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A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

A kardiovaszkularis megbetegedések kovetkeztében elszenvedett haldlozasok
napjainkban is vezetik a statisztikakat. Az elmult évtizedekben jelentds erdfeszitések torténtek
kiilonboz6 gyogyitd és megeldzd eljarasok kifejlesztésére, igy ez az arany az elhaldlozésokat
illetden javuld tendenciat mutat. A kiilonféle kardiovaszkuldris megbetegedéseknek manapsag
igy is kétszer annyi aldozata van, mint a daganatos megbetegedéseknek.

A nemzetgazdasagilag ¢és a tarsadalmilag is nyomasztd kardiovaszkularis
megbetegedésekkel kapcsolatos problémakat elsdsorban a kérképek megeldzésével, illetve a
hajlamositd tényezOk korai felismerésével, valamint elharitasaval lehet megoldani, vagy
mérsékelni. A korképek megel6zésében rendkiviil fontos szerep jut az ¢ld szervezet
ongyogyitd torekvéseinek elOsegitésében meghatdrozd szerepet jatsz6  preventiv
kezeléseknek, melyek magukban foglaljak a természetes anyagok étrendkiegészitoként vagy
funkcionalis élelmiszerként vald hasznalatat. A kardiovaszkularis megbetegedések miatt
bekovetkezd elhaldlozasok kozott az egyik legsulyosabb kovetkezményekkel az iszkémids
szivbetegségek (ISZB) jarnak. Az ISZB prevenciojanak harom fontos eleme van, amelyek az
¢letmod valtoztatas és a rizikotényezok csokkentése; profilaktikus gyogyszerek alkalmazasa;
¢s a fiatalabb koszortérbetegek hozzatartozdinak sziirése és oktatasa.

Napjainkban egy 0 irdnyvonal rajzolodik ki, miszerint a szintetikus gyogyszerek
mellett a novényi hatdoanyagok gyogyszerként vagy preventiv céllal torténd alkalmazasa egyre
fontosabba valik. Ennek egyik oka sok esetben a ndvényi derivatumok olcsobb eldallitasi
koltsége, valamint kedvezdbb mellékhatas profilja. Egyre tobb tanulmany szadmol be arrol,
hogy bizonyos ndvények vagy természetes hatéanyagok profilaktikus adagolasa jelentdsen
csokkenti az iszkémia/reperfiziod (I/R) kovetkezményeit kiillonbozé allatmodellekben. Ilyen
természetes eredetll anyag tobbek kozott a meggymag, amely Magyarorszagon nagy
mennyiségben all rendelkezésre, mint ipari hulladék.

Az oxidativ stressz, amely foként a nagymértékii reaktiv oxigén és nitrogén gyokok
képzddésével jellemezhetd biokémiai folyamat, az egyik legfébb sejtkarositd tényezd I/R
soran. Az oxigén részleges redukcidja soran képz6dé anyagok rendkiviil instabilak és
meglehetdsen reaktiv vegyltiletek. Eukariota sejtekben normal koriilmények kozott a 1égzés,
metabolikus folyamatok, fagocitozis, novekedési faktorok és citokinek hatasara is keletkeznek

oxidativ sajatossdgu anyagok. Az oxidativ specieszek toxikus hatasainak ellenstilyozasara a
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sejtek enzimatikus ¢és nem-enzimatikus folyamatokat egyarant felhasznalnak. Az utdbbi
folyamatokban szerepet jatszhat példaul a glutation, a C-vitamin, az a-tokoferol, mig az
enzimatikus antioxidans folyamatokban nagy szerepet jatszik a szuperoxid-diszmutaz (SOD),
a katalaz, a glutation-peroxidaz ¢és a hemoxigenaz is.

A hemoxigenazok (HO) olyan evoliciésan konzervalt enzimek, amelyek a hem
lebontasanak elsd, sebességmeghatarozo 1épését katalizaljak. A reakcid egyes végtermékei
fontos szerephez jutnak az ¢€l6 szervezet biokémiai folyamataiban, igy antioxidans,
antiapoptotikus, gyulladascsokkentd, antiproliferativ, vazoaktiv, antitrombotikus, valamint
angiogenezist segitd hatast kozvetitenek, melyekkel elOsegitik a szovetek talélését a
kiilonb6z6 karositod tényezoket kdvetden.

Kutatocsoportunk kordbban mar tanulményozta a meggymag-kivonat hatasat a sziv
iszkémia/reperfiizids karosodasaival szemben is. Tapasztalataink alapjdan a meggymagbél
dozisfiiggd modon csokkenti a kamrafibrillaciok kialakulasanak a valdszinliségét, valamint az
infarktusos teriilet nagysagat és javitja a posztiszkémias szivfunkciokat. Ezek mellett
csOkkentette a kaszpaz-3 expressziot.

A pontosabb molekularis mechanizmusok tisztazasara azonban még nem kertilt sor,
igy célkitlizéseink kozott szerepelt részben annak a vizsgalata, hogy a meggymagbél szilard
frakcioja képes-e indukalni a HO-1 szintjét a szivszovetben. Ez a hipotézis azt kdvetden
vetddott fel, hogy kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan a meggymagbél-kivonat képes
volt az I/R okozta retinakdrosodédsokat csokkenteni patkdnyok szemében. Vizsgalni kivantuk
tovabba, hogy a HO-1 rendszer vajon milyen modon érintett a miokardialis infarktus okozta
karosodasok kivédésében, valamint hogy az esetleges HO-1 overexpresszid hogyan jarul

hozza a meggymagbél-kivonat lehetséges kardioprotektiv hatasaihoz.



Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok — egerek és patkanyok

Kisérleteink egy részében him Sprague Dawley tipust patkanyokat, valamint him vad
tipusi (NTg), HO-1 transzgén (Tg) és HO-1 knock-out (KO™) egereket is felhasznaltunk
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Németorszadg). Minden allat esetében a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag iranyelveit tartottuk szem el6tt a vonatkozd
Europai Unids- és a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” eldirasaival (NIH 85-23, revised 1996) 6sszhangban. Az allatoknak a
standard ragcsalotaphoz és vizhez szabad hozzaférésiik volt, az egerek testsulya 25-35 g volt,

a patkanyoké pedig 220-300 g.

Transzgén egér

A transzgén allatok létrehozasa az Araujo és mtsai altal leirt modon tortént [233].
Roviden: CFY egér megtermékenyitett petesejtjébe pronuklearis mikroinjekcioval juttatak be
az 52 kb hosszusagl patkany HO-1-et kodold konstruktot, amely 27 kb 5° upstream régiobol,
16 kb 3° downstream régiobol és a 8,3 kb HO-1 gént tartalmazo régiobol allt. A klonozas a
patkany P1 genom konyvtar alapjan PCR segitségével tortént két olyan primer
felhasznalasaval, amelyek megegyeztek a patkany HO-1 gén els6é (5’-GCT-TCG-GTGGGT-
TAT-CTG-CCG-TTA-T-3° ¢és 5-CAG-TCT-TAC-AGG-CGG-GGA-ATGTGA-G-3%), és
otodik exonjaval (5’-GAG-ACG-CCC-CGAGGA-AAA-TCC-CAG-AT-3’ ¢és 5’-CCC-AAG-
AAA-AGA-GAG-CCA-GGCAAG-AT-3’). Két pozitiv klont azonositottak és a restrikcios
térképezés szerint mindkét klon tartalmazta ugyanazt az inzertet. Az 52 kb hosszusagi rész
megegyezett a HO-1 génnel és a hozza tartozo szomszédos régiokkal. Ezt kovetden a nativ
HO-1 gént a promoterével egyiitt kivagtak, B-agardzzal emésztették, ezt kovetden pedig
mikroinjektaltak. Az egerek genotipizdlasa PCR technikaval tortént a patkany HO-1 5-Gs
exonjara specifikus primerek segitségével.

