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Egy homokszemben lasd meg a vilagot,
Egy vadvirdgban a fényld eget,
Egy oraban az 6rokkévalot,

S tartsd tenyeredben a végtelent.

(William Blake - Wedres Sandor forditasa)
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1. Bevezetés és célkituzések

A sziv- és érrendszeri megbetegedések €s az altaluk okozott haldlozds primer, familiaris

eredetii rizikofaktorainak el6fordulasa egyenlére még nem befolyasolhatd, viszont az olyan
szekunder kockazati tényezék, mint a magasvérnyomas-betegség, a zsiranyagcsere-zavar, a
cukorbetegség, az elhizds, a dohanyzas és az alkoholizmus, valamint az elégtelen taplalkozas
€s a mozgasszegény ¢életmod, jelentds mértékben visszaszorithatéak terapia vagy életmod
valtoztatas segitségével. Az 1. tablazatban a KSH altal rendelkezésiinkre bocsatott legfrissebb
adatok lathatoak gyakori haladlokok szerint rangsorolva a magyar lakossag korében, kiemelve a
sziv- és érrendszeri betegségeket [1]. Az itt feltiintetett adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a
sziiletéskor varhatd élettartam az elmult években 2001 és 2015 kozott 68,2-r6l 72,3 évre
emelkedett, tovabba a sziv- és érrendszeri betegségek okozta halandosag csokkenése jelentds,
¢vekben szamithatd mértékkel jarult hozzd a varhato élettartam meghosszabbodasahoz,
melyben a megeldz6 és gydgyitdé medicina egyiittesen meghatarozo szerepet jatszott. A
magasvérnyomas-betegség, a diszlipidémia és a cukorbetegség korszerli komplex
farmakoterapidja, a mar kialakult szivkoszortér-betegségek, pangédsos szivelégtelenség,
ritmuszavarok gyogyszeres terapiaja jelentésen csokkentette a halandosagot. A folyamatosan
javulo tendenciat mutatd értékeink sajnos még mindig messze elmaradnak az Eurdpai Unio
atlagat tekintve, ahol ugyanis a sziiletéskor varhato atlagos élettartam 77,9 év (2. tablazat) [2].
Annak ellenére, hogy az iszkémias szivbetegségek miatti haldlozasi arany csokkent a
legnagyobb mértékben a vezeté haldlokok koziil, tovabbra is magasan az ¢élen jar
Magyarorszagon és Eurdpaban is [3]. Bar jol tiikr6zi az intervenci6 sikerét, hogy a koszoruér
betegség és stroke miatti halalozas az elmult évtizedben csokkent, a kronikus szivelégtelenség
prevalencigja ennek kovetkeztében nagymértékben ndvekedett. A kronikus szivelégtelenség
kezelése viszont jelentds népegészségiigyi és gazdasagi terhet jelent igy az iparilag fejlett
orszagokban.
Az el6z6 gondolatsor alapjan fontosnak tartom kiemelni, hogy a cerebro- és kardiovaszkularis
megbetegedések egyik leggyakoribb befolyasolhatd kockazati tényezéje a diszlipidémia. A
diszlipidémiara jellemz6, hogy emelkedett LDL koleszterin, emelkedett triglicerid és csokkent
HDL koleszterinszinttel jar egyiitt, melyek az idé eldtti és progrediald ateroszklerozis
kialakulasanak rizikotényez6i. Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a lipid statusz
rendezésével bnmagaban is kedvezden befolyasolhatjuk az iszkémias szivbetegségek (ISZB) és
az egyéb vaszkularis betegségek okozta halalozast, mind primer és szekunder prevencio
keretében [4].



Halalozasok a gyakoribb halalokok szerint (1990-)
Ebbdl:
= = o0 KT

2 S X . &9 =R ! X g g

2 =0 > & o B oD E o ) 8L g s

O %g EET, QE% mg gg% § g,gg Eg
1990 145660 30871 14452 13739 21218 4 853 5570 2623 4133
1991 144813 31407 14569 14300 20 898 4 498 5992 2 330 3993
1992 148781 32311 14413 15161 20 680 4802 7411 2 362 4000
1993 150244 32201 14991 150953 20 396 4893 8525 1 806 3694
1994 146889 32703 14126 15855 19514 4777 8712 1719 3625
1995 145431 32941 14630 16112 19 814 4629 8589 1750 3369
1996 143130 33475 14087 17 259 20 158 4380 6 834 1427 3438
1997 139434 33458 13238 17 660 18 884 3994 6 810 1 456 3214
1998 140870 33547 13051 18391 19 205 3780 7333 1463 3247
1999 143210 33821 12416 19073 19 286 4 356 7279 1407 3328
2000 135601 33280 11312 18487 18 939 3732 6 883 1292 3269
2001 132183 33318 10948 19014 18 821 3166 6 457 1352 2979
2002 132833 33013 10215 19459 18 510 3243 6 137 1 547 2 843
2003 135823 33530 10160 21 287 18 626 3929 6 255 1457 2801
2004 132492 33502 9733 22291 17 467 3640 6 071 1426 2742
2005 135732 30615 10247 26 646 15 557 4849 5525 1269 2621
2006 131603 31283 8777 26133 14 536 4827 5482 1380 2 461
2007 132938 31686 8376 25138 14 524 5127 5603 1328 2 450
2008 130027 32111 7778 25050 13 996 4 626 5272 1081 2477
2009 130414 32536 7709 25477 14 145 4734 5080 924 2 461
2010 130456 32 460 7481 26361 14 001 4589 4622 793 2492
2011 128795 32670 7085 26145 13 369 4 843 4176 742 2422
2012 129440 33224 7018 25933 13 081 5088 3697 699 2 350
2013 126 778 32748 6519 25585 12 828 5291 3324 661 2093
2014 126 308 32748 5972 26167 12 390 5212 3440 670 1927
2015 131697 32792 6028 26979 12 500 6 266 3306 734 1870
2016 127053 32987 5744 25540 10 701 5490 3177 692 1763
1. tdbldizat: Halalozasi okok a gyakoribb haldlokok szerint Magyarorszagon (1990-2016)(KSH adatbazis,

2016)

Sziiletéskor varhato atlagos

élettartam (2001-2015)

Orszéag

| 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011

2012 | 2013 [ 2014 | 2015

Magyarorszag 68,2

Eurépai
Unio-28

Eurézéna-19

68,3 68,4
74,5 74,6
75,7 75,7

68,7

75,2
76,4

68,7 69,2

75,4 75,8
76,5 77,0

69,4

76,0
77,3

70,0

76,3
77,5

70,3

76,6
77,8

70,7 71,2

76,9
78,1

77,3
78,4

716 722 723 723

77,4 77,7
785 | 78,8

78,1 77,9
79,2 78,9

2.

tablazat. Sziiletéskor varhaté élettartam (2001-2015) Eurdopéaban és Magyarorszagon (KSH adatbazis,

2016)




Célkitiizések

Annak ellenére, hogy Allium sativum és Allium ursinum kozeli rokonsagban allnak, az utobbirol
elérhetd tudomanyos ismeretanyag joval szerényebb. Az a par in vitro illetve in vivo eredmény,
melyben 6sszemérik fizioldgias hatasaikat azonban, bizakodasra ad okot. Erdemesnek lattuk
tehat a rendelkezésiinkre bocsatott ndvényi levél liofilizatumanak hatasait komplexen vizsgalni
kiilonboz6 kardiovaszkularis megbetegedésekben:

A) Iszkémia/reperfuizios karosodast szenvedett, magas koleszterin tartalmu diétan tartott,
hiperkoleszterinémias 0j-zélandi nyil modellen (HC modell).

B) Monokrotalin indukéalta, jobb kamrai diszfunkciéval tarsulé pulmonalis artérids
hipertoniaban szenved6 Sprague Dawley patkanymodellen (PAH modell)

Mindkét vizsgalat soran célunk volt a felmeriild funkcios valtozasok molekularis szinten

torténo tisztazasa.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Hiperkoleszterinémia

2.1.1. Ateroszklerozis, mint multifaktorialis jelenség

Az ateroszklerozis egy olyan multifaktorialis betegség, mely a genetikai és kdrnyezeti faktorok
kozremitkddésével megteremtette modern kultirank egyediilalld és egyben leghatalmasabb
betegségét, valamint haldloki tényezdjét. Annak ellenére, hogy férfiakban magasabb a hajlam
rd, a rossz étkezési szokasok, dohanyzas valamint a gyakorta mentalis stresszel jaro életmod
hatasara, néknél egyre inkabb novekvo tendenciat mutat [4].

Jean Lobstein hasznalta el6szor az ,,atherosclerosis” kifejezést, 1829-ben [5], a kifejezés gorog
eredetii, melyben a ’sclerosis’ a megkeményedést, mig az ’athere’ kifejezés kasdt jelent, ezzel
tanulmanyokkal foglalkozé iskola egymastol fliggetleniil irta le a betegség folyaman
artéridkban lejatszodo cellularis immunvalaszt, igy sziiletett meg a kétféle tedria. Az egyik
oldalrél, Rudolf Virchow azt feltételezte, hogy kezdeti szerepe lehet az aorta cellularis
konglomerdtumainak, ezéltal hangsulyozva a cellularis patologia kritikus szerepét az
ateroszklerdzisban. Ezzel szemben Carl von Rokitansky kutatdsi eredményei arra utaltak, hogy
az érfal egy korai sériilése vezet mechanikai karosodashoz, ezaltal a bejuto toxinok endotelialis
diszfunkciot, majd gyulladast okoznak [6]. Két évszazaddal késébb Mayerl és munkatarsai,
Rokitansky megmaradt human mintaibol T sejt akkumulaciot fedeztett fel, kifejezetten a korai
1éziok tertiiletérdl, ezzel ravilagitva a limfocitdk eszencialis szerepére az ateroszklerozis
folyamataban [5]. Az 1970-es évekre a ,,sériilés hatasara kivaltott valasz- modell” valt
elfogadotta [7]. Ennek ellenére szamos napjainkban megjelené publikacié hangsulyozza a
kronikus gyulladasos valaszreakcié immun-komponensének jelent6ségét [8]. Azonban az, hogy
hogyan és miért karosodik egyidejiileg az endotél funkcio, a lipid metabolizmus és a lipid
retencio egyensulya, tovabbra sem tisztazott teljes mértékben.

Szamos altalanos vagy szisztémads tényezd szerepet jatszik a betegség eldérehaladtaban, mégis
elmondhatjuk, hogy rendszerint a keringés csupan bizonyos szakaszai érintettek. A 1éziok
novekedése a betegség korai fazisaban abluminalisan zajlik, a kor progresszidjaval egyidejileg
késébb viszont rendkiviil valtozatosan nyilvanulhat meg: a teljes megsziinéstl, a gyors
levalason at, a koztes nyugalmi idészakokig [9]. Az ateroszklerdzis gyakran az élet egészen
korai szakaszaban megjelenik, egyes kutatasok megallapitottdk, hogy a maternalis

hiperkoleszterinémia terhesség soran gyakran jar egyiitt zsiros plakkok kialakuldsaval a
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magzatban [10]. A zsiros plakkok el6szor az aortaban jelennek meg, majd a koronariakon, végiil
a harmadik id6szakra mar az agyi artériakat is elérhetik. Fokalis kialakulas jellemz6 a 1éziokra,
hajlamosabbak elagazddasokban kialakulni, valamint a kisebb erek gorbiileteiben és proximalis
szakaszaiban [11]. Kiilonb6z6 klinikai manifesztacioi lehetnek a betegségeknek, melyek az
érintett vaszkulatara tipusatol fiiggenek. A koronariakban kialakuld 1éziok miokardialis
iszkémidhoz vagy infarktushoz vezetnek. Ha viszont arterialis vazospazmussal jar egylitt, a
koronariakban kialakult kisebb 1ézi6 akar halalt is okozhat. Valdjaban sok esetben mar
onmagukban is akut miokardialis infarktushoz vezethetnek az érgorcsok. Hasonloképpen a
cerebralis keringésben kialakuld iszkémias karosodas hatasara stroke alakulhat ki, mely a
periférias keringés elzarddasaval jar egyiitt. A zsigeri keringésben kialakult 1éziok a belek
infarktusat idézhetik eld, mig a renalis artérias 1éziok is iszkémiat, ezaltal a vese parenchima
sejtjeinek kéarosodasat okozzdk, igy vezetve urémidhoz és végiil veseelégtelenséghez. A vese
gyakori helyszine a tromboembolia jelenségének, ugyanis a vese artériak ateroszklerotizalédasa
az egyik leggyakoribb kivaltdja a hipertenzié kialakulasanak, mely 6nmagaban is rizikofaktora
az ateroszklerozisnak. A trombusok és a hemorragia kialakulasa az ateroszklerotikus
plakkokban tovabb csokkentik az erek lumenének méretét. A tromboembolia jelensége
gyakorlatilag az instabil plakkok ruptirajanak kovetkezménye, igy okozvan akut koronaria

szindromat és instabil anginat [12].
2.1.2. Az ateroszklerotikus léziok csoportositdasa szovettani megjelenésiik alapjan

Az ateroszklerotikus 16ziokbol szdvettani megjelenésiik alapjan hat {6 csoportot
kiillonboztetink meg (1. dbra). Az 1. csoportba tartozOk aterogén lipoproteineket és
infiltralodott mononuklearis leukocitakat tartalmaznak. Az intiman olyan adaptiv valtozasok
figyelhetdek meg, mint annak megvastagodésa. Ez a tipus a legtobb emberben mar sziiletéskor
megfigyelhetd. A II. csoportnal mar a makrofagok és habossejtek, a simaizomsejtekkel (SMC)
egylitt képeznek réteget, mely beszivarog a médiabol az intimaba, ez az elvaltozas egyediilallo
jellemzdje a betegségnek, itt a teljes 1éziokat mar fatty streak-nek nevezziik. A III. csoport
tulajdonképpen egy atmenet a Il és IV. tipus kozott, melyben mar durva lipid granulumok ¢és
partikulumok vannak szétszorodva, megakadalyozva ezzel a simaizomsejt integritasat. a IV.
tipus valdjaban a tipikus ateréma, mely hatalmas extracellularis lipid maggal és abluminalisan
novekvo ateroszklerotikus 1ézidval rendelkezik. Az V. tipus a nagy extracelluléris lipid magon
kiviil egy fejlodo fibrotikus tokkal is rendelkezik. Itt mar jelentds kollagén és SMC novekedés
figyelhetd meg. Az V. tipust tovabbi két, Vb és Vc altipusra kiilonitjiik, ahol az Ve altipusban

tobb rostos kotdszovet, kevesebb lipid talalhato, kalcium viszont egyaltalan nem. A VI. tipusu



1éz16k ruptaralt ateroszklerotikus plakkok, melyeket fisszirdk és hematomak kialakuldsa kovet
az arteridlis lumenben. Amint a trombogén lipid mag kapcsolatba keriil a vérarammal,

trombozist, valamint vérlemezke aggregaciot valt ki [13].

Fibroateroma Bonyolult 18zi6

1. dbra: Ateroszklerotikus 1éziok szovettani osztalyozasa (adaptalt forras:[14])
2.1.3. Lipid metabolizmus szerepe ateroszklerozisban

Trigliceridek, koleszterin és lipoproteinek érintettek a koszoruér-betegségekben, kifejezetten az
ateroszklerozisban [13, 15]. Mar 1987-ben a csokkent koncentraciéju magas siirliségii
lipoprotein (high density lipoprotein, HDL) és a megndvekedett triglicerid mennyiséget tették
felelossé az ateroszklerotikus 1ézidok kialakulasaért [16]. A Nemzeti Koleszterin Oktatasi
Program (National Cholesterol Education Program, NCEP) ajanlasa az 1 mmol/L alatti HDL
plazma koncentracié betegeket sorolja a koszortér beteg rizikd csoportba. Az Egyesiilt
Kiralysagban egy nagy, két vizsgald helyen végzett, Collaborative Heart Disease nevii cohort
tanulmanyban megallapitottak, hogy a triglicerid koncentracio meghatarozasaval nagyobb
valoszintiséggel lehet megjosolni a koszoruér-betegségeket [17]. Mindkét vizsgalat soran,

egymastol fliggetleniil, azt az eredményt kaptak, hogy a 2,25 mmol/L-es triglicerid

koncentracio ¢és az Ot feletti LDL/HDL arany Otszorosére novelte a nem kivant
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kardiovaszkularis események kockazatat, kiilondsen metabolikus szindrémdban és inzulin
rezisztenciaban szenvedo betegeknél.

Ahogy kordbban emlitettiik, a HDL-nek kulcsfontossagli szerep jut az ateroszklerdzis
patogenezisében, ugyanis koztudottan reverz transzport funkciot végez az LDL-lel szemben.
Protektiv szerepe a sejtfelszini HDL receptorok altal medialt, mely 0j Utvonalat kinal az
ateroszklerdzis indukalta kardiovaszkularis megbetegedések kezelése terén. A CD36 fehérje
szupercsalad tagja, az SR-B1, egy jol definidlt HDL felszini receptor, mely szelektiv HDL
koleszterin felvételt kozvetit. Kisérleti eredmények azt sugalljak, hogy az SR-B1 gén transzfer
a plazma HDL szintjének emelésével képes megvaltoztatni az aterogén folyamatot. A HDL
azaltal is képes ellenstlyozni az LDL proaterogén aktivitasat, hogy az arterialis intima
teriiletér6l mobilizalja a koleszterin molekulat a majhoz, segitve annak az epén keresztiili
iiriilését. Egyes tanulmanyok a HDL-t, mint az oxidalt LDL akceptor, transzporter és inaktivald
,»ugynokként” is értelmezik. Tovabbi ,,nem-lipid” eredetii funkciokkal rendelkezik: a) gatolja a
proliferalé folyamatait; ¢) megdrzi az endotél-fliggd aktivitast; d) megel6zi a trombodzist [18].
Ujabb tanulmanyok a plazma koleszterin-észter fehérje fontossagat is hangsulyozzak a
lipoproteinek metabolizmusa kapcsan. A koleszterin-észter fehérje egy 70,000-74,000 dalton
molekula méretli, hidrofob glikoprotein, mely szamos szervben, tobbek kozott a szivben is
szintetizalodik, funkciojat tekintve fokozza a monocitak differencialodasat makrofagokka.
Alapvetden elmondhatjuk rola, hogy egy jelentds szereppel bird fehérje a koleszterin reverz
méretét szabalyozza. A familiaris hipoalfa-lipoproteinémiaval diagnosztizalt betegeknél is
koleszteril-észter transzfer fehérje hianyt allapitottak meg [19].

A lipoprotein lipaz és a mdj lipaz enzimjei a neutralis lipdzok csaladjaba tartozé enzimek,
melyek szintén jelentds szereppel birnak a lipoprotein metabolizmusa soran. Az
intravaszkularis lipoprotein lipaz enzim az endotélsejtbe agyazva talalhatd, szivizomban és
vazizomban szintetizdlodik foként, mely szovetek a zsirszovetben taldlhatd zsirsavakat
hasznositjak energiatermelés szempontjabol. A lipoprotein lipaz tehat lipidek hidrolizisét
katalizalja kiilonbozd tipust lipoproteinekben, mint a kilomikronokban és nagyon alacsony
denzitasu lipoproteinekben (very low density lipoprotein, VLDL), kisebb méretli remnantokka
alakitva azokat, melyek gyorsan eliminalodnak a vérarambol [20]. Masrészrol, a maj lipaz,
mely a majsejtekben szintetizalodik €s valasztodik ki, befolyasolja a HDL metabolizmusat.
Mivel a maj lipaz szubsztratjai a trigliceridben gazdag partikulumok, igy a B-VLDL

felhalmozodasa is a maj lipaz hianyéra vezethet vissza. Igy elmondhatjuk, hogy az emlitett két
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lipdz hianyanak nagyfoku jelent0sége van az ateroszklerdzis kialakulasaban. Kutatdsok
bizonyitjak, hogy terapidsan modositott maj lipaz szint, novelte az LDL denzitasat, igy
kedvezden befolyasolta a koszoruér-betegségek progressziojat [21]. A posztprandialis lipémia
szintén jol korrelal a koszortaér-betegségek progresszidjaval, a taplalkozas altal bevitt magas
triglicerid koncentracié miatt. Egy tanulmanyban fokozott mennyiségii aterogén kilomikron és
zsirdus taplalkozast kovetden, mely a VII. koaguldns faktor aktivalasa révén fokozta a
trombozis kockazatat [22]. Az erck falaban az ateroszklerotikus 1éziok kialakulasanak kezdeti
szakaszaban kulcsfontossagi szereppel bir az oxidacid kovetkeztében visszamaradt LDL
koleszterin. Az oxidalt LDL elésegiti a monocitak és limfocitak toborzasat, illetve retencidjat
(valamint makrofagokka torténd differencialodasat), tovabba fokozza a kiilonb6z6 ndvekedési
faktorok és citokinek termelését [23]. Az LDL oxidacidjanak hatasara az apolipoproteinek, a
koleszterin, a foszfolipidekkel észterifikalodott vagy koleszterin-észterként megtalalhato
telitetlen zsirsavak gyakran modosulnak. Az ugynevezett lipid peroxidok béta-hasitdsanak
koszonhetden olyan aldehid végtermékek képzddnek, mint példaul a malondialdehid (MDA)
vagy a-hidoxil- 2,3- nonenal és 4-hidroxil-2,3-alkenal. Ezek a lipid metabolitok aktivak
lehetnek biologiailag, akar citotoxikus és mutagén hatédssal is rendelkezhetnek. Az emlitett
aldehidek kozul talan a metastabil MDA medialt oxidativ stressz fokozo, karositd hatasai a
legismertebbek molekuléris szinten. Human aorta szubendotelidlis terében is kimutattdk a
jelenlétét [24]. Tehat az MDA, mint a tobbszordsen telitetlen zsirsavak peroxidaciojabol
szarmazo szekunder produktum szintje tdjékoztatast ad az oxidativ stressz mértékérél. Ma mar
ez a vizsgalat rutinszerien végezhetd ¢és diagnosztikai értékli iszkémias, illetve
ateroszklerotikus megbetegedések esetén egyarant [25, 26]. Az emlitett oxidalt LDL nem
csupan a karos aldehid metabolitok, hanem a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) képzddését is
nagymértékben fokozza. A leggyakoribb szabadgyokoknek szamitd reaktiv oxigén
intermedierek tobbsége a mitokondridlis 1égzési lanc egyes 1épéseiben keletkezik. A 1égzési
lanc soran az oxigén szamos egy elektronos redukcion megy at a mitokondrialis
elektrontranszport lanc 1V-es komplexe, a citokrom c oxidaz (COX) altal. A COX-nak, azaz a
termindlis oxidacié egyik legfontosabb antioxidans komplexének kapacitas-csokkenése
fokozza az elektron kiszivargasat az elektrontranszport-lancban, ahol igy - molekularis oxigén
jelenléte mellett - ROS sokasaga képzddik. Sajat kutatocsoportunk is beszamolt egy korabbi
kozleményében az ateroszkler6zis kovetkeztében kialakult COX funkcioromlasrol [27]. E
folyamat soran képzédnek az emlitett szarmazékok, melyek koziil elséként emlitendd a

szuperoxid-anion gyok ("O27)[28]. A szuperoxid anion gyok meglehetdsen magas oxidativ
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potenciallal rendelkezik (standard oxigén/szuperoxid par redox potencialja -0,137 V), konnyen
kijuthat a rendszerbél, oxidativ stresszt, sejthalalt okozva [29]. Elettani kériilmények kozott a
védekezd rendszer {6 tagjai, a katalaz (CAT), a glutation-peroxiddz (GSH-Px) és a szuperoxid-
diszmutaz (SOD) eliminaljak a szabadgyokoket. A SOD hidrogén-peroxidda alakitja az "O2™-t,
ezaltal eliminalva a rendszerbdl, a glutation-peroxidaz és Katalaz enzimek pedig artalmatlan
H20-t és Oz-t termelnek beldle [30](2. abra).

A korabban emlitett monocitaknak is, az ateroszkler6zis minden fazisaban tetten érhetd szerepe
van. Kiemelt jelentéségii az ateroszklerozis kezdeti szakaszanak vélt endotél diszfunkcio soran.
Az endotél sériilése sokak szerint mechanikai eredetli, melyet nagy valoszinliséggel az
érsziikiilet kovetkeztében kialakult megvaltozott aramlasi viszonyok okoznak [31]. Az endotél
diszfunkcioként emlegetett gyulladasos reakcio pedig maga a valasz a sériilésre. Az endotelialis
sejtek olyan feliiletaktiv adhéziés molekuldkat kezdenek el termelni, mint a vaszkularis
sejtadhézios molekula (VCAM-1), mely a monocitakat és T-limfocitakat képes megkotni. A
vérlemezke-endotél adhéziés molekula), 0Osszehangoltan mikodnek a kemotaktikus
anyagokkal, amelyeket az endotél és a monocitdk termelnek, ¢és amelyek mintegy
,becsalogatjak” a monocitakat és a T-sejteket az artériaba [32]. Eppen ezért itt érdemes
megjegyezni, hogy tobb kutatas is szoros Osszefliggést talalt az endotél diszfunkcid és a magas
C-reaktiv fehérjének (CRP) szintje kozott [33, 34]. A CRP az egyik legérzékenyebb és
legspecifikusabb pozitiv akut fazis fehérje. Szintje emelkedett gyulladdsos megbetegedések,
infekciok, szovetkarosodas és nekrozis, tovabba malignus megbetegedések soran. Akut
miokardialis infarktus esetében a 24-48. 6raban emelkedik meg, és magas szintje 1-2 héten
keresztiil is fent allhat. Permanens emelkedése egyértelmiien szovetkarosodasra utal, mely
eredmény diagnosztikai, de nem differencidl diagnosztikai értékli ateroszklerdzis
megallapitasanal, tehat a kiegészitd vizsgalatok elengedhetetlenek [35]. Ennek ellenére muszaj
megjegyezni, hogy a CRP a kardiovaszkularis rizikot becsld Reynold score-ba keriilését

kovetden szignifikdnsan javitotta a tradicionalis rizikofaktorokon alapuld kockazatbecslést.
2.1.4. A hemoxigendz 1 (HO-1) szerepe az ateroszklerozisban

A HO-1 fokozott expresszidja figyelheté meg az endotélben, az ateroszkler6zis korai

szakaszaban [36], mely valosziniileg egy fajta sejtszintii valasz a lipidperoxidaciods termékek

megjelenésére. Szdmos kisérleti eredmény taglalja az oxidalt LDL citotoxikus hatasaval

szembeni HO-1 nytjtotta védelem kialakulasat ateroszklerotikus koriillmények kozott [37]. Egy

japan kutato csoport HO-1 deficiens betegeit vizsgalva tapasztalta, hogy HO-1 hianyaban az
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endotél sejtek sokkal érzékenyebben reagalnak az oxidativ stresszre [38]. Ezek alapjan
kijelenthetjiik a HO-1 enzimr6l, hogy az olyan pleiotrop hatasai mellett, mint az angiogenezis-
¢és sejtproliferacio-indukald, antiapoptotikus és antioxidans hatas, gyulladascsokkentd
aktivitassal is bir. Mig az antioxidans tulajdonsag a biliverdin/bilirubin képzddésének tudhato
be, addig a gyulladascsokkentésért a szén-monoxid képzoédése a felelés [39]. Mindkét
metabolit, ekvimolaris mennyiségii vassal egyiitt a HO-1 altal katalizalt Hem degradacidjakor
képzodik. A vas tobbnyire az ujabb Hem szintézisében hasznalodik fel, a biliverdin a biliverdin-
reduktaz enzim altal bilirubinna alakul, mig a maradék szén-monoxid a keringé hemoglobinhoz
kotodik és a 1égzéssel tavozik a szervezetbdl. Fiziologiasan a hemoxigenazok legfontosabb
feladata az eloregedett vorosvértestekbdl szarmazo Hem reciklizacioja [40]. Bizonyitott tény,
hogy a HO-1 aktivaciodja és az altala megemelkedett szoveti szén-monoxid szamos gyulladasos
mediator - mint a TNF-o, IL-6, IL-1p - szintjét csokkenti, valamint noveli az
antiinflammatorikus hatasta IL-10 expresszidjat [41]. A HO-1 gyulladascsokkentd hatasat
tamasztjak ala tovabbi kutatasok, melyekben kimutattak, hogy a kobalt-protoporfirin X (CoPP)
indukalta megnovekedett HO-1 expresszio csokkentette a T-sejt differencidlodést, valamint
csokkentette a VCAM és ICAM sejtadhézios molekulék elvalasztasat [42-44]. Osszességében
tehat elmondhatjuk, hogy a jol szabalyozott enzimmiikddés, a megfelelé mennyiségii HO-1,
bilirubin és szén-monoxid rendkiviil kedvez6 hatasu lehet iszkémia vagy akar ateroszkler6zis
altal karositott szovetek tilélésében, kardiovaszkularis korképekben [45]. Ezaltal vitathatatlan,
hogy HO-1 enzim indukcidjat kivalto terapia értékes Osszetevdje lehet a kardiovaszkularis
rendkiviil kutatott teriiletnek szamit. Egyre tobb természetes eredetii jelolt HO-1 indukald
tulajdonsagara deriil fény. A teljesség igénye nélkiil megemlitve parat, ilyen példaul a zold tea
(Camellia sinensis), a fekete afonya (Vaccinum myrtillus), a meggy (Prunus cerasus) és a
borsz616 (Vitis vinifera). Tulajdonképpen a flavonoidokrél, illetve a flavonoidokban gazdag
novények tobbségérdl gyakran megallapitott tény, hogy fokozzdk a HO-1 enzim expresszidjat
[46, 47]. Erdemes megemliteni a HO-1 és az endotél diszfunkcidja kapcsan, hogy a gyulladasos
vélaszreakcié soran kés6bb az endotél sejtekbdl és a makrofagokbol vaszkularis endotelialis
novekedési faktor (VEGF) is expresszalodik, mely segiti a makrofagok miikodését, ezaltal
fokozva a gyulladasos folyamatot [48]. A VEGF gyakran a sejtek hipoxidjat kovetden is
felszabadul, tirozin kindz receptorhoz kotve angiogenezist indukal [49]. Akut miokardialis
infarktus (AMI) utan is megfigyelheté ez a neovaszkularizacio iszkémids szivizomszdveten

[50]. Tudomanyos publikaciok bizonyitjak, hogy a HO-1 altal termelt szén-monoxidnak
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jelentés szerepe van a VEGF indukalta angiogenezisben, ezaltal a neovaszkularizacid
kovetkeztében 1étrejovo szoveti talélésben [51, 52] (2. dbra).

j‘ v I/Z
SOD-1 GSH-Px

02—>H02—> H,0

.. \
2 mitokon, dmm/{:__ CAT
CITAK MIGRACIOJA AZ INTIMABA ARTERIA e .

