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Az értekezés soran felhasznalt roviditések jegyzéke:

AF: aorta kidramlds

CF: korondria ataramlas

HR: sziv frekvencia

LVDP: kifejl6do bal kamrai nyomas

LVdP/dt: kifejlodo bal kamrai nyomas

VF: kamrai fibrillacié

VT: kamrai tachikardia

HO-1: hemoxigenaz

ROS: reactive oxygen species (szabad gyokok)
COX: ciklooxigenaz

NOS: nitrogénoxid szintdz

ET-1: endothelin-1

Glut-4: gliikkéz transzporter-4

LC3: microtuble-associated protein light chain 3
mTOR: mammalian target of rapamycin

I/R: iszkémia/reperfiizié

MPTP: mitochondrial permeability transition pore
CO: szénmonoxid

HO: hemoxigenaz

KO: knock out

ET: endotelin

AMPK: AMP-activated protein kinase

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

MAP kinédzok: mitogen-activated protein kineses
NF-kB: Nuclear Factor-Kappa B

AP1: activator protein 1

Egrl: Early growth response factor 1

sICAM-1: soluble intracellular adhesion molecule-1



sE-Selectin: endothelial leukocyte adhesion molecule-1

sVCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1

hsc 73: heat shock cognate protein

Lamp?2a: lysosomal- associated membrane protein-2a

GABARAP: y-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 Becl-regulated autophagy

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase

Atg: autophagy-related proteins



Bevezetés:

A sziv és érrendszeri megbetegedések kovetkeztében bekovetkezd elhaldlozasok
szdma napjainkban is vezeti a haldlozdsi statisztikdkat a fejlett orszdgokban.
Magyarorszdgon az elhaldlozdsok tobb mint felének hétterében valamilyen
kardiovaszkularis megbetegedés dll. Az elmult néhany évtizedben szdmtalan tanulmény
foglalkozott az iszkémia/reperfizié indukdlta kéarosoddsok patomechanizmusinak
feltarasaval, valamint a rizikéfaktorok vizsgélataval, melyek kozott szerepel a dohdnyzas,
elhizds, cukorbetegség, magas vérnyomds, mozgdsszegény életmdd, tdlzott
alkoholfogyasztds, valamint a telitetlen zsirokban és koleszterinben gazdag taplalkozés.
Ennek ellenére az iszkémids betegek terdpids kezelése még ma sem megoldott, és a
betegségek incidencidja nem csokken, s6t novekszik €s egyre fiatalabb korcsoportokat
érint. Ezek a tények teszik indokolttd a témakor tovabbi vizsgélatit, hogy mélyebben
megismerjik az ok-okozati Osszefiiggéseket és célzottabb terdpids alternativdkat
biztositsunk a betegek, illetve a magas rizik6ju beteg csoportok szamaéra.

A betegségek kezelésében egyre fontosabb szerepet tulajdonitanak a
megeldzésnek €s a kiillonbozo rizikdtényezok csokkentésének. A rizikotényezok koziil a
dohdnyzds abbahagydsa, illetve a mértéktelen alkoholfogyasztds csokkentése tlinik
egyszeriibb feladatnak. A helyes tédpldlkozdsi szokdsok kialakitdsa, illetve idésebb
betegekben a mar meglévd szokdsok megvaltoztatdsa ennél nehezebb, sok esetben
lehetetlen feladat. A tdpldlkozasi szokdsok kialakitdsakor sokszor nem is a mennyiségi,
hanem a mindségi valtoztatisok megtanitisa a nehéz feladat. Ezért egyre fontosabb
szerepet toltenek be a novényi eredetli étrendkiegészitOk, amelyek a betegek kezelésében,
mint adjuvans szerek johetnek szdmitisba. Tovdabbd a magas rizik6ju csoportokban
késleltethetik a betegségek kialakulasat.

Az iszkémia kivalté oka 4ltalaban valamilyen szervi eredetli érelzarddas, illetve
érszlkiilet vagy korondriaspazmus lehet, mely révén az adott szovetrész perfiizidja
lecsokken, illetve teljes elzdrodds esetén meg is sziinik, ezdltal zavar all be az adott
szivizomrész oxigén és tdpanyagellitdsiban. Az iszkémia okozta zavar a szubsztrit,
illetve oxigén ellatdsban kdros anyagcseretermékek felszaporoddsit eredményezi,

melynek kovetkeztében kezdetben funkcidzavar jon létre, majd a sejtek elhaldsa



kovetkezik be, nekrdzis vagy apoptdzis utjan. A folyamat hatterében az egyik kivalté ok
a csokkent oxigén kindlat miatt a glilkéz aerob metabolizmusdnak ledlldsa. Iszkémia
sordn az aerob glikolizist felvéltja az anaerob glikolizis, mely viszont nem képes a sejtek
ATP igényét fedezni. Az iszkémia kezdetén a szervezet a kreatin-foszfat szint
csokkentése révén fenntartja az ATP szintet, ezt kovetden azonban az ATP szint
csokkenni kezd. A masik fontos kovetkezménye az anaerob glikolizisnek, hogy
felszaporodik a sejtekben a tejsav, amely csokkenti az intracellularis pH-t, s a pH
csokkenésével a miofilamentumok kalcium érzékenysége lecsokken. Ez a jelenség lehet a
magyardzata annak, hogy az iszkémia kezdetén az ATP szint még csak kis mértékben
csokkent és a Ca™ szint is megfeleld, azonban a miofilamentumok csokkent Ca™
érzékenysége miatt a pumpafunkciok hirtelen ledllasa kovetkezik be(20). A csokkend pH
fokozza a Na'/H" antiporter aktivitdsdt emelve az intracelluldris Na* szintet, ez csokkenti
a Na'/Ca™ cserét, ami fokozza a kalcium felhalmozddast a sejtekben. A lecsokkent ATP
szint kovetkeztében zavart szenved a kalcium sejtplazmabdl torténd eltavolitdsa, valamint
az ATP-szenzitiv K' csatorndk megnyitdsa miatt csokken az intracelluldris kalium
szint(6).

Az iszkémia sordn a sejtek illetve az érintett miokardium tdlélésében
elengedhetetlen feltétel a reperfizid, azonban ez sem veszélytelen. A sejtek elhaldsa
torténhet a plazmamembran szakaddsdval vagy programozott sejthaldl, apoptdzis utjéan.
Altaldban a sejtek elhaldsdban akér nekrézis, akdr apoptdzis ttjdn torténik tobb tényezd
jatszik szerepet, és a koriilményektdl fiigg, melyik van tilsdlyban(36). Altaldnosan
elmondhat6, hogy legtobb esetben az iszkémia/reperfizié-indukalta madsodlagos
sejtelhaldsok a reperfizié elsd perceiben torténnek és a szarkolemma feldaraboldédasdval
jarnak(79, 85).

A reperfizio kezdetén a megindult véraram kovetkeztében az érintett miokardium
telitodik ,,friss” vérrel és helyredll az oxigén, illetve a tdpanyag kindlat. A reperfizid
kezdetén a nagymértékben redukdlédott mitokondridlis elektrontranszport ldnc
komponensei €s a helyredllt oxigén elldtds miatt hirtelen nagy mennyiségii ROS (reactive
oxygen species) termelddik, amelyet a meggyengiilt védekezd antioxidans rendszerek
nem képesek semlegesiteni. A reperfizié soran tovabbi ROS forras lehet a xantin oxidaz,

NADPH oxiddz. A fokozott ROS (OH’, H,0,, O,") termel6dés, és a meggyengiilt



védekez6 rendszerek miatt alakul ki az oxidativ stressz, ami tovabbi karosodasokhoz
vezethet. A keletkezd ROS kérositja a lipideket (lipid peroxidécid), amely kérositja a
citoplazma, illetve a kiilonb6z0 sejtorganellumok membréanjat, a fehérje ldncok
karosoddsa  kiilonboz6  kulcsfontossdgd  enzimek, illetve  proteinstruktirak
funkcidvesztéséhez vezethet. Tovabba az oxidativ stressz kérosithatja mind a genomidlis
mind a mitokondridlis DNS-t, ami kiulonb6z6 muticidkhoz, illetve a DNS torésé€hez is
vezethet. Mindezen kédrosoddsok a sejtek sériilléséhez, illetve elhaldsdhoz
vezethetnek(76).

Reperfizié sordn a pH, illetve az ATP szint visszadll a normal kozelébe dm az
intracelluldris kalcium szint magas, ezt tovdbb fokozza a nétrium tdltelitddés
kovetkeztében a reperftizié elsd periédusdban ,forditott” médban miikodd Na*/Ca™
antiporter. A sejtek anyagcseréjének rendezédése folyaman a Ca™ tiltelitédés dtmegy a
Ca™ oszcilldcidjdban a sejtplazma és sarcoplazmatiucus reticulum kozott. A folyamat
kovetkeztében magas Ca™ csicsok alakulnak ki egymdst kovetden a sejtekben(46). A
reperfuizioé kezdetén a Ca™ tultelitddés egy fokozott kontraktilis dllapot idéz el8, tovabba
noveli az aritmidk kialakuldsanak valdszintiségét(79). A reperfizié kezdetén mikor a pH
rendezdédik kiilonboz6 kalciumfiiggd proteolitikus folyamatok indulnak el, amelyek
iszkémia alatt az alacsony pH miatt gatoltak. Ezek a folyamatok a kalpainokhoz
kapcsolhat6ak(27). Feltehetoen a magas ROS koncentricid, illetve ezek a kalcium-fiiggd
proteolitikus folyamatok allnak az iszkémia/reperfiizi6 utdn esetlegesen kialakult
csokkent kamrafunkcié hatterében (stunned myocardium)(26).

Az elmult évtizedben egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a mitokondriumok
diszfunkcidjdnak  illetve  miikodésképtelenségének a  reperfuzié  indukélta
karosoddsokban. Az MPTP (mitochondrial permeability transition pore) megnyildsa
eldidézi a mitokondriumok depolarizacidjat, felfivodasat majd kiilsé mitokondrium
membran szakaddsat, amely hozzdjarulhat mind az apoptézis mind a nekrdzis
kialakuldsédhoz. Az MPTP iszkémia alatt zdrva van az alacsony pH miatt, majd a
reperfuzid kezdetén ,,idedlis” koriilmények adodnak a megnyitasdhoz. Ezen koriilmények
kozott szerepel a Ca™™ tiltelitettség, a pH normalizaléddsa, valamint az oxidativ stressz

(36) .



Az oxidativ stressz megvéltoztatja a kardiomiocitdk metabolizmusat, a kiillénb6zo
szignaltranszdukcids utakat, illetve bizonyos gének expresszidjat(41). Ez a megvaltozott
redox kornyezet tehét nagy szerepet jatszik az I/R-indukdlta kdrosodasok kialakuldsdban.
Ismeretes az a tény hogy a szabadgyokfogd tulajdonsdggal rendelkezd molekulak
rendelkeznek kardioprotektiv hatdssal. A sejtek fel vannak szerelve kiilonb6z6 védekezd
antioxiddns rendszerekkel, amelyek normal esetben képesek a keletkez0 ROS
semlegesitésére. Ez lehet enzimatikus, mint pl.: a kataldz, szuperoxid-diszmutiz
(MnSOD, Cu/ZnSOD), thioredoxin-reduktdz, vagy a glutathion-peroxiddz, vagy nem
enzimatikus mint pl.: a thioredoxin, glutaredoxin, gluthation, vitaminok (A, E, C)
coenzim Q, omega-3-zsirsavak, tovabba az extracelluldris folyadékban taldlhat6 albumin,
ceruloplazmin, transzferrin(13). Ezek mellet j6 néhdny novényi szarmazék is rendelkezik
szabadgyokfogé tulajdonsiggal, illetve kardioprotektiv hatdssal. A Kozép- és DéEl-
Amerikdban Oshonos farkascseresznye (Withania somnifera) megvédi a szivizmot mind
az I/R mind az izoprenalin-indukdlta karosoddsokkal szemben (32, 68). Hasonléan a
farkascseresznyéhez a Dél-Azsidban honos bengéli-birs is védelmet nydjtott az
izoprenalin-indukdlta karosoddsokkal szemben(80). Ezek mellett szdamos mds novényi
kivonatrél, illetve novényi szarmazékrol mutattdk mar ki, hogy rendelkeznek
kardioprotetiv hatdsokkal. A novények kardioprotektiv hatdsaiban nagy szerepet
jatszanak a flavonoidok, antocianidok, polifenolok, szabad telitetlen zsirsavak, a magas
rosttartalom €s egyéb mas bioldgiailag aktiv komponensek(37, 73, 108).

A meggymag hazdnkban els6sorban, mint a meggy felhaszndldsdnak
mellékterméke jelenik meg. Azonban a meggymag szilard fazisdnak analizise sordn
kideriilt, hogy a meggymag szilard frakcidja is tartalmaz tobb bioldgiailag aktiv
komponenst, mint pl.: kiilonbdz6 polifenolokat, flavonoidokat, ndvényi zsirsavakat, pro-
és antocianidokat, transz- rezveratrolt, illetve kisebb mennyiségben mds bioldgiailag
aktiv komponenseket. Szabé €s munkatarsai kimutattdk, hogy a meggymag kivonattal
kezelt allatok retindja ellendllobb az iszkémia/reperfiizid-indukalta karosoddsokkal
szemben, a protektiv hatds hatterében a hemoxigendz-1 (HO-1) rendszert azonositottak
be. A tanulmdny szerint a meggymag kivonattal kezelt dllatok szemében a HO-1
expresszié I/R utdn is szignifikdnsan magasabb volt, mint a kezeletlen kontroll

allatokban, ezzel egyiitt az endogén CO szint is megemelkedett. Ezek mellett a



meggymag-kivonattal torténd kezelés megakaddlyozta I/R utdn a Ca™ és Na® ionok
intracelluldris felhalmozddédsat valamint az intracelluldris K* ion vesztést (93). Mivel a
hemoxigendz rendszer citoprotektiv és kardioproteltiv szerepe ismert a kardiovaszkularis
rendszerben(77), valamint az intracelluldris ionok megfeleld szinten tartisa nagy
jelentdségli az I/R-indukdlta kdrosoddsok kivédésében(78), ezért dontottiink amellett,
hogy megvizsgaljuk vajon a meggymag kivonatdnak van-e hasonléan kedvezd hatdsa az
iszkémia/reperfiizié indukélta miokardium karosoddsokkal szemben.

