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BEVEZETES

A sziv- és érrendszeri betegségek vilagszerte szeéshaldlozas egyharmadaért tedek.
Mivel a rizikofaktorként azonositott elhizas, nemegfeleb taplalkozas, diszlipidémia,
cukorbetegség, magasvérnyomas, mozgashiany és yddisambfordulasa mind a fejlett,
mind a fejbdé orszdgokban - tobbségében — emedikaédndencidt mutat, emiatt a
kardiovaszkularis mortalitas nbvekedésére szanuithat

A hiperkoleszterinémia és az ateroszklerézis Ofiggeise egyertelim A klinikumban
makrovaszkularis szédményként miokardialis infarktus, stroke, veseakgiség és
periférias érbetegség jelentkezhetnek, melyekdsddd a morbiditasért és mortalitasért.

A koréllapot fontossagat mutatja, hogy a betegsfmpgészseglgyi €s gazdasagi jéstge
hatalmas. A kialakult ateroszklerotikus plakkok gyszeres, eszkdzos, illetve ttéti
kezelése, valamint a kulonhbzszervekben kialakuld infarktusok akut ellatasaaésezt
koveb rehabilitacio az egészségligy minden szintjétiéastegyértelien kijelenthat, hogy
az egészsegugyi szolgaltatoktol nagy anyagi ratstdigényel.

A hiperkoleszterinémia okozta kérallapotok diagnidsgara, korai felismerésére, a fokozott
rizikoju csoportok kivalasztdsara kulonidozscore-ok, tovabba nem invaziv és invaziv
vizsgalatok széles tarhaza éll rendelkezésinkre.

A koréllapotok kezelése és s#iwnények ellatasa mellett azonban kiemelt fontossagu
megebzés szerepe. A kezelés és mépést lehaiségeit szélesiti a patomechanizmus részletes
feltarasa, azonban ez hiperkoleszterinémia eset@Bgmem minden részletében ismert.

A modern molekularis gydgyszertervezés korabaniggefemre mélté az a tény, hogy a
természetben, kiléndésen a novényvilagban talalhatdyagok tanulmanyozasa a
gyogyszerkutatas torténetében tobb alkalommal edzeikerre. A Debreceni Egyetem,
Gyogyszeresztudomanyi Kar, Gyodgyszerhatastani Biész tobb gydgyndvénykivonat,
kulénb6® hatasait tanulmanyoztak. Egy ilyen kutatds eregméa meggymag-kivonat
kedved hatasa retina, illetve egészséges patkany szivisakémia reperflzioja kapcsan.
Munkam soran a hiperkoleszterinémia kapcsan észidtibzasok id fliggését és ebben az
allapotban a meggymag-kivonat kardiovaszkularisisearre kifejtett hatasait vizsgaltam. Az
id6-hatas vizsgélatot addig folytattuk, amig a sziwizezisztolés funkciéjanak romlasa is
kimutathatova valt, és nem csak a diasztolés fidasiar jelei voltak észlelhik.



| RODALMI ATTEKINTES

A koleszterin a szterol vegyiletcsoport tagja, exékorben éffordul gerincesekben és
szamos egyéb @ényben. Eletfontossagi molekula, mely a szterominonok ebanyaga és a
sejtmembranok fontos éfileme, jeleris szerepe van a sejtmembran fluiditas és
permeabilitas meghatarozasaban. Szintézise a mabarellékvesében, a petefészekben és
herében, valamint a bélhamsejtekben zajlik. A gzist sebességének meghatarozo lépése a
HMG-CoA reduktdz enzim éltal végzett reakcio.

Az endogén koleszterin szintézis mellett, a taplddé exogén koleszterin felvétel is zajlik. A
koleszterin transzportjat a vérben fehérjéketgddket tartalmazo lipoproteinek végzik.

Mivel a nydl novénye§ &llat, az exogén uton bevitt koleszterindis diétatasara
szervezetében a HDL/LDL arany hamar leromlik, ezéhiperkoleszterinémias nyul kivalo

modell a kardiovaszkularis torténések és az atkl®szis tanulmanyozasara.

COX

A mitokondrium ketts membrannal rendelk&z organellum, mely a sejt aerob
energiatermeléséért fefsl Mikodése soran a két membran kozotti térBe Halmoz fel,
mellyel ATP termelésre felhasznalhatd membranpaddiritoz létre.

A citokrém c és a COX a mitokondrialis elektronsaportban résztvévfehérjék. A COX
feleldss az oxigén vizmolekulava torrredukalasaért, valamint a*Hranszportjaért a
mitokondrium két membranja kozotti térbe. A folyarassejt energiatermelése szempontjabal
alapveb jelentséggel bir. A két membran kozotti térben felhalmibzprotonok a
mitokondrium matrixba az ATP szintetdzon keresztithak vissza, mely soran ATP
képzdik. A citochrome c az elektrontranszport mellatisesROS (reaktiv oxigén gyokok)
gatlé (scavenger) hatassal bir, viszont a cardiolgeroxidalasat kovéen a citoplazmaba
jutva apoptozist indukal.

A COX a mitokondrialis mebranpotencial kialakitéaérkulcsfontossdgu enzime, melynek
aktivitdsa tobb ponton szabdlyozott. Koros korllyedn kozott a mitokondrialis
membranpotencial a normalis éri@kellemz6 modon eltérhet. Iszkémia-reperflziéo soran a
szoveti oxigen ellatas figgvényében harom fazisuhla.

1. Iszkémiéds (éhezési) fazis: Ebben a fazisban rerg@hidny miatt a COX aktvitas
fokozddik, az intramitokondrialis kalcium tartalomi, a mitokondrialis membranpotencial a

lehetiségekhez képest megtartott marad.



2. Reperfuzios fazis: A kalcium hatasara az 1.st@m hiperaktivva valt COX molekulak a
megérke# oxigént hasznositva hiperpolarizéljak a mitokoélisi membranpotencialt
(fokozddik a két membran kozotti tér*Hartalma), ami ROS képdéshez vezet. A
hiperpolarizalt allapot egér agyban vegzett mérésapjan mintegy 8 percig tart.

3. Mitokondrialis diszfunkcio (az energiatermeldéagéelenségének) fazisa: Ebben a fazisban
a légzési lanc fehérjéi a szabadgyokok oxidativogiéisa miatt részben tdnkremennek, ami a
mitokondrialis membranpotencial cstkkenésével énargiatermelés hanyatlasaval jar. Ha a
karosodas elér egy fokot, apoptosis indukalodik.

A fentiek alapjan a COX mennyisége és aktivitasenjgsen befolyasolja a sejt nyugalmi
korilmények  kozotti  energiatermelését, valamint tdsn szerepet jatszik az

iszkémia-reperfuzié kapcsan észlelt széveti kadrdsgatomechanizmuséban.

VEGF

A vaszkularis endotelialis novekedési faktor szigiatein, mely tirozin kinaz receptorokhoz
kotve fejti ki angiogenetikus hatasat. Elégteleigér ellatas esetén a sejtek hipoxia indukalt
transzkripcids faktor termelését kezdik meg, meBGF felszabadulast eredményez. Normal
korilmények kozott alapwét szerepe van a magzati szervezetben az érrendszer
kialakulasaban, a késbiekben a ndvekedésben, valamint séruléseket kdegeneracioban.
Tobb kozlemény szamolt be az intravénés illetvemlddal génterapias modon bejuttatott
VEGF remodelling gatlé6 hatdséarol. Patkdnyoknal rkifest koveben a szoveti VEGF és a
VEGF receptorok fokozott expresszigjat figyeltekgne

A fiziolégias szerepén tul bizonyos kérallapotoklmfelents szereppel bir. Daganatos
betegségekben tortémelszabadulasa segiti a tumorok névekedését, indwalttétkepé
hajlamot. A diabéteszes retinopatia kialakulasarserdiabéteszes angiopatia okozta
elégtelen vérellatas kévetkeztében megnodvekedik@produkcid, mely hatasara tulzott
erképsddés indul. A tulzott neovaszkularizaco a retinakfiigjaval interferal, mely végs

soron a latas elvesztését okozhatja. Hasonld patmmemussal alakul ki azdd korban
észlelhet makula degenerécio. Az anti-VEGF terapidk eredrags§gét széles korben

vizsgaljak a fent emlitett kérallapotokban.