MONO
rkom C
e | (I = LUMEN an H.0,0,
= \. ) AM-1 ~ ' Makrofigok
@ —| LA - ENDOTEL puszulisa /@
N+ Monocitak APOPTOZIS o
\Q 4 A makrofigokka ) e ? ~< bilirubin

]

Ileme

S Cox%2 //
“Bel-2

angiogenezis ——__ SMCKk
\'I-ZGF(;l —C_D_________——— proliferaciéja

migraciéja

/ alakulasa » Habossejtek i Apoptotikus X

antitestek

(6¢)

<
VCAM 1 (8 oy -
l’./ Q\\\ {( ‘l . /‘j {  szoveti faktor
@ CCR2 . X, L Q 4 /éj s
Intima G g Scave"ge ( S cr;om_\jz;
i receptor ’{X \ & (INF-)

oxLDL METALLOPROTEINAZOK

AV A MaklofagokLDL felvétele oo
MEDIA - . .

2. dbra: A HO-1 hatasa az ateroszkler6zis patogenezisére (adaptalt forras: [31])

2.2. Pulmonalis artérids hipertonia
2.2.1. A PAH epidemiologidja, osztalyozadsa

Primer pulmonalis hipertoniardl azokban az allapotokban beszélhetiink, amikor a sziv
katéterezése soran mért pulmonalis artérias k6zépnyomas (MPAP) meghaladja a 25 Hgmm-t,
mikdzben a pulmonalis artérias éknyomas (PCWP) normalis (PCWP < 15 Hgmm) [53]. Utobbi
kitétel azért fontos, mert magas PCWP esetén mas morbus all a diagnosztikai eredmény
hatterében.

A PAH egy sajatos vaszkulopatiaval jaro, koros és progressziv betegség entitast jeldl. Onalld
1étszerliségét példazza, hogy a pulmonalis hipertonidkat (PH) érintd, jelenleg is érvényben 1évé,
egészségﬁgyi vilagszervezet (World Health Organization WHO) altal készitett klinikai
meg, 6nallé csoportot képvisel. A tovabbi négy csoport a bal szivfél rendellenesség okozta PH,
tiidobetegség és/vagy hipoxia okozta PH;, kronikus tromboembolias PH valamint a tisztdzatlan
es multifaktorialis eredetii PH. Megjegyzendd, hogy a PAH-nak van idiopatids, 6rokolheto,
toxin vagy gyogyszer indukalta, tovabba egyéb kockazati tényezokhoz kothetd formaja is, de
alapvetden mindegyikre hasonld patologia, hemodinamikai véaltozasok, klinikai
manifesztaciok, ezaltal gyakorlatilag azonos terapias modok jellemzdek, ezaltal indokolt az
azonos csoportba torténd besorolasuk. Az aktualis klasszifikaciot, mely a 2013-as 5th World
Symposium on PH kongresszuson keriilt bemutatasra, nem csak a klinikum hasznalja, hanem
az amerikai és europai gyogyszerhatosag (FDA és EMA) is, a pulmonalis hipertoniak

kezelésére elfogadott 0j gyogyszerjeloltek indikacios teriiletei kapcsan [54].
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A PAH Kklasszifikacioja az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO)

szerint;

1. Pulmonalis artérias hipertonia (PAH)

1.1. Idiopatias PAH (IPAH)
1.2. Ordkolhetd PAH (Heritable Pulmonary arterial Hypertension, HPAH)
a) BMPR2 mutécié
b) ALK-1, ENG, SMAD9, KCNK3 mutacio
c) Ismeretlen eredetii mutacio
1.3. Gyogyszer és toxin indukalta PAH
1.4. Mas betegséghez asszocialt PAH (APAH)
a) Kotészoveti betegség (Connective-tissue disease, CTD)
b) HIV fert6zés
c) Portalis hipertonia
d) Kongenitalis vitium

e) Schistosomiasis

1’. Pulmonalis venookluziv betegség ¢s/vagy pulmonalis kapillaris hemangiomatozis

1. Ujsziilsttek perzisztens pulmonalis hipertoniaja

2.

Pulmonalis hipertonia bal szivfél elégtelenség kdvetkeztében

a) Szisztolés diszfunkciod

b) Diasztolés diszfunkcid

c) Billentyli elégtelenség

d) Kongenitalis/ szerzett bal kamrai bedramlasi/ kidramlas obstrukcio és kardiomiopatia
Pulmonalis hipertonia tiidébetegség és/vagy hipoxia miatt

a) Kronikus obstruktiv tiidobetegség

b) Intersticialis tiid6betegség

c) Egyéb tiidébetegségek kevert restriktiv és obstruktiv képpel
d) Alvasi apnoe

e) Alveolaris hipoventillacioval jaré megbetegedések

f) Kronikus magassagi betegség

g) Fejlodési rendellenességek

4. Kronikus tromboembolids pulmonalis hipertonia

PH tisztazatlan és/vagy multifaktorialis mechanizmussal

a) Hematologiai betegségek: myeloproliferativ betegségek, splenectomia

b) Szisztémas betegségek: szarkoidozis, pulmonalis Langerhans sejt hisztiocitozis,
lymphangioleiomyomat6zis, neurofibromatdzis, vaszkulitisz

C) Metabolikus betegségek: Gaucher-kor, glikogéntarolasi betegségek, pajzsmirigy
betegségek
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d) Egyéb: tumoros obstrukcid, fibrotizald mediasztinitisz, Dializis kezelést igényl6
kronikus veseelégtelenség

A pulmonalis artérias hipertonia egy ritka, viszont malignus jellegii betegség, mely a mai napig
gyogyithatatlan. Kialakuldsa gyakran észrevehetetlen, igy az elsé diagnoéziskor a beteg mar
rendkiviil elérehaladott allapotban lehet. A tiinetek megjelenésétdl a diagnozis felallitasaig
eltelt id6 az elmult kb. 15 évben szinte semmit sem valtozott, altalaban meghaladhatja az egy
évet is [55]. Mivel a betegség epidemioldgiaja csak részben feltart, igy szegényes a
rendelkezésiinkre alloé prospektiv vizsgalatok tdra, a legtobb adat orszagos regiszterekbdl
szarmazik. Bar a fejlett ipari orszdgokban a betegség ritkanak mondhatd, az utdébbi években
novekedni latszik a felismert esetek szdma. Franciaorszagban a PAH prevalencigjat 15
beteg/millié fére becsiilték, ezen belill az IPAH esetek szama 5,9/milli6 {6 [56]. Az Egyesiilt
Kiralysdgban és [rorszagban 6,6/milli6 volt a becsiilt HPAH+IPAH eléfordulas a 21. szdzad
elején [57]. Az elmult évtizedben publikalt magyar adatok szerint a betegség incidenciaja 1-
2/milli6 lakos/év [58]. A feldolgozott tanulmanyok alapjan megallapithatjuk, hogy a betegek
atlagéletkora 50-53, enyhe néi dominancidval, valamint az 5 éven beliili mortalitasi rata 40-43
%-0s. A diagnozis felallitdsa utani varhato élettartam terapia nélkiil nagyjabol 2,8 évre
becsiilheté [59]. A National Institutes of Health Registry adatai szerint francia és amerikai
regiszterek alapjan az 1980-ban megallapitott 48 %-os tlélési arany ma 67 %-ra emelkedett,
valamint a sok 0j forgalomba keriilt gyogyszernek [60, 61].
A helyzet kifejezetten rosszabb azokban a fejlddé orszdgokban, ahol gyakori a HIV- és
Schistosoma-fertdzés — mint potencialis PAH asszocialt betegségek - eldfordulasa. Legfrissebb
adatok alapjan a vilag 36,7 milli6 schistosomiasis fert6zottjébol 25,5 millié él Afrika szub-
valtozatlanul 0,5 % kortilire tehet [62, 63].
A schistosomiasis nemcsak a PAH betegségek legnépesebb alcsoportja, hanem a tobb mint 200
millios fertézott populacionak kdszonhetben, a vilag harmadik leggyakoribb parazita-infekcioja

[64]. Az érintett betegek jelent6s szama, valamint azok magas 5 éven beliili mortalitasa miatt

crer

2.2.2. A PAH patofiziologidja, diagnosztikaja

A PAH-ra jellemz6 a pulmonalis artéridk progressziven ndvekvd érellenalasa. Mivel a
pulmonalis artérias k6zépnyomas aranyos a perctérfogat (cardiac output, CO) és a pulmonalis

érellenalas szorzataval, igy a vaszkularis rezisztencia (PVR) progressziv PAH-hoz vezet. A
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PVR novekedése jobb kamra tulterheléséhez vezet, mivel a jobb kamra térfogata nagyobb, am
izomtomege csekélyebb a bal kamraéhoz képest, joval érzékenyebb a fokozott
nyomasterhelésre. Ez azt jelenti, hogy joval korabban megjelennek a jobb kamraban a PAH
indukalta adaptacids folyamatok, a Frank-Starling mechanizmus, valamint a kamrai izom
hipertr6fidgja, mint a balban [65]. A szivizom hipertréfia kezdetben fokozza a kamrai
kontraktilitast, &m a perzisztensen magas nyomas, a jobb karmai végdiasztolés €és végszisztolés
nyomast, valamint a kamrai térfogatot is fokozza. Trikuszpidalis regurgitacio alakul ki az
annulus dilataci6 és a chordae tendinae fesziilése miatt, mely a pitvar tagulatat, a jobb karma
volumenterhelését és a CO csokkenését eredményezi [66]. A jobb kamra progressziv
hipertrofiaja elébb diasztolés majd szisztolés elégtelenséghez vezet. A hipertrofiara jellemzo,
hogy a szivizomsejtek ndvekedését a kapillaris vaszkulatura fejlodése képtelen kovetni, tehat
képtelen kiszolgalni a kamra megndvekedett oxigén igényét, igy iszkémids karosodas 1ép fel.
A megnovekedett pulmonalis artérias k6zép nyomas (mPAP) és a jobb kamra nyomasterhelése
hatasara csokken a bal kamra-aorta nyomasgradiense, igy az artéria koronaria dextra-n
keresztiili szisztolés, majd diasztolés aramlas is csokken, igy fokozva az iszkémias karosodast.
A maladaptaci6 végiil fokozodo szoveti elhalast eredményez, mely dekompenzalt jobbszivtél-
elégtelenséghez (cor pulmonale) vezet [67]. Mivel abnormalis mértékben csokken a
jobbszivfeél-elégtelenseég hatasara a bal kamra volumenterhelése, bal kamrai csokkent CO-t idéz
elé. A felborult jobb illetve bal kamrai nyomasgradiens, az interventrikularis szeptum-ot (IVS)
szisztoléban ellapitja, diasztoléban beboltositja a bal kamra irdnyaba, igy csokkentve a bal
kamra diasztolés térfogatat [68]. Ez a jelenség jol lathat6 a sziv 2D rovid tengely(i, papillaris
izom magassagaban készitett echokardiografias felvételérdl: a jobb kamra klasszikus félhold
alakja elttinik, forditott ,,D”-t, a bal kamrabol viszont egy normal ,,D”-betlit formalva [69]. A
folyamat eredményeképpen szisztémias hipoxia 1ép fel, mely circulus vitiosusként tovabb
gylirizve, komolyabb szivelégtelenségen at korai halalhoz vezet.

Ahogy korabban emlitettiik, a betegség kezdetben tlinetszegény, nincs korai patogndmikus jele
a PAH-nak, a jelentkez6 tiinetek mar a progressziv jobb szivfél-elégtelenség kovetkezményei.
A diszpno¢ az elsdként érzékelheto tiinet, mely kezdetben csak fizikai aktivitasra, késobb mar
nyugalomban is fellép. A betegség eldrehaladasaval fokozatosan mutatkoznak meg a
jobbszivfél-elégtelenség olyan jelei, mint a tadg juguladris véndk, hepatojuguldris reflux,
hepatomegalia, ascites és végtagddéma. A csokkent keringési perctérfogat hatdsara kiszélesedd
arterio-venosus oxigénkoncentracio-kiilonbség késoi jele mar a ciandzis [70].

A PAH diagnosztikdja egy multidiszciplindris csapat egyiittmiikodését igényld feladat, mely

kizarasos elven miikodik. Kiilonosen fontos a PAH-o0s betegek csaladtagjainak szisztematikus
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vizsgalata a familiaris halmozodas miatt, valamint példaul az olyan magasabb rizikocsoportba
tartozo betegeké, akik scleroderma spectrumba tartozo korképben szenvednek [71-73].

PAH diagnosztikajara hasznalt legbiztosabb eljaras a klinikumban a jobbszivfél invaziv
katéterezése, mellyel a pulmonalis artéridk szisztolés, diasztolés és kdzépnyomasa mellett a
pitvari és kamrai nyomas is mérhet6, melyb6l a CO, PVR és a tiid6 kapillaris éknyomas
(PCWP) kalkulalhato. A mddszer relevancidjat, illetve megbizhatdsagat tdmasztja ala, hogy a
betegek mortalitdsa jol korreldl a moddszerrel mérhetdé hemodinamikai paraméterekkel,
els6sorban a jobb pitvari nyomassal, a CO-tal és mPAP-sal. A modszer elénye, hogy a
katéterezés soran pulmonalis angiografia is végezhetd, hatranya, hogy invazivitisa minden
esetben kockazati tényez6 [74].

Természetesen még szamos hasznos diagnosztikus képalkotd (tiidécisztografia, high-res CT és
mellkas rontgen, transztorakalis echokardiografia (TTE)), valamint funkcionélis (terheléses
EKG ¢és 1égzésfunkcio) eszkoz all rendelkezésiinkre a diagndzis felallitdsaban. Az asszocialt
korképek felderitésében rendkiviil hasznos a kardidlis MRI, mely egyarant szamit képalkoto,
illetve funkcionalis eszkoznek, tovabba elvitathatatlan értékiiek a vérvizsgalatok (antitestek és
vérgaz analizis) eredményei is [75]. A TTE eldnye a katéterezéssel szemben, hogy noninvaziv,
igy biztonsagos, ezért széles korben elterjedt eljards. Az echokardiografia (M-mdd, 2D és
Doppler) a strukturalis és funkcionalis kardialis statusz megitélésében nélkiilozhetetlen. A
vizsgalat informaciét nyQjt a sziv méretérdl, a sziviiregek tagassagarol, a kamrafal
vastagsagarol, a szivbillentytlik allapotardl, tovabba a perikardialis tér, pitvari és kamrai sovény,
nagyerek (aorta, vena cava inferior, pulmonalis kiaramlasi palya) anatomiai jellemz6ir6l (3.
dbra). Ezaltal lehetové teszi szamos, a PAH-hoz hasonlo tiinetekkel jar6 patologias allapotok,
mint a kardiomiopatiak, bal kamra diszfunkcio, billentyli rendellenességek kizarasat, illetve
informalhat esetleges szivfejlodési zavarokrol [76]. A jobb karma vizsgalatat (kifejezetten
experimentalis koriilmények tekintetében) neheziti a kamra vékony és trabekuldlt fala,
retroszternalis helyzete, valamint frontalis sikban félhold alaku struktaraja, tehat elmondhatjuk,
hogy a jobb szivfél allapotanak felmérése TTE eljaras segitségével nagyfoku gyakorlatot
igényel. Ennek ellenére az elmult évtizedekben, kiilonbzd predikcids értékkel ugyan, de egyes
TTE segitségével meghatarozott paraméterek képesek a jobb szivfél szisztolés és diasztolés
funkcidjanak kvantitativ elemzésére. Ilyen példaul a trikuszpidalis annuluson végzett vizsgalat
(tricuspidal annular plane systolic excursion, TAPSE), a frakcionalt teriilet valtozas (fractional
area change, FAC), valamint a jobb kamra méretét és funkciojat meghatarozo Tei index [77].
A PAH echokardiografids vizsgalataval kapcsolatban muszd] megjegyezniink, hogy a

pulmonalis keringés allapotarol kapott eredmények kettds indirekt kovetkeztetésen alapulnak.
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Gyakori jelenség, hogy bar a szdmitott jobb kamrai szisztolés nyomas jo korrelaciot mutat az
invaziv mdédon mért nyomas értékkel, kifejezetten normalis nyomasérték tartomanyokban,
azonban egyénenként nagy eltérést mutathat, valamint koéros esetekben jelentdsen romlik a
korrelacidé mértéke, igy alpozitiv és alnegativ eredményekre egyarant szamithatunk [71, 78].

Osszességében azért elmondhatjuk, hogy a szivultrahang potolhatatlan a PAH
diagnosztikdjaban, valamint a betegség terapidjanak nyomon kdvetésében. Ennek megfelelden
a laboratoriumi allatokon végzett kisérletekben is egyre gyakrabban alkalmazott metodus. Az
sem elhanyagolhaté tény, hogy egy in vivo, non-invaziv, valamint rutinszeriien végrehajthato,

am kelld szakképesitést igényld eljarasrol beszéliink, mely teljes mértékben tamogatja az

allatkisérletek etikai elveit [79].

3. dbra: Reprezentativ képek kisallat szivultrahangrél. A) apikalis haromiiregi metszet, Doppler-méd, mitralis E
és A bearamlasi cstcshullamok (patkany); B) Paraszternalis hossztengelyi metszet (parasternal long axis,PLAX)
M-mod felvétel, bal kamra (patkany); C) apikalis négyiiregii metszet, M-méod, TAPSE (patkany); D) apikalis
haromiiregii metszet, Doppler-mod, mitralis E és A bearamlasi csucshullamok (nyul); E) PLAX M-mod felvétel,
bal kamra (nyul); F) apikalis négyliregli metszet, M-mo6d, TAPSE (nyal). (Forras: sajat felvétel, Vivid E9

echokardiograf késziilék hasznalataval).
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2.2.3. A PAH szovettana

A PAH betegektdl vett mintak tipikus hisztologiai elvaltozasai a kovetkezdek:

A)

B)

C)

D)

Tunica media hipertréfia: Gyakori minden egyéb pulmonalis hiperténidban, beleértve a
PAH alcsoportjait is. El6fordulhat intima 1éziokkal tarsulva vagy Onalléan. A media
megvastagodasat a SMC térfogat novekedése, hipertréfidja, fokozott proliferacidja,
valamint hiperplazidja okozza. Az artéridk muszkularizalédasanak hatterében pedig a
pericitak SMC-¢ torténd atalakulasa, szaporodasa all. Gyakran tarsul a tunica adventitia
megvastagodasaval is, mely oka a fibroblasztok osztédasa és fokozott extracellularis
matrix (ECM) termelése. Amennyiben a media megvastagodas izolaltan észlelhet6, az
a betegség egy korai fazisara enged kovetkeztetni, melyet ,,visszafordithato
stadiumnak” tartanak (4. dbra/A).

Nem-laminaris intima 1ézidk: A tunica intima fibrotikus megvastagodasa szintén
gyakori jelenség PAH sordn, mely érintheti az artéria lumenét koncentrikusan és
excentrikusan egyarant. Ennek a fibrotikus megvastagodasnak a hatterében az ide
vandorl6 fibroblasztok és miofibroblasztok proliferacioja, illetve a fokozott kollagén
termelés all. Az excentrikus 1éziok gyakran bizarr, tobb csatornés, nagy kiterjedésii
fibrotikus 1ézidkat hoznak létre, az intimaba beépiil6 in situ trombotizacié utan (4.
abra/A).

Laminaris intima 1éziok: Rendkiviil jellemzd szovettani jelensége lehet a PAH-nak,
mely morfoldgiailag szembet(ing intimalis megvastagodast és fibrozist mutat, tipikusan
a 100-200 um-es atmérdji artéridkon. Az angolszéasz szakirodalom hasznalja talaloéan
az ,,onion-skin” elnevezést, ugyanis szovettani képe alapjan, a koncentrikus laminaként
egymasra €pild fibrotikus rétegek sokasaganak koszonhetden, valoban hasonlit egy
félbevagott hagymara. IPAH-ban és kotészoveti betegségekhez tarsulo PAH-ban tipikus
az ,,onion-skin” 1éziok jelensége (4. abra/D).

Komplex 1€ziok: A plexiform, dilatacids és az arteritis 1€zi0k egyarant ebbe a csoportba
tartoznak, bar a legjellegzetesebbek és leglatvanyosabbak a plexiform tipusuak (4.
abra/G-H). A kifejezett endotél proliferacio kovetkeztében 1étrejott, sinusoid jellegii
kapillaris fonat, mely a kis artéridk lumenét obstrudlja, SMC-bdl és kollagénbdl allo
matrixba van bedgyazva. A plexiform 1éziok onalldan is megtalalhatdak, valamint a
mogottiik 1évo érszakaszbol kifejlodhet dilatacios (4. dbra/F) vagy angiomatoid 1€zio

(4. dbraNl) is, mely lényegében egy tekervényes, vénaszeriien elvékonyodott fala
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artérids érképz0dmény. Az artéridk fibrinoid nekrézisaval tarsuld polimorfonuklearis

arteritis az el6bbi kettével szemben ritka, a8 PAH-ra nem jellemzd jelenség [80-82].
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4. gbra: PAH-os betegek patologiai leleteinek festett szdvettani metszetei WHO csoportositasa szerinti 1.1-1.3.
A: tunica intima, media és adventitia rétegek megvastagodasa a pulmondlis artéria izomzatanak, B: Gjonnan
muszkularizalodott artéria elzarddassal, C: fokalis pulmonalis arteritisz, D: koncentrikus intima megvastagodasa
(,;onion skin”), 1ézi6 az artériaban, E: trombotizalt pulmonalis artéria izom rekanalizacioja, F: egy dilatativ 1€zio,
mely feltehetéen egy kiszélesedett, elvékonyodott fali artéria, kozvetleniil a medialisan és adventitialisan

megvastagodott o artéria mellett fekszik, G: el6rehaladott plexiform 1ézi6; H: fejlédé plexiform 1€zio; I:

ey

angiomatoid 16zio; a nyilak ,,véna-szer(i” csatornakat jeldlnek (adaptalt forras: [80]).
2.2.4. A PAH patogenezise

Annak ellenére, hogy az elmult évek kutatasai nagymértékben hozzajarultak a PAH
patogenezisének megértéséhez, szamos részlet var még mindig tisztazasra. A betegség
patogenezisében szerepet jatszo jelatviteli folyamatokra hatod, 0j gyogyszerek felfedezése
tiikrozi a teriileten tett jelentds elrelépéseket.

Az mindenesetre kétségtelen, hogy a magas PVR hatterében a pulmonalis artériak lumenének

obstrukciodja all. Els6sorban az 1000 um atmérdji kis, disztalis artériak, arteriolak érintettek. A

PVR novekedéséért harom f6 tényezd tehetd feleléssé: a) abnormalis vazokonstrikcid, mely
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endotél funkcid csokkenéssel és média proliferacioval jar; b) a vaszkularis struktara valtozasa,
mely remodellinget, neomuszkularizaciot, valamint plexiform 1ézidkat kialakitd folyamatokat
foglal magaba; c¢) valamint in situ trombozis [83]. Mindharom jelenségben kdzponti tényezo6 az
endotél sejtek abnormalis valaszreakcidja a pulmonalis vaszkulatrat ért kdrosodasokra, vagyis
az endotél diszfunkcid. Nagy valoszinliséggel a patologias folyamat meginditasaban elsodleges
szerepe van a pulmonalis artéridk vazokonstrikcidjanak. A kalcium csatorna blokkolot szedd
betegek jo prognozisa is ezt az elméletet tamasztja ala [84]. Provokald tényezdok, a pulmonalis
artériak vazokonstrikciojat kivaltdé hipoxémia, mechanikai hatds, vagy egyéb biokémiai
faktorok (ROS, HIV fert6zés, egyéb immunologiai folyamatok) egyarant lehetnek. A koros
vazokonstrikciot a vazodilatativ - (nitrogén-monoxid, prosztaciklin) és vazokonstriktiv
(endotelin-1, tromboxan A, szerotonin, angiotenzin konvertald enzim) mediatorok kozti
egyensuly felborulasa okozza, illetve a proinflammatorikus mitogén és trombogén
mechanizusok keriilnek el6térbe. Ennek ellenére a jelenséget elindité tényezd, illetve a
folyamatban szerepet jatszo faktorok teljes részletességgel még mindig nem ismertek. A
terapias szerek megértése szempontjabol is érdemes roviden attekinteni az ismert jelatviteli
utvonalakat, melyek diszregulalédnak (5. dbra):

NO/cGMP utvonal

A nitrogén-monoxid (NO) az erek simaizomsejtjeiben termelddik kiilonb6z6 ingerek hatasara
L-argininbdl az endotelidlis nitrogén monoxid szintetaz (eNOS) enzim hatasara. A NO jol
ismert vazodilatator tulajdonsaga mellett, vérlemezke aggregaciot gatld hatasu, illetve az érfali
SMC-k anti-proliferativ agense. Képzddésének helyérdl képes atdiffundalni a kornyezé6 SMC-
be, ahol is aktivalja a szolubilis guanilat-ciklaz enzimet (sGC), mely hatasara ciklikus guanozil
monofoszfat (cGMP) képzddik. A ¢cGMP egy masodlagos hirvivé molekula, mely a protein
kinadz G (PKG) aktivalasa révén, kiilonb6z6 mechanizmusok aktivaldsival simaizom relaxaciot,
azaz vazodilataciot okoz. A foszfodiészteraz enzim (PDE) a cGMP hasitasa révén, csokkenti
annak hatasat. A PDE egy enzim szupercsalad, melynek jelenleg 12 tipusat kiilonbdztetjiik meg
emlosokben. A PDES tipus egyes human szovetekben, mint a simaizom, szivizom €s
vérlemezke, magasabb expressziot mutat [85]. Ezt alatamasztjdk azok a joval korabbi
felfedezések, melyekben megallapitottdk, hogy PAH-ban szenvedd betegek tiidejében korosan
magas arginaz szinteket és csokkent NOS szintet, valamint talexpresszalt PDES enzim
jelenlétét tapasztaltak [86-88].

Prosztaciklin utvonal

A prosztaciklin az endotél sejtekben termelddd prosztanoid csaladba tartoz6 vegyiilet, mely a

prosztaglandin 12 (PGI2) néven is ismert. Ez is, mint a tobbi rokon vegyiilet, arachidonsavbol
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keletkezik, viszont a ciklooxigenaz enzim hatasara képz6dott prosztaglandin  H2
koztitermékbdl, prosztaciklin szintdz enzim katalizalja termelddését. Az arachidonsav
membran foszfolipidekbdl torténd felszabaduldsa pedig foszfolipaz A2 (PLA2) hatésara zajlik.
Hatasat tekintve hasonlé tulajdonsagokkal jellemezhet6, mint a NO, ugyanis erds vazodilatator,
anti-trombotikus a vérlemezkék aktivalodasanak gatlasa révén, valamint anti-proliferativ. Az
emlitett protektiv hatdsat a vaszkulatirara és a vérlemezkékre a sejtfelszini receptorahoz (IP
receptor) kotddve fejti ki, mely receptor G-fehérje kapcsolt receptor csalad tagja (GPCR). Az
IP receptor aktivalja az adenilat ciklazt, mely az ATP-t a masodlagos hirvivé szereppel biro
CAMP-v¢ konvertalja. A cAMP biologiai hatasa szovetfiiggd, mely hatds a protein kinaz A
(PKA) altal medialt. A SMC-ben a cAMP relaxaciot fokoz és vérlemezke proliferaciot gatol
kalciumszintet szabalyozo6 utvonalakhoz kapcsolodva [89-91].

Endotelin-1 utvonal

Nevébdl is adodik, hogy ezt a molekulat is az endotél sejtek termelik, mely endotelin peptid
izoforma erdteljes vazokonstriktor és proliferativ hatassal bir az érfalban 1évé SMC-ekre. A
négyféle endotelin receptor koziil az endotelin A receptorhoz (ETaR) és az endotelin B
receptorhoz (ETgR) kotddik elsésorban. Az ETaR jelentdés mértékben expresszalodik a
vaszkularis SMC-k felszinén, receptorhoz k6t6do6 ligandja az intracellularis kalcium szintjének
novekedését indukalva vazokonstrikciot, az érfalban pedig proliferaciot indit mitogén aktivalt
protein kinaz (MAPK) jelatviteli utvonalon keresztil. Az ETgR az endotélsejtekben is
expresszalodik, és a SMC-k felszinén is megtalalhato, viszont az endotelin-1 hatéasa ellentétes
az endotelialis ETgR receptorhoz koétddve: fokozza a PGI2 és NO hatasat és az endotelin-1
kozott az endotelidlis ETgR kozvetitette endotelin-1 hatas érvényesiil, viszont PAH-ban
erdsodik, illetve dominénsabba valik az ETaR-on keresztiili hatés, valoszintileg koszonhetéen
a betegség kovetkeztében emelkedett endotelin-1 koncentracidjanak, és az ETsR
okkupancidnak. Egyes tanulmanyok szerint az endotelin-1 szintjének valtozasa jol korrelal a
pulmonalis hipertenzié mértékével [93, 94].

