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Bevezetés

A hirtelen szivhaldl kivalté okaként a legtobb esetben ischaemia vagy ischaemidt
kovetd reperfizid indukdlta kamrafibrillaicié hdzédik meg (1-2). A reperfizié indukélta
kamrafibrillacié6 farmakoldgiai befolydsolhatésdganak kutatdsa kiilonosen lendiiletet vett,
mikor fény deriilt arra, hogy hasonl$ aritmidk johetnek 1étre kiilonb6z0 patoldgiai és klinikai
allapotokban, mint példaul a korondria spazmus spontdn oldoddsat kovetden (3). A folyamat
hatterében feltételezett mechanizmusok és a folyamatban feltételezetten szerepet jatszé
faktorok és tényezok nagy szdma igen bonyolulttd teszi a képet (4-5). Azonban két olyan
mechanizmust emliteni érdemes, melyek &ltaldnosan elfogadottak a reperfizié indukélta
karosodés és a kamrafibrillacié kialakuldsdnak magyardzatdra: (i) a Ca++ tiltoltés (overload),
és (il) a szabadgyok képzodés (6). Sok humén betegség a szabadgyokok tultermelésével jar,
mely a sejtkdrosodds potencidlis lehetdségét hordozza magdban. Az oxidativ stresszel
Osszefiiggésben allo betegségek koziil példaként emlithetjiik a repeftizids karosodast, amely
szoveti iszkémia vagy stroke utdn fordul eld, de példaként hozhatjuk fel a gyulladdsos
megbetegedéseket, amilyen az artritis is (7-8). A hem biliverdinné és szénmonoxiddd (CO)
torténd oxidativ degradicidjdban sebesség meghatirozé 1épés a hemoxigendz (HO) enzim
aktivitdsa (9). A HO enzimnek két izoenzimét fedezték fel és klonozasuk is megtortént; a HO-
1 indukdlhaté, mig a HO-2 a konstitutiv forma (10-11). Kisérletek bizonyitjak, hogy a HO-1
enzimet indukdljdk olyan beavatkozdsok, melyek oxidativ stresszt hoznak létre, tobbek kozott
az UV besugarzds, a hipoxia és az iszkémia (7, 12-15). Korédbbi kisérletiinkben a HO-1 enzim
aktivitisdnak és mRNS expresszidjanak csokkenését észleltik az iszkémia/reperfuzidval
létrehozott szivizom fibrilldcidban, mely a nem fibrilldlo izoldlt sziveknél nem volt
tapasztalhatd (16). Ezért a témat mds szemszogbdl kozelitettik meg. A fent emlitett
jelenségrol feltételeztiik, hogy a HO-1 enzim aktivitidsa és mRNS expresszidja akkor is
lecsokken, ha nem iszkémids, de elektromosan fibrilldldsra 6sztokélt sziveket vizsgalunk. Ha
ezen feltételezésiinket igazolni tudjuk, ugy kisérletes bizonyitékat adjuk annak, hogy a HO-1
enzim mRNS ,downreguldcidja” fontos szerepet a reperfuzié indukdlta kamrafibrillacid
kialakuldsaban. Kisérleteink arra is vélaszt adhatnak, hogy a HO-1 enzim aktivitdsa és mRNS
expresszidjanak valtozasa elinditdja lehet-e a reperfiizi6 indukélta kamrafibrilldciénak.

Sok mechanizmus 1étezik az aritmidk okdnak és kialakuldsanak magyardzatara, tudomdasunk
szerint azonban olyan kisérletet még senki sem végzett, mely tisztdznd a kamrafibrillacié
mechanizmusit az iszkémia/reperfiizion atesett szivek esetében a gén expresszid valtozds
szintjén.

A disszertici6 madsodik felében goércsd ald vontuk az oxidativ stressz szerepét spontin
hipertenziv patkdnyok (SHR) miokardiumai esetén. Keveset tudunk a szuperoxid dizmutdz
(SOD) és katalaz szerepérol és expresszidjardl a reaktiv oxigén szabadgyokok altal indukalt
oxidativ stressz kialakuldsa sordan SHR miokardiumok esetén. Ezen kérdés megvélaszoldsara
SHR ¢és Wistar-Kyoto (WKY) patkdnyokbdl szarmazé miokardiumokat kezeltiink hidrogén
peroxiddal (H,0O,) és vizsgaltuk a szuperoxid dizmutdz (SOD), a kataldz és glutation
peroxiddz (GPx) aktivitdsdt és génexpresszidjit. A SOD és a kataldz e paramétereinek
meghatdrozasdval a cél az volt, hogy molekuldris szinten kapjunk informéciét az SHR
miokardiumok dilatativ kardiomiopdatidban kialakul6 stressz vélaszdnak alakuldsarol.

A disszertacié harmadik részében az iszkémia/reperfizié alakuldsat vizsgdltuk a természetes
szabadgyok csapddk hatdsdra, mint amilyen a szOlomag extraktum. Forditott Gsszefiiggést
taldltunk a mérsékelt alkoholfogyasztds €s a szivbetegségek kialakuldsanak rizikdja kozott,
melyet mar tobb tanulmany is hangsilyoz (17-19). A flavonoidok, melyek a sejtek és
szovetek antioxidans kapacitdsat befolydsoljak (20-22), valdsziniileg felelosek a vorosbor
antioxidans tulajdonsidgéért és ennek kovetkezményeképpen a vorosbor ivok korében a
kardiovaszkularis betegségek vagy a korondria betegségének kovetkeztében bekovetkezd



haldl incidencidja lényegesen kisebb (23). Igy a vorosbor jétékony hatdsa a benne taldlhaté
antioxiddnsoknak kdszonhetd, mint amilyen a resveratrol, a catechin és a proanthocyanidin.

Metodikak

Kisérleti dllatok
Him Sprague-Dawley patkdnyokat (320-350 g) hasznaltunk.

Izoldlt sziv készitése

A patkdnyokon altatdst kovetden torakotomidt hajtottunk végre €s a sziveket kivagtuk. Az
aortat kaniilaltuk és a sziveket Langendorff médszere szerint perfunddltuk. Ot perces kimosast
kovetden a Langendorff szivet dolgozé sziv tizemmddra éllitottuk Toésaki €s Braquet (25)
modszerének megfelelden. Rotaméterrel mértiik az aorta atdramldst, mig a Kkorondria
atdramlast a korondria perfuzdtum gyiijtésével hataroztuk meg.

A szivmitkodés és az aritmidk vizsgdlata a HO expresszio tanulmdnyozdsaban

A kamrafibrill4ci6 eloforduldsanak vizsgdlatara EKG-t készitettiink. Az iszkémia elott és alatt
(minden csoportban 6 dllattal) mértiik a szivfrekvenciat (HR), a korondria dtaramlast (CF) és
az aorta atdaramlast (AF). Regisztraltuk tovabba a bal kamrai nyomdst (LVDP) és annak elsd
derivéltjat (LVdp/dtmax). Meghatdroztuk az iszkémia/reperfizion atesett miokardiumokbdl a
HO-1 enzim aktivitdsdt és mRNS expresszidjat a miokardium 120 perces reperfiizidjanak
végét kovetden. Kiegészitd vizsgdlatokat végeztiink, melyben az iszkémia/reperfizid
protokolja helyett az izoldlt sziveket (n=6-12) elektromos ingerléssel fibrilliciéba vittiik
modellezendd a 10 perces irreverzibilis ventrikuldris fibrilliciét. A szivek defibrilldldsa utdn
dolgozé sziv tizemmodba kapcsoltuk €s perfundaltuk. A HO-1 enzim aktivitisdnak és mRNS
expresszidjanak meghatdrozdsara a 120 perces perfiiziét kovetden keriilt sor.