HO-1
A 70-es években fedezték fel a szamtalan sejtsémiszoveti szabalyozo hatassal rendélkez

endotelialis relaxalo faktort. A 80-as években tieidny arra, hogy az endotelialis relaxald



faktor valojaban a gaz halmazallapotu nitrogén-ma@h@NO). Ezen felfedezés nyitott utat
egy masik, fiziologias korilmények kozott a szouben termelddé gaz, a szénmonoxid
szabalyoz6 szerepének vizsgalatara.

A szénmonoxid kégwléséért a hem oxigenaz félel A mikroszomalis hem oxigenaz vegzi a
hem oxidativ lebontasat, mely soréan biliverdinrszénoxid és F& keletkezik. Embstkben

a hem oxigenaz-nak harom, kulénbd@en altal kédolt izoformja, HO-1, HO-2 és HO-3
talalhaté. A HO-3, mely struktaralisan a HO-2-valtat nagy hasonldsagot, kis jelésdggel
bir. A HO-nak antioxidans mechanizmusa révens\sakrepet tulajdonitanak, melyet a
stressznek kitett szévetekben méshenelkedett szintje is magyaraz (emiatt soroljak a
hésokk proteinek csoportjaba).

A HO aktivitas kovetkeztében létre®C O vizsgalata kapcsan igazolddott endogén
transzmitter szerepe. Bioldgiai hatasat a cikliguanil-monofoszfat (cGMP) képdéseért
felelés guanil ciklaz enzimre hatva fejti ki. Az érfalakbkéepsdsé CO a vaszkularis tonus és
trombocita funkcio szabalyozasanak fontos elemgeretikai modifikacioval elért fokozott
hem oxigenaz-1 expresszi6 igazoltan neuroprotdktiassal bir iszkémias cerebralis inzultus
eseten.

Iszkémia-reperfuzié hatdsara a szoveti HO-1 szdkkenés figyelhétmeg.

A meggymag-kivonat és hatasai

A meggymag-kivonat elkészitése soran a meggymagohtleéjat kiszaradasukat koéen
eltavolitjak. Bel§ résziketorlik és Soxhlet-extraktor segitségével, n-hexarkigsbnatot
készitenek. A kivonat elemzése kapcsan (UV, infrids0 gaz kromatografia és toimeg
spektroszkdpia) kimutattak, hogy az olajos fazigliterideket, olajsavaiy-tokoferolt, toko-
trienolokat és tokoferol szeranyagokat tartalmaz. A szilard fazisban szamthlaldgiailag
aktiv vegyuletet talalhatd, mely 2-4%-a cianid,%-3 polifenol, 1-4%-a flavonoid, 1-3%-a
noévényi sav, 1-2%-a pro- és antocianidin, 1%-aszameszveratrol, 1%-a stilbene és 1%-a
katekin. Korabbi vizsgalatok igazoltdk a meggymagkat efs antioxiddns és hem
oxigenaz-1 induktor hatasat (patkany retinabanbédeszes egyénéktvett vér leukocita
tenyészeteiben). 2 hetes kezelést késmet dozis fligg protektiv hatasat bizonyitottak (10 és
30 mg/kg kivonatot tartalmazé tdppal etetett akptegészséges patkany retina, illetve
egészséges patkany, izolalt szivizom preparatukénsia-reperfuzidja kapcsan, az allatokra

kifejtett barmilyen karos mellékhatas észleléséiiel



CELKIT UZESEK

Nyul allatmodell alkalmazasaval, két kisérleti pltezésben kerestik a valaszt arra, hogy
milyen hatassal van a fokozott alimentaris kolegzteevitellel indukalt hiperkoleszterinémia
a kardiovaszkularis paraméterekre és a szovetiengkke, valamint, hogy az igy Iétrehozott
hiperkoleszterinémias allatmodellben megfigyelhetkedved hatdsa a hem oxigenaz-1

induktor meggymag-kivonatnak.

Kivancsiak voltunk, hogy a 2%-os koleszterinnel ithis tappal végzett etetés milyen
mértéki szérum koleszterinszint emelkedést okoz nyul ralbakellben, valamint, hogy a
behatési id (12 és 40 hét) mennyire befolyasolja a hiperkdtrgzmia kardiovaszkularis és
molekuléaris hatasait.

Vizsgalatuk, hogy az igy @Hdézett hiperkoleszterinémia milyen hatassal vatorakalis
ateroszklerozisra; az in vivo, szivultrahanggal heér funkciondlis paraméterekre; az ex
Vvivo, izolalt szivizom preparatumon mérietunkciondlis paraméterekre; a szivizomban
kialakult infarktus mértékére; a szivizomban tadédh citokrom c oxidaz (COX) protein
mennyiségére és aktivitasara; a szivizomban tatalmem oxigenaz-1 (HO-1) és vaszkularis

endotelidlis névekedési hormon (VEGF) proteinek nygségére.

El6z6 Kkisérleteink alapjan kivancsian vartuk, hogy a gyewag-kivonat addicié6 16 hetes

behatasi il esetén milyen hatassal van a fent emlitett paeneiat.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok és a hiperkoleszterinémias allapdérése

Vizsgalatainkban 2-2.5 kg testsulyd, fétin him, New Zealand tipusu nyulakat hasznaltunk.
Kisérleteink soran az allatvédelmi torvénynek éme&nvégrehajtasa targyaban megjelent
orszagoq243/1998.(XIl. 31.) szamu, az allatkisérletek végtd sz6l6 kormanyrendelggés
nemzetkozi (a National Society of Medical Resealthl kiadott ,Principles of Laboratory
Animal Care”) szabalyzatoknak megféleh jartunk el. A kisérletek elvégzését a Debreceni
Orvostudomanyi Egyetem Allatkisérleti TudomanystiRaottsaga jovahagyta.
A nyulakat laboratoriumi nyultappal etettik (adtiiion):

* akontroll csoport (Kontroll) normal laboratériumyultapot,

* a hiperkoleszterinémias csoport (HC) 2%-0s kolesutel dusitott tapot,

* a meggymag-kivonattal végzett kisérletben a kezstiport (HC+MMK) 2%-0s

koleszterinnel, plusz 30 mg/kg meggymag-kivongti#ViK) dusitott tapot kapott.

Az allatokat két kisérleti protokoll alapjan 7 cedjpa osztottuk. A hiperkoleszterinémia
hatasainak ig-fliggéseét vizsgalva 4 csoportot alakitottunk Ki.
12 és 40 héten keresztll normal nyultappal etélietiok:
» Kontroll 12 (n=4) csoport és
» Kontroll 40 (n=4) csoport
12 és 40 héten at 2% koleszterint tartalmazo tagtpaett allatok:
« HC 12 (n=4) csoport €s
* HC 40 (n=4) csoport.

A meggymag-kivonat hatasat vizsgalo kisérletbeadportot vizsgaltunk.
= 16 hétig normal nyultappal etetett allatok: Kontadoport (n=6)
= 16 hétig 2% koleszterint tartalmaz6 tappal etétéatok: HC csoport (n=6)
= 16 hétig 2% koleszterint + 30 mg/kg meggymag-kitohsartalmazo6 tappal etetett
allatok: HC+MMK csoport (n=6).



Szérum koleszterinszint mérés

Rendszeres &kozonként szérum Kkoleszterinszint meghatarozaséntrt A szérum
koleszterinszintet vénas vétthataroztuk meg Cardio Check készulékkel, mindextrél, az

elére meghatarozott protokollnak megféléiopontban.

