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1. BEVEZETES

Az oxidativ stressz kialakulasa barmilyen szerv iszkémids-reperfuziés karosodasat
kovetden, a sejtekben fellépd apoptotikus, nekrotikus elvaltozasok Kialakulasahoz vezethet.
Ezen allapotban a rendkiviil agressziv reaktiv oxigén-intermedierek (ROI) képzddése
meghaladja az endogén antioxiddns védelem kapacitasat, s igy valamennyi biomolekula
(zsirok, fehérjék, szénhidratok) oxidativ karosodasat idézik elo.

Az utdbbi évek irodalmi adatai felhivtak a figyelmet arra, hogy a sejtszintii elvaltozasok
mélyebb megismerése szamos elonyt jelenthet a klinikai gyakorlatban is. Olyan esetekben,
amikor a tervezett mitétek soran (ér- és szivsebészet, szervtranszplantacio) elkeriilhetetlen a
rovidebb-hosszabb idére kialakuldo iszkémia, majd a keringés helyreallitdsat kovetd
reperfuzid, lehetdség van eldre felkésziteni a szervezetet az endogén antioxidans védelem
indukalasa révén. Ezen a teriileten ma ,gold standardnak™ tekinthetd pre- ¢és
posztkondicionalds mar a klinikai gyakorlatban is hasznalt.

A reaktiv gyokok elleni védelemben a ma4j altal aminosavakbdl szintetizalt glutationnak
kiemelten fontos szerepet tulajdonitunk, hisz részben az antioxidans glutation-peroxidaz
szubsztratjaként szerepel, mikdzben oxidalt formava, GSSG-vé alakul at. A GSH/GSSG arany
a plazmaban j61 mérhetd és koros allapotokban tiikrozi a szervezetben kialakulo oxidativ
folyamatok intenzitasat. Ugyancsak a redukalt glutationt hasznalja szubsztratként a glutation-
S-transzferaz (GST) enzim az elektrofil vegyiiletek és toxikus anyagok k6zombositése soran.
Az utobbi években mutattak ki a GST-jelatvitelben, génexpresszidban, apoptdzisban, fehérje
glutationilaciéban, a nitrogén-oxid metabolizmusban, valamint a gyulladasban betoltott fontos
szerepét.

1.1. GLUTATION ES GLUTATION S-TRANSZFERAZ

A glutation egy vizoldékony tripeptid (glutamat, cisztein, glicin), ami a f6 Kkis
molekulasulyt tiol a citoszolban. A cisztein rész miatt a glutation a kiilonboz6 elektrofil
anyagok altal glutation diszulfiddda (GSSG) oxidalodik. Az optimalis GSH:GSSG arany
fenntartdsa alapvetd a sejt talélése szempontjabdl. A GSH/GSSG a f6 redox par, ami
meghatarozza a sejt antioxidans kapacitasat. A GSH/GSSG aréany eltolodasa az oxidalt allapot
felé szamos jelatviteli utat aktival, ezaltal csokkentve a sejt proliferaciot €s novelve az
apoptozist.

A GST legfobb szerepe a toxicus anyagok, oxidativ stressz soran keletkezett karos
termékek redukalt glutationnal torténd konjugalasa, igy kevésbé toxikus termék létrehozasa.
Lokalizacio alapjan a GST enzimek harom f6 csoportja kiilonboztethetd meg, melyek koziil a
citoszol sejtfrakcioban jelen 1évé miikodése a legfontosabb. A citoszolialis GST csaladnak
tovabbi hét alcsoportjat kiilonboztetjilk meg (M, Pi, Téta, Alfa, Szigma, Omega és Zéta),
melyek genetikai polimorfizmusa Osszefliggésbe hozhatd az oxidativ stresszel, gyulladasos
folyamatokkal szembeni sejtszintii védekezés karosodasaval. Legujabb kutatasok kimutattak,
hogy az enzim bizonyos polimorfizmusai kapcsolatban 4llnak a tiid6 transzplantaciot kovetd
rejekciok incidencidjanak novekedésével, tiidé adenokarcindma eléfordulasi gyakorisdganak
emelkedésével, valamint kiilonb6zd stimulusok altal okozott akut tiidékarosodas (acut lung
injury, ARDS) kialakulasaval. Tovabbi vizsgalatok megallapitottak, hogy a GST gyogyszeres
gatlasa jelentdsen csokkenti a tiido epithel sejtek oxidativ stresszel szembeni ellenéllasat.



1.2. ISZKEMIAS/REPERFUZIOS KAROSODAS

Mar régota ismert a szovetek iszkémia-reperfuzio (I/R) okozta karosodasa. A kiilonb6zo
modokon kialakuld és kiilonbozé ideig fenndlld iszkémia utdn a szoveteket egy
megndvekedett volument és nyomdasu keringés terheli meg, amely reperfuzids karosodast
idézhet el6. A reperfuzios karosodds (reperfusion injury) alapveté oka, hogy a korai
reperfuzié alatt keletkezd oxigén szabadgyokok, reaktiv oxigén intermedierek (ROI)
mennyisége meghaladja az endogén antioxiddns rendszer (EAR) (antioxiddns enzimek,
szabadgyokfogd vegyiiletek, lipolitikus és proteolitikus enzimek, proteazok, foszfolipazok,
hdsokk fehérjék) kapacitasat és kialakul az oxidativ stressz.

1.3. ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS

A szovetek iszkémia-reperfizio (I/R) okozta karosodasa mindmaig altalanos probléma a
sebészetben. Jelentds kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy a karosodast alapvetden olyan
gyulladasos valaszfolyamatok okozzak, melyek az iszkémias szovet reoxigenalasat kovetden
triggerelddnek. Tervezett iszkémia-reperfuzioval jar6 beavatkozdsok esetében a
prekondicionalds (IPC) a klinikum szamara is meglepden hatékonynak bizonyult, azonban
terapias hasznalhatosagat jelentdsen besziikiti, hogy akut érelzarédasok (embdlia, thrombozis,
miokardialis infarktus) esetében nem kivitelezhetd. Vinten-Johansen €¢s munkacsoportja 2003-
ban k6zolte meglepd eredményeit: a tartds iszkémiat kovetden alkalmazott rovid I/R ciklusok
is hatékonyan csokkentik a reperfuzios karosodasokat. A jelenséget a prekondicionaldstol
megkiilonboztetve posztkondicionalasnak (IPoC) nevezték el, és szamos szerz6 kiilonb6zo
kisérletes modelleken igazolta a miokardium postkondicionaldsa esetében az infarktus elleni
védo hatdsat. Az iszkémids posztkondiciondlassal kivalthatd védelem a ma ismert
leghatékonyabb cellularis endogén védelmi mechanizmus az I/R kdrosodasokkal szemben.

2. CELKITUZESEK

Kisérleteink els6 sorozataban a GST-enzim szerepét vizsgaltuk oxidativ stressznek,
illetve iszkémia-reperfuzionak kitett ujsziilott patkdnybol nyert szivizomsejteken. Kisérleteink
célja elsésorban az volt, hogy meghatarozzuk a farmakologiai GST-gatlas hatasat a
szivizomsejtek viabilitasara, az apoptozis mértékére, valamint a mitogén aktivalt protein
(MAP) kinaz jelatviteli utakra.