A kisérletek masodik részében HO-1 knock out (KO) egereket is hasznaltunk. A KO
egerek létrehozasa irdnyitott HMOX1 génmutacioval tortént. Az altalunk felhasznalt KO
egereket heterozigota (+/-) egyedek keresztezésével kaptuk, a HO-1 KO homozigota (-/-)

egereket pedig szintén genotipizalassal igazoltuk.



Kezelési protokoll meggymag-kivonattal patkanyokban

A kisérletek kezdetén a 220-300 g tomegi him Sprague Dawley patkényokat két
csoportba osztottuk. Az elsé csoport allatait 8 héten keresztiil oralisan kezeltik 30
mg/ttkg/map SCSE szuszpenzioval naponta egyszer, mig a masodik csoport allatai
vivbanyagot kaptak ugyanennyi ideig. A szuszpenzié vivOanyagaként 2 %-0S (m/m %)

hidroxietil-cellul6z oldatot hasznaltunk.

Kezelési protokoll egerekben

A transzgén allatokat szintén két csoportba osztottuk, melyek koziil az egyik csoportot
24 oraval az izolalt dolgozo sziv kisérletek el6tt 50 umol/kg dozist 6n-protoporfirin-1X-el

(SnPPI1X), a HO-1 specifikus gatloszerével oltottunk intraperitonealisan.

Izolalt dolgozo sziv preparatum

Teststlymérést kovetdéen a patkanyokat intraperitonealisan adott ketamin/xylazine
(50/10 mg/ttkg) injekcidval, mig az egereket intraperitonealisan adott natrium-pentobarbital
(60 mg/ttkg) injekcioval altattuk el. Véralvadasgatloként intravénas vagy intraperitonealis
heparint alkalmaztunk 1000 IU/ttkg dozisban. A heparin injekcid utan torakotomiat végeztiink
és a sziveket jéghideg modositott Krebs-Henseleit (KH) pufferbe helyeztiik, melynek
osszetétele 118 mM NaCl, 5,8 mM KClI, 1,8 mM CaCl,, 25 mM NaHCOs3, 0,36 mM KH,POy,
1,2 mM MgSO4, és 5 mM gliikkoz volt. Ezt kovetden az aortan keresztiil kaniilaltuk a sziveket
¢és 10 percig perfundaltuk 100 vizcentiméteres nyomas mellett modositott KH pufferrel nem
dolgozé ,,Langendorff’-mddban, hogy a vaszkulatarabdl kimossuk a vért. A 10 perc ,,mosasi”
periddus alatt a pulmonaris vénat kanitilaltuk €s a késziiléket atkapcsoltuk ,,dolgoz6” modba.
A dolgozé modba torténd kapcsolaskor elzartuk az aortds bedramlast és a pulmondris véna
fel6l perfundaltuk a sziveket 17 vizcentiméteres nyomassal (el6terhelés). A puffert minden
esetben eldzetesen telitettiik és a kisérletek teljes iddtartaman &t 37 °C-on buborékoltattuk

karbogén gazzal (95 % O, 5 % CO,, pH=7,4).

Az iszkémia Kivaltasa

Az aerob perfuzidt kovetden patkanyszivek esetén 30, mig egérsziveknél 20 perc
global iszkémiat valtottunk ki a pulmonaris véna és az aorta fel6li kaniilok elzarasaval. Annak
érdekében, hogy a szivizmot megvédjiik a kiszaradastol az livegedényt a kisérlet teljes ideje
alatt befedtiik, igy tartva kb. 90-100 %-os paratartalmat. Az iszkémia utan a reperfuzié elsé 10

percét Langendorff perfuzioval inditottuk azért, hogy elkeriiljiik a fatalis kimenetelti kamrai
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fibrillaciokat. Amennyiben iszkémia utan nem tért vissza spontan szinusz ritmus, a sziveket

elektromosan defibrillaltuk egy 1 masodperces 15 V-o0s négyszog impulzus segitségével.

A patkanysziv pumpafunkcidojanak mérése

Kisérleteink soran az alapértékeket 10 perc dolgoz6 modban tortént perfuzid végén
mértiik, majd a reperfuzio 30., 60. és 120. percében is regisztraltuk a szivfunkcids
paramétereket. A kisérletek teljes idOtartama alatt regisztraltuk az aortanyomast (AOP) egy
szamitogépes szoftverhez kapcsolt nyomasmérd segitségével (ADInstruments, PowerLab,
Castle Hill, Australia). A szivfrekvenciat (HR) és az aortanyomas id6 szerinti elsé derivaltjat
(AOdP/dt) a folyamatosan rogzitett AOP-bol kalkulalta a szoftver. A koronaria ataramlast
(CF) a koronariakbol kiaramlo folyadék egy percig torténd Osszegyiijtésével mértiik, mig az
aorta kidramlést (AF) az utéterhelés utan mért visszacsepegd puffer egy idéegység (1perc)
alatt Osszegyljtott mennyiségeként adtuk meg. A perctérfogatot (COUT) az AF és a CF
Osszegeként fejeztiik ki, mig a verdtérfogat (SV) a COUT és a HR hanyadosaként
szamszer(sitettiikk. A verdtérfogat valtozast ugy kaptuk meg, hogy a reperfuzi6 utdni SV

értékét elosztottuk a hozza tartoz6 alapértékkel, ezutan pedig szoroztuk 100-zal.

Kamrafibrillacié kovetése és az egérsziv pumpafunkciéinak mérése

A kisérletek ideje alatt epikardialis elektrokardiogram (EKG) segitségével figyeltiik a
kamrafibrillaciok megjelenését az egérsziveken. A késziilék két eziistelektrodon keresztiil
érintkezett a szivszovettel, az elektromos jelet pedig egy adatgylijtd rendszeren keresztiil
szoftveresen értékeltiik (ADInstruments, Powerlab, Castle Hill, Australia). Kamrafibrillacion
atesettnek (VF) értékeltiik azon sziveket, amelyek esetében az EKG alapvonalan tobb mint 2
percig tartd irregularis hulldmszakasz volt lathatd. Amennyiben iszkémia utdn VF-et
figyeltiink meg és nem tért vissza a spontan szinusz ritmus, a sziveket elektromosan
defibrillaltuk egy 1 masodperces 15 V-os négyszog impulzussal. Ahogyan a patkanyszivek
esetén, iszkémia eldtt és a reperfuzio teljes idétartama alatt regisztraltuk az AF-t és a CF-,

tovabba a HR, AOP és AOdP/dt értékeit szoftveresen dolgoztuk fel (ADInstruments).