Echokardiografia

Szivultrahangos vizsgalatok fellletes anesztézighdnmg/kg ketamin + 3 mg/kg xylazin
i.m.) torténtek. A mellkas $rét leborotvaltuk, az allatokat hatukra, a csucstsretek
elkészitése soran bal oldalukra fektettik. A fadleket digitdlis formaban (CD, illetve
magneto-optikai lemez) rogzitettik, a kiértékeléesskbi idépontban tortént. A
szivultrahangos vizsgalat kapcsan a human vizsidlak megfeldl standard metszeteket,
véraram- és szoveti Doppler gorbéket rogzitettiikénaetkes protokoll szerint:
2D paraszternalis hossztengelyi metszet,
2D paraszternalis révidtengelyi metszet a papslammok magassagaban,
150 mm/sec futdsi sebességgel készitett, 2D algdicionalt M-mdd kép a papillaris izmok
magassagaban (paraszternalis hossz- és rovidtengehzetbl is elkészitve),
csucsi 4 Uregi metszet,
csucsi 2 Uregi metszet,
bal kamrai bearamlasi spektralis pulzatilis Dopgi@rbe,
bal kamrai kidramlési palya spektralis pulzatilisdpler gorbe,
mitralis lateralis és szeptalis, valamint trikusigdis anulus spektralis széveti Doppler gorbe.
A mérések kapcsan 0.1 mm-es pontossagot, leadiopg-dd leading-edge modszert
alkalmaztunk, a 3-5 egymast ko¥etzivciklus sordn mért értéket atlagoltuk.
M-mod képlsl mértik az interventrikularis szeptum (IVSTD) ésbal kamra hatsé fal
(PWTD) diasztolés vastagsagat, a bal kamrai véggsides (LVESD) és vég-diasztolés
(LVEDD) atmébket, paraszternalis hossztengelyi képz aorta gyok és bal pitvar antero-
poszterior atméjét. A fenti adatokbdl kiszamoltuk a frakciondlisvidilést (Fractional
shortening = FS), a bal kamrai ejekciés frakciéF)Es a bal kamrai izomtdmeget
(LVMASS) az alabbi képletek segitsegével:
FS=(LVEDD-LVESD)/LVEDD*100
EF=(LVEDD?*-LVESD?)/LVEDD?*100
LVMASS= 1.05*([LVEDD+PWTD+IVSTDF-LVEDD?)



Mértuk a vér bal kamrai kiaramlas sebességidegraljat, az aorta aramlas csucssebességét,
a bal kamrai bearamlas korai (E) és pitvari kompsng?) csucssebességét, az E hullam
deceleraciés idejét (DT), a mitralis lateralis éptalis anulus, valamint a tricuspidalis

latetralis anulus systoles (S’), korai (E’) ésdé#\’) diasztolés szOveti sebességeét.

Szivizom izolalas és az izolalt dolgozo szivizomdseer leirdsa

A nyulakat a kisérleti iészak végén (az édfiggés vizsgalataban 12 és 40 hét utan, a
meggymag-kivonattal végzett kisérletben 16 hét )utdidoztuk fel. 1000 E Na-heparin
intravénas (tromboembolia kivédésére) és ketamiazxy (40/5 mg/kg) kombinacid
(analgézia) intramuszkularis adasat kéeetaz allatok szivét torakotdmia soran eltavolitott
és jeghideg pufferbe helyeztik. Az aortat kandkiltmajd a szivet 5 percig Langendorff
modban (retrograd) perfundaltuk dtmoséas céljab@l di@centiméter folyamatos nyomassal
(10 kPa). A perfundalé oldat modositott Krebs-Hégisebikarbonat puffer volt, melyet
elézéleg 95% Q és 5% CQkeverékével telitettiik (pH: 7,4, 8C).

A bal pitvar kanulalasat kouen a szivet dolgoz6 modba kapcsoltuk, mely soraafter
anterograd iranyba aramlik. Ebben az esetben pitvalrba bevezetett perfuzids puffer oldat
a bal kamran keresztil az aortaba jut. Innen aatoddy része egy az aramlas mérésére
alkalmas cérendszerbe, masik része a koronariakon kereszsiies coronariusba, majd a
jobb pitvarbol a jobb kamraba, innen a felvagotinmnalis artérian keresztil a sziv alatt
elhelyezett Gvegtégelybe kerll — koronaria ataramla

A fent leirt rendszerben a bal pitvari nyomast (kainrai ebterhelés) 17 cm puffer oldat
nyomasara (1.7 kPa), az aorta nyomast (bal kanhdgenhelés) 90 cm puffer oldat nyomasra
(9 kPa) allitottuk be.

Az izolalt szivbe szurt ezist elektroda segitsélg@ygamatos EKG monitorozast végeztink.
Az aorta kidramlas mérésére kalibralt aramlagmBasznaltunk. A koronaria ataramlast az
idéegység alatt a szidbkicsepe@ puffer mennyiségének mérésével hataroztuk megalA b
kamra altal generalt nyomast (Left Ventricular Deped Pressure) a kiaramlasi szar oldalara

csatlakoztatott nyomasnééel mertik.

Globalis iszkémia kivaltasa, majd reperfuzio végzés

10 perces aerob perfuziét kogen rogzitettilk a kiindulasi paramétereket. Ezut@rp&rcig
globdlis szivizom iszkémiat hoztunk létre a perddzoldat keringetését vé&gperisztaltikus

pumpa ledllitdsaval, valamint a pitvari bedraméssaorta kidramlasi kanulok lezaraséaval.
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A globalis iszkémia megéntetését kovéen az aritmia éfordulasanak cstkkentése
érdekében (a kiinduldsihoz hasonl6 mddon) 10 peidcasgendorff szerinti perfaziét
végeztink, majd ismét dolgoz6 mddba kapcsoltukiveszs 120 percig ebben az allapotban

tartottuk (reperfazios fazis).

Funkcionalis mérések

Mivel a koleszterindis tappal 40 hétig etetett osthan az izolalt szivek nyugalmi
paraméterei drasztikusan leromlottak, azfilggési vizsgalatban a sziveket egyik csoportban
sem tettik ki iszkémia-reperfuzionak, vagyis a ftiokdlis paramétereknek csak a nyugalmi
ertékeit hataroztuk meg. Ezzel szemben a meggynvag&t hatdsanak vizsgalata soran az
izolalt sziveket a nyugalmi méréseket ket iszkeémia-reperfuzidés provokacionak tettik ki,
ezutan két idpontban (a reperfuzi6 60. és 120. percében is) riéinéa funkcionalis
paramétereket.

Az izolalt szivizmokon végzett kisérlet teljes elgjlatt rogzitettiik a szivfrekvenciat és a bal
kamrai nyomast, valamint a globalis iszkémiétteés a reperfazio 60. illetve 120. percenél

megmertik az aorta ki- és a koronaria ataramlast.

Az infarktusos tertlet méretének meghatarozasa

Az izolalt szivizmon végzett méréseket ket 100 ml, foszfat pufferben oldott 1%-o0s
trifenil-tertazolium klorid oldatot (TTC) juttattlnaz aorta kanulbe. A fehér si#iiTC éb
szovetben, az ott talalhatd dehidrogenaz enzimeknréedukalddik és sotétpiros szin
trifenil-formazanna (TFF) alakul. Az elhalt teridgken a TTC nem alakul at, ezért a terilet
fehérre fegidik. A modszert kiterjedten alkalmazzak szivizonfaiktus post-mortem
kimutatasara. A TTC beadasat kdeat a sziveket -70 °C-ra fagyasztottuk a ékés
feldolgozas céljabal.

A fagyasztott szivizommintakat a transzverzalisbafk az apiko-bazalis tengellyel
parhuzamosan, 2-3 mm-es szeletekre vagtuk. A skeletemértik, szaritottuk, majd két
Uveglap kozé helyezve szkenneltik. Szamitogépesinpddrias szoftver segitségével a
metszeteken az infarktusos terlleteket koérberajkads (pixel denzitas elven) az infarktusos
terlletek méretét meghataroztuk. Az adott sziv egyzeletei tbmegének és terlletének,
valamint az infarktusos szivizom teriiletek ismdretekiszamoltuk a szivizom teljes tomegét
(rizikbé zbna) és az infarktusos szivizom tomegéfatktus zéna). Az infarktusos tertlet

nagysagat az infarktus zéna rizik6 zonara vona#totttszazalékaban fejeztik ki.
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Az ateroszklerotikus lézidk analizise

Az aortaban lathatd zsiros csikok kvantifikacidaidan 11l festékkel végeztik. A torakalis
aortat kipreparédltuk, a korny&zotoszovetet és zsirszovetet levalasztottuk. Az igyrtnye
mintadkat médositott Krebs-Henseleit pufferben miastoajd 10 v/v %-o0s formalin pufferben
fixaltuk. Az ereket hosszaban felvagtuk, majd 37f6kos vizfurdben 5 mg/ml toménység
Sudan lll-at tartalmazdé, 70 v/iv %-0s izopropanaloll5 percig inkubaltuk. Ezt koun
70%-o0s izopropanolollal tébbszdri 6blitést végektarfelesleges festék eltavolitasa céljabol.
Az igy eDbkészitett artéridkat Uveglemezek kozé helyezvemiagépes technikaval
meghataroztuk az ateroszklerotikus plakkok kitagégét (azok teljes érfelszinre

vonatkoztatott szazalékat).