A megfeleld taplilkozas fontossdgdnak hangsulyozdsaban €s a kiillonbozd novényi
eredetii anyagok vizsgélatdban fontos tényezd volt az tgynevezett ,Francia paradox”
jelenségének felismerése, €s a hatterének vizsgdlata. A ,Francia paradox” szerint a
francidk sem fogyasztanak kevésbé zsiros ételeket, illetve a francia konyhdban is
megtaldlhatéak olyan alapanyagok, amelyeket nem tartanak egészségesnek, azonban
atlagosan 4 évvel élnek tovdbb, mint az amerikaiak. Tovdbb4 a miokardidlis infarktus
kialakuldsdnak a gyakorisdga, illetve a korondria megbetegedések szama is kb. 40 %-kal
alacsonyabb, mint az amerikaiaké vagy mas hasonléan fejlett orszdgban é16ké(22, 83). A
jelenség hatterének vizsgélatabdl nagyszamui tudomdényos publikdcid sziiletett, melyek
eredményi alapjan kideriilt, hogy az antioxiddnsokban gazdag ételek, mint pl.: az
étcsokoladé, vagy szojatermékek, illetve italok, mint a vordsbor vagy kiilonféle tedk,
kardioprotektiv hatdsokkal rendelkeznek(42, 81). A ,JFrancia paradox”-ért legalabb
részben a polifenolokban gazdag vordsborfogyasztdst teszik feleldssé(31, 83). Egy-két
pohédr vorosbor elfogyasztidsa csokkenti a kardiovaszkuldris, cerebrovaszkuléris és
periférias vaszkuléris megbetegedések kialakuldsdnak a kockdzatat(31, 57). Ezek mellett
csokkenti a kiilonbozé daganatos megbetegedések kialakuldsi valdsziniiségét, illetve
lassitja a kiilonb6z0 neurodegenerativ megbetegedések progresszidjat(31, 102). A
vorosborban megtaldlhaté kb. 500 kiilonboz6 antioxidans hatéanyag koziil napjainkban a
rezveratrolt és a proantocianidineket tartjdk elsdsorban feleldsnek a kedvezd hatdsokért.

A rezveratrol (3,5,4’-trihydroxystillbene) egy polifenol, melynek egyre tobb
kedvezd bioldgiai és egészségmegdrzd hatdst tulajdonitanak, a kemoprevenci6tl a
kardioprotekci6ig(29). A rezveratrol tomege 228.25 Dalton dsszegképlete Ci4H;,0s3. Cis
és transz formdban 1étezik és bar mind a két formdjdban megtaldlhaté a természetben a

transz- rezveratrol hatdsai nagyobb mértékben tanulmédnyozottak. A rezveratrol a
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vorosbor mellett megtaldlhatd, a sz6ldben, mogyordban, afonydban, a meggymagban és
meg tobb kiilonbozd zoldségben és novényben(14). Szintézisét a stilbénszintaz végzi egy
molekula p-kumaril-CoA és harom molekula malonyl-CoA felhasznalasdval kiilonbozo
magasabb rendi novényekben. El0szor 1940-ben Takaoka izolalta a hunyor gyokerébdl
(Veratrum grandiflorum)(95). A figyelem kozéppontjdba 1992-t61 kezdett Kkeriilni,
amikor Siemann és Creasy kimutattdk a borban(90), illetve még inkdbb 1995-ben mikor
Bertelli és munkatdrsai leirtdk, hogy rendelkezik trombocita aggregicié gatld
hatdsokkal(7). Ezt kovetden bizonyitottd valt, hogy rendelkezik daganatellenes
hatdsokkal is és ezzel egy idében robbandsszeriien novekedett a megjelent tudoméanyos
kozlemények szdma, amelyek a rezveratrol bioldgiai hatdsaival foglalkoznak(47).
Igazoltak a rezveratrol daganatellenes hatdsat, valamint hatékonysdgat mind az iszkémias
mind més kardiovaszkuldris megbetegedésekben, tovabba kimutattik, hogy megnoveli az
élettartamot(2, 5, 8). Szdmtalan tanulmany vdlasztotta célkitlizésének a rezveratrol
hatdsmechanizmusdnak vizsgalatit. A rezveratrol képes kotddni az Osztrogén
receptorokhoz €és azokon keresztiil médositja kiilonb6z6 a DNS szintézishez és a sejt
ciklushoz kapcsolddo fehérjéket, mint pl. pS3 és Rb/E2F, valamint kiilonb6z0 ciklineket
és ciklin-fliggd kindzokat. Tovdbba hatdssal van a stressz valasz illetve a sejt
proliferaciéban szerepet jatszé transzkripciés faktorokra, mint pl. NF-kB, AP1 és Egrl.
Ezen hatdsok részben kiillonbozé MAP kindzokon (mitogen-activated protein kineses),
faktorok médosuldsahoz (pl. Bcl-2 fehérje csalad), valamint bizonyos enzimek, gy mint
a ciklooxigendz (COX), nitrogénoxid szintdz (NOS), tovabba I-II fazisd detoxifikald
enzimek moddositdsdhoz. Ezek mellet a rezveratrol befolydsolja bizonyos transzkripcids
kofaktorok expresszidjat, illetve aktivitasat is, ilyenek pl. a p300 és a sirtuin-1(21, 91).

A Kkiilonb6z6 kozleményekbdl, amelyek a rezveratrol hatdsit vizsgaltdk az
iszkémia/reperfizié okozta szivkarosoddsokra kideriilt, hogy tobb egymads melletti
mechanizmus jatszik alapvetd szerepet a kardioprotektiv hatdsok kialakuldséban.
Kimutattdk, hogy a rezveratrol noveli az i-NOS, e-NOS és az n-NOS szintet, €s ellazitjdk
az izolalt aorta gytirtik simaizmat, valamint csokkentik a szivizom karosodasat(24, 44).
Val6sziniileg ez a tulajdonsdga is szerepet jatszik az in vivo antioxidans

sajatossagaiban(82), illetve az hogy képes a kataldz szintjének a megemelésére(25).
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Tovéabba bizonyitottdk azt is, hogy gyulladdscsokkentd hatdssal is rendelkezik. JelentOsen
csokkentette I/R utdn a pro-adhéziés molekuldk, igy a sSICAM-1 (soluble intracellular
adhesion molecule-1), sE-Selectin (endothelial leukocyte adhesion molecule-1) és
sVCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) szintjét(16). Tovabba prekondiciondlja a
sziveket az A és az Aj receptorok aktivalasan keresztiil. Az A; receptorhoz kapcsol6dé
CREB fiiggd Bcl-2 utvonal aktivalasa(15). Ezek mellett a rezveratrol moédositja
kiilonb6z6 MAP kinazok aktivitasat, valamint noveli a HO-1, a Trx-1 (thioredoxin-1) és a
VEGEF (vascular endothelial growth factor) szintjét eldsegitve a neovaszkularizaciét az
infarktusos teriileten(49).

A diabetes egy nagyon fontos rizikofaktor, mely sok szovOdménnyel jarhat és
sulyosbithatja az iszkémids megbetegedéseket. A diabétesz ezen tulajdonsdgaiért tobb
tényezd is felelds, ezek koziil itt kiemelném a megnovekedett oxidativ stresszt, a
novekedett trombdzis hajlamot, valamint az endotelidlis diszfunkciét(l, 28, 52).
Kisérletes koriilmények kozott tartésan magas szénhidrat tartalmd téplalék inzulin
rezisztenciat okoz normdal illetve Zucker Obese allatokban(45), és endotelialis
diszfunkcié alakul ki(71). Mivel a rezveratrol képes védeni az endotelidlis diszfunkcid,
valamint az I/R-indukélta karosoddsokkal szemben az ép 4llatok szivében ezért
feltételeztiik, hogy képes lehet az elhizott dllatok szivszovetét is védeni az I/R indukélta
karosoddsokkal szemben. Ezért 5/mg/ttkg rezveratrollal kezelt elhizott dllatok szivét
vetettiik ald 30 perc iszkémidnak és 120 perc reperfizidnak kiilon cukorterheléssel vagy
pedig anélkiil. Tovabba vizsgdltuk, hogy a rezveratrol hogyan hat a testsulyra és a
vércukorszintre, valamint a posztiszkémids szivfunkciokra.

Amint azt fentebb emlitettiik az I/R soran kialakult funkci6 zavar kovetkeztében a
sejtek nekrdzis vagy apoptozis utjan halnak el. Ezek mellet 1étezik egy masik tipusi nem
apoptotikus programozott sejthaldl, az autofidgia. A hiarom mechanizmus koziil az
autofdgia szerepe a legkevésbé tisztizott. Az autofigia egy olyan evolicidsan
meglehetdésen konzervalodott katabolikus folyamat, amelyben a sejt sajat részei
degraddlédnak lizoszémalis dtvonalon. A jelenség normal sejtekben is megfigyelhetd,

melynek sordn a sejt lebontja, majd djra felhaszndlhatja bizonyos hosszu életii fehérjéit,
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makromolekuldit vagy akar egész sejt organellumait, igy példdul mitokondriumokat,
riboszomakat, vagy peroxiszomakat.

Az autofagidnak harom formdjat kiilonboztetjiik meg: a makroautofagiat, a
mikroautofdgidt, és a chaperon medidlt autofdgiiat. Mikroautofdgia sordn a lizoszéma
membrénja direkt beborit bizonyos citoplazma részeket. Chaperon meditdlta autofagia
soran kiillonbozé maddositott fehérjék keriilnek be a lizoszémdkba a hsc 73 (heat shock
cognate protein) és a Lamp2a (lysosomal- associated membrane protein-2a) segitségével.
A makroautofigia a legaktivabb formdja az autofagidnak, ahol kezdetben egy izol4cids
membréan formalddik, amely novekszik és kialakul a kettés membran struktira amelyet
autofagoszoémanak hivnak. Az autofagoszoma korbevesz citoplazma részeket, bizonyos
koros fehérjéket vagy akdr sejtorganellumokat is és ezt kovetden egyesiill egy
lizoszémaval és kialakul az autofagolizoszoma(112). Fiziol6gids koriilmények kozott az
autofdgia fontos szerepet jatszik a sejtek homeosztdzisdban ¢és katabolikus
energiaforrasként szolgél éhezés alatt(55). A jelenséget szivizomsejtekben el0szor Sybers
és munkatarsai irtdk le 1976-ban(92). A tanulmany szerint a szivizomsejtektol
atmenetileg megvontdk az oxigén és gliikoz ellatiast, majd ezt visszaallitottdk és az
indukalta az autofdgiat. Ezt kovetéen Decker és Wildenthal izoldlt Langendorff nyul
sziven megfigyelték, hogy az autofagia fokozddéasa kapcsolatban all a sziv funkciondlis
felépiilésével I/R kovetden(18). Yan és munkatarsai megallapitottak, hogy a kronikusan
iszkémids miokardiumban az autofagoszémék szdma emelkedett az el6 szivizomrészeken
és alig detektdlhaté az elhalt miokardiumban, valamint az autofdgia mértékének
emelkedésével csokkent az apoptotikus sejtek szdma(111). Egy nemrégiben megjelent
tanulmdny szerint, mind az iszkémia mind a reperfizié indukdlja az autofagiit. Az
iszkémia altal indukalt autofdgia az AMPK fiiggd, ezzel szemben a reperfizié indukélta
autofagia nem fiigg az AMPK-t61(66). Opipari és munkararsai leirtdk, hogy a rezveratrol
képes indukdlni az autofagidt bizonyos daganatos sejtvonalakon(72). Ezek alapjan
dontottiink gy, hogy megvizsgaljuk, vajon a rezveratrol indukdlta kardioprotektiv
hatdsokban szerepet jatszik-e az autofdgia jelensége. A tanulmanyban vizsgélni kivantunk
egy masik novényi szdrmazékot a vy-tokotrienolt(17). A kozelmiltban megjelent
tanulmanyunkban beszamoltunk arrdl, hogy a y-tokotrienol képes védelmet nytjtani a

sziveknek I/R-indukdlta karosoddsokkal szemben. El6z6 tanulményainkban a kiilonboz6
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tokotrienol izomereket hasonlitottuk 6ssze, eredményeink szerint a y-tokotrienol rendelkezik a

legjelentdsebb kardioprotektiv hatdssal. Vizsgdlatainkban kideritettiik azt is, hogy a y-tokotrienol

1212,

1212 %

rezveratrol és a y-tokotrienol egyiitt adva rendelkezik-e valamilyen szinergista hatdssal.

Az autofagia folyamatdnak tanulmdnyozdsara sordn két markert vdlasztottunk az egyik a
Beclin-1 a mdasik az LC3, tovabba elektronmikroszképos vizsgalatokat végeztiink a jellegzetes
autofagoszomdk kimutatdsa érdekében. Az LC3II az egyik legjobb marker az
autofagoszOmamembrin komponenseire. Az LC3-at mas néven Atg 8, az Atg 4 egy
cisztein protedz hasitja a C-termindlis arginint és alakitja at LC3I-é, ezt kovetden az Atg
7 aktivdlja a C-termindlis glicint és az Atg 3 segitségével eltavolitja azt, majd
foszfatidiletanolaminnal konjugalodik és alakul ki az LC3II. Az LC3II-6t ezt kovetden az
Atg 5 transzferdlja az autofagoszoma kiils0 membranjaba(65, 96). Az LC3 mellett két
masik Atg 8 homoldg is 1étezik a GABARAP (y-aminobutyric acid type A receptor
associated protein) és a GATE-16 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa)(86,
104).

Az L.C3 mellett a Beclin-1-et hasznaltuk markerként. A Beclin-1 el6szor, mint a
Bcl-2 kotdpartnere lett azonositva(59). A Beclin-1 (Atgb) szerkezete és szerepe az
autofagoszoémdk kialakuldsdban evoliciésan konzervalt(51). A Beclin-1 a Vps34 III
csoportd foszfatidilinozitol 3 kinase (PI3K) allosztérikus aktivatora(56), emellett a
Beclin-1-hez direkt kotédik még az UVRAG és az Ambra-1, amelyek aktivaljdk az
autofagiat és a Bcl-2-6t, amely gétolja az autofdgia kialakuldsat(23, 58, 75). A Beclin-1
teljes delécidja az embrié korai elhaldsdval jar, s a heterozigéta allatok normal

fenotipusuak, de nagyobb aranyban alakulnak ki spontidn tumorok benniik(113).
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Célkitiizések:

A munka sordn célul tlztiik ki, hogy vizsgaljuk kiilonb6z6 novényi kivonatok illetve

vitaminok hatdsat az iszkémia/reperfiizi6-indukalta aritmidk, valamint a posztiszkémids

karosodasok ellen izolalt sziv modellen.

