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Abstract. ���������� ��M�-������� ����� ������ �� ������-���������� ��M�-������� ����� ������ �� ������-��M�-������� ����� ������ �� ������--������� ����� ������ �� ������-
���� w��� �l��������� �� �xp������� l�v�l� �f v������ ��zy��� 
��� p�������. T�� ��� �f ��� p������ ����y w�� �� ��v�������� 
�M-������� �l��������� �� ������� α-���l��� ��� ��v��l�� 
�f��� �M ��������������. M�l� W����� ���� w��� ������ly 
��v���� ���� �w� ����p�: � ������l ����p ��� � �M ����p. T�� 
�M ����p �����p��������lly �����v�� �M �� � ����l� ���� �f 
7 ��/k� f�� 8 ��y�, w��l� ��� ������l� w��� ��v�� ��� ���� 
������ �f ��l��� v�� ��� ���� �����. O� D�y 9, ��� ���� w��� 
���������z�� ��� � ����������y w�� p��f����� �� �ll �����l�. 
I�����������������l ���ly��� w�� p��f����� �� �v�l���� 
p������ �xp������� �f α-���l��� ��� ��v��l��. S������� w��� 
���lyz�� by ������l ����� ���ly���. O�� ����l�� ��v��l�� ���� 
������� p������ �xp������� �f α-���l��� ��� ��v��l�� w�� 
�l����� �f��� �M-������� ��x����y �� ��� ���. T�� �xp������� 
�f α-enolase and caveolin was significantly increased after 
�M-������� ��x����y, �� ���������� by ���������� �p����l 
������y ���ly���, w��� ���p���� w��� ��� ������l �P<0.05�. 
T�� ������� f������� �������� ���� ���� ������� �� p������ 
expression may be reflected in abnormal cardiac function, and 
the proteins identified in this study may be useful for eluci-
������ ��� ���������� �����ly��� �M-������� ��x����y ��� 
��y �l�� p��v��� v������ �l��� f�� f������ ��v�����������.

Introduction

���������� ��M� �� ���������� �� b� �� ��p������ ����-
b����� ������� l�f�-�����������, ��v��� ����-������v� b�������l 
��f������� �1�, y�� �� �l�� �x��b��� ��v��� ���� �ff���� ���� �� 
��p�����x����y �2� ��� ����� ��� ��j��y �3,4�. N�p�����x����y �� 

��� ���� ���� �ff��� �f �M �5�. T���, ��� �l�����l ��� �� p�����lly 
l������ ��� �� ��� ��p�����x�� �ff��� �6�.

T����� �yp������� ���������� ��� ���������� ��v�lv�� 
�� �M-������� ��p�����x����y ��� �� f�ll�w�. Ev������ 
��������� ���� f��� ������l� ��� ��p������ ��������� �f �M 
��p�����x����y �7,8�. I� ��� b��� ���w� ���� �M-������� 
����l �y�f������� w�� �����b���bl� �� �������� �x�����v� 
������ �9�, �� ��v��l�� by ��������� ��p���x��� ��������� 
��� ����l��� ����v�����, �l��������� ��pl����� ��� ��������� 
l�p�� p���x������� �8�. I� ��������, �� ��� b��� ��������� ���� 
��� �-J�� N-�������l k����� �JNK� �����l��� p���w�y ��y 
b� ��v�lv�� �� ��� ��������y �p�p����� �f �p���l ����l��� 
��ll� �S�C�� ������� by ���������l��� �M ��j������ �9�, ��� 
��� f�������� �f ������ly������-���� ���pl�x�� ��v� b��� 
p��p���� �� b� ��� ��j�� ���������� �� ��� ��v�l�p���� �f 
�M-������� ����� ����l f��l��� �ARF� �10�. M����v��, �� ��� 
b��� ������������ ���� �M-������� ��p�����x����y l���� �� 
increased urinary losses of carnitine, and carnitine deficiency 
����l� b� v��w�� �� � ��������� ������ ��� ��v�l�p���� �f 
�M-������� ARF �11�. �M-������� ��p�����x����y ��� �l�� 
b��� ���������� w��� ���k�� �p����l����� �f K��-1, TIMP1 
�12� ��� �������-����v���� p������ k����� �MAPK� �2�, b�� 
��w�����l����� �f MMP-9 �13�.

