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A doktori disszertacio osszefoglalojaban szereplé roviditések:
Cx43: connexin43kDa,

iINOS: indukalhato,

eNOS: endotelialis,

NNOS: neuronalis NO szintaz

Bcl2: B-cell CLL/lymphoma 2,

BAX: BCL2-associated X protein,

casp3: caspase-3 apoptosis-related cysteine peptidase,

casp9: caspase 9 apoptosis-related cysteine peptidase,

HSP70: hésokk protein 70 kDa,

PKCoa és PKCe: protein kinaz C alfa és epszilon izoforma,
GSK3p: glikogén szintaz kinaz 3 beta,

ERKZ1,2: extracellular signal-regulated kinase 1,2,

sGCa3 és sGCP3: guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3 and beta 3,
sGCa2: guanylate cyclase 1, soluble, alpha 2,

RT-PCR: real time polymerase chain reaction (valos idejii PCR),



Bevezeto

Az iszkémias prekondicionalas (PC) egy olyan endogén kardioprotektiv folyamat, amely soran
rovid, nem letdlis iszkémids periddusokkal véddohatas valthato ki egy hosszabb, letalis
iszkémia/reperfiizid karos hatasaival szemben (1). Kordbbi kisérleteink igazoltak, hogy a PC
nemcsak a miokardialis iszkémia okozta sejtpusztulast csokkenti, valamint a szivfunkcid romlasat
mérsékli, hanem jelentds antiaritmias hatassal is rendelkezik (2). Tovabba kutatdécsoportunk
mutatta ki altatott kutya modellen, hogy az iszkémia/reperfiizié soran megjelend aritmidk szama
¢s sulyossaga is jelentésen csOkkenthetd, ha a koszoruér okkluziot megeldzéen négyszer Ot

percen keresztiil gyors kamrai szivingerlést hajtanak végre (3).

A prekondicionaldé védohatas két, egymastol jol elkiilonithetd fazisban jelenik meg. Az un.
korai fazis kozvetleniil a prekondicionalo stimulust kovetden alakul ki, és hatasa egy-két oran
beliil megsziinik. A véddhatas azonban 20-24 6ra mulva Gjra megjelenik, és ezt a masodik fazist
kés6i védohatasnak nevezziik (4). Mivel a prekondiciondlés jelentés védohatast biztosit az akut
iszkémia/reperfuzid6 okozta sulyos, gyakran hirtelen szivhalalt okoz6 kamrai aritmidkkal
szemben, ezért a doktori disszertacié célja, hogy megismerjiilk azokat a hattérfolyamatokat,
melyek a késdi védohatas kialakulasahoz vezetnek eldsegitve ezzel Gjabb antiaritmias szerek

fejlesztésének lehetdségét.

Az irodalmi eredmények alapjan ismert, hogy az iszkémids PC korai fazisanak kialakulasaban
olyan, a prekondicionalas hatasara felszabadulo endogén anyagok vesznek részt, mint pl. az
adenozin (5), bradikinin (6) vagy a nitrogén monoxid (7). Ezek az endogén anyagok foként G-
protein kapcsolt receptoraikhoz kapcsolodva, kiilonb6zo jelatviteli ttvonalak aktivalasan
keresztiil alakitjak ki a védoéhatast. Ilyen jelatvitel atvonal pl. a PI3K-Akt-eNOS-NO-sGC-PKG,
a PI3K-Akt-ERK, a PI3K-Akt-GSK3p vagy a PI3K-Akt-BAD/caspase9 kapcsolt szignalizacio,

amelyek egyuttal a kés6i védohatas kialakulasaért felelds gének expresszidjat okozzak.

Az NO Kkorai védOhatas kialakulasaban betoltott kozponti szerepét szamos tanulmany
bizonyitotta. Az NO szamos hatasa mellett transzkripcios valtozasokat is okoz, mint pl. az INOS
gén expresszidjanak indukcidja, amely a késoi fazis kialakitdsaban szintén fontos szerepet jatszo
NO képzddését is biztositja. Az NO szintézisét végzoé enzimek génjein kiviil szamos egyéb, a

késdi védOhatasban fontos szerepet jatszo génexpresszios valtozast is azonositottak.



