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Eloszo

1999-ben az akkori Debreceni Orvostudomanyi Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Szakon,
Dr. Toth Laszlé a Gyogynovény és Drogismeret tantargy szegedi vendégoktatdja a TDK
hallgatojava fogadott, €s tilarado novény és allatszeretetével egy teljesen mas vilagot tart elém,
amelyet bevallom, akkoriban még csak kiilsé szemléloként figyeltem. A palyamunkdm soran
sokkal er8sebb volt az analitika iranti vonzédas, amit Dr. Dinya Zoltan Tanar Ur, mint
tarstémavezetémnek a szakmaval szemben tamasztott alazatanak kdszonhettem. 2001-ben a
végzésem utan a Gyogyszerhatastan-Biofarmacia Tanszékre nyertem rezidensi felvételt, ahol
Dr. Vecsernyés Miklos és Prof. Dr. Tésaki Arpad iranyitasa alatt a farmakologia és biofarmacia
megtanulasa jatszotta legnagyobb szerepet az életemben. Mar a PhD munkam sordn is a
természetes anyagok, mint példaul a sz6lé-kivonat, alpha-melanocyta-stimulaldé hormon,
meggymag-kivonatok vizsgalatat preferdltam a konzervativ farmakoldgiai molekuldkkal
szemben. Az izolalt dolgozo sziv allatmodell megismerésekor, mint kisgyermek, aki a
betiitanulas el6tt csodalkozva néz a felndttekre, hogy hogyan tudjdk a mesekonyvek
szovevényes betliit kiolvasni, meg voltam gy6zddve, hogy itt egy olyan modszert fogok
elsajatitani, amely egyediilallo és vilagszinvonalu, és utdlag bevallhatom, hogy ezt nem is
tanulhattam volna jobb tanitomesterektdl. 2004-ben egy kiilfoldi 6sztondij elnyerésével az
Egyesiilt Allamokban, Connecticut 4llamban, a Farmingtoni Egyetemen Prof. Dr. Nilanjana
Maulik vezetésével a gyogynovények iranti csodalatom és tiszteletem csak fokozodott,
mondhatni elmélytilt. A farmingtoni kisérletes és molekularis sebészeti laborban még tobb
modszert sajatithattam el, amiben kulcsfontossagl szerepet tulajdonitok Dr. Shigeaki Kaga,
akkori japan szivsebész kollegamnak, akitél mérhetetlen precizitast, kitartast, munkafegyelmet,
¢s alazatot tanultam Gigymond japan médra. A természetes molekulak, gyogynovény-kivonatok,
vitaminok, mint pl. a bromelain, niacin k6tott krom, resveratrol stb. kapcsan végzett vizsgalatok
tovabb erdsitették a taplalkozastudomany irant érzett kotddésemet. Hazatérésem utdn még
céltudatosabban kerestem a gyogyndvénykivonatok és egyéb természetes anyagok kedvezd
terapias lehetOségeit a kiillonbozd betegségekben, ezért a rutinszerlien alkalmazott
kardiovaszkularis allatmodelleket kibdvitettem pulmonalis artérias hipertonia (PAH), UV-
indukalta fototoxicitas, iszkémia/reperfuzid indukalta, diabéteszes retinopatia, illetve demencia
modellekkel. Az 0j moddszerek bedllitdsdban nagy eldrelépést hozott, hogy Papp Zoltan
Professzor Ur és Toth Attila Professzor Ur egy szoros kollaboracié kiséretében szabad bejarast
biztositott intézetiik legtijabb és egyben legmodernebb szivultrahang késziilékéhez. Az in vivo
technika szinte hidnytalanul kiegészitette az altalunk akkoriban rutinszertien hasznalt izolalt

sziv metddust, amit Dr. Kertész Attila kardiologus akkori PhD hallgatom, human betegeken
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gylijtott ultrahangos jartassagat kiaknazva atiiltettiik az egészséges és patologias allatkisérletes
modelljeinkre. A metodikai beallitasok fejlédéséhez az is hozzatartozik, hogy 2010-ben egy
Skocidban megrendezett konferencian Balla Jozsef Professzor Urral tobb éras diszkurzust
folytatva itthon tovabb erdsitettiik az ateroszklerotikus modelliink fejlesztését. Ebben a
vizsgalati iranyvonalban kulcsfontossagu szerepet toltott be Balla Gyorgy Professzor Ur is, aki
hihetetlen tapasztalatdval, odaadéasaval, kutatds imadataval ¢és tiirelmével szélesitette
szemléletemet. 2015-ben a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak,
Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézetében Prof. Dr. Szilvassy Zoltan utmutatasaval
folytattam munkamat, aki mindamellett, hogy teret engedett abban, hogy tovabb
bontogathassam szarnyaimat az experimentalis farmakologia kutatdsaban, bevezetett a klinikai
vizsgalatokba, ezzel egy olyan ujabb szemléletet tart elém, ami befolyésolta az egész életem
tovabbi munkassagat. Hiszek abban, hogy a taplalkozastudomanyi ismeretek fejlodése szamos
betegség prevencidjaban, vagy egy adott terapia kiegészitésében olyan szerepet tdlthet be,

amelynek soran mind a sajat, mind a betegeink életmindsége szemmel lathatdéan jobba valhat.
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Bevezetés

Diszlipidémia és az ateroszklerozis

Az érelmeszesedés az érfal kronikus gyulladdsos megbetegedése, amely a kdzepes - és nagy
artériakat érinti [1]. Kialakulasaban nagy szerepe van a magas LDL koleszterinszintnek, a
magasvérnyomas betegségnek, a cukorbetegségnek és a dohdnyzasnak. Szamos sulyos
kovetkezménye van, igymint stroke, koronaria megbetegedés és periférids artérids érbetegség
[2]. Az érelmeszesedés jelent6sége nem elhanyagolhato, hiszen a kovetkezményeként kialakuld
stroke ¢és iszkémids szivbetegség a WHO statisztikaja szerint vilagszerte a vezetd halalokok
egyike. [3]. Az érelmeszesedés jelenségének leirasa mar a 15-16. szazadra visszanyulik.
Leonardo da Vinci az elsék kozott volt, aki leirta, hogy a ,hartydk” megvastagodasa a
véraramlas akadalyozottsagat eredményezi idés egyénekben. A 18. szadzad masodik felében egy
angol orvos, William Heberden irta le el6szor az angina pectoris tiineteit, valamint azt a
megfigyelést, hogy a mellkasi fajdalom nyugalomban megsziinik. Az ateroszklerotikus plakk
rupturajat el6szor 1844-ben, Koppenhagaban irtak le, egy hires dan festd boncolasa soran, ahol
megfigyelték, hogy a sziv ereiben szamos szklerotikus plakk talalhato, melyek koziil egynek a
felszine fekélyes volt és a beldle szarmaz6 ateromatozus massza elzarta az ér lumenét. A 19.
szazad végére két elmélet valt elfogadotta az érelmeszesedés kialakulasanak magyarazataként.
Az egyik Carl von Rokitansky tedriaja volt, miszerint az érfal belsé rétegében kialakulo
depozitumot foként fibrin €s més vér alkotoelemek képzik. A fibrin és mas vérben megtalalhato
fehérjék degradacigja eredményezi az ateromatdzus masszat, melyben koleszterin kristalyok és
zsircseppek rakodnak le. A masik elmélet sziil6 atyja Rudolf Virchow volt, aki tgy vélte, hogy
az ateroma egy gyulladasos folyamat eredménye az intiman beliil és a fibrozus elvaltozas egy
reaktiv folyamat, mely a kotdszoveti sejtek proliferacioja kovetkeztében alakul ki. Azt allitotta,
hogy az endarteritisz egy reparacios folyamat része, amely egy mechanikus, irritativ stimulusra
adott vélasz. Virchow elmélete adta az alapjat Russel Ross ,sériilésre adott valasz”
hipotézisének, miszerint az ateroszkler6zis az endotélium lokalis sériilése kovetkeztében alakul
ki, melyet vérlemezkék adhézioja, aggregacioja és felszabadulasa kovet [4]. A Virchow triasz
kifejezés az 6 nevéhez flizédik. Az 1970-es évekig a lipidek szerepének tulajdonitottak nagy
jelentéséget, amelyet az a klinikai megfigyelés alapozott meg, hogy diszlipidémias betegekben
gyakoribb az érelmeszesedés. A 70-es éveket kdvetden keriilt eltérbe a ndvekedési faktorok,
A tudomany jelenlegi allasa szerint az ateroszkler6zis egy tartosan fenndlld alacsony szintii
steril gyulladas eredménye, amelynek kovetkeztében koros interakcio alakul ki az érfalban

talalhatd immunsejtek és a tunica media simaizomsejtjei kozott, valamint fibrozus szoveti
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massza képzddik [4]. Egészséges egyénekben az endotélium nem atjarhato a vérben keringé
immunsejtek szamara. Allatkisérletekben kimutattak, hogy aterogén diéta hatisara adhézios
molekulak (VCAM-1) jelennek meg az endotelialis sejteken, amelyek segitik a monocitak és
T-limfocitak kitapadasat €s atjutasat az subendotelialis térbe [5]. Emellett inicial6 tényezd lehet
az endotélium sériilése, rendellenes lipid-metabolizmus, gyulladaskelté mediatorok jelenléte és
a hemodinamikai kdrosodas, mely soran aramlas-medialt gyulladasos valtozasok alakulhatnak
ki az endotéliumban. Ez a folyamat az endotelialis sejtek aktivacidjahoz vezet, melyet adhézids
molekulak (ICAM-1, VCAM-1, E-selectin) fokozott termelése kovet [6]. Az adhézids
molekulak jelenléte lehetdvé teszi a monocitdk érfalba torténd vandorlasat és szoveti
makrofagokkd alakulasat. Az érfal fokozott atjarhatosdga lehetdvé teszi a koleszterin-tartalmua
LDL partikulumok bejutasat és kovetkezményes felhalmozodasat az érfalban [7]. A
felhalmozoddas annal nagyobb mértékii, minél magasabb az LDL plazmakoncentracioja, ezaltal
valik a hiperkoleszterinémia sulyos rizikofaktorra. A nativ LDL nem ko6tédik megfeleléen a
makrofagok scavenger receptoraihoz, az LDL lipoproteinek modosuldsa, oxidacidja sziikséges
a felismeréshez és a habos sejtek képzddéséhez. A gyulladasos kdrnyezet, mint oxidativ stressz
hozzajarul az LDL partikulumok oxidacidjahoz, melyek igy felismerhetové valnak a
makrofagok szdmara és 1étrejon a fagocitdzis. Az oxidalt LDL bekebelezése vezet az ateromara
jellemzd, koleszterin tartalmu habos sejtek kialakulasahoz [8]. Az oxidalt LDL bekebelezése a
fagocitak aktivaciojahoz vezet, melyek gyulladaskeltd citokineket kezdenek termelni [9]. A
habos sejtek felhalmozddasa alkotja a zsiros csikot (fatty streak), kis mennyiségii limfocita és
simaizomsejt kiséretében. Az ateroszklerotikus plakk érése soran a felhalmozodott habos sejtek
folyamatos pusztulasa is megfigyelhetd. Az apoptotikus sejtek és a beldliik kiszabaduld magas
zsirtartalm massza alkotja a plakk nekrotikus magjat [1]. Az oxidalt LDL felhalmozdodasa
stimuldlja az endotelialis sejtek gyulladaskelté aktivitasat, ezaltal novekedési faktorokat,
citokineket és makrofag kolonia stimulalo faktort kezdenek termelni [8]. Az aktivalt
makrofagok és endotél sejtek altal termelt citokinek és novekedési faktorok fokozzak a
simaizom proliferdciét ¢és az extracellularis matrix expanzidjat. Ez a gyulladésos
fibroproliferativ valasz eredményezi a fibrézus sapka kialakulasat [10]. A fibrozus sapka
felépitését és a plakk stabilitasat a gyulladas aktivitdsa hatdrozza meg. Az instabil plakk esetén
a sz¢€Is0, lateralis részén gyakran egy gyulladasos sejtekben gazdag populécio figyelhetd meg,
mely proteolitikus enzimeket termel (pl. matrix metalloproteindzok) ezaltal degradalva a
kollagén rostokat. A folyamat kovetkeztében a fibrézus réteg meggyengiil és plakk ruptura
kovetkezhet be [6]. A stabil plakkot ezzel szemben vastag fibrozus sapka, kevés lipid és
gyulladésos sejt jellemzi. Habar az érelmeszesedés egyik legfontosabb rizikofaktora az elhizas

ma mar pandémianak szamit és 1975 6ta a prevalenciaja megharomszorozodott a WHO adatai
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szerint [11], mégis a kardiovaszkularis halalozas dramaian csokkent a fejlett orszagokban a
kozépkora lakossag korében, melynek egyik oka a rizikofaktorok hatékony kezelése [2]. A
diszlipidémia kezelésében a statinok térhoditdsa tovabbra is toretlen, mivel hatékonyan
csokkentik a sziv-érrendszeri rizikot (1. dbra). Szdmos nagy randomizalt vizsgalat kimutatta,
hogy a tartds statin terapia csokkenti a kardiovaszkularis mortalitast, valamint a szivinfarktus
incidenciajat [12]. Ezen feliil kimutattak, hogy a statinok gyulladascsokkenté hatassal is
rendelkeznek, ezaltal is javitva az érelmeszesedés kimenetelét [5]. A statinok a HMG-CoA
reduktdz enzim inhibicidjaval gatoljak a HMG-CoA mevalonattd alakuldsat, ami a
koleszterinszintézis sebességmeghatarozo 1épése. A statinok hatékonysaga
megkérddjelezhetetlen, azonban egy év terdpia utan sokan ,.elfelejtik” szedni a gyodgyszert,
amelynek egyik okaként az izomfijdalmakat nevezik meg a betegek. Egy masik
gyogyszercsoport a fibratok a PPARa sejtmag receptorok agonistai, és jotékonyak un. kevert
diszlipidémiaban, amikor az LDL és a triglicerid szint egyarant emelkedett. Altalaban statinnal
kombinécioban alkalmazzik 6ket, azonban egyiittes addsaval megnd a gydgyszerinterakciok
valoszintisége [9]. Emellett kimutattak, hogy a fibratok alkalmazasa nem csokkenti a sziv-
érrendszeri halalozast [7]. A niacin hatékonyan csokkenti az LDL és a Lp(a) szintet, valamint
noveli a HDL termel6dését, ezaltal fokozva a reverz koleszterin transzportot. E16nyds hatasai
ellenére a statinokkal valo egyiittes alkalmazas nem bizonyult hatékonynak, egy nagy klinikai
kutatas szerint nem csokkent a CV mortalitas és sulyos mellékhatasok jelentkeztek. Terapids
célpont lehet a koleszterin-felszivodas gatlasa, a NPC1L1 (Niemann—Pick C1-like protein 1)
transzportfehérje gatlasan keresztiil fejti ki hatasat az ezetimib, amely statinokkal kombinalva
alkalmazhat6 elégtelen terapids valasz esetén. Ezentll abszorbcidt gatldo gyogyszercsoport az
epesavkotd gyantak, melyek szekvesztraljak a koleszterin tartalmu epesavakat és gatoljak azok
felszivodasat a bélben. Hatékonyan csokkentik a szérum LDL szintjét, azonban trigliceridszint
emelkedést okoznak. [9]. Az elmult 10 évben tobb uj koleszterincsokkent gyogyszer is
bevezetésre keriilt, amelyek hatékonyan alkalmazhatéoak a familiaris hiperkoleszterinémia
kilomikron és VLDL partikulumok Gsszeszerelddését, ezaltal hatékonyan csokkenti az LDL
szintet [13]. A mipomersen egy antisense oligonukleotid, amely az LDL legfobb
apoproteinjének, az apoB100-nak a keletkezését gatolja azaltal, hogy az mRNS-¢hez ktddve
annak degradéciojat idézi eld. A PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) gatlok
monoklonadlis antitestek, amelyek megakadalyozzdk a LDL receptorok lebomlasat, ezaltal
fokozva a sejtek LDL felvételét, igy jelentdsen csokkentik a plazma LDL szintet [14].

A gyogyszeres kezelés mellett kiemelt szerepe van az egészséges életmodnak. Klinikai

vizsgalatok kimutattak, hogy a testsuly normalizalasaval, rendszeres testmozgassal és a telitett
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zsirsavbevitel csokkentésével jelentdsen redukalhatd a plazma LDL szint [12]. Emellett az
¢letmdd megvaltoztatdsa (testmozgas, fogyas, megfeleld étrend) jelentdsen csokkentette a
triglicerid szintjét is [7]. Osszefiiggést talaltak a bél mikrobiom és a sziv-érrendszeri riziko
kozott. A nyugati diéta, amely gazdag cukrokban, koleszterinben és egyéb telitett zsirsavakban
fokozza a gyulladasos folyamatokat a szervezetben. A telitett zsirsavak bevitele megndveli az
endotoxin aktivitast a plazmaban, valamint megvaltoztatja a mikrobiom Osszetételét a bélben
valtozasok indirekt modon, kronikus metabolikus diszfunkci6 1étrehozasaval jarulhatnak hozza
az egészségtelen étrend aterogén hatasahoz [15]. Nagy populacidban végzett vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy a 2-es tipusi diabétesz hozzavetdlegesen kétszeresére emelte a
kardiovaszkularis rizikot. Ennek egyik oka, hogy diabétesz gyakran tarsul metabolikus
szindromahoz, ezaltal az érelmeszesedésnek tobb rizikofaktora is teljesiil egyszerre. Csokken a
szervezetben a sejtek VLDL, IDL és LDL felvétele, ezért ezek az apolipoproteinek tovabb
maradnak a véraramban. Leirtak, hogy az LDL képzddése szorosan Osszefligg az inzulin
rezisztenciaval ¢és hipertrigliceridémiaval, melynek szintje korreldl a kardiovaszkularis
rizikoval [16]. A megfeleld glikémias kontroll elérésével mérsékelhetd a hipertrigliceridémia,
habar a szoros glikémias kontroll onmagaban nem elegendé a sziv-érrendszeri rizikod
csokkentésére, ezért lipid-csokkenté kezeléssel kell kombinalni [17]. Ezzel szemben a
magasvérnyomas-betegség adekvat kezelése hatékonyan csokkenti a mortalitast. Kimutattak,
hogy a szisztolés vérnyomds 5 Hgmm-rel torténd csokkenése 14%-kal mérsékelte a

cerebrovaszkularis, és 9%-kal a kardiovaszkularis halalozast [18].
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A diszlipidémia prevalencidja vilagszerte magas és egyre tobb beteg fordul a gyodgyszeres
terapia helyett alternativ gyégymoddokhoz. A magas rost tartalmt étrend terapias hatdsa mar
régota ismert. Az étkezéssel bevitt rostok koleszterinhez és epesavakhoz kotédve gatoljak azok
felszivodasat és novelik széklettel torténd iriilésiiket. A rostok bélbaktériumok altali
metabolizmusra. Szamos tanulmany igazolta, hogy a rostokban gazdag étrend, amely legalabb
10 g oldhaté rostot tartalmaz, hatékonyan csokkenti az LDL koleszterin szintjét a plazmaban.
A konzervativ terapian tal, a halolaj alkalmazédsa jotékony hatdsu. Gazdag tobbszordsen
telitetlen omega-3 zsirsavakban, dokozahexaénsavban ¢s eikozapentaénsavban, melyek
hatékony triglicerid-csokkentd vegyliletek. Javasolt napi dozisa 2-4 . Hatasuk tobb
mechanizmussal is megvalosul, mint példdul PPAR agonistaként fokozzak azon gének
kifejezodését, melyek a zsirsav oxidacioban vesznek részt és csokkentik a maj VLDL
termelését. Fokozzak tovabba a lipoprotein-lipaz aktivitasat, igy tovabb csokkentve a triglicerid
a fokhagymaban eléforduld szulfat-tartalma vegyiilet, amely szdmos jotékony hatéssal
rendelkezik. Az allicin a fokhagyma feldolgozéasat kovetéen gyorsan lebomlik poliszulfidokka,
melyek képesek H2S donorként funkcionalni. H.S donorokkal torténé kezelés hatasara szamos
gyulladaskelt6 citokin (IL-1p, IL-6, and TNFa) csokkent termelddését figyelték meg, illetve
hat4saiban bizonyos TRP receptorok aktivacidja is szerepet jatszhat, amely felelds lehet az
allicin anti-aterogén ¢és gyulladascsokkentdé hatasaért. A zoldtea flavonja a katekin
metaanalizisek alapjan szintén jelent6s koleszterin-csokkentd hatassal rendelkezik.
Legfontosabb képviseldje a csoportnak az epigallokatekin-gallat. In vitro és in vivo vizsgalatok
is kimutattdk, hogy képes mérsékelni az LDL oxidacidjat, ami magyarazhatja azt a
megfigyelést, hogy a zoldtea jelentdsen csokkenti a CV mortalitdst. Hasonloan jotékony
hatassal rendelkezik a berberin, egy természetes alkaloid, amely a borbolyaban talalhatd és
gatolja a PCSKO fehérjét, ezaltal csokkenti az LDL receptorok lebontésat, inzulin érzékenyitd
hatasa van, valamint antihipertenziv és antiaritmias hatassal is rendelkezik [20]. Egy 2013-as
metaanalizis kimutatta, hogy napi 0,6-1,5 g berberin fogyasztasa szignifikdnsan csokkentette a
plazma LDL és triglicerid szintjét és jelent6sen emelte a HDL szintet [19]. A berberinhez
hasonloan hat a lipid- és vércukorszintre a gorogszéna. A diosgenin fokozza a koleszterin
kitirilését a szervezetbdl, mérsékli az endotelialis diszfunkciot, gyulladascsokkentd, inzulin
érzékenyitd hatdsu, valamint csokkenti az oxidativ stresszt, ezaltal csokkentve a CV rizikot,
gatolja a szérumban az LDL oxidaciot és csokkenti a homocisztein szintet [21]. A gérogszéna
farmakologiai hatasai egy késobbi alfejezetben részletesen kifejtésre keriilnek. A legtébb

funkcionalis élelmiszer csupan kis mértékben képes javitani a lipid profilt, azonban a
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gyogyszeres terapia kiegészitéseként torténd alkalmazasukkal hatékonyabb koleszterin és

triglicerid szint cs6kkentés érhet6 el [19].

A miokardialis és vaszkularis PDE9A upregulalodik az ateroszklerozis eredetii sziv- és

érrendszeri betegségekben

A nitrogén-monoxid (NO) — ciklikus guanozin monofoszfat (cGMP) — Protein Kinaz G (PKG)
utvonal fontos szerepet tolt be a szivmiikddés szabalyozasdban, hiszen egyfeldl célpontjai
kardioprotektiv folyamatokban vesznek részt, masfeldl a titin oridsfehérjén keresztiil a szivizom
valoszinliséggel felelds a diasztolés diszfunkcid (DD) kialakuldséért, amely a diasztolés
szivelégtelenség (HF megtartott ejekcios frakcioval, HFpEF) prekurzora, valamint szisztolés
szivelégtelenségben is karakterisztikus eltérés (HF csokkent ejekcios frakcioval, HFrEF) [25,
26]. A koszoruerek mikrovaszkulatirajaban megjelend, ateroszklerdzissal tarsuld endotelialis
gyulladés és a megnovekedett oxidativ stressz csokkenti az NO-biohasznosulésat és karositja a
PKG utvonalat, melynek eredményeképpen fokozodik a miokardium merevsége és a gyulladas
kovetkeztében fennallé miofibroblaszt proliferacio intersticialis fibrozist okoz [22]. A kulcs
hirvivé molekula, a cGMP képzddését fokozhatja a (1) NO altal aktivalt szolubilis guanilat-
ciklaz (sGC), illetve a (2) partikuldris guanilat-ciklaz (pGC) enzim, a natriuretikus peptid
utvonalon [27]. A B-tipust natriuretikus peptid (BNP) expressziojanak csokkenése szamos
tényezd kovetkezménye lehet (obezitas, inzulinrezisztencia), eredményeként pedig visszaesés
kovetkezik be a cGMP koncentracidjaban [28-30]. A falfesziilés hatasara a BNP termelddése
fokozddik. A foszfodiészteraz (PDE) enzimek fokozott aktivitdsa szintén szerepet jatszhat a
cGMP szint csokkenésében, hiszen ezek a fehérjék bontjak le a ciklikus AMP-t (cAMP) és
CGMP-t 5°’AMP illetve 5’GMP-re. Egy nemrégiben késziilt tanulméany igazolta, hogy a 9A
tipusu foszfodiészteraz (PDE9A) csak a nétriuretikus ttvonalon képzédé cGMP
metabolizalasaért felelés [31]. PDE9A total knockout egerekkel végzett tanulmanyban
nyomastulterhelést kovetden kimutattdk, hogy diasztolés szivelégtelenség kialakulasdhoz vezet
a natriuretikus peptidek (NP-ek) alacsony szintje, vagy a NP tutvonalbol szarmazo cGMP
PDE9A altali lebontasa [31]. Ezen ttvonal befolyasoldsa jabb iranyba kalauzolhatja a
gyogyszerkutatast — azaz a cGMP szint ndvelése a PDE9A farmakologiai szerekkel torténd
gatlasa révén 0 terapids vonulatokat hozhat (2. abra). Az elmult években ezt a hipotézist az a
tény is bizonyitotta, hogy a neprilizin (amely a NP-k lebontdsat végzi) gatlasaval ugyszintén
igéretes eredményeket értek el klinikai vizsgalatokban [32]. Azonban fontos megemliteniink,

hogy nem mindegy, hogy lokalis, vagy szisztémas hatdsmechanizmust tudunk kifejteni. A NEP
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gatlas a NEP receptorral rendelkezé sejteken hat, a szisztémas PDE gatlas mindeniitt kifejti
hatasat.

A sziv- és érrendszeri betegségek vizsgalata esetén a nyul modellek 6tvozik a kis és nagy
allatmodellek eldnyeit: fenntartdsuk viszonylag koltséghatékony, viszont a szivmiikodésiik
(beleértve a Ca-homeosztazist, az ioncsatornakat és az aktin-miozin strukturat) hasonlo a
humanhoz [33-37]. Raadasul, mivel extrém érzékenyek az aterogén diétara és a lipoprotein
profiljuk is hasonlé az emberéhez, ezért a nyal modellek sikeresen alkalmazhatéak

kardiovaszkularis Kutatasok esetén [38] pl. ateroszklerotikus plakk 1étrehozasara.
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2. abra. A PKG ttvonal és a diasztolés funkcié kapcsolata.
Statinok és a resveratrol

El6z6 fejezetiinkben mar targyaltuk, hogy az ujabb vizsgélatok szerint csokkentett LDL és
koleszterin értékek alacsonyabb CHD rizikét eredményeznek [39]. A HMG-CoA reduktaz
gatlok (statinok) bizonyultak az egyik leghatasosabb koleszterinszint csokkent6knek, a PCSK9
inhibitorok mellett, mely hatasukkal gatoljak az ateroszklerozis kialakulasat, csokkentve a
CHD incidenciéj at. A koleszterinszint csokkentd hatas mellett, a statinok segitenek meg6rizni
[40]. A statinok normal koleszterinszint mellett, patkanyokban védelmet nyujtanak az
iszkémias/reperfuzidés miokardiumnak, endotelialis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS) fiiggd
utvonalon keresztiil [41]. Ugyanakkor hiperkoleszterinémias betegeknél monoterapiaban

alkalmazott statinok kevésbé bizonyultak hatékonynak CHD megel6zésében. Igy kutatdsunk
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ezen részének ,,Szent Gralja” egy raciondlisan egyesitett terapia tervezése, mely tobb
mechanizmussal is csokkenti a koleszterinszintet, csokkentve a CHD kialakulasat. A resveratrol
egy polifenolos, természetes fitoalexin, tobbek kozott antioxidans, trombocitagatlo,
angiogenezist fokozo, illetve gyulladasgatlo hatassal [42] rendelkezd, a természetben
eléforduld vegyiiletiink. A resveratrol koronaria artériakra gyakorolt jotékony hatasai
valoszinlileg a korai ateroszklerotikus 1ézidk progressziojanak lassitasabol erednek. A korabbi
eredményeinkben beszdmoltunk a resveratrol oxidativ stressz csokkentd, illetve az indukalhato
nitrogén szintdz (iNOS) mRNS expresszidjat fokozd hatdsardl, mely a kardiomiocitak
apoptézisanak csokkenéséhez vezet.

A resveratrol (transz-3,5,4'-trihidroxistilbén) egy polifenolos, természetes fitoalexin, a
vordsborban talalhato hatéanyag [43]. Korabbi vizsgalatainkban mind a vérésbor kivonat, mind
a resveratrol csokkentette az oxidativ stresszt, fokozta az indukalhat6 nitrogén monoxid szintaz
(iNOS) mRNS expresszidjat, melyek a kardiomiocitak apoptdzisanak és az infarktus méretének
csokkenéséhez vezettek. Patkany miokardialis infarktus modellen bemutattak a resveratrol
keresztiil, jelentds kardioprotekcidt eredményez, csokkentve az infarktus méretét €s ndvelve a
kapillaris denzitasat [44]. A resveratrol jotékony hatasait az endotélsejtekben [45], a vesében
[46] és szivben [47] a nitrogén monoxid (NO) termel6dés fokozasaval fejtheti ki. Giovannini
¢s tarsai [46] illetve Naderali és tarsai [48] eredményei alapjan a resveratrol antiiszkémias
hatdsanak legfontosabb faktora az NO upregulacidja. A legtdbb resveratrollal 6sszefiliggd
biologiai védbhatas ,,intrinsic radical scavenging” tulajdonsagokhoz kapcsolodtak. Mivel a
diabéteszes hiperglikémia altal indukalt oxidativ stressz kardiovaszkularis szovédményekhez
vezet [49], igy a redox jelatviteli folyamatok valtoztatasa Osszefligghet a resveratrol-medialt
kardioprotekcioval.

A tioredoxinok az egyik legnagyobb cellularis fehérje diszulfid reduktazok, melyek az emlds
szervezet minden szovetében, koztiik a szivben is jelen vannak. Ditiol/diszulfid aktivitassal
rendelkeznek, tobb enzimnek, koztilk a tioredoxin-peroxidazoknak és a ribonukleotid
reduktazoknak, elektrondonorként szolgalnak [50]. A tioredoxinok a tiol-redox szabalyozason
keresztiil fontos redox regulatorok a fehérjefunkciokban és jelatviteli folyamatokban. A
tioredoxin a tioredoxin-reduktaz hatasara redukalodik, a folyamathoz sziikséges elektronokat a
NADPH biztositja. A hemoxigenaz-1 (HO-1) a szervezet tobb sejtjében is kifejezddik,
transzkripcidjat szdmos pre-oxidans vegyiilet, igy a hem, nehézfémek, oxidalt LDL,
proinflammatorikus citokinek, ROS aktivalja [51-53]. A HO-1 katalizalja a hem szén-monoxid
(CO) atalakulast, illetve a biliverdint, mely tovabbi 1épésekben bilirubinna redukalodik [54]. A
CO gyulladasgatlo és antiapoptotikus [55], a bilirubin pedig antioxidans hatasokkal rendelkezik
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[56]. Emellett akut iszkémia/reperfizié patkany modellen az adenovirussal bejutatott HO-1 gén

akut miokardialis védelmet hozott 1étre [57].

Bromelain (Br)

A gyogyszeres prekondicionalas kiemelkedd szerepet jatszik az I/R soran bekovetkezd
szovetkarosodas mérséklésében. A bromelain (Br), mely tulajdonképpen az Ananas comosus,
a termesztett ananasz szarabol kinyert szulfhidril proteolitikus enzimek 6sszefoglald neve [58,
59]. A Br kiilonb6z6 cisztein proteolitikus frakciokbol all, melyek mérete 15 és 27 kDa kozott
mozog, ¢és rendszerint por formaban adjak zselatin, vagy bélben o0ldodd bevonatos kapszula
form4jaban. Beszamoldk szerint a Br szdjon at adva gatolja a trombusképzddést 1ézeres
trombozis modellben, valamint in vitro és in vivo koriilmények kozott csokkenti a human
modellben a Br hatékonyan gétolta a reperfiizié soran jelentkezd vérataramlas-csokkenést,
ezaltal hozzajarult a vazizom védelméhez [61]. Egyéb vizsgalatok leirtak, hogy a Br mérsékli
az anginat [60], antihipertenziv hatasu [62], tovabba kaliummal és orotattal egyiitt adva
csokkenti az infarktus kockazatat [63]. Bar tudomanyos eredmények feltételezik a Br protektiv
szerepét I/R karosodassal szemben, ennek mechanizmusa nem ismert. Ezért jelen tanulméany
célja az volt, hogy megvizsgaljuk a Br el6kezelés hatasait patkany ex vivo sziv modellen.
Tovéabba ismeretes, hogy a ttlélési kindzok upregulacioja negativan befolyasolja az apoptozis
folyamatat. Foleg a szerin/treonin kindz Akt enzimrél ismeretes, az endotélben ¢és
szivizomsejtekben antiapoptotikus szignalt aktival [64]. Beszamolok alapjan gy tlinik, hogy a
foszfo (p)-Akt célpontjai a sejtmagban talalhatoak [65]. Az Akt szamos célmolekula aktivitasat
szabalyozza, mint példaul a proapoptotikus Bad fehérjét, a kaszpaz-9-et, és a forkhead box
transzkripcios faktor/protein (FOXO) csalad tagjait, mint a FOXO1, FOXO3A és FOX04 [66,
67]. A FOXO-k gatoljak a Fas ligandokat és a Bcl-2 csalad tagjait, mint példaul a Bim fehérjét.
Az Akt-dependens foszforilacio a forkhead transzkripcios faktorok gatlasahoz, és igy a

proapoptotikus szignal csokkenéséhez vezet [64].

Niacinhoz kotott krom-komplex alapu Energia formula (Ef)

Bar szamos gyogyszer van hasznélatban a miokardialis iszkémia kezelésére, bizonyos,
¢élelmiszerekben eléforduld hatdanyagok szintén szerephez juthatnak a terdpidban. Néhany
ilyet, mint példaul a niacinhoz kotott krom komplexet, D-ribozt, standardizalt alombogyo
kivonatot (5% witanolid tartalommal) és bizonyos aminosavakat egy egyedi energia formulaba

(EF; InterHealth Nutraceuticals, Benecia, CA) allitottunk 0ssze, mely jelen kutatas targyat
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képezi. Jelentés szamu in vitro, allatkisérletes és human klinikai vizsgalat bizonyitotta, hogy a
niacin-kotott krom bioldgiai és farmakologiai szempontbdl biztonsagos vegyiilet, mely
ugyanakkor javitja a kardiovaszkularis funkciokat, el6segiti a fogyast, allatban €s emberben is
megelézi a diabétesz kialakulasat azaltal, hogy serkenti az inzulin hatasait, valamint
befolyasolja a fehérje, zsir és szénhidrat anyagcserét [68]. A Withania somnifera
(ashwagandha), alombogy6 vagy indiai ginzeng) novényt az ajurvéda, a hagyomanyos indiai
orvoslas széles korben alkalmazza. Kisérletes bizonyitékok vannak arra vonatkozoan, hogy a
Withania somnifera befolyasolja a lipid peroxidativ végtermékeit, mint példaul a
malondialdehid, az endogén antioxidasokat, gy mint a glutation, vagy az antioxidans
enzimeket, mint a szuperoxid-diszmutaz, katalaz vagy a glutation-peroxidaz [69]. A pentdz
cukor riboz képes novelni a de novo adenin nukleotid szintézist azaltal, hogy athidalja az
oxidativ pentdz-foszfat utvonal sebességmeghatarozo 1épését, és ezaltal emeli a foszfo-ribozil
pirofoszfat szinteket, amely az ATP szintézist serkenti [70]. A trikarbonsav ciklus
komponenseinek zsirsavak helyett aminosavakkal valo feltoltése noveli az ATP termelést, mely
jotékony hatdst a sejt anyagcseréje szempontjabol. Ezen feliil az esszencialis aminosavak
taplalékkiegészitoként fogyasztva védik a szivet az iszkémia/reperfiizié okozta karosodastol, és
csokkentik mind az infarktusos teriilet nagysagat, mind az apoptotikus sejthalal mértékét [71].
A niaconhoz kotott kromot, D-ribozt, ashwagandha-t és kiillonb6z6 aminosavakat tartalmazo
Ef-t energiatermelésre, zsirbontasra, valamint nitrogén-monoxid és szamos klinikailag fontos

stressz fehérje indukciojara javasoljak.

Gorogszéna (Trigonella foenum-graecum)

A pillangosviraguak kozé tartozo gordgszéna (Trigonella foenum-graecum) a legrégebben
alkalmazott gydégynovények kozé tartozik, melyet okori egyiptomi szovegek és Hippokratész
is emlitenek [72]. A tradicionalis indiai 4jurvéda orvoslasban emésztéssegito szerként, az Gsi
Egyiptomban illatszerként, valamit a mumifikdlds folyamataban alkalmaztdk, a Romai
Birodalomban pedig sziild ndknek segitett a vajudas és sziilés soran [73, 74]. A tradicionalis
kinai gydgyaszatban is ismert noveény fajdalomesillapito és vesemiikodést el0segitd hatasait egy
Kr. u. 1060-ra datalhat orvosi szovegben is emlitik. A népi gydgyaszatban alkalmaztdk még a
gyenge szervezet felerdsitésére, impotencia, kopaszodas ellen, menstrudcids panaszok esetén,
a tejelvalasztas serkentésére, valamint koszvényben.

Hazénkban a gorogszénarol az elso irasos emlékek a Pannonhalmi Féapatsagban, Hortobagyi
Tamas Cirill foéapat kutatdsai alapjan nemrég keriiltek eld, mely szerint az apatsag
gyogynovénykertjében mar ezer évvel ezel6tt is termesztették. Didszegi Samuel és Fazekas

Mihély az 1807-ben megjelent Magyar Fiivészkonyvben is emliti, de csak, mint vadon
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eléforduld novényt. A novény kiskerti termesztésére vonatkozd elsé kisérletek 1945-ben
kezdédtek meg, melyek hamarosan abba is maradtak. Késébb a 60-as években gyogyszeripari
megrendelésre, diosgenin eldallitasara kiilonbozo fajtakkal kisérleteztek, de az iizemi
termesztés megvalositasa a termesztéstechnologia hianyossagai miatt nem tortént meg [75].
1982-ben Mosonmagyardvaron Dr. Makai Sandor és munkatarsai kidolgoztak a gorégszéna uj
szabadalmat is kapott [76].

A gyoOgyaszatban elsdsorban a gordogszéna novény magjat hasznaljadk, mely Eurdpaban
bejegyzett novényi drogként szerepel. A mag tomegének koriilbeliill felét szolubilis
galaktomannan (30%) és vizben oldhatatlan rostok (20%) teszik ki. Nagy mennyiségben
tartalmaz bioaktiv hatdéanyagokat: legfontosabb alkaloidja a trigonellin, szaponinjai koziil a
diosgenin és yamogenin a legkiemelkedébbek, aminosavszarmazékokat tekintve a 4-hidroxi-
izoleucin jelentds [77-80], de tobb, mint 6tvenre tehetd azon vegyiileteinek szama, melyek
antidiabetikus potenciallal rendelkezhetnek [81]. A gbrégszéna mag nagyszamu biologiailag
aktiv hatdanyaga lehet az oka annak, hogy a gydgydszat szamos teriiletén tudomanyosan igazolt
hatassal rendelkezik: beszamoltak antioxidans, gyulladasgatld, antifungalis, antidiabetikus €s
tumorellenes hatasarol, de befolyassal van az elhizasra, diszlipidémiara, és a nemi hormonok
miikodésére is [82]. A gorogszéna gyogyhatasairdl az utobbi évtizedekben szamos klinikai és
allatkisérletes tanulmany késziilt. Nyolc hetes patkany metabolikus szindroma (MetS)
modellben a gérdgszéna csOkkentette a triglicerid, koleszterin és az LDL plazmaszintjét, mig a
HDL a nagyobb dozis (200 mg/kg) hatasara szignifikansan megemelkedett [83]. A gordgszéna
magok vizes kivonata patkanyban csokkentette a zsirok emésztését és felszivodasat [84],
elhizott egerekben a gorogszéna és hatdanyaga, a 4-hidroxi-izoleucin csokkenti a triglicerid
szintet és a stlygyarapodas iitemét [85]. 39 talsulyos egyénen végzett randomizalt vizsgalat
soran a 6 hetes gordgszéna mag kivonat jelentés meértékben csokkentette az energiabevitelt,
illetve az elfogyasztott zsir mennyiségét a napi kaloriabevitel aranyaban [86]. A Trigonella
koszoruérbetegségben szenvedd paciensekben jelentdsen csokkentette a vér lipid-, koleszterin-
és trigliceridszintjeit, de a HDL-koleszterin szintet nem befolyasolta [87]. Gong és munkatarsai
klinikai vizsgalatokbol készitett metaanalizise szerint a gordgszéna a triglicerid és a total
koleszterin szinteket kedvezden befolyasolja, de a HDL és LDL szintje nem valtozik [88]. Egy
ujabb metaanalizis a HDL szint emelkedésérdl, illetve az LDL csokkenésérdl szamol be [89].
Valoszinii, hogy a lipid- és koleszterinszint-csokkentd hatisért a magban talalhato szteroidok,
foként a diosgenin felelds, mely in vitro koriilmények kozott a triglicerid felvételt is gatolja [90,
91]. A gorogszéna mag, illetve annak kivonata eredményesen csokkenti a hiperglikémiat és a

cukorbetegséggel Osszefliggd paramétercket STZ és alloxan diabétesz allatmodellekben [82].

22



juhasz. bela.1l 180 24

Vijaykumar és munkatarsai mar 5 napos kezelés sordn a hiperglikémia és hiperinzulinémia
jelentOs javulasarol szamoltak be cukorbeteg egerekben [92]. A gérégszéna mag vizes kivonata
hatékonyan fokozta a vesemiikodést és mérsékelte a diabetikus nefropatia tiineteit
patkanyokban [93]. Kettes tipusu diabéteszben (T2DM) szenvedd betegekben a gorogszéna mar
1 hét alatt csokkentette az éhgyomri vércukorszintet és a HbA1C értékét [94]. Egy masik,
cukorbetegeken végzett 8 hetes vizsgalatban a HOMA-IR jelent6s csokkenését talaltak [95].
Nagyobb szamu klinikai vizsgalatok alapjan készitett metaanalizisek szintén arrdl szdmolnak
be, hogy a kronikus gordgszéna kezelés javitja az éhgyomri vércukorszintet, a HbAIC-t és a
gliikozterhelés utan 2 oraval mért vércukorszint értékét [88, 96, 97]. Kétségtelen, hogy a hatas
hatterében a gorogszéna antioxidans aktivitasa [98], illetve a 4-hidroxi-izoleucin allhat [99], és
az is igazolast nyert, hogy a mag javitja az inzulinérzékenységet [100], eldsegiti a B-sejtek
megujulasat és az inzulin elvalasztast [101]. A gorogszéna mag magas rosttartalma szintén
hozzajarul az antidiabetikus hatashoz a gyomoriiriilés lassitasa, illetve a zsir- és cukorfelszivas
gatlasa révén [102, 103]. A metabolikus szindromaban gyakori hipertoniaval kapcsolatban is
szlilettek mar igéretes allatkisérletes eredmények. Kumar és munkatarsai a gérdgszéna mag
vizes kivonataval zsirdis diétan tartott patkdnyokban 3 hetes kezelés utan a vérnyomast a
kontroll csoport értékeivel Gsszevethetd szintre csokkentette [84]. A gordgszéna antioxidans
hatasarol is szdmos tanulmény késziilt. Cukorbetegséggel 0Osszefiiggd gyulladasban az
antioxidans szuperoxid diszmutdz (SOD), glutation reduktdz (GR), kataldz és glutation
peroxidaz (GPx) enzimek aktivitasat a gorogszéna mag kezelés képes volt helyreallitani [104].
Annida és munkatarsai vizsgalata kimutatta, hogy a gérogszéna levele is hatékonyan csokkenti
az egyes tipust diabétesszel kapcsolatos oxidativ stresszt [105]. Ez a hatas in vitro koriilmények
kozott is igazolast nyert [106]. Mivel a gordgszéna mag vizes frakcidja mutatja a
leghatékonyabb antioxidans aktivitast, ezért nagyon valoszinli, hogy a magban taldlhato
flavonoidok és polifenolok feleldsek ezért a hatasért [107]. Naidu és munkatarsai kimutattak,
hogy a gorogszéna mag antioxidans aktivitasa a polifenol tartalommal aranyos [108]. A
gorogszéna alkoholos kivonata artritisz allatmodellben antioxidans hatasa mellett a gyulladasos
medidtorok (interleukinek, TNF-a) szintjét és az 6déma mértekét is jelentdsen csokkentette
[109]. Mandegary munkacsoportjanak eredményei szerint a gyulladasgatlo aktivitasért a
Trigonella magban talalhato flavonoidok felelések [80], de jelentds hatassal rendelkezik a
gorogszénaban szintén eléforduld 4-hidroxi-izoleucin is, mely a gyulladasos folyamatokban
kulcsszerepet jatszo faktorok (IRS-1, P38MAPK, NF-kB) foszforilaciojat csokkenti [110].
Fajdalom modellekben a gorégszéna mag kivonata analgetikus hatasiinak is bizonyult [111].
Az antinociceptiv hatas hatterében valdszinlileg a gdérogszénaban talalhato alkaloidok és

flavonoidok ciklooxigenaz és lipoxigendz enzimeket gatld aktivitasa all [80]. A gordgszéna
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hatéanyagainak lehetséges tumorellenes hatasait szamos kutatocsoport vizsgalta, in vitro
koriilmények kozott és allatmodellekben egyarant. Etanolos, vizes, metanolos kivonatok,
valamint a diosgenin proliferaciot gatlo hatasat tobbféle sejtvonalon igazoltak: emld, prosztata,
tiid6, hasnyalmirigy, maj, vastagbél, T- és B-limfoma tumorsejteken [112-116]. Az
allatkisérletes tanulmanyok hasonlé pozitiv eredményekrdl szdmolnak be. A gorégszéna mag
onmagaban csokkentette a vastag- és vékonybéldaganat kialakulasdnak valdszintiségét 1,2
dimetil-hidrazin patkdnymodellben [117], és a gorogszéna mag, valamint a diosgenin
patkanyban mérsékelte a vastagbélrak eléfutaranak tartott aberrant crypt foci (AFC)-k
megjelenését [118]. A gorogszéna metanolos kivonata egér DMBA-indukalt bérrak
modellekben csokkentette az elvaltozasok gyakorisagat és méretét [119, 120], a diosgenin egér
szarkoma ¢és emlddaganat modellben hatékonyan csokkentette a tumorndvekedést [121, 122].
A hatdsmechanizmusok nem egészen tisztazottak, de igazoltdk a p53 aktivalasdhoz kothetd
A gorogszéna hatéanyagai koziil a diosgeninnel kapcsolatban késziilt kiilondsen sok tanulmany,
mely igazolta, hogy ez a szaponin vegyiilet az ateroszklerozis korfolyamataba szamos helyen

képes kedvezden beavatkozni [123]. A diosgenin noveli az endotél védelmében és

crer

crer

csokkenti az apoptozist [126]. A diosgenin emellett dozisfiiggd modon fokozza szuperoxid-
diszmutaz, kataldz és glutation-peroxidaz enzimek aktivitasat, ezzel hatékonyan csékkenti az
oxidativ stressz mértékét [127]. Aterogén diétan tartott patkanyokban a diosgenin a makrofagok

habos sejtekké torténé differencialodasanak molekularis folyamatait gatolta [128]. A
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id6t, a protrombin és trombin id6t, és a vérzés idétartamat [131, 132], mellyel jelentdsen
mérsékli a trombozisra valo hajlamot.

