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Az értekezés során felhasznált rövidítések jegyzéke: 

 

AF: aorta kiáramlás 

CF: koronária átáramlás 

HR: szív frekvencia 

LVDP: kifejlıdı bal kamrai nyomás 

LVdP/dt: kifejlıdı bal kamrai nyomás 

VF: kamrai fibrilláció 

VT: kamrai tachikardia 

HO-1: hemoxigenáz 

ROS: reactive oxygen species (szabad gyökök) 

COX: ciklooxigenáz 

NOS: nitrogénoxid szintáz 

ET-1: endothelin-1 

Glut-4: glükóz transzporter-4 

LC3: microtuble-associated protein light chain 3 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

I/R: iszkémia/reperfúzió 

MPTP: mitochondrial permeability transition pore 

CO: szénmonoxid 

HO: hemoxigenáz  

KO: knock out 

ET: endotelin 

AMPK: AMP-activated protein kinase 

Beclin-1: coiled-coil, moesin-like BCL2 interacting protein 

Trx-1: thioredoxin-1 

MAP kinázok: mitogen-activated protein kineses 

NF-ĸB: Nuclear Factor-Kappa B 

AP1: activator protein 1 

Egr1: Early growth response factor 1 

sICAM-1: soluble intracellular adhesion molecule-1  
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sE-Selectin: endothelial leukocyte adhesion molecule-1  

sVCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1 

hsc 73: heat shock cognate protein  

Lamp2a: lysosomal- associated membrane protein-2a 

GABARAP: γ-aminobutyric acid type A receptor associated protein  

GATE-16: Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa 

UVRAG: UV irradiation resistance-associated gene  

Ambra-1: activating molecule in Bec1-regulated autophagy 

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase 

Atg: autophagy-related proteins 

 



 5

Bevezetés:  

 

A szív és érrendszeri megbetegedések következtében bekövetkezı elhalálozások 

száma napjainkban is vezeti a halálozási statisztikákat a fejlett országokban. 

Magyarországon az elhalálozások több mint felének hátterében valamilyen 

kardiovaszkuláris megbetegedés áll. Az elmúlt néhány évtizedben számtalan tanulmány 

foglalkozott az iszkémia/reperfúzió indukálta károsodások patomechanizmusának 

feltárásával, valamint a rizikófaktorok vizsgálatával, melyek között szerepel a dohányzás, 

elhízás, cukorbetegség, magas vérnyomás, mozgásszegény életmód, túlzott 

alkoholfogyasztás, valamint a telítetlen zsírokban és koleszterinben gazdag táplálkozás. 

Ennek ellenére az iszkémiás betegek terápiás kezelése még ma sem megoldott, és a 

betegségek incidenciája nem csökken, sıt növekszik és egyre fiatalabb korcsoportokat 

érint. Ezek a tények teszik indokolttá a témakör további vizsgálatát, hogy mélyebben 

megismerjük az ok-okozati összefüggéseket és célzottabb terápiás alternatívákat 

biztosítsunk a betegek, illetve a magas rizikójú beteg csoportok számára. 

A betegségek kezelésében egyre fontosabb szerepet tulajdonítanak a 

megelızésnek és a különbözı rizikótényezık csökkentésének. A rizikótényezık közül a 

dohányzás abbahagyása, illetve a mértéktelen alkoholfogyasztás csökkentése tőnik 

egyszerőbb feladatnak. A helyes táplálkozási szokások kialakítása, illetve idısebb 

betegekben a már meglévı szokások megváltoztatása ennél nehezebb, sok esetben 

lehetetlen feladat. A táplálkozási szokások kialakításakor sokszor nem is a mennyiségi, 

hanem a minıségi változtatások megtanítása a nehéz feladat. Ezért egyre fontosabb 

szerepet töltenek be a növényi eredető étrendkiegészítık, amelyek a betegek kezelésében, 

mint adjuváns szerek jöhetnek számításba. Továbbá a magas rizikójú csoportokban 

késleltethetik a betegségek kialakulását. 

 Az iszkémia kiváltó oka általában valamilyen szervi eredető érelzáródás, illetve 

érszőkület vagy koronáriaspazmus lehet, mely révén az adott szövetrész perfúziója 

lecsökken, illetve teljes elzáródás esetén meg is szőnik, ezáltal zavar áll be az adott 

szívizomrész oxigén és tápanyagellátásában. Az iszkémia okozta zavar a szubsztrát, 

illetve oxigén ellátásban káros anyagcseretermékek felszaporodását eredményezi, 

melynek következtében kezdetben funkciózavar jön létre, majd a sejtek elhalása 
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következik be, nekrózis vagy apoptózis útján. A folyamat hátterében az egyik kiváltó ok 

a csökkent oxigén kínálat miatt a glükóz aerob metabolizmusának leállása. Iszkémia 

során az aerob glikolízist felváltja az anaerob glikolízis, mely viszont nem képes a sejtek 

ATP igényét fedezni. Az iszkémia kezdetén a szervezet a kreatin-foszfát szint 

csökkentése révén fenntartja az ATP szintet, ezt követıen azonban az ATP szint 

csökkenni kezd. A másik fontos következménye az anaerob glikolízisnek, hogy 

felszaporodik a sejtekben a tejsav, amely csökkenti az intracelluláris pH-t, s a pH 

csökkenésével a miofilamentumok kalcium érzékenysége lecsökken. Ez a jelenség lehet a 

magyarázata annak, hogy az iszkémia kezdetén az ATP szint még csak kis mértékben 

csökkent és a Ca++ szint is megfelelı, azonban a miofilamentumok csökkent Ca++ 

érzékenysége miatt a pumpafunkciók hirtelen leállása következik be(20). A csökkenı pH 

fokozza a Na+/H+ antiporter aktivitását emelve az intracelluláris Na+ szintet, ez csökkenti 

a Na+/Ca++ cserét, ami fokozza a kalcium felhalmozódást a sejtekben. A lecsökkent ATP 

szint következtében zavart szenved a kalcium sejtplazmából történı eltávolítása, valamint 

az ATP-szenzitív K+ csatornák megnyitása miatt csökken az intracelluláris kálium 

szint(6).  

Az iszkémia során a sejtek illetve az érintett miokardium túlélésében 

elengedhetetlen feltétel a reperfúzió, azonban ez sem veszélytelen. A sejtek elhalása 

történhet a plazmamembrán szakadásával vagy programozott sejthalál, apoptózis útján. 

Általában a sejtek elhalásában akár nekrózis, akár apoptózis útján történik több tényezı 

játszik szerepet, és a körülményektıl függ, melyik van túlsúlyban(36). Általánosan 

elmondható, hogy legtöbb esetben az iszkémia/reperfúzió-indukálta másodlagos 

sejtelhalások a reperfúzió elsı perceiben történnek és a szarkolemma feldarabolódásával 

járnak(79, 85).  

A reperfúzió kezdetén a megindult véráram következtében az érintett miokardium 

telítıdik „friss” vérrel és helyreáll az oxigén, illetve a tápanyag kínálat. A reperfúzió 

kezdetén a nagymértékben redukálódott mitokondriális elektrontranszport lánc 

komponensei és a helyreállt oxigén ellátás miatt hírtelen nagy mennyiségő ROS (reactive 

oxygen species) termelıdik, amelyet a meggyengült védekezı antioxidáns rendszerek 

nem képesek semlegesíteni. A reperfúzió során további ROS forrás lehet a xantin oxidáz, 

NADPH oxidáz. A fokozott ROS (OH˙, H2O2, O2˙
-) termelıdés, és a meggyengült 
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védekezı rendszerek miatt alakul ki az oxidatív stressz, ami további károsodásokhoz 

vezethet. A keletkezı ROS károsítja a lipideket (lipid peroxidáció), amely károsítja a 

citoplazma, illetve a különbözı sejtorganellumok membránját, a fehérje láncok 

károsodása különbözı kulcsfontosságú enzimek, illetve proteinstruktúrák 

funkcióvesztéséhez vezethet. Továbbá az oxidatív stressz károsíthatja mind a genomiális 

mind a mitokondriális DNS-t, ami különbözı mutációkhoz, illetve a DNS töréséhez is 

vezethet. Mindezen károsodások a sejtek sérüléséhez, illetve elhalásához 

vezethetnek(76).  

Reperfúzió során a pH, illetve az ATP szint visszaáll a normál közelébe ám az 

intracelluláris kalcium szint magas, ezt tovább fokozza a nátrium túltelítıdés 

következtében a reperfúzió elsı periódusában „fordított” módban mőködı Na+/Ca++ 

antiporter. A sejtek anyagcseréjének rendezıdése folyamán a Ca++ túltelítıdés átmegy a 

Ca++ oszcillációjában a sejtplazma és sarcoplazmatiucus reticulum között. A folyamat 

következtében magas Ca++ csúcsok alakulnak ki egymást követıen a sejtekben(46). A 

reperfúzió kezdetén a Ca++ túltelítıdés egy fokozott kontraktilis állapot idéz elı, továbbá 

növeli az aritmiák kialakulásának valószínőségét(79). A reperfúzió kezdetén mikor a pH 

rendezıdik különbözı kalciumfüggı proteolitikus folyamatok indulnak el, amelyek 

iszkémia alatt az alacsony pH miatt gátoltak. Ezek a folyamatok a kalpainokhoz 

kapcsolhatóak(27). Feltehetıen a magas ROS koncentráció, illetve ezek a kalcium-függı 

proteolitikus folyamatok állnak az iszkémia/reperfúzió után esetlegesen kialakult 

csökkent kamrafunkció hátterében (stunned myocardium)(26).  

 Az elmúlt évtizedben egyre nagyobb szerepet tulajdonítanak a mitokondriumok 

diszfunkciójának illetve mőködésképtelenségének a reperfúzió indukálta 

károsodásokban. Az MPTP (mitochondrial permeability transition pore) megnyílása 

elıidézi a mitokondriumok depolarizációját, felfúvódását majd külsı mitokondrium 

membrán szakadását, amely hozzájárulhat mind az apoptózis mind a nekrózis 

kialakulásához. Az MPTP iszkémia alatt zárva van az alacsony pH miatt, majd a 

reperfúzió kezdetén „ideális” körülmények adódnak a megnyitásához. Ezen körülmények 

között szerepel a Ca++ túltelítettség, a pH normalizálódása, valamint az oxidatív stressz 

(36) . 
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Az oxidatív stressz megváltoztatja a kardiomiociták metabolizmusát, a különbözı 

szignáltranszdukciós utakat, illetve bizonyos gének expresszióját(41). Ez a megváltozott 

redox környezet tehát nagy szerepet játszik az I/R-indukálta károsodások kialakulásában. 

Ismeretes az a tény hogy a szabadgyökfogó tulajdonsággal rendelkezı molekulák 

rendelkeznek kardioprotektív hatással. A sejtek fel vannak szerelve különbözı védekezı 

antioxidáns rendszerekkel, amelyek normál esetben képesek a keletkezı ROS 

semlegesítésére. Ez lehet enzimatikus, mint pl.: a kataláz, szuperoxid-diszmutáz 

(MnSOD, Cu/ZnSOD), thioredoxin-reduktáz, vagy a glutathion-peroxidáz, vagy nem 

enzimatikus mint pl.: a thioredoxin, glutaredoxin, gluthation, vitaminok (A, E, C) 

coenzim Q, omega-3-zsírsavak, továbbá az extracelluláris folyadékban található albumin, 

ceruloplazmin, transzferrin(13). Ezek mellet jó néhány növényi származék is rendelkezik 

szabadgyökfogó tulajdonsággal, illetve kardioprotektív hatással. A Közép- és Dél-

Amerikában ıshonos farkascseresznye (Withania somnifera) megvédi a szívizmot mind 

az I/R mind az izoprenalin-indukálta károsodásokkal szemben (32, 68). Hasonlóan a 

farkascseresznyéhez a Dél-Ázsiában honos bengáli-birs is védelmet nyújtott az 

izoprenalin-indukálta károsodásokkal szemben(80). Ezek mellett számos más növényi 

kivonatról, illetve növényi származékról mutatták már ki, hogy rendelkeznek 

kardioprotetív hatásokkal. A növények kardioprotektív hatásaiban nagy szerepet 

játszanak a flavonoidok, antocianidok, polifenolok, szabad telítetlen zsírsavak, a magas 

rosttartalom és egyéb más biológiailag aktív komponensek(37, 73, 108).  

A meggymag hazánkban elsısorban, mint a meggy felhasználásának 

mellékterméke jelenik meg. Azonban a meggymag szilárd fázisának analízise során 

kiderült, hogy a meggymag szilárd frakciója is tartalmaz több biológiailag aktív 

komponenst, mint pl.: különbözı polifenolokat, flavonoidokat, növényi zsírsavakat, pro- 

és antocianidokat, transz- rezveratrolt, illetve kisebb mennyiségben más biológiailag 

aktív komponenseket. Szabó és munkatársai kimutatták, hogy a meggymag kivonattal 

kezelt állatok retinája ellenállóbb az iszkémia/reperfúzió-indukálta károsodásokkal 

szemben, a protektív hatás hátterében a hemoxigenáz-1 (HO-1) rendszert azonosították 

be. A tanulmány szerint a meggymag kivonattal kezelt állatok szemében a HO-1 

expresszió I/R után is szignifikánsan magasabb volt, mint a kezeletlen kontroll 

állatokban, ezzel együtt az endogén CO szint is megemelkedett. Ezek mellett a 
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meggymag-kivonattal történı kezelés megakadályozta I/R után a Ca++ és Na+ ionok 

intracelluláris felhalmozódását valamint az intracelluláris K+ ion vesztést (93). Mivel a 

hemoxigenáz  rendszer citoprotektív és kardioproteltív szerepe ismert a kardiovaszkuláris 

rendszerben(77), valamint az intracelluláris ionok megfelelı szinten tartása nagy 

jelentıségő az I/R-indukálta károsodások kivédésében(78), ezért döntöttünk amellett, 

hogy megvizsgáljuk vajon a meggymag kivonatának van-e hasonlóan kedvezı hatása az 

iszkémia/reperfúzió indukálta miokardium károsodásokkal szemben. 