Fehérje izolalas és Western blot

Az izolalt sziv kisérleteket kovetden folyékony nitrogénben lefagyasztottuk a bal kamra
és szeptum részeket, majd -70 °C-on taroltuk a tovabbi analizisek elvégzéséig. A fehérjek
izolalasdhoz mintanként 300 mg-ot elektromos diszpergald eszkoz segitségével (T 10 basic

Ultra-Turrax, IKA, Németorszag) az alabbi pufferben homogenizaltunk; Tris (25 mM), NaCl



(25 mM), Na-ortovanadat (I mM), NaF (10 mM), Na-pirofoszfat (10 mM), okadansav (10
nM), EDTA (0,5 mM), PMSF (1 mM), proteaz inhibitor koktél, desztillalt viz.
A homogenizald puffer valamennyi 0Osszetevéjét a Sigma-Aldrich magyarorszagi
képviseletétdl rendeltiik. A fehérje izolalast kovetéen azonos tomegli protein mintakat,
valamint el6festett protein standardokat (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas,
Németorszag) frakcionaltunk Tris-SDS-poliakrilamid gél elektroforézis segitségével.
A Western blot eljards soran a szétvalasztott fehérjéket elektroforetikusan transzferdltuk
nitrocellul6z membranra (Whatman Protran Nitrocelluloz Membran; Whatman, Egyesiilt
Kiralysag) transzfer-késziilék segitségével (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell,
BioRad Laboratories Ltd.). A membranok blokkolasa (1,5 dra) frissen készitett 5 %-0s (m/V %)
zsirszegény tejpor szuszpenzidjaval tortént. A primer antitestekkel egy éjszakan at inkubaltuk a
membranokat 4 °C-on, loading kontrollként minden esetben GAPDH antitestet hasznaltunk. A
kovetkez6 napon 3x5 perc mosas utan a blotokat 1,5 oran at tormaperoxidazzal (HRP)
konjugélt masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Végiil, 3x10 perc mosast kovetden a
membranokat enhanced chemiluminescence reagens (ECL) segitségével kék Rontgen-
filmekre exponaltuk (Agfa-Gevaert N.V., Belgium). A filmeket sikagyas szkenner
segitségével digitalizaltuk és a képfajlokat ImageJ (National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, USA) szoftverrel elemeztiik.

Egérszivek esetében a bal-, jobb kamrai és szeptalis részébdl vett mintakat -
merkaptoetanol, glicerin (5,5 %) és SDS (0,44 %) tartalmu Tris-HCI (13,2 mM/l) oldatban
homogenizaltuk. A fehérje izolalast kovetden azonos mennyiségii protein mintakat és protein
standardot valasztottunk szét 12 %-0s Tris-glicin-SDS-poliakrilamid gél elektroforézis
segitségével, majd a blotolast Pellacani €s munkatarsai altal leirt modon végeztiik el

rekombinans patkany HO-1 protein ellenes antitest hasznalataval.

Infarktusos teriilet meghatarozas

A 30 perc teljes iszkémia és a 120 perc reperfuzido utan 40 ml 1 %-os trifenil-
tetrazolium klorid (TTC) oldatot injektaltunk a patkanyszivekbe az aortakaniil mellékagan
keresztiil, melyeket ezt kovetden fagyasztottunk és -70 °C-on taroltunk az analizis
elvégzéséig. A mintdkat merdlegesen az apiko-bazalis tengelyre hozzavetdlegesen
1 mm vastag szeletekre vagtunk. A metszést kovetden azonnal beszkenneltiik a szivszeleteket,
amelyeket ezutan szlirOpapiron szaritottunk, majd sulyukat egyenként lemértiik. A szeletek

digitalis képét szintén Imagel szoftverrel elemeztilk, mely sordn a szeletek tomegéhez



pixelszamot tarsitottunk, majd az infarktus altal érintett teriileteket is kijeldlve aranyosan
kiszamoltuk az infarktusos szivszovet tomegét. Osszesitve a szeletekbdl kapott eredményeket,
az infarktusos teriiletet egy sziv esetében a teljes szivtomeg és az infarktusos szivtOmeg
hanyadosaként kaptuk meg. Az egérszivek esetében ugyanezt a metodust alkalmaztuk annyi
kiilonbséggel, hogy a szdvet méreténél fogva elegendé volt 10 ml 1 %-0s TTC oldat

hasznalata.

Immunhisztokémia

A reperfizié végén a patkanyszivek apikalis részét 4 %-0s pufferolt formalinban
fixaltuk, paraffinba 4gyaztuk, majd 5 um vastagsagih metszeteket készitettiink.
A targylemezeken 1évé metszeteket ezt kovetden xylolban paraffin-mentesitettilk, majd
leszallo alkohol sorban, végiil PBS-ben rehidraltuk. Az antigénekhez vald hozzaférhetdséget
0,05 % Tween 20 tartalmi 10 mM-os natrium-citrat (pH=6,0) pufferben torténd feltarassal
biztositottuk. A feltardshoz a metszeteket 25 percig foztiik egy erre a célra alkalmazott nagy
nyomason milkédé edényben. Ezutdn a szoveti peroxidazokat H,O, tartalmi metanollal
hatastalanitottuk, majd a metszeteket 5 % FBS tartalmtt TBST oldattal blokkoltuk 1 6ran at
szobahdmérsékleten. Blokkolast és mosast kovetéen a PBST-vel higitott (1/100) elsédleges
antitesttel (Covalab, Franciaorszag) egész éjszakan at inkubaltuk a metszeteket 4 °C-on.
A kovetkez0 napon mosast kdvetden a tormaperoxidazzal konjugdlt szekunder antitestet
1/300-as higitasban 1 oraig tartottuk a metszeteken szobahOmérsékleten. A reakcid
lathatosagat DAB oldattal (Novolink Polymer Detection System; Leica Biosystems,
Newecastle, UK) biztositottuk, ezutan a metszeteket mostuk, majd a fedélemezeket rogzité
médiummal fixaltuk a targylemezekre. A fénymikroszkdpos képeket Zeiss Axioscope

mikroszkop segitségével készitettiik.

RT-PCR

A bal kamrabol, szeptumbdl és jobb kamrabol mintanként hozzavetdlegesen 50 mg-ot
hasznaltunk RNS izoldlasra, amelyet a guanidin izotiocianidsav/fenol modszerrel végeztiink.
Az elsé ¢cDNS atirasahoz 5 pg RNS-t hasznaltunk (SuperScript First-Strand Synthesis System
for RT-PCR- Invitrogen, San Diego, CA, USA). A kapott cDNS-t specifikus patkany HO-1
exon 5 primerek segitségével sokszorositottuk (CCC-TTC-CTG-TGT-CTT-CCT-TTG ¢és
ACA-GCC-GCC-TCT-ACC-GAC-CAC-A). Az RT-PCR végtermékét 1,5 %-os agardz gélen

valasztottuk szét és ethidium bromiddal festettiik.



