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1. Bevezetés

Napjainkban nemcsak Magyarorszagon, de vildgszerte is a sziv- és érrendszeri
megbetegedések a vezetd halalokok kozott szerepelnek a rosszindulatti daganatos betegségek
mellett. A kardiovaszkularis megbetegedéseken beliil a leggyakrabban eléforduld korképek a
sziv iszkémias betegségei €s a heveny szivizom elhalds a magyar statisztikai adatok alapjéan is
[1]. Ezen korképek kialakulasdnak fobb kockazati tényez6éi a magas vérnyomas,
diszlipidémia, diabétesz mellitusz, obezitds, dohdnyzéis, valamint nem befolyasolhato
tényezOkként a kor és a csaladi halmozddas [2].

A kiemelt rizikdéfaktorok korébe tartozd obezitds, a mai modern vilag fejlett
orszagainak egyik legnagyobb megoldando egészségiigyi problémaja. A Worldometers valodi
idejt vilagstatisztika 2016.01.29-1 adatai alapjan (1. tablazat) és egyszerii szamitdsom szerint
a Fold teljes népességének mintegy 29%-a vagy talsulyos vagy kovér [3]. Ezekbe a
sulykategoriakba tartozd embereknél, bizonyitottan nd a sziv- és érrendszeri megbetegedések
el6forduldsi gyakorisaga, természetesen ezen tilmenden szamos egyéb Dbetegség
kialakulasanak veszélye is, mint példaul I-II tipusu diabétesz, hiperkoleszterinémia, magas

vérnyomas stb.

1. tablazat: Valodi idejh vilagstatisztikai adatok [3]

Kategoriak Szamadatok
Jelenlegi vilagnépesség 7398 189911

Tulstulyos emberek a vilagban 1 620 297 843
Kovér emberek a vilagban 540 099 284

Kovérséggel kapcsolatos betegségekre ma koltott pénz

az USA-ban $302213303

Sulycsokkentd programokra ma koltott pénz az USA-

$116 010107
ban

Forrasadatok: http://www.worldometers.info/hu/2016.01.29. 146ra 40perc



Az Amerikai Egyesiilt Allamokban, az 1. tiblazat szamadatainak bizonyitd ereje
kapcsan is, dollar milliardokat forditanak a kovérséggel kapcsolatos betegségek kezelésére,
valamint stlycsokkentd programokra, mint preventiv terapidra.

A prevenci6 fontossagat, barmely betegséggel kapcsolatban, nem lehet eléggé
hangsulyozni, én a jOvO terapidjanak nevezném személy szerint, bar nyilvan nem minden
betegséget lehet megelozni, de a késleltetés is rendkiviil fontos tényezd. Ezzel
ellentmondasban a magyar 4allami kiaddsok prevenciora forditott értéke az 0Osszes
egészseégligyl kiadashoz viszonyitva forditott ardnyt valtozast; csokkend tendenciadt mutat a
2003 ¢s 2012-es ¢vek kozott a KSH statisztikai adatai alapjan (2. tblazat).

Mig az inflacidval koriilbeliil megegyezd mértékben nének az allami egészségiigyi
kiadasok, addig ettdl joval nagyobb mértékben csokkent a vizsgalt iddintervallum alatt a
prevenciora forditott allami kiadasok értéke. Szintén megfigyelhetd, hogy az allam kontra

haztartasi €s egészségpénztari kiadasok valtozasa a haztartasok felé mutat pozitiv elmozdulast

[4].

2. tablazat: Egészségiigyi kiadasok alakulasa (2003—-2012) a KSH adatai alapjan

Megnevezés 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012
Allami kiaddsok dsszesen 11414 | 1182,2] 13023 | 1364,1 | 12899 | 13283 | 1302,1 | 1384,4 | 14151 | 13858
ayogyszer 2715 | 2833 | 3473 | 3786 | 3050 | 301.9 | 3120 | 3219 | 332.6 | 2710
PIEVENCIO €S NEPCEeSZSCUBY | 511 | 490 | 529 | 53,0 | 495 | 508 | 476 | 521 | 430 | 353
ellatas
Hidartasok és ~ 419,0 | 4419 | 4854 | 5037 | 5263 | 5512 | 5559 | 6191 | 659,6 | 690,2
egészségpénztarak osszesen
ayogyszer 157,01 | 1703 | 1956 | 1956 | 2425 | 2710 | 2815 | 297.8 | 332.8 | 3466
gyogyaszati segédeszkozok és
egyéb tartos és nem tartos 281 | 298 | 304 | 351 | 362 | 343 | 293 | 320 | 310 | 341

gydgyaszati céli fogyasztasi cikkek

Egészségiigyi kiadasok

. 1605,7 | 1698,5| 1859,6 | 19552 | 1917,8 | 1980,9 | 1982,4 | 2 136,6 | 2219,3 | 2 209,0
Osszesen

Forrasadatok: https://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat eves/i fec001.html

Mindezekbdl kovetkezik, hogy szamos egyéb tényezd befolydsold hatdsa mellett
egyértelmill tendencia a haztartdsokra egyre nagyobb mértékben nehezedd preventiv terapias
lehetoségek okozta tobblet koltségek megjelenése. Tehat a  haztartdsokra és
egészségpenztarakra haruld anyagi terhek enyhitése a cél, melynek eszkdze lehet a megfeleld

mindségli és arértéki taplalekkiegeészitok korének bovitése, és ezek mindennapi hasznalata.



Ehhez kapcsolédoan emlitést kell tenniink a média formald és informald erejérdl, mely
a f6 kommunikécios csatornaja a hatékony marketingnek, és egy taplalékkiegészitot elindithat
utjan ¢€s sikerre vihet.

A prevencid részeként a taplalékkiegészitokhoz kotédden a komplex egészséges
¢letmodrol is beszélni kell, melynek részét képezi az egészséges taplalkozas, a testmozgas
valamint a lelki egyensily. A mai kor emberének alkalmazkodnia kell az id6k folyaman
kialakult ¢€lethez. Gondolok itt a mozgés beiktatasdra rohané mindennapjainkba, a stressz
kezelésére ¢és legfoképp a tapanyagainkban, taplalékunkban taldlhaté vitaminok, asvanyi
anyagok, nyomelemek, rostanyagok kiegészitésére, potlasara. Ennek leghatékonyabb eszkdzei
a taplalekkiegészitok, melyeknél nagyon fontos a mindség, a megfelelé formuldlas, és a mar
korabban emlitett ar, valamint a marketing.

Elmondhatjuk, hogy most ¢€ljiik a taplalékkiegészitok korat, amikor is jellemzd a
talhasznalat és a nem megfeleld, akar artalmas készitmények valasztasa, fogyasztasa is.
Rengeteg természetes eredetli hatdanyagot tartalmazd terméket kindlnak a gyogyszertdrak,
drogéridk ¢és az internetes druhdzak, melyeket megfeleld tudomanyos adatok ¢és
megalapozottsag nélkiil alkalmazunk. A kutatoi tarsadalomnak igazodnia kell a kezében 1évo
tudas hozzaadasaval, a jovo hatékonyabb €s az emberi szervezetre nem karos hatéanyagainak
a felderitésével, ezek részletes vizsgalataval, melynek eredményeképpen biztonsdgosan
hasznalhato téplalékkiegészitok fejleszthetdk, vagy nem toxikus hatéanyagszintek
meghatarozhatok. Az egyik legkézenfekvobb a kdrnyezetiinkben 1évd millionyi természetes
eredetll hatoanyag vizsgalata, melyekhez konnyen hozzajutunk ellentétben a molekulatervezd
programok végeredményeképpen szintetizalt potens hatéanyag jeloltekkel. Mindig nagyobb
kihivas egy €l6bdl szarmazod mintdk vagy komplex €10 rendszert vizsgélni, gondolok itt a
kiilonféle novényi extraktumokra, melyek biohasznosuldsa messze tulmutat egy szintetikus
monokomponenshez képest. A trendeket kovetve, miszerint egyre nagyobb érdeklodést
mutatunk a természetes eredetli hatdanyag tartalmua készitmények irant mind preventiv, mind
terapias céllal; valamint a vilagot kiemelt mértékben sujté sziv- ¢€s érrendszeri
megbetegedések okan, kutatdocsoportunk tobbek kozott a meggymagbél kivonat €s a béta-
karotin €16 szervezetre gyakorolt hatasait is vizsgalja.

Korabbi kutatomunkéank folytatasaként, ahol a természetes eredetii meggymag kivonat
Osszetételét, kardiovaszkularis és retinara kifejtett hatasait vizsgaltuk, e téma kovetkezo
allomasaként tovabbi toxikologiai vizsgalatoknak tettiik ki ezt a komplex ndvényi
szarmazekot, ezt kovetden pedig a béta-karotin €10 szervezetre, kardiovaszkularis rendszerre

kifejtett hatasait vizsgaltuk.



2. Irodalmi attekintés és célkituzésiink

2.1 Novények, novényi eredetii hatéanyagok vizsgalata tobbféle aspektusbol

A Foldon €16 emberek alapvetd hatassal vannak a vilag valtozasara, ennek nyomon
kovetése €s felderitése kisérletek formdjaban torténik. A novények és természetes eredetii
novényi hatdéanyagok széles tudomanyos korben szolgdlnak témaul, szamos kiilonféle kutatasi
szakteriileten dolgozok szamara. Tobb aspektusbol is vizsgalnak egy-egy novényt, vegyiik
példaul a narancsot. Kutatok a klimavaltozas esetleges hatasait vizsgaltdk a narancs
termelésre, ennek eredményeként leirtdk, hogy a klimavaltozds okozta napi
kozéphomérsékletek emelkedésének ellenére az esetlegesen eléforduld fagykar a citrus
gyimdlcsosokben nem csokkent forditott aranyban €s azonos mértékben a hdOmérséklet
emelkedésével [5]. Egy masik kutatocsoport a klimavaltozas szimuldlasdra emelt
hémérsékleten termesztett eprek husaban antioxidans kapacitas emelkedést figyelt meg [6],
mig masok csokkent vitamin szinteket mértek hasonld koriilmények ko6zott szamos
gytimdlcsben és zoldségben koztiik narancsban is [7].

Az emberiség okozta klimavaltozas globalis kdvetkezményeinek ezek csak apréd
bizonyitékai. Téapladlkozasunk szempontjabdl azonban igen fontos ismeretek ezek, ugyanis
szamolnunk kell azzal, hogy esetlegesen a gylimdlesok ¢és zoldségek melyekbdl taplalékunk
szerves része all, mindségbeli valtozason mentek keresztiil a kdrnyezet valtozasanak hatésara.
Ezért 1ényeges, a taplalékunkkal be nem vitt és a szervezet miikddése szempontjabol fontos
vagy nélkiilozhetetlen hatdanyagok, vitaminok, nyomelemek pétlasa. A narancs, a citrom €s
az alma az egyik leggyakrabban fogyasztott gylimolcs6k korunkban, hiszen magas C-vitamin
tartalmuk mellett megtalalhato benniik egyéb sokféle szerkezetli vegyiilet is, mely a szervezet
szdmara hasznos.

A narancsot (Citrus sinensis) példaul C-vitamin poétlasan kiviil szamos betegség
kezelésére is hasznaljdk tradiciondlisan; igy székrekedés, kolika, hasmenés, bronchitis,
tuberkuldzis, kohogés, megtazas, elhizas, menstruacidos gorcsok, angina, magas vérnyomas,
szorongas, depresszid ¢€s stressz kezelésére [8]. A Citrus sinensis tartalmaz példaul
flavonoidokat [9-13], szteroidokat, hidroxilamidokat, alkanokat ¢&s zsirsavakat [14],
kumarinokat [15-17], peptideket [18, 19], szénhidratokat [20, 21], karotinoidokat [22-24],

illékony komponenseket [25, 26] és asvanyi anyagokat, mint példaul kalium, magnézium,



kalcium, natrium [27]. Ezen alkotéelemeket szamos kutatocsoport vizsgalta, azonositotta a
Citrus sinensis kiilonbozo részeibdl, példaul gydkerébdl, levelébdl, viragabol, gytimblcsébol.
Az azonositott komponensek alatdmasztjdk a gylimolcs tradicionalis gyogyészatbeli
hasznalatat.

A Citrus sinensis-ben 1év0 hatdanyagok sokféleségének koszonhetden a kutatott
farmakologiai hatdsai is igen szertedgazoak. Rendelkezik antibakterialis [28], antifungélis
[29], antiparazita [30], antiproliferativ [31], antioxidans hatassal [8], ezen talmenden
hypokoleszterolémids [32], obezitas-ellenes [33], kardiovaszkularis [22] aktivitassal is bir. A
legtobbet vizsgalt farmakologiai hatas, a rendkiviil jo antioxiddns kapacitasanak kdszonheto,
mely az alapja egyben a kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt pozitiv hatasnak is.
Antioxidans aktivitasat kiilonféle mesterséges gyokokkel szemben is vizsgaltak, példaul
DPPH, ABTS, ismert antioxiddns standardokhoz viszonyitva, mint a Trolox, C-vitamin,
gallusz sav [26, 27, 34], valamint antioxidans esszé¢kkel, beleértve a FRAP és ORAC esszét
[22, 35].

Ezen talmenden a citrusfélék feldolgozasa és a gylimdlcslé taroldsa soran végbemend
valtozasok szintén fontosak, ugyanis nagymértékben 1¢ formajaban jutnak a szervezetbe.
Wibowo ¢és tarsai vizsgaltak, a narancslében 1évo total karotinoid mennyiségének valtozasat a
tarolas homérsékletétdl és idOtartamatol fliggéen. Eredményeik alapjan elmondhatd, hogy
nem kedvez sem a 42 “C-on, sem a hiitében vald tarolas; a 20 és 28°C-on tortént tarolas pedig
nem befolyasolja szignifikans mértékben a karotinoid tartalmat. Megjegyzendd tovabba, hogy
kisérleteikben nem minden karotinoid mennyisége valtozott azonos mértékben ¢és iranyban a
tarolasi hOmérséklet valtoztatdsa soran, példaul a C-karotin mennyisége a hdmérséklet

emelésével kis mértékben ndtt, mig az a- és B-karotin mennyisége csokkent [23].