A megfelelı táplálkozás fontosságának hangsúlyozásában és a különbözı növényi 

eredető anyagok vizsgálatában fontos tényezı volt az úgynevezett „Francia paradox” 

jelenségének felismerése, és a hátterének vizsgálata. A „Francia paradox” szerint a 

franciák sem fogyasztanak kevésbé zsíros ételeket, illetve a francia konyhában is 

megtalálhatóak olyan alapanyagok, amelyeket nem tartanak egészségesnek, azonban 

átlagosan 4 évvel élnek tovább, mint az amerikaiak. Továbbá a miokardiális infarktus 

kialakulásának a gyakorisága, illetve a koronária megbetegedések száma is kb. 40 %-kal 

alacsonyabb, mint az amerikaiaké vagy más hasonlóan fejlett országban élıké(22, 83). A 

jelenség hátterének vizsgálatából nagyszámú tudományos publikáció született, melyek 

eredményi alapján kiderült, hogy az antioxidánsokban gazdag ételek, mint pl.: az 

étcsokoládé, vagy szójatermékek, illetve italok, mint a vörösbor vagy különféle teák, 

kardioprotektív hatásokkal rendelkeznek(42, 81). A „Francia paradox”-ért legalább 

részben a polifenolokban gazdag vörösborfogyasztást teszik felelıssé(31, 83). Egy-két 

pohár vörösbor elfogyasztása csökkenti a kardiovaszkuláris, cerebrovaszkuláris és 

perifériás vaszkuláris megbetegedések kialakulásának a kockázatát(31, 57). Ezek mellett 

csökkenti a különbözı daganatos megbetegedések kialakulási valószínőségét, illetve 

lassítja a különbözı neurodegeneratív megbetegedések progresszióját(31, 102). A 

vörösborban megtalálható kb. 500 különbözı antioxidáns hatóanyag közül napjainkban a 

rezveratrolt és a proantocianidineket tartják elsısorban felelısnek a kedvezı hatásokért.  

A rezveratrol (3,5,4’-trihydroxystillbene) egy polifenol, melynek egyre több 

kedvezı biológiai és egészségmegırzı hatást tulajdonítanak, a kemoprevenciótól a 

kardioprotekcióig(29). A rezveratrol tömege 228.25 Dalton összegképlete C14H12O3. Cis 

és transz formában létezik és bár mind a két formájában megtalálható a természetben a 

transz- rezveratrol hatásai nagyobb mértékben tanulmányozottak. A rezveratrol a 
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vörösbor mellett megtalálható, a szılıben, mogyoróban, áfonyában, a meggymagban és 

meg több különbözı zöldségben és növényben(14). Szintézisét a stilbénszintáz végzi egy 

molekula p-kumaril-CoA és három molekula malonyl-CoA felhasználásával különbözı 

magasabb rendő növényekben. Elıször 1940-ben Takaoka izolálta a hunyor gyökerébıl 

(Veratrum grandiflorum)(95). A figyelem középpontjába 1992-tıl kezdett kerülni, 

amikor Siemann és Creasy kimutatták a borban(90), illetve még inkább 1995-ben mikor 

Bertelli és munkatársai leírták, hogy rendelkezik trombocita aggregáció gátló 

hatásokkal(7). Ezt követıen bizonyítottá vált, hogy rendelkezik daganatellenes 

hatásokkal is és ezzel egy idıben robbanásszerően növekedett a megjelent tudományos 

közlemények száma, amelyek a rezveratrol biológiai hatásaival foglalkoznak(47). 

Igazolták a rezveratrol daganatellenes hatását, valamint hatékonyságát mind az iszkémiás 

mind más kardiovaszkuláris megbetegedésekben, továbbá kimutatták, hogy megnöveli az 

élettartamot(2, 5, 8). Számtalan tanulmány választotta célkitőzésének a rezveratrol 

hatásmechanizmusának vizsgálatát. A rezveratrol képes kötıdni az ösztrogén 

receptorokhoz és azokon keresztül módosítja különbözı a DNS szintézishez és a sejt 

ciklushoz kapcsolódó fehérjéket, mint pl. p53 és Rb/E2F, valamint különbözı ciklineket 

és ciklin-függı kinázokat. Továbbá hatással van a stressz válasz illetve a sejt 

proliferációban szerepet játszó transzkripciós faktorokra, mint pl. NF-ĸB, AP1 és Egr1. 

Ezen hatások részben különbözı MAP kinázokon (mitogen-activated protein kineses), 

illetve tirozin kinázokon keresztül mediálódnak és vezetnek a túlélési, illetve apoptotikus 

faktorok módosulásához (pl. Bcl-2 fehérje család), valamint bizonyos enzimek, úgy mint 

a ciklooxigenáz (COX), nitrogénoxid szintáz (NOS), továbbá I-II fázisú detoxifikáló 

enzimek módosításához. Ezek mellet a rezveratrol befolyásolja bizonyos transzkripciós 

kofaktorok expresszióját, illetve aktivitását is, ilyenek pl. a p300 és a sirtuin-1(21, 91).  

A különbözı közleményekbıl, amelyek a rezveratrol hatását vizsgálták az 

iszkémia/reperfúzió okozta szívkárosodásokra kiderült, hogy több egymás melletti 

mechanizmus játszik alapvetı szerepet a kardioprotektív hatások kialakulásában. 

Kimutatták, hogy a rezveratrol növeli az i-NOS, e-NOS és az n-NOS szintet, és ellazítják 

az izolált aorta győrők simaizmát, valamint csökkentik a szívizom károsodását(24, 44). 

Valószínőleg ez a tulajdonsága is szerepet játszik az in vivo antioxidáns 

sajátosságaiban(82), illetve az hogy képes a kataláz szintjének a megemelésére(25). 



 11

Továbbá bizonyították azt is, hogy gyulladáscsökkentı hatással is rendelkezik. Jelentısen 

csökkentette I/R után a pro-adhéziós molekulák, így a sICAM-1 (soluble intracellular 

adhesion molecule-1), sE-Selectin (endothelial leukocyte adhesion molecule-1) és 

sVCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) szintjét(16). Továbbá prekondicionálja a 

szíveket az A1 és az A3 receptorok aktiválásán keresztül. Az A1 receptorhoz kapcsolódó 

hatás a PI3K-Akt-Bcl-2 túlélési útvonal aktiválása, míg az A3 receptorokhoz köthetı a 

CREB függı Bcl-2 útvonal aktiválása(15). Ezek mellett a rezveratrol módosítja 

különbözı MAP kinázok aktivitását, valamint növeli a HO-1, a Trx-1 (thioredoxin-1) és a 

VEGF (vascular endothelial growth factor) szintjét elısegítve a neovaszkularizációt az 

infarktusos területen(49).  

A diabetes egy nagyon fontos rizikófaktor, mely sok szövıdménnyel járhat és 

súlyosbíthatja az iszkémiás megbetegedéseket. A diabétesz ezen tulajdonságaiért több 

tényezı is felelıs, ezek közül itt kiemelném a megnövekedett oxidatív stresszt, a 

növekedett trombózis hajlamot, valamint az endoteliális diszfunkciót(1, 28, 52). 

Kísérletes körülmények között tartósan magas szénhidrát tartalmú táplálék inzulin 

rezisztenciát okoz normál illetve Zucker Obese állatokban(45), és endoteliális 

diszfunkció alakul ki(71). Mivel a rezveratrol képes védeni az endoteliális diszfunkció, 

valamint az I/R-indukálta károsodásokkal szemben az ép állatok szívében ezért 

feltételeztük, hogy képes lehet az elhízott állatok szívszövetét is védeni az I/R indukálta 

károsodásokkal szemben. Ezért 5/mg/ttkg rezveratrollal kezelt elhízott állatok szívét 

vetettük alá 30 perc iszkémiának és 120 perc reperfúziónak külön cukorterheléssel vagy 

pedig anélkül. Továbbá vizsgáltuk, hogy a rezveratrol hogyan hat a testsúlyra és a 

vércukorszintre, valamint a posztiszkémiás szívfunkciókra.   

Amint azt fentebb említettük az I/R során kialakult funkció zavar következtében a 

sejtek nekrózis vagy apoptózis útján halnak el. Ezek mellet létezik egy másik típusú nem 

apoptotikus programozott sejthalál, az autofágia. A három mechanizmus közül az 

autofágia szerepe a legkevésbé tisztázott. Az autofágia egy olyan evolúciósan 

meglehetısen konzerválódott katabolikus folyamat, amelyben a sejt saját részei 

degradálódnak lizoszómális útvonalon. A jelenség normál sejtekben is megfigyelhetı, 

melynek során a sejt lebontja, majd újra felhasználhatja bizonyos hosszú élető fehérjéit, 
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makromolekuláit vagy akár egész sejt organellumait, így például mitokondriumokat, 

riboszómákat, vagy peroxiszómákat.  

Az autofágiának három formáját különböztetjük meg: a makroautofágiát, a 

mikroautofágiát, és a chaperon mediált autofágiát. Mikroautofágia során a lizoszóma 

membránja direkt beborít bizonyos citoplazma részeket. Chaperon meditálta autofágia 

során különbözı módosított fehérjék kerülnek be a lizoszómákba a hsc 73 (heat shock 

cognate protein) és a Lamp2a (lysosomal- associated membrane protein-2a) segítségével. 

A makroautofágia a legaktívabb formája az autofágiának, ahol kezdetben egy izolációs 

membrán formálódik, amely növekszik és kialakul a kettıs membrán struktúra amelyet 

autofagoszómának hívnak. Az autofagoszóma körbevesz citoplazma részeket, bizonyos 

kóros fehérjéket vagy akár sejtorganellumokat is és ezt követıen egyesül egy 

lizoszómával és kialakul az autofagolizoszóma(112). Fiziológiás körülmények között az 

autofágia fontos szerepet játszik a sejtek homeosztázisában és katabolikus 

energiaforrásként szolgál éhezés alatt(55). A jelenséget szívizomsejtekben elıször Sybers 

és munkatársai írták le 1976-ban(92). A tanulmány szerint a szívizomsejtektıl 

átmenetileg megvonták az oxigén és glükóz ellátást, majd ezt visszaállították és az 

indukálta az autofágiát. Ezt követıen Decker és Wildenthal izolált Langendorff nyúl 

szíven megfigyelték, hogy az autofágia fokozódása kapcsolatban áll a szív funkcionális 

felépülésével I/R követıen(18). Yan és munkatársai megállapították, hogy a krónikusan 

iszkémiás miokardiumban az autofágoszómák száma emelkedett az elı szívizomrészeken 

és alig detektálható az elhalt miokardiumban, valamint az autofágia mértékének 

emelkedésével csökkent az apoptotikus sejtek száma(111). Egy nemrégiben megjelent 

tanulmány szerint, mind az iszkémia mind a reperfúzió indukálja az autofágiát. Az 

iszkémia által indukált autofágia az AMPK függı, ezzel szemben a reperfúzió indukálta 

autofágia nem függ az AMPK-tól(66). Opipari és munkarársai leírták, hogy a rezveratrol 

képes indukálni az autofágiát bizonyos daganatos sejtvonalakon(72). Ezek alapján 

döntöttünk úgy, hogy megvizsgáljuk, vajon a rezveratrol indukálta kardioprotektív 

hatásokban szerepet játszik-e az autofágia jelensége. A tanulmányban vizsgálni kivántunk 

egy másik növényi származékot a γ-tokotrienolt(17). A közelmúltban megjelent 

tanulmányunkban beszámoltunk arról, hogy a γ-tokotrienol képes védelmet nyújtani a 

szíveknek I/R-indukálta károsodásokkal szemben. Elızı tanulmányainkban a különbözı 
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tokotrienol izomereket hasonlítottuk össze, eredményeink szerint a γ-tokotrienol rendelkezik a 

legjelentısebb kardioprotektív hatással. Vizsgálatainkban kiderítettük azt is, hogy a γ-tokotrienol 

aktiválja az Akt túlélési útvonalat(17). Egy másik tanulmány szerint a γ-tokotrienol képes 

autofágiát indukálni patkány pankreasz stellate sejtekben(84). Mivel mind a két hatóanyag képes 

autofágiát indukálni és az Akt túlélési útvonalat aktiválni ezért vizsgálni kívántunk, hogy a 

rezveratrol és a γ-tokotrienol együtt adva rendelkezik-e valamilyen szinergista hatással. 

Az autofágia folyamatának tanulmányozására során két markert választottunk az egyik a 

Beclin-1 a másik az LC3, továbbá elektronmikroszkópos vizsgálatokat végeztünk a jellegzetes 

autofagoszómák kimutatása érdekében. Az LC3II az egyik legjobb marker az 

autofagoszómamembrán komponenseire. Az LC3-at más néven Atg 8, az Atg 4 egy 

cisztein proteáz hasítja a C-terminális arginint és alakítja át LC3I-é, ezt követıen az Atg 

7 aktiválja a C-terminális glicint és az Atg 3 segítségével eltávolítja azt, majd 

foszfatidiletanolaminnal konjugálódik és alakul ki az LC3II. Az LC3II-ıt ezt követıen az 

Atg 5 transzferálja az autofagoszóma külsı membránjába(65, 96). Az LC3 mellett két 

másik Atg 8 homológ is létezik a GABARAP (γ-aminobutyric acid type A receptor 

associated protein) és a GATE-16 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa)(86, 

104).  

Az LC3 mellett a Beclin-1-et használtuk markerként. A Beclin-1 elıször, mint a 

Bcl-2 kötıpartnere lett azonosítva(59). A Beclin-1 (Atg6) szerkezete és szerepe az 

autofagoszómák kialakulásában evolúciósan konzervált(51). A Beclin-1 a Vps34 III 

csoportú foszfatidilinozitol 3 kinase (PI3K) allosztérikus aktivátora(56), emellett a 

Beclin-1-hez direkt kötıdik még az UVRAG és az Ambra-1, amelyek aktiválják az 

autofágiát és a Bcl-2-ıt, amely gátolja az autofágia kialakulását(23, 58, 75). A Beclin-1 

teljes deléciója az embrió korai elhalásával jár, s a heterozigóta állatok normál 

fenotípusuak, de nagyobb arányban alakulnak ki spontán tumorok bennük(113).  
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Célkitőzések: 

A munka során célul tőztük ki, hogy vizsgáljuk különbözı növényi kivonatok illetve 

vitaminok hatását az iszkémia/reperfúzió-indukálta aritmiák, valamint a posztiszkémiás 

károsodások ellen izolált szív modellen. 

 

I. Vizsgáltuk a meggymag szilárd fázisának hatásait a poszt iszkémiás 

szívfunkciók felépülésére, az iszkémia-reperfúzió indukálta kamrai aritmiák 

és kamrai fibrilláció kialakulásának csökkentésére, valamint a miokardiális 

infarktus és apoptózis mérséklésére. Vizsgáltuk, hogy a meggymag szilárd 

fázisával történı kezelés képes-e csökkenteni a kaszpáz-3 aktivitást a 

szívszövetben. 