A Trigonella magot izjavitoként curryben és szamos egyéb ételben alkalmazzak
tapanyagtartalma és emésztést segitd hatdsa miatt. Az indiai tradicionalis gyogyaszatban
emésztdszervi megbetegedések kezelésére is hasznélatos. Gyomorfekélyben a gorogszéna mag
vizes kivonata jelentds protektiv hatast mutatott [133]. Ebben a védo hatasban feltehetden az
antioxidans aktivitas, a szekrécid gatlasa, és a poliszacharidok altal kifejtett direkt protektiv
hatds vesz részt. A gordgszéna emellett javitja az epearamlést, és csokkenti az epekd
kialakuldsdnak valoszinliségét, mely feltehetden hipokoleszterinémids hatasara vezethetd

vissza [134, 135]. Kronikus alkoholkezeléssel kivaltott majbetegségben hepatoprotektiv hatast
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irtak le: a gorogszéna mag polifenolos kivonata helyreallitotta a majenzimek egyenstlyat, és
csOkkentette az apoptdzis mértékét [136].

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a gdrogszéna hatékonysaga a kiilonféle korképekben a
nagyszamu ¢€s sokféle bioaktiv hatéanyagnak koszonhetd. Az egyes vegyiiletek pontos
hatasmechanizmusainak felderitésére célzott kutatdsok sziikségesek, de az 0j eredmények
nyoman remélhetdleg igéretes, hatékonyabb gydgyszerek fejlesztése indulhat meg kiillonbozo

betegségek kezelésére is (3. abra).

Antidiabetikus hatas

Vér gliikéz szint 1, HbAlc |, HOMA-IR |
Gliikéztolerancia 1, inzulinérzékenység 1,
inzulin elvalasztas T

B-sejt regeneracié 1

Gliikéz felszivodasa a bélbsl |

Sziv- és érrendszeri hatasok

Vérnyomas |
NO 1, endotélfunkcié javul
Apoptézis !, tromboézis !, ateroszklerézis |

Lipidprofil javitasa Vesem(ikddésre gyakorolt hatdsok

Vesemiikédés T
Diabéteszes nefropatia |

Koleszterin !, triglicerid {, LDL-c {
HDL-c 1 f{
Zsirok emésztése 1, zsirok felszivasa |
Kalériabevitel !

trigonellin
4-hidroxi izoleucin
galaktomannan

Reproduktiv szervrendszeri hatdsok

kumarinok = ——
flavonoidok Gyomor-bél rendszeri hatasok Férfiak: tesztoszteron 1, libidé T,
polifenolok anabolikus aktivitas T

y Gyomorszekrécié !, gyomoriiriilés 1,
szaponinok N&k: FSH T, LH T PCOS !, infertilitas |

direkt protektiv hatas, H. pylori |
Hepatoprotektiv (ALT, AST, LDH !)

Kolagég hatas, epekéképzédés | 7t A
f Tumorellenes hatas
Gyulladasgatlo,' Antimikrobas hatas e o
analgetikus hatas |

Tejelvélasztas 1

Antibakterialis Apoptozis T
IL!, TNF-a ! Antifungalis i
COX, LOX aktivitas | Parazitaellenes

3. abra. A gorogszéna aktiv komponensei és biologiai hatasai

Meggy (Prunus cerasus)

Szamos jol ismert, széles filogenetikai hattérrel rendelkezd ndvényi hatdanyag indukalja a HO-
1 enzimet, kozottik jo néhany taplaléknovényben fordul elé. Ilyen vegyiilet az
epigallokatechin-3-gallat, a zold tea polifenol vegyiilete, és a kurkumin, mely leginkabb a curry
alkotorészeként ismeretes. A meggymag kivonat (SCSE) szintén attraktiv jel6ltnek tiinik a HO-
1 aktivatorok kozott, mivel mar viszonylag alacsony koncentracioban képes az enzim szintjét
olyan fokon névelni, amellyel véd az iszkémia/reperfizios karosodassal szemben [137-139],
gyomorfekélyben, reumatoid artritiszben, kettes tipust cukorbetegségben leirtak
gyulladasgatlo hatasat [140-142], valamint eldsegiti a karosodott sejtek regeneraciojat [140,
143]. Ezen tulajdonsagai az SCSE-t értékes kardiovaszkularis gyogyszerjeloltté teszi, tovabba
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megemlitendd az alacsony toxicitas, mely a terapias dozist 200-szorosan meghaladé in vivo
adagban is elhanyagolhato mértékii [138].

Korabbi vizsgalatok igazoltdk a meggymag-kivonat er6s antioxidans [144, 145] ¢és
hemoxigenaz-1 induktor hatasat (patkany retinaban [137], illetve diabéteszes betegektdl vett
szérum leukocita tenyészeteiben [146]). 2 hetes kezelést kovetden, dozisfiiggd protektiv hatasat
bizonyitottak (10 ¢s 30 mg/kg kivonatot tartalmaz6 tappal etetett allatok) egészséges patkany
retina [137], illetve egészséges patkany, izolalt szivizom preparatum [147]
iszkémia/reperfuzids vizsgalatokban. Patkdny retindban iszkémia/reperfuziot kovetden 24
oraval alacsony HO-1 szint és csokkent szén-monoxid képzddés figyelhetd meg, magas szoveti
Na* és Ca?" koncentracidval és csokkent K* tartalommal. Meggymag-kivonattal torténé etetés
hatasara, az iszkémia/reperfiziét koveté 24. oOrdban, az allatok retindjaban a dozis
fliggvényében szignifikansan nagyobb HO-1 mRNS expresszio, és magasabb HO-1 fehérje, és
szén-monoxid szint, szignifikinsan alacsonyabb szoveti Na* és Ca®" tartalom, szignifikdnsan

magasabb szoveti K* tartalom mérhet6 a nem kezelt allatokéhoz képest [137].

Medvehagyma (Allium ursinum)

A medvehagyma (Allium ursinum L.) vadon termd, az amarilliszfélék csaladjaba tartozo
novény. Azsia és Eurdpa teriiletén széles korben eléfordul, valtozatos neveken ismeretes, Ggy
mint jurda, poroszhagyma vagy sarima [148]. A novényt intenziv ize miatt szivesen fogyasztjak
ott, ahol megterem, ¢és fiiszerndvényként is hasznositjak [149]. Enyhén fokhagymara hasonlitd
illata a medvehagymaéban talalhat6 kéntartalmu vegyiileteknek tulajdonithatd, mint példaul
szulfonamidok, vagy a glutamil peptidek. Sajnos, leveleik hasonldsaga miatt a medvehagymat
konnyl 0sszetéveszteni olyan, toxikus novényekkel, mint a Colchicum autumnale, a kolhicint
tartalmazé 6szi kikericcsel, vagy a Convallaria majalis, a convallatoxin tartalmu
gyongyviraggal. Tobb esettanulmany késziilt olyan ritka, de stilyos fokt mérgezésekrdl, melyek
ilyen szerencsétlen modon kovetkeztek be [150]. A ndvény jellegzetes, fokhagymara
emlékeztetd illatat kéntartalmu vegyiiletei adjak, de nagy koncentracidban tartalmaz polifenol
szarmazékokat, legf6képpen flavonoid glikozidokat [151]. A medvehagyma kivonatanak vagy
liofilizatumanak gyogyszertani hatasai hasonldoak kozeli rokona, a termesztett fokhagyma
Allium sativum hatasaihoz, viszont a medvehagyma néhany esetben hatékonyabb, vagy akar
kiilonleges hatasokkal is bir a fokhagymahoz hasonlitva, melyet valosziniisithetden specialis
Osszetevoinek, mint a fitoszteroloknak, és a mas allium fajokban nem fellelheté galaktolipid
szarmazéknak (1,2-di-O-a-linolenoil-3-O-B-D-galaktopiranozil-sn-glicerol) lehet tulajdonitani
[152].
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A faj emellett szagtalan, nem illékony anyagokat is tartalmaz: D-alkenil-L-cisztein-
szulfoxidokat, melyek ¢élettani korilmények kozott illékony (poli)szulfidokra ¢€s
tioszulfinatokra bomlanak, mely a névény jellegzetes illatat és izét adja [153]. A medvehagyma
nagy mennyiségben tartalmaz polifenolokat is, legfoképp a levelében és a gumdjaban, melyek
jelentds mértékben hozzajarulnak a névény antioxidans és gyogyhatasaihoz [154-156]. Ezen
feliil hozzavetdlegesen husszor annyi adenozint és jelentdsen nagyobb mennyiségli ajoént
tartalmaz, mint a fokhagyma, mely vegyiiletek stabilizaljadk a vérnyomast és a
anyagcsere ¢€lettani szabalyz6 mechanizmusait [157]. Ezen adatokat tekintve nem meglepd,
hogy az Eurdpai Gyogyndvények Védelméert és Kutatasaért Felelos Szovetség 1992-ben ,,Az
Ev Novénye” cimet adoméanyozta a medvehagymanak [157]. Mindezek ellenére, bar a
medvehagyma kémiai Osszetevdire tekintve a novény potencialis kardiovaszkularis hatasa
feltételezhetd, a vele kapcsolatos preklinikai és klinikai kutatasok is meglehetésen hianyosak.
Munkacsoportunk a kozelmultban egyéb ndvényi hatéanyagok kardioprotektiv hatdsaival
foglalkozott [147, 158], és ezattal a medvehagyma vizsgalatat tiiztiik ki célul. A medvehagyma
friss leveleibdl készitett kivonatok in vitro vizsgalata kimutatta, hogy az etanolos készitmények
jelentdsen csokkentették az ADP-indukalt vérlemezke aggregacidt. Az adatok arra utalnak,
hogy a medvehagyma hasonld hatast valt ki, mint a klopidogrél, egy tienopiridin tipust
vérrogképzodést gatld hatoanyag [159]. Lehetséges magyarazat lehet a medvehagymaban is
eléforduld B-szitosziterol 3-O-B-D-glukopiranozid és az 1,2-di-O-a-linolenoil-3-O-B-D-
galaktopiranozil-sn-glicerol (DLGG), ismert antiaggregacios hatassal rendelkez6 vegyiiletek
jelenléte [152]. Tovabbi el6zmény, hogy spontan hipertenziv patkanyokat 1% fokhagymaval
vagy 1% medvehagymaval dusitott tappal etetve 45 nap alatt a vérnyomas jelentds mértékben
csokkent [160]. A medvehagyma bioaktiv hatéanyagai viszonylag magas antioxidans és
gyokfogd képességgel birnak, a novény levelében és gumdjadban eléforduld vegytiletek
szuperoxid-diszmutaz, katalaz és peroxidaz aktivitdsa miatt [161]. Az ajoént, metil-ajoént,
allicint és diallil-diszulfidot tartalmazé medvehagyma kivonat a fokhagymahoz foghato
mértékben gatolja a koleszterin bioszintézisét [162]. Spontan hipertenziv patkanyokon (SHR)
az Allium ursinum készitmények az angiotenzin konvertalo enzim (ACE) gatlasa révén
csokkentik a vérnyomast [160, 163]. Egyéb tanulmanyok ramutattak, hogy ACE gatlo (ACEI)
hatas tekintetében a medvehagyma a fokhagymanal hatékonyabbnak bizonyult [162]. Az
antihipertenziv, koleszterin-szint csokkentd, és ACEI hatasok Osszessége jotékonyak a sziv
egeészsége szempontjabol, és a medvehagyma ezen tulajdonsagat iszkémia/reperfiizios patkany

modellben meg is vizsgaltdk. A medvehagymaval kezelt allatok esetében kisebb aranyban
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fordult elé kamrai fibrillacio és tachikardia, és az iszkémia soran elhalt teriilet nagysaga is
csokkent a szivizomzatban [164].

A liofilizaciét egyszerli kivitelezhetdsége, és azon tulajdonsaga, hogy a bioldgiailag aktiv
molekulakat optimalis allapotban képes megdrizni, teszi alkalmas technikava a vizsgalatunkhoz

[165].

Pulmonalis artérias hipertenzié (PAH)

A jobboldali szivelégtelenség — melyet gyakorta a megemelkedett artérids nyomaés
eredményeként kialakuldé pulmonalis hipertonia okoz — kiilonGsen magas mortalitasi rataval
jellemzett kronikus megbetegedés. A pulmonalis artérias hipertenzio (PAH) olyan érbetegség,
melyet a tiidéerek endotél- és simaizomsejtjeinek rendellenessége jellemez. A folyamat
elérehaladtaval az érellendllds novekszik, mely hamar elkezdi kimeriteni a jobb kamra
kompenzaciés mechanizmusait. A nem megfelel6 alkalmazkodés a kardiovaszkularis rendszer
irreverzibilis karosoddsdhoz, és a betegek korai haldlozdsahoz vezethet. A PAH alapvetden
érbetegséget, €s kronikus, elérehaladd korképet jelent. Az Egészségiigyi Vildgszervezet
(WHO) pulmonalis hipertenziokat etiologiai és patofiziologiai alapon torténd osztalyozasi
rendszere is tiikkrozi, hiszen a PAH-t 6nalld csoportba soroltak [166].

A betegséget els6sorban a pulmonalis artériak fokozatosan emelked6 érellenallasa jellemzi.
Mivel a jobb kamra kiilondsen érzékeny az afterload valtozasaira, a megemelkedett nyomasra
jelen 1év6 adaptiv folyamatok — mint a Frank Starling mechanizmus, vagy a kamrai izomzat
hipertrofidja— mar a kora szakaszokban elindulnak [167]. Az inhurok fokozott fesziilése, illetve
a mitralis anulus dilatacioja miatt a trikuszpidalis billenty(in keresztiil a vér visszaaramlasa
kovetkezik be, amely ahhoz vezet, hogy a jobb pitvar kitagul, a jobb kamra tlterhelddik, és a
sziv teljesitménye lecsokken [168]. Az egyre stlyosbodd hipertrofia nyoman iszkémias
elvaltozasok jelennek meg, a kamrak kozotti szeptum elvékonyodik, és egyre inkabb a sziv bal
oldala fel¢é nyomddik, ami azt eredményezi, hogy diasztolé¢ alatt a bal kamra térfogata
lecsokken. Ez az 6nmagat ront6 korfolyamat szisztémas hipoxidhoz, szivelégtelenséghez vezet,
és sok esetben korai halalozashoz is [169]. A PAH hatterében all6 korélettani folyamatok koziil
elséként a pulmonalis erek kontrakcidja kovetkezik be, mely az érsziikito és értagitd hatast
mediatorok kozotti egyenstly megbomldsa miatt johet létre. PAH paciensekben tobb,
rendellenesen miikodo jelatviteli Gtvonalat azonositottak, és a PAH kezelésére specifikusan
alkalmazott gyogyszerek jelentds része ezeket az itvonalakat befolyasolja, igy mint a nitrogén-
monoxid (NO), a prosztaciklin, vagy az endothelin-1 utvonalat [170-173]. A PAH betegek
tiidejében csokkent NO szintdz expresszidt, abnormalisan magas argindz enzim szinteket

azonositottak, és jellemz0d a foszfodiészteraz enzim 5-0s tipusdnak (PDES) overexpressziodja,
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mely nyoman a ciklikus guanozin-monofoszfat (¢cGMP) szint csokken [174, 175]. Mas
tanulmanyok csokkent prosztaciklin 2 (PGI2) és ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)
szintekrdl szdmoltak be a betegség szempontjabol emlitésre méltd szovetekben, melyet részben
magyaraz a tény, hogy a PAH betegek tiidejében a prosztaciklin-szintdz enzim aktivitasa
koérosan alacsony [176, 177].

Az ETA ¢és ETB receptorokon hatdé endothelin-1 vazoaktiv mediator, mely az érfal
simaizomsejtjein proliferativ hatasokkal is rendelkezik. Elettani koriilmények kozott, mikor az
endotél sértetlen, az ETB receptorok aktivacioja NO és PGI2 termelést valt ki. Azonban, PAH
paciensekben az ETA utvonal elnyomja az ETB altal medialt folyamatokat, és vazokonstrikciot
valt ki, egyrészt az intracellulars kalciumszint emelése és a protein kinaz C enzim (PKC)
aktivaladsa révén, masrészt a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) éaltal szabalyozott
proliferativ utvonalak aktivalasan keresztiil a tiid6 ereinek simaizomsejtjeiben. Az érintett
pulmonalis szovetekben emelkedett endothelin-1 szinteket azonositottak, és a fehérje magasabb
koncentracidban van jelen a PAH betegekben, mint az egészséges személyekben, tovabba az
endothelin-1 szintek és a pulmonalis hipertonia mértéke kdzott erds korrelacio figyelheté meg
[178, 179]. A PAH els6 terapias megkozelitései a cGMP szint novelésén alapultak a tiidoben,
ugyanis az NO értagito hatasat a cGMP, mint szekunder jelatvivé molekula medialja. Bar az
NO inhalacids bevitele lehetséges, viszont kényelmetlen, a cGMP szint emelése egyszeriibben
megoldhatd a metabolizmusat végzd PDE enzimek gatlasan keresztiil. Az 5-0s tipusi
foszfodiészteraz a tiiddben dominansan eléfordulé izoforma, mely a cGMP-t GMP-re bontja le,
a PDES gatlasa ezért megakadalyozza a cGMP lebontasat, és ndveli annak intracelluléris
koncentraciojat [180]. PAH betegek tiidé mintaiban a PDES overexpresszidjat irtak le. A PDES

gatloszerei (PDEI) novelik az NO-cGMP szignaltranszdukcids utvonal miikodését, ezaltal

crer

crer

képesek. 2005-ben az FDA a sildenafil-citratot, a korabban erektilis diszfunkcio terapijara
bejegyzett PDESI-t engedélyezte a pulmonalis hipertonia kezelésére [181, 182]. A sildenafil
hatékonyan csokkenti a PAH tiineteit, azonban az FDA nem javasolja gyermekeknél a hosszu
tava alkalmazast, mivel a STARTS-2 tanulmany alapjan noveli a mortalitas kockazatat [183]

(4. abra).
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4. abra. A PAH és a jobb-szivél elégtelenség patomechanizmusai.

BGP-15

Az elmult évtizedben a hidroximsav-szarmazék BGP-15 (O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-
nikotinsav-amidoxim) egyre inkabb a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaba keriilt. Azért
valasztottuk a BGP-15 hatdsanak vizsgalatdt korai stadiumt diabéteszes kardiomipatias
allatmodellben, mert kordbbi beszamoldk alapjdn a molekuldnak inzulin-érzékenyitd
tulajdonsaga van, valamint protektiv hatassal bir a muscularis disztrofiara, a kardiotoxicitasra,
a szivelégtelenségre és a pitvarfibrillaciora [184-186]. A BGP-15 10-30 mg/kg-os dozisban
emelte a szovetek inzulin-érzékenységét anyagcserezavarok tanulmanyozasara szolgald
kiilonboz6 allatmodellekben [187]. A gyogyszerjelolt inzulin-érzékenyitoként belépett klinikai
fazisba és human paciensekben fokozta a szovetek inzulin-érzékenységét.

Parhuzamosan futo allatkisérletek bemutattak, hogy a BGP-15 molekula bizonyos sejtekben
noveli a hdsokkfehérjék (hsp-k) kifejezodését, ezaltal kriolizist kdvetden 15 mg/kg-os dozisban
a regeneracio sebessége nott, hanem a kéarosodas utani kontraktilis funkci6 is javult, azaltal,
hogy fokozddott a miozin nehéz lanc (MyHC-II és MyHC-I) izoformak reexpresszidja és a
chaperonok kialakulasa [186]. Tovabba, 10 napig tartd, 40 mg/kg-os doézisban alkalmazott
BGP-15 kezelés nagymértékben javitotta a rekeszizom mikodést ventillacio-indukalt
diaphragma diszfunkcidoban szenvedd Sprague-Dawley patkdnyokban. A kezelés ,,védte” a
miozint a poszttranszlacidos modositasoktol, hiszen a hsp72 termelddésének fokozasaval és a
polyADP-ribéz polimeraz-1 (PARP-1) gatlasaval javult a mitokondrialis funkcié [188]. Egy

masik kisérletben Sapra ¢és munkatarsai leirtdk, hogy a BGP-15 kezelés hatasara a
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miokardiumban nem véltozott a hsp70 és hsp27 szintje, annak ellenére, hogy a gyogyszerjelslt
15 mg/kg-os dozisban fokozza az inzulin-szerli novekedési faktor-1 receptor (IGF1R)
foszforilacigjat, valamint a BGP-15 ndvelte a SERCA2a gén expressziodjat, azonfeliil gatolta a
pitvari és B-tipusu natriuretikus peptidek (ANP és BNP) kifejezddését. Ezekben a kisérletekben
a patkanyok szive ¢€s tiideje megnagyobbodott a kollagén lerakddasok miatt, &m ennek a BGP-
15 kezeléssel torténd sikeres csokkentése egy lehetséges hatdsa az IGF1R fokozott
foszforilacidjabol szarmazod kardioprotektive mechanizmusnak [185]. Arrdl is beszamoltak,
hogy a BGP-15 (15 mg/kg/nap, oralis gavazs) javitotta az izomerdt és az alloképességet
disztrofias mdx transzgenikus egerekben, mérsékelte a rekeszizom fibrozist és novelte a

maximalis SERCA aktivitast diafragma homogenizatumokban [184].
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Célkitiizés
Az atfog6 tudomanyos munka soran az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

1. A resveratrol antidiabetikus és kardioprotektiv hatdsdnak vizsgdlata STZ-vel kivaltott
diabétesz modellben;

2. A hiperkoleszterinémia hatasanak kovetése a szivizomzat funkcionalis paramétereire €s
angiogenezisére iszkémia/reperfuzios koriilmények kozott, valamint a resveratrol, a statin és
ezek kombindacidjanak lehetséges protektiv hatdsainak vizsgalata;

3. Bromelain hatasanak vizsgalata a szivfunkciora, az infarktus méretére és az apoptozis
mértékére iszkémia/reperfuzids karosodast kovetden;

4. Niacinhoz kotott krom-komplexet és ashwagandha kivonatot is tartalmazo készitmény
hatasanak vizsgalata a kardialis funkciokra és biokémiai paraméterekre iszkémia/reperfizios
modellben;

5. A meggymag-kivonat hatasanak megismerése koleszterindis diétaval kivaltott
szivbetegség modellben, illetve iszkémia/reperfuzios folyamat soran;

6. A medvehagyma-kivonat lehetséges kardioprotektiv szerepének vizsgalata koleszterinnel
kivaltott szivbeteg allatmodellben,;

7. A medvehagyma hatasanak értékelése monokrotalinnal kivaltott pulmonalis artérias
hipertonia patkdnymodellben;

8. A diosgenin és a gorogszéna hatasanak vizsgalata az endotél funkciora magas zsir- és
cukortartalmu diéta mellett;

9. A BGP-15 hatasainak vizsgalata genetikai cukorbeteg allatmodellben, kiilonos tekintettel
a kardialis és vaszkularis paraméterekre;

10. Aterogén étrenddel kivaltott hiperkoleszterinémidban bekovetkezett valtozasok
értékelése a szivfunkcioban és biokémiai paraméterekben, kiilonos tekintettel a PDE9A

expressziora.
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Anyagok és modszerek
Kisérleti elrendezések

A resveratrol hatdasanak vizsgalata a kardialis diszfunkciora streptozotocin-indukalta diabétesz

modellen

Minden, a kisérletben felhasznalt allat az Orszadgos Orvosi Kutatdsi Tarsasag irdnyelveinek,
valamint a Nemzeti Egészségligyi Intézet (NIH) Laboratoriumi dallatok tartdsa ¢és
felhasznaldsara vonatkozé kiadvanyanak megfeleld gondozéasban részesiilt (Kiadvany No. 85-
23, feliilvizsgalva 1985) (USA). A vizsgalataink soran az Connecticuti Egészségiigyi Kozpont
Allatvédelmi Bizottsdga (Farmington, CT) altal elfogadott protokollt alkalmaztuk. Him, SD
patkanyokat (250-275 g) véletlenszerlien osztottuk normal és diabéteszes csoportra. A normal
csoport vivéanyagot kapott (0,1 mol/l, pH 4.5 citrat puffer), mig a diabéteszes csoport
streptozotocint (STZ, Sigma, St Louis, MO) 65 mg/ttkg, pH 4.5. 5 nappal az STZ injekcio utan,
a hiperglikémiat a vércukorszint mérésével allapitottuk meg (farokvénabol vett vérrel), melyhez
vércukormérd rendszert (Thera Sense, Inc. Alameda, CA, USA) hasznaltunk. A diabéteszes
allapotot >300mg/dl vércukorértéknél definialtuk.

A patkanyokat véletlenszeriien 5 csoportra osztottuk: 1) nem diabéteszes (kontroll); 2) STZ
hiperglikémias allatok (Dia); 3) Diabéteszes STZ patkanyok resveratrol kezeléssel (Dia+Rsvl)
(2,5 mg/ttkg; Sigma, St. Louis, MO); 4) Diabéteszes STZ patkanyok resveratrol (2,5 mg/ttkg)
és N(G)-nitro-L-arginin metil észter (L-NAME, Sigma, St. Louis, MO) nitrogén-monoxid
szintaz inhibitor kezeléssel (25 mg/ttkg) (Dia+Rsvl+L-NAME); 5) Diabéteszes STZ patkanyok
L-NAME kezeléssel (DiatL-NAME). A resveratrol és L-NAME kezelést az allatok per os
kaptak 15 egymast kovetd napon, 15 nappal az STZ injekciot kdvetden. A kezelést kovetden az
allatokat egy ¢€jszakan at ¢heztettiik, majd a sziveket eltavolitottuk és 30 perc iszkémia 2 6ra

reperfuzionak vetettiik ala [189].
A resveratrol és statinok hatasai hiperkoleszterinémias patkany modellen

Vizsgélataink sordn 450-500 g stlyt him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk, melyeket
8 héten keresztiil 2%-0s koleszterin tartalmu tappal etettiink. 8 hét utan az allatokat oralis
resveratrollal (20 mg/ttkg/map, Sigma) és pravastatinnal (1 mg/ttkg/map, a Sankyo
Pharmaceutical Co. nagylelkli felajanlasa) kezeltik 2 héten keresztil. Az allatokat
véletlenszerlien 6t csoportba osztottuk: 1) kontroll (C), 2) hiperkoleszterinémia (HC), 3)
hipekoleszterinémia+resveratrol (HCR), 4) hiperkoleszterinémia+statin ~ (HCS), 5)

hiperkoleszterinémia+resveratrol+statin (HCRS). Az izolalt dolgozo perfundalt sziv (30 perc
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teljes iszkémia, majd 120 perc reperfuzid) és in vivo miokardialis infarktus (7 napon keresztiil
folyamatos LAD elzaras) modelleket alkalmaztunk.

A fent emlitett Sprague Dawley patkanyokat a kezelés lejarta utan ketamin-HCI (100 mg/ttkg
i.p.) és xylazin (10 mg/ttkg i.p.) kombinéciojaval altattunk. Preoperativ antibiotikumként
cefazolint (25 mg/ttkg i.p.) kaptak. Tracheotomiat és a 1égzés biztositasat kovetéen (Harvard
ragcsalolégeztetd apparatus, modell 683), a sziv bal lateralis (4. bordakdzben ejtett)
thoracotomiaval keriilt eltavolitasra. Egy 6-0 polipropilén varratot hiiztunk at kiipos tiivel a bal
eliilsé leszallo koronaria (LAD) alatt, éppen a pitvarcsucsnal, egy nem traumas zardelemet
helyezve az artéridra. A miokardialis infarktust a folyamatos LAD zardssal idéztiik el6. A miitét
befejeztekor zartuk a mellkasfalat. Az allatoknak buprenorfint adtunk (0,1 mg/ttkg s.c.), majd
levalasztottuk Oket a lélegeztetd géprél. Ezutan ébredésig elektromosan fiitheté matracokra
helyeztiik 6ket [190].

A bromelain hatasai

250-275 g stlyt, him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk a vizsgalatban. A Br-t (EC
3.4.22.32, Lot No. 1965; Vital Nutrients, Middletown, CT) 10 mg/kg dézisban alkalmaztuk, a
hatéanyagot PBS-ben oldottuk fel, és minden nap frissen késziilt. Minden 4allat két
intraperitonealis injekciot kapott (0,5 ml) naponta, 6-8 ora kiilonbséggel. A kezelést 15 nappal
az izolacié és az ex vivo iszkémia indukcio eldtt kezdtik el. Az alkalmazott dozist a
laboratoriumunkban végzett dozis-hatas vizsgalatok alapjan hataroztuk meg. 3 mg/kg Br nem
volt hatassal a sziv funkcidra, mig a 10 és 30 mg/kg dézis hasonldé mértékii kardioprotektiv

hatast mutatott, ez alapjan a 10 mg/kg dozist valasztottuk a jelen vizsgalatban [191].
A niacin-kotott-krom bazisu Energia formula (Ef) hatdsai

175-199 g stlyt him és ndstény Sprague-Dawley patkanyokat négy csoportba osztottunk: 1)
kontroll; 2) Ef (40 mg/kg 0,5 ml vizben szuszpendalva/nap, 30 napos kezelési idészak); 3) Ef
(40 mg/kg 0,5 ml vizben szuszpendalva/nap, 60 napos kezelési iddszak); 4) Ef (40 mg/kg 0,5
ml vizben szuszpendalva/nap, 90 napos kezelési iddszak). Az Ef mely niacinhoz kotott krom
(0,45%), D-rib6z (10,71%), koffein (22,76%), alombogyd kivonat (10,71%) és bizonyos
aminosavak, mint példdul, fenil-alanin, taurin és glutamin (55,37%) keveréke, az InterHealth
Nutraceuticals révén kertilt beszerzésre. A 30, 60 és 90 napos kezelésekre azonos koru éallatokat
hasznaltunk kontrollként. Az Ef-t 30, 60, 90 napon at szajon at adtuk. A sziveken ezutan 30

perc iszkémiat, majd 2 6ra reperfuziot hajtottunk végre [192].

34



juhasz. bela.1l 180 24

A meggymag-kivonat és a hiperkoleszterinémia szivizomra gyakorolt hatdsa

A kisérletet felnott him (2-2,5 kg tomegii) New Zealand nyulakon kiviteleztiik. A nyulakat a
csoportositastol fiiggden standard laboratériumi tappal (kontroll), 2,0% koleszterinnel dusitott
tappal (G6dollé Kft, Budapest, Magyarorszag) (HC), vagy 2,0% koleszterinnel és 30 mg/kg
meggymag Kivonattal dasitott tappal (HCT) etettiik 16 héten keresztiil. A szérum Kkoleszterin
szinteket vénas vérbél, CardioCheck szérum koleszterin analizator (Point Of Care Diagnostics,
Ltd., Artarmon, New South Wales, Ausztralia) segitségével hataroztuk meg a kisérlet 0.

(alapérték), 2., 4., 8. és 16. hetében [193].

Az Allium ursinum liofilizatum, wild garlic leaf lyophilisate (WGLL) antiaterogén hatdsainak

vizsgdlata

A kisérleteket feln6tt him New Zealand nyulakon (testsuly: 2,5-3 kg) végeztiik. Az allatokkal
valé banasmod az allatkisérletekre vonatkozo 2010/63/EU rendelet, a ,,Laboratoriumi Allatok
Gondozéasanak Szabélyzata” alapjan tortént. Az akklimatizacids periddus két hétig tartott. Az
allatok vagy 2% Kkoleszterint tartalmaz6 laboratoriumi tapot (Juraskdé Kft., Debrecen,
Magyarorszag), vagy ennek 2% medvehagyma liofilizatummal (wild garlic leaf lyophilisate,
WGLL) dusitott valtozatat kaptak ad libitum 8 héten at. Ez utobbi tapot a Debreceni Egyetem
Gyodgyszertechnoldgiai Tanszékén allitottuk eld. Az allatok viselkedésében, illetve altalanos
egészségi allapotdban nem tortént megfigyelhetd valtozds a kiilonbozd Osszetételli tapok
tekintetében, igy azt mondhatjuk, hogy a diéta nem volt zavard tényez0 a kisérlet kimenetele

szempontjabol [194].
A pulmonalis artérids hipertenzio (PAH) kezelése WGLL-lel

A Kkisérlet soran alkalmazott him Sprague-Dawley patkanyokat (200-250 g) a Charles River
Kft.-t6] vasaroltuk (Wilmington, MA, Egyesiilt Allamok). Az allatokat korokozoktol mentes
kornyezetben tartottuk, a megvilagitas 12 oranként valtakoz6 fény/sotétség periddusokbol allt,
vizet és taplalékot ad libitum kaptak. A vizsgalat végpontjan (8. hét) az allatok testsulyat
megmeértiik. A PAH-t egyszeri, szubkutan beadott monokrotalinnal (MCT, Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok), a Crotalaria spectabilis alkaloidjaval (60 mg/kg, a lapockak
kozotti régioba) [195] idéztiik eld, mig a kontroll csoport (n=8) a MCT olddszerét, dimetil
szulfoxid puffert (DMSO) kapta. Az MCT-vel kezelt patkanyokat 3 tovabbi csoportba osztottuk
a kovetkez6 modon: csak MCT-t kapott csoport (PAH, n=8); MCT-t kapott, majd 2%
medvehagyma liofilizatummal dusitott tapon tartott csoport (WGLL, n=8); és MCT kezelést
kapott, majd szajon at napi 25 mg/kg sildenafillel kezelt csoport (Sildenafil, n=8). Az Allium
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ursinum liofilizatumot tartalmazo tapot Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai Tanszékén
allitottuk eld, ahogyan azt mar az el6z6 fejezetben is leirtam. A sildenafil, valamint az izolalt
sziv modellben és Western blot soran alkalmazott vegyszerek, illetve a festékek a Sigma-
Aldrich Co. cégtdl kertiltek beszerzésre (Budapest, Magyarorszag). A kisérleti protokollokat a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga hagyta jova és az allatokkal vald
banasmod az az allatkisérletekre vonatkozé 2010/63/EU rendelet, a ,,Laboratériumi Allatok

Gondozasanak Szabalyzata” alapjan tortént [196].
A diosgenin és a gorogszéna extraktum hatasai

A kovetkezo vegyszereket és készitményeket alkalmaztuk: hagyomanyos patkany tap (S8106-
S011 SM R/M-Z+H, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Németorszag), zsirdus tap (high fat diet
- HFD) (RM AFE 45% FAT 20% CP 35% CHO (P), Special Diets Services, Witham, Egyesiilt
Kiralysag), gordgszéna mag por (Trigonella Med. Ltd., Mosonmagyarévar, Hungary),
adrenalin hidroklorid (Arterenol, Sanofi-Aventis, Frankfurt, Németorszag). A diosgenint,
acetil-kolin-kloridot és a Krebs oldathoz sziikséges anyagokat a Sigma Corp.-tdl (St. Louis,
MO, Egyesiilt Allamok) szereztiik be.

A Krebs oldat 0sszetétele: NaCl: 118 mmol/l, KCI: 4,7 mmol/l, CaClz: 2,5 mmol/l, NaH2POa:
1 mmol/l, MgClz: 1,2 mmol/l, NaHCOs: 24,9 mmol/l, gliikkoz: 11,5 mmol/l, aszkorbinsav: 0,1
mmol/l, Ojradesztillalt vizben feloldva. Az acetil-kolin feloldasahoz, valamint az adrenalin
higitdsdhoz Krebs oldatot hasznaltunk.

A vizsgalat a Debreceni Egyetem Allatj61éti Bizottsaganak jovahagyasaval tortént. 42 db, him
Wistar patkanyt (kezdé teststly: 300-500 g) 6 csoportba osztottunk: 1. negativ kontroll (normal
taptcsapviz) (n=6), 2. pozitiv kontroll (HFHSD, zsirdus tap+5% cukros viz) (n=6), 3. 2
g/kg/map gorogszénatHFHSD (n=9), 4. 1 mg/kg/nap diosgenin+tHFHSD (n=8), 5. 10
mg/kg/nap diosgenin+HFHSD (n=8), 6. 50 mg/kg/nap diosgenin+tHFHSD (n=8). A kezelés hat
hétig tartott. A vizsgalt hatdanyagokat az allatok szdjon at a zsirdus tapba keverve kaptak. A
napi sziikséges hatdanyag mennyiséget az el6z6leg meghatarozott napi atlagos tapfogyasztas
alapjan szdmoltuk ki.

A 6 hét elteltével az allatokat exterminaltuk. A vér glikéz szintjét Accu-Chek Active
vércukormérd (Roche Holding AG, Basel, Svajc) segitségével hatdroztuk meg. A plazma
inzulin szint meghatarozasa ELISA kittel (DA-INSULIN-2015, Cortez-Siagnostics Inc.,
Woodland Hills, CA, Egyesiilt Allamok) tortént. A glutation, glutation-peroxidaz, glutation-
reduktdz, valamint az antioxidans kapacitas meghatarozasara EDTA-val bevont mintavételi

csovekbe (BD, Franklin Lakes, NJ, Egyesiilt Allamok) tovabbi vérmintakat vettiink minden
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patkanybol. A mintakat 4 °C-on, 1000 g-n 10 percen at centrifugaltuk, a feliilaszokat -20 °C-
on taroltuk [197].

BGP-15 hatasa a Goto-Kakizaki és Wistar patkanyok metabolikus paramétereire

Jelen tanulmany elkészitését a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
jovahagyta, az allatok humanus banasmoédban részesiiltek, 6sszhangban az EU 2010/63/EU
Iranyelvével a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl. 12 hetes Goto-Kakizaki és
vad-tipust Wistar patkanyokat hasznaltunk fel, és olyan allathazban tartottuk 6ket, ahol allandé
hémérsékletet, valamint 12-12 6ras sotét-vilagos ciklusokat tudtunk biztositani.

A patkanyokat véletlenszertien 5 alcsoportra osztottuk (n=6/csoport): Wistar csoport
(kontrollként szolgal, vivéanyag-kezelt); diabéteszes GotoK csoport (GotoK patkanyok,
vivéanyag-kezelt); GotoK + BGP-15 csoport (GotoK patkanyok, napi 10 mg/kg BGP-15
kezelés per 0s); GotoK + MET csoport (napi 100 mg/kg per os metforminnal kezelt GotoK
patkanyok); GotoK + PIO csoport (GotoK patkanyok, 10 mg/kg/nap per os pioglitazon
kezelés), 12 héten keresztiil. Minden allatot mély tiopental anesztézia (50 mg/kg, ip.) alatt
exterminaltunk, a sziviiket gyorsan kimetszettiik és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, az
aorta mintakat pedig ex vivo funkcionalis kisérleteknek vetettiik ala.

A vegyszereket, puffereket, primer és szekunder antitesteket, és a Krebs-oldat osszetevoit a
Sigma-Aldrich-Merck KGaA-t6l (Darmstadt, Németorszag) és az Abcam Plc.-t61 (Cambridge,
Egyesiilt Kiralysag) szereztiik be. A noradrenalin-hidrokloridot (NE, Arterenol), acetilkolin-
hidrokloridot (Ach), adenozin 5’-trifoszfat-hidratot (ATP), metformin-hidrokloridot és
pioglitazon-hidrokloridot a Sigma-Aldrich-Merck KGaA-tdl vasaroltuk. A BGP-15 molekula
az N-Gene Kutatasi és Fejlesztési Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) érkezett [198].

A miokardialis és vaszkularis PDE9Q enzim expresszidjanak valtozdsa a hiperkoleszterinémids

tapon tartott nyulakban

2700-3000 g sulya, him CAL-NZW nyulakat (a tanulmany kezdetén 20 hetesek, n=18)
hasznaltunk fel a kisérletben, melyeket a Jurasko Kft-t61 (Debrecen, Magyarorszag) szereztiink
be. New Zealand White (NZW) és Kaliforniai (CAL) tipus keresztez6désébdl olyan nyulak
jottek 1étre, amelyeknek magasabb volt a testsulyuk és a testzsirszazalékuk [199], ezért azt
feltételeztiik, hogy alkalmazasuk elénydsebb lesz a kisérlet soran.

Az allatokat Ugy helyeztiik el, hogy 12-12 6ras vilagos-sotét ciklusokat tudjunk biztositani
szamukra, valamint a vizsgalatok kezdetéig normal ragcsalotapot kaptak. A Kontroll nyulak
végig normal eledelt kaptak, mig a HC csoportot aterogén étrenden tartottuk. Az ,,aterogén” tap
1%-o0s koleszterinnel ¢és 1%-os telitett zsirral volt dusitva, a Debreceni Egyetem
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Gyogyszerésztechnologiai Intézetében allitottuk elé. A kisérleti protokoll Gsszes 1épését
jovahagyta a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga, tovabba az allatok
huméanus banasmodban részesiiltek, Osszhangban az EU 2010/63/EU Iranyelvével a
tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl. A vizsgalatok megkezdése eldtt 2 hetes
adaptacids iddszakot biztositottunk a nyulak szamara.

A felhasznalt nyulakat véletlenszertien 2 kezelési csoportra osztottuk: a ,,Kontroll” csoport 4
honapon keresztiill normal ragcsalotapot kapott (n=9); a ,,HC” csoportba tartoz6 allatokat
»aterogén” diétan tartottuk. A kisérlet kezdete eldtt talalomra 9 nyulat kivalasztottunk, az 6
paramétereiket is regisztraltuk (,,Baseline” csoport). 4 honap utan, a tanulmany végpontjaban
testsulyt mértiink, szérum paramétereket vizsgaltunk és echokardiografias felvételeket
készitettiink, majd a nyulakat ketamin/xylazin (50/5 mg/kg) anesztézia alatt exterminaltuk.
Thoracotomia soran izolaltuk a szivet és a proximadlis aortat, ez utobbibol érgytiriket
készitettiink a késobbi vaszkularis mérésekhez. A szervek sulyat lemértilk, majd a
szovetmintakat azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik és -80 °C-on taroltuk (a bal kamra
Western blot és cGMP assay technikakkal torténé molekularis vizsgalatahoz), vagy pedig 4%-
os formalin oldatba helyeztiik a késobbi szdvettani elemzés céljabol (sziv, abdominalis aorta,

vese, tiild, maj mintak) [200].

Echokardiografia

Az echokardiografias vizsgalatot a meggymag-kivonat, és a hiperkoleszterinémia hatasainak
szivizomra gyakorolt hatasanak kovetésére feliiletes altatas alatt (intramuszkularis 15 mg/kg
ketamin + 3 mg/kg xilazin) végeztik el. A méréseket Sequoia 512 echograffal
(Siemens/Acuson, Tarrytown, New York, Egyesiilt Allamok) végeztiik, a képet 7 MHz-en
hoztuk 1étre, az offline elemzés céljara a felvételeket magneslemezen taroltuk.

Az Allium ursinum liofilizatum antiaterogén hatasainak koévetésére a méréseket Siemens
Acuson 512 szonograffal (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Németorszag) végeztiik, a
képet 7 MHz-en, 7V3c érzékeldvel hoztuk létre. Itt az altatasi protokoll azonos volt a
meggymag-kivonatban alkalmazottal.

A pulmonalis artérias hipertenzié (PAH) Allium ursinum liofilizatummal torténd kezelése soran
az echokardiografids vizsgalatokat Vivid E9 szonograffal (GE Healthcare, Little Chalfont,
Egyesiilt Kirdlysag) végeztik a kisérlet kezd6- és végpontjan enyhe anesztézia alatt
(intramuszkularis ketamin/xilazin, 50/5 mg/kg). A felvételeket a nagy 1d6- és térbeli
felbontassal rendelkezd 113L linearis array szondaval készitettiik, 14 MHz-en. A felvételeket

az EchoPAC szoftver (GE Healthcare, New York, USA) segitségével értékeltiik ki [201].
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A Goto-Kakizaki és Wistar patkanyok kardiovaszkularis funkcidinak kovetésére a BGP-15
kezelés soran az echokardiografids vizsgalatainhoz Vivid E9 ultrahang késziiléket és 1131
tipust linearis transzducert (GE Healthcare, New York, USA) hasznaltunk, az altatasi protokoll
pedig ketamin/xylazin 75/5 mg/kg-ra modosult. A kapott mérési eredményeket EchoPAC PC
szoftver (ver. 112) (GE Healthcare, New York, USA) segitségével elemeztiik.

A miokardialis ¢és vaszkularis PDE9A  expressziovaltozasanak  kovetésére a
hiperkoleszterinémids tapon tartott nyulak echokardiografias vizsgalatat is feliiletes altatasban
(ketamin: 35 mg/kg, xylazin:3 mg/kg) végeztiik [194]. A képalkotas Vivid E9 késziilékkel
tortént (GE Healthcare, New York, USA), melyhez ebben az esetben a nagyobb
athatoloképességili 12S-D (szektor) tipust transzducert hasznaltuk. Ebben a kisérletben sikertilt
a Speckle Tracking (STE) modszert is alkalmaznunk, apikdlis hossztengelyi (APLAX) és
négyliregli csucsi nézetben, az EchoPAC Q-analizis és 2DStrain mérési lehetdségeket, valamint
a szoftver automatikus funkcionalis képalkotas (AFI) izemmodjat is hasznalva. Az STE
segitségével meghatarozhatd az egyes miokardidlis szovetrészek elmozdulasa (displacement),
sebessége (velocity) vagyis a falmozgas, tovabba a fal deformalodasa (strain) is és a deformitas
idébeli leképezésével a strain rate is detektalhatd. A technika segitségével igy a szivizomszovet
egyes szegmenseinek intrinszik mozgékonysagarol is informaciot nyerhettiink. Az AFI és a Q-
elemzésbdl szarmazo adatok jol korreldltak egymassal. A kamrafal bizonyos részeinek
manudlis kijelolése utdn a Globalis Longitudinalis Strain-t (GLS) hatiroztuk meg, melynek
érteke kiilonosen jol hasznalhat6 a bal kamra szisztolés funkcidjanak megitélésében.

A fentiek utan mind a patkany, mind a nyul modellek esetében ugyanazt a képalkotasi protokollt
kovettiik, dsszhangban az American Society of Echocardiography ajanlasaval. Az allatok
mellkasat leborotvaltuk, majd haton fekvd pozicidba helyeztiik dket. A szivet paraszternalis
hossztengelyi metszetben (PLAX) vizsgaltuk oly modon, hogy a mitralis és aortabillentytk,
illetve a szivesucs is lathato legyen. A paraszternalis rovidtengelyi metszet (PSAX) felvétele a
papillaris izmok magassadgaban tortént. Az M-mod felvételeket szintén a papillaris izmok
magassagaban, rovid- és hossztengelyi metszetben is elkészitettiik, a méréseket ,,leading edge
to leading edge” elv alapjan, 0,1 mm pontossaggal végeztiik el. A méréseket 3-5, egymast
kovetd sziveiklusbol atlagoltuk.

Echokardiografias mérések: a bal kamrai (LV) szeptum és hatso fal vastagsaga diasztolé alatt
(IVSTD, PWTD); a bal kamra iireg atmérdje a diasztolé és szisztolé végpontjan (LVEDD,
LVESD); aortagyok (Ao), és a bal pitvar (LA) antero-poszterior irdnyu atmérdje. A frakcionalis
rovidiilést az FS=(LVEDD-LVESD)/LVEDD, a bal kamrai szivizomtomeget LVMass =
0,8(1,04(LVEDD + IVSTD + PWTD)® * LVEDD?) + 0,6 egyenlettel hataroztuk meg. Az
ejekcios frakciot (EF) a Teichholz formulaval szamoltuk, ahol EF = EDV-ESV/EDV*100, és
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LVEDV =7/(2,4+LVEDD)*LVEDD?, valamint LVESV=7/(2,4+LVESD) * LVESD?®. Tovabbi
rogzitett paraméterek: mitralis és trikuszpidalis billentyli anuluszanak szisztolés Kkitérése
(MAPSE, TAPSE), a bal kamrai kidramlés sebességgorbéjének integraltja (VTI), az aramlas
csucssebessége (Vmax), kalkulalt nyomasgradiense (maxPG), a mitralis bearamlas korai (E)
¢és késoi (A) diasztolés csucssebessége, a mitralis bearamlas deceleracios ideje (DecT), és a
lateralis és szeptalis mitralis anulus szoveti Doppler sebességei (szisztolés: s’, korai diasztolés:
e’, késoi diasztolés: a’). A szdveti mozgasi sebességeket (Tissue Velocity Imaging: TVI)
apikalis 4 tiregli nézetbdl hatdroztuk meg. A mitralis anulusnél nytl modell esetében 5 mm-es
szovetmintakat vizsgaltunk mind a szeptumbdl, mind az oldalfalak feldl, mig patkdnymodellek
esetében a kapuzott méret 2 mm volt. Szarmaztatott paraméterként meghataroztuk az E/e’
aranyt (korai diasztolés mitralis bedramlas osztva a lateralis és szeptalis szovet Doppler korai
diasztolés sebességének atlagaval) és az e’/a’ ardnyt is (szOoveti Doppler korai és késoi
sebességének hanyadosa). A TVI felvételekbdl nyert adatokbol Tei-indexet szamitottunk a
kovetkezd képlettel: Tei index = IVRT+HIVCT/ET; amely a bal kamrai globalis teljesitményt
jellemzi [202]. A felvételeket két, a csoportkiosztasra vak kutatd értékelte ki; a tovabbi

elemzéshez mérések atlagait hasznaltuk.
Szérumparaméterek meghatarozasa

A resveratrol és statinok hatasainak vizsgélata soran a lipid szintek meghatarozasanal a vérvétel
a jugularis vénabol tortént, melyet heparin tartalmi csdvekbe gytjtottiink, majd a plazmat
centrifugaldssal valasztottuk el. Az dsszkoleszterin, triglicerid és HDL értékeket kvantitativan,
erre alkalmas kitek segitségével mértiik, az eldirt protokoll alapjan (6sszkoleszterin, triglicerdid
¢és HDL, Wako Diagnostics, Richmond, VA 23237, USA). Az LDL értékét a Friedewald képlet
segitségével hataroztuk meg: LDL=6sszkoleszterin — HDL — (triglicerid/5).