Legjellemzobb ezek koziil példaul az antioxidans védelemért felelos MnSOD, CAT fehérjék
expressziojanak fokozddasa, valamint az iszkémids karosodds soran fellépd sejtpusztuldst
megakadalyoz6 anti-apoptotikus gének (pl. Bcl2) transzkripcidjanak fokozodasa, ¢és az

apoptotikus gének expresszidjanak csokkenése (pl. BAX, BAK) (8,9).

Célkitiizések

Mivel a gyors szivingerléssel kivaltott késdi PC molekularis hattérfolyamatai kevésbé ismertek,
a dolgozat egyik célkitiizése, hogy megvizsgaljuk, hogy ez a tipust prekondicional6 inger milyen
génexpresszios mintazatokat hoz létre. Megvizsgaltuk néhany olyan gén expresszidjat is, melyek
szerepe ugyan ismert az iszkémias PC-vel indukalt védéhatasban, de pontos szabalyozasuk és
szerepilk nem tisztdzott a gyors szivingerléssel kivaltott késéi védohatasban. Ehhez a
vizsgalathoz 45 gént valasztottunk ki, amelyeket a véddhatas kialakitdsdban betoltott funkcidjuk
alapjan kiilonb6z6 csoportokba soroltunk (pl. antioxidans fehérjék, apoptotikus/anti-apoptotikus

faktorokat kodolo, NO termelésért felelds valamint jelatviteli folyamatokban részt vevd gének).

Munkank masodik {6 célja volt, hogy a fentebb felsorolt gének expressziojanak idofliggését is
vizsgaljuk, ugyanis ezen gének a prekondicionald stimulust kovetd idébeli valtozasa a késoi
védOhatds megjelenéséig nem ismert. Ezért kisérleteinkben a génexpresszids mintazatot a gyors
szivingerlést kdvetd négy idopontban vizsgaltuk; kozvetlen utana (0 6ra) valamint 6, 12 és 24 6ra

mulva. A két f6 célkilizés megvaldsitasdhoz kisérleteinket két kivitelezési csoportba rendeztiik:

I. Gyors szivingerléssel kivaltott késéi véddhatds sordn kialakuld génexpresszids valtozasok

vizsgalata kutya szivizomban cDNS mikrochip ill. valos idejii PCR modszerekkel.

Il. Gyors szivingerlést kovetd génexpresszios valtozasok idofliggésének vizsgalata négy
idépontban valés idejli PCR-al. Tovabba az transzkripcids vizsgalatokat fehérje szintli
mérésekkel is kiegészitettiik, a korai és a késdi védOhatds kialakitasaban egyarant kozponti

szerepet jatszo, NO termelésért felelds enzim, az eNOS esetében.



Moédszerek
1. Mutéti eljaras

Kisérleteinket mindkét nemhez tartozo keverék kutyakon végeztiik. Az allatokat pentobarbitallal
(30 mg/kg i.v.) altattuk, az altatast késobb kloraldz és uretan keverékével tartottuk fenn (60 ill.
200 mg/kg i.v.). Az elsé napon a gyors kamrai szivingerlést a jobb kamraba vezetett elektrodan
keresztiil hajtottuk végre, négyszer 6t percen keresztiil 240 {ités/perc frekvenciaval, 6t perces
szlinetekkel megszakitva majd 24 6ra mulva a mellkas és a szivburok megnyitdsa utdn a bal

korondria artéria eliils6 leszallo agat (LAD) késdbbi 25 perces okkluzid céljara kipreparaltuk.

2. Kisérletes csoportok

I. Az almitott kontroll (K, n=3) és az iszkémias kontroll (IC, n=3) csoportba tartozo allatokban
az altatast, ill. miitéti beavatkozast kovetden, elektrodat vezettiink a jobb kamraba, de
szivingerlés nem tortént. Az IC csoportban 24 ora elteltével 25 perces iszkémidt idéztiink eld a
LAD leszoritasaval, az almiitott kontroll csoportban nem tortént okkluzio. Tovabbi négy allatnal
(PC csoport, n=4) a jobb kamraba vezetett elektrodon keresztiil gyors kamrai szivingerlést
végeztiink. Ezt kovetden 24 6ra mulva szintén 25 perces LAD okkluzio tortént. A kisérletek
végén a LAD teriiletérdl szivizomszoveti mintékat vettiink ki, majd ezeket folyékony nitrogénben

fagyasztottuk le, ill. kés6bbi felhasznalasig -80 fokon taroltuk.