IL.

II1.

Vizsgdltuk a meggymag szilard fazisanak hatdsait a poszt iszkémids
szivfunkciok felépiilésére, az iszkémia-reperfiizié indukélta kamrai aritmidk
és kamrai fibrillacié kialakulasanak csokkentésére, valamint a miokardialis
infarktus és apoptdzis mérséklésére. Vizsgéltuk, hogy a meggymag szilard
fazisaval torténd kezelés képes-e csokkenteni a kaszpdz-3 aktivitdst a
szivszovetben.

Célkitlizéseink kozt szerepelt annak vizsgdlata, hogy kideritsiik a rezveratrol
képes-e javitani a posztiszkémids szivfunkcidkat illetve csokkenteni az
infarktusos teriilet nagysagat és az apoptdzis mértékét genetikailag modositott
»zucker obese” patkdnyokban. Valamint, hogy a hatisban milyen fehérjék
jatszhatnak szerepet.

Vizsgaltuk, a rezveratrol €s y-tokotrienol hatdsat kiilon és egyiitt adagolva a
posztiszkémids szivfunkcidk felépiilésére, az infarktusos teriilet nagysagéra
valamint az apopt6zis mértékére. Tanulmanyoztuk az autofagia szerepét ezen
két molekula szivvédd hatdsaiban. Tovdbba vizsgéltuk a kiilonbozo talélési

fehérjék expressziojat.
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Anyagok és médszerek:

Kisérleteink sordan him "Zucker obese" ¢€s Sprague-Dawley patkanyokat
hasznaltunk. Valamennyi allat a ,,principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” el6irdsainak megfeleld koriilmények kozott

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

1. Kezelési protokollok:

A. A meggymag Kkivonat készitése és kezelési protokoll:

A meggymagok szdritdsat kovetden a csonthéjat eltavolitottuk és a megdroltiik,
majd n-hexdnnal extrahdltuk Soxhlet késziilékben. Az olddszert vakuumban
eltavolitottuk, és egy sarga szinll olajos fazist kaptunk (fazis 1), mely tomege 32-36%-a
volt az eredeti tomegnek. A visszamaradd szilard fazist (fazis 2) szdritottuk, és a
késObbiekben ezt az olajmentes szilard fazist haszndltuk fel a vizsgélatokhoz. A fazisok
szétvalasztasat kovetden UV-, infravoros-spektroszkopiai, gdaz-, folyadék- valamint
tomeg- spektrometrids vizsgalatokat végeztiink. Az olajos fazisban triglicerideket, olajsav
szarmazékokat, o-tokoferolt, tokotrienolokat, és tokoferol szeri anyagokat taldltunk. A
szilard fazisban tobb bioaktiv komponenst azonositottunk, tigy mint kiilonb6z6 cianidok
(2-4%), polifenolok (1-3%), flavonoidok (1-4%), novényi zsirsavak (1-3%), pro- és
antocianidok (1-2%), transz- rezveratrol (1%), stilbének (1%), és katechinek (1%).

A tanulményhoz a him Sprague-Dawley (280-360g) patkdnyokat 6t csoportba
osztottuk, az I-IV. csoportba tartoz6 éllatokat 14 napon at kezeltiik kiillonb6z6 dozisu
meggymag kivonattal (1, 5, 10 és 30 mg/ttkg/nap), az 6todik csoport allatai oldoszert

(0,9%-0s NaCl oldatot) kaptak naponta egyszer szdjon keresztiil.

B. Kezelési protokoll rezveratrollal:

23-24 hetes ,,zucker obese”, illetve hasonl6 kord normadl patkdnyokat hasznaltuk a
kisérletekhez. Az dllatokat hdlés ketrecekbe hdarmasdval helyeztiink el, és 12-12 6rés
éjszakai és nappali ciklust tartottunk fenn. A kezelések megkezdése el6tt az allatokat 7

napon keresztiil tartottuk dllathdzunkban. Ezt kovetden az obese éllatokat négy csoportba
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osztottuk. Az elsO csoport dllatait 14 napon keresztiil kezeltiikk a vivoanyaggal (10 %
etanol oldat); a masodik csoport allatait pedig ugyancsak 14 napon keresztiil kezeltiik 5
mg/ttkg/nap ddzisu rezveratrol oldattal. A harmadik csoport dllatai 21 napon keresztiil 10
%-o0s cukoroldatot kaptak €s a 8-ik naptol kezdve vivoanyag kezelésben részesiiltek, mig
a negyedik csoport dllatai 21 napon keresztiil 10 %-os cukoroldat kezelést kaptak és 8-ik
naptdl fogva 5 mg/ttkg rezveratrol kezelésben is részesiiltek. Az 6tddik csoportban

hasonl6 koru normal dllatokat kezeltiink vivoanyaggal 21 napig.

C. Rezveratrol és y-tokotrienol el6kezelés:

A Kkisérletek kezdetén a 250-300 g tomegii him Sprague-Dawley patkdnyokat
négy csoportba osztottuk. Az elsé csoport allatait 15 napon 4t kezeltiik ordlisan
vivOanyaggal majd djabb 15 napon at 2.5 mg/ttkg rezveratrollal. A masodik csoport
allatai 30 napon &t kaptak 0.3 mg/ttkg ddézisban y-tokotrienolt. A harmadik csoport
allatait 30 napon keresztiil kezeltiikk y-tokotrienollal majd a 16-ik naptdl rezveratrolt

kezelésben részesiiltek. A negyedik csoport éllatait vivoanyaggal kezeltiik 30 napon ét.

2. Izolalt dolgozo patkany sziv preparatum:

A kezeléseket kovetden az dllatokat elaltattuk egy intraperitonealis natrium
pentobarbitdl (60-80 mg/ttkg) injekcidval. Véralvaddsgitloként intravénds heparint
alkalmaztunk 500 IU/ttkg d6zisban. A heparin injekcid utdn, thorakotomidt végeztiink és
a sziveket jéghideg mddositott Krebs-Henselite pufferbe helyeztiik. Ezt kovetden az
aortan keresztiil kaniildltuk a sziveket és 10 percig perfundaltuk 100 vizcentiméteres
nyomds mellett mdédositott KHB pufferrel nem dolgozé ,,Langendorff-médban™, hogy
eltdvolitsuk a vért. A 10 perc ,,mosdsi” periddus alatt a pulmonadris vénat kaniilaltuk és a
sziveket atkapcsoltuk ,,dolgozé” médba. A dolgozé mddba torténd kapcsoldskor elzartuk
az aortds bedramldst és a pulmondris véna fel6l perfunddltuk a sziveket 17
vizcentiméteres nyomadssal (elOterhelés). Ezen periddus alatt dtlagban 45-60 ml KH
puffer tdvozott a szivbdl az aortin keresztiil egy 100 vizcentiméteres nyomadssal
szemben(109). A moédositott Krebs-Henselite bikarbonat puffer osszetétele 118 mM
NaCl, 5,8 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 25 mM NaHCOs;, 0,36 mM KH,PO4, 1,2 mM

MgSO4, és 5 mM gliikoz volt.
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3. Az iszkémia kivaltasa:

Az aerob perfuziét kovetden 30 perc teljes iszkémidt valtottunk ki a pulmondris
véna és az aorta felOli kaniil elzdrasaval. Annak érdekében, hogy a szivizmot megvédjiik
a kiszdradastdl az livegedényt a kisérlet teljes ideje alatt befedtiik, igy tartva a kb. 90-
100%-os paratartalmat. A 30 perc elteltével az aorta feldli kanul megnyitasaval a sziveket
10 percig Langendorff-médban reperfundaltuk, annak érdekében, hogy kivédjikk a
reperfuzié-indukélta fatdlis kamrai fibrillaciét. A 10 perc Langendorff reperfiziét

kovetden a sziveket 110 percre dolgozé médba kapcesoltuk(109).

4. Bal kamrai funkciok mérése:

A kisérleteink sordn epikardidlis elektrogrammot regisztraltunk két a szivhez
kozvetleniil kapcsolodd eziist elektrod segitségével. A kisérletek végén az EKG-t
elemeztiik, hogy meghatarozzuk a kamrai fibrillacié (VF) illetve kamrai tachikardia (VT)
eléforduldsi gyakorisagat a reperfizio elsd 2 perce soran. Amennyiben a VF vagy VT ki
alakult és két perc utdn a sziv nem tért vissza spontdn szinusz ritmusba, a sziveket
elektromosan defibrillaltuk egy 1 masodperces 15 V-os négyszog impulzus segitségével.
Az aerob perfuzi6 végén és a reperfuzi6 30, 60 és 120-ik percében mértikk a
szivfunkcidkat, igymint aorta kidramlas (AF), korondria atdramlas (CF), sziv frekvencia
(HR), kifejlodod bal kamrai nyomdas (LVDP) és a kifejldd6 bal kamrai nyomds id6 szerinti
elso derivaltjat (LVdAP/dt) (ADinstruments, PoweLab, Castle Hill, Australia). A harmadik
kisérletsorozatunkndl a Gould P23XL pressure transducer (Gould Instrument Systems
Inc., Valley View, OH, USA) rendszert hasznéltunk(99). Az aorta kidramldst egy
kalibralt aramlasmérd segitségével mértilk. A korondria ataramldst a koronaridkbol

kicsopog6 folyadék egy percig torténd 0sszegylijtésével hataroztuk meg.

5 a. Infarktusos teriilet meghatarozasa (meggymag és a rezveratrol hatasainak

vizsgalata soran):

Miutin a sziveket aldvetettik a 30 perc teljes iszkémidnak és a 120 perc
reperfizionak, 25 ml 1%-os trifenil-tetrazélium klorid oldatot injektéaltunk a szivekbe az
aortan keresztiil, majd a sziveket -70 °C-on tdroltuk. A fagyott sziveket ezt kdvetden

merdlegesen az apiko-bazdlis tengelyre 2-3 mm szeletekre véagtuk, majd lemértiik,
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szaritottuk, targylemezek kozé helyeztiik és szkenneltiik (HP Scanjet 5p). Ezt kovetden
meghatdroztuk az infarktusos teriilet nagysagat és kiszamitottuk az infarktusos teriilet
tomegét. Az infarktus mértékét az infarktusos rész/teljes bal kamra tomeg x 100 képletbdl

J-ban kaptuk meg(54).

5 b. Infarktusos teriillet meghatarozasa (a rezveratrol és y-tokotrienol hatasainak

vizsgalata soran):

A 30 perc teljes iszkémia €s a 120 perc reperftizi6 utdn 40 ml 1%-os trifenil-
tetrazolium klorid oldatot injektéltunk a szivekbe az aortan keresztiil, majd a sziveket -70
°C-on taroltuk az analizis elvégzéséig. A fagyott sziveket merdlegesen az apiko-bazilis
tengelyre 0,8 mm nagysdgu szeletekre vigtuk és 4%-os paraformaldehydben fixaltuk,
majd targylemezek kozé helyeztiik és szkenneltiik (Microtek ScanMaker 600z). Ezt
kovetden meghatdroztuk infarktusos teriilet nagysiagit és a teljes rizikd teriiletet
(esetiinkben ez egyeld volt a metszet teriiletével). Az infarktusos teriiletet és a teljes

terlilet nagysdganak a hanyadosa adta az infarktusos teriiletet.

6 a. Apoptozis meghatarozasa meggymag és a rezveratrol hatasainak vizsgalata

soran:

A kisérletek végén a sziveket 4%-os formaldehidben fixdltuk, majd paraffinba
agyaztuk, és 4um szeleteket metszettiink le beldliikk. A mintdkat xilol és etanol oldattal
deparaffinizaltuk. Az apoptotikus sejtek immunhisztokémiai detektdlasit TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) mddszer segitségével
végeztik. Ennek sordn a dioxigeninnel jelolt dUTP, dezoxinukleotidil-transzferdz
segitségével beépiil a DNS ldncba. A beépitett nukleotidot bardnyban termeltetett,
poliklondlis anti-dioxigenin antitesttel inkubdltuk, majd nyulban termeltetett FITC-
kapcsolt, anti-barany masodlagos antitesttel jeloltiik.

A szeleteket haromszor mostuk foszfat pufferben, majd normal nyul szérummal
blokkoltuk. Ezt kovetden a-szarkomer aktin ellenes, egérben termeltetett monoklonélis
antitesttel inkubdltuk a mintdkat, majd TRITC (tetramethyl rhodamin isocyanate)
konjugdlta egér IgG ellenes, nytlban termeltetett antitestekkel torténd inkubdldst

végeztiink (1:200). A metszeteket 1ézer konfokdlis mikroszképpal vizsgéltuk.
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Kvantifikélas céljabol meghataroztuk a TUNEL pozitiv sejteket és ezt viszonyitottuk a

teljes kardiomiocita populdciéhoz(54).

6 b. Apoptozis mértékének a meghatarozasa (a rezveratrol és vy-tokotrienol

hatasainak vizsgalata soran):

Az I/R végén a mintdkat formalinban fixaltuk, majd paraffinba dgyaztuk be. A
mintdkbdl szeleteket vagtunk €s azokat targylemezre helyeztiik. A szeletekbdl a parafint
xilol oldattal tavolitottuk el és a mintdkat kiilonbozd koncentraciéju alkohol oldattal re-
hidrataltuk (abszolit, 95 %, 85 %, 70 %, 50 %). Ezt kovetéen az apoptdzis mértéket
TUNEL assay KIT (Promega, Madison, WI, USA) segitségével hataroztuk meg. Ezen
protokoll szerint fluoreszcein-12-dUTP épitettiink be dezoxinukleotidil-transzferdz
segitségével. Ezt kovetden propidium jodiddal festettik meg a sejtmagokat. A
metszeteket fluoreszcens mikroszkép (AXIOPLAN2 IMAGING) (Carl Zeiss
Microimaging Inc., New York, NY, USA) segitségével vizsgaltuk 520+20 nm, és 620
nm-en. Az apoptotikus sejtek szdmat a totdl kardiomiocita populdcidra

vonatkoztattuk(70).