Az Allium ursinum liofilizatum antiaterogén hatasainak vizsgalataban a vérmintakat a kisérleti
1doszak végpontjan EDTA-K2 csévekbe (BD Vacutainer, Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, Egyesiilt Allamok) vettiik le a fiillvénab6l. A mintak feldolgozasa soran
igyekeztiink megelézni a hemolizist. Az 6sszkoleszterin (TC), trigliceridek (TG), magas
denzitast lipoprotein-koleszterin (HDL), alacsony denzitasu lipoprotein-koleszterin (LDL), az
apolipoprotein A-1 (ApoA), az apolipoprotein B (ApoB), a C-reaktiv protein (CRP), aszpartat
transzaminaz (AST) (mas néven glutamat-oxalacetat transzaminaz, GOT), laktat-dehidrogenaz
(LDH) és kreatin-kinaz (CK) értékeket a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézete
hatarozta meg.

A BGP-15 hatasanak vizsgalatiban a Goto-Kakizaki és Wistar patkanyokban az allatok

testsulyat hetente mértiik, az ¢homi vércukor és plazma inzulin szinteket pedig a kisérlet
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végpontjaban hataroztuk meg. A vérvétel a patkanyok farkdnak véndjabol tortént, majd a
gliikozszint mérésére Accu-Chek Active vércukormérdt (Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) hasznaltunk. Ezutan a vérmintakat 2 percig centrifugaltuk (Centrifuge 5415R;
Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) 4 °C-on, 10000 rpm-en; majd a plazmat aliquotoltuk,
lefagyasztottuk és -80 °C-on taroltuk, hogy késobb a bazalis plazma inzulinszintet meg tudjuk
hatdrozni. A plazma inzulinszintméréséhez kereskedelmi forgalomban kaphato
radioimmunoassay kitet hasznaltunk (RK-400CT, Magyar Tudomanyos Akadémia
Izotopkutatd Intézet, Budapest, Magyarorszag) [203]. A HOMA-IR indexet (Homeostasis
Model Assessment of Insulin Resistance) a kdvetkezéképpen szamitottuk ki: ¢homi inzulin
(WU/ml) x éhomi gliikéz (mmol/ml) / 22,5; tovabba a B-sejt funkciot (HOMA-B) az alabbi
képlettel hataroztuk meg: 20 x ¢homi inzulin (uWIU/ml) / éhomi gliikéz (mmol/ml) — 3,5 [204].
A miokardialis és vaszkularis PDE9A kovetésénél a hiperkoleszterinémias tapon tartott nyulak
szérum paramétereinek meghatarozéasara a vérvétel az allatok marginalis fiilvéndjabol tortént
Vacutainer Plastic SSTII csévekbe (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
USA) 12 6ras ¢hezési peridodus utdn. A mintakat 0sszegytijtottiik és aszeptikusan dolgoztuk fel
Oket, hogy minimalizaljuk a hemolizist. Az inzulin szintet Liaison XL DiaSorin platformon
(DiaSorin Inc., Stillwater, MN, USA) hataroztuk meg, mig az dsszes tobbi paramétert a Roche
Cobas Integrated Platform (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) segitségével
mértiik. A vizsgalt lipid paraméterek: total koleszterin, alacsony-siiriiségii lipoprotein (LDLc),
magas-stirtiségii lipoprotein (HDLc), apolipoprotein A és B (ApoA és ApoB), valamint a
triglicerid. A mért majenzimek: aszpartat-transzamindz (AST vagy GOT) és alanin-
transzaminaz (ALT vagy GPT). Egyéb specifikus markerek: kreatinin, troponin-T, Kreatin-
kinaz MB (CK-MB) és C-reaktiv protein (CRP). Aterogén-indexet (total koleszterin/HDL),
illetve ApoB/ApoA aranyt is szdmoltunk. A szérum NT-pro-BNP szintjét ,,sandwich
electrochemiluminescence immunoassay” (ECLIA) technikaval hataroztuk meg, Roche Cobas

Integrated Platform segitségével.

Izolalt dolgozo sziv preparatum és az iszkémia/reperfuzio létrehozasa patkany és nyul

modelleken

A patkanyokat pentobarbitallal altattuk el (80 mg/kg ip; Abbott, Baxter Health Care, Deer Field,
IL), és intravénasan heparint kaptak (500 NE/kg, Elkins-Sinn, Cherry Hill, NJ). Az Allium
ursinum PAH vizsgalataban a kisérleti patkanyokat intramuszkularis ketamin/xilazin
keverékkel elaltattuk (100/10 mg/kg). 15 perccel a beavatkozas kezdete el6tt 1000 NE/kg bolus

heparint adtunk intravénasan a trombdzis megeldzésére.
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Miutan a megfeleld mértékii anesztézia beallt, a mellkast felnyitottuk, és a szivet 5 percen at
perfundaltuk 37 °C-os oldattal, alland6 100 cmH20O (10 kPa) nyoméason, retrograd Langendorft-
modszer szerint. A szivizomzat kiszaradasat a konstans hdmérsékleten tartott tivegedényzet
(melyben a szivet felfiiggesztettiik) letakardsaval, és allando paratartalom biztositasaval
akadalyoztuk meg. A perfuzids oldat egy modositott Krebs-Henseleit bikarbonat puffer (mKH)
volt (118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,7 mM CaClz, 25 mM NaHCOs, 1,2 mM KH2POg4, 1,2 mM
MgSOQs és 10 mM gliik6z), amely az Allium ursinum PAH vizsgalatiban minimalisan modosult:
Az oldat Gsszetétele 118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,7 mM CaClz, 25 mM NaHCOs, 0,36 mM
KH2POg4, 1,2 MM MgSO4 és 10 mM gliik6z volt. A mosasi fazis utan (retrograd perfuzio 10
perc) a folyamatot a dolgozo sziv modba allitottuk a korabban leirtak alapjan [190, 192, 205].
A valtés tgy tortént, hogy a perfliziot az aortarol a bal pitvarra éllitottuk at (preload: 17 cmH>20,
afterload: 100 cmH20) [190, 192, 205]. 10 perc elteltével, miutan az egyensulyi szivfunkcid
beallt, rogzitettik a kezdeti paramétereket. Ezutan az aramlést ismét retrogrdd modra
kapcsoltuk, és a szivet 15 percig perfundaltuk az mKH pufferrel. Ezt kvetden 30 perc globalis
iszkémiat valtottunk ki, melyet 2 6ra reperfuzid kovetett. A reperfizié elsé 10 percében az
aramlés retrograd modon tortént, a konnyebb stabilizacio érdekében, majd anterograd modra
kapcsoltuk a funkcionalis paraméterek rogzitése céljabol, mely a reperfuzioé 30., 60., 90. és 120.
percében tortént.

A szivfrekvencia, koronaria ataramlas, aorta Kiaramlas, bal kamrai nyomas (left ventricular
developed pressure, LVDP), a nyomaskiilonbség/idékiilonbség (dp/dt) értékeit iszkémia elott,
majd a 2 oras reperfuzid soran a 30., 60., 90. és 120. percben is rogzitettiik [192]. Az aorta
nyomasat egy nyomas transzducer (Micro-Med, Inc., USA) segitségével mértiik, mely az aorta
kaniilhoz egy oldaldgon csatlakozik, jelerdsit6ként Heart Perfomance Analyzer Model 400-at
(Micro-Med, Inc, USA) hasznaltunk. A szivfrekvencia (HR), a bal kamrai nyomas (LVDP) és
dp/dtmax mind a folyamatos nyomas értékekbdl mért, szarmaztatott adat [206]. Az aorta
nyomasat egy kalibralt dramlasmérdvel (Gilmont Instrument INC., Barrington, IL, USA), a
korondria 4ramlast (CF) pedig adott idokozonként a szivbdl torténd kicsopogés

meghatarozasaval mértiik [207] (5. abra).
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5. abra. Az izolalt dolgoz6 sziv sematikus abrazolasa.

A meggymag-kivonat és az Allium ursinum liofilizatum antiaterogén hatasainak vizsgalataban
az izolalt dolgozod sziv, illetve az iszkémia/reperfizios modell az alabbiakban mddosult az
elébbiektdl: Az SCSE vizsgalataban hasznalt nyulak a 16 hetes kisérleti idészak végén az
allatoknak intravénasan heparint (1000 NE/kg) és ketamin/xilazint (40/5 mg/kg) adtunk, ami
50/5 mg/kg ra modosult az Allium ursinum liofilizatum vizsgalataban. A mellkas felnyitasa
utan, a szivet eltavolitottuk, és azonnal jéghideg perfiizios oldatba helyeztiik. Az aortaba kantilt
vezettiink, majd 100 cmH20 (10 kPa) nyomason Langendorff-mddszer szerint a szivet 5 percen
keresztiil perfundaltuk (kimosasi fazis). A perfuzatum egy modositott Krebs-Henseleit
bikarbonat puffer volt, 6sszetétele az SCSE kisérletben: 118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,7 mM
CaClz, 25 mM NaHCOsg, 0,36 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSO4 és 10 mM gliikoz [208].

Az mKH oldat 6sszetétele az Allium ursinum vizsgalataban: 118 mM NaCl, 4,7 mM KCl,
1,8 mM CaClz, 25 mM NaHCOs, 1,2 mM KH2POy4, 1,2 mM MgSO4 és 10 mM gliikoz. A bal
pitvarba kaniilt vezettiink, és a Langendorff rendszert dolgoz6 sziv mddba valtottuk, egy
korabban leirt patkanymodell alapjan [209], melyet nytlra optimalizaltunk [210]. A pitvari
toltonyomas 17 cmH20 (1,7 kPa), az afterload értéke 90 cmH20 (9 kPa) értékre lett allitva. Az
aorta kiaramlast megfelel6en kalibralt aramlasmérével (Gilmont Instruments, Barrington,

lllionis, Egyesiilt Allamok), a koronaria atiramlast a szivbdl idSegység alatt kicsepegd
43



juhasz. bela.1l 180 24

perfuzatum mennyiségébdl mértiik. A szivfunkcios paramétereket a kisérlet ideje alatt az izolalt
szivre kozvetleniil rakapcsolt nyomasérzékelokon ¢€s eziist elektrodokon keresztiil rogzitettiik
(ADInstruments, PowerLab, Castle Hill, Ausztralia). A hemodinamikai paramétereket
szamitogépes rendszer regisztralta (ADInstruments, PowerLab, Castle Hill, Ausztralia). 10 perc
aerob perfuziot kovetden a pitvari be- és az aortai kidramlast elkotottiik, és a perisztaltikus
pumpat (MASTERFLEX, Vernon Hills, Illinois, Egyesiilt Allamok) lellitottuk. A reperfazidt
az elkotések megsziintetése révén inditottuk el. A szivritmuszavarok elkeriilése végett a
reperfuzid els6 10 perce forditott Langendorff modban tortént. A kisérletbdl valod kizaras
kritériumai: 1, Kamrai szivritmuszavarok az iszkémiat megel6zden; 2, A koronaria €s az aorta

Kiaramlas 45, illetve 50 ml/perc értékeknél alacsonyabbak az iszkémia kezdete el6tt.
Az izolalt aortagyiirii preparatum

Az éllatok ledlését kovetden a szervek/szovetmintak kivételi sorrendjében az aorta kdzvetlentil
a sziv eltavolitasa, illetve a vérvétel utan kovetkezett (amennyiben sor keriilt rd). Az egyes
vizsgalatok soran a hasi aorta proximalis részét vagy a mellkasi aorta disztalis szakaszat
tavolitottuk el. Az aortabol kb. 2 mm hosszt gytriiket vagtunk le (2-4 gytirit minden allatbol).
Az aortagytriiket 10 mN nyugalmi fesziilés mellett 10 ml-es szervkadakban (Experimetria
TSZ-04, Experimetria Kft. Budapest, Magyarorszag) rogzitettiik. A szervkadakat 95% O ¢és
5% CO: elegyével folyamatosan atbuborékoltatott Krebs-oldattal toltéttiik fel (36 °C, pH 7.4).
A korkords simaizomréteg izometrids kontrakcios erejét transzducer (Experimetria SD-01,
Experimetria Kft. Budapest, Magyarorszag) ¢és fesziilésméré (Experimetria SG-01D,
Experimetria Kft. Budapest, Magyarorszag) segitségével detektaltuk. A kontrakcios eré — ido
fliggvényeket a korabbi vizsgéalatainkban hdéirdkaros poligraffal regisztraltuk (Medicor R-61
6CH Recorder, Medicor, Magyarorszag), késébb SPEL Advanced Isosys szoftvert (SOFT-02;
MDE GmbH, Heidelberg, Németorszag) futtatdé WS-DA-02 munkaallomast (MDE Research)
hasznaltunk [197].

Ha a hosszabb protokollt hasznaltuk, az aortagylirlikon 60 perc inkubalast kdvetden
koncentracio-hatas gorbét (E/c) vettlink fel noradrenalinnal a félhatasos koncentracio (ECso)
értékének meghatarozasa érdekében. Ezutan 60 perces mosasi iddszak kovetkezett, majd az
a rovidebb protokollt engedte meg, a noradrenalin E/c gorbe felvétele kimaradt és a
tovabbiakban az adott allatfajon, illetve tipuson korabban meghatarozott ECso értéket
alkalmaztuk. Az ECso-nek megfelelé noradrenalin koncentracio létrehozasa utan megvartuk a
kontrakcios eré magasabb értéken vald stabilizalédasat, melynek a nyugalmi fesziiléshez

képesti tobbletét prekontrakcionak tekintettiik. Ezutan acetil-kolin E/c gorbét vettiink fel. Ha az
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adott acetil-kolin koncentraci6 relaxaciét okozott, annak maximumat tekintettiik hatasnak. Ha
viszont kontrakcio kdvetkezett be, annak a maximumat vettiik hatasnak. Az acetil-kolin hatasat
a prekontrakcid szazalékos valtozasaként hataroztuk meg.

Ha az adott vizsgalat protokolljdban ATP E/c gorbe is szerepelt, az acetil-kolin E/c gorbe
felvétele utan a preparatumokat 45 percig mostuk, azutdn beadtuk a noradrenalin ECso-ét, a
kontrakcios erd stabilizalodasa utan pedig felvettiik az E/c gérbét ATP-vel. Hatasnak az adott
fejeztiink ki. Az azonos patkanyokbdl szarmazoé aortagyirik valaszait atlagoltuk. Az Elc
gorbék Osszehasonlitasa soran az adott szer (acetil-kolin vagy ATP) ugyanazon
Egy vizsgalatunkban ezen tilmenden ugy is szamszerisitettiik az NO-fliggd relaxaciot, hogy
az acetil-kolin E/c gorbék adatait megtisztitottuk a magas koncentracioknal megjelené NO-
fiiggetlen kontrakciotol [197]. Ezt tgy kiviteleztiikk, hogy minden acetil-kolin E/c gorbénél
kivalasztottuk a maximalis relaxacio értékét, majd ezt rendeltiik hozza az 6sszes acetil-kolin
koncentracidhoz, ami magasabb volt a maximalis relaxéciot kivalto értéknél. Tovabba, hogy
megbizhatobb legyen a gorbeillesztés, két biztosan hatastalan acetil-kolin koncentracidhoz (1
és 10 fmol/l) nulla hatast rendeltiink és ezeket is hozzaadtuk a tisztitott acetil-kolin E/c
gorbékhez. Ezekre végiil a Hill egyenletet illesztettiik [211] és annak harom regresszios

paraméterét hasonlitottuk Ossze az egyes kisérleti csoportok kozott.

Infarktus méretének becslése in vitro modellen

A reperfuzi6 leteltekor, 37 °C-0s, 1%-o0s (m/V%), foszfat pufferben oldott tetrazolium-kloridot
injektaltunk az aorta kaniilon keresztiil. A szivet eltavolitast kovetden -70 °C-on taroltuk.
Ezutan a szivet az apiko-bazalis tengelyre merélegesen 2-3 mm vastag szeletekre vagtuk [212],
melyek stlyat lemértiik, felitattuk, targylemezre helyeztiik, majd Hewlett-Packard Scanjet 5p
szkennerrel (Hewlett-Packard, Palo Alto, California, Egyesiilt Allamok) Az infarktus
méretének kvantitativ meghatarozdsdhoz NIH 1.61. illetve Scion képanalizald szoftvert
hasznaltunk. Az infarktus mérete igy kvantitativen, pixelekben kifejezheté [192] [213] [214-
216].

Az ateroszklerotikus plakkok elemzése

A mellkasi artéridkat eltdvolitottuk, a rarakodott kdtdszovettdl €s zsirtdl megtisztitottuk, majd
modositott Krebs-Henseleit pufferrel atmostuk, és 10%-os formalinban fixaltuk. Az artéria

karotiszt ezutan hosszanti iranyban felnyitottuk, és 37 °C-os vizfiirddben 15 percen keresztiil
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70%-o0s izopropanolban oldott 5 mg/ml Sudan III festékkel kezeltiik. A festést tobbszori 70%-
os izopropanollal végzett oblitéssel differencialtuk. Az artériat ezutan beszkenneltiik, és

meghataroztuk az ateroszklerotikus plakk nagysagat [208, 214].
Az aorta szovettani elemzése

A lipidfestés Oil Red O (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok) festékkel
tortént, a kovetkezé protokoll szerint: az aortaszovetet Optimal Cutting Temperature (OCT)
médiumban (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) fagyasztottuk
le. A szdvetbdl 6 um vastag metszeteket készitettiink Superfrost Plus lemezekre (Daiggers,
Vernon Hills, IL, Egyesiilt Allamok). Az ateroszklerotikus elvaltozasokat egyméstol 120 pm
tavolsagra elhelyezkedd 3 kiillonbozd metszetben vizsgéltuk. Teriiletenként 4-5 metszetet
készitettiink, az aortaiven til kezdve. A metszeteket Oil Red O festékkel jeloltiik meg, és a
1éziok lipidosszetételét a Oil Red O-pozitiv teriilet szazalékos aranyaként irtuk le az
érfalkeresztmetszet teljes teriiletéhez viszonyitva. A sejtmagokat hematoxilinnel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) festettik meg. A metszetekr6l videokameraval felszerelt
fénymikroszkop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Németorszag) segitségével készitettiink
képeket, és Scion Image szoftverrel analizaltuk (Scion Corp., Torrance, CA, Egyesiilt

Allamok).
A szivizomzat és tiido szovettani elemzése

Az izolalt sziv vizsgalat végeztével a szivet a bal kamra kozépvonalaban elmetszettiik, és 4%-
0s pH 7.4 paraformaldehid-oldatban 24 6ran at fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. A paraffinos
blokkokbol 7 um vastag metszeteket készitettiink, majd hematoxilin-eozin festéssel tettiik
lathatova a szoveti strukturat [217]. A jobb kamrai hipertrofiat (RHV) a teljes sziv atlos
atmetszetébdl hatdroztuk meg a kovetkezd egyenlet segitségével: RHV = RV / (LV +
interventrikularis szeptum (IVS)). A formalinban fixalt, paraffinba agyazott, 7 um vastag tiid6
szovet metszeteket az erezettség lathatova tétele szempontjabdl hematoxilin-eozin, majd
Elastica van Gieson (EVG) festéssel jeloltik [218]. A kis tiidGartériak kiilsé atmérdit a
legrovidebb gorbiilet mentén mértiik. Az érfal megvastagodasat a rovidebb atmérd mentén mért
falvastagsagok (M1, M2) ¢és a kiilsé atméré (ED) segitségével, a kovetkezd képlet alapjan
szamitottuk: %eMWT = (M1+M2)/ED x 100. Mintanként 15 artériat vizsgaltunk DFC 420
kameraval felszerelt Leica DM2500 mikroszkop alatt, Leica Application Suite V3 szoftver
segitségével (Leica Camera AG, Solms, Németorszag). A képeket egy, a csoportkiosztasra vak
megfigyeld elemezte, az ED, M1 ¢és M2 értékeket a Scion for Windows Densitometry Image
4.0.3.2 verzidjaval (Scion Corporation, Frederick, MD, Egyesiilt Allamok) hataroztuk meg.
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A kardiomiocitak apoptozisanak meghatarozasa

4 um vastag, deparaffinizalt metszeteken termindlis dUTP nick-vég jelolés (TUNEL) assay-t
végeztiink Apop jelzé kittel (Oncor) [190, 192, 205]. A nukleoszomalis egységekben
bekovetkezd specifikus DNS fragmentécidé az apoptozis egyik legjellegzetesebb biokémiai
folyamata. Az apoptotikus DNS fragmentacio kiilonféle molekularis bioldgiai assayk-kel
detektalhat6 tigy, mint a DNS gélelektroforézis vagy a DNS nick-ek in situ jel6lése [terminalis
deoxinukleotidil-transzferaz (TdT)-medialt dUTP in situ nick-vég jelolés (TUNEL)]. A
genomikus sejthalal mértékének meghatarozasahoz a TUNEL technikat alkalmaztuk.

A formaldehidben fixalt bal kamrat paraffinba agyaztuk, 4 um vastag harant irany metszeteket
készitettiink beldle, majd fokozatosan csokkend toménységii xilol és etanol oldatokkal
deparaffinizaltuk. Az apoptotikus sejteket immunhisztokémiai aton TUNEL modszerrel
detektaltuk, mely soran a digoxigeninnel jelolt dUTP a TdT enzim segitségével beépiil a DNS-
be. A TdT a nukleotid trifoszfatok templatfiiggetlen beépiilését katalizalja egy- vagy kétszalu
DNS-szakaszok 3°-OH végére. A beépiilt nukleotidot poliklonalis barany anti-digoxigenin
antitest jelenlétében inkubaltuk, melyet FITC-konjugalt nyulban barany IgG-vel szemben
termeltetett antitesttel vald jelolés kovetett a gyartd eldirasai szerint (Apop Tag Plus; Oncor,
Gaithersburg, MD). A metszeteket (n=5 allatonként) PBS-ben haromszor atmostuk, nyul
szérummal blokkoltuk, majd egér monoklondlis antitestre specifikus szarkomer aktinnal
(Sigma) inkubaltuk, majd tetrametilrodamin-izotiocianat (TRITC)-konjugalt nytlban egér IgG-
vel szemben termeltetett antitesttel festettiik (200:1 higitas).

A miokardialis fehérjék kivonasa

300 mg, a bal kamrabol kivett szivizomszovet 800 pl Buffer A-ban (25 mM Tris-HCI, pH 8. 25
mM NaCl, 4 mM Na-orthovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 nM okadalsav, 0,5
mM EDTA, 1 mM PMSF ¢és protedz inhibitorok (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Egyesiilt
Allamok)) homogenizaltunk, Polytron homogenizalo segitségével. A homogenizatumokat
2.000 rpm-en és 4 °C-on 10 percen at centrifugaltuk, majd a feliiliszot 10.000 rpm-en, 4 °C-on
még 20 percig. A feliiluszot hasznaltuk citoszol frakcioként. A sejtmag tiledéket 400 pul Buffer
A 0,1% Triton-X-100 és 500 mM NaCl keverékében reszuszpendaltuk, és 1 oran at jégen
hagytuk a lizishez. A homogenizatumot ezutan 14.000 rpm-en, 4 °C-on 10 percen keresztiil
centrifugaltuk, az igy kapott feliiliszd6 a mitokondridlis frakci6. A citoszol mitokondrialis
frakciot egyenld részekre osztottuk, és -80 °C-on taroltuk késobbi felhasznalasig. A teljes
fehérje koncentraciot BCA modszerrel, marha szérum albumin standard segitségével

hataroztuk meg (Pierce, Rockford, IL, Egyesiilt Allamok).
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A nuklearis és citoszolikus fehérjefrakciok elvalasztasa

A fehérjék elvalasztasa a CelLytic NUCLEAR Extraction kit (Sigma, St. Louis, MO) leirasa
alapjan tortént. Rviden, 100 mg szoévetet 1 ml pufferben (100 mM HEPES (pH 7.9), 15 mM
MgCl,, 100 mM KCI, 0,1 M DTT) homogenizaltunk, majd 10.000 rpm-en 20 percen keresztiil
centrifugaltuk. A feliiluszot tiszta kémcesdbe helyeztiik, ez volt a citoszol frakcio. Az iiledéket
150 pl extrakcios pufferben, mely 1,5 ul 0,1 M DTT-t és1,5 ul protedz inhibitor keveréket
tartalmazott, ujra szuszpendaltuk. 30 percig jégen allni hagytuk, idonként felrazva, majd 20.000
rpm-en 5 percig centrifugaltuk. A feliiliszot egy hideg, tiszta kémcsdbe szivtuk, ez volt a
nukledris fehérje frakcid. A citoszol és nukledris teljes fehérje koncentraciot BCA fehérje assay

Kit-tel hataroztuk meg (Pierce, Rockville, IL).
Western blot

A szdvetmintak homogenizaldsa és szuszpendalasa az alabbi Osszetételli pufferben tortént (50
mg/ml): (50mg/ml): 10 mM HEPES, pH 7.3, szukr6z 11,5%, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
diisopropil-fluorofoszfat (DFP), pepstatin A 0,7 mg/ml, leupeptin 10 mg/ml, aprotinin 2 mg/ml.
A homogenizalast Polytron-homogenizator segitségével (IKA-WERKE, Staufen,
Németorszag) végeztiikk. A bromelainnal végzett kisérletben a fehérjék elvalasztasa CelLytic
NUCLEAR Extraction kit (Sigma, St. Louis, MO) leirasa alapjan tortént. 100 mg szévetet 1 ml
pufferben (100 mM HEPES (pH 7.9), 15 mM MgCl;, 100 mM KCI, 0,1 M DTT)
homogenizaltunk, majd 10.000 g-n 20 percen keresztiil centrifugaltuk. Az tiledéket 150 pl
extrakcios pufferben, mely 1,5 ul 0,1 M DTT-t és1,5 ul protedz inhibitor keveréket tartalmazott,
ujra szuszpendaltuk. 30 percig jégen allni hagytuk, idonként felrazva, majd 20,000 g-n 5 percig
centrifugaltuk. A feliiluszot egy hideg, tiszta kémcsdbe szivtuk, ez volt a nuklearis fehérje
frakcio. A medvehagyméaval ¢és  BGP-15-tel  végzett kisérletek soran a
fehérjehomogenizatumokat 300 mg mintabol 800 ul Buffer A (25 mM Tris-HCI, pH 8. 25 mM
NaCl, 4 mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 nM okadansav, 0,5 mM
EDTA, 1 mM PMSF és proteaz-inhibitor elegye (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA))
felhasznalasaval készitettiik, a centrifugalas a medvehagyma kisérlet esetében 2.000 rpm-en 10
percen at tortént, majd a feliiluszot 10.000 rpm-en még 20 percig centrifugéaltuk. A sejtmag
iiledéket 400 ul Buffer A 0,1% Triton-X-100 és 500 mM NaCl keverékében reszuszpendaltuk,
¢és 1 oran at jégen hagytuk a lizishez. A homogenizatumot ezutan 14.000 rpm-en, 4 °C-on 10
percen keresztiil centrifugaltuk, az igy kapott feliiliszo a volt mitokondridlis frakci6. A BGP-
15-tel végzett kisérletben a fehérjehomogenizatumot 10.000 g-vel 20 percig centrifugaltuk, €s

a feliiluszot hasznaltuk fel. A hiperkoleszterinémids nyulakon végzett kisérletben a
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homogenizalashoz hasznalt oldat Gsszetétele 25 mM Tris, 25 mM NaCl, 0,5 mM EDTA,
proteaz-inhibitor és desztillalt viz volt, a centrifugalast 10000g-n 20 percig végeztiik.
Allamok, illetve QuantiPro™ BCA Assay Kit, Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag), marha szérum albumin standard segitségével hataroztuk meg automata
spektrofotométerrel (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag). Ezt
kovetden a fehérjéket Laemmli pufferrel higitottuk, és 100 °C-on 10 percig forraltuk.

A fehérjéket poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) futtattuk, jellemzden 7% és
10%-o0s gélt hasznaltunk. A niacin-kotott krémmal ¢és meggymag-kivonattal végzett
kisérletekben ez az ardny 12% volt, a BGP-15 és a hiperkoleszterinémids nyulak esetében 10,
12 és 18%. Az elektroforézis 120 V fesziiltséggel, 90 percen 4t tartott. A szétvalasztott
fehérjéket elektroforetikusan transzferaltuk Immobilon-P membranokra (Millipore Corp.,
Bedford, MA), vagy a meggymag-kivonattal, medvehagymaval, BGP-15-tel ¢és
hiperkoleszteriémias nyulakkal végzett kisérletekben nitrocelluloz membranra (Bio-Rad,
Hercules, CA) egy félszaraz transzferald rendszer alkalmazasaval (Bio-Rad, Hercules, CA)
(100 V, 1 6ra, vagy a BGP-15 kisérlet esetében 25 V, 90 perc). Fehérjestandardokat (Precision
Plus Protein Kaleidoscope, Bio-Rad, Hercules, CA) minden gélen futattunk. A patkanyokon
végzett medvehagymas kisérlet soran a fehérjestandard ProSieve QuadColor volt (Lonza,
Rockland, MA, Egyesiilt Allamok). A blotokat Tris-pufferelt sooldat/Tween-20-ban (Tris-
buffered saline, TBS-T 6sszetétel: 20 mM Tris bazis, pH 7.6, 137 mM NaCl, 0,1% Tween —20)
blokkoltuk 1 6ran keresztiil, melyhez 5% (m/V%) zsirszegény tejet (a hiperkoleszterinémias
nyulak és a BGP-15 kisérlet esetében 3% BSA-t) adtunk. A TBS-T 0sszetétele a meggymag-
kivonattal végzett kisérlet esetében enyhén eltért a tobbitdl: S0 mM Tris, 150 mM NaCl, pH
7.5. A blotokat egy ¢€jszakan at inkubaltuk 4 °C-on, a meghatdrozott primer antitestekkel. A
membranokat haromszor mostuk TBS-T-vel az inkubaciot megel6zd 1 6raban tormaperoxidaz
kapcsolt méasodlagos antitestekkel, melyeket 1:2000 ardnyban TBS-T-ben oldottuk, kiegészitve
5% (m/V%) zsirszegény tejjel. A meggymag-kivonattal és medvehagymaval végzett
kisérletekben a TBS-T 1% zsirmentes tejport tartalmazott. Ezt kdvetden a membranokat
haromszor TBS-T-vel mostuk, minden mosas kozott 10 perc inkubacios 1dot tartva.

A primer antitest kotédést a szekunder antitest torma-peroxidaz konjugacidja €s a megnovelt
kemilumineszcencia tette lathatova. A blotokat kemilumineszcens reagenssel kezeltiik
(Enhanced Chemi-Luminescence, ECL from Amersham) és a vizsgalt fehérjéket eltérd
hosszusagu 1d6 alatt Kodak X-Omat film segitségével detektaltuk. A beszkennelt membranok
kvantitativ elemzését a Scion Densitometry Image program 4.0.3.2. verzidjaval (Scion

Corporation, Maryland, Egyesiilt Allamok) végeztilk el. A meggymag-kivonattal és a
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medvehagymaval végzett ny(l kisérletben a fehérjék detektalasa Medical X Ray filmre (Agfa-
Gevaert N.V., Belgium) tortént. Utobbi kisérletben az ECL szubsztrat is kiilonb6z6 volt (ECL,
Litmus Scientific, Advansta Inc., Menlo Park, CA, Egyesiilt Allamok). A patkanyokon végzett
medvehagyma kisérletben a kemilumineszcenciat Western Lightning Plus szubsztrattal
végeztik el (PerkinElmer, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok), mig a BGP-15 és a
hiperkoleszterinémias nyulakon végzett kisérletekben WesternBright reagenst alkalmaztunk
(Advansta Inc., Menlo Park, USA). A digitalis képalkotas a patkanyokon végzett medvehagyma
kisérletben MF-Chemibis 3.2 rendszerrel tortént (Central European Biosystems; Budapest,
Magyarorszag), a BGP-15 és hiperkoleszterinémias nyul kisérletben pedig C-Digit blot scanner
¢és Image Studio Digits ver. 5.2. szoftver (LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) segitségével. Utobbi
két esetben a szkennelt fehérjék kvantitativ analizise Image] szoftver (ver. 1.51k., National
Institutes of Health, USA) segitségével tortént. Az egyes fehérjékre vonatkozo savok
jelintenzitasat tetszéleges egység £ SEM alakban szamitottuk és abrazoltuk.

A Western blothoz hasznalt primer antitestek a kovetkezOk voltak: Akt, p-Akt, eNOS, p-eNOS,
FOXO3A (Cell Signaling, Danvers, MA), p-AMPK, Trx-1, HSP-25, HSP-32, HSP-70 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), HO-1 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, illetve
Stressgen Bioreagents, Ann Arbor, Michigan, USA), SOD1, PDE5A, COXIII (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO), VEGF (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, illetve R&D System, Inc.,
Minneapolis, MN), PDE9A, PKG, PLB, p-PLB, SERCA2a, VASP, p-VASP (Abcam Plc.,
Cambridge, UK). A citoszolikus 6sszfehérjék meghatarozasahoz GAPDH-t, a mitokondrialis
fehérjékhez COXIV-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a nuklearis fehérjékhez Hiszton H3-at
hasznaltunk kontrollként (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), [44, 219].

Immunhisztokémia B-catenin transzlokaciéjarol és a kapillaris denzitasrol

A B-catenin elhelyezkedésének tisztdzdsahoz a paraffinba agyazott miokardidlis
szovetszekciokat vizsgaltuk. Ehhez monoklonalis, B-catenin ellenes antitestek 1:500 aranyu
higitdsat hasznaltuk (BD Trnasduction Labs, Lexington, KY). A kotodott antitesteket
Vectastain ABC kittel (Vector Laboratories, Burglingame CA) detektaltuk és DAB (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) felhasznalasaval tettiik lathatova. A korabban leirt miitéti eljaras utan
7 nappal, az dallatokat exterminaltuk, a szivet eltavolitottuk, a kapillaris denzitas
tanulmanyozéasédhoz pedig paraffinba agyazott szekciokat készitettiink. A kapillaris denzitas
meghatarozashoz, a szekciokat PECAM-1 elsddleges antitesttel (Santa Cruz) jeloltiik meg, a
kotodott anitestet Vectastain ABC kittel (Vector Laboratories, Burlingame CA) detektaltuk és
DAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) segitségével vizualizaltuk [219]. A CD-31 szamolashoz

400 X nagyitasu képeket készitettiink. A kvantitativ mérésekhez, a CD-31 mennyiségét az
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érintett teriileten, a bal kamra szabad falanak kozépsé részéig, az endokardiumtodl egészen az
epikardiumig meghataroztuk. Adobe Photoshop Software-t hasznaltunk, mely minden egyes

képiinkre egy morfometrikus rdcsot helyez, igy az értékeket mm?-ben kapjuk.
A nagy energiaju foszfatvegyiiletek vizsgalata

Az adenozin-trifoszfat és kreatin-foszfat assay, magas nyomast folyadékkromatografias

eljarassal (HPLC) tortént [220].
Az Allium ursinum liofilizacioja (WGLL) és analizise

Fagyasztott Allium ursinum leveleket (Toltelékgyar Kft., Zalakomar, Magyarorszag) 24 oran at
liofilizaltunk  Martin-Christ ALPHA  1-4 fagyasztva szaritoval (Martin  Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Németorszag). A kornyezeti nyomas
0,120 millibar, a kondenzator -50 °C, a belsé hdmérséklet 35 °C-ra volt beallitva. A fagyasztott
minta aranya a friss és szaritott ndvényhez viszonyitva 5:6:1 volt. A liofilizalt minta HPLC
analizise Waters 600 késziilékkel tortént (Waters Corporation, Milford, CT, Egyesiilt Allamok).
A kontrollként hasznalt alliint az LGC Standards vallalattol, a kromatografias analizishez az
acetonitrilt (LiChrosolv®) a gyartojatol (Merck Consumer Health Holding GmbH, Darmstadt,
Németorszag) szereztilk be. A HPLC méréshez sziikséges tisztitott vizet a Millipore Direct-Q
UV3 késziilek (Merck Millipore, Molsheim, Franciaorszag) allitotta eld. A méréshez hasznalt
alliin standard torzsoldatokat metanolban készitettiik elo, és 4 °C-on taroltuk. A kalibracios
tartomany 0,5-5 pg alliin/befecskendezés volt. A kalibracios gorbe felvételéhez az alliint
haromszori ismétléssel, hat kiilonboz6 térfogatban fecskendeztiik be. Az alliin kivonédsa 10 ml
MeOH felhasznalasaval tortént, 1 g liofilizalt mintabol, szobahdmérsékleten, ultrahangos
fiirdében, 3 percen at. Filteren (Acrodisc® GHP 13 mm, 0,45 um, Waters Corporation, Milford,
CT, Egyesiilt Allamok) valo atsziirést kovetéen az analizis haromszori ismétléssel, harom,

egymastol fliggetlentiil vett mintabol tortént.
Citokrom c oxidaz (COX) aktivitas meghatarozasa

A nyul szivizomzat citokrom c oxiddz aktivitasat specifikus kolorimetrias assay kit (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) segitségével mértiik meg. A szivizomzatbol
MITOISO1 kittel (Sigma-Aldrich, St. Louis) a mitokondrialis frakciot izolaltuk, majd
ditiotreitol kezeléssel redukaltuk a citokrom c-t, melyet a COX tjra oxidalt. A COX aktivitasat
a ferrocitokrom c abszorbancidjanak csokkenése jellemzi, ahogy az enzim hatésa révén oxidalt

allapotba keriil. A COX aktivitasat a szobahdmérsékleten (~22 °C), 550 nm-en mért (UV Helios

51



juhasz. bela.1l 180 24

Alpha S2 spektrofotométer) abszorbancia id6egység alatt bekovetkezd csokkenésével adtuk
meg (-A 550/perc).

A vizoldékony vegyiiletek antioxidans kapacitasanak (ACW) meghatarozasa

Az ACW-t kereskedelmi forgalomban kaphato kit (kit szam: 846-60002-0, Analytik Jena AG,
Jena, Németorszag) segitségével hataroztuk meg. A szabadgyokoket UV besugarzassal
generaltuk egy fotoszenzitiv vegyiiletbdl. A PhotoChem a szabadgy6kok gatlasat méri a minta
ACW tartalméabol. Az ACW kit részei a R1, R2, R3 és R4 reagens. Az R1 és R2 hasznalatra
kész, 2-8 °C-on tarolando, az R3 vegyiilet liofilizalt, és -20 °C-on taroljuk. 750 ul R2 vegyiiletet
adtunk az R3 reagenshez. Az R4 reagensbdl torzsoldatot készitettiink, 490 ul R1 vegyiiletet és
10 pl HoSO4-t adtunk az R4 reagenshez. A torzsoldatbdl tizszeres higitasokat készitettiink (10
pl R4 torzsoldat+990 ul R1 oldat). El8szor a vakot készitettiik eld: 1500 pl R1, 1000 pl R2 és
25 ul R3 reagenst 6sszekeverve. A kalibraciot L-aszkorbinsav standard felhasznalasaval, 0,1 és
2 nmol ko6zott (legalabb 5 ponton) végeztiik. A plazma mintat 10.000 rpm-en, 5 percig
centrifugaltuk, és a feliiluszot hasznaltuk a mérésekhez. A méréshez hasznalt oldat 1490 pl R1,

1000 pl R2, 25 pl R3 és 10 pl minta felhasznalasaval késziilt.
A lipidoldékony vegyiiletek antioxidans kapacitasanak (ACL) meghatarozasa

Az ACL-t kereskedelmi forgalomban kaphato kit (kit szam: 849-60004-0, Analytik Jena AG,
Jena, Németorszag) segitségével hatdroztuk meg. A modszer nagyon hasonlé az ACW-nél
leirtakhoz. Az ACL kit részei a R1, R2, R3 és R4 reagens. Az R1 és R2 haszndlatra kész, 2-8
°C-on tarolando, az R3 vegyiilet liofilizalt, és -20 °C-on taroljuk. 750 ul R2 vegyiiletet adtunk
az R3 reagenshez. Az R4 reagensbdl torzsoldatot készitettlink, 500 pl R1 vegyiiletet adtunk az
R4 reagenshez, és tizszeres higitasokat készitettiink (10 pl R4 torzsoldat+990 pl R1 oldat).
Eldszor a vakot készitettiik eld: 2300 pl R1, 200 ul R2 és 25 pl R3 reagenst dsszekeverve. A

kalibraciot trolox standard felhasznalasaval, 0,2 és 3 nmol kozott (legalabb 5 ponton) végeztiik.
cGMP assay

A bal kamrai cGMP szint meghatarozasa direkt kompetitiv immunoassay (Abcam Plc.,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) segitségével tortént. A higitasi sor elkészitése utdn a
miokardium mintakat (n=6/csoport, minden mérést duplan végeztiink el) 0,1 M-os sésavban
(HCI) homogenizaltuk. Minden 1épést a gyartd ajanlasa szerint végeztiink. A plate-hez kotdédo
kompetitiv. c¢cGMP-HRP konjugatumok mennyiségének meghatarozasit 450 nm-en

spektrofotométerrel végeztiik. A kapott értékeket atlagoltuk és az eredményt pmol/mg szdvet-
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ben fejeztik ki, végiil Student’s t-tesztet hasznaltunk a Kontroll és HC csoportok kozotti

kiilonbségek becslésére.
Statisztikai elemzés

Az eredményeket altaldban szamtani kdzép + S.D. (standard deviacid), vagy szdmtani kozép +
S.E.M. (standard hiba, vagyis az atlagtol valo atlagos eltérés) formaban fejeztiik ki. Az adatok
normalis eloszlasat D’ Agostino-Pearson és/vagy Shapiro-Wilk teszttel ellenOriztiik.

Két adathalmazt normalis eloszlasok esetén parositatlan, kétmintas, Student-féle t-teszttel
(homogén variancidk mellett) vagy parositatlan, kétmintas, Welch-korrigalt t-teszttel (ha a
varianciak szignifikdnsan kiillonboztek) hasonlitottunk Ossze. Két adathalmazt, ha az adatok
nem Gauss-féle eloszlast mutattak, Mann-Whitney-teszttel vetettiink ossze. Kett6nél tobb
adathalmazt normalis eloszlasok esetén egyutas varianciaanalizis (ANOVA) teszttel
elemeztiink (ha a variancidk szignifikdnsan kiilonboztek és a haszndlt szoftver lehetdvé tette,
Geissner-Greenhouse korrekcioval), melyet Bonferroni vagy (miutan a hasznalt szoftver
megengedte) Tukey post hoc teszt kovetett. Ha az adatok nem voltak normalis eloszlasuak,
Ketténél tobb adathalmazt Kruskal-Wallis teszttel és Dunn post hoc teszttel hasonlitottunk
0ssze.

A vizsgalt csoportok kozépértekeinek kiilonbségét p<0,05 esetén tekintettiink statisztikailag
szignifikansnak. A statisztikai szignifikancia szintjét a csillagok (vagy mas szimbdlumok)
szamaval jeleztiik: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ill. néhany esetben **** p<(,0001.

Az USA-ban végzett vizsgalatokhoz az IBM SPSS Statistics program aktualis verzidjat (10-22)
hasznaltuk. A magyarorszagi elemzéshez a GraphPad Prism szoftver (GraphPad Software Inc.,

La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok) aktuélis verziojat (4-9) alkalmaztuk.
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Eredmények

Eredmények |I.
Resveratrol hatasa a vércukorszintre

A vércukor értékeket 5 nappal az STZ kezelést kdvetden mértilk meg és 0sszehasonlitottuk a
kontroll allatokéval, hogy megbizonyosodjunk az emelkedett cukorszintekr6l. >300 mg/dl
értekek esetén tekintettiik az allatokat diabéteszesnek. Az STZ kezelést kovetden az allatokat
15 napon keresztiil resveratrol és L-NAME per os kezelésben részesitettiik. Megmértiik az
allatok vércukorértékeit (n=12 csoportonként), hogy a hiperglikémia mértékét meghatarozzuk.
A vércukor értékek szignifikansan megemelkedtek a diabéteszes allatokban (>500 mg/dl) a nem
diabéteszesekkel Osszehasonlitva (90 mg/dl). A resveratrol kezelés a beteg csoportban
jelentdsen csokkentette a vércukorszintet (370 mg/dl) a diabéteszes csoportokhoz képest. Az L-

NAME kezelt csoport mérsékelte a resveratrol-medialt vércukorszint csokkentést (6. abra).
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6. abra. Resveratrol hatasa a vér gliikoz szintre

Az eredmények atlag £+ SEM formaban vannak kifejezve (n=6) *p<0,05 a 2., 3., 4., 5., csoport
vs l.csoport; Tp<0,05 3., 4.,5., csoport vs 2. csoport; #p<0,05 3. csoport vs 4., és 5. csoport.

1. csoport - kontroll (egészséges) allatok, 2. csoport — diabéteszes allatok, 3. csoport —
diabéteszes allatok resveratrol kezeléssel, 4. csoport — diabéteszes allatok resveratrol + L-
NAME kezeléssel, 5. csoport — diabéteszes allatok L-NAME kezeléssel.
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Resveratrol hatasa a szivfunkcios paraméterekre

A csoportok kozott jelentds kiillonbség volt a kiindulasi értékek tekintetében. A bal kamrai
nyomas (7A abra) szignifikansan alacsonyabb volt a Dia csoportokban (94,83 + 0,30) a nem
diabéteszes kontrollal 6sszehasonlitva (101,72 + 0,50). A resveratrol kezelés jobban megtartotta
a LVDP értékét a DiatRsvl csoportban (97,66 + 0,30) a diabéteszes csoporthoz képest. Az
LVDP reperfuzidt (2 ora) kovetden szignifikansan csokkent a diabéteszes csoportban (66,75+
0,79), a resveratrol kezelés ugyanakkor a Dia+Rsvl csoportban jelentésen emelte a LVDP
értékét (71,15+0,34) a diabéteszes csoporthoz képest. Szintén csékkent a LVDP az L-NAME
kezelt csoportokban: Dia+RsvI+L-NAME (63,96 + 1,48) és Dia+L-NAME (60,83 + 0,60).