II. Tovabbi 12 kisérletes allatnal a szivingerld elektrod bevezetését kovetden gyors szivingerlést
alkalmaztunk. Négy csoportot alakitottunk ki, csoportonként harom-harom 4allattal aszerint, hogy
a gyors szivingerlést kovetden mely idOpontban tortént a mintavételezés: kdzvetlen utdna (0Odra),
6, 12 vagy 24 6ra mulva. Ezen kiviil tovabbi 12 4llat felhasznalasaval olyan kontroll csoportokat
alakitottunk ki, melyeknél a fentihez hasonld mddon és idOpontokban végeztiik el a miitéti
eljarast, de gyors szivingerlés nem tortént. A kisérletek végén torténd mintavételezés

megegyezett a 2/1-es pontnal leirtakkal.



3. Génexpresszios valtozasok vizsgalata

A gyors szivingerléssel kivaltott késéi PC soran azonositandd gének expresszidjat cDNS
mikrochip analizissel vizsgaltuk, melyhez 3200 human cDNS-t tartalmazé mikrochipet
hasznaltunk fel, valamint Cy3 és CyS5 fluoreszcensen jeldlt probakat a harom kisérleti csoportbol
(K, IC ¢s PC). A mikrochip analizissel kapott eredményeket RT-PCR technikdval igazoltuk

Vissza.

4. Valos idejii PCR vizsgalat (RT-PCR)

A gyors szivingerléssel kivaltott késéi PC csoportban valamint a gyors szivingerlés okozta
génexpresszios valtozasok idoéfliggését RT-PCR technika segitségével vizsgaltuk. Az RT-PCR
reakciokat génspecifikus primerek és SYBRGreen protokoll felhasznalasaval ABI-Prism7000-es
késziiléken végeztiik el. Minden RT-PCR reakcidt hdromszor ismételtiink, génenként két-két
parhuzamossal. A RT-PCR futasokat HPRT ¢s tubulin haztartasi génekre normalizaltuk. A végso
relativ génexpresszios valtozasokat delta-delta Ct modszer segitségével szamoltuk ki és az
almitott vagy az iszkémias kontrollhoz képest un. génexpresszios aranyként hataroztuk meg. Az
eredmények kiértékelésénél a 0.5-1.5 kozott tortént valtozdsokat nem tekintettiik jelentds
eltérésnek a kontrollhoz képest. Azokat a relativ génexpresszids valtozasokat, melyeket 0.5 alatt
ill. 1.5 folott kaptunk, jelentds valtozasnak, elobbi esetében csokkent utobbindl emelkedett

génexpresszios valtozasnak tekintettiik a kontrollhoz képest.
5. Western blot analizis

A kiilonbozd kisérletes csoportokbdl kivett szivizomszoveti mintdkat folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk és felhasznalasig -80 fokon taroltuk. A mintdkat folyékony nitrogénben
poritottuk, majd 65-75 mg szivport felhasznalva a total protein frakciot izolaltuk, amelyben mind
a citoplazmatikus mind a membran fehérjék megtalalhatoak. Az izolatumok fehérjetartalmat
Lowry-modszerrel hataroztuk meg, majd 100 ug fehérjét futtattunk meg 8%-0s poliakrilamid
gélen ¢és blottoltuk at PVDF membranra. A membran 5 %-0s tejjel torténd blokkolasa utan a
kétféle elsddleges antitesttel egy €jszakan keresztiil 4 fokon mig a mésodlagos antitesttel 1 6ran

keresztiil szobahdmérsékleten jeloltiink. A két elsddleges antitest koziil az egyik a teljes eNOS



enzimet felismerd nyul poliklonalis anti-eNOS volt, mig a masik egy egér monoklonalis antitest,
mely az Akt (vagy mas néven PKB) szignalizaci6é eredményeként megvalosuld foszforilaciot és
egyben az aktivalodott eNOS enzimet ismeri fel specifikusan. Masodlagos antitestként HRP-
konjugalt anti-nyul ill. anti-egér tipusu antitesteket hasznaltunk fel, majd az ECL Plus Kkittel
el6hivott membranok kemilumineszcens jelét rontgen film segitségével hivtuk eld. Az eNOS ¢és
az aktivalodott eNOS jelek intenzitdsat ImageJ program segitségével szamszerisitettiik, majd a
rontgen filmen kapott jeleket legnagyobb értékre normalizaltuk az Osszehasonlithatosag

érdekében.