Ex������ ��� �� �x�����v� ������� �f �M ��v� b��� f���� 
�� ����l� �� ����v����bl� ������ �� ��� ����� ��� ���� �� ����� 
��� ���� ��ll l��� ��� ������������l ������� l���. Ap�p����� ��ll 
����� �� ���������� �� pl�y � k�y ��l� �� ���� ��j��y �3,4�.

I� ��� b��� ���w� ���� ��� �M-������� ��x����y �� ��v�lv�� 
�� ������� �� ��p���x��� ��������� ��� ����l��� ����v�����, 
�l��������� ��� l�p�� p���x������� �8� ��� ���p������y ���p�-
����� ��y�������� �, NADH� �14�. H�w�v��, l���l� �� k��w� 
���������� ��� ������� �� α-���l��� ��� ��v��l�� �xp������� 
�� ��� ����� ��v��� ��������� �M-������� ��x����y.

T�� p������ ����y ���� �������������������y �� �v�l���� 
��� �xp������� �f α-���l��� ��� ��v��l�� �� ��� �����, ��� 
��������� w������ ��� p������ �xp������� �� �l����� �p�� 
�M-������� ��x����y.

Materials and methods

S�x���� ���l��y ���l� ��l� W����� ����, w������� 210-250 �, 
w��� ���� �� ���� ����y. All �����l� w��� ������ ����v����lly 
�� �����l���-����l w���-b������� ����� �� �� ���-����������� 
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room at 22˚C with 50% relative humidity and a 12-h light/dark 
�y�l�. R��� w��� f�� w��� � �������� p�ll�� ���w ��� w���� 
���������� ��� �xp��������l p�����. All p��������� ������b�� 
�� ���� ����y w��� �pp��v�� by ��� E����� C�������� �f S�� 
Y��-S�� U��v�����y.

Animals and study design. A����l� w��� ��v���� ������ly 
���� 2 ����p�, ���� w��� 8 ����. �M ����p �����l� w��� 
������� by �� �����p��������l ��j������ �f �M �� � ���� �f 
100 ��/k�/��y f�� 8 ��y�, ��� ��� ������l ����p �����l� w��� 
������� w��� �����l ��l��� f�� 8 ��y� �� �q��l v�l���� �� f�� 
��� �xp��������l ����p� �7,15�.

Af��� 8 ��y� �f ��������� w��� �M �100 ��/k�/��y�, ������l 
��� �xp��������l �����l� w��� ���������z�� w��� xyl�z��� 
(10 mg/kg) and ketamine HCl (50 mg/kg) and sacrificed. A 
����������y w�� ���� p��f�����. T�� ����� w�� ���v�����, 
fixed in phosphate-buffered 10% formalin, embedded in 
paraffin wax, and sectioned (4 µm) for light microscopy and 
������������������l �x���������.

Histopathologic examinations. H���� �p������� f��� ���� 
����p w��� ����v�� f�� �����p����l�����l �v�l������. T�� 
heart tissues were fixed in 10% formalin, embedded in parafin, 
sectioned at 4 µm, and then stained with hematoxylin and 
�����. T�� �l���� w��� ����� ��� ����-q���������v� ���ly��� 
�f ��� �������� w�� p��f����� w������ k��wl���� �f ��� �����-
���� p������l. P����l���� ������� w��� �v�l����� �� ����� 
������� �16,17�.