II. Célkitőzéseink közt szerepelt annak vizsgálata, hogy kiderítsük a rezveratrol 

képes-e javítani a posztiszkémiás szívfunkciókat illetve csökkenteni az 

infarktusos terület nagyságát és az apoptózis mértékét genetikailag módosított 

„zucker obese” patkányokban. Valamint, hogy a hatásban milyen fehérjék 

játszhatnak szerepet.  

III. Vizsgáltuk, a rezveratrol és γ-tokotrienol hatását külön és együtt adagolva a 

posztiszkémiás szívfunkciók felépülésére, az infarktusos terület nagyságára 

valamint az apoptózis mértékére. Tanulmányoztuk az autofágia szerepét ezen 

két molekula szívvédı hatásaiban. Továbbá vizsgáltuk a különbözı túlélési 

fehérjék expresszióját.  
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Anyagok és módszerek:  

 

Kísérleteink során hím "Zucker obese" és Sprague-Dawley patkányokat 

használtunk. Valamennyi állat a „principles of Laboratory Animal Care” és a „Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals” elıírásainak megfelelı körülmények között 

tartottuk és használtuk fel (NIH 85-23, revised 1996). 

 

1. Kezelési protokollok:  

 

A. A meggymag kivonat készítése és kezelési protokoll:  

A meggymagok szárítását követıen a csonthéjat eltávolítottuk és a megıröltük, 

majd n-hexánnal extraháltuk Soxhlet készülékben. Az oldószert vákuumban 

eltávolítottuk, és egy sárga színő olajos fázist kaptunk (fázis 1), mely tömege 32-36%-a 

volt az eredeti tömegnek. A visszamaradó szilárd fázist (fázis 2) szárítottuk, és a 

késıbbiekben ezt az olajmentes szilárd fázist használtuk fel a vizsgálatokhoz. A fázisok 

szétválasztását követıen UV-, infravörös-spektroszkópiai, gáz-, folyadék- valamint 

tömeg- spektrometriás vizsgálatokat végeztünk. Az olajos fázisban triglicerideket, olajsav 

származékokat, α-tokoferolt, tokotrienolokat, és tokoferol szerő anyagokat találtunk. A 

szilárd fázisban több bioaktív komponenst azonosítottunk, úgy mint különbözı cianidok 

(2-4%), polifenolok (1-3%), flavonoidok (1-4%), növényi zsírsavak (1-3%), pro- és 

antocianidok (1-2%), transz- rezveratrol (1%), stilbének (1%), és katechinek (1%).  

A tanulmányhoz a hím Sprague-Dawley (280-360g) patkányokat öt csoportba 

osztottuk, az I-IV. csoportba tartozó állatokat 14 napon át kezeltük különbözı dózisú 

meggymag kivonattal (1, 5, 10 és 30 mg/ttkg/nap), az ötödik csoport állatai oldószert 

(0,9%-os NaCl oldatot) kaptak naponta egyszer szájon keresztül.  

 

B. Kezelési protokoll rezveratrollal:  

23-24 hetes „zucker obese”, illetve hasonló korú normál patkányokat használtuk a 

kísérletekhez. Az állatokat hálós ketrecekbe hármasával helyeztünk el, és 12-12 órás 

éjszakai és nappali ciklust tartottunk fenn. A kezelések megkezdése elıtt az állatokat 7 

napon keresztül tartottuk állatházunkban. Ezt követıen az obese állatokat négy csoportba 
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osztottuk. Az elsı csoport állatait 14 napon keresztül kezeltük a vivıanyaggal (10 % 

etanol oldat); a második csoport állatait pedig ugyancsak 14 napon keresztül kezeltük 5 

mg/ttkg/nap dózisú rezveratrol oldattal. A harmadik csoport állatai 21 napon keresztül 10 

%-os cukoroldatot kaptak és a 8-ik naptól kezdve vivıanyag kezelésben részesültek, míg 

a negyedik csoport állatai 21 napon keresztül 10 %-os cukoroldat kezelést kaptak és 8-ik 

naptól fogva 5 mg/ttkg rezveratrol kezelésben is részesültek. Az ötödik csoportban 

hasonló korú normál állatokat kezeltünk vivıanyaggal 21 napig. 

 

C. Rezveratrol és γ-tokotrienol elıkezelés: 

A kísérletek kezdetén a 250-300 g tömegő hím Sprague-Dawley patkányokat 

négy csoportba osztottuk. Az elsı csoport állatait 15 napon át kezeltük orálisan 

vivıanyaggal majd újabb 15 napon át 2.5 mg/ttkg rezveratrollal. A második csoport 

állatai 30 napon át kaptak 0.3 mg/ttkg dózisban γ-tokotrienolt. A harmadik csoport 

állatait 30 napon keresztül kezeltük γ-tokotrienollal majd a 16-ik naptól rezveratrolt 

kezelésben részesültek. A negyedik csoport állatait vivıanyaggal kezeltük 30 napon át.  

 

2. Izolált dolgozó patkány szív preparátum:  

A kezeléseket követıen az állatokat elaltattuk egy intraperitonealis nátrium 

pentobarbitál (60-80 mg/ttkg) injekcióval. Véralvadásgátlóként intravénás heparint 

alkalmaztunk 500 IU/ttkg dózisban. A heparin injekció után, thorakotómiát végeztünk és 

a szíveket jéghideg módosított Krebs-Henselite pufferbe helyeztük. Ezt követıen az 

aortán keresztül kanüláltuk a szíveket és 10 percig perfundáltuk 100 vízcentiméteres 

nyomás mellett módosított KHB pufferrel nem dolgozó „Langendorff-módban”, hogy 

eltávolítsuk a vért. A 10 perc „mosási” periódus alatt a pulmonáris vénát kanüláltuk és a 

szíveket átkapcsoltuk „dolgozó” módba. A dolgozó módba történı kapcsoláskor elzártuk 

az aortás beáramlást és a pulmonáris véna felıl perfundáltuk a szíveket 17 

vízcentiméteres nyomással (elıterhelés). Ezen periódus alatt átlagban 45-60 ml KH 

puffer távozott a szívbıl az aortán keresztül egy 100 vízcentiméteres nyomással 

szemben(109). A módosított Krebs-Henselite bikarbonát puffer összetétele 118 mM 

NaCl, 5,8 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 25 mM NaHCO3, 0,36 mM KH2PO4, 1,2 mM 

MgSO4, és 5 mM glükóz volt.  
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3. Az iszkémia kiváltása:  

Az aerob perfúziót követıen 30 perc teljes iszkémiát váltottunk ki a pulmonáris 

véna és az aorta felıli kanül elzárásával. Annak érdekében, hogy a szívizmot megvédjük 

a kiszáradástól az üvegedényt a kísérlet teljes ideje alatt befedtük, így tartva a kb. 90-

100%-os páratartalmat. A 30 perc elteltével az aorta felıli kanul megnyitásával a szíveket 

10 percig Langendorff-módban reperfundáltuk, annak érdekében, hogy kivédjük a 

reperfúzió-indukálta fatális kamrai fibrillációt. A 10 perc Langendorff reperfúziót 

követıen a szíveket 110 percre dolgozó módba kapcsoltuk(109). 

 

4. Bal kamrai funkciók mérése:  

A kísérleteink során epikardiális elektrogrammot regisztráltunk két a szívhez 

közvetlenül kapcsolódó ezüst elektród segítségével. A kísérletek végén az EKG-t 

elemeztük, hogy meghatározzuk a kamrai fibrilláció (VF) illetve kamrai tachikardia (VT) 

elıfordulási gyakoriságát a reperfúzió elsı 2 perce során. Amennyiben a VF vagy VT ki 

alakult és két perc után a szív nem tért vissza spontán szinusz ritmusba, a szíveket 

elektromosan defibrilláltuk egy 1 másodperces 15 V-os négyszög impulzus segítségével. 

Az aerob perfúzió végén és a reperfúzió 30, 60 és 120-ik percében mértük a 

szívfunkciókat, úgymint aorta kiáramlás (AF), koronária átáramlás (CF), szív frekvencia 

(HR), kifejlıdı bal kamrai nyomás (LVDP) és a kifejlıdı bal kamrai nyomás idı szerinti 

elsı deriváltját (LVdP/dt) (ADinstruments, PoweLab, Castle Hill, Australia). A harmadik 

kísérletsorozatunknál a Gould P23XL pressure transducer (Gould Instrument Systems 

Inc., Valley View, OH, USA) rendszert használtunk(99). Az aorta kiáramlást egy 

kalibrált áramlásmérı segítségével mértük. A koronária átáramlást a koronáriákból 

kicsöpögı folyadék egy percig történı összegyőjtésével határoztuk meg.  

 

5 a. Infarktusos terület meghatározása (meggymag és a rezveratrol hatásainak 

vizsgálata során):  

Miután a szíveket alávetettük a 30 perc teljes iszkémiának és a 120 perc 

reperfúziónak, 25 ml 1%-os trifenil-tetrazólium klorid oldatot injektáltunk a szívekbe az 

aortán keresztül, majd a szíveket -70 °C-on tároltuk. A fagyott szíveket ezt követıen 

merılegesen az apiko-bazális tengelyre 2-3 mm szeletekre vágtuk, majd lemértük, 
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szárítottuk, tárgylemezek közé helyeztük és szkenneltük (HP Scanjet 5p). Ezt követıen 

meghatároztuk az infarktusos terület nagyságát és kiszámítottuk az infarktusos terület 

tömegét. Az infarktus mértékét az infarktusos rész/teljes bal kamra tömeg x 100 képletbıl 

%-ban kaptuk meg(54).  

 

5 b. Infarktusos terület meghatározása (a rezveratrol és γ-tokotrienol hatásainak 

vizsgálata során):  

A 30 perc teljes iszkémia és a 120 perc reperfúzió után 40 ml 1%-os trifenil-

tetrazólium klorid oldatot injektáltunk a szívekbe az aortán keresztül, majd a szíveket -70 

°C-on tároltuk az analízis elvégzéséig. A fagyott szíveket merılegesen az apiko-bazális 

tengelyre 0,8 mm nagyságú szeletekre vágtuk és 4%-os paraformaldehydben fixáltuk, 

majd tárgylemezek közé helyeztük és szkenneltük (Microtek ScanMaker 600z). Ezt 

követıen meghatároztuk infarktusos terület nagyságát és a teljes rizikó területet 

(esetünkben ez egyelı volt a metszet területével). Az infarktusos területet és a teljes 

terület nagyságának a hányadosa adta az infarktusos területet.  

 

6 a. Apoptózis meghatározása meggymag és a rezveratrol hatásainak vizsgálata 

során:  

A kísérletek végén a szíveket 4%-os formaldehidben fixáltuk, majd paraffinba 

ágyaztuk, és 4µm szeleteket metszettünk le belılük. A mintákat xilol és etanol oldattal 

deparaffinizáltuk. Az apoptotikus sejtek immunhisztokémiai detektálását TUNEL 

(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) módszer segítségével 

végeztük. Ennek során a dioxigeninnel jelölt dUTP, dezoxinukleotidil-transzferáz 

segítségével beépül a DNS láncba. A beépített nukleotidot bárányban termeltetett, 

poliklonális anti-dioxigenin antitesttel inkubáltuk, majd nyúlban termeltetett FITC-

kapcsolt, anti-bárány másodlagos antitesttel jelöltük.  

A szeleteket háromszor mostuk foszfát pufferben, majd normál nyúl szérummal 

blokkoltuk. Ezt követıen α-szarkomer aktin ellenes, egérben termeltetett monoklonális 

antitesttel inkubáltuk a mintákat, majd TRITC (tetramethyl rhodamin isocyanate) 

konjugálta egér IgG ellenes, nyúlban termeltetett antitestekkel történı inkubálást 

végeztünk (1:200). A metszeteket lézer konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk. 
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Kvantifikálás céljából meghatároztuk a TUNEL pozitív sejteket és ezt viszonyítottuk a 

teljes kardiomiocita populációhoz(54).  

 

6 b. Apoptózis mértékének a meghatározása (a rezveratrol és γ-tokotrienol 

hatásainak vizsgálata során): 

Az I/R végén a mintákat formalinban fixáltuk, majd paraffinba ágyaztuk be. A 

mintákból szeleteket vágtunk és azokat tárgylemezre helyeztük. A szeletekbıl a parafint 

xilol oldattal távolítottuk el és a mintákat különbözı koncentrációjú alkohol oldattal re- 

hidratáltuk (abszolút, 95 %, 85 %, 70 %, 50 %). Ezt követıen az apoptózis mértéket 

TUNEL assay KIT (Promega, Madison, WI, USA) segítségével határoztuk meg. Ezen 

protokoll szerint fluoreszcein-12-dUTP építettünk be dezoxinukleotidil-transzferáz 

segítségével. Ezt követıen propidium jodiddal festettük meg a sejtmagokat. A 

metszeteket fluoreszcens mikroszkóp (AXIOPLAN2 IMAGING) (Carl Zeiss 

Microimaging Inc., New York, NY, USA) segítségével vizsgáltuk 520±20 nm, és 620 

nm-en. Az apoptotikus sejtek számát a totál kardiomiocita populációra 

vonatkoztattuk(70).  

 

7. A kaszpáz-3 expresszió immunohisztokémás meghatározása:  

A szívbıl úszó szeleteket vágatunk és inkubáltuk kecskében termeltetett kaszpáz-

3 ellenes antitesttel (1:1000) 4°C-on, majd követıen a metszeteket biotinilált nyúlban 

termeltetett kecske ellenes antitestet tartalmazó oldatba helyeztük (1:200) ötven percre 

szobahımérsékleten. A szeleteket ez után négy órára szobahımérsékleten avidin-

biotinilált-peroxidáz (Vector Laboratories, Burlingame, CA; USA) komplexbe helyeztük 

1:100 hígításban. A kísérleteket diaminobenzidin kromogén reakció zárta. A mintákat 

elıtte 10 %-os normál kecske szérummal blokkoltuk. Az inkubálások ideje alatt a 

mintákat enyhén ráztuk, valamennyi antitestet 0,1 %- os Triton X-100-at tartalmazó 10 

mM foszfát pufferrel higítottunk. Az inkubálásokat követıen a metszeteket zselatinnal 

borított tárgylemezekre helyeztük és Permount semleges médiummal fedtük le(39, 40).  