RNS izoldlds
A szivekben taldlhat6 0sszes RNS izoldlasat 100 mg szivizom szovetbdl 1 ml TRIzol reagens
jelenlétében végeztiik (guanidin tiocianat mddszer) (26).

RT-PCR (Reverz transzkriptdz polimerdz ldncreakcio)

Mindegyik minta teljes RNS-ét (2ug) felhasznéltuk a random moédon inditott elsd-ldnc cDNS
szintézishez (reverz transzkripcid) a 40 pul térfogati reakcidelegyben, melynek Osszetétele
(mM-ban): 50 Tris-HCI, 75 Kcl, 3 MgCl,, 10 DTT, 1 d NTP (mindegyik fajta), 0,005
hexamer (random), 0,5 IU/ul Mo-Mu-LV reverz transzkriptdz. Az igy létrejott elsd-lanc
cDNS szolgdlt templatil a polimerdz lancreakcidhoz (PCR). A primér szekvencidja a
kovetkezd volt: HO-1 sense: 5’-AAG GAG GTG CAC ATC CGT GCA-3’; HO-1 antisense:
5’-ATG TTG AGC AGG AAG GCG GTC-3’; HO-2 sense: 5’-ATG GCA GAC CTT TCT
GAG CTC-3’; HO-2 antisense (27): 5’-CTT CAT ACT CAG GTC CAA GGC-3’; GAPDH
sense: 5’-TCC TGC ACC ACC AAC TGC TTA GCC-3’; GAPDH antisense (28): 5’-TAG
CCC AGG ATG CCC TTT AGT GGG-3’. A reakci6 elegy tartalmazott 1x PCR puffert [20
mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCB], 1.5 mM MgCl,, 100 uM dNTP’s (mindegyik fajta),
100 uM primért és0,025 U/ul Taq polimerdzt. A szaporitott termékeket (mplification
products) 2% agar6z gélen tettiik lathatovd ethidium bromid segitségével, majd hosszuk
alapjdn azonositottuk oket. A HO-1 fragment 568-nak, a HO-2 554-nek és a GAPDH 377
bazisnak adddott.



Northern blot
A teljes RNS-bdl 30 pg nylon membranra vittiink €s a tovdbbi miiveleteket Sambrook és
mtsai (29) szerint végeztiik.

HO aktivitds esszé

A szovetek 100 mg-jat 10 ml 200 mM-os foszfat pufferben homogenizaltuk és 19000 g-vel
centrifugaltuk 4 °C-on 10 percig. A szupernatanst djra lecentrifugéaltuk 100000 g-vel 4 °C-on
60 percig. A pelletet 2 ml 100 mM-os kélium foszfat pufferben szuszpendaltuk. A biliverdin
reduktazt Tenhuen és mtsai (30) mddszere szerint tisztitottuk. A HO aktivitast Yoshida és
mtsai (31) moédszere szerint mértiik. A mikroszomalis frakcié fehérje tartalmdt Lowry és
mtsai. (32) médszere alapjan hataroztuk meg.

Vizsgdlatok spontdn hipertenziv patkdnyok szivein

Him SHR és korban megfeleld nem hipertenziv WKY patkdnyokat hasznaltunk 18 hdénapos
korukban. Reguldris pufferben 15 percig ekvilibrdlédott sziveket 30 perces 25 uM H,0O;
tartalma pufferrel perfundaltuk, majd 30 perces kimosési periddus kovetkezett. Egyes
kisérletekben 15 perces ekvilibraciés periddust kovetden, a sziveket 30 perces globdlis
iszkémidnak vetettiik ald, amit 30 perc reperfiizié kovetett. A kontroll sziveket 60 perces H,O,
mentes perfliziénak vetettiik ala.

Szivfunkciok mérése H,O»-vel kezelt és nem kezelt sziveken

A szivfunkcidkat a kovetkezd idopontokban regisztraltuk: a 15 perces ekvilibracids periddus
utdn, kozvetleniil a H,O, kezelést kovetden és a 30 perces kimosdsi periddus utdn. A
korondria atdramlast (CF) a jobb pitvart elhagy6 idoegység alatt mért effluens mennyiségével
hatdroztuk meg. Az aorta atdramlds (AF) mérését rotameterrel végeztiik. A szivfrekvenciat és
a bal kamrai végdiasztolést nyomast (LVEDP) a bal kamrdbdl elvezetett nyomdsgorbébol
hatdroztuk meg. A bal kamrai nyomdst (LVDP) a szisztolés csicsnyomds és az LVEDP
kiilonbségébol szamoltuk. A bal kamrai nyomdsgorbe elsd derivaltjdnak minimumat és
maximumat szintén regisztraltuk (+LVdp/dtyax, -LVdp/dtmax).

Polimerdz ldncreakcio MnSOD-ra és ZnSOD-ra

A reverz transzkriptdz polimerdz lancreakci6hoz a teljes RNS (2 pg) keriilt felhasznaldsra a
random médon inditott elsd-lanc cDNS szintézishez (reverz transzkripcid) a 40 pl térfogati
reakcidelegyben, melynek osszetétele (mM-ban): 50 Tris-HCI, 75 KCl, 3 MgCl,, 10 DTT, 1
dNTP (mindegyik fajta), 50 ng hexamer (random), 0,5 IU/ul Mo-Mu-LV reverz transzkriptaz.
Az 1igy kialakult elsd-lanc cDNSt hasznaltuk PCR erdsitésre. Belsd kontrollként a
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz cDNS-t haszndltuk. A primer szekvencidi a
kovetkezok voltak: Zn- és MnSOD sense, 5’-GAC AAA CCT GAG CCC TAA GGG-37;
MnSOD antisense, 5’-CTT CTT GCA AAC TAT G-3’ (33); GAPDH sense, 5’-TCC TGC
ACC ACC AAC TGC TTA GCC-3’; GAPDH antisense, 5’-TAG CCC AGG ATG CCC TTT
AGT GGG-3’ (28). A kapott szaporitott termékeket 2 %-os agar6z gélen tettiik 1athatova, ami
etidium bromidot tartalmazott.

Northern blot és dot blot kataldz cDNS kimutatdsdra normotenziv és spontdn hipertenziv
dllatok esetén

Northern blothoz egyenként 30 pg RNSt futtatunk agaréz gél elektroforézissel glioxal
jelenlétében, amelyet nylon membrénra vittiink 4t Sambrook és mtsai (29) moédszere szerint.
A patkdny kataldz cDNS plazmid, a pRCA38 Dr. S. Furuta (Nagano, Japan), mig a GAPDH
minta Dr. E. Zadortdl (Szeged, Hungary) kaptuk.