7. A kaszpaz-3 expresszio immunohisztokémas meghatarozasa:

A szivbdl uszo6 szeleteket vagatunk és inkubaltuk kecskében termeltetett kaszpaz-
3 ellenes antitesttel (1:1000) 4°C-on, majd kovetéen a metszeteket biotinilalt nyudlban
termeltetett kecske ellenes antitestet tartalmazo oldatba helyeztiik (1:200) 6tven percre
szobahOmérsékleten. A szeleteket ez utdn négy Ordra szobahOmérsékleten avidin-
biotinildlt-peroxidaz (Vector Laboratories, Burlingame, CA; USA) komplexbe helyeztiik
1:100 higitdsban. A kisérleteket diaminobenzidin kromogén reakcié zarta. A mintdkat
eldtte 10 %-os normdl kecske szérummal blokkoltuk. Az inkubdldsok ideje alatt a
mintdkat enyhén raztuk, valamennyi antitestet 0,1 %- os Triton X-100-at tartalmazé 10
mM foszfat pufferrel higitottunk. Az inkubdlasokat kdvetden a metszeteket zselatinnal

boritott targylemezekre helyeztiik €s Permount semleges médiummal fedtiik 1le(39, 40).

7. Western-blot:
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Az I/R végén a mintdkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd -70 °C-on
taroltuk. Ezt kovetdn a mintdkat egy polytron homogenizator segitségével
homogenizéltuk, a kovetkezd Osszetételli pufferben: 25 mM Tris-HCl, 25 mM NaCl, 1
mM Na orthovanadat, 10 mM NaF, 10 mM pirofoszfat, 10 mM okadansav, 0.5 mM
EDTA, 1 mM PMSF and 1x protedz inhibitor koktél (Roche, Branford, CT USA). A
homogenizacié utdn 2000 rpm sebességgel 10 percig 4 °C-on centrifugiltuk a
homogenizdtumokat, majd a feliilliszét tovdbbi 20 percig centrifugaltuk 10000 rpm
sebességgel 4 °C-on. A centrifugéldst kovetden kapott feliiliszét haszndltuk citoszol
frakcioként. A mintdkat ezutdn gyorsan lefagyasztottuk és felhasznaldsig -70 °C-on
taroltuk. A fehérjék koncentraciéjat BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA)
segitségével hatdroztuk meg, majd Laemmi oldatot adtunk a citoszol frakcidkhoz, és 10
percig 95-100 °C fokra hevitettiilk. A mintdkbdl 50 ug fehérjét SDS gélre vittiink fel és
szeparaltuk, majd nitrocelluléz membranra transzferdltuk. A membranokat 5% BSA
oldattal 1 6rén keresztiill szobahOmérsékleten blokkoltuk, majd egy éjszakdn keresztiil
inkubdltuk 1:1000 higitasban az elsOdleges antitestekkel 4°C-on. A membrinokat ezt
kovetden TBST pufferrel mostuk és szoba hdomérsékleten 1 6rdn at inkubaltuk a
tormaperoxiddzzal kapcsolt mdésodlagos antitestekkel, majd 3x5 percig mostuk és
Western-blot luminol oldattal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
inkubaltuk. Végiil Kodak X-Omat filmeket expondltunk a membranokkal a fehérjék
detektdlasa céljabol. A filmeket denzitometrids szkennelésnek vetettilk ald, és a

mennyiségi kontrollal szemben normalizaltuk.

9, Vércukor- és inzulin-szintmérés:

A szivek izoldlasa el6tt az dallatoktdl vért vettink. A vércukorszintet
spektrofotometridsan hataroztuk meg egy Glucose Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) segitségével a gyartd altal javasolt protokoll szerint, 340 nm-es hulldimhosszon.
Hasonl6an a vércukor szint méréshez ugyanabbdl a mintdbdl meghatiroztuk az inzulin

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

10. Endotelin-szint mérése:
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100 ml korondrias folyadékot gyujtottiink egy polisztirén konténerbe, majd
EDTA-t és Triton X-100-at adtunk a mintdkhoz (5 mM és 0,5 V/V végso
koncentraciéban), €s ezt kovetéen a mintdkat -70 °C-on taroltuk a felhasznaldsukig. A
vizsgdlt anyagokat ezt kovetden egy 3 ml metanollal €s 5 ml vizzel kondicionalt Sep-Pak
Cis ,cartridgera” vittiikk fel és 0,1 V/V%-os trifluorecetsavval 60 V/V %-osra higitott
acetonitrillel elutdltuk. Az eludtumokat fagyasztva szdritottuk és -20 °C-on taroltuk a
tovabbi radioimmunassay meghatdrozdsig. A mintdkat meghatdrozas eldtt 0,5 ml assay
pufferben oldottuk és 200 x-ra toményitettiik(94). Az ET radioimmunoassay
meghatirozasdhoz egy normél ET radioimmunoassay KIT-et hasznéltunk a gyart6 altal

eloirtak szerint.

11. Konfokalis mikroszkopia:

A kisérletek végén a sziveket 4%-os formaldehid oldatban fixaltuk, majd
paraffinba dgyaztuk és metszeteket készitettiink. A metszetek deparaffinizalasat kovetden
10 mM natrium citrdt és 0,05%-os Tween 20 tartalmd pufferrel antigén feltarast
végeztiink 90-95 °C-on 30 percig. A metszeteket ezt kovetden PBS pufferrel mostuk €és
Powerblock oldattal blokkoltuk 10 percig. A blokkolast kovetden ismét PBS pufferrel
mostuk a metszeteket, majd 2 6rdn keresztiil inkubdltuk az elsddleges antitestet (1:50)
tartalmaz6 oldattal, amely 1%-os BSA-t tartalmaz6 PBS puffer volt. Az inkubdacids 1d6
elteltével a metszeteket mostuk, majd 45 percen keresztiil sotétben inkubdltuk a
floureszceinnel kapcsolt masodlagos antitestet tartalmazé oldattal (1:1000). Ezt kovetden
a sejtmagok festése érdekében 45 percig sotétben To-Pro 3 jodid (1:1000) oldattal
inkubaltuk a metszeteket. A tirgylemezek mosdsat kovetden a mintdkat feddmédiummal
fedtiik be. A metszeteket egy Zeiss LSM 510 (Thornwood, NY, USA) konfokélis pisztdz6

mikroszkép segitségével 40 x nagyitdson tanulmanyoztuk.

12. Transzmisszios elektronmikroszkopos és fénymikroszkopos eljarasok:

A 30 perc iszkémiat és 120 perc repefuziot kovetden a mintdk egy részét 4 %-os
glutaraldehid oldatban fixaltuk. A membranok kontrasztjat 0,1 M cacodylate pufferben
oldott ozmium-ferrocianéttal noveltiik az utélagos fixacié sordn. Ezt kovetden a mintdkat

dehidratéltuk, és Epon 812-vel infiltrdltuk és dgyaztuk be 60 °C-on 48 6ran 4t. A
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fénymikroszképos vizsgdlatokhoz 1 um vastagsdgi metszeteket festettiink meg 1 %-os
toludidin kékkel. A vizsgdlatokhoz Nikon Eclipse E600 (Nikon Instruments, Inc)
mikroszképot hasznaltunk, s a képek rogzitéséhez egy CCD Axiocam Hrc Zeiss kamerat
(Carl Zeiss Imaging solution GmbH, Németorszag) alkalmaztunk.

Az elektron mikroszképos vizsgdlatokhoz egy gyémantkés segitségével 60 nm
vastagsagu metszeteket készitettiink. A metszeteket formwarral boritott racsokra vittiik fel
és 1%-os uranyl acetéttal és Reynold’s 6lom citréttal festettiik. A mintdkat egy Morgagni
286 tipusu transzmisszids elektronmikroszkép (FEI Company, Eindhoven, Hollandia)
segitségével vizsgéltuk 60 kv-on. A digitalis képeket egy MegaView III CCD kamerdval
rogzitettiik (Olympus, Soft Imaging System GmbH, Németorszag).

13. Statisztika:

A sziv funkcidk (HR, AF, CF, LVDP) az infarktusos teriilet és az apoptdzis
értékeinek Osszehasonlitdsakor a szamtani atlagot és a mintakoz€p hibdjat adtunk meg.
Eldszor ,kétutas” variancia tesztet végeztiink, hogy megtudjuk, van e kiilonbség a
kiillonbozd csoportok adatai kozott. Ha kiilonbséget taldltunk, a kezelt csoport adatait a
kezeletlen kontroll csoport értékeihez hasonlitottuk Dunnett vagy moédositott ,,t” tesztel.
Mivel a VF és VT nem parametrikus elosztast kovet, ezért e paraméterek
Osszehasonlitdsakor khi-négyzet tesztet végeztiink a kezelt és a kontroll csoport értékei

kozott. A valtozast szignifikdnsnak tekintettiink, ha p < 0,05.
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Eredmények:

I. A meggymag Kivonat hatasa iszkémia/reperfuzio-indukalta karosodasokkal

szemben.

I a. A meggymag kezelés hatasa a kamrai aritmiakra.

Elészor vizsgdltuk a meggymag kivonat hatdsat az I/R indukdlta kamrai
tachikardidk és fibrillaciok kialakuldsdra. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a
meggymag kivonat 14 napos kezelést kovetden dozisfiiggd modon csokkentette mind a
VT mind a VF kialakuldsanak gyakorisdgat (1. abra) 30 perc iszkémia és 120 perc
reperfiziot kovetden. A kezeletlen kontroll szivek 92%-ban alakul ki fibrillacié I/R utan
és minden szivben kialakult VT. Az 1 mg/ttkg d6zisi meggymag kivonattal kezelt
csoportban hasonlé eredményeket kaptunk, mint a kezeletlen kontroll csoportban. Mind
az 5 mind a 10 mg/ttkg meggymag kivonattal kezelt csoportban csokkent a VF
kialakuldsa (75% és 50% szemben a 92%-al) a kontroll csoporthoz képest, azonban ezek
nem értek el a statisztikailag szignifikansnak szamit6 értéket. A legmagasabb 30 mg/ttkg
meggymag kivonattal kezelt csoportban mind a VF mind a VT kialakuldsa jelentds
mértékben csokkent a kezeletlen kontroll csoporthoz képest (92% és 100%-r6l 17%
illetve 25%-ra).
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1. dbra. A meggymag kivonat hatdsa a kamrai aritmidk kialakuldsara. VF (kamrai
fibrillacid) az ,,A” panel, VT (kamrai tachikardia) ,,B” panel.

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

I b. A meggymag Kkivonat hatasa a posztiszkémias szivfunkciokra.

Hasonl6éan a kamrai aritmidk kialakuldsara gyakorolt hatdshoz, a meggymag
kivonattal torténd kezelés dozisfiiggd modon javitja a poszt iszkémids szivfunkcidkat (2.
abra). Eredményeink azt mutattdk, hogy a 10 és 30 mg/ttg-os kezelés szignifikdns
mértékben javitotta a posztiszkémids bal kamrai funkcidkat. fgy az aorta kidramlés
példaul 120 perc reperfiizié utan 9,84+0,8 ml volt a kontroll csoportban, ezzel szemben
21,7£1,0 ml illetve 25,3+1,3 ml-re emelkedett a magasabb ddzissal kezelt csoportokban.
Hasonl6 valtozasokat tapasztaltunk a korondria atdramlds és a kifejlodé bal kamrai
nyomds esetében is. A szivfrekvencia nem mutatott jelentds kiilonbséget a csoportok
kozott. A két alacsonyabb dozissal kezelt csoport egyikében sem taldltunk jelentds

kiillonbséget a kezeletlen kontroll csoporthoz képest.
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2. abra. A meggymag kivonat kezelés hatdsa a [] Normél kontroll (NK)
posztiszkémias szivfunkcidkra. ,,A” panel mutatja a | | Elhizott kontroll (EK)

szivfrekvenciat, ,,.B” panelen a korondria atdramlas [ Enizott dlatok+ 5 mg/ttig rezveratrol (E+R)

l4that6, a ,,C” panelen a kifejlédé balkamrai nyomdst a L] Eibiote siatoks gtz 5+6)

. ., . L Elhizott allatok+ gliik6z+5 mg/ttkg rezveratrol (E+G+R)
,D” panelen pedig az aorta kidramlast dbrazoltuk. Az
eredményeket a kozépérték + mintakozE€p hibdjaként adtuk meg.

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

I c. A meggymag kivonat elokezelés hatasa az infarktusos teriilet nagysagara.
Az infarktusos teriilet nagysagat TTC moddszer segitségével hataroztuk meg. A

kontroll csoportban az infarktusos teriilet 38,3+1,3%-nak adddott, 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 csokkentette ezt az értéket, amely mindkét esetben statisztikailag
szignifikdnsnak szamitott. A két alacsonyabb dozissal kezelt allatok szivében nem

csokkent jelentds mértékben az infarktusos teriilet nagysaga (3. dbra).
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3. dbra. A meggymag kivonat kezelés hatdsa az infarktusos teriilet nagysdgira. Az
eredményeket a kozépérték + mintakozEép hibajaként adtuk meg. n=6

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

I d. A meggymag kezelés hatasa a kaszpaz-3 expressziora és az apoptozisra.

Kisérleteink sordn meghatdroztuk az apoptotikus sejtek szdmat. Amint az a 4.
abran lathaté az I/R indukdlta apoptézis csokkenthetd meggymag kivonattal. A nem
iszkémids csoportban az apoptotikus sejtek szdma 1% alatt volt, mely 21% koriili értekre
emelkedett a kezeletlen iszkémia-reperfundalt kontroll csoportban, ehhez képest a 10
mg/ttkg meggymag kivonattal kezelt csoportban ez az értek 12%-ra, mig a 30 mg/ttkg
meggymag-kivonattal kezelt csoportban 9%-ra csokkent, amely statisztikailag
szignifikdns mértéki.

A kaszpdz-3 egy aszpartdt specifikus cisztein protedz, amely a sejtekben inaktiv

zimogén formaban taldlhaté meg. Az apoptdzis kezdetén a prokaszpaz-3 aktivalodik, az
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aktiv kaszpaz-3 ezt kovetden tobb fontos fehérjét aktival. Vizsgdlataink sordn kideriilt,
hogy a két magasabb d6zisi meggymag kivonattal torténd kezelés képes csokkenteni a
kaszpdz-3 aktivitdsat, taldn ez az egyik mechanizmus, amellyel a meggymag kivonata

csokkenti az apoptozist és hozzdjarul a védo hatasokhoz, melyet a meggymag kivonattal

torténd kezelést kovetden tapasztaltunk.
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4. dbra. A meggymag kivonat kezelés hatdsa az infarktusos teriilet nagysigara és a
kaszpdz-3 expressziora. A-D: reprezentativ képek, amelyek a kaszpdz-3 expressziot

mutatjdk, A: aerob kontroll, B: I/R kezeletlen kontroll, C — D: 10 — 30 mg/ttkg
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meggymaggal kezelt I/R; E-H: reprezentativ képek, amelyek az apoptézisos sejteket
mutatjdk zold szinben, E: aerob kontroll, F: I/R kezeletlen kontroll, G — H: 10 — 30
mg/ttkg meggymag kivonattal kezelt I/R. Az eredményeket a kozépérték + a mintakozép
hibdjaként adtuk meg.(*p<0,05 a kontroll csoporthoz viszonyitva)
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II. A rezveratrol hatasa iszkémia/reperfundalt ,,Zucker Obese’ patkanyok szivére.