Kisérleteink masodik sorozatanak f6 célja volt, hogy a szelektiv MAP kinaz (JNK, p38,
ERK/p42-44) gatlok hatasat vizsgaljuk a sejttulélésre és az apoptozisra, etakrinsavval (EA)
létrehozott GST gatlas mellett.

Kisérleteink harmadik sorozatiaban az iszkémias posztkondicionalds (IPoC) védo
hatasat vizsgaltuk izolalt szivizomsejteken oxidativ stressz allapotokban egyideji GST
gatlassal, meghatarozva a pro- ¢és antiapoptotikus MAPK jelatviteli utak (JNK, p38,
ERK/p42-44 és GSK-3p protein kinaz) aktivalodasat.



3. A GLUTATION-S-TRANSZFERAZ GATLASANAK HATASA OXIDATIV
STRESSZEL KAROSITOTT SZIVIZOMSEJTEKRE

3.1. BEVEZETES

Az oxidativ stressz és az iszkémids karosodds fontos szerepet jatszik szadmos
kardiovaszkularis betegség patogenezisében, illetve gyakori velejaréja lehet a kiilonbdzo
klinikai, tobbek kozott sebészeti beavatkozasoknak is. Szamos védd mehanizmus kozott a
glutation-S-transzferaz (GST) kulcsfontossagu szerepet tolt be az elektrophilek és az oxidativ
stressz fellépése soran keletkezd karos anyagcesere termékek nagy kapacitast inaktivacidjaban
valamint a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) jelatviteli utak szabalyozasaban és ezaltal
a stresszre adott sejtvalaszban, a sejtproliferacio €s az apoptozis iranyitasaban.

Habar szivizomsejtekben a GSH elhasznalddésanak hatasa jol ismert kiilonb6zo patologiai
allapotokban, a GST aktivitasdnak pontos szerepe szivizomsejtek apoptozisara és a jelatviteli
utak megvaltozasadra még pontosan nem meghatéarozott.

3.2. CELKITUZES

Kisérleteink célja a glutation S-transzferaz (GST) biologiai szerepének vizsgalata indukalt
oxidativ stressz allapotokban izolalt szivizomsejteken. Elsddleges célunk volt a farmakologiai
GST gatlas (etakrinsavval — EA) hatasanak vizsgalata a szivizomsejtek apoptozisara, valamint
a MAP kinaz jelatviteli utak valtozasdnak tanulmanyozasa.

3.3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.3.1. Szivizomsejtek izolalasa ujsziilott patkanyokbol

Vizsgalatainkat 10jsziilott patkdnybol izoldlt primer szivizomsejt-tenyészeten végeztiik
korabban mar leirt protokoll alapjan. 2-4 napos Wistar-patkanyokbol kamrai szivizomsejteket
nyertiink kollagenaz (GibcoTM Collagenase Type I, Invitrogen Corp., Carls bad, CA, USA)
segitségével. Az izolalt sejteket I-es tipusu kollagénnel (GibcoTM Collagenase Type II,
Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) fedett tenyésztoedényekbe helyeztiik 200.000/cm2
stirtiségben. A sejteket 10% fetal bovine serum-mal (FBS, Gibco, USA) kiegészitett
DMEM/F12 (Sigma—Aldrich, USA) médiumban inkubaltuk. A kovetkezé napon, amikor a
sejtek mar szilardan kitapadtak a tenyésztdedény aljahoz, a tapoldatot komplett szérummentes
médiumra (CSFM: 2,5 mg/ml BSA, 1 uM inzulin, 5,64 ug/ml transzferrin, 32 nM szelenium,
2,8 mM Na-piruvat, 0,1-1 nM T3, 100 1U/ml penicillin, 0,1 mg/ml streptomycin, 200 mM L-
Glutamin, DMEM/F-12) cseréltiik. A kisérletet 24 6ras inkubaciot kovetden kezdtiik, és a
médiumot 24 6ranként cseréltiik.

3.3.2. Etakrinsav, a GST potens gatloszere

Jelen vizsgalatainkban a GST szerepének tisztazasara az enzim etakrinsavval eldidézett
farmakologiai gatlasat hasznaltuk fel. Az EA a GST izoenzimek tobbségének szubsztratja. Az
etakrinsav GSH-val valoé nem enzimatikus konjugalasa révén keletkez6 termék (EA-SG) a
GST-enzimek gatloszere, s6t nagyobb aktivitassal kapcsolodik az enzimhez, mint az EA, ami
maga is gatolja a GST-t reverzibilis kovalens kdtésen keresztiil.



3.3.3. Kisérleti protokoll

A szivizomsejteket random modon 6 csoportba osztottuk az alkalmazott kezelések szerint.
(1. abra) A nem kezelt sejteket a kisérlet teljes ideje alatt komplett szérummentes médiumban
(CSFM) tartottuk, amelyek pozitiv kontrollként szolgaltak (I. csoport). A Il. csoportban a
médiumhoz etakrinsavat (150 uM EA, Sigma) adtunk a GST-enzim gatlasara. A III.
csoportban 1 mM-os hidrogén-peroxidot (H202) alkalmaztunk az oxidativ stressz
indukalasara. A IV. csoportban egyiitt alkalmaztuk a 150 uM etakrinsavas-gatlast és az 1
mM-0s H202-kezelést. Az V. csoportban megfelelé médiumok cseréjével, a szivizomsejteket
szimulalt iszkémia-reperfuzionak (I/R) tettiik ki, mig a VI. csoportban 150 uM etakrinsavat is
hozzéaadtunk a kezelt sejtekhez.

Azoknal a csoportoknal, ahol szimulalt I/R-t alkalmaztunk, a sejteket 1,5 oras iszkémianak
vetettiik ala, amihez kordbban leirt iszkémias puffert hasznaltunk (16), majd ezt kovette 2,5
Ora reperfiizio, ami az iszkémias puffer CSFM-re cserélésével tortént. A VI-os csoportnal,
ahol a sejtek I/R- és EA-kezelést is kaptak, mind az iszkémias mind a reperfiizios médium
tartalmazta az etakrinsavat 150 uM-os koncentracioban.
kezelési idot pedig 4 oranak.

A sejtek életképességének vizsgalatara a kezelés befejezése utdn azonnal sor keriilt. Az
apoptotikus jelatviteli markerek meghatarozasa szintén a kezelés végeztével kezdddott és a
permeabilizacidig tartott, majd a mintakat igy taroltuk —20 °C-on a tovabbi feldolgozasig.

Ujsziilott patkany szivizom-

sejttenyészet \
Kontroll csoport, sejtek komplett
1. csoport szérummentes médiumban (CSFM) MTT assay
inkubalva Annexin V-PI
Il. csoport + 150uM EA p-INK
p-p38
-ERK/p42-44
> | 220
IV. csoport + 150uM EA +1 mM H,0,
V. csoport + 15h125hR
VI. csoport + 150uM EA+IR J FLOW CITOMETRIA

1. abra: Kisérleti csoportok. GST-gatlo etakrinsav (EA), hidrogén-peroxid (H20,),
iszkémia (I), reperfuzio (R)

3.3.4. Sejtéletképesség vizsgalata

A sejtek életképességét MTT mérési modszerrel hataroztuk meg (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, Sigma). A modszer alapja, hogy az ¢él6 sejtek
miikoddképes mitokondriumai az MTT-t redukaljdk kék formazan festékké. Ennek
abszorbanciajat ELISA-olvasoval mértiik meg (Sirio microplate reader, Seac Corp. Florence,
Italy), 570 nm-en és a kapott értékeket (arbitrary units; AU) abrazoltuk. Az eredményeket
szazalékban fejeztiik ki a kontrollértékekhez viszonyitva.