 

7. Western-blot:  
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Az I/R végén a mintákat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd -70 °C-on 

tároltuk. Ezt követın a mintákat egy polytron homogenizátor segítségével 

homogenizáltuk, a következı összetételő pufferben: 25 mM Tris-HCl, 25 mM NaCl, 1 

mM Na orthovanadát, 10 mM NaF, 10 mM pirofoszfát, 10 mM okadánsav, 0.5 mM 

EDTA, 1 mM PMSF and 1x proteáz inhibitor koktél (Roche, Branford, CT USA). A 

homogenizáció után 2000 rpm sebességgel 10 percig 4 °C-on centrifugáltuk a 

homogenizátumokat, majd a felülúszót további 20 percig centrifugáltuk 10000 rpm 

sebességgel 4 °C-on. A centrifugálást követıen kapott felülúszót használtuk citoszol 

frakcióként. A mintákat ezután gyorsan lefagyasztottuk és felhasználásig -70 °C-on 

tároltuk. A fehérjék koncentrációját BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA) 

segítségével határoztuk meg, majd Laemmi oldatot adtunk a citoszol frakciókhoz, és 10 

percig 95-100 °C fokra hevítettük. A mintákból 50 µg fehérjét SDS gélre vittünk fel és 

szeparáltuk, majd nitrocellulóz membránra transzferáltuk. A membránokat 5% BSA 

oldattal 1 órán keresztül szobahımérsékleten blokkoltuk, majd egy éjszakán keresztül 

inkubáltuk 1:1000 hígításban az elsıdleges antitestekkel 4°C-on. A membránokat ezt 

követıen TBST pufferrel mostuk és szoba hımérsékleten 1 órán át inkubáltuk a 

tormaperoxidázzal kapcsolt másodlagos antitestekkel, majd 3x5 percig mostuk és 

Western-blot luminol oldattal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 

inkubáltuk. Végül Kodak X-Omat filmeket exponáltunk a membránokkal a fehérjék 

detektálása céljából. A filmeket denzitometriás szkennelésnek vetettük alá, és a 

mennyiségi kontrollal szemben normalizáltuk.  

 

9. Vércukor- és inzulin-szintmérés:  

 A szívek izolálása elıtt az állatoktól vért vettünk. A vércukorszintet 

spektrofotometriásan határoztuk meg egy Glucose Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) segítségével a gyártó által javasolt protokoll szerint, 340 nm-es hullámhosszon. 

Hasonlóan a vércukor szint méréshez ugyanabból a mintából meghatároztuk az inzulin 

szintet is radioimmunoassay segítségével (LINCO Research, St. Charles, MO, USA). 

 

10. Endotelin-szint mérése:  
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100 ml koronárias folyadékot győjtöttünk egy polisztirén konténerbe, majd 

EDTA-t és Triton X-100-at adtunk a mintákhoz (5 mM és 0,5 V/V végsı 

koncentrációban), és ezt követıen a mintákat -70 °C-on tároltuk a felhasználásukig. A 

vizsgált anyagokat ezt követıen egy 3 ml metanollal és 5 ml vízzel kondicionált Sep-Pak 

C18 „cartridgera” vittük fel és 0,1 V/V%-os trifluorecetsavval 60 V/V %-osra hígított 

acetonitrillel elutáltuk. Az eluátumokat fagyasztva szárítottuk és -20 °C-on tároltuk a 

további radioimmunassay meghatározásig. A mintákat meghatározás elıtt 0,5 ml assay 

pufferben oldottuk és 200 x-ra töményítettük(94). Az ET radioimmunoassay 

meghatározásához egy normál ET radioimmunoassay KIT-et használtunk a gyártó által 

elıírtak szerint.  

 

11. Konfokális mikroszkópia:  

A kísérletek végén a szíveket 4%-os formaldehid oldatban fixáltuk, majd 

paraffinba ágyaztuk és metszeteket készítettünk. A metszetek deparaffinizálását követıen 

10 mM nátrium citrát és 0,05%-os Tween 20 tartalmú pufferrel antigén feltárást 

végeztünk 90-95 °C-on 30 percig. A metszeteket ezt követıen PBS pufferrel mostuk és 

Powerblock oldattal blokkoltuk 10 percig. A blokkolást követıen ismét PBS pufferrel 

mostuk a metszeteket, majd 2 órán keresztül inkubáltuk az elsıdleges antitestet (1:50) 

tartalmazó oldattal, amely 1%-os BSA-t tartalmazó PBS puffer volt. Az inkubációs idı 

elteltével a metszeteket mostuk, majd 45 percen keresztül sötétben inkubáltuk a 

floureszceinnel kapcsolt másodlagos antitestet tartalmazó oldattal (1:1000). Ezt követıen 

a sejtmagok festése érdekében 45 percig sötétben To-Pro 3 jodid (1:1000) oldattal 

inkubáltuk a metszeteket. A tárgylemezek mosását követıen a mintákat fedımédiummal 

fedtük be. A metszeteket egy Zeiss LSM 510 (Thornwood, NY, USA) konfokális pásztázó 

mikroszkóp segítségével 40 x nagyításon tanulmányoztuk.  

 

12. Transzmissziós elektronmikroszkópos és fénymikroszkópos eljárások: 

A 30 perc iszkémiát és 120 perc repefuziót követıen a minták egy részét 4 %-os 

glutáraldehid oldatban fixáltuk. A membránok kontrasztját 0,1 M cacodylate pufferben 

oldott ozmium-ferrocianáttal növeltük az utólagos fixáció során. Ezt követıen a mintákat 

dehidratáltuk, és Epon 812-vel infiltráltuk és ágyaztuk be 60 °C-on 48 órán át. A 
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fénymikroszkópos vizsgálatokhoz 1 µm vastagságú metszeteket festettünk meg 1 %-os 

toludidin kékkel. A vizsgálatokhoz Nikon Eclipse E600 (Nikon Instruments, Inc) 

mikroszkópot használtunk, s a képek rögzítéséhez egy CCD Axiocam Hrc Zeiss kamerát 

(Carl Zeiss Imaging solution GmbH, Németország) alkalmaztunk. 

Az elektron mikroszkópos vizsgálatokhoz egy gyémántkés segítségével 60 nm 

vastagságú metszeteket készítettünk. A metszeteket formwarral borított rácsokra vittük fel 

és 1%-os uranyl acetáttal és Reynold’s ólom citráttal festettük. A mintákat egy Morgagni 

286 típusú transzmissziós elektronmikroszkóp (FEI Company, Eindhoven, Hollandia) 

segítségével vizsgáltuk 60 kv-on. A digitális képeket egy MegaView III CCD kamerával 

rögzítettük (Olympus, Soft Imaging System GmbH, Németország).  

 

13. Statisztika:  

A szív funkciók (HR, AF, CF, LVDP) az infarktusos terület és az apoptózis 

értékeinek összehasonlításakor a számtani átlagot és a mintaközép hibáját adtunk meg. 

Elıször „kétutas” variancia tesztet végeztünk, hogy megtudjuk, van e különbség a 

különbözı csoportok adatai között. Ha különbséget találtunk, a kezelt csoport adatait a 

kezeletlen kontroll csoport értékeihez hasonlítottuk Dunnett vagy módosított „t” tesztel. 

Mivel a VF és VT nem parametrikus elosztást követ, ezért e paraméterek 

összehasonlításakor khi-négyzet tesztet végeztünk a kezelt és a kontroll csoport értékei 

között. A változást szignifikánsnak tekintettünk, ha p < 0,05. 
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Eredmények:  

 

I. A meggymag kivonat hatása iszkémia/reperfúzió-indukálta károsodásokkal 

szemben. 

 

I a. A meggymag kezelés hatása a kamrai aritmiákra. 

Elıször vizsgáltuk a meggymag kivonat hatását az I/R indukálta kamrai 

tachikardiák és fibrillációk kialakulására. Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy a 

meggymag kivonat 14 napos kezelést követıen dózisfüggı módon csökkentette mind a 

VT mind a VF kialakulásának gyakoriságát (1. ábra) 30 perc iszkémia és 120 perc 

reperfúziót követıen. A kezeletlen kontroll szívek 92%-ban alakul ki fibrilláció I/R után 

és minden szívben kialakult VT. Az 1 mg/ttkg dózisú meggymag kivonattal kezelt 

csoportban hasonló eredményeket kaptunk, mint a kezeletlen kontroll csoportban. Mind 

az 5 mind a 10 mg/ttkg meggymag kivonattal kezelt csoportban csökkent a VF 

kialakulása (75% és 50% szemben a 92%-al) a kontroll csoporthoz képest, azonban ezek 

nem értek el a statisztikailag szignifikánsnak számító értéket. A legmagasabb 30 mg/ttkg 

meggymag kivonattal kezelt csoportban mind a VF mind a VT kialakulása jelentıs 

mértékben csökkent a kezeletlen kontroll csoporthoz képest (92% és 100%-ról 17% 

illetve 25%-ra).  
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1. ábra. A meggymag kivonat hatása a kamrai aritmiák kialakulására. VF (kamrai 

fibrilláció) az „A” panel, VT (kamrai tachikardia) „B” panel. 

(*p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyítva) 

 

I b. A meggymag kivonat hatása a posztiszkémiás szívfunkciókra. 

Hasonlóan a kamrai aritmiák kialakulására gyakorolt hatáshoz, a meggymag 

kivonattal történı kezelés dózisfüggı módon javítja a poszt iszkémiás szívfunkciókat (2. 

ábra). Eredményeink azt mutatták, hogy a 10 és 30 mg/ttg-os kezelés szignifikáns 

mértékben javította a posztiszkémiás bal kamrai funkciókat. Így az aorta kiáramlás 

például 120 perc reperfúzió után 9,8±0,8 ml volt a kontroll csoportban, ezzel szemben 

21,7±1,0 ml illetve 25,3±1,3 ml-re emelkedett a magasabb dózissal kezelt csoportokban. 

Hasonló változásokat tapasztaltunk a koronária átáramlás és a kifejlıdı bal kamrai 

nyomás esetében is. A szívfrekvencia nem mutatott jelentıs különbséget a csoportok 

között. A két alacsonyabb dózissal kezelt csoport egyikében sem találtunk jelentıs 

különbséget a kezeletlen kontroll csoporthoz képest.  
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2. ábra. A meggymag kivonat kezelés hatása a 

posztiszkémiás szívfunkciókra. „A” panel mutatja a 

szívfrekvenciát, „B” panelen a koronária átáramlás 

látható, a „C” panelen a kifejlıdı balkamrai nyomást a 

„D” panelen pedig az aorta kiáramlást ábrázoltuk. Az 

eredményeket a középérték ± mintaközép hibájaként adtuk meg.  

(*p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyítva) n=6. 

 

 

I c. A meggymag kivonat elıkezelés hatása az infarktusos terület nagyságára.  

Az infarktusos terület nagyságát TTC módszer segítségével határoztuk meg. A 

kontroll csoportban az infarktusos terület 38,3±1,3%-nak adódott, ehhez képest a 10 
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mg/ttkg-os meggymag kivonat kezelés 26,5±2%, a 30 mg/ttkg-os kezelés pedig 

21,8±1,8%-ra csökkentette ezt az értéket, amely mindkét esetben statisztikailag 

szignifikánsnak számított. A két alacsonyabb dózissal kezelt állatok szívében nem 

csökkent jelentıs mértékben az infarktusos terület nagysága (3. ábra). 

 

 

3. ábra. A meggymag kivonat kezelés hatása az infarktusos terület nagyságára. Az 

eredményeket a középérték ± mintaközép hibájaként adtuk meg. n=6 

(*p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyítva) 

 

I d. A meggymag kezelés hatása a kaszpáz-3 expresszióra és az apoptózisra. 

Kísérleteink során meghatároztuk az apoptotikus sejtek számát. Amint az a 4. 

ábrán látható az I/R indukálta apoptózis csökkenthetı meggymag kivonattal. A nem 

iszkémiás csoportban az apoptotikus sejtek száma 1% alatt volt, mely 21% körüli értekre 

emelkedett a kezeletlen iszkémia-reperfundált kontroll csoportban, ehhez képest a 10 

mg/ttkg meggymag kivonattal kezelt csoportban ez az értek 12%-ra, míg a 30 mg/ttkg 

meggymag-kivonattal kezelt csoportban 9%-ra csökkent, amely statisztikailag 

szignifikáns mértékő. 

A kaszpáz-3 egy aszpartát specifikus cisztein proteáz, amely a sejtekben inaktív 

zimogén formában található meg. Az apoptózis kezdetén a prokaszpáz-3 aktiválódik, az 
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aktív kaszpáz-3 ezt követıen több fontos fehérjét aktivál. Vizsgálataink során kiderült, 

hogy a két magasabb dózisú meggymag kivonattal történı kezelés képes csökkenteni a 

kaszpáz-3 aktivitását, talán ez az egyik mechanizmus, amellyel a meggymag kivonata 

csökkenti az apoptózist és hozzájárul a védı hatásokhoz, melyet a meggymag kivonattal 

történı kezelést követıen tapasztaltunk.  

 

4. ábra. A meggymag kivonat kezelés hatása az infarktusos terület nagyságára és a 

kaszpáz-3 expresszióra. A-D: reprezentatív képek, amelyek a kaszpáz-3 expressziót 

mutatják, A: aerob kontroll, B: I/R kezeletlen kontroll, C – D: 10 – 30 mg/ttkg 
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meggymaggal kezelt I/R; E-H: reprezentatív képek, amelyek az apoptózisos sejteket 

mutatják zöld színben, E: aerob kontroll, F: I/R kezeletlen kontroll, G – H: 10 – 30 

mg/ttkg meggymag kivonattal kezelt I/R. Az eredményeket a középérték ± a mintaközép 

hibájaként adtuk meg.(*p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyítva) 
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II. A rezveratrol hatása iszkémia/reperfundált „Zucker Obese” patkányok szívére.  

 

 II a. A rezveratrol kezelés hatása az állatok testtömegére, inzulin és 

vércukorszintjére.  

A kezeléseket követen vizsgáltuk az állatok testtömegét, vércukorszintjét, 

valamint a vér inzulinszintjét. Amint az az 5. ábrából kiderül 5 mg/ttkg rezveratrollal való 

kezelés szignifikánsan csökkentette az állatok testtömegét és vércukorszintjét 414 ± 10 g, 

7,08 ± 0,41 mmol/l kontroll értékrıl 378 ± 12 g és 6,11 ± 0,44 mmol/l-re a kezelt 

csoportban. Hasonló változást tapasztaltunk a 10%-os cukoroldattal kezelt állatoknál, 

ahol a kontroll csoport testtömege 504 ± 16 g, míg a rezveratrollal kezelt állatok tömege 

428 ± 11g volt. A vércukorszint 9,02 ± 1,20 mmol/l volt a kontroll csoportban ezzel 

szemben csak 7,21 ± 0,51 mmol/l a rezveratrol kezelt csoportban. Az inzulin szint 

azonban nem csökkent jelentısen rezveratrol kezelés hatására. 