2.2 Oxidativ stressz és szabadgyokok a szervezetben

A szervezetben létrejovo oxidativ stressz a szabadgyokok és oxidalo agensek
mennyisége ¢és a védekezd mechanizmusok kozti egyensuly felborulasa kovetkeztében alakul
ki. Ennek szdmos befolyasold tényezdje van, mint példaul a kor, genetikai soksziniiség,
kornyezet, ¢életmod, kronikus betegségek ¢€s stressz. A szabadgyokok felszaporodasa
fiziologidsan az Oregedés folyamataban is megfigyelhetd, ahol a szervezet kompenzald
mechanizmusainak kimeriilését kovetéen kis mértékii oxidativ stressz jon létre [36, 37],

melynek eredményeképpen alakulnak ki tobbek kozott a rancok és az Oregségre jellemzd



pigment foltok. Szamos betegség hatterében tapasztaltak emelkedett szabadgydk szinteket,
példaul diabetes [38], reumatoid arthritis [39], Alzheimer-kor [40] és egyéb neurodegenerativ
betegségek, kronikus veseelégtelenség [41], kardiovaszkularis korképek [42] esetében. Arrol
azonban megoszlanak a szakmai vélemények, hogy az emelkedett szabadgyok szintek miatt
alakul-e ki az adott betegség, vagy forditva.

A szabadgyokok termelédésének f6 helye a mitokondrium bels6 membranjaban
talalhato 1égzési lanc fehérjéi, melyek a terminalis oxidacidé folyamataban jatszanak szerepet.
A lanc fiziologids miikodése soran keletkeznek kiilonféle szabadgyokok és oxidalo dgensek;
szuperoxid anion (‘O2"), hidroxil gyok (‘OH"), valamint hidrogén-peroxid (H>0O), melyeknek
koriilbeliil 2 %-a ,,megszokik” a rendszerbdl. A szervezetben 1évd védekezd mechanizmusok
eredményeképpen a keletkezett szabadgyokok semlegesitése megtorténik. A szuperoxid anion
szuperoxid-dizmutaz segitségével hidrogén-peroxidda alakul, a hidrogén-peroxid pedig
katalaz vagy glutation-peroxidaz enzim miikodésének eredményeképpen vizzé. Amennyiben a
szabadgyokoket nem képes a szervezet, vagy talzott termelddésiik, vagy az antioxidans
rendszer alulmiikodése vagy nem kielégitd miikodése miatt semlegesiteni; abban az esetben
fehérjéket, DNS-t, lipideket karosithatnak [43].

A szabadgyokok miikodésének kovetkeztében oxidativ sériilések keletkezhetnek [37],
a fehérjék karbonilalodnak és funkcidvesztés is eléfordulhat. A folyamat soran a fehérjében a
karbonil kotések szama fokozodik, melynek kovetkeztében stabilabb konformacié jon létre, és
funkcidjuk médosulhat. Ez akar a sejtek pusztulasahoz is vezethet [44], ha egy a sejt szadmara

fontos fehérjét érint a valtozas [45].

2.3 Antioxidansok, antioxidans tartalmia novények a kutatasok kozéppontjaban

Az antioxiddnsoknak két f0 tipusa van; az endogén €s az exogén antioxidansok [46].
Az endogén antioxidansok szervezetlinkben termelddnek; lehetnek enzimek, koenzimek és
hormonok, mint példdul a melatonin [47]. Az enzimatikus részhez tartozik a DNS-be kddolt
antioxidans enzimrendszer, mely olyan enzimeket foglal magaba, mint a kataldz (CAT), a
glutation-peroxidaz (GPX), vagy a szuperoxid-dizmutdz (SOD). A melatoninnak kettds
szerepe van a szabadgyokok semlegesitésében, ugyanis azon kiviil, hogy maga is jo gyokfogo
[48, 49], szdmos antioxidans enzimet is aktival,; GPX, SOD ¢és CAT [50, 51], valamint
stimulalja a génexpressziojukat. Melatonin adagolas hatasara egy kisérletben kiilonféle SOD

izoformak mRNS szintjének szignifikans emelkedését figyelték meg [52]. Mas kisérletekben



patkdnyoknak adagoltak egy nagy vagy tobb kisebb dozisban melatonin injekciot, melynek
eredményeképpen szintén SOD gén expresszio ndvekedést tapasztaltak [53].

Az exogén antioxidansokat nem a szervezet termeli. Ebbe a kdrbe szamos kiilonb6z6
szerkezetll vegyiilet tartozik; a C-vitamin (aszkorbinsav), E-vitamin (tokoferol), A-vitamin €s
eldanyagai (retinol, karotinoidok, likopin), flavonoidok, rezveratrol, omega-zsirsavak, szelén,
¢s galluszsav. [46].

Az exogén antioxidansok bevitele torténhet a taplalékunk részét képezd zoldségek,
fiiszerek, gyliimolcsok fogyasztasaval, vagy akar téplalékkiegészitok szedésével is. Magas
antioxidans tartalmi novények kozé tartozik példaul a sz6lo, narancs, malna, afonya, acai
bogyd, mangosztan, meggy, barack, szegfiiszeg, fahéj, granatalma, avokado, kakao, kivi, zold
tea, kurkuma, spendt, brokkoli, paradicsom, petrezselyem, fokhagyma, di6, mogyord,
pisztacia €s mandula. Ezen felsoroldsbol latszik, hogy az étrendben gyakran eldfordulnak
antioxidansok, illetve ezen alapanyagok tudatos hasznalatdval igen sokszinli és egészséges
taplalkozast valdsithatunk meg.

A taplalékaink elokészitése, a siités-f6z€és soran hasznalt fliszernévények koziil magas
antioxidans aktivitassal rendelkezd, a magyar konyha altal az egyik leggyakrabban hasznalt
petrezselyem ¢s fokhagyma. A petrezselyemben megtalalhatok karotinoidok, C-vitamin,
polifenolos vegyiiletek és katechinek [54, 55],[56]. A varsoi egyetem kutatoi petrezselyembdl
torténd polifenolos komponensek kivonasat optimalizaltak, eredményeik szerint acetonnal és
metanollal szemben a desztillalt viz tlint a legjobb extrakcios oldoszernek; ezen allitasukat az
ABTS gyok ¢és vas-kelat kapacitdsi eredményekre alapoztak [56]. A fokhagyma mind nyersen
mind hdkezelést kdvetden egyardnt hasznalt alapanyag; szamos tanulmany foglalkozott a
benne 1év0 hatdanyagok, valamint a novény gyodgyhatdsanak vizsgalatdval. Ennek soran
deriilt fény antibakterialis [57], antimikotikus [58], arterioszklerdzist-, véralvadast gatlo [59]
¢s veérnyomascsokkentd hatdsara [60]. Shin ¢és munkatarsai [61] a fokhagyma
gyulladascsokkentd hatasdnak valtozasat vizsgaltak, hé hatasara, imitalva ezzel a f6zés soran
végbemend folyamatokat. Tapasztalatuk alapjan hokezelés kovetkeztében csokken a
gyulladascsokkentd hatas, amiért valosziniileg az allicin nevii hatdanyag felelés. Mas
kutatocsoport pedig szignifikdns mértékben csokkent véralvaddst gatld hatast tapasztalt
hoékezelés hatasara fokhagyma kivonatokon [62].

A tovabbiakban a teljesség igénye nélkiil szeretném a fent felsorolt gyiimdlcsok

antioxidans tulajdonsagat tudomanyos kutatasi eredményekkel aldtamasztani (3. tablazat).



3. tablazat: Antioxidans tartalmu novények €s azok f6bb aktiv komponensei

F6 antioxidans komponensek Hivatkozasok
Szegfliszeg fenolos komponensek: eugenol, gallusz sav [63, 64]
.. fenolos komponensek, fahéjaldehid,

Fahéj metzxifahéjaldehidj [63, 65]
Granatalma fenolos komponens: gallusz sav [66]
Avokadé karotinoidok [67]
Kakaé fenolos komponensek: katechin, epikatechin [68]
Kivi c-vitamin, karotinoidok [69]

Kurkuma kurkumin, ferula sav [70, 71]
Brokkoli karotinoidok, fenolos komponensek [72]
Paradicsom likopén, karotinoidok [73]

Patki és munkatarsai [74] sz6l6porral kezelt fiatal €s 6reg patkdnyok szorongés-szeri
viselkedését €s ehhez kapcsoldddan a plazma antioxidans kapacitdsat vizsgaltak, valamint
kortikoszteron szintet és oxidativ stressz indexeket mértek. Tapasztalataik alapjan a szdl6
protektivnek bizonyult a korfliggd szorongas ellen €s a sz6lovel nem kezelt allatokban a kor
elérehaladtdval emelkedett kortikoszteron szintet mértek, mig a sz6loporos kezelés
kovetkeztében ez az emelkedés elmaradt. Tovabba a sz816 kezelés megeldzte a kor indukalta
oxidativ stressz szintjének emelkedését is. Lin €s munkatarsai [75] kutatdsai alapjan a sz616
szuszpenzid in vivo iszkémia-reperfundalt nyal hagyholyagon protektiv hatasunak bizonyult.
Kutatocsoportunk  vOordos sz6ldmag extraktum  patkdnyokon végzett kezelésének
eredményeképpen kardiovaszkularis protekciot tapasztalt iszkémia/reperfizid indukalta
karosodasokkal szemben, ami megnyilvanult szignifikdnsan jobb posztiszkémids szivfunkcids
eredményekben, melynek oka a csokkent mértékii oxigén szabadgyok képzddése lehet [76].

Szamos kutatdcsoport vizsgalta és vizsgédlja a narancsot, mint magas antioxidans
tartalma gylimolcsot [8]. A dél-italiai Barreca €és munkatarsai a vérnarancs flavon tartalmat
meértek, valamint a gylimolcslé antioxidans tulajdonsagat. Kisérleteik soran a flavonoidok
szeparalasat €s azonositdsat LC-MS-MS technika segitségével végezték, kilenc vegyiiletet
sikerlilt azonositaniuk. Ezt kévetden TEAC, FRAP ¢és hidroxil-gyok fogasi assay-ket
végeztek. Osszességében elmondhatd, hogy a flavonoid tartalma frakciok egyértelmiien
hozzajarulnak a gylimélcs antioxidans kapacitdsahoz, de nem onmagukban felelosek azért
[34]. Atrooz kiilonb6zé novényi magok extraktumainak, tobbek kozott a narancs magjanak
antioxidans aktivitasat €és polifenol tartalmat vizsgalta. Eredményei szerint a metanolos

extraktumok magas antioxidans aktivitast mutattak, valamint magas flavonoid tartalmat [77].
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A malna (Rubus idaeus) igen gazdag forrésa az étrendi antioxidansoknak; mint példaul
a fenolos savaknak, flavonoidoknak €s antocianinoknak [78, 79] ezek mellett C vitamint,
¢lelmi rostokat, a-tokoferolt, tokotrienolt, kalciumot, kaliumot, magnéziumot, karotinoidokat
¢s linolénsavat is tartalmaz [80, 81]. A malndnak mind a levelében mind a termésében
talalhatok az antioxidans kapacitasaért felelds hatdéanyagok. Denev és munkatérsai [82] a
malnalevél acetonos-hangyasavas extraktuman végeztek antimikrobialis €s antioxidans
aktivitast méréseket, melynek eredményeképpen kiemelendd antimikrobialis aktivitast mértek
11 féle vizsgalt human patogénnel szemben, valamint mérsékelt antioxiddns aktivitast
tapasztaltak ORAC esszével. Szerb kutatok két kiilonb6zd fajta malna liofilizalt, majd
metanolban visszaoldott kivonatat vizsgaltak, total fenol, flavonoid és antocianin tartalomra.
Kisérleteikben a madalna extraktumok j6 DPPH gy6kfogoénak bizonyultak, és jelentds
mennyiségben tartalmaztak fenolos antioxidansokat [78].

Az afonya szintén nagyon magas antocian tartalommal rendelkezik [83], az eltérd
foldrajzi teriiletekrdl szarmazd gyiimolesok és ezen kiviil mas-mas oldoszer haszndlata a
hatéanyagok vizsgalatdhoz sziikséges extrakcidhoz, valamint az extrakci® moddszere,
szignifikdns mértékli kiilonbségeket eredményezett a total antocianin koncentracioban [84].
Természetesen az afonyaban sem egyféle vegyiiletcsoportba tartoz6 antioxidans tulajdonsagu
vegyiilet talalhato, hanem el6fordulnak mas polifenolos vegyiiletek is; mint példaul
flavonoidok, procianidinek, flavonolok, mint példaul kempferol, kvercetin, miricetin, ezen
kiviil fenolos savakat, valamint stilbén szarmazékok [85].

Az egyre szélesebb korben ismertté valo rendkiviil magas antioxidans kapacitdsu
gyimdlcs az acai bogyd [86] és a mangosztan [87]. Az acai bogyd bizonyitottan rendkiviil
magas ORAC értékéért, a gyiimdlcsben 1év0 gazdag antocianin tartalom a felelds [88]. A
foként Dél-Kelet Azsiaban termesztett tropusi gyiimdles, a mangosztan [89] méltan egyre
nagyobb figyelmet kap; hiszen szdmos friss tanulmany bizonyitotta az ¢€l0 szervezetre
gyakorolt pozitiv hatdsait. Egészséges felndttekben, randomizalt, kettés vak, placebo
kontrollos vizsgalatokban a gylimdlcs levének fogyasztasa kdvetkeztében 30 nap elteltével in
vivo antioxidans és gyulladasgatld biomarkerek szintjének emelkedését figyelték meg [87].
Egy masik tanulmdnyban Onkénteseken végzett kisérletekben bizonyitast nyert, hogy a
mangosztan tartalmu ital fogyasztasat kovetden a vérplazma antioxidans szintje emelkedett,
melyet LC-MS moédszerrel vizsgaltak [90]. A tapasztalt hatasokért tobbek kozott a
mangosztanban 1év0 fenolos vegyiiletek (epikatechin) [91], valamint xantonok [92] lehetnek a
feleldsek. Tapasztalati alapon azonban az 4zsiai orvosldas mar évszazadok oOta hasznalja

kiilonbozo betegségek gyogyitdsara ezt a gyiimolesot [89].
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2.3.1 Csonthéjas novényi mag-drogok

A csonthéjas novények kozé szdmos Magyarorszagon fellelhetd faj tartozik. Ezen
novények kozos jellemzdje, hogy a maghazbol kifejlédd termés belsd része (endocarpium)
megvastagodott, ez az un. ,,csonthéj". Ezt fedi kiviilr6l a termés k6zépso része (mezocarpium)
mely altaldban husos ¢€s legkiviil talalhatd a bérnemi exocarpium. A csoportba tartozo
novények nagy részét gyiimolcsként fogyasztjuk, példaul cseresznye, datolya, szilva, malna
vagy olajos magvukat hasznositjuk, példaul olajbogyd, mandula, di6.