., Egyéb tényezok”

Annak ellenére, hogy a fenti harom jelatviteli Gitvonal felfedezése nagy attdrésnek szamitott
mind altaldnosan, mind a terapids lehetdségek szempontjabol, napjainkra egyre tisztdbb, hogy
csak egy kis szeletét képezik a PAH patogenezisében lejatszodd folyamatoknak. Egyes
kutatdsok a K* csatornak alul expresszaltsagat mutattak ki PAH altal érintett pulmonalis érfali
SMC-ben [95]. A K" csatorndk down-reguldcidja a kalium aram csokkenését okozza, mely

depolarizacidhoz, végiil a fesziiltségfiiggd Ca?* csatornak nyitasahoz, igy magas intracelluléris
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kalcium szinthez és vazokonstrikciohoz vezet. Egyes tanulmanyok megerésitették ezt a
felfedezést, hogy K" csatorna blokkold szerek (aminorex, fenfluramine, dexfenfluramine)
fokoztak a PAH kialakulasanak rizikojat [96]. Az emlitett, azota forgalombdl kivont,
anorexigén hatasti szerek Kkapcsan késébb azt is megallapitottak, hogy hatasukra a
vérlemezkékbdl szerotonin szabadul fel, illetve gatoljak a szerotonin endotél és vérlemezkék
altali visszavételét. A szerotoninrdl pedig koztudott, hogy neurotranszmitter szerepén tul egy
rendkiviil potens vazokonstriktor monoamin, stimulélja a trombocita aggregaciot és mitogén a
SMC-ekre nézve. A fent emlitett megallapitast mintegy megerésiti, hogy a terhesség alatt
szedett szelektiv szerotonin visszavételt gatld (SSRI) szedése rizikofaktor az 1jsziilottek
perzisztald pulmondlis hipertonidja kapcsan, mely megbetegedés ugyan nem tartozik a
klasszikus értelemben vett PAH csoportba, viszont szintén PH-val jaré megbetegedés [97, 98].
Az antinuklearis antitestek, a rheumatoid faktor, az immunglobulinok és a komplement
depozitumok jelenléte a pulmonalis erck falaban, az emelkedett szérum pro-inflammatorikus
citokinek, mint az interleukin-1 (IL-1) és interleukin-6 (IL-6), a valamint kiilonb6z6
kemokinek, mint a fraktalkin, vagy a monocita kemoattraktans fehérje (MCP-1) emelkedett
szintje (a PAH bizonyos formaiban) viszont az immunologiai mechanizmusok jelent6ségét
sugalljak a PAH kialakulasahoz vezet6 folyamatokban [99, 100]. Szovettani képek alapjan ugy
tlnik, hogy a pulmonalis endotél sejtek maguk is termelnek ilyen kemokineket, illetve az
emlitett plexiform 1ézidkban is gyakran talalni dendritikus-, immunsejteket, makrofagokat, B

és T limfocitakat [101, 102].
2.2.5. PAH gyogyszeres kezelése

Tovabbra sem all rendelkezésiinkre kurativ terapia, igy a farmakoterapia jelenlegi célja a
tiinetek mérséklése, a terhelési tolerancia, a hemodinamikai viszonyok és lehetdség szerint a
Klinikai kimenetel lassitasa, vagyis jobb életkilatas és életmindség biztositasa. Az idiopatias
diuretikumok, oxigén) mellett antikoagulans terapia javasolt, az in situ trombozis lehetdsége
miatt. Mivel a jobb szivfél mikodése preload-fiiggd, kell6 kritikaval kell kezelni a talzott
vizhajtast, mivel tovabbi perctérfogat (CO) csokkenéshez vezethet. Autoimmun korképhez
beteg vérzéskockazatanak felmérését kovetden (pl.: szisztémas sclerosis: reflux oesophagitis).
Az SLE-hoz és a miozitiszhez ritkan tarsulé PAH javulhat immunszupressziv kezelésre [103].
A vazodilatator tesztre reszponder esetekben kalciumcsatorna-blokkol6 adasa javasolt, viszont
sok esetben késdi adasnal non-reszponzio tapasztalhato. Csak abban az esetben tekinthetjiik a
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kezelés hatasat reszpondernek, ha a klinikai és hemodinamikai paramétereket tekintve honapok
utan is kedvezd. Szakirodalmi adatok szerint csupan az idiopatias PAH-0s betegek mintegy 7%-
a reszponder hosszutavon is, az autoimmun betegséghez tarsulo PAH-os betegek aranya ett6l
is alacsonyabb [104].

A fent emlitett kezelési formak inkabb szupportiv terapianak mindsiilnek, a szereket pedig nem
specifikus szerekként kategorizaljuk PAH kezelésében. A specifikus gyogyszerek az emlitett
vazodilatativ-vazokonstriktor egyensulyban szerepet jatszo jelatviteli utvonalakba igyekeznek
beleavatkozni, melyek koziil jelenleg négy nagyobb csoportot kiilonboztetiink meg (5. dbra):

- Prosztanoidok ¢és IP receptor agonistak

- Endotelin receptor antagonistak (ERA)

- Szolubilis guanilat-ciklaz (sGC) stimulalok

- Foszfodiészteraz 5 (PDES) gatlok

Prosztanoidok és IP receptor agonistdk

Az ide tartozo gyodgyszerek a prosztanoidok, melyek valojaban szintetikus prosztaciklin
analogok, valamint az egyetlen nem-prosztanoid tipusu, IP receptor agonista a selexipag. A
PAH-os betegek karosodott prosztaciklin Utvonaldt prébaljak helyreéllitani azéltal, hogy
potoljak a csokkent endogén prosztaciklin szintjét, igy poétoljak annak vazodilatativ, anti-
proliferativ és anti-trombotikus hatasat [105-107]. Az els6 prosztanoid, amelyet PAH kezelése
kapcsan 1980-ban bevezettek a terapiaba, az epoprostenol volt. Instabil molekula, intravénas
formaban érhetd el, javitja a fizikai terhelhetdséget és a tulélést IPAH esetén [106, 108-110].
Az iloprost stabilitdsa mar jobb szobahdmérsékleten, inhalacios és intravénas modon egyarant
tartozo betegnél is alkalmazzak, ahol a WHO funkcionalis csoport Il vagy IV [111]. A
treprostinilnek még jobb a stabilitasa, hosszabb a féléletideje, adhato inhalalva, intravénasan,
szubkutan infuzids pumpa segitségével és oralisan egyarant [112-114]. A selexipag, ahogy
kordbban emlitettiik, egy ,,kakukktojas”, ugyanis IP receptor agonista, ordlisan is adhato,
metabolitja is farmakologiailag aktiv, 2015 december 6ta van forgalomban az USA-ban [115].
Endotelin receptor antagonistdk (ERA)

A jelenleg elérheté ERA-kat két f6 csoportra kiilonitjiik el:

A) a nem-szelektiv, kettés hatasu, endotelin A és B receptorokon egyarant hato szerek,
ilyen a bosentan és a macitentan. A bosentan javitja a hemodinamikat és a terhelési
toleranciat, késlelteti a progressziot az 1-es csoportba tartozé PAH-os betegeknél. WHO
I, I és IV-es funkciondlis csoportban egyarant ajanlott. Az ujabban felfedezett

macitentanra jellemzé a magas szoveti penetracid, valamint egy 3-as fazisu
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gyogyszervizsgalatban megallapitottak, hogy csokkentette a morbiditast és mortalitast
1-es csoportba tartoz6 PAH-ban [116-118].

B) Szelektiv endotelin A receptor antagonistak, mint az ambrisentan és sitaxentan, mely
utobbi potencialisan halalos majtoxicitasa miatt visszavonasra keriilt. Bar az
ambrisentan, randomizalt, placebd-kontrollalt vizsgalatokban mérsékelt és stlyos
allapotu idiopatids és kotdszoveti betegséghez tarsuldé PAH-ban hatdsosnak bizonyult,
nem valtotta be szelektivitdsaval a hozzaflizott reményeket, klinikai gyakorlatok nem
igazoltak hatékonysagat a nem-szelektiv szerekkel szemben [119-122].

Szolubilis guanilat-ciklaz (sGC) stimulalok

A sGC megtalalhat6 a tiidoerek simaizomjaban, a vérlemezkékben és a jobb kamraban is, mint
intracellularis enzim. Feladata jol ismert, NO hatdséra katalizalja a GTP cGMP-v¢ alakulasat.
A riociguat, az elsé ¢és jelenleg egyetlen sGC stimulator szer, melyet USA-ban 2013-ban
torzskonyveztek, ma mar Eurdpa nagy részében is hivatalos, ordlisan szedhetd szer. Nitratokkal
¢s PDE gatlokkal kontraindikalt az egylittes adasa, mivel ugyanazon a jelatviteli utvonalon
keresztiil hatnak, hatasuk 0sszegzddhet, sulyos szisztémas hipotenziot okozva a betegekben
[115].

Foszfodiészteraz- 5 gatlok (PDESI)

A PDESI-k gatoljak a cGMP lebomlasat, ezaltal megnyajtak a NO kozvetitette SMC-re
gyakorolt vazodilatativ, anti-proliferativ hatast. Habar van olyan enzim, mely CAMP-t is és
cGMP-t is bont, altalaban nagyobb affinitast mutatnak egyik, vagy masik iranyba, az emlitett
PDES5 is a cGMP iranyaba elkotelezett. A megnovekedett cGMP szint aktivalja a PKG fehérjét,
mely foszforilalja a foszfolambant (PLB), megsziintetve a szarkoplazmatikus/endoplazmatikus
retikulum Ca-ATP-az (SERCA) gatlasat, melynek felszabadulasaval megindul a Ca?*-influx,
csokken az intracellularis Ca®* koncentracio, elmarad az aktin-miozin komplex kialakulésa,
vagyis vazorelaxacio alakul ki. Az els6 PDESI a sildenafil volt, amely kezdetben az erektilis
diszfunkcio kezelésére lett torzskonyvezve, majd szamos sikeres klinikai vizsgalat hatasara
2005-ben eldszor az FDA majd az EMA is engedélyezte PAH indikaciojaban. Hatasara a WHO
funkcionalis statusz is perzisztens javulast mutatott, a becsiilt 3 éves talélés 79%-nak bizonyult,
viszont egyéb tipust pulmonalis hipertonidkban a sildenafil hatdsa egyelére bizonytalan. A
késobb kifejlesztett tadalafilt szintén vilagszerte torzskonyvezték PAH indikacioval is,
valamint a vardenafilrél is kimutattak, hogy placebo kontrollalt, randomizalt vizsgalatban
javitotta a keringési perctérfogatot, csokkentette a pulmonalis artérids nyomast, a pulmonalis

vaszkularis rezisztenciat és a klinikai progresszio eseteit [123-125].
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Az Osszes kezelési stratégia 0sszevont hatasait tekintve egy tanulmany azt allapitotta meg, hogy
Osszességében 39%-kal (2%-62%, P=0,041) csokkentették a halalozasi aranyt az 6sszhalalozasi
aranyhoz képest[126]. Ennek ellenére a vazodilator kezelés hatasa a hosszatava talélésre PAH-
ban kérdéses. Tehat elmondhatjuk, hogy tovabbra is fenndll az igény egy ujabb, hatékonyabb,

esetleg 0sszetettebb modon hat6 terapia kifejlesztésére.
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2.2.6. Monokrotalin indukalta PAH modell

A monokrotalin-indukalt PAH az egyik leggyakrabban alkalmazott allatmodell a témaban, a
betegség kezelésében elérhetd gyogyszerek jelentds részét szintén tesztelték ezen a modellen,
a human vizsgalatokat megel6z6en [128-130]. Maga a modell egy egyszeri, olcsd, konnyen
Kivitelezhet6 és rutinszeriien alkalmazott modszer a tiid6 keringésére potencialis hatassal bird
gyogyszer jeldltek, hatdoanyagok tesztelésére. A monokrotalin a Crotalaria spectabilis névény
magjabol szarmazo alkaloid, mely egy mérgezé 11-szénatomos makrociklikus pirrolizidin
szarmazeék. A hatdanyag Onmagaban egy prodrug, a majban 1évo CYP3A4 enzim altal
végrehajtott oxidacié hatasara valik aktiv metabolitta, dehidromonokrotalinna (6. abra). Az
aktiv metabolit hatasasra a pneumocitakban és a pulmonalis endotél sejtekben megalocitdzis
jon 1étre, megnagyobbodik a Golgi-apparatus. Ennek hatasara kompenzatdrikus proliferacios
¢s anti-apoptotikus utvonalak aktivalodnak, tovabba beindul a kaszpaz-3 utvonal is. A
pulmonalis vaszkuléris remodelling, valamint az emelkedett pulmonélis artérids nyomdas mar
22 nappal az akut, szubkutan beadott dozist kovetden detektalhato patkanyban [131]. Erdemes
megjegyezni, hogy mivel a CYP3A4-re fajon beliil is jellemz6 az interindividualis variabilitas,
igy az altala végzett hepatikus metabolizmus mértéke, tehat a monokrotalinra adott valasz nem
csak fajonként, hanem egyedenként is eltérhet [80]. Jelentds kiilonbség az MCT- indukalta PAH
modell és a humdn megbetegedések képe kozott, hogy mig a monokrotalin hatasara a
pulmonalis artériak médiajanak hipertrofiaja figyelhetd meg (lasd késébb, 10. dbra), addig a
masik esetben endotel medialta angio-obliteracid jellemzd. Egyes kutatok a pulmonalis vénak
okkluzigjat is kimutattak, tovabba a vaszkularis elvaltozasok mellett perivaszkularis 6démat,
Jobb kamra (JK) hipertrofia és diszfunkci6 alakul ki relative gyorsan a kezelést kvetéen, mely
tiinetek fontos faktorai a sulyos human PH-nak [133]. Masrészrol késébbi kutatasok jelentds
maj-és vesekarosodast irtak le, pontosabban hepatikus veno-okkluziot, mely jelenség pedig

egyértelmiien nem asszocialhaté a human PAH megbetegedéshez [132].
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6. dbra: A monokrotalin aktiv metabolittd, a dehidromonokrotalinnda (DHMCT) alakuldsa a majban

(modositott forras: [134])
Osszességében elmondhatjuk, hogy bar a MCT egzakt toxikoldgiai mechanizmusa tovabbra
sem tisztazott, valamint jelentOs eltérések tapasztalhatoak az altala indukalt korallapot valamint
a human esetek kozott, mégis a modell gyulladasos kontextusaban informativ, segitséget
nyujthat a tiidokarosodas ¢s kronikus gyulladds szerepének felderitésében, pulmonalis

vaszkularis megbetegedésekben [132, 135].
2.3. Az Allium ursinum jellemzése

Az Amaryllidaceae csaladba tartozo - hétk6znapi nevén medvehagyma, latinul - Allium ursinum
egyszikii, éveld novény, mely tékonyacson allo, hofehér alernyds viragzattal rendelkezik.
Jellemzden kozép-eurdpai elterjedésti faj, igy hazdnkban is nagy szamban eléfordul, f6leg a
nedves, arnyas erdokben érzi jol magat, az enyhén savas talajt kedveli. Ember altal
fogyaszthato, tavasszal gytijthetd, viszont gyakorta fordul el6 mérgezéses eset, mert konnyen
Osszetéveszthetd a szintén mdjusban virdgzo, hasonlo teriileteket kedveld gydngyvirdggal
(Convallaria majalis), melynek convallatoxin nevii szivglikozidjai felelések a nemkivant
hatasért. Ugyancsak gyakran Osszetévesztik az 6szi kikericcsel is, hasonld kiillemi levelei
miatt, mely kolhicin tartalmanal fogva szintén toxikus hatasokkal rendelkezik [136-138].
Ismerds szagat kéntartalmt Osszetevdinek kdszonheti, melyek kemotaxondmiai szempontbol
kiemelked6 jelentdségiick. Nagy mennyiségben tartalmaz S-alkil-L-cisztein-szulfoxidokat,
amelyek illékony di-, tri-, és poliszulfidokka és tioszulfidokka hidroxilalédnak, 1étrehozvan a

novény karakterisztikus szagat és izét [139]. A medvehagyma levelében és hagymajaban
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egyarant jelentés mértékii antioxidans hatassal rendelkezd polifenol szarmazékokat, valamint
szteroid szaponinokat is azonositottak, illetve igazoltak azok antimikrobidlis, antifungalis
hatasait [140-145]. Erdekesség, hogy szignifikansan magasabb ajoén és huisszoros mennyiségii
adenozin koncentraciot mértek Allium ursinumbdl, az Allium sativumhoz képest. Mindkét
molekularol ismert, hogy stabilizaljak a vérnyomast, csokkentik a vérlemezke aggregaciot,
tovabba fokozzak a fiziologias kontrollt a koleszterin metabolizmus fellett [146]. Valoszintileg
a két novény kémiai Osszetételének dsszevetése soran felmeriilt a hatasuk kozotti kiilonbségek
vizsgalata is. Spontan hipertenziv (Okamato toérzs) patkanyokban, azonos koncentracidban
torténd kezelést kovetden a medvehagyma szignifikansan nagyobb vérnyomascsokkenést, total
koleszterin csokkenést és HDL novekedést produkalt [147]. A vérnyomascsokkent6 hatas nagy
valosziniiséggel 6sszefliggésbe hozhato a novény ACE-gatldo (ACEI) tulajdonsagaval, ugyanis
egy késdbbi tanulmanyban igazoltdk, hogy a medvehagyma-kezelést kapott patkanyokban
szignifikansan alacsonyabb ACE aktivitast tapasztaltak [148]. Ezt a megallapitast in vitro
tesztek is megerdsitették, ahol a medvehagyma levelének vizes extraktuma jelentésen nagyobb
ACEI aktivitast mutatott, mint a fokhagyma¢. Szintén ebben a vizsgalatban kimutattak, hogy a
fokhagyma 5-lipooxigenaz- (5-LO) és ciklooxigenaz-gatld tulajdonsaga, ha kismértékben is, de
er6sebb, viszont vérlemezke aggregaciot gatld tulajdonsaguk kozott nem tapasztaltak
szignifikans kiilonbséget [146]. Az antioxidans és ACEI kapacitasaval magyarazzak egy
késObbi tanulmanyban a medvehagyma iszkémia/reperfiizios karosodasokkal szemben kifejtett
protektiv hatasat is [149]. Kutatasunk szempontjabol érdemes azt is megjegyezni, hogy in vitro
koriilmények kozott modositott maj homogenizatumon vizsgaltdk a medvehagyma extraktum
koleszterinszintézist gatlo hatasat, amely hasonldan erélyesnek bizonyult, mint a fokhagymaé,
mely hatasért a tioszulfatokat, ajoéneket és ditiéneket teszik feleléssé [150]. Fontos azt is
megemliteni, hogy az Allium nemzetség két tagjarol, az Allium chienese-rdl és az Allium cepa-
rol is PDE-gatlo hatast igazoltak in vitro, mely hatasért szteroid szaponin tartalmukat teszik
felel6ssé [151, 152]. Erdekes felvetés tehat az Allium ursinum PDE-gatlé hatasanak vizsgalata,

ugyanis a névény szintén szintetizal szteroid szaponinokat, raadasul jelentés mennyiségben.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Etikai irdnyelvek

Vizsgalataink soran az allatok védelmérdl és kiméletérdl szolo 1998. évi XXVIIL. térvény és
ennek végrehajtasa targyaban megjelent orszagos 40/2013. (II. 14.) Korm. rendelet, valamint
az Europai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU iranyelve (,,on the protection of animals used
for scientific purposes”) alapjan jartunk el. A kisérletek elvégzését a Debreceni Egyetem

Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével végeztiik.
3.2. Kisérleti elrendezés

3.2.1. Hiperkoleszterinémias nyul modell (HC modell)

Vizsgalatainkban a felnétt, him, 2,5-3 kg teststulyt, New Zealand nyulakat 3 csoportra osztottuk
(n=8). A kisérlet megkezdését az allatok megérkezését kovetd, 2 hetes adaptacios idészak el6zte
meg. Az els6 (Kontroll) csoportban az allatok normal, koleszterinmentes tapot fogyasztottak; a
masodik, hiperkoleszterinémias csoport (HC) 2%-0s koleszterinnel (Sigma-Aldrich) dusitott
tapot (G6dollé Ltd., Budapest, Magyarorszag); mig a harmadik csoport tovabbi 2 m/m%
medvehagyma liofilizatummal dusitott, koleszterindus tapot kapott (WGLL) 8 héten keresztiil
[27, 149]. A medvehagymaval dusitott tap eldallitisa a Debreceni Egyetem,
Gyogyszerésztudomanyi Karanak, Gyogyszertechnoldgiai Tanszékének kisérleti tizemében

tortént (7. abra).
3.2.2. Pulmonalis artéridas hipertenziv patkdany modell (PAH modell)

A Kkisérletben ivarérett, him Sprague Dawley patkanyokat (Charles River Laboratories
International Inc., Wilmington, MA, USA) random moédon négy csoportra osztottuk (n=8):
Normal ragcsalotappal etetett, egészséges patkdnyok (Kontroll); normal tippal etetett,
monokrotalin-kezelt (Sigma-Aldrich Co., LLC) allatok (PAH); 2 m/m% Allium ursinum
liofilizatummal dusitott tapon tartott, monokrotalin-kezelt allatok (WGLL); normal tappal
etetett és napi 25 mg/ttkg oralis sildenafil (Sigma-Aldrich Co., LLC), valamint monokrotalin
kezelésben részesiilt allatok (Sildenafil)[153]. A PAH-t egyetlen d6zis monokrotalin-oldattal
(DMSO puffer, Sigma-Aldrich Co. LLC) idéztiik el6 (60 mg/ttkg subcutan, az interscapularis
régidba) mindharom beteg csoportban, a Kontroll csoport vivéanyagot kapott, az allatok

terapias kezelése 4 héttel a subcutan injekciozas utan kezd6dott [154]. Az Osszesen 8 hetes
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kezelés soran a medvehagyma liofilizatummal dusitott és a normal tapot is ad libitum vehették
magukhoz az allatok. A sildenafil szuszpenzié adagolasa orogasztrikus szondaval tortént, a
szuszpenzio vivoanyagaval a sildenafil-lal nem kezelt csoportok is szondazva voltak teljesen

azonos modon (7. dbra).

HC modell, n=24
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7. abra. Vazlatos kisérleti elrendezés
3.3. Minta liofilizalasa és bioanalitika

A gyorsfagyasztott Allium ursinum levelek (Toltelekgyar Kft., Zalakomar, Magyarorszag) az
eldre lehiitott Christ Alpha 1-4 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Németorszag)
fagyasztva szaritoba keriiltek, a késziilék lezarasat vakuumozas kovette. A fagyasztva szaritas
0,120 millibar (mb) kornyezeti nyomast vakuumtérben, -50 °C-os kondenzator hdmérsékleten
és 35 °C sajat homérsékleten zajlott, 24 oran keresztiil. A fagyasztott levél, valamint a friss és

a szaritott névényi anyag aranya 5:6:1 volt [155].
3.3.1. HPLC

A HPLC analizis Waters 600 rendszeren tortént (Waters Corporation, Milford, CT, USA). A
rendszer Osszetevoi: Waters M-600 gradiens pumpa, Waters M-2998 fotodiodasoros detektor,
on-line gaztalanité és automatikus mintavevd, forditott fazisi Phenomenex Synergi 4 pm
Hydro-RP 80A (250 mm x 4.6 mm) kolonna (Phenomenex, Torrance, CA, USA). 25 C°-0s
kolonna homérséklet mellett a gradienselticio az alabbiak szerint zajlott: 0-15. perc: 100% ,,A”
mozgofazis (viz + 0,1% foszforsav); 15-20. perc: a ,,B” mozgofazis (acetonirtil) aranya

fokozatosan 100%-ra emelkedett; 20-25. perc: alland6 100%-0s ,,B” mozgofazis; 25-27. perc:
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,,A” fazis fokozatosan 100%-ra emelkedett; 27-45. perc: 100% ,,A” fazis. Az aramlasi sebesség
0,75 ml/perc volt, az alliin detektalasa 204 nm-en, 4,6 percnél tortént. Az adatgyijtés és
értékelés Empower pro software (Milford, USA) segitségével tortént. A kormatografias
eljarashoz hasznalt acetonitril a Merck Kft-t61 (Darmstadt, Németorszag); alliin standard az
LCG Standards vallalattol (Teddington, UK) keriilt beszerzésre, valamint a mérésekhez
hasznalt viz tisztitasa Millipore Direct-Q UV3 (Molsheim, France) tisztitd berendezés
segitségével tortént. Az alliin standard térzsoldata metanollal késziilt, 4 °C-on volt tarolva. A
kalibracios tartomany 0,5/5 ug alliin/befecskendezés volt. Az alliin injektalasa hat kiilonb6z6
térfogatban, harmas ismétlésszamban tortént. Az alliin extrahalasa 1 gramm liofilizatumbol, 10
ml metanollal, szobahémérsékleten, ultrahangos fiirdében tortént, 3 percig. A membransziirést
(Acrodisc® GHP 13 mm, 0.45 pum, Waters Corporation, Milford, CT, USA) kovetoen nyert 3

kiilonbdz6 minta harmas ismétlésszammal volt vizsgalva [156].
3.3.2. MALDI-TOF MS

A liofilizatum 0Osszetételének MALDI-TOF tomegspektrometrias vizsgalata egy 337 nm
nitrogén lézerrel rendelkezé Burken Biflex III MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Németorszag)
tomegspektrométeren tortént, késleltetett extrakcio ¢€s iontlikor (,,reflectron” mod)
alkalmazasaval, pozitiv ionizacids modban. A spektrumok felvétele 19 kV gyorsito- és 20 kV
reflektorfesziiltségen, 3 ns késleltetési idovel (kb.: 100 1ézerimpulzus) és m/z: 995,31; 1157,36;
1319,41 Da tomegtartomanyban tortént. A spektrumot 10 pl etanol:viz=1:1 elegyében oldott
2,5-DHB matrix telitett acetonitriles oldataval és 10 pl vizben oldott minta keverékébol
nyertiik, mely elegyb6l 0,5 pl-nyi mennyiség lett a mintatarté felilletén szobahémérsékleten
megszaritva. A vegyiiletek azonositasa alapjaul [M+H]" és a [M+Na]* fragmentacidja altal
kapott csucsokat vettiik alapul. A MALDI-TOF MS eljaras limitacidja, hogy nem képes a
flavonoid aglikonra vald kapcsolodési pontjanak meghatarozasara, ezért valgjaban csupan
hozzavet6leges azonositasra (putative identification, tentative identification) alkalmas. A

szamitasok a Metabolomics Workbench Data adatbazisan alapultak [157, 158].
3.4. Transztorakalis echokardiografia

Az echokardiografias méréseket enyhe anesztézia alatt (nyul, patkany: i.m. ketamin: 15
mg/ttkg, xylazin: 3 mg/ttkg;) a nyolcadik héten végeztiik, mindkét kisérlet soran. Az allatokat

dorzalis fekvdé helyzetbe pozicionaltuk, a mellkasi régiot szortelenitettiik. A képalkotd
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eljarashoz az ateroszklerdzisos nyul modell esetében Siemens Acuson 512 ultrahangot
alkalmaztunk, 7 MHz-es 7V3c transzducerrel ellatva (8. dbra), a PAH patkanymodell esetében
egy Vivid E9 echokardiografot (GE Healthcare Inc.) hasznéltunk ragcsalokra kifejlesztett
transzducerrel (9. dbra). A vizsgalatokat digitalis formaban rogzitettiik, késébbi idépontban
kiértékeltiik, mindegyik allatnal a vizsgalt paraméterrdl szarmazd adatot 5 egymas kovetd
szivciklus méréseinek szamtani atlagolasaval kaptuk meg.

Az ultrahangos vizsgalat sordn a human vizsgalatoknak megfeleld standard metszeteket,
véraram- ¢s szoveti Doppler gorbéket rogzitettiik. Az eljaras soran alkalmazott protokoll a
kovetkez0 volt: 2D paraszternalis hossztengelyi metszet (PLAX), 2D paraszternalis
rovidtengelyi metszet a papillaris izmok magassagaban (SAX), bal kamra bearamlasi palya
spektralis pulzatilis Doppler gorbe, és mitralis annulus spektralis szdveti Doppler gorbe,
apikalis metszetekb6l. Mértiik a mitralis billentyii lateralis annulusanak sebességét szisztoléban
(lat S°), a bal kamrai bearamlas korai (E) és pitvari komponens (A) csucssebességét, mely
értékekbdl E/A aranyt szarmaztattunk. M-mode felvételb6l mértiik a tricuspidalis annulus
sikjanak szisztolés elmozdulasat (TAPSE). Szintén M-mode felvételb6l mértiikk a bal kamra
végszisztolés (LVESD) és végdiasztolés (LVEDD) atméroit. A fenti adatokbol szamoltuk a
frakcionalt rovidiilést (fractional shortening, FS) és a bal kamrai ejekcios frakciot (EF) az alabbi
képletek  segitségével: FS= (LVEDD-LVESD)/LVEDD*100; EF= (LVEDD?*
LVESD?)/LVEDD?*100 [27, 159].
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8. abra: Reprezentativ kép TTE vizsgalatrol nyal modellen. A) Doppler felvétel, mitralis bearamlasi sebesség;

B) szines Doppler kép, bal kamrai csucs kiaramlasi sebesség; C) M-mod felvétel, jobb kamrai TAPSE:
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tricuspidal annular plane systolic excursion= trikuszpidalis annulus sikiranyu szisztolés kitérése; D) M-mod
felvétel, paraszternalis hosszua tengelyi kép (PLAX) a bal kamrarol. (Forras: sajat felvétel, Siemens Acuson

512 ultrahang késziilékkel végezve; [160])

__ bal kamra

E hullam A hulldm

!