Citokrém c oxidaz (COX) aktivitds mérese

A nyul miokardium citokrom c oxidaz aktivitasanakerésére kolorimetrids assay Kkit-et
hasznaltunk. MITOISO1 kittel frissen kivett szivimbdl mitokondriumokat izolaltunk. A

mitokondriumokat dithiothreitollal kezeltiik a citdim c redukalasa végett, melyet COX
medialta reoxidacio kovetett. A COX aktiviths mé&teszobabimérsékleten végeztik. Az
aktivitast a ferrocitokrom c abszorbancia csokkémék jellemeztik, mely a redukalt
formébdl oxidaltba vald alakulasakor kovetkezik 380 nm-es fénytartomanyban. A COX
aktivitast AAssomin formaban fejeztik ki.

Western blot analizis

A szivizom mintakat (100 pg) Clontech extrakciosfgnban homogenizaltuk, majd azonos
mennyisé§ sodium dodecyl sulfate (SDS) puffer hozzaadasaetén 10 percig forraltuk.
Ezt kbveben a fehérjéket 12% SDS polyacrylamide gélen 12€al\futtattuk. A gélt
nitrocelluldz membranra helyeztilk, a szétvalasztighériéket a 100 V fesziltség
alkalmazasaval a membranra juttattuk és 1 oérarraduszfer pufferban allni hagytuk. A
membrant 1 oras TBS-T kezeléssel blokkoltuk, m&@d-dn egy éjszakan at a kivalasztott
primer antitestekkel (HO-1, VEGF, COX lll, COX NGAPDH) inkubaltuk. 3 alkalommal
tortérd TBS-T mosas utan 1 éran at TBS-T és 1 m/v %-osnzesites tejport tartalmazo
oldatban €% 1:2000 higitasu torma-peroxidazzal konjugalt smelen antitestekkel

inkubaltuk. A fehérjéket valtozo rontgen film segigével mutattuk ki, majd a szkennelt
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Western blot mintdk HO-1 (hem oxigenaz 1), VEGFqMdar Endothelial Growth Factor),
COX IlI (citokrém c oxidaz I11), COX IV (citokrém oxidaz 1V) és GAPDH (glyceraldehid-3
foszfat dehidrogendz) fehérje tartalmanak kvamtitanalizisét el végeztik. Az egyes
fehérjéknek megfelél csikok jelintenzitasat megbecsiltik és onkényestékegysegben

fejeztuk Ki.

Statisztika

Az eredményeket szamtani kdzép + SD vagy szamidreék + SEM formaban adtuk meg.
El6szor egyutas variancia analizist (ANOVA) alkalmaktu az egyes csoportok
atlagértékeinek 0sszehasonlitasara. Ha a csopkdpéiti kilonbség szignifikans volt, az
egyes csoportokat Tukey teszttel hasonlitottuke@sazilonbséget p<0.05 esetén tekintettik

szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Mivel a disszertacio alapjat képekét kisérlet elrendezése igen hasonl6 volt és potka
eredmeények — egymastositve — részben atfedtek, a két vizsgalat eredniepdenuzamosan

mutatom be.

Szérum koleszterinszint valtozasai

A taplalékkal bevitt koleszterin mindkét kisérletirendezésben folyamatosan névelte a
szérum koleszterinszintet, mig a koleszterinmetdppal etetett allatok koleszterinszintje
nem valtozott. Az id-fliggés vizsgalatban a 8. h#tta meggymag-kivonat hataséat vizsgalo
kisérletben a 4. héit kezdsdéen a koleszterindus tappal etetett nyulak koleszintje
szignifikhnsan magasabb volt a normal tappal etetgilakénal. A meggymag-kivonattal
kezelt (HC+MMK) allatok koleszterinszintje a 8. téétkezdddéen szignifikhnsan magasabb
volt a normal tappal etetett nyulakénal, a 16. mégiedig szignifikdnsabb alacsonyabbnak
bizonyult a csak koleszterindus tappal etetett (Bl@tokéhoz képest.

A torakalis aortaban észlehé&tateroszklerotikus plakkok kiterjedtsége

Mindkét vizsgéalatban a koleszterindUs tappal dtedétatok torakalis aortdjaban éeeljes

ateroszklerotikus plakk képdés volt megfigyelhét Az ido-fuggeési vizsgalat eredményei
szerint a hosszabb ideig tartd koleszterindis kpl&zignifikhnsan novelte a plakkok
kiterjedtségét. A meggymag-kivonat hozzaadasa esktdrindus taphoz (HC+MMK csoport)
ugyanakkor szignifikans mértékben csokkentette tamsazklerotikus plakkok kiterjedését a
nyulak aortajdban a csak koleszterindus tapot kHlptokéhoz képest (HC csoport). A normal

tappal etetett nyulak torakalis aortajaban nem tkotatt ateroszklerézis.

Echokardiografia

Az id6-flggési vizsgalatban jeleid eltéréseket észleltiink a bal kamra funkciondlis
paramétereiben, melyek a bal kamra szisztolés sé&tilgllemzik (frakciondlis rovidileés,
ejekcios frakcid). A koleszterindls tappal hosszdatett (HC 40) allatok frakcionalis
révidulése és ejekcios frakcioja szignifikAnsarcatayabb volt, mind a normal tappal etetett
(Kontroll 40), mind a koleszterindus tappal rovidkig (HC 12) etetett allatok értékeihez
képest, egyéb paraméterekben szignifikans eltaedstészleltiink.
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A meggymag-kivonat hatasanak vizsgalata soran,caak 16 hétig kovette az allatok sorsat,
nem észleltlink szignifik&ns eltérést a szisztodaméterekben és az anatomiai méretekben a
harom csoport kozott. A szoveti Dopplerrel mértAE'Erték (a kora diasztolés és Kés
diasztolés sebességek hanyadosa, ami a diasztolésidt jellemzi) a normal tappal etetett
(Kontroll) és a meggymag-kivonatot is kapé (HC+MMHKlJatoknal nagyobb volt, mint 1,
mig a csak koleszterindUs tappal etetett allatoKrl) 1-nél kisebb ardnyt mértink. A
kontroll allatok (Kontroll) és a meggymag-kivonatattalmazo6 koleszterindus tppal ellatott
(HC+MMK) allatok értékei kozott szignifikans kuloséget nem észleltink. A csak
koleszterindus tappal etetett (HC) allatok E’'/Atéei szignifikhnsan alacsonyabbak voltak a

masik két csoporthoz (Kontroll, HC+MMK) képest.

Hemodinamikai mérések

Az izolalt szivizom preparatumokon a kovetkelremodinamikai paramétereket mértik:
szivfrekvencia, aorta kiaramlas, koronaria ataramk bal kamra altal generalt nyomas
(LVDP). Az idé-fuggeési vizsgalatban, az echokardiografidsan ntégbeott bal kamrai
szisztolés funkcios paraméterekkel 6sszhangbaolea#erindas tappal etetett allatoknal mar
a nyugalmi aorta kiaramlasban jeléneltéréseket észleltiink. A hosszu hiperkoleszgrias
allapotot reprezentalé csoportba (HC 40) tartozévedz az izolalast kovéen gyakran
képtelenek voltak effektiv munkat végezni (aortatvie koronaria flow: O ml/perc), ezért
ebben a kisérletben globalis iszkémia provokacat négeztink.

Az id6-fuggési vizsgalatban a hosszu hiperkolesztering@rdiéapot (HC 40) szignifikans
kidramlas csokkenést eredményezett. Az aorta kidsaebben a csoportban mind a kontroll
csoportokénal (Kontroll 12, Kontroll 40), mind aviéebb hiperkoleszterinémias hatasnak
kitett csoporténal (HC 12) szignifikansan alacsdoyeak bizonyult.