Tissue sections and immunohistochemical staining. All 
rat hearts were immersed in 4% formaldehyde buffered 
w��� p���p����-b�ff���� ��l��� �PBS, pH 7.2�, b�f��� b���� 
embedded in paraffin and sectioned coronally with a micro-
tome into 4-µm sections. After deparaffinization, all sections 
were immersed in 0.3% H2O2-PBS f�� 10 ��� ��� ����b���� 
with PBS containing 1% normal goat serum to reduce 
non-specific reactions. After incubation with either rabbit anti-
α-���l���, �� ����-��v��l�� �S���� C��z B��������l��y, USA� 
overnight at 4˚C, tissue sections were washed three times in 
p���p����-b�ff���� ��l��� �PBS� ��� ����b���� w��� b�����-
���j������ ��������y ����b��y f�� 1 � �� ���� ���p������� 
��������� �� ��� ����f�������'� ������������. T�� �p������� 
w��� ���� ����b���� w��� p���x�����-���j������ �v����-b����� 
f�� 30 ��� �� ���� ���p�������. Af��� w������, ��� �������� 
w��� ����b���� w��� �������b��z����� �DAB� �� ���������, 
��� �������������� w��� ������xyl�� �18-20�. PBS w�� ��b���-
����� f�� ��� p�����y ����b��y �� ��� ������v� ������l.

I��������� �p����l ������y �IOD�, � p�������� ��p��������� 
�xp������� l�v�l� �f α-���l��� ��� ��v��l�� �� ������� ������, 
w�� ���������� ����� � ����-���� ��������p� �M���M��p�/
DP10/Bx41, UIC/Oly�p��, US/JP� �������� w��� �� �����-
analysis program (MetaMorph offline, version 4.65). Under 
a magnification of x400, five images were captured in each 
������������� ������� ��� ��� �v����� w�� ��l��l���� �19,20�.

Statistical analyses. S���������l ���ly��� w��� p��f����� by 
����� SPSS 11.0 ��f�w���. T�� ����l�� w��� p�������� �� ��� 
���� ± SEM. T�� ������� �f v�������� w��� ���lyz�� by ��� 
��p����� S������'� �-����. A P-v�l�� �f <0.05 w�� ���������� �� 
denote statistical significance.

Results

Histological examination. R������ �����l�����l �x��������� 
��v��l�� l���l� ���p��l���� ������ �� ��� ��� ������ f��� ���� 
����p ����� ��� ���w��.

Immunohistochemical staining. I�����������������l �������� 
was performed on formalin-fixed, paraffin-embedded sections 
f��� �ll p���� �f ��� ����� ���l����� ��� ���������� �y����.

Expression of α-enolase protein. P�����v� �������� f�� ��� 
α-���l��� ����b��y w�� �������� ����ly �� ��� �x��� ��ll�l�� 
�����x, �� w�� ����f����� �� f��� b��w� �y��pl����� 
�����l����y �� ���f��� ���b���� �xp�������. Tw� �b���v��� 
�x������ ��� �������� ����p������ly.

P�����v� �xp������� �f α-���l��� �� ��� ������l �F��. 1A� 
��� �M-��j���� �F��. 1B� ��� ������ w�� �����. T���l IOD 
�xp������� �f α-���l��� �� ��� ��� ������ f��� ���� ����p �� 
���w� �� T�bl� I. T���l IOD �xp������� �f α-���l��� �� ������ 
from rats after GM-induced toxicity was significantly higher 
���� ���� �� ��� ������l �T�bl� I� �P<0.05�.

Expression of caveolin protein. T�� ��v��l�� �������� w�� 
�������� ����ly �� ��� �x�����ll�l�� �����x, �� w�� ����f����� 
as fine brown cytoplasmic granularity or surface membrane 
�xp�������.

T�� ������b����� �f ��v��l�� �� ��� ��� ������ �f ��� ������l 
�F��. 2A� ��� �M �F��. 2B� ����p� �� ���w�. T���l ��v��l�� 
IOD �� ��� ����� �f �����l� ��bj����� �� �M-������� ��x����y 
was significantly higher than that of the control hearts (Table I) 
�P<0.05�.