Bar nem a legmagasabb antioxidans tartalommal bir6, de anndl gyakrabban
fogyasztott csonthéjas gyiimdlcsok hazdnkban a sargabarack ¢és a meggy, ¢ghajlati
adottsadgainkbdl adoddan. A sargabarack (Prunus armeniaca) gyiimolcshisa szamos fenolos
vegyliletet tartalmaz [93], mig magja értékes olajat. A barackmagolaj sszetételét vizsgalva
elmondhatd, hogy a vegyiiletek kozott azonositottak tobbek kozott szterolokat, szkvalént,
benzaldehidet, szdmos telitetlen zsirsavat [94] [95, 96], ezen kiviil cianogliikozidokat is,
melyek toxikusak a szervezetre [97]. A mag cianogliikozid tartalma miatt fogyasztasa ¢és
felhasznalasa korlatozott; mas csonthéjas cstimdlcsok magjaban is megtaldlhato ez a vegyiilet,
mint példaul a meggy vagy a mandula [98].

A meggyet (Prunus cerasus) évtizedek oOta szamos kutatd vizsgalta, eredményeik
alapjan elmondhato6, hogy a gylimolcs hisa gazdag katechinben és C-vitaminban, valamint
fenolos komponensekben (f6 komponense a flavan-3-ol) [99] [100]. Kutatécsoportunk a
meggy feldolgozdsa soran melléktermékként keletkezd csonthéjas mag vizsgalataval
foglalkozott; a hulladék esetleges késdbbi hasznositasa céljabol, melyben azonositottunk tobb
biolégiailag aktiv vegyiiletet [101].

A meggymag vizsgalata sordn kutatocsoportunk egy hexanos extrakcios
mintaeldkészitési eljarast kovetden kiilon vizsgalta a meggymag szilard és kiilon az olajos
frakciojat. A szilard frakcid nagy mennyiségben tartalmaz polifenolokat €s flavonoidokat
(4. téblazat) [101]. A flavonoidoknak, mint gyulladasgatld és antioxidans vegyiileteknek,
fontos szerepiik van az iszkémia/reperfizid okozta karosodasok mérséklésében. Enzimeket
képesek gatolni, csokkentik a ROS mennyiségét, javitjdk az elektron transzfert, és novelik a

szubsztrat koto aktivitasukat.

12



4. tablazat: A meggymagbél szilard frakciojanak azonositott komponensei

Név
dihidro-p-kumarinsav

kavésav

cianidin

peonidin

procianidin

pinocembrin

tangeretin

kvercetin-3-gliikkozid

klorogénsavval acetilezett kvercetin-3-gliitkozid

galluszsavval acetilezett procianidin trimer

epikatekin-3-gallat dimer

kumarinsavval acetilezett katekin-3-gliikozid

kumarinsavval acetilezett galangin

Kisérleteinkben igazoltuk, hogy a meggymagbél szilard kivonataval kezelt patkdnyok
esetében iszkémia/reperfiizié soran nott a koronaria ataramlas, az aorta kidramlds a kontroll
allatokhoz képest, valamint csokkent a szivizomsejt apoptozis, a sziv infarktusos teriiletének
mérete, a kamrai aritmidk el6fordulasi gyakorisaga, €s a kaszpdz-3 enzim aktivitasa [102].
Patkanyokon végzett kisérleteink soran a flavonoidokban gazdag meggymag kivonat adasa
10-30 mg/kg mennyiségben csokkentette az iszkémia/reperfizid okozta szem karosodasokat.
A meggymag kivonattal kezelt allatoknal a reperfuziot kovetd 24 draban az intracellularis Na*
és Ca?" felhalmozodas mérséklédott és a hatdanyag meggatolta a K vesztést a szemben
[103].

A bioflavonoidok HO-1 aktivald hatdsa soran a hem lebomlik, igy nem halmozodik fel
az erekben. A folyamat soran szénmonoxid és bilirubin is keletkezik, melyek védenek az
oxidativ stressz ellen. A HO-1 befolyasolja a homeosztazist példaul iszkémia ¢és ventrikuldris
fibrillacio soran is. Aktivitasdnak novelése eldsegiti a sejtek védekezését, az indukalodo
endogén védekezd mechanizmusok altal, amelyek szelektiven végzik a homeosztazis
helyreallitasat [104]. Kutatocsoportunk tovabbi patkanyokon végzett kisérletei soran a
meggymagbél szilard fazisdval torténd elOkezelést kovetden iszkémia/reperfiizid okozta
karosodassal szembeni kardioprotekcidt tapasztalt, ami megnyilvanult tobbek kozott a

posztiszkémias szivparaméterek javuldsaban, valamint emelkedett HO-1 szintben [105].
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A szilard fazis kis mennyiségli transz-rezveratrolt is tartalmaz, melynek antioxidans,
antitrombotikus €s gyulladdsgatld hatasa van. Rezveratrollal végzett kezelés cukorbeteg
patkdnyok esetében csokkentette az allatok testsulyat, vércukorszintjét, iszkémia/reperfuziot
kovetden mérsékelte a szivek infarktusos teriiletének méretét, csokkentette az endothelin-1
expresszidjat €s a sziv sejtjeinek apoptozisat, valamint fokozta a GLUT-4 expresszidjat [106].

Az olajos frakcid a mag ~35%-a, fobb komponensei az 5. tablazatban lathatok, melyek

a frakcid kortlbelul 98%-at teszi ki.

5. tablazat: A meggymagbél olajos frakcidjanak azonositott komponensei

Név Komponens %-a
E-vitamin <1
9,12-oktadekansav-metilészter <1
oleamid <1
szkvalén 1-1.2
B-tokoferol 1-1.6
palmitinsav 3-4
I-monooleat 34
y-szitoszterol 4-5
linolsav 35-38
olajsav 50-53

A legnagyobb mennyiségben telitetlen zsirsavakat, olajsavat (50-53%) és linolsavat
(35-38%) tartalmaz. Ismert, hogy a ndvényi olajok képesek csokkenteni a vérplazma
koleszterin szintjét. Amerikai kutatok altal végzett kisérletek soran az olajsav €s a linolsav
hatasat Osszehasonlitva, mindkét telitetlen zsirsav esetén megfigyelhetd volt az 0Ossz-
koleszterin ¢és az LDL-szint csokkenése, kozel azonos mértékben, viszont a linolsav nagy
mennyiségben adva csokkentette a HDL-szintjét is [107]. A linolsav az omega-6 zsirsavak
kozé tartozik. Fontos alkotdja a novényi é€s allati sejtmembranoknak, és a megfelelden
kialakitott omega-3: omega-6 ardny képes csokkenteni a koszortér betegségek kialakulasanak
kockazatat [108].

Az olajos frakcioban 4-5 %-ban talalhato szitoszterol a ndvényi szterolok koziil
csokkenteni képes a plazma LDL és az Ossz-koleszterin szintjét. A ndvényi szterolok a
koleszterinnel megegyezden adenozin kotd transzporteren keresztiil jutnak ki a béllumenbdl, a
szitoszterol kotddése a transzporterhez csokkenti a plazma koleszterin szintjét, emiatt mar kis

mennyiségben is hatasos lehet [109].
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A tokoferol (E-vitamin), a meggymag olajos frakcidjanak egyik minor komponense.
Funkciodit tekintve az egyik f0 antioxidans a sejtmembranban, védi a tobbszordsen telitett
zsirsavakat az oxidaciotol. Képes semlegesiteni a ROS kiilonbozd formait, és igy csokkenteni
az oxidativ stressz mértékét [104]. Igazoltan véd a lipid peroxidacio ellen is. Képes
modositani a protein kindz C aktivitasat, csokkenteni a trombocita aggregaciot, gatolni az
immunrendszer interakciojat az érrendszerrel, ezaltal megelézni az adhézids molekuldk
expresszidjat a vaszkularis endothelidlis sejtek felszinén [110].

A meggymagbél altalunk azonositott olajos frakciojanak egyes komponensei szamos
mas kutatécsoport témdajadul is szolgaltak, melynek soran tobbféle jotékony hatast
bizonyitottak €16 vagy €l6bdl szarmazo kisérleti modelleken. Tobb tanulméany bizonyitotta a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak sziv- és érrendszerre kifejtett véddhatasat [111, 112]. A
vegyliletek forrasaként leginkabb tengeri halak ismertek, mint példdul a makréla, szardinia,
hering, lazac. Ezen beviteli forrassal kapcsolatban két problémat kell feltétleniil megemlitent,
a tengerek szennyezddésének kovetkeztében létrejott nehézfém kontaminaciot és a modern
halaszati modszerek miatti tulhaldszast. Mas forrasbol szarmazoan tobbszordsen telitetlen
zsirsavak taldlhatok egyes magolajokban. A csonthéjasokbdl szarmazo6 olajok felhasznalasi
lehetdségei kozott emlithetjiik, a sziv- és érrendszert tdmogato [113], valamint fotoprotektiv
makrotapanyagokként torténd alkalmazasukat [114].

Eddigi kisérleteink eredményei alapjan, melynek sordan azonositottuk a fobb
komponenseket €s pozitiv kardiovaszkularis hatasokat tapasztaltunk, a meggymagbél frakciok
tovabbi vizsgalatat tliztik ki célul, melynek keretében allatokon végeztiink toxikologiai
vizsgalatokat, az eredmények tiikrében pedig human kiprobalasa is megtortént az OETI

ajanlasa alapjan [115].

2.3.2 Karotinoidok, a béta-karotin

A karotinoidok szervezeten beliili viselkedését befolyéasolja szerkezetiik, a bevitel
moddja, az alkalmazott dozis. A karotinoidok jelentds élettani szerepét adja a konjugalt
szerkezetiik. Fotoszintetizalo szervezetekben a karotinoidok a fényt képesek “felvenni” és a
fényenergidt 4atadni a fotoszintézisben résztvevd festék tartalmi sejteknek. Nem
fotoszintetizald szervezetekben fényvédd szerepiik van, amiért cisz-transz izoméridjuk a
felelos [116]. A karotinoidok antioxidans €s szabadgyokfogd tulajdonsaguk mellett képesek

az immunrendszer modulalasara és a gap junction kommunikécio befolyasoldsara is [117].
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Szerkezetiiknek koszonhetden szdmos izomer formajuk I1étezik. A természetben foként
all-transz formaban fordulnak el6. A kiilonb6zé izomer formak tulajdonsdgai eltéréek
lehetnek, pl. mas az oldékonysaguk ¢€s a felszivodasuk. A transz izomerek rigidebbek és
hajlamosabbak kikristalyosodni vagy aggregdlodni, mint a cisz izomerek. Ezért a cisz
izomerek konnyebben felszivodhatnak és transzportalddhatnak. Az egyes izoformak a tarolas
¢s feldolgozas soran atalakulhatnak egymasba, pl. hé hatésara az all-transz izomerekbdl
kiilonféle cisz izomerek képzddhetnek [118].

Az emberi szervezetben a karotinoidok felszivoddsa nem azonos mértekli a
gyimdlcsokbdl €s a zoldségekbdl. Ennek oka, hogy a zoldségekben a karotinoidok a
chloroplasztban, a gyiimolcsok esetében a chromoplasztban talalhaték. A chloroplaszt
ellenallobb az emésztonedvekkel szemben, igy ebbdl nehezebben szabadul fel a karotinoid,
tehat a gylimOlcsokbol torténd felszivodas eredményesebb [118]. Egy kutatocsoport
megvizsgalta €s bizonyitotta, hogy a z0ldségekbdl vald felszivodas javithaté a karotinoid
tartalmi étellel egy idOben térténd nagy mennyiségli lipid bevitellel. A kutatds soran
megvizsgaltak a paradicsomszoszbol és a nyers sargarépabol torténd karotinoid felszivodast
ugy, hogy az egyik esetben magas lipid tartalmi avokadot szolgaltak fel az étel mellé, a masik
esetben viszont nem. A felszivodas az elsé esetben eredményesebb volt [119].

A PB-karotin a karotinoidok koziil az egyik legtobbet kutatott vegyiilet,
szerkezetének koszonhetden a leglipofilebb karotinoidok kozé tartozik. Az epidemiologiai
vizsgalatok tobbsége azt mutatja, hogy a B-karotinban gazdag ételek fogyasztasa a tiidorak és
egyéb daganatos betegségek kisebb eldfordulasaval van Osszefliggésben nemdohdnyzok
eseteben [120]. Tovabba a [-karotin magas plazmaszintjét Ossszefliggésbe hoztak
kardiovaszkularis megbetegedések csokkent rizikojaval is [121]. Bar a béta-karotin
antioxidans tulajdonsagadt mar korabban leirtak, egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy
bizonyos koriilmények kozott prooxidansként viselkedhet. Ezzel Osszhangban van az a
megallapitas, hogy a béta-karotin hatasait vizsgaloé nagy klinikai tanulmanyok soran nem volt
bizonyithatdo protektiv hatdsa a vegylletnek [122]. Megjegyzendd tovabba, hogy olyan
populaciok esetében, ahol fokozott oxidativ stressz all fenn; példaul dohanyzas, a béta-karotin
kezelés, kiillonosen nagy dozisban alkalmazva ndvelte a mortalitast olyan egyének esetén,
akiknél fokozott volt a tiidordk kialakulasdnak veszélye [120]. Ezt a megfigyelést azzal
hozzak kapcsolatba, hogy a béta-karotinbol fokozott oxidativ koriilmények kozott kiilonbozo
reaktiv és toxikus bomlastermékek keletkezhetnek, melyek tobbek kozott mitokondrialis

diszfunkciodt és DNS karosodast okozhatnak [123-127].
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Ragcsalok egészséges €s tumoros thymocyta sejtjein végzett kisérletek azt mutattak,
hogy magas parcialis oxigén nyomds mellett a B-karotin elvesziti antioxidans hatasat és ez a
tumoros sejteknél még kifejezettebb, azonban maga a mechanizmus még tisztazatlan [118]. A
nagy parcidlis oxigén nyomason kiviil még a B-karotin magas dozisu alkalmazasa is kivalthat
prooxidans, ezaltal prokarcinogén hatdst. Sejtkulturdkon végzett kisérlet soran kimutattak,
hogy a p-karotin magas dozisu alkalmazdsa fokozott mértékli ROS termelddést
eredményezett. A ROS kimutathatdé volt az egész citoplazmaban és a mitokondriumban
egyarant [127].

