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1. Bevezetés és célkitiizés

A kardiovaszkularis megbetegedések (CVD) altal okozott elhaldlozasok az egyre
korszerlibb ¢és sikeresebb gyogyszer kezelés és invaziv ellatdsok hatdsara javulod tendenciat
mutatnak, de ennek ellenére még napjainkban is valtozatlanul vezetd szerepet toltenek be a
mortalitasi statisztikdban. A WHO adatai alapjan 2019-ben koriilbeliil 17,9 milli6 ember halt
meg a vildgon sziv- és érrendszeri betegség kovetkeztében, amely a globalis halalok 32 %-a.
Ezen halalok, 85 %-a a sztroknak és szivinfarktusnak volt koszénhetd. A Kézponti Statisztikai
Hivatal (KSH) 2019 felmérése alapjan a 18 évesnél idésebbek korében a legnagyobb
egészségligyi probléma a magasvérnyomas-betegség. A magas vérnyomas kockazata az életkor
novekedésével emelkedik. A keringési rendszer betegségei koziil az iszkémias szivbetegség
szintén ¢len jar.

A sziv- és érrendszeri betegségek kezelési koltsége jelentdsen megterheli az
egészségligyi kiadasokat is, ezért fontos a megeldzés szerepének eldtérbe helyezése. Ezen
kétségbee;jtd statisztikai adatok alapjan fontosnak véljiik az 1j prevencids eljarasok bevezetését

¢€s 1j, hat¢konyabb, kedvezdbb mellékhatés profillal rendelkezd gyogyszerek fejlesztését.

Az iszkémias szivbetegség soran a szivizom oxigén igénye ¢és elldtasa kozotti arany
felborul, amely a kontrakci6 €s relaxacio zavarahoz, az eléterhelés novekedéséhez, a diasztolés
volumen és a végdiasztolés nyomas ndvekedéséhez vezet. Szamos metabolikus valtozas
torténik az iszkémia és reperfuzid soran, melyek kovetkeztében az aktiv transzport folyamatok
mikddése sériil és elégtelenné valik. A reaktiv oxigén intermedierek és gyulladasos mediatorok
termelédnek a sejtekben, amely arrithmidhoz, apoptotikus és nekrotikus elvaltozasok
kialakuldsahoz vezetnek. Az iszkémids miokardium felépiilése érdekében nélkiilozhetetlen a
csokkent keringésii miokardium teriiletek vérellatdsanak az idében torténd javitasa, illetve
elzarodas esetén a keringés meginditasa, a reperfizio. Habar a reperfuzio nélkiilozhetetlen a
megfeleld keringés biztositasdhoz, mégsem kockazatmentes, hiszen szdmolnunk kell azzal,
hogy az iszkémias szoveteket megndvekedett nyomasu keringés terheli meg, amely reverzibilis
és irreverzibilis kdrosodashozis vezethet

A szabad gy0kok olyan atomok vagy molekuldk, amelyek egy vagy tobb parositatlan
elektronnal rendelkeznek. Fiziologias koriilmények kozott kis mennyiségben termelddnek,
amelyek nélkiilozhetetlenek szamos biokémiai folyamatokhoz. Azonban patoldgids
koriilmények kozott a ROS mennyisége jelentdsen megnd, amit az antioxidans védelmi
rendszer probal eliminalni. A miokardialis iszkémiat kovetd reperfuzié a sejtek tulélésének

feltétele, azonban paradox modon sulyos karosodasokat is okozhat. A reperfuzié kezdetén a



hirtelen reoxigenizacido ¢és a mitokondridlis 1égzési lanc karosodasa nagymértékii ROS
felszabadulashoz vezet. Az antioxidans rendszer els6dleges védelmi vonala az endogén
enzimek ¢és a fémkotd fehérjék. Az enzimek k6z¢ tartozik a szuperoxid diszmutdzok (SOD),
katalaz (KAT), glutation-transzferaz (GST) és a glutation peroxidazok. Azonban, ha tulzott
mérteklt a ROS termelddés vagy az antioxidans rendszer kapacitasa csokkent, felborul az
egyensuly és oxidativ stressz alakul ki, amely soran a proteinek, lipidek, szénhidratok,
nukleinsavak karosodnak. A ROS jelentds szerepet tolt be a szivkoszorlerek
megbetegedésének (CAD) kialakulasaban és progressziojaban. A hemoxigenazok (HO) olyan
meghatarozo 1épését katalizaljak. A reakcio végeredményeként biliverdin, szén-monoxid (CO)
¢s szabad vas keletkezik. A biliverdin a biliverdin-reduktdz (BVR) segitségével bilirubinna
alakul tovabb, a vas pedig a ferritinhez kotodik

A HO-1 az endogén hemen kiviil szdmtalan stimulusra és 4gensre indukalddhat,
amelyek oxidativ stresszt és patologias allapotokat okoznak. Ilyeninduktor példéul az iszkémia,
glutation-deplécio, hipoxia, hiperoxia, endotoxinok, nehézfémek, ultraviola sugarzas,
hipertermia, szulfhidril reagensek €s a nitrogén-monoxid. A HO-1 ezaltal fontos szerepet tolt
be az oxidativ stresszel szembeni védekezésben és az aktivitasanak fokozasaval a sejtkarosodas
mértéke csokkenthetd. A hem lebontas sorankeletkezd termékeknek kdszonhetd a HO protektiv
tulajdonséagai, mint az antioxidans, antiinflammatorikus €s az antiapoptotikus tulajdonséga.
Jelentds kardioprotektiv hatassal is rendelkezik a HO-1, amelyet szamos kutatas bizonyit.

Az Allium sativum, hétkéznapi nevén fokhagyma, az egyik legfontosabb
z01ldségnovény. Az emberi szervezetre gyakorolt jotékony hatdsai tobb ezer éve ismertek,
amelyeket szdmos tudomdnyos kutatds tdmaszt ald. Gasztrondmiai ujdonsagként egyre
sz¢élesebb korben elterjedt a friss fokhagyma fermentalt valtozata, amely az eredeti fokhagyma
szamos tulajdonsagat magaban hordozza, de illatdban, izében €és Osszetételében az ujdonsag
erejével hato valtozasok torténnek. A friss fokhagyma egy természetes iiton vald oregedési
folyamaton megy keresztiil, amikor a fokhagyma fekete, puhabb, zselés allagi és édesebb lesz.
A fermentéacié soran a hé denaturdlja az allicindz enzimet, amely igy nem tudja a jellegzetes
illatért felelds allicin kialakitani, valamint a Maillard reakcio felelés a so6tét szinért és
karamellizalt izért. A fekete fokhagyma Osszetételét tekintve eltér a fokhagymatdl, az

antioxidans tulajdonsagu aktiv vegyiiletek szama megnd.

A fokhagyma aktiv 6sszetevoi a kozel 33 organikus kén tartalmu vegyiilet, mint példaul
diallil szulfid (DAS), diallil diszulfid (DADS), diallil triszulfid (DATS), cisz-ajoen, transz-



ajoen, S-allil-cisztein (SAC) és S-allil-cisztein-szulfoxid (alliin). Tovabba néhany enzimet is
tartalmaz, mint péld4ul az allindz, peroxidaz, mirozindz enzimek. Az ép fokhagyma gerezdben
nincs jelen a fokhagyma jellegzetes illataért felelds alliicin (diallil-tioszulfinét), amely szamos
terapias hatasértfelelds. Az ép fokhagymabanfizikailagelkiilonitvetalalhaté az alliin és allinaz
enzim, amelyek a fokhagyma gerezd 6sszevagasaval, torésével kapcsolatba keriilnek és az
enzim hatasara kialakul az allicin. A fokhagyma gydgyaszati értéke igen jelentds, a
farmakologiai kutatdsok az antimikrobidlis tulajdonsdgaira fokuszaltak eleinte. Szdmos
tanulmany bizonyitja, hogy jelentds antioxidans és gyulladasgatlo hatassal is rendelkezik a
fokhagyma. A fokhagyma kivonat a SOD, GPX and CAT antioxidans enzimek aktivitasat
noveli. Tovabba a fokhagyma fogyasztasa szerepet jatszhat a kardiovaszkularis betegségek
megeldzésében és kezelésében. A fokhagyma kardioprotektiv hatdsa hatterében az angiotenzin
konvertal6 enzim (ACE) gatld hatas, NO biohasznosulas javitasa, H,S produkci6 fokozasa és
az antioxidans hatasa all. A fokhagymafogyasztas csokkenti tobbek kozott, az ateroszklerdzis,
magas vérnyomas, diabetes, hiperlipidémia és a miokardidlis infarktus kockazatat. A
fokhagyma vérnyomdés csokkentd hatasa egyrészt az antiaterogén hatdsaval masrészt a
vazodilataciot okozo hatdsaval magyarazhat6. Utdbbi hatas feltehetdleg az endogén NO-
szintézis fokozasaval alakul ki. A fokhagyma jelentds antihiperlipidémias hatassal is
rendelkezik, amit szamos human ¢s allatkisérlet tamaszt ala. Az allicin a koleszterinszintézis
sebesség meghatarozo 1épését katalizalé enzim, a HMGCoA reduktdz potens gatldjanak