3.3.5. A sejtek apoptozis vizsgalata

Az él6 és az apoptotikus sejtek aranyat fluoreszcein izoticianat (FITC) jelolt annexin V
(BD Biosciences, Pharmingen, USA) ¢és propidium-jodid (BD Biosciences, Pharmingen,
USA) kettds festést kovetden flow-citometriaval hataroztuk meg korabban leirtak alapjan. A
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mintakat BD FacsCalibur flow-citométerrel mértilk (BD Biosciences, USA) és cellquest
szoftverrel analizaltuk. A sejteket minden csoportban az Osszes festodott sejt szazalékanak
aranyaban adtuk meg.

3.3.6. Jelatviteli markerek vizsgalata

A GST-gatlas jelatviteli utvonalakra valdo hatasat a proapoptotikus mitogén aktivalt
protein-kinazok (MAPK), mint a Jun N-terminalis kindz (JNK), p38, és az antiapoptotikus
extracellularis szignal altal regulalt kinaz (ERK/p42-p44), valamint a protein-kinaz-B
(PKB/Akt) aktivitasanak flow-citometrias mérésével vizsgaltuk. A mintdk analizalasa az
elobbiekben emlitett flow-citométerrel tortént. A sejteket minden csoportban az 0Osszes
festddott sejt szazalékanak aranyaban adtuk meg.

3.3.7. Statisztika

Az Osszes adatot az atlagtaz atlag standard hibajaként (S.E.M) adtuk meg. A csoportok
kozotti kiilonbségeket egyiranyi ANOVA ¢és Student t-teszttel értékeltiik Ki. A p-értékét
szignifikansnak tekintettiik, ha kisebb volt, mint 0,05.

3.4. EREDMENYEK

3.4.1. MTT assay eredmények

A sejtek életképességét MTT-probaval meghatarozva az €16 sejtek mennyiségét 100%-nak
vettilk. Az etakrinsavas gatlas szignifikdnsan csokkentette az ¢lo sejtek szézalékos aranyat
(43£11%). A H0,-vel, eldidézett oxidativ stressz és szimuldlt I/R hasonldé mértékii
karosodashoz vezetett. A sejtpusztulas mértéke jelentésen fokozodott, ha a H,O,-vel kezelt
csoportok sejtjeinez a GST gatlo etakrinsavat is hozzaadtuk. (2. abra)

MTT Assay

120 -

100 -

% living cells
B (=2 2]
o o o

N
o

o
I

Control EA H202 EA+H202 I/R EA+I/R

2. 4bra: Sejt életképesség vizsgalata MTT assay modszerrel. “p<0,05 a kontroll
csoporthoz hasonlitva. *p<0,05; **p<0,01 a jelolt csoportokat egymashoz hasonlitva.
Etakrinsav (EA); Iszkémia/reperfizié (I/R)



3.4.2. Apoptézis mértéke

A sejt apoptozis kialakulasat flow-citometriaval mértiik. A kontrollcsoportban 86+2% volt
az ¢l6 sejtek (annexin V és PI negativ) és 5+1% volt az apoptdzis korai szakaszaban 1évo
sejtek (annexin V pozitiv és PI negativ) aranya. EA adasat kovetden, csokkent az ¢él6 ¢€s
novekedett az apoptotikus sejtek szazalékos aranya. Az apoptdzis mértéke szignifikansan
megemelkedett mind a H;O,, mind a szimulalt I/R-kezelt csoportokban, az é16 sejtek
alacsonyabb szamaval. Ha a vizsgalt médiumhoz még EA-t is adtunk (kettds stresszhatas), az
apoptotikus sejtek mennyisége tovabb emelkedett, az ¢él6 sejtek mennyiségének
csokkenésével. Az EA emelte a nekrotikus sejtek szamat (annexin V negativ és PI pozitiv)
szimulalt I/R sordn, ami csokkent €16 sejtszammal jart egyiitt. (3. abra)

Annexin V-PI

40
35 4
30
25 +
20

15

% of apoptotic cells

10

Control EA H202 EA+H202 I/R EA+/R

3. abra: Az apoptotikus sejtek %-os aranya. “p<0,05 a kontroll csoporthoz hasonlitva.
*p<0,05 a jel6lt csoportokat egymashoz hasonlitva. Etakrinsav (EA);
Iszkémia/reperfuzio (I/R)

3.4.3. Mitogén aktivalt protein kinazok foszforilacioja

A szivizomsejtekhez adott GST gatld etakrinsav szignifikdnsan emelte a JNK
foszforilaciojat. Amennyiben az oxidativ stresszel egyidejiien GST gatlast is alkalmaztunk, a
JNK aktivacidja tovabb emelkedett, szignifikins mértékiivé a szimulalt iszkémia/reperfiizios
kezelést kovetden valt. (4. abra) A GST gatlasa, a H,O;-vel 1étrehozott oxidativ stressz €s a
szimuldlt iszkémia-reperfizio a p38 MAPK szignifikdns aktivacidjdhoz vezetett a
kontrollcsoporthoz képest. Ha a sejteket H,O, és EA-val egyiitt inkubaltuk, a foszforilalt p38
szintje jelentdsen nott a csak HyO,-vel kezelt csoporthoz képest. A legkifejezettebb valtozast a
szimuldlt iszkémia-reperfuzioval egylitt alkalmazott GST-gitlds hozta létre, ahol a p38
aktivitasa 358+5%-ra emelkedett a kontrollértékekhez képest. Az ERK/p42-p44
foszforilacioja szignifikdnsan megemelkedett a GST gatolt csoportokban, ha a sejteket H,Oo-
dal kezeltiik, vagy szimulalt I/R-nek tettiik ki. A szimulalt I/R-nek kitett és az EA-val inkubalt
szimulalt 1/R-csoport kozott szignifikans eltérés volt kimutathatd. Mind az EA és a H,0;
adésa, mind a szimulalt I/R kezelés a PKB/Akt mérsékelt, nem szignifikans csékkenését
okozta. Egyediil a H202 kezeléssel egyiitt alkalmazott GST gatlas eredményezte a PKB/Akt
foszforilaciojanak szignifikans csokkenését.
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4. abra: c-Jun N-terminal kinaz (JNK) foszforilacioja. “p<0,05 a kontroll csoporthoz
hasonlitva. **p<0,01 a jel6lt csoportokat egymashoz hasonlitva. Etakrinsav (EA);
Iszkémia/reperfuzio (I/R); Atlagos fluorescens intenzitas (MFI)

3.5. KONKLUZIO

Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a GST farmakologiai gatlasa erdteljesen megndveli az
oxidativ stressz indukalta apoptozis mértékét kardiomiocitakban. Ugyanakkor a GST gatlas a
MAP-kinazok fokozott aktivaciojat okozta szimulalt iszkémia-reperfiiziodt, illetve oxidativ
stresszt kovetden.