IT a. A rezveratrol kezelés hatiasa az allatok testtomegére, inzulin és

vércukorszintjére.

A kezeléseket koveten vizsgaltuk az éllatok testtomegét, vércukorszintjét,

valamint a vér inzulinszintjét. Amint az az 5. abrabdl kideriil 5 mg/ttkg rezveratrollal valo

kezelés szignifikdnsan csokkentette az dllatok testtomegét és vércukorszintjét 414 + 10 g,

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

csoportban. Hasonl6 valtozast tapasztaltunk a 10%-os cukoroldattal kezelt allatoknal,

ahol a kontroll csoport testtomege 504 + 16 g, mig a rezveratrollal kezelt dllatok tomege

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 csokkent jelentdsen rezveratrol kezelés hatdsara.
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5. dbra. A rezveratrol kezelés hatdsa a
testtomegre (,,A” panel), a vér glikéz (,,B”
panel) és inzulin szintjére (,,C’ panel). Az
eredményeket a kozépérték =+ mintak6zép
hibdjaként adtuk meg. (¥p<0,05 az -elhizott
kontroll csoporthoz viszonyitva; NK: normal
kontroll, EK: elhizott ,,obese” kontroll, E+R:

elhizott allatok + rezveratrol, E+G: elhizott
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allatok + gliikkéz, E+G+R: elhizott allatok + gliikkéz+ rezveratrol; Tp<0,05 az elhizott

glikkozzal kezelt csoporthoz viszonyitva). n=6.
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IT b. A rezveratrol kezelés hatasa a posztiszkémias szivfunkciokra.

A kezeléseket kovetden az dllatok szivét izoldltuk €s 30 perc iszkémidnak, majd
120 perc reperftizionak vetettiik ald, az eredményeket a 6. dbra mutatja. Eredményeink
alapjdn elmondhatjuk, hogy a rezveratrol kezelés szignifikdnsan javitotta a
posztiszkémids szivfunkcidkat. Az aorta kidramlds példaul 30 perc iszkémia és 120
reperfizié utan 5,1 = 0,6 ml volt az elhizott kontroll csoportban, amely 7,8 £ 1,0 ml volt a
rezveratrollal kezelt csoportban. Hasonlé eredményeket kaptunk a kiilon cukorral is
kezelt csoportokban, itt az aorta kidramlds 4,5 + 0,4 ml ezzel szemben a rezveratrollal

kezelt csoportban 6,7 + 0,6 ml volt. B
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6. 4abra. a rezveratrol kezelés hatdsa a posztiszkémids
[] Normsl kntroll (NK)

szivfunkciokra. ,,A” panel sziv frekvencidt, ,,B” panel [] Einiott kontron EK)

s . 242 ~ . 1 g . P Elhizott dllatok+ 5 tt] trol (E+R)
korondria 4tdramldst, ,,C” panel kifejl6d6 balkamrai nyomast, 0 foott dllatols S methg reaveratrol (Ex

Elhizott allatok+ gliikéz (E+G)

,D” panel aorta kidramldst mutatja. Az eredményeket a [ ] Finizott allatok+ gliikoz+5 mg/tthg rezveratrol (E+G+R)
kozépérték + mintakozép hibdjaként adtuk meg. NK: normdl kontroll, EK: elhizott

»obese” kontroll, E+R: elhizott allatok + rezveratrol, E+G: elhizott dllatok + gliik6z,

E+G+R: elhizott éllatok + gliik6z+ rezveratrol; (*p<0,05 az elhizott kontroll csoporthoz

viszonyitva; Tp<0,05 az elhizott gliikk6zzal kezelt csoporthoz viszonyitva), n=6.
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II c. A rezveratrol hatasa a kamrai aritmiakra.

A 7. abran lathat6é a VF el6forduldsanak a gyakorisdga. Eredményeinkbdl kideriil,
hogy a rezveratrol képes volt csokkenteni a VF kialakuldsat. Az elhizott kontroll csoport
és a cukorral kezelt elhizott csoport dllataibdl izolalt szivek mindegyikében kialakult VF,
ehhez képest 5 mg/ttkg rezveratrol kezelés 17%-ra csokkentette, mig a cukorral kezelt

csoportban 33%-ra csokkentette a VF kialakuldsat.
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7. abra. A rezveratrol kezelés hatasa a kamra fibrillacié (VF) kialakulasara. NK: normal
kontroll, EK: elhizott ,,obese” kontroll, E+R: elhizott allatok + rezveratrol, E+G: elhizott
allatok + gliikkéz, E+G+R: elhizott allatok + gliikoz+ rezveratrol; (*p<0,05 az elhizott
kontroll csoporthoz viszonyitva; Tp<0,05 az elhizott gliik6zzal kezelt csoporthoz

viszonyitva). n=12.

I d. A rezveratrol hatasa az infarktusos teriilet nagysagara.

A kapott eredményekbdl kideriil, hogy a rezveratrol képes volt csokkenteni az
infarktusos teriilet nagysagét. Az elhizott kontroll csoportban 41 + 6 % a cukorral kezelt
elhizott dllatokban 42 + 7 % volt, ehhez képest a rezveratrollal kezelt csoportokban 21 +

5 %, a rezveratrollal és a cukorral is kezelt csoportban pedig 26 + 6 % volt (8. 4bra).
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8. édbra. a rezveratrol kezelés hatdsa az infarktusos teriiletre. Az eredményeket a
kozépérték + a mintakozép hibdjaként adtuk meg. NK: normdl kontroll, EK: elhizott
»obese” kontroll, E+R: elhizott allatok + rezveratrol, E+G: elhizott dllatok + gliik6z,
E+G+R: elhizott éllatok + gliik6z+ rezveratrol; (*p<0,05 az elhizott kontroll csoporthoz

viszonyitva; Tp<0,05 az elhizott gliikk6zzal kezelt csoporthoz viszonyitva), n=6.

II e. A rezveratrol kezelés hatasa az endotelin felszabadulasra.

Vizsgédltuk a korondria folyadékban az endotelin mennyiségét, s ez a normadl
kontroll allatokban 0,39 + 0,13 fmol/perc/g volt, mely jelentésen megemelkedett az
elhizott 4llatok korondria folyadékdban (1,49 + 0,25 fmol/perc/g), ehhez képest is tovabb
emelkedett a cukor oldattal kezelt &llatok korondria folyadékdban (1,79 + 0,35
fmol/perc/g). Az 5 mg/ttkg rezveratrol kezelés szignifikdnsan csokkentette az elhizott
allatok korondridiban a felszabadulé endotelin mennyiségét. Hasonléan csokkentette a

cukor oldattal kezelt elhizott alatok szivében is (9. abra).
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9. abra. A rezveratrol kezelés hatdsa az endotelin felszabaduldsra. NK: normal kontroll,
EK: elhizott ,,obese” kontroll, E+R: elhizott allatok + rezveratrol, E+G: elhizott allatok +
glik6z, E+G+R: elhizott allatok + gliikkéz+ rezveratrol; (*p<0,05 az normdl kontroll
csoporthoz viszonyitva; Tp<0,05 az elhizott kontrollhoz viszonyitva; $£p<0,05 az elhizott

kontrollhoz viszonyitva). n=6

II f. A rezveratrol kezelés hatasa az ET-1 és a Glut-4 expressziora.
A felszabadulé endotelin mennyiségének meghatdrozdsa utdna vizsgdltuk a

kiilonboz6 csoportbdl szarmazé szivekben az ET-1 és a Glut-4 fehérjék expresszigjat. A
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10/A abran lathat6 az ET-1 fehérje jelentds emelkedést mutatott az elhizott allatok
szivében a normadl éllatokhoz képest, amely tovabb emelkedett a cukorral kezelt allatok
szivében. Rezveratrol kezelés jelentdsen képes volt csokkenteni az ET-1 fehérje szintjét
mindkét kezelt csoportban.

Ellentétben az ET-1 fehérjével az elhizott allatok szivében a Glut-4 fehérje szintje
csokkent és a kiilon cukorterhelés ezt tovabb csOkkentette, a rezveratrol kezelés

megforditotta ezt a tendencidt (10/B. dbra).
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10. abra. Rezveratrol kezelés hatdsa az endothelin-1 fehérje expresszidjara (,,A” panel),
és a Glut-4 fehérje expresszidjara (,,B” panel). NK: normadl kontroll, EK: elhizott ,,obese”
kontroll, E+R: elhizott allatok + rezveratrol, E+G: elhizott allatok + gliik6z, E+G+R:
elhizott 4llatok + gliikéz+ rezveratrol; (*p<0,05 az normaél kontroll csoporthoz
viszonyitva; p<0,05 az elhizott kontrollhoz viszonyitva; £p<0,05 az elhizott + gliik6zzal

kezelt csoporthoz viszonyitva). n=6.

IT g. A rezveratrol kezelés hatasa az apoptézisra.

Az aerob kontrollban csak elvétve detektdltunk apoptdzisos sejteket, az
iszkémia/reperfizié minden szivben indukélta a sejtek apoptotikus elhaldsat. Az elhizott
kontroll allatokban ez az érték magasabb volt, mint a normdl kontroll I/R csoportban,
amelyet a cukorterhelés meg tovdbb fokozott. A rezveratrol kezelés szignifikdnsan
csokkentette az apoptotikus sejtek mennyiségét mind az elhizott mind a gliik6zzal kezelt

elhizott csoportban (11. dbra).
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11. 4bra. a rezveratrol kezelés hatdsa az apoptdzisra. Az eredményeket a kozépérték + a
mintak6zép hibdjaként adtuk meg. NK: normaél kontroll, EK: elhizott ,,obese” kontroll,
E+R: elhizott dllatok + rezveratrol, E+G: elhizott allatok + gliik6z, E+G+R: elhizott
allatok + gliikkéz+ rezveratrol; (*p<0,05 az normal kontroll csoporthoz viszonyitva;

Tp<0,05 az elhizott kontrollhoz viszonyitva). n=6.
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III. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa az I/R indukalta karosodasokkal

szemben.

IIT a. A rezveratrol és/vagy 7y-tokotrienol hatasa a posztiszkémias
szivfunkciok felépiilésére.

Amint az 1. tdbldzat mutatja mind a rezveratrol mind a y-tokotrienol jelentOsen
javitotta a posztiszkémids szivfunkciokat a vivoanyaggal kezelt kontroll csoporthoz
képest. Amikor mindkét hatéanyaggal kezeltiik az allatokat tovédbbi javuldst tapasztaltunk
a posztiszkémids szivfunkciok felépiilésében. Az aorta kidramlds példaul 120 perc
reperfizié utdn 7,8 + 1,7 ml volt a kontroll csoportban, ezzel szemben a rezveratrollal
kezelt csoportban 22,2 + 1,0 ml, a y-tokotrienollal kezelt csoportban 21,2 + 0,9 ml és a
rezveratrollal és y-tokotrienollal kezelt csoportban 27,1 + 0,7 ml volt. Ezek az
eredmények megerdsitik azt a feltevésiinket miszerint ez a két természetes hatéanyag
rendelkezik bizonyos szinergista hatdssal.

Az 2. tablazatban tiintettiik fel a Wortmanninal (PI3-kindz inhibitor) és a 3-
metiladeninnel (autofigia inhibitor) torténd kezelés eredményeit. Osszességében
elmondhatjuk, hogy mind a két blokkol¢6 jelentésen csokkentette a rezveratrol és/vagy v-
tokotrienol kezelés hatdsait. Megjegyzendd azonban, hogy az daltalunk hasznélt
koriilmények kozott a Wortmannin 4ltal kifejtett blokkold hatds erdsebbnek bizonyult,

mint a 3-metiladenin hatésa.

Iszkémia eldtti értékek A reperfiizié 60. percében mért értékek A reperfiizié 120. percében mért értékek

CF AF LVDP LVdP/dt | CF AF LVDP LVdP/dt CF AF LVDP LVdP/dt
kontroll 24,0040,53  50,7+1,3 115,02 3133459 | 20,83+042  21,8+1,9 81,73,7 1892439 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 3292466 | 22,45+0,54  34,3+1,4" 1014% 2358+42" 21,58+0,37 22,241"F 86,7+¢32"  1702+60""
y-tokotrienol | 25,42+0,55 50,41 116,1£1,8 322781 | 22,58+0,71  30,6+0,8""  99+28" 2221487 | 21,5+0,67 21,240,9%" 84,8427 1652+58™
rezvlfrat_mnl 25574044  54,7+12  118,61,6 347165 | 23,87+0,46  36,7+0,8" 105,343,1°  2576%58" 21,75+0,51°  27,120,7" 95,543,6" 1954469
y-tokotrieno.