bizonyult

Az iszkémids szivbetegségek baziskezelésének fontos eleme a trombocita aggregaciot
gatlok. A trombocita aggregaciot gatld gyogyszerek egyik legrégebb 6ta ismert és legfontosabb
képviseldje az acetilszalicilsav (ASA). Az ASA-t alkalmazzak az akut kezelések soran, mint
példaul akut miokardialis infarktus (MI), stabil és instabil angina pectoris soran, artérias
érsebészeti beavatkozdsok utan (pl. PTCA, CABG). Tovabba kiilonbdzd tarsbetegségek
kardiovaszkularis sz6védményeinek csokkentésére is hasznaljak. Multicentrikus, randomizalt
vizsgalat, ISIS-II igazolta, hogy az azonnal adott 162,5 mg aszpirin csokkenti a mortalitast az
akut miokardialis infarktust kovetden. A PCI-CURE tanulmény szerint mar a kis dozisu (<100
mgQ) aszpirin is hatasos a perkutan koronaria intervenciotkovetéen. Az aszpirin hatasatugy fejti
ki, hogy acetildlja a ciklooxigendz enzimet, igy az enzim irreverzibilisen bénul. Az aszpirin
alkalmazéasanak korlatja a gyakran és mar kis dozisban is jelentkezd mellékhatasai, mint
példaul: gyomorfekély, -vérzés. A nydlkahartyakarosodas hatterében tobbféle mechanizmus

all. Egyrészt a csokkent prosztaglandin szintézis miattalakulhatki, ugyanis a prosztaglandin E;



¢és I, gatolja a gyomorsav-elvalasztast, serkenti a gyomor mucustermelését és szerepe van a
mikrocirkulacio fenntartdsiban is. Masrészt, az acetilszalicilsav lokalis, irritativ hatasa is
hozzajarul a nyalkahartya karosodasahoz. A gydgyszerkutatas sordn az egyik f6 cél ezen
mellékhatasok csokkentése. Mindezek vezettek el a hibrid aszpirinek kidolgozasahoz, mivel a
nitrogén-monoxid (NO) és/ vagy a kénhidrogén (H,S) felszabadulasaval csokkenthetoek a
mellékhatasok. A hibrid aszpirin csoport olyan acetilszalicilsav kovalens konjugatum, amelyek
NO és/vagy H»S kibocsato csoportot tartalmaz. A NO egy fontos mediator €s neurotranszmitter
szereppel biré gaz halmazallapoti molekula a szervezetben, fiziologias értagitd, amely szerepet
jatszik az arteriolak és a kis artéridk bazalis tonusanak beallitasdban is. A sejtekben a NO
argininbdl keletkezik a nitrogén-oxid-szintaz (NOS) hatasara. A szervezetben a NO szabadon
diffundal és a célsejtekhez érve aktivalja a guanilat ciklaz enzimet, amely hatdsara emelkedik a
tolt be a gasztrointesztinalis nyalkahartya kdrosodas védelmében is. Egyrészt gatolja a
gyulladdsos medidtorok felszabaduldsat a hizosejtekbdl, masrészt serkenti a mucus szekréciot.
Tovabba kedvezbéen hat a mar kialakult fekélyekre is. A NO -t felszabadit6 hibrid aszpirinek
gatolhatjak a ciklooxigenaz-1 (COX-1) inhibicidja miattkialakuld gyomorfekélytis. Kezdetben
elsdsorban nitratészter tartalmu hibrid aszpirineket szintetizaltak. Azonban a nitratok
alkalmazasanak egyik legnagyobb korlatja a nitrattolerancia kialakulasa, amely leggyakrabban
a tartds és/vagy nagy dozisu kezelés soran alakul ki. Eldnyodsebb tulajdonsagokkal
rendelkeznek a nitrdtokhoz hasonl6 szerkezetii, ijabb antianginds szerek, mint példaul a
molszidomin, amelynél sokkalritkabb a toleranciakialakulasa. Ilyen NO-t felszabadit6 aszpirin
hibrid vegyiilet az ERJ-500 is, amelyet a Debreceni Egyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar
Gyogyszerészkémia Tanszék munkatarsai szintetizaltak. Az ERJ-500 egy olyan aszpirin-
észterszarmazék, melyben a karboxilcsoporthoz a vizoldékonysagot fokozo tetraetilénglikol
lanccal csatlakoz6 linszidomin molekularészlet talalhato, amely a molszidomin aktiv hatasu

metabolitja.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Médszerek I. A fokhagyma és a fekete fokhagyma sziv-és érrendszeri hatasainak
vizsgalata iszkémia/reperfundalt kamrai szivizomban

2.1.1. Kisérleti allatok

A kisérleteink elsé részét him Sprague-Dawley (SD) patkanyokon végeztik. Az
allatoknak szabad hozzaférést biztositottunk a standard ragcsalo taphoz (R/M-Z+H,
ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Germany) és a vizhez. Az allatok 12 6ras sotét-fény
periodusu kornyezetben voltak tartva, amelynek a hdmérséklete 25 + 2°C és relativ
paratartalma 55 + 5% volt. A kezelések megkezdése eldtt egy hétig akklimatizdlodtak a
patkanyok. Az allatok kezelését €s a kisérleti elrendezését a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsag (DEMAB) engedélyezte. (Magyarorszag. UD etikai engedély szama:
3/2012/DE MAB). Kisérletiink soran a DEMAB iranyelveit tartottuk szem elétt az Eurdpai
Unios €s a ,,Principles of Laboratory Animal Care ” valamint a ,,Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals” eldirdsaival (NIH 85-23, revised 1996) 6sszhangban.

2.1.2. Kezelési protokoll

A patkanyok kezdeti testtomege 575 + 45 g volt. Az 4llatokat véletlenszeriien 3
csoportra osztottuk, minden csoportban 9 patkany volt. Az elsé csoport a kontroll csoport
volt, amely allatok vivéanyagot, 2%-0S (m/m %) hidroxietil-celluloz oldatot, kaptak
gyomorszondan keresztiil. A masodik csoport patkdnyai 300 mg/ttkg fokhagyma
Orleménnyel szuszpenzid formajaban kezeltik szintén gyomorszondan keresztil. A
harmadik csoport allatai pedig 300 mg/ttkg fekete fokhagyma kivonat tartalmu szuszpenziot
kaptak. A kezelések 4 héten keresztiil torténtek, minden nap. A testtomegeket a kisérlet

kezdetén és a végén mértiik.

2.1.3. Fekete fokhagyma eléallitasa:

A fokhagymat gerezdjeire szedtiik és a kiils6 héjatdl teljesen megfosztottuk. A
megtisztitott fokhagyma gerezdeket szuvidaldsra alkalmas vakuum tasakokba zartuk
vakuumcsomagolo gép segitségével. Ezt kovetéen 3 héten keresztil 75°C-on
szaritoszekrényben érleltiik.

2.1.4. GC-MS analizis

A fokhagyma ¢és a fekete fokhagyma Osszetételének vizsgalatit SPME-GC-MS
modszerrel végeztik. A SPME mintaelokészités manudlisan tortént, az egyes mintakat
Osszevagast és 0sszetorést kovetden egy szeptummal rendelkez6 headspace -be helyeztiikk. Az

extrakciot kézi eszkozzel végeztiik a szeptumon keresztiil, amihez 85 pm-es poliakrilat szalat
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alkalmaztunk. Az extrakcios ido 1 ora, az extrakcidos homérséklet pedig S0°C volt. Az egyes
komponenseket GC-MS modszerrel azonositottuk, egy Hewlett-Packard gyartmanyt 5890
Series II tipusti gazkromatograf — 5971A tipusu tomegspektrométeren. A mintat HP-5
allofazist kapillaris oszlopra vittiik fel (25 m x 0,25 mm x 0,25um). A vivogaz hélium (1
mL/perc, 40°C) volt és allando volt az injektor nyomas. Az elemzési homérséklet a kovetkezd
volt: 55°Ckiindulasihdmérséklet 2 percig, majd 20°C/perc melegitéssel 200°C véghdmérséklet
eléréséig. A teljes elemzésiidd 27 perc volt. Az injektor hdmérséklete 200°C volt, toltet nélkiili
szilanizalt linert alkalmaztunk. A transzfer line hdmérséklete 280°C volt. Azionizacids energia
70 eV, a tomegtartomany 10-500 AMU volt. A GC-MS vezérlése, az adatgyiijtés és az
eredmények kiértékelése Hewlett-Packard GC-MS Chemstation rev.3 program segitségével
tortént. A komponenseket a tomegspektrumok felhasznalasaval, Nist98 ¢s Wiley adatbazisok

segitségével azonositottuk.
2.1.5. Izolalt dolgoz6 sziv preparatum, szivfunkciés paraméterek:

A 4 hetes kezelési periodust végén, 24 oraval az utols6 kezelést kovetden az allatokat
intraperitonealisan adott natrium-pentobarbital (60mg/ttkg) injekcioval altattuk el, valamint
antikoagulansként intravénasan heparint (1000 U/kg) kaptak. Az anesztézia alatt torakotomiat
végeztiink, izolaltuk a sziveket, majd jéghideg modositott Krebs-Henseleit bikarbonat pufferbe
(KHB) (tartalma: 118 mM NacCl, 5,8 mM KClI, 1,8 mM CaCl,, 25 mM NaHCOj3, 0,36 mM
KH3POy4, 1,2 mM MgSO,, és 5,0 mM gliik6z) helyeztiik. Ezt kovetden az aortan at kantilaltuk
a sziveket és 5 percen keresztiil nem dolgozé modban, mddositott KHB pufferrel perfundaltuk
100 vizcentiméter nyomas mellett azért, hogy kimossuk a vért a vaszkulaturdbdl. A pufferta
kisérlet id6tartama alatt karbogén gazzal (95% O, és 5% CO,) buborékoltattuk és 37°C-on
tartottuk. A pulmonaris vénat kaniilaltuk az 5 perces mosasi szakasz alatt, majd a késziiléket
atkapcsoltuk dolgoz6 mddba 10 percre. Dolgoz6é mod soran az aortas bearamlast elzartuk, a
vena pulmonaris feldl perfundaltuk a sziveket 17 vizcentiméteres nyomassal. A 10 perces
dolgoz6é modot kdvetden regisztraltuk az alapértékeket. A teljes kisérlet idotartama alatt az
aortanyomast egy nyomasmérd segitségével mértiik. (ADInstruments, PowerLab, Castle Hill,
Australia), amelyet minden kisérlet el6tt kalibraltunk. A szivfrekvenciat (HR) és az aorta
nyomas id6 szerinti elsé derivaltja (AOdP/dT) a folyamatosan rogzitett aortanyomasbol
szamolta a szoftver. A korondria ataramlast (CF) a koronaridkbol kidaramlo folyadék 1 percig
tartd Osszegyljtésével mértiik. Az aorta kidramlast (AF) az utoterhelés utan 1 perc alatt mért
visszacsopogd puffer mennyiségével adtuk meg. A perctérfogatot (CO) az AF ¢és a CF
Osszegeként, a verdtérfogatot (SV) pedig a CO és a HR hanyadosaként hatdroztuk meg. A
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verdtérfogat valtozast ugy szamoltuk, hogy az SV reperfuzié utani értékét elosztottuk a
hozzétartozo6 alapértékkel, majd szoroztuk 100-zal. Az alapértékek rogzitését kovetden 30 perc
global iszkémiat valtottunk ki, amit 120 perc reperfiizié kovetett. A fatalis kimenetelli kamrai
fibrillaciok elkeriilése érdekében a reperfuzid elsé 10 perces szakaszat Langendorff mdodban

inditottuk el. A szivfunkcids értékeket rogzitettiik 30, 60 és 120 perc reperfiizié utan.

2.1.6. Infarktusos teriillet meghatarozasa:

A miokardiumot ért infarktusos teriilet meghatarozasdhoz TTC (trifenil-tetrzolium-
klorid) festést végeztiink. TTC festés soran az €16 sejtekben 1évo dehidrogendzok hatasara a
TTC molekula redukalodik. Az enzimatikusan aktiv sejteknél az dtalakulds soran igy a sarga
szint, vizben oldhatd TTC festék voros szinii, vizben oldhatatlan trifenil-formazan csapadékka
alakul at. Azonban az elhalt sejtek nem képesek redukalnia TTC festéket, igy ezen sejteknél
nem figyelhetd meg a szinvaltozas. Az iszkémia/reperfiziot ko vetéen 50 ml 1%-0s trifenil-
tetraz6lium-klorid oldattal perfundaltuk a sziveket. Ezt kovetéen -70°C-on fagyasztottuk, majd
a kamrai szOvetet transzverzalisan 1-2 mm-es szeletekre vagtuk az apico-bazalis axisra
merdlegesen. Szkennelést kovetden lemértiik a tomegiiket. A veszélyeztetett és az infarktusos
zona teriiletének nagysagat Fiji planimetrids szoftverrel hataroztuk meg. Az egész “risk”
zonahoz hasonlitottuk az infarktusos teriilet nagysagat és ezek aranyanak a szeletek tomegéhez

viszonyitott értékeit abrazoltuk a grafikonon.
2.1.7. Vér paraméterek

A 4 hetes kezelést kovetden, az allatok altatdsa utdn a bal oldali juguléris vénabol vérnt
gyljtottiink a vérparaméterek meghatarozasa érdekében. A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem
Klinikai K6zpont Laboratoriumi Medicina Intézete végezte. Az alabbi paraméter értékeket
vizsgaltdk: alanin aminotranszferdz (ALT), alkalikus foszfatdz (ALP), aszpartit
aminotranszferaz (ASTL), 6sszkoleszterin (CHO), alacsony siirtiségii lipoprotein (LDL),
triglicerid (TRIG, nagy stirliségli lipoprotein (HDL), laktat dehidrogenaz (LDH), C-reaktiv
protein (CRP), and kreatin-kinaz-myoglobin (CK-MB).

2.1.8. Fehérje izolalas

A fehérje izolalast soran a szivszovet bal kamrajabol kb. 300 mg-ot hasznéltunk fel. A
homogenizalo puffer 6sszetétele a kovetkezod volt: 25mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, 1 mM
ortovanadat, |0 mM NaF, 10 mM pirofoszfat, 10 mM okadansav, 0,5 mMEDTA, ImM PMSF,

1x protedz inhibitor koktél, majd polytron homogenizatorral jégen tartva a mintat
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homogenizaltuk. A homogenizalé oldat valamennyi Osszetevéje a Sigma Aldrich-tol
szarmazott. Ezt kovetéen 2000 rpm-en 4°C-on 10 percig centrifugaltuk mintakat. A feliiltiszot
atpipettaztuk egy 0j Eppendorff csébe és 10000 rpm-en 4°C-on 20 percig centrifugaltuk. A
feliiliszot, amely a citoszolikus frakciot tartalmazta egy 0j csObe tettiik at. A fehériek
IL, USA) hasznaltunk. Standardként marha szérum albumint (BSA) hasznaltunk. A mintakhoz
Laemmli puffert adtunk és 10 percig 98°C-on denaturaltuk.

2.1.9. Western blot analizis

A Western blot analizist a Chemidoc Touch Imaging System protokollja alapjan
végeztiik. (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A fehérjék molekulatomeg szerinti
elvalasztasat a 12 % TGX Stain-Free gélen (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
végeztiik. A mintakbol 100 pg-ot vittiink fel minden zsebbe. A fehérjék elvalasztasat kovetden
a gélt aktivaltuk, UV fénnyel exponaltuk, amely hatasara a gél trihalo csoportjai kovalensen
kapcsolodtak a fehérjék triptofan oldallancaihoz. Majd a fehérjéket transzferaltuk a gélrdl
PVDF membranra (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A blottolas 120 V- 0s
fesziiltségen 60 percen keresztiil folyt. A membranra attranszferalt fehérjéket a Chemidoc
késziilek segitségével digitalizaltuk, igy rogzitettiik a teljes fehérje mennyiséget az egyes
mintakban. A membran szabad kot6helyeinek telitése (blokkolasa) 5%-0s (m/V %) sovany
tejporral tortént 1 6ran keresztiil, majd mostuk a membrant TBST oldattal 3x10 percig. A
membranokat ezt kovetden primer antitesttel (HO—1 1/500, Abcam, Cambridge, UK; iNOS-
1:1000, Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA) inkubaltuk egy éjszakan keresztiil 4°C-
on. A kovetkezd napon, hdromszori 10 perces TBST-vel torténd mosast kovetden 1,5 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk a membranokat tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt
masodlagos antitestekkel (1/2000, Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA). Végiil 3x10
perces TBST-s mosast kovetéen a membranokat Clarify Western ECL Substrate (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) segitségével exponaltuk Chemidoc digital imagers (Bio -Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) késziilékben. Az eredmények kiértékelése Image Lab

Szoftverrel tortént. Az egyes fehérjéket a teljes fehérje mennyiségére normalizaltuk.

2.1.10. Statisztikai elemzés

A kapottadatokata szamtaniatlagés a kozépérték standard hibajaval (SEM) adtuk meg.
A statisztikai adatok elemzését GraphPad Prism 7 szoftverrel (GraphPad Prism Software, La
Jolla, CA, USA) végeztiik. Egy utas ANOVA tesztettel néztiik az eltéréseket, majd Kruskal-
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Wallis vagy Dunnett probat végeztiink. A valtozasokat akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p
kisebb volt, mint0,05.

