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1. Roviditések listaja

4-HNE 4-hidroxinonenal

ACE angiotenzin konvertalé enzim

AlF apoptozis-indukalo faktor

Akt-1 protein kinaz B

ATP adenozin trifoszfat

Bax Bcl-2 asszocialt X fehérje

Bcl-2 B-sejtes lymphoma 2 fehérje

BNP B-tipust natriuretikus peptid

CAMKII Ca?*/kalmodulin-dependens protein kinaz I
DOX doxorubicin

DRP-1 dynamin-related protein-1

EF ejekciods frakciod

EKG elektrokardiografia

eNOS endotelialis

ERK extracellularis szignal regulélta kinaz

ET-1 endotelin-1

GPX glutation peroxidaz

GSK-3p glikogén szintaz kinaz-33

GTP guanozin trifoszfat

H20:2 hidrogén peroxid

HHD hipertenziv szivbetegség

HFpEF diasztolés szivelégtelenség (heart failure with preserved EF)
HFrEF szisztolés szivelégtelenség (heart failure with reduced EF)
HSP hésokk fehérjék

HtrA2 magas hdmérsékletigényli protein A 2

IR iszkémia-reperfuzio

ISO izoproterenol

JNK c-Jun N-terminal kinéaz

L-2286 quinazolin szarmazék PARP enzim gatld6 molekula
LDH laktat dehidrogenaz

LVEDV balkamrai végdiasztolés volumen

LVESV balkamrai végszisztolés volumen

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

Mfn mitofuzin

MKP-1 MAP kinaz foszfataz-1

MMP matrix metalloproteinaz

MRA mineralokortikoid receptor antagonista gyogyszer
mtDNS mitokondrialis DNS

mTOR mammalian target of rapamycin

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
NAD+ nikotinamid-adenin dinukleotid
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NADPH
NF-xB
NO
NOXs
O,-

OMM
OPA1l
p38-MAPK
Pi

PAR
PARG
PARP
PCr

PI3K
PKC
ROS

SBP

SHR

Sirt
SMAC/DIABLO
SOD
TBARS
TEMPOL
TNF-a
TUNEL

WKY
XO

nikotinamid-adenin dinukleotid foszfat
nuklearis faktor-kappa B

nitrogén monoxid

nikotinamid-adenin dinukleotid foszfat oxidazok
szuperoxid anion

mitokondrialis kiilsd membran

optikus atrofia fehérje-1

p38 mitogén aktivalta protein kinaz
anorganikus foszfat

poli(ADP-rib6z) polimer

poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz enzim
poli(ADP-rib6z) polimeraz enzim

kreatin foszfat

foszfatidilinozitol-3 kinaz

protein kinaz C

reaktiv oxigén szabad gyokok

szisztolés vérnyomas

spontan hipertenziv patkany

sirtuin (hiszton deacetilaz)

kaszpazok masodik mitokondrialis aktivatora
szuperoxid dizmutaz

tiobarbitursav reaktiv anyagok
4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil
tumor nekrozis faktor o

terminalis dezoxinukleotid-transzferaz medialta dUTP lancvég

jelolés
Wistar-Kyoto patkany
xanthin oxidaz
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Szivelégtelenség

A szivelégtelenség a sziv olyan funkcionalis vagy strukturalis karosodasa, melynek
kovetkeztében a sziv képtelen a szoveti igényeknek megfeleld mennyiségli oxigén
szallitasara, illetve csak emelkedett toltonyomas aran képes a szervezet igényeit
kielégiteni. A szivelégtelenség prevalencidja vilagszerte emelkedd tendenciat mutat.
Emelkedik a szivelégtelenség miatti hospitalizaciok szama, a szivelégtelenséggel
Osszefiiggd haldlozas, illetve jelentdésen ndnek a gyodgyitasnak a koltségei. A fejlett
orszagokban a felnétt lakossag mintegy 2%-a szenved szivelégtelenségben, de a 70 év
felettiekben a prevalencia elérheti a 10%-ot is.

A szivelégtelenség hatterében az egyén szintjén a legjelentdsebb predisponald tényezd az
iszkémias szivbetegség, kiilonosen egy korabbi szivinfarktus esetén. Populacios szinten
azonban a nem megfeleléen kezelt magas vérnyomas a legfontosabb etiologiai faktor.
Emellett billentyiibetegségek, kardiomiopatiak kovetkeztében is gyakran alakul Ki
szivelégtelenség. Egyes toxikus agensek (alkohol, illetve néhany citosztatikus gyogyszer)
szintén képesek direkt miokardialis hatasuknak koszonhetéen szivelégtelenséget
eléidézni. Az onkoterdpias kezelések egyre szélesebb korben vald alkalmazéisanak
kovetkeztében a toxikus eredet szerepe is jelentdsebbé valt az utdbbi idében.

A szivelégtelenségnek klinikailag is széles a spektruma, kezdve az aszimptomatikus
balkamra hipertrofiatol egészen a manifeszt betegségig, a jobb szivfél elégtelenségtol a
bal szivfél elégtelenségéig.

A szisztolés szivelégtelenség kezelésében a béta-blokkolok és a neurohumoralis aktivacio
gatlas (ACE-gatlo, ill. MRA) bevezetése és elterjedése az elmult két évtizedben
jelentdsen javitotta a betegek életkilatasat. Ennek ellenére a betegség prognodzisa még
mindig rossz, a szivelégtelenség halalozasa magasabb, mint a leggyakoribb daganatos
megbetegedéseke. A diasztolés szivelégtelenség kezelésében pedig még egyaltalan nem
rendelkeziink a betegség lefolydsat egyértelmiien kedvezden befolyasold gyodgyszeres
kezeléssel.

2.2. A koszoruérbetegség, mint a szivelégtelenség rizikofaktora

A WHO adatai szerint az utobbi évtizedekben a fejlett orszdgokban a kardiovaszkularis
betegségek alltak a mortalitasi statisztikdk élén. 2001-ben a vilagon tobb mint 16 milli6
ember halt meg kardiovaszkularis betegségben, mely az §sszhalalozas 29 %-at jelentette.
Szamitasok szerint 2020-ra ez az arany 37 %-ra fog emelkedni, mely elsdsorban a fejlédo
orszagokban bekovetkezd rohamosan ndvekvd morbiditdsnak ¢és mortalitdsnak
koszonhetd. Ugyanakkor ezen mutatok a gazdaséagilag fejlett orszagokban mar javulo
tendenciat mutatnak.
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A kardiovaszkularis betegségeken beliil az iszkémids szivbetegség (ISZB) kiilonb6z6
megjelenési formai a leggyakoribb haldlokok. A iszkémids szivbetegség/korondria
betegség azon tulmenden, hogy egy 6nallo entitas, az egyén szintjén a szivelégtelenség
legfontosabb rizikotényezoje is. Posztinfarktusos betegekben ugyanis a szivelégtelenség
el6fordulasanak esélye mintegy 6X magasabb, mint a tobbi beteg esetén. Az akut
koronaria szindromak egyre javuld gyogyszeres €s invaziv (PCI és CABG) ellatasi
lehetdségei kovetkeztében pedig jelentdsen csokkent a korkép akut mortalitasa €s igy
egyre tobben érik meg a késdi kovetkezmények, igy a szivelégtelenség kialakulasat.
Ezért alapvetden fontos a szekunder prevencid, azaz egy Ujabb koronaria torténés
kivédése. A szekunder prevencionak az utdbbi két évtizedben széles korben elterjedt
gyogyszerei kozé tartozik a tct aggregacid gatlas, a sztatin és az ACE-gatld kezelés. A
prevenci6 leghatékonyabb modja azonban mégis a primer prevencid, amely az elsd
vaszkuldris esemény megakadalyozasat célozza meg. Ennek farmakologiai alapjai
alapvetéen megegyeznek a szekunder prevencioéval, azonban az életmédi faktoroknak itt
talan még fontosabb szerepiik van, mint a posztinfarktusos betegekben. A farmakologias
¢s non-farmakologids preventiv erdfeszitéseknek koszonhetden a korondriabetegség
morbiditadsa és mortalitdsa az eurdpai orszagok tulnyomod részében nagymértékben
csokkent az elmult 30 évben.

Szamos epidemioldgiai tanulmany szerint azonban egy europai orszag, Franciaorszag
még a tobbi orszagénal is lényegesen alacsonyabb kardiovaszkularis mortalitasi
adatokkal bir annak ellenére, hogy az ¢letmddi tényezok, a rizikofaktorok gyakorisdga,
illetve a bevitt koleszterin mennyisége nem kiilonbozik érdemben a tobbi orszagétol. Ezt
az ellentmondast a sajto ,,Francia paradoxon”-nak nevezte el és a jelenséget a mértékletes
vorosborfogyasztassal hoztak osszefliggésbe.

2.2.1. Arezveratrol hatasa a kardiovaszkularis rendszerre

A vorosbor kardioprotektiv hatasa a sz616 héjaban és magjaban talalhato fitoalexineknek,
ezen beliil is elsdsorban a rezveratrolnak (transz-3,4,5-trihidroxistilbén) tulajdonithato.
Szamos irodalmi adat igazolta a rezveratrol antioxidans és szérum lipidszint csokkentd
hatéasat. Javitja az endotél funkciot és kedvezd hatdsa van a vaszkularis tonusra. Korabbi
kisérletekben kimutattdk, hogy eldsegiti a nitrogén-monoxid (NO) és a prosztaciklin
(PGI) felszabadulast, melyek az endotél funkcidé megtartasaban jelentOs szerepet jatszo
faktorok. Human érmintakkal végzett in vitro kisérletekben a rezveratrol felerdsitette az
endotelialis nitrogén monoxid szintdz (eNOS) promoterének aktivitasat, valamint NO
fliggd relaxaciot eredményezett. Védd szerepe trombodzis ellen is igazolodott.
Befolyasolja szamos prosztaglandin szintézisét, valamint gatolja a thromboxan A2
(TXAZ2) hatasat, €s ezen keresztiil gatolja a trombocitak aggregaciojat is.
Allatkisérletekben igazoltdk, hogy rezveratrol kezelés hatdsira csokkent az
ateroszklerotikus plakkok mérete és denzitasa, csokkent az intima-média vastagsag,
valamint javult az endotélium-fiiggd vazodilatacio.
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2.3. A hipertonia, mint a szivelégtelenség egyik legfontosabb
pathogenetikai faktora

Magas vérnyomas betegségrol a jelenlegi eurdpai iranyelvek szerint akkor beszélhetiink,
ha a nyugalmi vérnyomas tartosan 140/90 Hgmm feletti. A hipertonia prevalenciaja
vilagszerte novekszik, a fejlett orszagokban a teljes populacié 30-40%-at érinti a
betegség, mely jelentés mortalitasi és morbiditasi rizikoval tarsul.

Epidemiologiai adatok szerint a tartésan magas vérnyomas kovetkeztében kialakuld
egyik legjelentdsebb célszervkarosodasnak a hipertenziv szivbetegség (HHD) tarthatd. A
HHD fokozza a szivelégtelenség, iszkémias szivbetegség és a kamrai ritmuszavarok
kialakulasat. A Framingham vizsgalat igazolta, hogy 20 Hgmme-es szisztolés
vérnyomasemelkedés tobb mint 50%-al ndveli a szivelégtelenség rizikdjat.

Az elébbi tények ismeretében nem meglepd, hogy populécios szinten a magas vérnyomas
betegség a szivelégtelenség legfontosabb etioldgiai faktora. A diasztolés szivelégtelenség
(HFpEF) esetében ez még hangsulyosabban igaz, rdaddsul az iranyelvek alapjan ezekben
a betegekben a legfontosabb terapias cél a magas vérnyomas célértékre valod csokkentése,
amely azonban a betegek jelentds részében nem lehetséges.

A tartésan fennall6 magas vérnyomas valtozasokat hoz l1étre a balkamra struktarajaban,
geometridjaban, illetve funkciojaban. Ezeket az elvaltozasokat Osszefoglaldé néven
remodellingnek nevezziik. A szivizomzat tekintetében a remodelling kdvetkeztében a
balkamra falanak megvastagodasat latjuk. A balkamra hipertrofia kezdetben egy adaptiv,
kompenzatorikus mechanizmus, melynek hatdsara a nyomads- és (egyéb etioldgiai
tényezok esetén) a volumentulterhelés altal eléidézett fokozott falfesziilés csokken €s a
sziv teljesitménye megtartott marad (Laplace torvénye). Azonban egy hatar felett ez az
adaptivnak indul6 folyamat patoldgiassa valik az elégtelen vérellatas miatt. Egyfeldl a
vaszkulatira nem koveti a miokardium vastagodasat, masfeldl a koronaria rezisztencia
erek szintén érintettek, az intramiokardidlis artéridk és arterioldk faldnak megvastagodéasa
mellett perivaszkularis fibrozis is jelen van, melyek mindegyike csokkenti a perfiizid
hatékonysagat. A patologias remodelling mar nem a szivizomsejtek hipertrofiajaval,
hanem sokkal inkabb az intersticialis fibrozissal és a szivizomsejt halallal jellemezhetd.
szivelégtelenséget okozhat. Rdadasul a balkamra funkcié romlésa tovabb rontja a tobbi
szerv veérellatasat is. Ezen pathofiziologiai hattér ismeretében nem meglepd, hogy a
balkamra hipertrofia kialakulasa a legfontosabb predisponald tényezdje a manifeszt
szivelégtelenség kialakuldsanak hipertonias betegekben.