 

  

 

 

 

 

 

 

5. ábra. A rezveratrol kezelés hatása a 

testtömegre („A” panel), a vér glükóz („B” 

panel) és inzulin szintjére („C” panel). Az 

eredményeket a középérték ± mintaközép 

hibájaként adtuk meg. (*p<0,05 az elhízott 

kontroll csoporthoz viszonyítva; NK: normál 

kontroll, EK: elhízott „obese” kontroll, E+R: 

elhízott állatok + rezveratrol, E+G: elhízott 

állatok + glükóz, E+G+R: elhízott állatok + glükóz+ rezveratrol; †p<0,05 az elhízott 

glükózzal kezelt csoporthoz viszonyítva). n=6. 
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Normál kontroll (NK)

Elhízott kontroll (EK)

Elhízott állatok+ 5 mg/ttkg rezveratrol (E+R)

Elhízott állatok+ glükóz+5 mg/ttkg rezveratrol (E+G+R)

Elhízott állatok+ glükóz (E+G)

Normál kontroll (NK)

Elhízott kontroll (EK)

Elhízott állatok+ 5 mg/ttkg rezveratrol (E+R)

Elhízott állatok+ glükóz+5 mg/ttkg rezveratrol (E+G+R)

Elhízott állatok+ glükóz (E+G)

II b. A rezveratrol kezelés hatása a posztiszkémiás szívfunkciókra.  

A kezeléseket követıen az állatok szívét izoláltuk és 30 perc iszkémiának, majd 

120 perc reperfúziónak vetettük alá, az eredményeket a 6. ábra mutatja. Eredményeink 

alapján elmondhatjuk, hogy a rezveratrol kezelés szignifikánsan javította a 

posztiszkémiás szívfunkciókat. Az aorta kiáramlás például 30 perc iszkémia és 120 

reperfúzió után 5,1 ± 0,6 ml volt az elhízott kontroll csoportban, amely 7,8 ± 1,0 ml volt a 

rezveratrollal kezelt csoportban. Hasonló eredményeket kaptunk a külön cukorral is 

kezelt csoportokban, itt az aorta kiáramlás 4,5 ± 0,4 ml ezzel szemben a rezveratrollal 

kezelt csoportban 6,7 ± 0,6 ml volt.   

 

 

6. ábra. a rezveratrol kezelés hatása a posztiszkémiás 

szívfunkciókra. „A” panel szív frekvenciát, „B” panel 

koronária átáramlást, „C” panel kifejlıdı balkamrai nyomást, 

„D” panel aorta kiáramlást mutatja. Az eredményeket a 

középérték ± mintaközép hibájaként adtuk meg. NK: normál kontroll, EK: elhízott 

„obese” kontroll, E+R: elhízott állatok + rezveratrol, E+G: elhízott állatok + glükóz, 

E+G+R: elhízott állatok + glükóz+ rezveratrol; (*p<0,05 az elhízott kontroll csoporthoz 

viszonyítva; †p<0,05 az elhízott glükózzal kezelt csoporthoz viszonyítva), n=6. 
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II c. A rezveratrol hatása a kamrai aritmiákra. 

A 7. ábrán látható a VF elıfordulásának a gyakorisága. Eredményeinkbıl kiderül, 

hogy a rezveratrol képes volt csökkenteni a VF kialakulását. Az elhízott kontroll csoport 

és a cukorral kezelt elhízott csoport állataiból izolált szívek mindegyikében kialakult VF, 

ehhez képest 5 mg/ttkg rezveratrol kezelés 17%-ra csökkentette, míg a cukorral kezelt 

csoportban 33%-ra csökkentette a VF kialakulását.  

 

 

 

 

 

 

 

7. ábra. A rezveratrol kezelés hatása a kamra fibrilláció (VF) kialakulására. NK: normál 

kontroll, EK: elhízott „obese” kontroll, E+R: elhízott állatok + rezveratrol, E+G: elhízott 

állatok + glükóz, E+G+R: elhízott állatok + glükóz+ rezveratrol; (*p<0,05 az elhízott 

kontroll csoporthoz viszonyítva; †p<0,05 az elhízott glükózzal kezelt csoporthoz 

viszonyítva). n=12. 

 

II d. A rezveratrol hatása az infarktusos terület nagyságára. 

A kapott eredményekbıl kiderül, hogy a rezveratrol képes volt csökkenteni az 

infarktusos terület nagyságát. Az elhízott kontroll csoportban 41 ± 6 % a cukorral kezelt 

elhízott állatokban 42 ± 7 % volt, ehhez képest a rezveratrollal kezelt csoportokban 21 ± 

5 %, a rezveratrollal és a cukorral is kezelt csoportban pedig 26 ± 6 % volt (8. ábra). 
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8. ábra. a rezveratrol kezelés hatása az infarktusos területre. Az eredményeket a 

középérték ± a mintaközép hibájaként adtuk meg. NK: normál kontroll, EK: elhízott 

„obese” kontroll, E+R: elhízott állatok + rezveratrol, E+G: elhízott állatok + glükóz, 

E+G+R: elhízott állatok + glükóz+ rezveratrol; (*p<0,05 az elhízott kontroll csoporthoz 

viszonyítva; †p<0,05 az elhízott glükózzal kezelt csoporthoz viszonyítva), n=6. 

 

II e. A rezveratrol kezelés hatása az endotelin felszabadulásra.  

Vizsgáltuk a koronária folyadékban az endotelin mennyiségét, s ez a normál 

kontroll állatokban 0,39 ± 0,13 fmol/perc/g volt, mely jelentısen megemelkedett az 

elhízott állatok koronária folyadékában (1,49 ± 0,25 fmol/perc/g), ehhez képest is tovább 

emelkedett a cukor oldattal kezelt állatok koronária folyadékában (1,79 ± 0,35 

fmol/perc/g). Az 5 mg/ttkg rezveratrol kezelés szignifikánsan csökkentette az elhízott 

állatok koronáriáiban a felszabaduló endotelin mennyiségét. Hasonlóan csökkentette a 

cukor oldattal kezelt elhízott álatok szívében is (9. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. ábra. A rezveratrol kezelés hatása az endotelin felszabadulásra. NK: normál kontroll, 

EK: elhízott „obese” kontroll, E+R: elhízott állatok + rezveratrol, E+G: elhízott állatok + 

glükóz, E+G+R: elhízott állatok + glükóz+ rezveratrol; (*p<0,05 az normál kontroll 

csoporthoz viszonyítva; †p<0,05 az elhízott kontrollhoz viszonyítva; ‡p<0,05 az elhízott 

kontrollhoz viszonyítva). n=6 

 

II f. A rezveratrol kezelés hatása az ET-1 és a Glut-4 expresszióra.  

A felszabaduló endotelin mennyiségének meghatározása utána vizsgáltuk a 

különbözı csoportból származó szívekben az ET-1 és a Glut-4 fehérjék expresszióját. A 
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10/A ábrán látható az ET-1 fehérje jelentıs emelkedést mutatott az elhízott állatok 

szívében a normál állatokhoz képest, amely tovább emelkedett a cukorral kezelt állatok 

szívében. Rezveratrol kezelés jelentısen képes volt csökkenteni az ET-1 fehérje szintjét 

mindkét kezelt csoportban.  

Ellentétben az ET-1 fehérjével az elhízott állatok szívében a Glut-4 fehérje szintje 

csökkent és a külön cukorterhelés ezt tovább csökkentette, a rezveratrol kezelés 

megfordította ezt a tendenciát (10/B. ábra).  

 

 

10. ábra. Rezveratrol kezelés hatása az endothelin-1 fehérje expressziójára („A” panel), 

és a Glut-4 fehérje expressziójára („B” panel). NK: normál kontroll, EK: elhízott „obese” 

kontroll, E+R: elhízott állatok + rezveratrol, E+G: elhízott állatok + glükóz, E+G+R: 

elhízott állatok + glükóz+ rezveratrol; (*p<0,05 az normál kontroll csoporthoz 

viszonyítva; †p<0,05 az elhízott kontrollhoz viszonyítva; ‡p<0,05 az elhízott + glükózzal 

kezelt csoporthoz viszonyítva). n=6. 

 

II g. A rezveratrol kezelés hatása az apoptózisra.  

 

Az aerob kontrollban csak elvétve detektáltunk apoptózisos sejteket, az 

iszkémia/reperfúzió minden szívben indukálta a sejtek apoptotikus elhalását. Az elhízott 

kontroll állatokban ez az érték magasabb volt, mint a normál kontroll I/R csoportban, 

amelyet a cukorterhelés meg tovább fokozott. A rezveratrol kezelés szignifikánsan 

csökkentette az apoptotikus sejtek mennyiségét mind az elhízott mind a glükózzal kezelt 

elhízott csoportban (11. ábra).  
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11. ábra. a rezveratrol kezelés hatása az apoptózisra. Az eredményeket a középérték ± a 

mintaközép hibájaként adtuk meg. NK: normál kontroll, EK: elhízott „obese” kontroll, 

E+R: elhízott állatok + rezveratrol, E+G: elhízott állatok + glükóz, E+G+R: elhízott 

állatok + glükóz+ rezveratrol; (*p<0,05 az normál kontroll csoporthoz viszonyítva; 

†p<0,05 az elhízott kontrollhoz viszonyítva). n=6. 
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III. A rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol hatása az I/R indukálta károsodásokkal 

szemben. 

 

III a. A rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol hatása a posztiszkémiás 

szívfunkciók felépülésére.  

Amint az 1. táblázat mutatja mind a rezveratrol mind a γ-tokotrienol jelentısen 

javította a posztiszkémiás szívfunkciókat a vivıanyaggal kezelt kontroll csoporthoz 

képest. Amikor mindkét hatóanyaggal kezeltük az állatokat további javulást tapasztaltunk 

a posztiszkémiás szívfunkciók felépülésében. Az aorta kiáramlás például 120 perc 

reperfúzió után 7,8 ± 1,7 ml volt a kontroll csoportban, ezzel szemben a rezveratrollal 

kezelt csoportban 22,2 ± 1,0 ml, a γ-tokotrienollal kezelt csoportban 21,2 ± 0,9 ml és a 

rezveratrollal és γ-tokotrienollal kezelt csoportban 27,1 ± 0,7 ml volt. Ezek az 

eredmények megerısítik azt a feltevésünket miszerint ez a két természetes hatóanyag 

rendelkezik bizonyos szinergista hatással. 

Az 2. táblázatban tüntettük fel a Wortmanninal (PI3-kináz inhibitor) és a 3-

metiladeninnel (autofágia inhibitor) történı kezelés eredményeit. Összességében 

elmondhatjuk, hogy mind a két blokkoló jelentısen csökkentette a rezveratrol és/vagy γ-

tokotrienol kezelés hatásait. Megjegyzendı azonban, hogy az általunk használt 

körülmények között a Wortmannin által kifejtett blokkoló hatás erısebbnek bizonyult, 

mint a 3-metiladenin hatása.  

 
 Iszkémia elıtti értékek A reperfúzió 60. percében mért értékek A reperfúzió 120. percében mért értékek 
             
 CF AF LVDP LVdP/dt CF AF LVDP LVdP/dt CF AF LVDP LVdP/dt 
             
kontroll 
 

24,00±0,53 50,7±1,3 115,0±2 3133±59 20,83±0,42 21,8±1,9 81,7±3,7 1892±39 19,5±0,48 7,8±1,7 55,5±4,3 1118±47 

rezveratrol 
 

24,75±0,73 52,6±1,5 114,8±1,7 3292±66 22,45±0,54 34,3±1,4* 101±4* 2358±42* 21,58±0,37 22,2±1*,† 86,7±3,2* 1702±60*,† 

γ-tokotrienol 
 

25,42±0,55 50,4±1 116,1±1,8 3227±81 22,58±0,71 30,6±0,8*,† 99±2,8* 2221±87*,† 21,5±0,67 21,2±0,9*,† 84,8±2,7* 1652±58*,† 

rezveratrol+ 
γ-tokotrienol 

25,57±0,44 54,7±1,2 118,6±1,6 3471±65 23,87±0,46 36,7±0,8* 105,3±3,1* 2576±58* 21,75±0,51* 27,1±0,7* 95,5±3,6* 1954±69* 

 
 
1. táblázat. A rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol hatása a posztiszkémiás szívfunkciókra. 

Az eredményeket a középérték ± mintaközép hibájaként adtuk meg. n=6; CF= koronária 

átáramlás, AF= aorta kiáramlás, LVDP= bal kamra kifejlıdı nyomás, LVdP/dt= a 

kifejlıdı bal kamrai nyomás maximális elsı deriváltja. * p<0.05. vs. kontroll; † p<0.05 

vs. rezveratrol+γ-tokotrienol. 
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 Iszkémia elıtti értékek A reperfúzió 60. percében mért értékek A reperfúzió 120. percében mért értékek 

             

CF AF LVDP LVdP/dt CF AF LVDP LVdP/dt CF AF LVDP LVdP/dt 

rezveratrol 
 

24,75±0,73 52,6±1,5 114,8±1,7 3292±66 22,45±0,54 34,3±1,4* 101±4* 2358±42 21,58±0,3
7 

22,2±1 86,7±3,2 1702±60 

rezveratrol + 
Wortmannin 

24±0,63 52,0±1,2 122,5±2,1 3325±69 19,08±0,42*,† 17,3±1,1* 81,5±2,1*,

† 
1877±50* 17,83±0,4

*,† 
6,7±0,5*,† 63,3±2,6*,

† 
1317±37*,† 

rezveratrol + 
3MA 

25,08±0,49 51,5±0,9 115,7±2,3 3347±111 22,25±0,51 24,2±3,1* 94,8±2,8 2167±117 20,5±0,6 10,7±1,2* 75,2±3,2* 1539±51 

    
γ-tokotrienol 25,42±0,55 50,4±1 116,1±1,8 3227±81 22,58±0,71 30,6±0,8 99±2,8 2221±87 21,5±0,67 21,2±0,9 84,8±2,7 1652±58 

γ-tokotrienol 
+ Wortmanin 

24,08±0,44 50,1±1,2 111,5±2,1 3354±39 18,83±0,44* 15,2±1* 83,2±2,2* 1596±58*,

† 
17,17±0,4
6* 

6,5±0,4* 60,7±2,7* 1161±48*,† 

γ-tokotrienol 
+ 3MA 

24,5±0,44 49,8±0,6 116±3,1 3249±80 22,17±1,01 18,8±1,4* 90,7±4,1 1999±114 20,5±1,38 9,3±1,3* 67,7±3,2* 1376±62* 

    
rezveratrol+ 
γ-tokotrienol 

25,57±0,44 54,7±1,2 118,6±1,6 3471±65 23,87±0,46 36,7±0,8 105,3±3,1 2576±58 21,75±0,5
1 

27,1±0,7 95,5±3,6 1954±69 

rezveratrol+ 
γ-
tokotrienol+  
Wortmannin 

24,42±0,43 52,5±1,8 113,5±18 3274±87 18,67±0,56*,† 20,1±1*,† 88,7±2,3 1992±52* 17,58±0,5
9*,† 

9±0,9*,† 67±3,1 1344±53*,† 

rezveratrol+ 
γ-
tokotrienol+ 
3MA 

24,67±0,36 51,5±0,8 115,2±2 3400±92 21,83±0,54* 24,9±1,3* 94±2,2 2198±88* 20,08±0,5
8 

14,5±1,1* 76±3,2 1577±47* 

 
 

2. táblázat. A Wortmannin és 3-metiladenin hatása rezveratrol és/vagy γ-tokotrienollal 

kezelt állatok szívfunkcióira. Az eredményeket a középérték ± mintaközép hibájaként 

adtuk meg. n=6; CF= koronária átáramlás, AF= aorta kiáramlás, LVDP= bal kamra 

kifejlıdı nyomás, LVdP/dt= a kifejlıdı bal kamrai nyomás maximális elsı deriváltja. * 

p<0,05. A blokkoló nélküli csoportok vs. a blokkolókkal kezelt csoportok; † p<0,05 a 

Wortmanninnal kezelt csoportok vs. 3-metiladeninnel kezelt csoportok. 

