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Bevezetés:

A sziv és érrendszeri megbetegedések kovetkeztében bekovetkezd
elhaldlozdsok szdma napjainkban is vezeti a haldlozasi statisztikdkat a fejlett
orszagokban. Magyarorszdgon az elhaldlozdsok tobb mint felének hatterében
valamilyen kardiovaszkuldris megbetegedés dll. Az elmilt néhdny
évtizedben szdmtalan tanulmédny foglalkozott az iszkémia/reperfuizio-
indukdlta karosoddsok patomechanizmusédnak feltdrdsdval, valamint a
rizik6faktorok vizsgédlatdval, melyek kozott szerepel a dohdnyzds, elhizis,
cukorbetegség, magas vérnyomds, mozgdsszegény életmdd, tdlzott
alkoholfogyasztds, valamint a telitetlen zsirokban és koleszterinben gazdag
tdpldlkozds. Azonban mindezek ellenére az iszkémids betegek terdpids
kezelése még ma sem megoldott, és a betegségek incidencidja nem csokken,
st novekszik és egyre fiatalabb korcsoportokat érint. Ezek a tények teszik
indokolttd a témakor tovabbi vizsgalatat, hogy mélyebben megismerjiik az
ok-okozati Osszefiiggéseket és célzottabb terdpids alternativakat biztositsunk
a betegek, illetve a magas rizik6ju csoportok szdmara.

Az iszkémia kivalté oka daltaldban valamilyen szervi eredetii
érelzarddas, illetve érsziikiilet vagy korondriaspazmus lehet, mely révén az
adott szovetrész perfizidja lecsokken, illetve teljes elzarddas esetén meg is
szlinik, ezaltal zavar 4ll be az adott szivizomrész oxigén ¢és
tdpanyagellatdsdban. Az iszkémia okozta zavar a szubsztrit illetve oxigén
ellatadsban kdros anyagcseretermékek felszaporodédsit eredményezi, melynek
kovetkeztében kezdetben funkcidézavar jon létre, majd a sejtek elhaldsa
kovetkezik be, nekrézis vagy apoptdzis dtjan. A folyamat hitterében az egyik

kivalté ok a csokkent oxigén kindlat miatt a gliik6z aerob metabolizmusdnak



ledllasa. Iszkémia sordn az aerob glikolizist felvéltja az anaerob glikolizis,
mely nem képes a sejtek ATP igényét fedezni. A masik fontos
kovetkezménye az anaerob gliikolizisnek, hogy felszaporodik a sejtekben a
tejsav, amely csokkenti az intracelluldris pH-t. A pH csokkenésével a
miofilamentumok kalcium érzékenysége lecsokken. Tovabba a csokkend pH
fokozza a Na'/H" antiporter aktivitdsit ezzel emelve az intracelluldris Na*
szintet, ez csokkenti a Na'/Ca™ cserét, ami fokozza a kalcium
felhalmozddast a sejtekben.

Az iszkémia sordn a sejtek illetve az érintett miokardium tilélésében
elengedhetetlen feltétel a reperfiizid, melynek kezdetén a megindult véraram
kovetkeztében az érintett miokardium telitédik ,,friss” vérrel és helyredll az
oxigén, illetve a tdpanyag kindlat. A reperfuzié kezdetén a nagymértékben
redukdlédott mitokondridlis elektrontranszport ldnc komponensei és a
helyredllt oxigén kindlat miatt hirtelen nagy mennyiségli ROS (reactive
oxygen species) termelddik, amelyet a meggyengiilt védekezd antioxidans
rendszerek nem képesek semlegesiteni. A keletkezd ROS Kkérositja a
lipideket (lipid peroxidacié), amely kérositja a citoplazma, illetve a
kiilonbozd sejtorganellumok membranjat. A fehérje ldncok karosodédsa
kiilénb6z6 kulcsfontossagu enzimek, illetve proteinstruktdrak
funkcidvesztéséhez vezethet. Tovabba az oxidativ stressz kdrosithatja mind a
genomidlis mind a mitokondridlis DNS-t, ami kiilonbdz6 mutdcidékhoz,
illetve a DNS toréséhez is vezethet. Mindezen kdrosoddsok a sejtek
sériiléséhez, illetve elhalasahoz vezethetnek.

Reperfizié sordn a pH, illetve az ATP szint visszadll a fiziol6gias
kozelébe 4m az intracelluldris kalcium szint magas, ezt tovabb fokozza a

natrium tultelitddés kovetkeztében a reperfuzio elsé periddusdban ,,forditott”
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moédban miikodd Na*/Ca™ antiporter. A sejtek anyagcseréjének rendezédése
folyamdn a Ca™ tdltelitddés atmegy a Ca’™ ionok oszcillaciGjdban a
sejtplazma és sarcoplazmatiucus reticulum kozott. A folyamat kdvetkeztében
magas Ca™" csdcsok alakulnak ki egymadst kovetden a sejtekben. A reperfiizié
kezdetén a Ca'™ tiltelitédés egy fokozott kontraktilis allapotot idéz eld,
tovibbd noveli az aritmidk kialakuldsdnak valdszintségét, illetve
kalciumfiigg6 proteolitikus folyamatok indulnak el.

Az elmdlt évtizedben egyre nagyobb szerepet tulajdonitottak és
tulajdonitanak ma is a mitokondriumok diszfunkciéjanak illetve
mitkddésképtelenségének a reperfizid indukélta kdrosoddsokban. Az MPTP
(mitochondrial permeability transition pore) megnyildsa eldidézi a
mitokondriumok depolarizaciéjat, felfivoddsat majd, a kiils6 mitokondrium
membran szakadasit, amely hozz4jarulhat mind az apoptdzis mind a nekrézis
kialakuldsdhoz. Az MPTP iszkémia alatt zdrva van az alacsony pH miatt,
majd a reperfizi6 kezdetén ,,idedlis” koriilmények adédnak a megnyitdsdhoz.
Ezen korillmények kozott szerepel a Ca™ tdltelitettség, a pH
normalizaldédasa, valamint az oxidativ stressz.

Az oxidativ stressz megvaltoztatja a kardiomiocitdk metabolizmusét,
kiilonbozd szignaltranszdukcids utakat, illetve bizonyos gének expresszidjat.
Ez a megviltozott redox kornyezet tehdt nagy szerepet jatszik az I/R-
indukélta kdrosoddsok kialakuldsdban. Ismeretes az a tény hogy a
szabadgyokfogd tulajdonsdgii molekuldk rendelkeznek kardioprotektiv
hatassal. A sejtek fel vannak szerelve kiilonbozé védekezd antioxidans
rendszerekkel, amelyek normdl esetben képesek a keletkez6 ROS
semlegesitésére. Ezek mellet j6 néhany novényi szdrmazék is rendelkezik

szabadgyokfog6 tulajdonsiggal, illetve kardioprotektiv hatdssal. A Kozép- és



Dél-Amerikdban 6shonos farkascseresznye (Withania somnifera) megvédi a
szivizmot mind az I/R mind az izoprenalin-indukélta karosoddsokkal
szemben. Hasonléan a farkascseresznyéhez a Dél-Azsidban honos bengili-
birs is védelmet nyujtott az izoprenalin-indukalta karosoddsok ellen. Ezek
mellett szdmos mas noévényi kivonatrdl, illetve nodvényi szarmazékrol
mutattdk mar ki, hogy rendelkeznek kardioprotetiv hatdssal. A novények
kardioprotektiv hatdsaiban nagy szerepet jdtszanak a flavonoidok,
antocianidok, polifenolok, szabad telitetlen zsirsavak, magas rosttartalom és
egyéb mds bioldgiailag aktiv komponensek.

A meggymag hazdnkban els@sorban, mint a meggy felhasznéldsdnak
mellékterméke jelenik meg. Azonban a meggymag szildrd fazisdnak analizise
sordn kideriilt, hogy a meggymag szildrd frakcidja is tartalmaz tobb
biol6giailag aktiv komponenst, mint pl.: kiilonb6z6 polifenolokat,
flavonoidokat, novényi zsirsavakat, pro- ¢és antocianidokat, transz-
rezveratrolt, illetve kisebb mennyiségben mds bioldgiailag aktiv
komponenseket. Szabd és munkatarsai (2004, Invest Ophthalmol Vis Sci)
kimutattdk, hogy a meggymagkivonattal kezelt allatok retinija ellenallébb az
iszkémia/reperfizié-indukélta kirosoddsokkal szemben, a protektiv hatds
hatterében a hemoxigendz-1 (HO-1) rendszert azonositottdk be. Ezek mellett
a meggymagkivonattal torténé kezelés megakadalyozta I/R utdn a Ca™ és
Na* ionok intracelluldris felhalmozdédésat valamint az intracelluldris K* ion
vesztést. Mivel a hemoxygenaz rendszer kardioproteltiv szerepe ismert a
kardiovaszkularis rendszerben, valamint az intracelluldris ionok megfeleld
szinten tartdsa nagy jelent0ségli az I/R indukdlta karosoddsok kivédésében,

ezért dontottiink amellett, hogy megvizsgaljuk vajon a meggymagkivonatnak



van-e hasonléan kedvezd hatdsa az iszkémia/reperfizié-indukalta szivizom
kdrosoddsokkal szemben.