A hipertenziv szivbetegség (HHD) spektruma klinikai megjelenés szempontjabol igen
széles, melybe az aszimptomatikus balkamra hipertrofia és a szivelégtelenség kiilonféle
fajtai is beletartoznak. A HHD kialakuldsanak klasszikus lefolyasa a balkamra un.
“kiégése”, mely soran a hipertonia koncentrikus balkamra hipertr6éfidhoz vezet, melyet
diasztolés (HFpEF), majd végiil szisztolés (HFrEF) balkamra elégtelenség kovet. A
hipertonids betegek egy masik csoportjaban a koszortérbetegség, a szivinfarktus a
balkamra hipertrofiatol fiiggetleniil, kozvetleniil is vezethet a HFrEF kialakulasahoz.
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2.4. A hipertonia kardio- és cerebrovaszkularis kovetkezményei

A hipertonia a szivelégtelenség mellett a kardio- €s cerebrovaszkularis betegségeknek is
az egyik legjelentOsebb rizikofaktora. Az érrendszer a hipertenzio kovetkeztében
folyamatosan a fiziologiasnal jelentGsen nagyobb mechanikai eréknek van kitéve,
melynek kovetkeztében sokféle struktiralis és funkcionalis valtozas alakul ki. Ezen
valtozasok osszefoglalo neve a vaszkularis remodelling. A remodelling legszembetiindbb
jele az érfal megvastagodasa, melyet a klinikumban a konnyli mérhetésége miatt az
intima-media vastagsaggal (IMT) jellemziink. Ez az érték a carotisok esetében a
normalisnak a 2-3X-ra is néhet hipertenziv betegekben. Az IMT megvastagodasa erds
prediktora a jovobeli kardiovaszkularis eseményeknek. Az érfal megvastagodasa és
kotdszovetes atépiilése kovetkeztében az érfal elaszticitdsa is jelentdésen csokken. A
merev nagyerek miatt a centralis szisztolés vérnyomas emelkedik, a diasztolés vérnyomas
pedig csokken, jelentésen nagyobb pulzusnyomast eredményezve, ami szintén jol jelzi
elore a jovobeli vaszkularis torténések (AMI, iszkémias stroke) eléfordulasat.

Az érrendszer strukturalis és funkcionalis valtozasainak a lokalis szdveti perfuzidzavar,
azaz az inadekvat oxigén ¢és tapanyag ellatottsig ¢€és az anyagcseretermékek
felszaporodasa a kovetkezménye. Ezaltal a kronikus magas vérnyomas kivaltotta érfali
elvaltozasok a célszervek (sziv, agy, vese) funkciondlis és strukturalis kdrosodasahoz is
vezethetnek.

A hipertenzio altal medialt agyi elvaltozasok hatterében is a cerebrovaszkularis eltérések
az elsddlegesek. Ehhez jarulnak a karosodott vér-agy gat funkcid, valamint a perfuzios
zavar kovetkeztében kialakult oxidativ sejtkarosodas és gyulladasos folyamatok, melyek
az idegsejtek szamanak csokkenéséhez vezetnek.

Az érfal vastagsaganak nagy részét kitevd media mellett az endotél is karosodhat a magas
vérnyomas kovetkeztében, endotél diszfunkcié alakulhat ki, mely egyben az
ateroszklerézis kezd6 1épése is. Az ateroszklerozis, kiillondsen az aterotrombotikus
események pedig akut vaszkularis katasztrofdhoz vezethetnek, melyek mortalitdsa még
ma is jelentds.

A hipertonia tehat egy magas prevalenciaju betegség (az USA-ban mintegy 70 millid
hipertonias él), mely jelent6s morbiditasi és mortalitasi tényez0 vilagszerte. Ugyanakkor
a klinikai gyakorlatban alkalmazott sokféle antihipertenziv gyogyszer ellenére a betegek
jelentds részénél nem sikeril elérni a célvérnyomasértéket. Ennek hatterében 1évo
legjelentdsebb tényezdk a gydgyszer mellékhatasok, intolerancia és a kdvetkezményes
csokkent gyogyszerszedési adherencia allnak. Egy hemodinamikai hatasokkal nem
rendelkezd, azonban a hipertenzio kardiovaszkularis szovédményeit kivédd
gyogyszernek ezért klinikailag igen nagy jelentésége lenne, hiszen azon betegekben,
akikben a célvérnyomasértékek nem érhetdk el antihipertenziv kezeléssel, az érrendszeri
riziko, illetve a szervkarosodasok esélye csokkenthetd lenne.
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2.5. Az oxidativ stressz jelentésége a kardiovaszkularis
rendszerben

Az oxidativ stressz a szabadgyokok keletkezése és az antioxidans rendszerek kozotti
egyensuly megbomlasa, melynek soran a sejtek redox allapota az oxidacié iranyaba
tolodik el. A szabadgyokok kiilsd elektronhéjukon paratlan elektront tartalmazé
molekuldk, melyek ennek kovetkeztében igen reaktivak. A paros elektronallapot elérése
érdekében a szabad gyokos molekulak a szervezetben a biomolekulaktol elektront vonnak
el, oxidaljak ¢ket, ezzel karositva a sejteket és a kiilonb6z6 sejtalkotoelemeket.

Oxigén szabadgyokok (ROS) fiziologias koriilmények kozott is termelédnek az aerob
metabolizmus soran a mitokondriumban. A ROS termel6dés egyéb forrasai a NADPH
oxidazok (NOXs), a nitrogén-monoxid szintaz (eNOS), a lipo- és ciklooxigenazok, a
xantin oxidaz, a citokrém P450 enzimrendszer és a monoamino-oxidazok (MAO).

Az endogén szabadgyokok mellett megkiilonboztetiink exogén szabadgyokoket is,
melyek kiilsé noxa/behatas kovetkeztében alakulnak ki. Ismert, hogy az elektroméagneses
sugdrzas  (ultraibolya sugdrzastol a gamma sugarzasig), a dohanyzas,
xenobiotikumok/toxinok (peszticidek, herbicidek), illetve egyes — elsGsorban
antineoplazias — gyogyszerek (bleomicin ¢és antraciklin szarmazékok) fokozott
szabadgyok képzodést indukalnak.

A szabadgyokos sejtkarosodassal szembeni védelmet egy komplex antioxidans védekezo
rendszer biztositja. Az antioxiddnsok sajat elektronjaikat adjak 4t a szabadgyok
molekulaknak, igy jelentdsen mérséklik az eredeti szubsztrat (pl. fehérjék) oxidacigjat.
Mivel a szabad gyokos karosodasok az Osszes szervet érinthetik, nem meglepd, hogy
fontos patogenetikai tényezOként szerepelnek a legtobb betegség kialakuldsdban. Az
oxidativ stressz szerepét szamos korfolyamatban igazoltdk mar, a kardiovaszkularis
betegségekben a rizikofaktoroktol (hipertonia, diabetes) kezdve a tlinetmentes
ateroszkler6zison 4t egészen az akut kardiologiai korképekig. Emellett szadmos
neuroldgiai betegség (Alzheimer-kor, stroke, vaszkularis demencia), illetve az dregedés
folyamataban is jelentds szereppel birnak. Szivelégtelenségben azonban csak nemrégiben
valt egyértelmiivé az oxidativ stressz centralis koroki szerepe.

Az elmult évtizedekben kisérletes és klinikai vizsgalatok sora igazolta a ROS kiemelkedd
szerepét a szivelégtelenség kialakuldsdban. Az oxigén szabad gyokok direkt modon
karositjdk a kontraktilitast, tovabba a hipertroéfidban szerepet jatszo jelatviteli €s
transzkripcids faktorok aktivitdsara is jelentds hatassal birnak, fokozzék az apoptozist.
Emellett a novelik a fibroblasztok proliferacigjat ¢és aktivaljdk a matrix
metalloproteinazokat. Mindezen mechanizmusok maladaptiv hipertrofidhoz  és
szivelégtelenséghez vezetnek.

Szamos vizsgalatban igazoltdk a ROS fokozott képzddését a karosodott szivizomban.
Ennek kimutatasara alkalmazott elektron spin rezonancids (ESR) spektroszkopias
vizsgélatok direkt bizonyitékot nyujtottak az elégteleniil miikodé szivben a fokozott
mennyiségli oxigén szabad gyok jelenlétére. Ugyanakkor az antioxidans enzimek
mennyisége €rdemben nem valtozik szivelégtelenségben, s6t a GPx aktivitasa még
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fokozodik is, ezért egyértelmiien a megndvekedett szabad gydk produkcid felelds az
oxidativ stressz kialakulasaért, nem pedig a csokkent antioxidans védelem.

2.5.1. Az oxidativ stressz szivizomzatra gyakorolt hatasai

A szabadgyokok a szivizom szinte minden sejtjében képzddhetnek.
Termelddhetnek a kardiomiocitadkban, az endotelidlis sejtekben és fehérvérsejtekben
egyarant. A szivizomsejtekben a mitokondriumok tekinthetdk a legfontosabb szabadgydk
forrasnak, de szerepe van a NAD(P)H oxidaznak (NOX izoformék), a xantin oxiddznak,
valamint a szétkapcsolt nitrogén oxid szintazoknak (NOS) is.

Fiziologias koriilmények a mitokondrialis 1€gzési lancon szallitott elektronok 98%-abol
ATP termelddik a mitokondriumokban a mitokondrialis 1égzési lanc enzimei altal és
csupan 1-2%-a forditddik ROS képzddésére. Ezt a mennyiségii oxidanst azonban
konnyedén semlegesitik az endogén scavenger mechanizmusok (pl. SOD). Ha azonban a
mitokondrium légzési aktivitasat blokkoljak a Komplex I és Komplex III szintjén, akkor
jelentésen megemelkedik a mitokondriumban keletkezett szuperoxid anionok
mennyisége. A fenti jelenség szivelégtelenségben is észlelhetd, mert ekkor jelentdsen
csokken a 1égzési lanc komplexeinek az aktivitasa is. A mitokondriumok funkcidjanak
karosodasa (megfelel6 mennyiségi NADPH jelenlétében) tehat felel6s lehet az oxigén
szabad gyok produkcio megemelkedéséért szivelégtelenségben.

A NADPH oxidazok azaltal termelnek szuperoxid aniont (O2-), hogy egy elektron
transzfert hajtanak végre a felsziniikon 1év6 Nox segitségével a NADPH-r6l a molekularis
oxigénre. A NOX-ok 5 izoformaja koziil a szivben a 2-es és a 4-es jatszik jelentos
szerepet. A NADPH oxidazt szamos olyan faktor aktivalja, mely a szivelégtelenség
patogenezisében is esszencialis szerepet jatszik. Ilyen példaul a mechanikai fesziilés,
angiotenzin 11, endotelin-I és a TNF-a. A NOX4 egy mitokondriumban talalhatd
izoforma, mely esetén igazoltdk, hogy a bal kamrai nyomadsterhelés és az Oregedés
hatéséra jelentdsen fokozodik az aktivacioja.

A xantin oxidaz szintén ROS forrasnak tekinthetd szivelégtelenségben.
Allatkisérletekben kimutattak, hogy a xantin oxidaz gatlé allopurinol kedvezé hatast fejt
ki szivelégtelenségben, mivel fokozza a kontraktilitast, illetve mérsékli a szivizom
posztinfarktusos remodellingjét.

A szétkapcsolt NOS szabadgyok képzd potencidlja is jol ismert, melyben elsdsorban a
NOS3-nak (eNOS - endotelialis NOS) van komoly szerepe. Fiziologiasan az eNOS
NADPH felhasznéalasaval L-argininbdl és O2-bdl NO-t és L-citrulint képez. Azonban
oxidativ stressz hatasara, amennyiben a NOS-kofaktor tetrahydrobiopterin (BH4)
mennyisége is csokken, akkor a NOS szétkapcsol, ilyenkor struktaralisan instabilla valik,
NO helyett ROS-t kezd el termelni.

Az endotél sejtekben a reaktiv oxigén szabad gyokok forrasa els6sorban a NADPH oxidéaz
¢és a xantin oxidazok. A szivizomzatban 1év06 fehérvérsejtek is szerepet jatszhatnak a ROS
képzésben. Ez az megallapitds azokon az eredményeken alapul, hogy a leukocitdkban
termelt mieloperoxiddz (MPO) plazma koncentricidja egyenesen aranyos a
szivelégtelenség sulyossagaval, emellett jol jelzi a beteg prognozisat is.
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Az oxidativ stressz legfontosabb forrasa a mitokondrium, mely azonban egyuttal
célpontja is a szabad gyokos karositasnak. Mitokondrialis szinten a karosodas elsésorban
a membrant, a légzési lanc eclemeit, a mitokondrialis DNS-t (mtDNS), illetve a
transzkripcios faktorokat érinti. A mitokondriumok sajat 6rokit6é anyaga, mely a 1égzési
lanc komplexeinek genetikai allomanyat kodolja kiilondsen sériilékeny, mivel nem
rendelkezik komplex kromatin struktaraval, mely hatasos barriert képezne a ROS-al
szemben. Emellett az mtDNS-nek a repair aktivitasa is alacsony. A DNS sériilés
kovetkeztében karosodik a mitokondridlis fehérje expresszid, igy a légzési lanc
komplexeinek mennyisége is csokkenni fog, amely a mitokondrium funkciovesztését,
energiadepléciot idéz eld. Szivelégtelenségben is igazoltak a mitokondrium karosodasat
¢s diszfunkciojat, melyet csokkent mtDNS mennyiség, a lipidek peroxidacidja, a
transzkriptumok mennyiségének csokkenése €s sériilt oxidativ kapacitas is jellemzett. A
karosodott mitokondriumok aztan kovetkezményesen tovabb fokozzak a ROS
termel6dést, melynek extramitokondrialis kovetkezményei is vannak.

