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1. Bevezetés és célkituzés

A sziv- és érrendszeri megbetegedések ¢és az altaluk okozott haldlozas
legfontosabb kockdzati tényez0i a magasvérnyomas-betegség, a cukorbetegség,
a zsiranyagcsere-zavar, az elhizas, a dohanyzas és az alkoholizmus, valamint az
elégtelen taplalkozas ¢s a mozgasszegény ¢letmoéd. A KSH altal
rendelkezésiinkre bocsatott legfrissebb adatok alapjan elmondhatjuk, a
sziiletéskor varhato élettartam az elmult években 2001 ¢és 2015 kozott 68,2-161
72,3 ¢vre emelkedett, tovabba a sziv és érrendszeri betegségek okozta
haland6sag csokkenése jelentds, években szamitott mértékkel jarult hozza a
varhatd élettartam meghosszabboddsdhoz, melyben a megel6zd és gyogyito
medicina egyiittesen meghatarozd szerepet jatszott. A magasvérnyomas-
betegség, a cukorbetegség €s a diszlipidémidk korszerli kezelése, a mar
kialakult szivkoszoruér-betegségek, pangasos szivelégtelenség, ritmuszavarok
és agycrbetegségek gyogyszeres terapiaja jelentésen csokkentette a
halando6sagot. A folyamatosan javuld tendenciat mutatod értékeink sajnos még
mindig messze elmaradnak az Europai Unid atlagat tekintve, ahol ugyanis a
szliletéskor varhatd atlagos élettartam 77,9 év. Annak ellenére, hogy az
iszkémias szivbetegségek miatti halalozasi arany csokkent a legnagyobb
mértékben a vezetd halalokok koziil, tovabbra is magasan megel6zi azokat
Magyarorszdgon ¢és Europdban is egyarant. Bar szintén jol tiikrozi az
intervencid sikerét, hogy a koszortér betegség és stroke miatti halalozas az
elmilt évtizedben csokkent, a kronikus szivelégtelenség prevalencidja ennek
kovetkeztében dramaian novekedett. A kronikus szivelégtelenség kezelése
viszont jelentds népegeszségligyi €s gazdasagi terhet jelent igy az iparilag fejlett
orszagokban. Az el6z6 gondolatsort alapjan fontosnak tartom kiemelni, hogy a
cerebro- és  kardiovaszkularis megbetegedések egyik leggyakoribb
befolyasolhato kockézati tényezdje a diszlipidémia. A diszlipidémidra jellemzo,

hogy emelkedett LDL koleszterin, emelkedett triglicerid és csokkent HDL



koleszterinszinttel jar egyiitt, mely 1dé eldtti és progrediald ateroszklerdzis
kialakuldséanak rizikotényez6i. Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a lipid
statusz rendezésével onmagaban is kedvezden befolydsolhatjuk az iszkémias
szivbetegségek (ISZB) és az egyéb vaszkularis betegségek okozta halalozas,
mind primer ¢és szekunder prevencid keretében. A sziv-érrendszeri
megbetegedések kapcsan nem szabad megfeledkezni az olyan ritka, am
progressziv, malignus jellegli betegségrél sem, mint a pulmonalis artérias
hipertonia, mely a mai napig gyogyithatatlan. A PAH Kkifejlédése gyakran
alattomos, igy a felismerésekor a beteg mar rendkiviil elérehaladott allapotban
lehet. Az érintett betegek magas, 5 éven beliili mortalitdsa miatt, nem gy6zziik
fejlesztésére.

Célkitiizések

Annak ellenére, hogy Allium sativum ¢és Allium ursinum koézeli
rokonsagban allnak, az utobbirdl elérhetd tudomanyos ismeretanyag joval
szerényebb. Az a par in vitro illetve in vivo eredmény, melyben 6sszemérik
fiziologias hatasaikat azonban, bizakodasra ad okot. Erdemesnek lattuk tehat a
rendelkezésiinkre bocsatott novenyi levél liofilizatumanak hatasait komplexen
vizsgalni kiilonb6z6 kardiovaszkularis megbetegedésekben:

A)  Iszkémia/reperfuzioés karosodast szenvedett, magas koleszterin
tartalma diétan tartott, hiperkoleszterinémias Uj-Zélandi nytl modellen (HC
modell)

B)  Monokrotalin indukalta, jobb kamrai diszfunkcidval tarsuld
pulmonalis artérias hipertoniaban szenveddé Sprague Dawley patkanymodellen
(PAH modell)

Mindkét vizsgalat soran célunk volt a felmeriild funkcios valtozasok,

molekularis szinten torténo tisztazasa.



2. Anyagok és modszerek

Vizsgalataink soran az allatok védelmérdl és kiméletérdl szold 1998. évi
XXVIIL. torvény és ennek végrehajtdsa targyaban megjelent orszagos
40/2013. (II. 14.) Korm. rendelet, valamint az Eurépai Parlament és a Tandacs
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 végeztik. A
medvehagymaval  dusitott tap eldallitasa a  Debreceni  Egyetem,
Gyodgyszerésztudomanyi Karanak, Gyogyszertechnologiai Tanszékének
kisérleti lizemében tortént. Az dallatok folyadék-, tapanyagfogyasztisaban,
illetve a teststilyuk gyarapodasaban nem volt €szrevehetd kiilonbség a kezelt

csoportok kozott.

2.1. Kisérleti allatok
Hiperkoleszterinemias nyul modell (HC modell)

Vizsgalatainkban a felnétt, him, 2,5-3 kg teststulya, New Zealand nyulakat 3
csoportra osztottuk (n=8). A kisérlet megkezdését, az allatok megérkezését
kovetd, 2 hetes adaptacios iddszak eldzte meg. Az elsé (Kontroll) csoportban
az allatok normal, koleszterin mentes tapot fogyasztottak; a masodik,
hiperkoleszterinémias csoport (HC) 2%-0s koleszterinnel (Sigma-Aldrich)
dusitott tapot (Godolld Ltd., Budapest, Magyarorszdg); mig a harmadik
csoport tovabbi 2 m/m%  medvehagymaliofilizdtummal  dusitott,
koleszterindus tapot kapott (WGLL) 8 héten keresztil. Pulmondlis artérids
hipertenziv patkany modell (PAH modell)