Katalaz, MnSOD, ZnSOD enzimaktivitas mérése

A Kkataldz aktivitdst (E.C.1.11.1.6.) a k értékkel fejeztik ki, ami mg' min' fehérjére
vonatkozik (elsd rendd sebesség konstansa a reakcionak). A GPx (E.C.1.11.1.9) és a SOD
(E.C.1.15.1.1.) aktivitasait Randox kitekkel (RS 506 €s SD 125) hatdroztuk meg. Az MnSOD
aktivitdsdt 1 mM KCN hozzdaddsaval hatdroztuk meg, ami specifikusan gatolja a CuZnSOD
mikodését. A fehérjéket fehérje esszé kitekkel hatdroztuk meg.

A szolomag proantocianidinek hatdsdnak vizsgdlata az ido fiiggvényében

Héarom héttel az izoldlt sziv prepardtum készitése elott az dllatoknak ordlisan 50 vagy 100
mg/kg/nap doézisban szoldomag proantocianidint kaptak. Ez a kezelés kordbban effektivnek
sziv protektdnsnak bizonyult patkdnyokban (35). A mindenki szdmdra hozzaférhetd TH636
sz0ldmag proantocianidin extraktumdt (ActiVin, InterHealth Nutraceuticals, Benecia, CA,
USA) haszndltuk kisérleteinkben. A szOlomag proantocianidint 2 ml 1%-os metilcellul6z
oldatban homogenizaltuk, majd 0,9 %-os NaCl oldattal 10 ml-re higitottuk és 10 ml/kg végsd
térfogatban adagoltuk az dallatoknak minden nap ordlisan. A kezelési periddus végén az
allatokat 60 mg/kg i.p. adott pentobarbitdllal elaltattuk €és heparint adtunk i.v. A sziveket
kimetszettiik €s perfundaltuk hatéanyag mentes pufferrel Langendorff szerint 10 percig 100
vizcentiméteres (10 kPa) dlland6 perfiziés nyomdssal. A 10 perces kimosdsi periddus alatt
megkaniildltuk a pulmonélis vénat és a Langendorff preparatumot atkapcsoltuk dolgozé sziv
preparatumra és tovdbbi 5 percig perfunddltuk a kordbban leirtaknak megfelelden (25).
Kisérleteink célja kettds volt: elsd, hogy a proantocianidin elokezelés képes- e csokkenteni a
reperfizid indukdlta kamrai fibrillicidt/tachikardidt és javitja-e a posztiszkémids sziv
funkcidit. A masik cél, hogy a proantocianidinek képesek-e csokkenteni az oxigén
szabadgyokok képzodését melyet elektron spin rezonancidval (ESR) kovetiink nyomon
iszkémids és reperfundalt sziveken (n = 6 minden csoportban). Mértiik a proantocianidin két
kiillonbozo doézisdnak (50 és 100 mg/kg p.o.) hatdsat a szabadgyok képzodésre a 30 perces
iszkémiat kovetd reperfizié eredményeként. Az ESR vizsgélatokra a reperfizié 3-dik percét
kovetden vettiink mintdkat az effluensbdl, mivel ez az idopont adja a legnagyobb szabadgyok
jelintenzitast az altalunk hasznalt modellben (36).

Elektron spin rezonancia vizsgdlatok (ESR)

A spin csapda vizsgalatokhoz 5,5-dimetil-pirrolin-N-oxid (DMPO) spin csapdat infundaltuk a
sziv perfiziés kaniil proximdlis végéhez kozeli oldaldgon keresztil. Az ESR spektrumot
Bruker (Karlsruhe, Németorszdg) ECS106 spektrométerrel vettiik fel 9,3 MHz-es savban 100
kHz-es modulécids frekvencia mellett. A mikrohulldm energidjat 10 mW kortiil tartottuk igy
elkeriiltiik a szaturicié kialakuldsat. A ,,scan time” 2 perc volt, mig a ,,response time” 300 ms.
A csatoldsi konstansokat direkt mdédon a ,field scan”-bdl hatdroztuk meg Mn2+, mint
kalibraciés marker hasznélatdval.

Statisztika

A kovetkezd paraméterek szamtani dtlaga és a kozépérték standard hibdja (X £ SEM) keriilt
megaddsra a disszerticioban: HR, CF, AF, LVDP, mRNS expresszid, enzim aktivitas,
DMPO-OH adductum jelintenzitdsa. Egy utas ANOVA alkalmazdsa volt sziikséges azon
esetekben, ahol tobb csoportot hasonlitottunk Ossze. Szignifikdns eltérés esetén a vegyiilettol
mentes kontroll csoporthoz hasonlitottunk minden kezelt csoportot és a statisztikai
valészinliséget Bonferroni moddszere szerint dllapitottuk meg (37). A diszkrét véltozok
eloszlasat, mint amilyen a kamrafibrillici6 és a kamrai tachikardia eldforduldsa nem
parametrikus chi2 prébdval hasonlitottuk Ossze. Minden esetben a kiilonbséget
szignifikdnsnak {téltiik, ha P<0,05-nél.



Eredmények
Eredmények I.

Az 1. dbra a HO-1 enzim mRNS Northern blot hibridizaci6jat mutatja. A HO-1 mRNS
expresszidja négyszeresére emelkedett iszkémids/reperfizionak kitett, de nem fibrillalo
mikoardiumok esetén (mdsodik oszlop, illetve sdv), ha nem iszkémids kontroll szivekkel
hasonlitjuk ©ssze (elsd oszlop, illetve sdv). Azokban a szivekben amelyeket 30 perces
iszkémidnak, majd két 6rds reperfiizionak vetettiik ald és kialakult a kamrafibrillicié a HO-1
mRNS expresszidjanak novekedése nem volt tapasztalhaté (harmadik oszlop, illetve sdv) nem
iszkémids kontroll miokardiumokkal Osszehasonlitva. Mdés szavakkal a HO-1 mRNS
expresszidja szignifikdnsan csokkent iszkémids és reperfundalt fibrilldl6 miokardiumokon
(harmadik oszlop, illetve sdv), Osszehasonlitva iszkémids reperfundalt, de nem fibrillalo
miokardiumokkal. Tovabbi kisérletekben a sziveket elektromos ingerléssel vittiik fibrilldcioba
annak elkeriilése érdekében, hogy kikiiszoboljik az iszkémia/reperfiizid protokolljat és
vizsgaltuk az elozdeknek megfelelden a HO-1 mRNS expresszigjat. Az elektromosan
fibrillacioba vitt szivek esetén nem tapasztaltunk HO-1 mRNS valtozast (negyedik oszlop,
illetve sav). A kapott értékek az iszkémia/reperfiziot kovetd fibrillacid esetén tapasztalt HO-1
mRNS (harmadik oszlop, illetve sav) valtozdshoz hasonlé.