Kimutattuk, hogy a GST a MAP-kinaz jelatviteli utak szabalyozasaban fontos szerepet
jatszik. Irodalmi adatok szerint a GST fehérje-fehérje interakcion keresztiil endogén inhibitora
a c-Jun N-terminalis kinaznak és ezaltal befolyasolja a stresszre adott sejtes valaszt és az
apoptozist. A JINK szerepet jatszik az apoptotikus jelatvitelben és citotoxicitast kozvetit I/R és
oxidativ, nitrozativ stresszel jaro kiilonboz6 allapotokban. Stresszmentes allapotokban, a
sejtben az alacsony JNK-aktivitast a GST ¢és a JNK altal alkotott proteinkomplex tartja fenn.
Oxidativ, vagy nitrozativ stressz esetén a GST és a JNK disszocial igy aktivalodik a JNK, a
GST pedig oligomerizacion megy keresztiil. A szabadda valt JNK, foszforilalodik, ezaltal
visszanyeri aktivitasat, és tovabb foszforilalja a c-Jun fehérjét. Hasonld folyamat jatszodik le
a c-Jun-nal, ami a JNK hatasat kozvetiti. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a GST
farmakologiai gatlasa mar 6nmagaban fokozza a JNK aktivitasat. Ez magyarazhat6 a JNK
GST-vel alkotott fehérje komplex kotés megsziintetésével és az S-glutationilacié gatlasaval.
Masrészrol a GST hatdsos gatlasa oxidativ karosodast okozhat, a JNK foszforilacidjanak
eredményeként azaltal, hogy stresszmentes allapotban meggatolja a sejtben rendszeresen, Kis
mennyiségben termel6dd oxidansok és toxikus anyagok eliminéciojat.

A p38 MAPK-on keresztiili jelatviteli folyamat oxidativ stressz soran aktivalodik és
befolyasolja a sejtkdrosodas mértékét, a stressz valasz kozvetitését. Vizsgalataink sordn azt
talaltuk, hogy az oxidativ karosodas és szimulalt I/R, a p38 aktivitas észrevehetd emelkedését
okozza szivizomsejtekben, amely tovabb ndvelhetd a GST gatlasaval.

Eredményeink szerint az ERK/p42-p44 aktivalodott GST-gatlas soran, H,O, adésa esetén
és reperfuzio alatt. A foszforilalt ERK/p42-p44 szintje a szimulalt I/R-nek kitett, GST gatolt
sejtek esetén meghaladta a foszfo-ERK/p42-p44 szintjét szemben a csak szimulalt I/R-rel
kezelt sejtekhez képest. Ezek az eredmények az ERK/p42-p44 és a GST kozti osszefliggést
mutatjak. Mig az etakrinsav nem befolydsolta a szimuldlt I/R apoptdzist fokozd hatasat,
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szignifikansan nétt a INK, p38 és az ERK/p42-p44 foszforilacidja. Mivel az EA emelte a
nekrotikus sejtek szdmat és csokkentette az ¢l0 sejtszdmot mindez arra utal, hogy az
etakrinsav jelenlétében szimulalt I/R hatasara fokozodik a nekrotikus elhalas mértéke.

Kimutathato kapcsolat all fenn a GST és a PKB/Akt kozott is. A GST-gatlas hatasa a
PKB/Akt kozvetitette sejtes valaszban nem teljesen tisztazott. Az PKB/Akt-aktivitas
szignifikansan csokkent azokban a csoportokban, amelyek H,O; és GST-gatlo EA-kezelésben
is részesiiltek, a kontrollértékekhez képest. Az EA-val kezelt sejtek esetén a legatolt
antioxidans, antitoxikus védelem magyarazhatja az altalunk kapott eredményeket.

Mindent Osszevetve, jelen vizsgalataink azt mutatjak, hogy a GST gatlasa etakrinsavval,
sulyosbitja az oxidativ karosodast, és bar a szimulalt I/R kovetkeztében kialakuld apoptdzis
mértékét nem fokozza, a nekrotikus sejtpusztulas mértékét tovabb ndveli. A HyOp-re és
szimulalt I/R-re a JNK, p38 és ERK/p42-p44 MAPK jelatviteli utak aktivalédtak, amelyet
azutan az EA szignifikansan tovabb erdsitett. Eredményeink ramutatnak a GST meghatarozo
szerepére az oxidativ stressz mértékének kialakitdsidban, és a GST gatlas tovabbi
vizsgalatanak fontossagara in vivo allatmodellben is.

4. SZELEKTIV MAPK INHIBITOROK HATASA A SZIVIZOMSEJTEK
APOPTOZISARA GST GATLAST KOVETO OXIDATIVE STRESS
ALLAPOTOKBAN

4.1. BEVEZETES

A GST mint antioxidans enzim, fontos szerepet jatszik a MAPK jelatviteli utak
szabalyozasaban. A GST feladata, hogy komplexben tartsa a MAPK-okat, megakadalyozva
azok kotdédését célmolekulaikhoz. Szamos tanulmany tamasztja ala, hogy a MAPK-ok fontos
szabalyozo1 az apoptdzisnak, a miokardialis iszkémia/reperfuziora adott valaszban.

Harom f6 MAPK, nevezetesen a c-Jun NHj-terminalis kinase (JNK), a p38 és az
extracellularis szignal-szabalyozott kinase (ERK/p42-44) aktivalédnak valaszul szamos
ingerre, mint példaul novekedési faktorok, G protein-kotott receptorok, kdrnyezeti stresszek,
ezaltal jatsszva kiemelt szerepet a kiilonb6zo szignalok kozvetitésében a sejtfelszini
receptoroktdl a sejtmagig. A JNK és p38 altal szabalyozott utak az apoptdzisban vesznek
részt, mig az ERK/p42-44 aktivacidja véd az apoptotikus sejthalallal szemben.

4.2. CELKITUZES

Kisérleteink 6 célja, hogy meghatarozzuk a szelektiv MAP kinaz gatlok (JNK, p38, ERK)
hatasat a sejttalélésre és az apopzozisra, szivizom sejttenyészeten, az etakrinsavval 1étrehozott
GST gatlas soran, pro- ¢és antiapoptotikus jelatviteli utakat befolyasold inhibitorok
alkalmazasaval. Valaszt kivantunk kapni arra, hogy a MAPK jelatviteli utak befolyasolasa
milyen szerepet jatszik az oxidativ stresszre adott sejtes valaszban.

4.3. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.3.1. MAPK inhibitors

JNK inhibitor: SP600125 Sigma-Aldrich (S5567)
p38 inhibitor: SB239063 Sigma-Aldrich (S0569)
ERK/p42-44 inhibitor:  U0126 Sigma-Aldrich (U120)
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4.3.2. Kisérleti protokoll

Vizsgalatainkat 2-4 napos Ujsziilott Wistar patkanyokbol izolalt primer kamrai
szivizomsejteken végeztiik, melyet az alkalmazott kezelések szerint 6 csoportra osztottunk. A
nem kezelt sejteket a kisérlet teljes ideje alatt komplett szérummentes médiumban (CSFM)
tartottuk (I. csop.). A tobbi csoportban a sejteket, a GST enzim gatlasara, 150 puM
etakrinsavval (Il. csoport) kezeltik, az oxidativ stressz indukalasara 1 mM hydrogen-
peroxiddal (H2O,) (Ill. csoport), H,O, és etakrinsav kombinacidjaval (IV. csoport), az
iszkémias/reperfizidés karosodasok szimulalasara iszkémias puffer (V. csoport), valamint
iszkémids puffer és etakrinsav kombinacidjaval (VI. csoport). Ezen kiviil minden csoportot
kiilon kezeltiink JNK, p38 vagy ERK inhibitorral is. (5. abra)

Kisérleti csoportok | Kezelés nélkiil JNK p38 ERK/p42-44
inhibitor inhibitor inhibitor

l. Kontroll
(Kezeletlen sejtek,
CSFM-ban inkubalva)

Il. EA
(Sejtek 150 uMm
Etakrinsavval kezelve)

Il. H202
(Sejtek 1 mM
H,0,-dal kezelve)
IV. H202+EA
(Oxidative stress + GST
gatlas — dupla stressz)
V. I/R
(1,5 h iszkémia majd 2,5
h reperfazid)

VI. I/R+EA
(SzimulaltI/R + GST
gatlds — double stress)

5. abra: Kisérleti csoportjaink a MAPK inhibitorok hasznélata soran.