A kisérletben ivarérett, him Sprague Dawley patkanyokat (Charles Rivers
Laboratories International Inc., Wilmington, MA, USA) random, négy
csoportra osztottuk (n=8): Normal patkanytappal etetett, egészséges patkanyok
(Kontroll); normal tappal 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 szuszpenzié (Sigma-Aldrich Co., LLC), valamint
monokrotalin kezelésben részesiilt allatok (Sildenafil). A PAH-t egyetlen
dozis monokrotalin-oldattal (DMSO puffer, Sigma-Aldrich Co. LLC) idéztiik
elo (60 mg/ttkg subcutan, az interscapuldris régiéba) mindharom beteg
csoportban, a Kontroll csoport vivéanyagot kapott, az allatok terapias kezelése
4 héttel a subcutan injekcidzas utan kezdddott. Az Osszesen 8 hetes kezelés
soran a medvehagyma liofilizdtummal dusitott €s a normal tapot is ad libitum
vehették magukhoz az 4llatok. A Sildenafil szuszpenzié adagoldsa
orogasztrikus szondaval tortént, a szuszpenzié vivoanyagaval a Sildenafil-lal
nem kezelt csoportok is szondazva voltak teljesen azonos moédon

2.2. Minta liofilialasa és bioanalitika

A gyorsfagyasztott Allium ursinum levelek (Toltelekgyar Ltd., Zalakomar,
Magyarorszag) az elére lehiitott Christ Alpha 1-4 (Martin  Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Németorszdg) fagyasztva szaritdba
keriiltek, a késziilék lezarasat vakuumozas kovette. A fagyasztvaszaritas 0,120
millibar (mb) kornyezeti nyomast vakuumtérben, -50 °C-os kondenzator
hémeérsékleten €s 35 °C sajat homérsékleten zajlott, 24 o6ran keresztiil. A
fagyasztott levél és a friss €s a szaritott novényi anyag aranya 5:6:1 volt. A
HPLC analizis Waters 600 rendszeren tortént (Waters Corporation, Milford,
CT, USA). A rendszer 6sszetevoi: Waters M-600 gradiens pumpa, Waters M-
2998 fotodiodasoros detektor, on-line gaztalanitdo és automatikus mintavevo,
forditott fizisi Phenomenex Synergi 4 pm Hydro-RP 80A (250 mm x 4.6
mm) kolonna (Phenomenex, Torrance, CA, USA). A liofilizaitum
osszetételének MALDI-TOF tomegspektrometrids vizsgalata egy 337 nm
nitrogén 1ézerrel rendelkez6 Burken Biflex III MALDI-TOF (Bruker
Daltonics, Németorszag) tomegspektrométeren tortént, késleltetett extrakcio

¢s 1ontiikor (,,reflectron”mod) alkalmazasaval, pozitiv ionizacidos modban.



2.3. Transztorakalis echokardiografia (TTE)

Az echokardiografids 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 fekvd helyzetbe pozicionaltuk, a mellkasi
régiot szortelenitettiik. A képalkotod eljarashoz az ateroszklerdzisos nyul
modell esetében Siemens Acuson 512 ultrahangot alkalmaztunk, 7 MHz-es
7V 3c transzducerrel elladtva, a PAH patkanymodellnél esetében egy Vivid E9
echokardiografot (GE Healthcare Inc.) hasznaltunk ragcsalokra kifejlesztett
transzducerrel. A vizsgalatokat digitalis formaban rogzitettiik, késobbi
idépontban kiértekeltiik, mindegyik allatnal a vizsgalt paraméterrdl szarmazo
adatot 5 egymas kovetd szivciklus méréseinek szamtani atlagoldsaval kaptuk
meg.

Az ultrahangos vizsgalat soran a human vizsgalatoknak megfeleld standard
metszeteket, véraram- és szoveti Doppler gorbéket rogzitettik. Az eljaras
soran alkalmazott protokoll a kovetkezd volt: 2D paraszternalis hossztengelyi
metszet (PLAX), 2D paraszternalis rovidtengelyi metszet a papillaris izmok
magassagaban (SAX), bal kamra bedramlasi palya spektralis pulzatilis
Doppler gorbe, és mitralis annulus spektralis szoveti Doppler gorbe. Mértiik a
mitralis billentyli lateralis annulusanak sebességét szisztoléban (lat S’), a bal
kamrai bearamlés korai (E) €s pitvari komponens (A) cstcssebességét, mely
értékekbdl E/A aranyt szarmaztattunk. M-mode képbdl mértiik a tricuspidalis
annulus sikjanak szisztolés elmozdulasat (TAPSE). Szintén M-mode
felvételbdl mértiik a bal kamra végszisztolés (LVESD) és végdiastolés
(LVEDD) atméroéit. A fenti adatokbol szamoltuk a frakcionalt rovidiilést
(fractional shortening, FS) és a bal kamrai ejekcids frakciot (EF) az alédbbi
képletek segitségével: FS = (LVEDD-LVESD)/LVEDD*100; EF= (LVEDD2-
LVESD2)/LVEDD2*100.



2.4. Sz&rum paraméterek mérése

A 8 hét eltelte utan a nyulakat mély anesztézia ala helyeztiik, majd a
fiillvénabdl nyert vért EDTA-K2 (BD Vacutainer, USA) 3 ml-es csovekbe
gyljtottiik és elemzésre kildtiik (Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont,
Laboratoriumi Medicina Intézet), ahol a kovetkezd paraméterek kertiltek
mérésre: apolipoprotein A-1 (ApoA), apolipoprotein B (ApoB), alacsony
stiriiségli  lipoprotein (LDL), magas stiriségti lipoprotein (HDL), total
koleszterin (TC), triglicerid (TG), C reaktiv fehérje (CRP), laktat-
dehidrogenaz (LDH), kreatin-kinaz (CK) valamint glutamat-oxalacetat-

transzaminaz (GOT) vagy masnéven aszpartat-aminotranszferaz (AST).
2.5. Izolalt ,,dolgoz6- sziv”

A két kisérletben kiilon patkany illetve nytl modellre kialakitott apparatuson
végeztik a szivfunkcids vizsgalatokat. A perflziot megel6z6 miitét
procedurdja hasonloképpen zajlott, mely sordn a 8 hetes kezelés leteltével
intravénas heparinnal torténd antikoagulacid (1000 TU/kg) €s intramuszkularis
ketamin/xylazine, 40/5 mg/kg (Calypsol, Richter Gedeon Nyrt.,
Magyarorszag) injekciot kovetden bilateralis thoracotomidt végeztink az
allatokon. A kimetszett sziveket jéghideg perfiizios oldatba helyeztiik (4°C). A
perfuzidés oldat modositott Krebs-Henseleit bikarbonat pufferoldat (pH=7.,4)
volt, melynek Osszetétele a kovetkezd: 118 mM NaCl; 4,7 mM KCI; 1,7 mM
CaCly; 25mM NaHCOs; 0,36 mM KH,POy4; 1,2 mM MgSO,, 10mM gliikkéz. A
perfuzids oldatot el6zdleg karbogén gazzal telitettiik, mely 95% O, és 5% CO-
keveréke, megeldzve ezzel a CaCOs3 csapadek precipitaciodjat.