A megfeleld tapldlkozds fontossdgdnak hangstilyozdsdban és a
kiilonb6zé novényi eredetli anyagok vizsgdlatdban fontos tényezd volt az
ugynevezett ,Francia paradox” jelenségének felismerése, és a hatterének
vizsgélata. A ,,Francia paradox” szerint a francia emberek sem fogyasztanak
kevésbé zsiros ételeket, illetve a francia konyhdban is megtaldlhat6ak olyan
alapanyagok, amelyeket nem tartanak egészségesnek, azonban &tlagosan 4
évvel élnek tovabb, mint az amerikaiak. Tovabba a miokardialis infarktus
kialakuldsdnak a gyakorisiga, illetve a korondria megbetegedések szdma is
kb. 40 %-kal alacsonyabb, mint az amerikaiaké vagy mds hasonldan fejlett
orszdgban él6ké. A ,,Francia paradox”-ért legaldbb részben a polyfenolokban
gazdag vorosborfogyasztast teszik felel6ssé. Egy-két pohdr vordsbor
elfogyasztisa csokkenti a kardiovaszkuldris, cerebrovaszkuldris és periférids
vaszkuldris megbetegedések kialakuldsdnak a kockédzatat. Ezek mellett
csokkenti  kiilonboz0  daganatos  megbetegedések  kialakuldsdnak
valészintiségét, illetve lassitja ~a  kiillonb6z6  neurodegenerativ
megbetegedések progresszidjat. A voOrdsborban megtaldlhaté kb. 500
kiilonb6z6 antioxiddns hatéanyag koziil napjainkban a rezveratrolt és a
proantocianidineket tartjak elsésorban felelésnek a kedvezd hatdsokért.

A rezveratrol (3,5,4’-trihydroxystillbene) egy polifenol, melynek
egyre tobb kedvezd bioldgiai és egészségmegdrzd hatast tulajdonitanak, a
kemoprevenciétdl a kardioprotekcidig. Eldszor 1940-ben Takaoka izoldlta a
hunyor gyokerébdl (Veratrum grandiflorum). Szdmtalan tanulminy
vélasztotta célkitlizésének a rezveratrol hatdsmechanizmusdnak vizsgélatat.

A rezveratrol képes kotddni az 6sztrogén receptorokhoz és azokon keresztiil



modositja kiilonbdzé a DNS szintézishez és a sejt ciklushoz kapcsolddd
fehérjéket, mint pl. p53 és Rb/E2F, valamint kiilonbdzd ciklineket és ciklin-
fliggd kindzokat. Tovdbbd hatdssal van a stressz valasz illetve a sejt
proliferdcidban szerepet jatszé transzkripcids faktorokra, mint pl. NF-xB,
AP1 és Egrl. Ezen hatdsok részben kiilonb6z6 MAP kinazokon (mitogen-
activated protein kineses), illetve tirozin kindzokon keresztiil medidl6dnak és
vezetnek a tdlélési, illetve apoptotikus faktorok moédosulasdhoz (pl. Bcl-2
fehérje csalad), valamint bizonyos enzimek, tigymint a ciklooxigendz (COX),
nitrogénoxid szintdz (NOS), tovdbba I-II fazisi detoxifikdlé enzimek
moédositidsdhoz. Ezek mellet a rezveratrol befolydsolja bizonyos
transzkripcids kofaktorok expresszidjdt, illetve aktivitdsat is, ilyenek pl. a
p300 és a sirtuin-1.

A kiilonbozdé kozleményekbdl, amelyek a rezveratrol hatdsat
vizsgéltdk az iszkémia/reperfiizié okozta szivizomkdrosodasok ellen kideriilt,
hogy tobb egymds melletti mechanizmus jatszik alapvetd szerepet a
kardioprotektiv hatdsok kialakuldsaban. Kimutattdk, hogy a rezveratrol
noveli az i-NOS, e-NOS és az n-NOS szintet, és ellazitjdk az izolalt aorta
gylriik simaizmat, valamint csokkentik a szivizom karosoddsat. Val6szintileg
ez a tulajdonsdga is szerepet jatszik az in vivo antioxiddns sajatossdgaiban,
illetve az hogy képes a kataldz szintjének a megemelésére. Tovabba
kimutattdk, hogy gyulladdscsokkentd hatdssal is rendelkezik. Jelentdsen
csokkentette I/R utdn a pro-adhéziés molekuldk szintjét. Tovéabba
prekondiciondlja a sziveket az A és az A; receptorok aktivildsan keresztiil.
Az A, receptorhoz kapcsolédd hatds a PI3K-Akt-Bcl-2 tilélési udtvonal
aktivdlasa, mig az A; receptorokhoz kétheté a CREB fiiggd Bcl-2 ttvonal

aktivalasa. Ezek mellett a rezveratrol mddositja kiilonboz6 MAP kindzok



aktivitasat, valamint noveli a HO-1, a Trx-1 (thioredoxin-1) és a VEGF
(vascular endothelial growth factor) szintjét eldsegitve a neovaszkularoziciot
az infarktusos teriileten.

A diabetes egy nagyon fontos rizikdfaktor mely sok sz6vodménnyel
jarhat és stlyosbithatja az iszkémids megbetegedéseket. A diabétesz ezen
tulajdonsagaiért tobb tényezd is felelds, ezek koziil kiemelndd a
megndvekedett oxidativ stresszt, a novekedett trombdzis hajlamot, valamint
az endotelidlis diszfunkcidt. Kisérletes koriilmények kozott tartésan magas
szénhidrat tartalmu tdpldlék inzulin rezisztencidt okoz normdl, illetve Zucker
Obese allatokban, és endotelidlis diszfunkcié alakul ki. Mivel a rezveratrol
képes az endotelidlis diszfunkcid, valamint az I/R-indukdlta karosoddsok
ellen védelmet nydjtani a normdl 4llatok szivében, ezért feltételeztiik, hogy
képes lehet az elhizott 4llatok szivét is védeni az I/R-indukdlta
karosoddsokkal szemben. Ezért rezveratrollal kezelt elhizott 4llatok szivét
vetettik ald 30 perc iszkémidnak és 120 perc reperfuziénak kiilon
cukorterheléssel vagy anélkiil, és vizsgaltuk, hogy a rezveratrol hogyan hat a
teststlyra és a vércukorszintre, valamint a posztiszkémids szivfunkcidkra.

Amint azt fentebb emlitettiik az I/R sordn kialakult funkcié zavar
kovetkeztében a sejtek nekrézis vagy apopt6zis utjan halnak el. Ezek mellett
létezik egy madsik tipusi nem apoptotikus programozott sejthaldl, az
autofdgia. A hdrom mechanizmus koziil az autofagia szerepe a legkevésbé
tisztazott. Az autofagia egy olyan evoldciésan meglehetdsen konzervalédott
katabolikus folyamat, amelyben a sejt sajat részei degradalédnak
lizoszémalis udtvonalon. A jelenség normal sejtekben is megfigyelhetd,

melynek sordn a sejt lebontja, majd tdjra felhasznalhatja bizonyos hosszi



életli fehérjéit, makromolekuldit vagy akar egész sejt organellumait, igy
példaul mitokondriumokat, riboszémékat, vagy peroxiszémakat.

Az autofigidnak hirom formdjat kiilonboztetjik meg, a
makroautofdgiit, a mikroautofagiat, és a chaperon medidlt autofagiit. A
makroautofdgia a legaktivabb formdja az autofdgianak, ahol kezdetben egy
izolaciés membran formalddik, amely novekszik és kialakul a kettds
membréan struktira amelyet autofagoszoménak hivnak. Az autofagoszéma
korbevesz citoplazma részeket, bizonyos koéros fehérjéket vagy akar egész
sejtorganellumokat is, ezt kdvetden egyesiil egy lizoszémdval és kialakul az
autofagolizoszéma. Normadl koriilmények kodzott az autofagia fontos szerepet
jatszik a sejtek homeosztdzisdban, és katabolikus energiaforrasként szolgal
éhezés alatt. A jelenséget szivizomsejtekben eldszor 1976-ban irtak le. A
tanulmdany szerint a szivizomsejtektdl dtmenetileg megvontdk az oxigén és
gliikdz ellatast, majd ezt visszadllitottak és az indukdlta az autofigiat. Ezt
kovetden izoldlt Langendorff nyul sziven megfigyelték, hogy az autofdgia
fokozddésa kapcsolatban 4ll a sziv funkciondlis felépiilésével I/R kovetden.
Yan és munkatdrsai (2005, Proc Natl Acad Sci U S A) megallapitottak, hogy
a krénikusan iszkémids miokardiumban az autofagoszomdk szdma
emelkedett az él6 szivizomrészeken és alig detektdlhaté az elhalt
miokardiumban, valamint az autofidgia mértékének emelkedésével csokkent
az apoptotikus sejtek szdma. Opipari és munkardrsai (2004, Cancer Res)
leirtak, hogy a rezveratrol képes indukalni az autofagiit bizonyos daganatos
sejtvonalakon. Ezek alapjan dontottiink amelett, hogy megvizsgaljuk, hogy a
rezveratrol indukalta kardioprotektiv hatdsokban szerepet jatszik-e az
autofdgia jelensége. A tanulmdnyban vizsgalni kivantunk egy masik ndvényi

szarmazékot a y-tokotrienolt. A kozelmultban megjelent tanulmanyunkban
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beszdmoltunk arrél, hogy a vy-tokotrienol képes védelmet nytjtani a
sziveknek I/R indukalta karosoddsokkal szemben. E16z6 tanulmédnyainkban a
kiilénb6zd tokotrienol izomereket hasonlitottuk Ossze, eredményeink szerint
a 7y-tokotrienol rendelkezik a legjelentésebb kardioprotektiv hatassal.