4.3.3. Az apoptosis mértékének meghatarozasa

A szivizomsejtek ¢életképességét kolorometridas MTT probaval mértiik, az apoptdzis
aranyat annexin V/propidium jodid kett6s festést kovetd flow citometrias méréssel hataroztuk
meg.

4.3.4. Statisztika

Az Osszes adatot az atlagtaz atlag standard hibajaként (S.E.M) adtuk meg. A csoportok
kozotti killonbségeket egyiranyu ANOVA ¢s Student t-teszttel értékeltiik Ki. A p-értékét
szignifikansnak tekintettiik, ha kisebb volt, mint 0,05.
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4.4, EREDMENYEK

4.4.1. MTT assay eredmények

A kezelés mentes csoportban az ¢é16 sejtek aranyat 100 %-nak vettiik. A JNK, p38, illetve
ERK/p42-44 gatlo kezelés nem okozott szignifikans valtozast a stresszmentes kontroll
csoportokban az inhibitorral nem kezelt kontroll csoporthoz képest. A GST gatldé EA, a H,0,-
os ill. a I/R-6s kezelés mar dnmagaban szignifikansan csokkentette az €16 sejtek szazalékos
aranyat a csak MAPK gatloszerrel kezelt kontroll csoporthoz képest. Csak a p38 MAPK gatlo
kezelés tudta szignifikansan fokozni a sejtek életképességét a H,O,-al kezelt csoportban. Az
EA adasa szignifikansan csokkentette a sejtek életképességét H,O,-0s vagy sl/R-0s kezelés
esetén az illetd csoportnak megfelelé MAPK gatolt kontroll csoporthoz képest, ¢s a MAPK
gatloszerek egyike sem volt képes szignifikansan megemelni az €16 sejtek szazalékos aranyat.

4.4.2. Az apoptézis mértéke

A kiilonb6z6 MAPK inhibitorokkal kezelt kontroll csoportoknal nem volt szignifikans
eltérés a nem kezelt kontroll csoporthoz képest. A GST gatldo EA, a H,0,-0s ill. a I/R-6s
kezelés mar onmagaban szignifikdnsan csokkentette a sejttalélést és fokozta az apoptdzis
mértékét a MAPK gatloszer nélkiili csoportokban. A proapoptotikus JNK ¢€s p38 gatlasa
esetén szignifikdnsan novekedett a sejtéletképesség és csokkent az apoptdzis mértéke az EA-
al, ill. HyOz-al kezelt csoportokban, az illet6 MAPK inhibitorral nem kezelt csoporthoz
képest. Maés részrol ezekben a csoportokban az antiapoptotikus ERK/p42-44 gétlasa
szignifikdnsan csokkentette az €10 sejtek szazalékos aranyat, és ndvelte az apoptotikus sejtek
mennyiségét. A szimulalt I/R-val kezelt csoportban csak a p38 MAPK gatlo volt képes
szignifikdnsan emelni az €16 sejtek szazalékos ardnyat, és gyengiteni az apoptozis mértékeét.
Dupla stressz esetén (H,O,+EA vagy SI/R+EA) szignifikans emelkedést tapasztaltunk az
apoptotikus sejtek aranyaban az €16 sejtek alacsonyabb szamdval, a nem kezelt vagy csak
oxidativ stressznek ill. szimulalt I/R-nak Kkitett csoportokhoz képest. Ezekben az esetekben a
INK ¢és p38 gatld kezelés emelte az €16 sejtek aranyat €s csokkentette az apoptdzis mértékeét,
de nem szignifikansan. Ha az antiapoptotikus ERKp42-44 MAPK-t gatoltuk, dupla stressz
estén, az €16 sejtek aranya tovabb csokkent, €s az apoptotikus sejtek mennyisége tovabb nott.

4.5, KONKLUZIO

Annak vizsgalatara, hogy meghatarozzuk a JNK, a p38 és az ERK/p42-44 jelentoségét ¢és
lehetséges kapcsolatat a GST-vel oxidativ stressz allapotokban, harom specifikus gatloszert
(JNK gatlo SP600125-6t, p38 gatldo SB239063-at és ERK/p42-44 gatlo U0126-ot)
hasznaltunk egyenként a kiilonbdzd csoportokban.

Szivizom-sejttenyészetben a reoxygenizacio alatti, és in vivo szivekben a reperfuzi6 alatti
oxidativ stressz altal eldidézett apoptotikus sejthalal kapcsolatban all a JNK és p38 MAPK
megndvekedett expresszidjaval. Kimutattuk, hogy a proapoptotikus JNK és p38 MAPK
farmakologiai gatlasa szignifikdnsan fokozta a sejt életképességet és csokkentette az
apoptozis mértékét a GST gatolt, illetve oxidativ stressznek kitett csoportokban a JNK illetve
p38 gatloszerrel nem kezelt csoportokhoz képest. Tovabba a dupla stressz esetén (GST gatlas
egylitt oxidativ stresszel, vagy I/R-val) a JNK és p38 inhibitor ezen védé hatasa elvész.
Eredményeink a JNK, illetve a p38 és GST kozotti kapcsolatot tdmasztjak ala.

Eredményeink szerint az antiapoptotikus ERK/p42-44 gatlasa szignifikansan csokkentette
a sejt életképességet, és novelte az apoptozis az ERK/p42-44 gatloszerrel nem kezelt
csoportokhoz képest. Azon csoportjainkban ahol csak GST gatlast végeztiink, vagy ahol
oxidativ stresszt indukaltunk (H20,), illetve ahol szimulalt I/R-nak tettiik ki a sejteket, az
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ERK/p42-44 gatloszer hasznalatat kdvetden, az €16 sejtek aranya a GST gatolt csoportban volt
a legmagasabb. Ezen eredmények alatamasztjak a feltételezett kapcsolatot az ERK/p42-44 és
a GST kozott. Dupla stressz esetén (H2O,+EA vagy sI/R+EA) szignifikdns emelkedést
tapasztaltunk az apoptotikus sejtek szamaban, alacsonyabb ¢€l6 sejtszammal, a H,O, vagy
sl/R-val kezelt csoportokhoz képest szelektiv ERK/p42-44 gatlast kdvetOen.

Vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a proapoptotikus JNK, és p38 farmakologiai
gatlasa szignifikdnsan csokkentette az oxidativ stressz indukalta apoptozist, mig az
antiapoptotikus ERK/p42-44 gatlasa jelentdsen csokkentette a kardiomiocitak életképességét.
Ezen hatasa az emlitett MAPK gatloknak nem volt megfigyelhetd dupla stressz (oxidative
stress + GST gatlas) esetén.