Eredmények
I. A késoi prekondicionalas hatasa a génexpresszids valtozasokra kutya szivizomban

A gyors szivingerléssel kialakitott késoi védohatasra Kialakulo transzkripcids valtozasokat 3200
CDNS-t tartalmazé mikrochipen kovettik nyomon az almitott és az iszkémids kontroll
csoportokhoz viszonyitva. A gyors szivingerlést kovetden 22 gén mutatott valtozast (19 gén
transzkripcidja nott, 3 gén expresszidja csokkent), mig dsszesen 10 gén expresszidja valtozott a
25 perces iszkémia utan (5 gén transzkripcioja ndtt, 5 gén transzkripcidja csokkent). Elsésorban
jelatviteli utakhoz tartoz6é gének valamint hormon receptorokat, metabolikus enzimeket és
ioncsatornakat kodold gének transzkripcidja valtozott szignifikdnsan a kontrollokhoz képest.
Ezek koziil kiemelendd, hogy a MEF2A-t és TGFB2-t kodold gének expresszidja nétt, mig a
VRI1, VR2 fehérjéket kodold gének aktivitasa pedig csokkent a gyors szivingerléssel kivaltott

késoi PC soran.

A kisérletek masodik felében RT-PCR-t hasznaltunk 45 gén akut iszkémia utan, ill. késéi PC
hatdsara bekovetkezett valtozasainak tanulmdnyozéasira. Ezeket a géneket funkcid szerint
csoportositottuk, mint példaul réskapcsolatok felépitésében részt vevo fehérjéket, NO-ot termeld
enzimeket, anti-apoptotikus/apoptotikus fehérjéket, hdsokk proteineket és jelatviteli utakban
szerepld kindzokat kodold gének. A 45 vizsgalt gén koziil, 23 transzkripcidja valtozott akut
iszkémia hatésara; 17 mutatott magasabb expressziot és 6 alacsonyabbat az 4tmitott kontrollhoz
képest. Ezen gének kifejezddése a késéi PC csoportban vagy ellentétesen iranyban valtozott (12

gén esetében), vagy kontroll szintre allt vissza (9 gén) az iszkémias allapothoz képest. Ezek koziil



kiemelendd, hogy az nNOS, HSP70, PKCa, JNK1, GSK3a, GYS1, BDKRBI kédolé gének
novekedett expressziot mutattak a kés6éi PC csoportban, mig a BAK, Casp3 transzkripcidja

csokkent az iszkémias csoporthoz képest.

I1./1. Génexpresszios valtozasok idofliggésének vizsgalata gyors szivingerlést kvetden

A kisérletsorozat masodik felében az I-es pontban felsorolt gének aktivitdsanak valtozasait
vizsgaltuk a gyors szivingerlést kovetd négy idépontnal; kozvetleniil a szivingerlést kovetéen (0
ora) ill. 6, 12 és 24 6ra mulva RT-PCR technikéaval. A kozvetlen korai idopontnal (0 6ra) 8 gén
(HSP90, MnSQOD, Bcl-2, PKCg, ERK1, sGCa3, sGCP3, sGCa2) mutatott aktivalodast, mig 6
repressziot a kontrollhoz képest (pl. caspase3 and caspase9, GSK3f). Ezek a korai valtozdsok
valtozatlanul maradtak a késobbi idopontok alatt is (mint pl. MnSOD, PKCe, casp3, casp9,
GSK3p esetében) vagy kétfazisu valtozast mutattak, azaz kb. 6 6ranal kontroll szintre alltak
vissza, de 12 vagy 24 ordnal ujra ndvekedett a gének aktivitasa (mint pl. HSP90, ERK1, Bcl2,
sGC).