9. dbra: TTE reprezentativ felvételek patkany modellen. A) M-mod felvétel a bal kamrarél; B) Pulsed-Wave
(PW) Doppler mod, bal kamra kiaramlasi sebességrél; C) PW (Doppler) méod, mitralis bearamlasi sebesség;
D) M-mod, jobb kamra felvétel. Roviditések: LVIDs: left ventricular internal diameter in systole= bal kamrai
bels6é atmér6 szisztoléban; LVIDd: left ventricular internal diameter in diastole= bal kamrai belsé atméro
diasztoléban; LVOT max: maximal velocity of left ventricle outflow tract= bal kamra maximalis kidramlasi
sebessége; E hullam: korai mitralis tel6dési csucssebesség; A hullam: késoi (pitvari) mitralis telddési
cstcssebesség; TAPSE: tricuspidal annular plane systolic excursion= trikuszpidalis annulus sikiranya
szisztolés kitérése. (Forras: sajat felvétel, Vivid E9 ultrahang késziilékkel végezve (GE Healthcare, Little

Chalfont, UK, [161])

3.5.  Szérum paraméterek mérése

A 8. hét eltelte utan a fiilvénabol nyert vért EDTA-K2 (BD Vacutainer, USA) 3 ml-es csovekbe
gyljtottiik és elemzésre kiildtiikk (Debreceni Egyetem Klinikai Kdézpont, Laboratoriumi
Medicina Intézet), ahol a kovetkezd paraméterek keriiltek meghatarozasra: apolipoprotein A-1

(ApoA), apolipoprotein B (ApoB), alacsony siriiségii lipoprotein (LDL), magas stiriiségii
lipoprotein (HDL), total koleszterin (TC), triglicerid (TG), C reaktiv fehérje (CRP), laktat-
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dehidrogenaz (LDH), kreatin-kinaz (CK) valamint glutamat-oxalacetat-transzaminaz (GOT)

vagy masnéven aszpartat-aminotranszferaz (AST).
3.6. Izolalt ,,dolgozo- sziv”

A két kisérletben kiilon patkany-, illetve nyal modellre kialakitott apparatuson végeztiik a
szivfunkcios vizsgaklatokat. A perfizidt megeldzé miitét procediraja hasonloképpen zajlott,
mely soran a 8 hetes kezelés leteltével intravénas heparinnal térténé antikoagulacio (1000
IU/Kkg) és intramuszkularis ketamin/xylazin, 40/5 mg/kg (Calypsol, Richter Gedeon Nyrt.,
Magyarorszag/ Nerfazin, Alpha-Vet, Magyarorszag) injekciot kovetéen bilateralis
thoracotomiat végeztiink az allatokon. A kimetszett sziveket jéghideg perfuzios oldatba
helyeztiik (4°C). A perfuziés oldat modositott Krebs-Henseleit bikarbonat pufferoldat (pH=7,4)
volt, melynek Osszetétele a kovetkezd: 118 mM NaCl; 4,7 mM KCI; 1,7 mM CaClz; 25 mM
NaHCOs; 0,36 mM KH2POg4; 1,2 mM MgSO4, 10 mM gliikéz. A perfizids oldatot el6zdleg
karbogén gazzal telitettilk, mely 95% Oz és 5% CO2 keveréke, megelézve ezzel a CaCOs
csapadék precipitaciojat.

Ezt kdvetden az aortan keresztiil kaniilaltuk a sziveket és 10 percig retrograd perfundaltattuk
modositott Krebs-Henseleit oldattal, nem dolgoz6 ,,Langendorff-modban”, ez id6 alatt
eltavolitottuk a vért, és a sziv adaptalodott a megvaltozott koriilményekhez. A mosasi periodus
alatt kaniilaltuk a pulmonalis vénat, majd atkapcsoltuk a késziiléket ,,dolgozd" modba: elzartuk
a retrograd aramlast és a vena pulmonalis feldl, anterograd iranyba perfundaltattuk a sziveket.
A megvaltozott aramlas hatdsira az oldat egy része, egy, az aramlds mérésére alkalmas
csOrendszerbe, masik része a koronaridkon keresztiil a sinus coronariusba, majd a jobb
pitvarbdl a jobb kamraba, innen a felvagott pulmonalis artérian keresztiil a sziv alatt elhelyezett
tvegtégelybe kertiilt - koronaria ataramlas. A fent leirt rendszerben a bal pitvari nyomast (bal
kamrai preload/eléterhelés) 17 cm puffer oldat nyomasara (1.7 KPa), az aorta nyomast (bal
kamrai afterload/utoterhelés) 90 cm puffer oldat nyomasra (9 KPa) allitottuk be. Az aorta
kidramlast (AF) és a korondria ataramlas (CF) mértékét a sziv altal kipumpalt, illetve a
koronaridkrol tdvozo folyadék 1 percig torténd gytijtésével mértiik. A bal kamrai nyomast
(AoP), az ebbdl kalkulalt szivfrekvenciat (HR) a késziilékhez kapcsolt kalibralt nyomasmérd
¢és szamitogépes rendszer segitségével hataroztuk meg (ADInstruments, PowerLab, Castle Hill,
Australia). A perctérfogatot (CO) az AF és CF osszegeként felyeztiik ki, mig a ver6térfogatot
(SV) a CO és a HR hanyadosaként szamszertsitettiik. Mindkét vizsgalat soran az adaptacios

1d6 leteltével, azaz 10 perc dolgozé mod utan tortént az alapértékek lemérése. A PAH vizsgélati
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protokollban ezt kovetéen a sziveket eltavolitottuk a rendszerrél és tovabbi vizsgalatok
elvégzéséhez készitettiik el6 a miokardiumot. Az ateroszklerotikus nyul modell protokollja
szerint, az aerob perfuziot kovetden elzartuk a bal pitvarba torténd bearamlas és a bal kamrabol
torténd kiaramléas utjat, igy global iszkémiat hoztunk 1étre 30 percen keresztiil. A perfuzid
yjrainditasdhoz megsziintettiik az elzarasokat, am a reperfiizié els6 10 percében Langedorff
perfuzidt inditottuk, hogy elkeriiljiik a fatalis kimenetelti kamrai fibrillaciokat, ezt kovetden
,,dolgozd” mddban perfundaltattuk a sziveket 110 percig, mely 50. és 110. percében (a teljes
reperfuzio tekintetében 60. illetve 120. perc) a kordbban felsorolt szivfunkcios adatok rogzitése
tortént. A reperfizié lejartat kovetden, a miokardiumok eldkészitése €s tarolasa hasonloképpen

zajlott a PAH protokollhoz [162, 163].
3.7. Szdvettan

3.7.1. Ateroszklerotikus léziok analizise HC modellben

Az ateroszklerotikus plakkok teriiletének kvantifikalasara Oil Red O (ORO, Sigma Diagnostics,
St. Louis, MO, USA) festést alkalmaztunk [164]. A korabban preparalt torakalis aortakat OTC
médiumba (Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, MA, USA) dagyaztuk. Kriosztat
segitségével, 6 um vastagsagu metszeteket készitettlink, melyeket Superfrost Plus targylemezre
helyeztiink (Daiggers, Vernon Hills, IL, USA). Az ateroszklerotikus elvaltozast az aortaiv
(arcus aortae) teriiletérdl vett mintakbol vizsgaltuk, melyeket harom, egymastol 120 um-es
tavolsagra 1évd teriiletrél metszettliink, négy-6t metszetet készitve mindhdrom teriiletrdl.
Korabbi publikacio alapjan a megfestodott plakkok teriiletét mikroszkoppal (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Németorszag) és szoftveres morfometriaval (Scion Corp., Torrance,
CA, USA), a plakk/teljes teriilet hanyadosaval hataroztuk meg. A szintén rutineljarasnak

szamit6 hematoxilin festéssel emeltiik ki a sejtmagokat [165].

3.7.2. A szivizom és tiido mintak szovettani és morfometriai analizise PAH modellben

tengellyel parhuzamosan, az apextdl szamitva, kb. a sziv mértani felénél elmetszettiik, majd 24
orara 4 %-os pufferelt formalin oldatban, majd 70%-os alkoholban fixaltuk (pH=7.4), ezt
kovetkezden paraffinba agyaztuk. A paraffinos metszetekb6l 7 pm vastagsagi metszeteket
készitettiink, majd hematoxilin-eozin (HE) festést alkalmaztunk a szoéveti strukturak
vizualizalasara [166]. A jobb kamrai hipertrofiat (right ventricular hyperthrophy; RVH) a sziv

teljes transzverzalis metszetébdl hataroztuk meg, mely mértékét a jobb kamra/(bal kamra +

36



interventrikularis szeptum (IVS)) arany segitségével hataroztuk meg (RHV =RV/(LV + IVS))
[167].

A kimetszett tiid6 részleteket szintén 4%-os formalinban fixaltuk, majd a paraffinba agyazott
mintakbol rotatoros mikrotommal 5 um vékony metszeteket készitettiink. A metszeteket
hematoxilin-eozin (HE) illetve Elastica van Gieson (EVG) néven ismert eljarasok segitségével
festettiilk [168]. A tiid6 arteriolak falanak megvastagodasanak mértékét % MWT = (M1 +
M2)/ED % 100 képlet segitségével hatdroztuk meg, amely l1ényege a kovetkezd: az allatok tiido
artériairol készitett metszetek digitalis felvételein Scion Image (Scion Corporation / NIH /
Bethesda ML, USA) szoftver segitségével mértiik le a falvastagsagot és a lumen atmérét (10.
abra). Az igy kapott értékeket egymassal elosztva kaptuk a fal/lumen aranyt, amelyet %-ban
fejeztiink ki, ezaltal Osszehasonlitva az egyes csoportok kozott kapott értékek atlagat
(n=6)[169].

10. dbra: Pulmonalis artéridk morfometriai analizise patkany modellen, Elastica van Gieson
festés, 100 x nagyitas (ED: external diameter; kiils6 atméréje a tiidéartérianak,; M1és M2:

medialis fal vastagsaga; forras: sajat felvétel).
3.8. Fehérje izolalas miokardiumbdl, illetve tiidészévetbol

A sziv perfuziot, illetve a tiidémintak esetében kdzvetleniil a torakotémiat kdvetden folyékony
nitrogénben (-196°C) lefagyasztottunk kiilon a bal kamrabdl és a szeptumbol, kiilon a jobb
kamrabol, valamint a tiidobol vett mintakat, majd azokat -70°C-on taroltuk. A fehérjék
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izolalasahoz mintanként 300 mg-ot elektromos diszpergalo eszkoz segitségével (T 10 basic
Ultra-Turrax, IKA, Németorszag) az alabbi pufferben homogenizaltuk: Tris (25 mM), NaCl (25
mM), Na-ortovanadat (1 mM), NaF (10 mM), Na-pirofoszfat (10 mM), okadansav (10 nM),
EDTA (0,5 mM), PMSF (1 mM), protedz inhibitor koktél, desztillalt viz. A teljes fehérje

koncentraciot a BCA-modszer segitségével hataroztuk meg [170].
3.9. Western blot

A Laemmli pufferben oldott izolatumokat 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtatuk 120 V
fesziiltségen 90 percig, majd a géleket nitrocellul6z membranra blottoltuk tovabbi 90 percig,
100 V-on. A membranokat ezt kdvetéen 2 oran at blokkoltuk 5%-os alacsony zsirtartalmi
tejporos TBS-T pufferben, majd a megfeleléen kihigitott antitestekkel egy éjszakan at
inkubaltuk 4 °C-on. A TBS-T puffer Osszetétele a kovetkezd volt: Tris(hidroximetil)-
aminometan sésavval alkotott soja (Tris-HCI) (50 mM, pH=7,4), NaCl (150 mM) és Tween®-
20 (0,05 %V/V). Az alabbi fehérjék expresszidjanak szintjét vizsgaltuk: hemoxigenaz-1 (HO-
1; 1:000 higitasi aranyban), szuperoxid dizmutaz 1 (SOD1; 1:1000), vaszkularis endotelialis
novekedési faktor A (VEGF; 1:2000), citokrom ¢ oxidaz IIT (COXIII; 1:000), foszfodiészteraz-
5A (PDE5A; 1:500), valamint Kkonstitutiv (,,haztartasi”) génként: citokrom c¢ oxidaz IV
(COXI1V; 1:2000), glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH; 1:5000). Masnap TBS-T
pufferrel oOblitettiik le a primer antitesteket, majd tovdbbi 90 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten kecske anti-nyal HRP-konjugalt (1:2000 higitasi aranyban) masodlagos
antitestet tartalmazo 1%-os alacsony zsirtartalm tejporos TBS-T pufferoldatban. Ujabb mosast
kovetden az antigén-antitest komplex jelenlétét ECL (enhanced chemiluminescence) mddszer
segitségével tettiik lathatova. Az el6hivas rontgenfilmekre tortént, majd a szkennelt képeken az

immunpozitivitas pixeldenzitasat Scion Image szoftver segitségével szamszerisitettiik [170].
3.10. Statisztikai analizis

A kapott szamadatok kielemzéséhez Graph Pad Prism 5.02 (Praph Pad Softvare Inc., USA)
programot alkalmazva, a normal eloszlas vizsgalatat pedig D’Agostino-Pearson omnibus
normalitas- teszttel végeztiik el. Amennyiben normal eloszlasinak bizonyultak a vizsgalt
értékek, egyutas ANOVA tesztet hasznaltunk posthoc Bonferroni analizissel, A szignifikancia

szintet p < 0,05-ben hataroztuk meg.
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4. Eredmények

4.1. Bioanalitika

4.1.1. A minta témegspektrometriai (MS) és HPLC vizsgalata

Az alliin a legtobb Allium fajban eléforduld, nem fehérje-természeti aminosav, mely az allinaz
enzim természetes szubsztratja. A liofilizatum teljes alliin tartalmat HPLC segitségével
hataroztuk meg, mely szerint a levél alliin tartalma 0,261 m/m% (RSD=0,450%). A kisérlet
soran vizsgalt anyag meghatarozasahoz segitett a mar ismert, standard alliin csucsaival valo

Osszevethetdség (11. abra)

0,241 w
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20,12
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11. abra: A medvehagyma levél liofilizatumanak (WGLL) nagy teljesitményii folyadékkromatografias (HPLC)

spektrum analizise, 3,8 percnél megjelend f6 csticesal (tarsszerzé eredményeri).

A tomegspektrometriai eljards soran a kalium és natrium altal kationizalt kvazi molekula
ionokat vizsgaltuk (/2. dbra). Az [M + K]* és a [M + Na]* cstcsok tomege alapjan a 3.
tablazatban feltiintetett komponenseket tartalmazhatja a névény: kempferol-3-O-rutinozid (m/z
617,4 [M + Na]* és m/z 633,3 [M + K]*); kvercitrin (m/z 471,2 [M + Na]* és m/z 487,2 [M +
K]%); juglanin (m/z 441,4 [M + Na]* and m/z 457,3 [M + K]"); drakorubin (m/z 511,2 [M +
Na]* és m/z 527,2 [M + K]%); valamint blumeatin (m/z 325,2 [M + Na]*, m/z 341,2 [M + K]*
és m/z 303,1 [M + H]"). A szamitasokat a kalium és natrium adduktumok molekuldris tomege
alapjan végeztiik. A pontos molaris tomegeket az alabbiak szerint kalkulaltuk: a mért m/z
minusz a molaris tomege a hozzaadott ionoknak, mely megfelel a komponensek molaris

tomegének.
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12. abra: Tomegspektrometriai mérések eredményei. A WGLL-b61 készitett extraktum komponenseinek MALDI-
TOF MS modszerrel kimutatott spektrumai, a mintafelvitel soran 2,5-dihidroxibenzoesav (DHB) matrixot
alkalmaztunk. A-B) C18-as oszlop hasznalata. A: kis molekulatomegli komponensek, B: nagyobb
molekulatomegli komponensek. C-D) szilika S100-as oszlopon elvalasztott WGLL extraktum, C: relative

alacsonyabb molekulatomegii; D: magasabb molekulatomeg tartomanyba esé komponensek (tdrsszerzé

erdményei).
Struktira PubChem altalanos megnevezés bevitt pontos A Képlet lon
CID m/z m/z

74640 24211973 Kaempferol-3-O-rutinozid 617,4 617,1472  0,2528 Ca7H30015Na [M +Na]*
74640 24211973 Kaempferol-3-O-rutinozid 633,3 633,1212 0,1788 Ca7H30015K M +K]*

46189 5280459 Quercitrin 471,2 471,0898 0,1102 Ca1H2011Na [M + Na]*
46189 5280459 Quercitrin 487,2 487,0637 0,1363 C21H2001:K M+ K]

47726 5748554 Juglanin 441,4 441,0792  0,3208 CaoH15010Na [M + Na]*
47726 5748554 Juglanin 457,3 457,0531  0,2469 CaoH15010K [M+K]*

68247 160270 Drakorubin 527,2 527,1255 0,0745 CaoH2405K [M +K]*

68247 160270 Drakorubin 511,2 511,1516  0,0484 CaH240sNa [M + Na]*
48987 11289628 Blumeatin 3412 341,0422 0,1578 Ci6H1406K M+ K]

48987 11289628 Blumeatin 3252 325,0683 0,1317 Ci16H1406Na [M + Na]*

3. tdblizat. A WGLL minta extraktumabol nyert komponensek tomegspektrometriai analizise soran mért és

megallapitott m/z értékek (tdrsszerzd eredményei).
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4.2. Transztorakalis echokardiografia

Minden echokardiografias vizsgalat 20 perc alatt lezajlott, maradéktalanul visszatértek az
altatasbol, stabil keringéssel, sziv-¢és 1égzéstrekvenciaval. Mivel a TTE az els6 a metodikak
soraban, amelyet allatokon és nem a liofilizdtumon végeztiik, igy itt szeretném megragadni a
lehetdséget, hogy megmagyarazzam az eredmények ismertetésének szerkezetét. Mindkét
modellen (HC és PAH) végzett kisérletek eredményeit metodikanként 6sszegezve ismertetem,
ezaltal megkonnyitve a medvehagyma hatasainak Osszevetését azonos experimentalis
koriilmények kozott. Ezt a szerkezetet konzekvensen tartom az Eredmények fejezet tovabbi

alfejezeteiben is, tehat parhuzamosan lathatéak a két kisérlet eredményei.
4.2.1. HC modell eredményei

A HC kezelés echokardiografias eredményei a 4. tablazatban vannak Osszefoglalva. HC
allatokban szignifikansan nagyobb bal kamrai végszisztolés atmér6t mértiink M-moddban
(1,242+0,045 cm versus 1,016+£0,091 cm, a kontroléhoz képest). Ezzel szemben nem
tapasztaltunk jelentés valtozast a HCT csoportnal (1,184+0,020 cm) a Kontroll csoporttal
osszevetve. A frakcionalt rovidiilés (FS) és ejekcios frakcid (EF) paraszternalis hosszu tengelyi,
valamint a rovid tengelyi metszetekben mért eredményei jol korrelaltak egymassal. A HC
kezelést kapott allatok EF ¢és FS eredményei jelentdsen alacsonyabbnak bizonyultak a Kontroll
allatokéhoz képest (FShc: 29,010+1,056% versus FSkontroLL: 32,310+0,718%; EFc:
49,810+1,140% versus EFkontroLL: 56,910+1,294%). Tovabba, a medvehagyma-kezelt
csoportnal (HCT) szignifikdnsan magasabb FS és EF értékek voltak megfigyelhetéek a HC
csoporthoz képest (FSHcT: 32,970+1,131%; EFHcT: 55,990+1,756%). A diasztolés szivfunkciot
az E/A hanyadossal fejeztiik ki, melyet Doppler (PW)-modban mértiink. Az E/A hanyados is
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a HC kezelés hatasara a Kontroll csoportéhoz képest
(HC: 1,207+0,0374 versus Kontroll: 1,376+0,0447), ezzel szemben a HCT és Kontoll csoport
eredményei kozott nem volt tapasztalhato szignifikans kiilonbség (E/AncT: 1,344+0,076). Az E
hullam deceleracios ideje a HC allatoknal szignitkdnsan megnyult a Kontrollhoz képest
(DecTHc: 87,440+3,534 ms versus DecTkonTroLL: 71,250+£4,101 ms), mig a HCT allatoknal ez
az érték jelent6sen javult (DecTHet: 69,540+4,787 ms). A szoveti sebességek (Tissue Velocity
Imaging, TVI) mérése soran nem volt szignifikdns csokkenés a lateralis E’/A’ hanyados értékét
tekintve WGLL-kezelt allatoknal. Nem vart eredménynek tekinthetd, hogy a jobb kamrai
szisztolés csucssebesség (peak systolic velocity, S*), valamint a trikuszpidalis annulus sikirdnyt

szisztolés kitérése (TAPSE) jelentds emelkedést mutatott a medvehagyma liofilizatummal
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kezelt allatok esetében, a beteg allatokhoz képest (S’hct: 9,156+0,210 cm/s versus S’Hc:
8,103+0,216 cm/s; TAPSEHcT: 0,646+0,0204 cm versus TAPSEHc: 0,5762+0,0146 cm).

mean+SEM  HR (bpm) Ao (cm) LVIDs (cm) LVIDd (cm) FS PLAX (%)
Kontroll 180,8+4,145 0,9458+0,02369 1,016+0,09082  1,655+0,05002 39,3745,021
HC 150,244,303 * 0,9188+0,02530 1,242+0,04500* 1,756+0,06262 29,22+0,8030*
HCT 185,0+£7,053**  0,8985+0,01250 1,184+0,01992  1,793+0,03095 33,82+1,312%*
BK témeg BK téomeg
EF PLAX (%) PLAX (g) FSSAX (%)  EF SAX (%) SAX (g)
Kontroll 56,91£1,294 6,632+0,4779 32,31+0,7175 54,13+0,9609 6,573+0,3514
HC 49,81+1,140%  8,218+0,6284 29,01+1,056%  49,43+1,517* 8,315+0,7921*
HCT 55,99+£1,756**  8,769+0,1694* 32,97+1,131%*%  54,93+1,522** 8,195+0,2261%*
LVOTVmax Velocity Time
E/A DecT (ms) E/E’ (cm/s) Integral (cm)
Kontroll 1,376+0,04473  71,25+4,101 1,417+0,05845 84,28+2,131 0,07075+0,001780
HC 1,207+0,03736* 87,44+3,534* 1,775+0,1014 87,94+5,719 0,07969+0,004936
HCT 1,344+0,07601  69,54+4,787** 1,718+0,1551 77,152,157 0,06846+0,002008
E’/A’ (lateral) MAPSE (cm) RV S’ (cm/s) RV E’/A’ TAPSE (cm)
Kontroll 1,303+0,05784  0,5273+0,01834 8,935+0,2730 1,336+0,05057 0,5760+0,01197
HC 1,109+0,07107  0,5708+0,02484 8,103+0,2155*  1,233+0,09219 0,5762+0,01460
HCT 1,065+0,1171 0,5925+0,03008*  9,156+0,2104** 1,055+0,07717* 0,6445+0,02037**

4. tabldzat: HC modell TTE eredményei. A szignifikanciat * P<0,05 a Kontroll csoporthoz képest; ** P<0,05 HC

csoporthoz hasonlitva allapitottuk meg és jeloltik (sajdat eredmények).

4.2.2. PAH modell eredményei

Amint az alabbi tablazatban is lathat6 (6. tdbldzat), a bal kamra szisztolés funkcioit vizsgalva -

ugymint FS, EF és a bal kamrai szabadfal szisztolés kitérése (mitral annular plane systolic

excursion, MAPSE) - nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a csoportok kozott. A

szivfrekvencia (heart rate, HR) szintén nem valtozott egyik vizsgalt csoportnal sem. A jobb

kamrai funkciok vizsgalata soran a Kontroll csoport TAPSE értéke a normal tartomanyban

maradt (TAPSEkontron: 2,308 + 0,074 mm), ezzel szemben a beteg allatok értéke jelentsen
leromlott (TAPSEpan: 1,697 + 0,098 mm), mig a WGLL- és sildenafillal-kezelt allatok jelentds
javulast mutattak a PAH csoporttal 6sszevetve (TAPSEweLL: 2,021 £+ 0,071 mm; TAPSEsilgenafil:
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2,390 + 0,069 mm). A diasztolés szivfunkcio vizsgalata soran (E/A) a monokrotalin-, a

Sildenafil- és a WGLL-kezelés egyarant hatastalannak bizonyult a nyolc hetes kezelést

kovetoen.
Parameter Kontroll PAH Sildenafil WGLL
BK EF (%) 73,39 + 3,638 82,61 £2,911 76,93 + 2,294 76,13 + 2,327
BK FS (%0) 38,64 + 3,268 47,75 + 3,432 40,84 £2,177 40,49 + 2,059
BK tomeg (g) 1,388 + 0,085 1,343 + 0,037 1,487 + 0,036 1,469 £ 0,057
Verdétérfogat (mL) 0,459 £+ 0,070 0,456 £ 0,056 0,445 + 0,081 0,452 £ 0,032
HR (bpm) 269,5+ 16,21 2742 £9.37 264,3 £ 10,39 243,1+9,76
LVOT maxPG (mmHg) 2,225+ 0,247 2,415+ 0,260 2,401 +£ 0,381 2,128 £ 0,179
LVOT meanPG (mmHg) 1,032+ 0,112 1,067 £ 0,096 1,169 £ 0,185 0,876 £ 0,074
LVOT Vmax (m/s) 0,753 +£ 0,041 0,746 + 0,445 0,748 £ 0,082 0,720 + 0,032
LVOT Vmean (m/s) 0,432 + 0,025 0,451 +0,018 0,463 + 0,045 0,398 + 0,017
Lat S’ (cm/s) 32,29 +1,782 40,51 +£2,710 50,39 +£2,278 * 39,36 + 3,565
MV E vel (cm/s) 65,81 £+ 3,860 64,71 £ 3,046 58,09 £ 2,906 63,56 £ 2,484
MYV A vel (cm/s) 40,15 + 4,253 37,54 £ 5,484 30,82 £ 1,054 39,19 £2,385
MYV E/A arany 1,841 + 0,167 1,856 £ 0,165 1,903 £+ 0,052 1,745+ 0,129
MAPSE (mm) 2,085 + 0,089 1,961 + 0,098 1,905 £ 0,057 1,944 + 0,150
TAPSE (mm) 2,308 +£ 0,074 1,697 +0,098* 2,390+0,069% 2,210+ 0,071*

5. tablazat: PAH modell TTE eredményei. A szignifikanciat * P<0,05 a Kontroll csoporthoz képest; # P<0,05

PAH csoporthoz hasonlitva allapitottuk meg és jeldltiik (sajdt eredmények).

4.3. Izolalt ,,dolgozo-sziv”’ eredmények

4.3.1. HC modell

A koleszterines kezelés indukalta hiperkoleszterinémia, valamint a WGLL-kezelés
szivfunkcios paraméterekre gyakorolt hatasainak ex vivo eredményeit a 13. dbra mutatja. Az
alabbi funkcidkat vizsgaltuk: aorta kiaramlas (aortic flow, AF; 13A), koronaria atdramlas
(coronary flow, CF; 13B), aortanyomas (aortic pressure, AoP; 13C), szivfrekvencia (heart rate,
HR; 13D), perctérfogat (cardiac output, CO; 13E), ver6térfogat (stroke volume, SV; 13F). A
HC és HCT kezelt allatok preiszkémias AF (AFuc: 73,40 + 5,014; AFncT: 83,20 + 6,144), HR
(HRHc: 166,2 + 22,48; HRHcT: 166,5 + 8,082) és CO (COnc: 135,4 + 9,926; COnct: 145,8 £
10,19) eredményei jelentdsen leromlottak a Kontroll (AFkontroni: 112,0 + 5,333; HRkotroi: 232,0

+ 14,60; COkontroi: 186,2 + 5,867) csoporthoz képest (P<0,05). Az AoP tekintetében viszont
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szignifikans emelkedést tapasztaltunk a HC (AoPnc: 168,0 + 3,113), illetve a WGLL-kezelt
(AOPHcT: 178,4+ 2,428) csoport esetében a Kontroll (AoPkotron: 141,5+ 8,609) csoporthoz
képest (P<0,05). Az allatok posztiszkémias AF, CF, HR és CO eredményei jelentGsen
leromlottak 60 perc elteltével a sajat preiszkémias eredményeikhez képest, minden csoportban
(P<0,05). A WGLL-kezelt csoport AF (AFncT: 34,40 + 5,049; 60. perc) és HR (HRHcT: 149,0
+ 9,071; 60. perc) posztiszkémias értékei viszont jelentdsen magasabbak voltak a HC (AFnc:
15,50 + 3,122; HRHc: 112,5 + 2,079; 60. perc) csoporthoz képest (P<0,05).
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13. dabra: Ex vivo szivfunkciés eredmények, HC modell. 6A: aorta kiaramlas (ml/perc); 6B: koronaria atdramlas
(ml/perc); 6C: Aortanyomas (Hgmm); 6D: szivfrekvencia (BPM, beat per minute= iités/perc); 6E: keringési

perctérfogat (ml/perc); 6F: verdtérfogat (ml/iités). A szignifikancia szintet *P <0,05 Preiszkémias kontrollhoz;
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**P<(,05 Kontroll posztiszkémia 60. percéhez; ##P<0,05 HC posztiszkémia 60. percéhez hasonlitva allapitottuk

meg és jeldltik (sajdt eredmények).
4.3.2. PAH modell ex vivo szivfunkcios eredményei

A PAH modell allatainak izolalt ,,dolgoz6-sziv”’ rendszeren vizsgalt bal kamra funkcioi a 14.
abran vannak feltiintetve. A monokrotalin kezelés egyértelmli AF csokkenést idézett eld a
Kontroll csoporthoz képest (AFpan: 27,38 + 3,447 ml/perc vs. AFkontron: 55,33 £ 2,932 ml/perc),
mig a WGLL kezelés hatasara az AF elérte az egészséges allatok értékeit (AFweLL: 54,36 +
2,864 ml/perc). A CF-ra és az AoP-ra nézve hatastalannak bizonyultak a kezelések, a két
vizsgalt paraméter tekintetében nem volt valtozas a harom csoport k6zott (P<0,05). A WGLL
csoport szivfrekvencidja viszont jelentdsen emelkedett a Kontrollhoz képest (HRwaLL: 327,5 £
28,22 bpm vs. HRkontron: 224,0 + 5,579 bpm). A beteg allatok CO-ja szignifikansan lecsokkent
az egészséges allatokéhoz képest (COpan: 52,00 + 4,730 vs. COkontrol: 84,67 + 2,783), mig a
Sildenafil és a WGLL kezelés hatasara jelentésen emelkedett ez az érték (COsildenafit: 74,40 £
6,130; COweLL: 84,45 + 5,409). A SV mindhdrom monokrotalinnal kezelt csoport esetében
jelentdsen leromlott a Kontrollhoz képest, egymassal Gsszevetve viszont nem tapasztaltunk
szignifikans kiillonbségeket (SVpan: 0,1846 + 0,01738;SVsiidenafil: 0,2471+ 0,01890; SVwaeLL :
0,2708+ 0,02270 vs. SVkontron: 0,3788+ 0,01114) (sajdt eredmények).
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14. dbra. PAH modell ex vivo szivfunkcios eredményei. 7A: aorta kidramlds; 7B: korondria ataramlas; 7C:

aortanyomas; 7D: szivfrekvencia; 7E: keringési perctérfogat; 7F: verdtérfogat. A szignifikanciat * P<0,05 a

Kontroll csoporthoz képest;* P<0,05 PAH csoporthoz hasonlitva allapitottuk meg és jeldltiik (sajdt eredmények).
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4.4. Western blot

4.4.1. HC modell

A sziv home0sztazisaban, négy jelentds szereppel biré mediator Western blot analizissel kapott
eredményei a 15. abran lathatoak. Ezen eredmények egyértelmiien alatdmasztjak, hogy a HO-
1 szintje szignifikansan magasabb volt a medvehagyma kezelés hatasara a beteg csoportban
mért értékekhez képest (HCTho-1: 3,770 £+ 0,393 vs. HCHo-1: 1,578 + 0,475, 8A). A SOD1
expresszios szintje viszont a HC csoportban emelkedett meg jelentdsen a Kontroll, valamint a
HCT csoporthoz képest (HCsop-1: 44,45 + 2,74 vs. HCTsop-1: 14,56 + 3,348; Kontrollsop-1:
18,78 + 4,560; 8C). A COXIII és a VEGF fehérjék expresszidja a HC és HCT (HCcoxni: 1,029
+ 0,002753; HCvecF: 0,9965 + 0,03945; HCTcoxmi: 0,9923 + 0,04085; HCTvecr: 0,8942 +
0,02966) csoportban is egyarant csokkent a Kontrollhoz képest (Kontrollcoxm: 1,191 +
0,05040; Kontrollvecr: 1,142 + 0,04613; 8B; 8D).
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15. dbra. HC modell miokardialis fehérjéinek Western blot analizise. A relativ intenzitas értékeit egy 6nkényes
egységben hataroztuk meg, melyeket mean + SEM-ben abrazoltunk. A szignifikanciat * P<0.05 HO-1, COXIII,
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SOD-1 és VEGF atlag expresszios szintjeit a Kontroll csoport miokardiumabol vett mintakhoz; ** P<0,05 HC

csoporthoz hasonlitva allapitottuk meg és jeloltiik (sajdt eredmények).
4.4.2. PAH modell

A PAH modell PDE5SA enzim expresszidjanak szintjét a jobb kamrakbol, illetve a tiid6kbol vett
mintakbdl készitett izolatumokbol vizsgaltuk, mely eredményeket a 16. dbran szemléltettiink.
A jobb kamrak miokardiumabdl vett mintaknal azt tapasztaltuk, hogy a PDESA szintje a PAH
¢s WGLL csoportban magasabb volt, mint a Sildenafil ¢s Kontroll csoportban (PDES5ApaH:
2,174 £ 0,110 és PDESAwcLL: 2,690 = 0,096 vs. PDE5Asiidenafil : 1,432 +0,139¢és PDES Akontrol:
1,410+ 0,088). Ezek alapjan azt is megjegyezhetjiik, hogy a Sildenafil kezelés markdns PDESA
expresszio gatlast eredményezett a jobb kamrabol vett mintdkon, valamint, hogy a PAH ¢s
WGLL csoportok kdzott nem volt jelent6s kiilonség (P< 0.05). Ezzel szemben a tiid6szovetbol
vett mintdkndl a PAH kezelés és Kontroll csoport kozott nem volt jelentds expresszidbeli
kiilonbség, mig a WGLL csoport PDESA szintje szignifikdnsan magasabb volt a beteghez
képest (Kontrollppesa: 1,367 + 0,189; WGLLppesa: 2,329 + 0,094; Sildenafilppesa: 1,968 +
0,209; PAHppEsA: 1,029 £ 0,079).