HO-1 aktivitasmérés

Otven mg egér szivszdvetet homogenizaltunk 10 ml 200 mM-os foszfat pufferben,
majd 19000 g-vel 4 °C-on 10 percen keresztiil centrifugaltunk. A feliiliszot tovabb
centrifugaltuk 100000 g-vel 4 °C-on 1 6ran at, majd az alsé frakciot 2 ml 100 mM
ezt kovetden sor keriilt a HO-1 aktivitdsmérésre. A 2 ml végtérfogata reakcioelegy Osszetétele
100 uM KH,PO4 (pH 7.4), 15 nM hem, 300 uM BSA, 1 mg biliverdin reduktaz és 1 mg
mikroszoémalis frakcid6 minden egyes szivszovetbol. A reakcioelegyet 37 °C-os vizflirdon
razattuk, majd 60 perc sététben torténd inkubacid utdn a reakciot a mintak jégre helyezésével
allitottuk le. A HO-1 aktivitdst a bilirubin reakcioelegyben valo képzddésének
spektrofotometrias mérése alapjan szamoltuk ki 464 és 530 nm-en mért optikai denzitdsok

kiilonbségét alapul véve. A fehérjekoncentraciot Lowry modszer szerint hataroztuk meg.

Szoveti CO szint meghatarozasa

A szoveti szénmonoxid (CO) tartalom mérését egy el6z6leg mar kiprobalt protokoll
szerint végeztiik gazkromatografias (GC) modszerrel. Az egérsziv mintakat 0,1 M-os foszfat-
pufferben (pH=7,4) homogenizaltuk (Ingenieurburo CAT, M. Zipperer GmbH, Staufen,
Németorszag). Ezt kdvetden a szovetszuszpenziot 4 °C-on 15 percen keresztiil centrifugaltuk
12800 g-vel, majd a feliiliszot hasznaltuk a szoveti CO mennyiség mérésére. A reakcioelegy
a kovetkezoket tartalmazta; 150 ul feliiluszo, 60 ul NADPH (4,5 mM) és 50 ul 3.5/0.35 mM-
os methemalbumin. A méréshez hasznalt ,,vak” reakcioelegye NADPH helyett 60 pl foszfat-
puffert tartalmazott. A reakcioelegyeket ezt kdvetden 5 percig tartottuk 37 °C —on. A gbéztér
atoblitését kovetden folytatodott az inkubacié 37 °C —on 60 percig fénytdl elzart helyen, majd
a reakciot ledllitottuk a mintdk jégre helyezésével. Ezutan a gdztérbol 1000 pl mintat
gaztomor fecskenddvel (Hamilton Co., Reno, NV, USA) injektaltunk a gdzkromatografba 30
ml/perc aramlési sebességli hidrogén vivogaz mellett. A késziilékben a méréshez 200 cm
hosszt 0,3 mm belsé atmérdjii, Molselect 5 A bevonatti kolonnat hasznaltunk, amelyet 30 °C-
on termosztaltuk. Az injektor és a detektor homérsékletét pedig kontrollaltan 50 °C-on
tartottuk.



Intracellularis Na*, K és Ca** tartalom-mérés

A sejtekben jelenlévd kationokat egy kordbban mar leirt mddszer szerint mértiik.
Ehhez az egérsziveket hirtelen 0-5 °C-ra hitottiik le és 5 percen keresztiil jéghideg, ionmentes
100 mM trishidroxi-metil-amino-metan, valamint 220 mM szukréz pufferrel perfundaltuk,
hogy az ionokat eltavolitsuk az extracellularis térb6l s, hogy az enzimek miikodését gatoljuk.
Ot percig tartd 4tmosas a hideg oldattal elegendé ahhoz, hogy az ionok 90 %-4t kimossuk az
extracellularis térbol. A kimosast kovetden a bal kamrat 48 6ran keresztiil szaritottuk 100 °C-
on, majd 20 o6ra alatt 550 °C-on elhamvasztottuk. A hamut 5 ml 3 M-os salétromsavban
felvettiik, majd 10-szeresére higitottuk ionmentesitett vizzel. Ezutan a szoveti Na® tartalmat
330,3 nm-en, K*-ot 404,4 nm-en és a Ca®*-ot 422,7 nm-en mértiik levegd-acetilén langban
atomabszorpcids  spektrofotométer segitségével (Perkin-Elmer 1100-B, Perkin-Elmer,
Waltham, MA, USA). Ezt a mérési technikat az intracellularis iontartalom meghatarozaséara

korabban leirtdk a miokardium, és a kozponti idegrendszer esetén is.

Statisztikai elemzés

Az infarktusos teriilet, a HR, CF, AF, AOP, AOdP/dt, COUT, SV, intracellularis Na",
K*, Ca®" szint és az infarktusos teriilet értékeinél a szamtani atlagot és a kozépérték standard
hibajat adtuk meg, majd student t tesztet és variancia analizist végeztiink. A Western blot
kiértékelése soran szintén a szamtani atlagot és a kozépérték standard hibajat adtuk meg, majd
ANOVA tesztet és Tukey-féle poszttesztet végeztiink. A Ntg, HO-1 Tg és HO-1 KO™
csoportokat ezutan tobbszords t-teszttel, majd Bonferroni féle posztteszttel elemeztiik tovabb.
Nem parametrikus eloszlas esetén a kamrafibrillacion atesett, ill. nem-atesett csoportokban az
individualis eredmények kozotti kiilonbségeket xz teszttel vizsgaltuk meg. A valtozasokat
minden esetben akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p <0,05 volt. A statisztikai analizishez
GraphPad Prism 5 szoftvert  hasznaltunk (GraphPad Software, Inc.
La Jolla, CA, USA).



Az értekezés uj tudomanyos eredményei

A meggymagbél-kivonat hatasa iszkémia/reperfuzio-indukalta

karosodasokkal szemben

A meggymagbél-kivonat hatasa a balkamra funkciokra

A 120 perces reperfuzids fazis végén mért COUT érték a meggymagbél-kivonattal
kezelt csoportban szignifikdnsan magasabb volt, szdm szerint 59,9 + 3,4 ml, mint a
vivoanyaggal kezelt kontroll csoportban, ahol ez az érték 44,2 + 6,0 ml volt. Hasonléan
magasabb értékeket regisztraltunk, illetve szamoltunk az AF, AOP, AOdP/dt és az SV
valtozas értékeinek esetén is a meggymagbél-kivonattal kezelt csoportban, tovabba az SV is
egy kevésbé romld tendenciat mutat a kontroll csoporthoz képest, igaz a kiilonbség nem

szignifikans. A CF és a HR értékeiben szignifikans eltérést nem tapasztaltunk.

A meggymagbél- kivonat hatasa az infarktus altal érintett teriilet nagysagara

A meggymagbél-kivonat kardioprotektiv hatdsainak igazolasara TTC modszerrel
elemeztilk az infarktusos teriiletek ardnyat. A meggymagbél- kivonattal kezelt allatok
szivében az infarktus kovetkeztében elhalt szivszovet aranya 11,8 = 3,6 % volt, ami
szignifikansan alacsonyabb érték a vivOanyaggal kezelt kontroll csoportban mért 27,7 + 4,1

%-nal.

rrrrr

fehérje szintjét, valamint a foszforilalt kontra nem foszforilalt Akt (p-Akt/Akt) fehérjék
aranyat vizsgaltuk. Ezekkel a kisérletekkel egy ezt megel6z6 vizsgalatban feltételezett hatasat
tamasztottuk ald a meggymagbél- kivonatnak, miszerint a kezelés modosithatja az itt emlitett
és az ezekhez a jelatviteli utvonalakhoz kapcsolddd folyamatokat. Jelen kisérletben
bizonyitast nyert az a tény, hogy a meggymagbél-kivonattal torténd kezelés képes a Bcl-2
fehérje expresszigjat novelni, igy csdkkenteni az apoptdzist és egytttal a szivszovet talélését
segiteni I/R-t kovetden. Azt tapasztaltuk, hogy a kezelés hatasara emelkedd tendenciat
mutatott a p-(473) Akt/Akt aranya is a kezelt szivszovetekben, bar ez az eltérés nem volt
szignifikans mértékii. Az I/R okozta kirosodasok miatt bekovetkezd sejtelhalas nekrotikus és

apoptotikus folyamatok meginduldsa miatt is Iétrejohet. Korabbi kisérletek bizonyitjak, hogy
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az apoptozis €s az infarktusos teriilet csokkentésében nagyon kedvezo tulajdonsaggal birnak a
novényi eredetl polifenolok. Vizsgalataink mellett ez a tény is arra enged kdvetkeztetni, hogy

a meggymagbél-kivonatnak kardioprotektiv hatdsai vannak.