5. A GST SZEREPE AZ ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS
FOLYAMATABAN

5.1. BEVEZETES

Barmely szervben az oxidativ stressz apoptotikus, nekrotikus elvaltozasokhoz vezethet a
sejtekben iszkémia/reperfizios karosodast kovetkeztében. Az oxigén szabadgyokok erdsen
reaktiv molekuldk, kiilsé elektronhéjukon paratlan elektronnal, az iszkémia/reperfiizios
karosodasok kivaltasaban meghatarozd szerepet jatszanak. Ekkor ugyanis ezen
nagymértékben felszaporodott reaktiv molekuldk kozombositéseéhez az endogén antioxidans
rendszer kapacitasa elégtelenné valik és kialakul az oxidativ stressz 4llapota.

Szamos klinikai beavatkozéasnal (kardiologiai intervencio, altalanos sebészet, érsebészet,
transzplantacid) a beteg szempontjabol sikeres gyodgyulast az akutan fellépd reperfuzios
karosodasok akadalyozzak meg, szovet- €s sejtpusztulast okozva.

A szivsebészeti €s az intervencios kardioldgiai beavatkozasok széleskorii elterjedésével, a
legszélesebben kutatott teriilett¢ a kardioprotekcio valt. Tobb mint két évtizede az
experimentalis kardiologia kiemelten kutatott teriilete a reperfuziéval szemben az endogén
adaptacio kivaltasanak lehetdségei, kezdetben az un. prekondiciondalas (Murray 1986), majd a
Vinten-Johansen és mtsai altal 2003-ban leirt iszkémias posztkondicionalas. Ez a koronaria
artéria okkluziojat kovetd rovid, ismétlodo reperfuzios és reokkluzios ciklusainak sorozata,
melyet kozvetleniil a reperfuzido elején sziikséges alkalmazni. A kialakulé védelmi
mechanizmus hatterében mechanikai €s molekularis jelatviteli mechanizmusok egyarant
kimutathatok.

5.2. CELKITUZES

Munkank sordn arra kerestilk a valaszt, hogy a GST farmakologiai gatlasa hogyan
befolyasolja az iszkémias posztkondicionalas jotékony, védé hatasat, meghatarozva a
szivizomsejtek  viabilitdsdit és az apoptdzis mértékét, tovabba az iszkémids
posztkondiciondldsban meghataroz6 szerepet jatszo pro- és antiapoptotikus MAPK jelatviteli
utak (JNK, p38, ERK/p42-44 és GSK-3p protein kinaz) aktivitasanak megvaltozasat.

5.3. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.3.1. Kisérleti protokoll

Vizsgalatainkat 0jsziilott patkdnyokbol izolalt primer szivizom sejttenyészeten végeztiik,
melyeket az alkalmazott kezelések alapjan 6 csoportba osztottunk. A nem kezelt sejtek
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kontrollként szolgaltak (I). A tobbi csoportban a sejteket, szimulalt I/R-val (sI/R) (II), sI/R és
IPoC-al (111), EA-val (1V), sI/R és EA-val (V), valamint sI/R, IPoC és EA kombinaciojaval
(VD) kezeltiik. A sejtek életképességét MTT probaval, az apoptotikus sejtek mennyiségét
annexin V-FITC/propidium jodid kettds festést kovetd flow citometrias méréssel hataroztuk
meg. A JNK, p38, ERK/p42-p44 MAPK-ok és GSK-3f protein kinaz aktivitasanak valtozasat
szintén flow citometridval vizsgaltuk.

5.3.2. A szivizom iszkémias posztkondicionalisa

A szivizomsejteket 1,5 o6ran keresztiil iszkémias pufferrel kezeltiik melyet 5 perc
reperfizié majd 5 perc iszkémias inzultus kovetett a hossza 2,5 6ras reperfuzio elején. Amig a
szivizomsejteket iszkémias pufferrel kezeltiik, a kontroll sejteket komplett szérummentes
médiumban (CSFM) tartottuk csak ugy mint a reperfiizids periodus alatt.

—

K | 4hin CSFM

IR+ 1IPoC [ 1,5 hISCHAEMIA

EA | 4hin CSFM

UR+EA [ 1,5 hISCHAEMIA

IR+ IPoC +EA [ 1,5 hISCHAEMIA

6. abra: Kisérleti protokoll az iszkémias posztkondiciondlas soran.

5.4. EREDMENYEK

5.4.1. MTT assay eredmények

Mind az EA, mind a szimulalt I/R mar 6nmagaban szignifikans csokkenést eredményezett
az ¢lo sejtek szamaban. A sejthalal mértéke szignifikansan tovabb fokozddott, ha szimulalt
I/R mellett EA-val is kezeltiikk a sejteket. Az iszkémias posztkondicionalas szignifikansan
emelte az ¢16 sejtek szazalékos aranyat, de ez a valtozas nem volt megfigyelheté ha GST gatlo
ctakrinsavval is kezeltiik a szimulalt I/R-nak Kitett sejteket.

5.4.2. Az apoptézis mértéke

Az ¢él6 sejtek aranya szignifikansan csokkent, az apoptotikus sejtek mennyisége pedig
szignifikdnsan megemelkedett EA kezelés, illetve szimulalt I/R hatasara. Ha a szimulalt I/R-
val kezelt csoporthoz EA-at adtunk az apoptotikus sejtek mennyisége tovabb ndvekedett, mig
az ¢l6 sejtek ardnya tovabb csokkent. Az iszkémids posztkondiciondlds szignifikdns
emelkedést eredményezett az €16 sejtek szazalékos aranyaban és szignifikans csokkenést az
apoptotikus sejtek ardnydban, mig hasonld védd hatast nem sikeriilt kimutatni, ha GST gatlé
EA-at adtunk a médiumhoz a szimulalt I/R-val kezelt és TPoC-on atesett csoportban.

5.4.3. Mitogén aktivalt protein kinazok foszforilacioja

A GST gatlas, valamint a szimuladlt [/R mar 6dnmagaban szignifikansan megemelte a
proapoptotikus JNK és p38 aktivaciojat. Ha EA-at is adtunk a szimulalt I/R-val kezelt
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sejtekhez a INK és a p38 aktivacioja is tovabb fokozodott. Az iszkémias posztkondicionalas
(IPoC) szignifikansan csokkentette a JNK és a p38 foszforilaciojat a sI/R-n atesett csoportban,
amennyiben a GST-t is gatolzuk ez a kedvez6 valtozas nem jott Iétre. (7. abra)

*

120 -

Fedek I

100 - 4 #
% ; .
80 - T

#

60 -

40 |

Phospho-JNK (MFI)

20 -

Control I/R 1/R+IPoC EA I/R+EA  |/R+IPoC+EA

7. 4bra: c-Jun N-terminal kinaz (JNK) foszforilacioja. p*<0,05 a kontroll csoporthoz
hasonlitva. p~ <0,001 a jel5lt csoportokat egymashoz hasonlitva. Etakrinsav (EA);
Iszkémia/reperfazié (I/R); — Iszkémias posztkondicionalas (IPoC); Atlagos fluorescens
intenzitas (MFI)

Az ERK/p42-44 foszforilacidja szignifikdnsan megemelkedett sI/R kezelés illetve GST
gatlas kovetkeztében. Ha a szivizomsejteket sI/R-val és EA-val is kezeltikk tovabbi
emelkedést talatunk a foszforilalt ERK/p42-44 szintjében a csak EA-val kezelt csoporthoz
képest. Az IPoC szignifikansan fokozta az ERK/p42-44 aktivacidjat sI/R-t kovetden, azonban
dupla stressz esetén (sI/R+EA) IPoC-t alkalmazva hasonl6 eltérést nem talaltunk. A foszfo-
ERK/p42-44 szintje szignifikansan magasabb volt a posztkondicionalt csoportok koziil a GST
gatld kezelés esetén.