A 4

¥ 16. abra: A PAH modell Western
" ¢ .i X ¢ blot analizise. A) A PDESA relativ
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eredmények).

Tiido

47



45. Szovettan

45.1. HC modell szovettani analizis

7o

HC modellbdl szarmazo6 arcus aortae teriiletérdl vett mintak hematoxilin, illetve ORO festett
szOvettani metszetei a 17. abran lathatdak. A Kontroll csoport allatainak mintain a plakkfestési
eljaras alapjan, nem volt ateroszklerotikus 1ézi6 megfigyelheté (17A. dabra). A 8 hetes
koleszterines kezelés hatasara, HC csoportrol készitett metszetek alapjan magasabb, mint 35%-
os tertilet volt ORO pozitiv a teljes teriilethez képest (17B. dbra), mely egyértelmii kiilonbség
a két csoport kozott (HC: 38,610 + 0,146 %, 17B-D. dbra). Diszkrét ateroszklerotikus elvaltozas
volt megfigyelhetd a HCT csoport tekintetében, mely a HC csoporttal 0Osszevetve
szignifikansan kisebb mértékiinek bizonyult (HCT: 16,710 + 3,421%; P<0,05; 10C-D.dbra).
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17. abra. HC modell arcus aortae szovettani vizsgalata, HE-ORO festési eljarassal. A) Kontroll csoport; B) HC
csoport; C) HCT csoport; D) Plakkos teriilet aranya a teljes teriilethez viszonyitva, %-ban kifejezve. Roviditések:
F: ORO festett zsiros szovet az adventiciardl; IE: belsé (interndlis) elasztikus lamina; M: media; P:
ateroszklerotikus plakk. (25x nagyitas). *P<0,05 a Kontroll csoporttal dsszevetve. **P<0,05 HC csoporthoz

hasonlitva (sajdt eredmények).
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4.5.2. PAH modell mikroszkopikus morfometriaja

A PAH protokoll miokardiumbdl és tiidébol vett HE-, illetve EVG-festett mintainak
eredményeit 18. dbrdan szemléltettiik. A jobb és bal kamrakrol késziilt HE festett metszetek
képein jol latszédik a MCT-indukalta szoveti karosodas (PAH, Sildenafil, WGLL), ezzel
szovetkarosodas a PAH csoport kardiomiocitdinak hiperbazofilidjaban, hipereozinofilidjaban,
az izomrostok hullamos elrendezkedésében, sejtek kozotti 6démaban, 1ézidban egyértelmiien
megnyilvanult. A PAH csoportbdl vett mintakon lathat6 a legdramaibb jobb kamrai hipertroéfia,
mig a WGLL-kezelt csoportnal, illetve a Sildenafil csoportnal csak mérsékelt szoveti
nagyobbodas volt észrevehetd. A jobb karma hipertrofidjanak mértékét (JKH) a RV/(LV+S)
arany segitségével hataroztuk meg (18E. abra), mely érték a PAH (0,477 + 0,044) csoportban
a Kontrollhoz (0,323 + 0,020) és WGLL-hez (0,328 + 0,020) képest jelentésen magasabb volt.
A pulmonalis artéridk és arteriolak medidlis faldnak vastagsagat a medialis fal vastagsag%
(medial wall thickness, MWT%) segitségével fejeztiik ki. A PAH csoport mintdinak MWT%
értéke jelentdsen megemelkedett a tobbi csoporthoz képest, viszont a masik harom csoportot
egymassal Osszevetve nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket (MWTpan: 71,39 +
2,628%; MW Tkontronl: 53,64 + 3,240%; MW TweLL: 47,32 + 2,084% és MW Tsidenafii: 48,91 +
3,444, 18F abra).

49



Sildenafil Kontroll

i
N
)
=
==
Q
~
=
-
&)
>~
=
E 08 F oo,
- *, *%
& o6 o
* o
> ]
% 02
0.0

PAH WGLL  Sildenafil Kontroll PAH WGLL  Sildenafil Kontroll

18. dbra. PAH modellbél szarmaz6 sziv- és tiidé mintak HE és EVG festésének eredményei. A) Reprezentativ kép

a szivek HE festett teljes transzverzalis metszetér6l; B) Reprezentativ kép a HE festett szivek transzverzalis

metszetér6l (40x nagyitas); C) tiid6 szovetek HE festett metszetei (40x nagyitas); D) Elastica van Gieson (EVG)
festett tiid6 szovetek (40x nagyitas); E) jobb kamrai hipertrofia az RV/LV+S képlet szerint kifejezve; F) medialis
fal vastagsaga (medial wall thickness, MWT) %-ban kifejezve, az alabbi egyenlet alapjan: MWT%= (M1 +
M2)/ED % 100. Tovabbi roviditések: RV (right ventricle)=jobb kamra; LV (left ventricle)= bal kamra; S (septum)
= szeptum. Az eredmények atlag+ SEM-ben voltak kifejezve (n=15/csoport); * P< 0,05 Kontrollhoz viszonyitva;

** P< 0,05 WGLL-hez viszonyitva; - P< 0,05 a Sildenafilhoz hasonlitva (tdrsszerzé eredményei).
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4.6. A HC modell szeroldgiai eredményei

A perifériarol vett szérum vizsgalatanak eredményeit a 6. tdbldzat ismerteti. Eheztetést
kovetden vett plazma TC és LDL koleszterin szintje a HC csoportban nyolcszorosa, a HCT
csoportban hatszorosa volt a Kontroll csoportnak, igy a HCT és HC csoport kozott is
szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd (P <0,05). Az apolipoprotein A-1 (ApoA) szintje a
HC csoportban szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a masik két csoporthoz képest, viszont
a HCT ¢és Kontroll k6zott nem volt jelentds kiilonbség tapasztalhat6. A nyulak szérum ApoB
szintjeinek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a HC és HCT csoporté egyarant megemelkedett
az egészséges allatokéhoz képest, viszont a HCT szintje szamottevOen alacsonyabbnak
bizonyult a HC-hoz képest (P <0,05). A TG vizsgalata soran nem tapasztaltunk figyelemre
méltd eltéréseket a harom csoport kozott. A proinflammatorikus biomarker, a CRP
vizsgalatakor, a HC csoportnal egyértelmii emelkedést tapasztaltunk a Kontrollhoz képest,
csakugy, mint a GOT majenzimnél, melynek értéke a HC csoportban HCT-hez képest is
jelentésen emelkedett volt. Laktat-dehidrogenaz (LDH) és kreatin-kinaz (CK) szérumszintek
tekintetében szintén nagymértékii kiilonbséget tapasztaltunk a HC és HCT csoport kozott
(P<0,05).

Csoport  TC (mmol/L) LDL-C (mmol/L) HDL-C (mmol/L) ApoA (g/L) ApoB (g/L)

Kontroll  0,7929+0,06685  0,23+0,02259 0,523140,04498  0,0423140,005083 0,01538+0,003323

HC 26,37+3,663"# 23,55+3,032"# 4,427+0,6562" 0,02222+0,002778"# 0,28+0,06349™#

HCT 20,03£1,947" 17+1,942%™ 3,314+0,3686" 0,056+0,008459™ 0,1718+0,01920"~
TG (mmol/L) CRP (mg/L) GOT (U/L) LDH (U/L) CK (U/L)

Kontroll  0,7877+0,03534 0,1+0,01387 29,67+2,895 726,4+170,7 4213+623,2

HC 1,367+0,3354 0,7278+0,3617"  48,8+16,22" 791,9+£325,4 4955+1353

HCT 1,052+0,3391 0,5958+0,2311 24,91+2,708™ 316,6+37,17" 2851+600,8™

6. tablazat: HC modell szérum biomarkerei. Az eredményeket atlagt SEM-ben fejeztiik ki, csoporttonként n=6
mintat atlagoltunk. *P<0,05 a Kontroll csoporthoz viszonyitva. **P<0,05 HC csoporthoz viszonyitva. #P<0,05

HCT csoporthoz viszonyitva (tarsszerzd eredményeri).
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5. Megbeszélés

Jelen tanulmany megvalodsitasanak egyik fobb célja az volt, hogy a rendelkezésiinkre allo
Allium ursinum levelébdl készitett liofilizatum kémiai Gsszetételét megvizsgaljuk, és a kapott
eredményeket Osszevessiik a rendelkezésiinkre all6 szakirodalmi adatokkal [171].
Eredményeink jol korrelaltak a korabban nyert értékekkel, ugyanis a szaritott liofilizatum is
gazdag volt megannyi fenolos vegyiiletben, mint példaul a kempferol szarmazékok, juglanin,
drakorubin, blumetain ¢és Kkvercitrin (3. tdbldzat, 12. dabra)[172]. Masok és sajat
kutatocsoportunk egybehangzo korabbi eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy az Allium
ursinum kiilondsen gazdag flavonoid vegyiiletekben, mely Gsszetételt a liofilizalast koveten is
képes megtartani. Jelentds értéket képviselnek ezek az eredmények azaltal, hogy a bizonyitékon
alapul6 orvoslas gyakran alkalmaz természetes eredetli termékeket, igy elengedhetetlen azok
pontos kémiai Gsszetételének vizsgalata, ismerete. Ezen tilmenden nem feledkezhetiink meg
arrol a tényrdl sem, hogy a polifenolok preventiv, illetve terapids értékét mar ez idedig is tobb
farmakologiai témajh tanulmany igazolta [145, 173, 174].

Ahogy azt a bioanalitikai elemzés is mutatja, a flavonoid tartalom mellett tovabbi 0,261 m/m%
alliint is tartalmazott a WGLL minta, mely komponenshez kothetd az ateroszklerdzis
komponens egy szulfoxid szarmazék, mely a cisztein aminosavbdl képzddik [175]. Az alliin
antioxidans tulajdonsaga mellett, mely szdmos egyéb oxidativ stressz okozta szoveti kdrosodas
kivédésére alkalmas, az egyik legfobb erénye a szabadgyok-fogo képessége [176]. Az alliinrél
tovabba azt is megallapitottak, hogy immunmoduléator hatéssal is rendelkezik azaltal, hogy a
proinflamatorikus IL-1B és IL-6 citokinek szintjét jelentésen lecsdkkentettte in vitro
koriilmények kozott [177]. E két citokin szerepe az ateroszklerdzis és mas gyulladasos
betegségek patogenezisében mar régéta feltart tény [178].

A kezelések szivultrahang eredményeit a 4. és az 5. tabldzat taglalja. A HC modell tekintetében
kapott eredményeket négy f6 szempont alapjan lehet jellemezni, 6sszegezni:

(1) M-mode és Doppler mérések soran tapasztalt stabil pulzus- illetve 1égzésfrekvencia
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a hiperkoleszterinémia nem befolyasolta
lényegesen az alap kardio-pulmonalis keringést, mely kovetkeztetést egy korabbi
tanulmanyunk is megerdsiti [170].

(2) Az egészséges, normal tapon tartott allatok bal kamrai végszisztolés atmérdjéhez
(LVIDd) képest lényegesen ndtt a HC és HCT allatok értéke. Az LVIDd érték

emelkedésével egyiitt igy parhuzamosan romlott ezen allatok frakcionalt rovidiilése
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(FS) és ejekcios frakcidja (EF). A paraszternalis hossza-, illetve rovidtengelyi
metszetekbdl mért FS és EF értékek mellesleg jol korrelaltak egymassal. Azonban a
WGLL-kezelt allatok FS értéke szignifikansan javult a HC allatokéhoz képest.
Szakirodalmi tények igazoljak, hogy patologiasan emelkedett LVIDd érték
Osszekothet6 a szivbetegségek mortalitasanak magasabb kockazataval [179], valamint
kézelmultban publikéalt tanulményok szerint, az alacsonyabb FS és EF értékek
hozzéjarulnak fibrotikus betegségek kialakulasahoz [180].

(3) A 4. tablazat szerint a Doppler (PW) moddszerrel mért E/A arany jelentésen romlott a
koleszterin-dus étrend hatasara az egészséges allatokéhoz képest, mig a WGLL-kezelt
allatok értéke a Kontroll csoportét kozelitette meg. Tovabba, az E hulldm deceleracios
idejében, mely a bal kamra abnormalis tel6dési mintazatat tiikrozi, szignifikans
megnyulas volt megfigyelheté a HC allatoknal, mig ezt a jelenséget a WGLL kezelés
képes volt ellenstilyozni. igy elmondhatjuk, hogy a medvehagyma kezelés nem csak a
szisztolés, hanem a diasztolés bal kamrai funkciokra is egyarant jo hatassal volt,
hiperkoleszterinémias koriilmények kozott.

(4) Végezetiil, a jobb kamrai funkcidkra is jotékony hatassal birt a kezelésiink. A WGLL
kezelés nemcsak a szisztolés (S’) cstcshullamot, hanem a jobb kamrai szabadfal
szisztolés kitérését (TAPSE) is jelent6sen novelte. Erdemes megjegyezni, hogy a jobb
kamrai diszfunkcié egyik legérzékenyebb mutatdja a szisztolés csucssebesség
csokkenése, mely a HC allatoknal egyértelmiien romlott. Szivelégtelenségben szenvedd
betegeknél a TAPSE értékének romlasa parhuzamba éllithaté a jobb kamrai diszfunkcio
stlyossagaval [181]. Amely még meglepdbb eredmény volt, hogy a WGLL-csoport
TAPSE értékei az egészségesekéhez képest is jelentdsen magasabbak voltak. Ezen
eredmények vetették fel valojaban a kérdést, hogy érdemes lenne-e tovabb vizsgalni a
WGLL jobb kamrai szisztolés funkciokra kifejtett hatasat, valamint a hattérben megbujo6
mechanizmusokat.

A PAH-modell esetében a 8 hetes kezelés leteltével nem tapasztaltunk echokardiografias
vizsgalattal azonosithato patologias elvaltozast a bal kamrai diasztolés és szisztolés funkciok
tekintetében. A TAPSE érték, amelyr6l mar kordbban kijelentettiik, hogy a jobb kamrai
diszfunkciok jellemzésére egyik leggyakrabban hasznalt paraméter, a pulmonalis hipertenziv
patkanyokban szignifikansan lecsokkent, mig a WGLL kezelés jelentdsen javitotta. TAPSE
eredményeink jol korrelalnak mas kutatok altal MCT-indukalta pulmonalis hipertenziv (kb. 1,6
mm) és egészséges (>2 mm) patkanyokon mért értékeivel [182, 183]. Tehat elmondhatjuk, hogy

hiperkoleszterinémias és pulmonalis artérias hipertonids koriilmények kézott a WGLL kezelés
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egyarant javitotta a jobb kamrai szivfunkcidt. Természetesen érdemes megjegyezni, hogy a
vizsgalatunk értékét limitalja, hogy vizsgalatunk soran nem vizualizaltuk a pulmonalis artériat,
igy nem hatdroztuk meg a pulmonalis artérids nyomast, akceleracios idot és a pulmonalis
ejekcios 1dot, melyek a PAH tovabbi értékes diagnosztikus paraméterei a TAPSE
meghatarozasa mellett [184]. Ugyanakkor a modelliinkben kialakuld betegséget tovabbi
technikak -mint a medialis falvastagodas kimutatasa szovettani festéssel - segitségével is
alatamasztottuk.

Az izolalt-dolgoz6 sziv modell egy széles korben elterjedt €s jol ismert modszer szivfunkcios
értékek olyan meghatarozasara, ahol ezt - a metodika sajatossaganak segitségével - a vegetativ
idegrendszer befolyasa nélkiil tehetjiik meg [185, 186]. Kutatdcsoportunknak is jelentds
tapasztalata van a modszerrel kapcsolatban [160, 187, 188]. Az echokardiografias szivfunkcios
eredmények is jol korreldlnak dolgozo-rendszeren mértekkel, viszont a vegetativ beidegzés €s
adaptiv reflexek hidnya miatt mindig kell szdmolni diszkrepancidval, mely kiilonbség sok
esetben megadja a valaszt a felmeriil6 kérdésekre.

A HC modell, izolalt- dolgozé sziv rendszeren végzett vizsgalata soran azt allapitottuk meg,
hogy a preiszkémias AoP (13. dbra) érték egyarant jelent6sen emelkedett a HC és WGLL-
kezelt csoportokban a Kontrollhoz képest. A 13. dbrdn jol 1athatd, hogy az iszkémia-reperfiizid
okozta kéarosodas egyértelmiien lathaté a HC csoport AF, CF, HR ¢és CO értékeibdl, mig a
WGLL kezelés anti-iszkémias tulajdonsaga a perfuziot koveté AF és HR értékek szignifikans
emelkedésében volt jol lathatd. EzirdnyG eredményeink jol korreldlnak korabbi
tanulmanyokkal, ahol a csokkent oxidativ stressz dramaian javitja a szivizomszovet iszkémiat
koveto felépiilését [189-191]. A WGLL kardioprotektiv hatasanak egyik értelmezése is lehet,
hogy a miokardialis iszkémias események jellemzden csokkentik az aorta nyomast (AoP), mely
a korondria ataramlds mértékének csdkkenését €s a bal kamrai nyomads esését vonja magaval.
Ezen ismeretekbdl kovetkeztetve a csokkent AoP lehet egyben elényds és hatranyos is [192].
Osszességében a HC kezelés hatisara 1étrejové AoP emelkedés elleni védelem tekintetében az
extraktumnak elhanyagolhato a jelentosége.

A MCT modell izolalt-dolgozo sziv rendszeren vizsgalt szivfunkcios eredményei tiikrében
elmondhatjuk, hogy a monokrotalin-kezelt csoport aorta kiaramlasa, mely a bal kamra
pumpafunkcidjanak markere, jelentdésen leromlott a Kontrollhoz képest. Ezéltal, korabbi
kutatasokkal egybehangzoan kijelenthetjiik, hogy a monokrotalin indukalta pulmonélis artérias
hipertonia kdvetkezménye képpen a jobb szivfél elégtelenség bal szivfél rendellenességéhez is
vezet [68, 132, 193, 194]. A Sildenafil-kezelés szignifikansan javitotta a perctérfogatot (CO) a
PAH csoporthoz képest, mely szintén megerdsiti a korabbi eredményeket [153, 182, 195].
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Tovabba, a WGLL kezeléssel is sikeriilt kivédeni a monokrotalin-indukalta folyamatok egy
részét, ugyanis AF és CO emelkedést értiink el a beteg csoport értékeihez képest.
Osszességében elmondhatjuk a WGLL és Sildenafil kezelésrdl, hogy CO és SV eredményei
hasonlé tendencidkat mutattak a Kontroll és PAH csoportokhoz képest, ezaltal hatasuk
Osszevethetd monokrotalin-indukalta beteg allatmodellen, ex Vvivo perfuziés rendszeren
vizsgalva. Erdemes (ijra megallapitani azt a tényt is, hogy mind posztiszkémias HC, mind PAH-
beteg modellen aorta kiaramlas javulast értiink el medvehagyma-kezelés hatasara.

A 14. abran feltiintetett tido €s sziv szOvettani metszetein lathato elvaltozasok jol korrelalnak
az in vivo és ex vivo szivfunkcios paraméterekkel (in vivo TAPSE, ex vivo CO, SV). A PAH
betegség modell egyértelmiien megnyilvanul a tiid6 vaszkularis remodellingjében, a pulmonalis
artériak lumenének sziikiiletében, a jobb kamra hipertrofiagjaban. Az alkalmazott MCT-
indukalta pulmonalis artérias hipertonia, valamint a JK hipertrofia modell jol ismert [196, 197].
A Sildenafil pulmonalis artérids nyomasra (PAP), pulmonalis vaszkularis rezisztenciara, ezaltal
a JK funkciokra kifejtett hatdsa is egyértelmiien bizonyitott PAH és human beteg modellben
egyarant [198]. Eredményeink viszont kétséget kizaréan felvetik a WGLL és Sildenafil
hatasanak 6sszehasonlithatdsagat pulmonalis artérids hipertonia kezelésében. Mindazonaltal, a
monokrotalinrdl rendre publikdlt tény, hogy a pulmonalis endotelidlis sejtek karositasa révén
fejti ki hatdsat, a pontos toxikologiai hattere még mindig ismeretlen, ezéltal egyes
imitalasaban [199]. Eppen ezért érdemes mindig kell kritikaval kezelni az allatmodellen kapott
eredményeinket.

A 15. dbran olyan fehérjék Western blot analizissel kimutatott expresszidja lathato,
amelyeknek jelentds szerep tulajdonithatd az ateroszklerotikus betegségek patogenezisében,
illetve a betegség hatasara kialakuld adaptiv valasz kialakulasaban. A HCT csoportbol vett
mintaknal szignifikansan magasabb HO-1 expressziot tapasztaltunk, a Kontroll és HC
csoportokhoz viszonyitva egyarant. A hoésokkfehérjeként ismert HO-1 (hsp-32) az egyik
legfontosabb antioxidans tulajdonsaga védé fehérjénk, melynek szintje mintegy valaszként
emelkedik meg szamos betegség altal okozott intrinszik sériilés hatdsara, mely jelenség
kiilonosen jellemzo6 az ateroszklerozisra [200]. Gyakori, hogy egyes betegségek patogenezise
soran zajlo mechanizmusokat teljesen elnyomjak az endogén HO-1 expresszio altal indukalt
protektiv folyamatok. Ez kutatocsoportunk szamara sem ismeretlen tény, mivel Korabbi
tanulmanyunkban 1is foglakoztunk olyan természetes eredetli farmakoterapias értékii
készitmény vizsgalataval, mely kardioprotektiv hatasat HO-1 enzim-inducerként fejtette ki. Az

emlitett tanulmanyban a meggy (Prunus cerasus) magjabol készitett extraktumrol allapitottuk
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meg, hogy HO-inducer [170]. A HO-1 szintjének emelkedéséért nagymértékben felelés a hem
degradacioja, melyet az enzim denaturalt hembdl bilirubinna/biliverdinné, vassa és szén-
monoxidda alakit [201]. A HO-1 hatasara képz6dé bilirubinrol is igazolt, hogy citoprotektiv
hatassal bir a szivérrendszerre [202]. Tehat az j eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a
meggymaghoz hasonléan, a medvehagyma liofilizatuma is HO-inducerként viselkedett
hiperkoleszterinémias koriilmények kozott. A korabban leirt szivfunkciés paraméterek
jotékony valtozasa tehat nagy valdszintiséggel kothetd az aktivalt HO-1 talélési ttvonalhoz is.
A magas koleszterin tartalmt diétan tartott allatok fokozott HO-1 expresszidhoz kothetd,
csokkent ateroszklerotikus elvaltozasai, ezaltal a HO-medialta vaszkularis protekcio, gyakorta
publikalt jelenségek [203]. Kutatocsoportunk mar korabban is tapasztalt csokkent
ateroszklerotikus elvaltozast emelkedett HO-1 expresszié mellet meggymag Orleménnyel
kezelt HC nyulakon [170]. Jelenlegi kutatasunk soran is a Hematoxilin-Oil Red O-festett
szOvettani metszeteken jol lathatd, hogy a medvehagyma kezelés hatasara drasztikusan
lecsokkent a plakk lefedettség az intima kornyezetében. Ez a tapasztalat két szempontbdl is
jelentds, egyrészt boviti a HO-1 enzim ateroszklerdzisban betdltott szerepérdl szo16 ismerteket,
masrészt megerdsiti a WGLL HO-1-medidlt anti-ateroszklerotikus hatasat.

A SOD1 enzim kritikus jelentdségli elem az apoptdzis és az oxidativ stressz jelatviteli
folyamataiban, pontosabban a SOD1-nek kulcsfontossag szerepe van az iszkémia-reperfizio
kivaltotta reaktiv oxigén gyokok felszabaduldsiban, kiilondsen a miokardiumban, iszkémids
események lejatszodasa soran [204]. Jol ismert tény, hogy iszkémia-reperfuziéo soran ROS
szabadulnak fel, melyek jelentdsen hozzajarulnak a sejtek karosodasahoz és halalahoz, amelyet
kozvetleniil, illetve az apoptozis utjan is indukalhatnak [205].

A SODI1 azaltal, hogy hidrogén-peroxidda alakitja az ‘Oz -t - ezaltal eliminalva azt a
rendszerbdl — kivédi a ROS karos hatasait. A glutation-peroxidaz (GSH) és katalaz enzimek
pedig ,,artalmatlan” H>O-t és O>-t termelnek bel6le. Fontos megjegyezni, hogy a felszabaduld
hidrogén-peroxid szabad vassal, Fenton-reakcio révén is képes szabad hidroxil gyokoket
képezni, melyek karos hatasai fokozhatjak a reperftizios karosodas mértékét [30]. Masképp
fogalmazva, egy felborult arany a prooxidans SODI1, valamint az antioxidans glutation-
peroxidaz és katalaz enzimek kozott, fokozhatja a szabadgyokok altali sejthalalt. A
szintén publikalt tény, hogy egyéb folyamatok mellett a csokkent GSH-szint is képes fokozni a
HO-1 expresszidjat [206]. Az elméletet alatamasztja, hogy miokardialis infarktuson atesett
betegeknél is emelkedett SOD1 szintet mértek, egészséges vizsgaltakhoz képest [207]. A mi

esetlinkben is a koleszterindiis diéta ¢és iszkémia/reperfuzi6 hatdsara is szignifikdnsan
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megemelkedett az enzim expresszidja, mig a medvehagymaval kezelt csoport értékei az
iszkémian atesett egészséges allatok értékeinek szintjéhez kozelitettek. Tehat elmondhatjuk,
hogy az emelkedett SOD1 enzim szint nagyfoku oxidativ stresszel egyiitt fokozhatja a
miokardialis karosodas mértékét. A Western blot analizis technikaval a COXIII és VEGF
fehérjéket is vizsgaltuk. Mindkét fehérjének jelentdés szerepe van a kardiovaszkularis
iszkémia/reperfuzios karosodasok hatasara, melyre a WGLL kezelés nem volt hatassal- ez az
eredmény jol korreldl korabbi tapasztalatainkkal [27]. Eredményeink szerint a WGLL
kardioprotektiv hatasat inkabb a hem/HO-1 rendszeren keresztiil, mint COXIII altal befolyasolt
utvonalakon keresztiil fejti ki. A VEGF valtozatlan, illetve a HO-1 emelkedett expresszidjanak
eredményébol arra kovetkeztetiink, hogy, bar jol ismert folyamat a HO-1 indukalta
angiogenezis folyamata [52], az altalunk alkalmazott kezelési periodusban a VEGF-aktivalta
neovaszkularizacié még nem indult el.