A dp/dtmax kiindulasi értékek a diabéteszes beteg csoportban (2561,33 + 19,14) jelentdsen
csokkentek a nem diabéteszes Kontroll csoporthoz képest (3597,33 + 34,09). A resveratrollal
kezelt diabéteszes patkanyok esetén (7C abra) megemelkedett a dp/dtmax (2971,66 + 20,79) a
diabéteszes csoporttal Osszevetve. A 2 Oras reperfuziot kovetden a dp/dtmax jelentdsen
csokkent a diabéteszes csoportban (1300,43 + 18,25), ehhez képest a Dia+Rsvl csoportban
szignifikansan emelkedett (1457 + 21). A L-NAME kezelés csokkentett funkciondlis
visszatérést eredményezett mind a Dia+RsvI+L-NAME (1275 + 44,94), mind pedig a
Dia+LNAME (1256+ 5,60) csoportokban. A kiindulasi aorta Kidramlas értékek (7D abra)
szignifikansan csokkentek a diabéteszes csoportban (39 + 0,49) a nem diabéteszes
kontrollokkal 6sszehasonlitva (43,50 + 0,62). A resveratrol kezelés segitett az aorta Kiaramlas
intaktsaganak megdrzésében a Dia+Rsvl csoportban (42,30 + 1,11) a diabéteszes allatokkal
Osszehasonlitva. A 2 oras reperfiziot kovetden az aorta Kiaramlas nulla volt a diabéteszes,
Dia+Rsvl+L-NAME, Dia+L-NAME csoportokban. A Dia+Rsvl csoportban szignifikans volt
az aorta kiaramlas (1,30 £ 0,16) a tobbi csoporthoz képest. A szivfrekvencia és a koronaria
aramlas szintén szignifikdnsan megtartottabb volt a Dia+Rsvl csoportban a diabéteszes
kontrollokhoz képest mind a kiindulédskor mind a reperfuziot kovetden (7B és 7E abrak). Az L-
NAME kezelés minden esetben gatolta a resveratrol-medidlt kardioprotekciot, ezzel is

megerdsitve a hipotézist, miszerint ez a protektiv hatds nitrogén-monoxid medialt.
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7. abra. A-E. Resveratrol hatasa az LVDP (A), Szivfrekvencia (B), dp/dtmax (C), Aorta
kiaramlas (D) ¢és koronaria ataramlas (E) értékeire STZ-indukalt diabéteszes
patkanyokon

Az 5 csoport éallataibdl (n=6) szarmazd izolalt szivmintakat 30 perc globalis iszkémianak és az
azt kovetd 2 oOras reperfuzionak vetettiik ald. Az eredmények atlag + SEM forméaban vannak
kifejezve. *p<0,05 2., 3., 4., 5., csoport vs 1.csoport; 1p<0,05 3., 4.,5., csoport vs 2. csoport;
#p<0,05 3. csoport vs 4., és 5. csoport.

Fehér iires oszlop - 1. csoport (kontroll), Pontozott oszlop — 2. csoport (diabéteszes allatok),
széles felfelé atlos oszlop — 3. csoport (diabéteszes allatok resveratrol kezeléssel), fekete oszlop
— 4. csoport (diabéteszes allatok resveratrol + L-NAME kezeléssel), sotét vizszintes csikozasu
oszlop — 5. csoport (diabéteszes allatok L-NAME kezeléssel).
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Resveratrol hatdsa a miokardidlis infarktus méretére, illetve a kardiomiocitik apoptézisira

TUNEL assay-vel vizsgalva

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a resveratrol kezelés csokkenti-e a kardialis szovetkarosodast
iszkémia/reperfuzié esetén, megmértik a miokardiumok miokardialis infarktusanak
kiterjedtségét. A 8A éabran lathato a szazalékban kifejezetett infarktus a teljes rizikonak kitett
terlilethez viszonyitva, mely jol mutatja a diabéteszes csoportban tapasztalt novekedést (51%)
a nem diabéteszes csoporthoz viszonyitva (41%). Az infarktus mérete szignifikdnsan csokkent
a Dia+Rsvl csoportban (42%) az Gsszes tobbi csoporthoz képest, ugyanakkor a resveratrol
kezelés esetén nem talaltunk jelentGs kiilonbséget a nem diabéteszes kontroll csoporttal
Osszehasonlitva. Az L-NAME kezelés esetén 47% volt a Dia+Rvsl+L-NAME csoport és 49%
a Dia+L-NAME csoport esetén az infarktus. Antitestként a-Szarkomer aktint hasznalva, kett6s
antitest jeloléssel (8B ébra) végzett TUNEL assay-t alkalmaztunk a kardiomiocitak
apoptdzisanak megallapitasara. A diabéteszes miokardiumban emelkedett az apoptozis mértéke
(40%) a nem diabéteszes csoporthoz képest (28%). A resveratrol jelent6sen csokkentette az
apoptozist 40%-ro6l (diabéteszes csoport) 35%-ra. A csokkentés hatterében a foszforilalt Akt és
eNOS expresszio fokozddasa is allhat. Az L-NAME kezelés esetén a Dia+Rsvl+L-NAME 41%,
mig a Dia+L-NAME 43%-nak mutatkozott (8B abra).
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8. abra. A: resveratrol hatisa az infarktus méretére. B: resveratrol hatasa a
kardiomiocitak apoptozisara

Az 5 csoport allataibol (n=6) szdrmazo6 izolalt szivmintakat 30 perc globalis iszkémianak és az
azt kovetd 2 o6ras reperfuzionak vetettiik ald. Az eredmények atlag + SEM forméaban vannak
kifejezve (n=6) *p<0,05 2., 3., 4., 5., csoport vs l.csoport; 1p<0,05 3., 4.,5., csoport vs 2.
csoport; #p<0,05 3. csoport vs 4., és 5. csoport. 1. csoport - kontroll allatok, 2. csoport —
diabéteszes allatok, 3. csoport — diabéteszes allatok resveratrol kezeléssel, 4. csoport —
diabéteszes allatok resveratrol + L-NAME kezeléssel, 5. csoport — diabéteszes allatok L-NAME
kezeléssel.

Resveratrol hatasa az Akt és eNOS foszforilaciojara, illetve a Trx-1, HO-1 és VEGF fehérjék

expressziojara

A 30 perc iszkémia-2 ora reperfuziot kovetOen, a resveratrol kezelt csoportban a p-Akt szintje
emelkedett volt a diabéteszes és nem diabéteszes kontroll csoporttal dsszevetve (9A abra).
Ugyanakkor a diabéteszes ¢s nem diabéteszes csoport k6zott nem mutatkozott statisztikailag
kiilonbség. Az L-NAME kezelt csoportokban (Dia+Rsvl+L-NAME ¢s Dia+L-NAME)
csokkent az Akt foszforilacidja a Dia+Rsvl csoporthoz képest. Az L-NAME gatolta a
resveratrol medalt p-Akt upregulaciot (9A abra). Ehhez hasonldan, a 30 perc iszkémia-2 o6ra
reperfizio utani eNOS szintek (9B abra) is emelkedtek a resveratrol hatasara a diabéteszes ¢€s
L-NAME (Dia+Rsvl+L-NAME, Dia+L-NAME) kezelt csoportokban. A diabéteszes és nem
diabéteszes kontroll allatok kozott nem volt kiilonbség. A foszforilalt allapotok load
kontrolljaként az Akt és eNOS szinteket is megmértiik. A resveratrol kezelés esetén kialakult
(Dia+Rsvl), emelkedett p-Akt és p-eNOS szinteket a diabéteszes miokardiumban fellépd stressz
indukalta foszforildlatlan Akt és eNOS indukci6 is eldidézhette, melyek kovetkezményesen
csokkentették az apoptozis mértékét a kardiomiocitakban, valamint az infarktus kiterjedtségét.
A diabéteszes csoportban a Trx-1 kiindulasi értékei emelkedést, mig iszkémia/reperfiziot
kovetden csokkentést mutattak. A Dia+Rsvl csoportban a Trx-1 expresszio (10A abra) az
iszkémia/reperfuziot megeldzden és kdvetden is emelkedést mutatott a tobbi csoporthoz képest.
A diabéteszes csoportban tapasztalt kiinduldsi Trx-1 értéket a diabéteszes allapot miatt
kialakul6 stressz indukalta kompenzacidés mechanizmus is okozhatta. Az iszkémia/reperfiiziot
kovetd Trx-1 expresszio csokkenésének hatterét nem ismerjiik €s nem is vizsgaltuk. A Trx-1
expresszio szignifikansan csokkent a Dia+Rsvl+L-NAME ¢és Dia+L-NAME csoportokban a
Dia+Rsvl csoporthoz képest. A HO-1 expresszido (10B abra) a kiindulasi id6pontban és
iszkémia/reperfuziot (10E abra) kovetOen is alacsonynak bizonyult a diabétesz csoportban. A
resveratrol hatadsara (Dia+Rsvl) a HO-1 expresszio mar a kiindulasi értéknél is emelkedett volt
¢s ez az iszkémia/reperfuzidot kovetden is megmaradt a kontroll csoporthoz képest.

Dia+Rsvl+L-NAME ¢és Dia+L-NAME kezelések hatasara csokkent a HO-1 expresszido a
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Dia+Rsvl csoportokhoz képest. A Dia+Rsvl csoportokban emelkedett VEGF fehérje
expressziot tapasztaltunk kiindulast (10C abra) és iszkémia/reperfuziot kovetéen (10F abra) is
a diabéteszes és nem diabéteszes kontroll csoportokhoz képest. Csokkent a VEGF expresszid a
diabéteszes csoportban a nem diabéteszes kontroll csoporthoz képest. Iszkémia/reperfuziot
kovetéen csokkent a L-NAME Kkezelt csoportok (Dia+Rsvl+L-NAME és Diat+L-NAME)
VEGF expresszioja a Dia+Rsvl csoporttal dsszehasonlitva. Az L-NAME itt is gatolta a
resveratrol-medialt VEGF expressziot, aldtimasztva, hogy a VEGF expresszid szintén

nitrogén-monoxid medialt. Housekeeping kontrollként GAPDH-t hasznaltunk.
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9. abra. Resveratrol hatasa az Akt (A) és az eNOS (B) foszforilacidjara streptozotocin-
indukalt diabéteszes, iszkémia/reperfuzios patkany sziven.

Minden csoport (n=6) szivmintait izolaciot kdvetden 30 perc globalis iszkémidnak és az azt
kovetd 2 oras reperfuzidonak vetettiik ala. *p<0,05 2., 3., 4., 5., csoport vs 1.csoport; T7p<0,05
3., 4., 5., csoport vs 2. csoport; #p<0,05 3. csoport vs 4., és 5. csoport.

1. csoport - kontroll allatok, 2. csoport — diabéteszes allatok, 3. csoport — diabéteszes allatok
resveratrol kezeléssel, 4. csoport — diabéteszes allatok resveratrol + L-NAME kezeléssel, 5.
csoport — diabéteszes allatok L-NAME kezeléssel.
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10. 4abra. Resveratrol kezelés hatisa a Trx-1, HO-1 é VEGF expressziokra
streptozotocin-indukalt diabéteszes patkany sziven kiindulaskor (A-C), illetve a szivek 30
perc iszkémia-2 ora reperfuziojat kovetoen (D-F).

*p<0,05 2., 3., 4., 5., csoport vs 1.csoport; Tp<0,05 3., 4., 5., csoport vs 2. csoport; #p<0,05 3.
csoport vs 4., és 5. csoport. 1. csoport - kontroll allatok, 2. csoport — diabéteszes allatok, 3.
csoport — diabéteszes allatok resveratrol kezeléssel, 4. csoport — diabéteszes allatok resveratrol
+ L-NAME kezeléssel, 5. csoport — diabéteszes allatok L-NAME kezeléssel.

Eredmények II.
Resveratrol és statinok hatasa a lipidszintekre

A HC csoportban a koleszterin, trigliceridek, LDL értékek emelkedtek, mig a HDL értékek
csokkentek a kontroll allatokhoz képest. A resveratrol kezelés szignifikdnsan csokkentette a
koleszterin, triglicerid és LDL értékeket a HC csoporthoz képest. A HCS és HCRS kezelés
pedig még igéretesebbnek bizonyult a HCR-hez képest, lipidcsokkentd hatas tekintetében (1.
tablazat).
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Sorszam Csoport Koleszterin | Triglicerid | HDL (mg/dl) | LDL (mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl)

1 Kontroll 86,34+3,38 | 78,83+2,34 | 41,67+3,62 | 29,00+3,21

2 HC 142,83+4,16" | 150,67+3,14" | 26,65+£2,80° | 86,03+4,70"

3 HCR 101,163,187 | 96,67+2,74" | 34,00+1,68"" | 47,83+2,93""

4 HCS 94,16+7,147 | 92,83+2,48"" | 41,832,317 | 33,76+4,217%

5 HCRS 87,66+4,227% 185,00+2,827#7| 42,00+3,227 | 28,67+2,34™

1. tablazat. A resveratrol és a statin hatasa a lipidszintekre.

Az eredmények 4tlag + SD formaban vannak kifejezve. “p<0,05 az 1. csoporttal
osszehasonlitva, p<0,05 a 2. csoporttal Osszehasonlitva, *p<0,05 a 3. csoporttal
osszehasonlitva, ¥p<0,05 a 4. csoporttal dsszehasonlitva. Csoportok megnevezése a tablazat 2.
oszlopaban.

Resveratrol és statinok hatasa a szivfunkciokra

A kiindulasi értékek tekintetében nem minden csoport kozott volt kiilonbség a kezelt és a HC
csoport kardidlis funkci6 (LDVP — Hgmm), szivfrekvencia (iités/perc), dp/dt (Hgmm/sec),
koronaria ataramlas (ml/min) és aorta kKiaramlas (ml/min) értékei kozott. Az aorta kiaramlas
iszkémia el6tti alacsony értéke is mutatta a modell érzékenységét a hiperkoleszterinémiara,
valamint a kezelések hatékonysagat a baseline (iszkémia/reperfiizid eldtti) paraméterekre.
Iszkémiat kdvetden viszont, a reperfiizio alatt a kardialis funkcidban jelentds kiilonbség volt a
kezelt csoportok és a HC kozott. Emellett szignifikdns kiilonbség volt reperfiizid alatt a
dp/dtmax és az aorta kiaramlas kozott is a kezelt és a HC csoportokat 6sszehasonlitva. A 120
perces reperfuziot kovetden a dp/dtmax poszt-iszkémids értékek jelentdsen megemelkedtek
minden kezelt csoportban a HC-vel 0&sszehasonlitva (1127,83+16,10): [HCRS
(1926,83+43,24), HCR (1556,66+65,47), HCS (1635,66+40,36)]. Ehhez hasonloan, az aorta
kiaramlasa is szignifikdns emelkedést mutatott a kezelt csoportokban, dsszehasonlitva a HC
értékeivel. Noha a funkciondlis visszatérés a HCR és HCS csoportokban is jelentds volt, a
HCRS kezelés még eredményesebbnek bizonyult a monoterapidkkal 6sszehasonlitva ebben a
kérdésben. gy a resveratrol és a statinok szignifikans javuldst mutattak a posztiszkémias
miokardium funkcidinak visszatérésében a HC csoporttal Osszehasonlitva (11A-11E).
Ugyanakkor dvatosan azt is megjegyezhetjiik, hogy jelen esetben a kombinalt terapia bizonyult

a legigéretesebbnek a monoterdpidkkal szemben, ami nagyon sok jelenlegi ajanlasnak megfelel.
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11. abra. A-E. Posztiszkémias kamrai recovery resveratrol és statin kezelés hatasara
hiperkoleszterinémias patkanyokon, kontrollal dsszehasonlitva.

Az eredmények (LVDP-11A, szivfrekvencia-11B, +dp/dt-11C, aorta kiaramlas-11D, koronaria
aramlas-11E) 6 allat/csoportra vonatkoznak. *p<0,05 a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva,
+p<0,05 a hiperkoleszterinaémias csoporttal 6sszehasonlitva, #p<0,05 a HCRS csoporttal
Osszehasonlitva. Az iires oszlop a kontroll csoportot, a sotét, felfel¢ atlos oszlop a
hiperkoleszterinémids csoportot, a szaggatott vizszintes oszlop a resveratrol kezelt csoportot, a
sOtét oszlop a statin kezelt csoportot, a sotét vizszintes vonalas oszlop pedig a kombinalt
kezeléses csoportot reprezentalja. BL: baseline, azaz az iszkémia/repertuzio elotti

Resveratrol és statinok hatasa az infarktus méretére

A HC csoport esetén a sziv altal elszenvedett, 30 perces globalis iszkémia, majd az azt kovetd

2 oras reperfuzio jelentdsen megnovelte az infarktus kiterjedését (vagyis a teljes rizikonak kitett

terlilethez viszonyitva az infarktus méretét), 6sszehasonlitva a kezelt csoportokkal. Az értékek

szignifikansan alacsonyabbnak bizonyultak a HCRS, HCS és HCR csoportokban (37+3,6,

43+3,3 and 44+4,2) a HC csoportokhoz képest (53,74+4,6) (12. abra). Pontosabban, a
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kombinacids terapia még hatékonyabbnak bizonyult az infarktus méretének csokkentésében

(37£3,6) a statin (43+3,3) és a resveratrol (44+4,2) monoterapiakkal 6sszehasonlitva.

60 <

50 4
40 4
30 4
20 4
10 4
0

Kontroll HCRS

70 -

Infarktus %/ a rizikonak Kkitett tertilet

12. abra. A szivinfarktus mérete %-ban Kkifejezve, az egész rizikénak Kitett teriilethez
viszonyitva, 30 perc iszkémiat, 2 ora reperfuziot kovetéen.

Az eredmények atlag + SD formaban kifejezve 6 allat/csoportra vonatkoznak. *p<0,05 a
kontrollal 6sszehasonlitva, p<0,05 a HC csoporttal Osszehasonlitva, #p<0,05 a HCRS
csoporttal 6sszehasonlitva.

Resveratrol és statinok hatasa a kardiomiocitak apoptozisara

Jelentés csokkenés mutatkozott a kardiomoicitdk apoptdzisdban a HCR, HCS ¢és HCRS
csoportokban a HC csoporthoz viszonyitva (13. abra). Ahogyan varhato volt, a csokkenés
jelentdsebb volt a kombindlt terdpidban a monoterapidkkal Osszehasonlitva. Ismételten, a
statinok é€s a resveratrol kombindcidjanak maximalis hatdsa szignifikdnsan eredményesebbnek

bizonyult a kardiomiocitak védelmében, mint a két hatéanyag kiilon alkalmazva.
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13. A abra

13. B abra
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13. abra. Kardiomiocitak apoptézisa TUNEL assay-vel. A: a kardiomiocitak apoptozisa
az egyes csoportokban. B: a kardiomiocitik apoptézisa grafikusan. Az értékek a
kardiomiocitak apoptdzisat mutatjak a 100x nagyitasu latétérben. Az eredmények atlag + SD.
formaban kifejezve 6 allat/csoportra vonatkoznak. *p<0,05 a kontrollal &sszehasonlitva,
Tp<0,05 a HC csoporttal dsszehasonlitva, #p<0,05 a HCRS csoporttal dsszehasonlitva.
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Resveratrol és statinok hatisa az Akt és eNOS foszforilacidjara

A foszforilalt Akt és eNOS szintje csokkent a HC kezelés hatasara a kontrollhoz képest. A
resveratrol és a statin kezelés szignifikdnsan novelte az Akt és eNOS foszforilaciét minden
kezelt csoportban a HC csoporttal Osszehasonlitva (14A és 14B abrdk). A foszforilacid

szignifikansan magasabb volt a kombinalt terdpidban, mint monoterapidk esetén.
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14. abra. A Western blot analizisek eredményei. A: Foszforilalt Akt és foszforilalatlan Akt
expresszioja, ill. a foszforilalt Akt expresszioja grafikusan.

*p<0,05 a kontrollal §sszehasonlitva, ¥p<0,05 a HCRS csoporttal 6sszehasonlitva.

B: Foszforilalt eNOS és foszforilalatlan eNOS expresszidja, ill. a foszforilalt eNOS

expresszioja grafikusan. *p<0,05 a kontrollal 6sszehasonlitva, +p<0,05 a HCRS csoporttal
Osszehasonlitva.
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Resveratrol és statinok hatasa a B-catenin transzlokaciora

Iszkémia/reperfuziot kovetden szignifikdns nukledris B-catenin transzlokaciot tapasztaltunk
HCR, HCS ¢és HCRS csoportokban a HC kezeléssel Osszehasonlitva. A transzlokéacio
jelentésebb volt a HCR csoportban a HCS és HCRS kezelésekhez képest (15. abra). Noha a
kombinalt kezelés (HCRS) esetén a transzlokacié valamennyivel a HCR alatt maradt,

ugyanakkor jelentésen ndvekedett a statin kezelt csoporttal dsszehasonlitva.

15. abra. B-catenin immunhisztokémiai jelolése.
A sejtmagokat hematoxilinnel festettiik. A nyilak a f-catenin sejtmagba torténé transzlokaciojat
mutatjak az egyes csoportok esetén.

Resveratrol és statinok hatdsa a kapillaris denzitas mértékére

A CD-31 meghatarozasara 400X-0S nagyitds mellett, 8, egymassal atfedésben nem [évo,
infarktusmentes tertiletet vizsgaltunk. Minden szivbdl 4 szekciot elemeztiink. Minden kezelt
csoportban emelkedett kapillaris denzitast tapasztaltunk a kontroll és HC csoportokhoz képest.
Az emelkedés szignifikans volt a HCR csoportban a HCS és a HCRS csoportokhoz képest,
korrelalva a VEGF expresszioval, megerdsitve az észrevételiinket, miszerint az emelkedett CD-
31 a resveratrol angiogenezist fokozé hatasabol adodhat. A kombinacios terapia jelentds
emelkedést mutatott a statin kezeléshez képest, ugyanakkor alulmaradt az individualis

resveratrol kezeléssel szemben (16. abra).
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16. abra. A statin és a resveratrol hatasa a kapillaris denzitasra.

A kapillaris denzitas kvantitativ analizise peri-infarktusos teriileten, 7 nappal a miokardidlis
infarktus utan. Az eredmények atlag + SD szorasban kifejezve 6 allat/csoportra vonatkoznak.
*p<0,05 a kontrollal dsszehasonlitva, Tp<0,05 a HC csoporttal 6sszehasonlitva, #p<0,05 A
HCRS csoporttal 6sszehasonlitva.

Eredmények III.
A bromelain hatasa a miokardidlis funkciokra

A Br csoportban mar az iszkémidt megel6zéen is szignifikans kiilonbségek voltak
megfigyelhetéek a dp/dtmax, LVDP, AF és CF értékekben a kontroll allatokhoz képest (17.
abra). A szivfrekvenciaban az iszkémia el6tt, illetve utan sem talaltunk szignifikans eltérést. A
Br-kezelt csoportban az LVDP szignifikdnsan ndvekedett mind baseline-ban, mind az iszkémiat
kovetd reperfuzid 30 perces értékénél, a kontrollhoz képest. A dp/dtmax a sziv kontrakcios
erejének jo jelzdje, amely megmutatja, hogy mekkora erét képes generalni a sziv a vér
kipumpalasahoz a kamrakbol. A Br csoportban a dp/dtmax mar az alapallapotban emelkedett
volt. 120 perc reperfuziot kovetden (17C abra) a dp/dtmax posztiszkémias értékei szignifikansan
magasabbak voltak (2,225 vs. 1,578 mmHg/s) a kezeletlen patkanyokhoz hasonlitva. Hasonl6
mintazatot figyeltink meg az AF (11 vs. 1,0, 17D ébra) és a CF (17E ébra.) esetében is a

kontroll csoporthoz viszonyitva.
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17. abra A bromelain (Br) hatasai a bal kamrai nyomasvaltozasra (LVDP), (A),
szivfrekvenciara (B), nyomasnovekedés maximalis sebességére (dP/dtmax, C), aorta
kiaramlasra (D) és a koronaria ataramlasra (E).

A kontroll (Con) és Br kezelt (Br) allatokbol izolalt sziveket 30 perc iszkémianak és 2 6ra
reperfuzionak vetettiik ald. Az eredményeket atlag + SD formdban d&brazoltuk. A *
statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jelent a Br és kontroll patkanyok kozott. n=6
allatot vizsgaltunk csoportonként.

A bromelain hatdsa az infarktus kiterjedésére és a miokardialis sejtek apoptozisdara

Az infarktusos teriilet (18A 4abra) lényegesen nagyobb volt azokban a kontroll szivekben,

melyek 30 perc iszkémian és 2 oOra reperfuzion estek at, az I/R protokollban részt nem vett
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szivekhez képest (nem abrazolt adat). Az értékek észrevehetéen csokkentek a Br csoportban a
kezeletlen allatokhoz viszonyitva (34% vs. 43%, 18B abra).

A kardiomiocitak apoptozisanak kimutatasara TUNEL assayt hasznaltunk, a-sarcomeric aktin
antitest-jelolés segitségével. A Br kezelés szignifikansan csokkentette az apoptozist (28% vs.

37%) a kontroll csoporthoz képest.
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18. abra. A Br hatasai az infarktusos teriilet nagysagara (A) és a szivizom apoptoézisara
(B).

A kontroll és Br kezelt allatokbol izolalt sziveket 30 perc iszkémidnak és 2 Ora reperfuzionak
vetettlik ald. Az eredményeket atlag + SD formdban abrazoltuk. A * statisztikailag szignifikans
kiilonbséget (p<0,05) jelent a Br és kontroll patkanyok kozott. n=6 allatot vizsgaltunk

csoportonként.

A bromelain hatdsa az Akt és a FOXO3A foszforilaciojanak mértékére

Az Akt foszforilacidja mind a citoszolikus, mind nukledris frakcidban novekedett I/R utdn a
Br-kezelt csoportban a kontrollhoz képest (19. abra). Hasonloképpen, a Br-kezelés
szignifikansan serkentette a FOXO3A foszforilacigjat I/R utdn, a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva (20. dbra). Azt feltételezziik, hogy a Br révén foszforilalodo Akt a sejtmagba
vandorol, ahol foszforildlja a FOXO3A-t, mely egy fontos tulélési szignalt indit el az iszkémias
szivizomban. A FOXO fehérjék Akt-medialt foszforilacidja a sejtmagban torténik meg, ami
miatt a DNS kot6 képességiik megsziinik, ugyanakkor a 14-3-3 proteinek szamara kotéhelyeket
képeznek. Az Akt altal foszforilalt FOXO3A ezutan kilokddik a sejtmagbol, és a 14-3-3

fehérjével egyiitt inaktiv komplexbe zarodik.
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19. abra. szemléltet6 Western blot a Br hatasarol a foszforilalt (p)-Akt expressziora bal
kamrai szivszovetben.

Viszonyitasi kontrollként Akt-ot hasznaltunk. A p-Akt szemikvantitativ becslése a citoszol és
a sejtmag frakciokban. A * statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jelent a Br és
kontroll patkdnyok kozott a p-Akt expresszidban.
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20. abra. Western blot a Br hatasardl a foszforilalt (p)-FOXO3A expressziora bal kamrai
szivszovetben.

Viszonyitasi kontrollként FOXO3A-t hasznaltunk. A: citoszol frakci6. B: sejtmag frakcid. A
citoszol frakcioban GAPDH, a nukledris frakcioban Hiszton H3 fehérjét hasznaltunk
kontrollként. A ¢és B, lent: A (p)-FOXO3A kvantitativ becslése a citoszol és sejtmag
frakciokban. A * statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jelent a Br és kontroll
patkanyok k6zott a p-FOXO3A expresszioban.

71



juhasz. bela.1l 180 24

Eredmények IV.
Niacinhoz kétott Krom-komplex alapu Energia formula (Ef)

Az iszkémia indukcidja eldtt nem volt észlelhetd szignifikans kiilonbség a szivfunkcios
paraméterckben az Ef-kezelt, illetve a kontroll allatokat tekintve. Az iszkémia utani
reperfuzioban az 6sszes szivfunkcids paraméter értéke csokkent, minden csoportban. 30 nap
kezelés utan a 120 perc reperfuzié soran mért LVDP szignifikdns novekedése volt
megfigyelhetd mind a him, mind a ndstény allatokban, ugyanakkor, 60 és 90 napnal
szignifikans kiilonbségek voltak észlelhetéek az LVDP-ben, kizarolag a ndstény allatokban, a
kontrollokhoz viszonyitva. Az NKK-kezelt patkanyokban a dp/dtmax 4s az aorta kiaramlas
szignifikdns novekedését tapasztaltuk reperfuzid alatt. 120 perc reperfuzio utan a dp/dimax
értékek szignifikdnsan megemelkedtek a kezeletlen allatokhoz viszonyitva him és ndstény
patkanyoknal a 30 napig 2067210 és 1578471 vs. 1603+£264 és 1237+50 Hgmm/s, 60 napig
1752475 és 1647+44 vs. 1,499+172 és 1231452 Hgmm/s és 90 napig 1780180 és 1669+119
vs. 14824217 és 1261+56 Hgmm/s kezelt csoportban a kontroll csoporthoz képest (21A-C
abra). Az aorta kiaramlas hasonlé mdédon emelkedett him és ndstény allatokban a 30 napig
11,25+2,82 és 1,5+0,54 vs. 1,92+1,38 ¢és 0,23+0,41 ml/min. 60 napig 8,42+1,02 és 6,85+1,01
vs. 0,92+0,34 és 0,5+0,55 ml/min és 90 napig 8,4+0,58 és 6,67+0,82 vs. 0,65+0,40 és 0,5+0,55
ml/min kezelt csoportban a kontrollhoz viszonyitva (21A-C abra). A szivfunkcié jelentds

posztiszkémias javulasa az Ef kezelés kardioprotektiv hatasat bizonyitja.
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21. abra. Az energia formula hatisa a bal kamrai nyomasvaltozasra (LVDP),
szivfrekvenciara, nyomasnovekedés maximalis sebessége (dP/dtmax), aorta kiaramlasra
és koronaria ataramlasra 30 (A), 60 (B) és 90 (C) nap kezelést kovetden.

A him és n6stény kontroll és Ef kezelt allatokbdl (n=6) izolalt sziveket 30 perc iszkémianak és
2 ora reperfuzionak vetettiik ald. Oszlopok: tires, him kontroll; ferde savozas, him kezelt; teli,
nostény kontroll; vizszintes savozés, ndstény kezelt. Az eredményeket atlag+SD formaban
abrazoltuk. A * statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jelent a him kezelt és kontroll
patkanyok kozott. A # statisztikailag szignifikdns kiillonbséget (p<0,05) jelent a néstény kezelt
és kontroll patkanyok kozott.

Az Ef hatdsa a miokardialis infarktus kiterjedésére

Az infarktus nagysdga (az infarktus teriiletének szézalékos ardnya a teljes veszélyeztetett
teriilethez viszonyitva) szignifikdnsan megemelkedett a kezeletlen csoportban 30 perc iszkémia
¢€s 2 ora reperfuzio utan az iszkémia eldtti allapothoz képest. Az értékek szamottevd mértékben
csokkentek az Ef kezelés hatasara. 30 nap (47,9+4,7 vs. 30,6%+2,3 him patkanyokban;
33,942,1 vs. 20,9%=1,8 néstény patkanyokban) (22A abra), 60 nap (48,1+6,9 vs. 26,5%+4,4
him patkanyokban; 32,942,1 vs. 20,5%:+3,1 néstény patkanyokban) (22B abra) és 90 nap (44=+1
vs. 22%=+2 him patkanyokban; 32+1 vs. 15,6%+2,7 ndstény patkanyokban) (22C abra) utan a
kontroll iszkémia/reperfizios csoporthoz viszonyitva. A kezeletlen csoportban a him és néstény
patkanyok kozott is szignifikans eltérés mutatkozott az infarktus nagysagat tekintve. 30 nap
(47,944,7 vs. 33,9%=+2,1), 60 nap (48,1+£6,9 vs. 32,9%=+2,1) és 90 nap (43,9+1,1 vs. 32,2%+1,2)

utan végzett iszkémia/reperfziot kovetden (22. abra).
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22. abra. 30 (A), 60 (B) és 90 (C) nap Ef kezelés hatasa az infarktusos teriilet nagysagara.
A him ¢és ndstény kontroll és NKK kezelt allatokbdl (n=6) izolalt sziveket 30 perc iszkémianak
¢és 2 ora reperfuzionak vetettiik ald. Oszlopok: iires, him kontroll; ferde sdvozés, him kezelt;
teli, ndstény kontroll; vizszintes savozas, ndstény kezelt. Az eredményeket atlag+SD forméaban
abrazoltuk. A * statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0.05) jelent a him Ef kezelt és
kontroll patkanyok kozott. A # statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0.05) jelent a ndstény
Ef kezelt és kontroll patkanyok kozott. A + statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0.05)
jelent a him és ndstény kontroll patkdnyok kozott.

Az Ef hatdsa az ATP és kreatin-foszfdat (CP) szintekre
A kontroll allatokkal Gsszehasonlitva, az Ef kezelt him patkanyokban a miokardium ATP
szintje 7, 58 és 59%-kal, a CP szintjei pedig 17, 31 és 59%-kal emelkedtek 30, 60 és 90 nap

kezelés hatasara. Hasonloan, az ATP szintek 12, 57 és 80%-kal, a CP szintek pedig 16, 61 és
63%-kal novekedtek 30, 60 és 90 nap kezelés utan a néstény patkanyokban is.
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Eredmények V.

A meggymag-kivonat (SCSE) és a hiperkoleszterinémia szivizomra gyakorolt hatdsinak

kovetése ultrahangos képalkoto eljardssal

A kisérletes munkank megerdsitéseként az izolalt sziv kisérlet megkezdése el6tt non-invaziv
eljarassal a szivek morfoldgiai ¢és funkcionalis statuszanak ellenérzésére ultrahangos
technikakat alkalmaztunk, ahol a hiperkoleszterinémids sziv eltéréseit vizsgaltuk a nem
hiperkoleszterinémias kontroll csoporthoz, illetve meggymag-kivonattal kezelt csoporthoz
képest. Az ultrahangos felvételek €s az izolalt sziv funkcios paraméterei korrelaciot mutatnak.
kialakulasanak kezdetén a sziv szisztolés funkcioja még ép, azonban a diasztolés funkcié mar
sériil, ami az E’/A’ csokkenésével indul. A kamrai szeptalis miokardium falvastagsaganak
valtozasa még ebben a szakaszban nem kovetkezik be. Az echokardiografids adatok alapjan
egyértelmiien elmondhatjuk, hogy a szivben diasztolés funkciozavar jelenik meg a 16. hét
elteltével (E’/A’). Az E’/A’ arany nem-hiperkoleszterinémias csoportban 1,45, a HC
csoportban 0,98 és a HC- kezelt nyulak esetében 1,29 (23. abra). Ez szintén arra enged

kovetkeztetni, hogy az SCSE Kkezelés javitotta a sziv diasztolés funkciojat.

O Kontroll

[ . OHe
QHCT

23 abra. A szoveti E’/A’ hanyados valtozasa a MKK hatasara
A * szignifikéans kiilonbséget (p<0,05) jelol a HC és HCT csoport kozott.

Az SCSE hatasa a posztiszkémias szivfunkciok felépiilésére

A szivfrekvencia vizsgalataiban nem talaltunk szignifikans eltérést a reperfizio soran (24A
abra). Az AF értékek a preiszkémia soran nem mutatnak jelentdsebb eltérést, de a reperfuzid
60. és a 120. percében a HC csoportban szemmel lathatéoan gyengiilt a kidramlés sebessége,
viszont a HC SCSE kezelt csoport eredményei jobbnak bizonyultak (24B abra). A reperfuzid

60. percében a HC csoport 34+3 ml/perc a 120. percben 6,33+3 ml/perc, a HC SCSE kezelt
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csoport a 60. percben 49+3 ml/perc, a 120. percben 14,5 J_r3Tnl/perc. Ezekbdl az értékekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a SCSE kezelt allatokban javultak az aorta kidramlés értékei. A koronaria

ataramlasnal azt tapasztaltuk, hogy a kezelt csoportnal jelentds javulas figyelheté meg (24C

abra). Az LVDP értékek kozotti kiilonbségek nem adoddtak szignifikansnak (24D abra).
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24. abra. Az izolalt sziv funkcionalis paraméterei alapallapotban, és iszkémia/reperfuzio
alatt.

LVDP: bal kamrai nyomas. A # szignifikans kiillonbséget (p<0,05) jelez a kontroll csoporthoz
viszonyitva. A * szignifikéans kiilonbséget (p<0,05) jelol a HC és HCT csoport kozatt.

A 2%-o0s koleszterin diéta és SCSE hatasa a szérumszintekre

A koleszterin diétdban nem részesiilt (nem-hiperkoleszterinémids) csoportban a szérumban 1€vo
koleszterin egyenletes plazmaszintet mutatott (1,5 mmol/l, 1,7 mmol/I 1,8 mmol/l, 2,1 mmol/I,
2,4 mmol/l). A hiperkoleszterinémias csoport vérének koleszterinszintje mar a 2. héten 4,7
mmol/l-re (p<0,05), a 4. héten 5,3 mmol/I-re (p<0,05), a 8. héten 12,3 mmol/I-re (p<0,05), a 16.
héten 24,5 mmol/l-re (p<0,05) emelkedett. Ezen értékek statisztikailag szignifikansan eltértek
a kontroll csoporthoz képest, bizonyitva ezzel a koleszterin diéta hatékonysagat. A SCSE a
plazmaszintet 2. héten 2,6 mmol/I-re (p<0,05), a 4. héten 4,08 mmol/l-re (p<0,05), a 8. héten
8,3 mmol/l-re (p<0,05), a 16. héten 19,3 mmol/I-re (p<0,05) csdkkentette (25. abra).
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25. abra. A szérum koleszterin valtozasa az id6 fiiggvényében.
A * szignifikéns kiilonbséget (p<0,05) jelol a HC és HCT csoport kozott.

Az SCSE hatasa az ateroszklerotikus plakk méretére

A koleszterin das diéta 0%-r6l 75+11%-ra emelte az ateroszklerotikus plakk méretét,
bizonyitva ezzel a koleszterin das diéta hatékonysagat. A HC SCSE kezelt nyulaknal kisebb
értékek figyelhetok meg (58+6).

Az SCSE hatadsa az infarktusos teriilet nagysdagara

Az infarktusos teriilet nagysaganak vizsgélata sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
HC SCSE kezelt allatoknal jotékony hatastinak bizonyult a meggymag-kivonat (47+1.5 vs.
40+2.1) (26. abra).
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26. abra. Az infarktusos teriilet nagysaga izolalt szivben.
A # szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jelez a kontroll csoporthoz viszonyitva. A * szignifikdns
kiilonbséget (p<0,05) jelol a HC és HCT csoport kdzott.
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Az SCSE hatasa a COX enzim aktivitasara

A 30 perc iszkémianak, majd 120 perc reperfuzionak alavetett szivizomzatbol a COX enzim
aktivitasat a mitokondridlis ferrocitokrom c oxidacidjara specifikus kolorimetridas modszerrel
hataroztuk meg (27. dbra). Eredményeink azt mutatjak, hogy az SCSE-kezelt allatok COX
aktivitasa jelentdsen magasabb volt, mint a hiperkoleszterinémias csoportban mért értékek

(p<0,05).
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27. abra. A szivizomzat citokrom c oxidaz (COX) aktivitasa iszkémia/reperfuziot (I/R)
kovetoen.

A # szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jelez a kontroll csoporthoz viszonyitva. A * szignifikans
kiilonbséget (p<0,05) jelol a HC és HCT csoport kozott.

Az SCSE hatasa a COXIII, HO-1, VEGF expressziora

A 28. abran foglaltuk 6ssze a Western blot analizis eredményeit. A COX III (28A éabra), HO-1
(28B abra) és VEGF (28C abra) értékeit sértetlen, és iszkémia/reperfuzios karosodast
szenvedett szivizomzatbol is meghataroztuk. A meggymag kivonattal kezelt nyulak esetében a
COX III és HO-1 szintje jelentds mértékben megemelkedett (p<0,05) iszkémia/reperfuziot

kovetden.
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28. abra. A kardiovaszkularis biomarkerek Western blot analizise.
A * szignifikéans kiillonbséget (p<0,05) jelol a HC és HCT csoport kozott.

Eredmények VI.
A medvehagyma liofilizatum (WGLL) HPLC analizise

Az alliin (S-allil-L-cisztein-szulfoxid) az Allium fajokban nagyobb mennyiségben eléforduld
aminosavszarmazék, mely az alliindz enzim természetes szubsztratja. A liofilizatum alliin
tartalmat HPLC modszerrel hatdroztuk meg, mely 0,261 tomegszazaléknak adodott (RSD% =
0,45%).
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AWGLL hatasai a szivmiikodeésre

A bal kamra végdiasztolés atméréje (EDD) M-moédban jelentés emelkedést mutatott a
hiperkoleszterinémias (HC) allatokban (1,242+0,045 cm a HC csoportban vs. 1,016+0,091 cm
a kontrollban). A medvehagyma liofilizitummal (WGLL) kezelt hiperkoleszterinémias
csoportban (HCT) azonban nem volt megfigyelheté kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva
(1,184£0,020 cm). A frakcionalis rovidiilés (FS) és az ejekcios frakcid (EF) adatok erds
korrelaciot mutattak a paraszternalis hossz- és rovidtengelyi mérések kozott. Az FS és EF
értékei szignifikdnsan csokkentek a HC éllatokban a kontroll csoporthoz hasonlitva (FS (HC):
29,010£1,056, vs. FS (kontroll): 32,310+0,718; EF (HC): 49,810+1,140, vs. EF (kontroll):
56,910+1,2949). A HCT csoportban tovabba a frakcionalis rovidiilés és az ejekcios frakcio
jelentds emelkedése kovetkezett be a HC csoporthoz képest (FS (HCT): 32,970+1,131; EF
(HCT): 55,990+1,756). A bal kamra diasztolés mitkddését Doppler pulzushullam (PW) médban
hataroztuk meg, a mitralis korai diasztolés bearamldsi sebesség/pitvari korai diasztolés
bearamlasi sebesség (E/A) arany alapjan. Az E/A értéke jelentdsen alacsonyabb volt a
hiperkoleszterinémiés allatokban a kontroll csoporthoz viszonyitva (HC: 1,207+0,037 vs.
kontroll: 1,376+0,045), azonban a medvehagyma kezelés nem befolyésolta a fenti paramétert
szamottevd mértékben (HCT: 1,344+0,076) a kontrollhoz képest. Az E hullam lassulasi
sebessége (DecT) jelentésen megnytlt a HC csoportban (HC: 87,440+3,534 ms vs. kontroll:
71,250+4,101 ms), azonban a WGLL kezelt nyulakban szignifikdnsan csokkent a HC
kontrollhoz viszonyitva (HCT:69,540+4,787 ms). A szoveti sebesség (TVI) mérés a csokkent
E’/A’ értékek felé mutatd, nem szignifikdns trendet mutatott a medvehagyméval kezelt
allatokban. Meglepé moédon, a jobb kamrai funkcid, melyet a szisztolés csucssebesség (S)
hulldmok és a trikuszpidalis gytirli sikjdnak elmozdulasa (TAPSE) jellemez; jelentds javulast
mutatott WGLL kezelés hatdsara. Az S’ hulldamok amplitidoja jelentdsen megemelkedett a
HCT allatokban a HC kontrollhoz viszonyitva (HCT: 9,156+0,210 cm/s vs. HC: 8,103+0,216
cm/s), csakiugy, mint a TAPSE értékei (HCT: 0,646+£0,050 cm vs. HC: 0,5762+0,015 cm). A
jobb kamrai E’/A’ értékei szintén enyhe fokt csokkenést mutattak a WGLL kezelt csoportban.
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Atlag + SEM HR (bpm) Ao (cm) LV ESD (cm) LV EDD (cm) FS PLAX (%)
Kontroll 180.8 +4.145 0.946 + 0.024 1.016 + 0.091 1.655 + 0.050 39.370 £ 5.021
HC 150.2 +4.303 * 0.919 + 0.025 1.242 +0.045* 1.756 + 0.063 29.220 + 0.803 *
HCT 185.0 + 7.053 ** 0.898 + 0.012 1.184 + 0.020 1.793 £ 0.031 33.820 + 1.312**
EF PLAX (%) LV mass PLAX (g) FS SAX (%) EF SAX (%) LV mass SAX (g)
Kontroll 56.910 + 1.294 6.632 + 0.478 32.310 + 0.717 54.130 + 0.961 6.573 £ 0.351
HC 49.810 + 1.140 * 8.218 + 0.628 29.010 + 1.056 * 49430 +1.517* 8.315 + 0.792*
HCT 55.990 + 1.756 ** 8.769 £+ 0.169 * 32.970 + 1.131 ** 54.930 + 1.522 ** 8.195 + 0.226 *
E/A DecT (ms) E/E’ LVOTVmax (cm/s)  LVOTVTI (cm)
Kontroll 1.376 + 0.045 71.250 +4.101 1.417 + 0.058 84.280 + 2.131 0.071 + 0.002
HC 1.207 + 0.037 * 87.440 +3.534 * 1.775 + 0.101 87.940 + 5.719 0.080 + 0.005
HCT 1.344 £+ 0.076 69.540 + 4.787 ** 1.718 £+ 0.155 77.150 + 2.157 0.0685 + 0.002
E'/A MAPSE (cm) RV S’ (cm/s) RV E'/A’ TAPSE (cm)
Kontroll 1.303 + 0.058 0.527 + 0.018 8.935 + 0.273 1.336 + 0.051 0.576 + 0.012
HC 1.109 + 0.071 0.571 £+ 0.025 8.103 + 0.215* 1.233 + 0.092 0.576 + 0.015
HCT 1.065 + 0.117 0.592 + 0.030 * 9.156 + 0.210 ** 1.055 + 0.077 * 0.644 + 0.020 **

2. tablazat. Az echokardiografias vizsgalat eredményei.

Roviditések: HR: szivfrekvencia; bpm: iités/perc; Ao: aorta atmérd; LV: bal kamra; ESD:
végszisztolés atmérd; EDD: végdiasztolés atmérd; FS: frakciondlis rovidiilés; PLAX:
paraszternalis hossztengelyi nézet; SAX: paraszternalis rovidtengelyi nézet; EF: ejekcios
frakcid; LV mass: a bal kamra szamitott tomege; E/A: mitralis korai diasztolés bedramlési
sebesség €s pitvari korai diasztolés bedramlési sebesség hanyadosa; DecT: korai telodési
sebesség lassulési ideje; E/E’: korai diasztolés mitralis bedramléas és a lateralis és szeptalis
szovet Doppler korai diasztolés sebessége atlaganak hanyadosa; LVOTVmax: a bal kamra
triilésének maximalis sebessége; LVOTVTI: a bal kamrai iriilés sebességgorbéjének
integraltja; E’/A’: a lateralis fal korai diasztolés és pitvari diasztolés sebességének szoveti
Doppler hanyadosa; S: szisztolés csucssebesség; MAPSE: mitralis gylirli sikjanak szisztolés

o r

elmozduldsa; TAPSE: trikuszpidalis gylirti sikjanak szisztolés elmozduldsa. A * kontroll

csoporthoz viszonyitott, a ** a HC csoporthoz viszonyitott szignifikdns kiilonbséget jeloli
(p<0,05).

A diétaval kivaltott hiperkoleszterinémia és a WGLL kezelés a sziv funkcionalis paramétereire
gyakorolt hatasait a 29. abra foglalja dssze. A kovetkezd paramétereket hataroztuk meg: aorta
kiaramlas (AF, 29A abra), koronaria ataramlas (CF, 29B abra), aortanyomas (AoP, 29C abra),
szivirekvencia (HR, 29D abra), perctérfogat (CO, 29E ébra) és 1okettérfogat (SV, 29F abra). A
HC ¢és HCT allatokban az AF, HR és CO értékei szignifikans csokkenést mutattak a kontroll
csoporthoz viszonyitva (p<0,05). Az iszkémids allapotot megel6z6 AoP értéke jelentdsen
magasabb volt a kontroll nyulakhoz képest (p<0,05). 60 perc reperfuziot kovetden az AF, CF,
HR ¢és CO minden csoportban csOkkenést mutatott a preiszkémids allapot értékeihez
viszonyitva (p<0,05). A HCT csoportban az AF ¢és HR szignifikdns mértékben javult a
reperfuziod alatt a kontroll és HC allatokhoz hasonlitva (p<0,05). Ezen eredmények, 6sszevetve
az echokardiografids adatokkal (2. tdblazat) tovabb erdsitik, hogy a WGLL kardioprotektiv
hatasokkal rendelkezik.
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29. abra. Hiperkoleszterinémia és WGLL hatasa a szivmiikodésre.