A meggymag-kivonat hatasdnak vizsgalatakor a nymighemodinamikai paraméterekben
nem volt szignifikans kilénbség a hdrom csoporikidAz iszkémia-reperfazids provokaciot
kévetben minden vizsgalt paraméter csokkenést mutatkiindulasi értékekhez képest. Az
aorta kiaramlas mind a 60., mind a 120. perc rég&rfutan szignifikansan alacsonyabb volt
a koleszterindus t4ppal etetett (HC és HC+MMK) cstgkban a normal tppal etetetthez
(Kontroll) képest. A meggymag-kivonattal kezelt psaban (HC+MMK) azonban 60 és 120
percnél is szignifikhnsan magasabb aorta kiarami@stiink a csak koleszterindus tapot kapo

csoporthoz (HC) képest.
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A koronéaria ataramlas hasonléan a tobbi paraméterheglobalis iszkémiat kouen,
mindharom csoportban, azéidiiggvényében cstkkent. A harom csoport értekedsak 120
percnél volt szignifikans kilénbség megfigyetheA Kontroll csoport értékei szignifikansan
magasabbak voltak a koleszterin dus tappal etetésik két csoporthoz képest (HC és
HC+MMK), valamint a meggymag-kivonattal kezelt cedp értékei (HC+MMK)
szignifikAnsabban magasabbak voltak a csak kolésdtes tapot kapd (HC) allatok
értékeinél (az aorta kiaramlas vizsgalata sorantt@pedmenyekkel egybevagoan).

Az infarktusos terlletek mérete

Az ido-fuggés vizsgalata soran a 40 hétig koleszterindippal etetett allatok (HC 40)
szivében szignifikansabb nagyobb infarceralt téetilkaptunk, mint a koleszterindis tapot
csak 12 hétig kapo allatoknal (HC 12) illetve ah@lig normal tappal etetett allatok (Kontrol
40) esetében. Megjegyzendchogy a koleszterindls tappal 40 hétig etetetitahtl (HC 40)
sziveiben az infarktusos szovet foltos-csikos mmt@E mutatott (vagyis nem alkotott
egyetlen 0Osszefliggrészt), melyet mint teljes infarceralt régiot (aloinfarcted Region)
hataroztunk meg.

A meggymag-kivonat hatasat vizsgélo kisérletek rsardlobalis iszkémiat kowetl20 perc
reperfazié utan szignifikansan nagyobb infarktusersiletet kaptunk a csak koleszterindus
tappal etetett (HC) allatoknal, mint a normal tdpeeetett allatok (Kontroll) esetében. A
meggymag-kivonattal kezelt allatok (HC-MMK) esetébeiszont az infarktusos terulet
szignifikAnsabb kisebb volt a csak koleszterindjmpal etetett allatokhoz (HC) képesit a
HC-MMK csoport nem kilonb6z6tt szignifikansan a ol csoporttdl.

A citokrom c oxidaz (COX) aktivitas

Az id6-fuggeési vizsgalatban a citokrom ¢ oxidaz (COX)iatds a koleszterindus tappal
etetett (HC 12, HC 40) allatokban szignifikhnsaacabnyabb volt a normal diétan tartott
(Kontroll 12, Kontroll 40) allatokhoz képest. A 4@tig koleszterindus tappal etetett allatok
(HC 40) COX aktivitasa viszont szignifikhnsan magasvolt, mint a 12 hétig etetett (HC 12)
allatoke.

A meggymag-kivonat hatasat vizsgalo kisérletbersazmia-reperfuziot kovéen torténtek

a mérések. A csak koleszterindus tappal etetadtoélllesetén szignifikansan alacsonyabb
COX aktivitast mertiink mind a normal tappal etetetind a meggymag-kivonattal is kezelt
allatokhoz képest.
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A szivizomban mérhétCOX Ill, HO-1 és VEGF fehérjék mennyisége

A COX lll, a hem oxigenaz-1 (HO-1) és a vasculadathelial growth factor (VEGF)
fehérjék mennyiségét Western blot technikaval loatak meg a szivizmokban.

A COX Il mennyisége az ittfiggeési vizsgélatban a COX aktivitdssal edyenintat
mutatott, a 40 hétig koleszterindus tappal etétiéitokban (HC 40) szignifikansan magasabb
mennyiséget mértink, mint a 12 hétig koleszterindppal etetett allatok (HC 12) szivében.
A meggymag-kivonat hatasat vizsgalo kisérlet s@anszkémia-reperfuzion atesett szivek
kozo6tt a meggymag-kivonatot is tartalmazé kolesatkrs tapot kap6 csoportban (HC+MMK
I/R) szignifikAnsabban magasabb COX Il mennyiségéttiink, mint a tébbi csoportban.

A HO-1 mennyisége az ddfliggési vizsgalatban a koleszterindus tappal gtétatokban
szignifikAnsan alacsonyabb volt, mint a normal tpgietett allatokban, ezen tal a 40 hétig
koleszterindus tapot kapd csoportban (HC 40) sfiigmsan alacsonyabb volt, mint a
koleszterindus tapot csak 12 hétig kapo (HC 12)pogban. A meggymag-kivonat vizsgalata
soran a koleszterindus tappal etetett allatok (M@galmi, HC I/R, HC+MMK I/R) szivében
a kontrollhoz képest alacsonyabb HO-1 mennyiség m@rhet. A meggymag-kivonattal
kezelt koleszterindis tappal etetett allatok szwélaz iszkémia-reperfluziot koven
(HC+MMK I/R) szignifikdnsan magasabb HO-1 menny&égnértink, mint a csak
koleszterindus tappal etetett allatok (HC I/R) &szka-reperfazion atesett szivében.

A VEGF mennyiségében sem azdfiliggési, sem a meggymag-kivonat hatasat fedmér

vizsgalatban nem talaltunk szignifikans kilénbs@getgyes csoportok kdzott.
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M EGBESZELES

Munkank sordn a fokozott alimentaris koleszterinviteé okozta hiperkoleszterinémia
hemodinamikai és szovettani kévetkezményeit vizagaltovabb4 a szintén alimentérisan
bejutott, bizonyitottan HO-1 induktor hatasi megggrkivonat hatasat mertik fel a

hiperkoleszterinémia okozta elvaltozasokra ny@téibdellben.

Szérum koleszterinszint

A vizsgalatainkban alkalmazott, 2% koleszterinttaimnazo tappalad libitum etetett
nyulakban hiperkoleszterinémias allapot alakult Ai.szérum koleszterinszint az eltelt
hetekkel parhuzamosan emelkedett. A mmol/l-ben s@&Etum koleszterinszintek csaknem
megegyeztek az eltelt hetek szamaval. A normal @xmmol/l kordli érték igy az d
flggési vizsgalatban a 12 hetes kezelés végére1,8 tnmol/l-ra, a 40 hetes kezelés végére
37 = 3,5 mmol/l-ra, a meggymag-kivonat hatdsatgahs 16 hetes kisérlet végére pedig 24 +
1,6 mmol/l-ra emelkedett. A nydl szervezetére ezzefy egyre fokozddo
hiperkoleszterinémias teher harult, melynek kovatkényei az il elésrehaladtaval
halmozottan jelentkeztek. Ez magyaradzza defigjgési vizsgalatban a HC 12 és HC 40
csoportok kozotti szignifikdns kulonbségeket, vatdma 40. hét utan észlelt markans

anatOmiai és fizioldgiai eltéréseket.