Discussion

Al������ �����py w��� �M �� w���ly ���� f�� ��� ��������� �f 
��v��� ����-������v� b�������l ��f�������, ��� ��������bl� ���� 
�ff���� ���������� w��� �� ���k��ly �������� ��� q��l��y �f l�f� 
�f p�������.

α-���l���, �l�� ��ll�� ���-�������l ���l���, b�l���� �� 
� f���ly �f �y��pl����� ��� �ly��ly��� ��zy��� �21�. I� �� � 
�ly��ly��� ��zy�� ���� �l�� ���� �� � ���f��� pl��������� 
����p��� �22�. α-���l��� pl�y� � f��������l ��l� �� ��v���l p�y��-
�l�����l p�������� ��p������ �� ��� ��ll�l�� l���l�z����� �23�. 
I� �� � ����b�l�� ��zy�� ��v�lv�� �� ��� �y������� �f py��v��� 
�24�, ��� �� ��� b��� ��������� ���� ��������� α-���l��� ��y 
������b��� �� ����l������� �f �ly��ly��� �� ��� p������ ����� �25�.

α-���l��� pl�y� �� ��p������ ��l� �� p����p�y���l�����l 
p�������� �26�. I� ��� b��� ��p����� ���� α-���l��� �� �� ��p��-
tant target for oxidative and nitrative modifications in diabetic 
������� p������� �27�, ��� �y������ ��������� �f α-���l��� ��y 
������b��� �� ��p����� �ly��ly��� ����v��y �� ���b���� ������-
�y�p���y �27�. I� w�� f���� ���� α-���l��� w�� ���������lly 
�p����l���� �� �yp�����p��� ������ �28�. α-���l��� �� k��w� �� 
b� b���� �� ������p��l� ��� ��������� �� ��� ������ ���p����, 
��� ���� ��y pl�y � ��l� �� ��fl�������� ���������� w��� 
����� l�b��� �29�. I� �� �l�� �������z�� �� � v���l���� f����� 
�f v������ p��������� b������� f���l������� pl��������� ����v�-
���� ��� ���� ��ll ��v����� �30�.

Ap��� f��� ��� ��zy����� f������� �� ��� �ly��ly��� 
p���w�y, α-���l��� ��� b��� ��pl������ �� �������� ��������, 
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���l����� ���������� ������, ���������� ���������, �������� 
��� b�������l ��f������ �31�. α-���l��� �� � k�y �ly��ly��� 
��zy�� ���� ��� b��� ���� �� � ���������� ���k�� �� ������fy 

����� l��� ������� �32�. I�������� α-���l��� �� ��� ����� 
����� �� ��� ����l�� �������� ���� ��� ������� w��� �x�����v�ly 
������� w��� ���������� �M-������� ��x����y. T�� p������ 
����y ��������� ���� �M-������� ��x����y ������ ��������� 
α-���l��� �xp������� ���� �� ��l���� �� ��p����� ����� f�������.

C�v��l��, � ���b�� �f ��� ���b����-��������� p������ 
f���ly, ������l���� v������ ���w�� ����p���� �� ��v��l�� ��� 
f������� �� � v�����y �f b��l�����l p�������� �33�. I� ��� b��� 
��p����� ���� ��v��l�� ��� ������ll�� �b������ �� ��� pl���� 
���b���� �f ���y �p����l�z�� ��ll� ���l����� �������l��l 
��ll�, �p����l��l ��ll� ��� ���p��y��� �34�. P��v���� �������� 
has demonstrated that caveolae are small, flask-like invagina-
����� �f ��� pl���� ���b����, ��� ��v��l�� ��� ���������l 
p������� f���� �� ��v��l�� ���� ��v� ���ff�l���� p��p������ 
�� �ll�w ��� ������z����� �f �����l��� �35�. C�v��l�� ��� 
��v��l�� ��v� b��� ��pl������ �� b���� ��v�lv�� �� ��� �����l 
������������ �f ���y ����p����, ���l����� ��� E�F, PD�F, 
LPA ��� β3-���������� ����p���� �36�. I� ��� b��� ��������� 
���� ��� ATP-�������v� K+ ������l� �� ��� ����� ��� l���l�z�� �� 
��v��l�� �37�. C�v��l��� ������� �f ����� ��ff����� ���b���� 

