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SOUHRN

Ciel Studie: Mnohé klinické ale aj experimentalne Studie dokéazali koreldciu medzi vyskytom vaskularnych ochoreni a plaz-
matickou hladinou homocysteinu (Hecy). Jeho zvySena koncentracia v plazme je povazovana za nezavisly rizikovy faktor
vaskularnej patoldgie. Prekrocenie jeho nerizikovej hodnoty zvysuje riziko infarktu myokardu az trojnasobne. Sledovali sme
efekt chemicky indukovanej hyperhomocysteinémie (hHcy) na asociované zmeny proteinov MAPK/ERK (Mitogen Activated
Protein Kinase/extracellular signal-regulated kinases) drahy v kardiomyocytoch.

Typ studie: Experimentalna.

Material a metody: Pre nase experimenty sme pouzili dospelé laboratdrne potkany (samce) kmeria Wistar. V steriinych pod-
mienkach im bolo vyoperované srdce. Tkanivo bolo pouzité na pripravu homogenatov alebo pre imunohistologicku analyzu.
Druhej skupine zvierat bol po¢as 14 dni pred experimentom subkutanne podavany Hcy v mnozstve 0,45 umol/g zvierata
dvakrat denne, pricom im po uplynuti 14 dni bolo vyoperované srdce za rovnakych podmienok ako predchadzajicej sku-
pine. Srdcia boli nasledne napojené na Langendorffov perfuzny systém.

Vysledky: V naSich experimentoch sme zaznamenali signifikantné zmeny kontraktility kardiomyocytov v Hcy skupine a teda
pokles hodnét indexov rychlosti kontrakcie (+LV dP/dt) a relaxacie (-LV dP/dt) srdca o 30,94 %, respektive 17,42 %. Taktiez
sme zaznamenali Statisticky signifikantné zmeny medzi kontrolou a Hcy skupinou, a to narast hladiny p-ERK proteinu az
0 143 % (p<0,05) v Hey skupine, ¢o korelovalo aj s imunohistochemickou analyzou.

Zaver: Chemicky indukovana 14dnova hHcy dokaze kardiomyocyty nepriaznivo ovplyvnit, a tym zvysit riziko vzniku posko-
denia srdca.
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SUMMARY

Kovalska M., Kovalska L., Kaplan P., Kmetova M., Furjelova M., Jurkova K., Adamkov M., Malachovsky I.,
Tatakrova Z.: Effect of induced hyperhomocysteinemia on cardiomyocytes under the experimental conditions
Objective: Numerous clinical and experimental studies have noticed correlation between the occurrence of clinical effects
on vascular genesis and plasma level of homocysteine (Hcy). In general, elevated level of circulating plasma homocysteine
is considered as an independent risk factor for occurrence of vascular pathology. Over getting of its risk-free value can lead
to increased risk of myocardial infarction up to three times. We investigated the effect of hHcy (hyperhomocysteinemia)
on associated changes in MAPK/ERK (Mitogen Activated Protein Kinase/extracellular signal-regulated kinases) pathway in
cardiomyocytes.

Design: Experimental.

Material and methods: For our experiments we used adult rats (male) Wistar. Their hearts were exteriorized in sterile condi-
tions. The tissues were used to prepare homogenates or for immunohistological analysis. Second group of animals was
subcutaneously administered by Hcy in an amount of 0.45 pmol/g of each animal twice a day during the 14-days before the
experiment. After this time period the hearts were exteriorized under the same conditions as the previous group. The hearts
were then connected to the Langendorff perfusion system.

Results: In our experiments we have observed significant changes in contractility of cardiomyocytes in Hcy group. The values of
left ventricular (LV) speed contractility assessments in contraction (+LV dP/dt) and relaxation (-LV dP/dt) decreased in 30.94%
and in 17.42%, respectively. We have also noticed significant changes between the control group and the Hey group in increase
of the p-ERK protein levels to 143% (p<0.05) in Hey group, which correlated well with immunohistochemical analysis.
Conclusion: Chemically-induced 14-day hHcy can affect cardiomyocytes and thereby increase the risk of heart damage.
Key words: heart stroke, homocysteine, hyperhomocysteinemia , MAPK.