Voltak olyan gének is, melyek csak késdbbi idépontoknal mutattak szignifikans valtozast, mint
pl. az eNOS, iNOS ill. Cx43-at kodolo fehérjék génjei. Az NO termelésért felelds két kiilonb6zo
enzim génjei (eNOS, INOS) 12 o6ranal mutattak fokozott expressziot, mig a Cx43 szintézisért

felelds gén 6 6ranal csokkent majd 12 oranal fokozott aktivitast mutatott a kontrollhoz képest.

[1./2. A gyors szivingerléssel indukalt transzkripcios valtozasokat fehérje szinti mérésekkel is
kiegészitettiik az eNOS esetében, mert ez az NO termelésért felelds enzim mind a korai mind a

késoi védohatas kialakulasaban feltehetden kozponti szerepet jatszik.

A western blot eredmények alapjan az eNOS fehérje mennyisége nem valtozott az elsé hadrom
iddpontnal, de jelentésen novekedett 24 ordval a gyors szivingerlést kovetden. Ezzel ellentétben
az eNOS enzimatikus aktivacidja mar korabbi idépontban, kdzvetleniil a szivingerlés utan
megemelkedett, amely 6 6ranal ill. 12 6ranal kontroll szintre 4llt vissza, de 24 ora elteltével ujra

aktivalodott.



Ertékelés

A c¢cDNS mikrochip technika alkalmazéasaval lehetdség nyilik arra, hogy egyszerre tobb ezer gén
kifejezddését vizsgaljuk egy idében. Ezért ez a mddszer kiilondsen alkalmas arra, hogy olyan
komplex, tobb gén kifejez6dését befolyasolo jelenséget vizsgalhassunk, mint a prekondicionalés
(10). cDNS mikrochip technikaval tobb olyan gént sikeriilt azonositanunk, melyek szerepe eddig
nem volt ismert a késéi PC-ben, ezek kozé tartoznak példaul az angiogenezisért felelds
transzkripcids faktorok (MEF2, TGFB2), mely alatdmasztja azt a feltevést miszerint a
prekondicionalas hatasara angiogenezis torténik a VEGF utvonalon keresztiil. Szintén cDNS
mikrochippel azonositott gén, a a cAMP lebontasat végzé PDE4D9 tipust foszfodiészteraz, mely
tovabbi bizonyitékot nyujt arra, hogy a prekondicionalds nemcsak noveli a foszfodiészerazok
aktivitasat, hanem azok transzkripciojat is fokozza. A VR1 ill. VR2 vazopresszin receptorokat
kodold gének expresszidja viszont csokkent szivingerlés hatasara; ezen fehérjék szerepe eddig

nem volt ismert a PC késdi véddhatasaban.

A kisérletek masodik felében RT-PCR-t hasznaltunk olyan gének vizsgalatara, melyek
funkcidja ismert és igazolt az iszkémas PC korai véddéhatas kivaltasaban, viszont szerepiik nem
tisztazott a gyors szivingerlést kovetd késdi védohatasban. Kiilonbozé allatmodellekben
igazoltak, hogy az iszkémias PC fokozza az anti-apoptotikus hatasért felelés Bcl2 expressziot,
mig csokkenti az apoptotikus BAX, BAK, Casp3, Casp9 transzkripcidt gatolva ezzel az iszkémia
okozta sejthalal mértékét (11, 12). Eredményeink szintén anti-apoptotikus folyamatokra utalnak a
gyors szivingerlést kovetd késéi védohatasban, mivel mind a BAX mind a Casp3 transzkripcidja
csokkent az iszkémias kontrollhoz képest. Tobb tanulméany igazolta, hogy a késéi véddhatas
kialakulasaért felelés fehérjék koziill az NO szintdzok (késéi PC-ben elsésorban iNOS),
antioxidans faktorok (MnSOD, CAT), ciklooxigendzok transzkripcidja fokozodik (9).
Eredményeink azonban csak néhany gén esetében mutattak mRNS szint ndvekedést (pl. nNOS,
HSP70). Ennek egyik oka lehet, hogy ezen gének expresszids valtozasai mar eltlinnek 24 éraval a
gyors szivingerlés utan, és inkdbb fehérje mennyiségi ill. funkcionalis valtozasok jarulnak hozza
a késoi antiaritmids védOhatés 1étrehozasahoz. Ezért a mésodik célkitlizésben megfogalmazottak
alapjan megvizsgaltuk a fenti csoportositdsban szerepld gének kifejezédésének idofliggését a