A ROS tovabba szamos intracellularis molekula modulalasa, valamint jelatviteli utak
modositasa révén fejti ki strukturalisan és funkciondlisan sejtkarosité hatasat. Az oxigén
szabad gyokok direkt modon fokozzak a hipertrofidért felelds jelatviteli utak és
transzkripcios faktorok aktivitasat. A sejtfelszini GPCR (G-protein-kapcsolt receptor)
agonistak, mint példaul AT-Il, az ET-1, az izoproterenol, alfa-adrenerg agonistak ROS
medialtan a szivizomsejt remodellingjét, hipertrofidjat idézik eld adaptacios, Gn. stressz
valaszként szamos jelatviteli Gton keresztiil (pl. MAPKSs, PKC tobb izoenzimje). A fenti
jelatviteli utak az NF-xB aktivalasa révén a génexpressziot is befolyasolni képesek. Az
angiotenzin Il stimulus, tovabba a kalcium-kalmodulin kinaz II (CaMKII) ROS fliggé
aktivalasan keresztiil szintén a szivizomsejtek karosoddsahoz vezet. Tovabbi fontos
szabadgyok hatas a hiszton deacetilaz III, a SIRTI1-3 deacetilaz gatlasa, amelynek
alapvetd szerepe van az NF-kB/Bcl-2/Bax jelatvitel Gt gatlasaban.

Az oxidativ stressz emellett a nuklearis DNS kéarosodasat okozva aktivalja a poli(ADP-
riboz) polimeraz-1 (PARP-1) enzimet is, mely jelentds aktivacio esetén a magas energiaju
foszfatok mennyiségének csokkentésével programozott, vagy nekrotikus sejthalalt okoz.
A PARP-1 aktivaci6 tovabbi szerteagazo hatasai kiilon fejezetben keriilnek részletezésre.
A szabad gyokoknek direkt hatdsuk is van a kontraktilis funkciora azaltal, hogy
modositjdk a kontrakcioban szerepet jatszo fehérjéket, ezaltal csokkentve azok
funkcidjat. A ROS a kontraktilitast f0ként a szarkoplazmas retikulumban bekdvetkezett
valtozasok révén befolyasolja. A NOX2 a rianodin receptorokhoz (RyR2) kozel
helyezkedik el, melyek szerepe a kalcium felszabadulas szabalyozasaban van. Stressz
hatasara fokozodik a kalcium felszabadulds a szarkoplazmdés retikulumbol, ezaltal
kezdetben fokozddik a kontraktilitas, azonban hosszl tavon a folyamat a kalcium raktarok
kitiriiléséhez, ezaltal a kontraktilitds romlasahoz, valamint a citoplazmatikus kalcium
szint megemelkedésével fokozott aritmia hajlamhoz vezet. A szabad gyokok aktivaljak
tovabba a matrix metalloproteindzokat (MMP), melyek fontos szerepet toltenek be a
remodelling folyamataban, illetve végsé soron a balkamrai dilatacido és a szisztolés
funkciozavar kialakuldsaban is.
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2.5.2. Az oxidativ stressz érrendszeri hatasai

Az erek faldban termelddé ROS forrasa dontéen ugyanazon enzimekhez kotott, mint a
szivizomzat esetében. A legfontosabb forrasnak azonban a kiilonb6zé NOX izoenzimek
(nagyerek esetében NOXI1 ¢és NOX4), illetve a szétkapcsolt NO szintaz tekinthetd.
Hipertenzioban az emelkedett endotelin szint altal kivaltott ROS termel6désben emellett
szerepet jatszik a mitokondrialis 1€gzési lancbol torténd elektronszivargas is. A xantin
oxidaz hipertenzié soran szintén emelkedett aktivitdst mutat mind a kis, mind a
nagyerekben. XO inhibitorok alkalmazasaval csokkenthetd volt a ROS mennyisége és
mérséklodott a kovetkezményes endotél diszfunkceio is.

Human vizsgalati eredmények szintén megerdsitik az oxidativ sejtkdrosodas meglétét
magas vérnyomas esetén. Rezisztenciaerek falabol izolalt huméan érfali
simaizomsejtekben fokozott ROS termelédés észlelhetd, emellett az antioxidans védelem
gyengiilése is igazolhatd. Hipertenziv betegekben csokkent a glutation mennyisége €s a
SOD aktivitasa is.

Nem minden hipertonias betegben igazolhatd ugyanakkor az oxidativ stressz megléte.
Egy human vizsgélat alapjan példaul enyhe-kdzepes vérnyomdsemelkedés esetén az
oxidativ sejtkarosodast jelz6 paraméterek (pl. TBARS) még nem mutattak emelkedést.
Azonban a hipertonia legtobb kisérletes modellje, igy az SHR esetében is egyértelmii a
fokozott ROS termel6dés, valamint emelkedett NOX aktivitds szerepe a korkép
kialakuldsdban. A szabad gyokok semlegesitése scavenger molekuldk alkalmazédsaval
azonban alapvet6en nem valtotta be a hozza fiizott reményeket a hipertonia kezelésében.
A ROS alapvetéen befolyasolja a vaszkularis funkciot az endotél karositasan keresztiil.
Az endotelialis eNOS NO-t, egy potens vazodilatator anyagot termel, mely részt vesz a
vérnyomas szabalyozasaban. Hipertonidban, az oxidativ stressz soran termelddé O2-
reakcioba 1ép az NO-val ¢s igen reakcidoképes peroxinitritet (ONOO-) képez. Ezaltal
csokken az NO hozzaférhetosége, mely az értonus novekedéséhez vezet. Emellett a
peroxinitrit karositja a lipoproteineket nitrotirozin adduktok képzésével, ami tovabb
rontja az erek struktlrajat és funkciojat.

Ezen feliil a hipertenzi6 kivaltotta ROS termel6dés fokozodasanak koszonhetéen a MMP-
ok aktivitdsa is emelkedik. Ennek kovetkeztében a vaszkularis simaizomsejtek és
fibroblasztok proliferacioja fokozodik. Ennek eredményeképp az extracellularis matrix
fehérjek termelddése is nd. Mindezen folyamatok tovabb rontjdk az erek funkciojat és
relaxacios képességét.

2.6. A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzim jelentésége az oxidativ
sejtkarosodas kialakulasaban

A poli(ADP-riboz) polimeraz aktivitassal rendekez6 enzimek a kiilonféle noxak (pl.
oxidativ sejtkarosodas) altal kivaltott egyes lancti DNS torések hatdsara aktivalddnak. Az
aktivacio hatasara a NAD™ hasitasaval ADP-ribdz alegységeket képeznek, melyeket aztan
polimer formajaban a sériilt DNS szakaszhoz kapcsolnak, ezzel segitve a DNS repair
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folyamatat. A DNS-hez kapcsolt PAR lanc szignalként szolgal ugyanis egyes repair
enzimek (DNS ligaz III és DNS polimeraz p), illetve scaffold fehérjék szamara. A repairt
kovetden a PAR lanc lebontasat a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) és az ADP-
ribozil hidrolaz végzi.

A PARP enzimcsaladnak 17 tagja ismert jelenleg. Ezek koziil a PARP-1 a legrégebb o6ta
ismert és a legkiterjedtebben vizsgalt enzim. A PARP-1 jelentés mennyiségben talalhatd
meg a sejtmagban és a sejtek PAR-ilacios képességének mintegy 85-90 %-aért felelGs.
Nagy mennyiségének koszonhetden a PARP-1 oxidativ stressz hatdsara bekovetkezd
aktivacigja programozott vagy nekrotikus sejthalalt okoz azaltal, hogy jelentds
mennyiségli NAD"-ot hasznal fel miikodése soran. Mivel a NAD" kozponti szerepet
jatszik az anyagcserefolyamatokban, azon beliil is az energiatermelés folyamataban, ezért
hidnyaban jelentésen karosodik az ATP termelddés mértéke. A NAD™ pétlasa raadasul
rendkiviil energiaigényes folyamat, hiszen 1 M6l NAD™ potlasa nikotinamidbol 4 Mol
ATP-tigényel. A két folyamat ereddjeként a PARP aktivaci6 a magas energiaju foszfatok
szintjét jelentdsen csokkenti.

A PARP-1 aktivéacio6 soran azonban nem csak a DNS, hanem nagyon sok fehérje is PAR-
ilalodik, igy PAR-ilalodnak a hiszton fehérjék, a transzkripcioban szerepet jatszo faktorok
és komplexek, illetve maga a PARP-1 enzim is. Ez a poszttranszlaciés modosulas jelentds
strukturalis és funkcionalis valtozasokat idéz el6 az akceptor molekulakban, mivel a PAR
polimer negativ toltéssel rendelkezik. Emellett megvaltozhat ezen fehérjék sejtbeli
lokalizacidja is. A PAR emellett levalhat ezen fehérjékrdl és szignal transzdukcids
szerepet is jatszhat mas fehérjékhez kapcsolodva, melyek PAR felismer6/koté doménnel
rendelkeznek.

A PARP-1 aktivacio emellett direkt mitokondrialis hatdssal is bir, jelentdsen rontja a
1égzési lanc tagjainak aktivitasat, novelve ezzel a mitokondrialis szabad gyok produkciodt.
Az alacsony NAD" szinten keresztiil pedig gatolja a sirtuinok aktivitasat is, mely szintén
az energia metabolizmus karosodasahoz vezet. A PAR polimerek a mitokondriumba jutva
az eddigi mechanizmusoktol eltér6 modon is képesek apoptozist indukalni, mivel
fokozzak a mitokondrialis NADPH oxidaz és apoptozis indukalo faktor (AIF)
kiszabadulasat és nuklearis transzportjat. A PARP aktivacio az NF-kB aktivalasaval
fokozza a gyulladasos faktorok termelddését, valamint a hipertrofia és a fibrozis
kialakuldsdban szerepet jatszo jelatviteli faktorok aktivitasat (PKC o/f, PKC M,
MAPKS). Tovabba a szabadgyokok csokkenthetik a prosurvival jelatviteli faktorok
aktivitasat is. A ROS hatasara aktivalodd redox szignalizaciés tutvonalak a sejtek
diszfunkcioja mellett végsd soron fontos szerepet toltenek be a programozott sejthalél, az
apoptozis kialakulasdban is.

Hagyomanyosan a PARP-1 aktivacijanak hatasat akut stressz szituaciokban vizsgaltak
(IR, irradiacio, szepszis). Ujabban azonban a krénikus betegségek pathogenezisének a
hatterében is egyre gyakrabban igazoldodik az oxidativ stressz és a kovetkezményes PARP
aktivacio (diabetes mellitus, hipertonia, szivelégtelenség) koroki szerepe.
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2.7. A jelatviteli faktorok szerepe az oxidativ sejtkarosodas
folyamataban és a kardiovaszkularis remodellingben

Hipoxia-reoxigenizacio, illetve egyéb oxidativ behatasok a sejtek talélését alapvetden
befolyasoljak az egyes jelatviteli Utvonalak modulédldsan keresztiil. Oxidativ stressz
hatasara megvaltozik a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI13K) — Akt-1 — GSK-3f titvonal és a
mitogén-aktivalt protein kinazok (MAPK) aktivitasa. Az Akt-1 és az ERK aktivitasanak
fokozodasa a talélést javitja (an. prosurvival faktorok). A JNK és a p38-MAPK
aktivacidja azonban ezzel ellentétes hatasu, és a sejthaldl, elsésorban az apoptdzis
iranyaba tereli a sejteket.

A sziv remodellingje soran - amely a karosito stresszfaktor kronikus fennallasa esetén
végiil manifeszt szivelégtelenséghez vezet - szintén jelent0s szerepet jatszanak a
jelatviteli faktorok. A remodelling kezdeti szakaszdban a még fiziologids adaptiv
folyamatok medialasa soran a PI3K/Akt-1 upstream faktorok foszforilalasa altal gatlodik
a glikogén szintaz kinaz-36 (GSK-38), illetve aktivaléodik az ERK1/2. Ebben a
stadiumban elsdsorban a kardiomiocita hipertrofia a domindns valtozas. A késobbi, mar
a szivelégtelenség iranyaba mutato in. patoldgias remodelling soran inkabb egyes protein
kinaz C (PKC) izoenzimek (elsésorban o/f és (/A), az ERK (Thrl88), a
calcineurin/CaMKII, valamint a G-protein-kotott receptorok és a Gaq aktivitasanak
fokozodasa jellemz6. Ekkor mar a szivizomsejt hipertrofia helyett a fokozatos sejtvesztés
és a reaktiv intersticialis kollagén felszaporodas a jellemz6 eltérés. Ebben a folyamatban
a Thr188 pozicidban aktivalt ERK1/2 mellett a MAP kinaz csaldd masik két tagja, a c-
jun N-terminal kindz (JNKs) és a p38 MAPK is jelentds szereppel bir.