2.2. Médszerek I1. ERJ-500 kardiovaszkularis hatasainak vizsgalata
2.2.1. Invitro Kkisérletek:
2.2.1.1. Oxidativ stabilitas:

Kémiai Fenton reakcio:

Fenton reakcidtJurva és munkatarsaialtal leirtmodon végeztiik kisebb modositasokkal.
A vizsgalando vegyiiletliinkb61 400 uL 2,5 mM-os oldatot elegyitettiink 50 uL. 20 mM-o0s FeCl;
oldattal, 50 pL 20 mM-0s EDTA-Na; oldattal ¢s 500 uL. 10 mM-o0s aszkorbinsav oldattal. Ezt
kovetden a reakciot 1 pl 30%-0s H,0, hozzdadaséaval inditottuk el. Az oldatot 1 6ran keresztiil
szobahOmérsékleten kevertettiik. A kisérlet soran vakként ERJ-500-at nem tartalmazo6 oldatot
hasznaltunk. A kontrollként hasznalt minta nem tartalmazott H,O»t. Az oldatokbdl 1 6ra
kevertetés utdn mintat vettiink, amit off-line elemeztiink egy ESI ionforrdssal és
fecskendépumpaval felszerelt API2000 triplet kvadrupol tomegspektrométerrel (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA). A tomegspektrumot m/z 100-500 tartomanyban, pozitiv
modban vettiik fel Analyst 1.5.1. Szoftver (AB SCIEX, Concord, ON, Canada) segitsé¢gével.

Szintetikus porfirin rendszer:

A kisérletet Johansson és munkatarsai altal leirt moddon végeztik kisebb
modositasokkal. A kisérlethez 50 pul 10 mM-0s ERJ-500 oldatot hasznaltunk. Vizsgalati
anyagunk oldatat elegyitettiik 35 ul acetonitrillel (ACN), 315 pl 100 mM-0s hangyasav
oldattal, 50 uL 10 mM-os Fe(lll) mezo-tetra(4-szulfonatofenil)porfin-klorid oldattal ¢s 50
uL 30 %-0s H,0z-al, majd 37 °C-on razattuk 30 percig 700 fordulat/perccel ThermoMixer
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) hasznalataval. Az off-line LC-MS analizist (Kinetex
XB-C18 2,6 um kolonna, 0,1% hangyasavval elegyitett ACN ¢és 0,1% hangyasav eluensek,
gradienselucio) LTQ XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) linearis ioncsapda

analizatorral és ESI ionforrassal szerelt tomegspektrométerrel végeztiik pozitiv modban.

2.2.1.2. A sejtek életképességének vizsgalata MTT assay-vel

Az ERJ-500 vegyiilet toxicitasat kolorimetrids MTT modszerrel vizsgaltuk H9c2
sejtvonalon. A H9c2 kardiomiocita sejtvonal az ATCC-t61 (CRL-1446, LGC Standard GmbH

Wesel, Németorszag) szarmazott. Az életképes sejtek mitokondridlis dehidrogendzaia sarga
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szinti 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromidot (MTT) lila szin(i formazan
kristalyokka redukaljak, amelyek szolubilis formaja fotometridsan mérhetd. A lila szin er6ssége
az ¢életképes sejtek aranyaval korreldl. A vizsgalathoz a sejteket 96 lyuku TPP plate-re
sz¢lesztettiik, lyukanként 3000 db-ot. A kisérleteket 24 oOra elteltével, a sejtek letapadasat
kovetden kezdtiik el. A sejteket 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM koncentracioji ERJ-500-al,
valamint 100 pM molszidominnal, 100 uM aszpirinnel kezeltiik. Pozitiv kontrollként 1 %-0s
H,0, kezelést alkalmaztunk. A sejteket a kezelést kdovetden 24 6ran keresztiil 37°C —on
inkubaltuk. Majd hozzaadtunk 20 pl sarga szinti 5 mg/ml koncentraciojuo PBS-ben oldott MTT
oldatot, amivel 3,5 o6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden eltavolitottuk a sejtekrol
azoldatotés 200 pl izopropilalkohollal oldottuk fel a képzddott formazan kristalyokat, amellyel
30 percig 37°C-on inkubaltuk. Ezt kovetden az abszorbanciat mértiik 570 nm-en és 690 nm-en
a plate olvasoé (FLUOstar Optima, BMG Labtech) segitségével. Az 570 nm-en mért érték az
oldott formazan abszorbciés maximuma. A 690 nm-en mért érték a hattér értékét adta meg,
amelyet korrigdlasképpen kivontunk az 570 nm-en mért ért€kbdl. Az igy kapott értékeket
hasonlitottuk a kezeletlen kontroll csoportéhoz.

2.2.1.3. Hemolitikus aktivitas mérés

A hemolizis teszthez elvégzéséhez Sprage Dawley patkanyok vérét hasznaltuk. A vért
K3EDTA-t tartalmazé vérvételi csévekbe (BD, Plymouth, UK) vettiikk le. A vér alakos
elemeinek elvalasztasdhoz 2500 g-n 10 percig centrifugaltuk a koagulalt vért, majd haromszor
mostuk PBS-el és végil szuszpendaltuk az oldatban. Az ERJ-500-at kiilonb6z6
koncentracioban PBS-ben oldottuk: 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM ERJ-500, valamint 100
uM MOL és ugyanilyen koncentracioji ASA oldatot készitettiink. Az oldatokhoz 5x107 szama
erythrocytat adtunk, majd, 37°C-on 10 percig inkubaltuk, végiil 5000 g-n centrifugaltuk. A
feliilaszobol mértiik a hemolizist kovetden kiszabadult hemoglobin abszorbanciajat 540nm-en
a FLUOstar OPTIMA Microplate Reader-el. A kontroll kisérletként az eritrocitakat duplan
desztillalt vizzel kevertiik 6ssze. A hemolizis szazalékat a mintakat tartalmaz6 oldatok
feliilisz6jabol mért hemoglobin és a vizet tartalmazo oldat feliiluszojabol mért hemoglobin

abszorbancia hanyadosaként hatdroztuk meg és abrazoltuk a koncentracio fiiggvényében
2.2.2. Ex vivo kisérletek:
2.2.2.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket ndstény Sprague Dawley (SD) patkanyokon végeztiik. Az allatokoknak
szabad hozzaférést ad libitum biztositottunk a standard ragcsaldé taphoz (R/M-Z+H, ssniff

13



Spezialdidten GmbH, Soest, Germany) és a vizhez. Az allatok 12 6ras sotét-fény periodust
kornyezetben voltak tartva, amelynek a hdmérséklete 25 + 2 °C és relativ paratartalma 55%
+ 5% volt. Az allatok kezelését és a kisérleti elrendezését a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsag (DEMAB) engedélyezte. Kisérletiink soran a DEMAB iranyelveit
tartottuk szem eldtt az Eurdépai Unids €s a ,,Principles of Laboratory Animal Care” valamint a
,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” eldirasaival (NIH 85-23, revised 1996)

Osszhangban.

Az allatkisérleti engedély szama 13/2017/DEMAB-Uj vazoaktiv hatbanyag vizsgalata.
2.2.2.2. Langendorff szivizolacié, izolalt dolgozé méd

A 2.1.5. 1zolalt dolgozé sziv preparatum, szivfunkcios paraméterek cimi fejezetben
leirtak szerint tortént néhany modositassal. Az ERJ-500 kardiovaszkularis hatdsait néstény SD
patkanyokon tanulméanyoztuk. A patkanyok testtémege 248 +£ 6 g volt. Az 5 perces atmosasi
periodus kovetden Langendorff modban 10 percen keresztiill adagoltuk az ERJ-500-at
tartalmazo puffert, amit egy 10 perces kimosasi szakasz kovetett, majd ismét 10 percig az ERJ-
500-at tartalmaz6 puffer dramlott 4t a sziven. A kisérlet soran 100uM, 30uM, 10uM, illetve
1 uM-os koncentraciokban tartalmazta a puffertartaly az ERJ-500-at.

Ezt kdvetden izolalt dolgozd6 modban is vizsgaltuk az ERJ-500 hatasait. A kontroll
csoport 6 allatot, mig a kezelt csoport 11 4llatot tartalmazott Az el6z6ekben ismertetett
szivizolaciot kovetden a ,,nemdolgoz6” modbol ,,dolgoz6” modba allitottuk at a késziiléket.
Dolgoz6 méd soran elzarjuk az aorta feldli perfiizids oldatbedramlasilehetdségét €s megnyitjuk
a pulmonalis véna feldl. Ezzel lehetdséget biztositunk a szivnek, hogy az aorta iranyabol a
kontrakcié kovetkeztében ki tudja pumpalni az egy O0sszehuzddasra esé verdtérfogatot. A
dolgoz6 modba valo atkapcsolast egy 10 perces kimosasi periddus kdvetett. Majd regisztraltuk
az alap dolgozo sziv A kezelt csoportban az ERJ-500 vegyiiletet a KHB pufferhez adtuk hozza
100 uM koncentracioban 5 percig, majd ismét mértiik a szivfunkcios érté¢keket. Majd 30 perc
global iszkémiat valtottunk ki, amit 90 perc reperfuzid. A fatalis kimenetelli kamrai fibrillaciok

elkeriilése érdekében a reperfiizid elsé 10 perces szakaszat Langendorff mddban inditottuk el.
2.2.2.3. TTC festés

A 2.1.6. Infarktusos teriilet meghatarozasa cimi fejezetben leirtak szerint tortént.