Ezt kovetéen az aortdn keresztil kaniildltuk a sziveket és 10 percig
perfundaltattuk  modositott  Krebs-Henseleit  oldattal, nem dolgozo
,,Langendorff-moédban", ez id6 alatt eltavolitottuk a vért, és a sziv adaptalodott
a megvaltozott koriilményekhez. A mosasi periddus alatt kaniildltuk a

pulmonalis vénat, majd atkapcsoltuk a késziiléket ,,dolgozo" moddba - elzartuk



az aorta feldli bedramléast és a vena pulmonalis feldl, anterograd iranyba
perfundaltattuk a sziveket. A megvaltozott &ramlas hatdsara az oldat egy része,
egy az aramlas mérésére alkalmas csOrendszerbe, masik része a koronariakon
keresztiil a sinus coronariusba, majd a jobb pitvarbdl a jobb kamraba, innen a
felvagott pulmonalis artérian keresztiil a sziv alatt elhelyezett {ivegtégelybe
keriilt-koronaria ataramlas. A fent leirt rendszerben a bal pitvari nyomast (bal
kamrai preload/el6terhelés) 17 cm puffer oldat nyomasara (1.7 KPa) , az aorta
nyomast (bal kamrai afterload/utoterhelés) 90 cm puffer oldat nyomadsra (9
KPa) allitottuk be. Az aorta kiaramladst (AF) és a koronaria atdramlas (CF)
mértékét a sziv altal kipumpalt, illetve a koronaridkrol tavozo folyadék 1
percig torténd gyijtésével mértik. A bal kamrai nyomast (AoP), az ebbdl
szarmaztatott szivfrekvenciat (HR) a késziilekhez kapcsolt kalibralt
nyomasmeérd ¢€s szamitogépes rendszer segitseégével hataroztuk meg
(ADInstruments, PowerLab, Castle Hill, Australia). A perctérfogatot (CO) az
AF ¢és CF osszegekeént fejeztiik ki, mig a verdtérfogatot (SV) a CO ¢és a HR
hanyadosaként szamszertsitettiik. Mindkét vizsgalat soran 10 perc dolgozéd
mod utan tortént az alapértékek lemérése. A PAH vizsgalati protokollban ezt
kovetden a sziveket eltavolitottuk a rendszerrdl és tovabbi vizsgalatok
elvégzéséhez készitettiik eld a miokardiumokat. Az ateroszklerotikus nyul
modell protokollja szerint, az aerob perfuzidt kovetden elzartuk a bal pitvarba
torténd bearamlas és a bal kamrabol torténd kiaramlas utjat, igy globalis
1szkémiadt hoztunk létre 30 percen keresztiill. A perfizid Ujrainditasahoz
megsziintettilk az elzarasokat, &m a reperfiizid elsé 10 percében Langedorff
perfuziot inditottuk, hogy elkertiljiil a fatalis kimenetelti kamrai fibrillaciokat,
ezt kdvetden ,,dolgozd” modban perfundaltattuk a sziveket 110 percig, mely
60. ¢és 120. percében tortént a korabban felsorolt szivfunkcids adatok
rogzitése. A reperfuzid lejartat kovetden, a miokardiumok eldkészitése és

tarolasa hasonloképpen zajlott a PAH protokollhoz.



2.6. Szovettan

A HC modell ateroszklerotikus plakkjainak teriileténck kvantifikalasara Oil
red O (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA) festést alkalmaztunk. A
kordbban preparalt torakalis aortdkat OTC médiumba (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) agyaztuk. Kriosztat segitségével, 6 pm
vastagsagli metszeteket készitettiink, melyeket Superfrost Plus targylemezre
helyeztiink (Daiggers, Vernon Hills, IL, USA). Az ateroszklerotikus
elvaltozast az aortaiv teriiletérél vett mintakbol vizsgaltuk, melyeket harom,
egymastol 120 um-es tavolsagra 1évo teriiletrél metszettiink, négy-0t metszetet
készitettiink mindharom teriiletrél. Korabbi publikacio alapjan megfestett
metszeteketen a megfestddott plakkok teriiletét mikroszkoppal (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Németorszag) €s szoftveres morfometriaval (Scion
Corp., Torrance, CA, USA), a plakk/teljes teriilet hanyadosaval hataroztuk
meg. A szintén rutineljardsnak szdmitd6 hematoxilin festéssel emeltiik ki a
sejtmagokat.

transzverzalis sikban, az apiko-bazalis tengellyel parhuzamosan, az apextdl
szamitva, kb. a sziv mértani feléné¢l elmetszettilk, majd 24 orara 4 %-0S
pufferelt formalin oldatba fixaltuk (pH=7.4), ezt kovetkezden paraffinba
agyaztuk. A parafinos metszetekbdl 7 um vastagsagi metszeteket készitettiink,
majd hematoxilin-eozin (HE) festést alkalmaztunk a szoveti struktarak
vizualizaladsara. A jobb kamrai hipertofiat (right ventricular hyperthrophy;
RVH) a sziv teljes transzverzalis metszetébdl hataroztuk meg, mely mértékét a
jobb kamra/(bal kamra+ interventrikularis szeptum) arany segitségével
hataroztuk meg (RHV =RV/(LV + interventricular septum (IVS)).

A kimetszett tiid0 részleteket szintén 4%-os formalinban fixaltuk, majd a
paraffinba dgyazott mintdkbdl rotatoros mikrotommal (marka) 5 um vékony
metszeteket készitettlink. A metszeteket hematoxilin-eozin (HE) illetve

Elastica van Gieson (EVG) néven ismert eljarasok segitségével festettiik. A



tiidé arteridlak faldnak megvastagodasanak meértekét % MWT = (M1 +
M2)ED x 100 képlet segitségével hataroztuk meg, amely Iényege a
kovetkezO: az allatok tiid6 artériairdl készitett metszetek digitalis felvételein
Scion Image (Scion Corporation / NIH / Bethesda ML, USA) szoftver
segitségével mértiik le a falvastagsagot és a lumen atmérét. Az igy kapott
értékeket egymassal eclosztva kaptuk a fal/lumen aranyt, amelyet %-ban
fejeztiink ki, ezaltal 6sszehasonlitva az egyes csoportok kozott kapott értékek
atlagat (n=6).