Uvod tické ochorenie kibov, predasné pérody a potraty,
niektoré vrodené vyvinové poruchy nervového systé-

Homocystein (Hey) zohrava dolezitd Ulohu v pato-  mu, depresie, demencie vratane Alzheimerovej choro-
genéze mnohych civilizaénych chordb ako st nadoro- by [1-2]. Dava sa do suvisu i so vznikom chronického
vé ochorenia, predcasné starnutie, zapalové reuma-  unavového syndromu a niektorych ekzémov, s kozny-
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mi alergiami a s prieduskovou astmou. V ostatnych ro-
koch je Hey intenzivne Studovanym rizikovym faktorom
kardiovaskularnych chorbb. Viaceré Studie dokazali
vztah medzi miernou hyperhomocysteinémiou (hHcy),
dysfunkciou endotelu a s pred&asnou aterosklerdzou.
Hlavnou pricinou vzniku hHcy je deficit kyseliny listo-
vej, vitaminu B12 a B6, homozygotna forma mutéacie
metyléntetrahydrofolat reduktazy (MTHFR) a porucha
rendlnych funkci [1-4]. Toxicky ucinok Hcy sa vysvet-
[uje jeho priamym a/alebo nepriamym vplyvom na ciev-
nu stenu, oxidacnym stresom a poruchou koagulacnej
rovnovahy [4-5]. Prace z poslednych desiatich rokov
poukazali na skuto&nost, Zze aj mierne zvySena hladina
Hecy (15-30 umol/l) zvysSuje riziko vzniku aterosklerdzy
[2]. Je zname, ze zvySenu hladinu Hcy maju hlavne
fajCiari, ktori maju zaroven aj nizke hodnoty vitaminov
skupiny B. Kyselina listova je schopna hladinu Hey po-
merne rychlo a lahko upravit, a tak odstranit zvySené
riziko infarktu. D&vodom nedostatku kyseliny listovej je
jej nedostatocny prijem potravou, alebo jej odburava-
nie alkoholom, antikoncep&nymi tabletami, niektorymi
liekmi ako su spasmolytika, sulfonamidy, antiepileptika,
antituberkulotika, ale aj velkymi davkami vitaminu C'.
Asociacia zvySenej hladiny Hecy s konvenénymi riziko-
vymi faktormi aterosklerdzy vyznamne zvySuje kardio-
vaskularnu morbiditu a mortalitu [1, 5-6]. Prospektivhe
Studie zaoberajuce sa rekurentnymi kardiovaskularny-
mi prihodami zaznamenali signifikantné zvySenie séro-
vej koncentracie Hey o 5 umol/l, ktory nasledne viedol
k ndrastu rizika vzniku rekurentnej kardiovaskularnej
prihody 0 16 % [7]. Experimentalne modely a menSie
Studie na pacientoch zahfajuce meranie endotelovej
funkcie, markerov oxida¢ného stresu, zapalu a ich od-
poved na podavanie kyseliny listovej a vitaminu B12
priniesli pozitivne vysledky [8]. DoterajSie vysledky vSak
poukazuju na skutoCnost, ze podavanie kyseliny listo-
vej a vitaminu B12 (s alebo bez pridania vitaminu B6)
neprindsa klinicky benefit pacientom s kardiovasku-
larnymi ochoreniami [2, 8]. Podla najnovsich Udajov je
bezrizikova hodnota koncentracie Hey v plazme do 10
umol/l. Mierna hHcy je najCastejSie spdsobena dedic-
nym defektom aktivity 5,10-MTHFR. V dbsledku spo-
malenej remetylacie dochadza k zvySeniu Hcy v plaz-
me, pricom je cievny endotel vystaveny jeho toxickym
ucinkom. Analyzy skupinovych Studii preukazali jedno-
znaCnu pozitivnu asociaciu medzi koncentraciou Hecy
v sére a ischemickou chorobou srdca (fatalny aj mierny
srdcovy infarkt) a mozgovou prihodou, kde sa riziko
vzniku ochorenia zvySovalo v prvom pripade 0 15 %
a v druhom o 24 % [3, 6]. Humphrey a kol. [1] dokazali,
ze rizikovy faktor pre vznik koronarnej srdcovej choroby
sa s kazdymi 5 pmol/l Hey zvySi 0 20 %. Rowan a kol.
[9] uvadzaju, ze 51 % pacientov pokrocilého veku, ktorf
netrpeli demenciou boli postihnuti hHey rézneho typu
eSte tri mesiace po mozgovej prihode. Podla Kénina
a kol., [6] az 50 % pacientov po mozgovej prihode trpi
hHcy. V experimentélnych Studiach in vivo bol rovnako
dokézany priamy vplyv Hcy na systolickd dysfunkciu
srdca a na progres reaktivnej srdcovej fibrozy [2-3], na
funkciu a morfolégiu mozgu starnucich potkanov [10]
a potkanov s ischemicko-reperfuznym poskodenim