A balkamra hipertrofiabol szivelégtelenségbe torténé atmenetet jelentdsen befolyasolod
tényezd a balkamrai kapillaris érhdlozat denzitdsa. Amennyiben az érujdonképzddés
intenzitdsa nem megfeleld, nem koveti a balkamrai izomtdmeg ndvekedését, a
szivelégtelenségbe torténd atmenet esélye jelentésen fokozddik. Sok, a normalis
szivnovekedésben és a fizikai aktivitas altal kivaltott hipertrofidban szerepet jatszo faktor
aktivalja a PI3K/Akt-1 utvonalat. Az Akt-1 azonban nemcsak a mar emlitett GSK-3p-t
foszforilalja, hanem az mTOR-t is aktivalja és ezen keresztil fokozza az
érajdonképzidést, gatolva ezaltal az adaptiv hipertrofia szivelégtelenségbe torténd
progresszidjat.

A PARP enzimek aktivacioja altal okozott PAR képzddés befolyasolja a fehérjek
is, melyek szintén PAR-ilalodhatnak. Emellett a transzkripcios faktorok aktivalodasan
keresztiil potencialisan a mennyiségiik is megvaltozhat. A kardiovaszkularis patologiak
medialdsaban fontosnak tartott faktorok koziil tobbnek (Akt-1, MAPK) is képes a
funkcidjat befolyasolni a PARP enzim aktivécidja, melynek blokkolasa ezaltal elényds
lehet.
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2.8. A mitokondrium szerepe a remodelling és a szivelégtelenség
kialakulasaban

A mitokondrium a sejt kézponti energiatermeld organelluma, mely a miokardiumban
hatalmas mennyiségben taldlhat6 meg, a szivizomsejtek mintegy 25%-at foglaljak el. A
szervezetben termelddé ATP mintegy 95%-a itt képzddik. Akut és kronikus stressz
szituaciok kozott, igy szivelégtelenségben is csokken a magas energidju foszfatok (ATP,
CrP) és a NAD" koncentracidja. Ennek hatterében a mitokondrialis elektron transzport
lanc oxidativ stressz altali kérosodasa all. Ismert, hogy a 1égzési lanc funkci6janak
gatlasa/karosoddsa a Komplex I szintjén jelentésen csokkenti az ATP szintézist a
transzmembran  protongradiens Osszeomldsa kovetkeztében. Az  energiahiany
kovetkeztében masodlagosan csokken a metabolizmus egyik legalapvetobb
kofaktoranak, a NAD"-nak a koncentracioja is. A jol ismert redox szerep mellett a
Komplex | a ROS termelddés egyik kiemelt helyszine is, elsésorban a fiziologias
milkodés karosodasakor. Ilyenkor az elektronszivargas kovetkeztében az oxigén
redukalodik és szuperoxid anion keletkezik, tovabb fokozva az oxidativ stresszt.

Az utobbi évtizedekben kiterjedt kutatasok folytak a mitokondriumok egyéb biologiai
szerepének korvonalazasara is. A mitokondriumok energetikai funkciojuk mellett
kozponti szerepet toltenek be a sejtek sorsanak szabalyozasaban is azaltal, hogy noxak
hataséara apoptozist, nekrozist, illetve nekroptdzist képesek indukalni.

A miokardiumban a sejtek dontd tobbségét képezd szivizomsejtek osztodasra,
regeneraciora alapvet6en képtelen posztmitotikus sejtek. A szivben ugyan — elsésorban a
pericardium kozelében — léteznek c-kit pozitiv endogén kardialis Gssejtek (eCSCs),
azonban ezek regenerativ képessége a kardiovaszkularis rendszert érd akut és kronikus
noxak altal okozott jelentds sejtvesztést nem képesek ellenstilyozni, mivel igen alacsony
megujulasi ratat képesek csak biztositani. A szivizomzatot érint6 patologias folyamatok,
igy a szivelégtelenség esetében ezért igen fontos a szivizomsejtek megérzése, illetve a
sejthalal mechanizmusainak blokkolasa.

A mitokondriumok kiils6 membranjanak permeabilizacidja (MOMP) az apoptozis
intrinsic utjanak aktivacigjat okozza. A permeabilizacio hatasara az innen kijutod fehérjék
(citokrom ¢, SMAC/DIABLO, HtrA2, Endonukleaz G, AIF) apoptozist indukalnak.
Azonban remodelling soran és szivelégtelenségben nem csak apoptotikus, hanem
nekrotikus (illetve atmeneti nekroptotikus) sejthaldl is észlelhetd. Nekrozisban egy
mitokondrialis bels6 membranban elhelyezked6 nem szelektiv pdrus, az un.
,mitochondrial permeability transition pore” (mPTP) megnyilasanak van jelentds koroki
szerepe. Az mPTP megnyilasanak triggere tobbek kozott a kalcium taltoltés, az oxidativ
stressz, illetve alapvetden az energiahidnyos allapotok (ATP|, Pif). Az mPTP nyilés
hatasara 0sszeomlik a mitokondridlis transzmembran gradiens és megsziinik az ATP
termelés, valamint degradalé enzimek (protedzok, lipazok) szabadulnak ki a
mitokondriumbol, melyek a kaszpazoktdl fiiggetlen sejthalélt okoznak.

Korabban a mitokondriumokat statikus sejtorganellumként tekintették. Ujabban
igazolddott, hogy annak érdekében, hogy adekvat modon lassédk alapvetd energetikai
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funkcidjukat, szamos folyamat befolydsolja szamukat, méretiiket és elhelyezkedésiiket.
Ezen folyamatokat 6sszefoglaldé néven mitokondridlis dinamikanak nevezziik.

A minéségkontrollban, illetve a sejt energetikai igényeihez valé alkalmazkodasban a
mitokondralis fzi6 és hasadas (fisszid) fontos szerepet tolt be. A mitokondrialis fuziohoz
szlikséges 1épések meginditasara a mitofuzinok homo- és heterodimerjei (Mfnl-Mfnl,
Mfn2-Mfn2, Mfn1-Mfn2) képesek. A kiils6 membran 6sszeolvadasat kovetden a belsd
krisztak integritdsat is megovja.

A hasadasi folyamatok legfontosabb mediatorai a dinamin-related protein-1 (DRP1),
mely egy nagy GTP-az hatast fehérje. A fisszio elinditisahoz a DRP1 az OMM-hez
kapcsolodik, majd a DRP1 molekuldk polimerizacioét kovetéen gyliriiszeri struktarat
hoznak létre a mitokondrium koriil. Ez a gytirtistruktira GTP-t hasitva kontrahal, igy
okozza a mitokondrium kettéhasadasat.

Kordbban kételyek mertiltek fel, hogy a kontraktilis apparatust energidval ellatd
interfibrillaris mitokondriumok vajon képesek-e résztvenni ilyen folyamatokban,
azonban ma mar igazolodott, hogy ezen mitokondrialis szubpopulacioban is igazolhato a
fazi6 és fisszid kozotti normalis egyensulyi allapot felborulas. S6t ennek a kiilonbozo
kardiomiopatiak progresszidjaban betoltott szerepe is igazolodott.

A mitokondriumok tehat szerteadgazo6 szerepet toltenek be a szivizomzat fiziologias €s
patologids folyamataiban. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a farmakologiai
PARP-1 enzim gatlas megérizte ennek a sejtorganellumnak a funkcidjat iszkémia-
reperfizio, illetve exogén oxidativ stressz kivaltotta szivkarosodasban. Ugyan a PARP
egy nukledris enzim, a mitokondriumra gyakorolt befolydsa nem csak méasodlagos, hiszen
izolalt mitokondriumokon is igazolhat6 volt.
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3. CELKITUZESEK

Vizsgalataink 6 célja az volt, hogy a PARP enzim farmakologiai gatlasanak hatasait
vizsgaljuk kiilonféle kronikus sziv-érrendszeri patologias folyamatokban. Célunk volt
tovabba a hattérben allo molekularis/cellularis folyamatok azonositasa. Vizsgalatainkhoz
a PTE AOK Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetében kifejlesztésre keriilt PARP-gatlot,
az L-2286-ot hasznaltuk.

Emellett a rezveratrol kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt hatasat vizsgaltuk

allatkisérletes modellben és humén klinikai vizsgalatban.

Részletezett célkitiizések:
1. Az L-2286 hatasanak in vitro és ex vivo karakterizalasa.

2. Kiilonféle etiologiai faktorok altal kivaltott kronikus szivelégtelenség modellekben a
PARP-gatlo L-2286 hatasainak vizsgalata.

a. Posztinfarktusos szivelégtelenség
b. Tartosan emelkedett utoterhelés (hipertonia) altal kivaltott szivelégtelenség
c. Toxikus (antraciklin-indukalta) szivelégtelenség

3. A hipertonia altal kivaltott kardiovaszkularis remodelling befolyasolasa PARP-gatld

kezeléssel.
a. Nagyerekre (aorta/carotis) gyakorolt hatas
b. Miokardialis hatas
c. Kdzponti idegrendszerre gyakorolt hatés

4. A vizsgalati szerrel (L-2286) kivaltott kardioprotekcio mértékének Gsszehasonlitasa

mar igazolt hatasi komparator molekulakkal (pl. ACE-gatld, antioxidans).

5. Vizsgalni kivantuk a kardioprotekcio hatterében 4ll6 molekularis/cellularis

folyamatokat és valtozasokat:
a. A PARilaco és az oxidativ stressz mértékének meghatarozasa.

b. Kotészovetes atépiilés fokanak jellemzése.
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c. A remodellingben és a sejttulélésben szerepet jatszo intracellularis jelatviteli és

transzkripcids faktorok aktivitasanak nyomon kovetése.
d. Hésokk fehérjék mennyiségi valtozasai

e. A sejt energetikai jellemzdit, valamint a mitokondrium funkcionalis ¢és

strukturalis valtozasainak azonositasa.
6. Vizsgalni kivantuk tovabba a rezveratrol hatdsat posztinfarktusos szivelégtelenségben:

a. a sziv strukturalis atépiilésének ¢és a kovetkezményes funkcionalis

valtozasoknak a jellemzésével,
b. az intersticialis fibrozis és az oxidativ stressz mértékének meghatarozasaval,
c. egyes jelatviteli faktorok és gyulladdsos markerek szintjének a megmérésével.

7. Emellett human klinikai vizsgalatban kerestiik a valaszt arra a kérdésre, hogy vajon a
rezveratrol az evidenciakon alapuld therapia mellett alkalmazva rendelkezik-e
addicionalis pozitiv hatdssal posztinfarktusos stabil koronaria betegekben a rutin labor és
hemorheoldgiai paraméterekre, az endotél funkcidra, valamint a szisztolés és diasztolés

balkamra funkciora.
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4. MODSZEREK

4.1. Ex vivo és in vivo miokardialis infarktus modellek

4.1.1. Langendorff szivperfuzios vizsgalatok (iszkémia-reperfizio)
Langendorff szivperfuzios kisérleteinkhez 300-350 g sulyt him Wistar patkanyok szivét
hasznaltuk. Vizsgalatainkat az aktualis allatetikai eldirasoknak megfelelden végeztiik. Az
allatokat ledlésiik eldtt ketamin (200 mg/kg, ip) adéaséaval altattuk és natrium heparinnal
(100 IU/éllat 1.p.) antikoagulaltuk. A sziveket Langendorff modszere szerint perfundaltuk
70 Hgmme-es konstans nyomason, 37°C-on. A perfiziés oldat modositott foszfatmentes
Krebs-Henseleit puffer volt, mely az alabbiakat tartalmazta: 118 mM NaCl, 5 mM KCl,
1.25 mM CaCly, 1.2 mM MgSOs, 25 mM NaHCOs3, 11 mM gliikkoz és 0.6 mM oktansav.
A perfuzios oldat a kezelt allatok esetében L-2286 kodjelit PARP-gatlot is tartalmazott
(10, illetve 20 uM koncentracioban) (1. abra). A perfuzatumot oxigenaltuk 95% Oz, 5%
CO; tartam gazelegy atbuborékoltatasaval, majd az oldat pH-jat 7.4-re allitottuk be. Egy
10 perc hosszusagu kimosasi (recirkulacio nélkiili) periodust kovetden a sziveket vagy
normoxids koriilmények kozott perfundaltuk, vagy 30 perces globalis iszkémidnak
vetettiik ald az aortan keresztiili folyadékaramlas megsziintetésével. Az iszkémiat 15 perc
hosszlisagu reperfiizié kovette. A kisérlet végén a sziveket gyorsfagyasztottuk.