A 2. dbra a HO-1 mRNS RT-PCR erdsités eredményeit mutatja, mely megerdsiti a Northern
blottal kapott eredményeket. fgy a nem fibrilldl6 iszkémids reperfundalt miokardiumok esetén
szignifikdns emelkedés lathaté az RT-PCR jelintenzitdsdban (2. dbra, masodik oszlop, illetve
sdv), ha a nem iszkémids kontroll értékekkel hasonlitjuk 0ssze (2. dbra, elsd oszlop, illetve
sdv). Mas szavakkal szignifikins RT-PCR jelintenzitds csokkenés figyelhetd meg iszkémids
reperfundalt fibrilldld6 miokardiumok esetén (2. dbra, harmadik oszlop, illetve siv). Az
elektromosan fibrilldciéra kényszeritett szivek hasonlé RT-PCR jelintenzitdssal rendelkeztek
(2. 4bra, negyedik oszlop, illetve sdv), mint ahogy iszkémids €s reperfundalt fibrilldlé szivek
esetén volt (2. dbra, harmadik oszlop, illetve sav).

A 3. dbra mutatja a hem oxigendz aktivitds véltozasat iszkémia, reperfizio, fibrillacié és pace-
elés hatdsdra. Azokban a szivekben amelyeket 30 perces iszkémidnak tettiink ki valamint azt
kovetden 120 percen keresztiil reperfundéltuk és reperfiizié indukdlta kamrafibrillacié nem
alakult ki, a HO aktivitds a nem iszkémids kontroll szintrdl (385 + 20 pmol bilirubin/mg/6ra)
(3. é4bra, elsd oszlop)tobb mint felére (162 £ 18 pmol bilirubin/mg/6ra) lecsokkent (3. dbra,
harmadik oszlop). Hasonlé eredményeket kaptunk azon szivek esetén amelyeknél elektromos
ingerléssel véltottuk ki a kamrafibrilliciét (3. dbra, negyedik oszlop). Azonban az
elektromosan indukdlt kamrafibrillicié 60 %-os csokkenést eredményezett a hem oxigendz
aktivitisban (3. 4dbra, negyedik oszlop), hogyha a nem iszkémids kontroll csoporthoz
hasonlitjuk (3. 4dbra, elsd oszlop). Az iszkémia/reperfizid szignifikdns csokkenését
eredményezte a CF, AF és az LVDP értékek posztiszkémids visszatérését azokban a
szivekben amelyekben kamrafibrillacié fejlodott ki 6sszehasonlitva az iszkémia/reperfizidban
részesiilt nem fibrilldl6 szivekkel (1. tdblazat). Az iszkémia/reperfiziéo protokolljanak
elhagydsdval az elektromosan fibrillicidoba vitt szivek a posztfibrilldciés visszatérés
szignifikdnsan javult dsszehasonlitva az iszkémids és reperfundalt fibrilldlé miokardiumokkal
(1. tablazat).

Eredmények 11
A H>0; hatdsa a sziv funkciokra izoldlt SHR és WKY patkdnyok szivein

Kezeletlen kontroll koriilmények kozott a spontdn hipertenziv patkdnyok (SHR) szivfunkci6i
alacsonyabbak, mint a WKY patkdnyoké: AF, 18.2 + 1.9 vs. 26.2 + 2.2 ml/min; +LVdp/dtyax,



375 + 15 vs. 602 + 24 kPa/s; -LVdp/dtmax, 157 + 12 vs. 267 + 22 kPa/s; LVDP, 7.4 + 0.6 vs.
11.8 + 0.6 kPa; LVEDP, 7.4 + 05 vs. 6.4 + 0.4 kPa (p<0.05).Harminc perces H,O, perfiizi6t
kovetden a WKY patkdnyok csoportjdban szignifikidns csokkenés volt észlelhetd a
szivfunkciékban: AF 16.0 + 2.8 ml/min-ra, +LVdp/dty. 521 + 22 kPa/s-ra, -LVdp/dtp,, 2011
+ 21 kPa/s és az LVDP 10.4 + 0.6 kPa-ra csokkentek (p<0.05). Szignifikdns csokkenés
egydltalin nem, hanem némi emelkedés volt tapasztalhat6 az SHR csoport kardidlis
funkcidiban H,O, kezelés alatt. AF, 20.7 + 2.2 ml/min; +LVdp/dtyn., 399 + 14 kPa/s; -
LVdp/dtmax, 169 + 15 kPa/s; LVDP, 8.4 + 0.7 kPa; LVEDP, 7.7 + 0.5 kPa. A 30 perces
kimosési periddust kovetden a sziv funkcidi valtozatlanok maradtak mindkét csoport esetén.
Mas szignifikdns eltérés nem volt tapasztalhatd (az LVdp/dtmac-ot és az LVDP-t kivéve) a két
csoport kozott a HO, perfizié alatt és utdn. A szivfrekvencia €s a korondria dtdramlds nem
mutatott kiilonbséget a két csoport kozott a kisérlet teljes idotartama alatt (4. dbra). A 4. dbra
mutatja a sziv funkcidk (AF, +LVdp/dtn.. -LVdp/dtm.x, LVDP, CF, LVEDP) relativ
valtozasat %-ban kifejezve a H,O, perfizié elotti értékekhez viszonyitva.

Antioxidativ védo enzimek az SHR és a WKY patkdnyok miokardiumaiban — a H,O; hatdsa
SH patkédnyok sziveiben az antioxiddns védd enzimek (GPx, SOD) aktivitdsa nagyobb normaél
koriil mények kozott, mint WKY patkdnyok sziveiben. H,O, kezelést kovetden a kataldz
aktivitdsa szignifikansan emelkedett (2,46 + 0,22 k min" mg" protein) SH patkényokban, ha
osszehasonlitiuk a WKY patkdnyokban mért értékekkel (1,59 + 0,14 k min" mg” protein),
vagy az SH patkidnyok H,O, kezelést megelozd értékeivel (1,56 + 0,29 k min' mg’
protein).Szignifikdnsan magasabb miokardidlis GPx aktivitast észleltiink SH patkdnyokban
osszehasonlitva a WKY patkdnyok H,O, kezelést megelozd és azt kovetd éErtékeihez
viszonyitva. Mdsrészrol az MnSOD és a CuZnSOD magasabb enzimaktivitdsi értékei a
kezeletlen SHR miokardiumok esetében Osszehasonlitva a kezeletlen WKY szivekkel nem
volt tapasztalhaté a H,O, infdziéja utdn. A CuZnSOD aktivitds lecsokkent a kezelt SHR
csoportban Osszehasonlitva a megfeleld WKY csoporttal (5. dbra). Azokban a szivekben,
melyek 30 perces iszkémidnak és az azt kovetd 30 perces reperfiizidnak voltak kitéve, hasonld
enzimaktivitas valtozasok voltak észlelhetok mind a WKY, mind az SHR csoportban.

A H,0; hatdsa a kataldz expressziojdara SHR és WKY patkdnyok izoldlt sziveiben

A kataldz enzim mRNS szintje szignifikdnsan emelkedett a H,O, infizidjat kovetden az SHR
csoportban a megfeleld WKY csoporthoz képest (303,3 £ 17,9 vs. 105,9 £ 15,5 arbitrlis
egység; 7a. és 7b. dbra, bal oldali paneljai). A mRNS emelkedése az enzim mikddésének
novekedését jelzi (5. dbra). A GADPH enzim expresszidja, mely konstitudlis enzim és belso
kontrollként szolgélt, nem mutatott szignifikdns eltérést (7a. és 7b. dbra, jobb oldali paneljai)
a H,0, kezelés elott és azt kovetden.