 

III b. A rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol hatása az infarktusos területre és az 

apoptózisra.  

 

Hasonlóan a szívfunkciók alakulásához az infarktusos területek vizsgálatából 

kiderült, hogy mind a rezveratrol mind a γ-tokotrienol jelentısen csökkentette az 

infarktusos terület nagyságát, valamint a két komponens kombinált adagolását követıen 

további csökkenést tapasztaltunk az infarktusos terület kiterjedésében, azonban ez nem 

volt statisztikailag szignifikáns. A rezveratrollal kezelt csoportban 22,2 ± 1,9 %, a γ-

tokotrienollal kezelt csoportban 23,7 ± 0,8 %, a biterápiás csoportban 17,7 ± 1,4 % volt 

szemben a kontroll csoporttal ahol az infarktusos terület 38,2 ± 1,5% volt. A 

Wortmanninnal történı kezelés mindhárom kezelt csoportban ellensúlyozta a 

kardioprotektív hatásokat (12/A ábra). 
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Hasonló eredményeket kaptunk az apoptotikus sejtek vizsgálatakor is. 

Eredményeink azt mutatják, hogy mindkét monoterápia és a kettıs kezelés is jelentısen 

csökkentette az apoptotikus sejtek számát, bár a kombinált kezelésekkel elért hatás itt 

sem bizonyult statisztikailag jelentısnek a monoterápiás eredményekhez viszonyítva 

(12/B ábra). Összhangban a TUNEL assay eredményeivel, a prokaszpáz-3 szintje 

magasabb volt a kezelt csoportokban iszkémia/reperfúziót követıen, mint a kezeletlen 

kontroll csoportban, ezzel szemben a Wortmanninnal kezelt csoportban alacsonyabb 

prokaszpáz-3 szintet és magasabb apoptózist detektáltunk, ami arra utal, hogy a kezelt 

csoportokban a prokaszpáz-3 nem aktiválódik és alakul át aktív kaszpáz-3-má (12/C 

ábra). 
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12. ábra. Az infarktusos terület TTC- módszerrel határoztuk meg. Az ábra „A” része 

mutatja a rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol hatásait az infarktusos terület nagyságára. Az 

ábra „B” része szemlélteti az apopzósis mértékét amelyet TUNEL assayvel határoztunk 

meg. Az „a” sorban a teljes kardiomiocita populáció, a „b” sorban a TUNEL pozitív 

sejtek, a „c” sorban pedig a kettıbıl összeállított reprezentatív képek láthatóak. Az ábra 

„C” részén egy reprezentatív Western-blot kép látható a prokaszpáz-3 fehérjérıl, 

mennyiségi kontrollként GAPDH-t használtunk. Az eredményeket a középérték ± 

mintaközép hibájaként adtuk meg. * p<0,05. vs. vivıanyag+I/R; n=3.  
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III c. A rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol hatása a „túlélési” útvonalakra. 

A „túlélési” útvonalak monitorozása céljából vizsgáltuk a p-Akt/Akt arányát 

valamint Bcl-2 fehérje szintjét. Amint az a 13. ábrán látható a rezveratrollal és a γ-

tokotrienollal kezelt állatok szívében a p-Akt/Akt arány és a Bcl-2 fehérje szintje 

jelentısen megemelkedett a kontroll csoporthoz képest, további jelentıs emelkedést 

tapasztaltunk a rezveratrollal és γ-tokotrienollal is kezelt állatok szívszövetében. A 

Wortmanninnal kezelt állatok szívében Bcl-2 és a p-Akt/Akt arány a kontroll csoportéhoz 

állt közelebb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13. ábra. Western-blot analízis a p-Akt, Akt („A” panel) és Bcl-2 fehérjékrıl („B”panel), 

mennyiségi kontrollként GAPDH volt használva. * p<0,05. vs. vivıanyag+I/R; n=3.  

 

 

 

III d. A rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol hatása az autofágiára. 

Tanulmányunkban vizsgáltuk, hogy a két növényi hatóanyag képes-e az autofágia 

indukálására, és ez szerepet játszik-e a hatóanyagok kardioprotektív hatásaiban. Elıször 
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Western-blot segítségével tanulmányoztuk a Beclin-1 fehérje szintjét és az LC3II/LC3I 

arányát. A vivıanyaggal kezelt kontroll csoportban I/R-t követıen kismértékő emelkedést 

tapasztaltunk a Beclin-1 és az LC3II/LC3I arányban. Az eredmény jól korrelál az 

irodalommal, mely szerint az I/R fokozza az autofágiát. A két monoterápiás csoportban 

további jelentıs emelkedést tapasztaltunk az I/R kontrolhoz képest. A rezveratrollal és γ-

tokotrienollal kezelt csoportban az LC3II/LC3I aránya és a Beclin-1 szintje 

szignifikánsan magasabb volt a két monoterápiás csoporthoz viszonyítva. Hasonlóan a 

„túlélési” szignál fehérjéihez, a Wortmannin csökkentette az autofágiás markerek szintjét 

(14. ábra). Ezt követıen immunhisztokémiai módszerrel vizsgáltuk az LC3II pozitív 

sejtek számát. Hasonlóan a Western-blot eredményekhez, enyhén növekedett számú 

LC3II pozitív sejtet figyeltünk meg a kontroll I/R csoportban. Mind a két hatóanyaggal 

történı kezelés jelentısen növelte az LC3II pozitív sejtek számát. A Wortmannin kezelés, 

hasonlóan a Western-blot eredményekhez, csökkentette az LC3II pozitív sejtek számát 

(15. ábra), valamennyi kezelt csoportból származó mintában.  

A mintákat fénymikroszkóp segítségével is vizsgáltuk. Valamennyi kezelt 

csoportból származó mintában közel normál ultrastruktúrát találtunk, kevés degeneratív 

változással, ezzel szemben a 3-metiladeninnel kezelt állatok szívében ahol, onkotikus 

elváltozásokat figyeltünk meg miofibrilláris kontrakciós sávokkal és vakouláris 

degradációval (16. ábra).  

Az autofagoszómák feltérképezéséhez transzmissziós elektronmikroszkópot 

használtunk. Az aerob kontroll szívek normál morfológiát mutattak eltérések nélkül, az 

I/R kontroll szívekben onkotikus elváltozásokat találtunk, úgy mint az izomrostok 

dezorganizációját, a mitokondriumok felfúvódását, és lízis folyamatokat. Mindkét 

esetben kevés kismérető autofagoszómát figyeltünk meg. Valamennyi kezelt mintában 

közel normális ultrastruktúrát találtunk és számos különbözı érési fázisban lévı 

autofagoszómát detektáltunk. A 3-metiladeninnel kezelt szívekben kevés apró 

autofagoszómát figyeltünk meg, de az ultrastruktúrában iszkémiás változásokat 

tapasztaltunk (17. ábra).  
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14. ábra. Western-blot analízis az LC3 és Belcin- 1 fehérjékrıl, mennyiségi kontrollként 

GAPDH-t használtunk. * p<0.05. vs. vivıanyag+I/R; n=3.  
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15. ábra. Reprezentatív konfokális mikroszkópos képek. Az LC3II pozitív sejtek pirossal 

vannak jelölve, a sejtmagok pedig kéken.  
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16. ábra. Fénymikroszkópos képek az Eponba ágyazott és toluidin kékkel megfestett 

ultravékony metszetekrıl. a: aerob kontroll; b: I/R; c: rezveratrol I/R; d: rezveratrol + 3 

MA I/R; e: γ-tokotrienol I/R; f: γ-tokotrienol + 3 MA I/R; g: rezveratrol + γ-tokotrienol 

I/R; h: rezveratrol + γ-tokotrienol + 3 MA I/R. Az a, c, e, g képeken majdnem teljesen 

normál ultraszerkezet látható. A b,d,f,h képeken a szívizomsejtek onkotikus változásai 

láthatóak, a jellemzı nekrotikus kontrakciós sávokat (*) jelölik, a vakuoláris degenerációt 

pedig a nyilak mutatják.  
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17 Ábra. Transzmissziós 

elektronmikroszkópos képek:  

a, aerob kontroll: sejtek szerkezete 

normál struktúrát mutatnak, néhány 

autofagoszóma látható, amit a nyíl 

mutat. 

b, iszkémiás kontroll: a sejtekben 

iszkémiás léziók figyelhetıek meg a 

miofilamentumok szétesését a * mutatja, 

a duzzadt mitokondriumokat a nyílhegy 

jelöli. 

c, rezveratrol I/R: A képen két korai 

autofagoszóma látható amely 

mitokondriumot (m) és kis mennyiségő 

citoplazmát (c) tartalmaz. A kettıs 

membránban a nyíl mutatja.  

d, rezveratrol + 3 MA I/R: a sejtekben  

felfúvódott mitokondriumok 

figyelhetıek meg, a miofilamentek 

részleges elvesztése látható a *-gal jelölt 

részen és a nyíl egy apró 

autofagoszómát mutat. 

e, γ-tokotrienol I/R: a képen egy kettıs membránnal (nyíl) határolt korai autofagoszóma 

látható, amely öt mitokondriumot (m) tartalmaz . 

f, γ-tokotrienol + 3 MA I/R: onkotikus változást mutató kardiomiociták láthatóak 

kondenz szarkomerrel (*), egy lizoszóma (ly) és egy autofagoszóma (nyíl) is 

megfigyelhetı. 

g, rezveratrol + γ-tokotrienol I/R: a képen két mitokondriumot (m) és némi citoszolikus 

anyagot (c) tartalmazó autofagoszóma látható. A nyíl a jellegzetes kettıs membránt 

mutatja. 
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h, rezveratrol + γ-tokotrienol + 3 MA I/R: a kép bal oldalán normális struktúrával 

rendelkezı kardiomiocita látható, amely tartalmaz egy autofagoszómát (nyíl), mellette 

egy duzzadt mitokondriumot tartalmazó szívizomsejt rendezetlen miofibrillumokkal (*). 

P – pericite, cap – kapilláris. 

 

III e. A rezveratrol és/vagy γ-tokotrienol különbözı módon indukálja az 

autofágiát. 

Annak érdekében, hogy vizsgáljuk az autofágia indukciójának módját, Western-

blot analízis segítségével mértük az mTOR foszforiláltságát. Az aerob kontrollhoz képest 

az I/R enyhén csökkentette az mTOR foszforiláltságát. Rezveratrol jelenlétében is 

csökkent valamelyest a foszforiláltság, de ez nem volt jelentıs, szemben a γ-

tokotrienollal kezelt csoporttal ahol jelentısen csökkent a p-mTOR/mTOR arány. A 

Wortmannin kezelés valamennyi esetben emelte az mTOR foszforilációs szintjét. 

Eredményeink alapján úgy tőnik, hogy a rezveratrol által indukált autofágia kevésbé függ 

az mTOR-tól, ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a γ-tokotrienol mTOR függı módon 

indukálja az autofágiát.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

18. Ábra. Western-blot analízis p-mTOR és mTOR fehérjékrıl. * p<0,05. vs. 

vivıanyag+I/R; n=3.  
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Eredmények megbeszélése:  

 A kardiovaszkuláris, illetve bármely más területen végzett alapkutatások egyik 

legfontosabb feladata az, hogy a különbözı betegségek pontos patomechanizmusát 

tisztázza, és ezzel segítse a betegség kialakulásának pontos megismerését, így ehhez 

kapcsolódóan segítsen az esetleges védekezı stratégiák kialakításában. Napjainkban 

egyre fontosabb szerepet tulajdonítanak a megelızésnek bármilyen megbetegedésrıl is 

legyen szó. A kardiovaszkuláris megbetegedésekkel kapcsolatban is egyre többször 

hangzik el a megfelelı testmozgás, az alkohol fogyasztás mérséklése, a dohányzás 

mellızése, vagy a megfelelı étrend kialakításának a fontossága. Egyre több növényi 

hatóanyagról illetve növényi eredető készítményrıl igazolódik be, hogy azok 

rendelkeznek valamilyen egészségmegırzı hatással.  

Kísérleteink elsı részében a Magyarországon ipari hulladéknak minısülı 

meggymag kivonatot vizsgáltuk. Az eredményeink összességében igazolták, hogy a 

meggymag kivonat dózisfüggı módon képes csökkenteni a kamrai aritmiák 

kialakulásának valószínőségét, illetve javítani a posztiszkémiás szívfunkciókat, ezek 

mellett csökkenti az infarktusos terület nagyságát és az apoptózis mértékét. Továbbá 

immunhisztokémiai vizsgálataink kiderítették, hogy a meggymag kivonat képes volt 

csökkenteni a kaszpáz-3 expresszióját.  