4.2.2.4. Statisztikai elemzés:
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Az eredményeink kiértékelése soran szamtani atlagot és kozépérték standard hibajat
adtuk meg. A valtozasokat akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p<0,05 volt. A statisztikai
elemzéshez és az eredmények abrazoldsahoz GraphPad Prism 5 szoftvert hasznéltunk.
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Az egyes oszlopok az atlagot, mig a hibasavok
az atlag standard hibajat (SEM) jelentik. A statisztikai analizishez t-tesztet vagy egy- és kétutas

variancia-analizist (ANOVA) majd ezt kovetden Tukey poszt tesztet végeztiink.
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3. Eredmények

3.1. A fokhagyma és a fekete fokhagyma sziv-és érrendszeri hatasainak vizsgalata

iszkémia/reperfundalt kamrai szivizomban

3.1.1. A fokhagyma és a fekete fokhagyma komponenseinek vizsgalata:

A kén tartalmu komponensek mindkét fokhagyma készitményben. A mérési eredmény
alapjan elmondhato, hogy a kéntartalm vegyiiletek szama és mennyisége nagyobb a fekete
fokhagyméban, minta fokhagymaban. A fekete fokhagyméaban nem voltdetektalhatdaz allicin.
A fekete fokhagyma 6regedési folyamata soran, Maillard reakcié mentvégbe, melyeta 2 -acetil-

1-pirrolin keletkezése tdmaszt ala.

3.1.2. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa a testtomegre
A kisérleti allatok kiindulasi testtomegében nem volt jelentds eltérés. A 4 hetes kezelési
periddust kdvetden nem tapasztaltunk jelentds valtozast a fokhagyma, illetve a fekete

fokhagymakezelést kapo allatok és a kontroll csoport allatainak testtomegeiben.

3.1.3. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa vérparaméterekre:
A 4 hetes kezelést kovetden a vena jugularisbol vért vettiink és kiilonb6z6 szérum
paramétereket mértiink. A kezelés hatasdra nem tapasztaltunk lényeges valtozast a legtobb

paraméterben. Azonban az LDL szintjében emelkedést mértiink a kezelések hatasara.

3.1.4. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa a szivfunkciokra

Ahhoz, hogy Osszehasonlitsuk a fokhagyma és a fekete fokhagyma hatasat 4 hetes
kezelést kovetden az izolalt sziveket 30 perces iszkémianak és 120 perces reperfuzionak
vetettiik ala. A preiszkémiés szivfunkcios értékekben nem tapasztaltunk szignifikans valtozast
az egyes csoportok k6zott. Azonban az iszkémiat kdveto reperflizio soran jelentds valtozast
regisztraltunk a szivfunkciok értékében. A reperfuzio soran a koronaria ataramlas a kezelt
allatoknal magasabb volt, mint a kontroll csoportndl. A kezeletlen 4llatokndl az 4taramlo puffer
mennyisége folyamatosan csokkent a reperfizio 120. percéig, azonban a kezelt csoportokban
az iszkémia el6tti értékhez képest csdkkent, de ezt kovetden a reperfizié soran nem valtozott
lényegesen. A szivfrekvencia nem valtozott Iényegesen a kisérlet soran. A kontroll csoportnal
283,8+14,8 iités/perc, a fokhagymaval kezelt csoportnal 284,4+26,1 {ités/perc, mig a fekete
fokhagymaval kezeltek esetében 292,4+30,4 iités/perc volt. A kezeletlen és a fokhagymaval
kezelt allatokndl a tendencia a reperfuzi6 soran is megmaradt. A fekete fokhagymaval kezelt

allatoknal a szivfrekvencia a reperfuzido végére kis mértékben novekedett (303,8+44,1
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iités/perc), azonban nem volt jelentds a valtozas. A perctérfogat szignifikdnsan magasabb volt
a kezelt allatok esetében a reperfzié 30., 60. és 120. percénél, mint a kezeletlen csoport.
Iszkémia el6tt mindhdrom csoport perctérfogat értéke kdzel azonos volt. Az aorta kidramlas
jelentésen emelkedett a kezelt csoportokban, szam szerint a fokhagyma kezelést kove tden
24,144,6 ml, fekete fokhagyma kezelést kovetden 22,7+3,8 ml-re nétt, amig a kontroll

csoportban 4,3+£2,0 ml volt.

3.1.5. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa az infarktusos teriiletre:

A fokhagyma és a fekete fokhagyma kardioprotektiv hatasanak vizsgalatdhoz az I/R-t
kovetden TTC festést alkalmaztunk, amellyel megnéztiik az €16 és az elhalt szivszovet aranyat.
A kontroll csoportnél az infarktusos teriilet 27,5+8,4%-nak adodott. A fokhagymaval és a fekete
fokhagymaval kezelt csoportokban azonban szignifikdnsan alacsonyabb volt az elhalt tertiletek
aranya. A fokhagyma kezelés 5,9+2,0%-ra csokkentette, mig a fekete fokhagyma kezelés

6,2+1,2-re csokkentette az elhalt szivszovet aranyat.

3.1.6. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa a HO-1 és az iNOS expresszios
szintjére:

Kisérletiink soran kivancsiak voltunk, hogy a fokhagyma és a fekete fokhagyma
iszkémia/reperfiiziot kovetd kardioprotektiv hatdsanak molekularis mechanizmusara, ezérnt
vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a kezelés a HO-1 és az iNOS fehérje szintjét. Az I/R-t
megeldzden a kezelt csoportokban novekedett a HO-1 expresszios szintje. Az I/R-t kovetden
azonban HO-1 expresszids szintje szignifikansan névekedett mindkét fokhagymaval kezelt
csoportban. Az iNOS expresszios szintjében nem tapasztaltunk kiilonbséget az I/R-t
megelézden azegyes csoportokban. AzI/R-tkdvetden szignifikansancsdkkentaz iNOS szintje
a kontroll és a fokhagymaval kezelt csoportban. Azonban a fekete fokhagyma kezelés képes

volt ezt a csokkenést megelézni az I/R-t kovetden.

3.2. ERJ-500 Kkardiovaszkularis hatdasainak vizsgdalata H9c2 sejtvonalon és

patkanymodellen
3.2.1. Oxidativ stabilitas

Fenton reakcio: A kontroll és a H,O,-t is tartalmazé minta kromatogramjai nem térnek el

egymastdl szamottevden.
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Szintetikus porfirin rendszer: A kontroll és a vizsgalt minta kromatogramjai nem térnek el
egymastdl szamottevoen. Egyéb csics nem jelent meg a kontroll mintdhoz képest. Az oxidativ

stabilitasi vizsgalatok alapjan stabilnak bizonyult az ERJ-500 vegyiilet.

3.2.2. ERJ-500 molekula hatasa a sejtek életképességére
MTT teszt:

crer

aszpirinnek €s molszidominnak hatasat a sejtek életképességére MTT assay segitségével
vizsgaltuk. Kontrollkéntkezeletlen csoportot, pozitiv kontrollként pedig 1%-0s H,O,-dal kezelt
csoportotalkalmaztunk. A kontroll csoporttal sszehasonlitvakismértékii csokkenés figyelhetd
meg minden kezelt csoportban. Azonban szignifikansan magasabb a sejtek talélése a
citotoxikus H,0,-al 6sszehasonlitva. A kiilonb6z6 koncentracioji ERJ-500 oldatokat valamint,
az aszpirin és a molszidomin oldatokat §sszehasonlitva nincs jelentds kiilonbség a sejtek
¢letképességében. Ezen eredményeink alapjdn elmondhatd, hogy az A4ltalunk hasznalt
koncentraciokban az ERJ-500 ugyanolyan biztonsdgos molekula, mint az aszpirin és a

molszidomin.

Hemolitikus aktivitas:

Az ERJ-500 hemolitikus aktivitasat SD patkany vérébol izolalt vordsvérsejteken
vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként desztillalt vizet alkalmaztunk, amely 100%-os hemolizist okoz.
Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a hemolizis szignifikansan alacsonyabb volt az
alkalmazott kiilonboz6 koncentracioéju ERJ-500 kezelések (100nM, 1 uM, 10uM, 100uM), az
aszpirin (100 uM) és a molszidomin (100uM) kezelések soran. Az egyes csoportok kozott nem
tapasztaltunk jelentdsebb eltérést. Ezen eredményeink megerdsitik az MTT assay eredményett,

miszerint az alkalmazott koncentracidkban az ERJ-500 molekula biztonsagosan alkalmazhato.