0
1)
N)\S AN

1. abra. Az L-2286 kémiai szerkezete: 2-[(2-Piperidin-1-yletil)thio]lquinazolin-4(3H)-one.
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4.1.2. In vivo miokardialis infarktus modell

Kontroll allatok 1 ml/kg fiziologias sdoldatot kaptak intraperitonedlisan. Miokardidlis
infarktust 80 mg/kg dozisu izoproterenol hidroklorid adasaval idéztiink el6 (ISO) (Sigma-
Aldrich). Az ISO oldatot steril desztillalt viz felhasznalasaval kozvetleniil az injekcid
beadasa eldtt készitettiik el. Az ISO-kezelt allatokat két csoportba osztottuk: az 1SO
csoport csupan sooldatot kapott, az ISO+L-2286 csoport pedig 10 perccel az I1SO
alkalmazasa el6tt (10 mg/kg), illetve 5 alkalommal éranként 3 mg/kg L-2286-0t is kapott.
EKG-t a vizsgalat el6tt, majd az ISO adasat kovetden oranként készitettiink az 5. oraig
egy 3 csatornés Schiller EKG késziilék segitségével (Schiller AG Baar, Svijc).

4.2. Kronikus Kkisérletes szivelégtelenség modellek

4.2.1. Posztinfarktusos szivelégtelenség modell
350 g stlya Sprague-Dawley (CFY torzs) him patkanyokat (Charles River Laboratories,
Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk kisérleteink soran. Két alkalommal sc. adott 120
mg/kg/nap dozisu izoproterenol (ISO, Sigma-Aldrich Co, Budapest, Magyarorszag)
injekcioval miokardalis infarktust (MI) valtottunk ki. A kontroll allatoknak sc. fiziologias
sooldatot (1 ml/kg) adtunk. Az ISO oldatot steril desztillalt viz felhasznéalasaval
kozvetleniil az injekcid beadasa eldtt készitettiik el. A taléld allatokat véletlenszertien
harom csoportra osztottuk és 12 hetes kezelésben részesiiltek. A kezelést az utolso 1SO
injekcié beadasa utan tobb, mint 24 6raval inditottuk, hogy az esetleges infarktusméret
csokkenté hatast elkeriiljiik. Csoportok: 1. ISO+L (n=8): 5 mg/kg/nap adagban egy
vizoldékony PARP-gatlot, L-2286-ot adtunk, 2. ISO+E (n=8): 10 mg/kg/nap enalapril
maleatot (Sigma-Aldrich Co, Budapest, Magyarorszag) alkalmaztunk, 3. 1SO (n=8):
fiziologias sooldat adasa. A 4. csoport (Kontroll, n=8) egy kortars kontroll csoport volt.
Az L-2286 dozisat korabbi munkaink alapjan hataroztuk meg. Ezen eredmények Szerint
az L-2286 kodjeltt molekula szignifikédns kardioprotektiv hatassal rendelkezik oxidativ
sejtkarosodasokkal szemben mar 10 uM koncentracio esetén is. Az L-2286 alkalmazott
napi dozisaval (5 mg/kg/nap) a becsiilt szérum koncentracié atlagos biohasznosulast
feltételezve 10 uM koriili patkanyban.
Két masik kisérletsorozatban (L.-2286 vs. placebo, illetve rezveratrol vs. placebo) az
izoproterenol dozisa kissé alacsonyabb (80 mg/kg/nap), a kezelési id6 is rovidebb (8 hét),
azonban az esetszam magasabb volt (n=12-15/csoport). Csoportok: Kontroll, ISO,
ISO+L.
A rezveratol hatdsat vizsgald tanulmanyban 4 csoport volt: Kontroll, RES (15
mg/kg/nap), 1SO, ISO+RES.
Az allatokat leolésiik eldtt ketamin (200 mg/kg, ip) adasaval altattuk és natrium
heparinnal (100 1U/4llat i.p.) antikoagulaltuk.
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4.2.2. Hipertenziv szivelégtelenség modellek
A. A kardiovaszkularis remodelling vizsgélata (korai kdovetkezmények)
10 hetes him spontdn magas vérnyomasos patkanyokat (SHR) (Charles River

Laboratories, Budapest, Magyarorszag) véletlenszeriien 2 csoportra osztottunk. Az egyik
csoport 32 hétig 5 mg/ttkg/nmap L-2286 vizoldékony PARP-1 enzim gatlo kezelésben
részesiilt ad libitum per os (SHR-L, n=15), a masik csoport nem kapott PARP-1 enzim
gatlo szert (SHR-C, n=15). Normotenziv kontrollként Wistar-Kyoto patkanyokat
hasznaltunk (Charles River Laboratories, Budapest, Magyarorszag), L-2286 kezeléssel
(WKY-L, n=15), illetve anélkiil (WKY-C, n=15). Egy masik kisérletsorozatban a kezdés
az allatok 6 hetes koraban volt, a kezelés hossza pedig 24 hét volt. Az L-2286-ot az allatok
ivovizében oldottuk fel, a patkdnyok varhat6 napi vizfogyasztasanak megfelelden. A 24
vagy 32 hét letelte utan az allatokat intraperitonealis ketamin-hidroklorid ttiladagolasaval
eutanizaltuk és 100 IU Na-heparinnal heparinizaltuk (Biochemie GmbH, Kundl,
Ausztria).

B. Manifeszt szivelégtelenség kialakulasa hipertenziv kardiopatias allatokban
30 hetes him SHR allatok (Charles River Laboratories, Budapest, Magyarorszag) kertiltek

a vizsgalatba bevonasra. Az SHR allatok ebben a korban mar markans balkamra
hipertrofiat mutattak. Az allatokat véletlenszerlien két csoportra osztottuk. Az egyik
csoport nem részesiilt kezelésben (n=47, SHR-C), mig a masik csoportban PARP-gatlo
hatast L-2286 kezelést (5 mg/kg/nap) alkalmaztunk 46 hétig (SHR-L, n=47). A harmadik
csoport egy kortars normotenziv (SD, CFY torzs) kontroll csoport volt (Kontroll, n=22,
Charles River Laboratories, Budapest, Magyarorszag). Az L-2286 az ivovizben volt
feloldva olyan koncentracioban, hogy az allatok eldzetesen meghatarozott
folyadékfogyasztasadval a meghatarozott mennyiség keriiljon bevitelre. SHR allatokat
naponta megfigyeltiik, meghatarozasra keriiltek a kovetkez0 jelek/paraméterek: aktivitas,
manipulacidkra adott valaszok, testtomeg, 1€gzésszam és altalanos kiillem. Tobb allaton
megfigyelhetdk voltak a kovetkezd tiinetek: letargia, szubkutan oedema és emelkedett
légzésszam. Az elhullast naponta rogzitettiik.

4.2.3. Toxikus szivelégtelenség modell
Him, 10-12 hetes CD1 egereket (Charles River Laboratories Hungary, Budapest,
Magyarorszag), hasznaltunk a vizsgalatunk sordn. Az egereket 5 csoportba osztottuk: 1.
Kontroll csoport (Kontroll, n = 7): fizioldgias séoldat ip. injekcioja; 2. DOX csoport:
doxorubicin-kezelt allatok (3 mg/kg, ip, hetente 2 dozis, 4 hétig (kumulativ 6sszdozis: 24
mg/kg) (DOX, n = 30); 3. DOX + L csoport: DOX és L-2286 kezelt allatok (L-2286: 5
mg/kg/nap, per 0s, n = 29). Az L-2286 az ivovizben volt feloldva olyan koncentracioban,
hogy az allatok eldzetesen meghatarozott folyadékfogyasztasival a meghatarozott
mennyiség keriiljon bevitelre. 4. DOX ¢és TEMPOL (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin) csoport (DOX+T: 20 mg/kg/nap per os, n = 26). A TEMPOL az
ivovizben volt feloldva olyan koncentracidban, hogy az allatok elzetesen meghatarozott
folyadékfogyasztasaval a meghatdrozott mennyiség keriiljon bevitelre. 5. L csoport: L-
2286-kezelt allatok DOX kezelés nélkiil (L, n=7). A TEMPOL, illetve L-2286 adasa egy
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héttel a DOX kezelés megkezdése elott kezdodott. Az allatkisérleteket mind a PTE
Munkahelyi Allatvédelmi Bizottsagtol (MAB), mind pedig az ANTSZ-t6l megkapott
hivatalos engedélyek birtokdban végeztiik.

4.2.4. Szovetmintak Kkivétele, tartositasa

Az allatok ledlése soran vérvétel tortént a plazma B-tipust natriuretikus peptid szint
meghatarozasdhoz. Az allatok szive kivételre keriilt, majd a pitvarok és nagyerek
eltavolitasra keriiltek a kamrakrol. Ezt kdvetden a kamrasulyt meghataroztuk, melyet
aztan a testtomegre, illetve a tibia hosszra normalizaltuk (balkamra hipertrofiara utald
markerek). A nedves/szaraz tiid6 arany (pulmonalis pangas markere) szintén
meghatarozasra keriilt. A szovettani/biokémiai meghatarozasokra hasznalt sziveket vagy
gyorsfagyasztast kovetéen -70°C-on taroltuk, vagy 10%-os formalinnal fixaltuk. A
nagyereket Olympus operacidos mikroszkép  segitségével tavolitottuk el,
gyorsfagyasztottuk és -70°C-on taroltuk vagy 4%-0s pufferelt paraformaldehid oldatban
fixaltuk. Hisztokémiai vizsgalatokhoz az agyakat in vivo transzkardidlisan fizioldgias
sooldattal, majd formalinnal perfundaltuk, ezutdn eltavolitottuk ¢és 4%-0s
paraformaldehid pufferben taroltuk.

4.3. Vérnyomasmeérés
A hipertenziv allatokkal (SHR) végzett kisérletsorozatokban a patkanyok vérnyomasat 4
hetente, non-invaziv farokmandzsettdas modszerrel (Hatteras SC 1000 Single Channel
System, Hatteras Instruments, Cary, NC, USA) mértiik a kisérlet kezdetétdl. Invaziv
vérnyomasmerés tortént a vizsgalat elején, kdzepén és végén néhany allaton, hogy a non-
invaziv vérnyomasmérési modszer eredményeit ellendrizhessiik.

4.4. Kisallat echocardiographia

A kisérlet kezdetekor minden allat ultrahang vizsgéalaton esett 4t az esetlegesen el6forduld
abnormalitasok kizarasa végett. Az egereket, illetve patkanyokat 1.5% izofluran és 98.5%
oxigén keverékével feliiletesen altattuk €s 2D ultrahang vizsgalatot végeztiink. Az allatok
mellkasat szortelenitettiik, flitott padra helyeztiik 6ket a normotermia fenntartasa
érdekében ¢és VisualSonics VEVO 770-es (VisualSonics, Toronto, Kanada)
nagyfelbontasu ultrahangos berendezéssel hataroztuk meg a sziv struktrdlis és
funkcionalis tulajdonséagait. Egerek vizsgélatara 37.5 MHz-es, patkanyok vizsgalatara 25
MHz-es vizsgéalofejet hasznaltunk. Az éllatok félig bal oldalfekvd helyzetben voltak a
vizsgélat soran. A balkamrai dimenzidk és a szisztolés balkamra funkcid a parasternalis
rovid és hossztengelyi metszetekbdl lettek meghatarozva a papillaris izom szintjében. A
balkamrai (LV) frakciondlis rostrovidiilést (FS), ejekcios frakciot (EF), balkamrai
végdiasztolés atmérdt (LVIDg) és volument (LVEDV), balkamrai végszisztolés atmérot
(LVIDs) és volument (LVESV), valamint a septum és hatso fal vastagsagat (PW) mértiik
meg a vizsgalatok donté részében. FS (%) szamitasa: 100 x [(LVIDg - LVIDs)/LVIDq],
EF (%) szamitasa: 100 x [(LVEDV - LVESV)/LVEDV].
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Egyes vizsgalatokban tovabbi mérések torténtek és egyéb paraméterek is meghatarozasra
keriiltek. Relativ falvastagsag (RWT) szadmitdsa: RWT=(PW vastagsag + septalis
falvastagsag)/ LVIDg. A csucsi 4 iiregli nézetbdl a kdvetkezd paramétereket hataroztuk
meg: Korai (E) €és kés6i (A) diasztolés sebesség, valamint az isovolumetrids relaxacios
id6 (IVRT) és isovolumetrias kontrakciés id6 (IVCT) a mitralis billentyiin keresztiili
bearamlasi gorbék vizsgalataval keriiltek meghatarozasra. A szivizomzat teljesitmény
indexének meghatarozasara az alabbi képletet alkalmaztuk (MPI, vagy Tei index): MPI
= (IVRT + IVCT)/LVET. A szoveti Doppler mérések soran a mitralis annulus szeptalis
részén hataroztuk meg az E’ és A’ hullamokat és ennek segitségével hataroztuk meg az
E/E’ hanyadost is. Az echocardiographias vizsgalatokat, illetve a vizsgalatok
kiértékelését egy kutato végezte, aki ,,vak™ volt a vizsgalat egyéb adataira.

4.5. Kisallat vaszkularis ultrahang vizsgalatok

A patkanyokat 1.5% izofluran és 98.5% oxigén keverékével feliiletesen altattuk Az
allatok nyakat és mellkasat szértelenitettiik, flitott padra helyeztiikk 6ket a normotermia
fenntartasa érdekében. Az aorta stiffness indexet (ASI) és a carotis artéria falanak intima-
media vastagsagat (IMT) VisualSonics VEVO 770-es ultrahangos berendezésével
hataroztuk meg (VisualSonics, Toronto, Kanada). Méréseinkhez egy 40 MHz-es
vizsgalofejet hasznaltunk. Az aorta elasztikus tulajdonsagat jellemzé ASI
meghatdrozasahoz hasznalt formula: (ASI) = In(SBP/DBP) x DD/(SD — DD). A
vaszkularis ultrahangos vizsgalatokat, illetve a vizsgalatok kiértékelését egy kutatod
végezte, aki ,,vak” volt a vizsgalat egyéb adataira.