A kaszpázok egy cisztein proteáz enzimcsalád tagjai (caspase = cystein-dependent 

aspertate-specific protease), amelyek kulcsszerepet játszanak a programozott sejthalál 

evolúciósan konzervált folyamataiban. Prekurzor (zimogén) formában képzıdnek és két 

jól szabályozott útvonalon aktiválódnak. Az egyik az extrinszik vagy „halál” receptor 

útvonal, a másik intrinszik vagy mitokondriális útvonal, amelyet a celluláris stressz 

aktivál és a citokróm c mitokondriumokból történı felszabadulása indít el. A kaszpázokat 

két csoportba sorolhatjuk, az un. iniciátor kaszpázok, ide tartozik a kaszpáz-2, -8, -9, -10 

és az effektor kaszpázok-3, -6, -7, amelyek közül a legfontosabb talán a kaszpáz-3, amely 

a sejtek teljes lebontásáért felelıs (10, 53). Kezdeti tanulmányok szerint a hipoxia, illetve 

az iszkémia elegendı az apoptózis elindításához(61), azonban késıbbi tanulmányok 

megváltoztatták ezt a nézetet. Webster és munkatársai szerint nem az iszkémia vagy a 

hipoxia, hanem az acidózis, a reoxigenizáció illetve reperfúzió felelıs a szívizomban az 

apoptózis kialakulásáért(105). Tanulmányok különbözı specifikus és nem specifikus 
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kaszpáz inhibitorok vizsgálatával igazolták, hogy a kaszpázok gátlása révén csökkenthetı 

az I/R indukálta apoptózis mértéke és a posztiszkémiás károsodások súlyossága(43, 54, 

67). Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy a meggymag kivonat képes csökkenteni 

az apoptózis mértéket a kaszpáz-3 gátlása révén, azt azonban nem zárhatjuk ki, hogy a 

kardioprotektív hatásokban más kaszpázok gátlása is szerepet játszik, mint ahogyan 

valószínőleg más mechanizmusok is szerepet játszanak a kardioprotektív hatások 

kialakulásában, annál is inkább mert a meggymag kivonatban található flavonoidok, pro- 

és antocianidok vagy a polifenolok rendelkeznek antioxidáns hatásokkal, vagy bizonyos 

enzimgátló hatásokkal, mint a lipoxigenáz, vagy a COX stb.(9, 69). Továbbá a 

meggymag kivonatról kimutatták, hogy képes megvédeni a retinát a reperfúzió indukálta 

károsodásoktól azáltal, hogy növeli a HO-1 expressziót és ezáltal emeli az endogén CO 

koncentrációját(93). A HO enzim katalizálja a hem oxidatív lebontását, a HO oxigén és 

NADPH jelenlétében átalakítja a hem porfirin győrőjét nyíltláncú biliverdinné, s a 

folyamat során vas, valamint equimoláris mennyiségő szénmonoxid keletkezik(64). A 

keletkezı biliverdint a biliverdin-reduktáz bilirubinná alakítja. Bizonyították azt is, hogy 

az antioxidáns tulajdonságú bilirubin is rendelkezik kardioprotektív hatásokkal (12). Ezt 

követıen azonban a figyelem részben a szintén felszabaduló CO-ra terelıdött, amely 

egyre több bizonyíték alapján úgy tőnik az NO-hoz hasonlóan rendelkezik jelátvivı 

funkcióval. Több publikáció is született nem csak az endogén, de az exogén CO 

szerepének vizsgálatáról I/R szívekben(3, 4). Bak és munkatársai azt találták, hogy HO-1 

KO állatok szíve érzékenyebb az iszkémia reperfúzió indukálta károsodásokkal szemben, 

mint a vad típus, amiben a HO-1 hiánya és részben a csökkent CO felszabadulás játszott 

szerepet. Noha jelen tanulmányunkban nem vizsgáltuk a hemoxigenáz  rendszert, de 

joggal feltételezzük azt, hogy ahogyan a retinaprotektív hatásokban, úgy a meggymag 

kivonat által közvetített kardioprotektív hatásokban is szerepet játszik a hemoxigenáz  

rendszer. Eredményeink alapján azt lehetetlen megállapítani, hogy a meggymag kivonat 

direkt csökkenti a reperfúzió indukálta károsodásokat vagy a látott kardioprotektív hatás 

a meggymag kivonat antiiszkémiás hatásával függ össze, mivel az állatok elıkezelve 

voltak és a meggymag kivonat kivonatot nem akutan az iszkémia alatt vagy a reperfúzió 

során kapták. További tanulmányokat folytatunk annak kiderítése érdekében, hogy a 

meggymag szívet védı tulajdonságában a kaszpáz-3 gátló hatásán kívül milyen más 
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szignáltranszdukciós útvonalak játszanak szerepet, és mely vagy melyek azok a 

komponensek, amelyeknek a legaktívabb szerep tulajdonítható. Az egyik komponens 

minden bizonnyal a rezveratrol, amelyrıl igen nagyszámú tudományos közlemény jelent 

meg, és kutatócsoportunk is foglalkozott, illetve jelenleg is foglalkozik azzal.  

A rezveratrol szívre gyakorolt hatásainak vizsgálatát már számos korábbi 

tanulmány is célul tőzte ki, és az eredmények azt mutatják, hogy ez a természetes 

polifenol képes megvédeni a szívszövetet az iszkémia reperfúzió indukálta 

károsodásokkal szemben(8, 82). A kísérletek többsége viszont egészséges szívizmon 

kiváltott iszkémia/reperfúzió hatásait vizsgálta, ami lényegében különbözhet a „beteg” 

szívizom I/R-ra adott válaszától(48). Ezért választottuk a kísérletekben a „Zucker obese” 

elhízott patkány modellt. Eredményeink tükrében elmondhatjuk, hogy a rezveratrol képes 

a „beteg” szívizmot is megvédeni az I/R-indukálta károsodásoktól, amit bizonyít a 

posztiszkémiás szívfunkciók jobb felépülése, valamint a csökkent infarktusos terület és 

apoptózis mértéke a kezelt csoportokban.  

Ismeretes továbbá az a tény, hogy a diabétesz vagy a metabolikus szindróma 

jelentıs kockázati tényezı a különbözı kardiovaszkuláris megbetegedésekben. Továbbá 

a diabéteszes betegek körében sokkal nagyobb az anginás megbetegedések és az 

infarktusok kialakulásának a valószínősége és azok súlyossága. A miokardiális infarktus 

után a mortalitás 2-3x nagyobb, mint a nem-diabéteszes betegekben, valamint az 

infarktusok után kialakuló szívelégtelenség kialakulásának a valószínősége is kétszer 

magasabb a nem diabéteszes beteg csoportokhoz viszonyítva(62). Hasonló eredményeket 

kaptak Greer és munkatársai db/db diabéteszes egereken végzett tanulmányában, ahol a 

db/db egerek egynapos túlélése 45 perc iszkémiát követıen mindössze 44% volt a 88%-

os túlélési arányhoz viszonyítva a nem-diabéteszes kontroll csoporthoz képest. Továbbá 

jelentıs bal kamra dilatációt, hipertrófiát és kontraktilis diszfunkciót figyeltek meg 28 

nappal a 45 perc iszkémia után, amíg ezzel szemben a kontroll csoportban nem 

tapasztaltak hasonló jellegő elváltozásokat(30). Az egyik legjelentısebb eltérés a 

diabéteszes paciensek szívsejtjeiben a metabolizmus megváltozása, különösképpen az, 

hogy csökken a sejtek glükóz felvétele és oxidációja amellyel párhuzamosan nı a 

zsírsavak felhasználása(62). Még diabétesz nélkül is a glükózról zsírsavakra történı 

váltás növeli az iszkémia súlyosságát, és csökkenti a posztiszkémiás felépülést(63). Sidell 
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és munkatársai „Zucker obese” patkányokon végzett kísérletekben kimutatták, hogy ha 

helyreállítják a szívszövet inzulin érzékenységét rosiglitazonnal, javul a szívszövet 

glükóz felhasználása és a posztiszkémiás funkciók felépülése(89). A kísérleteikben 

alkalmazott állatok inzulin rezisztensek voltak, és csökkent a szívszövetben a Glut-4 

fehérje szintje, amelyet a roziglitazon kezelés helyreállított. Tian és munkatársai szív 

specifikus Glut-4 KO egereket használva kimutatták, hogy ezen állatok szívében csökken 

a glükóz felhasználás, és nı az iszkémiás károsodások mértéke (97). Ezen eredmények 

jól mutatják az inzulin érzékeny Glut-4 transzporter fontosságát a diabéteszes és nem 

diabéteszes állapotokban egyaránt.  

Kísérleteinkben megvizsgáltuk, hogy a rezveratrol által elért kardioprotekcióban 

szerepet játszik-e a Glut-4 transzporter. Eredményeinkbıl kiderül, hogy a rezveratrol 

képes helyreállítani a Glut-4 expressziót, és legalább részben ez a hatás felelıs a kevésbé 

súlyos I/R indukálta károsodásokért. Vizsgálataink során az egyik állat csoport további 

extra cukorterhelést kapott, hogy tovább súlyosbítsuk a diabétesz okozta metabolikus 

elváltozásokat. A rezveratrol ebben a csoportban is képes volt emelni a Glut-4 receptor 

szintet és védeni a szíveket az I/R károsító hatásaitól. Az eredményekbıl kiderül az is, 

hogy a rezveratrol csökkentette az állatok súlygyarapodását, és a vércukorszintet, 

azonban az inzulin szintet nem befolyásolta. 

Az endotel sejtek diszfunkcióját több kardiovaszkuláris megbetegedéssel hozták 

és hozhatjuk összefüggésbe, így az arterioszklerózis vagy az iszkémiás 

szívbetegségekben is kimutatták azok jelentıségét(98, 103). Mint ismeretes az endotél 

sejtek fontos szerepet játszanak a kardiovaszkuláris rendszer szabályozásában, több 

vazoaktív anyag termelése révén is. Verma és munkatársai emelkedett endotelin szintet 

találtak a diabéteszes betegek koronária folyadékban koronária bypass mőtét után, 

továbbá megfigyelték, hogy a diabéteszes betegekbıl származó koronáriás mikroerek 

erısebb kontrakciós választ adnak ET-1 stimulusra mint a nem diabéteszes paciensek 

mintái, s ez a hatás antagonizálható volt endotelin antagonistával(101). A jelen 

tanulmányunkban is vizsgáltuk az endotelin szintjét és az ET-1 fehérje expresszióját. 

Vizsgálataink során emelkedett endotelin szintet detektáltunk az „obese” állatok 

koronáriás folyadékában, amely tovább emelkedett a glükózzal kezelt állatban, mindkét 

rezveratrollal kezelt csoportban jelentıs csökkenést tapasztaltunk a kontrollcsoporthoz 
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viszonyítva. Hasonló eredményeket figyeltünk meg az endothelin-1 fehérje szintjének a 

vizsgálata során. A rezveratrol ezen hatásaiban valószínőleg direkt és indirekt hatások is 

szerepet játszanak. Liu és munkatársai kimutatták, hogy a rezveratrol képes csökkenteni a 

rostfelszülés indukálta ET-1 felszabadulást és az ET-1 mRNS szintet humán köldökzsinór 

véna endoteliális sejteken (HUVEC)(60). A hatást a szerzık részben a ROS szint 

csökkentésével és az ERK1/2 szignáltranszdukciós útvonal gátlásával magyarázták. Ez 

részben magyarázatot adhat a jelen tanulmányunkban megfigyelt ET-1 szint 

csökkenésnek is. Valószínőleg azonban egy másik indirekt hatás is szerepet játszik a 

rezveratrol által indukált változásokban. Nevezetesen az, hogy az emelkedett glükóz szint 

is képes az endothelin-1 szekrécióját és expresszióját fokozni(74, 110). Továbbá Park és 

munkatársai megfigyelték, hogy a magas glükóz szint által kiváltott ET-1 expresszió 

növekedés, visszafordítható a glükóz szint csökkentésével. Ezek és az alapján, hogy a 

rezveratrol mind a két kezelt csoportban csökkentette a vér glükóz szintjét, 

valószínősíthetjük, hogy a rezveratrol ezen indirekt hatása is hozzájárul az ET-1 

szignáltranszdukciós útvonal aktivitásának csökkentéséhez. Összegezve eredményeinket 

elmondhatjuk, hogy a rezveratrol képes megvédeni az elhízott és cukorbeteg állatok 

szívét az I/R-indukálta károsodásoktól, amit bizonyítanak a javult posztiszkémiás 

funkciók, a csökkent infarktusos terület és apoptózis mértéke. A rezveratrol ezen hatása 

magyarázható azzal, hogy képes javítani a szív glükóz felhasználását, valamint direkt és 

indirekt módokon csökkenteni a túlzott endotelin felszabadulást.  

Harmadik kísérleti sorozatunkban arra kerestük a választ vajon van-e valamilyen 

interakció a rezveratrol és a γ-tokotrienol között. Kísérleti eredményeinkre alapozva 

elmondhatjuk, hogy a rezveratrol és a γ-tokotrienol között szinergista hatások alakulnak 

ki. Amint azt korábbi eredményeink alapján vártuk, mind a rezveratrol mind a γ-

tokotrienol rendelkezik kardioprotektív hatásokkal(17, 19). Az izolált 

iszkémiás/reperfundált szívek vizsgálata során jelen tanulmányunkban is megfigyeltük a 

posztiszkémiás szívfunkciók javulását a rezveratrollal vagy γ-tokotrienollal kezelt 

csoportokban. A negyedik csoportban, ahol mind a két növényi származékkal kezeltük az 

állatokat további javulást tapasztaltunk, amely statisztikailag jelentıs volt a 

monoterápiákhoz képest. Hasonló tendenciákat figyeltünk meg az infarktusos terület és 

az apoptózis vizsgálata során, ahol valamennyi kezelt csoportban szignifikánsan javulást 
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tapasztaltunk a kontroll csoporthoz viszonyítva. Ezekben a vizsgálatokban is a kettıs 

kezelésben részesült állatok szíve volt a „legjobb” I/R után, azonban itt nem volt 

statisztikailag jelentıs különbség a mono és a duál terápia között. Hasonló eredményeket 

kaptunk, amikor vizsgáltuk a prokaszpáz-3 szintet. Ahogyan azt korábban említettünk a 

kaszpáz-3 inaktív formája a prokaszpáz-3, amely az apoptózis folyamán kerül aktív 

formába. Eredményinkbıl kitőnik, hogy a kontroll szívekben lecsökkent a prokaszpáz-3 

szint, ami arra utal, hogy a prokaszpáz-3 átalakult aktív kaszpáz-3-má. A kezelt 

szívszövetben a prokaszpáz-3 kaszpáz-3 átalakulás nem következett be, erre bizonyíték a 

magas prokaszpáz-3 szint.  