Korabbi tanulminyunkban kideritettiik azt is, hogy a y-tokotrienol aktivdlja

2120 2

1414,

ezért tanulminyunkban vizsgédlni kivdntunk, hogy a rezveratrol és a vy-

tokotrienol egyiitt adva rendelkezik-e valamilyen szinergista hatédssal.

Célkitiizések:

A munka sordn célul thztik ki, hogy vizsgiljuk kiilonb6zé novényi
kivonatok illetve vitaminok hatdsat az iszkémia/reperfizié-indukalta aritmiak

illetve posztiszkémids kdrosodasok ellen izolalt szivmodellen.

L Vizsgaltuk a meggymag szildrd fazisanak hatdsait a poszt
iszkémids szivfunkcidk felépiilésére, az iszkémia-reperfiizié
indukélta kamrai aritmidk és kamrai fibrillacié kialakuldsdnak
csokkentésére, valamint a miokardidlis infarktus és apoptdzis
mérséklésére. Vizsgaltuk, hogy a meggymag kivonatdval torténd
kezelés képes-e csokkenteni a kaszpdz-3 aktivitdst a
szivszdvetben.

IL. Célkitlizéseink kozott szerepelt annak vizsgalata, hogy kideritsiik

a rezveratrol képes-e javitani a posztiszkémids szivfunkcidkat
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IIL.

illetve csokkenti-e az infarktusos teriillet nagysiagit és az
apoptézis mértékét genetikailag mddositott ,,zucker obese”
patkdnyokban. Valamint, hogy a hatdsban milyen fehérjék
jatszhatnak szerepet.

Vizsgaltuk a rezveratrol és y-tokotrienol hatdsat kiilon és egyiitt
adagolva I/R-indukalta karosodasokkal szemben.
Tanulmédnyoztuk az autofigia szerepét a szivvédd hatdsokban.
Tovabba, tanulmédnyoztuk a kiilonbozd tilélési fehérjék

expresszidjat.

Anvagok és modszerek:

Kisérleteink sordn him Zucker obese é&s Sprague-Dawley
patkdnyokat hasznaltunk. Valamennyi éllatot a ,,principles of Laboratory
Animal Care” és a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
eldirdsainak megfeleld koriilmények kozott tartottunk és hasznaltunk fel

(NIH 85-23, revised 1996).

1. Kezelési protokollok:

A. A meggymag kivonat készitése és kezelési protokoll:

A meggymagok szdritdsat koveten a csonthéjat eltdvolitottuk, és a
meggymag belsd részét megdroltiik, majd N-hexannal extrachéltuk Soxhlet
késziilékben. Az olddszert vakuumban eltavolitottuk, és egy sédrga szinl
olajos fézist kaptunk (fazis 1), mely tomege 32-36 %-a volt az eredeti
tomegnek. A visszamaradé szildard fazist (fazis 2) széritottuk, és a
késdbbiekben ezt az olajmentes szildrd fazist hasznéltuk fel a vizsgalatokhoz.

A fazisok szétvélasztiasiat kovetden UV-, infravords-spektroszkopiai, gaz-,
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folyadék- valamint tomeg-spektrometrids vizsgalatokat végeztiink. A
tanulmanyhoz Sprague-Dawley (280-360 g) him patkdnyokat 6t csoportba
osztottunk. Az I-IV. csoportba tartozé dllatokat 14 napon kezeltiik kiillonb6z6
dézisi meggymagkivonattal (1, 5, 10 és 30 mg/ttkg/nap) az 6todik csoport
allatai oldészert (0.9 %-os NaCl oldatot) kaptak naponta egyszer szdjon at.

B. Kezelési protokoll rezveratrollal:

23-24 hetes ,,zucker obese” patkdnyokat, illetve hasonl6 kord normal
patkdnyokat hasznéltuk a kisérletekhez. Az obese éllatokat négy csoportba
osztottuk. Az els6 csoport 4llatait 14 napon keresztiil kezeltik a
vivéanyaggal (10 % etanol oldat); a masodik csoport 4llatait pedig ugyancsak
14 napon keresztiil kezeltiik 5 mg/ttkg/nap dézisu rezveratrol oldattal. A
harmadik csoport allatai 21 napon keresztiil 10 %-os cukoroldatot kaptak és a
8-ik naptdl kezdve vivOanyag kezelésben részesiiltek, mig a negyedik csoport
allatai 21 napon keresztiil 10 %-os cukoroldat kezelést kaptak és a 8-ik
naptdl 5 mg/ttkg rezveratrol kezelésben is részesiiltek. Az 6tddik csoportban
hasonl6 korti normaél allatokat kezeltiink vivéanyaggal 21 napig.

C. Rezveratrol és y-tokotrienol elokezelés:

A kisérletek kezdetén a 250-300 g-os him Sprague-Dawley
patkdnyokat négy csoportba osztottuk. Az elsé csoport allatait 15 napon &t
kezeltiik oralisan vivOanyaggal majd wjabb 15 napon 4t 2.5 mg/ttkg
rezveratrollal. A madsodik csoport dllatai 30 napon at kaptak 0.3 mg/ttkg
dézisban y-tokotrienolt. A harmadik csoport dllatait 30 napon keresztiil
kezeltiik y-tokotrienollal majd a 16. naptdl rezveratrol kezelést is kaptak. A

negyedik csoport dllatait vivoanyaggal kezeltiik 30 napon &t.
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2. Izolalt dolgozo patkany sziv preparatum:

A kezeléseket kovetden az allatokat elaltattuk egy intraperitonealis
natrium pentobarbitdl (60-80 mg/ttkg) injekcidval. Véralvadasgatloként
intravénds heparint alkalmaztunk 500 IU/ttkg d6zisban. A heparin injekcid
utdn, thorakotémiat végeztiink és a sziveket jéghideg mddositott Krebs-
Henseleit pufferbe helyeztiik. Ezt kdvetden az aortdn keresztiil kaniildltuk a
sziveket és 10 percig perfundaltuk 100 vizcentiméteres nyomds mellett
moédositott KHB pufferrel nem dolgozé ,Langendorff-médban”, hogy
eltavolitsuk a vért. A 10 perc ,,mosasi” periddus alatt a pulmondris vénat
kaniilaltuk és a sziveket dtkapcsoltuk ,,dolgozé” médba. A dolgozé modba
torténd kapcsoldskor elzértuk az aortds bedramlds és a pulmondris véna feldl
perfunddltuk a sziveket 17 vizcentiméteres nyomdssal (eldterhelés). A
modositott Krebs-Henseleit bikarbonat puffer dsszetétele 118 mM NaCl, 5.8
mM KCl, 1.8 mM CaCl,, 25 mM NaHCO;, 0.36 mM KH,PO,, 1.2 mM
MgSO4, és 5 mM gliik6z volt.

3. Az iszkémia kivaltasa:

Az aerob perfiziét kovetden 30 perc teljes iszkémidt véltottunk ki a
pulmondris véna €s az aorta feldli kanul elzardsaval. Annak érdekében, hogy
a szivizmot megvédjiik a kiszdradastdl az livegedényt a kisérlet teljes ideje
alatt befedtiik, igy tartva kb. 90-100 %-os paratartalmat. 30 perc elteltével az
aorta fel6li kanul megnyitdsdval a sziveket 10 percig Langendorff-médban
reperfundaltuk annak érdekében, hogy kivédjiik a reperfizié indukélta fatalis
kamrai fibrilliciét. A 10 perc Langendorff reperfiiziét kdvetden a sziveket

110 percre dolgozé mddba kapcsoltuk.
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4. Bal kamrai funkciok mérése:

A kisérleteink sordn epikardidlis elektrogrammot regisztraltunk két, a
szivhez kozvetleniil kapcsoldédd eziist elektrédon keresztiil. A kisérletek
végén az EKG-t kielemeztiik és meghatdrozzuk a kamrai fibrillicié (VF)
illetve kamrai tachikardia (VT) el6forduldsi gyakorisagat a reperfiizié elsé 2
perce sordn. Ha VF vagy VT alakult ki és két perc utdn a sziv nem tért vissza
spontdn szinusz ritmusba, a sziveket elektromosan defibrilldltuk egy 1
masodperces 15 V-os négyszog impulzus segitségével. Az aerob perfuzid
végén és a reperfuzid 30, 60 és 120. percében mértiik a szivfunkcidkat,
Ugymint aorta kidramlds (AF), korondria atdramlds (CF), sziv frekvencia
(HR), kifej16d6 bal kamrai nyomés (LVDP) és a kifejlddd bal kamrai nyomas
1d9 szerinti elsd derivaltja (LVdP/dt) (ADinstruments, PoweLab, Castle Hill,
Australia). A harmadik kisérletsorozatunkndl Gould P23XL pressure
transducer (Gould Instrument Systems Inc., Valley View, OH, USA)
rendszert hasznaltunk. Az aorta kidramldst egy kalibrdlt 4ramldsmérd
segitségével mértiik. A korondria 4tdramldst a koronaridkbdl kicsopogd

folyadék egy percig torténd 0sszegylijtésével hatdroztuk meg.