[11]. Vyrazné poskodenie endotelovych buniek sa do-
teraz dokazalo na mozgovych, periférnych, srdcovych
a placentarnych cievach [1,3]. Dokaze vSak indukova-
na hHcy ovplyvnit aj kardiomyocyty u laboratérnych
zvierat? Doteraz nie je presne zname ako signalna
transdukéna MAPK draha a p-ERK proteiny, ktoré su
sUcastou tejto signalizacnej drahy, mézu viest k prezi-
vaniu buniek po inzulte. Klinické, ale aj experimentalne
Studie potvrdili, ze aktivovand ERK zohrava dblezitu
Ulohu pri prezivani buniek po réznych inzultoch [12].
Pochopenie podstaty molekulovo-biologickych me-
chanizmov prebiehajdcich v kardiomyocytoch labo-
ratérnych zvierat, ktoré boli vystavené nadmernému
ucinku Hey, by mohlo prispiet k pochopeniu zmien,
ktoré nastavaju pri hHecy v kardiomyocytoch &loveka.
Detailné objasnenie patogenézy poskodenia tychto
buniek by mohlo v buducnosti prispiet k zefektivneniu
vhodnej terapie pacientov s kardiovaskularnymi ocho-
reniami.

Material a metoédy

Pre naSe experimenty sme pouzili dospelé laborator-
ne potkany (samce) kmeria Wistar (Ustav experimental-
nej farmakoldgie Slovenskej akadémie vied, Dobra Voda)
vo veku Sest az osem mesiacov s vahou 300-400 g
v celkovom pocte 16 kusov. Experimentdine zvierata
boli chované v Standardnych podmienkach vo zverinci
s klimatizaciou pri teplote 22+2 °C, s pravidelnym strie-
danim svetla a tmy v 12 hodinovych intervaloch a so za-
Ciatkom svetelnej fazy o 6 hodine rano. Zvieratam bolo
podavané krmivo so Standardnym zlozenim obsahujice
vSetky vitaminy. Pristup k potrave a vode boli zvieratam
poskytnuté ad libitum. Experimentdine zvierata boli roz-
delené do dvoch skupin po osem kusov.

Zvierata: Priprava izolovanych potkanich sfdc

a perfazia

Fyziologicky roztok: 0,15 mol/l NaCl

Krebs-Henseleitov roztok: 135 mmol/l NaCl, 5,4 mmol/I|

KCl, 0,9 mmol/l MgCl,, 24 mmol/l NaHCQO,, 1,2 mmol/|

NaH,PO,, 1,8 mmol/l, CaCl,, 10 mmol/l glukdza (pH 7,4)