2.7. Western blot

A Laemli 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 kovetden 2 oran at
blokkoltuk 5%-o0s alacsony zsirtartalmu tejporos TBS-T pufferben 90 percen
keresztiil, majd a megfelelden kihigitott antitestekkel egy ¢&jszakén 4t
inkubaltuk 4 °C-on. A TBS-T puffer 0Osszetétele a kovetkezd volt:
Trisz(hidroximetil)-aminometan sésavval alkotott sdja (Tris-HCI)(50 mM,
pH=7,4), NaCl (150 mM) és Tween®-20 (0,05 %V/V). Az aldbbi fehérjék
expresszidjanak szintjét vizsgaltuk: hemoxigenaz-1 (HO-1), szuperoxid
dizmutaz 1(SOD1), vaszkularis endotelialis novekedési faktor A (VEGF),
citokrom ¢ oxiddz III (COXII), citokrom c oxidaz IV (COXIV),
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), foszfodiészteraz-5A
(PDESA). Masnap TBS-T pufferrel oblitettiikk le a primer antitesteket, majd
tovabbi 90 percig inkubaltuk a szobahOmérsékleten kecske anti-nyul HRP-
konjugalt masodlagos antitestet tartalmazé oldatban, melyet 1 %-0s alacsony
zsirtartalmt tejporos TBS-T pufferben higitottunk. Ujabb mosast kovetden az
antigén-antitest komplex jelenlétét ECL (enhanced chemiluminescence)
modszer segitségével tettiik lathatova. Az eléhivast Medical X-ray filmeken
végeztiik, majd a szkennelt képeken az immunpozitivitas pixeldenzitasat Scion

Image szoftver segitségével végeztiik.



2.8. Statisztika

A kapott szamadatok kielemzéséhez Graph Pad programot alkalmazva,
egyutas Anova tesztet hasznaltunk posthoc Bonferroni analizissel, a
normalitas tesztet pedig D’Agostino teszttel végeztik el. A szignifikancia

szintet p< 0,05-tel hataroztuk meg.

3. Eredmények

3.1. Bioanalitika

Az alliin a legtobb Allium fajban eléforduld, egy nemfehérje-természeti
aminosav, mely az allindz 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
meghatidrozasdhoz segitett a mar ismert, reprezentativ alliin csucsaival vald
osszevethetoseg.

A tomegspektrometriai eljaras sordn a kalium és natrium altal kationizalt kvazi
molekula ionokat vizsgaltuk. Az [M + K]+ és a [M + Na]+ csticsok tomege
alapjan az alabbi komponenseket tartalmazhatja a novény: kaempferol-3-O-
rutinozid (m/z 617.4 [M + Na]+ és m/z 633.3 [M + K]+); quercitrin (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 + HJ+). A szamitasokat a kalium ¢és natrium adduktumok
molekuléris tdmege alapjan végeztiik. A pontos molaris témegeket az aldbbiak
szerint kalkuldltuk: a mért m/z minusz a moléaris tomege a hozzaadott

ionoknak, mely megfelel a komponensek molaris tomegének.

3.2. Transztorakalis echokardiografia

Minden echokardiografids vizsgalat 20 perc alatt lezajlott, az allatok

maradéktalanul visszatértek az altatasbol, stabil keringéssel, sziv-€s

10



1égzésfrekvenciaval.

HC modell eredményei

A HC allatokban szignifikdnsan magas bal kamrai végszisztolés értékeket
mértiink M-mddban. Ezzel szemben nem tapasztaltunk jelentds valtozast a
HCT csoportnal a Kontroll csoporttal sszevetve. A Frakcionalt rovidiilés (FS)
¢s Ejekcios frakcio (EF) paraszternalis hosszi tengelyi, valamint a révid
tengelyi metszetekben mért eredményei jo korrelaltak egymassal. A HC
kezelést kapott allatok EF és FS eredményei jelentdsen alacsonyabbnak
bizonyultak a Kontroll allatokéhoz képest. Tovabba, a medvehagyma kezelt
csoportnal (HCT) szignifikansan magasabb FS ¢és EF értekek voltak
megfigyelhetéek a HC csoporthoz képest. A diasztolés szivfunkcidk az E/A
hanyadossal voltak kifejezve, melyet Doppler(PW)-modban mértiink. Az E/A
hanyados is szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a HC kezelés hatasara, a
Kontroll csoportéhoz képest, ezzel szemben a HCT és Kontroll csoport
eredményei kozott nem volt szignifikdns kiilonbség tapasztalhato. Az E
hullam deceleracios ideje a HC allatoknal szignifkdnsan megnyult a
Kontrollhoz képest, mig a HCT 4llatoknal ez az érték jelentdsen javult. A
szoveti sebességek (Tissue velocity imaging, TVI) mérése soran nem volt
szignifikdns csokkenés a laterdlis E’/A’ hanyados értékét tekintve WGLL-
kezelt allatoknal. Nem vart eredménynek tekinthetd, hogy a jobb kamrai csucs
szisztolés sebesség (peak systolic velocity, S’), valamint a trikuszpidalis
annulus sikirdnyu szisztolés kitérése (tricuspid annular plane systolic
excursion, TAPSE) jelentds emelkedést mutatott a medvehagyma
liofilizatummal kezelt allatok esetében, a beteg allatokhoz képest.

PAH modell eredményei

A bal kamra szisztolés funkcidit vizsgdlva- ugymint FS, EF és a bal kamrai
szabadfal szisztolés csticssebessége (mitral annular plane systolic excursion,
MAPSE)- nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a csoportok kozott. A

szivfrekvencia (heart rate, HR) szintén nem valtozott egyik vizsgalt csoportnal
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sem. A jobb kamrai funkciok vizsgalata soran a Kontroll csoport TAPSE
értéke a normdl tartomanyban maradt, ezzel szemben a beteg allatok értéke
jelentésen leromlott, mig a WGLL- ¢és Sildenafillal kezelt allatok jelentds
javulast mutattak a PAH csoporttal 6sszevetve. Az E/A diasztolés szivfunkcio
vizsgalata soran a monokrotalin-, a Sildenafil- és a WGLL-kezelés egyarant
hatastalannak bizonyult a nyolc hetes kezelést kovetden.

3.3. Izolalt ,,dolgozo6-sziv”’ eredmények

HC modell

Az alébbi funkciokat vizsgaltuk: aorta kidramlas (aortic flow, AF), korondria
ataramlas (coronary flow, CF), aortanyomas (aortic pressure, AoP),
szivfrekvencia (heart rate, HR), perctérfogat (cardiac output, CO),
verdtérfogat (stroke volume, SV). A HC és HCT kezelt allatok preiszkémias
AF, HR ¢és CO eredményei jelentdsen leromlottak a Kontroll csoporthoz
képest. Az AoP tekintetében viszont szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a
HC, illetve a WGLL-kezelt csoport esetében a Kontroll csoporthoz képest. Az
allatok posztiszkémids AF, CF, HR és CO eredményei jelentésen leromlottak
60 perc clteltével a sajat preiszkémias eredményeikhez képest, minden
csoportban. A WGLL-kezelt csoport AF és HR posztiszkémias értékei viszont
jelentdsen magasabbak voltak a HC csoporthoz képest.