A H>0; hatdsa a MnSOD expressziojara SHR és WKY patkdnyok izoldlt sziveiben

Az MnSOD mRNS expresszidja kis mértékben, de mégis szignifikdnsan csokkent H,O,
kezelést kovetden Osszehasonlitva a kezelést megeldzo értékekkel (92.2 + 3.6 vs. 77.9 + 3.9
arbitrlis egység, 8A és 8B dbra, bal panelok). A WKY patkdnyok sziveiben az MnSOD
mRNS koncentricié véltozatlan maradt (85.3 + 3.3 vs. 85.9 + 4.7 arbitrdlis egység; 8A és 8B,
abra, bal panelok), ami a mért enzimaktivitisoknak megfelel (5. dbra). A GADPH nem
mutatott szignifikdns véltozast H,O, kezelést kovetden sem a WKY sem az SHR torzsek
esetén (8A. és 8B. dbra, jobb oldali panelok).



Eredmények III.

A proantocianidin 50 és 100 mg/kg-os doézisa (9. dbra, felsd panel) dézisfiiggd mddon
csokkentette a szabadgyok képzodést. A 100 mg/kg-os doézis esetén az oxigén szabadgyokok
termelése (a DMPO-OH adductum ESR jelébdl szamolva) 75 %-kal csokkent a vegyiilettol
mentes iszkémia/reperfizion atesett kontroll csoporthoz viszonyitva (9. dbra, B spektrum). A
9. dbra alsé panelja mutatja a kvantitativ ESR eredményeket, melyek csoportonként 6 allatbol
szarmaznak. A DMPO-OH jel intenzitdsdnak csokkenése jelzi a reperflizié indukdlta
kamrafibrillacié és kamrai tachikardia incidencidjanak drasztikus csokkenését (10. dbra). Az
eredmények mutatjdk, hogy a proantocianidinek nem véltoztatjdk meg szignifikdnsan a
szivfrekvencidt (11A. dbra). Erdekes azonban, hogy a proantocianidinnel kezelt patkanyok
sziveiben szignifikdns mértéki visszatérés volt lathaté a CF (11B. dbra), az AF (11C. édbra) és
az LVDP (11D. abra) értékeiben.

Megbeszélés
Megbeszélés 1

Fiziol6giai koriilmények kozott a HO-1 enzim minden szervben megtaldlhaté alacsony
koncentriciéban. Ujabban feltételezik, hogy a HO-1 mRNS indukcié szerepet jatszik az
iszkémia-reperfiizié okozta kdrosoddsban. Az enzim szintézisét szdmos faktor indukalhatja,
amelyek dltaldnosan képesek az oxidativ stressz létrehozasara. A HO-1 expresszié gyorsan
nd, nemcsak kiilonféle patofizioldgiai koriilmények hatdsdra, mint amilyen az
iszkémia/reperfizié és a sejt transzformdcié (38-39), hanem kiilonb6zd exogen molekuldk
hatdsédra (7). Kordbban kimutattuk (16), hogy a hem oxigendz mRNS expresszid, kiillondsképp
a hem oxigendz-1, fontos szerepet jatszhat a reperfizi6 indukalta kamrafibrillacié
kialakuldsdban. A hem oxigendz enzim a sebesség meghatdrozé lépést katalizdlja a hem
lebontdsdban, a b-tipusi hem oxidativ bontdsdban, melynek sordn vas, CO és biliverdin
keletkezik (40). A disszerticié e részében megprobaltunk jol koriilhatarolt eredményekhez
jutni a HO-1 szerepére vonatkozdan a reperflizié indukdlta kamrafibrillicié kialakuldsdban.
Ha a HO-1 szerepet jitszik a sejtkdrosoddsban, ami elektrofiziogiai abnormalitdshoz és
kamrafibrillacidhoz vezet, érdemes feltenni a kérdést, hogy hol és hogyan mikodik a HO-1
gén ¢és hogyan fejti ki hatdsit. A HO-1 gén expresszidja vagy ,,downreguldcidja” és
kiillonb6zo transzkripcids faktorok Osszefliggését vizsgdlva Alam és mtsai (40) alapvetd
bizonyitékot szolgaltattak az Nrf2M (nukledris faktor-eritroid reldciés faktor) fokozott
expresszidjara vonatkozdan, amely gitolja a hem, cink, kadmium és arzenit okozta HO-1
mRNS akkumuléci6t.

Az iszkémia/reperfuzi6 és kiilonbdzd pro-oxiddns anyagok altal indukalt HO-1 mRNS
transzkripciés utak bizonyitékok arra, hogy ez a tulajdonsdg Osszefiiggésben van a HO-1
antioxidans aktivitdsdval és az enzimnek azzal a képességével, hogy szénmonoxidot képes
produkdlni. Szdmos vizsgdlat bizonyitja, hogy fiziol6giai koriilmények kozott, hogy az
értébnus és a vératdramlds szabdlyozdsa részben az enzimatikus tton keletkezd
szénmonoxidnak tudhaté be (42). Kovetkeztetésiink, hogy az altalunk kapott eredmények
bizonyitékot szolgdltatnak arra, hogy a HO-1 mRNS expresszi6 €és enzim aktivitds gatlds ald
keriil kamrafibrillicié esetén fliggetleniil attdl, hogy iszkémia/reperfiziéval vagy elektromos
ingerléssel valtottuk ki azt. Kisérleteink tovdbbd azt is bizonyitjdk, hogy a HO-1 mRNS
expresszid €s enzim aktivitds megemelkedett azokban a miokardiumokban amelyekben az
iszkémia/reperfizié6 nem hozott létre fibrilliciét. E jelenség értelmezhetd ugy is, hogy az
olyan beavatkozdsok, melyek a HO-1 mRNS expresszidjat és enzim aktivitdsit novelik
megvédenek az iszkémia/reperfizié kivaltotta kamrafibrillaci6tol.



Megbeszélés I1.