F����� 1. Eff��� �f ����������-������� ��x����y �� α-���l��� �xp������� �� ��� �����. P������������p�� ���pl�y � ��p���������v� ������b����� �f α-���l���-
positive expression in hearts from the (A) control and (B) gentamicin-induced group. All photomicrographs were captured at a magnification of x400. Positive 
�������������� �pp���� �� b��w� �������� �����w��.

F����� 2. Eff��� �f ����������-������� ��x����y �� ��v��l�� �xp������� �� ��� ������. P������������p�� ��v��l � ��p���������v� ������b����� �f p�����v� ��v��l�� 
expression in hearts from the (A) control and (B) gentamicin-induced toxicity group. All photomicrographs were captured at a magnification of x400. Positive 
�������������� �pp���� �� b��w� �������� �����w��.

T�bl� I. T�� ���������� �p����l ������y �IOD� �f α-���l��� ��� 
��v��l�� �� ����� �f ����.

����p� α-���l��� C�v��l��

C�����l ����p 0.0071±0.00035 0.0077±0.00064
���������� ����p 0.0149±0.00027 0.0189±0.00078

The integrated optical density (IOD) per field is proportional to the 
����l ������ �f ��������. T���l α-���l��� IOD �xp������� �� ��� ������ 
having undergone gentamicin-induced toxicity was significantly 
������ ���p���� w��� ������l ������ �P<0.05�. T���l ��v��l�� IOD 
�xp������� �� ��� ������ ��bj����� �� ����������-������� ��x����y w�� 
significantly higher compared with the control (P<0.05).
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���ff�l���� p������� ���� pl�y � ��l� �� � v�����y �f p�������� 
�� ��ff����� ������� �38�. I� ��� b��� ��p����� ���� �p����l����� 
�f ��v��l�� ���������� ��ll�l�� p��l�f������� ��� ���w�� �33�. I� 
��� �l�� b��� ���w� ���� ��� ��v��l��� ��� ��� ��j�� ���������l 
p������� �f ��v��l�� ��� pl�y � ��l� �� ����� ���v��ll���� 
�39�. T�� ��������� l�v�l� �f ��v��l�� �� ��� ����� ����� �� ��� 
����l�� �������� ���� ��� ������� w��� �����ly ������� w��� 
���������� �M-������� ��x����y. T�� p������ ����y ��v��l�� 
���� �M-������� ��x����y ������ ��������� ��v��l�� �xp���-
���� ��l���� �� ��p����� ����� f�������.

O�� ����l�� ������������ ���� ������� p������ �xp������� 
�f α-���l��� ��� ��v��l�� �� �l����� �f��� �M-������� ��x����y 
�� ��� ���. Af��� ���������� �M-������� ��x����y, ��� p������ 
�xp������� �f α-enolase and caveolin was significantly elevated. 
T�� p������ ����y ��������� ���� �M-������� ��x����y ������ 
��ff����� �l��������� �� ����� p������� ���� ��y b� ��l���� �� 
�������-f������� �������������.

In conclusion, the current findings indicate that such altera-
����� �� ��� p������ �xp������� �f α-���l��� ��� ��v��l�� w��l� 
b� ��fl����� �� �b�����l ������� f�������. T���� p������� 
��y b� ���f�l �� �l��������� ��� ���������� �����ly��� 
�M-������� ��x����y ��� ��y �l�� p��v��� ������� �l��� f�� 
f������ ��������.
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