Vizsgáltuk az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje szintjét is, hiszen a Bcl-2 

fehérjecsalád tagjai központi szerepet játszanak a szívizom apoptotikus folyamataiban. A 

csoport tagjai között vannak anti-apoptotikus fehérjék, mint pl.: Bcl-2, BclxL, valamint 

megtalálhatóak pro- apoptotikus molekulák is, mint a Bak, Bax, Bnip3 és PUMA(35). A 

Bcl-2 fehérjérıl kimutatták, hogy védi a mitokondriumokat több mechanizmuson 

keresztül, pl. inaktiválja a Bax/Bak fehérjét és ezáltal gátolja a mitokondriumok külsı 

membránjának a permeabilizációját(34). Bcl-2 transzgén állatok szívében kevesebb 

apoptotikus sejtet, csökkent infarktusos területet és jobb balkamrai funkciókat mértek I/R 

után(11). Western-blot eredményeinkbıl kiderült, hogy valamennyi kezelt csoportban 

jelentısen megemelkedett a Bcl-2 fehérje szintje. A kettıs kezelésben részesült 

csoportban ez az emelkedés szignifikánsan magasabb volt a monoterápiás csoportokhoz 

viszonyítva. A „túlélési” Akt fehérje aktivitásának vizsgálatakor hasonló eredményeket 

kaptunk. Ez alapján úgy tőnik, hogy a rezveratrol és γ-tokotrienol által indukált 

kardiprotektív hatások részben a Bcl-2-Akt „túlélési” útvonal indukciójával valósulnak 

meg, mint ahogyan a szinergista hatásokért is részben ezek a mechanizmusok a felelısek.  

A tanulmányunkban vizsgáltuk az autofágia szerepét a rezveratrol és a γ-

tokotrienol hatásában. Kezdetben az autofágiát, mint a programozott sejthalál nem 

apoptotikus formáját tartották számon. Manapság viszont az autofágia szerepe egyre 

jobban kiszélesedni látszik, és egyre több bizonyíték utal arra, hogy bizonyos 

körülmények között az autofágia túlélési folyamatokban is fontos szerepet tölt be. Az 

autofágia fokozódását írták le krónikusan iszkémiás sertés szívizomban, úgy hogy az 

autofágiás folyamatok jelensége a túlélı miokardiumban volt fokozott. A témához 
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kapcsolódó másik tanulmány szerint a fokozott makroautofágia védi a HL-1 sejteket az 

I/R-tól(38). Egy korábbi vizsgálatunkban fokozott autofágiát tapasztaltunk iszkémiás 

prekondicionáció után (IPC), vizsgálataink szerint az autofágia a Bag-1 protein 

indukcióján keresztül fokozódik. A Bag-1 útvonal gátlása csökkentette az autofágia 

nagyságát, és megakadályozta az IPC protektív hatását(33). Jelen kísérleteinkben 

elsıként vizsgáltuk az LC3II/LC3I arányát valamint a Beclin-1 fehérje szintjét Western-

blot segítségével.  

Eredményeink szerint, valamennyi kezelés fokozta a Beclin-1 és az LC3II/LC3I 

arányát, de a legintenzívebb változásokat a kettıs kezelésben részesült csoportban 

detektáltunk. A Wortmanninnal történı kezelés csökkentette mindkét anyag autofágiát 

indukáló hatását. Immunhisztokémiai vizsgálataink alátámasztották a Western-blottal 

kapott eredményeket, és enyhén emelkedett LC3II festést detektáltunk az I/R csoportba 

tartozó szívekben összhangban az irodalmi adatokkal, miszerint az I/R képes indukálni az 

autofágiát(66). Immunhisztokémiai vizsgálataink során is fokozott LC3II festést 

tapasztaltunk a kezelt szívekben, amelyet a Wortmannin lecsökkentett.  

A Wortmannin kezelt szívekben nem csak az autofágia mértéke csökkent, hanem 

a posztiszkémiás bal kamra funkciók is, továbbá mindkét hatóanyag kezelésének 

hatásosságát csökkentette az infarktusos területre és az apoptózis mértékére. Továbbá 

csökkentette az Akt-Bcl-2 útvonal aktivitását is.  

A Bcl-2 molekula egyik legismertebb tulajdonsága az apoptózis gátló hatása, 

emellett azonban normál körülmények között kötıdik a Beclin-1 fehérjékhez és gátolja 

annak autofágiát indukáló hatását. Az éhezés az egyik legjobb induktora az autofágiának. 

Kuma és munkatársai kimutatták az autofágia upregulációját a születés után, amely 

biztosítja a megfelelı energiaellátást ebben a periódusban. Továbbá a szerzık rámutattak 

arra is, hogy az Atg5 deficiens egerek (jelenléte létfontosságú az autofágia 

kialakulásában), majdnem normál fenotípussal születnek de 1 napon belül a születés után 

elpusztulnak, ezzel is alátámasztva az autofágia fontosságát az energia ellátásban a 

születés után(55). Wei és munkatársai azt figyelték meg, hogy az éhezés következtében 

aktiválódik a c-Jun N-terminál protein kinase 1 (JNK-1) amely foszforilálja a Bcl-2-

ıt(106). A Bcl-2 foszforilációja, a Bcl-2 Beclin-1-rıl való ledisszociációjához és az 

autofágiája indukciójához vezet(106). A Bcl-2 foszforilációja indukálja a Bcl-2 Bax 
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disszociációját és az apoptózist. Ventura és munkatársai azt találták, hogy a korai 

tranziens JNK aktivációja a sejtek túlélését, míg a tartós aktivációja a sejtek elhalását 

indukálja(100). Kinetikai vizsgálatok során kimutatták, hogy rövid ideig tartó éhezés 

során a kis mennyiségő Bcl-2 foszforilálódik, ami elég ahhoz, hogy a Bcl-2-Beclin-1 

komplex felbomoljon, de a Bcl-2-Bax komplex megmaradjon. Súlyosabb tápanyag 

megvonás során a Bcl-2 nagymértékő foszforilációja és a Bcl-2-Bax komplex felbomlása 

valamint a kaszpáz-3 aktiválódása megfigyelhetı(107). Ez a jelenség magyarázhatja az 

általunk kapott eredményeket, miszerint az emelkedett Bcl-2 szint mellett emelkedett 

autofágiát láttunk, de az apoptózis mértéke nem növekedett. További vizsgálatok 

szükségesek ennek a hipotézisnek a megerısítésére. 

Fénymikroszkópos eredményeink alátámasztották az elméletünket miszerint ezek 

a természetes anyagok rendelkeznek kardioprotektív hatásokkal. Az I/R kontroll 

szívekben valamint a hatóanyagokkal és 3-MA-nel kezelt állatok szívében onkotikus 

szívizomsejteket figyeltünk meg, a jellemzı nekrotikus sávokkal. A kezelt csoportokban 

ehhez képest majdnem normál szerkezető szívizomsejteket találtunk, alátámasztva a 

kardioprotektív hatásokat. A transzmissziós elektronmikroszkópos vizsgálatok 

megerısítették az autofagoszómák jelenlétét a kezelt állatokban. Az I/R kontroll 

szívekben és a 3-MA-val kezelt állatok szívében is jelen vannak autofagoszómák, de 

ezekben a szívekben a szívizomsejtek struktúrája jelentıs patológiás változásokat 

mutatnak. 

Munkánk során vizsgáltuk az mTOR (mamalian target of rapamycin) szerepét az 

autofágia indukálásában. A Tor egy konzervált Ser/Thr protein kináz, amely szerepet 

játszik a sejt növekedésének, sejtciklus menetének, a tápanyag felvételének, fehérje 

szintézisének és az autofágia szabályozásában(87). A tápanyagokban gazdag állapotok 

aktiválják a TOR-t, ami az Atg 13 hiperfoszforilációját okozza és megakadályozza az Atg 

13 és Atg1 interakcióját, gátolva ezzel az autofágia kialakulását. Éhezés vagy rapamycin 

kezelés, a TOR inaktivációját okozza, ennek következtében az Atg13 gyors 

defoszforilációja következik be, ami indukálja az Atg13-Atg1 kölcsönhatását és az 

autofágia kialakulását(50, 88). Eredményeinkbıl láthatjuk, hogy az I/R önmagában is 

csökkentette a p-mTOR/mTOR arányát, ami arra utal, hogy az I/R indukálta autofágiában 

az mTOR szerepet játszik. További eredményeinkbıl kitőnik az is, hogy a γ-tokotrienol 



 54

jelentısen csökkentette a p-mTOR/mTOR arányát, ami arra utal, hogy a γ-tokotrienol 

által elıidézett autofágia jelentıs mértékben függ az mTOR aktivitásától, ezzel szemben 

a rezveratrol indukálta autofágia kevésbe függ tıle. Kísérleteinkben igazoltuk tehát, hogy 

a rezveratrol és a γ-tokotrienolközött vannak bizonyos szinergista hatások. Ezen 

hatásokban fontos szerepet játszik az Akt-Bcl-2 túlélési útvonal aktiválása, valamint az 

autofágia indukciója. 

Összegzésként igazoltuk, hogy a ma még ipari hulladéknak számító meggymag 

kivonat rendelkezik kardioprotektív hatásokkal. Bizonyítottuk továbbá, hogy a 

rezveratrol képes a „beteg” szívizmot is megvédeni az I/R-indukálta károsodásokkal 

szemben. Végül arra rámutattunk arra, hogy a rezveratrol és a γ-tokotrienol között vannak 

bizonyos szinergista hatások. Az általunk kapott eredmények tovább támogatják azokat a 

megfigyeléseket melyek szerint ez autofágia segíthet a sejtek túlélésében.  
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Összefoglalás:  

 

A munkám elsı részében vizsgáltuk a meggymag kivonat száraz kivonatának 

hatását iszkémiás/reperfundált szívekben. Kísérleteink során a meggymag kivonat 

dózisfüggı módon csökkentette a reperfúzió indukálta kamrai tachiaritmiák 

kialakulásának valószínőségét, továbbá javította a posztiszkémiás szívfunkciók 

felépülését, csökkentette az infarktusos terület nagyságát és az apoptózis mértékét. 

Eredményeinkbıl az is kiderült, hogy a kardioprotektív hatások hátterében legalább 

részben a kaszpáz-3 gátló hatás áll. 

A vörösbor egyik legfontosabb komponense a rezveratrol, amelyrıl számos 

egészséget kedvezıen befolyásoló hatást írtak már le. A kísérleteink során arra a kérdésre 

kerestük a választ vajon képes-e a rezveratrol jótékony hatásainak a kifejtésére beteg 

szívizomszövetben. A rezveratrol elıkezelés jelentıs mértékben csökkentette az I/R 

indukálta bal kamra károsodásokat az elhízott állatokban is, ezek mellet a rezveratrol 

jelentısen csökkentette a kezelt állatok testsúlyát és a vércukorszintet. Eredményeink 

szerint ezen kardioprotektív hatásokban a csökkent endotelin felszabadulás valamint az 

ET-1 fehérje alacsonyabb expressziója, és a Glut-4 fehérje emelkedett szintje játszik 

szerepet. 

Vizsgáltuk továbbá a rezveratrol hatásait γ-tokotrienollal kombinálva is. Együttes 

adagolásuk során szinergikus kardioprotektív hatás tapasztaltunk. Tanulmányoztuk 

továbbá a p-Akt és Bcl-2 „túlélési” fehérjék szintjét. Eredményeink azt mutatták, hogy az 

önálló kezelések is jelentıs mértékben emelték az említett fehérjék szintjét, azonban a 

kombinált kezelés további drasztikus emelkedést eredményezett a fehérjék 

expressziójában, tovább erısítve a szinergista hatások meglétét. Az apoptózis mellett 

vizsgáltuk az autofágia elıfordulását is. Tanulmányoztuk a Beclin-1 fehérje szintjét 

valamint a LC3II/LC3I arányát, melyek jelentıs emelkedést mutattak a monoterápiás 

csoportokban a kontroll csoporthoz képest, s további jelentıs emelkedést tapasztaltunk a 

kombinált kezelést kapott csoportban. Munkánk során vizsgáltuk az mTOR szerepét az 

autofágia indukálásában. Eredményeink szerint a γ-tokotrienol által elıidézett autofágia 

jelentıs mértékben függ az mTOR aktivitásától, ezzel szemben a rezveratrol indukálta 

autofágia kevésbe függ tıle. 
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Summary: 

In the first part of my work, we have studied the effect of sour cherry seed extract 

on the ischemic/reperfused myocardium. Based on our results, this natural by-product 

possesses dose-dependent cardioprotective effects. In line with this, the sour cherry seed 

extract has the capability to reduce the incidence of VT and VF in a dose-dependent 

manner. Furthermore, our immunohystochemisty experiments revealed the ability of the 

sour cherry extract to inhibit the caspase 3. 

One of the most significant components of the red wine is resveratrol, which has 

been recognised to possess many health beneficial effects. We have used this 

phytochemical to test whether it can cure also the pathologic myocardium. Resveratrol 

treatment improved the postischemic cardiac functions, reduced the bodyweight and the 

blood glucose level in comparison with the control animals Based on our results, we 

concluded that the enhanced Glut-4 protein level and reduced ET-1 play a major role in 

the cardioprotective effect of resveratrol. 

Furthermore, we investigated the effect of resveratrol in combination with γ-

tocotrienol. Based on our results we concluded that resveratrol and γ-tocotrienol to some 

extent possess synergic effect against I/R injury. We measured the level of the 

antiapoptotic Bcl-2 and the ratio of the survival p-Akt/Akt. Both of them were 

significantly induced by resveratrol or γ-tocotrienol compared to the vehicle treated 

control group. More enhanced level of Bcl-2 and ratio of p-Akt/Akt were observed in 

samples obtained from the dual treated rats, further supporting the existence of synergetic 

features between resveratrol and γ-tocotrienol. Beside apoptosis, we studied the 

autophagy. To check the role of autophagy, first we studied the level of Beclin-1 and the 

ratio of LC3II/LC3I by Western-blot. In case of both resveratrol and γ-tocotrienol we 

deteceted enhanced level of Beclin-1 and ratio of LC3II/LC3I, which were more intense 

in the dual treated group. The phosphorilation status of mTor was studied to examine the 

mechanisms of initiation of the autophagy. It appears from our results that γ-tocotrienol-

induced autophagy, at least in part, is being mediated through mTOR pathway, and 

resveratrol-mediated autophagy is less dependent on mTOR. 
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