Egy 2001-ben publikalt tanulmany, egy lehetséges magyarazatot fogalmaz meg a
megnovekedett ROS produkcid €és a megemelt B-karotin bevitel kézott. Sprague-Dawley
patkanyokat kezeltek per os bejuttatott B-karotinnal, egyszeri vagy ismételt dozisban. Az 6t
napos kezelés utan megvizsgaltak az allatok tiidejét, majat, veséjét és a beleket, mindegyik
esetben emelkedett ROS szintet mutattak ki. Ennek okaként azt allapitottak meg, hogy a f3-
karotin kiilonb6z6 CYP enzimeket indukdl, aminek kovetkezménye lehet a nagyobb
mennyiségli ROS termelés [128].

Kutatdcsoportunk az elmualt masfél évtizedben kiilonb6zé ndvényi eredetli anyagok
kardiovaszkularis €s biologiai hatasait is vizsgalta [76, 101-103, 129-131]. Ennek részeként
kutatasunk tovabbi részében a béta-karotinnal foglalkoztunk. Ezekre alapozva célunk volt az
alacsony ¢és magas dozisi béta-karotin kezelések kardiovaszkularis hatdsainak vizsgélata

szivizomban, iszkémia/reperfuzid okozta fokozott oxidativ koriilmények esetén.

2.4 Novényi eredetii hatoanyagok és az oxidativ stressz

Az oxidativ stressz soran a szervezetben nagy mennyiségben termelddo szabadgyokok
elleni védekezés fegyverei lehetnek az antioxidans tulajdonsagi ndévényi eredetii
hat6anyagok. Szamos kutatas vizsgalta antioxidansok kiilonb6z6 betegségek hatterében 1évo
oxidativ stresszre gyakorolt hatasait.

Kutatasok szerint a granatalma kezelés tobbféle kisérletes modellben is majvédo
hatastunak bizonyult példaul malaria- [132] €s arzén-indukalta [133] karosodéssal szemben a
szoveti oxidativ stressz csokkentésén keresztiil. Mas kisérletekben a granatalma flavonoid
gazdag frakciojat sztreptozocin indukalta cukorbetegségben védd hatastinak talaltak a korai
diabéteszes nefropatia kialakuldsaval szemben, patkany modellben [134].

Meggymagbél kivonattal végzett kisérletek soran reumatoid arthritiszes betegekben
gyulladaskelté biomarkerek szintjének csokkenését, valamint HO-1 enzim expresszidjanak

novekedését figyelték meg [135]. Egereken végzett kisérletekben kimutattak, hogy a meggy
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kivonattal torténd eldokezelés termékenység noveld, ami a kivonatban talalhatd antocianinok
er6s antioxiddns hatdsanak tulajdonithatd, melynek kovetkeztében HAS2 ¢és PGR
génexpresszid fokozoddasa volt megfigyelheté [136]. Tovabba kutatocsoportunk patkany
iszkémia/reperfiziés modellben a meggymagbél kivonat kezelést kardioprotektiv hatasunak
talalta [102].

Béta-karotinnal végzett kisérletek sora bizonyitotta a hatdéanyag oxidativ stressz elleni
hatékonysagat. Him albind patkanyokban hipoxia indukalta oxidativ stressz esetén, a
plazméban és a szovetekben csokkent malondialdehid szintet detektaltak béta-karotin kezelést

kovetden, mely ezaltal protektivnek bizonyult [137].

2.5 Anti- és prooxidansok

Egyre tobb antioxidans tartalmi novényi hatdéanyagrol deriil ki, hogy prooxidansként
is viselkedhet. Egyes esetekben a dozis ndvelése kovetkeztében jon létre a cseppet sem
kedvezd prooxidans tulajdonsag, mas esetekben megvaltozott pH okozza az antioxidans
tulajdonsag hattérbe keriilését. Természetesen egyeb koriilmények is befolydsolhatjak, hogy
egy egyeébként antioxidans tulajdonsagu anyag prooxidansként kezd el miikddni, mint példaul
genetikai alapon egyes enzimek felszaporodéasa, vagy gyodgyszerszedés esetén nem kivant
interakciok. Maguk az antioxidansok nem csak antioxidansként miikodnek a szervezetben,
befolydsolnak jelatviteli utakat és génexpressziot is, emiatt is megfontolando alkalmazasuk

gyakorisaga ¢s a mértéke [138].
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2.6 Célkitizésiink

Munkank soran célul tiiztikk ki a meggymagbél kivonat €s a béta-karotin, mint természetes

eredetli anyagok ¢10 szervezetre gyakorolt hatasainak vizsgalatat.

II

Kisérleteink elsd részében egér modellen meggymagbél kivonattal torténd 8 napos
kezelések hatasat vizsgaltuk a maj- és vese mikodeést jelzd vér biomarkerek szintjére,
illetve a morfolégiai valtozésaira. Ezen természetes anyaggal végzett kutatdsok
részeként tengerimalac leborotvalt csupasz borén vizsgaltuk a magolaj toxicitdsat,
valamint kiilonféle koncentracioban meggymag olajat tartalmazé krém altal kifejtett

fotoprotekciot.

Kisérleteink masodik rész€ében egy masik természetes eredetli hatdoanyag, a béta-
karotin hatésait vizsgaltuk. A patkanyok hossza idejii alacsony és magas dozisu
kezelését kovetden az allatokat exterminaltuk, majd izolalt dolgozo sziv preparatumon
vizsgaltuk 1szkémia/reperfiizi6 soran a szivparamétereket, majd ezen protokollt
kovetden meghataroztuk a szivek infarktusos teriileteit, HO-1 enzim szintjét, total
antioxidans kapacitdsat. Ezen kisérletsorozat részeként H9c2, kardiomiocita sejteken
vizsgaltuk a béta-karotin esetleges citotoxicitasat kiilonbozd koncentraciokban, H,O:

okozta oxidativ koriilmények kozott.
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3. Anyag és modszer

3.1. Meggymaghél kivonat toxicitasanak vizsgalata

3.1.1. Meggymagbél kivonat preparalasa

A meggymagok szaritasat kovetden a csonthéjat eltavolitottuk, majd a meggymagbelet
fiziologids sooldattal dorzsmozsarban pisztillus segitségével eldorzsoltiik, mig megfeleld nem
lett a konzisztencidja az allatokon végzett gyomorszondazashoz. Ez a kivonat egyarant
tartalmazta a magbél olajos €s szaraz frakciojat is. A boron végzett vizsgalatokhoz a csonthé;

nélkiili meggymagbél nagy nyomasu préselésével eldallitott magolajat hasznaltuk.

3.1.2. Kisérleti allatok

Him C57BL/6J tipusu 32 +/- 4 g atlagtomegli egereket hasznaltunk a toxicitasi
vizsgalatokhoz. A bdr hatastani vizsgalatokat him Hartley tengerimalacokon végeztiik,
melyek 250-350 g-osak voltak. Az allatok altalanos ragcsalotapot és vizet kaptak ad libitum.
A kisérletek megkezdése el6tt az allatok egy hétig akklimatizalodtak 25 +/- 2 °C-on, 55 +/- 5
%-0s paratartalomban, 12 6ras fény/sotét ciklusban. Jelen tanulmény ideje alatt az 6sszes allat
a laboratoriumi allatok tartdsara vonatkozo alapelvek szerinti humanus ellatasban részesiilt a
“National Society for Medical Research and Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” szerint. A kutatas soran hasznalt protokollokat a Debreceni Egyetem etikai ligyeket

biralé bizottsaga jovahagyta.

3.1.3. Kezelési protokoll

Az egereket random modon 5 csoportba osztottuk, a kiilonféle dozisi meggymagbél
kivonattal torténd kezeléseket megel6zden, melyet napi egyszeri alkalommal szdjon at
gyomorszondaval kaptak. A kezelést 8 napon keresztiil a 0-3000 mg/kg ddzistartomanyban
végeztiik. A csoportok az alabbiak szerint alakultak; I. csoport, negativ kontroll csoport,
melyek csak fizioldgias sdoldatot kaptak (n=7), II. csoport, 250 mg/kg meggymagbél kivonat
(n=7), HI. csoport, 500 mg/kg meggymagbél kivonat (n=8), IV. csoport, 1000 mg/kg
meggymagbél kivonat (n=8), V. csoport, 3000 mg/kg meggymagbél kivonat (n=6).
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3.1.4. Oralis toxicitasi vizsgalatok (Részben 6nallo6 munka)

A kezelések utan a meggymagbél kivonat maj- €s vesetoxicitasat vizsgaltuk az
egereken. Ehhez az éllatokat natrium-pentobarbitallal (i.p. 80 mg/kg) elaltattuk, ezt kovetden
a jugularis vénabol szérumprepardlashoz vért vettiink az anesztézia ideje alatt, lemértiik az
allatok sulyat, majd tulaltattuk Oket. Ezt kovetden kimetszettiik a majat és a vesét, jéghideg
sooldatban mostuk, a szervek tomegét lemértiik és 10 %-os formalinban fixaltuk. Majd

kiszamoltuk a teljes testtomeghez viszonyitott relativ tomegiiket a szerveknek.

3.1.5. Makroszkopikus vizsgalat
Az 0Osszes egeret teljeskorli posztmortem vizsgélatnak vetettiik ald. Has-, torzs-, és

koponya-liri vizsgéalatokat végeztiink abnormalitasok felderitésére.

3.1.6. Szérum metabolitok és enzim aktivitasok meghatarozasa (Részben 6nallé munka)

Az egerekben a vese- ¢és mdjfunkcid romléds feltérképezésére a vér-biomarker
vizsgalatokat az Asan Pharmaceutical-to] (Szoiil, Korea) vasarolt kitek segitségével végeztiik
el. A mintaelokészités soran a vérmintdkat allni hagytuk 1 6ran at, majd 300 x g-n 10 percig
centrifugaltuk, hogy a szérumot kinyerjik. Az igy elokészitett szérum mintakkal a méréseket
a kolorimetrias enzimatikus kitek leirasai alapjan végeztiik el.

A szérum vér-urea-nitrogén (BUN) ¢€s kreatinin szintjét monitoroztuk a vese funkcid
jelzéjeként. A BUN szint mérése az ureaz enzim mikodésén alapult. A mintdk
abszorbanciajat az el6készitést kovetden 620 nm-en mértiik, és urea standard gorbe
segitségével hataroztuk meg a végsd koncentracidkat mg-ban kifejezve. A kreatinin szint
meghatarozasanak alapja a Jaffe reakcio, lényege, hogy a kreatinin ligos kozegben
pikrinsavval narancs szinli terméket képez. Az el0készitett mintak és a kreatinin sztenderdek
abszorbanciajat 495 nm-en mértiik az 1. és 7. percben. Ezt kdvetden a standard gorbe alapjan
kiszamoltuk a mintak kreatinin koncentraciojat mg-ban.

Szérum glutamin oxalacetdt transzaminaz aktivitast, szérum glutamin piruvat
transzaminaz aktivitast és szérum alkalikus foszfatazt mértiink a majfunkcié monitorozasara.
A szérum glutamin oxalacetdt transzamindz aktivitds mérésének lényege, hogy az enzim
miikodése soran az Osszeallitott reakcid elegyben glutamat képzodott. Ezen terméket
szinreakcio segitségével 450 nm-en detektaltuk abszorbancia mérésével. Végil a
koncentracidt kiszamoltuk és NE/I-ben adtuk meg. A majfunkcié romlasdnak vizsgéalatara a

szérum glutamin piruvat transzamindz aktivitdsat mérve, reverz transzamindcios reakcid soran
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glutamat ¢és piruvat keletkezett. A kisérlet soran a piruvatot detektaltuk szinreakcio
segitségével 570 nm-en mért abszorbanciaval. A mért értékek fliggvényében a koncentraciot
kiszamoltuk NE/I-ben. A harmadik majfunkcios enzim mérése az alkalikus foszfataz enzim
miikodése sordn a szubsztratjdn végzett defoszforilacid kovetkeztében keletkezd szines
termék megjelenésén alapult. A sarga szin abszorbancidjat 405 nm-en mértikk, majd

kiszamoltuk a koncentraciot NE/I-ben a kapott értékek alapjan.

3.1.7. Hisztopatologiai/mikroszkopos vizsgalat

Az egerek méaj ¢és vese szoveteit 10 %-os formalinban fixaltuk, parafinba agyaztuk,
majd a blokkokbol 5 pm vékony metszeteket készitettiink. Xilolos deparafinizaciot kovetden
a szovettani metszeteket targylemeze raktuk, és kiilonb6z6é koncentracidju alkohol oldattal
rehidrataltuk (abszolut, 95 %, 85 %, 70 %, 50 %), majd desztillalt vizben tartottuk par percig.
Ezt kovetden timsos-hematoxylin oldatban (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Germany)
inkubaltuk a metszeteket 4 percig, a sejtmagok specifikus festése érdekében. Folydvizzel
torténd oblités utan 0,3 % sodsavat tartalmazd alkohollal mostuk a targylemezeket 2 percig,
differencialas céljabol. Egy 1jabb folyovizzel torténd oblités utan Scott-féle csapviz
helyettesitd oldat (10 mg natrium-dihidrogén karbonatot és 100 mg magnézium-szulfatot
tartalmazo6 desztillalt viz) kovetkezett. Csapvizes oblitést 2 perc eosinnal (Eosin Y oldat,
Sigma Aldrich, Schnelldorf, Germany) torténd festés kovette. Végezetiil felszallo
alkoholsorral majd xilollal dehidrataltuk a mintdinkat, fedés utan pedig fénymikroszkoppal
értékeltiik eredményeinket.

A vesék medullaris régiojabdl szarmazd szovet metszeteken vizsgaltuk az
ultrastrukturalis eltéréseket, amelyek toxikus hatasokat jelezhetnek. A hugyuti csoveket és
Malpighi testeket, a véredényeket és a kotdszoveti sejteket kelld részletességgel
tanulmanyoztuk, hogy feltarjuk az abnormalitdsokat.