4.6. Sziv NMR vizsgalatok

Az NMR spektumokat egy Varian YN'TYINOVA 400 WB berendezéssel vettiik fel. A
perfundalt patkanyszivekrol 3P spektrumokat (161.90 MHz) 37°C-on egy Ze SPEC® 20
mm ,,broadband” mintavételi fejjel nyertiink (Nalorac Co., Martinez, CA, USA)
WALTZ-16 proton lecsatolést alkalmazva az adatgylijtés ideje alatt (yB2=1,2 kHz). A
magneses mez6 homogenitasat a 'H jel rendszeres ellendrzése segitségével allitottuk be
(w1/2=10-15 Hz). A 31P spektrumokat 3 perces id6kozonként vettiikk fel a kovetkezo
szOgli impulzus, 10 kHz spektralis ablak, 0.25 s adatgyiijtési 1d6. Ezen kisérleti
koriilmények kozott az impulzusok kozotti késés nagyobb a vizsgalt metabolitok T1
értekének Otszordsénél, és a kiilonféle molekulak relativ koncentracioi aranyosak a jel
alatti teriilet nagysdgaval. A foszfatot tartalmazé molekuldk (kreatin foszfat, ATP,
anorganikus foszfat) mennyiségét a szivperfuzidk foszforspektrumaiban az adott
molekulat reprezentdld gorbe alatti teriilet nagysdgabol szamitottuk ki. A perfuzio
kezdetén az igy kiszamitott mennyiségeket 100%-nak vettiik, és a perfuzié alatt a
molekulak mennyiségét a perfizid kezdetén mért értékekhez viszonyitva szazalékosan
adtuk meg (az anorganikus foszfatnal dnkényes mértékegységet valasztottunk).
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A miokardidlis intracelluldris pH érték az anorganikus foszfat kreatin foszfathoz
viszonyitott kémiai eltolodasabol (8) szamithato ki az alabbi képlet alapjan: pH= 6.77 +
log [(8-3.23)/(5.70-9)].

4.7. Izometrias ér-miografia

Ketamin-xilazin anesztézia alatt a carotis artériakat eltavolitottuk és azonnal jéghideg
(4°C), oxigenizalt (95% O2, 5% CO») fiziologias Krebs oldatba helyeztik (mMol
mértékegységben: 119 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 KH2POs4, 25 NaHCO3z, 1.2 M@2SOg4, 11.1
glikoz és 1.6 CaCly), majd 5 mm-es gylrikre vagtuk. Minden egyes gytriit két
rozsdamentes acéldrot kozé helyeztiink (atmérd: 0.0394 mm) 5 ml mennyiségi
szovetfiirdében az ér-miografban (Small Vessel Myograph, DMT 610M, Danish Myo
Technology, Aarhus, Dania). Normalizacios eljarast végeztiink, hogy elérjiikk az 1.0 g
(13.34 mN) bazalis tonust, majd az artéria darabokat 60 percig hagytuk stabilizalodni a
mérések elott. Az adatok Osszegylijtéséhez €s megjelenités¢hez Myodaq 2.01 M610+
szoftvert hasznaltunk. A szovetfiirdét folyamatosan 95% Oz és 5% CO2 keverékével
oxigenizaltuk és a homérsékletet 36.8 °C-on tartottuk (pH 7.4). A kumulativ
valaszgdrbéket acetil kolin (ACh) (10° M — 10° M) és nitroprusszid-Na (SNP) (10° M —
10° M) emelkedé dézisainak jelenlétében allitottuk fel. Az endotéliumot intaktnak
tekintettiik azon gytiriikknél, amelyek acetil-kolin jelenlétére 30%-nal jobban relaxalodtak.
A kisérlet végén 60 mM KCI hozzdadasaval gy6zodtiink meg a carotis artériak épségérol.
Minden mérést kiilonbozo patkanyokbol vett artéria gytirikon végeztiink.

4.8. Plazma BNP koncentracié meghatarozasa
A vérmintdkat EDTA-t és aprotinint (0.6 IU/mL) tartalmaz6 Lavender Vacutainer
csovekbe gylijtottikk. A csoveket ezt kovetden hiitve (4°C) 1600 x g-n centrigaltuk 15
percig, hogy a plazmat kiilon valasszuk. A feliiliszot -70°C-on taroltuk. A plazma B-
tipusi natriuretikus peptid-45 szintet (BNP-45) enzim immunoassay modszerrel
hataroztuk meg a gyartd eldirasai szerint (BNP-45, Rat EIA Kit, Phoenix
Pharmaceuticals Inc., CA, USA).

4.9. Szovettan

A formalinban fixalt balkamrakbol 5 mm vastag szeleteket vagtunk le, majd paraffinba
agyaztuk Oket. A paraffinos blokkbol aztan 5 pm vastag metszeteket készitettiink. Az
intersticialis fibrozis fokdnak meghatarozdsdhoz a Masson’s trikrom festést hasznaltuk.
Az adatok kvantifikalasara az NIH ImageJ képanalizal6 szoftverét hasznaltuk. A szinek
szétbontasara képes dekonvolucios program segitségével a kék festddés mértékét mértiik
meg, mely a kollagén tartalommal ardnyos. Minden szdvettani mintat egy kutato értékelt,
aki ,,vak” volt a vizsgalat egyéb adataira.
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A szivizomsejtek méretének meghatarozasahoz a metszeteket hematoxilin-eozin (HE)
modszer szerint festettiik meg. 400x nagyitdson fényképdokumentacido késziilt. Az
sejtatmérd meghatarozasdhoz 100 sejt esetében végeztiink méréseket. A mérésekhez a
TelPath analizal6 rendszert hasznaltuk (Bollman.com, 2000).

Az agyl mintadk vizsgalatahoz Kketamin/xilazin anaesthesiat kdvetéen thoracotomia
tortént. Ennek soran az aortagyokot kaniilaltuk €s a jobb artéria femoralist bemetszettiik,
hogy az effluens tdvozhasson. Az allatokat fiziologids s6oldattal perfundaltuk, hogy a
vért eltavolitsuk az érrendszerbdl, majd pufferelt PFA-t hasznaltunk. Decapitaciot
kovetéen az agyat eltavolitottuk, majd 4°C-on egy éjszakan at posztfixaltuk PFA-ban.
viszonyitott (-4.3) — (-3.8) poziciok kozott (Paxinos&Watson). A metszeteket PAS vagy
krezil ibolya festéssel festettiik meg. A hippocampalis piramis sejtek szdmolasat a CA1l-
CA2 hatar és a CAl-entorhinalis kéreg atmenet kozott végeztiik el krezil ibolya festett
metszeteken. TUNEL tesztet (R&D Systems, 4810-30-K) a beagyazott agyi mintakon
végeztik el a gyartd eldirdasa szerint. A sejtszamolast tobb vizsgald végezte el,
mindegyikiik ,,vak” volt a vizsgalat egyéb adataira.

4.10. Elektronmikroszkopia

Az aorta és a carotis elektronmikroszkdpos vizsgélatdhoz ugyanazokat a szegmentumokat
hasznaltuk, mint a fénymikroszkopos vizsgélatokhoz. Az aorta faldbol 1 mm hosszu
blokkokat vagtunk, melyeket 4%-os pufferolt formaldehid oldat és 2,5%-os glutaraldehid
oldat keverékébe helyeztiik 4°C-on 24 6rara. Foszfat pufferrel torténd mosast kovetden a
mintakat 1% osmium tetroxid hasznalataval fixaltuk (0.1 M PBS-ben 35 percig). Pufferrel
tortént tobbszori mosast kovetden felszallo alkoholsorban dehidraltuk. Uranil acetatos
(1%) oldattal noveltiik a kontrasztot. Dehidralast kovetéen a bedgyazashoz Durcupan
gyantat (Sigma-Aldrich Co, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk, a metszeteket Leica
ultramikrotommal metszettiik. Az ultravékony metszeteket racsos rézgridekre vettiik fel,
majd az uranil acetattal és 6lom citrattal végzett kontrasztozas utan Jeol 1200EX-II tipust
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

A szivizomzat vizsgalatdhoz ketamin/xilazin anaesthesiat koveté mellkas
megnyitas sordn a szivet retrograd modon perfundaltuk az aorta gyokon keresztiil
jéghideg PBS-el a vér alakos elemeinek eltavolitasa céljabol. Ezt kovetden modositott
Kranovsky fixalooldatot alkalmaztunk a perfiizi6 soran (2% PFA, 2,5 % glutéaraldehid, 0,
1 M Na-kakodilat puffer, pH 7.4 kiegészitve 3 mM CaClz-al). 1 mm vastag szeleteket
metszettiink a bal kamra szabad falabol. Foszfat pufferrel torténd mosast kdvetden a
mintakat 1% osmium tetroxid hasznalataval fixaltuk (0.1 M PBS-ben 35 percig). A
mintékat pufferrel tortént tobbszori mosast kovetden felszallo alkoholsorban dehidraltuk.
Dehidralast kovetden a beagyazashoz Durcupan gyantat (Sigma-Aldrich Co, Budapest,
Magyarorszag) hasznaltunk, a metszeteket Leica ultramikrotommal metszettiik. 1 um
vastagsagu félvékony és ultravékony metszeteket (70 nm) készitettiink, melyeket
collodion-bevont (Parlodion, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA, USA)

26



dc_1529 18

rézracsra vettiik fel. Uranil acetatos (1%) oldattal ndveltiik a kontrasztot. A mintakat Jeol
1200EX-II tipusu elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. Az interfibrillaris mitokondriumok
mérését és a krisztadenzitds meghatarozasat Imagel szoftver segitségével végeztiik el.

411.  Azinfarktus méretének meghatarozasa

ISO adésa utan 24 oraval az allatok ledlésre kertiltek, sziviiket kivettiik és egy éjszakan
at -20°C-on tartottuk. A megfagyott kamrakbol 2-3 mm vastag szeleteket vagtunk,
melyeket 1%-os trifeniltetrazolium klorid oldattal (TTC) (Sigma-Aldrich Co, Budapest,
Magyarorszag) kezeltiink 37°C-on 0.2 M Tris pufferben (pH 7.4), 30 percig. A normal
szivizomzat téglavorosen festddott, az elhalt teriilet azonban festddésmentes maradt.

4.12. Szérum nekroenzimek aktivitasanak meghatarozasa
A szérum laktat dehidrogenaz (LDH) és kreatin kinaz (CK) szinteket a 24 6raval az ISO
alkalmazasat kovetden levett vérmintdkbol mértik meg. Az enzimaktivitidsok
meghatarozasa a kordbban mar leirt standard modszerek szerint tortént.

4.13. A mitokondrialis enzimaktivitas meghatarozasa
A NADH:citokrom c oxidoreduktdz aktivitdsat a kordbbiakban leirt modszer szerint
mértiik. Az enzimaktivitast a citokrom c redukcio iitemének meghatarozasaval mértiik
550 nm-en. Az inkubécios médium jellemz6i: S0 mmol/l natrium-foszfat, 1 mmol/l Na-
azid, 1.5 mM NADH és 50—75 pg mitokondridlis fehérje/ml, pH 7.5. A reakciot 40 pl
citokrom c hozzaadasaval inditottuk el.

4.14. A lipid peroxidacié és a fehérje oxidaciéo meghatarozasa

A lipid peroxidacié mértékét a tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS) mennyiségének
megmérésével jellemeztiik. A szivizom szovetet 6.5% TCA-ban homogenizaltunk, majd
15% TCA-t, 0.375% TBA-t és 0.25% HCI-t tartalmazo6 reagenst adtunk hozza, forrasban
1évé vizfiirddbe helyeztiik 15 percre, majd lehiitottiik. Centrifugalast kdvetden a feliiliszo
abszorbancidjat 535 nm-en mértiik. Malondialdehid (MDA) standardot hasznélva a
TBARS mennyiséget nmol/g nedves szovetben adtuk meg.

A fehérjeoxidacido kimutatdsara 50 mg fagyasztott szivizom mintat 1 ml 4%-0s
perklorsavban homogenizaltunk. Az oldat fehérje tartalmat centrifugalassal gytjtottiik
Ossze. A fehérjék karbonil csoport tartalmat 2,4-dinitrofenil hidrazinnal hataroztuk meg.
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4.15. Immunhisztokémia és konfokalis 1ézer-scanning fluoreszcens
mikroszkopia
Az immunhisztokémidra és immunfluoreszcenciara szant aorta, artéria carotis és agyi
mintakat az eltavolitasuk utan azonnal pufferelt, 4%-0s paraformaldehid oldatban fixaltuk
1 napig. Az aortabol és a carotisokbol 5 pum, az agyakbol 10 pm vastag mintakat
metszettiink.