HO-1 fehérje expressziéjanak valtozasa meggymagbél-kivonat hatasara

Kutatocsoportunk korabban vizsgalta a meggymagbél-kivonat hatdsat a szem
iszkémia/reperfuzids karosodasaira is, mely soran azt az eredményt kaptuk, hogy a HO-1
fehérje lényeges hatasokkal bir a retina karosodasainak kivédésében. Western blot
eredményeink azt mutatjak, hogy a meggymagbél-kivonattal kezelt patkdny szivszdvetben
jelentésen megemelkedett a HO-1 protein expresszid iszkémiat nem szenvedett és I/R-n
atesett miokardiumban egyarant. Ezzel 0Osszhangban immunhisztokémiai moddszer
segitségével szintén magasabb HO-1 expressziot detektaltunk a kezelt csoportban a

vivoanyaggal kezelt kontroll allatokhoz képest.

A HO-1 enzim szerepe az I/R karosodasok kivédésében transzgén egereken

Patkany HO-1 expresszio igazolasa Tg egerekben

A Tg és NTg bal kamra (LV), jobb kamra (RV) és szeptum (S) mintakb6l RT-PCR
segitségével igazoltuk a patkany HO-1 expressziot mRNS szinten. A Tg egér-mintakbol
kapott PCR termék patkany HO-1 specifikus volt RT-PCR- és Western blot alapjan is.
A Tg egér kiilonb6z6 RNS mintdibol a specifikus savok lathatoak voltak, mig a NTg
mintakbol ez a sav hianyzott. Ezt tdmasztja ald, hogy Western blot alapjan a transzgén allatok
LV, RV, S mintdiban a patkdny HO-1 fehérje lathatdéan kifejez6dott, mig NTg egerek
miokadiumaban a patkdny hemoxigendz-1 nem expresszalodott. Hemoxigenaz
enzimaktivitast is mértlink a Tg és NTg egerek mindkét kamrai és szeptalis mintdibol
egyarant. Az eredmények alapjan a HO enzimaktivitds szignifikdinsan magasabb volt a
transzgén egerek mintaiban a NTg mintakban mért értékeknél, ezzel is bizonyitva azt, hogy a
Tgl- és Tg2-gén mitkkodoképes volt. Fontos megjegyezni, hogy bar a HO-1 mRNS és fehérje
nem volt detektalhaté a NTg egerek szivszovetében PCR és Western blot segitségével, ennek
ellenére HO enzimaktivitds mérhetd volt ezen mintakban is. Eszerint a hemoxigendz aktivitas
mérés az Osszes enzim izoforma aktivitdsabol tevddik dssze, igymint a HO-1, HO-2, HO-3.

Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a NTg és Tg szovetmintdkban mérheté HO

11



enzimaktivitasbeli kiilonbségek tisztdn a patkany transzgenikus HO-1 kifejezddésének

tulajdonithat6 az egér miokardiumban.

A HO-1 expresszié hatasa az egér bal kamra-funkciékra

Iszkémia kivaltasa elott a NTg és HO-1 Tg csoportokban a HR, AF, CF, AOP ¢és
AOdP/dt értékeiben nem, mig a reperfuzié alatt a CF, AF, AOP, és AOdP/dt esetén is
szignifikans kiilonbség volt mérhetd. A szivfrekvencia a reperfizié alatt sem tért el
szamottevden a két csoportban. Példaul a reperfuzio 30. percében mért aortakidramlas a NTg
csoportban 0,9 + 0,1ml/perc volt, amely a 120. percre 0,8 = 0,1 ml/perc lett. Ehhez képest a
Tg csoportban ez az érték szignifikdnsan magasabb 2,3 + 0,2 ml/perc (p <0,05) és 2,2 + 0,2
ml/perc (p <0,05). Ugyanez a tendencia volt megfigyelhetd a CF, AOP és AOdP/dt esetén is.
Elmondhat6 tovabba, hogy az 50 pumol/kg SnPPIX HO-1 inhibitor hatdsara a Tg csoportban
tapasztalt protektiv hatds megsziint. A HO-1 Tg + SnPPIX csoport és NTg csoport értékei

kozott ekozben nem talaltunk szignifikans kiillonbséget.

Szoveti CO tartalom valtozasa

A gazkromatografidas mérések alapjan megfigyelhetd, hogy 20 perc iszkémian, majd
120 perc reperfazion atesett HO-1 Tg szivekben lényegesen nagyobb volt a CO tartalom a
NTg csoporthoz viszonyitva. Mindemellett a SnPP1X-el kezelt HO-1 Tg miokardiumban az

endogén CO tartalom relative kevés volt.

A HO-1 expressziovaltozas hatasa a miokardium intracelluldris ionosszetételére

Az egerek bal kamrajaban az intracellularisan mért Na*, K* és Ca?* tartalom nem tért
el szamottevéen a NTg, Tg és HO-1 Tg + SnPPIX csoportokban az iszkémiat megel6zben.
Azonban a Na“ és Ca®* tartalom szignifikdnsan alacsonyabb volt I/R-t kovetden a Tg
csoportban a NTg ¢s HO-1 Tg+SnPPIX csoportokhoz viszonyitva. Tovabba, a bal kamrai
munkaizomzat K" tartalma szignifikAnsan magasabb (261 £ 8 umol/g, p <0,05) volt a HO-1
transzgén csoportban ahhoz a K* vesztéshez képest, ami a kontroll csoportban volt
tapasztalhaté (229 + 5 pumol/g). Az SnPPIX-el kezelt szivekben mérhetd intracellularis
ionkoncentracido I/R-t kovetéen a NTg csoport értékeihez hasonldéan valtozott. Masképpen
fogalmazva az SnPPIX teljes mértékben eltiintette azt a protektiv hatdst az iondsszetétel

tekintetében, ami a HO-1 Tg szivszdvetben lathato.
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A HO-1 expresszidvaltozas hatasa az infarktus altal érintett teriilet nagysagara és

a kamrafibrillacio gyakorisagara

Az infarktusos teriilet a NTg csoport 37 + 4%-ahoz képest szignifikansan kisebb, 20 +
6 % (p <0,05) volt a HO-1 Tg csoportban, mig a HO-1 KO csoportban pedig szignifikansan
magasabb, 47 £ 5 %-nak (p <0,05) adodott. Vizsgaltuk a reperfuzio indukalta 6sszes kamrai
fibrillaciok %-os eldforduldsi aranyat azon fibrillaciok mellett, amelyek legalabb 2 percig
tartottak. A HO-1 Tg csoportban szignifikansan kisebb volt (p <0,05) az Gsszes fibrillacios
epizodok szama (25 %) és a tényleges kamrafibrillacion atesett (8 %) szivek ardnya a NTg
csoport hasonlo értékeihez képest (92 % ¢és 83 %). A KO csoportban a reperfiizié indukélta
total és tényleges fibrillaciok aranya 100 % és 100 % volt, ami a HO-1 arritmogenezisben

betoltott szerepét hangstilyozza.
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Megbeszélés