1. tablazat. A rezveratrol €s/vagy y-tokotrienol hatdsa a posztiszkémids szivfunkcidkra.
Az eredményeket a kozépérték + mintak6zép hibdjaként adtuk meg. n=6; CF= korondria
atdramlds, AF= aorta kidaramlds, LVDP= bal kamra kifejlodé nyomds, LVdP/dt= a
kifejlodo bal kamrai nyomds maximalis els derivaltja. * p<0.05. vs. kontroll; T p<0.05

vs. rezveratrol+y-tokotrienol.
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Iszkémia el6tti értékek A reperfiizi6 60. percében mért értékek A reperfiizié 120. percében mért értékek

CF AF LVDP LVdP/dt CF AF LVDP LVdP/dt CF AF LVDP LVdP/dt
rezveratrol 24,75+0,73 52,61,5 114,8+1,7 329266 22,45+0,54 34,3+1,47 1014% 2358+42 21,5840,3 22,2+l 86,7+3,2 170260

7
rezveratrol + | 24+0,63 52,0+1,2 122,542,1 3325469 19,08+0,42" 173+1,17  81,5+2,1% 187750 1783204  6,720,5" 633+2,6% 13174377
Wortmannin t “t i
rezveratrol + | 25,08+0,49 51,540,9 115,742,3  3347£111 | 22,25%0,51 2424317 94,8428 2167117 | 20,5+0,6 10,7+¢1,2°  752432" 1539451
3MA
y-tokotrienol 25,42+0,55 50,41 116,1£1,8 3227481 22,58+0,71 30,608 99+2.8 2221487 21,5+0,67 21,2409 84,8+2,7 1652458
y-tokotrienol 24,08+0,44 50,11,2 111,542,1 3354439 18,83+0,44" 1521" 83,242,2" 1596+58" | 17,1704 6,504 60,7+2,7° 1161+48™
+ Wortmanin | 6
y-tokotrienol 24,5+0,44 49,8+0,6 116+3,1 3249+80 22,1741,01 18,8+1,4°  90,7+4,1 1999+114 | 20,5+1,38  9,3%1,3" 67,7432 1376+62"
+3MA
rezveratrol+ 25,57+0,44 54,7+1,2 118,6£1,6 347165 23,87+0,46 36,708 105,343,1  2576%58 21,7540,5  27,1x0,7 95,5+3,6 1954+69
y-tokotrienol 1 ) )
rezveratrol+ 24,42+0,43 52,5+1,8 113,5+18 3274487 18,67+0,56"" 20,11 88,7+2,3 1992452" 17,5840,5  9+0,9™" 67+3,1 1344453
- 9%t

tokotrienol+
‘Wortmannin
rezveratrol+ 24,67+0,36 51,540,8 115,242 340092 21,830,54" 249+1,3" 94222 2198+88" | 20,0840,  14,5+1,17 7632 1577+47"
v- 8
tokotrienol+
3MA

2. tdblazat. A Wortmannin és 3-metiladenin hatdsa rezveratrol és/vagy y-tokotrienollal
kezelt allatok szivfunkcidira. Az eredményeket a kozépérték + mintakozEép hibdjaként
adtuk meg. n=6; CF= korondria 4taramlds, AF= aorta kidramlds, LVDP= bal kamra
kifejlodo nyomas, LVdP/dt= a kifejlodd bal kamrai nyomas maximalis els6 derivaltja. *
p<0,05. A blokkol6 nélkiili csoportok vs. a blokkoldkkal kezelt csoportok; f p<0,05 a

Wortmanninnal kezelt csoportok vs. 3-metiladeninnel kezelt csoportok.

III b. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa az infarktusos teriiletre és az

apoptozisra.

Hasonl6an a szivfunkciok alakuldsiahoz az infarktusos teriiletek vizsgalatabol
kideriilt, hogy mind a rezveratrol mind a y-tokotrienol jelentdsen csokkentette az
infarktusos teriilet nagysagat, valamint a két komponens kombinalt adagoldsat kovetden
tovabbi csokkenést tapasztaltunk az infarktusos teriilet kiterjedésében, azonban ez nem
volt statisztikailag szignifikdns. A rezveratrollal kezelt csoportban 22,2 + 1,9 %, a y-
tokotrienollal kezelt csoportban 23,7 + 0,8 %, a biterdpids csoportban 17,7 + 1,4 % volt
szemben a kontroll csoporttal ahol az infarktusos teriilet 38,2 + 1,5% volt. A
Wortmanninnal torténd kezelés mindhdrom kezelt csoportban ellensilyozta a

kardioprotektiv hatdsokat (12/A 4bra).
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Hasonl6 eredményeket kaptunk az apoptotikus sejtek vizsgdlatakor is.
Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét monoterdpia és a kettds kezelés is jelentOsen
csokkentette az apoptotikus sejtek szdmat, bar a kombinalt kezelésekkel elért hatas itt
sem bizonyult statisztikailag jelentosnek a monoterdpids eredményekhez viszonyitva
(12/B 4bra). Osszhangban a TUNEL assay eredményeivel, a prokaszpdz-3 szintje
magasabb volt a kezelt csoportokban iszkémia/reperfiziot kovetéen, mint a kezeletlen
kontroll csoportban, ezzel szemben a Wortmanninnal kezelt csoportban alacsonyabb
prokaszpéz-3 szintet és magasabb apoptdzist detektdltunk, ami arra utal, hogy a kezelt
csoportokban a prokaszpdz-3 nem aktivalédik és alakul at aktiv kaszpdz-3-ma (12/C

abra).
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Az apoptozis
mértéke (%)

Prokaszpaz 3 -—

GAPDH wmp wne e goe == 0 "y "

aerob kontroll |:| rezveratrol + IR I:I Y-tokotrieno+IR |:| rezveratrol+y-tokotrienol+IR

. vivéanyag + IR |:| rezveratrol+Wortmannin+IR |:| y-tokotrienol+ Wortmannin+IR |:| rezveratrol+y-tokotrienol+

Wortmannin+IR

12. abra. Az infarktusos teriilet TTC- mddszerrel hatdroztuk meg. Az dbra ,,A” része
mutatja a rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatdsait az infarktusos teriilet nagysagéra. Az
abra ,,B” része szemlélteti az apopzosis mértékét amelyet TUNEL assayvel hataroztunk
meg. Az ,,a” sorban a teljes kardiomiocita populdcid, a ,,b” sorban a TUNEL pozitiv
sejtek, a ,,c” sorban pedig a kettdbdl osszedllitott reprezentativ képek lathatéak. Az dbra
»C”7 1észén egy reprezentativ Western-blot kép lathaté a prokaszpaz-3 fehérjérol,
mennyiségi kontrollként GAPDH-t haszndltunk. Az eredményeket a kozépérték =+

mintakdzép hibdjaként adtuk meg. * p<0,05. vs. vivéanyag+I/R; n=3.
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III c. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa a ,,tilélési” atvonalakra.

A ,tilélési” udtvonalak monitorozdsa céljabol vizsgdltuk a p-Akt/Akt ardnyat

valamint Bcl-2 fehérje szintjét. Amint az a 13. dbrdn lathat6 a rezveratrollal és a y-

tokotrienollal kezelt éllatok szivében a p-Akt/Akt ardny és a Bcl-2 fehérje szintje

jelentdsen megemelkedett a kontroll csoporthoz képest, tovdbbi jelentds emelkedést

tapasztaltunk a rezveratrollal és y-tokotrienollal is kezelt allatok szivszovetében. A

Wortmanninnal kezelt 4llatok szivében Bcl-2 és a p-Akt/Akt ardny a kontroll csoportéhoz

. vivéanyag + IR |:| rezveratrol+ Wortmannin+IR |:| y-tokotrienol+ Wortmannin+IR |:|

allt kozelebb.
A
1.2 1 B
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l:‘ aerob kontroll |:| rezveratrol + IR |:| y-tokotrienol+IR |:| rezveratrol+y-tokotrienol+IR

rezveratrol+y-tokotrienol+
Wortmannin+IR

13. dbra. Western-blot analizis a p-Akt, Akt (,,A” panel) és Bcl-2 fehérjékrdl (,,B”panel),

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

III d. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa az autofagiara.

Tanulmanyunkban vizsgaltuk, hogy a két novényi hatéanyag képes-e az autofagia

indukaldséra, és ez szerepet jatszik-e a hatdanyagok kardioprotektiv hatdsaiban. Eldszor
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Western-blot segitségével tanulmanyoztuk a Beclin-1 fehérje szintjét és az LC3II/LC3I
ardnyat. A vivoanyaggal kezelt kontroll csoportban I/R-t kvetden kismértékii emelkedést
tapasztaltunk a Beclin-1 és az LC3II/LC3I aranyban. Az eredmény jol korreldl az
irodalommal, mely szerint az I/R fokozza az autofagiit. A két monoterapids csoportban
tovabbi jelentds emelkedést tapasztaltunk az I/R kontrolhoz képest. A rezveratrollal és y-
tokotrienollal kezelt csoportban az LC3II/LC3I ardnya és a Beclin-1 szintje
szignifikdnsan magasabb volt a két monoterdpids csoporthoz viszonyitva. Hasonl6an a
,»tulélési” szigndl fehérjéihez, a Wortmannin csokkentette az autofagids markerek szintjét
(14. 4bra). Ezt kovetden immunhisztokémiai moddszerrel vizsgdltuk az LC3II pozitiv
sejtek szamat. Hasonléan a Western-blot eredményekhez, enyhén novekedett szamu
LC3II pozitiv sejtet figyeltiink meg a kontroll I/R csoportban. Mind a két hatéanyaggal
torténo kezelés jelentdsen novelte az LC3II pozitiv sejtek szaméat. A Wortmannin kezelés,
hasonléan a Western-blot eredményekhez, csokkentette az LC3II pozitiv sejtek szaméat
(15. abra), valamennyi kezelt csoportb6l szarmazé mintdban.

A mintdkat fénymikroszkop segitségével is vizsgaltuk. Valamennyi kezelt
csoportbdl szdrmazé mintdban kozel normal ultrastruktdrat taldltunk, kevés degenerativ
valtozassal, ezzel szemben a 3-metiladeninnel kezelt allatok szivében ahol, onkotikus
elvaltozasokat figyeltink meg miofibrillaris kontrakciés sdvokkal és vakouldris
degradacidval (16. dbra).

Az autofagoszomdk feltérképezéséhez transzmisszios elektronmikroszkdpot
hasznaltunk. Az aerob kontroll szivek normal morfolégiat mutattak eltérések nélkiil, az
I/R kontroll szivekben onkotikus elvéaltozdsokat taldltunk, Ggy mint az izomrostok
dezorganizacidjat, a mitokondriumok felfuvodasat, €s lizis folyamatokat. Mindkét
esetben kevés kisméretli autofagoszomdt figyeltiink meg. Valamennyi kezelt mintdban
kozel normélis ultrastruktirdt taldltunk és szdmos kiilonbozd érési fazisban 1€vo
autofagoszomat detektaltunk. A 3-metiladeninnel kezelt szivekben kevés aprd
autofagoszomét figyeltiink meg, de az ultrastruktirdban iszkémids valtozasokat

tapasztaltunk (17. 4bra).
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14. dbra. Western-blot analizis az LC3 és Belcin- 1 fehérjékrdl, mennyiségi kontrollként

GAPDH-t hasznéltunk. * p<0.05. vs. vivéanyag+I/R; n=3.
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15. abra. Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek. Az LC3II pozitiv sejtek pirossal

vannak jelolve, a sejtmagok pedig kéken.
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16. 4dbra. Fénymikroszképos képek az Eponba dgyazott és toluidin kékkel megfestett
ultravékony metszetekrdl. a: aerob kontroll; b: I/R; c: rezveratrol I/R; d: rezveratrol + 3
MA I/R; e: y-tokotrienol I/R; f: y-tokotrienol + 3 MA I/R; g: rezveratrol + y-tokotrienol
I/R; h: rezveratrol + y-tokotrienol + 3 MA I/R. Az a, c, e, g képeken majdnem teljesen
normdl ultraszerkezet l4that6. A b,d,f,h képeken a szivizomsejtek onkotikus véltozasai
lathatdak, a jellemzd nekrotikus kontrakcids savokat (*) jelolik, a vakuoldris degenerdciot

pedig a nyilak mutatjak.
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17 Abra. Transzmisszids
elektronmikroszkoépos képek:
a, aerob kontroll: sejtek szerkezete
normdl struktdrat mutatnak, néhdny
autofagoszoma l4that6, amit a nyil
mutat.
b, iszkémids kontroll: a sejtekben
iszkémids 1€zidk figyelhetdek meg a
miofilamentumok szétesését a * mutatja,
a duzzadt mitokondriumokat a nyilhegy
jeloli.
¢, rezveratrol I/R: A képen két korai
autofagoszoma lathat6 amely
mitokondriumot (m) és kis mennyiségli
citoplazmat (c) tartalmaz. A kettds
membréanban a nyil mutatja.
d, rezveratrol + 3 MA I/R: a sejtekben
felfavodott mitokondriumok
figyelhetbek meg, a miofilamentek
részleges elvesztése l4thaté a *-gal jelolt

részen és a nyil egy apré

autofagoszémat mutat.

e, y-tokotrienol I/R: a képen egy kettds membrannal (nyil) hatarolt korai autofagoszéma
lathatd, amely 6t mitokondriumot (m) tartalmaz .

f, y-tokotrienol + 3 MA I/R: onkotikus véltozdst mutaté kardiomiocitdk lathatéak
kondenz szarkomerrel (*), egy lizoszoma (ly) és egy autofagoszoma (nyil) is
megfigyelhetd.

g, rezveratrol + y-tokotrienol I/R: a képen két mitokondriumot (m) és némi citoszolikus
anyagot (c) tartalmazé autofagoszoma lathatd. A nyil a jellegzetes kettds membrant

mutatja.
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h, rezveratrol + y-tokotrienol + 3 MA I/R: a kép bal oldaldin normalis struktdrdval
rendelkezd kardiomiocita lathat6, amely tartalmaz egy autofagoszomat (nyil), mellette
egy duzzadt mitokondriumot tartalmazé szivizomsejt rendezetlen miofibrillumokkal (*).

P — pericite, cap — kapillaris.

IIT e. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol Kiilonb6z6 médon indukilja az
autofagiat.

Annak érdekében, hogy vizsgédljuk az autofdgia indukcidjdnak maédjat, Western-
blot analizis segitségével mértiikk az mTOR foszforilaltsdgat. Az aerob kontrollhoz képest
az I/R enyhén csokkentette az mTOR foszforildltsdgat. Rezveratrol jelenlétében is
csokkent valamelyest a foszforildltsdg, de ez nem volt jelentds, szemben a v-
tokotrienollal kezelt csoporttal ahol jelentdsen csokkent a p-mTOR/mTOR ardny. A
Wortmannin kezelés valamennyi esetben emelte az mTOR foszforilacids szintjét.
Eredményeink alapjan tgy tlnik, hogy a rezveratrol altal indukalt autofagia kevésbé fiigg
az mTOR-t6l, ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a y-tokotrienol mTOR fiiggé mdédon

indukdlja az autofagiat.
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Eredmények megbeszélése:

A kardiovaszkuldris, illetve barmely mads teriileten végzett alapkutatasok egyik
legfontosabb feladata az, hogy a kiilonb6z0 betegségek pontos patomechanizmusat
tisztdzza, és ezzel segitse a betegség kialakuldsanak pontos megismerését, igy ehhez
kapcsolodbéan segitsen az esetleges védekezd stratégidk kialakitdsdban. Napjainkban
egyre fontosabb szerepet tulajdonitanak a megeldzésnek barmilyen megbetegedésrdl is
legyen sz6. A kardiovaszkularis megbetegedésekkel kapcsolatban is egyre tobbszor
hangzik el a megfeleld testmozgds, az alkohol fogyasztds mérséklése, a dohanyzas
mellozése, vagy a megfelelo étrend kialakitasdnak a fontossidga. Egyre tobb novényi
hatéanyagrdl illetve novényi eredeti készitményrdl igazolédik be, hogy azok
rendelkeznek valamilyen egészségmegdrzo hatdssal.