3.2.3. ERJ- 500 molekula hatasa a koronaria erekre:

Az ERJ-500-at kiilonb6z6 koncentracidkban oldottuk a perfizios tartalyban 1 uM és
100 uM koncentracios tartomanyban. A Langendorff perfizio soran az ERJ-500 vegyiilet az
alkalmazott koncentraciokban nem okozott kamrai tachikardiat vagy kamrai fibrillaciot.
Tovabba a kontroll csoporttal 0sszehasonlitva nem valtoztatta meg szignifikansan a
szivfrekvenciat. A korondria ataramlas azonban szignifikansan megnétt a kezelt csoportokban.
A kimosasi periodus alatt azonban folyamatosan csokkent majd az ujabb ERJ-500 tartalmt
puffer hozzaadasat kovetden ismét ndvekedett a koronaria dtaramlas értéke. Langendorff

perfizid soran a korondria ataramlast a szivfrekvencia, a perfuzids nyomas ¢és a koronariak
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atmérdje hatarozza meg. Kisérleteink sordn a perfuziés nyomas allando volt, illetve a
szivfrekvencia nem valtozott meg szignifikansan, ezért a korondria atdramlas novekedés a

Az ERJ-500 molekula tovabbi vizsgalatait dolgoz6 mddban végeztik el. Az el6zd
mérési eredményeink alapjan a 100 uM-os kezelést talaltuk a legpotensebbnek, ezért a
tovabbiakban csak ezt a kezelést alkalmaztuk. A kezelés a dolgozé mdédban hasonldan az
elézéekben végzett nem dolgoz6 moédhoz, nem befolyasolta a szivfrekvenciat a kontroll
csoporthoz hasonlitva. A koronaria ataramlast a 100 uM-0s ERJ-500 kezelés (23,67+1,05
ml/perc) azonban szignifikansan ndvelte a kontroll csoporttal dsszehasonlitva (18,73+0,62
mi/perc). A verétérfogat értékébenis szignifikans emelkedést tapasztaltunk az ERJ-500 kezelés
hatasara (0,250,003 ml) a kontroll csoporthoz képest (0,21+0,01ml). Az aorta kidramlas,
aortanyomads ¢s a perctérfogatban nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a kezelés hatdsara a

kontrollhoz képest.

3.2.4. Infarktusos teriilet meghatarozasa

Az infarktusos teriiletmeghatarozasata TTC festéssel vizsgaltuk. A 30 perces iszkémiat
¢s 90 perces reperfuziot kovetden az €10 szovetrészletek pirosan festdédnek, mig az elhalt részek
nem festddnek. Az infarktusos teriiletet az egész miokardiumra vonatkoztatva adtuk meg. A
kontroll csoportban a nekrozis mértéke 18,20% volt, amig az ERJ-500-zal kezelt csoportban az
infarktusos teriilet 7,52%-volt. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az ERJ-500
vegyiilettel perfundalt szivekben az infarktusos teriilet % aranya szignifikansan alacsonyabb

volt.
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4. Megbeszélés

A kardiovaszkularis megbetegedések, kiilondsen az iszkémias szivbetegségek, mai
napig vilagszerte vezetik a haldlozési statisztikdkat, annak ellenére, hogy az elmult
¢vtizedekben jelentds javulas tortént az egyre szélesebb korben elérhetd modern gydgyszeres
kezeléseknek, az egészségiigyi technoldgia jelentds fejlédésének és a hatékonyabb preventiv
intézkedéseknek koszonhetéen. A kiilonb6zo terapids és prevencios stratégidk kidolgozasa
sordn egyre nagyobb igény meriil fel ajabb molekuldk vagy n6vényi kivonatok eldallitasara,
amelyekkel csokkenthetjik vagy megel6zhetjiik a kardiovaszkularis megbetegedések

kialakulésat.

Jelen tanulmany célja az volt, hogy olyan 1j lehetdségeket keressiink, amelyek
segithetnek a kardiovaszkularis betegségek megeldzésében és kezelésében. Munkéank soran
kettd, a fitoterapidban kiemelt helyen 1évd, évezredek 6ta ismert és alkalmazott novény kertilt
a figyelmink kozéppontjaba, a fokhagyma és a flzfakéreg. Ezen hagyomanyos
fitoterapeutikumok ijabb véaltozatainak a hatasait tanulményoztuk az iszkémids sériilést

kovetden patkanymodellen.

Kisérletiink elsé részében a fokhagyma régi-uj valtozatanak, a feketefokhagymanak a
kardiovaszkularis tulajdonséagait vizsgaltuk. A fekete fokhagyma a fokhagyma egy fermentalt
valtozata, amely egy természetes uton valo oregedésen megy keresztiil. A fermentacio soran a
kemény, jellegzetesen csipds fehér gerezdek teljes atalakuldson mennek keresztiil. A fekete
fokhagymapuha, allaga krémes, fekete, aromas, ¢s nem rendelkezik til agressziv izekkel. Az
oregedési folyamat sordn, amikor a fokhagymat magasabb hdémérsékletnek (75°C) és
paratartalomnak tesszilk ki a y-glutamil-cisztein csoportja tovabb alakul S-
allilmerkaptociszteinné (SAC), amely a f6 vizoldékony antioxiddns vegylilete a fekete
fokhagyménak. A folyamat soran az alliin tovabb alakul mas kén tartalmu vegyiiletekké,
amelyek tovabbi jelentés antioxidans tulajdonsaggal birnak. A fokhagyma allicin tartalma,
amelynek a jellegzetes iz és szag koszonhetd, jelentdsen lecsdkken a fekete fokhagymaban.
Ezzel 6sszhangban az altalunk végzett mérések sordn mi is azt tapasztaltuk, hogy a
fokhagymaban jelenlévé allicin mar nem talalhatd meg a fekete fokhagymaban. A fekete
fokhagyma sotétbarna, fekete szin kialakuldsanak hatterében a Maillard reakci6 all, amely a
cukrok és az aminosavak k6zott megy végbe. A Maillard reakcid soran keletkez6 2 -acetil-1-
pirrolin felelds a kialakulo sotét szinért és a jellegzetes édeskés illatért. A 2-acetil-1-pirrolin a
fokhagymaban nem volt jelen, de a fermentacids folyamatot kovetéen megjelent, mindez

bizonyitja, hogy a Maillard-reakci6 is végbement az dregedési folyamat soran. A fekete
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fokhagyma Osszetételének vizsgalatat kovetden, kivancsiak voltak arra, hogy vajon a fekete
fokhagyma is megdrzi-e a fokhagyma kedvezd kardiovaszkularis tulajdonséagait. Korabbi
megallapitasokbdl jol ismert a fokhagyma kardioprotektiv hatdsa. Ezt bizonyitja Banerjee és
munkatarsai kutatdsa is, miszerint 125-500 mg/ttkg fokhagyma fogyasztds jelentdsen
csokkentette az I/R-t kovetd oxidativ karosodas mértékét. Eredményeinkbdl is egyértelmiien
latszik, hogy a fokhagyma kezelés és a fekete fokhagyma kezelés is jelentds kardioprotektiv
hatassal bir az I/R-t kdvetéen, mivel a szivfunkciok szignifikansan javultak és az infarktusos
teriiletjelentdsen csokkent. Azonbana vizsgalataink alapjan nemtaldltunk jelentds kiilonbséget
a fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés kozott, tehat a fokhagyma dregedési folyamata
nem novelte a fokhagyma kardioprotektiv tulajdonsagait. Kordbbi tanulmanyokban a
fokhagyma ¢és a fekete fokhagyma antioxidans és antiinflammatorikus tulajdonsagait
hasonlitottak Gssze. Yi Yeong Jeong és kutatdocsoportja azt tapasztaltak, hogy a fekete
fokhagyma kezelés csokkentette a prooxidans H,O,-al vagy LPS éltal indukalt ROS termelést
RAW264.7 sejteknél. Azonban a COX-2 és az 5-lipoxigenaz gatld hatas erésebb volt a
fokhagyma kivonat tartalmu kezelés hatasara, mint a fekete fokhagyma kezelést kovetden. A
kutatok vizsgalatai alapjan a hattérben a fekete fokhagyma nagyobb cukor tartalma allhat,
amely gatolja az antiinflammatorikus hatast. Az antioxidans tulajdonség tekintetében viszont
Lee és munkatarsai azt talaltak, hogy a fekete fokhagyma magasabb antioxidans tulajdonsaggal
rendelkezik 2-es tipusu diabéteszes patkany modellen, mivel a szuperoxid-diszmutaz, glutation
peroxiddz és a katalaz aktivitas is jelentdsebb mértékben ndtt a fekete fokhagyma kezelés

hataséara, mint a fokhagyma kezelést kovetden.