Familiaris hiperkoleszterinémia

A humén gyogyaszatban familiaris hiperkoleszteriidém betegekben mérhetiink a
kisérleteinkben éfordulohoz hasonléan magas szérum koleszterin ekédk illetve
figyelhetink meg hasonldé patologias elvaltozasokat. primer hiperlipidémiakat a
WHO/Fredrickson klasszifikacié alapjdn osztjak kibd6z> csoportokba. Fokozott
ateroszklerézis a magas szérum LDL szinttel jandilfaris hyperkoleszterinémiaban (Il.a) és
familiaris kevert hiperlipidémiaban (l1.b) figyelttemeg. A betegség patomechanizmusa az
LDL receptor elégtelen tikddése, mely miatt az LDL clearance nem megfelalvérben a
magas koleszterin tartalmu LDL felhalmozdédik, atalsadgyokok hatdsara oxidalodik. Az
oxidalt LDL-t makrofagok veszik fel, melyek az dda migralva (habos sejtek) a T
limfocitakkal egyiitt alkotjak az ateroszklerotikygakk magjat. Ennek kovetkeztében a
betegek szervezetében Kkiterjedt ateroszklerdzigelfigth meg, mely miatt igen korai

életkorban jelentkezik koronaria szklerézis, sawmzinfarktus (legfiatalabb 2 éves korban),
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stroke, periférias véer betegség. A homozigota betegek atlagosan 30+46 Korukban,
tamadaspontl gyogyszerek kombinaciéja mellett mlkahak monoklonalis antitesteket,
génterapiat, a dializishez hasonl6 elveitkaus LDL-aferezist, valamint majtranszplantaciot

is.

Az emelkedett szérum koleszterin szint kardiova&aks hatasai

Torakalis ateroszklerozis

A torakdlis aortdban kialakult ateroszkler6zis aehkoleszterinémia makrovaszkularis
szowwdmeényeinek latvanyos megjelenési formaja. A zsigeek €s az alsdvégtag ereinek
szikitéese réven azokban kronikus vérellatasi zavaxt, ogigénigenydl fliggé meértéki
iszkémiéas fajdalmat (és pl. klaudikaciét) okoz.

Kisérleteinkben a normal tappal etetett allatolakalis aortdjaban ateroszklerotikus plakk
nem abrazolddott. Mar 12 és 16 hetes koleszteritd@jysal tortént etetés jelést torakalis
ateroszklerozist provokalt, az aorta plakkok keédgse a teljes érfelszin 61 + 14%-a és 75 +
11%-a volt, mely a normal tappal etetett allatokHampest szignifikAnsan nagyobbnak
bizonyult. A 40. hét végére az ateroszklerotikuadié progresszidja volt megfigyeltie(a
teljes érfelszin 88 = 5%-a), mely szignifikansamgyabb mind a normal, mind a 12 hétig

koleszterindus tappal etetett allatokhoz képest.

Miokardialis iszkémia és infarktus

A makrovaszkularis eltérések mellett sulyos korandeklerdzis kbvetkezmeényei is tetten

érhetek voltak vizsgalatainkban. Az defiggési vizsgalatban kapott eredményeket a
kovetkedképpen értelmezhetjik.

A magas koleszterin szint hatasara a generalizétbseklerdzis részjelenségeként sulyos
koszorusér szklerozis jelentkezett, mely kovetkmatémiokardialis iszkémia és infarktus

alakult ki. Az infarktusos tertllet a 12 hetes katesndus tappal torténetetést koveéen (1,7

+ 2.65%) nem kulonbdzott szignifikansan a normab# etetett allatokétdl, azonban a 40.
hét végére a szivizom 32 + 8,6%-a volt elhalt &trithely szignifikAnsan magasabb mindkét
csoporthoz képest. A TTC festés kapcsan a HC 4@é&ban a szivizom infarktusos teriletek

helyenként nagyobb, 0Osszefidggerileteket alkottak, mashol foltos, csikos megjést

mutattak. Ez a kets mintazat arra utal, hogy az allatok szivében rmin&T elevaciés, mind
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a nem ST elevacios infarktusnak megi&lphtomechanizmus szerepet jatszott a nekrotikus
teruletek kialakulasaban.

Az in vivo elvégzett szivultrahangos vizsgalat aiktusos és aktudlisan iszkémias szivizom
terlletek kovetkeztében kialakult cstkkent szigdolfunkciét igazolta. A 40 hetes
koleszterindus tappal tortént etetést kdeat a bal kamra szisztolés funkciot jellgmz
paraméterek (frakciondlis rovidilés és ejekcioskdi@ szignifikdnsan kisebb értéket
mutattak a tobbi csoporthoz képest. A HC 40 cstyaori{20 + 3%) a frakciondlis rovidilés a
Kontroll 12 (35 + 5%), Kontroll 40 (33 = 4%) és HR (32 + 6%) allatoknal mért értékeknél
szignifikansan kisebb volt. Az ejekcios frakcio rmakicionalis roviduléssel azonos mddon
valtozott, a HC 40 &llatokban (38 + 5%) szignifikan alacsonyabb volt, mint a tébbi
csoportban (Kontroll 12: 60 + 7%, Kontroll 40: 5&%, HC 12: 55 + 9%).

Az ex vivo izolalt szivizom preparatumon Kkiviteldzemérések a szivultrahangos
eredményekkel egyézképet igazoltak. A 40 hétig tartd koleszterindaigldlast kdveien a
szivizmok a vizsgalati rendszerben beallitott utdEkssel szemben gyakran képtelenek
voltak érdemi aorta kiaramlast Iétrehozni, a mékek (4,6 + 11,4 ml/perc) szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak, mint a masik harom csoport@gontroll 12: 146 + 53 ml/perc,
Kontroll 40: 120 £ 18 ml/perc, HC 12: 72 £18 ml/pgr

A meggymag-kivonat hatasat vizsgald kisérletbedpehetes koleszterindis tappal tortént
ejekcios frakciéban, valamint ex vivo az aorta &mlasban és a bal kamra altal generalt
nyomasban a vizsgalt csoportok (Kontroll, HC, HC+KMkoz6tt szignifikans kilonbség
nem volt.

A fentiek alapjan kisérleti elrendezéseinkben gfilgins mérték bal kamra szisztolés
funkcié csokkenéshez és miokardialis infarktus dialasahoz viszonylag hosszU behatasi

idére van szikség.

Diasztolés diszfunkci6

Altalanossagban elmondhat6, hogy a szivizom fuiicidontd valtozasok eis jele a
diasztolés diszfunkcié. A diasztolé ugyanis, vdl@@ energiaigényes folyamat, melynek
sordn a szisztolé alatt felszabadult intracellslakalcium visszapumpéalasa zajlik a
szarkoplazmatikus retikulumba. A visszapumpalagdelss fehérie az ATP-igényes €a
ATPaz (SERCAZ2). Diasztolés diszfunkciot szamtalaiokardialis és extramiokardialis

tényed okozhat.
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In vivo a szivultrahang megfetelmédszer mind a szisztolés, mind a diasztolés fonkc
vizsgalatara. A kora- és kitfiasztolés szdveti sebességek ardnya normalisgmlpiagmint

1, diasztolés diszfunkcio esetén viszont az arangl kisebb.

A meggymag-kivonat hatasat vizsgald kisérletekbefvuirahanggal széveti sebesség
meéréseket is végeztink, mellyel lebsgiget adott a diasztolés funkcid ertékelésére.rfab
tappal etetett allatok bal kamra diasztolés furjkcimegtartott volt (E'/A’ >1). A csak
koleszterindus tappal etetett allatokban diasztdiézfunkciot észleliink, az E'/A’ < 1-nek
adodott. Az E'/A’ aranyban a csoportok kozott adkidség statisztikailag szignifikansnak

bizonyult (HC kisebb mind a Kontroll, mind a HC+MMé§oporttal 6sszehasonlitva).

Osszefoglalva: A 12 hétig tarto koleszterindis sdpprtént etetést kowgen a normal tappal
etetett allatokhoz képest szignifikansan nagyolibrikidé§ torakalis aorta ateroszkleroézis,
szignifikAnsan alacsonyabb aorta kiaramlas volt frggelhes. Ezen eltérések a 40 hetes
kezelési i@ végére szignifikansan tovabb romlottak, mind ammdr mind a 12 hétig
koleszterindus tappal etetett allatokhoz képesemiek mellett a szivizomban szignifikansan
nagyobb kiterjedds teljes infarktusos teriletet, ennek kovetkeztébsdkkent bal karma
funkcios paramétereket mertink.

A fentiekkel 6sszhangban 16 hétig tartd kolesztErintappal tortént etetés mellett torakalis

ateroszklerdzist, diasztolés diszfunkciot detelatdidt

A meggymag-kivonat addicié kardiovaszkularis hatasa

Vizsgalatunkban — legjobb tudomasunk szerint ékélst tapasztaltuk, hogy a HO-1 induktor
hatassal bir6 meggymag-kivonat szignifikdns meédéakbcsokkentette a szérum
koleszterinszintet (HC: 24 + 1,6 mmol/l, HC+MMK: B9+ 1 mmol/l). Az, hogy a HO-1

indukcidé pontosan milyen molekularis mechanizmuésiatzt el, jelenleg nem ismert.

