotta Akt-regulalta un. talélést
biztositd molekuléris folyamatokhoz, amelyek a kardiomyocytdkban csokkentik az apoptozis
indukalta sejthalal mértékét. A vizsgalt valtozasok igen kifejezetten jelentkeztek a STATSA
KO egerekben, és ez teljesen gatolhatd volt Jak illetve Src valamint PI-3 kinaz inhibitorok
adasaval a vad tipusu allatok- ban. A Jak2 inhibitor tyrphostin €és Src inhibitor PPI
alkalmazéasa a STATSA szignaltranszdukcios aktivitdsanak illetve a prekondicio hatasanak
nagymértékli csokkenését eredményezte, amit az apoptotikus sejtek szamanak, és az
infarktusos teriilet nagysdganak novekedése és a funkcionalis paraméterek romlasa kisért. A
proteinek legfontosabb sajatossaga az, hogy rendelkeznek SH2 doménnal, mely kapcsolatba
1ép a tyrozin foszforilacids hellyel, elésegitve a STAT proteinek rendezddését receptoraikhoz.
Az SH2 domain-nek kozotti dimerizacid legfontosabb kulcslépése a karboxi-termindlisan

elhelyezkedd foszfotyrozin-on keresztiil megvalosuldé tyrozin foszforilacid. Sikeriilt
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bizonyitanunk, hogy a STATSA aktivacié nem csupan Jak2 révén, hanem Src segitségével is
végbemegy. Tobb bizonyiték is amellett szol, hogy az Src kinaz aktiv részese a prekondicid
szignaltranszdukcios folyamatainak. Koradbban leirtak, hogy a Src aktivacioja megfigyelhetd
az iszkémia medialta folyamatokban, ugyanakkor képes triggerelni a prekondicié eldidézte
elényds hatasokat is. Feltehetden protein kinaz C-€ megvaldsuld folyamatrol van szé, de
ennek direkt bizonyitékaként igen kevés informécid szolgal. A jelen munkénkban
bizonyitottuk, hogy az Src valamint Jak2 kindz azonos modon jatszik szerepet az iszkémias
prekondicioban. Az Src kindz-STATSA indukalta Akt-IP3-medilta szignaltranszdukcios
mechanizmusoknak igen fontos szerepet tulajdonitanak az iszkémidval szemben nyujtott
protekcidonak. PI-3 kindz inhibitor LY-294002 alkalmazasaval indirekt modon sikertilt
bizonyitani azt, hogy Akt mint végrehajtd protein vesz részt a ,,talélési” folyamat soran
els6sorban az apoptdzist indukald bax protein foszforilacigjaban, eliminalva a prekondicid
nyUjtotta védd hatasat.

Kisérleteink eredményei azt bizonyitjdk, hogy STATSA szigndlmolekula részt vesz az
1szkémids prekondicié mechanizmusaban, melynek aktivacidja Jak2 illetve Src kindzok révén
valésul meg. Az Src Uton torténd transzdukcid sordn az IP-3 indukalta Akt protein is részt
vesz, eredményezve a prekondicié kedvezd hatdsat az iszkémids miokardium funkcidinak

felépiilésére.

IV. Gének szerepe az arrhythmogenesisben

A miokardium iszkémidja eltérd valtozasokat eredményezhet bizonyos gének expresszidjaban
¢s a szivfunkciokban egyarant. Az arrhythmidk, tobbek kozott a kamrafibrillacio
kialakuldsdnak mechanizmusa jol ismertek és definialtak, azonban a VF kialakuldsdnak
genetikai okairdl jelenleg kevés informacio all rendelkezésre. Kisérleteink soran arra kerestiik
a valaszt, hogy a mitokondrialis mRNS expresszid, milyen kapcsolatban lehet a reperfizio
eldidézte VF eldfordulasaval, perfundalt, diabéteszes ¢és nem diabéteszes patkany
szivizomban. Tovabba vizsgaltuk a VF ¢és a mitokondridlis génexpresszio, konkrétan a
COXBIII ¢és ATPS6 expresszido kozotti kapcsolatot iszkémia/reperfuzionak ki nem tett,
elektromos uton fibrillalt szivizomban. Kisérleteinkben a reperfizié indukalta VF kialakulasa
jelentés mértékben fiiggott a COXBIII és az ATPS6 expresszid downregulacidjatol. Mindezt
alatdmasztjadk elektromos uton fibrillacioba hozott sziveken végzett kisérleteink is, mely

szerint feltehetd, hogy a kamrafibrillaci6 felelés a génexpresszi6 csokkenéséért.
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Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt gének mRNS és protein expresszidjanak
farmakologiai stimulalasaval a reperfizié indukalta VF kialakulasa megel6zhetd.