Az Altalunk végzett kisérletek soran nem tapasztaltunk jelentds valtozast a
testtomegben, illetve a vérparaméterek szintjében. Az értékek a fiziologias tartomanyban
maradtak. Ahhoz, hogy a kezelések lehetséges metabolikus hatasat tanulmanyozni tudjuk
diabéteszes-, illetve ateroszklerdzis allat modellen sziikséges végezni a kisérletet. Ahhoz, hogy
a fokhagymakezelések kardioprotektiv hatdsdnak pontos mechanizmusat felderitsiitka HO-1 és
az INOS expresszios szintjét vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy fokhagyma kezelés novelte a
HO-1 szintet iszkémia el6tt. Azonban az I/R-t kdvetden a fokhagyma és a fekete fokhagyma
HO-1 expresszios szintje jelentdsen emelkedett. A HO-1 enzim indukcioja noveli a hem
degradaciot, mely soran Fe2*, endogén CO és biliverdin/bilirubin képzddik. Kutatdcsoportunk
korabbi vizsgdlatai soran mar bebizonyitotta, hogy bizonyos természetes hatdanyagok
profilaktikus adagolasa szignifikdnsan csokkenti az I/R-t kovetd karosodast. Példaul a

meggymagbél szintén emelte a HO-1 expresszids szintjét a szivszovetben, ezaltal javitotta a
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szivfunkcids paramétereket és csokkentette az infarktusos teriiletet. A HO-1 szint emelkedés
egy védekezési mechanizmusnak tekinthetd, amelyet szamos karos stimulus, mint példaul az
iszkémia, vagy a tilzott hem szint kivalthat. Issan és munkatarsai is igazoltak, hogy a kobalt-
protoporfirin (CoPPIX) (HO-1 induktor) altal indukalt HO-1 protektiv szerepet tolt be a H9c2
sejteknél a hypoxia/reoxigenacio soran. A HO-1 expresszidjanak valtozasa utan kivancsiak
voltunk arra, hogy az iNOS expresszios szintje hogyan valtozik meg a kétféle fokhagyma
kezelés hatasara. Azt tapasztaltuk, hogy a kontroll csoportban és a fokhagyma kezelés hatasara
jelentés mértékben lecsokkent az iNOS expresszids szintje I/R-t kovetden. Azonban a fekete
fokhagyma kezelés hatasara, az iNOS kismértékii csokkenést mutatott, amely nem volt
szignifikans, tehat a fekete fokhagyma kezelés képes volt a jelentds mértéki iNOS csdkkenést
megakadalyozni az I/R-t kovetden. Ez irdnyu eredményeinkkel jol korreldl A.L. Garcia-
Villalon és munkatarsai altal végzett kisérlet, mely szerint az 50 mg/ttkg fekete fokhagyma
kezelés novelte az iINOS expresszids szintjét, valamint az eNOS szintjében is jelentds
emelkedést tapasztaltak. Ezzel szemben az in vivo kisérletek soran éppen ellenkezbleg
tapasztaltak, mivel az iNOS expresszio fokozésa sulyosbitotta a miokardidlis sériilést. Henri
Doods tanulmanyaban a Na*/K* pumpa gatlo, sabiporid altal medialt kardioprotektiv hatas
hatterében a csokkent iNOS expresszio allhat Tovabbi in vivo kisérletek tamasztjak ala, azt,
hogy a megndvekedett INOS aktivitds szerepet jatszhat a regionalis iszkémia soran kialakulod
kardiomiocita diszfunkcidk kialakulasaban, A szakirodalombdljolismert, hogy a,, Janus-arcu”
NO ¢és a NOS enzimek szerepe kettds, lehet, eldnyos €s ugyanakkor hatranyos is, amely fiigg a
kornyezettdl €s a szovetkarosodas mértékétdl is. Mindezen eredményeket egyiittvéve €s a
szakirodalmat tanulméanyozva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az iINOS expresszio
kiilonbozosége a kiilonbozo kisérleti elrendezéseknek koszonhetd. Tanulmanyunkban ,,exvivo”
kisérlet soran 30 perc iszkémiat és 120 perc reperfuziot alkalmaztunk, amig mas kisérletekben
,»iN Vivo” koriilmények kozott 6-24 oras reperfuzio tortént. Az altalunk alkalmazott izolalt
dolgoz6 sziv modell egy széles korben elterjedt, laboratoriumunkban is gyakran alkalmazott
modszer, amely sordn az eredményeinket nem befolyasolja a hormonalis és a vegetativ

idegrendszer. Azonban az in vivo koriilmények kozott ezen hatasok nem zarhatoak ki.

Kutatasunk eredményeit 6sszegezve elmondhatd, hogy a fokhagyma fermentacidja
soran keletkezd fekete fokhagyma Osszetétele megvaltozik, de igy is szamos eldnyds
gyogyhatassal rendelkez6 vegyiiletet tartalmaz, és nem csokken a fokhagyma jotékony hatasa.
Kisérleteink alapjan elmondhato, hogy a fekete fokhagyma is kiemelt helyet érdemel az

egészséges taplalkozasban. A fokhagyma kellemetlen mellékhatasai elkeriilhetéek az édesebb
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¢s puhabb fekete fokhagymaval fogyasztasaval, igy akar preventiv akar a kurativ haszn alatara
is nyitottabbak lehetnek az emberek. Azonban tovabbi vizsgalatok szlikségesek ahhoz, hogy a
fekete fokhagyma hatasait tanulmanyozzuk kiilonb6z6 betegségekben, példaul célszerii lehet
diabéteszes vagy ateroszklerotikus elvaltozasokkal rendelkez6 allatmodelleken is

megvizsgalni.

Munkank masodik részében a Debreceni Egyetemen eldallitott 0j hibrid-aszpirin
molekula farmakoldgiai tulajdonsagait kivantuk vizsgilni. A miokardialis iszkémia
recidiv iszkémias események megeldzésében is. A trombocita aggregaciot gatld gyodgyszerek
egyik legrégebbi és legfontosabb képviseldje az acetilszalicilsav. Alkalmazéasanak korlatja a
mar kis dozisban jelentkezd gasztrointesztinalis mellékhatdsok. A nitritek és nitratok is
hatékony antiiszkémids szerek, patologids koriilmények kozott az erek tagitdsaval a kollateralis
keringést képesek fokozni. Azonban az alkalmazasanak korlatja a napi tobbszori és/ vagy
folyamatos nitrat terapia soran kialakul6 nitrat tolerancia, amely a hatas csokkenésével vagy
megsziinésével jar. Az altalunk vizsgalt ERJ-500 vegyiilet egyik alkotorésze az ugynevezett
spontan NO-donor vegyiilet, a linszidomin, amely a molszidomin aktiv metabolitja. Rudolph
¢s Dirschinger vizsgalatai alapjan a molszidomin alkalmazasa soran nem alakul ki tolerancia.
Az oxidativ stabilitasi essz€ék alapjan az ERJ-500 vegyiilet az oxidacioval szemben ellenalld
volt. In vitro kisérleteink alapjan tovabba megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt 100 nM,
1 uM, 10 pM, 100 pM-os koncentraciokban a H9c2 sejtek életképességét kismértékben
csokkentette, de szignifikdnsan magasabb volt a sejtek életképessége a pozitiv kontrollal
Osszehasonlitva. A 100 pM-os aszpirinnel és 100 puM-0s molszidomin kezeléssel
Osszehasonlitva hasonlonak bizonyult a sejtek ¢letképességére gyakorolt hatisa, ezért
ugyanolyan biztonsadgosnak mondhat6, mint a hasonl6 koncentracioban alkalmazott aszpirin és
molszidomin. Eredményeink megerdsitése céljabol az 0j vegyiilet hemolitikus aktivitasat is
vizsgaltuk 100 nM-100 puM-os koncentracidétartomanyban. Az ERJ-500 vizsgalata soran a
hemolizalt sejtek aranya lényegesen alacsonyabb volt, mint a pozitiv kontroll alkalmazasa
soran. A 100 pM-os aszpirin és 100 pM-os molszidomin kezelés soran is hasonldéan alacsony
volta hemolizalt sejtek aranya. A fentiek alapjan elmondhatd, hogy az ERJ-500 vegyiilet nem
toxikus és nem okoz hemolizist, hasonl6éan az ASA-hoz ¢s MOL-hoz. In vitro vizsgalataink
utan kivancsiak voltunk az 0j vegyiilet koronaria erekre kifejtett hatasaira, amelyet ex vivo
vizsgaltunk meg. Elsdként a Langendorff perfzids rendszerben tanulményoztuk az ERJ-500