A * kontroll csoport preiszkémias értékéhez, a ** a kontroll csoport 60 perc reperfuzios
értékeéhez, a ## a HC csoport 60 perc reperfuzids értékéhez viszonyitott szignifikans
kiilonbséget jeldli (p<0,05).

A hiperkoleszerinémia és WGLL hatdsa a szivmiikodés biomarkereire

A sziv anyagcseréjében szerepet jatszo f6 mediatorok Western blot mddszerrel kimutatott

fehérjék expresszidjat a 30. abran tiintettiik fel. A HO-1 fehérje kifejezdése a HCT allatokban

jelentésen megemelkedett a HC csoporthoz hasonlitva (30A abra, p<0,05). A SOD-1 szoveti

expresszidja a HC csoportban szignifikdnsan magasabb volt a kontroll és WGLL kezelt

allatokhoz viszonyitva (30C abra, p<0,05). A COXIIl és VEGF fehérjék expresszidja

alacsonyabbnak mutatkozott a HC és HCT csoportban a kontroll nyulakban mért értékekhez
képest (30B, 30D abra, p<0,05).

82



juhasz. bela.1l 180 24
B 1.59

* e

>

H

COXIII/COXIV
(relativ intenzitas)

HO-1/GAPDH
(relativ intenzitas)

H

Kontroll HC HCT Kontroll HC HCT
p— R . — e N, P P —

o [N S .
36 kDa | ' S I S

GAPDH

& . 1.57
C : — D '
2404 " 2 s
E S e E £ 1.0-
g :30-' o 4 A& g p——
A e 5 -
L 2201 = 2
8 E ':‘." -1 S E 0.54
% o e
=10 -
E=2 . L=
e e e n e
e,
-k = T 0.0- T
Kontroll HC HCT Kontroll HC HCT
e N, e N, e N, o N— et f——N—

SOD-1 ]- 1.—--—--1 18 kDa VEGE | e e 10
GAPTH [ , . : l I . D Garpi [ I | l ! l s

30. abra. A szivmiikodést jellemz6 biomarkerek Western blot analizise.
A GAPDH ¢és COXIV fehérje szinteket hasznaltuk referenciaként. A * a kontroll csoporthoz, a
# a HC csoport értékeihez viszonyitva jelez szignifikans kiilonbséget (p<0,05).

A hiperkoleszterinémia és WGLL hatdsa az ateroszklerozis kialakuldsara

Az aorta mintak hematoxilinnel és Red Oil O festékkel jelzett metszeteit a 31. dbra szemlélteti.
A normal kisérleti tappal etetett kontroll nyulak mintain ateroszklerotikus elvaltozasok nem
voltak megfigyelhetdek (31A dbra). A 8 hetes kisérleti idészak végére a HC csoportban 35%
Red Oil O pozitiv teriiletet mutattunk ki az aortaban (31B abra). Az ateroszklerdzis mértéke a
hiperkoleszterinémias nyulakban jelentésen nagyobb volt (31D é&bra, 38,610%+0,146%) a
kontroll allatokhoz viszonyitva (p<0,05). Szerényebb mértékii Red Oil O festddést figyeltiink
meg a HCT nyulak esetében (31C abra). A WGLL kezelt allatok aortajaban szignifikansan
alacsonyabb mértékli ateroszklerézis volt kimutathato a hiperkoleszterinémias kontroll

csoporthoz hasonlitva (31D 4bra, 16,710%=3,421%, p<0,05).
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31. abra. Az aorta szévettani elemzése.

A-C: A kontroll, HC és HCT metszetek hematoxilin- Oil Red O festése 25x-0S nagyitasban.
Roviditések: F: a tunica adventitia zsirszovete; M: tunica media; IE: bels6 lamina elastica; P:
ateroszklerotikus plakk. A * a kontroll csoporthoz, a # a HC csoport értékeihez viszonyitva
jelez szignifikans kiillonbséget (p<0,05).

A hiperkoleszterinémia és WGLL hatdsa a szérum paraméterekre

A kisérlet végén vett vérmintak analizisét a 3. tablazat tartalmazza. A TC és LDL értékek kettd
nagysagrenddel, a HDL nyolc nagysagrenddel volt magasabb a HC, és hat nagysagrenddel a
HCT csoportban a kezeletlen kontroll nyulak plazmaszintjeihez viszonyitva (p<0,05).
Ugyanakkor a plazma TC és LDL koleszterin értékek a HCT csoportban szignifikansan
alacsonyabbnak mutatkoztak a HC kontrollhoz hasonlitva (p<0,05), mely a WGLL lehetséges
protektiv szerepére utal. A HC nyulak ApoA plazmaszintjei (0,022+0,003) jelentdsen
alacsonyabbak voltak a kontroll csoporthoz (0,042+0,005) és a WGLL kezelt allatokhoz képest
(0,056+0,008, p<0,05). Az ApoA szintek tekintetében nem lattunk szignifikans kiilonbséget a
kontroll és a HCT csoport kézott (p>0,05). A HCT és HC nyulak ApoB szintjei jelentsen
magasabbnak mutatkoztak a kezeletlen csoport értékeihez viszonyitva (p<0,05), ugyanakkor a
HCT csoport ApoB szintje (0,172+0,019) jelentdsen alacsonyabb volt, mint a HC értéke
(0,280+0,063, p<0,05). A harom csoport TG szintjeiben nem figyeltiink meg statisztikailag
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szignifikans eltérést. Tovabbi eredmény, hogy a gyulladésos marker C-reaktiv protein (CRP)
szintje jelentésen megemelkedett a HC allatokban a kontroll csoporthoz viszonyitva. A GOT
majenzim szintek a HC nyulakban jelentésen megndttek (48,8+16,22) a kontroll
(29,670+2,895) ¢és HCT allatokkal (24,910+2,708) 0sszehasonlitva (p<0,05). Az LDH
(316,6+£37,17) és a (CK) (2851+600,800) plazmaszintek szignifikansan csokkentek a HCT
csoportban a hiperkoleszterinémias kontroll nyulakhoz viszonyitva (791,90+£325,4 ¢és

4955+1353, p<0,05).

Csoportok TC LDL-C HDL-C ApoA ApoB

Kontroll 0.793 + 0.067 0.230 + 0.023 0.523 + 0.045 0.042 + 0.005 0.015 + 0.003
HC 26.370 + 3.660 ** 23550 + 3.032 ** 4427 +0.656 * 0.022 + 0.003 ** 0.280 + 0.063 **
HCT 20.030 + 1.947 *** 17 4 1.942 **+ 3.314 + 0.369 * 0.056 + 0.008 ** 0.172 + 0.019 ***

TG CRP GOT LDH CK

Kontroll 0.788 + 0.035 0.100 + 0.014 29.670 + 2.895 726.400 + 170.700 4213 + 623.200
HC 1.367 + 0.335 0.728 + 0.362 * 48.800 + 16.220*  791.900 + 325.400 4955 + 1353
HCT 1.052 + 0.339 0.596 + 0.231 24910 +£2.708 *  316.600 + 37.170 ** 2851 + 600.800 **

3. tablazat. A szérum paraméterek analizise.

Roviditések: TC: 6ssz koleszterin; LDL: alacsony denzitasu lipoprotein-koleszterin; HDL:
magas denzitasu lipoprotein-koleszterin; ApoA: apolipoprotein A-I; ApoB: apolipoprotein B;
TG: triglicerid; CRP: c-reaktiv protein; GOT: glutamat-oxalacetat transzaminaz; LDH: laktat
dehidrogenaz; CK: kreatin-kinaz. A * kontroll csoporthoz viszonyitott, a ** a HC csoporthoz
viszonyitott, a # a HCT csoporthoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget jeldli (p<0,05).

Eredmények VII.
A WGLL hatdsa az in Vivo szivfunkcios paraméterekre

Az echokardiografias vizsgalatok mindegyike 20 perces iddintervallumon beliil lett elvégezve,
¢s minden allat stabil szivmiikodést és 1égzésritmust mutatott a mérés alatt, és a procedura
végeztével probléma nélkiil felébredt az altatdsbol. Amint azt az 4. tabldzat mutatja, a
frakcionalis rovidiilés (FS) és az ejekciods frakcid (EF) értékek tekintetében nem volt kiilonbség
a csoportok kozott. A MAPSE dltal jellemzett szisztolés funkcid szintén nem mutatott
szignifikans eltérést a kezelési csoportok kozott, csakugy, mint a szivfrekvencia (HR). A jobb
kamrai szisztolés milkodés meghatdrozdsa a TAPSE értékek mérésével tortént. A TAPSE
értekek a kontroll allatokban a normal tartomanyban maradtak (2,308+0,074 mm), de a PAH
patkanyok esetében jelentGs csokkenés kovetkezett be (1,697+0,098 mm) a kezeletlen
csoporthoz viszonyitva. A WGLL ¢és sildenafil-kezelt allatok TAPSE értékei szignifikansan
magasabbak voltak a PAH kontrollhoz hasonlitva (WGLL: 2,021+0,071 mm, sildenafil:
2,390+0,069 mm). A bal kamrai diasztolés funkciot Doppler PW modszerrel hataroztuk meg,

a jellemzd paraméter a mitralis billentytinél mérhetd E/A aranya. A kontrollhoz viszonyitva azt
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talaltuk, hogy az E/A aranyt sem a monokrotalin injekcio, sem a WGLL, vagy a sildenafil

kezelés nem befolyasolta jelentdsen a kisérlet 8 hete soran.

Paraméter Kontroll PAH Sildenafil WGLL

LV Ejekcios Frakcio (%) 73.39 + 3.638 82.61 +2.911 76.93 £ 2.294 76.13 + 2.327
LV Frakcionalis rovidiilés (%) 38.64 £ 3.268 47.75 + 3.432 40.84 +£2.177 40.49 + 2.059
LV tomeg (g) 1.388 + 0.085 1.343 + 0.037 1.487 + 0.036 1.469 £ 0.057
Lokettérfogat (ml) 0.459 £+ 0.070 0.456 + 0.056 0.445 + 0.081 0.452 + 0.032

Szivfrekvencia (bpm) 269.5 £+ 16.21 2742 +9.37 264.3 + 10.39 243.1 £9.76
LVOT maxPG (Hgmm) 2.225 + 0.247 2.415 + 0.260 2.401 £+ 0.381 2.128 +£0.179
LVOT meanPG (Hgmm) 1.032 £ 0.112 1.067 + 0.096 1.169 4+ 0.185 0.876 + 0.074
LVOT Vmax (m/s) 0.753 £+ 0.041 0.746 + 0.445 0.748 + 0.082 0.720 + 0.032
LVOT Vmean (m/s) 0.432 + 0.025 0.451 +0.018 0.463 + 0.045 0.398 + 0.017
Lat S’ (cm/s) 32.29 +1.782 40.51 £ 2.710 50.39 4+ 2.278 * 39.36 + 3.565

MV E vel (cm/s) 65.81 + 3.860 64.71 + 3.046 58.09 + 2.906 63.56 + 2.484
MV A vel (cm/s) 40.15 £ 4.253 37.54 +5.484 30.82 + 1.054 39.19 £+ 2.385
MYV E/A arany 1.841 + 0.167 1.856 + 0.165 1.903 + 0.052 1.745 4+ 0.129
MAPSE (mm) 2.085 + 0.089 1.961 4 0.098 1.905 + 0.057 1.944 4+ 0.150
TAPSE (mm) 2.308 4+ 0.074 1.697 +0.098* 2390 +0.069%  2.021 +0.071 *

4. tablazat. Az echokardiografias vizsgalatok eredményei.

Roviditések: LV: bal kamra; bpm: iités/perc; LVOT maxPG: bal kamrai kidramlas maximalis
nyomasgradiense; LVOT meanPG: bal kamrai kidramlas atlagos nyomasgradiense; LVOT
Vmax: bal kamrai kidramlas maximalis sebessége; LVOT Vmean: bal kamrai kiaramlas atlagos
sebessége; Lat S’: szisztolés hullamok a mitralis billentyii oldalsé részén; MV E vel: bal kamrai

roorre

korai telddési sebesség; MV A vel: bal kamrai késoi telddési sebesség; MV E/A ardny: bal
kamrai korai és késdi telddés sebességének hanyadosa; MAPSE: mitréalis gylirQi elmozdulésa;
TAPSE: trikuszpidalis gylirti elmozdulésa. A * a kontroll csoporthoz viszonyitott, a # a PAH
csoporthoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget jeldli (p<0,05).

WGLL hatdsa az in Vitro szivfunkcios paraméterekre

Az izolalt dolgozd sziv modell bal kamrai paramétereit az 32. abra foglalja Ossze. A
monokrotalin kezelés jelentdsen csokkentette az aorta kiaramlast (AF) a kontroll csoport
értékeihez képest (PAH: 27,38+3,447 ml/perc vs. kontroll: 55,3342,932 ml/perc), és a WGLL
kezelést kovetden az AF szintén elérte a kontroll értéket (54,36+2,864 ml/perc). A koronéria
ataramlas (CF) és az aortanyomas (AoP) nem valtozott szignifikans mértékben a csoportok
kozott. A WGLL allatok esetében a szivfrekvencia jelentds mértékben megemelkedett a
kontroll csoporthoz viszonyitva (WGLL: 327,5+28,22 {ités/perc vs. kontroll: 224,0+5,579

ités/perc).
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32. abra. A sildenafil és WGLL kezelés hatasa a sziv miikodésére.
Roviditések: bpm: iités/perc. A * a kontroll csoporthoz viszonyitott, a # a PAH csoporthoz
viszonyitott szignifikans kiilonbséget jeldli (p<0,05).

Mikroszkopos vizsgadlatok

A hematoxilin-eozinnal (HE) festett sziv metszetek szovettani elemzését a 33. abra mutatja be.
A jobb és bal kamrai (RV+LV) metszetek jol lathato szovetkarosodéast mutatnak mind a harom
MCT-kezelt csoportban (PAH, WGLL, sildenafil), mig a kontroll csoport alaktanilag
egészséges (33B abra). A PAH csoportban a szovetkarosodast a szivizomsejtek megrovidiilése,
hiperbazofilia, hipereozinofilia, az izomrostok hullimos megjelenése, 6déma, 1€ézi6 és
apoptozis formajaban nyilvanult meg. A PAH patkdnyoknal jelentds hipertrofia alakult ki a
jobb kamrai izomzatban, mig a WGLL-kezelt csoportban csak mérsékelt makroszkdpos
hipertrofia lathatd a jobb kamraban a PAH kontrollhoz hasonlitva. A HE és EVG festéssel
jelzett tiidé metszetek a 33C és 33D 4abran lathatéak. A jobb kaprai hipertrofiat (RVH), melyet
RV/(LV+S) aranyként jellemeztiink, a 33E 4bra mutatja be. Az RV/(LV+S) arany a PAH
csoportban szignifikansan magasabb volt a kontroll és WGLL allatokhoz hasonlitva (PAH:
0,477+0,044, kontroll: 0,32340,020, WGLL: 0,328+0,020). A pulmonalis artéridk és arterioldk
(<50 pm atmérd) falvastagsaganak szazalékos aranya (%MWT) a kovetkezd egyenlet
segitségével keriilt kiszdmitasra: %oMWT = (M1+M2)/ED x 100. A PAH csoportban a
falvastagsag az 0sszes tobbi csoporthoz viszonyitva megnétt (PAH: 71,394+2,628%, kontroll:
53,6443,240%, WGLL: 47,32+2,084%, sildenafil: 48,91+3,444%). A WGLL ¢és sildenafil-
kezelt patkdnyokban nem figyeltiink meg jelentds eltérést a kontroll allatok érfal vastagsagahoz

képest (33F éabra).
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33. abra. A sziv és tildémetszetek szovettani analizise (A: reprezentativ abra, B-D: 40x-es
nagyitas).

Roviditések: RV: jobb kamra; LV: bal kamra; S: interventrikularis szeptum. A fekete
haromszogek a kis pulmonalis ereket jelolik. A * a kontroll csoporthoz viszonyitott, a ** a
WGLL csoporthoz viszonyitott, a - a sildenafil csoporthoz viszonyitott szignifikans
kiilonbséget jeloli (p<0,05).

WGLL hatasa a PDES expressziora

A jobb kamraban és a tiidoben mért PDESA expressziot a 34A és 34B abra mutatja be. A
szivben a PDESA expresszi6 szignifikansan magasabb volt a PAH és WGLL csoportban a
sildenafil és kontroll allatokhoz viszonyitva (PAH: 2,174+0,110, WGLL: 2,690+0,096,
sildenafil: 1,4324+0,139, kontroll: 1,410+0,088). Emellett a sildenafil kezelés lathatoan gatolta
a PDESA expressziot a jobb kamraban. A WGLL ¢és PAH csoportok jobb kamrai

homogenizatumainak PDESA expresszidja nem mutatott szignifikans eltérést egymashoz
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hasonlitva. Ezzel szemben a tiidében a WGLL csoportban mért PDE5SA expresszio jelent6sen
magasabb volt, mint a PAH patkanyoknal, illetve az MCT csoportok nem kiilonboztek
statisztikailag szignifikans mértékben az egészséges kontrolltol (kontroll: 1,367+0,189, WGLL:
2,329+0,094, sildenafil: 1,968+0,209, PAH: 1,029+0,079).
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34. abra. A Western blot analizis eredményei.
A GAPDH fehérje szinteket hasznaltuk referenciaként. A * a kontroll csoporthoz viszonyitott,
a # a PAH csoporthoz viszonyitott, a L a sildenafil csoporthoz viszonyitott szignifikéns

kiilonbséget jeloli (p<0,05).

89



juhasz. bela.1l 180 24

Eredmények VIII.
A diosgenin és a gordogszéna extraktum hatasai a testsuly-novekedesre

A 6 hetes kezelést kdvetden sem a testsuly, sem az ¢éhomi glikéz, sem az inzulin
plazmakoncentracié nem mutatott jelentds kiilonbségeket az egyes csoportok kozott. Ezen
eredmények mutatjdk, hogy az alkalmazott allatmodellben sem obezitas, sem
inzulinrezisztencia (a metabolikus szindroma két jellemzd koros allapota) nem alakult ki.
Kovetkezetesen, a gorogszéna, illetve a diosgenin kezelés sem okozott jelentGs valtozast a

testsulyban ¢és a gliikéz homeosztazisban sem.

A noradrenalinra adott valasz izolalt éren

A 6 csoport kozott nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség az egyes noradrenalin
koncentraciora adott valaszok tekintetében (35. abra). Ugyanakkor egy statisztikailag nem
szignifikans novekedés tapasztalhato a pozitiv kontroll csoport (magas zsir- €s szénhidrat diéta)
noradrenalin-érzékenysége esetén (a negativ kontroll/normal tapos csoporttal 6sszehasonlitva),

mely az NO csokkent termel6désébdl és/vagy nehezebb hozzaférhetdségébdl is eredhet.

-0 Negativ kontroll
& Pozitiv kontroll
= ] mg/ttkg dioszgenin

¥ 10 mg/ttkg dioszgenin
- 50 mg/ttkg dioszgenin
-+-Gorogszéna mag Orlemény

Kontrakcié (mN)

10 9 -8 9 6
log [NA]

35. abra. A noradrenalin (NA) hatasa a gorogszéna mag érleménnyel, illetve kiilonb6z6
koncentracioju diosgeninnel kezelt magas zsir- és szénhidrat (HFHS) étrenden tartott,
valamint a kezeletlen HFHS diétas pozitiv kontroll és normal tapos negativ kontroll
patkanyokbadl izolalt abdominalis aortara.

Az X tengely a noradrenalin koncentraciok tizes alapu logaritmusat, az Y tengely az aorta
gytrik (a nyugalmi értéken feliili) kontrakcios erejét mutatja. A gyliriik hossza a vizsgalataink
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soran végig azonos volt. A jeldlések a noradrenalin hatasanak atlagat mutatjdk az egyes
csoportok esetén (SEM).

Az acetil-kolinra adott valasz izolalt éren

A negativ kontroll csoport esetén (mely allatok normal tapot és csapvizet kaptak) 10-100 umol/1
acetil-kolin (Ach) teljesen megsziintette az ECso) noradrenalin-kivaltotta pre-kontrakciot. A
pozitiv kontroll csoporttal (HFHS étrenden tartott allatok) dsszehasonlitva, a 10, 100, 1000
umol/l koncentraciok esetén szignifikans kiilonbség mutatkozott (36A abra). Az alkalmazott
HFHS diétas patkanymodellben, az obezitds és az inzulinrezisztencia hianyanak ellenére (36.
abra), az endotél diszfunkcio a karosodott szénhidrat/lipid metabolizmusra utal.

A 2 g/ttkg/nap gorogszéna mag érlemény kezelés szignifikansan javitotta az acetil-kolinra adott
valaszt (még viszonylag alacsony koncentraciok esetén is), majdnem teljesen ellenstlyozva a
HFHS diéta okozta karos hatasokat (36B abra). A diosgenin kezelés, melynek a gérogszéna
hatéanyagaként a kedvezd hatést tulajdonitottuk, a goérdgszéna magérleményhez hasonldéan
hatott jelen modell esetén. Noha az 1 mg/ttkg/nap diosgenin statisztikailag nem ért el
szignifikans eredményt (a csoport individudlis acetil-kolin valaszanak nagy sz6rdsa miatt) (36C
abra), a 10 és 50 mg/ttkg/nap diosgenin kezelések mar szignifikansan nagyobb acetil-kolin
kivaltotta relaxacidt eredményeztek (foként kdzepes és nagyobb acetil-kolin koncentraciok
esetén), a pozitiv kontroll csoporttal dsszehasonlitva (36D, 36E 4bra). Mindazonaltal, az acetil-
kolinra adott valasz tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a gérogszéna és a diosgenin
kezelésben részesiild csoportok kozott.

Ugyanakkor a 2 g/ttkg/nap gorégszéna mag Orlemény kezelés (mely diosgenin tartalom
tekintetében a 10 mg/ttkg/nap mennyiségnek felel meg) két érdekes kiilonbséget mutatott a
diosgenin kezeléssel Osszehasonlitva. Egyrészt, a gorogszéna-kezelt csoport esetén volt a
legszabalyosabb az acetil-kolin koncentracid-hatas (E/c) gorbe, mely a gorogszéna mag
Orlemény szamos OsszetevOje komplex hatdsanak tulajdonithatdo. Masrészt, kizardlag a
gorogszéna kezelés tudta szignifikdnsan novelni a relaxacid mértékét a 10 nmol/l (tehat egy
viszonylag alacsony) acetil-kolin koncentracio esetén, noha az acetil-kolin kivaltotta maximalis
relaxacioé (nem szignifikansan) kisebb volt, mint a negativ kontroll vagy a diosgenin-kezelt
csoport esetén. Szintén érdekes megfigyelés, hogy az egyes diosgenin koncentraciok nagyjabol
hasonld acetil-kolin valaszt adtak, a novekvo diosgenin koncentracio jelentdsen csokkentette

az eredmények szorasat, homogenizalva a mintak acetil-kolin valaszat.
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36. abra. Az acetil-kolin hatasa a gorogszéna mag érleménnyel (B), valamint Kiilonboz6
dézisu diosgeninnel kezelt magas zsir- és szénhidrattartalmu (HFHS) étrenden tartott (C-
E), illetve a pozitiv (HFHS) és negativ (normal tap) kontroll (a) csoportok patkanyainak

izolalt aorta abdominalisara.

Minden aortagytriit noradrenalinnal prekontrahdltunk az acetil-kolin beadasa elétt. Az X
tengely az acetil-kolin koncentracid tizes alapu logaritmusat, az Y tengely az aortagytiriik
kontrakciojanak szazalékos csokkenését mutatja. A jel6lések az acetil-kolin hatasanak atlagat
mutatjak az egyes csoportok esetén (£SEM). A csillagok a csoportok kozotti szignifikdns

0 & B F 6 65 4 -3
log[Ach]

(e)

kiilonbségeket jelolik (*: p<0,05; **: p<0,01).
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Vizsgaltuk az egyes kezelések, étrendek hatasat a plazma glutation szintjére, illetve glutation-
atalakito enzimek aktivitdsara és antioxidans kapacitasara. A pozitiv kontroll csoportban (a
negativ kontrollal dsszevetve) ndtt az oxidalt glutation szint, mely arra enged kovetkeztetni,
hogy a magas zsir- és szénhidrat tartalmt (HFHS) diéta a vér oxidoreduktiv egyensulyat az
oxidativ iranyba tolja. Valoszinlileg a HFHS diéta altal kivaltott oxidativ stressz kompenzacids
mechanizmusaként, a pozitiv kontroll csoport esetén nétt a redukalt glutatin plazmaszintje 1is,
mely a redukalt és oxidalt forma valtozatlan aranyahoz vezetett. Ugyanakkor megfigyelhet6
volt, hogy a diosgenin és a gorogszéna kezelés egyarant dramaian csokkentette a glutation
koncentraciot mind a két forma esetén. Figyelembe véve, hogy a diosgenin és a gérogszéna
bizonyos Osszetevoi (beleértve a diosgenint) képesek voltak ellenstilyozni a HFHS diéta okozta
oxidativ stresszt, lathatd, hogy ezen anyagok még kis glutation plazmaszintek esetén is képesek
antioxidans hatast kifejteni. A glutation-peroxidaz aktivitas nem mutatott jelentds kiilonbséget
az egyes csoportok kozott. Ugyanakkor a glutation-reduktaz szintje, mely az oxidalt glutation
visszaalakitasaban, redukalasaban vesz részt, szignifikansan alacsonyabb volt a diosgenin és a
gorogszéna kezelt csoportokban mind a negativ mind a pozitiv kontroll csoportokhoz képest.
Ez utobbi eredményeink egybevagnak a korabbi megfigyeléseinkkel, miszerint a diosgenin és
talan a gérogszéna néhany egyéb 0sszetevoje is hatasos antioxidans, mely csdkkenti a glutation
igényt. A glutation (és mas endogén oxidoreduktiv) rendszer ellensulyoz6 folyamatai, melyek
egy dinamikus funkciondlis egyensuly fenntartasara torekszenek az exogén faktorokkal
(példaul a diosgenin diétaval) szemben, arra engednek kovetkeztetni, hogy a vér lipid- és a
vizoldékony vegyiileteinek antioxidans kapacitdsa nem tér el nagymértékben a kisérleti

csoportok kiilonbozd kezeléseitdl (37. abra).
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37. abra. A magas zsir- és szénhidrat diéta (high-fat, high-sugar diet, HFHS; Pozitiv
Kontroll; Ko+), a HFHS diéta 2 g/ttkg/nap gorogszéna mag Orlemény kezeléssel
(Fenugreek seed; FSF), valamint HFHS diéta 1, 10 és 50 mg/ttkg/nap diosgenin kezeléssel
(1D, 10D és 50 D) kombinalt hatasa a vér lipid (A) és vizoldékony (B) vegyiileteinek
antioxidans kapacitasara Wistar patkanyokban.
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A negativ kontroll (Ko-) csoport allatai hagyomanyos tapot kaptak a kezelés soran. Az oszlopok
az egyes csoportok atlagértékeit mutatjak (:SEM). A csillagok a csoportok kézotti szignifikans
kiilonbségeket jelolik (**: p<0,01).

Eredmények IX.
BGP-15 hatasa a Goto-Kakizaki és Wistar patkanyok metabolikus paramétereire

Az 5. tablazat és a 38. abra a szérum inzulin és gliikoz szintek mellett a kiilonb6z6 patkany
csoportok (Wistar, GotoK, BGP-15 kezelt GotoK, metforminnal kezelt GotoK és pioglitazonnal
kezelt GotoK, 12 héten keresztiil) testsulyat abrazolja. A kisérlet kezdetén a 4 GotoK csoportba
tartozo patkanyok testsulya szignifikansan nem kiilonbozott. Az allatok véletlenszerli elosztasa
ellenére a GotoK és GotoK+MET csoportok kiindulaskor mért testtomege némileg alacsonyabb
volt a Wistar patkanyokéhoz képest. A GotoK csoportok esetében nem volt megfigyelhetd
testsuly novekedés, egy kivétellel: a Dunn’s post hoc teszt a kisérlet végpontjaban kiilonbséget
mutatott a MET és PIO allatok sulygyarapodasaban. A 12 hetes periddus utan a GotoK
patkanyok ¢homi gliikozszintje szignifikansan emelkedett volt a Wistar kontrollokéhoz képest,
¢s bar minden kezelés csokkentette a szérum gliikkozszintjét, csak a pioglitazon kezelés hatasa
érte el a szignifikancia szintet (p<0,05). Az inzulinrezisztenciat jelz6 HOMA-IR indexet a
végpontban mért bazalis szérum gliikkdz €s inzulin értékek alapjan szamitottuk, az igy kapott

eredmény szignifikans eltérést mutatott a GotoK és Wistar patkanyok kozott (p<0,05).

Ehomi gliikoz Ehomi inzulin Kezdeti testtomeg Végponti
(mmol/l) (WU/ml) (9) testtomeg (g)
Wistar 6,280+0,4283 5,850+0,1323 407,8+3,798 539,8+22,45
GotoK 13,62+0,6256* 12,53+3,292 313,8+4,070* 374,0+6,266*
GotoK+BGP15 10,92+0,5607 12,30+3,793 318,3+5,566 383,849,024
GotoK+MET 11,20+1,002 12,82+4,104 312,7+5,655%* 361,7£12,27*
GotoK+PIO 7,880+0,3121# 14,83+2,768 316,3+3,658 411,3+£10,40

5. tablazat. A Wistar és a GotoK patkanyok testtomege és éhomi gliik6z- és inzulin
plazmaszintjei.

A GotoK diabéteszes allatok plazma gliikkdz szintje magasabb volt, a pioglitazon-kezelt allatok
gliikoz értékei szignifikansan csokkentek a kezelések végére. Az adatok atlag SEM-ben vannak
megadva, n=6/csoport, Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. *: vs. Wistar; #: vs.
GotoK (p<0,05)
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38. abra. Metabolikus paraméterek.

Az ,.a” diagram az allatok testtomegének valtozasat szemlélteti a kezdeti- és végpont (0. és 12.
hét) kozott. A pioglitazon-kezelt patkanyok testtomege gyarapodott a legnagyobb mértékben.
A ,,b” diagram a HOMA-IR indexet szemlélteti, jol lathato, hogy a GotoK allatok inzulin-
rezisztensek voltak. Az adatok atlag SEM-ben vannak abrazolva, n=6/csoport, Kruskal-Wallis
teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. A *-ok a szignifikancia szintjét jelolik (vs. Wistar); *: p<0,05;
**: p<0,01.

BGP-15 hatdsa az endotél-fiiggd vazorelaxdciora

cre

crer

kontrakciot (39. abra). A kezelés nélkiili GotoK csoportban az acetil-kolinra adott vazodilatacio
mértéke alacsonyabb volt a Wistar allatokban 1étrejott valaszhoz képest (ez nem érte el a
szignifikancia szintjét, valdszinlileg a relative kis elemszam €s a kdvetkezményes nagy szoras
miatt), igy a GotoK patkanyok endotél funkcidja nagyobb mértékben karosodott, mint a Wistar
csoporté. A BGP-15 és a metformin kezelés nem javitotta szignifikansan a Goto-Kakizaki
allatok aortajanak acetil-kolinra iranyul6 csokkent fogékonysagat, habar a metformin magasabb
dozisban ugy tiint, hogy fokozza az endotél-fiiggd vazorelaxaciot. Ezzel szemben a pioglitazon
szignifikdnsan novelte az acetil-kolinra adott valaszt, annak 100 nmol/l és 1 pmol/lI-0s
koncentracidja esetén (a kezeletlen GotoK csoporthoz viszonyitva). Tovabba a pioglitazon-
kezelés jelentds mértékli vazorelaxaciot okozott (p=0,1261 0,1 umol/l Ach koncentracio) a

Wistar csoportban tapasztaltakhoz képest is.
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39. abra. Endotél-fiiggo vazorelaxacio.

Az acetil-kolin egyre névekvd koncentracioban csokkenti az érgylirti fesziilését. A kezeletlen
GotoK allatokban az Ach-ra adott valasz kismértékben csokkenni latszott, ellenben a
pioglitazon-kezelt csoportban a vazorelaxacid szignifikansan magasabb a GotoK-hoz
viszonyitva. Az adatok atlag SEM-ben vannak megadva, egyutas variancia-analizis, Geisser-
Greenhouse korrekcioval és Tukey poszt-teszttel. *: GotoK+PIO vs. GotoK, p<0,05.

A BGP-15 javitja a diasztolés funkciot

Paraméter Wistar GotoK GotoK+BGP-15 GotoK+MET  GotoK+PIO
LVIDd (mm) 7,267+0,278 6,918+0,167 7,243+0,183 6,483+0,425 7,323+0,400
LVIDs (mm) 4,365+0,201 4,515+0,095 4,69+0,193 3,940+0,200 4,478+0,345

FS (%) 39,94+1,474 33,27+1,667 37,62+0,727 38,85+1,715 39,21+1,608
EF (%) 68,92+1,813 60,36+2,343 66,13+0,891 67,94+2,068 67,982,110

MV E (m/s) 0,612+0,047 0,883+0,024** 0,648+0,021## 0,763+0,025 0,810+0,033
MV A (m/s) 0,402+0,048 0,507+0,023 0,372+0,022# 0,457+0,021 0,480+0,032

E/A arany 1,554+0,070 1,735+0,117 1,762+0,066 1,698+0,0840  1,645+0,089

MV DecT (ms) 53,83+3,692 62,33+2,883 55,003,759 58,00+3,425 53,0043,162
e’/a’ arany 1,284+0,158 0,744+0,056* 1,458+0,155# 1,249+0,153 0,968+0,032
E/e’ aréany 16,48+1,512 24,92+1,114** 16,31+£0,918## 20,58+0,766 19,74+1,156

LVOT Vmax (m/s)  0,768+0,037  0,998+0,026** 0,780+0,029# 0,768+0,008#  0,812+0,039

IVCT (ms) 15,67+2,906 18,003,777 18,833,516 22,83+3,167 16,83+2,272

IVRT (ms) 32,50+1,258 30,33+3,007 32,501,057 35,17+1,515 34,00+1,438
LV ET (ms) 87,67+3,116  63,67+1,961*  101,7+3,703###  87,83+5,282 80,67+1,745

Tei-index (MPI) 0,558+0,058 0,724+0,051 0,471+0,027# 0,669+0,055 0,632+0,039

RV E (m/s) 0,332+0,026 0,497+0,044 0,368+0,034 0,383+0,048 0,364+0,027

RV A (m/s) 0,498+0,041 0,628+0,073 0,578+0,033 0,235+0,003#  0,356+0,074
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6. tablazat. A patkanymodell-kisérletekbél szirmazé echokardiografiass paraméterek
(2D-, M-méd-, Doppler- és TDI-echokardiografia).

A GotoK allatok diasztolés funkcidja romlott a kontrollhoz képest, mig a BGP-15-kezelt
patkanyok diasztologidja szignifikdnsan javult, gyakorlatilag megdérzott maradt. A roviditések
magyarazata ¢s a paraméterek altal jelzett funkciok az Anyagok és modszerek Echokardiografia
fejezetében keriiltek ismertetésre. Az adatok atlagtSEM-ben vannak megadva, n=6/csoport,
Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. *: vs. Wistar (p<0.05); **: vs. Wistar (p<0,01);
#: vs. GotoK (p<0,05); ##: vs. GotoK (p<0,01); ###: vs. GotoK (p<0,001).

Eredményeinket a 6. tablazat és a 40. dbra foglalja 0ssze. Az echokardiografiaval értékelhetd
diasztolés funkcio romlott a GotoK patkdnyokban a Wistar kontrollhoz képest, de a BGP-15
kezelés hatasara normalizalodott. A korai €s késOi mitralis anulus mozgasi sebesség aranya
(e’/a’) megfordult a GotoK csoportban (0,744 + 0,056, p=0,0386 vs. Wistar), de szignifikansan
emelkedett a BGP-15-tel kezelt allatokban (1,458 = 0,155, p=0,0023 vs. GotoK). Az E/e’ arany
(amely a bal kamrai t6ltdnyomas becslésére alkalmas) nétt a GotoK patkanyokban (p=0,0045
vs. Wistar), azonban a BGP-15 adasa normalizalta az értéket (p=0,0019 vs. GotoK). A korai
(E) és kés6i (A) mitralis bearamlasi csticssebességek hanyadosa emelkedett a GotoK csoprtban,
azonban az E/A arany és a DecT értékei nem kiilonboznek szignifikansan a GotoK és Wistar

patkanyokban.
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40. abra. Illusztrativ echokardiografias felvételek.

»a~ diagram: TDI felvételek, az ¢’ és a’ hullamok negativ irdnyban lathatok. ,,b” diagram:
mitralis bedramlés (pozitiv irdnyu E és A hulldmok), valamint bal kamrai M-mod felvételek.
»C~ diagram: e’/a’ arany grafikon, a diasztolés funkciot jelzi; ,,d” E/e’ arény, a kamrai
toltdbnyomasra utal; ,,e” diagram: Dopplerrel mért A hulldm, a pitvar hozzajaruldsa a
kamratelddéshez; ,,f” diagram: Tei-index, vagy miokardialis teljesitmény (MPI), a kisebb index
jobb teljesitményt jelol. Az adatok atlag SEM-ben vannak megadva, n=6/csoport, Kruskal-
Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. A *-ok a szignifikancia szintjét jelolik (vs. Wistar); *:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

A szisztolés funkcid kis mértékben romlott a GotoK csoportban, mivel a bal kamrai ejekcios
1d6 (LV ET) megrovidiilt (p=0,05 vs. Wistar), de novekedett a GotoK+BGP15 csoportban
(p=0,0001 vs. GotoK), tovabba a frakcionalt rovidiilés (FS) csokkenése nem érte el a

szignifikancia szintjét (p=0,087 vs. Wistar). A globalis kardialis funkci6 értékelésére hasznalt
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Tei-index enyhe romlasat figyelhettik meg a GotoK allatokban (p=0,388 vs. Wistar) és
szignifikansan javult a BGP-15 kezelés eredményeképpen, mivel az ejekcid iddtartama is
megnoétt (p=0,0147 vs. GotoK). A metforminnal kezelt GotoK patkdnyok esetében az e’/a’
arany megorzott volt, a szisztolés funkciot leird paraméterek (frakcionalt rovidiilés, ejekcios
frakcio) valtozasa nem volt szignifikans a kezeletlen GotoK csoporthoz képest. A pioglitazon
kezelés hatasara (6sszehasonlitva a nem kezelt GotoK patkanyokkal) nem tortént valtozas az

echokardiografias paraméterek terén.

A BGP-15 emeli a foszfolamban és a VASP fehérjék foszforilacios szintjét

A Western blot analizist foszfo-specifikus antitestekkel végeztiik (célpontok a kdvetkezdek
voltak: foszfolamban (PLB) 16-o0s szerin aminosava és a vazodilatator-stimulalt foszfoprotein
(VASP) 239-es szerin aminosava), melynek eredményeképpen a patkany miokardiumokban a
PLB és a VASP foszforilacidés szintjében jelentOs eltéréseket talaltunk (41. abra). A
foszfo(Ser16)-PLB / nem foszforilalt forma (pPLB/PLB) aranya szignifikansan csokkent a
GotoK csoportban a Wistarban mérthez képest (p=0,0171), de nétt a BGP-15 kezelés hatasara
a cukorbeteg GotoK allatok értékeihez képest (p=0,0348). A metformin kezelés hasonlo
tendenciat mutatott (p=0,1432 vs. GotoK). Mivel a PLB 239-es szerin aminosava a Protein
Kinaz G (PKG) foszforilacidos célpontja, ezért a foszfo (Ser239)-VASP (amely igy PKG
VASP / nem foszforilalt VASP (pVASP/VASP) aranyt is. A pVASP/VASP aridnya a
pPLB/PLB arinyhoz hasonléan alakult, hiszen a kezeletlen GotoK csoporthoz képest
szignifikansan emelkedett a BGP-15-tel kezelt allatokban (p=0,0094), a metformin kezelés
pedig nem okozott szignifikans emelkedést (p=0,0877 vs. GotoK). A kezelési csoportok kozott
nem észleltink eltérést a SERCA2a kifejez6désében. A ciklikus guanozin-monofoszfat
(cGMP) lebontasaért felelds foszfodiészteraz 9A (PDE9A) expresszios szintje sem kiilonbozott

szignifikansan a csoportok kozott.
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41. abra. A Western blot vizsgalatok eredményei.

A SERCA pumpa funkcidjat regulald foszfolamban (PLB) fehérje foszforilacioja csokkent a
GotoK csoportban, ugyanakkor szignifikdnsan ndtt a BGP-15-kezelt csoportban (,,a” panel). A
PKG-célpont VASP protein foszforilaltsaga hasonld sémat mutatott (,,b” panel). A SERCA2a
expresszidja nem valtozott szignifikdnsan (,,c” panel), és a PDE9A szintek valtozasa sem érte
el a szignifikancia hatarat (,,d” panel). Az expressziokat GAPDH haztartasi fehérjére
normalizaltuk, a ,.,kDa” a kilodaltonban megadott molekulatomeg. AtlagiSEM, n=6/csoport,
Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszt. A *-ok a szignifikancia szintjét jelolik, *: p<0,05;

**: p<0,01.

Eredmények X.

A hiperkoleszterinémia hatdsa a szivfunkcios paraméterek valtozdasara echokardiografia

segitsegevel

Eredményeinket a 7. és 8. tablazat foglalja 0ssze. Az echokardiografids paraméterekben
szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a HC és Kontroll nyulak kozott, foleg a diasztolés
funkciét leiro mutatok teriiletén. A HC csoportban nétt a bal pitvar mérete, a bal kamra tomege
¢s relativ falvastagsaga, a kidramlési traktus sebessége és nyomdsgradiense, mig az E/A ¢s a

szeptalis e’/a’ aranyok csokkentek, valamint a deceleracios id6 megnyult és az E/e’ arany is
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emelkedett. Az izovolumetrias relaxacios id6 extrém modon megnyult, a miokardium globalis
teljesitményét jelz6 Tei index értéke pedig ndtt. Ami a szisztolés funkcidt illeti, az ejekcios
frakcioé (EF) és a frakcionalt rovidiilés (FS) kis mértékben csokkent (de a normal tartomanyon
beliil maradt), mig a mitralis anulus sikiranyu szisztolés kitérésére (MAPSE) nem volt hatassal
a kezelés. Speckle Tracking echokardiografia soran csdkkent globalis longitudinalis szisztolés
funkciot (GLS) detektaltunk a HC allatokban a Kontroll csoporthoz képest. A Speckle Tracking
echokardiografia soran a globalis longitudinalis szisztolés kamrafunkciét a GLS (global
longitudinal strain) értékkel jellemezhetjiik. A global longitudinal strain negativ irdnyq, a
miokardium rostjainak maximalis 0sszehuzodasat ugymond a tomorddését mutatja meg az
eredeti (relaxalt) allapothoz képest. A GLS értéke az egészséges 21,34%-161 16% kortili értékre
csokkent a HC csoportban, mely az ejekcids frakciondl specifikusabban jelzi a kezd6do

szisztolés elégtelenséget (8. tablazat, 42. 4bra).

2D és M-méd Kontroll (n =9) HC (n=9) p érték
Bal pitvar teriilete (cm?) 0,833 + 0,029 1,633 £ 0,065 **** <0,0001
IVSd (mm) 2,27 +0,139 2,882+£0,176 * 0,0149
BK témege (g) 4,651 + 0,433 8,035 £ 0,655 *** 0,0005
RWT (%) 0,283+ 0,017 0,362 0,018 ** 0,0050
FS (%) 30,78 £ 0,434 28,44 £ 0,669 ** 0,0099
EF (%) 62,22+ 0,619 58,33 + 0,898 ** 0,0026
MAPSE (mm) 5,488 + 0,093 5,661 0,254 0,5147
LVOT paraméterek Kontroll HC p érték
Vmax (m/s) 0,923 £0,018 1,204 £ 0,021 **** <0,0001
Vmean (m/s) 0,601 £0,018 0,701 £ 0,027 ** 0,0076
maxPG (mmHg) 3,453 £ 0,139 5,832 + (0,199 **** <0,0001
meanPG (mmHg) 1,747 £ 0,104 2,637 £ 0,172 *** 0,0004

7. tablazat. A 2D- és M-méd echokardiografia eredményei.
A HC csoportban igen markans kiilonbségek jelentek meg a Kontroll csoporthoz viszonyitva.
Atlag+SEM, n=9/csoport, pérositatlan kétmintas t-proba. A *-ok a szignifikancia szintjét
jelolik, *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001. A roviditések magyarazata az
Anyagok és modszerek Echokardiografia fejezetében talalhato.
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Doppler és TDI Kontroll (n =9) HC (n=9) p érték
E hullam (m/s) 0,630 £ 0,022 0,698 + 0,047 0,2049
A hullam (m/s) 0,391 £0,012 0,653 + 0,042 **** <0,0001
E/A aramy 1,624 + 0,068 1,069 + 0,039 **** <0,0001
DecT (ms) 55,44 + 2,001 71,22 £ 2,666 *** 0,0002
TDI ¢’/a’ arany 1,233 £ 0,060 0,935 £0,054 ** 0,0020
E/e’ arany 8,002 £ 0,164 13,20 £ 1,091 *** 0,0002
IVRT (ms) 30,78 + 1,188 56,56 + 2,588 ** <0,0001
Tei-index (MPI) 0,528 £ 0,013 0,8385 + 0,049 **** <0,0001
Strain (STE) Kontroll HC p érték
GLS —21,34 + 0,664 —16,07 £ 1,029 *** 0,0007

8. tablazat. A Doppler- és Speckle Tracking (STE) echokardiografia soran nyert adatok.
A HC csoport diasztolés és szisztolés funkcidja is szignifikansan romlott. AtlagtSEM,
n=9/csoport, parositatlan kétmintas t-proba. A *-ok a szignifikancia szintjét jelolik, *: p<0,05;
**: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001. A roviditések magyarazata az Anyagok ¢és
modszerek Echokardiografia fejezetében talalhato.

|HR=224 bpm

GS--1 9. 9%

Pedk Syslollc Slldln ;

42. abra. Speckle Tracking (STE) echokardiografias modszeriink soran kapott
reprezentativ kép.

HC hatdsa a morfometriai paraméterekre

Az eredményeket a 9. tdblazatban foglaltuk 0ssze. Az aterogén diétan tartott nyulak teststlya
és a bal kamra tomege is szignifikdnsan nétt a normal tapot kapod egyedek értékeihez
viszonyitva. Mivel a kisérleti allatok teststilya fluktualt, a bal kamra tomegét egy statikusabb
paraméterre, a tibia hosszra normalizéltuk. A tid6 és vese nedves/szaraz tomegaranyaiban nem

tapasztaltunk szignifikans eltérést a kezelési csoportok kozott.
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Testtomeg (g)

3064 + 87

4153 + 86 ***

A sziv tomege (g)

A sziv tomege/testtomeg

BK tomege (g)

BK tomege/tibiahossz
BK tomege/testtomeg

Tiid6 nedves/szaraz tdmegarany

7,795 + 0,418
0,00253 + 0,0003
6,22 +0,337
0,605 = 0,046
0,00087 + 0,0003

5,254 + 0,147

12,25 £ 0,535 ***
0,00294 + 0,0002
10,13 £ 0,534 ***
0,828 + 0,038 **
0,0008 + 0,0002
5,118 £ 0,094

3,281+ 0,191

Vese nedves/szaraz tomegarany 3,421 £ 0,058

9. tablazat. Morfometriai paraméterek.

A HC csoportban a bal kamra tomege szignifikansan nétt. A szervek nedves/szaraz
tomegaranya még nem mutat kiilonbséget a csoportok kozott. AtlagtSEM, n=9/csoport,
parositatlan kétmintas t-proba. A *-ok a szignifikancia szintjét jelolik, *: p<0,05; **: p<0,01;
***: p<0,001.