PAH modell

A monokrotalin kezelés egyértelmli AF csokkenést idézett elé a Kontroll
csoporthoz képest, mig a WGLL kezelés hatdsara az AF elérte az egészséges
allatok értékeit. A CF-ra és az AoP-ra nézve hatéstalannak bizonyultak a
kezelések, a két vizsgalt paraméter tekintetében nem volt valtozas a harom
csoport kozott. A WGLL csoport szivfrekvencidgja viszont jelentOsen
emelkedett a Kontrollhoz képest. A beteg allatok CO-ja szignifikansan
lecsokkent az egészséges allatokéhoz képest, mig a Sildenafil és a WGLL
kezelés hatdsara jelentdsen emelkedett ez az érték. A SV mindharom

monokrotalinnal kezelt csoport esetében jelentdsen leromlott a Kontrollhoz
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képest, egymassal Osszevetve viszont nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbségeket.

3.4. Western blot eredmények
HC modell

a Western blot eredmények egyértelmtien alatamasztjak, hogy a HO-1 szintje
szignifikdnsan magasabb volt a medvehagyma kezelés hatasara a beteg
csoportban mért értékekhez képest. A SOD1 expressziods szintje viszont a HC
csoportban emelkedett meg jelentdsen a Kontroll, valamint a HCT csoporthoz
képest. A COXIII ¢és a VEGF fehérjék expresszioja a HC és HCT csoportban
1s egyarant csokkent a Kontrollhoz képest.

PAH modell

A PAH modell PDESA enzim expressziojanak szintjét a jobb kamrakbol,
illetve a tiidokbol vett mintakbdl készitett izolatumokbol vizsgaltuk. A jobb
kamrdk miokardiumabdl vett mintdknal azt tapasztaltuk, hogy a PDESA
szintje a PAH ¢és WGLL csoportban magasabb volt, mint a Sildenafil és
Kontroll csoportban. Ezek alapjan azt is megjegyezhetjiik, hogy a Sildenafil
kezelés markans PDESA expresszio gatlast eredményezett a jobb kamrabol
vett mintdkon, valamint, hogy a PAH és WGLL csoportok kozott nem volt
jelentds kiilonbség. Ezzel szemben a tiidészovetbdl vett mintakndl a PAH
kezelés és Kontroll csoport kdzott nem volt jelentds expressziobeli kiillonbseg,
mig a WGLL csoport PDESA szintje szignifikdnsan magasabb volt a beteghez
képest.

3.5. Szovettani eredmények
HC modell szovettani analizise

HC modellbdl szarmazd arcus aortae teriiletérél vett mintak hematoxilin,
illetve ORO festett szovettani metszetein vizsgaltuk a plakkos elvaltozas
mértékét. A Kontroll csoport dllatainak mintain a plakk festési eljaras alapjan,

nem volt ateroszklerotikus 1ézi6 megfigyelhet6. A 8 hetes koleszterines
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kezelés hatdsara, HC csoportrol készitett metszetek alapjdn magasabb, mint 35
%-os teriilet volt ORO pozitiv a teljes teriilethez képest, mely egyértelmii
kiilonbség a két csoport kozott. Diszkrét ateroszklerotikus elvaltozas volt
megfigyelheté a HCT csoport tekintetében, mely a HC csoporttal dsszevetve
szignifikansan kisebb mértékiinek bizonyult.

PAH modell mikroszkopikus morfometridja

A jobb ¢s bal kamrakrol késziilt HE festett metszetek képein jol latszodik a
MCT-indukalta széveti karosodas (PAH, Sildenafil, WGLL), ezzel szemben a

crer

crer

illetve a kardiomiocitak apoptdzisdban egyértelmiien megnyilvanult. A PAH
csoportbdl vett mintakon lathatd a legdramaibb jobb kamrai hipertrofia, mig a
WGLL-kezelt csoportndl, illetve a Sildenafil csoportnal csak mérsékelt szoveti
nagyobbodas volt észrevehetd. A jobb karma hipertrofiajanak mértékét (JKH)
a RV/(LV+S) ardny segitségével hataroztuk meg, mely értetk a PAH
csoportban a Kontrollhoz és WGLL-hez képest jelentésen magasabb volt.

A pulmonalis artéridk és arteriolak medialis falanak vastagsagat a medialis fal
vastagsag% (medial wall thickness, MWT%) segitségével fejeztiik ki. A PAH
csoport mintaiinak MWT% ¢értéke jelentésen megemelkedett a tobbi
csoporthoz képest, viszont a masik harom csoportot egymassal Osszevetve

nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket.

3.6. A HC modell szerologiai eredményei
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
megfigyelhet6. Az ApoA szinte a HC csoportban szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult a masik két csoporthoz képest, viszont a HCT ¢és

Kontroll k6zo6tt nem volt jelentds kiilonbség tapasztalhatd. A nyulak szérum
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ApoB szintjeinek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a HC és HCT csoporté
egyarant megemelkedett az egészséges allatokéhoz képest, viszont a HCT
szintje szamottevéen alacsonyabbnak bizonyult a HC-hoz képest. A TG
vizsgalata soran nem tapasztaltunk figyelemre méltd eltéréseket a harom
csoport kozott. A proinflammatorikus biomarker, a CRP vizsgalatakor, a HC
csoportnal egyértelmli emelkedést tapasztaltunk a Kontrollhoz képest,
csaktigy, mint a GOT majenzimnél, melynek értéke a HC csoportban HCT-
hez képest is jelentdsen emelkedett volt. LDH ¢és CK szérumszintek
tekintetében szintén nagymértékii kiilonbséget tapasztaltunk a HC és HCT

csoport kozott.

4. Megbeszélés

Jelen tanulmény megvalositdsanak egyik fobb célja az volt, hogy a
rendelkezésiinkre allo Allium ursinum levelébol készitett liofilizatum kémiai
Osszetételét megvizsgaljuk, ¢€s a kapott eredményeket Osszevessik a
rendelkezésiinkre allo szakirodalmi adatokkal. 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 kvercitrin. Masok és sajat kutatocsoportunk
egybehangzo korabbi eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy az Allium
ursinum kiilondsen gazdag flavonoid vegyiiletekben, mely Osszetételt a
liofilizalast kovetden is képes megtartani. Jelentds értéket képviselnek ezek az
eredmények azéltal, hogy a bizonyitékon alapuld orvoslds gyakran alkalmaz
természetes eredetli termékeket, igy elengedhetetlen azok pontos kémiai
osszetételének vizsgalata, ismerete.

Ahogy azt a bioanalitikai analizis is mutatja, a flavonoid tartalom
mellett tovabbi 0,261 m/m% alliint is tartalmazott a WGLL minta, mely

crer

molekulédk szintjének csokkentése. Ez a természetes komponens egy szulfoxid
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szarmazék, mely a cisztein aminosavbol képzdédik. Az alliin antioxidans
tulajdonsaga mellett, mely szdmos egye€b oxidativ stressz okozta szoveti
karosodas kivédésére alkalmas, az egyik legfobb erénye a szabadgyok-fogo
képessége.