5 a. Infarktusos teriilet meghatarozasa (meggymag és a rezveratrol

hatasainak vizsgalata soran):

Miutan a sziveket aldvetettiik a 30 perc teljes iszkémidnak és a 120
perc reperfizidnak 25 ml 1 %-os trifenil-tetraz6lium klorid oldatot
injektdltunk a szivekbe az aortdn keresztiil, majd -70 °C-on téaroltuk. A
lefagyott mintdkat ezt kovetden az apiko-bazilis tengelyre merdlegesen 2-3
mm szeletekre vagtuk majd lemértiik, szdritottuk, targylemezek kozé

helyeztiik és scanneltiik (HP Scanjet 5p). Ezt kovetden meghatdroztuk az
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infarktusos teriilet nagysdgat és kiszamitottuk az infarktusos teriilet tomegét.
Az infarktus mértéke az infarktusos rész/teljes bal kamra tomeg x 100

képletbdl %-ban kaptuk meg.

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

hatasainak vizsgalata soran):

A 30 perc teljes iszkémiat és a 120 perc reperfiiziét kovetden 40 ml 1
%-os trifenil-tetraz6lium klorid oldatot injektaltunk a szivekbe az aortdn
keresztiil, majd -70 °C-on tédroltuk az analizis elvégzéséig. A fagyott
mintdkat az apiko-bazdlis tengelyre merdlegesen 0,8 mm szeletekre vagtuk
és 4%-os paraformaldehidben fixaltuk, majd targylemezek kozé helyeztiik és
scanneltiik (Microtek ScanMaker 600z). Ezt kovetéen meghatdroztuk az
infarktusos teriilet nagysagét és a teljes riziko teriiletet. Az infarktusos teriilet

és a teljes teriilet nagysdganak hdnyadosa adta az infarktusos teriiletet.

6_a. Apoptdzis meghatarozasa meggymag és a rezveratrol hatasainak

vizsgalata soran:

A kisérletek végén a sziveket 4 %-os formaldehidben fixaltuk, majd
paraffinba dgyaztuk, és 4 um szeleteket metszettiink le bel6liikk. A mintakat
deparaffinizaltuk majd az apoptotikus sejtek immunhisztokémiai detektaldsat
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
moédszer segitségével végeztiik. Ennek sordn a dioxigeninnel jelolt dUTP,
dezoxinukleotidil-transzferdz segitségével beépiil a DNS ldncba. A beépitett
nukleotidot bdrdnyban termeltetett, poliklondlis anti-dioxigenin antitesttel
inkubéltuk, majd nytlban termeltetett FITC-kapcsolt, anti-bardny

mdsodlagos antitesttel jeloltiik. A szeleteket foszfat pufferben mostuk, majd
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normdl nyudl szérummal blokkoltuk. Ezt kévetden a-szarkomer aktin ellenes,
egérben termeltetett monoklondlis antitesttel inkubdltuk a mintdkat, majd
TRITC (tetramethyl rhodamin isocyanate) konjugdlta egér IgG ellenes,
nyulban termeltetett antitestekkel torténd inkubdldst végeztiink (1:200). A
metszeteket lézer konfokdlis mikroszképpal vizsgéltuk. Kvantifikalas
céljabol meghatdroztuk a TUNEL pozitiv sejteket és ezt viszonyitottuk a

teljes kardiomiocita populaciéhoz.

6 b. Apoptézis mértékének meghatarozasa (a rezveratrol és y-tokotrienol

hatasainak vizsgalata soran):

Az I/R végén a mintdkat formalinnal fixaltuk, majd paraffinba
dgyaztuk be. A mintdkbdl szeleteket vagtunk és azokat targylemezre
helyeztiik, majd a deparaffinizaltuk és rehidréltuk. Ezt kovetéen az apoptdzis
mértéket TUNEL assay KIT (Promega, Madison, WI, USA) segitségével
hatdroztuk meg. Ezen protokoll szerint fluoreszcein-12-dUTP épitettiink be
dezoxinukleotidil-transzferdz segitségével. Ezt kdvetden propidium jodiddal
festettik meg a sejtmagokat. A metszeteket fluoreszcens mikroszkop
(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.

7. A kaszpaz-3 expresszié immunohisztokémas meghatarozasa:

A szivbdl usz6 szeleteket vagatunk és inkubdltuk kecskében
termeltetett kaszpdz-3 ellenes antitesttel (1:1000) 4 °C-on. Ezt kdvetden a
metszeteket biotinildlt nyudlban termeltetett kecske ellenes antitestet

tartalmaz6 oldatba helyeztiik (1:200) 6tven percre szobahdmérsékleten. A
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szeleteket ez utidn négy Ordra szobahdmérsékleten avidin-biotinilalt-
peroxiddz (Vector Laboratories, Burlingame, CA; USA) komplexbe
helyeztiikk 1:100 higitasban. A kisérleteket diaminobenzidin kromogén
reakcié zdrta. A mintdkat elStte 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 és Permount semleges médiummal fedtiik le.

8. Western-blot:

Az I/R végén a sziveket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd
-70 °C-on téroltuk. Ezt kdveton a mintdkbdl fehérjét izoldltunk, majd 50 pg
fehérjét SDS gélre vittiink fel és szeparaltuk, végiil nitrocellul6z membrénra
transzferdltuk. A membréanokat blokkoltuk, majd elsddleges antitestekkel ezt
kovetden pedig tormaperoxiddzzal kapcsolt masodlagos antitestekkel
inkubdltuk. Végiil Kodak X-Omat filmeket expondltunk a membranokkal a
fehérjék detektdlasa céljabol. A filmeket denzitometrids scennelésnek

vetettiik al4, és a mennyiségi kontrollal szemben normalizaltuk.

9. Vércukor és inzulin szint mérés:

A szivek izoldldsa elott az édllatoktdl vért vettiink. A vércukorszintet
spektrofotometridsan hatdroztuk meg egy Glucose Assay Kit (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) segitségével a gyart6 altal javasolt protokoll szerint,
340 nm-es hulldimhosszon. Hasonléan a vércukor szintekhez ugyanabbdl a
mintdb6l meghatdroztuk az inzulin szintet is radioimmunoassayvel

segitségével (LINCO Research, St. Charles, MO, USA).
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10. Endotelin szint mérése:

100 ml korondrias folyadékot gytijtottiink egy polisztirén konténerbe,
majd EDTA-t és Triton X-100-at adtunk a mintdkhoz (5 mM és 0.5 V/V
végsd koncentriciéban). Ezt kdvetéen a mintdkat -70 °C-on tdroltuk a
felhasznaldsukig. A vizsgalt anyagokat ezt kovetéen 3 ml metanollal és 5 ml
vizzel kondiciondlt Sep-Pak Cig ,cartridgera” vittik fel és 0,1 V/V%-os
trifluorecetsavval 60 V/V  %-osra higitott acetonitrillel elutdltuk. Az
eludtumokat fagyasztva szdritottuk és -20 °C-on téaroltuk a tovébbi
radioimmunassay meghatdrozdsig. A mintdkat meghatdrozas eldtt 0,5 ml
assay pufferben oldottuk fel, majd 200 x-ra toményitettik. Az ET
radioimmunoassay meghatdrozdsdhoz egy normdl ET radioimmunoassay

KIT-et haszndltunk a gyarto 4ltal eldirtak szerint.

11. Konfokalis mikroszkopia:
A formaldehid oldatban fixalt sziveket paraffinba agyaztuk és

metszeteket készitettiink. A metszetek deparaffinizalasat kovetéen 10 mM
natrium citrat és 0,05%-os Tween 20 tartalmd pufferrel antigén feltarast
végeztiink 90-95 °C-on 30 percig. A metszeteket ezt kovetéen PBS pufferrel
mostuk és Powerblock oldattal blokkoltuk 10 percig. A blokkolast kovetéen
ismét mostuk a metszeteket, majd 2 6ran keresztiil inkubdltuk az elsddleges
antitestet (1:50) tartalmazé oldattal, amely 1%-os BSA-t tartalmazé PBS
puffer volt. Az inkub4cids id6 elteltével a metszeteket mostuk, majd 45
percen keresztiil sotétben inkubdltuk a flureszceinnel kapcsolt masodlagos
antitestet tartalmazé oldattal (1:1000). Ezt kovetfen a sejtmagok festése

érdekében 45 percig sotétben To-Pro 3 jodid (1:1000) oldattal inkubdltuk a
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metszeteket. A tirgylemezek mosasat kdvetéen a mintdkat feddmédiummal
fedtilk be. A metszeteket egy Zeiss LSM 510 (Thornwood, NY, USA)
konfokdlis  pdsztdiz6 mikroszkép segitségével 40 x nagyitdson

tanulmanyoztuk.