Az immunhisztokémiai festést nitrotirozin (NT) és 4-hidroxinonenal (4-HNE) elleni
antitestekkel végeztiikk. Primer antitestnek anti-nitrotirozint (Millipor #06-284, nyul
poliklonalis, 1:100), 4-HNE-t (Immunologia ¢és Biotechnoldgia Intézet, Pécs,
Magyarorszag 1:200), poli(ADP-ribéz)-polimert (PAR) (Abcam abl14459, egér
monoklonaris, 1:500), 8-oxoguanine/8-OxG (Abcam ab64548, 1:500) és glialis fibrillaris
savas proteint (GFAP) (1 Degree Bio #720334, nytl poliklonaris, 1:500) hasznaltunk. A
primer immunreakciot biotinilalt szekunder antitesttel tettiik lathatova avidin-biotin-
peroxidaz er6sitd rendszer segitségével (PK-6200 Universal Vectastain ABC Elite Kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Kromogénnek 3,3’-diaminobenzidin-t
(DAB) hasznaltunk. Az immunreakciot fénymikroszkép alatt kovettiik, és a felesleges
DAB o6vatos lemosasaval allitottuk meg. Az agyi metszeteken Cresyl-viola és PAS
(perjodsav-Schiff-reagens), mig a ver6ér metszeteken Masson’s-trikrom festést
alkalmaztunk.

Az apoptozis indukald faktort (AIF) (Cell Signaling Technology #4642, nyul poliklonalis,
1:100), NF-kappa-B-t (NF-kB) (Cell Signaling Technology #13586, nyul monoklonalis,
1:200) és az MKP-1-et (MAP-kinaz foszfataz-1) (Santa Cruz Biotechnology sc-370, nytil
poliklonalis, 1:100) fluoreszcens immunhisztokémidval vizsgaltuk az aortaban és a
carotisokban. Szekunder antitestnek szamar-anti-nyal antitestet (Northern Lights,
fluorokrom jelolt antitest, R&D Systems NL004, 1:200) hasznaltunk.

Gyartoi protokoll szerint TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP Nick-end Labeling) tesztet (R&D Systems, 4810-30-K) végeztiink agyi
metszeteken, hogy kimutassuk az apoptotikus ¢és nekrotikus sejtek aranyat a
piramissejtekhez viszonyitva.

4.16. Western-blot

A sziv, illetve nagyér mintdkat 50 mM, jéghideg pH 8.0 Tris-pufferben homogenizaltuk
(ami tartalmazott 1:100 protedaz és 1:100 foszfatdz gatldo koktélt és 50 mM natrium-
vanadatot (Sigma-Aldrich Co., Budapest, Magyarorszag), a fehérjéket 2x mintapufferbe
vettiik fel, majd 7-12 %-0s SDS-poliakrilamid gélen szétvalasztottuk. A fehérjéket méret
alapjan elvalasztottuk, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk, 2 6ra blokkolas utan
(3%-o0s nem zsiros tejjel Tris-pufferelt sboldatban) a membranokat 4 °C-on egy éjszakan
at a kovetkez6 antigéneket felismeré antitestekkel reagaltattuk: foszfo-specifikus AKT-
1/fehérje kinaz B-alfa®™’® (AF887, 1:1000), anti-aktin (A2228, 1:10000), foszfo-
specifikus ERK1TMr202/Tyr204/ERK 2 TrI8S/TYrI87 (AF 1018, 1:1000), foszforilalt p38 MAPK
Thri80-Gly-Tyri82 (AF869, 1:1000), foszfo-specifikus INKTEITYIE (AF1205, 1:1000), anti-
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MKP-1 (sc-370), foszfo-specifikus protein kindz C (PKC) (pan) BII Ser®® (1:1000),
foszfo-specifikus protein kinaz C o/pII (PKC o/pII) Thr®38/841 (1:1000), foszfo-specifikus
protein kinaz C & (PKC &) Thr®® (1:1000), foszfo-specifikus protein kindz C § (PKC §)
Thré43 (1:1000), foszfo-specifikus protein kinaz &\ (PKC &) Thr*%4% (1:1000), foszfo-
specifikus protein kindz C & (PKC €) Ser’® (1:10000), és nemfoszforilalt PKC ¢
(1:15000), anti-poli(ADP-rib6z) (anti-PAR) (Abcam ab14459, 1:5000). ), foszfo-
Fox01AS?% (forkhead transzkripcios faktor, FKHRS¥2%¢ 1:1000), Hésokk fehérje (Hsp)
72, (1:20,000), Hsp90 (1:1000), COX-2 (1:1000) és iNOS (1:1000). Minden antitestet az
R&D Systems, Biomedica Kft-t61 (Magyarorszag) vasaroltunk, kivéve az anti-aktint
(Sigma-Aldrich Co., Budapest, Magyarorszag), az anti-MKP-1-et, Hsp90-et (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, USA.), a Hsp72-t (Calbiochem, Merck Kft, Budapest,
Magyarorszag), a DRP1-et, OPAl-et (mindkettd Cell Signaling Technology, 1:1000) és
az anti-PAR-t (Alexis Biotechnology, London, Egyesiilt Kiralysag). A membranokat 6x5
percig mostuk Tris-puffer oldatban (pH 7.5), ami tartalmazott 0.1% Tween 20 detergenst
(TBST), miel6tt hozzaadtuk a kecske-anti-nyul torma peroxidaz konjugalt szekunder
antitestet (1:30000 higitas, Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag). Az antigén-antitest
komplexeket kemilumineszcenciaval tettiik lathatova. Az eredményeket NIH Imagel
szoftver hasznalataval szdmszerisitettiik.

4.17. Sejtviabilitasi vizsgalatok
HO9c¢2 patkany kardiomioblaszt sejteket (European Collection of Cell Cultures - ECACC)
10 % borju szérumot (FBS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartalmazo DMEM-ben
tartottuk. A médium emellett 4 mM glutamint, 100 IU/ml penicillint és 100 ug/ml
streptomycint is tartalmazott. A doxorubicin (DOX) és a PARP-gatlo 1-2286
sejtviabilitasra gyakorolt hatasat egy diazo festék (3-[4,5-dimetilthiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) segitségével, illetve a laktat dehidrogenadz (LDH)
kidramlasaval hataroztuk meg. Az MTT teszt a mitokondridlis 1égzést — sejt
¢letképességének egy jellemzdjét — hatarozza meg. Az LDH kiaramlasa pedig a
sejtmembran integritasat jelzi. H9c2 sejteket 96-lyuku plate-en tartottuk parasitott 95%
02/5% CO2 légkorben 37°C-on. A sejteket 4 6ran keresztiil 0.3 mM H20.-vel kezeltiik 1-
10 uM L-2286 jelenlétében és MTT teszttel jellemeztiik a sejtek €életképességét.
Egy masik vizsgalatban a H9c2 sejteket DOX kiilonboz6 koncentracioival (0, 0.1, 0.3, 1,
3, 10, 30, 100, 300 uM) kezeltiik 24 oran keresztiil, majd az L-2286 el6kezelés hatasat
(30 perc, 1-10 uM) hataroztuk meg az MTT teszt segitségével 1 uM DOX jelenlétében.
A médium eltavolitdsa utdn MTT-t adtunk (0.1 mg/ml) a sejtekhez. 1 6ras inkubaciot
kovetden a reakcidt dimetil szulfoxid tartalmt oldattal allitottuk le. A kék kristalyokat
egy ¢€jszakan keresztiill oldottuk fel, az abszorbanciat 570-nm hulldmhosszon
spektrofotométerrel mértik meg. A sejtviabilitdst a kontrollhoz viszonyitott
abszorbancidval hataroztuk meg.
Az LDH release meghatarozasahoz specialis LDH mérdoldatot (Sigma-Aldrich Ltd,
Budapest, Magyarorszag) adtunk a médiumhoz. 30 percig sotétben, szobahémérsékleten
tartottuk a plate-eket. A mintdk abszorbancidjat 490-nm  hullamhosszon
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spektrofotométerrel mértik meg. Az LDH release-t a kontrollhoz viszonyitott
abszorbanciaval hataroztuk meg.

4.18. A rezveratrol vizsgalata posztinfarktusos, stabil koronaria
betegek korében. A human klinikai vizsgalat modszertana

4.18.1. Betegek és médszerek

Vizsgalatunk soran 40 ismert posztinfarktusos beteget randomizaltunk két csoportba (42-
80 év, atlagéletkor 66.34+8.9 év, 26 férfi, 14 nd). Mindegyik beteg anamnézisében lezajlott
miokardialis infarktus (legalabb 6 hoénappal a randomizalas el6tt), valamint
coronarographiaval igazolt, revaszkularizaciora nem alkalmas haromérbetegség
szerepelt. A bevételi kritériumok fontos eleme volt, hogy a betegek a nemzetkozi
iranyelveknek megfeleld szekunder prevencids gyogyszeres kezelésben részesiiljenek. A
vizsgalat soran 20 beteg napi 10 mg rezveratrol (Admarc Med Diagnostics &
Nutraceuticals, Fot, Magyarorszag), 20 beteg pedig placebo kezelésben részesiilt 3
honapon keresztiil. A betegek gyogyszeres kezelése a vizsgalati periddus alatt nem
valtozott. A vizsgalat eldtt és a harmadik hénap végén fizikélis vizsgalat,
vérnyomasmérés, vérvétel, EKG, echocardiographia és flow-medialta vazodilatacio
mérése tortént.

4.18.2. Laboratériumi paraméterek
A kubitalis punkcioval nyert vérmintakbol meghataroztuk a vérképet (fehérvérsejtszam,
hemoglobin), a C-reaktiv protein, & TNF-a és a vércukor szintjét, valamint a lipidprofilt
(6sszkoleszterin, triglicerid, HDL és LDL-koleszterin szint).

4.18.3. Hemoreoloégiai paraméterek
A vizsgalatainkhoz sziikséges vérmintdkat konyokvénabol vettiik, a hemoreoldgiai
paraméterek koziil a hematokritot, plazma fibrinogén-koncentraciot, plazma ¢€s teljes vér
viszkozitast, vorosvértest (RBC) deformabilitdst, aggregaciot és a vérlemezke
aggregaciot tanulmanyoztuk. A hematokritot mikrohematokrit centrifuga (Hemofuge,
Heraeus Instr., Németorszag), a plazma fibrinogén koncentraciot a Clauss modszer
segitségével hataroztuk meg. A plazma- és teljesvér-viszkozitast Hevimet 40 kapillaris
viszkoziméterrel (Hemorex Kft., Magyarorszag) mértiik. A vérviszkozitas értékeit 90 1/s
nyirasi sebességnél adtuk meg. A voOrdsvértest-aggregacidé mérése Myrenne MA-1
aggregométerrel tortént (Myrenne GmbH, Németorszag) tortént Schmid-Schonbein fény-
transzmisszios modszerét alkalmazva. A modszer a voOrdsvértest-szuszpenzid
fényateresztd képességének valtozasan alapul, az aggregacié mértékét az aggregacios
indexekkel jellemezziik (Al). A vorosvérsejt filterabilitast, amely a sejt deformabilitasara
utald paraméter, Carat FT-1 filtrométerben mértiik (Carat Kft, Magyarorszag) a St
George’s technikat alkalmazva. A késziilékben a voOrdsvértest-szuszpenzié 5 um
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porusatmérdjii Nucleopore membranon aramlik keresztiil. Kisérleteinkben az atdramlést
biztosito filtracids nyomast 4 vizem nagysagura allitottuk be. Trombocita aggregometrids
méréseinket Carat TX-4 tipusu trombocita aggregométerrel végeztiik (Carat Kft,
Magyarorszag).

4.18.4. Flow-medialta vazodilatacio

A flow-medialta dilataciot (FMD) Celermajer moédszerével mértiik. Tiz perc
agynyugalom utan, fekvo helyzetben 1évo beteg jobb artéria brachialisarol 10 MHz-s
transducerrel (Technus MPX, ESAOTE, Olaszorszag) hosszanti képet nyertiink.
Nyugalmi allapotban az artéria atmérdjét €s az aramlast detektaltuk, majd az alkaron a
vérnyomasmérd mandzsettajat 250 Hgmm-re felfujtuk 4 percig. A felengedést kovetden
15 mésodpercig regisztraltuk a centralis &ramlast majd 90 masodperc utdn megmértiik az
ér atmérdjét. Az FMD értéket a nyugalmi €s a felengedés utan 90 masodperccel mért
értékek szazalékos kiilonbségében adtuk meg.

4.18.5. Echocardiographia
A betegek transthoracalis echocardiographias vizsgalatat GE Vivid 7 Pro (GE Healthcare,
Egyesiilt Kiralysag) késziilékkel végeztik. A balkamrai dimenziok, a szisztolés és
diasztolés funkcié meghatarozasa a nemzetkozi ajanlasoknak megfelelden tortént.