A PAH modell-b6l szarmaz6 mintak Western blot vizsgalatanak fokuszaban a PDESA enzim
allt, ugyanis kozismert tény, hogy a pulmonalis vaszkulatura remodelling folyamata, ezaltal a
NO/cGMP rendszer szerepe kritikus a PAH patogenezisében. Ezen beliil is a foszfodiészteraz
enzimek felelések a cGMP hidroliziséért a pulmonalis vaszkulatiraban [208]. Korabban mar
részletes kifejtésre keriilt a sildenafil cGMP szint emeld hatasa, az emlitett enzim gatldsa révén,
ezaltal fokozva a NO medialta vazorelaxans hatast [209]. Eredményeink megerdsitik azt a
szamos korabbi kutat6 altal feltart tényt, hogy a PDESA expresszidja fokozddik a jobb kamrat
érintetd betegségek soran [210], mint példaul pangasos szivelégtelenség, pulmonalis hipertonia,
valamint jobb kamrai hipertrofia [211]. Ezaltal elmondhatjuk a monokrotalin-indukalta PAH
modelliinkré] is, hogy mas tanulmanyokhoz hasonldan befolyasolta a PDE5 szintjét [210]. Uj
eredményiink viszont, hogy a WGLL kezelés nem befolyasolta a PDESA expresszios szintjét
jobb kamrabol vett szovetmintan, ezzel utalva a WGLL PDES utvonalatol fiiggetlen protektiv
mechanizmusara. A tiidészovetbdl vett mintdkon elvégzett Western blot vizsgélat alapjan
azonban megallapithatd, hogy mig a beteg és Kontroll csoport expresszidja kdzott nem
tapasztaltunk eltérést, addig a WGLL-kezelt csoporté szignifikdnsan megndtt, mely eredmény
kompenzatorikus folyamat hatdsara utalhat. Eredményeink értékelése kapcsan nem szabad
megfeledkezni arrol a tényrdl sem, hogy egy fehérje expresziojanak a novekedése nem mindig
jar egyiitt az aktivitas emelkedésével is. Korabbi kutatasok is beszamoltak hasonl6 jelenségrol
a PDES enzim kapcsan, ahol is azt tapasztaltak, hogy csak az enzim foszforilalt formaja fokozza
az aktivitast [212, 213]. A mi esetiinkben a Western blot analizis soran vizsgalatunk csupan a

fehérje foszforildlatlan formajara korlatozodott, ezaltal nem tapasztaltunk kiilonbséget a
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Sildenafil és a Kontroll csoport értékei kozott, ahogy mas kutatok sem [214]. Szamos
eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a WGLL protektiv szerepe tagadhatatlan, viszont
nem talaltunk kapcsolatot a kettd kozott. Feltételezhetd tehat, hogy mas utvonalon keresztiil
fejtheti ki hatdsat a medvehagyma a pulmondlis vaszkulatira, valamint a miokardium
védelmében [215-217].

A szérum vizsgalatok soran olyan laboratoriumi paramétereket vizsgaltunk, melyek szintjének
meghatarozasa diagnosztikai értékii lehet egyéb gyulladasos betegségekben, illetve
kardiovaszkularis megbetegedések kapcsan. Kifejezetten olyan markereket valasztottunk,
melyek szintjének valtozasa dsszefliggésbe hozhaté a HC modell, illetve az iszkémia hatasaival.
A dramai TC, LDL koleszterin ¢s HDL koleszterin-szint emelkedés a HC és HCT csoportban
a Kontrollhoz képest egyértelmiien a sikeres koleszterindis diéta eredménye [218]. A
liofilizatum protektiv szerepét igazolja, hogy bar jelentés mértékben emelkedett a WGLL-
kezelt csoport koleszterin értéke is a Kontroll csoporthoz képest, a csupan zsir-dus diétan tartott
allatokétol szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult. Az ApoA-l szintje a HC allatokban
szignifikansan alacsonyabb volt, mig a WGLL-kezelt allatok értékei nem mutattak jelentds
eltérést a Kontrollhoz képest. Az ApoA-I hiany okozta hipertrigliceridémia és ateroszklerdzis
ismert jelenség [219], melyet jelen esetben a WGLL-dusitott étrend ellenstlyozhat. Az ApoB
szintek a HC és HCT csoportban egyarant szignifikdnsan magasabbak voltak a Kontrollhoz
képest, viszont a HCT-ben mért érték jelentdsen alacsonyabb volt, mint a beteg csoport. Az
ApoB értékek valtozasai a csoportok kozott jol korrelalnak az LDL koleszterin értékek
alakulasaval, mely tiikrozi az ApoB elsddleges apolipoprotein szerepét a kilomikron, VDL, IDL
¢s LDL partikulumokban. Egyes szakemberek ugy gondoljak, hogy az ApoB szintjének
alakulasa jobban korreldl a szivbetegségek kockazataval, mint dnmagéban az LDL szint
valtozasa, igy szintjének, aranyanak vizsgalata elengedhetetlen [220]. Jelen esetben
elmondhatjuk, hogy a medvehagyma liofilizatummal tortént kezelés nem csak az LDL
koleszterin szintjét befolyasolta elénydsen, hanem az ApoB szintjét is hatékonyan csokkentette.
A TG szintjénél nem tapasztaltunk jelentds valtozast egyik csoport tekintetében sem, mivel a
csupan koleszterin-dus diéta nem befolyasolta a triglicerid metabolizmusat. A CRP vizsgalata
soran mindharom csoportban emelkedett értéket tapasztaltunk, viszont egymashoz képest nem
volt érzékelhetd kiilonbség. A C-reaktiv fehérje egy megbizhatd szisztémadas indikatora
gyulladasos eredetii patologias elvaltozasok széles korének. Annak ellenére, hogy egyik
els6dleges indikatora az ateroszklerdzis soran lejatszodo gyulladasos reakcionak, szamos mas

folyamat hatasara is emelkedhet a szintje. A koleszterin hepatotoxikus hatdsat jol tiikr6zi a HC
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csoportnal mért szignifikansan magasabb GOT érték a Kontroll, illetve a HCT csoporthoz
képest, mely hatasra mar korabbi kutatasok is ramutattak [221]. Uj eredmény viszont, hogy a
WGLL képes ezt befolyasolni. A hiperkoleszterinémia altal kivaltott karos hatasok elleni
WGLL protekcidt tamasztja ald a szignifikdnsan alacsonyabb CK ¢és LDH szint a HCT
csoportban a HC-hez képest.

Egy korabbi vizsgalatban in vitro koriilmények kozott bizonyitottak, hogy az alliin (S-allil-L-
cisztein-szulfoxid) eredményesen lecsokkentette a TNFa indukalta ICAM-1 mRNS
sertés korondria artéridhoz. Tovabba azt is igazoltdk, hogy szintén HUVEC primér
sejkultrakon vizsgalva megvédte azokat a TNFa-indukalta mitokondrialis membran
depolarizaciotdl, ezaltal a szuperoxid anionok képzddésétdl, mely folyamat a NOX4 mRNS
transzkripcids gatlasa révén jatszodik le. Ugyanebben a kisérletben igazolték az alliinrdl, hogy
a szintén TNFa-medialt JNK, ERK1/2 ¢és [jB utvonal foszforilaciojat is gatolta [222]. Ezen
kifejtett kedvezé hatasaiba, igy az altalunk végzet kisérletben betoltott szerepére is
kovetkeztethetiink.

Megallapithatjuk, hogy eredményeinkkel jelent6s mértékben hozzajarultunk az Allium
ursinummal kapcsolatban rendelkezésiinkre allo szakirodalomhoz, alatimasztvan a tényt, hogy
amedvehagyma is egy értékes gyogynovénynek tekinthetd [118, 146, 150, 223]. Végiil, de nem
utolso sorban szintén figyelemremélté tulajdonsaga a medvehagyménak, hogy Eurdpa és Azsia

szerte nagy mennyiségben,széles korben és konnyen elérhet6 [224].
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6. Osszefoglalas

Eredményeink alapjan egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy a WGLL kezelés eldnydsen
befolyasolja a hiperkoleszterinémia €s iszkémia/reperfuzio egyiittes karos kardiovaszkularis
hatasait, valamint a pulmonalis artérias hipertonia kovetkeztében kialakulé jobb kamrai
hipertrofiat. Vizsgalataink aldtdmasztjak mindkét beteg modell relevancidjat, valamint minden
olyan korabbi sajat vagy idegen szerz6 altal publikalt eredményt, amely a modellek hatasara
1étrejovo szivfunkcio-romlasrol szamol be. Elsoként publikaltuk a WGLL protektiv hatasat
PAH modellen, valamint els6ként vetettiik Ossze terapids értékét egy jol ismert PDE-
inhibitorral, a Sildenafillel. Erdemes megemliteni, hogy mindkét modellben transztorakalis
echokardiografias modszer segitségével bizonyitottuk - a TAPSE paraméter vizsgalata altal- a
jobb kamrara kifejtett elonyds hatasokat. A HC modellben a kezelés anti-aterogén hatasat
illetéen egy HO-1 indukalta taléld utvonal aktivalddasara is ravilagitottunk. A PAH modell
patomechanizmusaéra kifejtett gatlé hatds molekularis mechanizmusanak hatterének tisztdzasa
viszont tovabbi vizsgalatokat igényel. Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy hipotézisiink,
mely szerint az Allium ursinum a kardiovaszkularis rendszert ért karosodasokkal szemben tobb
szempontbol is protektiv hatassal bir, bizonyitast nyert. Mivel ezen 0j eredmények tovabbi
kérdéseket vetnek fel, jovobeli terveink kozott szerepel a WGLL Sildenfillel vagy mas
hatéanyaggal torténd kombindciojanak vizsgalata, szintén MCT-indukalta PAH patkany
modellen, egy esetleges szinergista hatas kimutatasanak reményében. Hasonloképpen érdekes
lehet, konzervativ anti-hiperlipidémia terapiaval kombinalni a korabban vizsgalt HC nyul
modelliinkon. Ugyancsak tavlati terveink ko6zott szerepel a liofilizatum komponenseinek

izolalasa és vizsgalata in vitro és in vivo kortilmények ko6zott (19. abra)
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Summary

Outcomes of the present report demonstrate that wild garlic leaf lyophilisate improves cardiac
functions in hypercholesterolaemic rabbit hearts after ischemia/reperfusion injury and in PAH-
induced right ventricular hypertrophy in rats alike. Our studies confirm the relevance of both
experimental animal models with deteriorated cardiac functions published by former
investigators. To our knowledge, this is the first study to evaluate the possible cardioprotective
benefits of Allium ursinum in a model of PAH, and directly compare it with sildenafil, a well-
known PDE inhibitor. It is worth mentioning that WGLL supplementation exerts protection in
right ventricle as it was shown by significant changes in the value of echocardiography-derived
TAPSE in both models. Our research revealed that WGLL supplementation elevate the activity
of HO-1-mediated cardioprotective pathway in hypercholesterolemic models. Nevertheless, the
exact underlying molecular mechanism of how WGLL exerts protection against MCT-induced
PAH requires further investigations. Overall, our hypothesis that supplementation with WGLL,
a low-cost and reasonable natural product, suppresses the harmful effect of various factors
affecting the cardiovascular system has partly been confirmed experimentally. Undoubtedly,
our findings also indicate that it would be impressive to evaluate the synergistic actions of
Sildenafil and WGLL supplementation in the treatment of pulmonary arterial hypertension.
Moreover, based on the same principles, we would like to examine the combination therapy of
conservative anti-hyperlipidemic drugs with WGLL supplementation as well. Finally, it is
among our future plans to isolate and separate the chemical components of the wild garlic leaf

Iyophilisate and also analyze it in in vitro and in vivo circumstances.

61



7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Irodalomjegyzék

A disszertacio elkészitéséhez felhasznalt irodalom

KSH Halalozasok a gyakoribb halalokok szerint
http://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_eves/i_wnh001.html (14/11/2017),
KSH Sziiletéskor varhato atlagos ¢lettartam.

http://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_eves/i_int009.html (14/17/2017),
Eurostat A halalokokra vonatkozo statisztika. http://ec.europa.eu/eurostat/statistics-
explained/index.php/Causes_of death_statistics/hu (14/11/2017),

Hegele, R. A., The genetic basis of atherosclerosis. International journal of clinical &
laboratory research 1997, 27, (1), 2-13.

Mayerl, C.; Lukasser, M.; Sedivy, R.; Niederegger, H.; Seiler, R.; Wick, G,
Atherosclerosis research from past to present--on the track of two pathologists with
opposing views, Carl von Rokitansky and Rudolf Virchow. Virchows Archiv : an
international journal of pathology 2006, 449, (1), 96-103.

Methe, H.; Weis, M., Atherogenesis and inflammation--was Virchow right?
Nephrology, dialysis, transplantation : official publication of the European Dialysis and
Transplant Association - European Renal Association 2007, 22, (7), 1823-7.

Ross, R., Atherosclerosis--an inflammatory disease. The New England journal of
medicine 1999, 340, (2), 115-26.

Hansson, G. K.; Libby, P., The immune response in atherosclerosis: a double-edged
sword. Nature reviews. Immunology 2006, 6, (7), 508-19.

Libby, P.; Schoenbeck, U.; Mach, F.; Selwyn, A. P.; Ganz, P., Current concepts in
cardiovascular pathology: the role of LDL cholesterol in plaque rupture and
stabilization. The American journal of medicine 1998, 104, (2A), 14S-18S.

Palinski, W.; Napoli, C., Pathophysiological events during pregnancy influence the
development of atherosclerosis in humans. Trends in cardiovascular medicine 1999, 9,
(7), 205-14.

Smedby, O.; Johansson, J.; Molgaard, J.; Olsson, A. G.; Walldius, G.; Erikson, U.,
Predilection of atherosclerosis for the inner curvature in the femoral artery. A digitized
angiography study. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 1995, 15, (7),
912-7.

Davies, M. G.; Fulton, G. J.; Hagen, P. O., Clinical biology of nitric oxide. The British
journal of surgery 1995, 82, (12), 1598-610.

Stary, H. C.; Chandler, A. B.; Dinsmore, R. E.; Fuster, V.; Glagov, S.; Insull, W., Jr.;
Rosenfeld, M. E.; Schwartz, C. J.; Wagner, W. D.; Wissler, R. W., A definition of
advanced types of atherosclerotic lesions and a histological classification of
atherosclerosis. A report from the Committee on Vascular Lesions of the Council on
Arteriosclerosis, American Heart Association. Circulation 1995, 92, (5), 1355-74.
Ahmadi, A.; Stone, G. W.; Leipsic, J.; Shaw, L. J.; Villines, T. C.; Kern, M. J.; Hecht,
H.; Erlinge, D.; Ben-Yehuda, O.; Maehara, A.; Arbustini, E.; Serruys, P.; Garcia-Garcia,
H. M.; Narula, J., Prognostic Determinants of Coronary Atherosclerosis in Stable
Ischemic Heart Disease: Anatomy, Physiology, or Morphology? Circulation research
2016, 119, (2), 317-29.

Stary, H. C.; Chandler, A. B.; Glagov, S.; Guyton, J. R.; Insull, W., Jr.; Rosenfeld, M.
E.; Schaffer, S. A.; Schwartz, C. J.; Wagner, W. D.; Wissler, R. W., A definition of
initial, fatty streak, and intermediate lesions of atherosclerosis. A report from the

62



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Committee on Vascular Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American Heart
Association. Circulation 1994, 89, (5), 2462-78.

Miller, N. E., Associations of high-density lipoprotein subclasses and apolipoproteins
with ischemic heart disease and coronary atherosclerosis. American heart journal 1987,
113, (2 Pt 2), 589-97.

Chanu, B., [Hypertriglyceridemia: danger for the arteries]. Presse medicale 1999, 28,
(36), 2011-7.

Acton, S. L.; Kozarsky, K. F.; Rigotti, A., The HDL receptor SR-BI: a new therapeutic
target for atherosclerosis? Molecular medicine today 1999, 5, (12), 518-24.

Yamashita, S.; Hirano, K.; Sakai, N.; Matsuzawa, Y., Molecular biology and
pathophysiological aspects of plasma cholesteryl ester transfer protein. Biochimica et
biophysica acta 2000, 1529, (1-3), 257-75.

Beisiegel, U., New aspects on the role of plasma lipases in lipoprotein catabolism and
atherosclerosis. Atherosclerosis 1996, 124, (1), 1-8.

Zambon, A.; Hokanson, J. E.; Brown, B. G.; Brunzell, J. D., Evidence for a new
pathophysiological mechanism for coronary artery disease regression: hepatic lipase-
mediated changes in LDL density. Circulation 1999, 99, (15), 1959-64.

Bradley, W. A.; Gianturco, S. H., Triglyceride-rich lipoproteins and atherosclerosis:
pathophysiological considerations. Journal of internal medicine. Supplement 1994, 736,
33-9.

Irani, K., Oxidant signaling in vascular cell growth, death, and survival : a review of the
roles of reactive oxygen species in smooth muscle and endothelial cell mitogenic and
apoptotic signaling. Circulation research 2000, 87, (3), 179-83.

Ananyeva, N. M.; Tjurmin, A. V.; Berliner, J. A.; Chisolm, G. M.; Liau, G.; Winkles,
J. A.; Haudenschild, C. C., Oxidized LDL mediates the release of fibroblast growth
factor-1. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 1997, 17, (3), 445-53.
Holvoet, P.; Perez, G.; Zhao, Z.; Brouwers, E.; Bernar, H.; Collen, D.,
Malondialdehyde-modified low density lipoproteins in patients with atherosclerotic
disease. J Clin Invest 1995, 95, (6), 2611-9.

Wu, Y.; Wan, J.; Zhen, W. Z.; Chen, L. F.; Zhan, J.; Ke, J. J.; Zhang, Z. Z.; Wang, Y.
L., The effect of butorphanol postconditioning on myocardial ischaemia reperfusion
injury in rats. Interactive cardiovascular and thoracic surgery 2014, 18, (3), 308-12.
Kertesz, A.; Bombicz, M.; Priksz, D.; Balla, J.; Balla, G.; Gesztelyi, R.; Varga, B.;
Haines, D. D.; Tosaki, A.; Juhasz, B., Adverse impact of diet-induced
hypercholesterolemia on cardiovascular tissue homeostasis in a rabbit model: time-
dependent changes in cardiac parameters. International journal of molecular sciences
2013, 14, (9), 19086-108.

Boveris, A.; Chance, B., The mitochondrial generation of hydrogen peroxide. General
properties and effect of hyperbaric oxygen. The Biochemical journal 1973, 134, (3),
707-16.

Sanz, A.; Stefanatos, R. K., The mitochondrial free radical theory of aging: a critical
view. Current aging science 2008, 1, (1), 10-21.

Mao, G. D.; Thomas, P. D.; Lopaschuk, G. D.; Poznansky, M. J., Superoxide dismutase
(SOD)-catalase conjugates. Role of hydrogen peroxide and the Fenton reaction in SOD
toxicity. J Biol Chem 1993, 268, (1), 416-20.

Libby, P., Inflammation in atherosclerosis. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular
biology 2012, 32, (9), 2045-51.

Murtagh, B. M.; Anderson, H. V., Inflammation and atherosclerosis in acute coronary
syndromes. The Journal of invasive cardiology 2004, 16, (7), 377-84.

63



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

Blake, G. J.; Ridker, P. M., Inflammatory mechanisms in atherosclerosis: from
laboratory evidence to clinical application. Italian heart journal : official journal of the
Italian Federation of Cardiology 2001, 2, (11), 796-800.

Ablij, H.; Meinders, A., C-reactive protein: history and revival. European journal of
internal medicine 2002, 13, (7), 412.

Yousuf, O.; Mohanty, B. D.; Martin, S. S.; Joshi, P. H.; Blaha, M. J.; Nasir, K.;
Blumenthal, R. S.; Budoff, M. J., High-sensitivity C-reactive protein and cardiovascular
disease: a resolute belief or an elusive link? J Am Coll Cardiol 2013, 62, (5), 397-408.
Wang, L. J.; Lee, T. S.; Lee, F. Y.; Pai, R. C.; Chau, L. Y., Expression of heme
oxygenase-1 in atherosclerotic lesions. The American journal of pathology 1998, 152,
(3), 711-20.

Ishikawa, K.; Maruyama, Y., Heme oxygenase as an intrinsic defense system in vascular
wall: implication against atherogenesis. Journal of atherosclerosis and thrombosis
2001, 8, (3), 63-70.

Yachie, A.; Niida, Y.; Wada, T.; lgarashi, N.; Kaneda, H.; Toma, T.; Ohta, K;
Kasahara, Y.; Koizumi, S., Oxidative stress causes enhanced endothelial cell injury in
human heme oxygenase-1 deficiency. J Clin Invest 1999, 103, (1), 129-35.

Stocker, R.; Yamamoto, Y.; McDonagh, A. F.; Glazer, A. N.; Ames, B. N., Bilirubin is
an antioxidant of possible physiological importance. Science 1987, 235, (4792), 1043-
6.

Qi, Z.; Hamza, I.; O'Brian, M. R., Heme is an effector molecule for iron-dependent
degradation of the bacterial iron response regulator (Irr) protein. Proc Natl Acad Sci U
S A 1999, 96, (23), 13056-61.

Otterbein, L. E.; Bach, F. H.; Alam, J.; Soares, M.; Tao Lu, H.; Wysk, M.; Davis, R. J.;
Flavell, R. A.; Choi, A. M., Carbon monoxide has anti-inflammatory effects involving
the mitogen-activated protein kinase pathway. Nat Med 2000, 6, (4), 422-8.

Song, H.; Bergstrasser, C.; Rafat, N.; Hoger, S.; Schmidt, M.; Endres, N.; Goebeler, M.;
Hillebrands, J. L.; Brigelius-Flohe, R.; Banning, A.; Beck, G.; Loesel, R.; Yard, B. A.,
The carbon monoxide releasing molecule (CORM-3) inhibits expression of vascular cell
adhesion molecule-1 and E-selectin independently of haem oxygenase-1 expression. Br
J Pharmacol 2009, 157, (5), 769-80.

Soares, M. P.; Seldon, M. P.; Gregoire, I. P.; Vassilevskaia, T.; Berberat, P. O.; Yu, J.;
Tsui, T. Y.; Bach, F. H., Heme oxygenase-1 modulates the expression of adhesion
molecules associated with endothelial cell activation. J Immunol 2004, 172, (6), 3553-
63.

Woo, J.; lyer, S.; Cornejo, M. C.; Mori, N.; Gao, L.; Sipos, I.; Maines, M.; Buelow, R.,
Stress protein-induced immunosuppression: inhibition of cellular immune effector
functions following overexpression of haem oxygenase (HSP 32). Transplant
immunology 1998, 6, (2), 84-93.

Wu, M. L.; Ho, Y. C.; Yet, S. F., A central role of heme oxygenase-1 in cardiovascular
protection. Antioxidants & redox signaling 2011, 15, (7), 1835-46.

Zheng, Y.; Morris, A.; Sunkara, M.; Layne, J.; Toborek, M.; Hennig, B.,
Epigallocatechin-gallate stimulates NF-E2-related factor and heme oxygenase-1 via
caveolin-1 displacement. The Journal of nutritional biochemistry 2012, 23, (2), 163-8.
Lazze, M. C.; Pizzala, R.; Perucca, P.; Cazzalini, O.; Savio, M.; Forti, L.; Vannini, V.;
Bianchi, L., Anthocyanidins decrease endothelin-1 production and increase endothelial
nitric oxide synthase in human endothelial cells. Molecular nutrition & food research
2006, 50, (1), 44-51.

Shibuya, M., Vascular endothelial growth factor receptor-1 (VEGFR-1/Flt-1): a dual
regulator for angiogenesis. Angiogenesis 2006, 9, (4), 225-30; discussion 231.

64



49,

50.

51,

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Holmes, K.; Roberts, O. L.; Thomas, A. M.; Cross, M. J., Vascular endothelial growth
factor receptor-2: structure, function, intracellular signalling and therapeutic inhibition.
Cellular signalling 2007, 19, (10), 2003-12.

Meoli, D. F.; Sadeghi, M. M.; Krassilnikova, S.; Bourke, B. N.; Giordano, F. J.; Dione,
D. P.; Su, H.; Edwards, D. S.; Liu, S.; Harris, T. D.; Madri, J. A.; Zaret, B. L.; Sinusas,
A. J., Noninvasive imaging of myocardial angiogenesis following experimental
myocardial infarction. J Clin Invest 2004, 113, (12), 1684-91.

Bussolati, B.; Ahmed, A.; Pemberton, H.; Landis, R. C.; Di Carlo, F.; Haskard, D. O.;
Mason, J. C., Bifunctional role for VEGF-induced heme oxygenase-1 in vivo: induction
of angiogenesis and inhibition of leukocytic infiltration. Blood 2004, 103, (3), 761-6.
Dulak, J.; Jozkowicz, A.; Foresti, R.; Kasza, A.; Frick, M.; Huk, I.; Green, C. J.;
Pachinger, O.; Weidinger, F.; Motterlini, R., Heme oxygenase activity modulates
vascular endothelial growth factor synthesis in vascular smooth muscle cells.
Antioxidants & redox signaling 2002, 4, (2), 229-40.

Rubin, L. J., Primary pulmonary hypertension. The New England journal of medicine
1997, 336, (2), 111-7.

Simonneau, G.; Gatzoulis, M. A.; Adatia, I.; Celermajer, D.; Denton, C.; Ghofrani, A.;
Gomez Sanchez, M. A.; Krishna Kumar, R.; Landzberg, M.; Machado, R. F.;
Olschewski, H.; Robbins, 1. M.; Souza, R., Updated clinical classification of pulmonary
hypertension. J Am Coll Cardiol 2013, 62, (25 Suppl), D34-41.

Badesch, D. B.; Raskob, G. E.; Elliott, C. G.; Krichman, A. M.; Farber, H. W.; Frost,
A. E.; Barst, R. J.; Benza, R. L.; Liou, T. G.; Turner, M.; Giles, S.; Feldkircher, K,;
Miller, D. P.; McGoon, M. D., Pulmonary arterial hypertension: baseline characteristics
from the REVEAL Registry. Chest 2010, 137, (2), 376-87.

Humbert, M.; Sitbon, O.; Chaouat, A.; Bertocchi, M.; Habib, G.; Gressin, V.; Yaici, A.;
Weitzenblum, E.; Cordier, J. F.; Chabot, F.; Dromer, C.; Pison, C.; Reynaud-Gaubert,
M.; Haloun, A.; Laurent, M.; Hachulla, E.; Simonneau, G., Pulmonary arterial
hypertension in France: results from a national registry. American journal of respiratory
and critical care medicine 2006, 173, (9), 1023-30.

Ling, Y.; Johnson, M. K.; Kiely, D. G.; Condliffe, R.; Elliot, C. A.; Gibbs, J. S.; Howard,
L. S.; Pepke-Zaba, J.; Sheares, K. K.; Corris, P. A.; Fisher, A. J.; Lordan, J. L.; Gaine,
S.; Coghlan, J. G.; Wort, S. J.; Gatzoulis, M. A.; Peacock, A. J., Changing
demographics, epidemiology, and survival of incident pulmonary arterial hypertension:
results from the pulmonary hypertension registry of the United Kingdom and Ireland.
American journal of respiratory and critical care medicine 2012, 186, (8), 790-6.
Kollégium, A. K. S. Az Egészségiigyi Minisztérium szakmai protokollja Pulmonalis
embolia http://www.kk.pte.hu/docs/protokollok/KARDPulmembo_P.pdf (14/11/2017),
Ghamra, Z. W.; Dweik, R. A., Primary pulmonary hypertension: an overview of
epidemiology and pathogenesis. Cleveland Clinic journal of medicine 2003, 70 Suppl
1, S2-8.

Thenappan, T.; Shah, S. J.; Rich, S.; Gomberg-Maitland, M., A USA-based registry for
pulmonary arterial hypertension: 1982-2006. The European respiratory journal 2007,
30, (6), 1103-10.

Humbert, M.; Sitbon, O.; Yaici, A.; Montani, D.; O'Callaghan, D. S.; Jais, X.; Parent,
F.; Savale, L.; Natali, D.; Gunther, S.; Chaouat, A.; Chabot, F.; Cordier, J. F.; Habib,
G.; Gressin, V.; Jing, Z. C.; Souza, R.; Simonneau, G.; French Pulmonary Arterial
Hypertension, N., Survival in incident and prevalent cohorts of patients with pulmonary
arterial hypertension. The European respiratory journal 2010, 36, (3), 549-55.
Degano, B.; Guillaume, M.; Savale, L.; Montani, D.; Jais, X.; Yaici, A.; Le Pavec, J.;
Humbert, M.; Simonneau, G.; Sitbon, O., HIV-associated pulmonary arterial

65



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

hypertension: survival and prognostic factors in the modern therapeutic era. Aids 2010,
24, (1), 67-75.

Sitbon, O.; Lascoux-Combe, C.; Delfraissy, J. F.; Yeni, P. G.; Raffi, F.; De Zuttere, D.;
Gressin, V.; Clerson, P.; Sereni, D.; Simonneau, G., Prevalence of HIV-related
pulmonary arterial hypertension in the current antiretroviral therapy era. American
journal of respiratory and critical care medicine 2008, 177, (1), 108-13.

Graham, B. B.; Kumar, R., Schistosomiasis and the pulmonary vasculature (2013
Grover Conference series). Pulmonary circulation 2014, 4, (3), 353-62.
VVonk-Noordegraaf, A.; Haddad, F.; Chin, K. M.; Forfia, P. R.; Kawut, S. M.; Lumens,
J.; Naeije, R.; Newman, J.; Oudiz, R. J.; Provencher, S.; Torbicki, A.; Voelkel, N. F.;
Hassoun, P. M., Right heart adaptation to pulmonary arterial hypertension: physiology
and pathobiology. J Am Coll Cardiol 2013, 62, (25 Suppl), D22-33.

Vonk Noordegraaf, A.; Galie, N., The role of the right ventricle in pulmonary arterial
hypertension. European respiratory review : an official journal of the European
Respiratory Society 2011, 20, (122), 243-53.

van Wolferen, S. A.; Marcus, J. T.; Westerhof, N.; Spreeuwenberg, M. D.; Marques, K.
M.; Bronzwaer, J. G.; Henkens, I. R.; Gan, C. T.; Boonstra, A.; Postmus, P. E.; Vonk-
Noordegraaf, A., Right coronary artery flow impairment in patients with pulmonary
hypertension. European heart journal 2008, 29, (1), 120-7.

Gan, C.; Lankhaar, J. W.; Marcus, J. T.; Westerhof, N.; Marques, K. M.; Bronzwaer, J.
G.; Boonstra, A.; Postmus, P. E.; Vonk-Noordegraaf, A., Impaired left ventricular
filling due to right-to-left ventricular interaction in patients with pulmonary arterial
hypertension. American journal of physiology. Heart and circulatory physiology 2006,
290, (4), H1528-33.