A. Kontrolna skupina zvierat (K; 8 ks) bola anestezova-
na so zmesou obsahujucou 2,5 % halotanu, 30 %
O, a70% N,O, nasledne boli zvierata usmrtené
v stlade s etickymi zdsadami prace so zvieratami
anasledne bolo vyoperované srdce. Srdce bolo
vlozené do fyziologického roztoku s heparinom
aihned nasadené na kanylu cez aortu srdca. Po
kanylacii aorty bolo srdce pripojené na perfuzny
systém (AD Instruments) a kontinudlne premyva-
né Krebs-Henseleitovym roztokom, nasycovanym
pneumoxidom (95% O, a5% CO,). Medzi odob-
ratim srdca a zaciatkom perfuzie zvy&ajne uplynulo
30 sekund. V experimentoch sme pouzili Langen-
dorffov model perflzie srdca, pricom cely perfuzny
systém bol prepojeny s pocitatom a vsetky para-
metre sme zaznamenavali a spracovavali s vyuzitim
programu LabChart Pro Data Acquisition (Nemec-
ko) po dobu 20 minut.
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B. Zvierata s podavanim homocysteinu (Hcy; 8 ks). Zvie-
ratam v tejto skupine bol pocas 14 dni pred expe-
rimentom subkutanne podavany Hcy v mnozstve
0,45 pmol/g zvierata dvakrat denne podla Matté
a kol. [10]. Po 14 dfioch boli zvierata anestezova-
né so zmesou obsahujucou 2,5 % halotanu, 30 %
O, a70% N,O, pricom cely postup, vSetky pod-
mienky pokusu ako aj podmienky odobratia tkaniv
boli totozné s predchadzajucou skupinou zvierat.
Uvedené experimenty so zvieratami boli schvalené
Etickou komisiou Jesseniovej lekarskej fakulty Uni-
verzity Komenského v Martine ako aj Statnou vete-
rinarnou a potravinovou spravou v Bratislave.

Stanovenie Hcy v plazme zvierat

Zvierata boli usmrtené v rozmedzi 18-20 h od po-
slednej davky Hey. Bola im odobrata krv do skimaviek,
ktoré obsahovali EDTA (kyselina etyléndiamintetra-
octovd). Krv bola nasledne scentrifugovana a plazma
bola uchovana pri =80 °C. Celkova hladina Hcy (tHcy)
v plazme zvierat bola stanovena dvojreagencnou enzy-
matickou metédou (Homocysteine liquidstable reagent
kit, Erba Lachema, 50003526) pomocou chemického
analyzatora (Siemens ADVIA 1650) na oddeleni Kklinic-
kej biochémie UNM v Martine.

Western blotting (WB) analyza

Na separaciu proteinov (40 pg), ktoré boli izolované
z tkaniv sfdc, bola pouzité polyakrylamidova gélova elek-
troforéza v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE). Po ukon&eni separécie na SDS-PAGE boli gély
inkubované v transferovom pufri (TGM) po dobu 5 minut
a nasledne prenesené na nitrocelulézovd membranu me-
tddou polosuchého (semi-dry) prenosu [13]. Na overenie
transferu proteinov na membrany a vyluéenie artefaktov
sa membrany farbili po dobu Styroch mindt v Ponceau
S. Membrany sa premyli v TBS-T a pocas noci boli inku-
bované v blokovacom roztoku pozostavajuceho z Bloto
non-fat dry milk (2,5 % w/v, Santa Cruz Biotechnology)
a TBS-T. Po blokovani sa premyté membrany na druhy
den inkubovali tri hodiny s primarnymi protilatkami p-ERK
(riedenie 1:300, Santa Cruz, sc-7383) a B-aktinom (rie-
denie 1:500, Santa Cruz Biotechnology, sc-69879). Po
premyvani boli membrany premyté 3 x 10 mindt v roztoku
TBS-T a za staleho mieSania na shakeri (Polymax 1040)
sa membrany inkubovali jednu hodinu so sekundarnou
protilatkou (riedenie 1:1000 anti-mouse IgG-HRP, San-
ta Cruz). Membrany sa po naslednom dékladnom pre-
myti roztokom TBS-T (3x10 minut) inkubovali pat mindt
s roztokom ECL (Thermo Fisher Scientific) a chemilumi-
niscencny signal prislusnych bandov bol detegovany na
pristroji Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad).
Na vyhodnotenie intenzity signélov bola pouzita bodova
analyza pouzitim programu Gene Tools (SynGene).

Histologicka analyza

Priprava tkaniva

Po odpojeni z Langendorffovho perfuzneho systé-
mu boli tkaniva na 24 h ponorené do 4% paraformal-
dehydu v 0,1 mol/l fosfatovom timivom roztoku, pH 7,4

pri 4 °C. Nasledne boli tkaniva kvoli kryoprotekeii ulo-
zené 24 hodin v 30% sachardze pri 4°C. Po postfixacii
bolo srdcové tkanivo narezané na kryocut-e (Thermo
Fisher Scientific) na hrdbku 30 pm, rezy boli natiahnuté
na silanizované skla a uskladnené pri -20°C.