gyors szivingerlést kovetd négy idopontnal, kozvetleniil utana ill. 6, 12 és 24 6ra mulva.
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A fenti eredményekbdl kideriilt, hogy gyors szivingerlés hatasdra az antioxidans MnSOD,
valamint az NO kozvetitette jelatviteli utvonalakban fontos szereplok (PKCe, ERK1, sGCa3,
sGCB3, sGCa2) ill. anti-apoptotikus és apoptotikus faktorokat kodold gének (caspase3 and
caspase9, BAX) reagélnak eldszor, amely a korai PC-ben val6 részvételiiket tdmasztja ala. Ezen
gének tobbsége a prekondicionalast kovetdé 24 ora alatt folyamatosan megtartja megvaltozott
expresszios allapotat, igy feltehetden kiemelt szerepiik van a késéi véddhatas kialakitasaban.
Azon gének esetében, melyek a gyors szivingerlést kovetd késobbi idopontokban aktivalodtak,
mint pl. INOS, azokat az irodalmi eredményeket tamasztja ala, amelyekben kimutattak, hogy a
kés6i véddhatas kialakuldsaért a fokozott iNOS transzkripcionak kdszonhetd, NO termelés felelds
(13). Eredményeink alapjan azonban nemcsak az iNOS hanem az eNOS expresszidja is nott,
amely szintén hozzajarulhat az NO képzdédéshez a késdi védohatas alatt. Tovabba az eNOS
fehérje szintii vizsgalat eredményei 24 6ranal mutattak jelent6s novekedést. Ugyanakkor az 1177-
es pozicidban foszforildlt eNOS szintje, mely enzimaktivitast tiikr6z, mar kozvetleniil a
prekondicionald stimulust kdvetéen (0 oranal) fokozodott jelentésen majd 24 oéraval késobb is,
jelezve, hogy az eNOS fontos tényezdje az NO termelésnek nemcsak a késéi hanem a korai
fazisban is. Szintén késéi idOpontoknal aktivaloédott az ingeriilet vezetésében fontos
réskapcsolatokat kodold Cx43 fehérje génje is. Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a gyors
szivingerlés hatasara kialakult kés6éi PC-ben fontos szerepe van a réskapcsolatoknak (14). Gyors
szivingerlés utan 6 oraval csokkent az expresszio, mig 12 6ra mulva fokozodott a kontrollhoz
képest. Ezeket a valtozasokat fehérje szinten is megvizsgaltuk, és a Cx43 szintje 12 o6ranal
csokkent majd 24 oranal allt vissza kontroll szintre, jelezve ezzel hogy a génexpresszids
valtozasok ¢és fehérje kifejezddésében hasonlod irdnyban, de késdbbi iddintervallumban valtoztak

(14).
Kisérleteink alapjan az alabbi Uj eredményeket allapithattuk meg:

- A gyors szivingerlés altal kivaltott késoi antiaritmids véddhatds soran 23 gén mutatott jelentds
expresszios szintll valtozast, amelyek koziil néhdny szerepe eddig nem volt ismert (pl. sejtfelszini

receptorok, jelatviteli folyamatok enzimei, anti-apoptotikus faktorok).

- Tovabba 45 vizsgalt gén esetében, melyek szerepe ugyan ismert iszkémias PC-ben, de nincs

adat az gyors szivingerléssel kivaltott védohatasban, 22 mutatott jelentds expresszios szintil
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csokkenést vagy novekedést. Ezek kozott szerepelnek pl. hdsokk fehérjék, NO szintézisért felelds
enzimek, jelatviteli folyamatok fehérjéi, anti-apoptotikus faktorok).

- A gyors szivingerlést koveten a vizsgalt 29 gén eltérd expresszids mintazatat azonositottuk. A
kiilonbozé funkcioval rendelkezd gének kiilonbozé idébeni kifejezddést mutattak, melyek

Osszefiiggésbe hozhatdak akar a korai akar a kés6éi védoéhatas kialakulasaval.
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