Antioxid4dns anyagok alkalmazdsa védelmet nytjthat a sziv szdmdra a szabad gyokok altal
Iétrehozott karosodassal szemben (43-44). Az antioxidans enzimek aktivitasa csokkent lehet,
kiilonosen akkor, ha az oxidativ terhelés tillépi a védekezd mechanizmusok kapacitdsat (45).
Masrészrol enyhe szabadgyok behatds, mint stresszor potencidlhatja a védekezd
mechanizmusokat a megfeleld enzim expresszidjanak novelésével (46). A disszerticid ezen
részében a H,O, 4ltal kivaltott oxidativ stressz hatdsat vizsgaltuk az antioxiddns védd enzimek
expresszidjanak valtozdsara mar dekompenzalddott (47) 18 hénapos SH patkdnyokon. Az SH
patkdnyok nagyobb antioxiddns kapacitdst mutattak megnovekedett GPx és SOD aktivitdssal,
mint a WKY patkdnyok. Az SH patkdnyok szivének funkciéjat nem befolydsolta a H,O,
kezelés, valoszinileg az emelkedett GPx aktivitds kovetkeztében. Ezen szivek GPx altali
H,0, metabolizdl6 képessége magasabb, mint a WKY torzsti patkdnyok esetében. Leirtdk,
hogy a GPx expresszidja nagy mértéki H,O, koncentracioval fokozhat6 (48), amelyet vagy a
SOD aktivitds vagy kiilonb6zd eredetli oxidativ stressz valthat ki (49). Mindkét SOD
(MnSOD, CuZnSOD) csak az SH patkdnyok sziveiben taldlhaté fokozott mennyiségben.
Habar ezen SOD éltal produkélt H;O, nem tudja kimeriteni az endogén katalaz és GPx
kapacitasat, azaz az altalunk haszndlt koncentricidja a H>O; infiziénak nem okozott romlast
az SH patkanyok szivfunkcidéiban. H,O, inftzi6 alatt és utdn a GPx aktivitds magasabb
maradt az SH aptkdnyok szivei esetében, mint a WKY patkdnyokndl, utalva arra, hogy az SH
patkdnyok jelentdsebb antioxidativ védekezd mechanizmussal rendelkeznek. Ezzel
ellentétben a teljes SOD aktivitds lecsokkent az SHR csoportban a H,O, infiziét kdvetden,
legfoképp az erdsen leesett CuZnSOD aktivitds kovetkeztében. A CuZnSOD inaktivalédik
H,0, hatasdra (50) és igy valosziniileg kimertil az altalunk hasznalt kisérleti feltételek mellett.
Az MnSOD mRNS szintje kissé csokkent, ami arra utal, hogy az enzim expresszidja csokkent
mértékll. Hipertonids perfizié esetén azt taldltdk, hogy az SH patkdnyok szivei sokkal
érzékenyebbek voltak az iszkémia/reperfiiziora és sokkal tobb reaktiv gyok keletkezett a
perfuzié alatt, mint WKY dllatok esetén normdl nyomdsu perfiziét alkalmazva (51). Mas
részrodl az éltalunk kapott eredmények egybe csengenek az irodalomban olvasottakkal (52-53),
ahol az taldlhatd, hogy a hipertréfids SH patkdnyok sziveinek prekondiciondldsa javitotta a
nagy energidju foszfatok és a miokardium funkcidjanak posztiszkémids ,,recovery”’-jét.

Kisérleti eredményeink bizonyitjdk, hogy az oxidativ stressz egy kicsi, de mégis fontos
komponens a kardidlis hipertréfia és a szabadgyokokkel szembeni véddmechanizmusok
kialakuldsdban és 1igy kiilonos jelentdsége van a decompenzdlédott miokardium
megvédésében.

Megbeszélés I11.

Az oxigén szabadgyokok kdrositdé hatdsdval szembeni megnovekedett posztiszkémids
fogékonysdg, ami az iszkémia alatt kialakul6 erdsen redukalé kornyezet miatt és a csokkent
antioxidans védekezd kapacitds miatt jon létre. A celluldris sejtkdrosodds mechanizmusa
magaban foglalja a molekularis oxigén 1épésenkénti redukcidjat relative inaktiv szuperoxid €s
hidrogén peroxidra, és a kovetkezményesen kialakulé nagy reakcidképességli fém ion dltal
katalizalt hidroxil gyokok képzddését, melyek igen erds szoveti mérgek (54). Terdpids
probdlkozasok torténtek a szabadgyok indukdlta kdrosodds csokkentésére vagy a
szabadgyokok képzodésének meggitlasdval vagy a mar kialakult szabadgyokok csapddba
ejtésével. Kiillonbozo fokud védelmet lehetett elérni (i) hidroxil gyok csapddkkal (43, 55), (ii)
vas és réz kelatképzokkel (56,57), (iii) antioxiddns enzimekkel, mint amilyen a SOD és a
kataldz (43), és (iv) a cink redox-fém kicserélésével (58). Epidemioldgiai bizonyitékok
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vannak arra, hogy a vorosbor fogyasztis jotékony hatdsi a korondria megbetegedések
megeldzésében (59). Ez a jotékony hatds a vordsbor polifenol frakcigjaban taldlhato
antioxiddnsnak koszonhetd (24). Kisérleteket végeztiink hogy a szdlomag proantocianidin
hogyan hat az ESR-rel mérhetd hidroxil szabadgyokok képzdodésére, az aritmidk
incidencidjara és az iszkémia/reperfizion atesett kardidlis funkcidra. A disszerticié ezen
részében leirtuk, hogy a proantocianidinnel kezelt dllatok miokardiuma sokkal rezisztensebb
volt az iszkémia/reperfiizié okozta kdrosoddssal szemben, mint a nem kezelt kontroll allatok.

A proantocianidinek egy csoportjat képezik a polifenol bioflavonoidoknak, mely édltaldnosan
megtaldlhat6 kiillonb6zd gyiimolcsokben és zoldségekben. Ezért a proantocianidinek hatdsa az
intracelluldris Ca++ koncentréciora €s az extraktum mas komponenseinek lehetséges bioldgiai
hatdsa megérdemel néhany szét. A flavonoidok valdszinlileg interakcidba lépnek az
intracellularis Ca++-mal, amely az intracellularis ionizdlt Ca++ koncentriciénak
csokkenéséhez vezet. Noveli a szubsztrat kotési affinitdsat, és javitja az elektrontranszfer
hatékonysagidt a NADPH-citokrom P-450 és a P-450 enzim kozott (60), ami hozzdjarul a
reperfizié okozta Ca++ taltoltddés elleni védelemhez. Feng €s mtsai (61) leirtdk, hogy a
voros és fehér bor hosszitava fogyasztdsa csokkenti az intima megvastagodasat ballon-katéter
sériilés utdn koleszterinnel taplélt nyulak esetén. Lehetséges, hogy a vorosborban a fenolos
antioxiddns hatdsa mellet j6tékony hatast fejt ki az alkohol tartalom is.

Kovetkeztetések

Osszefoglalva, adataink bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a reperfiizié induk4lta
kamrafibrillaci6 gétolja a HO-1 mRNS expresszidjat és az enzim aktivitdsit mind az
elektromos udton létrehozott, mind az iszkémia/reperfizi6 moddszerével létrehozott
miokardium fibrillacié esetén. Az eredmények tisztdn mutatjdk, hogy a HO-1 mRNS
expresszid és enzim aktivitds megnodvekedett volt iszkémia/reperfizié utan, ahol nem jott 1étre
miokardium fibrillicié. Ez azt jelenti, hogy olyan beavatkozds, ami képes novelni a HO-1
mRNS exprsszidjat €s enzim aktivitdsat védelmet nydjthat a kamrafibrillacié kialakuldsaval
szemben.