Szérum paraméterek

A szérum paramétereket a 10. tablazat foglalja dssze. Egészséges allatokban az Gsszes vizsgalt
laboratoriumi érték a normal tartomanyba esett, ehhez képest a HC csoportban dramaian
emelkedett a szérum koleszterin, az LDL és az apolipoprotein B (ApoB) szint. Az aterogén-
index és az ApoB/ApoA arany szignifikdnsan nétt a beteg csoportban a Kontroll nyulakhoz
képest. A majenzimek esetében nem tapasztaltunk valtozast. A HC allatokban a troponin-T és
a kreatinin szint magasabb volt, viszont a kreatin-kinaz MB izoenzime (CK-MB) nem valtozott.
Tanulményunk limitacidjaként fontos megjegyezni, hogy a BNP eldalakjaként ismert N-
terminalis pro-BNP (NT-pro-BNP) szintje minden allatban a detektalhat6 szint alatt volt, igy

statisztikai elemzést ezzel a paraméterrel nem tudtunk végezni.
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Kontroll (n =9) HC (n=9) p érték
Ossz-koleszterin (mmol/1) 1,753 £0,0187 32,360 + 2,164 **%* <0,0001
LDL (mmol/I) 0,725+ 0,312 32,030 + 1,813 **k* <0,0001
ApoB (mmol/l) 0,026 + 0,005 0,154 £ 0,006 **** <0,0001
HDL (mmol/l) 0,963 + 0,092 6,428 + 0,600 **** <0,0001
ApoA (mmol/l) 0,149 £0,011 0,034 £ 0,007 **** <0,0001
Aterogén-index 1,986 + 0,391 5,499 £ (0,458 *** 0,0001
ApoB/ApoA arany 0,188 £0,041 3,691 £ 0,492 **** <0,0001
Triglicerid (mmol/l) 1,139+ 0,136 1,001 £ 0,225 0,6959
AST (GOT) (U/l) 22,710 + 6,781 33,47 3,016 0,1056
ALT (GPT) (U/l) 64,140 + 19,660 57,730 + 5,479 0,6813
Kreatinin (pmol/l) 71,430 + 12,040 116,100 £ 5,984 ** 0,0013
CK-MB (U/l) 1154,0 +£276,9 785,6 £126,1 0,1754
CRP (mg/l) 0,079 + 0,070 0,325+ 0,073 * 0,0359
Troponin T (ng/l) 7,438 + 1,199 20,21 £2,778 ** 0,0092

10. tablazat. Szérum paraméterek

A HC csoportban dramai hiperkoleszterinémia alakult ki, az aterogén-index szignifikansan nott.
A kreatinin, CRP és troponin T értékei is magasabbnak bizonyultak a Kontroll-hoz képest.
Atlag+SEM, n=9/csoport, parositatlan kétmintas t-proba. A *-ok szignifikancia szintjét jelslik,
*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001.

Endotél-fiiged vazorelaxdcio

A 10 ¢és 100 nmol/l-es koncentracidban alkalmazott noradrenalinra adott kontraktilis valasz
szignifikansan kiilonbozott az egészséges €s beteg csoportban, hiszen a HC nyulakban
gyengébb Osszehtizodast tapasztaltunk (43. abra). 1 umol/l koncentracidju acetil-kolin (Ach)
mindkét kezelési csoportban relaxaciot idézett eld, nagyobb koncentracioban viszont
kontrakciot okozott. Az aterogén étrenden tartott allatok esetében az aortagytiriik relaxacioja
minden esetben kisebb mértékli volt. A Hill-egyenlet segitségével meghatarozott Emax €s
logECso értékek szignifikdnsan kiilonboztek a két csoportban: az Emax jelentés csokkenést
mutatott, mig a logECso kis mértékben emelkedett az aterogén diéta hatdsara. Az ATP
relaxaciot okozott az eldzetesen noradrenalinnal kontrahalt érgytirtikon, mely valasz a Kontroll
csoportban szignifikansan erésebb volt, igy azt mondhatjuk, hogy az aterogén étrend az ATP-
indukalta artérids relaxaciot is rontotta. Ez az eredmény megerdsiti a korabbi, klasszikus
vazodilatator Ach-val végzett kisérletek megallapitasait. A mellkasi aorta mintdkon Western
blot vizsgalatot is végeztiink, amely fokozott PDE9A expressziot abrazolt a beteg csoport

ereiben, 0sszehasonlitva az egészséges artériakkal.
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43. abra. Az izolalt érgyiirii-preparatumokon végzett kisérletek eredményei.

»a~ panel: A noradrenalinra (NA) adott kontrakcios vélasz (a nyugalmi fesziiléshez képest), x
tengely: NA koncentracidk logaritmusa, y tengely: kontraktilis erd (millinewton, mN). A ,,b”
panel az acetil-kolinra (Ach) adott valaszt, a ,,c” panel az endotél-fiiggd vazorelaxaciot
szemlélteti, az x tengely az Ach koncentracio logaritmusa, az y tengely a kontrakcids erd %-0s
csokkenése, a ,,c” panel a Hill-egyenlet illesztése utani gorbét mutatja meg. A ,,d” panelen az
ATP hatasa lathato, prekontrakcidé utan. Az ,.e” panelen a nyulak torakalis aorta-mintaibol
meghatarozott PDE9A expresszioja lathato a Kontroll és HC csoportokban, mig az ,.,f” panel a
reprezentativ blotokat szemlélteti. Az adatok atlagtSEM-ben vannak megadva, a *-ok
szignifikancia szintjét jelolik, *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001.

Hiperkoleszterinémia hatdsa a szévettani elvaltozasokra

A HC-nyulak intima rétege szignifikansan vastagabb volt a kontrollhoz viszonyitva. A beteg
csoportban a habos sejteket tartalmazd vastag plakkok miatt az intima vastagsaga 1,5-szer
nagyobb volt, mint a vaszkularis média mérete. A két kezelési csoport kozotti kiilonbséget
tudjuk szemléltetni a kalkulélt intima/media ardnnyal is: 1,623 £ 0,079 (HC) vs. 0,043 + 0,004

(Kontroll). Az érelmeszesedés kovetkeztében az intima/media arany is szignifikansan megnott.

VASP, foszforilalt VASP, és PDE9A expresszioja

A fehérjéket bal kamrai szovetmintakbol izolaltuk, az eredmények harom kiillonb6z0 mérés
atlagaibol szdrmaznak. GAPDH-ra standardizaltunk, ezt kovetden mintegy kétszeres

emelkedést tapasztaltunk a PDE9A szintjében a HC csoport mintaiban, az egészséges
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nyulakhoz képest (p<0,001). A VASP és a foszforilalt VASP (pVASP239) kifejezédése
szignifikdnsan magasabb volt a koleszterindiis diétan tartott nyulakban, viszont a

pVASP/VASP arany nem valtozott, amely valtozatlan PKG1 aktivitasra utal. A cGMP szintek

kozott sem tapasztaltunk szignifikans eltérést (44. ébra).
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44, abra. A Western blot és ELISA eredményei.

A VASP (,,a” panel) és a foszforilalt VASP (,,b” panel) expresszidja is emelkedett a HC
csoportban. A valtozatlan cGMP-szint és pVASP/VASP arany (,,c-d”) valtozatlan PKG
akitvitasra utal, ugyanakkor a PKG expresszioja szignifikansan novekedett (,,f” panel). A
cGMP degradélasaban részt vevd PDE9A expresszidja szignifikdnsan magasabb a HC
csoportban (,,e”). A ,,g-h” paneleken reprezentativ blotok lathatoak. Az adatok atlag=SEM-ben
vannak megadva, kétmintas t-proba, ***: p<0,001; ****: p<0,0001.
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Diszkusszio

I. A resveratrol szivmiikodésre gyakorolt hatasai STZ indukalt diabéteszben

Vizsgalatunk egyik novuma, egyben legfontosabb eredménye a resveratrol vércukorszint
csokkentd hatasa STZ-kezelt allatok esetén, melynek hatterében eddig még fel nem deritett
folyamatok allnak. Ugyanakkor tobb mechanizmus is elképzelhetd a szakirodalom alapjan.
Egyrészt a vazizmok fokozott nitrogén-monoxid termelése ismerten csokkenti a vércukorszintet
a vazizom vérkeringésének és a gliikoz felhasznalasanak a fokozasaval [221]. Masrészt, az
oxidativ stressz csokkentése mérsékli az inzulinrezisztenciat a redox-érzékeny foszforilaciok
gatlasaval és az inzulin receptor szubsztratl downregulacidjaval [222]. Ismert, hogy a
hiperglikémia fokozza a reaktiv oxigén gyokok képzédését [223]. Igy a resveratrol indukalta
vércukorszint csokkenés megvédheti a szivet az oxidativ stressztol, akar iszkémia/reperfizid
esetén is.

Vizsgalataink alapjan szintén felmertiil, hogy a resveratrol-indukalt, iszkémia/reperfuzié alatt
kialakulo oxidativ stressz mérséklése NO/Trx-1/HO-1/VEGF medialt, illetve egy nagy
potenciallal rendelkez6 antioxidans enzim, az Mn-SOD aktivitasan keresztiil valosul meg. Ezt
az elméletet eredményeink szdmos fontos pontja tdmogatja. Korabbi tanulmanyok szerint az
emelkedett szuperoxid (O2") képz6dés a diabétesszel parosult hiperglikémias allapot a HO-1
részesiilt diabéteszes patkanyokban szignifikansan emelkedett a Trx-1 és HO-1, mely folyamat
gatolhato volt nitrogén-monoxid-szintaz inhibitorral. Feltételezziik, hogy a resveratrol hatasai
nagyrészt vagy kizardlag a nitrogén-monoxid [44, 190] vagy a tioredoxin ¢s HO-1 [219]
indukcidjan keresztiil valosulnak meg. A tioredoxin egy 13-Kd redox (redukcid/oxidacio)—
aktiv fehérje [225], mely ditiol aktiv része reverzibilisen redukalhato Trx reduktazzal [226]. A
Trx-1 kiilonbozd betegségekben alkalmazhatod oxidativ stressz marker, hiszen olyan oxidativ
stresszorok, mint a hidrogén-peroxid, ultraviola sugarzas [227] vagy gyulladas [228]
indukaljak. A Trx-1 tobbféle bioldgiai hatdssal is rendelkezik, igy az aktiv oxigén gyokok
semlegesitése, valamint redox érzékeny molekulak (NFxB, AP-1) szabalyozasa [227]. A
szabadgyokok gatlasa mellett, nemrég deriilt fény arra, hogy a Trx-1 képes védeni a sejteket az
oxidativ stressz indukalta apoptozistol, valamint megeldzni az STZ indukalta diabéteszt [229].
Tovéabbi részletes vizsgalat sziikséges a Trx-1 klinikai szerepének megallapitasahoz. Ezek
alapjan feltételezhetjiik, hogy a Trx-1 tobb terapids megkdzelitésben is potens lehet bizonyos
krénikus betegségek, mint a diabétesz kezelésében.

A HO-1 és mas tulélo folyamatok citoprotektiv hatasa in vitro és in vivo ismertek [230].
Ugyanakkor a mechanizmus maga kevéssé ismert. A HO-1 és a reaktiv termékei antioxidans és
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gyulladasgatlo hatassal rendelkeznek, melyek alapjan felmeriil a HO-1 protektiv hatasa
diabéteszes miokardialis infarktus sz6vodményében. Liu és csapata [231] homozigota HO-1
egereket haszndlva kimutattdk, hogy a HO-1 hidnya sulyosbitja a miokardialis karosodast,
kiilondsen diabéteszes allapot fennallasakor. Ugyanezen vizsgalatban, az iszkémia/reperfizid
soran emelkedett a HO-1 expresszio, mely a HO-1 protektiv hatasat mutatja diabéteszes
miokardidlis infarktusban. Szintén ebben a vizsgalatban, STZ injekciot kovetden a kialakulo
hiperglikémia hasonlé mértékii volt HO-1*"* és HO-1"~ egerek esetén, de a HO-1"~ diabéteszes
egerek sokkal sulyosabb miokardialis infarktust szenvedtek el, mely alapjan a HO-1 expresszid
véd az infarktus ellen. A HO-1 az elsé és egyben sebesség meghataroz6 enzim a hem
lebontasaban, mely hatasara biliverdin, szabad vas és szén-monoxid (CO) képzdédik. A
biliverdin a biliverdin-reduktaz hatasara hamar bilirubinna alakul. A HO-1 protektiv hatasai
feltehetden ezen katabolizmusbol szarmaz6 metabolitoktol fliggenek, melyek a diabéteszes
miokardiumban kozponti szerepet jatszanak fontos bioldgiai valaszok szabalyozasaban. A HO
rendszeren keresztiil képz6dé CO és a bilirubin fontos protektiv faktorok a miokardium
iszkémia/reperfuzid okozta szovédmények esetén [232]. A HO-1 védo hatasaban a CO nagy
jelentdségét bizonyitja, hogy az exogén CO teljes mértékben képes a HO-1 hatdsat utanozni
transzplantalt sziv iszkémia/reperfizios sériilések megel6zésében [233]. Ezzel 6sszhangban, a
resveratrol indukalt HO-1 expresszido protektiv hatdsat figyeltiik meg a vércukorszint
szabalyozasban és miokardium védelmében diabéteszes allatok esetén.

A resveratrol kezelést kovetden csokkent vércukorszintet tapasztaltunk, mely szignifikdnsan
megemelkedett Mn-SOD aktivitassal parosult. Shen és kutatocsoportja [234] kimutatta, hogy
az Mn-SOD taltermelddése jotékony hatdssal volt a mitokondrialis 1égzési lancra és
normalizalta a diabéteszes mitokondrium méretét. Emellett az Mn-SOD megtartotta a
kontraktilitasat. Kisérletiinkben, az emelkedett Mn-SOD aktivitas fokozott védelmet
biztosithatott a diabéteszes mitokondriumnak és hozzajarult a sziv teljes korti védelméhez.

A masik fontos eredményiink, hogy a diabéteszes allatok resveratrol kezelése emelkedett VEGF
expresszioval jar egylitt. Ismert, hogy az NO és a vérerek novekedése és fejlédése kozott szoros
kapcsolat van, kiilondsen a VEGF-medialt folyamatokban. Az NOS illetve az NO inhibitorok
gatoljak mind az endogén, mind a VEGF indukalta angiogenezist [235]. Tovabba, az
emelkedett NO expozicid, akar exogén, akar az eNOS genetikai tulmiikodése jelentdsen
fokozzak a VEGF szintézist az endotélium sejtjeiben [236]. Leirtak azt is, hogy a VEGF
fokozza a Bcl-2 expressziot, mely végsOsoron javitja az endotélsejtek talélését toxikus, oxigén-
hianyos kdrnyezetben [237]. Ezek alapjan az emelkedett VEGF szintnek szerepe lehet az

endotélsejtek apoptozisanak csokkentésében. Egy masik vizsgalatban a VEGF, mint potencialis
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angiogenezist fokozé vegyiiletet, egy uj, foszfatidilinozitol-3-OH-kinazt (PI3-K) és Akt-ot
tartalmazo Utvonalon keresztiil emelte az intracellularis adhézidos molekula-1 (intracellular
adhesion molecule-1, ICAM-1) expresszidjat, mely az agyi mikrovaszkularis endotélsejtek
dependens utvonalon [238]. Vizsgalatainkban az iszkémia/reperfiziot kovetden, a resveratrol-
kezelt diabéteszes miokardiumban talélé utvonalak aktivalodasat figyelhettiik meg, melyek a
nagymértéki Akt foszforilacionak is tulajdonithatdoak ¢és amelyek L-NAME hatdsara
csOkkentek a resveratrol kezelés ellenére. Az emelkedett mértékii kardiomiocita apoptozis,
melyet diabéteszes miokardiumon tapasztaltunk, valdsziniisithetéen nitrogén-monoxid
dependensen és VEGF-medialt taléld folyamatok aktivaldsa révén jelentdsen csokkent a
resveratrol kezelés esetén. Mindezek alapjan a resveratrol lehetséges klinikai szerepe a
diabétesszel jaro érkarosodas megelézésében nitrogén-monoxid-medialt mechanizmussal
valésul meg.

Kutatdsunkban a resveratrol NO medialtan indukalta a Trx-1, HO-1 és VEGF expressziot
diabéteszes miokardiumon. Emellett a resveratrol csokkentette a vércukorszintet ¢és a
kardiomiocitak apoptézisanak mértékét, amely emelkedett Mn-SOD aktivitassal parosult
diabéteszes patkany sziven. Ez az 0j mechanizmus ujabb terdpias lehetdséget jelenthet

diabéteszes betegek klinikai kezelésében.
I1. Resveratrol és statin kardioprotektiv hatasa hiperkoleszterinémiiaban

Jelen kutatasunkban szintén bemutattuk, hogy a koleszterindus taplalkozas okozta miokardialis
komplikaciok, mint a megnovekedett infarktusos teriilet, az apoptdzis mérteke, a karosodott
angiogenezis mind javithatok resveratrol kezeléssel. Emellett prezentaltuk, hogy a statin és
resveratrol kombinalt terapia mennyivel eredményesebbnek bizonyul HC-miokardium
kezelésében, mint a statinok 6nmagukban. Vizsgalatunkban a szérum koleszterin csaknem
dupldja volt a HC allatokban a kontrollokhoz képest. Emellett szdmos kordbbi tanulmany is
igazolja, hogy a HC patkanymodellekben, vazoaktiv anyagok hatdsara valtozik a vaszkularis
funkci6 és a mikrovaszkularis reaktivitas [239, 240].

A hiperkoleszterinémia a normal értékekhez képest emelkedett vér koleszterinszintet jelent. Az
ismereteink tulnyomo tobbsége alapjan, a hiperkoleszterinémia és mas lipid rendellenességek
a kardiovaszkularis megbetegedések (CHD) fontos szerzett rizikofaktora. A CHD rizikojat
jelentésen emeli az alacsony stirtiségii lipoprotein (LDL) emelkedése, valamint a nagy stirtiségti
lipoprotein (HDL) csokkenése. Emellett a CHD kapcsolatban all a koronariak endotél
diszfunkciojaval és miokardialis perfuzios rendellenességekkel is [241]. Tobb klinikai vizsgalat

is alatamasztja, hogy a statin terdpia a koronariabetegségek mind els6dleges mind masodlagos
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prevenciojaban hatékony. Ismert tovabbé, hogy a statinok kardioprotektiv hatasukat a szérum
lipidszint csokkenté hatasuktol fiiggetleniil is, pl. az endotél funkcio és az NO szintézis
megorzésével fejtik ki. Egyes vizsgalatok szerint a statinok mind pro- mind anti-angiogenetikus
hatassal rendelkeznek. Alacsony ddzisban a statinok pro-angiogenetikus hatdsaikat az Akt
aktivalasan keresztiil fejtik ki, mely az eNOS foszforilaciéjahoz és igy NO termelddéshez vezet
[242]. A statinok emellett fokozzak a VEGF expressziot [243]. A statinok
iszkémias/reperflizios miokardiumra gyakorolt protektiv hatasanak legelfogadottabb
magyarazata az eNOS-NO rendszer upregulacioja [41, 244]. Annak ellenére, hogy szamos 1j
megkozelitése van a koleszterinszint csokkentésének, a terapia alappillérei tovabbra is a
statinok maradtak. A szakirodalomban mind a statinok, mind a resveratrol NO
mechanizmusokon keresztiil is Kifejtik kardioprotektiv hatasukat. Ugyanakkor korabbi
eredményeink szerint a resveratrol, a vorosborban is fellelhetd polifenol, a lipidszint csokkentd
hatasa mellett mas tulajdonsagokkal is rendelkezik. Patkany MI modellben Trx-1, NO/HO-1 és
VEGF mechanizmusain keresztiil szignifikansan fokozta az angiogenezist [44]. Vaszkularis
simaizomsejt kulturaban gatolta a proliferaciot [245], mely az ateroszklerozis progresszidjaban
fontos szerepet jatszik [246]. Korabbi tanulmanyunkban [219], a resveratrol-medialt Trx-1
indukcid, a HO-1, pro-angiogenetikus faktorok, és a kardioprotektiv VEGF egymast kovetd
expressziojat inditotta el in vitro és in vivo modellekben. Jelen vizsgalatunkban alkalmazott
kombinalt terapia sokkal eredményesebbnek bizonyult HC miokardiumon, mint a statin terapia
onmagaban. Az Akt és az eNOS foszforilacidja sokkal drasztikusabb volt, 6sszehasonlitva akar
a statin, akar a resveratrol 6nallo kezelésével. A kombinalt terapia esetén kardiomiocitak
apoptozisaban tapasztalt szignifikans csokkenés az Akt és az eNOS fontos szerepét jelzi az
iszkémia/reperfuzid6 okozta sériilések elleni kardioprotekcioban. Az Akt aktivalodasa
foszforilaciot indukal és a gatolja a GSK-3B-t, mely a gatolja mitokondrialis porusok nyitasat,
ezzel a permeabilitast, ami a sejtapoptozis €s nekrozis elsé 1épcsdje [247]. Ugyanakkor az
aktivalt eNOS, NO felszabadulashoz és ¢cGMP utvonalon mitokondrialis Katp csatorna
aktivalashoz vezet, akut kardioprotekciot hozva ezzel létre [248]. Ugyanakkor jelen
vizsgalatban, miokardialis infarktus utan, a resveratrol monoterdpiaban €s statinnal kombinalt
kezelés soran egyarant fokozddott a B-catenin transzlokacioja, amit VEGF expresszio kovetett,
mely a kdvetkezményes angiogenezis fokozodasaval tartos kardioprotekciohoz vezetett, jelezve
ezzel B-catenin lehetséges jotékony hatasat. Szakirodalom alapjan a B-catenin, az angiogenezis
kritikus mediatora [249], egy sejtplazma multiprotein komplexben foszforilalodik, melynek
tagjal az adenomatdzus polipdzis coli fehérje (adenomatous polyposis coli protein, APC) az
axin ¢s a GSK-3B [249-252]. A p-catenin foszforilacidjanak gatlasakor, a [-catenin

felhalmozddik és a sejtmagba transzlokalodik, ahol T-sejt specifikus transzkripciods faktorokkal
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(T-cell transcription factors/lymphoid-enhancer bindig factor; TCF/LEF) képez komplexet igy
képes lesz bizonyos target gének represszidjara vagy aktivalasara ugy, mint c-Myc, ciklin D1,
fibronektin, VEGF, Bcl-2 és taléld gének [253, 254]. VEGF expresszio novekedést
tapasztaltunk a HC, HCR, HCS, HCRS csoportokban egyarant a kontrollhoz képest.
Kutatdsunkban az angiogenezis valasz mértéke (melyet CD31 jelzéssel mutattunk ki) a tobbihez
képest jelentds volt a resveratrol kezelt csoportban. Ugyanakkor a megndvekedett kapillaris
denzitas a HC csoportokban lehet a miokardialis perfizié fenntartasara iranyulo
kompenzatorikus valasz. A resveratrol és a statin kezelés onmagéban vagy kombinacidban is
képes volt a miokardialis mikrovaszkularizacio felépitését €s funkcigjat is megtartani. Ebbol
eredden a statin és resveratrol altal kivaltott, infarktusos miokardium neovaszkularizacioja egy
hossztavl kardioprotekciot jelenthet a kamrai remodelinggel szemben. Emellett mind a két
hatdéanyag hatasa dozisfiiggének latszik, hiszen kétfazisu hatassal rendelkeznek az
angiogenezis tekintetében. Az altalunk hasznalt statin mennyisége (1 mg/ttkg) nem igazan
fokozta az angiogenezist, ugyanakkor a resveratrol alkalmazott dozisa igen. Az emlitett
molekularis hatdsok novelhették a kardidlis progenitor sejtek szamat, erdsitve ezzel a
miocitozist, a proliferaciot, amely az infarktus méretének csokkenéséhez vezetett a kezelt
csoportokban.

Eredményeink egyértelmiien bemutatjdk, hogy a statinok resveratrollal torténé kombinacidja
hatékonyabb ¢és jotékonyabb az iszkémia lefolydsdban, mint a statinok dnmagukban. Tovéabbi
biokémiai és farmakoldgiai vizsgalatokat végziink, hogy feltarjuk az 6nall6 és a kombinalt

kezelések hatasmechanizmusaban rejlo részleteket iszkémias miokardiumon.
I11. A bromelain (Br) kardioprotektiv hatasai

Tanulmanyunk els6ként ad bizonyitékot arr6l, hogy az intraperitonedlis Br kezelés
kardioprotektiv hatast biztosit globalis I/R modellben. Br hatasdra javult a kamra
posztiszkémids felépiilése, és csokkent az elhalt teriilet mérete, valamint az apoptozis mértéke
a kezeletlen allatokhoz viszonyitva. Vizsgéalatunkat Ugy terveztiik, hogy a Br kezeléssel az

2

iszkémia kivaltasa el6tt ,,prekondiciondljuk” a szivet annak érdekében, hogy az iszkémids
sériilés kialakulasat lassithassuk, illetve a reperflizi6 sordn megjelend karosodéasokat
megeldzhessiik.

Jelen kisérlet szamos ponton mutat arra, hogy a Br farmakologiai prekondicionalod szerként
miikddhet. Eredményeink szerint a Br az apoptdzis gatlasaval csokkentette az infarktus
kiterjedését, és eldsegitette a posztiszkémias felépiilést, azaz prekondicionalta a szivet a

karosodassal szemben. Emellett potens koszortér-tagitd, melyet a megnovekedett CF igazol.
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Megfigyeléseink alapjan azt feltételezziik, hogy a Br-medialt kardioprotektiv hatis az Akt-
FOXO jelatviteli kaszkad aktivalodasan keresztiil johetett létre. Kisérletiinkben az Akt
foszforilacié emelkedése kovetkezett be Br kezelés hatdsara, mely hozzajarulhatott a
szivizomsejtek csokkent apoptozisahoz ¢és az infarktusos teriilet mérséklodéséhez I/R
karosodast kovetden. Apoptozis szamos kiilonbozé kardiovaszkularis megbetegedésben
eléfordul, és a csokkent pumpafunkcid egyik f6 okanak tekintik. Az iszkémids szivizomzatra
jellemzd, hogy reperfuzio kézben apoptotikus sejthalal és DNS fragmentéacid kovetkezik be.
Ujabb adatok szerint infarktus utdn kozvetleniil, és a kés6bbi fizisokban a tavolabb esod,
¢letképes szivizomzatban is az apoptdzis a sejthalal f6 oka [255]. Az Akt szerin vagy treonin
foszforilacidja dontd szerepet jatszik a sejt talélési kaszkadban [64], mivel az Akt tobb olyan
fehérje szubsztratot foszforilal, melyek génatirast szabalyoznak, ilyenek a FOXO csalad tagjai
is. Az Akt megemelkedett expresszidja a jobb szivizomkontrakcidohoz is hozzajarul [256],
emellett eldsegiti a novekedési faktorok altal medialt talélést és gatolja az apoptotikus sejthalalt
[257]. Az utobbi idében egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy az Akt-FOXO jelatviteli
kaszkad és a FOXO szabalyozasa és transzlokacidja fontos szerepet jatszanak a sejt talélési
utvonalaiban. A forkhead transzkripcios faktorok kozé tartozé FOXO alcsalad az Akt egyik
célpontja. Harom tagja ismert, a FOXO1 (FKHR), FOXO3A (FKHRL-1) és a FOX04 (AFX),
melyek mindegyikét az Akt képes inaktivalni [67, 258]. A FOXO transzkripcios faktorokrol
feltételezik, hogy kiilonb6zd sejtfunkciokat szabalyoznak, mint példaul differencialodas,
anyagcserefolyamatok, proliferacio és talélés [259, 260]. Az aktiv FOXO transzkripcios
faktorok tobb proapoptotikus gént aktivalnak, ezaltal hozzajarulnak az apoptozis folyamatanak
beinditdsdhoz. Az Akt altal medialt foszforilaci6 azonban a FOXO kizarasat jelenti a
sejtmagbol, ezaltal a forkhead transzkripcids program leall.

Br kezelés hatasara a FOXO3A mind a sejtmagban, mind a citoszolban foszforilalddott, ezaltal
gatolva a proapoptotikus jelatvitelt. Feltételezziik, hogy a p-Akt révén nukleuszban foszforilalt
FOXO3A kilokédik a sejtmagbdl ¢és inaktivalodik. A FOXO forkhead doménjeinek
foszforilalasa feltehetéen a DNS-kotd képességet bontja meg, ezenkiviil Ggy tlinik, hogy a
FOXO foszforilalt allapotban nagyfoku affinitast mutat 14-3-3 fehérjék felé. A FOXO igy
kipumpalasra kertiil a citoszolba, ahol az ubikitin proteaszoma rendszer célpontjava valik [261].
Elképzelhetd, hogy az Akt aktivalodasa, és ezen keresztiil a proapoptotikus FOXO3A gatlasa
tehetd feleldssé a Br kezelés hatasara tapasztalt szivfunkcio javulasért.

Vizsgalatunk eredményei elsékként adnak bizonyitékot arra, hogy a Br jotékony hatasai az Akt
foszforilalasan alapulnak, mely a FOXO3A foszforilalasat valtja ki. Ez a foszforilacios sorozat
kothetd az apoptotikus sejthalal gatlasdhoz. Igazoltuk, hogy a kisérletiink koriilményei kdzott a

Br jelentdsen csokkentette a miokardidlis infarktus mértékét és javitotta a posztiszkémids
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szivfunkciot, bizonyitva, hogy a Br legalabb részben kardioprotektiv az iszkémia/reperfuzidval

kapcsolatos karosodassal szemben.

IV. Niacinhoz kotott krom komplex alapu Ef hatasai az iszkémia/reperfuzios karosodas

soran

Vizsgalatunk eredményei szerint az oralis Ef kezelés mind him és néstény patkanyokban
kardioprotektiv hatast hozott 1étre, mely a kamrai funkcié jelentdsebb foku posztiszkémias
helyreallasaban és kisebb infarktusos teriilet megjelenésében nyilvanult meg a kontroll
allatokhoz viszonyitva. A szivben magasabb ATP, CP és szinteket mutattunk ki a kezeletlen
csoporthoz képest. Az AMP/ATP arany emelkedése aktivalja az AMPK-t, mely szamos down-
regulalt célmolekula foszforilacigjat inditja el, és az ATP szint megtartott marad. A D-ribozrol
ismeretes, hogy alacsony energiaszintek esetén 5-foszforibozil-1-pirofoszfatta alakul, mely
kulcsmolekula az ATP szintézis soran. Szubkronikus Ef kezelés soran nem figyeltiink meg
jelentds eltéréseket a kontroll allatokhoz viszonyitva, tovabba a kivalasztott szervek abszolut,
¢és testsulyhoz viszonyitott szizalékos sulyaban sem nyilvanultak meg kiilonbségek (nem
abrazolt adat). Az Ef kezelés nem okozott valtozast a lipid peroxidacioban, és DNS
fragmentaciot sem valtott ki a 30, 60 ¢€s 90 napos kezelést kovetden (nem abrazolt adat). A
hematologiai, klinikai kémiai és hisztopatologiai vizsgéalatok nem mutattak ki nem kivant
mellékhatdsokat egyik vizsgalt szervben sem (nem 4&brazolt adat). Ezen eredmények
alatamasztjak, hogy az Ef széles korben biztonsagos készitmény. Bar a krom, mint nyomelem,
esszencialis a megfeleld inzulin mikodéshez, és a szabalyos fehérje, zsir, és szénhidrat
anyagcseréhez [262], a kromnak altalanossagban rossz a felszivodasa és a biohasznosulasa a
szervezetben. Jelen vizsgalatunkban az Ef kezelés soran tapasztalt emelkedést a szivizomsejtek
ATP ¢és CP szintjeiben harom lehetséges szabalyozé mechanizmus hozhatta 1étre: a p-AMPK
szintek novekedése, a ribdz, vagy az aminosav bevitel, mely kozvetve/kozvetleniil az az
energiaforras, mely az ATP termelést és felhasznalast szabalyozza.

A kutatdsok alapjdn az ashwagandha segit megtartani a bal kamrai pumpafunkciot
iszkémia/reperfiziés karosodast kovetéen [263]. Ezek a protektiv hatasok feltehetéen az
antioxidans enzimeknek (szuperoxid-diszmutaz, katalaz, glutation-peroxidaz) és a HSP-knek
koszonhetdek. Olyan transzgenetikus egerek szivében, melyek human HSP-ket expresszalnak
a miokardiumban, nagymértékben javult a szivizom felépiilése és csokkent az infarktusos
teriilet nagysaga kisérletes iszkémia/reperfuziot kovetéen [264, 265]. A HO-1 enzimrdl ismert,
hogy a hem molekulat hasitja, szénmonoxidot és az antioxidans hatast biliverdint képezve.
Liesuy ¢s Tomar bizonyitotta, hogy a hemoxigenaz aktivacidja eredményeként felszabadulo

bilirubin kozvetlen szerepet jatszik az oxidativ stressz elleni védelemben [266]. Ezenkiviil a
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hemoxigenaz indukcidja ferritin szintézisével is egyiitt jar, mely citoprotektiv antioxidansként
ismeretes [267]. HO-1 knockout egerek hipoxia hatasara nagyobb mértéki infarktust mutattak,
ami a HSP-32 fontos protektiv szerepét erdsiti meg [268]. Az Ef kezelt allatok felépiilése az
aminosav tartalomnak is koszonhetd. Pasini és munkatarsai kimutattak, hogy kronikus
aminosav kezelés csokkenti az iszkémia soran fellépd diasztolés nyomasemelkedést, €s izolalt
szivben reperfuzio alatt anélkiil segiti el0 a kamrai nyomas helyreallasat, hogy az iszkémiat
megel6zé hemodinamikai paramétereket valtoztatna. Ezenkivil az aminosavak fontos
molekulak, példaul a glutation prekurzorai, mely potencialis szerepet jatszhat az iszkémids
szivizom védelmében [269]. Mas tanulmanyok arr6l szamolnak be, hogy az L-arginin a
nitrogén-monoxid prekurzora, mely a vérataramlds ndvelésével szintén protektiv hatdsu

iszkémia/reperfizios karosodas soran [270].
V. A meggymag-kivonat (SCSE) és a hiperkoleszterinémia szivizomra gyakorolt hatasa

Jelen tanulmany a fokozott koleszterin bevitel hatasait vizsgalta szdmos olyan paraméter
alakuldsara, melyek kozismerten Osszefiiggnek a hiperkoleszterinémia patogenezisével,
valamint a HO-1 aktivitas novelésével, valamint ezen fenti tényezOk lehetséges javitasat a
kisérleti allatokban. Ahogyan az varhato volt, a 2% koleszterinnel dusitott tapon tartott nyulak
szérum koleszterin szintje jelentdsen megemelkedett a kontroll allatokhoz viszonyitva a 16
hetes kisérleti periddus végére (p<0,05). Ezzel egyiitt a koleszterindts diéta mellett 30 mg/kg
meggymag-kivonattal is kezelt nyulak koleszterin szintje szignifikdns modon javult a
kezeletlen HC csoporthoz hasonlitva (p<0,05). Kisérletiink bizonyitja, hogy egy HO-1 enzimet
indukalé vegyiilet (SCSE) képes a koleszterin szintet csokkenteni. Erdekes modon, korabbi
vizsgalatok szerint a szintén HO-1 miikodését serkentd statinok, melyeket a koleszterinszint
csokkentésére alkalmaznak, gyulladasgatld és antioxidans hatasukat nem a HO-1 enzim
aktivitasanak fokozasan keresztiil valtjak ki hiperkoleszterinémias betegekben [271]. Jelen
tanulmany eredményei arra utalnak, hogy amennyiben a koleszterin szintet HO-1 dependens
utvonalon is lehetséges csokkenteni, akkor valosziniileg a SCSE hatékonyabban indukélja az
enzimet, mint a statinok [272]. A meggymag kivonat koleszterin szint csokkentd hatasat
figyelembe véve varhat6 volt, hogy a HCT nyulakban a plakk-képzddés jelentdsen lecsokkent
a hiperkoleszterinémias, de kivonattal nem kezelt allatokhoz viszonyitva (p<0,05). A
hiperkoleszterinémiaval 0Osszefliggd szivbetegségre jellemzé a csokkent szivfunkcio, a
miokardialis infarktus, illetve a diasztolé alatt csokkent kamrai telddés [273-275]. Mindezen
koros elvaltozasokat az altalunk alkalmazott nyul modell reprodukalta, ¢s a SCSE kezelés

hatékonyan ellensulyozta ezeket a folyamatokat (p<0,05). A SCSE ateroszkler6zissal szemben
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mutatott, valamint szivre gyakorolt jotékony hatasa tovabb hangstilyozza a meggymag kivonat
kiegészitd terapias lehetdségeit a human gyodgyaszatban.
Az iszkémia/reperfuzids karosodast szenvedett szivizomzatban a SCSE kezelésben részesiilt
allatok esetében a COX enzim aktivitasa és expresszidja szignifikans mértékben fokozddott a
kezeletlen, hiperkoleszterinémias nyulakhoz viszonyitva (p<0,05). A COX fontos szerepet tolt
be ATP szintézisben és anyagcserében [276], és a COX enzimet befolyasolo vegyiiletek — mint
a SCSE — jelentés 0j terapids lehetdségeket tarnak fel, kiilondsen a sziv és érrendszeri
megbetegedések kezelésében.
A jelenleg rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan nehéz kielégitden megvalaszolni, hogy a
SCSE kezelés miért nem befolyasolta a VEGF expressziot iszkémia/reperfiizié soran. Ez az
angiogén jelatvivé molekula az erek fejlddését serkenti, sériilés vagy az embriondlis fejlédés
soran de egyes daganatok talélésében is szerepet jatszik a neovaszkularizacid eldsegitésével
[277, 278]. A koszoruérbetegségekre jellemzé az endotél progenitor sejtek szamanak
csOkkenése, mely az érfalregeneracid kimeriiléséhez vezet; ezt a folyamatot a statinok és a
VEGF is képes javitani [279]. A jelen tanulmanyban alkalmazott SCSE, mely a statinokhoz
hasonloan HO-1 inducer hatdssal rendelkezik, nem befolyasolta a VEGF kifejez0dését a
szivizomzatban, mely arra utal, hogy a VEGF indukci6 nem a HO-1 aktivitashoz k&thetd
jelatviteli folyamatok eredménye. Megfigyelésiink klinikai jelentdségét az adatok alapjan korai
lenne megitélni.

Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a SCSE a kardiovaszkularis betegségek és
egyszerii hozzaférhetdsége mellett tovabbi elénye az elhanyagolhatd toxicitas [138], s ennek
okdn a SCSE akar a statin terapia hatékony kiegészitd szere lehet, és a gydgyészat egyéb

tertiletein is potencialisan eredményes novényi hatéanyagként juthat szerephez.
V1. Medvehagyma liofilizatum (WGLL) vizsgalata hiperkoleszterinémiaban

A WGLL bioanalizise alapjan a medvehagyma levele 0,261% alliint tartalmazott. Ez a vegytilet
a fokhagymaban is megtaldlhatdo szulfoxid molekula, mely a cisztein aminosavbol
szarmaztathatd [280], emellett szamos élettani hatassal rendelkezik, mérsékeli az
ateroszklerdzis kialakuldsidban szerepet jatszo biomarkerek expressziojat, hozzajarul a hidroxil
gyokok semlegesitéséhez, és egyéb antioxidans hatasa is van [281]. Az alliin emellett
stabilizdlja és fokozza az immunvalaszt, mely hatdsrol a fokhagyma széles korben ismeretes
[282]. Az echokardiografias vizsgalat eredményei jol mutatjak a hiperkoleszterinémia és a
WGLL kezelés hatdsait. Az adatok ¢lettani jelentdségét legegyszeriibben négy pontban
foglalhatjuk 0ssze:
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(1) A stabil sziv- és légzésritmus, melyet az M-mod és a Doppler mérések soran figyeltiink
meg, arra utalnak, hogy a hiperkoleszterinémia jelentésen nem befolyasolta a nyugalmi
kardiopulmonalis mikodést. Ezen eredményiink Osszevetheté korabbi megfigyeléseinkkel
[193].

(2) A normal tappal etetett kontroll allatokhoz viszonyitva a bal kamrai végdiasztolés atmérd
(EDD) a HC nyulakban jelentésen megemelkedett, és erés korrelacio volt megfigyelheté a
frakcionalis rovidiilés (FS) és az ejekcios frakcio (EF) paraszternalis hossz- és rovidtengelyi
metszetei kozott. A WGLL kezeléssel kapcsolatban kimutattuk, hogy a kontroll HC csoporthoz
képest a medvehagyma liofilizatumot kapott allatok FS értéke szignifikdnsan megemelkedett.
A korosan megemelkedett EDD szivbetegségben magasabb mortalitasi kockazatot jelent [283],
valamint a csokkent FS és EF az ujabb kisérletes adatok szerint hozzajarul a fibrézis
kialakulasahoz [284]. Ezek alapjan eredményeink azt sugalljak, hogy a WGLL kezelés
javithatja a szivbetegek tulélési esélyeit, és csokkenti a fibrozisra valo hajlamot.

(3) A Doppler PW-méd vizsgalattal nyert adatok alapjan az etetéssel elidézett
hiperkoleszterinémia jelentés mértékben rontotta az E/A értékeket a normal tipon tartott
kontroll nyulakhoz viszonyitva. A WGLL-kezelt allatok a kezeletlen kontroll csoport
értékeihez kozelito értékeket mutattak. Tovabba a HC éllatoknal az E hullam lassulasi idejének
(DecT) szignifikans megnytldsa volt kimutathato, mely a kamrdk karosodott telddési
mintdzatara utal. A WGLL kezelés jelentds mértékben javitotta a diasztolés funkciot.

(4) Meglepd modon, a koleszterindus tappal kezelt allatokban a WGLL terapia a jobb kamrai
funkci6 jelentds javulasadt eredményezte, melyet a szisztolés cslcssebesség (S°) és a
trikuszpidalis billentyli szisztolé alatti kitérésének (TAPSE) emelkedése jelez. Az S’
csokkenése jobb kamrai diszfunkcidra utal, melyet a HC kontroll nyulakban meg is figyeltiink,
azonban a medvehagyma liofilizatum hatdsara ez az elvaltozas teljes mértékben helyreallt,
bizonyitva a WGLL jotékony hatasat a jobb kamrai miikddésre. Szivelégtelenségben szenvedd
betegeknél a trikuszpidalis anulus sebességének lecsdkkenése Osszefiigg a jobb kamrai
diszfunkcio stlyossagaval. Erdekes moédon, WGLL hatéséra a TAPSE értékei még a normal
tapon tartott kontroll csoporthoz képest is szignifikans emelkedést mutattak. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy a medvehagyma kivonat pozitivan befolyasolja a jobb kamrai szisztolés
miikddést, de a hatds relevancidjanak, illetve hatterének megallapitdsdhoz tovabbi vizsgalatokra
lesz sziikség. Az izolalt dolgozé sziv kisérlet soran a hiperkoleszterinémids kontroll, illetve a
HCT csoport esetében az aortanyomas csokkenését tapasztaltuk az iszkémiat megel6z6
nyugalmi allapotban a normal tapon tartott kontroll nyulakhoz viszonyitva. Ezen tul az
iszkémia/reperfiizids karosodas az AF, CF, HR és CO jelentds csokkenését eredményezte a

nyugalmi (preiszkémias) allapothoz hasonlitva. A WGLL kezelésben részesiilt allatoknal az AF
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és HR jelentés mértékben javult, mely a liofilizatum antiiszkémias tulajdonsagaira utal. Ezen
eredményeink 6sszhangban allnak korabbi vizsgalatainkkal, melyek soran szintigy igazoltuk,
hogy az oxidativ stressz csokkentése a szivben az iszkémiabol torténd gyorsabb felépiilést
eredményezi [285-287]. A medvehagyma liofilizdtum kardioprotektiv hatasat olyan
szempontbol is értelmezhetjiik, hogy miokardialis iszkémia esetén csokken az aortanyomas,
ugyanakkor a koronariakeringés ¢és a bal kamrai nyomas is. Emiatt az aortanyomast csokkentd
hatasok karosak, illetve elényosek is lehetnek [288]. Igy, bar a hiperkoleszterinémias allatokban
megfigyelheté megemelkedett nyugalmi AoP arra utal, hogy egy ilyen foki nyomasndvekedés
mar koros mértékli, a tény, hogy a WGLL kezelés nem befolyésolta az AoP értékét, azt
feltételezi, hogy a kivonat elhanyagolhat6 hatéssal rendelkezik az aortanyomasra.

Ezekben a vizsgalatokban a HO-1 expresszio fokozasat Prunus cerasus (meggy) magjabol
késziilt kivonatokkal értiik el. Jelen tanulmany bizonyitja, hogy hasonld hatast a medvehagyma
levelének liofilizatuma is képes kivaltani. Azonban meg kell jegyezni, hogy mivel a WGLL
egy¢b hatasokkal is rendelkezik, nem lehet megallapitani, hogy a medvehagyma kezeléssel
kivaltott HO-1 expresszid milyen mértékben jarult hozza a kardioprotektiv hatashoz.

A hiperkoleszterinémids kontroll allatok szivizomzataban iszkémia/reperfuzios karosodast
kovetden a SOD1 enzim szintje jelentésen megemelkedett, mig WGLL hatasara az expresszio
a kontroll csoportéhoz hasonld szinten maradt. Mind az apoptotikus jelatvitelben, mind az
oxidativ stresszel szemben kialakuld adaptiv mechanizmusokban részt vesznek olyan
folyamatok, melyekben a SOD1 aktivitas kritikus szerepet jatszik. Az enzim a szuperoxidot
semlegesiti, ¢s a folyamat végtermékeként Ozt és hidrogén-peroxidot (H202) hoz 1étre [289].
A H20: a reaktiv oxigéngyokok (ROS) csoportjaba tartozik, és az apoptotikus jelatvitel, illetve
az oxidativ szovetkarositas révén roncsolja az iszkémias szivizomzatot [290].

A SOD1 enzim azaltal védi ki a ROS karos hatasait, hogy az Oz ionokbol hidrogén-peroxidot
képez, melyet vagy a glutation-peroxiddz, vagy a katalaz vizzé és O2-né alakit. Szabad Fe?*
ionok jelenlétében azonban a H20O, a Fenton-reakcid révén szabad hidroxil gyokoket hoz létre.
Magas SODI szintek nagy mennyiségii Fe?* ion jelenlétében jelentds szamu hidroxil gyokot
képeznek, mely tovabb fokozhatja a reperfizids karosodas mértékét [291]. Az intracellularis
egyensuly hianya a prooxidans H2O> (SODI1) és az antioxidans glutation-peroxidaz és katalaz
kozott a szabadgyokok fokozott termelddéséhez vezethet, mely a sejt stlyos kéarosodasat
okozhatja. Ezt erdsiti, hogy a miokardialis infarktuson atesett betegek vérében a SOD szintje
jelentdsen magasabb az egészséges egyénekhez viszonyitva [292]. Ez a kiilonbség arra utal,
hogy a szivizom iszkémia esetén egy adaptiv mechanizmus aktivalodik az oxidativ kdrosodas

kivédése céljabol.
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Western blot vizsgalatunk kimutatta, hogy a COXIII és a VEGF, melyek szerepe feltételezhetd
a kilonbozé kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasdban, alacsonyabb expressziot
mutatott mind a hiperkoleszterinémias kontroll, mind a HCT csoportban a normal tapon tartott
nyulakhoz viszonyitva. A HC, és a WGLL kezelt allatok kozott statisztikailag szignifikans
kiilonbséget nem tapasztaltunk, mely arra utal, hogy a medvehagyma kardioprotektiv hatasai a
hem/HO rendszeren keresztiil fejezédnek ki, és a COXIII és VEGF fehérjéket nem befolyasolja.
Az aorta hematoxilin-Oil Red O festése elhanyagolhatd mennyiségii plakk felhalmozodast
mutatott ki a normal tappal etetett nyulakban, mig az ateroszklerotikus 1¢ziok hozzavetdlegesen
35% aranyban jelentek meg a HC allatokban. A WGLL kezelés hatasara jelentds mértékben
lecsokkent, ¢és ezzel egyiitt védett a koleszterinben gazdag étrend 4ltal kivaltott
ateroszklerdzissal szemben [193].