A mij szOvetében olyan szerkezeti jellegzetességeket vizsgaltunk, mint példaul
hepatocitak, hepatikus vezetékek, szinuszoidok, €s az egész struktura; az abnormalitdsok

feltarasara, melyek toxicitas tiinetei lehetnek.
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3.1.8. Bor toxicitasi vizsgalatok (Részben onall6 munka)

A meggymagbél olaj boron kifejtett allergén vagy esetleges karositdo hatdsanak
vizsgalata soran a tengerimalacokat elaltattuk i.p. adagolt pentobarbital-natriummal (30 mg/kg
dozisban) a vizsgalatok elvégzéséhez. Az anesztézia ideje alatt az allatok hatan 1évo szOrt
levagtuk, majd a mikroszdrdk eltdvolitasa érdekében borotvaltuk is a borfeliiletet. Az olajat 1,
2, 3, 4, 5 ul mennyiségben a hat teriiletén, 6t allat epilalt borfeliiletébe massziroztuk be. A
kontrol csoport (n=5) esetén desztillalt vizet hasznaltunk a boron. Kezdetben az allatokat

oranként vizsgaltuk, majd 12 6ranként 21 napig.

3.1.9. Fényvédelem/fototoxicitasi vizsgalatok (Részben 6nallé munka)

Vizsgaltuk az olaj borre kifejtett UV sugarzas elleni védelmét. Itt 6t tengerimalac
gondosan borotvalt borfeliiletére aluminium foliat helyeztiink, melyre 5 téglalap alaku rést
vagtunk. Ezt kovetéen 0-5 tomeg % meggymag olajat tartalmazd karbamidos kendcsot
alkalmaztunk az egyes réseknél 1évo borfeliileteken, majd a hatas kifejlodésére 30 percet
vartunk. Az allatok csupasz borét ezutdn 40 percig UVB fénysugarral vilagitottuk meg. Hat
oraval a sugarzast kovetden vizsgaltuk az UVB sugarzds indukalta boérkarosodast és a

védbhatast, melyet a meggymag olajat tartalmaz6 készitmény okozott.

3.1.10. Statisztikai analizisek

SPSS statisztikai analizis szoftvert segitségével student t-tesztet hasznaltunk a kapott
eredmények elemzésére. Ennek soran vizsgaltuk a teszt csoportok és a kontrol allatcsoportok
kozti kiilonbségek szignifikancia értékeit, a szervek tomegére €s az enzim aktivitdsokra.

Minden 6sszehasonlitasndl a p<0,05 kiiszobértéknél tekintettiik a valtozast szignifikansnak.
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3.2. Béta-karotin kardiovaszkularis hatasainak vizsgalata

3.2.1. Kisérleti allatok

A kisérletekhez feln6tt SD him patkanyokat haszndltunk (Charles River Laboratories),
melyek atlagosan 350-400 gramm tomegliek voltak. Minden 4allat humanus ellatasban
részesiilt a ,,Laboratoriumi allatok gondozasanak alapelvei” és az ,,Utmutat6 a laboratoriumi
allatok tartdsara és felhasznalasara” betartasaval. Jelen tanulmany soran az allatok gondozasat
és kezelését a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga jovahagyta. Az allatokat
attetsz0 ketrecekben (3 allat ketrecenként) tartottuk a kisérletek alatt, 12 6rds fény/sotét

ciklusban; és altalanos ragcsalotapot €s vizet kaptak ad libitum.

3.2.2. Allatcsoportok és béta-karotin kezelés (Onallo munka)

A tanulmany soran a patkanyokat 3 csoportba osztottuk és gyomorszondan keresztiil, 4
hétig kezeltik a kovetkezOk szerint: kontroll csoport hidroxietilcelluloz-viz (1:4) elegye,
alacsony doézisi béta-karotin (30 mg/kg/nap) hidroxietilcelluléz-viz (1:4) elegyében
szuszpendalva és magas dozisu béta-karotin (150 mg/kg/nap) hidroxietilcelluloz-viz (1:4)

elegyében szuszpendalva. Az all-transz béta-karotint a Sigma-Aldrich Kft.-t61 rendeltiik.

3.2.3. Iszkémia-reperfuzio és izolalt dolgozé sziv

A 4 hetes kezelést kovetéen a patkdnyokat intraperitonedlis ketamin-xylazin (75/10
mg/kg) injekcioval elaltattuk, valamint intraperitonedlisan adott heparinnal (1000 IU/kg)
antikoagulaltuk. Torakotomiat kovetéen a sziveket kimetszettikk és jéghideg moddositott
Osszetételii Krebs-Henseleit bikarbonat pufferbe [118,5 NaCl, 4,7 KCl, 2,5 CaCl,x H»0, 25
NaHCOs, 1,2 KH2POs, 1,2 MgSOs, ¢s 10,0 glikéz (mM)] helyeztiik, majd az aortan keresztiil
kantilaltuk és ,,Langendorff”, ,,nem dolgozd” mddban (100 vizcentiméter) 5 percen keresztiil
perfundaltuk, hogy kimossuk a vért. Ezalatt kaniilaltuk a pulmonaris vénat, majd az izolalt
sziv preparatumot atkapcsoltuk ,,dolgozé” moddba (17 vizcentiméter eldterheléssel). A
dolgozé perfuzio 10 percét kdvetden, 30 perces global iszkémiat valtottunk ki a pulmonaris
beadramlas és az aorta kidramlas lekotésével. Az iszkémids periddus végén a ki- és bemend
agak felengedésével 120 perces reperfuzid kovetkezett. A reperfuzido elsd tiz percét

Langendorff perfuzioban végeztiik a fatalis kamrai arritmidk megel6zése érdekében.
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3.2.4. Szivfunkcié mérések (Részben 6nallé6 munka)

Az 1zolalt szivek alap funkcios értékeinek mérése a dolgozd perfuzido 10 percét
kovetden tortént iszkémia elott. A bal kamra feléptilésének vizsgdlatara a paramétereket a
reperfuzid 30., 60. és 120. percében mértiik. A szivfrekvencia (HR) mérését a szamitogép
adatgy(ijtd rendszerével (AD Instruments, PowerLab 4/25T) végeztiik; a korondria ataramlas
(CF) értékeit egy adott idOtartamig a szivbdl kicsopogd folyadék mennyiségének mérésével
hataroztuk meg; az aorta kidramlds (AF) mértékét kalibralt aramlasmérdvel mértiik; a
perctérfogatot (CO) az aorta- és a korondria-kidramlas Osszegeként hataroztuk meg. A
verdtérfogatot (SV) a teljes kiaramlas és a szivfrekvencia hanyadosaként, valamint a
verdtérfogat valtozast (dSV), a kezelések fiiggvényében, a reperfuzios és az alap verdtérfogat

értékeinek hanyadosaként, szazalékban fejeztiik ki.

3.2.5. Infarktusos teriilet mérése (Részben 6nallé munka)

Az infarktusos teriilet meghatarozasara TTC festési metodikat hasznaltunk. A 30
perces iszkémiat €s 120 perces reperfuzios periddust kovetden a sziveket 50 ml 1 v/v %-os
foszfat pufferben (pH: 7,4) késziilt TTC oldattal perfundaltuk, és a mintakat -70 ° C-on taroltuk
a késobbi analizisig. A fagyasztott mintdkat szeleteltilk, a szeletek tomegét lemértiik és
szaritottuk. A szaraz szeleteket Epson J323D késziilékkel beszkenneltiik. Az infarktusos
teriiletet (fehér szinli) és a veszélyeztetett teriiletet (teljes beszkennelt teriilet) planimetrias
szoftver (ImagelJ, National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA) segitségével
hataroztuk meg. Az infarktusos teriilet nagysagat a szeletek tomegével megszoroztuk, és
ezeket Osszegeztik. Az eredményként kapott érték a veszélyeztetett- és az infarktusos
teriiletek tomege. Az infarktus mérete, az infarktusos szovet tomegének a veszélyeztetett

teriilet (teljes sziv) tomegéhez viszonyitva, szdzalékban lett kifejezve.

3.2.6. Sziv HO-1 szintjének Western blot analizise (Onallo munka)

A miokardidlis szovet HO-1 szintjét Western blot analizissel detektaltuk. Koriilbeliil
300 mg bal kamrai szovetet jégen izolald pufferben (25 mM Tris—HCI, 25 mM NaCl, 1 mM
orto-vanadat, 10 mM NaF, 10 mM pirofoszfat, 10 mM okadan sav, 0.5 mM EDTA, 1 mM
PMSF, and 1 x protedz inhibitor koktél) szovet homogenizatorral (IKA T10 basic ULTRA-
TURRAX®™) homogenizaltuk és centrifugaltuk (Harrier 18/80R) (2000 rpm, 4°C, 10 perc). A
feliilliaszokat centrifuga csdvekben 10000 rpm-en 4°C-on 20 percig centrifugaltuk tovabb,
majd az igy kapott feliiluszot hasznaltuk, mint citoszolikus frakciot. A fehérje koncentraciot
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ND-1000 Nano Drop spektrofotométerrel mértiik (BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific,
Rockford, IL). Harminc mikrogramm fehérjét redukdlo 10 %-os poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) szeparaltunk, majd 0,45 pm pdrusatmérdji nitrocelluldéz
membranra transzferaltuk. A membranok 1 o6ras blokkolasat kovetden, melyet TBST-ben
oldott 7 %-0s sovany tejporral végeztiink, egy éjszakan at az elsddleges antitestet (GAPDH
(Cell Signaling Technology) 1/40000; HO-1 (Sigma-Aldrich) 1/50) tartalmaz6 1%-0s sovany
tejporos TBST-vel inkubaltuk 4°C-on. Ezt kovetéen a membranokat 3x10 percig mostuk
TBST-vel, majd 2 6raig inkubaltuk tormaperoxidaz-enzimmel konjugalt masodlagos
antitesttel, mely 1 %-os sovany tejporos TBST-ben lett készitve. A membranokat Western
blot erdsitett kemilumineszcens HRP szubsztrattal kezeltiik, hogy a jeleket lathatova tegytik.
Az erdsitett kemilumineszcens kezelés utan a membranokat rontgen filmre (Agfa, Mortsel,
Belgium) hivtuk elé. A filmeket ezutan digitalizaltuk (Epson J232D szkenner), Imagel

program segitségével analizaltuk, majd a HO-1 jelintenzitast GAPDH-ra normalizaltuk.

3.2.7. MTT sejt életképesség vizsgalat béta-karotin citotoxicitasra

A béta-karotin citotoxicitdsanak vizsgalatara MTT esszét hasznaltunk. H9c2 sejteket
(ATCC, CRL-1446, LGC Standard Gmbh, Wesel Germany) vettiink fel és higitottunk
médiumban (Dulbecco’s modified eagle’s médium Sigma-Aldrich Kft., 10 % FBS és 1 %
penicillin-sztreptomicin antibiotikum), majd 96 lyuka plate-re 3000 sejt/lyuk siiriséggel
kiraktuk a sejteket ezt kovetden 1 napig tenyésztettiik. A médiumot Wertz €s tarsai [139]
alapjan készitettiik el, néhdny modositassal. A sejteket 4 6ran keresztiil 0, 2,5, 5, 10 és 20 uM-
os béta-karotin oldattal (oldészer THF:abs.EtOH, 1:1) kezeltilk. Harminc perccel a béta-
karotin utan a sejteket 125 uM H,0O, —al kezeltiik. Négy 6ras inkubaciot kovetéen 20 pl MTT
oldatot (5 mg/ml PBS-ben oldva) adtunk minden lyukhoz és 3 oran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk a mitokondridlis felvétel biztositdsara. A médium eltavolitasa utan a sejteket 150
pl isopropanol hozzdadasaval lizaltuk, majd 15 perc inkubaciot kovetden plate reader
(FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech) segitségével mértiik az abszorbanciat 570 és 690 nm-en.
Minden egyes kisérletnél 4 parhuzamosan dsszemért minta abszorbancia értékeinek atlagai
adtak az eredményt. A kisérleteket 3-szor ismételtik meg. A BC citotoxicitasi hatas
vizsgalatok alapja az abszorbancia értékek és az MTT-vel mért H9c2 sejt életképesség kozott
1évd egyenes aranyossag. A veégso értékeket a H>O2-dal szembeni béta-karotin kezelés utani
sejt tulélés, valamint a béta-karotinnal nem kezelt sejt talélés hanyadosaként, szézalékban

fejeztiik ki.
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3.2.8. Szoveti Antioxidans Kapacitias (TAC) meghatirozasa (Onallo munka)

A sziv totél antioxidans kapacitdsat a CS0790-1KT antioxidans esszé kittel (Sigma-
Aldrich Kft., Bp, Magyarorszag) mértiik. A reperfiizio végén a sziveket lefagyasztottuk és
-70°C-on taroltuk a késébbi analizisig. Koriilbeliill 100 mg bal kamrai szivszdvetet 0,5 ml
,esszé puffer’-ben homogenizaltunk (IKA T10 basic ULTRA-TURRAX®™), majd 12000 rpm-
en centrifugaltuk 15 percig 4°C-on, és a feliiluszokat hasznaltuk az esszéhez. A mérés alapja
ABTS szabadgyokos szinreakcid gatlasa antioxidansok segitségével, standard vegyiiletként
Troloxot hasznalva. A felhasznaloi kézikonyv szerinti minta el6készitést kdvetden, plate
reader (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech) segitségével mértiik az abszorbancia értékeket
405 nm-en. A TAC értékeket minden egyes sziv esetében Trolox ekvivalensben (uM)

fejeztiik ki.

3.2.9. Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket a GraphPad Prism 5 szoftver segitségével végeztik. Az
adatokat atlag = SEM-ben fejeztiik ki. A szivfunkciés paraméterek vizsgalatira egy utas
ANOVA analizist kdvetden Bonferroni poszt tesztet végeztiink. Az MTT adatokat Student t-
teszttel hasonlitottuk 0ssze. A Western blot, infarktusos teriilet és a TAC értékeit egy utas
ANOVA tesztet kovetd Tukey poszt teszttel végeztiik. A kiilonbségeket p<0.05 értéknél

szignifikansnak tekintettiik.
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4. Eredmények

4.1. Meggymagbél kivonattal végzett kisérletek eredményei

Négy egér elpusztult a kisérletek lefolydsa alatt; egy a kontroll csoportban, melyet
izotonids sooldattal kezeltiink, egy a 250 mg/kg meggymagbél kivonattal kezelt csoportban,
és kettd a 3000 mg/kg-mal kezelt csoportban. Az allatoknal elvégzett posztmortem vizsgalat
nyelécsod traumat allapitott meg, ami nem toxicitdsra utal, ezért ezeket a halaleseteket a nem
megfeleld technikaval végzett szonddzasnak tulajdonitottuk és nem az SCSE karos fiziologiai

hatasanak.