A HC modell tekintetében kapott echokardiografids eredményeket négy
f6 szempont alapjan lehet jellemezni, 6sszegezni:

(1) M-mode és Doppler mérések soran tapasztalt stabil pulzus- illetve
Iégzésfrekvencia alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
hiperkoleszterinémia nem befolyasolta 1ényegesen az alap kardio-pulmonaélis
keringest, mely kovetkeztetést egy korabbi tanulmanyunk is megerositi.

(2) Az egészséges, normal tapon tartott allatok bal kamrai
végszisztolés atmérdjehez (LVIDd) képest lényegesen ndtt a HC és HCT
allatok értéke. Az LVIDd érték emelkedésével egyiitt igy parhuzamosan
romlott ezen allatok frakcionalt rovidiilése (FS) és ejekcios frakcidja (EF). A
paraszternalis hosszua-, 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
igazoljadk, hogy patologiasan emelkedett LVIDd értek Osszekothetd a
szivbetegségek  mortalitasinak ~ magasabb  kockazataval,  valamint
kozelmultban publikalt tanulmanyok szerint, az alacsonyabb FS és EF értékek
hozz4ajarulnak fibrotikus betegségek kialakulasahoz.

(3) A Doppler (PW) modszerrel mért E/A arany jelent6sen romlott a
koleszterin-dus étrend hatasara az egészséges allatokéhoz képest, mig a
WGLL-kezelt allatok értéke a Kontroll csoportét kozelitette meg. Tovabba, az
E hullam deceleracios idejében, mely a bal kamra abnormadlis telddési
mintdzatat tlikrozi, szignifikdns megnyulds volt megfigyelhetd a HC
allatoknal, mig ezt a jelenséget a WGLL kezelés képes volt ellensulyozni. Igy
elmondhatjuk, hogy a medvehagyma kezelés nem csak a szisztolés, hanem a

diasztolés bal kamrai funkcidkra is egyarant j6 hatassal volt,
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hiperkoleszterinémias koriilmények kozott.

(4) Végezetiil, nem vart eredményként tapasztaltuk, hogy a jobb
kamrai funkciokra is jotékony hatassal birt a kezelésiink. A WGLL kezelés
nemcsak a szisztolés (S’) csticshullamot, hanem a jobb kamrai szabadfal
szisztolés kitérését (TAPSE) is jelentdsen novelte. Erdemes megjegyezni,
hogy a jobb kamrai diszfunkcid egyik legérzékenyebb mutatdja a szisztolés
csucssebesség csokkenése, mely a HC dallatoknal egyértelmiien romlott.
Szivelégtelenségben szenvedd betegeknél a TAPSE értékének romlasa
parhuzamba 4llithaté a jobb kamrai diszfunkcié stlyossdgaval. Amely még
meglepdbb eredmény volt, hogy a WGLL-csoport TAPSE értekei az
egészségesekéhez képest is jelentdsen magasabbak voltak. Ezen eredmények
vetettek fel valdjaban a kérdést, hogy érdemes lenne-e tovabb vizsgalni a
WGLL jobb kamrai szisztolés funkciokra kifejtett hatasat, valamint a
hattérben megb(1j6 mechanizmusokat.

A PAH-modell esetében a 8 hetes kezelés leteltével nem tapasztaltunk
echokardiografias vizsgalattal azonosithatd patologias elvaltozast a bal kamrai
diasztolés és szisztolés funkcidk tekintetében. A TAPSE érték, amelyrél mar
korabban kijelentettiik, hogy a jobb kamrai diszfunkciok jellemzésére egyik
leggyakrabban hasznalt paraméter, a pulmonalis hipertenziv patkdnyokban
szignifikansan lecsokkent, mig a WGLL kezelés jelentdsen javitotta. Tehat
elmondhatjuk, hogy hiperkoleszterinémias €s pulmonalis artérias hipertonias
korilmények kozott a WGLL kezelés egyarant javitotta a jobb kamrai
szivfunkciot. Természetesen érdemes megjegyezni, hogy a vizsgalatunk
értekét limitalja, hogy vizsgélatunk sordn nem vizualizaltuk a pulmonalis
artéridt, igy nem hataroztuk meg a pulmonalis artérids nyomast, akceleracios
1d6t és a pulmondlis ejekcios 1d6t, melyek a PAH tovabbi értékes
diagnosztikus paraméterei a TAPSE meghatarozasa mellett. Ugyanakkor a
modelliinkben kialakuld betegséget tovabbi technikdk - mint a medialis

falvastagodas kimutatasa szovettani festéssel - segitségével is alatdmasztottuk.
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Az 1zolalt-dolgoz6 sziv modell egy széles korben elterjedt és jol ismert
moddszer szivfunkcids értékek olyan meghatarozasara, ahol ezt - a metodika
sajatossaganak segitségével - a vegetativ idegrendszer befolyasa nélkiil
tehetjik meg. A HC modell, izolalt- dolgozdé sziv rendszeren végzett
vizsgalata soran azt allapitottuk meg, hogy a preiszkémias AoP érték egyarant
jelentdsen emelkedett a HC és WGLL-kezelt csoportokban a Kontrollhoz
képest. A 13. abran jol lathato, hogy az iszkémia-reperfuzid okozta karosodas
egyértelmiien lathato a HC csoport AF, CF, HR ¢és CO értékeibdl, mig a
WGLL kezelés anti-iszkémias tulajdonsdga a perfuziot kovetd AF és HR
értekek szignifikans emelkedésében volt jol lathato. Ez iranyt eredményeink
jol korrelalnak korabbi tanulmanyokkal, ahol a csokkent oxidativ stressz,
dramaian javitja a szivizomszovet iszkémiat kovetd felépiilését. A WGLL
kardioprotektiv hatasanak egyik értelmezése is lehet, hogy a miokardidlis
1szkémids események jellemzdéen csokkentik az aorta nyomadst (AoP), mely a
koronaria atdramlds mértekének csokkenését €s a bal kamrai nyomads eséseét
vonja magaval. Osszességében a HC kezelés hatdsara 1étrejové AoP
emelkedés elleni védelem tekintetében az extraktumnak elhanyagolhaté a
jelentdsége.