Az éllatok vérmintdibol olyan markerek plazmaszintjét hataroztuk meg, melyek a
kardiovaszkularis megbetegedés, illetve egyéb gyulladasos elvaltozasok diagnosztikai, vagy a
terapids hatékonysag jellemzésére alkalmasak lehetnek. A WGLL-kezelt nyulaknal tapasztalt
magas HDL szintek azonban a liofilizatum kardioprotektiv hatasara is utalhatnak. Ugyanakkor
meg kell jegyezniink, hogy a TC és az LDL szintek esetében a HCT csoport szignifikans
csOkkenést mutatott a HC kontrollhoz viszonyitva. Az ApoA szintek a HC éllatokban jelentdsen
alacsonyabbak voltak a kontroll nyulakhoz képest. A liofilizdtummal kezelt csoport ApoA
értékei nem kiilonboztek jelentdsen a kontrolltol, ami arra utal, hogy a medvehagyma kivonat
hatékonyan normalizélta ezt a paramétert. Ezen eredmény jelentdségét az adja, hogy az ApoA-
I deficiencia hipertrigliceridémiat és az ateroszklerdzis kockazatanak emelkedését okozza
allatmodellekben [293], mellyel szemben a WGLL protektiv szereppel bir.

Az ApoB plazmaszintek elemzése kimutatta, hogy a HC és HCT csoport értékei szignifikansan
megemelkedtek a normal tapon tartott kontroll nyulakhoz hasonlitva. Ugyanakkor a WGLL-
kezelt allatok ApoB értékei a hiperkoleszterinémids kontrollhoz viszonyitva jelentdsen
kisebbnek mutatkoztak. Ez az eredmény jol korreldl a két csoport LDL értékeivel, és
Osszhangban 4ll az ApoB, mint primer apolipoprotein szerepével a kilomikronok, VLDL, IDL
¢s LDL partikulumokban.

A hiperkoleszterinémids kontroll csoportban emelkedd tendencia volt lathatdé a szérum
triglicerid szintekben a normal tapon tartott llatokhoz viszonyitva, de a kiilonbség nem érte el
a szignifikancia szintet. A C-reaktiv protein (CRP) plazmaszintje azonban HC nyulakban
jelentdsen megndtt a kontroll csoporthoz képest. Mivel a CRP a gyulladasos korképek jellemzo
indikétor fehérjéje, eredményiink arra utal, hogy a koleszterindus taplalkozas gyulladésos
folyamatokat inditott el a szervezetben. A majenzimek elemzése szignifikansan megemelkedett

GOT szintet mutatott ki a HC csoportban a kontroll és HCT nyulakhoz viszonyitva, tehat
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elmondhaté, hogy a talzott koleszterin bevitel majtoxikus hatasokat véltott ki, amint azt egyéb
tanulmanyok is megerdsitik [294]. A HCT allatokban az LDH ¢és CK plazmaszint szignifikans
csokkenését figyeltiik meg a hiperkoleszterinémids kontroll csoporthoz képest, ami jol mutatja
a WGLL hepatoprotektiv hatdsat a koleszterindis taplalkozassal kivaltott majkarosodassal
szemben. In vitro vizsgalatok igazoltak, hogy az alliin kezelés jelentésen csokkentette a TNF-
szovethez, illetve HUVEC tenyészet sejtjeihez. Ezen feliil az alliin protektiv hatasunak
bizonyult a TNF-o miikodéséhez kothetd mitokondrialis membran depolarizaciojaval és a
szuperoxid anion tultermelddésével szemben, mely folyamat Osszefiigghet a HUVEC
sejtkultirakban megfigyelt NOX4 mRNS transzkripcié csokkenésével. Ezek a kozolt
eredmények bdvebb ralatast adnak arra, hogy az alliin milyen mddon fejt ki védd hatéast az

ateroszkleré6zis patomechanizmusaban, €s kutatasunk eredményeivel is egybevethetdek.
VII. Az Allium ursinum liofilizatum (WGLL) hatasainak vizsgalata a PAH-ra

A Kkisérletiink sordn elvégzett echokardiografids vizsgalat eredményei alapjan a bal kamrai
miikddés nem karosodott sem a PAH kontroll, sem a WGLL, illetve sildenafil kezelést kapott
csoportban. A trikuszpidalis anulus elmozdulasa (TAPSE) jol korrelal a szivelégtelenségben
szenvedd betegek jobb kamrai diszfunkcidjanak mértékével, és M-mod echokardiografiaval
konnyen vizsgalhatd. A PAH kontroll patkanyok TAPSE értékei jelentds mértékben
csokkentek, de 8 hetes WGLL kezelést kovetden javulds volt tapasztalhat6. Eredményiink
egybevag egyéb kozlemények adataival, példaul Rajkumar és munkatarsai nagyon hasonlo
TAPSE értékeket talalt MCT-indukélt PAH patkanymodellben (kb. 1,6 mm) és egészséges
allatokban (tobb, mint 2 mm) [295]. Munkacsoportunk korabbi és jelenlegi eredményei szerint
a medvehagyma liofilizdtum jelentdsen javitja a jobb kamrai funkciot hiperkoleszterinémias
nyulakban [194] és MCT-indukalt pulmonalis hipertenzié patkanymodellben. Vizsgalatunk
korlatjat képezi azonban, hogy az echokardiografiaval parhuzamosan nem tudtunk olyan egyéb
paramétereket mérni, melyek a PAH diagnozisat egyértelmiibben igazolhattdk volna
(pulmonalis artéria nyomasa, gyorsulasi id, pulmonalis ejekcid idotartama) [296]. Ugyanakkor
modelliinket egyéb vizsgalatok elvégzésével validaltuk, mint a pulmonalis artériak
falvastagsaganak meghatarozésa és a szovettani festés.

Az izolalt szivbdl nyert eredmények alapjan a monokrotalin kezelés csokkenti az aorta
Kiaramlast, amely a bal kamra pumpafunkcigjat jellemz6 paraméter. Ezt az eredményt mas
szerzOk kozleményei is alatamasztjak, miszerint az MCT kezelés PAH-t idéz el6 [297-299], és
a kovetkezményesen kialakuld jobb kamrai elégtelenség végiil bal kamrai diszfunkciot

eredményez [300]. Vizsgalatunk eredményei szerint a sildenafil ndvelte a sziv pumpafunkcigjat
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a PAH kontrollhoz viszonyitva. A tudomanyos irodalomban szamos cikk k6z6l hasonld
eredményeket, miszerint a sildenafil jelentds kardioprotektiv hatast valt ki a MCT-indukalt
PAH-val szemben [301-303]. A WGLL kezelés ugyszintén védd szerepet jatszott a
monokrotalin okozta valtozasokkal szemben: A PAH kontrollhoz hasonlitva a medvehagyma
javitotta az aorta Kiaramlast és a sziv pumpafunkcidjat, és bar ezen paraméterek nem értek el
szignifikans szintet a sildenafil esetében, a PAH kontrollhoz viszonyitva a sildenafil-kezelt
patkanyok is a WGLL-hez hasonl6 tendencidkat mutattak. A WGLL jotékony hatasait a jobb
¢s bal kamrai funkcidra és az aorta kidramlasra eddig mar két kiilonbozé éallatmodellben
igazoltuk, azonban a hatds mogott rejlé molekularis mechanizmusok — melyek valoszintileg
nem a PDES rendszerhez kotddnek — tisztdzdsara tovabbi kisérletekre lesz sziikség. Bar jelen
vizsgalat informacioval szolgdl a WGLL hatasairol a PDE enzimrendszerre, az eNOS aktivitas
vagy a cGMP szintek mérése tovabbi betekintést tudna nyujtani a medvehagyma protektiv
hatdsa mogott allo folyamatokba.

Jelen tanulmanyban az aortanyomas értékei nem kiilonboztek az egyes csoportok kozott. Mivel
maga a kisérlet izolalt sziven torténik, csak a legstlyosabb fokozat bal kamrai elégtelenséget
lehetne olyan moddon detektalni, hogy a statisztikailag szignifikans kiilonbséget relativ
bizonyossaggal ki lehessen mondani [304]. Vizsgalatunk kisérleti koriilményei, vagy a
viszonylag rovid idétartam miatt a bal kamrai elégtelenség nem volt annyira elérehaladott, ezért
a valtozasokat nem tudtuk megfigyelni. A szivfrekvencia értékei az izolalt dolgozd sziv
vizsgalat soran mind a harom MCT-kezelt csoportban mérsékelt emelkedést mutattak. Hasonlo
foku novekedést mas szerzok is kozoltek monokrotalin kezeléssel kapcsolatban [305].

Az izolalt sziv kisérletben a medvehagyma liofilizdtum a sildenafilhoz mérhetd protektiv hatést
valtott ki: mind a sildenafil, mind a WGLL kezelés javitotta a perctérfogatot a PAH kontrollhoz
képest, tovabba, sem a sildenafil, sem a WGLL csoport nem kiilonbozott az egészséges kontroll
patkanyoktol a perctérfogat értékét tekintve. Korabban bizonyitottak, hogy az Allium ursinum
egyéb korképekben is kardioprotektiv hatast, mint példaul iszkémia/reperfiizids karosodas
[164] vagy magas vérnyomas [160] esetében, ez alapjan a medvehagyma értékes kiegészitd
szer lehet kiilonb6z6 kardiovaszkularis megbetegedések kezelésében. Bar tobb helyen leirtdk a
monokrotalin pulmonalis ereket karosité hatasat, az MCT altal okozott tiidotoxicitas pontos
mechanizmusa nem tisztdzott. Emiatt egyes kutatok vitatjak az MCT modell validitasat, mint a
human PAH modellje [306]. Mindezek ellenére az MCT-indukalt PAH még mindig a
legkedveltebb és legelfogadottabb pulmonalis hipertenzié modell, azonban azt is meg kell
jegyezniink, hogy egyik allatmodell sem tekinthetd tokéletes modellnek a humén betegségek

utanozasara.
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Jelen tanulményban bizonyitottuk, hogy az MCT-indukalt pulmonalis hipertenzi6 a jobb kamra
megnagyobbodasat idézi eld, mely eredményt mas kutatdcsoportok kozleményei is
alatamasztjak [307, 308]. A sildenafilrdl tovabba leirtak, hogy csokkenti a pulmonalis artérias
nyomast (PAP), a pulmonalis érellenallast és javitja a jobb kamrai miikodést azéltal, hogy a
tiidében és a szivben specifikus génexpresszids valtozasokat indit el [309]. Eredményeink
alatdmasztjak ezeket az adatokat, tovabba, mint azt a mikroszkopos vizsgalat igazolta, a WGLL
a sildenafilhoz mérheté médon mérsékeli a PAH tiineteit.

A PAH patogenezis els6 és legfontosabb eseménye a pulmonalis erek remodeling folyamata,
melyben az NO/cGMP rendszer jelentds szerepet jatszik. A foszfodiészteraz enzim izoformai
felelosek a ¢cGMP hidroliziséért a tidd ereiben [310]. Korabban leirtak, hogy a sildenafil a
PDES enzim gatlasan keresztiil elosegiti a cGMP felhalmozodasat, ezaltal az NO hatdstartamat
hosszabbitja [311]. Jelen tanulmany igazolja, hogy a sildenafil gatolja PAH nyoman
megemelkedé6 PGESA expressziot, hasonldoan egyéb beszamolok eredményeihez [312]. A
valosziniileg adaptacios mechanizmusként aktivalodo PDES upregulaciot szamos betegségben
leirtak, mint a kongesztiv szivelégtelenség, pulmondlis hipertenzid, vagy a jobb kamrai
hipertrofia esetében [313]. Western blot eredményeink aldtimasztjak, hogy a monokrotalin-
indukélt PAH modellben a PDESA expresszio jelentdsen megemelkedik a jobb kamraban.
Ahogy azt korabbi abrankon bemutattuk, a WGLL nem befolyasolta a PDESA szinteket a jobb
kamréaban, igy protektiv hatdsait valosziniileg egyéb utvonalakon keresztiil fejti ki. Legjobb
tudasunk szerint ez 4j eredmény, hiszen mas kutatocsoport eddig nem vizsgélta a medvehagyma
kivonatok hatasait a PDES enzim kifejezodésére. Ezen feliil PDES szintek a tiidé szovetben
még magasabbak voltak WGLL kezelés hatasara, mint a PAH kontroll csoportban. Bar az
egészséges kontroll és a PAH éallatok tiidejében mért PDESA fehérje szintek nem kiilonboztek
egymastol, ez nem zarja ki a lehetdségét annak, hogy az enzim aktivitasa fokozottabb legyen
az expresszio szintjének lényeges valtozasa nélkiil. Ez a megfigyelés egybevag egyéb
kozleményekkel, melyek arrol szamoltak be, hogy csak a PDES foszforildlt formdjanak
emelkedése jelzi a PDE aktivitas novekedését [314, 315]. Western blot vizsgalatunk korlatja
volt, hogy csak a nem foszforilalt PDES szinteket mértiik, emiatt nem talaltunk kiilonbséget a
sildenafil-kezelt és az egészséges csoport kozott, hasonléan mas munkacsoportok
eredményeihez [316]. Bar jol ismert felfedezés, hogy a PDES enzim emelkedett szintjei
Osszefiiggnek a betegség mogott huzoédod patoldgiai folyamatokkal, a WGLL kezelést kapott
patkanyokban nem talaltunk a szivmiikodés hanyatlasara utald jeleket vagy szdvettani
elvaltozasokat a PAH kontrollhoz viszonyitva, melyet részben az magyarazhatja, hogy a
szamos egy¢b jelatviteli titvonal jatszik szerepet a pulmonalis artéridk hipertenzidjaban [317-

319].
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Bar a termesztett fokhagymarol (Allium sativum) a tudomanyos irodalomban sokkal tobb adat
¢s tanulmany all rendelkezésre, jelen munkank ravilagit arra, hogy a medvehagyma is egy
potencidlisan hasznosithatd gydgyndvény. Ezen feliil szdmos adat van arra vonatkozoan, hogy
a medvehagyma tobb betegség modellben jobb terapias hatast valt ki, mint a fokhagyma [157,
160, 320, 321]. A medvehagyma tovabbi elényét képezi, hogy széles korben hozzaférhet6 és
megfizethetd novény, mely Eurdpa és Azsia szamos teriiletén szerepel a kereskedelmi

forgalomban [322].
VIII. A diosgenin és a gorogszéna extraktum hatasai

A kutatas ezen pillérének egyik legfontosabb eredménye az volt, hogy a magas zsir- és
szénhidrattartalmti étrend (high fat high sugar diet, HFHSD) kombinalasa 2 g/ttkg/nap
gorogszéna magdrleménnyel illetve 10 és 50 mg/ttkg/nap diosgeninnel megeldzheti az endotél-
diszfunkcio kialakulasat, s mivel a gorogszéna magdrlemény kezelés esetén az endotél-fiiggd
vazorelaxacid mar kisebb acetil-kolin koncentracioval megvaldsul, vélhetéen a gordgszéna
egyeéb aktiv Osszetevoi is hozzajarulnak jotékony hatdsdhoz. A kezeletlen HFHS étrend ndvelte
az oxidalt és redukalt glutation szintjét, ugyanakkor nem befolydsolta szignifikdnsan sem a
glutation-peroxidazt sem a glutation-reduktazt. Ezzel ellentétben mind a gordgszéna, mind a
diosgenin dramai csokkenést eredményezett az oxidalt és redukalt glutation plazmaszintekben
¢és jelentésen csokkenték a glutation-reduktaz (de nem a glutation-peroxiddz) aktivitasat.
Erdekes, hogy a vér antioxidans kapacitasa kevésbé fliggott az egyes, kisérletiink soran
alkalmazott tdplalkozasi rendektdl, kiemelve a redox egyensulyt fenntartd folyamatok puffereld
sajatossagatol. Ez alapjan, a gorogszénaban talalhaté antioxidansok (kivaltképp a diosgenin)
komplex modon befolyédsolhatjdk a vér redox egyenstlyan alapuld szabalyoz6 utvonalakat,
mely magyarazza ezen OsszetevOk endotél-fiiggd artérias vazodilataciora gyakorolt jotékony
hatasat kedvezdtlen metabolikus allapot esetén. Kutatasunk tovabba megerdsitette azt a korabbi
megfigyelést, mely szerint az endotél-diszfunkcio a felborult szénhidrat és lipidanyagcsere
egyik korai jele. Eredményeink azt is mutatjak, hogy a HFHSD kivaltotta csokkent endotél-
fliggd artérids relaxacido mérsékelheti a manifeszt hiperglikémiat és hiperinzulinémiat.

A nitrogén-monoxid (NO), a f6 vazodilatalo vegytilet, az L-arginin L-citrullin atalakulés soran
keletkezik harom NO-szintdz (NOS) felhasznéalasaval: neurondlis (nNOS vagy NOSI),
indukalhato (iNOS vagy NOS2), valamint endotelialis (eNOS vagy NOS3). Az endotéliumban
eNOS expresszalodik, mig a vaszkularis simaizom mind a harom izofomat tartalmazza [323].
A vaszkularis simaizom sejtekben az NO, aktivalva a guanil-ciklazt, emeli a cGMP szintjét,
mely kovetkezményeként aktivalodik a protein kinaz G és ez vazorelaxaciohoz vezet [324]. A

protein kinaz G aktivalasan tul, az NO az endotélsejtekre protektiv és regenerativ hatasokat fejt
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ki, valamint gatolja a simaizomsejt proliferaciét és migraciot [325-327], ezzel mintegy
antiateroszklerotikus hatassal rendelkezik, amennyiben el tud jutni fizioldgias targetjéhez az
artéria faldban. Amikor az érfal redox egyensulya oxidativ iranyba valtozik, reaktiv oxigén
gyokok (ROS, példaul szuperoxid anion (O2) az NO atalakulasat idézik el6 reaktiv nitrogén
gyokké (RNS, Oz esetén peroxinitrit), mely az oxidativ mellett a nitrozativ Stressz
kialakulasahoz vezet [328]. Noha ROS még a normal metabolizmus esetén is folyamatosan
termelddik, stressz hatdsara a ROS termelddés dramai ndvekedése figyelhetdé meg, kialakitva
az oxidativ stressz allapotat. Utobbi a szdvetek kdrosodasahoz és gyulladasos folyamatokhoz
vezet, befolyasolva a metabolikus Gitvonalakat, beleértve az NO homeosztazist [329]. Egyrészt
az iINOS expresszio fokozasa az NO (és O2) szint novekedésével jar, masrészt az NOS
izoformdk (beleértve az eNOS-t) a szétkapcsoldsnak nevezett konformacio valtozason mennek
keresztiil, mely eredményeként NO helyett O™ -t termelnek [330]. Paradox modon, az oxidativ
stressz okozta megndvekedett NO termelddés ellenére, NO deficiencia figyelhetd meg, ugyanis
az RNS formaciok eldallitasahoz megndvekedett NO felhasznalas sziikséges. Ezen folyamatok
rdmutatnak a redox homeosztazis szerepére a kardiovaszkuldris megbetegedések
kialakulasaban [331].

A redukalt glutation (GSH) az €16 szervezet legjelentdsebb antioxidans kismolekuldja, mely a
ROS és RNS eliminacidjaban kdzponti szereppel bir, csokkenti a lipid-peroxidazok aktivitasat,
védi az SH-csoportot tartalmazo6 enzimeket az inaktivalastol. Az aktivitas csokkenésekor a GSH
oxidalt glutationna (glutation-diszulfidda, GSSG) alakul, az oxidalt forma SH hidon keresztiil
alakul ki. A GSH NADPH-fiiggd reakcioval alakul vissza, melyet a glutation-reduktaz
katalizal, biztositva az egészséges szervezet redox egyensulyat [332]. A glutation-kapcsolt
antioxidansok hianya példaul ateroszklerotikus plakkok kialakulasahoz vezethet [333].

A korabbi tanulmanyokban a diosgenin szamos molekularis célponton keresztiil befolyasolta a
szénhidrdt homeosztazist, hatékonyan csokkentve a hiperglikémiat, gyogyszer indukalta
diabéteszes patkanymodellek esetén [334, 335]. A folyamat hatterében huzédé mechanizmusok

sokrétiiek, ide tartozik a pankredsz B-sejtjek funkcidjanak megdrzése, a mdajban zajld

crer

crer

csokkenti a C/EBP homolog protein (CHOP) expresszidjat, mely a pankreasz p-sejtek
endoplazmatikus retikulumaban kialakuld stressz csokkenését segiti el6, valamint fokozza a
peroxiszoma proliferator aktivalta receptor gammma (PPARY) expressziojat, el0segitve az

adipocitak fokozott differencialodasat, a sejtméret és a zsirfelhalmozodas csokkenését [334],
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PPARYy agonistaként a klasszikus inzulin-érzékenyité tiazolindéndionok hatasat utanozhatja a
periférias szovetben [337].

Ex vivo kutatasok soran deriilt fény a diosgenin direkt artérias simaizom modulalé hatasara,
melyet a sejtek viabilitdsan, valamint a simaizomsejt migracié gatlasan keresztiil figyelhetiink
meg [129]. Emellett human endotélsejt kultaraban, a diosgenin gatolta a szabadzsirsav
indukalta endotél-diszfunkciot és inzulin rezisztenciat IKKP és IRS-1 utvonalakon keresztiil
[338]. Ugyanakkor a gorogszénaban nem a diosgenin az egyetlen ndvényi hatéanyag, mely a
jotékony hatasok hatterében all. Nagy mennyiségben tartalmaz aminosavakat, koztiik 4-
hidroxiizoleucint, mely fokozza az inzulinszekréciot és —érzékenységet [99, 339-341]. A
folyamat hatterében a fokozott GLUT4 (gliikoz transzporter 4) plazmamembranba torténd
transzlokacidja, igy a gliikkoz felvétel fokozasa all [342]. Tovabba a 4-hidroxiizoleucin a TNF-
a mRNS expresszidjanak csokkentésén keresztiil antiinflammatorikus hatassal is rendelkezik
[343, 344]. A gorogszéna masik fontos Osszetevdje a galaktomannan, mely gatol egyes lipid-
¢és szénhidrat-hidrolizal6é enzimet (példaul a-gliikkozidaz), ezéltal csokkentve abszorpcidjukat
[102, 345].

A leirt metabolikus hatasokkal dsszefliggésben, a gorogszéna mag és a diosgenin is rendelkezik
gyulladasgatlo hatassal, mely mechanizmusai nem teljesen ismertek. Mindazonaltal a diosgenin
gatolja az ateroszklerdzis patogenezisében szerepldé VCAM-1 (vaszkularis sejtadhézios
molekula, vascular cell adhesion molecule) és az ICAM-1 (intracellularis adhézidés molekula,
intracellular adhesion molecule) proteinek expresszidjat, a TNF-a-indukélta intracellularis
ROS termelddest, az NF-«B kinaz aktivitast és a késobbi [kBa degradaciot, az NF-kB nuklearis
transzlokaciot. Ez alapjan a diosgenin potens vegylilet az ateroszklerotikus 1éziok
kialakulasanak és novekedésének gatlasaban egyarant [346]. A diosgenin okozta csokkent ROS
termelddeés kiilonosen fontos, mivel szinte minden ROS-hoz kapcsolodo patologias folyamat
biohozzaférhetdségét, az endotél-diszfunkcid kialakulasahoz vezetve [328].

Eredményeink, melyek szerint az endotél-diszfunkcié a metabolikus szindroma egy korai jele
lehet, szamos korabbi tanulméannyal dsszhangban 4ll. 2-8 hétig magas zsir és szénhidrat diétan
(HFHSD) tartott nyulak esetén az endotél-diszfunkcio mar a masodik héten kialakult [347]. A
szabad zsirsavak meghatarozé szerepet jatszanak az endotél-diszfunkcié kialakulasaban, mivel
downregulaljak az AMPK/PI3K/Akt/eNOS jelatviteli utvonalat [348], aktivaljak a NADPH
oxidazt ezzel megndvekedett ROS termelddéshez és oxidativ stresszhez vezetnek [349], illetve
szintén aktivaljak a protein kinaz C és NF-kB utvonalakat, akadalyozva ezéltal a vaszkularis
inzulin szignalizaciot [350]. Az endotél-diszfunkcid fontos szereppel bir a kardiovaszkularis

patologias folyamatok elérehaladasaban [351], s6t fiiggetlen rizikofaktornak tekinthetd [352,
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353]. Jelen vizsgalat soran hasznalt korai metabolikus szindroma modellben (6 hét HFHSD
kezelés), az endotél-diszfunkcidé mar normal plazma gliikéz és inzulin szint mellett is kialakult.
Az artérias nyomas szabalyozasaban klasszikusan az endotélium egyik legfontosabb szerepe a
kémiai stimuldciora, példaul acetil-kolinra torténd reagalas. Ez vazodilativ vegyiileteken,
foként az NO —on keresztiil valosul meg, mely a szomszédos simaizomsejten hatva relaxalja az
eret, noveli annak atmér6jét [354, 355]. Azonban egy ujabban clfogadott elmélet szerint az
artérias simaizom tobb az NO passziv fogaddjanal; egy parakrin effektor, mely az acetil-kolinra
reagalva fokozza az NO felszabadulasat, igy jarulva hozza az ér tonusanak szabalyozasahoz
[356]. igy az endotél réteg szerepe meghatarozé az artéria media védelmében az oxidativ
stresszorokkal (mint amilyen a szuperoxid anion) €és az artérids simaizomsejtek redox
egyensulyanak fenntartasaban [323, 357]. A vazokonstrikcio és vazodilataci6 kozotti egyenstly
fenntartasanak hatterében huz6dé pontos mechanizmusok még nem teljesen ismertek.
Mindazonaltal feltételezhet kapcsolat van az érrendszer endotél funkcidja és redox allapota
kozott: a fiziologias endotél-funkcid biztositja a simaizom mikrokdrnyezetének megfeleld
oxidoreduktiv allapotat (ezéltal a simaizom valaszkészségét), mig a keringésben kialakult
oxidativ stressz karositja az endotél-fukciot (megvaltoztatva a médium a redox egyensulyat
csOkkenti a simaizom relaxacids valaszkészségét). Jelen kutatds eredményei tovabb erdsitik a
redox egyensuly fontossagat az artéridk normal dilatacios készségének fenntartdsdban, igy az
artérias nyomasban. Emellett vizsgalatunk jol mutatta a gorogszéna mag dsszetevdinek (foként
a diosgeninnek) jelentds antioxidans tulajdonsagat. A funkcionalis vizsgalatok alapjan a
gorogszéna magodrlemény, illetve kellden magas dozis esetén a diosgenin tartalmu étrend
szignifikansan megtartotta, részben javitotta a HFHSD okozta karosodott artérias acetil-kolin
valaszt. A funkciondlis eredmények, valamint a vér redox allapotara iranyuld vizsgéalatok
alapjan a gérogszéna és diosgenin altal kivaltott endotélium-fiiggd vazorelaxaciod valdsziniileg
a diosgenin, illetve mas gorogszéna OsszetevOk antioxidans hatasanak tulajdonithato.
Ugyanakkor a leirt eredmények és Osszefiiggések egy fontos kérdést vetnek fel: miért nem
tapasztaltuk az antioxidans kapacitas csokkenését csak a HFHSD kezelt allatok (pozitiv
kontroll) esetén, amikor az antioxidans kapacitas emelkedett a gorogszéna és a diosgenin-kezelt
allatokban a negativ kontrollhoz képest? Ennek lehetséges magyarazata, hogy a HFHSD okozta
zavar a redox egyensulyban valdsziniileg konnyebben kompenzalhat6 volt a vérdramban, mint
az arteria mediaban. Egy lehetséges (de nem egyediili) magyarazat, hogy a HFHSD-ra adott
valasz soran egy specialis egyensuly alakult ki a véraramban. Ez a redox allapot, noha az esszék
alapjan a normal értéken beliil maradt, karositotta a fiziologias endotél-funkciot / simaizom

valaszkészségének intaktsagat. Raadasul a reaktiv oxigén gyokok semlegesit6i, mint a
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diosgenin képesek lényegesen ndvelni az artéria falaban az antioxidans kapacitast anélkiil, hogy

a vér redox egyensulyat befolyasolnak, mely valoszintileg a lipofilitdsuknak tulajdonithato.

IX. A BGP-15 hatasa kiillonbo6z6 allatmodelleken

A diabéteszes kardiomiopatidban eléforduld koros elvaltozasokhoz szdmos tényez6 hozzajarul,
tobbek kozott a metabolikus zavarok, autonom diszfunkcio, gyulladas, oxidativ stressz ¢€s
szubcellularis jelatviteli zavarok — hogy a folyamat komplexitasat szemléltessiik [358]. A
harom f6 molekularis mechanizmus a kovetkez6: mitokondrium mikodésének karosodasa,
endoplazmatikus retikulumot (ER) ért stressz és a felborult kalcium (Ca) homeosztazis. Ezen
harom eltérés valdsziniileg a reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) mennyiségének emelkedése
altal okozott oxidativ stressz, illetve a ,kés6i fehérje glikacios végtermékek” (AGE)
kialakulasanak kovetkezménye. Az AGE-k olyan karosodott és reaktiv fehérjék, amelyek
képesek keresztkotéseket kialakitani a sejt szerkezeti elemei kozott, illetve megzavarjak mas
fehérjék és enzimek mitkddését. Karos hatasaikat egyrészt biokémiai tulajdonsagaik révén
fejtik ki, masrészt specifikus receptorokhoz (RAGE-ek) kotddnek, amellyel
proinflammatorikus gének atirodasahoz sziikséges transzkripcios faktorokat aktivalnak [358,
359]. A ROS és a glikacios végtermékek emelkedett szintje oxidativ stresszhez vezet és
karositja az endoplazmatikus retikulumot azaltal, hogy rendellenes protein foldingot, poszt-
transzlaciés modositasokat és a Ca?*-homeosztazis zavarat okozzak. Az ER-stressz
kovetkezménye a membran instabilitas, Ca’*-homeosztazis eltérések, tovabba csokken a
sarco/endoplazmatikus retikulum ATPaz 2a (SERCA2a) pumpa miikodése, amely megnyult
relaxécioban, karosodott diasztolés funkcidban, myocyta apoptozisban ¢és sejthaldlban
nyilvanul meg [360]. Ezentul, kisérletes erdmények megerdsitették, hogy a streptozotocin-
indukalta TIDM-es patkanyokban a hiperglikémia eredményeként csokkent a SERCA2a
pumpa mikddése [360]. Tovabba, korabbi tanulmanyok azt is kimutattak, hogy a
szivizomsejtek apoptdzisa €s a szisztolés karosodas prominensebb T1DM esetén, mig a T2DM-
ben a kardiomiocitak hipertrofiaja, a kamrafal merevsége és a diasztolés diszfunkcido a
karakterisztikusabb eltérések [361].

Ebben a tanulmanyban megkiséreltiink Osszehasonlitani két standard antidiabetikumot
(metformin, pioglitazon) egy igéretes gyogyszerjeldlttel, a hidroximsav-szarmazék BGP-15-
tel. Bar a tanulmany {6 célja a hatéanyagok kardiovaszkularis rendszerre kifejtett hatasainak
feltérképezése volt, a teljesség kedvéért tanulmanyoztuk a szerek metabolikus paraméterekre
kifejtett hatasat is. Alatdmasztjuk azt a tényt, miszerint a T2DM modellezésére alkalmazott
GotoK patkanyok enyhén hiperglikémiasok és kis mértékben hiperinzulinémiasok, talsuly

nélkiil [362]. Ami a glilkoz homeosztazist illeti, az allatok a 12 hetes kezelés végére
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inzulinrezisztencia jeleit mutattak. Az éhomi gliikoz szintjilk szignifikansan emelkedett, mig az
¢homi inzulin értékek enyhén magasabbak voltak a kontroll csoportban mérthez viszonyitva.
Hogy az inzulinrezisztencia kialakulasat megerdsitsiik az alkalmazott modellben, egy széles
korben hasznalt inzulin érzékenységi markert [363], a HOMA-IR indexet is meghataroztuk a
bazalis gliikoz és inzulin szintekbdl. A bazalis gliikoz érték ¢s a HOMA-IR index szignifikansan
magasabb volt a GotoK patkanyokban, de a pioglitazon-kezelés eredményeképpen nemcsak
ezen paraméterek értéke csokkent, hanem az NO-fiiggd endotelialis funkcio is javult. Sajat
eredményeinket tobb ujabb tanulmany is igazolja, melyek szerint a tiazolidéndionok képesek a
vaszkularis statuszt pozitiv iranyban befolyasolni, &m a konkrét hatdsmechanizmus még nem
tisztazott [364, 365]. Valojaban az inzulinrezisztencia endotél diszfunkciot okozd pontos
patofizioldgiai folyamata sem ismert még, annak ellenére, hogy az elmult két évtized kutatasai
megallapitottak az endotélsejtek dontd szerepét a metabolikus szindroma elleni védekezésben
[366]. Masfeldl, esetiinkben a pioglitazonnal kezelt allatokban jelentds teststulygyarapodast
észleltlink, kiilondsen ahhoz a csoporthoz képest, akik metformint kaptak. Ezenkiviil nem
tapasztaltunk szignifikans testsulyvaltozast a kezelési csoportok kozott. Mivel a GotoK egy
non-obez T2DM modell, a stlygyarapodas nemkivanatos hatasnak tekintheté [367]. Ez
valoszintileg a vizretenci6 kdvetkezménye, am Hallakou és munkatarsai korabban leirtadk, hogy
a pioglitazon in vivo stimulalja az adipocitak differencialodasat és a zsirszovet gliikoz
felhasznalasat azaltal, hogy fokozza a GLUT, a zsirsav-szintdz és a foszfoenolpiruvat-
karbokinaz gének expressziojat [368, 369]. Raadasul a pioglitazon testsulyndvekedést
eredményezd hatdsa hatranyosan hat a diabéteszes betegekre, hiszen az elhizas sulyosbitja a
betegséget, illetve eldsegiti az ateroszklerdzis és sziv- és érrendszeri megbetegedések
kialakulasat [370]. Legjobb tudomasunk szerint a pioglitazon terapias értékének f6 korlatja az
obezitast okozd hatasa [371]. S6t, egy friss metaanalizis szerint, bar a pioglitazon-kezelés
csokkenti a nem-halalos kimeneteli CV események el6fordulasat és csokkent inzulin-
rezisztenciaval jar, emeli a sulygyarapodas mellett az 0déma és a szivelégtelenség
kialakulasanak kockazatat [372].

A vizsgalt echokardiografias paraméterek jelentds kiillonbségeket mutattak a kezelési csoportok
kozott. A kezeletlen GotoK csoportban enyhe diasztolés diszfunkciét figyeltiink meg: az e’/a’
arany megfordult, E/e’ arany nétt és a transzmitralis A hullim magasabb volt, mint a Wistar
allatokban, viszont az E/A arany 1-nél nagyobbnak bizonyult, igy a GotoK patkdnyokban
1étrejovo diasztolés karosodas a human iranyelvek alapjan [373] Il. gradustnak (vagy
pszeudonormalisnak) felel meg. Habar néhany paraméter (e’/a’, frakcionalt rovidiilés) javulo
tendenciat mutatott, a metformin kezelés mégsem hozott javulast a diasztolés elégtelenségben.

A metforminnal kezelt allatokban az endotél-fiiggd vazorelaxacio kis mértékben javult, ez
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pedig Osszhangban van korabbi kutatdsok eredményeivel, miszerint ez a gold standard
antidiabeticum csokkenti az oxidativ stresszt, ily modon pedig javitja az endotélfunkciot
diabéteszes patkanyokban. A metforminnal kezelt patkanyok szérum gliikk6z szintje ugyan nem
szignifikansan, de alacsonyabb volt a kezeletlen GotoK csoporhoz viszonyitva. A metformin
GotoK patkanyokban vércukorszintet csokkentd hatasarol egymassal ellentétes eredmények
sziilettek a nemzetkozi irodalomban: a Sena és munkatarsai altal végzett tanulmanyban a MET
mar 60 mg/kg-os dozisban is csOkkentette a vércukorszintet, mig Tae ¢és munkatarsai
kisérletében az alkalmazott metformin csak a gliikdz tolerancidban hozott javulést, de sokkal
magasabb (300 mg/kg) doézisban [374]. Mivel a GotoK patkanyok bizonyos mértékig
inzulinrezisztensek, béta-sejt tomegiik is kisebb [375], raadasul a metformin els6dlegesen a
gliik6z felhasznalasanak fokozasaval csokkenti a vércukorszintet [376], ezért a mi esetiinkben
a hatdéanyag kisebb mértékii hatékonysaganak oka valdszinilileg az alacsonyabb alkalmazott
dozis (100 mg/kg), vagy a relative alacsony elemszam (n=6). A pioglitazon, habar jotékony
hatassal volt a gliikdz szintre és az endotél funkciora, nem hozott 1étre szignifikans valtozast a
szivfunkciés paraméterekben, amely valdszinlileg a sulygyarapoddssal van részben
Osszefiiggésben.

Mindezek ellenére, echokardiografias vizsgalattal megallapitottuk, hogy a BGP-15 kezelés
GotoK patkdnyokban normalizélta a diasztolés paramétereket és javitotta a sziv teljesitményét
is, de sem a vaszkularis statuszra, sem a vércukorszintre nem volt szignifikans hatassal. A
transzmitralis Doppler technika normal E/A aranyokat mutatott, az E és A hullam sebessége
szignifikansan nétt a kezeletlen GotoK csoporthoz képest. Ez a képalkoto eljaras 6nmagéaban
azonban nem elegendd a diasztolés diszfunkci6d sulyossagdnak megfeleld felméréséhez és
osztalyozasdhoz, ezért ki kell egésziteni egyéb diagnosztikus modszerekkel, mint példaul a
értékelésére és a nyomasviszonyok becslésére [377]. Esetiinkben a diabéteszes GotoK
csoporthoz viszonyitva az e’/a’ arany szignifikansan nétt és az E/e’ ardny szignifikdnsan
csokkent a BGP-15-tel kezelt allatokban. Az E/e’ arany alkalmas a bal kamrai toltényomas
becslésére, raaddsul a toltonyomés echokardiografias meghatarozasa révén hasonlo
informaciohoz juthatunk, mint invaziv szivkatéterezés soran, ezért elengedhetetlen a diasztolés
karosodas stlyossaganak megitéléséhez [378], valamint az E/e” arany meghatarozasa lehetdvé
teszi a bal pitvari nyomas (LAP) megbecsiilését is. A bal pitvari nyomasértékek BGP-15 kezelés
soran hasonloképpen valtoztak, mint az E/e’ ardny, illetve szignifikansan csokkentek (a kontroll
szintre), 6sszehasonlitva a GotoK patkanyokkal. A diasztolés paraméterek mellett a BGP-15 a
bal kamrai ejectios id6t (LV ET) is javitotta és a globalis szivizom teljesitményét mutatd Tei-

index is szignifikdnsan javult a kezeletlen csoporthoz képest.
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Az echokardiografiaval detektalt diasztolés karosodas javuldsanak egyik lehetséges oka az a
SERCA2a pumpafunkcidjat szabalyozo fehérjék foszforilacidjat serkenti. A SERCA2a pumpa
— a diasztolés funkcio egyik legfontosabb meghatarozdja — a foszfolamban (PLB) foszforilalasa
altal van szabalyozva: a Ser16-0s vagy a Thrl7-es aminosavon foszforilalt [379] foszfolamban
(pPLB) ,,engedi” miikodni a SERCA2a-t. A cGMP-fiiggd Protein Kinaz G (PKG, vagy cGKI)
képes a foszfolambant foszforilalni, amely a szivizom fokozott luzitépidjahoz, elernyedési
képességéhez vezet [379, 380]. A pPLB mennyiségének meghatarozasahoz foszfo-antitesteket
hasznaltunk, ¢€s a kezelési csoportok kozott jelentds kiillonbségeket talaltunk: a beteg GotoK
patkdnyokban a pPLB/PLB ardnya csokkent az egészséges kontroll csoporthoz képest, és a
BGP-15-tel kezelt csoport egyedeiben éppen ellenkezbleg, a pPLB/PLB arany emelkedett.
Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a BGP-15 hatasara n6tt a SERCA2a pumpa aktivitasa,
BGP-15 SERCAZ2a aktivitast fokoz6 hatasa alapjan felmeriilt a lehetdség, hogy a BGP-15
esetlegesen a PDE gatlasdn vagy P-receptorokon kifejtett antagonizmus révén képes
befolyasolni a szivmikodést. Human pitvari trabecula modellen végzett izolalt szerves
vizsgalataink igazoltak, hogy a BGP-15 dézisfiiggd modon a pitvari izomzaton negativ inotrop
hatast valt ki, melynek maximalis mértéke a szerkezetileg hasonld propranolol hatadsdhoz
mérhet6 volt [381].

Sajat kutatocsoportunk eredményei alapjan a BGP-15 egyéb kardioprotektiv hatdsokkal is
rendelkezhet. Legutobbi tanulmanyainkban kimutattuk, hogy mind az egyszeri, mind a
kronikus BGP-15 kezelés javitja a disztolés funkcidt kardiomiopatidban szenvedd nyul
modellen [382]. A BGP-15 kezelt allatokban a vaszkularis statusztol fiiggetleniil javultak az
echokardiografiasan mért diasztolés paraméterek (E/A és E/e’ arany) a Tei-index, illetve
csokkent a fibrozis mértéke. A kardiomiocitdk szintjén igazoltuk, hogy a kezelés hatasara
csokken az izomsejtek passziv fesziilése, melyben szerepet jatszik a Protein Kindz G
aktivitasanak novekedése, illetve a kdvetkezményes titin foszforilacio (Ser4080) emelkedése,
a titin N2BA/N2B izoforma arany megvaltozdsa. A folyamatok hatterében a BGP-15
miokardidlis cGMP-szintet noveld hatasat is kimutattuk, mely részben foszfodiészteraz-gatld
tulajdonsdganak kovetkezménye lehet. Egy masik tanulmanyunkban egy teljes évig tartd
kronikus BGP-15 kezelés hatasat vizsgaltuk a szivfunkcids paraméterekre, illetve a sejtek
energia-haztartasara aging Zucker Diabetic Fatty (ZDF) patkanyokban. A korabbiakkal
Osszhangban itt is sikeriilt kimutatnunk az echokardiografias paraméterek jelentds javulasat a

kezelt csoportban (E/e’, Tei-index, IVRT, MAPSE, EF), melyet a kardiomiocitak
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megndvekedett mitokondrium-szama, ATP-szintaz enzim expresszioja €s aktivitasa kisért, az
allatok tulélésének szignifikans névekedése mellett [383].

A legljabb bizonyitékok arra utalnak, hogy a PKG dontd szerepet jatszik a szivizomsejt
kalcium homeosztazisaban SERCA pumpa szabalyozasan keresztiil. Frantz és munkatarsai
elegans kisérletiikben olyan egereket hasznaltak fel, amelyekben a PKG delécidé csak a
szivizomsejtekre korlatozodott. Azt tapasztaltak, hogy a PLB Serl6-on torténd foszforilacidja
csokkent, amely kevésbé aktiv SERCA aktivitast, igy romld szivmiikdodést eredményezett;
valamint azt is meghataroztak, hogy a PKG specifikus célpontja a PLB Ser16 [384, 385]. Ezen
eredmények alapjan kisérletiinkben mi is meg kivantuk hatdrozni a PKG aktivitdsat, ugy, hogy
foszfo(Ser239)-specifikus 16C2 antitesttel vizsgaltuk a VASP fehérje foszforilaltsagat. Mivel
a PKG altal torténé VASP foszforilacio egyediili célpontja a fehérje 239-es szerin aminosava,
ezért a pVASP/VASP arany meghatarozasa széles korben elfogadott modszer a cGMP-fiiggd
Protein Kinaz G aktivitasanak mérésére [386]. Tanulmanyunkban bemutattuk, hogy a BGP-15-
tel kezelt patkanyokban a pPLB szint emelkedésével egyiitt a pVASP/VASP arédny is nétt,
amely a PKG fokozott aktivitdsara utal, ez pedig magyarazza az enzim két célpontjanak (PLB
¢s VASP) emelkedett foszforilacios szintjét. Ami a miokardialis cGMP szintet illeti, kisérletiink
masik limitaciojat az adja, hogy ennek a szintjét nem mértiik, hanem ehelyett a cGMP
lebontasaban résztvevd PDE9A enzim expresszigjat vizsgaltuk. A legijabb bizonyitékok arra
utalnak, hogy a PDE9A szerepet jatszik a natriuretikus-peptidbdl szdrmaz6 cGMP-szint, és igy
a PGK aktivitasdnak szabdlyozasaban, tovabba nemzetkdzi publikdciok mellett sajat
200]. Ezen eredmények alapjan meghataroztuk a miokardium mintak PDE9A szintjét, de nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést a kiilonb6z6 kezelési csoportok kozott. A cGMP-utvonal
fokozasa kardiovaszkularis betegségekben egyre inkabb kutatdsok kozéppontjaba kertil és
szamos, a tanulmanyunkban is felmeriilé kérdéssel foglalkozé kutatas varhato a jovoben.
Tanulméanyunk limitacioéit figyelembe véve fontos leszogezniink, hogy a BGP-15 inzulin
érzékenyitd hatasat nem tudtuk megkérddjelezhetetleniil megerdsiteni. Habar a BGP-15-tel
kezelt csoportban a vércukorszint €s a HOMA-IR index is alacsonyabb volt (6sszehasonlitva a
kezeletlen GotoK allatokkal), az eltérés nem érte el a szignifikancia szintjét, valosziniileg a
relative alacsony elemszam, vagy a statisztikai proba szigoriisaga miatt. A fentebb prezentalt
eredményeink alapjan valdszinisithetd, hogy a BGP-15 fokozza a PLB/SERCA fttvonalat a
Protein Kinaz G rendszeren keresztiil. A BGP-15 pontos hatdsmechanizmuséanak felderitésére
ezen kisérleti médszereket ki kell egésziteni mas, egyéb technikakkal is. Ezen feliil a hatdanyag
egészséges allatokra gyakorolt hatasainak vizsgalata tovabb erdsitené eredményeinket, és

hozzajarulna a gyogyszerjelolt tulajdonsadgainak hidnytalan leirasahoz.
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X. A miokardialis és vaszkularis PDE9A enzim és az ateroszklerozis kapcsolata

A diasztolés diszfunkciéo (DD) a szivelégtelenség (HF) prekurzoraként még annak klinikai
tiinetei el6tt megjelenhet, viszont egyértelmi klinikai jelentdsége ellenére sem ismerjlik teljesen
ezt az entitast. Jelen tanulmanyunkban egy olyan nyul modellt mutatunk be, amelyben a DD
jelei hasonldképpen jelennek meg, mint emberben. Az aterogén diéta echokardiografias
eredményei csokkent E/A aranyt, megnyult deceleracids idot (DecT) és emelkedett E/e’ aranyt
(amely emelkedett bal kamrai toltonyomadsra utal) mutattak, ahogy ez a jelenlegi ajanlasokban
is jellemzi a diasztolé karosodasat [373]. A diasztolés diszfunkcid tovabbi jelei k6zé tartozik a
bal pitvar (LA) tagulasa, megnyult izovolumetrias relaxacios id6 és emelkedett Tei-index. A
bal kamrai kidramlési traktus (LVOT) sebessége €s nyomdasgradiense szintén ndtt a HC
csoportban, amely az el6z6ekhez hasonldan koros eltérés. Ugyanakkor a jobb kamrat leird
paraméterek valtozatlanok voltak: nem tapasztaltunk pangast vagy tiidéoedemat, amely arra
enged kovetkeztetni, hogy a kialakult diasztolés diszfunkcié még preklinikai stadiumban volt.
A HC nyulakban nétt a relativ falvastagsdg (RWT) és a bal kamra tomege, anélkiil, hogy a
kamrak kitagultak volna, mely valtozasok arra utalnak, hogy koncentrikus hipertrofia alakult
ki, ez pedig bizonyitja a nyomadstulterhelést és a diasztolés karosodast. Ennek megfelelden az
aterogén diétan tartott allatok miokardiumaban intersticialis fibrozist mutattunk ki Masson’s
trichrome festéssel. Szdmos tanulmany beszamolt arrdl, hogy a bal kamrai hipertrofia részben
szerepet jatszhat a HFpEF kialakulasdban olyan mogottes mechanizmusok révén, mint a
vaszkularis karosodas, extracellularis matrix abnormalitdsok (fibrozis) €s a kardiomiocitak
megvaltozott merevsége [387]. A fibrozis karakterisztikus HFpEF-ben, feltehetleg a
microvaszkularis endotélkarosodas és a makrofag infiltracio kovetkeztében [388]. Tovabba, a
normal ejekcids frakcio ellenére [389], a beteg csoportban szignifikdnsan csokkent GLS
értékeket detektaltunk, amely korai jelzdje a bal kamrai szisztolés funkcioromlasnak —a humén
vizsgalatok eredményeivel Osszhangban [390]. Eredményeink megerdsitik mas szerzok
megfigyeléseit, miszerint nyulakban a vér magas koleszterinszintje szoros 0sszefliggésben all
a longitudinalis és cirkumferencialis strain csokkenésével. Hasonlo6 koriilmények kozott, izolalt
miocitdkon 1s csokkent szisztolés ¢és diasztolés funkcidt irtak le, valamint javasoltdk a
»cholesterol cardiomyopathy” kifejezést, annak ellenére, hogy ezeket az eredményeket
echokardiografiaval nem erdsitették meg. Habar a Strain Rate Imaging technika még nem
tartozik a diagnosztikus kritériumok kozé, igéretes Uj modszernek latszik a kiilonféle
szivbetegségek jovobeli osztalyozasadhoz.