A GSK-3pB protein kinaz foszforilacio altal inaktivalodik és ezaltal megakadalyozza a
mitokondridlis permeabilitasi tranziciés porusok (mPTP) kinyildsat, ami egy védelmi
mechanizmust jelent az apoptotikus sejthalallal szemben. A GSK-3p foszforilacioja
szignifikdnsan alacsonyabb volt a sI/R-nak kitett csoportban a kontroll csoporthoz képest.
IPoC esetén szignifikansan megemelkedett GSK-3f foszforilaciot tapasztaltunk a sI/R-val
kezelt csoporthoz képest. A foszfo-GSK-3B foszforilacios szintje tovabb csokkent dupla
stressznek (sI/R+EA) kitett sejtek esetén. Dupla stress esetén (sI/R+EA) alkalmazott [PoC-t
kovetden nem taladltunk szignifikdns emelkedést a foszfo-GSK-3B szintjében. A GSK-3f
foszforilacioja és ezaltal inaktivacioja szignifikansan alacsonyabb volt GST gatlo EA adasa
esetén a posztkondicionalt csoportokat 6sszehasonlitva.

5.5. KONKLUZIO

Vizsgalataink azt mutattak, hogy a GST enzim gatlasa jelentdsen gyengitette az iszkémids
posztkondicionalds védd hatdsat, megemelve az apoptdzis mértékét szivizom-
sejttenyészetben. A GST enzim gatlasa a MAPK és GSK-3f protein kinaz jelatviteli utak
aktivaciojanak befolyasolasa révén jatszik szerepet az iszkémids posztkondicionalas
folyamatéaban.

Kisérletiinkben, a GST gatlo EA adasa szignifikansan megemelte az apoptotikus sejtek
szamat, kiillondsen, ha a sejteket szimulalt I/R-val is kezeltik. Az [PoC szignifikdnsan
csokkentette az apoptdzis mértékét a sI/R-s csoportban, mig hasonldé védd hatast nem tudtunk
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megfigyelni posztkondicionalast kdvetden, ha sI/R mellett EA-val is kezeltiik a sejteket. A
reaktiv oxigén intermedierek megndvekedett mennyisége és a kedvezdtlen glutation statusz
fokozhatja a behatas er6sségét és magyarazhatja a megnovekedett apoptotikus sejtszamot a
szimulalt I/R-val kezelt és GST gatolt csoportban, IPoC-t kovetden.

Kimutattak, hogy a GST, fehérje-fehérje kolcsonhatasokat alakit ki a mitogen aktivalt
protein (MAP) kinaz ut tagjaival. A MAP kinazokkal valo direkt interakcio révén, beleértve a
c-Jun N-termindl kindz 1-et (JNK1), a GST lekéti a ligandot egy komplexben, megeldzve a
kapcsolodast a tovabbi célmolekuldkkal. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a GST enzim
farmakoldgiai gatlasa mar Onmagaban fokozta a JNK aktivaciojat és megsziintette az
iszkémids posztkondicionalas védoé hatdsat. Ezen eredményeink magyarazhatjak a GST és a
JNK kozotti kapcsolatot és a GST-JNK protein complex felbomlésat.

A p38 MAPK fontos jelatviteli fehérje, amely 1ényeges szerepet jatszik a stresszre adott
sejtvalaszban, beleértve az oxidative stresszt, amit a reaktiv oxigén szabadgyokok
megndvekedett szintje eredményez. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a sI/R-s kezelés
jelentés p38 aktivacidhoz vezetett a szivizomsejtekben, ami tovabb fokozddott EA adasa
esetén. Az iszkémias posztkondicionalas szignifikansan csokkentette a p38 foszforilaciojat a
sl/R-s csoportban, mig hasonld szignifikans csokkenést nem tudtunk kimutatni ha EA-at is
adunk a sejtekhez. Eszerint kapcsolat feltételezhetd a GST ¢és a p38 MAPK kozott, ami az
[PoC hatasanak megsziinéséhez vezet.

Eredményeink szerint az ERK/p42-44 aktivacidja szignifikinsan megemelkedett GST
gatlas kovetkeztében, ami a sejt ezen védelmi utjanak aktivalédasat feltételezi.
Kisérleteinkben az antiapoptotikus foszfo- ERK/p42-44 szintje szignifikansan magasabb volt
IPOC-t kovetden, de GST gatldo EA jelenlétében hasonld valtozast nem talaltunk. Bar az
ERK/p42-44 aktivacioja megemelkedett GST gatlas, illetve IPoC kovetkeztében, dupla stressz
esetén az foszfo-ERK/p42-44 szintjének hasonldo emelkedése elmaradt, valdszinlileg a
megnovekedett stressz hatas miatt.

A glikogén szintaz Kinaz-3p (GSK-3B) egy protein kindz, ami kiilonb6z6 sejtfunkciok
szabalyozasaban vesz részt, mint példdul a glikogén metabolizmus, gén expresszio,
sejttalélés, és ezen funkcioit a RISK jelatviteli utak fontos tagjaként latja el. Eredményeink
szerint a foszfo-GSK-3p szintje szignifikansan lecsokkent szimulalt I/R-t kovetéen, mutatva
az I/R kéros hatasat, mig az irodalommal egyetértésben IPoC hatasira a GSK-3f
foszforilacioja szignifikansan megemelkedett. Dupla stressz esetén (SI/R+EA) szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk a GSK-3B foszforilacigjaban, tovabba az IPoC nem volt képes
szignifikdnsan fokozni a GSK-3f inaktivacidjat. Ezen eredményeink feltételezik a kapcsolatot
a GST és a GSK-3p protein kinaz kozott.

6. OSSZEFOGLALAS

A glutation a citoszolban 1év6 meghatarozé kis molekulasulyt tiol. Ha a sejteket
megndvekedett szintli oxidativ stressz éri, az oxidalt glutation (GSSG) felhalmozodik, és a
GSH/GSSG arany lecsokken, ezért a GSH/GSSG arany meghatarozasa hasznos mutatdja az
oxidativ stressz mértékének. A glutation S-transzferaz (GST) katalizalja a redukalt glutation
konjugacidjat elektrofil vegyiiletekkel, ezaltal inaktivalja azokat és eldsegiti kitiriilésiiket a
szervezetbol. Altalaban a GST altal katalizalt reakciok a méregtelenitésben vesznek részt és
megvédik a makromolekuldkat az oxidativ stressz és citotoxikus anyagok altal okozott
kéarosodasoktol.