4.109. Statisztikai elemzés

A csoportok adatainak normal eloszlasat Shapiro-Wilk, a variancia homogenitast Levene-
teszt segitségével ellendriztiik. Csoportok kozotti eltéréseket egy-utas ANOVA
hasznalataval vizsgaltuk, melyet Bonferroni post-hoc 0Osszehasonlitas kovetett.
Onkontrollos vizsgalatok soran paros mintds t-probat hasznaltunk. Kiindulasi allapotban
a torzsek adatai fiiggetlen mintas t-probaval lettek Osszevetve. Minden mas
Osszehasonlitas torzs x kezelés két-utas ANOVA segitségével tortént. A faktorok kozti
interakcid esetén a kezelés altal okozott kiilonbség szignifikancidjat fliggetlen mintas t-
probaval ellendriztiik vissza adott kontrollhoz viszonyitva. A mitokondriumok vizsgalata
soran egy-utas ANOVA-t hasznaltunk Welch korrekcidval, melyet Dunnet post hoc teszt
kovetett, hogy a statisztikai kiilonbségeket tisztazzuk az SHR-C csoporttal valo
Osszehasonlitds soran. Mivel a mitokondriumok teriileti és hossztengelyi mérései soran
nyert adatok nem mutattak normal eloszlast, ezért ezen eredményeket Kruskal-Wallis
teszttel vizsgaltuk paros Osszehasonlitds soran. A rezveratrollal végzett human klinikai
vizsgalat esetében a kezelés kovetkeztében létrejovo valtozasokat paros mintas t-probaval
hataroztuk meg. A csoportok kozotti kiilonbséget pedig Pearson-féle khi-négyzet
probaval jellemztiik. Az analizisek az IBM SPSS programnak az aktuélisan elérhet
legfrissebb verzidjaval torténtek. Minden adat atlag £ S.E.M. d&brazolva. Az
Osszehasonlitasokat p<<0.05 hatar alatt tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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5. KOVETKEZTETESEK, UJ MEGALLAPITASOK

1. A PARP-1 enzim gatldé L-2286 molekula sejtkultaras, izolalt szervperfuzios €s in
vivo szivinfarktus modellekben egyarant hatékonyan mérsékelte az oxidativ
sejtkarosodas (doxorubicin, illetve IR) fokat és csokkentette a nekrdzis mértékét mar

alacsony, 1-10 uM koncentracidtartomanyban is.

2. A PARP-1 enzim farmakologiai gatlasaval késleltetheté volt a legfontosabb
etiologiai  faktorok (posztinfarktusos, hipertenziv, toxikus) altal indukalt
szivelégtelenség kialakuldsa. Kezelés hatdsdra megtartott maradt a sziv struktiraja, a
szisztolés, valamint diasztolés funkcid, nem emelkedett a szivelégtelenséget jelzd
biomarker - a BNP - szintje és a kezeletlen allatokhoz képest 1ényegesen jobb volt a
PARP-gatloval kezelt allatok talélése.

3. A hipertonia okozta szervkarosodasok kialakuldsdnak korai stadiumdban is
protektiv hatasu volt a PARP-gatlas. Jelentdsen mérsékelte ugyanis az L.-2286 kezelés
a hipertenziv szivbetegség ¢és a vaszkularis remodelling kialakulasat, valamint a
kozponti idegrendszeri kdrosodasok mértékét annak ellenére, hogy az SHR éllatok

vérnyomasat nem csokkentette.

4. Az L-2286 védo hatasa egyenértékiinek, illetve bizonyos paraméterek (pl.
szisztolés balkamra funkcio, talélés) tekintetében eldnydsebbnek bizonyult, mint

egyes széles korben alkalmazott komparator molekulaké (pl. ACE-gatlo).

5. A PARP-gatlasnak a kardiovaszkularis rendszerben kialakuld sejtvesztéssel,
fibrézissal és funkciocsokkenéssel jaro patologids remodellinggel szembeni protektiv
hatésa jelen vizsgalataink szerint az ortodox hatason (NAD™ tartalom prezervacidja)

kiviil szamos intracellularis folyamat befolyasolasanak lehetett a kovetkezménye.
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a. Az L-2286 PARP-gatlo hatdsanak koszonhetéen csokkenti az oxidativ
sejtkarosodas mértékét jelz6 paramétereket a masodlagos, ROS-indukalta ROS

termel0dés gatlasan keresztiil.

b. A sziv és az érfali atépiilés mérséklése hatterében az érfali kollagén
lerakddas, illetve a szivizomzatban az intersticialis fibrozis fokanak

csokkentése volt a legszembetlinObb valtozas az [.-2286 kezelt allatokban.

c. PARP-gatl6 kezelés csokkenti a szivizomzatban, illetve az érfalban a legtobb
PKC izoforma (PKCa, PKCB, PKCo, PKCA, PKCE) aktivitasat, illetve az
MKP-1 enzim fokozott expresszidjan keresztiil gatolja a MAP kindzok
aktivitasat. Ezen valtozasok dontd fontossaguak a maladaptiv hipertrofia és a

szivelégtelenség kialakulasanak kivédésében.

d. L-2286 kezelés emellett fokozza a legfontosabb prosurvival jelatviteli
faktorok és ttvonalak aktivitasat (PI3K/Akt-1/GSK-3B, PKCe). A
kovetkezményes mitokondrialis védoé hatds és antiapoptotikus hatés javitja a
stresszhatdsnak kitett sejtek ¢letkilatisait. Ennek az egyes szervek (sziv,
nagyerek, agy) szintjén a struktira és a funkcio javulasa, mig az egyén szintjén

a talélés javulasa a kovetkezménye.

e. Farmakologiai PARP-gatlas hatasara megndtt a hdsokk fehérjék (Hsp72 és
Hsp90) mennyisége, melynek kovetkeztében mérséklodik az oxidativ

sejtkarosodas altal kivaltott fehérjekarosodasok mértéke.

f. APARP-gatlas csokkenti a sejtet érd stressz hatasara létrejové mitokondrium
fragmentacid6 mértékét a Drp-1 mitokondrélis felhalmozdodasan keresztiil.
Ennek hatasara a mitokondriumok meéretének eloszlasa és a mitokondrium
ultrastruktirdja a fizioldgiashoz hasonlé marad. Kovetkezményesen javul a
mitokondriumok funkcidja, a 1égzési lanc fehérjéinek aktivitasa, illetve

gatlodik az apoptozis.

6. A PARP enzim gétldsa eredményeink alapjan tehat egy igéretes terapias lehetdség
lehet a szivelégtelenség megeldzésében ¢s kezelésében. Emellett a hipertenziv

szervkarosodasok kivédésében is szerepet kaphat féleg azon betegekben, akiknél a
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célvérnyomas elérésére valamilyen okbdl (panaszok, az antihipertenziv gyogyszerek

mellékhatasai, sth.) miatt nehézségekbe iitkozik.

7. A természetes polifenol rezveratrol mérsékli a posztinfarktusos szivelégtelenség
kialakulasat kisallat modellben. Csokkenti a balkamra hipertréfia mértékét és javitja
a balkamra funkciét. Ennek hatterében az oxidativ stressz és a kollagén lerakodas
mérséklodése észlelhetd, valamint a remodellingben szerepet jatsz6 szignalizacids

faktorok kedvezod befolyasolasa igazolhato.

8. Rezveratrol posztinfarktusos koronaria betegekben az alkalmazott gyogyszeres
szekunder prevencios kezelés mellett tovabbi kardioprotektiv hatassal rendelkezik:
javitja a balkamrai diasztolés funkcidt, az endotél funkciot, csékkenti az LDL-
koleszterin szintet és védd hatast biztosit a posztinfarktusos betegekben észlelt

kedvezdtlen hemoreoldgiai valtozasokkal szemben.
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6.3. A jelolt kozleményeinek tudomanymetriai adatai

Halmosi Robert tudomanyos és oktatdsi munkéssaganak osszefoglalasa

MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2018.07.03.)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok®
Osszesen | Részletezve | Fiiggetlen Osszes
I. Folyoiratcikk?® 43 - - -
szakcikk, nemzetkozi folyoiratban, idegen nyelvii === 28 549 716
szakcikk, hazai idegen nyelvii -—- 0 0 0
szakcikk, magyar nyelvii --- 12 1 3
szakcikk, sokszerzds, érdemi szerzéként3 - 0 0 0
Osszefoglalo kozlemény --- 2 3 3
rovid kozlemény - 1 3 3
II. Kényv 1 -—- -—- -—-
a) Szakkonyv, kézikonyv 1 --- - ---
idegen nyelvii --- 1 0 0
magyar nyelvii --- 0 0 0
aa) Fels6oktatasi tankonyv - 0 0 0
b) Szakkoényv, tankényv szerkesztoként 0 --- - ---
idegen nyelvii - 0 --- -
magyar nyelvii --- 0 --- ---
bb) Fels6oktatasi tankényv - 0 --- -
II1. Kényvrészlet 1 - -—- --—-
idegen nyelvii --- 0 0 0
magyar nyelvii -—- 0 0 0
cc) Fels6oktatasi tankdnyvfejezet --- 1 0 0
IV. Konferenciakézlemény* 3 - 1 1
Oktatasi kozlemények Gsszesen (IL.aa,bb-111.cc) 1 0 0
Tudomanyos kozlemények 6sszesen (I.-1V.) === 47 557 726
'Il"\lll.()ioményos és oktatasi kozlemények dsszesen (I- 48 . 557 726
V. Tovabbi tudomidnyos miivek 4 === === ===
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagh -—- 4 0 0
folyoiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is
Szerkeszt6ségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok --- 0 0 0
V1. Idézett absztraktok® 0 - 0 0
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Idézettség szama®

Hirsch index® 15
g index® 28 - --
Specidlis tudomanymetriai adatok Szédma Osszes
pectitlls tw ymetriat hivatkozés
Els6 szerzés folyoiratcikkek szama®* 4 129
Utols6 szerzés folyodiratcikkek szama?* 9 100
Az utolsé tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani 28 435
(2002-) teljes tudomanyos folyoiratcikkek
Az utolsé 10 év (2008-2018) tudomanyos, teljes, 18 250
lektoralt folyoiratcikkeinek szdma
A legmagasabb idézettségli kozlemény 0
idézettsége (az Osszes idézettség szazalékaban) 133 18,32%
Tovabbi, az MTMT-ben nyilvantartott idézetek szama,
amelyek nem szerepelnek a WOS és/vagy Scopus 97
rendszerben
Jelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) k6zleményben 2 238

kollaboracios kézremiikodo’
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom sziileimnek, akik mindig hittek bennem, sok lemondassal
tamogattak tanulményaim soran ¢és koOszondm nekik a rendkiviill bizakodd
¢letszemléletiiket. Koszondm gimndziumi biologia tandrom, Dr. Rékasi Jozsef
emberségét, kovetkezetességét €s elhivatott biologia-szeretetét, melyekkel fokozatosan
az orvosi palya felé forditotta érdeklddésemet.

Koszonom TDK témavezetomnek, Dr. Czopf Laszlonak a figyelmét, a precizitasra
torténd neveld szandékat. Az 6 segitségével kezdddott meg kutatéi palyafutdsom, 6
iranyitotta figyelmemet a kisérletes kardioldgia, illetve a szabad gyokds kutatasok felé.
A szabad gyokds folyamatok ¢és azok befolyasolasi lehetdségeinek mélyrehatod
megismeréséért azonban mar Prof. Dr. Hideg Kalmannak+ kell koszonetet mondanom.
Az O tanacsukat megfogadva csatlakoztam PhD hallgatoként Prof. Dr. Toth Kaman
,Kisérletes kardiologia” cimii PhD programjahoz.

Ko6szonom Prof. Dr. Toth Kalménnak azt, hogy mindvégig irdnyitotta és tdmogatta
kutatdsaimat. Batoritott mindig, minden nehézség kozepette. K&szondm neki az ,,atyai
szeretetét”. Lehetové tette, hogy a legmodernebb biokémiai, sejtbiologiai mdodszerekkel
felszerelt Biokémiai Intézettel kooperacioban folytathattam kutatasaimat. A Biokémiai
Intézet (ma Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet) vezetdjének Prof. Dr. Stimegi Balazsnak
szeretném megkOszonni rendkiviili kedvességét, tlirelmét, amellyel a biokémiai
gondolkodasmédra megtanitott. O terelte érdeklédésemet a direkt antioxiddnsok feldl a
PARP rendszer vizsgalata iranyaba. Toth Kalman Professzor Urral egyiitt 6 tette le az
alapjait a jelenleg mar az SZKK-ban mikodé Kisérletes Kardiologiai
Kutatolaboratoriumnak is.

Koszonettel tartozom a Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetben dolgozo kollégaknak a
tudomanyos munkamhoz nyujtott segitségét: Prof. Dr. Gallyas Ferencnek, Dr. Berente
Zoltannak, Dr. Osz Erzsébetnekt. Halas vagyok Horvath Bertalannak, Giran Laszlonak
¢és Halasz Helénéanak a laboratoriumi munkaban nyujtott segitségeért.

Koszonetet mondok munkatarsaimnak, korabbi €s jelenlegi PhD hallgatdimnak, akik
mellettem alltak és allnak a tudomanyos, gyogyitd €s oktatdo munkaban, akik nélkiil a
kutatomunkam toredéke sem tudott volna megvalosulni: Dr. Habon Tamasnak, Dr. Czopf
Laszlonak, Dr. Szabados Eszternek, Dr. Marton Zsoltnak, Dr. Palfi Anitanak, Dr. Bartha
Evénak, Dr. Magyar Kléranak, Dr. Deres Léaszlonak, Dr. Erés Krisztidannak, Dr. Riba
Adamnak, Dr. Gal Rolandnak, Ronaky Anikénak és Volgyiné Dozsa Timeanak.

Megkoszonom feleségem tamogato tiirelmét, szeretetét és folyamatos aldozathozatalat,
amit a nagyrészt munkaidén kiviil végzett kutatomunka rétt rd. Koszonom végiil
gyermekeim szeretetét, ami értelmet ad mindannak, amit teszek.
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