O'Rourke, R. A.; Dell'ltalia, L. J., Diagnosis and management of right ventricular
myocardial infarction. Current problems in cardiology 2004, 29, (1), 6-47.

Zengin, E.; Sinning, C.; Schrage, B.; Mueller, G. C.; Klose, H.; Sachweh, J.; Goepfert,
M.; Hueneke, B.; Blankenberg, S.; Kozlik-Feldmann, R., Right heart failure in pregnant
women with cyanotic congenital heart disease--The good, the bad and the ugly.
International journal of cardiology 2016, 202, 773-5.

McGoon, M.; Gutterman, D.; Steen, V.; Barst, R.; McCrory, D. C.; Fortin, T. A.; Loyd,
J. E.; American College of Chest, P., Screening, early detection, and diagnosis of
pulmonary arterial hypertension: ACCP evidence-based clinical practice guidelines.
Chest 2004, 126, (1 Suppl), 14S-34S.

MacGregor, A. J.; Canavan, R.; Knight, C.; Denton, C. P.; Davar, J.; Coghlan, J.; Black,
C. M., Pulmonary hypertension in systemic sclerosis: risk factors for progression and
consequences for survival. Rheumatology 2001, 40, (4), 453-9.

Grunig, E.; Janssen, B.; Mereles, D.; Barth, U.; Borst, M. M.; Vogt, I. R.; Fischer, C.;
Olschewski, H.; Kuecherer, H. F.; Kubler, W., Abnormal pulmonary artery pressure
response in asymptomatic carriers of primary pulmonary hypertension gene.
Circulation 2000, 102, (10), 1145-50.

D'Alonzo, G. E.; Barst, R. J.; Ayres, S. M.; Bergofsky, E. H.; Brundage, B. H.; Detre,
K. M.; Fishman, A. P.; Goldring, R. M.; Groves, B. M.; Kernis, J. T.; et al., Survival in
patients with primary pulmonary hypertension. Results from a national prospective
registry. Annals of internal medicine 1991, 115, (5), 343-9.

"2015 ESC/ERS Guidelines for the diagnosis and treatment of pulmonary hypertension.
The Joint Task Force for the Diagnosis and Treatment of Pulmonary Hypertension of
the European Society of Cardiology (ESC) and the European Respiratory Society
(ERS)." Nazzareno Galie, Marc Humbert, Jean-Luc Vachiery, Simon Gibbs, Irene
Lang, Adam Torbicki, Gerald Simonneau, Andrew Peacock, Anton VVonk Noordegraaf,

66



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Maurice Beghetti, Ardeschir Ghofrani, Miguel Angel Gomez Sanchez, Georg
Hansmann, Walter Klepetko, Patrizio Lancellotti, Marco Matucci, Theresa McDonagh,
Luc A. Pierard, Pedro T. Trindade, Maurizio Zompatori and Marius Hoeper. Eur Respir
J 2015; 46: 903-975. The European respiratory journal 2015, 46, (6), 1855-6.
Cheitlin, M. D.; Armstrong, W. F.; Aurigemma, G. P.; Beller, G. A.; Bierman, F. Z.;
Davis, J. L.; Douglas, P. S.; Faxon, D. P.; Gillam, L. D.; Kimball, T. R.; Kussmaul, W.
G.; Pearlman, A. S.; Philbrick, J. T.; Rakowski, H.; Thys, D. M.; Antman, E. M.; Smith,
S. C., Jr.; Alpert, J. S.; Gregoratos, G.; Anderson, J. L.; Hiratzka, L. F.; Faxon, D. P.;
Hunt, S. A.; Fuster, V.; Jacobs, A. K.; Gibbons, R. J.; Russell, R. O.; Acc; Aha; Ase,
ACC/AHA/ASE 2003 Guideline Update for the Clinical Application of
Echocardiography: summary article. A report of the American College of
Cardiology/American Heart Association Task Force on Practice Guidelines
(ACC/AHA/ASE Committee to Update the 1997 Guidelines for the Clinical
Application of Echocardiography). Journal of the American Society of
Echocardiography : official publication of the American Society of Echocardiography
2003, 16, (10), 1091-110.

Meluzin, J.; Spinarova, L.; Bakala, J.; Toman, J.; Krejci, J.; Hude, P.; Kara, T.; Soucek,
M., Pulsed Doppler tissue imaging of the velocity of tricuspid annular systolic motion;
a new, rapid, and non-invasive method of evaluating right ventricular systolic function.
European heart journal 2001, 22, (4), 340-8.

Denton, C. P.; Cailes, J. B.; Phillips, G. D.; Wells, A. U.; Black, C. M.; Bois, R. M.,
Comparison of Doppler echocardiography and right heart catheterization to assess
pulmonary hypertension in systemic sclerosis. British journal of rheumatology 1997,
36, (2), 239-43.

Weytjens, C.; Cosyns, B.; D'Hooge, J.; Gallez, C.; Droogmans, S.; Lahoute, T.;
Franken, P.; Van Camp, G., Doppler myocardial imaging in adult male rats: reference
values and reproducibility of velocity and deformation parameters. European journal of
echocardiography : the journal of the Working Group on Echocardiography of the
European Society of Cardiology 2006, 7, (6), 411-7.

Stenmark, K. R.; Meyrick, B.; Galie, N.; Mooi, W. J.; McMurtry, I. F., Animal models
of pulmonary arterial hypertension: the hope for etiological discovery and
pharmacological cure. American journal of physiology. Lung cellular and molecular
physiology 2009, 297, (6), L1013-32.

Tuder, R. M.; Marecki, J. C.; Richter, A.; Fijalkowska, I.; Flores, S., Pathology of
pulmonary hypertension. Clinics in chest medicine 2007, 28, (1), 23-42, vii.

Montani, D.; Gunther, S.; Dorfmuller, P.; Perros, F.; Girerd, B.; Garcia, G.; Jais, X.;
Savale, L.; Artaud-Macari, E.; Price, L. C.; Humbert, M.; Simonneau, G.; Sitbon, O.,
Pulmonary arterial hypertension. Orphanet journal of rare diseases 2013, 8, 97.
al-Sabbagh, M. R.; Steen, V. D.; Zee, B. C.; Nalesnik, M.; Trostle, D. C.; Bedetti, C.
D.; Medsger, T. A., Jr., Pulmonary arterial histology and morphometry in systemic
sclerosis: a case-control autopsy study. The Journal of rheumatology 1989, 16, (8),
1038-42.

Montani, D.; Savale, L.; Natali, D.; Jais, X.; Herve, P.; Garcia, G.; Humbert, M.;
Simonneau, G.; Sitbon, O., Long-term response to calcium-channel blockers in non-
idiopathic pulmonary arterial hypertension. European heart journal 2010, 31, (15),
1898-907.

Azevedo, M. F.; Faucz, F. R.; Bimpaki, E.; Horvath, A.; Levy, |.; de Alexandre, R. B.;
Ahmad, F.; Manganiello, V.; Stratakis, C. A., Clinical and molecular genetics of the
phosphodiesterases (PDEs). Endocrine reviews 2014, 35, (2), 195-233.

67



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Giaid, A.; Saleh, D., Reduced expression of endothelial nitric oxide synthase in the
lungs of patients with pulmonary hypertension. The New England journal of medicine
1995, 333, (4), 214-21.

Morris, C. R.; Kato, G. J.; Poljakovic, M.; Wang, X.; Blackwelder, W. C.; Sachdev, V.;
Hazen, S. L.; Vichinsky, E. P.; Morris, S. M., Jr.; Gladwin, M. T., Dysregulated arginine
metabolism, hemolysis-associated pulmonary hypertension, and mortality in sickle cell
disease. Jama 2005, 294, (1), 81-90.

Aldashev, A. A.; Kojonazarov, B. K.; Amatov, T. A.; Sooronbaev, T. M.; Mirrakhimov,
M. M.; Morrell, N. W.; Wharton, J.; Wilkins, M. R., Phosphodiesterase type 5 and high
altitude pulmonary hypertension. Thorax 2005, 60, (8), 683-7.

Mitchell, J. A.; Ahmetaj-Shala, B.; Kirkby, N. S.; Wright, W. R.; Mackenzie, L. S,;
Reed, D. M.; Mohamed, N., Role of prostacyclin in pulmonary hypertension. Global
cardiology science & practice 2014, 2014, (4), 382-93.

Christman, B. W.; McPherson, C. D.; Newman, J. H.; King, G. A.; Bernard, G. R.;
Groves, B. M.; Loyd, J. E., An imbalance between the excretion of thromboxane and
prostacyclin metabolites in pulmonary hypertension. The New England journal of
medicine 1992, 327, (2), 70-5.

Tuder, R. M.; Cool, C. D.; Geraci, M. W.; Wang, J.; Abman, S. H.; Wright, L.; Badesch,
D.; Voelkel, N. F., Prostacyclin synthase expression is decreased in lungs from patients
with severe pulmonary hypertension. American journal of respiratory and critical care
medicine 1999, 159, (6), 1925-32.

Seo, B.; Oemar, B. S.; Siebenmann, R.; von Segesser, L.; Luscher, T. F., Both ETA and
ETB receptors mediate contraction to endothelin-1 in human blood vessels. Circulation
1994, 89, (3), 1203-8.

Montani, D.; Souza, R.; Binkert, C.; Fischli, W.; Simonneau, G.; Clozel, M.; Humbert,
M., Endothelin-1/endothelin-3 ratio: a potential prognostic factor of pulmonary arterial
hypertension. Chest 2007, 131, (1), 101-8.

Rubens, C.; Ewert, R.; Halank, M.; Wensel, R.; Orzechowski, H. D.; Schultheiss, H. P.;
Hoeffken, G., Big endothelin-1 and endothelin-1 plasma levels are correlated with the
severity of primary pulmonary hypertension. Chest 2001, 120, (5), 1562-9.

Ma, L.; Roman-Campos, D.; Austin, E. D.; Eyries, M.; Sampson, K. S.; Soubrier, F.;
Germain, M.; Tregouet, D. A.; Borczuk, A.; Rosenzweig, E. B.; Girerd, B.; Montani,
D.; Humbert, M.; Loyd, J. E.; Kass, R. S.; Chung, W. K., A novel channelopathy in
pulmonary arterial hypertension. The New England journal of medicine 2013, 369, (4),
351-361.

Weir, E. K.; Reeve, H. L.; Huang, J. M.; Michelakis, E.; Nelson, D. P.; Hampl, V.;
Archer, S. L., Anorexic agents aminorex, fenfluramine, and dexfenfluramine inhibit
potassium current in rat pulmonary vascular smooth muscle and cause pulmonary
vasoconstriction. Circulation 1996, 94, (9), 2216-20.

Rothman, R. B.; Ayestas, M. A.; Dersch, C. M.; Baumann, M. H., Aminorex,
fenfluramine, and chlorphentermine are serotonin transporter substrates. Implications
for primary pulmonary hypertension. Circulation 1999, 100, (8), 869-75.

Herve, P.; Launay, J. M.; Scrobohaci, M. L.; Brenot, F.; Simonneau, G.; Petitpretz, P.;
Poubeau, P.; Cerrina, J.; Duroux, P.; Drouet, L., Increased plasma serotonin in primary
pulmonary hypertension. The American journal of medicine 1995, 99, (3), 249-54.
Balabanian, K.; Foussat, A.; Dorfmuller, P.; Durand-Gasselin, 1.; Capel, F.; Bouchet-
Delbos, L.; Portier, A.; Marfaing-Koka, A.; Krzysiek, R.; Rimaniol, A. C.; Simonneau,
G.; Emilie, D.; Humbert, M., CX(3)C chemokine fractalkine in pulmonary arterial
hypertension. American journal of respiratory and critical care medicine 2002, 165,
(10), 1419-25.

68



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Condliffe, R.; Howard, L. S., Connective tissue disease-associated pulmonary arterial
hypertension. F1000prime reports 2015, 7, 06.

Nicolls, M. R.; Taraseviciene-Stewart, L.; Rai, P. R.; Badesch, D. B.; Voelkel, N. F.,
Autoimmunity and pulmonary hypertension: a perspective. The European respiratory
journal 2005, 26, (6), 1110-8.

Kherbeck, N.; Tamby, M. C.; Bussone, G.; Dib, H.; Perros, F.; Humbert, M.; Mouthon,
L., The role of inflammation and autoimmunity in the pathophysiology of pulmonary
arterial hypertension. Clinical reviews in allergy & immunology 2013, 44, (1), 31-8.
Tanaka, E.; Harigai, M.; Tanaka, M.; Kawaguchi, Y.; Hara, M.; Kamatani, N.,
Pulmonary hypertension in systemic lupus erythematosus: evaluation of clinical
characteristics and response to immunosuppressive treatment. The Journal of
rheumatology 2002, 29, (2), 282-7.

Sitbon, O.; Humbert, M.; Jais, X.; loos, V.; Hamid, A. M.; Provencher, S.; Garcia, G.;
Parent, F.; Herve, P.; Simonneau, G., Long-term response to calcium channel blockers
in idiopathic pulmonary arterial hypertension. Circulation 2005, 111, (23), 3105-11.
Moncada, S.; Gryglewski, R.; Bunting, S.; Vane, J. R., An enzyme isolated from arteries
transforms prostaglandin endoperoxides to an unstable substance that inhibits platelet
aggregation. Nature 1976, 263, (5579), 663-5.

Rubin, L. J.; Mendoza, J.; Hood, M.; McGoon, M.; Barst, R.; Williams, W. B.; Diehl,
J. H.; Crow, J.; Long, W., Treatment of primary pulmonary hypertension with
continuous intravenous prostacyclin (epoprostenol). Results of a randomized trial.
Annals of internal medicine 1990, 112, (7), 485-91.

O'Callaghan, D. S.; Savale, L.; Montani, D.; Jais, X.; Sitbon, O.; Simonneau, G.;
Humbert, M., Treatment of pulmonary arterial hypertension with targeted therapies.
Nature reviews. Cardiology 2011, 8, (9), 526-38.

Barst, R. J.; Rubin, L. J.; McGoon, M. D.; Caldwell, E. J.; Long, W. A.; Levy, P. S,
Survival in primary pulmonary hypertension with long-term continuous intravenous
prostacyclin. Annals of internal medicine 1994, 121, (6), 409-15.

Shapiro, S. M.; Oudiz, R. J.; Cao, T.; Romano, M. A.; Beckmann, X. J.; Georgiou, D.;
Mandayam, S.; Ginzton, L. E.; Brundage, B. H., Primary pulmonary hypertension:
improved long-term effects and survival with continuous intravenous epoprostenol
infusion. J Am Coll Cardiol 1997, 30, (2), 343-9.

Higenbottam, T.; Butt, A. Y.; McMahon, A.; Westerbeck, R.; Sharples, L., Long-term
intravenous prostaglandin (epoprostenol or iloprost) for treatment of severe pulmonary
hypertension. Heart 1998, 80, (2), 151-5.

Olschewski, H.; Simonneau, G.; Galie, N.; Higenbottam, T.; Naeije, R.; Rubin, L. J.;
Nikkho, S.; Speich, R.; Hoeper, M. M.; Behr, J.; Winkler, J.; Sitbon, O.; Popov, W.;
Ghofrani, H. A.; Manes, A.; Kiely, D. G.; Ewert, R.; Meyer, A.; Corris, P. A.; Delcroix,
M.; Gomez-Sanchez, M.; Siedentop, H.; Seeger, W.; Aerosolized lloprost Randomized
Study, G., Inhaled iloprost for severe pulmonary hypertension. The New England
journal of medicine 2002, 347, (5), 322-9.

Tapson, V. F.; Gomberg-Maitland, M.; McLaughlin, V. V.; Benza, R. L.; Widlitz, A.
C.; Krichman, A.; Barst, R. J., Safety and efficacy of IV treprostinil for pulmonary
arterial hypertension: a prospective, multicenter, open-label, 12-week trial. Chest 2006,
129, (3), 683-8.

Barst, R. J.; Galie, N.; Naeije, R.; Simonneau, G.; Jeffs, R.; Arneson, C.; Rubin, L. J.,
Long-term outcome in pulmonary arterial hypertension patients treated with
subcutaneous treprostinil. The European respiratory journal 2006, 28, (6), 1195-203.
Jing, Z. C.; Parikh, K.; Pulido, T.; Jerjes-Sanchez, C.; White, R. J.; Allen, R.; Torbicki,
A.; Xu, K. F.; Yehle, D.; Laliberte, K.; Arneson, C.; Rubin, L. J., Efficacy and safety of

69



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

oral treprostinil monotherapy for the treatment of pulmonary arterial hypertension: a
randomized, controlled trial. Circulation 2013, 127, (5), 624-33.

Humbert, M.; Ghofrani, H. A., The molecular targets of approved treatments for
pulmonary arterial hypertension. Thorax 2016, 71, (1), 73-83.

Rubin, L. J.; Badesch, D. B.; Barst, R. J.; Galie, N.; Black, C. M.; Keogh, A.; Pulido,
T.; Frost, A.; Roux, S.; Leconte, I.; Landzberg, M.; Simonneau, G., Bosentan therapy
for pulmonary arterial hypertension. The New England journal of medicine 2002, 346,
(12), 896-903.

Channick, R. N.; Simonneau, G.; Sitbon, O.; Robbins, I. M.; Frost, A.; Tapson, V. F.;
Badesch, D. B.; Roux, S.; Rainisio, M.; Bodin, F.; Rubin, L. J., Effects of the dual
endothelin-receptor antagonist bosentan in patients with pulmonary hypertension: a
randomised placebo-controlled study. Lancet 2001, 358, (9288), 1119-23.

Pulido, T.; Adzerikho, I.; Channick, R. N.; Delcroix, M.; Galie, N.; Ghofrani, H. A.;
Jansa, P.; Jing, Z. C.; Le Brun, F. O.; Mehta, S.; Mittelholzer, C. M.; Perchenet, L.;
Sastry, B. K.; Sitbon, O.; Souza, R.; Torbicki, A.; Zeng, X.; Rubin, L. J.; Simonneau,
G.; Investigators, S., Macitentan and morbidity and mortality in pulmonary arterial
hypertension. The New England journal of medicine 2013, 369, (9), 809-18.

Galie, N.; Badesch, D.; Oudiz, R.; Simonneau, G.; McGoon, M. D.; Keogh, A. M.;
Frost, A. E.; Zwicke, D.; Naeije, R.; Shapiro, S.; Olschewski, H.; Rubin, L. J.,
Ambrisentan therapy for pulmonary arterial hypertension. J Am Coll Cardiol 2005, 46,
(3), 529-35.

Galie, N.; Olschewski, H.; Oudiz, R. J.; Torres, F.; Frost, A.; Ghofrani, H. A.; Badesch,
D. B.; McGoon, M. D.; McLaughlin, V. V.; Roecker, E. B.; Gerber, M. J.; Dufton, C;
Wiens, B. L.; Rubin, L. J.; Ambrisentan in Pulmonary Arterial Hypertension, R. D.-B.
P.-C. M. E. S. G., Ambrisentan for the treatment of pulmonary arterial hypertension:
results of the ambrisentan in pulmonary arterial hypertension, randomized, double-
blind, placebo-controlled, multicenter, efficacy (ARIES) study 1 and 2. Circulation
2008, 117, (23), 3010-9.

Oudiz, R. J.; Galie, N.; Olschewski, H.; Torres, F.; Frost, A.; Ghofrani, H. A.; Badesch,
D. B.; McGoon, M. D.; McLaughlin, V. V.; Roecker, E. B.; Harrison, B. C.; Despain,
D.; Dufton, C.; Rubin, L. J.; Group, A. S., Long-term ambrisentan therapy for the
treatment of pulmonary arterial hypertension. J Am Coll Cardiol 2009, 54, (21), 1971-
81.

Seferian, A.; Simonneau, G., Therapies for pulmonary arterial hypertension: where are
we today, where do we go tomorrow? European respiratory review : an official journal
of the European Respiratory Society 2013, 22, (129), 217-26.

Barnett, C. F.; Machado, R. F., Sildenafil in the treatment of pulmonary hypertension.
Vascular health and risk management 2006, 2, (4), 411-22.

Oudiz, R. J.; Brundage, B. H.; Galie, N.; Ghofrani, H. A.; Simonneau, G.; Botros, F. T.;
Chan, M.; Beardsworth, A.; Barst, R. J.; Group, P. S., Tadalafil for the treatment of
pulmonary arterial hypertension: a double-blind 52-week uncontrolled extension study.
J Am Coll Cardiol 2012, 60, (8), 768-74.

Jing, Z. C.; Yu, Z. X.; Shen, J. Y.; Wu, B. X,; Xu, K. F.; Zhu, X.Y.; Pan, L.; Zhang, Z.
L.; Liu, X. Q.; Zhang, Y. S.; Jiang, X.; Galie, N.; Efficacy; Safety of Vardenafil in the
Treatment of Pulmonary Arterial Hypertension Study, G., Vardenafil in pulmonary
arterial hypertension: a randomized, double-blind, placebo-controlled study. American
journal of respiratory and critical care medicine 2011, 183, (12), 1723-9.

Macchia, A.; Marchioli, R.; Tognoni, G.; Scarano, M.; Marfisi, R.; Tavazzi, L.; Rich,
S., Systematic review of trials using vasodilators in pulmonary arterial hypertension:
why a new approach is needed. American heart journal 2010, 159, (2), 245-57.

70



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

Humbert, M.; Sitbon, O.; Simonneau, G., Treatment of pulmonary arterial hypertension.
The New England journal of medicine 2004, 351, (14), 1425-36.

Nakata, T. M.; Tanaka, R.; Yoshiyuki, R.; Fukayama, T.; Goya, S.; Fukushima, R.,
Effects of Single Drug and Combined Short-term Administration of Sildenafil,
Pimobendan, and Nicorandil on Right Ventricular Function in Rats With
Monocrotaline-induced Pulmonary Hypertension. Journal of cardiovascular
pharmacology 2015, 65, (6), 640-8.

Iglarz, M.; Landskroner, K.; Bauer, Y.; Vercauteren, M.; Rey, M.; Renault, B.; Studer,
R.; Vezzali, E.; Freti, D.; Hadana, H.; Schlapfer, M.; Cattaneo, C.; Bortolamiol, C.;
Weber, E.; Whitby, B. R.; Delahaye, S.; Wanner, D.; Steiner, P.; Nayler, O.; Hess, P.;
Clozel, M., Comparison of Macitentan and Bosentan on Right Ventricular Remodeling
in a Rat Model of Non-vasoreactive Pulmonary Hypertension. Journal of
cardiovascular pharmacology 2015, 66, (5), 457-67.

Zeineh, N. S.; Bachman, T. N.; El-Haddad, H.; Champion, H. C., Effects of acute
intravenous iloprost on right ventricular hemodynamics in rats with chronic pulmonary
hypertension. Pulmonary circulation 2014, 4, (4), 612-8.

Polonio, I. B.; Acencio, M. M.; Pazetti, R.; Almeida, F. M.; Silva, B. S.; Pereira, K. A.;
Souza, R., Lodenafil treatment in the monocrotaline model of pulmonary hypertension
in rats. Jornal brasileiro de pneumologia : publicacao oficial da Sociedade Brasileira
de Pneumologia e Tisilogia 2014, 40, (4), 421-4.

Gomez-Arroyo, J. G.; Farkas, L.; Alhussaini, A. A.; Farkas, D.; Kraskauskas, D.;
Voelkel, N. F.; Bogaard, H. J., The monocrotaline model of pulmonary hypertension in
perspective. American journal of physiology. Lung cellular and molecular physiology
2012, 302, (4), L363-9.

Kay, J. M.; Harris, P.; Heath, D., Pulmonary hypertension produced in rats by ingestion
of Crotalaria spectabilis seeds. Thorax 1967, 22, (2), 176-9.

Pitanga, B. P.; Nascimento, R. P.; Silva, V. D.; Costa, S. L., The Role of Astrocytes in
Metabolism and Neurotoxicity of the Pyrrolizidine Alkaloid Monocrotaline, the Main
Toxin of Crotalaria retusa. Frontiers in pharmacology 2012, 3, 144.

Rosenberg, H. C.; Rabinovitch, M., Endothelial injury and vascular reactivity in
monocrotaline pulmonary hypertension. The American journal of physiology 1988, 255,
(6 Pt 2), H1484-91.

Pandalis, G., [Confusion of wild garlic/meadow saffron/lily of the valley. That is even
beyond the lay person]. MMW Fortschritte der Medizin 2003, 145, (19), 14.

Brvar, M.; Kozelj, G.; Mozina, M.; Bunc, M., Acute poisoning with autumn crocus
(Colchicum autumnale L.). Wiener klinische Wochenschrift 2004, 116, (5-6), 205-8.
Gabrscek, L.; Lesnicar, G.; Krivec, B.; Voga, G.; Sibanc, B.; Blatnik, J.; Jagodic, B.,
Accidental poisoning with autumn crocus. Journal of toxicology. Clinical toxicology
2004, 42, (1), 85-8.

Kubec, R.; Dadakova, E., Quantitative determination of S-alk(en)ylcysteine-S-oxides
by micellar electrokinetic capillary chromatography. Journal of chromatography. A
2008, 1212, (1-2), 154-7.

Sobolewska, D.; Janeczko, Z.; Kisiel, W.; Podolak, I.; Galanty, A.; Trojanowska, D.,
Steroidal glycosides from the underground parts of Allium ursinum L. and their
cytostatic and antimicrobial activity. Acta poloniae pharmaceutica 2006, 63, (3), 219-
23.

Stajner, D.; Popovic, B. M.; Canadanovic-Brunet, J.; Stajner, M., Antioxidant and
scavenger activities of Allium ursinum. Fitoterapia 2008, 79, (4), 303-5.

Putnoky, S.; Caunii, A.; Butnariu, M., Study on the stability and antioxidant effect of
the Allium ursinum watery extract. Chemistry Central journal 2013, 7, (1), 21.

71



143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.
159.

Bagiu, R. V.; Vlaicu, B.; Butnariu, M., Chemical composition and in vitro antifungal
activity screening of the Allium ursinum L. (Liliaceae). International journal of
molecular sciences 2012, 13, (2), 1426-36.

Mihaylova, D. S.; Lante, A.; Tinello, F.; Krastanov, A. I., Study on the antioxidant and
antimicrobial activities of Allium ursinum L. pressurised-liquid extract. Natural product
research 2014, 28, (22), 2000-5.

Ivanova, A.; Mikhova, B.; Najdenski, H.; Tsvetkova, l.; Kostova, I., Chemical
composition and antimicrobial activity of wild garlic Allium ursinum of Bulgarian
origin. Natural product communications 2009, 4, (8), 1059-62.

Sendl, A.; Elbl, G.; Steinke, B.; Redl, K.; Breu, W.; Wagner, H., Comparative
pharmacological investigations of Allium ursinum and Allium sativum. Planta medica
1992, 58, (1), 1-7.

Preuss, H. G.; Clouatre, D.; Mohamadi, A.; Jarrell, S. T., Wild garlic has a greater effect
than regular garlic on blood pressure and blood chemistries of rats. International
urology and nephrology 2001, 32, (4), 525-30.

Mohamadi, A.; Jarrell, S. T.; Shi, S. J.; Andrawis, N. S.; Myers, A.; Clouatre, D.; Preuss,
H. G., Effects of wild versus cultivated garlic on blood pressure and other parameters
in hypertensive rats. Heart disease 2000, 2, (1), 3-9.

Rietz, B.; Isensee, H.; Strobach, H.; Makdessi, S.; Jacob, R., Cardioprotective actions
of wild garlic (allium ursinum) in ischemia and reperfusion. Molecular and cellular
biochemistry 1993, 119, (1-2), 143-50.

Sendl, A.; Schliack, M.; Loser, R.; Stanislaus, F.; Wagner, H., Inhibition of cholesterol
synthesis in vitro by extracts and isolated compounds prepared from garlic and wild
garlic. Atherosclerosis 1992, 94, (1), 79-85.

Lines, T. C.; Ono, M., FRS 1000, an extract of red onion peel, strongly inhibits
phosphodiesterase 5A (PDE 5A). Phytomedicine : international journal of phytotherapy
and phytopharmacology 2006, 13, (4), 236-9.

Kuroda, M.; Mimaki, Y.; Kameyama, A.; Sashida, Y.; Nikaido, T., Steroidal saponins
from Allium chinense and their inhibitory activities on cyclic AMP phosphodiesterase
and Na+/K+ ATPase. Phytochemistry 1995, 40, (4), 1071-6.

Jasinska-Stroschein, M.; Owczarek, J.; Luczak, A.; Orszulak-Michalak, D., The
beneficial impact of fasudil and sildenafil on monocrotaline-induced pulmonary
hypertension in rats: a hemodynamic and biochemical study. Pharmacology 2013, 91,
(3-4), 178-84.

Schermuly, R. T.; Dony, E.; Ghofrani, H. A.; Pullamsetti, S.; Savai, R.; Roth, M.;
Sydykov, A.; Lai, Y. J.; Weissmann, N.; Seeger, W.; Grimminger, F., Reversal of
experimental pulmonary hypertension by PDGF inhibition. J Clin Invest 2005, 115,
(10), 2811-21.

Lajter, I.; Vasas, A.; Beni, Z.; Forgo, P.; Binder, M.; Bochkov, V.; Zupko, I.; Krupitza,
G.; Frisch, R.; Kopp, B.; Hohmann, J., Sesquiterpenes from Neurolaena lobata and their
antiproliferative and anti-inflammatory activities. Journal of natural products 2014, 77,
(3), 576-82.

Roza, O.; Lovasz, N.; Zupko, I.; Hohmann, J.; Csupor, D., Sympathomimetic activity
of a Hoodia gordonii product: a possible mechanism of cardiovascular side effects.
BioMed research international 2013, 2013, 171059.

Wang, J.; Sporns, P., MALDI-TOF MS analysis of food flavonol glycosides. Journal
of agricultural and food chemistry 2000, 48, (5), 1657-62.

The Metabolomics Workbench. http://www.metabolomicsworkbench.org/

Kovacs, A.; Fulop, G. A.; Kovacs, A.; Csipo, T.; Bodi, B.; Priksz, D.; Juhasz, B.; Beke,
L.; Hendrik, Z.; Mehes, G.; Granzier, H. L.; Edes, I.; Fagyas, M.; Papp, Z.; Barta, J.;

72



160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

Toth, A., Renin overexpression leads to increased titin-based stiffness contributing to
diastolic dysfunction in hypertensive mRen2 rats. American journal of physiology.
Heart and circulatory physiology 2016, 310, (11), H1671-82.