12. Transzmisszios elektronmikroszkopos ¢és fénymikroszkopos

eljarasok:

A mintdk egy részét 4 %-os glutdraldehid oldattal fixdltuk. A
membranok kontrasztjat 0,1 M cacodylate pufferben oldott ozmium-
ferrocianattal noveltiik az utélagos fixdcié sordn. Ezt kovetden a mintdkat
dehidratéltuk, és Epon 812 vel infiltraltuk és dgyaztuk be 60 °C-on 48 6ran
at. A fénymikroszképos vizsgdlatokhoz 1 pm vastagsdgd metszeteket
festettiink meg 1 %-os toluidin kékkel. A vizsgdlatokhoz Nikon Eclipse E600
(Nikon Instruments, Inc) mikroszképot haszndltunk, 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 vastagsdgd metszeteket készitettiink. A metszeteket
formwarral boritott rdcsokra vittik fel és 1 %-os uranyl acetittal és
Reynold’s 6lom citrattal festettiik. A metszeteket egy Morgagni 286 tipusi
transzmisszids elektronmikroszkép (FEI Company, Eindhoven, Hollandia)
segitségével vizsgiltuk 60 kV-on. A digitdlis képeket egy MegaView III
CCD kameraval rogzitettik (Olympus, Soft Imaging System GmbH,

Németorszag).
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13. Statisztika:

A sziv funkcidk (HR, AF, CF, LVDP), az infarktusos teriilet és az
apoptdzis értékeinek Gsszehasonlitdsakor a szdmtani atlagot és a kozépérték
standard hib4jat adtunk meg. Elészor ,kétutas” variancia tesztet végeztiink,
hogy megtudjuk, van e kiilonbség az eltérd csoportok adatai kozott. Ha
kiilonbséget taldltunk, a kezelt csoport adatait a kezeletlen kontrol csoport
értékeihez hasonlitottuk Dunnett vagy mddositott ,,t” tesztel. Mivel a VF és
VT nem parametrikus elosztist kovet, ezért e  paraméterek
Osszehasonlitdsakor khi-négyzet tesztet végeztiink a kezelt és a kontrol

csoport értékei kozott. A véltozast szignifikansnak tekintettiink, ha p < 0,05.

Eredmények:

I. A meggymag Kkivonat hatasa iszkémia/reperfizio indukalta

karosodasokkal szemben.

I a. A meggymag kezelés hatasa a kamrai aritmiakra.

Elgszor a meggymagkivonat hatdsat vizsgaltuk az I/R-indukdlta
kamrai tachikardidk és fibrillicié kialakuldsdra. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a meggymagkivonat 14 napos kezelést kovetden
dozisfiiggd moédon csokkentette mind a VT mind a VF kialakuldsdnak
gyakorisdgét 30 perc iszkémia és 120 perc reperfiizidt kovetden. A kezeletlen
kontroll szivek 92 %-aban alakul ki fibrilldcié I/R utdn és minden szivben
kialakult VT. Az 1 mg/ttkg dozisi meggymag kivonttal 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
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képest, azonban ezek nem értek el a statisztikailag szignifikdnsnak szdmitd
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).

I b. A meggymag Kkivonat hatasa a posztiszkémias
szivfunkciokra.

Hasonldéan a kamrai aritmidk kialakulasat csokkento hatashoz, a
meggymagkivonattal torténd kezelés dozisfliggd modon javitja a poszt
iszkémids szivfunkcidkat. Eredményeink azt mutattdk, hogy a 10 és 30
mg/ttg-os kezelés szignifikdns mértékben javitotta a posztiszkémids bal
kamrai funkcidkat. Igy az aorta kidgramlas példaul 120 perc reperfiizié utin
9,8+0,8 ml volt a kontrol csoportban, ezzel szemben 21,7+1,0 ml illetve
25,3%1,3 ml-re emelkedett a magasabb dézissal kezelt csoportokban.
Hasonlé valtozédsokat tapasztaltunk a korondrids dtdramlds és a kifejlodo bal
kamrai nyomds esetében is. A sziv frekvencia nem mutatott jelentOs
kiilonbséget a csoportok kozott. A két alacsonyabb dézissal kezelt csoport

egyikében sem talaltunk jelentds kiilonbséget a kezeletlen csoporthoz képest.

I c. A meggymag kivonat el6kezelés hatasa az infarktusos teriilet
nagysagara.

Az infarktusos teriilet nagysdgidt TTC moddszer segitségével
hataroztuk meg. A kontroll csoportban az infarktusos teriilet 38,3+1,3 %-nak
adddott, ehhez képest a 10 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 szdmitott. A két
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alacsonyabb dozissal kezelt 4allatok szivében nem csokkent jelentOs

mértékben az infarktusos teriilet nagysaga.

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

Kisérleteink sordn meghataroztuk az apoptotikus sejtek szdmat. 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 szignifikans
mértékii.

A kaszpaz-3 egy aszpartit specifikus cisztein protedz, amely a
sejtekben inaktiv zimogén formdban taldlhaté meg. Az apoptdzis kezdetén a
prokaszpdz-3 aktivalodik, az aktiv kaszpdz-3 ezt kovetden tobb fontos
fehérjét aktival. Vizsgélataink sordn kideriilt, hogy a két magasabb dézisu
meggymag kivonattal torténd kezelés képes csokkenteni a kaszpdz-3
expresszidjat, taldn ez az egyik mechanizmus, amellyel a meggymag
kivonata csokkenti az apoptézist é€s hozzdjarul a védd hatdsokhoz, melyet a

meggymag kivonattal torténd kezelést kovetden tapasztaltunk.
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II. A rezveratrol hatasa iszkémia/reperfundalt ,,Zucker Obese”

patkanyok szivére.

II a. A rezveratrol kezelés hatasa az allatok testtomegére, inzulin
és vércukorszintjére.

A kezeléseket kovetéen mértik az dllatok testtomegét,
vércukorszintjét, valamint a vér inzulinszintjét. Eredményeinkbdl kideriilt,
hogy 5 mg/ttkg rezveratrollal vald kezelés szignifikdnsan csokkentette az
allatok testtomegét, és vércukorszintjét 414 + 10 g, 7,08 £ 0,41 mmol/l
kontrol értékr6l 378 + 12 g és 6,11 + 0,44 mmol/l-re a kezelt csoportban.
Hasonl6 valtozést tapasztaltunk a 10%-os cukoroldattal kezelt &llatokndl,
ahol a kontroll csoport testtomege 504 + 16 g, mig a rezveratrollal kezelt
allatok tomege 428 + 11 g volt. A vércukorszint 9,02 = 1,20 mmol/l volt a
kontrol csoportban ezzel szemben csak 7,21 + 0,51 mmol/l a rezveratrol
kezelt csoportban. Az inzulin szint azonban nem csokkent jelentOsen
rezveratrol kezelés hatdsdra. Hasonlé véltozdsokat tapasztaltunk a cukorral

torténo kezeléseket kovetden is.

I b. A rezveratrol Kkezelés hatasa a posztiszkémias
szivfunkciokra.

A kezeléseket kovetdéen az dllatok szivét izolaltuk és 30 perc
iszkémidnak, majd 120 perc reperfiziénak vetettiik ald. Eredményeink
alapjan elmondhatjuk, hogy 5 mg/kg rezveratrol kezelés jelentOsen javitotta a
posztiszkémids szivfunkcidkat még a kiilon cukorterhelés mellett is. Az aorta
kidramlas példaul 30 perc iszkémia és 120 perc reperfizié utdn 5,1 + 0,6 ml

volt az elhizott kontroll, amely 7.8 + 1,0 ml volt a rezveratrollal kezelt
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csoportban. Hasonlé eredményeket kaptunk a kiilon cukorral is kezelt
csoportokban, itt az aorta kidramlas 4,5 + 0,4 ml, mig a rezveratrollal kezelt

csoportban 6,7 £+ 0,6 ml volt.

II c. A rezveratrol hatasa a kamrai aritmidkra.

Eredményeinkbdl kideriil, hogy a rezveratrol képes volt csokkenteni
a VF kialakulasat. Az elhizott kontroll csoport és a cukorral kezelt elhizott
csoport allataibdl izolalt szivek mindegyikében kialakult VF, ehhez képest 5
mg/ttkg rezveratrol kezelés 17 %-ra csokkentette, mig a cukorral kezelt

csoportban 33 %-ra csokkent a VF kialakulasa.

I1 d. A rezveratrol hatasa az infarktusos teriilet nagysagara.

A kapott eredményekbdl kideriil, hogy a rezveratrol képes volt
csokkenteni az infarktusos teriilet mértékét. Az elhizott kontroll csoportban
41 £ 6 % a cukorral kezelt elhizott allatokban 42 + 7 % volt ehhez képest a
rezveratrollal kezelt csoportokban 21 £ 5 %, a rezveratrollal és a cukorral is

kezelt csoportban pedig 26 + 6 % volt.

II e. A rezveratrol kezelés hatasa az endotelin felszabadulasra.

Vizsgaltuk a korondira folyadékban az endotelin mennyiségét, s ez a
normdl kontroll dllatokban ez az értek 0,39 + 0,13 fmol/perc/g volt, mely
jelentésen megemelkedett az elhizott dllatok korondria folyadékdban (1,49 +
0,25 fmol/perc/g), s tovabb emelkedett a cukor oldattal kezelt &llatok
korondria folyadékaban (1,79 + 0,35 fmol/perc/g). Az 5 mg/ttkg rezveratrol

kezelés szignifikdnsan csokkentette az elhizott allatok korondridiban a
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felszabadul6 endotelin mennyiségét. Hasonléan csokkentette a cukor oldattal

kezelt elhizott allatok szivében is.

II f. A rezveratrol kezelés hatisa az ET-1 és a Glut4
expressziora.

A felszabadul6 endotelin mennyiségének meghatdrozdsa utdna
vizsgéltuk a kiilonbdzd csoportbdl szarmazd szivekben az ET-1 és a Glut-4
fehérjék expresszigjat. Az ET-1 fehérje jelentds emelkedést mutatott az
elhizott &llatok szivében a normdl dllatok szivéhez képest, mely tovabb
emelkedett a cukorral kezelt 4llatok szivében. Rezveratrol kezelés jelentdsen
képes volt csokkenteni az ET-1 fehérje szintjét mindkét kezelt csoportban.