Kisérleteinkben, melyeket a disszerticidban prezentdltam, vizsgaltuk a szuperoxid dizmutdz
(SOD), a katalaz és a glutation peroxiddz (GPx) miikodését 18 hoénapos SH patkdnyok izolalt
perfundalt sziveiben valamint a megfeleld kord normotenziv kontroll Wistar-Kyoto (WKY)
patkdanyokban 25 uM H,0, perfizidja elott és utdna 30 perccel. Az iszkémia/reperfiizion
atesett sziveken kapott eredmények azonos enzim aktivitds valtozdst mutattak, mint ami a
H,0, perfiizija esetén volt tapasztalhaté. Magasabb kataldz aktivitds figyelhetd meg, ha
emelkedett a kataliz mRNS szintézise. Az SH patkdnyok kardiomiopatids sziveiben az
antioxidativ rendszer indukalt dllapotban van, valészinlileg a dekompenzacié kialakuldsa alatt
bekovetkezd oxidativ stressz epizédok kovetkeztében.

Kisérleteink utolsé részében az 50 illetve 100 mg/kg szOlomag proantocianidinnel kezelt
patkdnyok esetében a reperftizié indukélta kamrafibrillacié incidencidja lecsokkent a 92 %-os
kontroll értékrdol 42 (p<0,05) illetve 25 %-ra (p<0,05) a két dézisnak megfelelden. A
ventrikuldris tachikardia (VT) eloforduldsa hasonlé csokkenést mutatott. ESR vizsgdlatok
bizonyitottdk, hogy a proantocianidinek szignifikdnsan gétoltdk az oxigén szabadgyokok
keletkezését. A 100 mg/kg proantocianidinnel kezelt patkdnyok esetén a szabadgyok
intenzitds 75 £ 7 %-kal csokkent (p<0,05), dsszehasonlitva a vegyiilettdl mentes csoporttal. A
sz0ldmag proantocianidineknek kardioprotektiv hatdsuk van a reperfizié indukélta sériiléssel
szemben azon képességiiknél fogva, hogy képesek csokkenteni vagy elimindlni, direkten vagy
indirekten a szabadgyokoket melyek az iszkémia/reperfizié sordn alakulnak ki a
miokardiumban.
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1. dbra: HO-1 mRNS expresszi6 fibrilldlo és nem fibrilldlé szivekben. A Northern blot
(reprezentativ) >°P-HO-1-gyel, majd ugyanaz a blot 32P-GAPDH cDNS-sel késziilt. A
nemiszkémids kontroll miokardiumokban (elsd oszlop, illetve siv) a HO-1 megjelent. A
masodik oszlop, illetve sdv mutatja a 30 perc iszkémidt kovetd 120 perces reperfiizié hatésat,
mikor kamrafibrillici6 nem jott létre, valamint a harmadik oszlop, illetve sav jeloli ha
ugyanez kamrafibrilldciéval jart egyiitt. Az elektromosan fibrillicioba vitt szivek HO-1
mRNS mennyiségét mutatja a negyedik oszlop, illetve sdv. Az oszlopokon feltiintetett értékek
a HO-1 és a GAPDH mRNS ardnyit mutatjdk csoportonként 6 sziv atlagabdl szdmolva.
*p<0,05 jelenti a nem iszkémids kontroll csoporthoz (elsd csoport) viszonyitott szignifikancia
szintet, mig a #p<0,05 jeloli az iszkémia/reperfizion atesett nem fibrilldld szivek tortént
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hasonlitast (mdsodik csoport). Iszkémia (ISA), Reperfizié (RE), Kamrafibrillicié (VF),
Kamrafibrillacié nélkiil (NoVF).
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2. dbra: A HO-1 mRNS jel reverz transzkriptiz PCR erdsitése. Az alikvotok 28 ciklus utdn
keriiltek vizsgélatra. Ateljes RNS 2 % agardz gélen keriilt elvdlasztasra és etidium bromiddal
keriilt megfestésre. A sdvok (reprezentativ) a HO-1 primer erdsitéséenk eredményét mutatjak.
Az oszlopok a csoportonkénti 6 sziv dtlagdnak kvantitativ eredményeit mutatjdk, x £ SEM.
*p<0,05 jelenti a nem iszkémids kontroll csoporthoz (elsd csoport) viszonyitott szignifikancia
szintet, mig a #p<0,05 jeloli az iszkémia/reperfiizion atesett nem fibrilldld szivek tortént
hasonlitast (mdsodik csoport). Iszkémia (ISA), Reperfizié (RE), Kamrafibrillicié (VF),
Kamrafibrillaci6 nélkiil (NoVF).
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3. édbra: Reperfuzioval és elektromos ingerléssel kivéltott kamrafibrillicié hatdsa a hem
oxigendz aktivitasra. Elsd oszlop: aerob mdédon perfundalt nem iszkémids kontroll. Masodik
oszlop: 30 perces iszkémidt kovetd 120 perces reperfizié hatdsa a hem oxigendz aktivitasra,
melyet nem kovetett kamrafibrillacié a reperfizié ideje alatt. Harmadik oszlop: 30 perces
iszkémiat kovetd 120 perces reperfuzid és kovetkezményes kamrafibrilldcié hatdsa a hem
oxigendz aktivitasra. Negyedik oszlop: 10 perces elektromos tton kivéltott fibrillacié és az azt
kovetd 110 perces reperfiizid hatdsa a hem oxigendz aktivitdsra. Az adatok oszloponként 6
allatot reprezentdlnak. X + SEM. *p<0,05 jelenti a nem iszkémids kontroll csoporthoz (elsd
csoport) viszonyitott szignifikancia szintet, mig a #p<0,05 jeloli az iszkémia/reperfiizion
atesett nem fibrillal6 szivek tortént hasonlitdst (médsodik csoport). Iszkémia (ISA), Reperfizid
(RE), Kamrafibrillacié (VF), Kamrafibrillacié nélkiil (NoVF).
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4. 4bra: 18 hoénapos SHR és WKY patkdny izoldlt sziveinek funkcidja 30 perces H,O;
perfizié alatt és az utdna kovetkezd 30 perces kimosdsi periddus alatt. Az adatok %-ban
keriiltek kifejezésre. A H,O, kezelés elotti dllapotot vettiik kontrollnak és 100 %-nak. X +
SEM. *p<0,05 jelenti a megfeleld kord WKY patkdnyokhoz mért szignifikancia szintet.
#p<0,05 jeloli a megfeleld csoporthoz viszonyitott szignifikancia szintet H,O, perfizié utan.
Aorta 4tdramlas (AF), a bal kamrai (LV) nyomds elsd derivéltjanak maximuma +LVdp/dtyax,
az LV nyomds elsd derivaltjanak minimuma -LVdp/dtn,, bal kamrai kifejlodd nyomds
(LVDP), szivfrekvencia (HR), korondria ataramlds (CF), bal kamrai végdiasztolés nyomdas
(LVEDP).
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5. édbra: Katalaz (Cat), glutation peroxiddz (GPx), Mn- és Cu,Zn-szuperoxid dizmutdz
(MnSOD, CuZnSOD) aktivitds a 18 hénapos SHR és WKY patkdnyok miokardiumaiban 30
perces H,O, perfiizi6 elott és az azt kovetd 30 perces kimosdsi periddus alatt. X + SEM, n=6
minden csoportban. *p<0,05 jelenti a megfeleld kord WKY patkdnyokhoz mért szignifikancia
szintet. #p<0,05 jeloli a megfeleld csoporthoz viszonyitott szignifikancia szintet H,O»

perfuizié elott.
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6. abra: Katalaz (Cat), glutation peroxiddz (GPx), Mn- és Cu,Zn-szuperoxid dizmutdz
(MnSOD, CuZnSOD) aktivitds a 18 honapos SHR és WKY patkdanyok miokardiumaiban, 30
perces iszkémia (ISA) indukci6 elott és az azt kovetd 30 perces reperfiizié (RE) alatt. X +
SEM, n=6 minden csoportban. *p<0,05 jelenti a megfeleld kord WKY patkdnyokhoz mért
szignifikancia szintet. #p<0,05 jeloli a megfeleld csoporthoz viszonyitott szignifikancia

szintet ISA indukcié elott.