Bombicz, M.; Priksz, D.; Varga, B.; Gesztelyi, R.; Kertesz, A.; Lengyel, P.; Balogh, P.;
Csupor, D.; Hohmann, J.; Bhattoa, H. P.; Haines, D. D.; Juhasz, B., Anti-Atherogenic
Properties of Allium ursinum Liophylisate: Impact on Lipoprotein Homeostasis and
Cardiac Biomarkers in Hypercholesterolemic Rabbits. International journal of
molecular sciences 2016, 17, (8).

Bombicz, M.; Priksz, D.; Varga, B.; Kurucz, A.; Kertesz, A.; Takacs, A.; Posa, A.; Kiss,
R.; Szilvassy, Z.; Juhasz, B., A Novel Therapeutic Approach in the Treatment of
Pulmonary Arterial Hypertension: Allium ursinum Liophylisate Alleviates Symptoms
Comparably to Sildenafil. International journal of molecular sciences 2017, 18, (7).
Hlavacova, M.; Olejnickova, V.; Ronzhina, M.; Stracina, T.; Janousek, O.; Novakova,
M.; Babula, P.; Kolarova, J.; Provaznik, I.; Paulova, H., Tolerance of isolated rabbit
hearts to short ischemic periods is affected by increased LV mass fraction. Physiological
research 2017, 66, (4), 581-589.

Opie, L. H., Coronary flow rate and perfusion pressure as determinants of mechanical
function and oxidative metabolism of isolated perfused rat heart. The Journal of
physiology 1965, 180, (3), 529-41.

Nunnari, J. J.; Zand, T.; Joris, I.; Majno, G., Quantitation of oil red O staining of the
aorta in hypercholesterolemic rats. Experimental and molecular pathology 1989, 51,
(1), 1-8.

Dupasquier, C. M.; Dibrov, E.; Kneesh, A. L.; Cheung, P. K.; Lee, K. G.; Alexander,
H. K.; Yeganeh, B. K.; Moghadasian, M. H.; Pierce, G. N., Dietary flaxseed inhibits
atherosclerosis in the LDL receptor-deficient mouse in part through antiproliferative
and anti-inflammatory actions. American journal of physiology. Heart and circulatory
physiology 2007, 293, (4), H2394-402.

Tang, J.; Xie, Q.; Pan, G.; Wang, J.; Wang, M., Mesenchymal stem cells participate in
angiogenesis and improve heart function in rat model of myocardial ischemia with
reperfusion. European journal of cardio-thoracic surgery : official journal of the
European Association for Cardio-thoracic Surgery 2006, 30, (2), 353-61.

Wagenaar, G. T.; Laghmani el, H.; Fidder, M.; Sengers, R. M.; de Visser, Y. P.; de
Vries, L.; Rink, R.; Roks, A. J.; Folkerts, G.; Walther, F. J., Agonists of MAS oncogene
and angiotensin Il type 2 receptors attenuate cardiopulmonary disease in rats with
neonatal hyperoxia-induced lung injury. American journal of physiology. Lung cellular
and molecular physiology 2013, 305, (5), L341-51.

Porvasnik, S. L.; Germain, S.; Embury, J.; Gannon, K. S.; Jacques, V.; Murray, J.;
Byrne, B. J.; Shacham, S.; Al-Mousily, F., PRX-08066, a novel 5-hydroxytryptamine
receptor 2B antagonist, reduces monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension
and right ventricular hypertrophy in rats. The Journal of pharmacology and
experimental therapeutics 2010, 334, (2), 364-72.

Xiao, R.; Su, Y.; Feng, T.; Sun, M.; Liu, B.; Zhang, J.; Lu, Y.; Li, J.; Wang, T.; Zhu,
L.; Hu, Q., Monocrotaline Induces Endothelial Injury and Pulmonary Hypertension by
Targeting the Extracellular Calcium-Sensing Receptor. Journal of the American Heart
Association 2017, 6, (4).

Juhasz, B.; Kertesz, A.; Balla, J.; Balla, G.; Szabo, Z.; Bombicz, M.; Priksz, D.;
Gesztelyi, R.; Varga, B.; Haines, D. D.; Tosaki, A., Cardioprotective effects of sour
cherry seed extract (SCSE) on the hypercholesterolemic rabbit heart. Current
pharmaceutical design 2013, 19, (39), 6896-905.

73



171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

Oszmianski, J.; Kolniak-Ostek, J.; Wojdylo, A., Characterization and content of
flavonol derivatives of Allium ursinum L. plant. Journal of agricultural and food
chemistry 2013, 61, (1), 176-84.

Carotenuto, A.; De Feo, V.; Fattorusso, E.; Lanzotti, V.; Magno, S.; Cicala, C., The
flavonoids of Allium ursinum. Phytochemistry 1996, 41, (2), 531-6.

Leporatti, M. L.; Ivancheva, S., Preliminary comparative analysis of medicinal plants
used in the traditional medicine of Bulgaria and Italy. Journal of ethnopharmacology
2003, 87, (2-3), 123-42.

Sytar, O.; Bruckova, K.; Hunkova, E.; Zivcak, M.; Konate, K.; Brestic, M., The
application of multiplex fluorimetric sensor for the analysis of flavonoids content in the
medicinal herbs family Asteraceae, Lamiaceae, Rosaceae. Biological research 2015,
48, 5.

Rybak, M. E.; Calvey, E. M.; Harnly, J. M., Quantitative determination of allicin in
garlic: supercritical fluid extraction and standard addition of alliin. Journal of
agricultural and food chemistry 2004, 52, (4), 682-7.

Ariga, T.; Seki, T., Antithrombotic and anticancer effects of garlic-derived sulfur
compounds: a review. BioFactors 2006, 26, (2), 93-103.

Salman, H.; Bergman, M.; Bessler, H.; Punsky, I.; Djaldetti, M., Effect of a garlic
derivative (alliin) on peripheral blood cell immune responses. International journal of
immunopharmacology 1999, 21, (9), 589-97.

Ramiji, D. P.; Davies, T. S., Cytokines in atherosclerosis: Key players in all stages of
disease and promising therapeutic targets. Cytokine & growth factor reviews 2015, 26,
(6), 673-85.

Tribouilloy, C.; Grigioni, F.; Avierinos, J. F.; Barbieri, A.; Rusinaru, D.; Szymanski,
C.; Ferlito, M.; Tafanelli, L.; Bursi, F.; Trojette, F.; Branzi, A.; Habib, G.; Modena, M.
G.; Enriquez-Sarano, M.; Investigators, M., Survival implication of left ventricular end-
systolic diameter in mitral regurgitation due to flail leaflets a long-term follow-up
multicenter study. J Am Coll Cardiol 2009, 54, (21), 1961-8.

Carluccio, E.; Biagioli, P.; Zuchi, C.; Bardelli, G.; Murrone, A.; Lauciello, R.;
D'Addario, S.; Mengoni, A.; Alunni, G.; Ambrosio, G., Fibrosis assessment by
integrated backscatter and its relationship with longitudinal deformation and diastolic
function in heart failure with preserved ejection fraction. The international journal of
cardiovascular imaging 2016, 32, (7), 1071-80.

Kjaergaard, J.; Iversen, K. K.; Akkan, D.; Moller, J. E.; Kober, L. V.; Torp-Pedersen,
C.; Hassager, C., Predictors of right ventricular function as measured by tricuspid
annular plane systolic excursion in heart failure. Cardiovascular ultrasound 2009, 7,
51.

Yoshiyuki, R.; Tanaka, R.; Fukushima, R.; Machida, N., Preventive effect of sildenafil
on right ventricular function in rats with monocrotaline-induced pulmonary arterial
hypertension. Experimental animals 2016, 65, (3), 215-22.

Savai, R.; Al-Tamari, H. M.; Sedding, D.; Kojonazarov, B.; Muecke, C.; Teske, R.;
Capecchi, M. R.; Weissmann, N.; Grimminger, F.; Seeger, W.; Schermuly, R. T;
Pullamsetti, S. S., Pro-proliferative and inflammatory signaling converge on FoxO1
transcription factor in pulmonary hypertension. Nat Med 2014, 20, (11), 1289-300.
Thibault, H. B.; Kurtz, B.; Raher, M. J.; Shaik, R. S.; Waxman, A.; Derumeaux, G.;
Halpern, E. F.; Bloch, K. D.; Scherrer-Crosbie, M., Noninvasive assessment of murine
pulmonary arterial pressure: validation and application to models of pulmonary
hypertension. Circulation. Cardiovascular imaging 2010, 3, (2), 157-63.

74



185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

Bell, R. M.; Mocanu, M. M.; Yellon, D. M., Retrograde heart perfusion: the
Langendorff technique of isolated heart perfusion. Journal of molecular and cellular
cardiology 2011, 50, (6), 940-50.

Vidavalur, R.; Swarnakar, S.; Thirunavukkarasu, M.; Samuel, S. M.; Maulik, N., Ex
vivo and in vivo approaches to study mechanisms of cardioprotection targeting
ischemia/reperfusion (i/r) injury: useful techniques for cardiovascular drug discovery.
Current drug discovery technologies 2008, 5, (4), 269-78.

Vecsernyes, M.; Szokol, M.; Bombicz, M.; Priksz, D.; Gesztelyi, R.; Fulop, G. A;;
Varga, B.; Juhasz, B.; Haines, D.; Tosaki, A., Alpha-Melanocyte-stimulating Hormone
Induces Vasodilation and Exerts Cardioprotection Through the Heme-Oxygenase
Pathway in Rat Hearts. Journal of cardiovascular pharmacology 2017, 69, (5), 286-
297.

Juhasz, B.; Varga, B.; Czompa, A.; Bak, I.; Lekli, I.; Gesztelyi, R.; Zsuga, J.; Kemeny-
Beke, A.; Antal, M.; Szendrei, L.; Tosaki, A., Postischemic cardiac recovery in heme
oxygenase-1 transgenic ischemic/reperfused mouse myocardium. J Cell Mol Med 2011,
15, (9), 1973-82.

Csepanyi, E.; Czompa, A.; Haines, D.; Lekli, I.; Bakondi, E.; Balla, G.; Tosaki, A.; Bak,
I., Cardiovascular effects of low versus high-dose beta-carotene in a rat model.
Pharmacol Res 2015, 100, 148-56.

Czompa, A.; Gyongyosi, A.; Czegledi, A.; Csepanyi, E.; Bak, I.; Haines, D. D.; Tosaki,
A.; Lekli, 1., Cardioprotection afforded by sour cherry seed kernel: the role of heme
oxygenase-1. Journal of cardiovascular pharmacology 2014, 64, (5), 412-9.

Haines, D. D.; Bak, I.; Ferdinandy, P.; Mahmoud, F. F.; Al-Harbi, S. A.; Blasig, I. E;
Tosaki, A., Cardioprotective effects of the calcineurin inhibitor FK506 and the PAF
receptor antagonist and free radical scavenger, EGb 761, in isolated ischemic/reperfused
rat hearts. Journal of cardiovascular pharmacology 2000, 35, (1), 37-44.

Isoyama, S.; Maruyama, Y.; Ashikawa, K.; Sato, S.; Suzuki, H.; Watanabe, J.; Shimizu,
Y.; Ino-Oka, E.; Takishima, T., Effects of afterload reduction on global left ventricular
and regional myocardial functions in the isolated canine heart with stenosis of a
coronary arterial branch. Circulation 1983, 67, (1), 139-47.

Nogueira-Ferreira, R.; Vitorino, R.; Ferreira, R.; Henriques-Coelho, T., Exploring the
monocrotaline animal model for the study of pulmonary arterial hypertension: A
network approach. Pulmonary pharmacology & therapeutics 2015, 35, 8-16.

Ryan, J. J.; Marsboom, G.; Archer, S. L., Rodent models of group 1 pulmonary
hypertension. Handbook of experimental pharmacology 2013, 218, 105-49.

Bae, H. K.; Lee, H.; Kim, K. C.; Hong, Y. M., The effect of sildenafil on right
ventricular remodeling in a rat model of monocrotaline-induced right ventricular failure.
Korean journal of pediatrics 2016, 59, (6), 262-70.

Lee, M. Y.; Tsai, K. B.; Hsu, J. H.; Shin, S. J.; Wu, J. R.; Yeh, J. L., Liraglutide prevents
and reverses monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension by suppressing
ET-1 and enhancing eNOS/sGC/PKG pathways. Scientific reports 2016, 6, 31788.
Huang, T. H.; Chung, S. Y.; Chua, S.; Chai, H. T.; Sheu, J. J.; Chen, Y. L.; Chen, C. H,;
Chang, H. W.; Tong, M. S.; Sung, P. H.; Sun, C. K.; Lu, H. I; Yip, H. K., Effect of
early administration of lower dose versus high dose of fresh mitochondria on reducing
monocrotaline-induced pulmonary artery hypertension in rat. American journal of
translational research 2016, 8, (12), 5151-5168.

Lewis, G. D.; Shah, R.; Shahzad, K.; Camuso, J. M.; Pappagianopoulos, P. P.; Hung, J.;
Tawakol, A.; Gerszten, R. E.; Systrom, D. M.; Bloch, K. D.; Semigran, M. J., Sildenafil
improves exercise capacity and quality of life in patients with systolic heart failure and
secondary pulmonary hypertension. Circulation 2007, 116, (14), 1555-62.

75



199.

200.

201.

202.

208.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

Shah, S. J.; Thenappan, T.; Rich, S.; Tian, L.; Archer, S. L.; Gomberg-Maitland, M.,
Association of serum creatinine with abnormal hemodynamics and mortality in
pulmonary arterial hypertension. Circulation 2008, 117, (19), 2475-83.

Haines, D. D.; Lekli, 1.; Teissier, P.; Bak, I.; Tosaki, A., Role of haeme oxygenase-1 in
resolution of oxidative stress-related pathologies: focus on cardiovascular, lung,
neurological and kidney disorders. Acta Physiol (Oxf) 2012, 204, (4), 487-501.

Choi, A. M.; Alam, J., Heme oxygenase-1: function, regulation, and implication of a
novel stress-inducible protein in oxidant-induced lung injury. Am J Respir Cell Mol Biol
1996, 15, (1), 9-19.

Tomaro, M. L.; Batlle, A. M., Bilirubin: its role in cytoprotection against oxidative
stress. The international journal of biochemistry & cell biology 2002, 34, (3), 216-20.
Araujo, J. A.; Zhang, M.; Yin, F., Heme oxygenase-1, oxidation, inflammation, and
atherosclerosis. Frontiers in pharmacology 2012, 3, 119.

Danial, N. N.; Korsmeyer, S. J., Cell death: critical control points. Cell 2004, 116, (2),
205-19.

Maslov, L. N.; Naryzhnaia, N. V.; Podoksenov lu, K.; Prokudina, E. S.; Gorbunov, A.
S.; Zhang, |.; Pei Zh, M., [Reactive oxygen species are triggers and mediators of an
increase in cardiac tolerance to impact of ischemia-reperfusion]. Rossiiskii
fiziologicheskii zhurnal imeni 1.M. Sechenova 2015, 101, (1), 3-24.

Bears, H.; Richards, J. G.; Schulte, P. M., Arsenic exposure alters hepatic arsenic
species composition and stress-mediated gene expression in the common Killifish
(Fundulus heteroclitus). Aquatic toxicology 2006, 77, (3), 257-66.

Bagatini, M. D.; Martins, C. C.; Battisti, V.; Gasparetto, D.; da Rosa, C. S.; Spanevello,
R. M.; Ahmed, M.; Schmatz, R.; Schetinger, M. R.; Morsch, V. M., Oxidative stress
versus antioxidant defenses in patients with acute myocardial infarction. Heart and
vessels 2011, 26, (1), 55-63.

Elias-Al-Mamun, M.; Satoh, K.; Tanaka, S.; Shimizu, T.; Nergui, S.; Miyata, S.;
Fukumoto, Y.; Shimokawa, H., Combination therapy with fasudil and sildenafil
ameliorates monocrotaline-induced pulmonary hypertension and survival in rats.
Circulation journal : official journal of the Japanese Circulation Society 2014, 78, (4),
967-76.

Kuang, T.; Wang, J.; Pang, B.; Huang, X.; Burg, E. D.; Yuan, J. X.; Wang, C.,
Combination of sildenafil and simvastatin ameliorates monocrotaline-induced
pulmonary hypertension in rats. Pulmonary pharmacology & therapeutics 2010, 23, (5),
456-64.

Nagendran, J.; Archer, S. L.; Soliman, D.; Gurtu, V.; Moudgil, R.; Haromy, A.; St
Aubin, C.; Webster, L.; Rebeyka, I. M.; Ross, D. B.; Light, P. E.; Dyck, J. R;
Michelakis, E. D., Phosphodiesterase type 5 is highly expressed in the hypertrophied
human right ventricle, and acute inhibition of phosphodiesterase type 5 improves
contractility. Circulation 2007, 116, (3), 238-48.

Kass, D. A.; Champion, H. C.; Beavo, J. A., Phosphodiesterase type 5: expanding roles
in cardiovascular regulation. Circulation research 2007, 101, (11), 1084-95.

Hanson, K. A.; Ziegler, J. W.; Rybalkin, S. D.; Miller, J. W.; Abman, S. H.; Clarke, W.
R., Chronic pulmonary hypertension increases fetal lung cGMP phosphodiesterase
activity. The American journal of physiology 1998, 275, (5 Pt 1), L931-41.

Lochhead, A.; Nekrasova, E.; Arshavsky, V. Y.; Pyne, N. J., The regulation of the
cGMP-binding cGMP phosphodiesterase by proteins that are immunologically related
to gamma subunit of the photoreceptor cGMP phosphodiesterase. J Biol Chem 1997,
272, (29), 18397-403.

76



214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224,

Corbin, J. D.; Beasley, A.; Blount, M. A.; Francis, S. H., High lung PDES5: a strong basis
for treating pulmonary hypertension with PDES5 inhibitors. Biochem Biophys Res
Commun 2005, 334, (3), 930-8.

Vaidya, B.; Pangallo, M.; Ruffenach, G.; Cunningham, C. M.; Perron, J. C.; Kolluru,
S.; Eghbali, M.; Gupta, V., Advances in treatment of pulmonary arterial hypertension:
patent review. Expert opinion on therapeutic patents 2017, 27, (8), 907-918.

Ahmed, M.; VanPatten, S.; Lakshminrusimha, S.; Patel, H.; Coleman, T. R.; Al-Abed,
Y., Effects of novel muscarinic M3 receptor ligand C1213 in pulmonary arterial
hypertension models. Physiological reports 2016, 4, (24).

Leopold, J. A.; Maron, B. A., Molecular Mechanisms of Pulmonary Vascular
Remodeling in Pulmonary Arterial Hypertension. International journal of molecular
sciences 2016, 17, (5).

Stange, E.; Agostini, B.; Paenberg, J., Changes in rabbit lipoprotein properties by
dietary cholesterol, and saturated and polyunsaturated fats. Atherosclerosis 1975, 22,
(1), 125-48.

Cohen, E.; Aviram, M.; Khatib, S.; Volkova, N.; Vaya, J.,, Human carotid
atherosclerotic plaque protein(s) change HDL protein(s) composition and impair HDL
anti-oxidant activity. BioFactors 2016, 42, (1), 115-28.

Thanassoulis, G.; Williams, K.; Ye, K.; Brook, R.; Couture, P.; Lawler, P. R.; de Graaf,
J.; Furberg, C. D.; Sniderman, A., Relations of change in plasma levels of LDL-C, non-
HDL-C and apoB with risk reduction from statin therapy: a meta-analysis of randomized
trials. Journal of the American Heart Association 2014, 3, (2), e000759.

Kim, E. J.; Kim, B. H.; Seo, H. S.; Lee, Y. J.; Kim, H. H.; Son, H. H.; Choi, M. H.,
Cholesterol-induced non-alcoholic fatty liver disease and atherosclerosis aggravated by
systemic inflammation. PloS one 2014, 9, (6), e97841.

Hui, C.; Like, W.; Yan, F.; Tian, X.; Qiuyan, W.; Lifeng, H., S-allyl-L-cysteine
sulfoxide inhibits tumor necrosis factor-alpha induced monocyte adhesion and
intercellular cell adhesion molecule-1 expression in human umbilical vein endothelial
cells. Anatomical record 2010, 293, (3), 421-30.

Ankri, S.; Mirelman, D., Antimicrobial properties of allicin from garlic. Microbes and
infection 1999, 1, (2), 125-9.

Farkas, A.; Molnar, R.; Morschhauser, T.; Hahn, 1., Variation in nectar volume and
sugar concentration of Allium ursinum L. ssp. ucrainicum in three habitats.
ScientificWorldJournal 2012, 2012, 138579.

77



8. Targyszavak

Magyar targyszavak: hipertrofia, ateroszkler6zis, monokrotalin (MCT), pulmonalis
artérias hipertonia (PAH), hiperkoleszterinémia, iszkémia/reperfizio, hemoxigenaz-1

(HO-1), transztorakalis echokardiografia (TTE), reaktiv oxigén gy6kok (ROS)

Angol targyszavak: hyperthrophy, atherosclerosis, monocrotaline (MCT), pulmonary
arterial  hypertension  (PAH), hypercholesterolaemia,  ischemia/reperfusion,

hemoxygenase-1 (HO-1), echocardiography, reactive oxygen species (ROS)

78



9. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Szilvassy Zoltan egyetemi tanarnak, hogy lehetové
tette munkdm elvégzését az altala vezetett DE Farmakologiai és Farmakoterapiai

Intézetben.

Koszondm témavezetdmnek, Dr. Juhdsz Béla egyetemi docensnek a kozds munka

lehetéségét, szakmai instrukciokat, hasznos tanacsokat és végtelen tiirelmet.

Koszonettel tartozom kozvetlen kollégaimnak, Dr. Priksz Dénielnek, Dr. Varga
Balazsnak, Dr. Gesztelyi Rudolfnak, Dr. Kurucz Andreanak ¢s valamennyi kedves
jelenlegi illetve volt munkatarsamnak, hogy szakmai, illetve barmely egyéb mdodon

nyujtott dnzetlen segitségiikkel hozzdjarultak tudoméanyos munkdssagomhoz.

Koszonettel tartozom Dr. Antal Miklos professzor urnak, Hegediis Krisztinanak (DE
AOK, Anatémiai, Szovet-és Fejlodéstani Tanszék) és Dr. Hortobagyi Tibor egyetemi
docensnek (DE Neuropatologai Tanszék) a szovettani metszetek elkészitésében nytjtott

segitségiikért.

Szeretném megkoszonni Dr. Toth Attila egyetemi tanarnak és munkatarsainak (DE
Klinikai Fiziologiai Tanszék), Dr. Hohmann Juditnak és Dr. Csupor Dezsének (SZTE
GYTK Farmakognoziai Intézet), Dr. Lengyel Péternek, Dr. Balogh Péternek, Dr. Harjit
Bhattoa Palnak, David D. Hainesnek, Dr. Kertész Attilanak (DE Kardioldgiai Intézet)
és Takacs Akosnak, hogy elésegitették kollaboracidés munkankat és a kozos publikaciok

megjelenését.
Végiil, de nem utolsésorban férjem, csaladom és barataim szeretd tamogatasat.

A kutatds a GINOP-2.3.2-15-2016-00043, Sziv- ¢és érkutatasi kivaldésagkdzpont
(IRONHEART) kereteibdl valosult meg. A kutatis a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-001
Nemzeti Kivalosag Program cimii kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az
Eurodpai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis alap tarsfinanszirozasaval valosult

meg.

79



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/75/2018.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jeldlt: Bombicz Mariann

Neptun kéd: BOMA

Doktori Iskola: Gyogyszerészeti Tudomanyok Doktori Iskola
MTMT azonosit6: 10038141

A PhD értekezés alapjaul szolgal6 kozlemények

1. Bombicz, M., Priksz, D., Varga, B., Kurucz, A., Kertész, A. B., Takacs, A., Posa, A, Kiss, R.,
Szilvassy, Z., Juhasz, B.: A Novel Therapeutic Approach in the Treatment of Pulmonary

Arterial Hypertension: allium ursinum Liophylisate Alleviates Symptoms Comparably to
Sildenafil.

Int. J. Mol. Sci. 18 (7), 1-19, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms18071436
IF: 3.226 (2016)

2. Bombicz, M., Priksz, D., Varga, B., Gesztelyi, R., Kertész, A. B., Lengyel, P., Balogh, P., Csupor,
D., Hohmann, J., Bhattoa, H. P., Haines, D. D., Juhasz, B.: Anti-Atherogenic Properties of

Allium ursinum Liophylisate: impact on Lipoprotein Homeostasis and Cardiac Biomarkers in
Hypercholesterolemic Rabbits.

Int. J. Mol. Sci. 17 (8), E1284, 2016.
IF: 3.226

Tovabbi kozlemények

3. Kurucz, A., Bombicz, M., Kiss, R., Priksz, D., Varga, B., Hortobagyi, T., Trencsényi, G., Szabé, R.,
Pdsa, A., Gesztelyi, R., Szilvassy, Z., Juhasz, B.: Heme oxygenase-1 activity as }/earémt ‘
to exercise-mediated amelioration of cognitive decline and neuropathological /aﬁe‘fatlons in arrJ

X ot
aging rat model of dementia. / * AR 3;7.
Biomed Res. Int. 2018, 1-13, 2018. \j "
IF: 2.476 (2016 5 £

(2016) \ 7



DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

4. Vecsernyés, M., Szokol, M., Bombicz, M., Priksz, D., Gesztelyi, R., Fiilép, G. A., Varga, B.,
Juhasz, B., Haines, D. D., Tésaki, A.: Alpha-MSH induces vasodilatation and exerts
cardioprotection via the heme-oxygenase pathway in rat hearts.

J. Cardiovasc. Pharmacol. 69 (5), 286-297, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1097/FJC.0000000000000472
IF: 2.247 (2016)

5. Szokol, M., Priksz, D., Bombicz, M., Varga, B., Kovacs, A., Fiilép, G. A., Csipé, T., Pésa, A., Téth,
A., Papp, Z., Szilvassy, Z., Juhasz, B.: Long term osmotic mini pump treatment with alpha-
MSH improves myocardial function in Zucker Diabetic Fatty rats.
Molecules. 22 (10), 1-18, 2017.
IF: 2.861 (2016)

6. Varga, B., Priksz, D., Lampé, N., Bombicz, M., Kurucz, A., Szabo, A. M., Pésa, A., Szab¢, R.,
Kemény-Beke, A., Galné Remenyik, J., Gesztelyi, R., Juhasz, B.: Protective Effect of Prunus
Cerasus (Sour Cherry) Seed Extract on the Recovery of Ischemia/Reperfusion-Induced
Retinal Damage in Zucker Diabetic Fatty Rat.

Molecules. 22 (10), 1782 [1-12], 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/molecules22101782
IF: 2.861 (2016)

7. Fehér, P., Ujhelyi, Z., Varadi, J., Fenyvesi, F., Roka, E., Juhasz, B., Varga, B., Bombicz, M.,
Priksz, D., Bacskay, I., Vecsernyés, M.: Efficacy of Pre- and Post-Treatment by Topical
Formulations Containing Dissolved and Suspended Silybum marianum against UVB-Induced
Oxidative Stress in Guinea Pig and on HaCaT Keratinocytes.

Molecules. 21 (10), 1269, 2016.
DOI; http://dx.doi.org/10.3390/molecules21101269
IF: 2.861

8. Kertész, A. B., Bombicz, M., Priksz, D., Balla, J., Balla, G., Gesztelyi, R., Varga, B., Haines, D. D.,
Tosaki, A., Juhasz, B.: Adverse Impact of Diet-Induced Hypercholesterolemia on

Cardiovascular Tissue Homeostasis in a Rabbit Model: time-Dependent Changes in Cardiac
Parameters.

Int. J. Mol. Sci. 14 (9), 19086-19108, 2013.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms140919086

IF: 2.339 S ECENI

9. Juhédsz, B., Kertész, A. B., Balla, J., Balla, G., Szab¢, Z., Bombicz, M., Priksz, D./Gesztely /*;:
Varga, B., Haines, D. D., Tésaki, A.: Cardioprotective Effects of Sour Cher Seed Extract *)
(SCSE) on the Hypercholesterolemic Rabbit Heart. %, g

% <
Curr. Pharm. Design. 19 (39), 6896-6905, 2013. o PR o

IF: 3.288 d >l ~Lemzon £



S

Ay

W e
a\}z

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

10. Varga, B., Gesztelyi, R., Bombicz, M., Haines, D. D., Szabd, A. M., Kemény-Beke, A., Antal, M.,
Vecsernyés, M., Juhasz, B., Tésaki, A.: Protective Effect of Alpha-Melanocyte-Stimulating

Hormone (a-MSH) on the Recovery of Ischemia/Reperfusion (I/R)-Induced Retinal Damage
in A Rat Model.

J. Mol. Neurosci. 50 (3), 558-570, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s12031-013-9998-3
IF: 2.757

11. Gesztelyi, R., Kiss, Z. M., Wachal, Z., Juhasz, B., Bombicz, M., Csépanyi, E., Pak, K., Zsuga, J.,
Papp, C., Galajda, Z., Branzaniuc, K., Pdrszasz, R., Szentmikldsi, J. A., Tésaki, A.: The
surmountable effect of FSCPX, an irreversible A1l adenosine receptor antagonist, on the

negative inotropic action of A1 adenosine receptor full agonists in isolated guinea pig left
atria.

Arch. Pharm. Res. 36 (3), 293-305, 2013.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s12272-013-0056-2
IF:1.751

12. Kalantari, H., Galehdari, H., Zaree, Z., Gesztelyi, R., Varga, B., Haines, D. D., Bombicz, M.,
Tésaki, A., Juhasz, B.: Toxicological and mutagenic analysis of Artemisia dracunculus
(tarragon) extract.

Food Chem. Toxicol. 51, 26-32, 2013.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2012.07.052
IF: 2.61

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora: 32,503

A kozl6 folybiratok 6sszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
6,452

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tuddstérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista /\a;\k\q@a’nrv I &

elvégezte.

Debrecen, 2018.03.21.