A magas koleszterintartalmu étrenden tartott allatok korében nétt az aterogén-index, az LDL és

az ApoB koncentracio, valamint az ateroszklerotikus plakkok kiséretében emelkedett az
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intima/media arany is. Habér a koronariakat nem vizsgaltuk, valészintisithetjiik, hogy azok
intimaja is elmeszesedett, hiszen klinikai bizonyitékok alapjan abdominalis aorta plakkok
jelenlétekor gyakori a koronaria betegség (CAD) egyidejii fennallasa is [391]. Mivel az altalunk
vizsgalt acut miokardialis infarktus (AMI) marker, a CK-MB szintje nem volt emelkedett a
szérumban, ezért feltételezziik, hogy a kisérleti allatokban nem jott 1étre trombozis vagy
szivinfarktus. A troponin-T szérumszintjében markans emelkedést tapasztaltunk (kb. a Kontroll
érték haromszorosat), azonban az értékek még igy is az AMI-t jelz6 szint (50-100-szoros
emelkedés, vagy > 100 ng/1) alatt maradtak. Tovabba, ahogy korabban is megfigyelték [392], a
troponin-T emelkedés szorosan Osszefiigg a bal kamra relaxacios karosodasanak (féleg az e’
hullam csokkent cstucssebességének) mértékével diasztolés szivelégtelenségben szenvedd
betegekben. A fentebb emlitetteket eredményeink is alatdmasztjak, hiszen a HC nyulakban
emelkedett troponin-T szintet és az ¢’ hullam csokkent csucssebességét figyeltik meg.
Természetesen egyediil a szérum paraméterek meghatarozasa alapjan nem zarhatjuk ki annak a
lehetdségét, hogy korabban trombotikus esemény tortént. Ennek ellenére korabbi
feltételezésiinket — miszerint nem volt vérrogképzédés a modellben — megerésiti, hogy a
szovettani vizsgalatok soran nem lattunk infarktusra utalo jeleket vagy necrosist.

A hiperkoleszterinémia, plakk képzodésre hajlamosit, az pedig még korai stadiumaban is
karosodott endotél-fiiggd vazorelaxaciot okoz [393]. A csokkent mértékii vazorelaxacidé az
endotél diszfunkcid legfbb jelzdje, melyben kulcsfontossagu szerepe van az NO-nak, a
szervezet elsddleges, az endotéliumban és — legujabb nézetek szerint — az artérias simaizomban
termel6dé vazodilatator molekulajanak [356]. Egy friss tanulmany szerint a megemelkedett
afterload mellett a koronaria betegség és a mikrovaszkularis gyulladas is nagy mértékben
hozzajarul a diasztolés szivelégtelenség kialakulasahoz [394, 395]. Ez a teoria ravilagit az
érrendszerben fellépd gyulladas szerepére, hiszen az csokkenti az NO bioelérhetdségét,
csokkenti a cGMP szintet és a PKG aktivitast a kornyezd szivizomsejtekben. Ezen tilmenden
a csokkent NO bioelérhetdség a vaszkularis eltérések €s az érelmeszesedés egyik kulcs faktora,
tovabba  kardiomiocitdkban  hozzdjarul a  PKG-Gtvonal kéarosodasahoz, amely
kovetkezményeképpen fokozodik a nyugalmi fesziilés, a kamrafal merevsége, a fibrozis ¢€s a
diasztolés elégtelenség. Az altalunk végzett kisérletben az endotél funkcid értékeléséhez acetil-
kolint haszaltunk, majd megfigyeltiik, hogy az aterogén diéta dramaian csokkentette az erek
Ach-ra adott vazorelaxacios valaszat, mig az Ach-indukalt kontrakcié megtartott volt. A
klasszikus vazodilatator Ach mellett ATP felhasznalasaval is elvégeztiik a vizsgalatot, és
hasonlo eredményt kaptunk. Erdekes modon a HC nyulak aorta mintaiban emelkedett volt a
PDE9A expresszidja, amely tovabb fokozhatta a vaszkularis cGMP csokkenését, igy pedig az

endotél karosodasat.
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Az aortagyok-mintakban markans korkoros plakk képzédést figyeltink meg, amely
szignifikansan sziikitette az ér lumenét (kb 50%), ahogy korabban mas szerzok is leirtak [38],
ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a karosodott relaxdcid és az aorta fokozott
merevsége egylitt mechanikus iton tovabb fokozza a diasztolés diszfunkcidt, hiszen a csdokkent
atméré miatt fokozodik a nyomds az aortdban. Ez az afterload megndvekedésében
manifesztadloddé nyomastulterheléshez vezet, amely viszont strukturalis valtozasokat indukal a
miokardiumban, hasonlé méddon, mint a szivelégtelenség tanulmanyozasara szolgaldo TAC
modellben (amelyet az aorta részleges lekotésével hozunk 1étre) [396-398]. Az emelkedett
nyomast echokardiografiadval is alatamasztottuk, hiszen szignifikansan emelkedett LVOT (atlag
¢s maximalis) nyomdsgradiens és sebesség értékeket mértiink.

A betegség biomarkerei koziil szinte csak az NT-pro-BNP-t (a BNP inaktiv formajat)
hasznaljak a rutin diagnosztikaban, habar szamos egyéb marker (interleukin-6 (IL-6), tumor
nekrozis fakor o (TNF-a), pentraxin-e, vaszkularis sejt adhézidos molekula 1 (VCAM-1),
szolubilis ST2, E-selectin) 1étezik a gyulladas, az oxidativ stressz és az endotél diszfunkcio
monitorozasara. Tanulmdnyunk limitaciéjaként fontos megemliteni, hogy a mért pro-BNP
szintek a detektdlhatd hatar alatt voltak, ezért nem tudtuk megallapitani, hogy a kisérleti
allatokban kialakult DD szivelégtelenségbe alakultak-e.

Tanulmanyunk legfontosabb eredménye, hogy — tudomasunk szerint el6szoér — mutattuk ki a

crer

crer

kognitiv) betegségeket, miota kimutattak, hogy a PDE9 szabélyozza a natriuretikus utvonalon
képz6dé cGMP poolt, és igy még potensebb hatadssal van a szivelégtelenség kialakuldsara, mint
a PDE5 [31]. A PDE-k a ciklikus nukleotidokat (cCAMP és c¢cGMP) 5’-monofoszfatta
hidrolizaljak, valamint a szivben expresszalodé PDES és PDE9 nagy mértékben szelektiv a
CGMP-re. Az eredeti feltételezést, miszerint a PDES gatlok hatékonyak a szivelégtelenség
kezelésében, nem sikeriilt teljes mértékben bebizonyitani, tovabbéa a human betegekben végzett
probalkozasok is kudarcot vallottak az allatkisérletekbdl szarmazd biztatd adatok ellenére
[399]. Raadasul a PDES emelkedése HFpEF-ben nem bizonyitott, valamint a PDES gatlokkal
HFpEF betegekben végzett klinikai tanulmanyok semleges eredménnyel zarultak [400-402].
Ezek az eredmények vezettek ahhoz a kérdéshez, hogy 1étezik-e masik tvonal a cGMP szint
szabalyozasaban? Kutatasok végiil felfedezték a PDE9-et és a szivelégtelenségben betoltott
szerepét. A PDE9 a legszelektivebb a ¢cGMP-re, az agyban, a vesékben és a szivizomban
expresszalodik. Kiilonbozd tanulmanyok leirtak, hogy a PDE9A kifejezddése n6 egér és human

miokardiumban egyarant, HFpEF és HFrEF esetén is [31]. Tovabba, az enzim gatlasaval vagy

crer
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mivelhogy a tiinetek mérséklddtek, a szisztolés funkcié normalizalddott és a fibrozis mértéke
is csokkent [31]. Mig a PDES a Z-lemezen talalhato, addig a PDE9A a T-tubulus membranjanak
kornyezetében helyezkedik el. Az eltérd lokalizacio felelds lehet a kiillonb6zé hatasokért, mert
bar a két izoformanak van kdzos utvonala, kiilonalld effektorokkal is rendelkeznek, igy ez a
jelenség tisztazhatja, hogy a PDE9A hogyan felelés csak az NP-bdl szarmaz6 cGMP
lebontasaért [31, 399].

Kisérletiinkben a VASP és a pVASP?® expressziot is meghataroztuk. Az ateroszklerotikus
allatok miokardidlis szovetében szignifikdnsan emelkedett (nem foszforilalt formaji) VASP
kifejezddést észleltiink, amely talan megerdsitheti mas kutatok eredményeit, de tudomasunk
szerint a mi tanulmanyunk az elsd, amely ateroszkler6zis talajan kialakult szivbeteg
allatmodellben megndvekedett miokardidlis VASP expresszirorol szamol be. Sartoretto és
munkatarsai az aorta részleges lekotése (TAC) utan, hipertrofias koriilmények kozott irtak le
fokozott VASP kifejezodést, amely tovabb erdsitheti azt a hipotézist, miszerint az
ateroszklerézis, az endotél diszfunkcio és az érfal fokozodd merevsége a TAC modellhez
hasonld nyomastulterhelést okoz, Osszhangban a mi echokardiografidas eredményeinkkel
(emelkedett LVOT nyomasgradiens, falvastagsag, E/e’ arany) [403]. Azt is kimutattak, hogy a
VASP fehérje csalad valosziniileg részt vesz cellulris valaszok szabalyozdsaban, tigymint
sejtmigracio és sejt-sejt kapcsolatok kialakitasa, mivel a TAC eljaras noveli a VASP szintet és
hipertrophias atalakulast okoz, e a kardialis fibrozis és hipertrofia markerei emelkedettek
VASP”" knockout egerekben. Ugy tiinik, hogy a VASP szabélyozasa komplex folyamat,
valamint mind a hipo-, mind a hiperaktivacioja a miokardium patologias elvaltozasait idézi elé
[404].

Ami ennél is fontosabb, a PKG1 enzim aktivitasat indirekt modon tudjuk mérni a pVASPSer2%
/ VASP arannyal, hiszen egyediill a PKG foszforilalja a VASP fehérjét a 239-es szerin
aminosavon [386]. Szamos kiilonb6z6 tanulmany, kiilonb6zo kisérletes koriilmény kozott
mutatta be, hogy az emelkedett cGMP szint és a PKG fokozott aktivitdsa kardioprotektiv
szignalizacios utvonalat indit el. Elszor is, a PKG a natriuretikus peptidek egyik effektora,
mely fehérjék a szivizomsejtekbdl szabadulnak fel megnovekedett nyomasterhelés hatasara. A
natriuretikus és a vazodilatator tulajdonsagokon tl a NP-ek antifibrotikus és antihipertrofias
hatast fejtenek ki a ¢GMP/PKG rendszeren keresztiil [405]. A c¢GMP/PKG ftvonal
kardioprotektiv szerepét I/R karosodas soran is kimutattdk. A PKG aktivalodasa
elengedhetetlen az iszkémias postkondicionalas protektiv hatasahoz [406]. Tovabba,
kutatocsoportunk egyik kordbbi kisérletében leirta, hogy a prekondiciondlds véd az I/R
karosodassal szemben, és ez a kedvezd hatds az emelkedett miokardialis cGMP szinttdl fiigg

[407]. Azt azonban fontos megemliteni, hogy a prekondicionalas csak intakt szovetekben
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miikodik, és el6z6ekben sériilt vagy tarsbetegségekkel szinezett korképekben (pl.
hiperkoleszterinémia) mar elvesziti protektiv mechanizmusat [210]. Egy masik indirekt
bizonyiték a cGMP/PKG rendszer védé mechanizmusaira, hogy bizonyos klinikai esetekben a
PDES gatlasa jotékony hatassal van a szivelégtelenségre. A PDES gatlok kardioprotectiv hatasa
vita targya, mivel az allatkisérletek biztatdé eredményeit a klinikai kutatdsokkal nem sikertilt
alatamasztani [408]. Osszefoglalasképpen: az altalunk végzett tanulmanyban valoszini, hogy a
PDE9A upregulaciodja korlatozza a cGMP/PKG Kardioprotektiv utvonal bekapcsolasat, amit a
miokardium cGMP szintjének direkt mérésével és a PKG kinaz aktivitasanak (foszforilalt
VASP fehérjén keresztiili) meghatarozasaval bizonyitottunk.

Eredményeink alapjan ateroszklerotikus koriilmények kozott a kardialis PDE9A upregulalodik,
valdsziniileg a DD kovetkezményeként. Ami az intracellularis cGMP-t illeti, megerdsiti a PDE-
ok szerepét a ciklikus-nukleotidok szignalizacios haldzatanak szabalyozasaban. A véltozatlan
amikor az egyik PDE upregulalt, akkor egy masiknak az aktivitasa kompenzalja azt [31]. Mivel
mind a PDE enzimek kompartmentalizacidja, mind a cGMP rendszer mitkddése egyre inkabb
kutatok érdeklodésének kozéppontjava valik, ezért a késdbbiek folyaman szamos jelenleg

megvalaszolatlan kérdésre kaphatunk valaszt.
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Kovetkeztetések

(1) A resveratrol kezelésben részesiilt diabéteszes patkanyokban szignifikansan emelkedett a
Trx-1 és HO-1, mely folyamat gétolhatd volt nitrogén-monoxid szintdz inhibitorral. A
resveratrol kezelést kovetden csokkent vércukorszintet tapasztaltunk, mely szignifikansan
megemelkedett Mn-SOD aktivitassal parosult. A vércukor értékek szignifikansan
megemelkedtek a diabéteszes allatokban (>500mg/dl) a nem diabéteszesekkel dsszehasonlitva
(90mg/dl). A resveratrol kezelés a beteg csoportban jelentdsen csokkentette a vércukorszintet
(370mg/dl) a diabéteszes csoportokhoz képest (>500mg/dl). Az L-NAME Kkezelt csoport
megsziintette a resveratrol-medidlt vércukorszint csokkentést. A resveratrol javitotta a
miokardialis funkcids paramétereket, azonban az L-NAME kezelés csokkentett funkcionalis
visszatérést eredményezett.

(i) A koleszterindts taplalkozéds okozta miokardialis komplikacidok, mint a megndvekedett
infarktusos teriilet, az apoptozis mértéke, a kdrosodott angiogenezis mind javithatok resveratrol
kezeléssel. Emellett prezentaltuk, hogy a statin és resveratrol kombinalt terdpia mennyivel
eredményesebbnek bizonyul HC-miokardium kezelésében, mint az statinok Snmagukban.
Eredményeink szerint a resveratrol és Trx-1 in vitro és in vivo modellekben, a VEGF-indukalta
angiogenetikus aktivitas jelentdsen lecsokkent SnPP adjuvans kezelés mellett, mely a HO-1
enzim aktivitasat gatolta.

(111) Az intraperitonealis Br kezelés kardioprotektiv hatast biztosit globalis I/R modellben. Br
hatdséra javult a kamra posztiszkémias felépiilése, és csokkent az elhalt teriilet mérete, valamint
az apoptozis mértéke a kezeletlen allatokhoz viszonyitva. A Br-medialt kardioprotektiv hatés
az Akt-FOXO jelatviteli kaszkad aktivalodasan keresztiil johetett 1étre.

(iv) A niacin-kotott-brom posztiszkémias kardioprotektiv hatasat is igazolni tudtuk. Az Energia
formula (Ef) kezelés képes volt I/R karosodast kovetden javitani a szivfunkciot, illetve
csOkkentette az infarceralddott teriilet kiterjedését ndstény és him egyedekben egyarant.
Hatédsanak hatterében a fokozott HSP-25, -32, és -70 expresszid allhat, valamint az AMPK
fokozott foszforilacidja szintén eldsegitette a sejtek I/R okozta karosodassal szembeni
ellenallasat.

(v) A meggymag-kivonat szivre gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk in  vivo
hiperkoleszterinémias nyulmodellben. A magas lipid szintektl els@sorban diasztolés
szivelégtelenség kialakulasat vartuk, amelyet szivultrahanggal vizualizaltunk. A vizsgélat soran
rogzitett E’/A’ aranyok alapjan a meggymag-kivonat adasa diasztolés funkcid javulasat
eredményezte. A kezelés az izolalt sziv I/R karosodéasaban lathatd csokkent aorta kidramlési

értekeket képes volt javitani, illetve csokkentette az infarktusos teriilet nagysagat is. AZ MKK
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hatasara az I/R karosodast szenvedett szivizomsejtekben fokozodott a COX enzim aktivitasa,
¢s megemelkedett COX III és HO-1 szintje. Ily mdédon az MKK a mitokondrialis diszfunkciot
javitotta, valamint elmondhato, hogy szivizomsejtekben antiapoptotikus hatéssal is bir.

(vi) A medvehagyma liofilizdtum (WGLL) kezelés szamottevé mértékii javulast eredményezett
a végdiasztolés atmérd, az FS ¢és az EF paraméterekben, és a jobb kamrai funkcio is
szignifikansan javult WGLL hatasara. A WGLL emellett még az egészséges kontroll allatokhoz
képest is jelentdsen emelte a HO-1 expresszidjat, a hiperkoleszterinémidban megnovekedett
SOD-1 szintet ugyanakkor az egészséges szintre csOkkentette le, ezzel nagymértékben
hozzajarulva a szivizom védelméhez az oxidativ stresszel szemben. Azonfeliil WGLL hatasara
mérséklddott a magas Osszkoleszterin és az LDL szintje, és a hiperkoleszterinémidban
lecsokkent ApoA és megemelkedett ApoB szintjét is szignifikansan javitotta. A medvehagyma
liofilizatum tovabba csokkentette mind az LDH, mint a kreatin-kindz szintjét, ami méajvédo
hatéaséra is utal.

(vii) A monokrotalin-indukalta PAH modellben megfigyelhetd jobb kamrai szivfunkcid
karosodasat a TAPSE érték csokkenése tiikrozte, viszont a WGLL, valamint a pozitiv
kontrollként alkalmazott sildenafil javitotta ezt a paramétert. A medvehagyma liofilizadtum
novelte a PAH csoportban megfigyelhetd csokkent aorta Kiaramlast és 1okettérfogatot, emellett
a szivfrekvenciat is fokozta, igy a perctérfogat az egészséges kontroll allatok paramétereihez
valt hasonlovd. A WGLL ¢és sildenafil mind a jobb kamrai hipertrofiat, mind az érfal
megvastagodast meg tudta eldzni. WGLL hatasara a sildenafillal szemben nem valtozott a jobb
kamraban a PDES expresszidja, ami arra utal, hogy a medvehagyma kardioprotektiv hatasat
nem a PDES Utvonal gatlasan keresztiil fejti ki.

(viii) A diosgeninnel kezelt csoportok esetében a 10, illetve 50 mg/kg dozissal kezelt allatoknal
lattunk a negativ kontrollhoz mérhetd relaxaciot, és az 50 mg/kg-os csoportban ez a hatas sokkal
kifejezettebb volt, de nem akkora, mint a goérégszéna esetében, ami azt sugallja, hogy a
gordgszéna vazodilatator hatdsdnak hatterében egyéb vegyiiletek is szerepet jatszanak. A HFHS
kontroll csoportban mind az oxidalt, mind a redukalt glutation szintje megemelkedett, mig
mindegyik kezelt csoportban ezen vegyiiletek szintje lecsokkent, ezen feliil a diosgeninnel és
gorogszénaval kezelt allatokban a kontroll csoportokhoz képest szignifikdnsan csokkent a
glutation-reduktaz szintje, ami a diosgenin antioxidans hatasara utal.

(ix) 12 hetes kezelési periddus végén a Goto-Kakizaki patkanyok éhomi vércukorszintje
szignifikansan magasabb volt az egészséges kontrollként alkalmazott Wistar allatokhoz képest.
A kezelt csoportok mindegyike csokkentette az éhomi gliikkozszintet, de csak a pioglitazon ért
el statisztikailag igazolhaté hatast. A Goto-Kakizaki kontroll patkdnyoknal gyengébb

aortarelaxaciot figyelhettiink meg a Wistar csoporthoz viszonyitva, de a kiilonbség nem volt
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szignifikans. A pioglitazon kezelés azonban jelentés mértékben javitotta a vazorelaxaciot a
Goto-Kakizaki kontrollhoz képest. A Wistar kontrollokhoz viszonyitva a Goto-Kakizaki
patkdnyokban a diasztolés szivfunkciok romlasat figyeltik meg. Az MV E, E/e’ aradny, az
LVOT Vmax megemelkedett, az e’/a’ arany ¢és a LV ET csokkent. A BGP-15 kezelés
statisztikailag szignifikdns modon javitotta ezeket a paramétereket. Goto-Kakizaki allatokban
csokkent a foszforilalt foszfolamban és a VASP aranya, de BGP-15 hatésara jelentés mértékben
nétt mindkét enzim foszforilacidja. Eredményeinket Osszefoglalva, a BGP-15 hatékonyan
javitotta a diasztolés szivmiikddést a Goto-Kakizaki diabétesz modellben, és valosziniisithetd,
hogy kardioprotektiv hatasat a SERCA/foszfolamban titvonalon keresztiil képes kifejteni.

(x) Kisérletiinkben hiperkoleszterinémias nyulak kardiovaszkularis elvaltozasait vizsgaltuk.
Echokardiografids mérésekkel kimutattunk, hogy a koleszterindis diéta szdmos ponton
karositotta a szivmiikodést, foként a diasztolés funkcid terén. A hiperkoleszterinémias
csoportban nétt a bal pitvar mérete, a bal kamra tomege és relativ falvastagsaga, a kidramlasi
traktus sebessége és nyomadasgradiense, a deceleracios 1d6, az E/e’ ardny, izovolumetrids
relaxécios 1d6, valamint a Tei index. Csokkent az E/A €s az e’/a’ ardny, az ejekciods frakcio és
a frakcionalis rovidiilés értéke. Morfoldgiailag hiperkoleszterinémia hatdsara megnott a sziv és
a bal kamra tomege. A szérum paraméterek terén az 6ssz koleszterin, LDL és HDL jelentdsen
megemelkedett a koleszterindus diéta hatdsara, és az ApoB/ApoA ardny, valamint az aterogén
index is szignifikansan nott. A bal kamrabol elvégzett Western blot analizis a PDE9A és PKG1
emelkedését mutatta ki hiperkoleszterinémias nyulakban. A VASP, ¢és a foszforilalt VASP
mennyisége is nott, a foszforilalt és nem foszforilalt VASP ardnya viszont nem, amelynek a
hatterében az 4llhat, hogy az upreguldlt PDE9A korlatozza a cGMP/Protein Kindz G
kardioprotektiv utvonal bekapcsoldsat. Human pitvari trabecula modellen végzett izolalt
szerves vizsgalataink igazoltdk, hogy a BGP-15 dozisfliggd modon a pitvari izomzaton negativ
inotrop hatast valt ki, melynek maximalis mértéke a szerkezetileg hasonld propranolol

hatasahoz mérhet6 volt.
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Transzlacios szempontok és jovobeli iranyok

A transzlacios medicina tiikrében fontos tudni, hogy bar az egy jol megalapozott tény, miszerint
a hiperlipidémia a kardiovaszkularis betegségek rizikofaktora, természetesen az étkezés soran
bevitt koleszterin nem okoz ugyanolyan gyors és sulyos patofiziologiai valtozasokat
emberekben, mint nyulakban. Feltételezhetd azonban, hogy a magas zsirtartalmt étrend, az
elhizds és a CAD hozzjarul a diasztolés diszfunkci6 kialakuldsdhoz human betegeknél is.
Ennek megfeleléen az itt bemutatott nytl modell szamos koriilmény leképezésére ad
lehetéséget. Amennyiben a nyulakat hosszi ideig (pl. 40 héten keresztiil) magas
koleszterintartalmu tappal etetjiik, vagy az eledel koleszterinnel vald dusitasat fokozzuk (2%),
stlyos CAD, AMI és szisztolés HF alakul ki benniik [409], azonban ha rovidebb ideig
alkalmazzuk az aterogén diétat és alacsonyabb a tap koleszterin tartalma, akkor endotelialis
karosodassal, diasztolés diszfunkcioval és csokkent szisztolés strain paraméterekkel rendelkezo
allatmodellt tudunk 1étrehozni.

A kardiovaszkuléris betegségek tanulmanyozasaban gyakran hasznalnak nyul modellt, hiszen
a koleszterin homeosztazisuk és a szivmiikddésiik hasonlit a humanhoz. Kétségkiviil, bizonyos
teriileteken kutya vagy juh modellek alkalmasabbak lehetnek, mert a nyulak sokkal
alacsonyabb tartalék pulzusa befolydsolja a testedzés hatasainak vizsgalatara irdnyuld
kisérleteket [35]. A kistestli ragcsalok (egerek és patkanyok) — féleg a transzgénikusak — nagyon
hasznosak a kardiovaszkularis kutatasok szamos teriiletén, de nem az ateroszklerdzis
modellezésében. A patkanyok és az egerek rezisztensek az aterogén étrendre, tovabba magas a
HDL szintjiik és hianyzik a CETP (koleszterin-észter transzfer protein) fehérjéjiik, ami
ellentétesek a human paraméterekkel [35]. Ezen tényezOk miatt még mindig a nyl modellek a
legnépszeriibbek azokban a kutatasokban, amelyek targya az ateroszklerozis, a CAD és
tarsbetegségeik.

Kisérletiinkben bemutattuk, hogy a miokardiumban a PDE9A expresszidja fokozodik mar az
ateroszklerézis-indukalta kardialis diszfunkcié korai stddiuméban. Mivel ez az utvonal
l1étfontossagll az emberi szervezetben, a natriuretikus peptid — cGMP szignalizaciés Utvonal
hidnyz6 hirvivoinek meghatdrozasa, a PDE-ok kozotti kommunikacié vizsgélata vagy az
effektorok (PKG, titin) szerepének tisztazasa lehetséges terapias stratégidk kidolgozasahoz
vezethet (pl. PDE9 gatlok, Ca-érzékenyitdk, szolubilis guanildt-ciklaz (sGC) aktivatorok,
neprilizin inhibitorok). Ezenkiviil az NO-cGMP utvonal pontosabb megismerése ujabb kutatasi
iranyokhoz vezethet (amelyeket nemrégiben kiemeltek az Europai Kardioldgiai tarsasag
iranyelvében) példaul az angiotenzin receptor-neprilysin inhibitor (ARNI) (valsartan/sacubitril)

és a sinoatrialis csomdé modulatorok (ivabradin) megismerésével [410]. Egyéb igéretes
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szignalizacios célpontok felfedezésére nagyon sok kutatas iranyul, igy iddével kozelebb

crer

lehetdségek tarhdza is béviilni fog.
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Koszonetnyilvanitas

A koszonetem kinyilvanitasanak megkezdése elott le kell szogeznem, hogy a sorrend nem
fontossag alapjan torténik, hiszen lehetetlen lenne rangsort felallitani abban, hogy ez az
értekezés kiknek a segitségével valosulhatott meg. A kutatéi munkam soran mindenkitdl egy
kisebb vagy nagyobb darab ,,puzzle”-t kaptam a majdnem teljes kép kirakasahoz, ezen
fejezetrészt éppen ezért kronologiai sorrendben igyekeztem megirni.

Hallgatoként, amikor a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Gydgyszerhatastan-Biofarmacia
Tanszékén egy gyogyszerhatastan eléadas utan Fenyvesi Ferenc csoporttarsamat elkisértem a
diplomadolgozatahoz sziikséges munkdjahoz az izoldlt sziv laboratériumba, csodalkozva
probaltam megérteni a dobogd sziv mogottes 16tét, amelyet Tosaki Arpad Professzor Ur és
Szilvassy Zoltan Professzor Ur torakotomiat kovetéen helyeztek fel az aorta majd vena
pulmonalis kaniilre, és birtdk miikkdésre. Az izolalas el6tt €s utan a hallgatokat is bevontak a
diszkurzusba, és a kisérletes munkaba egyarant. Két sziv felhelyezése kozben olyan
intellektualis témakat boncolgattak, amely gradualis hallgatoként még teljes zlirzavart jelentett
szamomra, ¢és nem gondoltam, hogy a két professzor a legfontosabb fejezetet fogja megnyitni
¢letemben ¢és olyan dolgokra fognak megtanitani, amelyek nélkiil most egyrészt ez a mii nem
késziilhetett volna el, masrészt még kutatonak sem nevezhetném magam. Nem tudom szavakba
Onteni azt a koszOnetet, amivel tartozom nekik azért, amivé valtam.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Toth Laszlo (Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Egyetem
Gyogyndvény és Drogismeret Tanszék) és Dr. Dinya Zoltan (Debreceni Kossuth Lajos
Tudomanyegyetem Analitikai Tanszék) Tanar Uraknak, hogy 1999-ben TDK hallgatojukka
fogadtak és onallo munkavégzésre tanitottak. Nem tudok elég halasnak lenni a gyogyszerész,
illetve az orvosi karokon tanitd valamennyi tanaromnak, akik nélkiil a bazis tuddst nem
szerezhettem volna meg.

Az egyetemi karrierem véget is ért volna, hogyha Prof. Dr. Vecsernyés Miklos (Debreceni
Egyetem, Gyodgyszerésztudomanyi Kar, dékdn) nem szorgalmazza felvételemet a
Gyodgyszerhatastan-Biofarmacia Tanszékre. Koszondm neki, hogy annak ellenére, hogy mara
mar masik karon tevékenykedem, a kezemet nem engedte el és baratként, mai napig
figyelemmel kiséri a sorsomat.

Ko6szondm Dr. Bak Istvan akkori kollégdmnak, hogy rangidds PhD hallgatoként mindig segitett
azokban a szituaciokban, amikor az izolalt sziv szovevényes részleteiben elvesztem.

Nagyon halas vagyok Prof. Dr. Antal Mikl6s Professzor Urnak, hogy PhD hallgatoként bejarast
biztositott a  kutatdlaboratériumdba és  bevezetett az  immunhisztokémia  és

elektronmikroszkopia rejtelmeibe.
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Halaval tartozom Nilanjana Maulik Professzor asszonynak, hogy a Farmingtoni Egyetemen
toltott idoszakom alatt, mint témavezetd a bizalmaba fogadott és olyan projekteket bizott ram,
amelyek késébb citaciok szazait vonzottak. Az Egyesiilt Allamokban toltott kutatasi idészak
egy Uj fejezetet nyitott az életemben, ahol olyan metédokat tanulhattam, amelyekre itthon nem
lett volna esélyem. Ebben kifejezetten mentoromnak tekintettem Dr. Shigeaki Kaga akkori
szivsebész kollégamat, akitdl ,japanos” precizitast, Kkitartast, strapabirast és alazatot
tanulhattam. Itt szeretnék szintén kdszonetet mondani az amerikai kutatélaborban eltoltott id
alatt az ott dolgoz6 Mahesh Thirunavukkarasu, Suresh Varma Penumathsa, Srikanth Koneru,
Lijun Zhannak, akik egyarant segitették munkamat. Halas vagyok Dr. Dér Péter bardtomnak és
hartfordi lak6tarsamnak, hogy a nehéz helyzetekben is jokedvre deritett és csillapitotta az itthon
maradt barataim és rokonaim miatt érzett honvagyamat. Eletem ezen korszakanak lelki
nehézségeiben szintén rengeteget segitett Dr. Gesztelyi Rudolf kollégam ¢és baratom, aki
leveleivel €s beszélgetéseivel olyan iranyba terelt, hogy a kiilfoldi kutatomunkabol szakmailag
a lehetd legjobbat hozzam ki. Tuddsdval és tapasztalataval a mai napig gazdagitja a
tudéastaramat, és nagyon kdszondm neki, hogy barmikor barmiben szamithatok ra.

Halaval tartozom Prof. Dr. Helyes Zsuzsanna akadémikus asszonynak, hogy kutatasi
imadataval és aldzatdval iranyt mutatott abban, hogy hogyan is kellene egy kutatécsoportot
iranyitani és vezetni.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Ferdinandy Péternek, hogy PhD illetve habilitdicidém soran is
épitd kritikaval segitette munkamat, €s a konferencidkon torténd beszélgetések soran egy-egy
apro otlettel illetve kritikaval mutatott irdnyt tudoméanyos palydm elérehaladaséban.

Nagyon halas vagyok néhai baratomnak Dr. Kemény-Beke Adamnak, hogy Gtmutatasaval,
tanicsaival, intézetiink metodikdja az experimentalis ophthalmologia iranyaba is kibdviilt,
illetve nagyra értékelem ,,A szemészeti készitmények farmakologidja” cimii habilitacids
eléadasok elkészitésében nyujtott hatalmas szakmai segitségét.

Nagyon kodszondm Papp Zoltan és Toth Attila Professzor Uraknak, hogy egyetemiink akkori
legjobb szivultrahang laborjahoz szabad bejarast biztositottak, ¢€s mindemellett
kutatdbmunkamat mindig 6nzetleniil segitették brilians elméjiikkel. Az MTA épiiletében torténd
védésiikon csodalva szembesiiltem az akadémiai 1égkdr varazsaval, ahol abban a pillanatban
fogadtam meg, hogy valaha én is ugyanott akarok allni. Koszondm, hogy a mii megirasanak
utolso pillanataban is tandcsukkal jobba tehetettem az értekezést.

Nagyon halds vagyok Dr. Majoros Laszld professzor baratom szakmai segitségéért, barati
jokedvil beszélgetéseinkért és utmutatasaiért.

Halamat szeretném kifejezni Prof. Dr. Porszasz Robertnek, hogy a Farmakologia Intézetben

sokat tanulhattam tdle az oktatasi metodikak fejlesztése tekintetében.
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K6szoném Prof. Dr. Bhattoa Harjit Palnak, hogy a vérmintik analizise tekintetében a leg
lehetetlenebb pillanatokban is a rendelkezésiinkre allt, igy egyetlen minta sem ment karba.
Koszonetemet fejezem ki Dr. Varga Baldzsnak, hogy kutatocsoportomban egy olyan
személyként van jelen, aki a legaprobb részletekben képes tobb napig elmerengeni és olyan
megoldassal visszatérni, amelyrdl Almodni sem merek.

Szintén nagyon kdszonom Dr. Szabd Adrienn belgydgyasz baratom szakmai iranymutatasait,
amelyeket a betegagy mellett tanulhattam meg téle.

Halas vagyok Dr. Kertész Attila kardiologus szakorvos egykori PhD hallgatdémnak, hogy
kitartdsaval, precizitasaval, ultrahangos tapasztalatdval bovitette metodikai lehetdségeinket, és
mai napig szamithatok ra barmilyen echokardiografias vagy egyéb kardiologiai problémakban.
Nagyon koszondm Dr. Bombicz Mariann szakgyogyszerész, egykori PhD hallgatomnak és
baratomnak, hogy kreativitdsaval, dinamikdjaval, viddmsagaval, életkedvével, sportok iranti
nyitottsagéval egy uj szint hozott az életembe, €s nemcsak kollégaként, hanem baratként is
barmikor szamithatok ra.

Halaval tartozom Dr. Priksz Déniel szakgyogyszerész mar védett PhD hallgatomnak, egytttal
baratomnak, hogy precizitasaval, aprolékos, részletekbe mend tudasszomjaval, kitartasaval,
lojalitasaval, kivald fogalmazo készségével szinte minden szakmai nehézségiinkben gyogyirt
talalt a problémara.

Nagyon halas vagyok a Szegedi Tudoméanyegyetemrdl kollaboratorunknak Dr. Pésa Aniko
docens asszonynak, akivel tobb pélyazatot sikerrel tudunk a hatunk mogétt. Otleteivel,
dinamikajaval, strapabirasaval példaértékii n6i kutatonak tartom, akire, mint nagyon stabil
szakmai kollaboracios partnerre barmikor szamithattam.

Kiilon koszondm Prof. Dr. Hohmann Juditnak, Prof. Dr. Csupor Dezsonek, és Dr. Takacs
Istvannak a medvehagyma vizsgélataban nyujtott farmakognoziai €s analitikai segitségiiket.
Hatalmas koszonet illeti Balla Jozsef és Balla Gyorgy Akadémikus Urakat, hogy szakmai
tudasukat, otleteiket mindig 6nzetleniil bocsatottak a rendelkezésemre, és abban az esetben, ha
a kisérleteim megakadtak vagy alkotdi valsagba keriiltem, mindig szakitottak rdm id6t és
hatalmas tapasztalatuknak koszonhetéen rengeteget tanulhattam toliik.

Nagyon koszondm Dr. Kiszil Okszdnanak, hogy amikor atkeriiltiink a Farmakoldgiai €s
Farmakoterapiai Intézetbe, testvéri szeretettel gondoskodott rolunk.

Koszonettel tartozom Dr. Kurucz Andrea kardiologus szakorvos jeldlt, egykori PhD hallgatom
szorgalmas és toretlen munkajaért.

Nagyon koszondm Dr. Kiss Rita adjunktus asszony segitségét, amit mind a k6z6s munkaban,

mind az ¢életben tanusitott iranyomban. Nagyon halas vagyok azért, hogy megismerhettem, mert
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nélkiile biztosra mondhatom, hogy az életem nem igy alakult volna, és az orvosi szemléletem
nem bontakozhatott volna ki.

Nem tudok elég halasnak lenni a Debreceni ODT tagjainak (Prof. Dr. Adany Réza, Dr. Csoma
Eszter, Prof Dr. Harangi Mariann, Prof. Dr. Szlics Gabriella, Prof. Dr. Balla Gydrgy, Prof. Dr.
Balla Jozsef, Prof. Dr. Csernoch Laszlo, Prof. Dr. Fiilesdi Béla, Prof Dr. 111és Arpéd, Prof. Dr.
Muszbek Laszld, Prof. Dr. Néanasi Péter, Prof Dr. Tosaki Arpad), hogy iiléseinken torténd
rutinos, tapasztalt, konstruktiv, bdlcs hozzaszolasaikkal nagyon sokat adtak hozzd a sajat
kutatasi attitidomhoz.

Halas vagyok A TEDI titkardnak Szalai Andreanak, hogy a doktori iskoldval, illetve oktatdssal
kapcsolatos adminisztracids terhet leveszi a vallamrol. Dr. Csoma Eszter és Oldh Zsuzsi nélkiil
a PhD hallgatoim elvesztek volna a szabalyzatok utvesztéiben, de mindketten olyan
hattértamogatéssal lattak el minket, hogy a védések gordiilékenyebben, mondhatni tinnepi
eseményként mehettek végbe.

Kiilon kdszondm Prof. Dr. Csont Tamas Balint és Dr. Csonka Csaba onzetlen segitségét, hogy
PhD wvagy habilitaciés palyamunkdk alapos birdlatdban vagy szakértelmében mindig
szamithattam rajuk.

Halas vagyok a sorsnak, hogy Dr. Sziics Miklos uroldgus szakorvos PhD hallgatomat szintén a
baritaim sordban tudhatom. Szakmai- és ¢lettapasztalata, szakorvosi szemlélete egy Uj
latasmodot nyitott meg eldttem.

Ko6szonom Dr. Szokol Miklés kardiologus szakorvos PhD hallgatdmnak, hogy kivalo
intervencios tudasara alapozva a metodikai repertoarunkat ki tudtuk bdviteni.

Nagyon halas vagyok Szilvassy Zoltan Professzor Urnak, Kovacs Péter Professzor Urnak,
Szabo Zoltan KK Elnok Urnak, Dr. Somodi Sandor Tanar Urnak, hogy tanitvanyuknak
fogadtak, bevezettek a klinikumba, a klinikai farmakologidba, és megtanulhattam a human
vizsgalatok terén pl. a hiperinzulinémias-euglikémias clamp (HEGC) modszerét.

Kiilon koszondm Dr. Lampé Noranak, egykori PhD hallgatom toretlen, kitartd hozzaallasat,
illetve azt, hogy a tovabbképzésekre torténd felkésziilésnél is naprakész kutatomunkaval segiti
eldaddsaim szinvonalasabba tételét.

Nagyon koszondm jelenlegi PhD hallgatdimnak: Dr. Karacsonyi Zoltannak, Dr. Kozma
Maténak, Dr. Szekeres Rékanak, Pelles-Taskdé Beanak, és Dr. Blaga Zsanettnak, hogy
munkajukkal, dtleteikkel, szorgalmukkal, emberségiikkel megkonnyitik a mindennapjaimat.
Nagyon haléas vagyok Dr. Szilagyi Annanak, Dr. Takéacs Barbaranak és Dr. Tarjanyi Veranak,
hogy a kutatocsoportom részét képezik, és segitenek a mindennapi kutatdsi feladatok

megalapozottabba és cizellaltabba tételében.

144



juhasz. bela.1l 180 24

Halaval tartozom Dr. Szentmiklési Jozsef tanar Urnak, és Prof. Dr. Szanto Sandornak, hogy a
human etikai engedélyek beaddsanal megkonnyitik életemet. Hasonloképpen kdszondm Dr.
Deak Adam DEMAB Elnok Ur allatetikai engedélyek benyujtasakor nydjtott segitségét.
Koszondm Kerekes Juditnak és Kozma Krisztinanak, hogy megkonnyitik a munkamat,
kedvességiikkel és gondoskodéasukkal otthonos légkdrt teremtenek, és feledtetik az intézet
minden dolgozojaval, hogy valdjaban egy munkahelyen vagyunk.

Koszonom Dr. Hegediis Csabanak és Luczi Péternek, hogy barmikor szamithattam rajuk
minden szoftveres analizis és egy¢b technikai problémak esetében.

Nagyon halas vagyok Prof. Dr. Balogh Péternek, Dr. Czine Péternek, és Dr. Lengyel Péternek,
hogy a matematikai és statisztikai problémak utvesztdiben mindig szamithattam rajuk.
K6szonom Prof. Dr. Bacskay Il1diké dékéan asszonynak, Dr. Fehér Palma adjunktus asszonynak,
Dr. Lekli Istvannak, hogy a kollaboraciés munkank soran mindig pozitivan és segitokészséggel
alltak kutatocsoportunkhoz, és barmikor szamithattunk rajuk a nehéz pillanatokban.
Ko6szondom minden diplomamunkasomnak és TDK hallgatdbmnak, hogy részese volt az
¢letemnek, mert 6k is a puzzle egy kis darabjat beillesztették a kirakosba.

Halas vagyok Vatler Gabriellanak és Dr. Takéacs Evelinnek, hogy miattuk nem létezik a
szotaramban az, hogy adminisztracios probléma, mert mindent villamiitésszertien megoldanak.
Koszonet illeti a Farmingtoni Egyetem Kisérletes Sebészeti Tanszék, a Gyodgyszerhatastani
Tanszék és a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet valamennyi munkatérsat.

Szeretnék kiilon koszonetet mondani Dr. Németh Jozsef tudomanyos fOmunkatarsnak, Dr.
Lelesz Beatanak, Olah Krisztinanak, €s Szegvariné Erdés Andrednak a labormunkakban
nyUjtott segitségiiket.

Koszonet illeti Prof. Dr. Matyus Laszl6 Dékan Urat, hogy az értekezés befejezésénél minden
talalkozadsunk alkalmaval azt sugallta, hogy ¢letem jelen szakaszaban, igéretemnek
megfelelden, mi is valdjaban a legsiirgetobb teenddm.

K6szondm barataimnak (megismerés sorrendjében) Nagy Attilanak, és anyukajanak, Erikdnak,
Dr. Abbas Javadi Dafsarinak, Dr. Mojgan Goulipour Saliminek, Dr. Péter Zoltannak, Bélega
Janosnak, Puskas Bélanak, Anton Palnak, Békési Tibornak (potkeresztapamnak), Dr. Banyai
Sandornak, hogy a szabadidémben olyan emberekkel lehetek, mint 6k, és segitenek mind a
boldog, mind a nehéz iddk eltdltésében, illetve atvészelésében.

Végiil, de nem utolsé sorban kdszonom a csaladomnak; édesanyamnak Petras Marianak, aki
Onzetlenségével magat mindig hattérbe sorolva tamogatta az életutam minden allomasat,
enyhitve a rdm nehezedd anyagi és erkolcsi nehézségeket. Koszonom feleségemnek Zitanak,
lanyaimnak Zizdocanak, Jacskanak és Hannusnak, hogy az életem részévé valtak, mert nélkiiliik

ez a munka ekkora szivvel és odaadéssal nem sziilethetett volna meg.
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Tudomanymetriai adatok

Juhész Béla tudomanyos és oktatéi munkassaganak dsszefoglalasa MTA

V. Orvostudomanyi Osztalya (2024.04.04)

Tudomanyos kézlemények Szama Hivatkozésok'
Osszese [Részletez | Fiiggetle| Osszes
I. Tudomanyos folyéiratcikk? . 114 . .
szakcikk nemzetkdzi folyoiratban, idegen nyelvi 105 1809 2341
szakcikk hazai idegen nyelv( 1 1 1
szakcikk magyar nyelvi 0 0 0
szakcikk sokszerz6s, érdemi szerzékéntd 0 0 0
Osszefoglald kozlemény 6 343 374
rovid kézlemény 2 8 14
Il. Konyvek 0
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzékeént 0
idegen nyelvi 0 0 0
magyar nyelv( 0 0 0
aa) Fels6oktatasi tankdnyv 0 0 0
b) Szakkégy\’/, kézikonyv, konferenciakotet, tankonyv 0
“Li\(;l'légen‘n;/lglcgj 0
magyar nyelvi 0
bb) Fels6oktatasi tankdnyv 0
Ill. Konyvrésziet 3
idegen nyelvi 3 0 0
magyar nyelvi 0 0 0
cc) Fels6oktatasi tankdnyvfejezet 0 0 0
IV. Konferenciakézlemény* 0 0 0
Oktatasi kozlemények 6sszesen (Il.aa,bb-lll.cc) 0 0 0
Tudomanyos kézlemények 6sszesen (1.-1V) 117 2161 2730
Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-1V.) 117 2161 2730
V. Tovabbi tudomanyos miivek 22
Tov:f\pbi t_udoma’nyos mﬁvek, ide értvten;alélr:sgr:“tﬂi)el\smirm(’khan 16 6 7
Szerkesztéséqi levelezés, hozzdszolasok, valaszok 2 0 0
Oltalmak (szabadalmak) 4 0 0
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V. Hivatkozott absztraktok® 1 1
Osszes hivatkozas?® 2168 2738
Hirsch index® 27
g index® 48
Specialis tudomanymetriai adatok Szama _Ossze§
hivatkozas

Els6 szerzés teljes folydiratcikkek szama? 8 303
Utolsé szerz6s teljes folydiratcikkek szama? 19 191
A tudomanyos fokozat (PhD 2004) elnyerése utani teljes tudomanyos

e ) 109 2533
folydiratcikkek szama
Az utolsé 10 év (2014-) tudomanyos, teljes, lektoralt tudomanyos

SR . 65 580
folydiratcikkeinek szama
A legmagasabb hivatkozottsagu kézlemény hivatkozasainak szama (az
f 4 . NP 267 9,75%
Osszes hivatkozas szazalékaban)
Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus rendszerben 176
Jelentés, guideline 0
Csoportos (multicentrikus) kdzleményben kollaboraciés kézremiikods” 0
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