Kisérleteink els6 részében a Magyarorszdgon ipari hulladéknak mindsiild
meggymag kivonatot vizsgéltuk. Az eredményeink Osszességében igazoltdk, hogy a
meggymag kivonat dozisfiiggd modon képes csokkenteni a kamrai aritmidk
kialakuldsdnak valdészintiségét, illetve javitani a posztiszkémids szivfunkciokat, ezek
mellett csokkenti az infarktusos teriilet nagysdgat és az apoptdzis mértékét. Tovabba
immunhisztokémiai vizsgalataink kideritették, hogy a meggymag kivonat képes volt
csokkenteni a kaszpdz-3 expresszidjat.

A kaszpazok egy cisztein protedz enzimcsaldd tagjai (caspase = cystein-dependent
aspertate-specific protease), amelyek kulcsszerepet jatszanak a programozott sejthaldl
evoldciésan konzervalt folyamataiban. Prekurzor (zimogén) forméaban képzddnek és két
jOl szabdlyozott utvonalon aktivdlédnak. Az egyik az extrinszik vagy ,haldl” receptor
utvonal, a mdsik intrinszik vagy mitokondridlis ttvonal, amelyet a celluldris stressz
aktival és a citokrém c mitokondriumokbdl torténd felszabaduldsa indit el. A kaszpdzokat
két csoportba sorolhatjuk, az un. iniciator kaszpazok, ide tartozik a kaszpaz-2, -8, -9, -10
és az effektor kaszpazok-3, -6, -7, amelyek koziil a legfontosabb taldn a kaszpaz-3, amely
a sejtek teljes lebontasaért felelds (10, 53). Kezdeti tanulményok szerint a hipoxia, illetve
az iszkémia elegendd az apoptdzis elinditdsahoz(61), azonban késObbi tanulmanyok
megvaltoztattdk ezt a nézetet. Webster és munkatarsai szerint nem az iszkémia vagy a
hipoxia, hanem az aciddzis, a reoxigenizacio illetve reperfuzié felelds a szivizomban az
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apoptozis kialakuldsdért(105). Tanulmanyok kiilonb6zd specifikus és nem specifikus
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kaszpdz inhibitorok vizsgalatdval igazoltdk, hogy a kaszpazok gatldsa révén csokkenthetd
az I/R indukélta apoptdzis mértéke és a posztiszkémids karosoddsok sulyossaga(43, 54,
67). Eredményeink alapjdn elmondhatjuk, hogy a meggymag kivonat képes csokkenteni
az apoptozis mértéket a kaszpdz-3 gitldsa révén, azt azonban nem zarhatjuk ki, hogy a
kardioprotektiv hatdsokban mas kaszpdzok gdtldsa is szerepet jatszik, mint ahogyan
valészinlileg mds mechanizmusok is szerepet jdtszanak a kardioprotektiv hatdsok
kialakuldséban, anndl is inkdbb mert a meggymag kivonatban taldlhat6 flavonoidok, pro-
és antocianidok vagy a polifenolok rendelkeznek antioxidédns hatdsokkal, vagy bizonyos
enzimgatlé hatdsokkal, mint a lipoxigendz, vagy a COX stb.(9, 69). Tovabba a
meggymag kivonatrdl kimutattdk, hogy képes megvédeni a retindt a reperfizié indukélta
karosodésoktdl azaltal, hogy noveli a HO-1 expressziét €s ezdltal emeli az endogén CO
koncentraci6jat(93). A HO enzim katalizélja a hem oxidativ lebontasat, a HO oxigén és
NADPH jelenlétében &talakitja a hem porfirin gytrijét nyiltlanci biliverdinné, s a
folyamat sordn vas, valamint equimoldris mennyiségli szénmonoxid keletkezik(64). A
keletkezd biliverdint a biliverdin-reduktdz bilirubinnd alakitja. Bizonyitottdk azt is, hogy
az antioxidans tulajdonsdgu bilirubin is rendelkezik kardioprotektiv hatdsokkal (12). Ezt
kovetden azonban a figyelem részben a szintén felszabadulé CO-ra terel6dott, amely
egyre tobb bizonyiték alapjan ugy tlinik az NO-hoz hasonldéan rendelkezik jelatvivo
funkcidval. Tobb publikicié is sziiletett nem csak az endogén, de az exogén CO
szerepének vizsgélatardl I/R szivekben(3, 4). Bak és munkatérsai azt taldltak, hogy HO-1
KO dllatok szive érzékenyebb az iszkémia reperfizié indukalta kdrosoddsokkal szemben,
mint a vad tipus, amiben a HO-1 hidnya és részben a csokkent CO felszabadulds jatszott
szerepet. Noha jelen tanulmédnyunkban nem vizsgaltuk a hemoxigendz rendszert, de
joggal feltételezziik azt, hogy ahogyan a retinaprotektiv hatisokban, tigy a meggymag
kivonat altal kozvetitett kardioprotektiv hatdsokban is szerepet jatszik a hemoxigenaz
rendszer. Eredményeink alapjan azt lehetetlen megallapitani, hogy a meggymag kivonat
direkt csokkenti a reperfuizié indukdlta kdrosoddsokat vagy a latott kardioprotektiv hatds
a meggymag kivonat antiiszkémids hatdsdaval fligg 0ssze, mivel az allatok elOkezelve
voltak €s a meggymag kivonat kivonatot nem akutan az iszkémia alatt vagy a reperfizio
sordn kaptdk. Tovabbi tanulmédnyokat folytatunk annak kideritése érdekében, hogy a

meggymag szivet védd tulajdonsdgdban a kaszpaz-3 gitlé hatdsdn kiviil milyen mads
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szignaltranszdukcids tutvonalak jatszanak szerepet, és mely vagy melyek azok a
komponensek, amelyeknek a legaktivabb szerep tulajdonithat6. Az egyik komponens
minden bizonnyal a rezveratrol, amelyrdl igen nagyszdmu tudomédnyos kozlemény jelent
meg, és kutatocsoportunk is foglalkozott, illetve jelenleg is foglalkozik azzal.

A rezveratrol szivre gyakorolt hatdsainak vizsgdlatit mar szdmos kordbbi
tanulmany is célul tizte ki, és az eredmények azt mutatjdk, hogy ez a természetes
polifenol képes megvédeni a szivszovetet az iszkémia reperfizié indukdlta
karosoddsokkal szemben(8, 82). A kisérletek tobbsége viszont egészséges szivizmon
kivaltott iszkémia/reperfiizié hatdsait vizsgdlta, ami lényegében kiilonbozhet a ,beteg”
szivizom I/R-ra adott valaszatol(48). Ezért valasztottuk a kisérletekben a ,,Zucker obese”
elhizott patkany modellt. Eredményeink tiikrében elmondhatjuk, hogy a rezveratrol képes
a ,beteg” szivizmot is megvédeni az I/R-indukdlta karosodasokt6l, amit bizonyit a
posztiszkémids szivfunkcidk jobb felépiilése, valamint a csokkent infarktusos teriilet és
apoptozis mértéke a kezelt csoportokban.

Ismeretes tovdabbd az a tény, hogy a diabétesz vagy a metabolikus szindréma
jelentds kockézati tényezd a kiilonbozd kardiovaszkularis megbetegedésekben. Tovabba
a diabéteszes betegek korében sokkal nagyobb az anginds megbetegedések és az
infarktusok kialakuldsdnak a valészintisége €s azok sulyossdga. A miokardidlis infarktus
utdn a mortalitds 2-3x nagyobb, mint a nem-diabéteszes betegekben, valamint az
infarktusok utdn kialakul6 szivelégtelenség kialakuldsanak a valdszinlisége is kétszer
magasabb a nem diabéteszes beteg csoportokhoz viszonyitva(62). Hasonlé eredményeket
kaptak Greer és munkatéarsai db/db diabéteszes egereken végzett tanulmanyaban, ahol a
db/db egerek egynapos talélése 45 perc iszkémiat kovetden mindossze 44% volt a 88%-
os tulélési ardnyhoz viszonyitva a nem-diabéteszes kontroll csoporthoz képest. Tovabba
jelentds bal kamra dilaticidt, hipertrofiat és kontraktilis diszfunkciét figyeltek meg 28
nappal a 45 perc iszkémia utdn, amig ezzel szemben a kontroll csoportban nem
tapasztaltak hasonld jellegli elvéltozdsokat(30). Az egyik legjelentdsebb eltérés a
diabéteszes paciensek szivsejtjeiben a metabolizmus megvaltozédsa, kiilondsképpen az,
hogy csokken a sejtek gliikkéz felvétele és oxidaciéja amellyel parhuzamosan né a
zsirsavak felhaszndldsa(62). Még diabétesz nélkiil is a gliikkdzrol zsirsavakra torténd

valtas noveli az iszkémia sulyossagat, és csokkenti a posztiszkémids felépiilést(63). Sidell
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és munkatdrsai ,,Zucker obese” patkdnyokon végzett kisérletekben kimutattdk, hogy ha
helyredllitjdk a szivszovet inzulin érzékenységét rosiglitazonnal, javul a szivszovet
gliikoz felhasznaldsa és a posztiszkémids funkcidk felépiilése(89). A kisérleteikben
alkalmazott allatok inzulin rezisztensek voltak, €s csokkent a szivszOvetben a Glut-4
fehérje szintje, amelyet a roziglitazon kezelés helyredllitott. Tian és munkatérsai sziv
specifikus Glut-4 KO egereket haszndlva kimutattdk, hogy ezen éllatok szivében csokken
a gliik6éz felhaszndlas, és n6 az iszkémids karosoddsok mértéke (97). Ezen eredmények
j6l mutatjak az inzulin érzékeny Glut-4 transzporter fontossagit a diabéteszes €s nem
diabéteszes dllapotokban egyarant.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a rezveratrol altal elért kardioprotekcidéban
szerepet jatszik-e a Glut-4 transzporter. Eredményeinkbdl kideriil, hogy a rezveratrol
képes helyredllitani a Glut-4 expressziot, és legaldbb részben ez a hatés felelos a kevésbé
sulyos I/R indukélta kdrosodasokért. Vizsgalataink sordn az egyik allat csoport tovabbi
extra cukorterhelést kapott, hogy tovabb stlyosbitsuk a diabétesz okozta metabolikus
elvaltozasokat. A rezveratrol ebben a csoportban is képes volt emelni a Glut-4 receptor
szintet és védeni a sziveket az I/R karosité hatdsaitdl. Az eredményekbdl kideriil az is,
hogy a rezveratrol csokkentette az dllatok stlygyarapoddsat, és a vércukorszintet,
azonban az inzulin szintet nem befolyasolta.

Az endotel sejtek diszfunkciéjat tobb kardiovaszkulédris megbetegedéssel hoztdk
és hozhatjuk Osszefiiggésbe, 1igy az arterioszkler6zis vagy az iszkémids
szivbetegségekben is kimutattdk azok jelentdségét(98, 103). Mint ismeretes az endotél
sejtek fontos szerepet jatszanak a kardiovaszkuldris rendszer szabdlyozdsaban, tobb
vazoaktiv anyag termelése révén is. Verma és munkatarsai emelkedett endotelin szintet
talaltak a diabéteszes betegek korondria folyadékban korondria bypass mitét utan,
tovabba megfigyelték, hogy a diabéteszes betegekbdl szdrmazd korondrids mikroerek
erdsebb kontrakciés vdlaszt adnak ET-1 stimulusra mint a nem diabéteszes paciensek
mintdi, s ez a hatds antagonizdlhatd volt endotelin antagonistiaval(101). A jelen
tanulmanyunkban is vizsgaltuk az endotelin szintjét és az ET-1 fehérje expressziojat.
Vizsgdlataink sordn emelkedett endotelin szintet detektdltunk az ,,obese” dllatok
koronarids folyadékdban, amely tovabb emelkedett a gliik6zzal kezelt allatban, mindkét

rezveratrollal kezelt csoportban jelentds csokkenést tapasztaltunk a kontrollcsoporthoz
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viszonyitva. Hasonl6 eredményeket figyeltiink meg az endothelin-1 fehérje szintjének a
vizsgalata sordn. A rezveratrol ezen hatdsaiban valdsziniileg direkt és indirekt hatdsok is
szerepet jatszanak. Liu és munkatdrsai kimutattak, hogy a rezveratrol képes csokkenteni a
rostfelsziilés indukdlta ET-1 felszabadulést és az ET-1 mRNS szintet humén k6ldokzsinér
véna endotelidlis sejteken (HUVEC)(60). A hatist a szerzOk részben a ROS szint
csokkentésével és az ERK1/2 szignéltranszdukciés utvonal géatlasdval magyaraztik. Ez
részben magyardzatot adhat a jelen tanulmdnyunkban megfigyelt ET-1 szint
csokkenésnek is. Valosziniileg azonban egy madsik indirekt hatds is szerepet jatszik a
rezveratrol altal indukalt valtozasokban. Nevezetesen az, hogy az emelkedett gliik6z szint
is képes az endothelin-1 szekrécidjat és expresszidjat fokozni(74, 110). Tovabba Park és
munkatdrsai megfigyelték, hogy a magas gliik6z szint altal kivéltott ET-1 expresszio
novekedés, visszafordithat a gliik6z szint csokkentésével. Ezek és az alapjan, hogy a
rezveratrol mind a két kezelt csoportban csokkentette a vér gliikéz szintjét,
val6szintsithetjiilk, hogy a rezveratrol ezen indirekt hatdsa is hozzdjarul az ET-1
szignaltranszdukcids titvonal aktivitdsanak csokkentéséhez. Osszegezve eredményeinket
elmondhatjuk, hogy a rezveratrol képes megvédeni az elhizott és cukorbeteg allatok
szivét az I/R-indukélta kdrosoddsoktdl, amit bizonyitanak a javult posztiszkémids
funkciok, a csokkent infarktusos teriilet és apopt6zis mértéke. A rezveratrol ezen hatdsa
magyarazhat6 azzal, hogy képes javitani a sziv gliikéz felhasznéldsdt, valamint direkt €s
indirekt médokon csokkenteni a tilzott endotelin felszabadulast.