A kardiovaszkularis megbetegedések vilagszerte millidkat érintenek. Habar az
orvostudomany fejlodésével a betegségek patogenezisérdl és a lehetséges rizikotényezokrol
ismeretanyagunk egyre csak boviil, a haldlozési statisztikai adatok az elmult évtizedekben
csak rendkiviil kismértékben mutatnak pozitiv irdnyu valtozast. Az elmult idészakban egy
kimondatlan, de jelentds igény meriilt fel a szintetikus gyogyszerek mellett a természetes
eredeti.  gyogyhatasi  készitményekkel torténd terapiara, illetve un. funkcionalis
¢lelmiszerekkel, vagy étrendkiegészitok révén torténd betegség megeldzésre, kiilonds
tekintettel a kardiovaszkularis megbetegedésekre. Kutatocsoportunk korabbi eredményei azt
mutatjak, hogy a meggymag-kivonat kezelés hatasara a kisérleti allatok recehartyaja
ellenallobb volt az iszkémia/reperfuzids kéarosodasokkal szemben, s a retinakarosodas
jelent6sen kisebb mértékii volt a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az eredmények arra
utalnak, hogy ez a protektiv hatas részben legalabbis a hemoxigenaz-1 (HO-1) fehérje
indukciojanak volt kdszonhetd. Ez a fehérje fontos szerepet tolt be a sejtek stressz valaszaban,
segiti a sejtek talélését példaul oxidativ stressz soran a szabadgyokok karositd hatasaival
szemben. Az oxidativ stressz egy olyan biokémiai folyamat, amelyben az oxidativ sajatossagu
anyagok ¢és az antioxidansok kozotti egyensuly felborul. Ez a folyamat szinte
megszamlalhatatlan megbetegedéssel fiigg 6ssze, melyek kozott elokeld helyen allnak a sziv-
¢s érrendszer megbetegedései. Fiziologias koriilmények kozott a kiilonbozo szovetek sejtjei a
ROS-ek eldallitasaval és eliminalasaval tartjak fent a reduktiv és oxidativ folyamatok kozotti
kényes egyensulyt. A ROS-ek alacsony koncentracioban jelatviteli tvonalak modulalasaban
vesznek részt, viszont, ha a ROS-ek termelddése nagyobb mértékii, mint amivel az
antioxidans arzenal meg tud birkozni, az sejtkdrosodéssal jar, végsé soron pedig patoldgids
elvaltozdsokhoz vezet. Az oxidativ stresszel szembeni védekezésben az endogén
antioxidansok mellett nagy szerep jut a szervezetbe kiilsd forrasbol bejuttatott
antioxidansoknak, amelyek szdmos biokémiai Utvonalon keresztiil csOkkenthetik tobbek
kozott az iszkémia/reperfuzid okozta kardiovaszkularis karosoddsokat is. A kardiovaszkularis
betegségek, mint példaul a hipertenzio, szivelégtelenség €és arritmiak ugyanakkor génszinten
is szabalyozhatoak.

A természetes eredetli antioxiddns molekuldk kozott egyes vitaminokat, polifenol-

szarmazékokat, pro- €s antocianidineket fedezhetiink fel, melyek kimutathatdé mennyiségben
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fordulnak eld a hazankban ipari melléktermékként kezelt meggymag csonthéjat feltarva nyert
meggymagbélben is. Kutatocsoportunk korabban mar tanulmanyozta a meggymagbél-kivonat
hatdsat a sziv iszkémia/reperfuzios karosodasaival szemben is. Tapasztalataink alapjan a
meggymagbél-kivonat dozisfiiggé modon csokkenti a kamrafibrillaciok kialakulasanak a
valoszinliségét, valamint az infarktusos teriilet nagysagat és javitja a posztiszkémias
szivfunkciokat. Ezek mellett csokkentette a kaszpaz-3 expressziot. Kutatdcsoportunk
nyulakon is végzett kordbban vizsgalatokat a meggymagbél-kivonattal, mely alapjan
elmondhat6, hogy a meggymagbél-kezelés szignifikansan csokkentette a koleszterindus diétan
tartott allatok infarktusos teriiletét I/R-t kovetden, valamint csokkent plakképzdodést,
emelkedett HO-1 és citokrom c oxidaz III fehérje expressziot detektaltunk.

A pontosabb molekuldris mechanizmusok tisztdzasara jelen kisérleteinkben a
meggymagbél szilard 6rleményét felhasznalva szuszpenzidval kezeltiink Sprague Dawley
patkanyokat 8 héten keresztiil, mig a kontroll csoport allatai az dSrlemény-szuszpenzid
elkészitéséhez hasznalt vivoanyagot kaptdk gyomorszondan keresztiil naponta egyszer 30
mg/ttkg dozisban. A kezelést kovetden a him Sprague Dawley patkdnyok mellkasat elaltatast
kovetden feltartuk, sziviiket izolaltuk és 30 perc iszkémidnak, majd 120 perc reperfizionak
vetettiik ala. Az izolalt dolgozé sziv kisérletek alatt a szivfunkcidkat, ugymint az aorta
kiaramlast, koronaria ataramlast, aortanyomast ¢és szivfrekvenciat, folyamatosan
monitoroztuk. A vizsgalatokat kovetden meghataroztuk a perctérfogatot, a verétérfogatot és
annak valtozasat az iszkémia el6tti llapotokhoz képest (4. abra). Ezek alapjan elmondhatjuk,
hogy a meggymagbéllel kezelt allatok szivein az izolalt dolgozd sziv késziiléken jobb
posztiszkémias bal kamrai funkciokat regisztraltunk, mint a kontroll csoportban. Az aorta
kiaramlas (AF) és a koronaria atdramlas (CF) értékei mar az iszkémiat kovetd elsd, 30 perces
értékeitdl egészen a reperfuzid végéig javuld paramétereket mutattak a meggymagbél-
kivonattal kezelt allatok szivei esetén, mint a kontroll allatoknal. Az AF és CF eredményeit
Osszeadva kiszamoltuk a perctérfogatot (COUT), amely esetében a kiilonbség az eldézdekkel
korrelalt. A COUT ¢s a szivfrekvencia értékeinek ismeretében kifejeztiik a verdtérfogatot és
annak valtozasat, amely a reperfuzié végén szignifikdnsan magasabb értékeket mutatott a
meggymagbél-kivonattal kezelt 4llatoknal, mint a kontroll csoportban. Az izolalt dolgozé sziv
késziilékre jellemzd, hogy a szivre nehezedd eld- és utdterhelés konstans a kisérlet folyaman,
igy a mért paraméterek szinte kizarolag a miokardium kontrakcios erejétdl fiiggenek, azaz a
kezelt allatok szivében a kontrakcios erd I/R-t kdvetden jobban megtartott, mint a kontroll
csoportban. Tehat, a kezelt allatok szivei ellenallobbak voltak a kontroll allatokéhoz képest,

amely azt tdmasztja ald, hogy az ilyen és ehhez hasonld ndvényi kivonatoknak komoly szerep
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juthat az endotél-funkci6é megtartasdban és a miokardium talélésében. Ezt az eredményt
tdmasztja ald a kisebb mértéki infarktusos teriilet, amely csekélyebb szaml szivizomse;jt
clhalasara utal a kezelt allatokban. Eredményeink Osszhangban allnak korabbi
vizsgalatainkkal, ahol 3 hetes meggymagbél-kivonat kezelést kovetden vizsgaltuk az allatok
szivét I/R okozta karosodasokkal szemben. Korabbi eredményeink alapjan a meggymagbél
dozisfiiggd modon védi a szivszovetet I/R-indukalta karosodasokkal szemben, részben az
apoptdzis gatlasan keresztiil.