A 16 hetes koleszterindis tappal tortént etetéedtégrest a meggymag-kivonat addicid
szignifikans torakalis ateroszklerdzis csokkehatassal birt. Az aorta plakkok kiterjedése a

HC csoportban a teljes érfelszin 75 + 11%-a, a HOHMsoportban 58 + 6%-a volt.

Iszkémia-reperfuziéd

A meggymag-kivonat hatasanak vizsgélata sordn agalyu szisztolés funkcios
paraméterekben nem talaltunk szignifikans kulonesagizsgélt csoportok kozoétt. Az izolalt

21



szivek terhelhéségét felmérerty 30 perc globalis iszkémianak majd 120 perc reerhak
tettlk ki a preparatumokat. Ez hasonl6 a human itdéigidban hasznélatos terheléses
vizsgalatokhoz, melynek soran a szivizmot provakaljés a provokaciot kouet
funkciovaltozas értékelésével nyeriink adatokat @izssm Aallapotara. igy nem csak a

nyugalmi funkcio, hanem benne tartalék (rezerv) megitélésére is léiség nyilik.

A HC és HC+MMK csoportok eredményeit értékelve:sgalatunkban a meggymag-kivonat
addicionak a koleszterin szint csokkenésen tul ealidris koleszterin bevitellel indukalt
hiperkoleszterinémiadban, szamos kedvbatasat figyelhettink meg. A csak koleszterin dus
tappal etetett allatokhoz képest
» szignifikans mértékben csokkentette a torakalisahan az ateroszklerotikus plakkok
méretét (HC: 75 + 10%, HC+MMK 58 + 6%),
* javitotta a bal kamra diasztolés funkciojat (HCAE'/0,98 £ 0,02; HC+MMK E’/A’
1,29 £ 0.2),
* iszkémia-reperfaziot kdvéen mind 60 és 120 perccel szignifikdns mértékbeselte
az aorta kiaramlast (60 percnél: HC I/R: 34 + 13peric, HC+MMK I/R: 49 + 10
mi/perc; 120 percnél: HC I/R: 6 + 6 ml/perc, HC+MMRR: 15 + 3 ml/perc),
* iszkémia-reperfuziot kovéen 120 perccel szignifikans mértékben novelte arkania
ataramlas (120 percnél: HC I/R: 24 + 3 ml/perc, NBAK I/R: 32 £ 4 ml/perc),
o csOkkentette az iszkémia-reperfuziot kdeet kialakult szivizominfarktus meéretét
(HC IIR: 47 + 4%, HC+MMK I/R: 39 + 5%).

A meggymag-kivonatot is tartalmazo6 koleszterindéigptl etetett allatoknal, az iszkémia-
reperflizié provokaciot kovéen megfigyelhdét nekrotikus teriilet mennyisége, a normal
tappal etetett allatokéval kdzel egyemértéki volt (infarktus méret: Kontroll I/R: 35 + 5%,

HC+MMK I/R: 39 + 5%). Az aorta kiaramlasi és koromaataramlasi sebesség koleszterin
bevitel okozta csokkenését a meggymag-kivonat nédtevki teljes mértékben (60 és 120
percnél szignifikansan alacsonyabb aorta kiaragdak20 percnél szignifikansan alacsonyabb
koronaria ataramlas volt mérbigt de a csak koleszterindus tappal etetett allatpktepest

mérsékelte azt.

A fentiek alapjan a meggymag-kivonat kardioprotektatdssal rendelkezik. Ezek a kedvez

hatasok nyilvanvaléan oOsszefiiggésben allnak a Kopeszterinémia meérséklésével, de
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elképzelhei, hogy a koleszterin csOkkénthatas csak egy, a meggymag-kivonat

kardioprotektiv hatasanak tdbbféle mechanizmusélkoz

A hiperkoleszterinémia molekularis hatasai

Annak vizsgalatara, hogy a meggymag-kivonat milymolekularis mechanizmusokon
keresztll éri el kardioprotektiv hatasait, vizstgilgkat molekularbiologiai mérésekkel is

kiegészitettik.

Citokrom c oxidaz

A sejt nyugalmi energiatermelésében és iszkémiarfépiés sérulésében alapiet
jelentbséggel bir6 COX szintje és aktivitasa kisérlete@amkhormal tappal etetett allatoknal az
id6 fuggvényében csokkent. Szignifikans kilonbség wolKontroll 12 (protein: 26 * 3,
aktivitas: 0,038 + 0,004) és Kontroll 40 (protelt8 + 2, aktivitas: 0,023 = 0,002) csoport
ertékei kozott. Koleszterindus tappal tortént etetéran a 12 hetesdigontban mért COX
szint és aktivitas a kontroll allatokéhoz képesgrifikdnsan alacsonyabb volt (HC 12
protein: 4 + 3, aktivitas: 0,0012 + 0,005), melyhepest a 40. hétre szignifikdns emelkedés
volt megfigyelhed (HC 40 protein: 13 + 3, aktivitas: 0,0015 + 0,008) 40. hét végeére a
Kontroll és HC allatok COX szintjeben és aktivithaa szignifikans kildnbség nem volt.
Ennek a pontos magyarazata nem ismert, a felté®leszintjéen mozogva, a csokkent
energiatermelésre valaszként adott fokozott COXesgzio lehet.

Az iszkémia-reperfazio a szivizomban mért COX fghénennyiségére HC allatokban nem
volt szignifikans hatassal (HC nyugalmi protein:148 + 2892, HC I/R protein: 11545 +
3654).

Hem oxigenaz 1

Allatkisérletes modellben igazoltak, hogy a maghsabiokardialis HO-1 szint iszkémia-

reperfazié soran kardioprotektiv hatassal bir.

ld6-fliggési vizsgalatunkban a normal tappal etetdditad szivizmaban mért HO-1 protein
mennyisége lényegesen és szignifikansan magasdthbmiat a koleszterindus tappal etetett
allatoké (HO-1 protein szint: Kontroll 12: 11 + @ /&ontroll 40: 10 = 0,7; HC 12: 5 + 1,4,

HC 40: 3 + 1,2). A HO-1 szintje az alimentéris lsdterin bevitel idejével parhuzamosan
csokkent, a HC 12 és HC 40 értékek kozott szigaifikkilonbség volt megfigyelidet
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A fentiek alapjan tehat a hiperkoleszterinémiasapat idbfiggde HO-1 csokkenést
eredményez, melynek koveteztében a HO-1 protektitasai kisebb mértékben tudnak
érvényesdulni.

Iszkémia-reperfuzid vizsgalatunkban a miokardiBli3-1 szintet szignifikans mértékben nem
befolyasolta, tendencia jelleggel annak csokkenésgeltiik (HO-1 HC nyugalmi: 5230 +
7482; HC I/R: 1691 + 353).

A meggymag-kivonat hatasai a COX és HO-1 szintekre
HO-1

A meggymag-kivonat alkalmazasa mellett a HO-1 esgm®janak emelkedése varhato.
Vizsgalatunkban a meggymag-kivonat szignifikanstéidren emelte a koleszterin dus tappal
etetett nydl szivizom iszkémia-reperfuzié utani HGzintjét (HO-1 HC I/R: 1691 + 353,
HC+MMK I/R: 4143 + 2676). Ez a HO-1 endehatas azonban a hiperkoleszterinémia HO-1
csokkend hatasanal gyengébbnek bizonyult, a HC+MMK I/RI€(#L43 + 2676) a Kontroll
I/R érteknél (22754 £ 2761) szignifikAnsan alacsdriynak adodott.

A meggymag-kivonat HO-1 entelhatasa szerepet jatszhat a torakalis ateroszidbeix,
szivultrahangos és haemodinamikai paraméterekbgfigypelhet) kedves hatdsaban.