Kisérleteink els6 sorozataban azt taldltuk, hogy az EA, a sI/R és a HyOj-kezelés mar
onmagaban szignifikdnsan csokkentette az ¢l6 sejtek mennyiségét és szignifikdnsan emelte az
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apoptotikus sejtek szadzalékos aranyat. A GST gatlasa EA-val szignifikdnsan tovabb
csokkentette az €10 sejtek aranyat és szignifikansan tovabb emelte az apoptotikus sejtek
szazalékos aranyat, oxidative stressznek (H,0>), illetve sI/R-nak Kitett csoportokban.

Az antioxidans enzim, glutation S-transzferaz fontos szerepet jatszik a mitogén aktivalt
protein kinaz (MAPK) jelatviteli utak modositasaban, és ezen keresztiil feligyeli a sejt
proliferaciot és az apoptotikus sejthalalt. A GST bekoti a kinazt egy komplexbe, megelézve a
citotoxikus ligandok kapcsolodasat azok célmolekulaihoz. Ezaltal szabalyozza a jelatviteli
utakat, és az I/R-ra adott stressz valaszt. A GSTx volt az els6 izoenzim, amirdl azt talaltak,
hogy direkt protein-protein kdlcsonhatas révén gatolja a INK-t, ezaltal befolyasolva a stressz
valaszt €s az apoptozist.

Kisérleteinkben a szivizomsejtekhez adott etakrinsav hatasara a JNK aktivacioja
jelentdsen megemelkedett, és az oxidative stressznek Kitett vagy sl/R-val kezelt csoportokhoz
képest szignifikansan erdsitette a JNK aktivaciojat. A GST gatlas szignifikansan
megemelkedett p38 aktivaciohoz vezetett a kontroll csoporthoz képest. Mind a H,O, mind a
sI/R kezelés, a p38 MAPK aktivacidjanak szignifikans emelkedéséhez vezetett. A H,O; vagy
sI/R kezelés alatti EA adasa tovabbi szignifikdns emelkedést okozott a foszforilalt p38
szintjében. Az ERK/p42-44 foszforilacidja szignifikansan megemelkedett GST gatlas esetén a
H,05-al kezelt, illetve szimulalt I/R-nak Kitett csoportokban. Az Akt foszforilacidja
szignifikansan csokkent a H,O,-dal kezelt csoportban, ha a GST enzimet gatoltuk.

Harom f& MAPK, nevezetesen a JNK, p38 és az ERK/p42-44 jatszik kulcsszerepet a
jelatvitelben. Habar ellentmondasok vannak a MAPK-ok stresszt kovetd sejthaldl vagy
sejttalélésben betoltott szerepét illetden, megéllapithatd, hogy szdmos sejttipusban a JNK és a
p38 MAPK proapoptotitkus, mig az ERK/p42-44 a reperfiziot kovetd sejtttlélésben jatszik
szerepet.

Kisérleteink masodik sorozataban azt talaltuk, hogy a proapoptotikus JNK ¢és p38
farmakologiai gatlasa szignifikdnsan csokkentette az apoptozist, mig az antiapototikus
ERK/p42-44 gatlasa szignifikansan novelte az apoptotikus sejtek szamat a GST gatlas esetén,
csak ugy mint az oxidativ stresszel (H20) vagy szimulalt I/R-val kezelt csoportokban. Igy
kisérleteinkben az apoptotikus jelatvitel valosziniileg a JNK, p38 és ERK/p42-44 MAPK
utakon keresztiil valosul meg. A proapoptotikus JNK ¢és p38 MAPK-ok gatldsanak védo
hatasa dupla sterssz esetén (GST gatlas oxidativ stresszel vagy szimulalt I/R-val) elvész, tehat
ugy tinik, hogy a GST aktivitdsa sziikséges a sejttuléléshez szivizom-sejttenyészetben,
kiilonb6z6 oxidativ stressz allapotokban.

A szivizom iszkémia-reperfizidval szemben védelem egyik igéretes modszerét Vinten-
Johansen és mtsai irtak le és nevezték el iszkémias posztkondicionalasnak (IPoC). Ez a
coronaria artéria rovid, ciklikusan ismétlddo reperfuzidos és reokkluziés sorozatabol all,
kozvetleniil a keringés helyreallitas kezdetén, ami hatasos lehet a reperfiizios karosodasokkal
szemben. Kimutattak, hogy a posztkondicionalassal kifejtett védelem kialakulasaért felelds
mechanizmus a reperfiizio elsd perceiben jatszodik le.

Kisérleteink harmadik sorozatiban az iszkémids posztondiciondlds sejttenyészeten
kimutatott védd hatasat a GST gatlas szignifikdnsan csokkentette, ami novekvé mértéki
apoptozist és csokkend mértékii kardiomiocita sejttulélést eredményezett. Az iszkémidsan
posztkondiciondlt csoportokban a GST gatlast kovetden sem a proapototikus JNK sem a p38
aktivaciojat nem lehetett kivédeni. Hasonld kisérleti koriilmények kozott az IPoC
szignifikansan fokozta az antiapoptotikus ERK/p42-44, illetve a GSK-3f aktivaciojat a sI/R-
6s csoportban, azonban dupla stressz esetén az IPOC véd6 hatasat nem tudtuk kimutatni.

Osszefoglaléan jelen tanulméany azt mutatja, hogy a GST gatlésa etakrinsavval fokozta az
apoptozist, aldhiizva az enzim kulcsfontossagl szerepét a szivizomsejtek tulélésében. A GST
gatlas megszilintette az iszkémids posztkondicionalds védd hatdsat, ami valosziniileg a JNK,
p38, ERK/p42-44 MAPK ¢és a GSK-3p protein kinaz jelatviteli utakon keresztiil valosul meg,
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mivel ezen kinadzok aktivitdsa ennek megfeleléen valtozik az IPoC sordn. Eredményeink
alatamasztjak a GST kiemelked6en fontos szerepét az oxidative stressz elleni védelemben,
valosziniileg nem csak kisérleti koriilmények kozott, hanem kiilonbdzd patologiai
allapotokban is.

1)

2)

3)

UJ EREDMENYEK

A GST farmakologiai gatlasa, etakrinsavval, mar 6nmagaban jelentds oxidativ stresszt
okozott, csokkentve a sejtek életképességét és fokozva az apoptotikus sejthaldl
mértékét. A szimuldlt iszkémia/reperfizid és a GST gatlas egylittesen tovabb
sulyosbitotta az oxidativ stressz kovetkezményeit, ndvelve az apoptotikus sejtek
szamat. Eredményeink igazoltak a GST kulcsfontossagu szerepét a szivizomsejtek
tulélésében.

Szelektiv MAPK géatloszereket alkalmazva igazoltuk, hogy a GST kiemelkedd
szerepet jatszik a pro- €s antiapoptotikus MAPK jelatviteli utak szabalyozdsaban az
oxidativ stressz indukalta apopt6zis folyamataban szivizom-sejttenyészeten.

Els6keént irtuk le, hogy habar az iszkémids posztkondicionalas védd hatasa szimulalt
iszkémia-reperfuziot kovetden kimutathatd, ezen védd hatast a GST enzim gatlasa
szignifikdnsan csokkentette, novelve az  apoptétikus szivizomsejtek szamat.
Eredményeink szerint az iszkémias posztkondiciondlds védo hatdsdnak csokkenése a
GST gatlas MAPK jelatviteli utakra Kifejtett hatasaval magyarazhatd, mely a klinikai
alkalmazhatdsag szempontjabol tovabbi vizsgalatok sziikségességét veti fel.
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