4.1.1. Makroszkopikus vizsgalatok

Az allatok makroszkopikus vizsgdlata nem bizonyitott anatomiai eltérést vagy egyéb
lathato patologiai elvaltozast. Az agy, szem, sziv, tiidd, maj, hasnyalmirigy, 1ép, emésztd
rendszer, vese, hugyuti rendszer, genitdlis rendszer, vdzizomzat és boOr vizsgalata soran
semmilyen eltérést nem tapasztaltunk a kisérleti allatok hasonlé szerveiben, a kontroll

csoporthoz viszonyitva.

4.1.2. Szérum metabolit és enzim aktivitas vizsgalat eredményei

A mdj és vese tOmeg aranyai, valamint a szérum metabolit és enzim aktivitds mérések
eredményei a 6. tablazatban lathatoak. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kezelt csoportok €s a kontroll csoport kozott egyik
vizsgalt paraméter esetén sem. Megjegyzendd tovabba, hogy a kezelt csoportok értékei kozott

sincs szignifikans kiilonbség.
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6. tablazat: Szerv/teljes testtomeg aranyok, szérum metabolit €s enzim aktivitds szintek

mérésének eredményei

Mi3j Vese BUN | Kreatinin GOT GPT AlkFosz
Csoport tomeg % | tomeg % mg mg NE/N NE/N NE/N
+SD +SD +SD +SD +SD £SD | +SD
Kontroll 5,78 5,78 17,6 0,66 2344 45,43 480
(r‘jn:r% +0,69 +0,7 +5,1 +0,4 +93,5 | +10,6 | 103
250 molk 5,95 5,66 16,3 0,55 165,7 38,7 447.6
@ ‘f%/) g +0,74 +0,8 +3.4 +0,19 +40,19 | +7,02 +188
500 ma/k 5,9 5,65 17,125 0,57 212,6 53,4 510
@ ‘fgg/) g +0,45 +0,57 +4,0 +0,12 +112,6 | +12,6 +126
5,7 5,58 17,25 0,55 225,1 48,5 497
102(1) ingg;kg £0.4 L047 | 45 | =032 64 +133 | <81
6,05 6,14 18,83 0,5 234,83 52,3 481
30?3 f‘gkg +0,33 +0.8 45,1 L0021 | 45476 | +185 | =43

Egerek 8 napos meggymagbél kivonattal torténé kezelését kovetoen mért adatok. A szervek tomegét a
testtomeg szazalékaban fejeztiik ki minden allatnal, a vizsgalt metabolit értékeket mg egységben, az
enzimaktivitasokat NE/l egységben adtuk meg. SPSS szoftver segitségével hataroztuk meg a statisztikailag
szignifikans értékeket, Student t-tesztet alkalmazva az egyes kezelt csoportok numerikus eredményeit a
kontroll csoporthoz hasonlitva. p<0,05 a szignifikancia kiiszobértéke a kiilonb6z6 csoportok tekintetében

az egyes valtozoknal.

4.1.3. Szovetpatologiai vizsgalatok eredményei

4.1.3.1 A vese hisztopatologiai vizsgalata

Az 1. 4bran taldlhato reprezentativ képeken megfigyelhetd, hogy a kontroll (1.A é4bra)
¢s a 250, 500, valamint 1000 mg/kg meggymagbél kivonattal (1.B-D abra) kezelt allatokbol
szarmaz6 metszetek esetén a huigylti- €s véredények, ezen kiviil a malpighi testek lathatoak és
normalisak. Ellenben a 3000 mg/kg meggymagbél kivonattal (1.E abra) kezelt csoport
allataibol szarmazo vese metszetek képein kongeszcio lathatd a vér- €s hugyuti edényeken ¢€s

szoveti mikrostruktira valtozas figyelhetd meg, mely gyulladds okozta karosodasra utal.
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1. abra: A vese szovet hisztopatolégiai vizsgalatanak eredménye, him C57BL/6J

egerek 8 napos meggymaghél kivonattal torténo kezelését kovetéen

Az abran a vese medullaris részébol szarmazé HE-nal festett 5 pm vékony metszetek lathatok. Az egyes
képek az alabbi allatcsoportokbol szarmaznak; 'A' Normal soéoldattal kezelt kontroll csoport (10X
nagyitas): nincs abnormalitas, 'B' 250 mg/kg SCSE-tal kezelt csoport (10X nagyitas): nincs abnormalitas,
'C' 500 mg/kg SCSE-tal kezelt csoport (10X nagyitas): nincs abnormalitas, 'D' 1000 mg/kg SCSE-tal
kezelt csoport (10X nagyitas): nincs abnormalitas, 'E' 3000 mg/kg SCSE-tal kezelt csoport (20X nagyitas):

gyulladasra utalé kongeszcié a vér- és hugyuti edényeken.
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4.1.3.2. A maj hisztopatologiai vizsgalata
Az eredmények a 2. abran lathatéak, semmilyen eltérést nem tapasztaltunk egyik

kezelt csoportban sem, a maj szOovete morfologiailag ¢épnek tint mindegyik

dézistartomanyban.

2. abra: A maj szovetének hisztopatologiai értékelése, him C57BL/6J egerek 8

napos meggymagbél kivonattal torténé kezelését kovetéen
Az abran a maj szovetének HE-nal festett 5 pm vékony metszetei lathatok. Az egyes képeken az alabbi
allatcsoportok metszetei; 'A' Normal séoldattal kezelt kontroll csoport (10X nagyitas): nincs
abnormalitas, 'B' 250 mg/kg SCSE-tal kezelt csoport (10X nagyitas): nincs abnormalitas, 'C' 500 mg/kg
SCSE-tal kezelt csoport (20X nagyitas): nincs abnormalitas, 'D' 1000 mg/kg SCSE-tal kezelt csoport (20X
nagyitas): nincs abnormalitas, 'E' 3000 mg/kg SCSE-tal kezelt csoport (10X nagyitas): nincs abnormalitas.
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4.2. Meggymagbél olajjal végzett vizsgalatok

4.2.1. Bor toxicitasi vizsgalatok

A bor toxicitasi vizsgalatok eredményei a 3. abran lathatok. A kezeléseket (3.A,B
abra) kovetd 21 nap periddus eltelte alatt egyik kisérleti allaton sem lattunk negativ
elvaltozasokat a boron; allergids- vagy mas toxikus reakciokat, amit az olaj okozhatott,

Osszehasonlitva a kontroll (3.D abra) és a kezelt (3.C abra) allatokat.

3. abra: Bor toxicitasi vizsgalatok és eredményei

A meggymagbél olajjal kezelt tengerimalacok bérét hasonlitottuk ossze a fiziologias sooldattal kezelt
kontroll allatokkal (n=5 mindkét csoportban). A kezelések soran 1, 2, 3, 4, és 5 pl mag olajat alkalmaztunk
a borotvalt, szortelenitett tengerimalac boron (A) és fiziologias s6oldatot a kontroll allatok hatan (B). 21
napot kovetéen, karos hatasok nem figyelhetk meg a boron az olajjal kezelt allatokon (C), nem lathato

kiilonbség a kontroll csoporthoz képest sem (D).
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4.2.2. Meggymagbél olaj hatasa UV sugarzas okozta karosodasok kivédésére

A 4. abran lathatéak a meggymagbél olaj, UV fototoxicitas vizsgalatanak eredményei. A
sugarzast kovetd 2 ora elteltével a boron jelentds pirossag volt lathatd, mely maximumat 6 6ra
elteltével érte el, ekkor értékeltiik a protektiv hatast. Az 1 és 2 % olajat tartalmazé krémek
nem mutattak protektivitast, azonban azok a krémek melyek meggymagbél olaj tartalma 3 ¢és
5 % volt, jelentds mértékben védték a bort az UV sugéarzas okozta bdrpir kialakulasaval

szemben.

4. abra: Fototoxicitasi vizsgalatok és eredményei

A teszt allatokat (n=5) gondosan leborotvaltuk és a bériikre aluminium foliat helyeztiink, melyre 5
téglalap alaki rést vagtunk (A). 0, 1, 2, 3, 5 tomeg% meggymagbél olajat tartalmazé karbamidos kendcsot
alkalmaztunk a réseken (B), ezt kovetoen 40 percig UVB sugarzasnak tettiik ki (C) és 6 ora elteltével
értékeltiik a protektiv hatast. A D dbran lathatjuk az UV sugarzais hatasat a vehikulummal (0% magolaj),

és 1%, 2%, 3% és 5% magolajat tartalmazé kendccsel kezelt béron.
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4.3. Béta-karotinnal végzett kisérletek eredményei

4.3.1. Béta-karotin kezelések hatasa a szivfunkcidokra, iszkémia/reperfuzion atesett
izolalt szivekben

Az 5. abran lathaté a patkanyok 4 hetes kezelését kdvetden a szivizolalasi protokoll
soran mért szivfunkcid eredményei.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az aorta kiaramlas (AF) értékek (5.A éabra)
nem kiilonboztek szignifikansan a kezelések hatdsara a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva az
iszkémia elott (IE). Megfigyelhetd tovabba, hogy a 30 perc iszkémiat kovetd reperfuzid
(REP) 30. ¢és 60. percében az alacsony dozissal kezelt allatokbol izolalt szivek esetén
szignifikdnsan emelkedett aorta kidramlést tapasztaltunk (*p<0,05). Megjegyzendd, hogy az
alacsony dozist kezelés hatdsara szignifikansan magasabb AF értéket kaptunk a magas dozist
csoporthoz viszonyitva, a reperfuzid 60. percében (#p<0,05). A korondria kidramlas (CF)
értékeit (5.B abra) megvizsgalva lathato, hogy a kezelések hatasdra nem volt szignifikéns
valtozas iszkémia el6tt, illetve 30 perc reperfuziot kdvetden, mig a reperfuzio 60. és 120.
percében a magas dozist kezelés hatdsara a CF értékek szignifikansan magasabbak voltak
(*p<0,0,5) a kontroll csoporthoz viszonyitva.

Ugyancsak elmondhatd, hogy iszkémia eldtt €s a reperfuzio 120. percében nem
tapasztaltunk szignifikdns valtozast a perctérfogat (CO) értékekben (5.C 4bra) a béta-karotin
kezeléseket kdvetden, ellenben szignifikdns CO ndvekedést tapasztaltunk a reperfuzio 30. és
60. percében azon szivekben, melyek a 30 mg/ttkg béta-karotin dozissal kezelt allatokbol
szarmaztak a kontroll csoporthoz viszonyitva (*p<0,05), a 150 mg/ttkg dozissal kezelt
allatokbol izolalt szivek esetén nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast. Lathato tovabba,
hogy azon allatok esetén, melyek 150 mg/ttkg béta-karotint kaptak, a szivfrekvencia (HR)
(5.D abra) szignifikdns mértékben nétt (*p<0,0,5) reperfizié soran a kontroll csoporthoz
viszonyitva.

A béta-karotin kezelés hatasat értékelve a sziv verétérfogatara (SV) elmondhatéd (5.E
abra), hogy sem iszkémia eldtt, sem iszkémiat kovetden szignifikans valtozdsokat nem
tapasztaltunk. A kisérlet teljes idOtartama alatt nem tapasztaltunk a verdtérfogat valtozas
(SVvalt) (5.F éabra) eredményeiben sem szignifikdns mértékii valtozasokat egyik dozis

tartomanyban sem.
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5. abra: Béta-karotin kezelés hatasa a szivfunkciokra izolalt dolgozo szivekben
A sziveket 3 allatcsoportbdl izolaltuk (n=6 csoportonként). A kezelések soran a patkanyok hidroxy-etil-
celluloz — viz (1:4) elegyét kaptak a kontroll csoportban (fehér oszlop); 30 mg/ttkg/nap (fekete oszlop)
béta-karotint, valamint 150 mg/ttkg/nap (sziirke oszlop) béta-karotint a kezelések soran. A sziveket
minden egyes allatbol izolaltuk, 30 perc iszkémianak, majd 120 perc reperfizionak vetettiik ala izolalt
»dolgozo-sziv”’ apparatus segitségével, hogy iszkémia/reperfiizio okozta karosodasokat indukaljunk és

kiilonféle szivfunkciokat mérjiink. Az eredmények az egyes allatcsoportokban mért értékek atlagaként +/-
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SEM lettek kifejezve; aorta kiaramlas (A), koronaria kiaramlas (B), perctérfogat (C), szivfrekvencia (D),
verotérfogat (E) és a verétérfogat valtozas (F). Statisztikai analizisre utas ANOVA-t kivetéen Bonferroni
poszt tesztet végeztiink.*p<0,05 kontroll csoport versus kezelt csoport. #p<0,05 30 mg/ttkg dozissal kezelt

csoport versus 150 mg/ttkg dozissal kezelt csoport

4.3.2. A béta-karotin hatasa az iszkémia/reperfuzio okozta infarktusos teriilet
nagysagara és a szoveti antioxidans kapacitasra (TAC)

A TTC oldattal perfuzalt szivek metszeteinek makroszkopos analizise szignifikans
csokkenést mutatott az infarktusos szivizom kiterjedésében az alacsony dozisu kezelés esetén
a kontroll csoport értékeihez képest (*p<0,05) (6.A abra). Ez a protektiv hatds azonban eltiint
azon szivekben, melyek a magas dozissal kezelt allatokbdl szarmaztak (#p<0,05) (6.A dbra).

Az infarktusos terililetben bekovetkezett valtozasok szoros Osszefliggést mutatnak a
szoveti antioxidans kapacitassal (6.B abra). Az 4bran lathato, hogy azon szivekben, melyek
alacsony dozissal kezelt allatokbol szarmaztak; a TAC értékei egyarant szignifikdnsan
magasabbak voltak a kontroll csoporthoz (*p<0,05) és a magas dozisu kezelést kapott

allatokbol izolalt szivekhez képest (#p<0,05) egyarant.