Fluorescencné imunohistologické farbenie kryorezov

Sklicka s rezmi boli vybraté z -20°C a spracované
podla metddy Kovalska a kol. [14], priom primar-
nu protilatku p-ERK (Santa Cruz, sc-7383) po riedeni
1:100 sme nechali pésobit 24 hodin pri 4°C. Sekun-
darna protilatka goat-anti mouse s riedenim 1:100 (Life
Science, Alexa Fluor 488, A-11029) sme nechali pdso-
bit dve hodiny v tme a pri laboratérnej teplote. Sklicka
boli montované do montovacieho média obohateného
o DAPI (4’,6-diamidino-2-fenylindol), ktory zvyraznu-
je jadra vSetkych buniek (Fluoroshield, Sigma Aldrich,
F6057). Pri hodnoteni imunohistochemickych farbeni
sme sledovali intenzitu imunoreakcie a pocet pozitiv-
nych kardiomyocytov s jadrovou a cytoplazmatickou
lokalizaciou reakcie.

Matematické a Statistické vyhodnotenie

K Statistickému vyhodnocovaniu sme pouzili podi-
taCovy program GraphPad InStat V2.04a (GraphPad
Software, Inc.). Vysledky sme udavali ako priemerné
hodnoty, rozptyl hodndét nameranych uUdajov + Stan-
dardnt chybu priemeru (SEM). Statisticky vyznamné
odchylky v skimanych parametroch boli vykonané
analyzou premennych (ANOVA), vyhodnotené pomo-
cou Student-Newman-Keulsovho testu. Rozdiely boli
povazované za Statisticky vyznamné pri hodnote
p<0,05.

Vysledky

V Studiu ucinku hHcy na funkciu srdca sme kon-
tinualne zaznamenavali jednotlivé parametre charak-
terizujuce Cinnost srdca. Pocas celého experimentu
bola hodnota perfuzneho tlaku u kontrolnej skupiny
stabilna a menila sa vo fyziologickom rozhrani 73,05
+ 2,15 mm Hg, avSak u skupiny vystavenej hHcy sme
zaznamenali nérast na 79,16 + 2,48 mm Hg. Statistic-
ky vyhodnotené zakladné parametre Cinnosti srdca su
uvedené v Tabulke 1.

Prietok koronarnou tepnou ako aj tepnova frekven-
cia myokardu po indukovanej hHcy sa vyznamne ne-
odliSovali od hodnét nameranych u kontrolnych sfdc.
Koncovy lavokomorovy tlak (LVDP), ktory je rozdielom
lavokomorového systolického a diastolického tlaku,
signifikantne klesol 0 23,36 % (p<0,001) u hHcy sku-
piny oproti kontrolnej skupine sfdc. Podobne sme za-
znamenali pokles hodnét indexov rychlosti kontrakcie
(+LV dP/dt) a relaxacie (-LV dP/dt) srdca o0 30,94 %,
respektive 17,42 %.

VySetreniatHcy v plazme zvierat ukazali, ze v kontro-
le so 14dnovou Hey premedikaciou je hladina Hey zvy-
Sena oproti fyziologickym hodnotam Hcy v plazme po-
tkanov kmena Wistar [15]. Nami stanovana hladina Hey
v skupine s indukovanou hHcy bola 16,64 + 1,38 pmol/,
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Table 1: Effect of hHcy on cardiac contractile function

CF Perf. pressure HR +LV dp/dT -LV dp/dT LVDP
(ml/min) (mmHg) (bpm) (mmHg/s) (mmHg/s) (mmHg)
1718.00 + 941.35 +
Control 16.80+£1.87 | 73.05+2.15 | 204.05 +44.59 089 23 51472 90.73 + 8.16
N N 777.35 + 69.53 +
hHcy 1555 £0.97 | 79.16 £2.48* | 2568.22 + 58.21 | 1186.29 + 59.98 90.48* 1 440

HR, heart rate; bmp, beats per minute, CF, coronary flow; LVDP, left ventricular end diastolic pressure; +LV dP/dt, maximum rate of pressure
development; -LV dP, maximum rate of relaxation. Values are expressed as means + SEM of 4 hearts. * p<0.05 and *** p<0.001; significantly

different as compared to controls.

pricom Martins a kol. [15] uvadzaju fyziologicku hodno-
tu hladiny Hey v plazme 6 mesacnych samcov potka-
nov kmena Wistar 6,42 + 1,65 pmol/l.