kardiovaszkularis rendszerre kifejtett hatasait. Watanabe és munkatarsai is leirjak, hogy a
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Langendorff perfuzios rendszer kivaléan alkalmas 0 vegyiiletek koronaria erekre kifejtett
hatasainak vizsgalatara. Munkéank soran fontos megfigyelés volt, hogy a koronaria ataramlas
jelentésen megnovekedett. A Langendorff perfuzid sordn a koronaria atdramlast a
szivfrekvencia, perfuzids nyomas és az ératmérd befolyasolja. A megndvekedett koronaria
perfuzids nyomads allando volt, a szivfrekvencidban pedig nem volt jelentds valtozas. Habar a
NO koncentraciot nem meértiik, az eredményeink azt a feltevést timogatjak, hogy a koronaria
erek dilatacioja az ERJ-500 vegyiiletbdl felszabadulo NO-nak kdszonhetd. Annal is inkabb
mivel az ERJ-500 jelenlétében nétt a koronaria ataramlas, viszont a kimosast kovetden ez
csokkent, majd amikoraz ERJ-500-atisméthozzdadtuk (1jbol fokozodotta korondria ataramlas.
Ezt tAmasztja ala Andrieu €s munkatarsai kutatasa miszerint, az aszpirin kis dézisban adva nem
rendelkezik a vazodilatator hatdssal a miokardiumban. Munkank soran a legpotensebbnek a 100
uM-os kezelést talaltuk, ezért az ERJ-500 hatasait ezen koncentracidoban tovabb vizsgaltuk
dolgoz6 modbanis. A korondria dtdramlas ezen kisérleteink soran is jelentésen nagyobb volt a
kezelés hatasara. Tovabba, a verdtérfogatot is szignifikdnsan magasabbnak talaltuk az ERJ-
500-al kezelt allatok esetén a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva. A perctérfogat és a
szivfrekvencia hdnyadosaként meghatarozott verdtérfogat értéke is szignifikans emelkedést
mutatott a kezelés hatdsara. Az izolalt dolgozé sziv késziiléknél a szivre nehezedd el és
utoterhelés konstans a kisérlet soran, ezért a mért paraméterek a sziv kontrak cios erejétol
fliggenek. Az ERJ-500 koronaria ataramlast fokoz6 hatdsat alatdmasztja az a tény is, hogy az

infarktusos tertilet is szignifikans csokkenést mutatott az ERJ-500 kezelés hatasara.

Eredményeinket Osszegezve, elmondhat6, hogy az tjonnan szintetizalt NO-t
felszabadit6 ASA szarmazék, az ERJ-500, farmakologiailag aktiv sziv-és érrendszeri
hatdsokkal rendelkezd gyogyszermolekula, amely tobb hatdstani tdmadasponton keresztiil

alkalmas az iszkémids szivbetegségek kezelésére.
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5. Osszefoglalas

Munkank elsd felében az évezredek 6ta ismert jotékony hatdst fokhagyma oregedési
folyamaton atesett valtozatat a fekete fokhagymat vizsgaltuk. A hosszi ideig, magas
homérsékleten valo érlelés soran a fokhagyma 6sszetétele mellett a kiilsé jegy eiben, illataban
¢s izében is jelentds valtozasok torténnek. Kisérleteink soran négy hétig tartdo fokhagyma és
fekete fokhagyma kivonatu kezelést alkalmaztunk. Az allatok testtdmegében figyelemre méltd
kiilonbséget nem tapasztaltunk a csoportok kozott, tovabba a vér és lipid paramétereket se
befolyasolta a kezelés jelentésen. A kezeléseket kovetden 30 perc iszkémidnak, majd 120 perc
reperfuzionak vetettilk ald az izolalt sziveket. Az I/R-t kdvetden szignifikanson jobb
szivfunkcidkkal rendelkeztek a fokhagyma ¢és fekete fokhagyma kezelést kapott allatokbol
izolalt szivek €s az infaktusos teriilet is csokken. Az egyik legfontosabb antioxidans védekezo
rendszer, a HO-1 szintjében emelkedést tapasztaltunk a kezelések hatasara, tovabba az iNOS
szintje megtartott maradt a fekete fokhagyma kezelést kovetéen. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a fokhagyma érlelése soran végbemend valtozasok nem csdkkentk a

fokhagyma jotékony hatésait.

Valamint vizsgaltuk az egyetemiinkén Gjonnan szintetizalt nitrogén monoxidot (NO)
felszabaditd acetilszalicilsav szarmazékot (ERJ-500). Az iszkémids szivbetegségek
vegyiilet az acetilszalicilsav. Azonban hosszu tavu alkalmazésakor jelentkezé mellékhatasai, a
gyomorvérzés és gyomorfekély a nitrogén-monoxidnak (NO) koszonhet6en jelentds mértékben
csokkenthetok. Az MTT sejt életképességi assay €s a hemolizis teszt alapjan elmondhato, hogy
az ERJ-500 a sejtek életképességét nem befolydsolta jelentdsen az altalunk alkalmazott
koncentracioban. Tovabba a Sprague Dawley patkanyokbol izolalt sziveken ex vivo vizsgaltuk
meg a molekula koronéria erekre gyakorolt hatdsat a Langendorff mddszer szerint és izolalt
dolgozo-szivpreparatumon. Dozis-hatds gorbék alapjan becsiilt farmakoldgiailag hatdsos
koncentraciotartomanyban megvizsgaltuk, hogy a molekulank hogyan befolyésolja a szivizom
iszkémia/reperfiizio-indukalta karosodasokra kifejtett hatasokat €s azt tapasztaltuk, hogy a
patkanyszivek ereit koncentraciotol fiiggd modon tagitotta. Az infarktusos teriiletek nagysagat
TTC festési modszer segitségével tanulméanyoztuk, mely alapjan megallapithato, hogy az
infarktusos teriilet nagysagat szignifikansan csokkentette 100uM ERJ-500. Eredményeink azt

sugalljak, hogy az 0j anyag értagitd hatassal rendelkezik, amely alkalmas lehet az iszkémias

crer
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6. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott koszonettel tartozom Dr. Tosaki Arpéd Professzor Urnak, aki lehet6vé tette,
hogy a Gyogyszerhatastani Tanszéken végezhessem a kutatbmunkamat. Barmikor fordulhattam
hozza gyakorlati vagy elméleti segitségért is.

Halas koszonetet mondok témavezetdmnek, Dr. Lekli Istvannak, hogy még TDK hallgatoként
lehetdséget adott, hogy a Gyogyszerhatastani Tanszéken végezhessem a kisérleti munkamat.
Koszondm, hogy munkamat végig figyelte és épitd tandcsaira mindvégig szamithattam.
Tovabba koszondm, hogy szakmai felkésziiltségével és odafigyelésével egyengeti a
palyafutdsomat.

Szeretném megkdszonni témavezetémnek és Professzor Urnak, hogy mindvégig stabil anyagi
hatteret biztositottak a kisérletek elvégzéséhez. Tovabba, koszondm a lehetdséget, hogy a
kutatasi eredményeimet szdmos hazai és nemzetk6zi konferencian bemutathattam.

Ko6szonom férjemnek, Dr. Czompa Attilanak, hogy mindvégig Onzetleniil tdmogatott és
kitartdsra 0sztonzott, biztatdsa nélkiil nem valdsulhatott volna meg a munkam. Tovabba
koszonom az allatkisérletekben, publikaciok és a disszertdcidban nyujtott segitségét és
tandcsait.

Ko6szonom Dr. Gyongydsi Alexandranak, akinem csak munkatars, de baratis lettaz évek soran,
a kisérletes munkam sorannyujtott szakmaiés emberi tamogatasat. Ertékes szakmai segitségére
és tapasztalatara mindig szamithattam.

Ezen feliil koszonom a segitséget Dr. Czeglédi Andréasnak, dr. Fésiis Edindnak, Dr. Bak
Istvannak, Kalmar Andreanak, Fiizesi Tibornak és minden jelenlegi és volt munkatarsamnak.

Koszonetet mondok tovabba a Gyodgyszerészi Kémia tanszék munkatarsainak Prof. Dr. Borbés
Anikd, Prof. Dr. Herczegh Pal, Dr. HerczegMihaly, Dr. Csdvas Magdolna és R6th J6zsefnének
az ERJ-500 vegyiilet szintéziséért és kozos publikacidink megjelenésében nyljtott segitségért.

Ko6szondm Dr. Prokisch Jozsefnek és a DE MEK, Allattudomanyi, Biotechnoldgiai és
Természetvédelmi Intézet tovabbi munkatarsainak a fekete fokhagyma eldallitasat és az
elvégzett GC-MS méréseket.

Ko6szonom Dr. Szabados-Fiirjesi Péternek az oxidativ stabilitdsi vizsgalatokban nyujtott
segitseget.

Tovabba koszondm tutoraimnak, Dr. Csavas Magdolnanak és Prof. Dr. Bacskay Ildikonak a
tamogatasukat az évek soran.

Haélaval tartozom csodélatos lanyaimnak a kozds tanuldsokért, a tiirelmiikért és hogy a
szeretetiikkel végig erdt adtak.

Végiil, de nem utolsé sorban oriasi halaval tartozok Edesanyamnak, Edesapamnak és
testvéremnek, Szoke Laszlonak, akik egész életemben tdmogatnak és segitenek, valamint
férjem sziileinek.

Az értekezés elkészitését a GINOP- 2.3.2-15-2016-00043. szamu, ,,Sziv- és érkutatasi
kivalosagkdzpont IRONHEART)" cimii projekt timogatta. A k6z6lt munka az Eur6épai Unid
¢és az Eurdpai Szocidlis Alap altal tamogatott EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 és a EFOP-
3.6.1-16-2016-00022 projekt keretében valosult meg. Tovabbi timogatasok: ,,Nemzet Fiatal
Tehetségeiért Osztondij” NTP-NFTO-16, NTP-NFTO-18, NTP-NFTO-19.
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