35 0.30 * H
T
30 A I
T 0.25 -
25 l
= 0,20
s =)
B 20 1 T =
=
5 L £ 015
= =
215 A E
£ g
= = & 2 0101 I
E 10 - =2 Z L I
5 0,05 - [
0 . . | 0,00 ; . .
Konirell 30 mg/tikg 150 mg/ttkg Kontroll 30 mg/ttkg 150 mg/ttkg

| @

6. abra: A béta-karotin hatasa az infarktusos teriilet kiterjedésére (A) és

a szoveti antioxidans kapacitasra (B)
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Az infarktus mértékét a szivekbdl (n=4) a 120 perc reperfuzio végeztével trifenil tetrazolium-klorid (TTC)
oldattal torténé perfaziot kovetéen, makroszkopikus analizissel mértiik a szivek transzverz szeleteibdl.
Minden egyes csoportban a szivekben mért infarktusos teriiletek atlagait + SEM abrazoltuk.A TAC
értékek minden szovet mintabol trolox ekvivalensben (uM) lettek megadva +/- SEM csoportonként.
Statisztikai analizisre egy utas ANOVA tesztet kovetéen Tukey poszt tesztet alkalmaztunk. *p<0,05
osszehasonlitas, a vivoanyaggal Kkezelt kontrol allatok sziveibdl szarmazo értékekhez képest. #P<0,05
osszehasonlitdas, a magas doézissal kezelt allatok szivének értékeihez. A TAC értékek minden szovet
mintabol Trolox ekvivalensben (uM) lettek megadva =+ SEM csoportonként. *p<0,05 kontroll csoport
versus kezelt csoportok. #p<0,05 30 mg/ttkg dézissal kezelt csoport versus 150 mg/ttkg dozissal kezelt

csoport.

4.3.3. A béta-karotin hatasa a hem-oxigenaz-1 (HO-1) fehérje expressziora

Ahogyan a 7. dbran lathatd, a HO-1 enzim expressziojat iszkémia/reperfuzionak nem
kitett (BL) (7.A abra) és kitett (I/R) (7.B éabra) sziveken egyarant vizsgaltuk. A magas dézisu
béta-karotin  kezelés szignifikdns novekedést okozott az enzim expressziojaban
iszkémia/reperfiizidnak ki nem tett szivek esetén (*p<0,05) (7.A abra).

Tovabba, azon szivek, melyek a kezeletlen allatokbol szarmaztak és
iszkémia/repertiizids karosodast szenvedtek, a HO-1 fehérje termelés az iszkémia/reperfundalt
szivekben egyarant az alacsony és magas dozisnal szignifikdns emelkedést mutatott a
kezeletlen nem-karosodott csoporthoz viszonyitva (*p<0,05) (7.B abra). Lathato, hogy a HO-
1 expresszidja azon sziveknek, melyek vivoanyaggal kezelt allatokbol szarmaznak és
iszkémia/reperfizion estek at, nem kiilonboztek szignifikans mértékben azoktol a szivektdl,
melyek az alacsony dozissal kezelt allatokbol szarmaztak €s iszkémia/reperfuzion estek at,
mig a magas dozissal kezelt allatok HO-1 szintje szignifikdns emelkedést mutatott a

vivéanyaggal kezelt iszkémia/reperfundalt kontroll csoporthoz képest (#p<0,05) (7.B abra).
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7. abra: A hem-oxigenaz-1 fehérje expressziojanak vizsgalata
Western blot analizissel
A HO-1 fehérje expresszidjat patkany szivizomban mértiik,homogenizalt szivszovet mintakbél a kontroll
vagy a béta-karotinnal kezelt szivekbdl, iszkémia/reperfuziéo okozta karosodasokkal vagy anélkiil. A
Western blot analizist minden egyes szovet homogenizatumon triplikalva végeztiik, és a kapott savok
jelintenzitasat Image J program segitségével mértiik, ahogy a fenti reprezentativ kép is mutatja. A fehérje
koncentracidjat a szovetben a HO-1 és a GAPDH fehérje aranyaként kifejezett egységben adtuk meg. Az
adatokat atlag +/- SEM értékben fejeztitk ki (n=6). Statisztikai tesztek koziil egy utas ANOVA tesztet
kovetéen Tukey poszt tesztet végeztiink. *p<0,05 béta-karotinnal kezelt allatok szivei versus nem
iszkémias kontroll allatok szivei. #p<0,05 iszkémia/reperfizion atesett béta-karotin kezelt allatok szivei

versus iszkémia/reperfuzio karosodott kontroll allatok szivei.
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4.3.4. Béta-karotin citotoxicitasanak vizsgalata

Kisérleteink sordn vizsgaltuk kiilonboz6 dozist béta-karotin és 125 pM H>O»
kezelések hatasat H9c2 kardiomioblasztokon, MTT sejtéletképességi esszét hasznalva. A 8.
abran lathat6, hogy 2,5, 5, 10 puM béta-karotin kezelés szignifikans sejtéletképesség
novekedést okozott (*p<0,05), mig 20 uM esetén a tapasztalt protektiv hatas eltiint.
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8.  abra: Béta-karotin citotoxicitasanak vizsgalata H9c2 sejteken

H»0: okozta oxidativ koriilmények kozott MTT esszé segitségével
A béta-karotin citotoxicitast H9c2 sejteken MTT esszé segitségével vizsgaltuk. HIC2 sejteket modositott
Dulbecco médiumban 24 o6raig novesztettiikk, majd 0, 2,5, 5, 10, 20 uM béta-karotinnal kezeltiik, ezt
kovetden 125 uM H20:2-vel kezeltiik 4 6ran keresztiil, majd 5 mg/ml MTT reagenst adtunk hozza, végiil a
sejteket lizaltuk és az abszorbanciat 570 és 690 nm-en mértiikk. Az abszorbancia értékeket 4
parhuzamosan oOsszemért lyuk atlagaként fejeztiik ki és 3-szor ismételtiik meg. Az eredményeket
sejtéletképesség szazalékban kifejezett atlagaként abrazoltuk minden egyes béta-karotin dézisban, a béta-
karotinnal nem kezelt kontroll kultirakhoz viszonyitva. Student t-teszttel analizaltuk az eredmények
kozotti kiilonbségeket. *p<0,05 béta-karotinnal kezelt sejtkultira életképesség atlag szazaléka versus béta-

karotinnal nem kezelt sejtkultiara.
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5. Megbeszélés

Nagy multra tekint vissza a ndvényi eredetli anyagok betegségek gyogyitasara valo
alkalmazasa. A novényekbdl kinyert vegyiiletek terapias felhasznaldsa, napjainkban ujra
egyre nagyobb mértéket 6lt. Ennek okaként megnevezhetd, a természetes eredetti [101, 130,
131] hatéanyagok kedvezObb mellékhatés profilja, kisebb gyakorisaggal eléforduld toxicitasa
az uj szerkezetli szintetikus hatdanyagokkal szemben. A természetes novényi eredetii
preparatumok az izolalni kivant f6 hatoanyagon kiviil sokszor tartalmaznak olyan egyéb
komponenseket, melyek felszivodasukat, oldékonysagukat, bioloégiai hasznosulasukat
eldosegithetik.

Tobbek kozott a kardiovaszkularis betegségek morbiditdsa ¢és mortalitdsa is
csOkkenthetd természetes eredetli hatdéanyagokkal; példaul antioxidansokkal [140]. Egyes
novényekben talalhatdé flavonoidok €és mas tipusu vegyiiletek jelentds bioldgiai aktivitassal
birnak, melyet a keringési- és emésztd rendszer teriiletén fejtenek ki legfoképp. Hatéasaik
kozott lehet emliteni a szabadgyokok inaktivalasan keresztiili antioxidans hatasukat [141],
tovabba a trombocita aggregacid [142] ¢és trombus képzddés gatlasat, érfal stabilitas
fokozasat, szérum triglicerid szint csokkentését, lipidperoxidacid gatlasat stb.

Jelen kisérletekben a ragcsalokon elvégzett dozis-hatds vizsgélatok eredményei
alapjan elmondhat6, hogy a meggymagbél kezelés nem okoz semmilyen tiinetet az allatokon,
vagy valtozast a vizsgalt laboratériumi paraméterekben, melyek toxicitasra utalhatnak, még a
korabbi kisérleteink soran alkalmazott terapias doézishataroktol jelentdsen magasabb dézisok
esetén sem. A Kkisérlet eredményeit kiértékelve, a meggymagbél extraktummal kezelt
allatokbol szdrmaz6 vérmintak értékei nem kiilonboztek szignifikansan a kontroll csoporttol.

Mivel a xenobiotikumok "artalmatlanitasaért" €s eltavolitasaért elsédlegesen a maj €s
a vese felelds, a kiilonboz6 toxicitasi vizsgalatok soran ezen szervekre kifejtett hatasokat
vizsgaljak leggyakrabban. Ha egy ismeretlen hatéanyag extrém mértékben toxikus, erdteljes
karosodast okoz mindkét szovetben, melynek eredményeként a szervek sulyanak csdokkenése,
csakigy mint szoveti elhalas és/vagy 0déma okozta sulyndvekedés vagy abnormalis
sejtproliferacio tapasztalhatd [143]. Ilyen toxikus tiinetek egyike sem volt megfigyelhetd a
kisérleteink soran, a vizsgalt szervek sulya nem kiilonbozott szignifikdnsan a kezelt
csoporttol.

Kiilonboz6 toxikus anyagok okozta karosodasokat ki lehet mutatni az abnormalis
szintli szérum biomarkerek segitségével, mint a m4j €s vese funkciok jelzdivel. Ezt jelzi a vér

karbamid-nitrogén szintje példaul a vese alap filtracios ratdjanak karosodasa esetén [144]. A
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szérum kreatinin szint emelkedését pedig specifikusan az elégtelen glomerularis filtracios rata
esetén, a glomerulus karosodéasa kovetkeztében tapasztalhatjuk [145]. A maj enzimek
aktivitdsanak emelkedése az allatok szérumaban egymadstdl fiiggetleniil igen érzékeny
betegségekre vagy toxikus anyagok jelenlétére [146]. Mindazonaltal ezek koziil barmelyik
magas szintje vagy hidnya okozhat aktiv koros allapotokat. Minthogy ezen enzimek szintje
nem emelkedett az allatok teszt csoportjaban a kontrollhoz viszonyitva szignifikdnsan, még az
extrémen magas dozisu meggymag extraktumok esetén sem, alapot adhat a késdbbiek soran
elvégzendd vizsgalatokhoz kiindulasi értékként a minimalis ddzishatar és hatasos dozisok
meghatarozasanal.

A szovettani vizsgalatok eredményei szerint a meggymagbél extraktumnak nincs
kimutathat6 karos hatasa a vese szovetének mikrostruktirdjara még 1000 mg/ttkg dozis esetén
sem, mig a maj esetében a teljes dozistartomany biztonsagosnak bizonyult. Megjegyzendo,
hogy azon egerek, melyeket 3000 mg/ttkg dozissal kezeltiink, mikroszkopikus elvaltozasok
voltak megfigyelhetéek a vese szovetében, ami utalhat gyulladasos folyamatok
aktivalodasara. A tapasztalt elvaltozas az alkalmazott dozis tartomdny legfelsd régidjaban
van, jelentdsége a meggymagbél extraktum human felhasznalasra vald alkalmazasanak
szempontjabol minimalis. Mivel a meggymagban azonositott komponensek nem toxikusak,
célul tliztiik ki a kivonat human kiprobalasat. Vilagszerte vizsgaljak kiilonbozo csonthéjas és
nem csonthéjas novényi magvak egészségmegdrzo hatasait. Egy kutatocsoport példaul voros
szOlomag kezelést végzett 46 human Onkéntesen, melynek soran a kezelések hatdsara a
szervezet antioxiddns statuszat monitoroztdk a vizeletb6l [147]. Eredményeik alapjan
elmondhatd, hogy a 2 napos kezelést kovetéen csokken redoxpotencialt tapasztaltak a
vizeletben, mely altalanos antioxidans kapacitas ndvekedést tiikroz. Mivel a vizsgalatainkhoz
hasznalt kivonat hasonld Osszetevoket tartalmaz, mint a sz6ldmag, valamint korabbi
eredményeink [101, 102], és az itt bemutatott eredmények alapjin kértik az OETI
allasfoglalasat az extraktum human alkalmazasanak kiprobalasa érdekében. Az OETI a
benyujtott adatok alapjan, a biztonsagossdgot maximalisan szem eldtt tartva, 350 mg vagy
600 mg maximalis napi dozist javasolt a meggymagbél egyéb Osszeteviinek fiiggvényében.
Kisérletes eredményeinket és az ezeken alapuld OETI ajanlast figyelembe véve a kivonat
human kiprobalasara is sor keriilt. Az elvégzett human vizsgélatok alapjan elmondhato, hogy
a meggymagbél kivonat nem okozott semmilyen negativ elvaltozast a vizsgalt
paraméterekben [115].

A meggymagolaj borre kifejtett hatdsat értékelve elmondhatd, hogy az olaj nem

bizonyult sem allergénnek sem pedig irritdlonak, ami korabbi vizsgalataink alapjan varhato
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volt, hiszen az olaj szamos citoprotektiv komponenst tartalmaz, de toxikusakat ismereteink
szerint nem. Tovabba a 3 % olajat tartalmaz6 karbamid alapu kendcs protektiv hatast mutatott
UVB sugarzéssal szemben. Tobb kutatocsoport is vizsgélta antioxidans vegyiiletek kiilonféle
hatasait; példaul az E-vitamint, oralis adagolast kovetden fotoprotektiv hatdsat boron [148],
kezeléseket kovetden sejtkulturan [149], mig masok helyileg alkalmazva talaltak infravords A
sugarzassal szemben védoéhatasinak [150]. Az Aaltalunk azonositott meggymagbél olaj
komponensek koziil tobb is antioxiddns aktivitdst vegyiilet, tehat a helyi alkalmazasa soran
tapasztalt fotoprotekcio jelensége feltételezhetden ezen vegyiileteknek volt kdszonhetd.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy bar a meggymagbél kivonat nincs jelenleg human
alkalmazasban sem mint gyogyszer, sem mint taplalékkiegészitd, azonban a tapasztalt
alacsony toxicitasa alapjan feltételezhetd a magbol késziilt termékek oralis vagy egyéb
belsdleges hasznalata. Megjegyzendd azonban, hogy a meggymag kivonatot tartalmazo
termékek kifejlesztéseéhez ¢€s piacra torténd bevezetésikh6z még tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, melyekben a biztonsagos alkalmazhatosagra vonatkozod paramétereket kell
megvizsgalni. A hatdlyos rendelet részeként elvégzendok a klasszikus toxikologiai
vizsgalatok, mint az egy dozisu (akut) és ismételt (szubakut, szubkronikus, kronikus) toxicitas
tesztek, valamint specidlis vizsgéalatok, példaul irritativ €s a szenzibilizal6 hatds, a
genotoxicitas, a karcinogenitas; €s szlikség esetén a reprodukciot €s a magzat fejlodést érintd
toxikus hatdsok tesztelése.