Jelen disszertacid alapjat érinté molekularis bioldgiai kisérletek soran kideritettiik azt,
hogy az apoptozis gatlas molekularis hatterében allhat a Bcl-2 fehérje expressziojanak
megemelkedése. A Bcl-2 fehérje gatolja a mitokondriumokbdl a citokrém-c felszabadulasat,
mely utobbi egy kaszpazaktivator, igy védve a szivszovetet és segitve a szovet tilélését az I/R
okozta kéarosodasok soréan illetve azt kovetden. A szakirodalomban tobb ndvényi kivonat
kardio- és citoprotektiv hatasanak hatterében azonositottak a Bcl-2/Bax utvonal modulalasat,
igy Gu és munkatarsai a resveratrol szivhatdsait kutatva azt talaltadk, hogy e természetes
sejtprotektiv polifenol képes gatolni a doxorubicin indukalta apoptézist egerekben.
A doxorubicin kezelés mellett adagolt resveratrol megemelte a Bcl-2 expresszidjat, valamint
csOkkentette a Bax szintjét, azonban a HO-1 gitl6 ZnPPIX a protektiv hatést eltorolte, ill. a
fehérjék aranyat megforditotta. Ezen eredményekkel Osszhangban immunhisztokémiai- és
Western blot vizsgalataink soran arra deritettiink fényt, hogy a meggymagbél-kivonattal
torténd eldkezelés szignifikdnsan megemelte a szivszovetben a HO-1 fehérje és a Bcl-2
intracellularis mennyiségeét.

Egy masik ndvényi kivonat, a gyulladascsokkentd genipin is képes a HO-1 expressziod
megemelésére, ezzel egylitt pedig protektiv hatds kozlésére, mely hatterében a
foszfatidilinozitol-trifoszfat (P13)-kinaz-JNK1/2-Nrf2 kaszkad miikodése allhat. A PI3-nak
fontos szerepe van az oleanolsav indukalt HO-1 expresszid ndvelésének medialasaban is,
amely igy hozzajarul az oxidativ stresszel szemben fellépd sejtvédd folyamatokhoz patkany
VSMC-kben. Ez utobbi tanulmany az Akt aktivacidjat és az Nrf-2 nukledris lokalizaciojat is
kapcsolatba hozta a HO-1 indukcidjaval. Az Nrf-2 ugyanakkor a Ginkgo-biloba levél-
kivonatanak HO-1 indukal6 hatdsaval is szoros Osszefiiggésben 4ll, igy téve a pafranyfenyd
kivonatat potens ateroszklerdzist gatld hatasuva. Ezzel Osszhangban bar nem szignifikans
mértében, de szembetlind valtozast észleltiink a p-Akt/Akt ardnydban a meggymagbél-
kivonattal kezelt patkanyok szivszovetében, amely a kaszpaz-9 gatlasaval hozzdjarulhat a

sejtek tuléléséhez. A meggymagbél-kivonat hatdsai kozott tehdt nem zarhatjuk ki az Akt

crer
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A mar emlitett kordbbi vizsgdlatainkban harom hét kezelést kovetden nem
tapasztaltunk semmilyen negativ hatdst a meggymagbél-kivonattal kezelt allatokban. Jelen
vizsgalatainkban nyolc hét kezelés utan sem talaltunk koros elvaltozast, vagy mellékhatast; a
kezelt allatok napirendjében nem volt eltérés a kontroll allatokhoz képest.

Fontosnak tartjuk megemliteni azonban azt, hogy elvégeztiik a meggymagbél-kivonat
hosszt tavu (6 honap) toxikoldgiai vizsgalatat is, amelyek alapjan megallapithatjuk, hogy a
kezelés toxikologiai szempontbdl nem jart semmilyen kiilsd tiineti elvaltozassal az allatok
esetében (nem publikalt eredmények). A szovettani toxikologiai vizsgalat leirta, hogy a maj
lebenykés szerkezete megtartott, kotészovet-, illetve lipidfelhalmozodas nem  volt
megfigyelhetd. A szivizom rostos szerkezete megtartott, rostfragmentacio, kopasi pigment,
illetve kotészovet felhalmozodas, vagy lobsejtes infiltracid egyik mintdban sem volt lathato.
Az aorta fala szabalyos elrendez6dést mutatott, az érfalat infiltrald habos makrofagokat,
intra-, vagy extracellularis lipid lerakodast, ateroszklerotikus 1éziot, kalcifikaciot egyik
vizsgalt metszeten sem talaltunk. Szokvanyos volt a hasnyalmirigy exokrin és endokrin
allomanya. A tiid6 felépitése szintén szabalyos elrendezddést mutatott. A vesékben a kéreg-
¢s a veldallomany jol elkiiloniilt, a glomerulusok szabalyos strukturdlis elrendezddést
mutattak, sem intersticialis fibrozist, sem limfocitas beszlir6dést, sem beszlikiilt lumeni ereket
nem figyeltiink meg. A 1ép allomanyaban gyulladasra utaldé jelek Szintén nem voltak
detektalhatdak. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy az altalunk alkalmazott
dozisban meggymagbél-kivonat hosszu tdvon semmilyen kéaros szervi elvaltozast nem okoz.

Osszeségében tehat megallapithatd, hogy a meggymag-kivonat az alkalmazott
dozisban biztonsagos, ¢és a Bcl-2/HO-1 ttvonal modulalasan keresztiil védi a szivszovetet az
I/R-indukalta karosodasokkal szemben.

A HO enzimrendszer, kiilondsen a HO-1 *60-as évekbeli felfedezését kovetden egy
igen intenziven és toretleniil fejlodé kutatési teriiletet nyitott szamos tudomanyos miihely
szdmara. A HO-1 enzim fontos sejtvedd cellularis fehérje, mely az oxidativ stresszel €s a
gyulladassal szembeni védekezés egyik kozponti molekuldja. Vizsgalataink sordan arra
kerestiik a valaszt, hogy a HO-1 rendszer milyen szerepet jatszik a kardioprotektiv
hatasokban. Kordbban tobb kutatdcsoport leirta, hogy a HO-1 mRNS és fehérje szintje
lecsokken fibrillalt, I/R-n atesett patkany miokardiumban, valamint HO-1 KO egerekben
csokkent balkamra funkciot regisztraltak. Ugy tiinik, a HO-1 nemcsak a karosodasok elleni
védekezésben betoltott kozponti szerepe miatt fontos az €16 szervezetnek, hanem hidnya az
¢lettel Osszeegyeztethetetlen folyamatok sorozatat inditja el. Human HO-1 génhidnyt el6szor

1999-ben irtak le. A paciens egy kisfit volt, a szakirodalom késébb egy kislanyrol is emlitést
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tesz. Szervezetiikben nagymértékii kronikus gyulladas, koagulopatia, nephritis ¢és
ateroszklerdzis alakult ki, melyek miatt sajnos mindketten nagyon fiatalon elhunytak.