Ellentétben az ET-1 fehérjével az elhizott dllatok szivében a GLUT-4
fehérje szintje csokkent és a kiilon cukorterhelés ezt tovdbb csokkentette. A
rezveratrol kezelés képes volt a GLUT-4 fehérje szintjét jelentés mértékben
megemelni az elhizott dllatokban még a kiilon cukorterhelést kapott

csoportban is.

II g. A rezveratrol kezelés hatasa az apoptoézisra.

A rezveratrol kezelés hasonléan az infarktusos teriilethez
szignifikdnsan csokkentette az apoptotikus sejtek szamit a kezelt
csoportokban. Az aerob kontrollban nem detektaltunk apoptézisos sejteket,
az iszkémia/reperfizié minden szivben indukélta a sejtek apoptotikus
elhalasat. Az elhizott kontroll dllatokban ez az érték magasabb volt, mint a
normdl kontroll I/R csoportban, amelyet a cukorterhelés meg tovabb

fokozott. A rezveratrol kezelés szignifikdnsan csokkentette az apoptotikus
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sejtek mennyiségét mind az elhizott mind a gliikézzal kezelt elhizott

csoportban.

III. A rezveratrol és/vagy v-tokotrienol hatasa az I/R indukalta

karosodasokkal szemben.

I1I a. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa a posztiszkémias
szivfunkciok felépiilésére.

Mind a rezveratrol mind a y-tokotrienol jelentdsen javitotta a
posztiszkémids szivfunkcidkat a vivOanyaggal kezelt kontroll csoporthoz
képest. Amikor mindkét hatéanyaggal kezeltiik az dllatokat tovdbbi javulast
tapasztaltunk a posztiszkémids szivfunkciok felépiilésében. Az aorta
kiaramlas példaul 120 perc reperfizid utdn 7,8 = 1,7 ml volt a kontroll
csoportban, ezzel szemben a rezveratrollal kezelt csoportban 22.2 + 1,0 ml, a
y-tocotrienollal kezelt csoportban 21,2 + 0,9 ml és a rezveratrollal és v-
tocotrienollal kezelt csoportban 27,1 £+ 0,7 ml volt. Ez utébbi szignifikdnsan
jobb volt a monotrerdpids csoportokhoz viszonyitva is. Ezek az eredmények
megerdsitik azt a feltevésiinket miszerint ez a két természetes hatdanyag
rendelkezik bizonyos szinergista hatassal.

A Wortmanninal (PI3-kinaz inhibitor) és a 3-metiladeninnel
(autofagia inhibitor) egyarant jelent6sen csokkentette a rezveratrol és/vagy
y-tokotrienol kezelés hatdsait. Megjegyzendd azonban, hogy az 4ltalunk
haszndlt koriilmények ko6zott a Wortmannin dltal kifejtett blokkol6 hatds

erdsebbnek bizonyult, mint a 3-metiladenin hatasa.
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III b. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa az infarktusos
teriiletre és az apoptozisra.

Hasonldéan a szivfunkcidk alakuldsdhoz az infarktusos teriiletek
vizsgélatdbol kideriilt, hogy mind a rezveratrol mind a fy-tokotrienol
jelentésen csokkentette az infarktusos teriilet nagysagat, valamint a két
komponens kombindlt adagoldsat kovetden tovabbi csokkenést tapasztaltunk
az infarktusos teriilet kiterjedésében, azonban ez nem volt statisztikailag
szignifikdns. A rezveratrollal kezelt csoportban 222 + 19 %, 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 tortén6 kezelés mindhdrom kezelt csoportban
ellensilyozta ezeket a hatdsokat.

Hasonl6 eredményeket kaptunk az apoptétikus sejtek vizsgalatakor
is. Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét monoterapia és a kettds kezelés
is jelentdsen csokkentette az apoptotikus sejtek szdmdt, bar a kombinalt
kezelésekkel elért hatds itt sem bizonyult statisztikailag jelentdsnek a
monoterdpids eredményekhez viszonyitva. Osszhangban a TUNEL assay
eredményeivel, a prokaszpdz-3 szintje magasabb volt a kezelt csoportokban
iszkémia-reperfiziét kovetden, mint a kezeletlen kontroll csoportban, ezzel
szemben a Wortmanninnal kezelt csoportban alacsonyabb prokaszpaz-3
szintet és magasabb apoptdzist detektaltunk, ami arra utal, hogy a kezelt

csoportokban a prokaszpaz-3 nem aktivalédik és alakul at aktiv kaszpdz-3-4.
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IIT c. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa a ,,talélési”
utvonalakra.

A ,tdlélési” dtvonalak monitorozdsa céljabol vizsgaltuk a p-Akt/Akt
aranyét valamint Bcl-2 fehérje szintjét. A rezveratrollal és a y-tokotrienollal
kezelt allatok szivében az a p-Akt/Akt ardny és a Bcl-2 fehérje szintje
jelentésen megemelkedett a kontroll csoporthoz képest, tovabbi jelentds
emelkedést tapasztaltunk a rezveratrollal és y-tokotrienollal is kezelt allatok
szivben. A Wortmanninnal kezelt allatok szivében Bcl-2 és a p-Akt/Akt

ardny a kontroll csoportéhoz allt kdzelebb.

I1I d. A rezveratrol és/vagy y-tokotrienol hatasa az autofagiara.

Vizsgéltuk, hogy a két novényi hatéanyag képes-e az autofigia
indukdldsira, és ez szerepet jitszik-e a hatéanyagok kardioprotektiv
hatdsaiban. Eldszor Western-blot segitségével tanulmédnyoztuk a Beclin-1
fehérje szintjét és az LC3II/LC3I ardnyédt. A vivdanyaggal kezelt kontroll
csoportban I/R-t kdvetden kismértékli 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 monoterdpids csoportban tovabbi
jelentés 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. Hasonléan a ,tdlélési” szigndl fehérjéihez, a Wortmannin
csokkentette az  autofdgids  markerek  szintjét. Ezt  kovetden
immunhisztokémiai médszerrel vizsgdltuk az LC3II pozitiv sejtek szamat.
Hasonléan a Western-blot eredményekhez, enyhén novekedett szamud LC3II

pozitiv sejtet figyeltink meg a kontroll I/R csoportban. Mind a két

29



hatéanyaggal torténd kezelés jelentdsen novelte az LC3II pozitiv sejtek
szdmat. A Wortmannin kezelés, hasonléan a Western-blot eredményekhez,
csokkentette az LC3II pozitiv sejtek szamat, valamennyi kezelt csoportbdl
szarmaz6 mintdban.

A mintdkat fénymikroszkdp segitségével is vizsgiltuk. Valamennyi
kezelt csoportbdl szdrmazé mintdban kozel normdl ultrastrukutat taldltunk,
kevés degenerativ valtozédssal, szemben a 3-metiladeninnel kezelt allatok
szivében ahol, onkotikus elvdltozdsokat figyeltink meg miofibrillaris
kontrakcids sdvokkal és vakouldris degradacidval.

Az autofagoszoémak feltérképezéséhez transzmisszios
elektronmikroszképot hasznéltunk. Az aerob kontroll szivek normadl
morfoldgidt mutattak eltérések nélkiil, az I/R kontroll szivekben onkoticus
elvaltozdsokat taldltunk, Ugy mint az izomrostok dezorganizicidjat, a
mitokondriumok felfivéodasat, és lizis folyamatokat. Mindkét esetben kevés
kisméretli autofagoszémat figyeltiink meg. Valamennyi kezelt mintdban
kozel normadlis ultrastruktdrét taldltunk és szdmos kiilonb6zd érési fazisban
1évé autofagoszomdt detektdltunk. A 3-metiladeninnel kezelt szivekben
kevés apr6 autofagoszomat figyeltiink meg, de az ultrastruktirdban iszkémids

valtozadsokat tapasztaltunk.

IIT e. A rezveratrol és/vagy 7y-tokotrienol Kiilonb6z6 médon
indukalja az autofagiat.

Annak érdekében, hogy vizsgiljuk az autofigia indukciéjanak
moédjat, Western-blot analizis  segitségével mértik az mTOR
foszforilaltsagat. Az aerob kontrollhoz képest az I/R enyhén csokkentette az

mTOR foszforildltsdgat. Rezveratrol jelenlétében is csokkent valamelyest a
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foszforildltsdg, de ez nem volt jelentds, szemben a y-tokotrienollal kezelt
csoporttal ahol jelentdsen csokkenet a p-m TOR/mTOR ardny. A
Wortmannin kezelés valamennyi esetben emelte az mTOR foszforilacids
szintjét. Eredményeink alapjdn dgy tlinik, hogy a rezveratrol 4ltal indukalt
autofagia kevésbé fiigg az mTOR-t6l, ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a

y-tokotrienol mTOR fiiggd médon indukalja az autofagiit.