V naSich experimentoch sme dalej sledovali zmeny
v MAPK dréahe kardiomyocytov v asociacii s indukova-
nou hHcy u potkanov. Zaznamenali sme signifikantné
zmeny medzi kontrolnou a Hcy skupinou a to narast
hladiny p-ERK proteinu az 0 143 % (p<0,05; Obrazok 1)
v Hey skupine. Rovnako sme sledovali Statisticky vy-
znamny narast tak v cytoplazmatickej ako aj v jadro-
vej lokalizacii p-ERK proteinu v srdcovych bunkach
Hcy skupiny v porovnani s kontrolou (obr 1). Zistili sme
narast poCtu p-ERK+ buniek s cytoplazmatickou lo-
kalizaciou 0 266 % (p<0,001; obr. 2) a s jadrovou lo-
kalizaciou 0 600 % (p<0,001; obr. 2) v Hcy skupine
v porovnani s kontrolou. Nase vysledky naznaduju, ze
dochéadza k aktivacii MAPK/ERK drahy v kardiomyocy-
toch [16-17].
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Diskusia

U pacientov s hHcy, ktori prekonali infarkt myo-
kardu [1] je zvySeny vyskyt kardiovaskularnych ocho-
reni. V sUcasnosti v8ak mechanizmus poSkodenia
srdcového svalu pri hHey nie je dostato¢ne objasne-
ny [3]. Nas zaujimalo, &i dokdzeme u laboratérnych
zvierat 14-dnovym podavanim Hcy vyvolat hHcy a &i
ta nasledne dokaze kardiomyocyty v urditom smere
ovplyvnit. Chemicky vyvolana hHcy u zvierat zodpo-
vedala koncentracii Hey hladine, ktora bola namerana
pacientom s hyperhomocysteinuriou [18] a dosahovala
hodnoty miernej hHcy [15, 19]. Experimentalne Studie
dokazali pri mladych jedincoch potkana, Ze indukova-
nou 21dnovou hHcy dochadza k signifikantnym zme-
nam v hepatocytoch redukciou antioxidacnej ochrany
na jednom konci a fiboréozou peéene na konci druhom
[10]. Dalsi autori [18] uvadzaju, ze pri hHey potkanov

Fig. 1. A. Protein levels of p-ERK1/2 in the heart homogenates in control (K) and hyperhomocysteinemic group (Hcy). *P<0.05
represents statistically significant difference as compared to the controls. B. Western blot of 3-Actin. C. Western blot of p-ERK

(left).

Fluorescent immunohistochemistry of p-ERK (green) in the heart of rat in control group (A) and in group with induced hHcy (B).
The arrows (—) indicate cytoplasmic positivity and empty arrows (>) present nuclear positivity in the rat myocardium. Nuclei
are co-stained with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). Bar = 50 pm (right).
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Fig. 2. Comparison of numbers of p-ERK positive cells with cytoplasmic (c; left) and nuclear (n; right) co-localisation in control (K)
and hyperhomocysteinemic group (Hey). ***P<0,001 means statistically significant difference as compared to the controls.
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dochadza k zvySeniu aktivity matrixovych metaloprote-
inaz, ktoré zaroven podporovali remodelaciu svaloviny
lavej komory srdca [2]. Moshal a kol. [20] dokazali pria-
my vazodilatacny efekt Hcy na koronarne cievy. Nase
vysledky taktiez poukazuju na to, ze indukovana hHcy
u dospelych potkanov vedie k naruSeniu normalnej
funkcie srdca ako mozno vidiet z niektorych vybranych
parametrov v Tabulke 1. Z naSich vysledkov vyplyva,
ze indukovana hHcy vyrazne ovplyvnuje funkciu srdca
na urovni lavokomorového tlaku, a to najma vo faze
kontrakcie myokardu.