A fentebb leirtak alapjan feltételeztiik, hogy a HO-1 ,,overexpresszid” nagymértékben
segithet a miikodoképes szdvetek talélésében. Ennek modellezésére HO-1 transzgén egereken
végeztiink izolalt sziv és molekularis biologiai kisérleteket. A Tg egerekben a hozzavetdleg
50 %-al emelkedett az alap HO-1 expresszios szint, a megemelkedett enzimszintet PCR-ral,
Western blottal, HO-1 aktivitasméréssel és a szoveti CO tartalom GC-vel torténd mérésével is
igazoltuk. Erdekes eredmény, hogy a NTg allatok mintaiban komoly endogén CO szint
mérhetd, amelyet a HO-1 overexpresszid markansan képes megnovelni, ugyanakkor a
SnPPIX-al, a HO-1 egyik gatloszerével vald enzimgatlas a CO tartalom csokkenésében is
megmutatkozik. A CO, mint hirvive molekula, szintén hozzajarulhat az apoptozis
folyamatanak a mérseékléséhez, valamint gyulladasgatlo hatassal is bir. A CO
hatasmechanizmusa tovdbbd szoros kapcsolatban 4allhat a cGMP szinttel, valamint a
cAMP/cGMP arannyal. Az alacsony koncentracioban adagolt exogén CO segitheti az I/R-n
atesett izolalt sziv miokardiumanak talélését, amelyhez hozzédsegit a cGMP intracelluldris
intracellularis Ca®" koncentraci6 névelése miatt, ez azonban ugy tlinik a cGMP szint
emelésével ellensulyozhat6, hiszen a cGMP csokkenti a reperfuzié indukalta
kamrafibrillaciok kialakulasat. Ennél fogva e nukleotidok esetén az arany mértékére célszerti
nagyobb hangsulyt fektetni a CO altal kozvetitett protektiv folyamatok hatterének kutatasa

soran, mint 6nalléan egy-egy nukleotid koncentracio meghatarozasat. A HO-1/CO rendszer

crer

crer

serkentésével, aminek kovetkeztében megemelkedik a nuklearis 1égzési faktor-1 (NRF-1)
transzkripcidja. Manapsag, amikor oly sok molekularis biologiai technika all a kutatok
rendelkezésére, az intracellularis ionkoncentraciobeli valtozasok kovetése némileg hattérbe
szorult. Azonban nem szabad megfeledkezni arrdl sem, hogy az akut karosodasokban az
ionegyensuly felborulasa fontos szerepet jatszik. Igy a kisérleti allatok szivében a
miokardialis funkcid és a HO-1 expresszid6 mellett tanulményoztuk az intracelluléris
ionkoncentracidkat is. A Tg 4llatok szivében a K™ koncentracié szignifikdnsan alacsonyabb
mértékben csokkent a NTg allatokhoz képest, és a Na' és Ca®" terhelés is szignifikans
mértékben kisebb volt. Azonban az arany a NTg allatokéhoz hasonlatos az SnPPIX-el kezelt
allatok szivében, azaz a HO-1 segithet a normal ionhomeosztazis fenntartdsdban, amely

elengedhetetlen a kardiomiocitdk tuléléséhez valamint az egészséges szivmiikodéshez.
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Szintén nagymértékben hozzdjarult a HO-1 overexpresszid az infarktusos teriilet
csokkentéséhez, mivel a Tg szivekben 20 % koriili volt a szivizomelhalas, mig a NTg kontroll
csoportban majd 40 %, ezzel szemben a megvizsgalt HO-1 KO allatok szivében dramai, 50 %
koriili volt az infarktusos teriilet kiterjedtsége. Kardioprotektiv hatasban tovabba komoly
szerepet jatszik a HO-1 altal kozvetitett antiarritmids és ateroszklerozist csokkentd hatas is.

Szamos kutatds tdmasztotta ald a novényi kivonatok HO-1 emeld hatdsanak
kovetkeztében kialakuld szovetvédd hatast, ezt vizsgdlataink is alatamasztottak.
Eredményeink alapjan elmondhato6, hogy a meggymagbél-kivonat kardioprotektiv hatdsaiban
ez a fehérje fontos szerepet jatszik. Jogosan mertil fel az igény, miszerint ezt a fontos proteint
terapias célra is felhasznalhatnank, mivel szdmos betegség patoldgiai folyamataban érintett.
markere lehet. A HO-1 mikddése soran keletkez6 CO szintjének kovetése nyoman
elképzelhetd, hogy az enzimaktivitds is kovethetd lesz, ami egyes megbetegedések
diagnosztizalasaban nagy segitséget nyujtana. A kiviilrél adagolt CO elképzelhetd, hogy
hatékony lehet bizonyos korallapotok javitasara, hiszen alacsony koncentracidoban adagolva a
tiido diffuzids kapacitdsdnak meghatarozasara haszndljdk ezt a mérgezd gazt, emellett pedig
igéretes kisérletek zajlanak a szén-monoxid felszabadité molekulékkal is.

Eredményeink alapjan jol latszik, hogy a HO-1/CO rendszer moduléldsa fontos
szerepet tOlthet be a kardiovaszkularis megbetegedések patogenezisének befolyasolasaban,

illetve a manifeszt megbetegedések kezelésében.
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Osszefoglalas

A kardiovaszkularis betegségeket a statisztikai adatok halvany javuldsanak ellenére
még mindig a Vilag vezetd halaloki tényezoiként tartjuk szdmon. A magyarorszagi mortalitasi
mutatdszamok sajnos az EU atlaga folott jarnak, ezért a betegségek megeldzésére €s a lehetd
legkoraibb diagnosztizalasra sziikséges az eréforrasokat koncentralni.

A sejt talélésében segitséget nyljté antioxidans hdsokk protein, a HO-1 szadmos
megbetegedés mellett a kardiovaszkularis rendszer betegségeiben is kdzponti szereppel bir.
Transzgén egér kisérleteinkben kideritettiikk, hogy HO-1 overexpresszié hatasara I/R-t
kovetden az allatok jobb balkamra funkcidval birnak.

Az elmult idészakban egy kimondatlanul is jelentés igény meriilt fel a szintetikus
gyogyszerek mellett a természetes eredetli anyagokkal vald gyogyitasra, illetve a funkcionalis
¢lelmiszerekkel, étrendkiegészitOkkel torténd betegség megeldzésre, kiilonds tekintettel a
kardiovaszkuldris megbetegedésekre. Az altalunk kiprobalt meggymagbél emelte a HO-1

szintjét a szivszdvetben, ezaltal pedig kardioprotektiv hatast kdzvetit.
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