Munkénk masodik részében arra torekedtiink, hogy direkt dsszefliggést talaljunk a HO-1 altal
termelt endogén CO jelentdségérdl, a reperfuzid indukalta kamrafibrillaciok kialakuldsanak
megeldzésében. Kimutattuk, hogy a HO-1, illetve a HO-1-hez kapcsolodd endogén CO
produkcié fontos szerepet jatszik a miokardialis homeosztazisban az altal, hogy megvédi a
szivet az iszkémia/reperfuzi6 indukélta funkciondlis karosodasoktél melyek magukba

foglaljak a reperfuzid indukalta VF-t is.

OSSZEFOGLALAS

A disszertacio négy f6 részben foglalkozik a szabadgyok indukalta kardialis kérosodasok
jelenségével. Az elsé részben a HFE génmuticid és a vasterapia kozotti Osszefliggés
fontossagat vizsgaltuk, kiilonos tekintettel a szabadgyok képzodés folyamatara.
Megallapitottuk, hogy a diéta vastartalma szoros korrelaciot mutat az iszkémia/reperfizid
indukélta kardialis kdrosodasok mértékével, amit az infarktusos teriilet nagysiga és az
apoptotikus sejtek szdmanak emelkedése és a kontraktilis funkciok gyengiilése kisér. Az
antioxidans enzimstatusz vizsgalata ramutatott arra, hogy ezek aktivitasa lecsokken a HFE
KO egerek szivében a vasterapia kovetkeztében. Vizsgalva a nem heme-hez kotott Fe®"
emlitett hipotézist. A masodik fejezet a Trx redox protein protektiv hatasaval foglalkozik.
Transzgenikus egerek felhaszndldsaval bizonyitottuk, hogy a Trx hatékony volt az
iszkémia/reperfuzio indukalta cellularis karosodés kivédésében, melyet a csokkent nagysagu
infarktusos teriilet, mérséklédott apoptotikus sejtelhalds, javult posztiszkémids funkciok
egyértelmiien bizonyitanak. A Trx expresszidja CDDP-vel torténd elokezeléssel gatolhato,
amely az altala okozott eldny0s hatasokat megsziintette patkanysziven végzett kisérletekben.

A dolgozat harmadik része a STATSA ¢és STAT6 szignaltranszdukcidés proteinek
prekondiciéban betoltott szerepét tanulmanyozta. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a
STATSA rendelkezik meghataroz6 szereppel az iszkémias prekondicioban, amely valdjaban
Src tyrozin ¢és Jak2 kinaz révén valosul meg. Foszforildz inhibitorok alkalmazasa
bebizonyitotta, hogy mind az Src illetve Jak2 indukalta STATSA aktivacio gatolhatd, melyet
a prekondicios védOhatdsdnak elmaradasa kisér. STATSA KO egerek megndvekedett
infarktusos teriiletet, és emelkedett apoptdtikus sejtszamot mutattak. STAT6 KO egerekkel

torténo kisérletekben a STAT6 protein prekondicidoban foszforilalodott, azonban ennek hattere
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ismeretlen volt. A dolgozat negyedik része hemoxigendz enzim, valamint mitokondrialis
citokrom oxidaz és ATPaz ventrikularis fibrillacié elleni hatékonysagat igyekezett feltarni. Az
iszkémia/reperfuzi6 Utjan torténd kisérleteink soran a HO-I KO. szivek érzékenyebben
reagaltak az iszkémia/reperfuziora, amit posztiszkémids szivfunkciok rosszabbodasa
jellemzett, valamint reperfizié soran, minden esetben fibrillaltak. Ezek az eredmények
bizonyithatjak azokat a tedridkat, hogy a hemoxigendz-1-nek fontos szerepe van a
szivizmot az iszkémia/reperfiizié indukalta karosodasoktol.

A mitokondrialis enzimek (COXBIII, ATPaz 6) protektiv sajatossagainak vizsgalata azokat a
tényeket erdsitheti meg, hogy az oxidativ foszforilacios kaszkdd szamos tagja anti-
arrhythmogén tulajdonsaggal rendelkezik, mely farmakologiai befolyasolasa elényds lehet a
diabetogén szivekben gyakran eléforduld kamrai fibrillaciokkal szemben.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy bizonyos géneknek fontos szerepet tdltenek be az
iszkémia/reperfizio indukalta cellularis karosodasok elhéritasaban, illetve a prekondicioban
mint egy védekezési mechanizmus Iétrejottében. A gének gyakorlati felhasznalasat és

génterapias alkalmazéasat azonban jelen tudomanyos ismereteink még nem teszik lehetdvé.
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