Harmadik kisérleti sorozatunkban arra kerestiik a védlaszt vajon van-e valamilyen
interakcidé a rezveratrol és a y-tokotrienol kozott. Kisérleti eredményeinkre alapozva
elmondhatjuk, hogy a rezveratrol €s a y-tokotrienol kozott szinergista hatasok alakulnak
ki. Amint azt kordbbi eredményeink alapjan vartuk, mind a rezveratrol mind a vy-
tokotrienol  rendelkezik  kardioprotektiv  hatdsokkal(17, 19). Az izolalt
iszkémids/reperfundalt szivek vizsgélata sordn jelen tanulmanyunkban is megfigyeltiik a
posztiszkémids szivfunkciok javuldsat a rezveratrollal vagy vy-tokotrienollal kezelt
csoportokban. A negyedik csoportban, ahol mind a két ndvényi szarmazékkal kezeltiik az
allatokat tovabbi javuldst tapasztaltunk, amely statisztikailag jelentés volt a
monoterdpidkhoz képest. Hasonl6 tendencidkat figyeltiink meg az infarktusos teriilet és

az apoptdzis vizsgdlata sordn, ahol valamennyi kezelt csoportban szignifikdnsan javulast
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tapasztaltunk a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ezekben a vizsgdlatokban is a kettds
kezelésben részesiilt allatok szive volt a ,legjobb” I/R utdn, azonban itt nem volt
statisztikailag jelentOs kiilonbség a mono és a dudl terdpia kozott. Hasonl6 eredményeket
kaptunk, amikor vizsgéltuk a prokaszpaz-3 szintet. Ahogyan azt kordbban emlitettiink a
kaszpdz-3 inaktiv formdja a prokaszpdz-3, amely az apoptézis folyaman keriil aktiv
formdba. Eredményinkbdl kitlinik, hogy a kontroll szivekben lecsokkent a prokaszpaz-3
szint, ami arra utal, hogy a prokaszpdz-3 datalakult aktiv kaszpdz-3-ma. A kezelt
szivszovetben a prokaszpdz-3 kaszpéz-3 atalakulds nem kovetkezett be, erre bizonyiték a
magas prokaszpaz-3 szint.

Vizsgaltuk az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje szintjét is, hiszen a Bcl-2
fehérjecsalad tagjai kozponti szerepet jatszanak a szivizom apoptotikus folyamataiban. A
csoport tagjai kozott vannak anti-apoptotikus fehérjék, mint pl.: Bcl-2, Bcly, valamint
megtaldlhatéak pro- apoptotikus molekuldk is, mint a Bak, Bax, Bnip3 és PUMA(35). A
Bcl-2 fehérjérél kimutattdk, hogy védi a mitokondriumokat tébb mechanizmuson
keresztiil, pl. inaktivédlja a Bax/Bak fehérjét és ezaltal gitolja a mitokondriumok kiils
membranjdnak a permeabilizacidjat(34). Bcel-2 transzgén allatok szivében kevesebb
apoptotikus sejtet, csokkent infarktusos teriiletet és jobb balkamrai funkciékat mértek I/R
utan(11). Western-blot eredményeinkbdl kideriilt, hogy valamennyi kezelt csoportban
jelentdsen megemelkedett a Bcl-2 fehérje szintje. A kettds kezelésben részesiilt
csoportban ez az emelkedés szignifikdnsan magasabb volt a monoterdpids csoportokhoz
viszonyitva. A ,tulélési” Akt fehérje aktivitdsdnak vizsgalatakor hasonlé eredményeket
kaptunk. Ez alapjan ugy tlinik, hogy a rezveratrol és vy-tokotrienol dltal indukélt
kardiprotektiv hatdsok részben a Bcl-2-Akt ,.tilélési” utvonal indukcidjaval valdsulnak
meg, mint ahogyan a szinergista hatasokért is részben ezek a mechanizmusok a feleldsek.

A tanulmdnyunkban vizsgdltuk az autofagia szerepét a rezveratrol és a v-
tokotrienol hatdsdban. Kezdetben az autofagidt, mint a programozott sejthaldl nem
apoptotikus formdjat tartottdk szdmon. Manapsag viszont az autofdgia szerepe egyre
jobban kiszélesedni latszik, és egyre tobb bizonyiték wutal arra, hogy bizonyos
koriilmények kozott az autofagia tilélési folyamatokban is fontos szerepet tolt be. Az
autofagia fokozodasat irtdk le krénikusan iszkémids sertés szivizomban, ugy hogy az

autofagids folyamatok jelensége a tiléld miokardiumban volt fokozott. A témahoz
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kapcsoléd6 masik tanulmény szerint a fokozott makroautofdgia védi a HL-1 sejteket az
I/R-t61(38). Egy kordbbi vizsgalatunkban fokozott autofdgidt tapasztaltunk iszkémids
prekondicionacié utin (IPC), vizsgalataink szerint az autofdgia a Bag-1 protein
indukciéjan keresztiil fokozdédik. A Bag-1 utvonal gatldsa csokkentette az autofagia
nagysagat, €s megakaddlyozta az IPC protektiv hatdsat(33). Jelen kisérleteinkben
elsoként vizsgéltuk az LC3II/LC3I ardnyat valamint a Beclin-1 fehérje szintjét Western-
blot segitségével.

Eredményeink szerint, valamennyi kezelés fokozta a Beclin-1 és az LC3II/LC3I
aranyat, de a legintenzivebb véltozdsokat a kettds kezelésben részesiilt csoportban
detektaltunk. A Wortmanninnal torténd kezelés csokkentette mindkét anyag autofigiét
indukdlé hatdsit. Immunhisztokémiai vizsgélataink aldtdmasztottdk a Western-blottal
kapott eredményeket, €s enyhén emelkedett LC3II festést detektdltunk az I/R csoportba
tartoz6 szivekben 0sszhangban az irodalmi adatokkal, miszerint az I/R képes indukdlni az
autofagiat(66). Immunhisztokémiai vizsgdlataink sordn is fokozott LC3II festést
tapasztaltunk a kezelt szivekben, amelyet a Wortmannin lecsokkentett.

A Wortmannin kezelt szivekben nem csak az autofidgia mértéke csokkent, hanem
a posztiszkémids bal kamra funkcidk is, tovdbbd mindkét hatéanyag kezelésének
hatdsossagat csokkentette az infarktusos teriiletre €s az apoptdzis mértékére. Tovabba
csokkentette az Akt-Bcl-2 ttvonal aktivitasat is.

A Bcl-2 molekula egyik legismertebb tulajdonsiga az apoptdzis gatld hatésa,
emellett azonban normal koriilmények kozott kotddik a Beclin-1 fehérjékhez és gatolja
annak autofagiat indukal6 hatdséat. Az éhezés az egyik legjobb induktora az autofagidnak.
Kuma és munkatdrsai kimutattdk az autofdgia upregulicidjat a sziiletés utdn, amely
biztositja a megfeleld energiaelldtast ebben a periddusban. Tovabbé a szerzOk rdmutattak
arra is, hogy az Atg5 deficiens egerek (jelenléte létfontossdgi az autofigia
kialakuldsdaban), majdnem normal fenotipussal sziiletnek de 1 napon beliil a sziiletés utan
elpusztulnak, ezzel is aldtdmasztva az autofdgia fontossagit az energia elldtdsban a
sziiletés utan(55). Wei és munkatdrsai azt figyelték meg, hogy az €hezés kovetkeztében
aktivalédik a c-Jun N-termindl protein kinase 1 (JNK-1) amely foszforildlja a Bcl-2-

------

autofdgidja indukciéjadhoz vezet(106). A Bcl-2 foszforildcidja indukdlja a Bcl-2 Bax
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tranziens JNK aktivicidja a sejtek tulélését, mig a tartds aktivacidja a sejtek elhaldsat
indukalja(100). Kinetikai vizsgédlatok sordn kimutattdk, hogy rovid ideig tarté éhezés
soran a kis mennyiségli Bcl-2 foszforilalodik, ami elég ahhoz, hogy a Bcl-2-Beclin-1
komplex felbomoljon, de a Bcl-2-Bax komplex megmaradjon. Stlyosabb tdpanyag
megvonads sordn a Bcl-2 nagymértéki foszforilacidja és a Bel-2-Bax komplex felbomlédsa
valamint a kaszpdz-3 aktivdlédasa megfigyelhetd(107). Ez a jelenség magyardzhatja az
altalunk kapott eredményeket, miszerint az emelkedett Bcl-2 szint mellett emelkedett
autofagiat lattunk, de az apoptdzis mértéke nem novekedett. Tovabbi vizsgidlatok
sziikségesek ennek a hipotézisnek a megerdsitésére.

Fénymikroszkopos eredményeink aldtdmasztottdk az elméletiinket miszerint ezek
a természetes anyagok rendelkeznek kardioprotektiv hatdsokkal. Az I/R kontroll
szivekben valamint a hat6anyagokkal és 3-MA-nel kezelt éllatok szivében onkotikus
szivizomsejteket figyeltiink meg, a jellemzd nekrotikus savokkal. A kezelt csoportokban
ehhez képest majdnem normadl szerkezetli szivizomsejteket taldltunk, aldtdmasztva a
kardioprotektiv  hatdsokat. A transzmisszids elektronmikroszképos vizsgélatok
megerdsitették az autofagoszomdk jelenlétét a kezelt dllatokban. Az I/R kontroll
szivekben és a 3-MA-val kezelt dllatok szivében is jelen vannak autofagoszémadk, de
ezekben a szivekben a szivizomsejtek struktirdja jelentds patoldgids valtozdsokat
mutatnak.

Munkénk sordn vizsgaltuk az mTOR (mamalian target of rapamycin) szerepét az
autofagia indukdldsdban. A Tor egy konzervélt Ser/Thr protein kindz, amely szerepet
jatszik a sejt novekedésének, sejtciklus menetének, a tdpanyag felvételének, fehérje
szintézisének €s az autofagia szabdlyozdsdban(87). A tdpanyagokban gazdag allapotok
aktivaljak a TOR-t, ami az Atg 13 hiperfoszforilacidjat okozza és megakadélyozza az Atg
13 és Atgl interakciGjét, gétolva ezzel az autofdgia kialakuldsat. Ehezés vagy rapamycin
kezelés, a TOR inaktivacidjat okozza, ennek kovetkeztében az Atgl3 gyors
defoszforildcidja kovetkezik be, ami indukdlja az Atgl3-Atgl kolcsonhatdsat és az
autofagia kialakuldsat(50, 88). Eredményeinkbdl lathatjuk, hogy az I/R 6nmagédban is
csokkentette a p-mTOR/mTOR ardnyat, ami arra utal, hogy az I/R indukalta autofagidban

az mTOR szerepet jatszik. Tovdbbi eredményeinkbdl kitlinik az is, hogy a y-tokotrienol
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jelentdsen csokkentette a p-mTOR/mTOR ardnyét, ami arra utal, hogy a y-tokotrienol
a rezveratrol indukalta autofdgia kevésbe fiigg tdle. Kisérleteinkben igazoltuk tehat, hogy
a rezveratrol és a vy-tokotrienolkdzott vannak bizonyos szinergista hatdsok. Ezen
autofagia indukcidja.

Osszegzésként igazoltuk, hogy a ma még ipari hulladéknak szamité meggymag
kivonat rendelkezik kardioprotektiv hatdsokkal. Bizonyitottuk tovabba, hogy a
rezveratrol képes a ,beteg” szivizmot is megvédeni az I/R-indukdlta karosoddsokkal
szemben. Végiil arra ramutattunk arra, hogy a rezveratrol €s a y-tokotrienol k6zott vannak
bizonyos szinergista hatdsok. Az altalunk kapott eredmények tovdbb tdmogatjdk azokat a

megfigyeléseket melyek szerint ez autofagia segithet a sejtek tulélésében.
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Osszefoglalas:

A munkdm elsé részében vizsgédltuk a meggymag kivonat szdraz kivonatdnak
hatdsat iszkémids/reperfundélt szivekben. Kisérleteink sordn a meggymag kivonat
dozisfiiggd modon csokkentette a reperfizié indukdlta kamrai tachiaritmidk
kialakuldsdnak valdsziniiségét, tovdbba javitotta a posztiszkémids szivfunkcidok
felépiilését, csokkentette az infarktusos teriilet nagysdgat és az apoptdzis mértékét.
Eredményeinkbdl az is kideriilt, hogy a kardioprotektiv hatdsok hatterében legaldbb
részben a kaszpdz-3 gatld hatds all.

A vorosbor egyik legfontosabb komponense a rezveratrol, amelyrdl szdmos
egészséget kedvezden befolydsold hatést irtak mar le. A kisérleteink sordn arra a kérdésre
kerestiik a vdlaszt vajon képes-e a rezveratrol j6tékony hatdsainak a kifejtésére beteg
szivizomszovetben. A rezveratrol eldkezelés jelentds mértékben csokkentette az I/R
indukalta bal kamra karosodasokat az elhizott allatokban is, ezek mellet a rezveratrol
jelentdsen csokkentette a kezelt allatok testsulyat €s a vércukorszintet. Eredményeink
szerint ezen kardioprotektiv hatdsokban a csokkent endotelin felszabadulds valamint az
ET-1 fehérje alacsonyabb expresszidja, és a Glut-4 fehérje emelkedett szintje jitszik
szerepet.

Vizsgéltuk tovabbd a rezveratrol hatésait y-tokotrienollal kombindlva is. Egyiittes
adagoldsuk sordn szinergikus kardioprotektiv hatds tapasztaltunk. Tanulmédnyoztuk
tovabba a p-Akt és Bcl-2 ,.tilélési” fehérjék szintjét. Eredményeink azt mutattdk, hogy az
0nallé kezelések is jelentds mért€kben emelték az emlitett fehérjék szintjét, azonban a
kombindlt kezelés tovdabbi drasztikus emelkedést eredményezett a fehérjék
expresszidjaban, tovabb erdsitve a szinergista hatdsok meglétét. Az apoptdzis mellett
vizsgaltuk az autofdgia el6forduldsat is. Tanulmanyoztuk a Beclin-1 fehérje szintjét
valamint a LC3II/LC3I ardnyat, melyek jelentds emelkedést mutattak a monoterdpids
csoportokban a kontroll csoporthoz képest, s tovdbbi jelentds emelkedést tapasztaltunk a
kombindlt kezelést kapott csoportban. Munkank sordn vizsgaltuk az mTOR szerepét az
autofagia indukdldsdban. Eredményeink szerint a y-tokotrienol dltal eldidézett autofagia

/////

autofagia kevésbe fiigg tole.
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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 -
tocotrienol. Based on our results we concluded that resveratrol and y-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 y-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 vy-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 y-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 y-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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