A sziv  iszkémids megbetegedéseiben  kulcsfontossagli  szerepe van az
iszkémia/reperfuzio jelenségének. Az iszkémias karosodast elszenvedett szerv felépiilésében
nélkiilozhetetlen a reperfuzid jelensége, azonban tovabb karosithatja a szervek, szovetek
funkciojat a folyamat soran keletkezd szabad gyokok altal kivaltott fokozott mértékii oxidativ
stressz. Az antioxidansok képesek mérsékelni a szabad gyokok artalmas hatdsait, ezaltal
csokkenteni a karosodas mértékét. Ezen jol ismert tényekbdl kovetkezden, egyre nagyobb az
érdeklodés természetes eredetli novények ¢€s hatdoanyagaik irant, melyek képesek ezen
betegségeket megeldzni vagy mérsékelni stilyossagukat.

Béta-karotinnal végzett kisérleteinket him patkanyokon végeztiik. Mindenképp meg
kell emliteni, hogy a patkanyokon mért adatok karotinoid kutatdsban vald felhasznalasanak
ismert transzlacidos korlatai vannak. Egy lényeges szempont a tanulmdnyok soran, mint
példaul ez esetben is, hogy habar az egerek és patkanyok jol atalakitjak a béta-karotint A-
vitaminna a biohasznosuldsa a karotinoidoknak a bélbdl vald abszorpcion keresztiil igen
alacsony, ezért szuprafiziologids béta-karotin dozisok adagoldsa sziikséges, barmely

természetes forrasbol szarmazo szintet joval meghaladdan [151]. A kisérleteket tigy terveztiik
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meg, hogy részben ellenstlyozzak ezt a korlatot tigy, hogy a kezelések soran minden esetben
a fiziologiasnal magasabb ddzisokat alkalmaztunk. Jelen tanulmanyban még az alacsony dozis
1S nagyon magas, emberre atszamitva tobb mint 2g/nap/70 kg. Napi rendszerességgel a
normdl human étrend 3 nagysagrenddel kisebb mennyiségli béta-karotint tartalmaz [152].
Kisérleteink eredményeinek hasznositasa a kardiovaszkularis megbetegedések kezelésében,
tovabbi human taplalkozasi vizsgalatok elvégzését koveteli meg, csupan segitséget
nyujthatnak a végso kovetkeztetések levondsahoz.

A bemutatott adatok ellenére, nem tehetiink atfogé6 mechanikus elemzést, azonban az a
megfigyelés mely szerint az alacsony dozist kezelés az iszkémiat kovetd reperfiizio 30. és 60.
percében jelentdsen javitotta az AF és CO értékeket, azonban ez a protektiv hatas a reperfiizio
120. percében eltlint arra utal, hogy a béta-karotin alacsony dozisban hatasos az oxidativ
stresszt eldidéz6 prooxidans vegyiiletek keletkezésének csokkentésében, melyek az
iszkémia/reperfizié indukalta gyulladasos reakcidok kovetkeztében keletkeznek. Ha ez igy
van, akkor feltételezheté az, hogy fokozott oxidativ stressz hosszabb reperfuzios
periddusokkal, meghaladhatja a béta-karotin antioxidans képességét, ésszerli lenne az a
feltételezés, hogy a koncentraci6 novelésével fokozodik a protektiv hatds. Azonban
kisérleteink soran a 150 mg/kg/nap dozisti kezelések esetén a protektiv hatds eltlinését
tapasztaltuk. A vizsgalt két dozis kozott azonban 0tszoros kiilonbség van, mely elég nagy
dozis intervallum ahhoz, hogy tovabbi kisérleteinkben kiegészitsik a kezeléseket a
hatarértékek kozotti dozisok hatdsanak vizsgalataval.

A szivfunkciok esetén tapasztalt valtozdsok 0Osszhangban vannak az infarktusos
teriiletek nagysagaval. Lathatd, hogy a nagy dozisu kezelés esetén az alacsony doézisnal
tapasztalt protektiv hatas eltlint, ami szoros Osszefliggésben allhat a szoveti antioxidans
kapacitassal (6. abra). A kezelések kovetkeztében tapasztalt kiilonbségekre a béta-karotinbol
az oxidativ stressz soran keletkezd tovabbi reaktiv gyokok és bomlastermékek adhatnak
magyarazatot. Mar korabban megfigyelték, hogy a karotinoidok kdélcsonhatasba Iéphetnek
kiilonbozd szabadgyokokkel [153]. Bar a reakciok pontos mechanizmusa még nem tisztazott,
feltételezik, hogy egy gyokos addicid soran lipid-peroxil gyokok (ROO-) a karotinoid polién
lancaval reagalva egy C-kozpontu gyokot képeznek (ROO-CAR'). A karotinoidok antioxidans
aktivitasa fligg a kornyezet parcialis oxigén nyomasatol, ezért feltételezhetd, hogy ez a peroxil
gyok reagalhat a molekularis oxigénnel egy ujabb peroxil gyokot (ROO-CAR-OO) képezve
[153]. Megfeleld parcialis oxigén nyomas esetén ez pedig tovabbi gyokoket generalhat tovabb
fokozva az oxidativ stresszt. Abban az esetben, ha az iszkémia/reperfuzié indukalta

lipidperoxidacid egy ilyen reakciosort indit el és a nagy koncentracioban jelen levd béta-
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karotin prooxidanssa valik, az magyardzatot ad az Aaltalunk tapasztalt totdl antioxidans
kapacitas csokkenésre. Tovabb erdsiti ezt a feltételezést, hogy dozis-fliggé HO-1 expresszio
novekedés volt megfigyelhetd a szivszovetben, mindkét béta-karotin dozis esetében melyet az
iszkémia/reperfiizié tovabb fokozott (7. dbra), ami szintén alatdmasztja azt a lehetdséget, mely
szerint a dozisok emelésével a béta-karotin veszit antioxidans kapacitasabol és prooxidanssa
valhat. Mivel a HO-1 szintjének emelkedése egy mindeniitt jelenlévd antioxidans valasz a
legkiilonb6zobb oxidativ stresszorokra, ezért varhatd, hogy az expresszid novekedni fog az
iszkémia/reperfiizidés karosodasok kovetkeztében [154]. Tovabba ha feltételezziik, hogy az
iszkémia/reperfizid indukalja a béta-karotin fokozott oxidaciojat, akkor a HO-1 szint tovabbi
emelkedése varhato, ami a 7. B abran is megfigyelhetd.

Ezt az elemzést aldtamasztja, habar kis mértékben ugyan az in vitro MTT esszé
eredménye is, amit a béta-karotin hatasdnak vizsgalatara végeztiink H9c2 miokardialis
sejteken H,O> okozta oxidativ koriilmények kozott. A kisérletek eredményei (8. abra) azt
mutatjak, hogy azon sejtek ¢letképessége szignifikdns mértékben novekedett a béta-karotinnal
nem kezelt kontroll sejtekhez képest, melyek béta-karotint 2,5, 5 és 10 uM mennyiségben
kaptak, azonban 20 uM kezelés hatasdra ez a hatds eltlint. Habar ezek az adatok még
hianyosak végleges kovetkeztetések levonasahoz, az eredmények azt sugalljak, hogy a béta-
karotin d6zisanak emelkedésével, a hatdanyag protektiv hatdsa csokken.

Az itt bemutatott eredmények az alacsony doézisban alkalmazott béta-karotin
nyilvanval6 kardioprotektiv hatdsat bizonyitjdk, azonban ez a protekciod csokken vagy eltiinik
magasabb dozis esetén. Eredményeink hatterében all6 mechanizmusok magyarazatara korabbi
tanulmanyok szolgaltatnak tdmpontot. Ahogyan az kordbban emlitésre keriilt, a szabadgyokok
felelosek leginkabb az oxidativ stressz kialakulasaért a gerincesek szoveteiben, melyek a béta-
karotinnal reakcidba lépve prooxidans degradacidos termékek keletkezését okozzak, mint
példaul az apo-8’-béta-karotenal, B-apo-10 -karotenal, f-apo-12 -karotenal [155] ami foképp a
sejten beliili organellumokat, kiilondsen a mitokondriumokat karositjak, ezzel a késdbbiek
folyaman zavart okozva a szivizom sejtek redox egyensulyaban, valamint fontos fehérjéket
oxidalnak ¢€s tovabb fokozzék a reperfiizié indukalta kdrosodasokat [156]. Ironikus mdédon, a
HO-1 expresszios valasz az oxidativ stresszorokra szintén a kardioprotekcio elvesztéséhez
vezethet magas béta-karotin dozisok esetén. A HO-1 egy citoprotektiv enzim, melynek harom
izoformja ismert (HO-1, 2 ¢és 3), melyek koziil a HO-1 indukalhaté forma. Indukcidjat
kiilonboz6 hatasok ¢s anyagok, igy szabadgyokok is fokozzak. Miikodése soran O ¢és
NADPH jelenlétében felhasitja a hem porfiringytirtijét, amibdl elobb nyiltlanct biliverdin,

ami majd gyorsan antioxidans tulajdonsdgt bilirubinnd alakul. Ezek mellett szubtoxikus
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mennyiségli CO keletkezik, amir6] mar bizonyitott, hogy citoprotektiv hatasokkal
rendelkezik. A folyamat harmadik terméke a porfirin gylirtib6l felszabaduléd vas II; benignus
metabolit és konnyen eltavolithatd; jelenléte meghatarozhatja, hogy a béta-karotin
antioxidansként vagy prooxidansként viselkedik [157]. Ezen tulajdonsag potencialis
kovetkezménye, hogy paradox Osszefliggésben van a HO-1 feltételezett szerepével. Normal
esetben, ezen enzim novekedett aktivitasa csokkenti az oxidativ stresszt és védi a szoveteket a
toxikus behatastol. Andersen és munkatarsai [157] leirtdk, hogy a béta-karotin prooxidans
tulajdonsagait a Fe’" noveli, vagyis az emelkedett HO-1 szint magas ddzisi béta-karotin
jelenlétében, potencialisan elnyomhatja a HO-1 citoprotektiv hatasait és noveli az oxidativ
stressz mértékét a szdvetben. Ezen kiviil, az emelkedett Fe*" szint és az iszkémia/reperfuzio
altal fokozott H,O, termelddés kovetkeztében fokozddhat a Fenton-reakcid soran keletkezd
OH' termelés, ami tovabbi karosodasokat okozhat. Ezek a kdvetkeztetések azonban még nem
bizonyitottak €s tovabbi vizsgalatokat igényelnek a béta-karotin kardiovaszkularis hatasaira
vonatkozoan.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy
az iszkémia/reperfiizié indukalta HO-1 aktivitds novekedés fontos szerepet jatszhat abban,
hogy a béta-karotin protektiv vegyliiletként viselkedik az iszkémia/repertfiizié indukalta
szivizomkarosodas kivédésében vagy pedig prooxidansként hozzdjarul a karosodasok
sulyosbodasdhoz. A mechanizmusok pontos felderitéséhez azonban tovabbi kisérletekre van

sziikség.
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6. Osszefoglalas

Magyarorszag ¢€s a vilag rossz egészségligyi statisztikai adatai, kelld6 okot
szolgaltatnak az emberiségnek egészséglik megovasara. Vilagszerte vezetd haldlokot
képviselnek a kardiovaszkuldris megbetegedések, melyeknek egyik 6 kockazati tényezdje az
elhizds. Ezen megbetegedésekben a szervezet folyamatosan fokozott oxidativ stressznek van
kitéve. A mar fennallo betegségek gyodgyszeres kezelésén talmenden napjainkban egyre
nagyobb igény mutatkozik a prevenciora, valamint a terdpiak kiegészitésére. Ennek
megvalositasiban  foképp  természetes eredetli  hatdanyagok  jatszanak  szerepet
taplalékkiegészitok formajaban. Kutatasaink irdnyultsdga ezen hatdanyagok korére terjedt ki.

Kutatocsoportunk meggymagbél toxicitasdnak vizsgdlata soran egér modellben nem
talalt karos hatasokra utalo jeleket a maj szovetében. A vese szovetében csak a legmagasabb
alkalmazott dozis esetén figyeltiink meg gyulladasra utalo jeleket. Szintén nem tapasztaltunk
semmilyen valtozéast a vizsgalt vér-biomarkerek szintjében a kezelések hatdsira. A mag
olajtartalmat tengerimalacok borén tesztelve fotoprotektivnek bizonyult.

Béta-karotinnal végzett kisérleteinkben patkany modellt alkalmazva alacsony d6zisban
kardioprotekciot tapasztaltunk, négy hetes elokezelést kovetden. A protekcid a posztiszkémias
szivparaméterek javulasaban, a csokkent mértékli infarktusos teriiletben, az emelkedett
szoveti antioxidans kapacitasban, valamint a H9c2 sejtek életképességének ndovekedésében
nyilvanul meg. Megjegyzendd, hogy a tapasztalt protektiv hatasok a magas dozis esetén
eltlintek az emelkedett HO-1 szint ellenére.

Eredményeink mindkét természetes eredetli anyag esetében hozzajarulhatnak azok
terapias prevenciora torténd alkalmazasaban amenyiben késdbbi kisérletek is ezt megerdsitik,

valamint a veliik kapcsolatos tudomanyos ismereteink bovitéséhez.
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7. Summary

The devastating health statistics of Hungary and the World are sufficient reason to
humans to change their lifestyle. Cardiovascular diseases are leading cause of death
worldwide and one of the main risk factor is obesity. In these conditions the body suffers from
continuously elevated oxidative stress. Nowadays, besides to the medical treatment of an
existing disease, there is a growing demand for prevention and supplementary therapy.
Substances with natural origin are able to fulfill the requirements due to their favorable
toxicological and side effect profile.

In our experiments we studied the toxicological profile of sour cherry seed kernel in a
mouse model. No sign of liver and kidney toxicity were found during the experiments.
Moreover, we examined the photo protective properties of creams containing sour cherry seed
kernel oil in different concentration in a guinea pig model. Our results demonstrated that sour
cherry seed kernel oil did not show any allergic or toxic effect on the skin and possess photo
protective effect.

In further experiments we investigated the effect of low versus high dose beta-carotene
treatment using rat model. The low-dose pretreatment resulted in cardioprotection evidenced
by recovery of postischemic heart functions, decreased infarct size, not significantly but
increased HO-1 enzyme expression and elevated tissue antioxidant capacity. In case of high
dose treated animals we failed to observe any protection on the heart challanged by
ischemia/reperfusion.

Outcomes of our research may contribute to use in prevention both materials with

natural origin, as well as to extend the scientific knowledge related to them.
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