A MCT modell izolalt-dolgoz6 sziv rendszeren vizsgalt szivfunkcids
eredményei tiikrében elmondhatjuk, hogy a monokrotalin-kezelt csoport AF,
mely a bal kamra pumpafunkciéjanak markere, jelentdsen leromlott a
Kontrollhoz  képest. Ezaltal, kordbbi kutatdsokkal egybehangzdan
kijelenthetjiik, hogy a monokrotalin indukélta pulmonalis artérids hipertonia
kovetkezményeként a jobb szivfél elégtelenség bal szivfél rendellenességéhez
Is vezet. A Sildenafil-kezelés szignifikansan javitotta a perctérfogatot (CO) a
PAH csoporthoz képest, mely szintén megerdsiti a korabbi eredményeket.
Tovabba, a WGLL kezeléssel is sikeriilt kivédeni a monokrotalin-indukalta
folyamatok egy részét, ugyanis AF és CO emelkedést értlink el a beteg csoport
értékeihez képest. Osszességében elmondhatjuk a WGLL és Sildenafil
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kezelésrdl, hogy CO ¢és SV eredményei hasonld tendenciakat mutattak a
Kontroll és PAH csoportokhoz képest, ezaltal hatasuk Osszevethetd
monokrotalin-indukalta beteg allatmodellen, ex vivo perfuzidés rendszeren
vizsgalva. Frdemes ujra megallapitani azt a tényt is, hogy mind
posztiszkémids HC, mind PAH-beteg modellen aorta kidramlas javulast értiink
el medvehagyma-kezelés hatasara.

Tido és sziv szdvettani metszetein lathatd elvaltozasok jol korrelalnak
az in vivo és ex vivo szivfunkcids paraméterekkel (in vivo TAPSE, ex vivo
CO, SV). A PAH betegség modell egyértelmiien megnyilvanul a tiido
vaszkularis remodellingjében, a pulmonalis artéridk lumenének sziikiiletében,
a jobb kamra hipertrofigjaban. Az alkalmazott MCT-indukalta pulmonalis
artérias hipertonia, valamint a JK hipertréfia modell jol ismert. A Sildenafil
pulmonalis artérias nyomasra (PAP), pulmondlis vaszkularis rezisztenciara,
ezaltal a JK funkcidkra kifejtett hatdsa is egyértelmiien bizonyitott PAH és
human beteg modellben egyarant. Eredményeink viszont kétséget kizardan
felvetik a WGLL ¢és Sildenafil hatasdnak Osszehasonlithatosdgat pulmonalis
artérids hipertonia kezelésében. Mindazonaltal, a monokrotalinrol rendre
publikalt tény, hogy a pulmonalis endotelialis sejtek karositasa révén fejti ki
hatdsat, a pontos toxikoldgiai hattere még mindig ismeretlen, ezéltal egyes
szakvélemények tovabbra is vitatjdk a relevancidjat a humdn betegség
patobiolégidjanak imitalasaban. Eppen ezért érdemes mindig kell§ kritikaval
kezelni az allatmodellen kapott eredményeinket.

A Western blot analizis soran a HCT csoportbol vett mintaknal
szignifikdnsan magasabb HO-1 expressziot tapasztaltunk, a Kontroll és HC
csoportokhoz viszonyitva egyarant. A hdsokkfehérjeként ismert HO-1 (hsp-
32) az egyik legfontosabb antioxidans tulajdonsagti védd fehérjénk, melynek
szintje mintegy valaszként emelkedik meg szdmos betegség altal okozott
intrinszik  sériilés hatasdra, mely jelenség kiilonosen jellemzd az

ateroszklerdzisra. Gyakori, hogy a betegség lefolyasat teljesen elnyomjak az
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endogén HO-1 expresszid 4altal indukdlt protektiv folyamatok. Ez
kutatocsoportunk  szdméara sem ismeretlen tény, mivel kordbbi
tanulmanyunkban is foglakoztunk olyan természetes eredetii farmakoterapias
értékl készitmény vizsgalataval, mely kardioprotektiv hatasat HO-1 enzim-
inducerként fejtette ki. Az emlitett tanulmanyban a meggy (Prunus cerasus)
magjabol készitett extraktumroél allapitottuk meg, hogy HO-inducer. A HO-1
szintjének emelkedéséért nagymértékben felelés a hem degradacidja, melyet
az enzim denaturalt hembdl bilirubinna/biliverdinné, vassa és szén-monoxidda
alakit. A HO-1 hatasara képzodo bilirubinrol is igazolt, hogy citoprotektiv
hatassal bir a szivérrendszerre.

A magas koleszterin tartalmi diétan tartott allatok fokozott HO-1
expresszidhoz kothetd, csokkent ateroszklerotikus elvaltozasai, ezaltal a HO-
medialta vaszkularis protekcid, gyakorta publikalt jelenségek. Jelenlegi
kutatasunk soran is a Hematoxilin-Oil Red O-festett szovettani metszeteken
jol lathato, hogy a medvehagyma kezelés hatasara drasztikusan lecsokkent a
plakk lefedettség az intima kornyezetében.

A SODI1 enzim kritikus jelentdségli elem az apoptdzis és az oxidativ
stressz jelatviteli folyamataiban, pontosabban a SODI1-nek kulcsfontossagu
szerepe van az iszkémia-reperfiizié kivéltotta reaktiv oxigén gyokok
felszabadulasaban, kiilonosen a miokardiumban, iszkémids események
lejatszodasa soran. JOl ismert tény, hogy iszkémia-reperfizid soran ROS
szabadulnak fel, melyek jelentdsen hozzajarulnak a sejtek karosodasahoz és
halaldhoz, amelyet kozvetleniil, illetve az apoptdzis Utjan is indukéalhatnak.

A SODI azaltal, hogy hidrogén-peroxidda alakitja az .02 -t - ezaltal
elimindlva azt a rendszerbdl — kivédi a ROS karos hatasait. A glutation-
peroxidaz (GSH) ¢és katalaz enzimek pedig ,artalmatlan” H20-t ¢s O2-t
termelnek bel6le. Fontos megjegyezni, hogy a felszabaduld hidrogén-peroxid
szabad vassal, Fenton-reakcié révén is képes szabad hidroxil gyokoket

képezni, melyek karos hatdsai fokozhatjdk a reperfuzios karosodas mértékét.
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A mi esetiinkben 1s a koleszterindus diéta €s iszkémia/reperfiizié hatdsara is
szignifikdnsan megemelkedett az enzim expresszioja, 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 technikéval a COXIII és VEGF fehérjéket is
vizsgaltuk. Mindkét fehérjének jelentds szerepe van a kardiovaszkularis
diéta és iszkémia/reperfuzios karosodasok hatasara, melyre a WGLL kezelés
nem volt hatdssal- ez az eredmény jol korrelal korabbi tapasztalatainkkal.
Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a WGLL kardioprotektiv hatasat
inkabb fejti ki a hem/HO-1 rendszeren keresztil, mint COXIII altal
befolyasolt utvonalakon. A VEGF valtozatlan, illetve a HO-1 emelkedett
expresszidjanak eredményébdl arra kovetkeztetiink, hogy, bar jol ismert
folyamat a HO-1 indukalta angiogenezis folyamata, az altalunk alkalmazott
kezelési periodusban ez a VEGF-aktivalta neovaszkularizdcio még nem indult
el.