COX protein szint és aktivitas

Egy, a HO-1 és a COX szint ¢sszefiiggését vizsgalalmanyban, melyet streptozocinnal
cukorbeteggé tett patkanyok veséjén végeztek, a 1H@dukcio a mitokondrialis
transzportfolyamatok és a COX szint emelkedéseutlggyitt. Munkank soran - azékbb
emlitett tanulméannyal 6sszhangban - a COX protegimt €melkedését észleltik meggymag-
kivonat hatasara. A 120 perc reperfazié utan a G@etnyisége (HC+MMK I/R: 18779 +
4960) szignifikansan magasabb (2.1-1.8-1.6 szondanind a kontroll (Kontroll I/R: 8981

+ 2982), mind a koleszterindus tappal etetett @datyugalmi (HC nyugalmi I/R: 10148 *
494) és iszkémia-reperfuziét kovetHC I/R: 11545 + 3654) szivizmaban mért értékekhez
képest. A COX aktiviths 120 perc reperfuziéo utdmeaggymag-kivonattal kezelt allatok
esetében (HC+MMK I/R: 0,034 £ 0,01) hasonlonak bydt a kontroll allatok COX
aktivitas értékéehez (Kontroll I/R: 0,037 £ 0,008nnak ellenére, hogy a 2x nagyobb COX

protein mennyiség alapjan magasabb enzim aktiwgstink.
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Iszkémia-reperfuziét kévéen, a kontroll (Kontroll I/R: 8981 + 2982) és Hdaébk (HC I/R:
11545 + 3654) szivizmaban mért kozel azonos meégyi€OX fehérje mellett (16. abra), a
koleszterin dus tappal etetett allatok esetén (HC 0,022 + 0,009) a kontroll allatokénal
(Kontroll I/R: 0,037 + 0,009) alacsonyabb COX aktgt meértink.

A fentiek alapjan a hiperkoleszterinémia csokke@XCaktivitast okoz. A cstkkent COX
aktivitds pontos mechanizmusa mindmaig tisztazatkeitehed, hogy a COX aktivitas

megvaltozott szabalyozasa, esetleg az emelked&tgzt allhat a hattérben.

VEGF valtozasok

A VEGF (Vascular Endohelial Growth Factor) jekéntszerepet jatszik az endotélium
regeneracidjaban és az iszkémia utani neovaszkatadban. Sajat adataink alapjan - a
varakozasokkal ellentétben - a szivizom VEGF proteennyiségében nem volt szignifikans
kuldnbség a normal, a csak koleszterindis tappetetetés a meggymag-kivonatot is
tartalmaz6 koleszterindis tappal etetett allatokokd A fenti eredmények alapjan gy
gondoljuk, hogy nyulban a hiperkoleszterinémia d&oxaltozasok hatterében, tovabba a

meggymag-kivonat jotékony hatdsa mogott a VEG@HReiggetlen mechanizmusok allnak.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink igazoltdk, hogy 2%-o0s koleszterint tabmazd tappal etetett nyudlban,
hiperkoleszterinémias allapot hozhat6 létre. A wxeékoleszterinszint mértéke a behatasi
idével egyenesen aranyos. 40 hetes etetést &@wvet szérum koleszterinszint és a kialakult
patofiziologiai eltérések alapjan familiaris hipelészterinémianak megfetelallatmodellt
kapunk. Az igy kivaltott hiperkoleszterinémia kdkettében a behatasiéiwkl egyenesen
aranyos a torakalis ateroszklerdzis mértéke.

16 hét utan a szivultrahanggal méshearaméterekben csak diasztolés diszfunkcié éstbelh
40 hét utan a sulyos koronaria ateroszklerozis tkézéeben miokardidlis infarktusok
alakulnak ki, melyek sulyos szisztolés diszfunkaikbznak. A csdkkent bal kamra funkcid in
vivo echokardiografiaval és ex vivo izolalt sziviagpreparatumon is mérliet

A szivizom COX szintje és aktivitdsa normal tapetdtett allatokban az édfiggvényében
csokken, koleszterindus tappal etetett allatokniézdeti csokkenést koven emelkedik, a
12. héten nagyon alacsony, a 40. héten az ugyanaddinal tappal etetett allatokéval azonos
értéket vesz fel. A hyperkoleszterinémia azonosnyisgdgi COX protein mellett csokkent
COX aktivitast okoz. Iszkémia-reperfuzio a COX mgsagét nem befolyasolja.

A hiperkoleszterinémia a miokardialis HO-1 szintet behatasi idvel parhuzamosan
csokkenti.

Szignifikans VEGF véltozast a hiperkoleszterinémimgalatunkban nem okozott.

A meggymag-kivonat addicio a 16 hetes kolesztegnddippal tortént etetés kapcsan
szignifikans meértékben csokkenti a szérum koles®eintet, a torakalis ateroszklerdzis
mértékét, csokkenti a bal kamra diasztolés diszidnkialakulasat. Globdlis iszkémia-
reperfaziét koveten csokkenti az igy kialakult szivizom infarktusretét, javitjia az aorta

kidramlast és koronaria ataramlast. A meggymagravaoveli a miokardialis HO-1 és COX

szinteket, a VEGF-re nincs hatassal.

Vizsgalatainkban hiperkoleszterinémias allatmodekgitségével igazoltuk a magas
koleszterinszint id-fliggd aterogén hatasat, valamint hiperkoleszterinémiégpaiban a
meggymag-kivonat koleszterinszint csokkeés kardioprotektiv tulajdonsagait.
Eredményeink alapjan hiperkoleszterinémias allagootb mint példaul a familiaris
hiperkoleszterinémia, a meggymag-kivonat realigészit terapids lehéséget jelenthet.
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KOSzZONETNYILVANITAS

Egy ilyen munka megirdsa hosszu folyamat végeregendvliint minden nagyobb eredmény
eléréséhez, ehhez is a szamtalan apro Iépés \agy. a sors, a szerencse, a veéletlenek
0sszjateka, vagy a Joisten keze van e mogott, mikndsajat életnézete alapjan itéli meg.
Err6l, mint sok minden masrdl, én nem sokat tudok, caahkyit, hogy a munkam irdsa
kapcsan Vaszilij Grosszman ,Elet és sors” icimivét olvastam. De ez mar csak a befutd, a
célszalag éitti néhany méter. Hogy idaig eljutottam, sok mirklesegitett, akar évekkel
azebtt, hogy ebbe a munkaba fogtam volna. Ha nem islafigatatlan azoknak a sora,
akiknek kdszonetet mondanék, de mégsem emlitheredemkit név szerint, musz4j mértéket
tartani.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Tosaki Arpad egyeteamatnak (DEOEC GYTK
Gyogyszerhatastani Tanszék), hogy lémét tette munkam elvégzését az altala vezetett

tanszéken.

Kbszbénbém témavezén, Dr. Juhdsz Béla egyetemi adjunktus (DEOEC GYTK
Gyogyszerhatastani Tanszék), tovabba a tanszékemiddlgozoéja barati segitségét munkam

soran.
K8sz6ndk mindent:

Szileimnek, akik egész életemben tAmogattak, nedlgzetemben segitettek.
Gyermekeimnek, Gergelynek és Csongornak, d@ki&lszinni nem akar6 energiat nyertem.
Dr. Karsai Dénesnek, gyerekkori baratomnak, aletedzek és blszke vagyok, aki barmikor
felhivhat, és barmikor felhivhatok.

Bélteky Marta matematika tan&mnek, akiél azt tanultam, hogy ,ha valamit érdemes
csinalni, akkor azt érdemes jol csinalni”. Ezt galdédm, lehaiség szerint munkamban szem
elott tartani.

Prof. Dr. Edes Istvannak, aki lebeé tette, hogy az altala vezetett Klinika dolgozdja
lehessek, és munkahelyemen termékeny taptalajodiiatt mind a betegellatas, mind a
tudomanyos munka magas szinvonall végzésére.

Dr. Hegeds Idanak, aki a szivultrahang transzduceés®r a kezembe adta, mert attol
kezdve az echokardiografia ,rabja” vagyok, nem tyads nem is akarok szabadullet

Dr. Bodi Annamarianak, aki lényeglatdsaval, hatalrkbnikai tapasztalataval, révid-vied
megjegyzéseivel segitette fagesem. A kisallat echokardiografia felétamunkassaga terelt.
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