Kovetkeztetések

Kisérleteink els6 részében a Magyarorszdgon ipari hulladéknak
mindsiilé meggymagkivonatot vizsgaltuk. Meghatdroztuk a kamrai aritmiak
és a kamrai fibrillaci6 kialakuldsanak valdsziniiségét, tovabba mertiik a pre
és posztiszkémids szivfunkciokat. A kisérletek végén vizsgaltuk az
infarktusos teriilt nagysdgét, az apoptézis mértékét, és a kaszpdz-3
expressztiéjat. Az eredményeink Osszességében igazoltdk, hogy a
meggymagkivonat dézisfiiggd médon képes csokkenteni a kamrai aritmidk
kialakulasdnak  val6szinliségét, illetve javitja a  posztiszkémids
szivfunkcidkat, ezek mellett csokkenti az infarktusos teriilet nagysagat és az
apoptézis mértékét. Tovabba immunhisztokémiai vizsgdlataink kideritették,
hogy a meggymagkivonat képes volt csokkenteni a kaszpdz-3 expresszidjat.

A kaszpazok egy konzervilt cisztein protedz enzimcsaldd tagjai
(caspase = cystein-dependent aspertate-specific protease), amelyek
kulcsszerepet jatszanak a programozott sejthaldl evoldciésan konzervalt
folyamataiban. Prekurzor (zimogén) formdban képzddnek és két jol
szabdlyozott Utvonalon aktivdlédnak. Az egyik az extrinszik vagy ,haldl”
receptor utvonal, a masik intrinszik vagy mitokondridlis dtvonal, amelyet a
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celluldris stressz aktivdl és a citokrom c mitokondriumokbdl torténd
felszabaduldsa indit el. A kaszpdz-3 az effektor kaszpazok kozé tartozik,
amelyek a sejtek teljes lebontasaért felelds. Kezdeti tanulmanyok szerint a
hipoxia, illetve az iszkémia elegendd az apoptézis elinditdsdhoz, azonban
kés6bbi tanulmanyok megvaltoztattik ezt a nézetet. Webster és munkatdrsai
szerint nem az iszkémia vagy a hipoxia, hanem az aciddzis, a reoxigenizacié
illetve reperfuzié felelés a szivizomban az apoptézis kialakuldsaért.
Kiilonboz6 specifikus és nem specifikus kaszpdz inhibitorok vizsgdlataval
igazoltdk, hogy a kaszpdzok géitlasa révén csokkenthetd az I/R indukdlta
apoptézis mértéke és a posztiszkémids karosoddsok sulyossiga.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a meggymagkivonat képes
csokkenteni az apoptdzis mértéket a kaszpaz-3 gatldsa révén, azt azonban
nem zérhatjuk ki, hogy a kardioprotektiv hatdsokban mds kaszpdzok gétldsa
is szerepet jatszik, mint ahogyan valészinlileg mds mechanizmusok is
szerepet jitszanak a kardioprotektiv hatdsok kialakuldsiban. Anndl is inkdbb
mert a meggymagkivonatban taldlhaté flavonoidok, pro- és antocianidok
vagy a polifenolok rendelkeznek antioxiddns hatdsokkal. Tovabba a
meggymagkivonatrél kimutattdk, hogy képes megvédeni a retindt a
reperfizié-indukdlta kdrosoddsoktdl azdltal, hogy noveli a HO-1 expresszidt
és ez altal emeli az engogén CO koncentriaciéjat. Noha jelen
tanulmanyunkban nem tanulmanyoztuk a hemoxigendz rendszert, de joggal
feltételezziik azt, hogy ahogyan a retinaprotektiv hatdsokban tugy a
meggymagkivonat altal kozvetitett kardioprotektiv hatdsokban is szerepet
jatszik a hemoxigendz rendszer. Eredményeink alapjan azt lehetetlen
megdllapitani, hogy a meggymagkivonat direkt csokkenti a reperfizid

indukdlta kdrosoddsokat vagy a latott kardioprotektiv hatds a
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meggymagkivonat antiiszkémids hatdsaval fligg Ossze, mivel az dallatok
eldkezelve voltak és nem pedig akutan az iszkémia alatt vagy a reperfuzid
soran kaptdk a meggymagkivonatot.

Maisodik kisérletsorozatunkban a rezveratrolt, a meggymagkivonat
egyik lehetséges bioaktiv komponensét vizsgaltuk. A kisérletek kozben arra
kerestiik a valaszt, hogy hasonléan a normal szivizomhoz képes e a
rezveratrol a ,beteg” miokardiumot is megvédeni az I/R indukélta
karosodédsokkal szemben. Eredményeink tiikkrében elmondhatjuk, hogy a
rezveratrol képes a ,beteg” szivizmot is megvédeni az I/R indukdlta
karosoddsoktol, amit bizonyit a posztiszkémids szivfunkcidk jobb felépiilése,
valamint a csokkent infarktusos teriilet és apoptézis mértéke a kezelt
csoportokban.

Ismeretes, hogy a diabétesz vagy a metabolikus szindréma jelentds
kockdzati tényez6 a Kkiilonbozd kardiovaszkuldris megbetegedésekben.
Tovdbba a diabéteszes betegek korében sokkal nagyobb az anginds
megbetegedések és az infarktusok kialakuldsdnak valdszinlisége és azok
sulyossdga. A miokardidlis infarktus utdn a mortalitds 2-3x nagyobb, mint a
nem diabéteszes betegekben, valamint az infarktusok utdn kialakul6
szivelégtelenség kialakuldsdnak a valdszintisége is kétszer magasabb a nem
diabéteszes beteg csoportokhoz viszonyitva. Az egyik legjelentdsebb eltérés
a diabéteszes paciensek szivsejtjeiben a metabolizmus megvaltozasa,
kiilonosképpen az, hogy csokken a sejtek gliikéz felvétele és oxidéacidja,
amellyel parhuzamosan n6 a zsirsavak felhaszndldsa. Még diabétesz nélkiil is
a gliikézrdl zsirsavakra torténd valtds noveli az iszkémia stlyossagit, és
csokkenti a posztiszkémids felépiilést. Sidell €s munkatarsai (2002, Diabetes)

»Zucker obese” patkdnyokon végzett kisérletekben kimutattdk, hogy ha
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helyredllitjdk a szivszovet inzulin érzékenységét roziglitazonnal, javul a
szivszovet gliikkdz felhasznédldsa és a posztiszkémids funkcidk felépiilése. A
kisérleteikben alkalmazott allatok inzulin rezisztensek voltak, és csokkent a
szivszovetben a Glut-4 fehérje szintje, amelyet a roziglitazon kezelés
helyredllitott. Tian és munkatarsai (2001, Circulation) sziv specifikus Glut-4
KO egereket haszndlva kimutattidk, hogy ezen dllatok szivében csokken a
gliikéz felhaszndlds, és nd az iszkémids karosoddsok mértéke. Ezen
eredmények j6l mutatjdk az inzulin érzékeny Glut-4 transzporter fontossagat
a diabéteszes és nem diabéteszes dllapotokban egyardnt.

Kisérleteinkben megvizsgdltuk, hogy a rezveratrol é&ltal elért
kardioprotekcioban ~ szerepet  jatszik-e a  Glut-4  transzporter.
Eredményeinkbdl kideriil, hogy a rezveratrol képes helyredllitani a Glut-4
expressziot, és legalabb részben ez a hatds felelés a kevésbé silyos I/R
indukdlta kdrosoddsokért. Kisérleteinkben az egyik éllatcsoport tovdbbi extra
cukorterhelést kapott, hogy tovabb sulyosbitsuk a diabétesz okozta
metabolikus elvédltozdsokat. A rezveratrol ebben a csoportban is képes volt
emelni a Glut-4 receptor szintet és védeni a sziveket az I/R karositd
hatasait6l. Az eredményekbdl kideriil az is, hogy a rezveratrol csokkentette
az allatok sulygyarapodasét, és a vércukorszintet, azonban az inzulin szintet
nem befolyésolta.

Az endotél sejtek diszfunkcigjat tobb  kardiovaszkularis
megbetegedéssel hoztdk és hozhatjuk Osszefiiggésbe, igy az arterioszklerdzis
vagy az iszkémids szivbetegségekben is kimutattdk azok jelent6ségét. Mint
ismeretes, az endotél sejtek fontos szerepet jatszanak a kardiovaszkuldris
rendszer szabdlyozdsdban, tobb vazoaktiv anyag termelése révén is. Verma

és munkatdrsai (2002, J Thorac Cardiovasc Surg) emelkedett endotelin
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szintet taldltak a diabéteszes betegek korondria folyadékdban korondria
bypass miitét utan. Megfigyelték tovabbd, hogy a diabéteszes betegekbdl
szarmaz6 korondrids mikro erek erdsebb kontrakcids valaszt adnak ET-1
stimulusra mint a nem diabéteszes paciensek mintdi, s ez a hatds gatolhat6
volt endotein antagonistdval. A jelen tanulmanyunkban is vizsgiltuk az
endotelin szintjét és emelkedett endotelin szintet detektdltunk az ,,obese”
allatok korondrids folyadékdaban I/R utidn, amely tovabb emelkedett a
gliikézzal kezelt é&llatok szivszovetében. Mindkét rezveratrollal kezelt
csoportban jelentds csokkenést tapasztaltunk. Hasonlé eredményeket
figyeltink meg az endothelin-1 fehérje szintjének a vizsgédlata sordn. A
rezveratrol ET-1 expressziét és endotelin felszabaduldst gitld hatdsdban
valészinlileg direkt és indirekt hatdsok is szerepet jatszanak. Liu és
munkatdrsai kimutattdk, hogy a rezveratrol képes csokkenteni a rostfesziilés
indukdlta ET-1 felszabaduldst és az ET-1 mRNS szintet humédn koldokzsinér
véna endotelidlis sejteken (HUVEC). A hatést a szerzdk részben a ROS szint
csokkentésével és az ERKI1/2 szigndltranszdukciés tutvonal gétldsaval
magyardztdk. Ez részben magyardzatot adhat a jelen tanulmdnyunkban
megfigyelt ET-1 szint csokkenésére is. Valdsziniileg azonban egy madsik
indirekt hatds is szerepet jatszik a rezveratrol altal indukalt valtozdsokban.
Nevezetesen az, hogy az emelkedett gliik6z szint is képes az ET-1
szekrécidjat és expresszidjat fokozni. Tovdabba Park és munkatarsai (2000,
Diabetes) megfigyelték, hogy a magas gliik6z szint altal kivaltott ET-1
expresszio novekedés visszafordithat6 a gliik6z szint csokkentésével. Ezek és
az alapjan, hogy a rezveratrol mind a két kezelt csoportban csokkentette a vér
gliikéz szintjét, valdsziniisithetjiik, hogy a rezveratrol ezen indirekt hatdsa is