18



7. ébra: (A) Kataldz mRNS (Cat mRNA) mérése dot blottal 18 hénapos SHR és WKY
patkdnyok miokardiumaiban H,O, inftizi6 elott és az azt kdvetd 30 perces kimosdsi periddus
utdn Osszehasonlitva glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH) mRNS szintjével. X +
SEM, n=6 minden csoportban. *p<0,05 jelenti a megfeleld kori WKY patkanyokhoz mért
szignifikancia szintet H,O, kezelés utdn. #p<0,05 jeloli az SHR csoporthoz viszonyitott
szignifikancia szintet infizié elott. (B) Kataliz mRNS Northern blot (bal oldali panel) és
GADPH mRNS (jobb oldali panel) 30 perces infizids periddust megeldozo és azt akovetd 30
perces kimosdsi periddus utdn feldolgozott miokardiumokbdl. Molekuldris standardokat
parallel futtatunk a mintdkkal. Nagysdgukat kilobdzisban (kb) adtuk meg. Cat mRNS 1,2 kb, a
GAPDH mRNS pedig 2,3 kb.
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8. édbra: (A) Mangan szuperoxid dizmutiz (MnSOD) mérése reverz transzkriptiz PCR
segitségével. A 18 hénapos SHR és WKY patkdnyok miokardiumait vizsgéltuk a 30 perces
H,0; inftzi6 elott, €s az azt kovetd 30 perces kimosési periddus utdn. X + SEM, n=6 minden
csoportban. #p<0,05 jeldli az SHR csoporthoz viszonyitott szignifikancia szintet infizi6 eldtt.
(B) MnSOD mRNS (bal panel, 361 bp) és GADPH mRNS (jobb panel, 377 bp) reverz
transzkriptdz PCR vizsgdlata infiizi6 eldtt és a 30 perces kimos4si periédus utdn. O=molekula
méret standard bazis parokban (bp).
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9. ébra: Reprezentativ ESR spektrum (felsd panel) a OH gyokok képzddésének
demonstraldsara kezeletlen és proantocianidinnel kezelt iszkémia/reperflizion atesett szivek
esetén. Az elsd 3 percben DMPO keriilt infundéldsra, majd az effluenseket 6sszegy(jtottiik és
lefagyasztottuk késobbi analizdlds céljabdl vagy frissen elvégeztiikk az ESR analizist. Az ESR
spektrumokat 9,3 MHz mellett 100 kHz-es modulaciés frekvencidval vettiik f6l. A scan time 2
perc volt, mig a response time 300 ms. A: A nem iszkémids sziven atperfundélt puffer tipikus
spektrélis jele. B: Korondria effluensbdl szdrmazé jel, melyet 30 perces iszkémia és 3 perces
reperfiziét kovetden gy(jtottink nem kezelt szivekbdl. C és D: Korondria effluensbol
szarmazd jel, melyet 30 perces iszkémia és 3 perces reperfuzidt kovetden gy(jtottiink 50
mg/kg illetve 100 mg/kg proantocianidinnel kezelt szivekbdl. Az alsé panel az arbitrilis
egységben kifejezett DMPO-OH adduktum proantocianidin hatdst mutatja a reperfizié 3.
percében. A DMPO a reperfizi6 kezdetekor keriilt infundédlasra. X + SEM, n=6 minden
csoportban. *p<0,05 jelenti a nem kezelt (0 mg/kg proantocianidin) kontroll csoporthoz
viszonyitott szignifikancia szintet.
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10. dbra: Proantocianidin doézis-hatds vizsgdlata a reperfizié indukdlta aritmidk
kialakuldsdnak gatlasdban. A patkdnyokat (csoportonként 12-t) naponta kezeltiik 0, 50 vagy
100 mg/kg proantocianidinnel 3 héten keresztiil, majd a sziveket eltavolitottuk és 30 perces
globdlis iszkémia utdn 2 6ra reperfizionak vetettiik ald. A: a kamrafibrillacié incidencidja %-
ban kifejezve. B: a ventrikuldris tachikardia incidencidja %-ban kifejezve. *p<0,05 jelenti a
nem kezelt (0 mg/kg proantocianidin) kontroll csoporthoz viszonyitott szignifikancia szintet.
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11. 4bra: Kezeletlen és proantocianidinnel kezelt szivek funkcids paraméterei 30 perces
iszkémidt kovetd 120 perces reperfizié hatdsara. A: Posziszkémids szivfrekvencia véltozds.
B: Korondria 4taramlds véltozds. C: Aorta dtdramlds véltozds. D: LVDP viltozds. n=12
minden csoportban. X + SEM, *p<0,05.
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1. tablazat: Szivfunkciok iszkémia/reperfiizion atesett nem fibrillilo és fibrillilé, valamint elektromos ingerléssel

fibrillacioba vitt miokardiumok esetén..

Csoportok Iszkémia elotti értékek Reperfizié utdn 60 perccel Reperfiizié utdn 120 perccel
(fibrillaci6 elott)
HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP HR CF AF LVDP

Iddaranyos

kontroll

perfizié 309+7  27.0+1.1 52.0+1.5 17.4+0.4 30548 5.0+¢1.3 502420  17.0+0.3 30249 255+1.0 48.1+1.5 16.1x0.4

ISA/RE 3168 26.840.8 51.3+2.0 18.0+0.5 29149 20.2+1.0 223+1.1 14.9+04 30046 19.8+1.1 19.622.0 14.4+0.5
nem fibrilllé

ISA/RE 31249  26.3+09 50.9+1.4 17.6+0.3 [297+7 17.520.7* 11.4+0.6* 10.5+0.4* 29448 16.9+0.8* 10.2+0.7*  9.8+0.6*

Fibrillal6

Elektromos 308+9 28.1+1.2  49.8+2.1 17.5+0.4 [300+8 19.8+1.1" 23.1+1.0" 15.2+0.3" 206+8 20.7+1.3" 21.8+2.2" 15.0+0.4"

aton

kivaltott

fibrillacié

n=6 minden csoportban, X + SEM, *p<0.05 jelenti az ISA/RE nemfibrilldlé csoporttal valé Ssszehasonlitast, *p<0.05 jelenti az ISA/RE fibrilllé
csoporttal valé 0sszehasonlitast. HR: szivfrekvencia (beiités/perc), CF: korondria dtdramlds (ml/min), AF: aorta dtiramlds (ml/min), LVDP: bal
kamrai kialakul6 nyomas, ISA: iszkémia, RE: reperfizio.
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