Z literatury je zname, Ze zmeny v intracelularnych
signalizanych drahach zohravaju dolezitu ulohu
v mechanizmmoch posSkodenia/protekcie po inzulte
[14], preto sme dalej v nasej praci Studovali jednu
z MAPK drah v srdcovom svale potkanov. V naSich
experimentoch sme sledovali zvySenu hladinu p-ERK
proteinov v skupine s umelo indukovanou hHcy, ¢im
sme potvrdili aktivaciu MAPK/ERK dréahy. Nasledne
je aktivovany p-ERK translokovany do jadra (obr. 1),
kde aktivuje transkrip&né faktory, ktoré zabrania na-
stupu bunkovej smrti [16-17]. Z naSich vysledkov vy-
plyva, ze umelo indukovana hHcy aktivuje adaptaény
mechanizmus kardiomyocytov, kedy paradoxne do-
chadza k prezivaniu buniek. Na druhej strane, $tu-
die Balakumara a kol. [21-22] a Singha a kol. [23],
ktoré sledovali vplyv ischemickej tolerancie na umelo
indukovanu hHcy potkanov, su v sulade s nami zis-
kanymi vysledkami. Po indukovani hHcy u potka-
nov a naslednym vyvolanim ischemickej tolerancie
zaznamenali tito autori paradoxne horSie vysledky
u zvierat ako po samotnom ischemickom inzulte.
Poddar a Paul [5], zistili na bunkovych liniach nervo-
vého tkaniva za podmienok in vitro, ze po chemic-
kej indukcii hHey dochadza k aktivacii MAPK/ERK
drahy. Detegovali vy$Siu hladinu p-ERK2 proteinov,
u ktorych bol dokazany priamy pro-apoptoticky udi-
nok, ¢o je v zhode s naSimi vysledkami. Tito autori
dalej uvadzaju, ze v zavislosti od typu a dizky poso-
benia inzultu je aktivita MAPK/ERK drahy spociatku
vysoka, ale postupne klesa aje nahradend aktivo-
vanim inych MAPK drah, ktoré suvisia s navodenim
bunkovej smrti, alebo nastupom zapalovej reakcie
[5]. Predpokladame, Ze podobna situacia nastava aj
v srdcovom tkanive. V neposlednom rade musime
uvazovat aj o0 moznom protektivnom vplyve kyseliny
listovej, ktora je zlozkou potravy laboratérnych zvie-
rat. Vzhladom k tomu, Ze bol zvieratdm podavany
Hcy v rovnakom mnozstve, predpokladame, ze hladi-
na vitaminov v potrave nebude zavisiet od endogén-
nych rozdielov v hladinach kyseliny listovej a nemala
by teda ovplyviiovat indukovanu hHcy u zvierat. Na
druhej strane, zatial sa nepodarilo dokazat pozitivhu
korelaciu medzi hHcy a dlhodobim uzivanim kyseli-
ny listovej ako prevencie vzniku, &i rekurencie napr.
zilovej trombdzy a embolickych prejavov, ateroskle-
rozy, a pod. [2, 7, 24-25]. Z pohladu patogenézy je
nutné v buducnosti detailne objasnit ulohu hHcy pri
kardiovaskularnych ochoreniach, mozné terapeutic-
ké vyuzitie a tiez vplyv znizovania hladiny Hcy pri pa-
cientoch s vaskularnym ochorenim.

Zaver

NaSe vysledky dokazuiju, ze hHcy vplyva na zmeny p-
ERK proteinov v srdci laboratémych zvierat. Preto prave
experimentaine Studie na potkanoch mézu mat velky vy-
znam a prinos aj pre humannu medicinu. Dalej nage vy-
sledky poukazuiju na Siroky zaber pdsobenia adaptacného
mechanizmu MAPK signainej transdukénej drahy v tkani-
ve myokardu a rozsiruju poznatky o mechanizmoch regu-
lacie post-translacnych zmien v intracelularych drahach
MAPK/ERK v odpovedi na hHey. Indukovanou hHcy sme
u potkanov paradoxne miesto aterosklerdzy vyvolali urcitu
formu, pravdepodobne docasnej, adaptacie srdcového
tkaniva. V dalSich experimentoch sa zameriame na pos-
kodenie, ktoré vznikne v kombinacii ischemického inzultu
a hHcy. Uvedené vysledky v koneénom désledku mdzu
ovplyvnit terapeuticky pristup k pacientom s kardiovasku-
larnymi ochoreniami.
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