hozzdjarul az ET-1  szigndltranszdukciés dtvonal  aktivitdsdnak
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csokkentéséhez. Osszegezve eredményeinket elmondhatjuk, hogy a
rezveratrol képes megvédeni az elhizott és cukorbeteg allatok szivét az I/R-
indukélta kéirosoddsokt6l, amit bizonyitanak a javult posztiszkémids
funkcidk, a csokkent infarktusos teriilet nagysdga é€s apopt6zis mértéke. A
rezveratrol ezen hatdsa magyardzhaté azzal, hogy képes javitani a sziv
gliikéz felhaszndldsat, tovabbd normalizalni a szervezet gliikkdz szintjét,
valamint direkt és indirekt moddokon csokkenteni a tdlzott endotelin
felszabadulést.

Harmadik kisérleti sorozatunkban arra kerestiik a valaszt vajon van-e
valamilyen interakcié a rezveratrol és a vy-tokotrienol kozott. Kisérleti
eredményeinkre alapozva elmondhatjuk, hogy a rezveratrol és a y-tokotrienol
kozott szinergista hatdsok alakulnak ki. Amint azt kordbbi eredményink
alapjan véartuk, mind a rezveratrol mind a y-tokotrienol rendelkezik
kardioprotektiv hatdsokkal. Az izoldlt iszkémia/reperfunddlt szivek
vizsgdlata sordn jelen tanulmdnyunkban is megfigyeltiik a posztiszkémids
szivfunkciok javuldsdt a rezveratrollal vagy vy-tokotrienollal kezelt
csoportokban. A negyedik csoportban, ahol mind a két névényi szarmazékkal
kezeltiik az 4llatokat tovabbi javuldst tapasztaltunk, amely statisztikailag
jelentds volt a monoterdpidkhoz képest. Hasonl6 tendencidkat figyeltiink meg
az infarktusos teriilet és az apoptdzis vizsgdlata sordn, ahol valamennyi
kezelt csoportban szignifikdnsan javulast 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
jelentds kiilonbség a mono és a dudl terdpia kozott. Hasonld eredményeket

kaptunk, amikor vizsgéltuk a prokaszpaz-3 szintet.
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Vizsgaltuk az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje szintjét is, hiszen a Bcl-2
fehérjecsaldd tagjai kozponti szerepet jatszanak a szivizom apoptotikus
folyamataiban. A Bcl-2 fehérjérdl kimutattdk, hogy védi a mitokondriumokat
tobb mechanizmuson keresztiil, pl. inaktivalja a Bax/Bak fehérjét és eziltal
gitolja a mitokondrium kiils6 membranjdnak permealizicidjat. Bcl-2
transzgén dllatok szivében kevesebb apoptotikus sejtet, csokkent infarktusos
teriiletet és jobb balkamrai funkcidkat mértek I/R utdn. 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
vizsgélatakor hasonlé eredményeket kaptunk. Ez alapjdn tgy tiinik, hogy a
rezveratrol és y-tokotrienol 4ltal indukdlt kardiprotektiv hatdsok részben a
Bcl-2-Akt ,tdlélési” udtvonal indukcidjdval valésul meg, mint ahogyan a
szinergista hatdsokért is részben ezek a mechanizmusok a feleldsek.

Tanulmédnyunkban vizsgéltuk az autofdgia szerepét a rezveratrol és a
y-tokotrienol hatdsdban. Kezdetben az autofdgidt, mint a programozott
sejthaldl nem apoptotikus formdjat tartottdk szdmon. Manapsag viszont az
autofdgia szerepe egyre jobban kiszélesedni latszik, és egyre tobb bizonyiték
utal arra, hogy bizonyos koriilmények kozott az autofagia tdlélési
folyamatokban is fontos szerepet jatszik. Az autofagia fokozddasat irtdk le
krénikusan iszkémids sertés szivizomban, gy hogy az autofigia jelensége a
tdlélé miokardiumban volt fokozott. Egy korabbi tanulmanyunkban fokozott
autofdgiat tapasztaltunk iszkémids prekondiciondcié utin (IPC),
vizsgélataink szerint az autofigia a Bag-1 protein indukcidjan keresztiil

fokozdodik. A Bag-1 tdtvonal gétldsa csokkentette az autofdgia nagysigat, és
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megakadalyozta az IPC protektiv hatdsét. Jelen tanulmdnyunkban elséként
vizsgédltuk az LC3II/LC3I aranyit valamint a Beclin-1 fehérje szintjét
Western-blot segitségével. Az LC3II az egyik legjobb marker az
autofagoszémamembran komponenseire. Az LC3 mellett a Beclin-1-et
hasznéltuk markerként. Eredményeink szerint, valamennyi kezelés fokozta a
Beclin-1 és az LC3II/LC3I ardnyait, de a legintenzivebb véltozdsokat a kettds
kezelésben részesiilt csoportban detektdltunk. A Wortmanninnal torténd
kezelés csokkentette mindkét anyag autofigidt indukdlé hatdsat. Immun
hisztokémiai vizsgdlataink aldtdmasztottdk a Western-blottal kapott
eredményeket, és enyhén emelkedett LC3II festést detektdltunk az I/R
csoportba tartozo szivekben, 6sszhangban az irodalmi adatokkal miszerint az
I/R képes indukdlni az autofdgidt. Immunhisztokémiai vizsgélataink sordn is
fokozott LC3II festést tapasztaltunk a kezelt szivekben, amelyet a
Wortmannin lecsokkentett.

A Wortmannin kezelt szivekben nem csak az autofigia mértéke
csokkent, hanem a posztiszkémids bal kamra funkcidk is, tovdbbd mindkét
hatéanyag kezelésének hatdsossdgat csokkentette az infarktusos teriiletre és
az apoptozis mértékére. Tovabba csokkentette az Akt-Bcl-2 ttvonal
aktivitdsat is.

Fénymikroszképos eredményeink aldtdmasztottdk az elméletiinket,
miszerint ezek a természetes anyagok rendelkeznek kardioprotektiv
hatasokkal. Az I/R kontroll szivekben valamint a hatéanyagokkal és 3-MA-
nel kezelt éllatok szivében onkotikus szivizomsejteket figyeltiink meg, a
jellemzd nekrotikus savokkal. A kezelt csoportokban ehhez képest majdnem
normdl szerkezeti szivizomsejteket taldltunk, alatdmasztva a kardioprotektiv

hatdsokat. A transzmisszios elektronmikroszképos vizsgdlatok
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megerodsitették az autofagoszomdk jelenlétét a kezelt dllatokban. Az I/R
kontroll szivekben és a 3-MA-val kezelt allatok szivében is jelen vannak
autofagoszémdk, de ezekben a szivekben a szivizomsejtek struktirdja
jelentds valtozasokat mutatnak.

Munkink sordn vizsgaltuk az mTOR (mammalian target of
rapamycin) szerepét az autofagia indukaldsiban. A Tor egy konzervalt
Ser/Thr protein kindz, amely szerepet jatszik a sejt novekedésének, sejtciklus
menetének, a tipanyag felvételének, fehérje szintézisének és az autofigia
szabdlyozasdban. Eredményeinkbdl ldthatjuk, hogy az I/R Onmagdban is
csokkentette a p-m TOR/mTOR ardnyét, ami arra utal, hogy az I/R indukélta
autofdgidban az mTOR szerepet jitszik. Tovabbi eredményeinkbdl kitiinik,
hogy a y-tokotrienol jelentdsen csokkentette a p-m TOR/mTOR ardnyat, ami
arra utal, hogy a y-tokotrienol 4ltal eldidézett autofdgia jelentds mértékben
kevésbe fiigg tole. Kisérleteinben igazoltuk tehét, hogy a rezveratrol és a -
tokotrienolkozétt vannak bizonyos szinergista hatdsok. Ezen hatdsokban
autofagia indukcidja.

Osszegzésként igazoltuk, hogy a ma még ipari hulladéknak szdmité
meggymag kivonat rendelkezik kardioprotektiv hatdsokkal. Bizonyitottuk
tovabbd, hogy a rezveratrol képes a ,,beteg” szivizmot is megvédeni az I/R-
indukalta kdrosoddsokkal szemben. Végiil kimutattuk, hogy a rezveratrol és a
y-tokotrienol kozott vannak bizonyos szinergista hatdsok. Az altalunk kapott
eredmények tovabb tdmogatjdk azokat e megfigyeléseket melyek szerint ez

autofdgia segithet a sejtek tilélésében.
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