A PAH modell-b6l szarmazo mintak Western blot vizsgalatanak fokuszaban a
PDESA enzim 4llt, ugyanis kozismert tény, hogy a pulmondlis vaszkulatira
remodelling folyamata, ezaltal a NO/cGMP rendszer szerepe kritikus a PAH
patogenezisében. Eredményeink megerdsitik azt a szamos korabbi kutato6 altal
feltart tényt, hogy a PDESA expresszioja fokozodik a jobb kamrét érintetd
betegségek soran, mint példaul pangasos szivelégtelenség, pulmonalis
hipertonia, valamint jobb kamrai hipertrofia. Ezaltal elmondhatjuk a
monokrotalin-indukalta PAH modelliinkr6l is, hogy mas tanulmanyokhoz
hasonléan befolyasolta a PDES szintjét. Uj eredményiink viszont, hogy a
WGLL kezelés nem befolyasolta a PDESA expresszios szintjét jobb kamrabol
vett szOvetmintan, ezzel utalva a WGLL PDES utvonalatél fiiggetlen protektiv

mechanizmusdra.  Eredményeink  értékelése  kapcsan nem  szabad
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megfeledkezni arrol a tényrdl sem, hogy egy fehérje expresziojanak a
novekedése nem mindig jar egyiitt az aktivitds emelkedésével is.

A szérum vizsgalatok sordn olyan laboratoriumi paramétereket vizsgaltunk,
melyek szintjének meghatdrozasa diagnosztikai értékii lehet egyéb gyulladasos
betegségekben, illetve  kardiovaszkularis  megbetegedések  kapcsan.
Kifejezetten olyan markereket valasztottunk, melyek szintjének valtozasa
Osszefliggésbe hozhaté a HC modell, illetve az iszkémia hatasaival. A dramai
TC, LDL koleszterin és HDL koleszterin-szint emelkedés a HC és HCT
csoportban a Kontrollhoz képest egyértelmiien a sikeres koleszterindus diéta
eredménye. A liofilizatum protektiv szerepét igazolja, hogy bar jelentds
mértékben emelkedett a WGLL-kezelt csoport koleszterin értéke is a Kontroll
csoporthoz képest, a csupan zsir-dis diétan tartott allatokétol szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult. Az ApoA-I szintje a HC allatokban szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mig a WGLL-kezelt allatok értékei nem mutattak jelentOs
eltérést a Kontrollhoz képest. Az ApoA-I hidny okozta hipertrigliceridémia ¢és
ateroszklerdzis ismert jelenség, melyet jelen esetben a WGLL-dusitott étrend
ellenstilyozhat. 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
valtozéasai a csoportok kozott jol korreldlnak az LDL koleszterin értékek
alakuldsaval, mely tiikr6zi az ApoB elsddleges apoliloprotein szerepét a
kilomikron, VDL, IDL és LDL partikulumokban. Egyes szakemberek ugy
gondoljdk, hogy az ApoB szintjének alakuldsa jobban korrelal a
szivbetegségek kockazataval, mint 6nmagaban az LDL szint valtozésa, igy
szintjének, aranyanak vizsgalata elengedhetetlen. Jelen esetben elmondhatjuk,
hogy a medvehagyma liofilizatummal tortént kezelés nem csak az LDL
koleszterint szintjét befolydsolta elonydsen, hanem az ApoB szintjét is
hatékonyan csokkentette. A TG szintjénél nem tapasztaltunk jelentds valtozast

egyik csoport tekintetében sem, mivel a csupan koleszterin-dis diéta nem
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befolyasolta a triglicerid metabolizmusat. A CRP vizsgalata soran mindhdrom
csoportban emelkedett értéket tapasztaltunk, viszont egymashoz képest nem
volt érzékelhetd kiillonbség. A C-reaktiv fehérje egy megbizhatd szisztémas
indikatora gyulladasos eredetii patologias elvaltozasok széles korének. Annak
ellenére, hogy egyik elsddleges indikéatora az ateroszklerdzis soran lejatsz6do
gyulladasos reakcionak, szamos mas folyamat hatasara is emelkedhet a szintje.
A koleszterin hepatotoxikus hatasat jol tiikkr6zi a HC csoportnal mért
szignifikansan magasabb GOT érték a Kontroll, illetve a HCT csoporthoz
képest, mely hatisra mar korabbi kutatisok is ramutattak. Uj eredmény
viszont, hogy a WGLL képest ezt befolyasolni. A hiperkoleszterinémia altal
kivaltott karos hatasok elleni WGLL protekciot tamasztja ala a szignifikansan
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 transzkripcidjat, ezaltal csokkentve a
monocitak adhézigjat a HUVEC sejtkultirdhoz, illetve sertés korondria
artériahoz. Ezen eredmények segitségével bepillantast nyerhetiink az alliin
végzet kisérletben betdltott szerepére is kdvetkeztethetiink.

Annak ellenére, hogy az Allium sativum (fokhagyma) irodalma -
Osszetételét és vizsgalatat illetden - jelentdsebb ismeretanyaggal rendelkezik,
kijelenthetjiik, hogy eredményeinkkel jelentds mértékben hozzajarultunk az
Allium ursinummal kapcsolatban rendelkezésiinkre allo szakirodalomhoz,
alatdmasztvan a tényt, hogy a medvehagyma is egy értékes gydgyndvénynek
tekinthetd. Tovabba hozzajarultunk azon kutatasok szerény sordhoz, melyek a
két novény Osszehasonlitasakor, az Allium ursinum elényosebb hatasait
prezentaltak. Végiil, de nem utolsé sorban, az sem elhanyagolhat6
tulajdonsaga a medvehagyménak, hogy FEurdpa és Azsia szerte nagy

mennyiségben,széles korben és konnyen elérhetd.
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5. Osszefoglalas

Eredményeink alapjdn egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy a WGLL kezelés
elénydsen befolyasolja a hiperkoleszterinémia €s iszkémia/reperfuzid egyiittes
karos kardiovaszkularis hatdsait, valamint a pulmonalis artérids hipertdnia
kovetkeztében kialakuld jobb kamrai hipertrofiat. Vizsgalataink alatamasztjak
mindkét beteg modell relevanciajat, valamint minden olyan korabbi sajat vagy
idegen szerz altal publikalt eredményt, amely a modellek hataséara 1étrej6vo
szivfunkcid-romlasrol szamol be. ElsOként publikdltuk a WGLL protektiv
hatasat PAH modellen, valamint elsOként vettettiilk 6ssze terapias értékét egy
jol ismert PDE-inhibitorral, a Sildenafillel. Erdemes megemliteni, hogy
mindkeét modellben transztorakalis echokardiografidss modszer segitségével
bizonyitottuk - a TAPSE paraméter vizsgalata altal- a jobb kamrara Kifejtett
eldnyos hatasokat. A HC modellben a kezelés anti-aterogén hatasat illetden
egy HO-1 indukalta tulélé utvonal aktivalodasara is ravilagitottunk. A PAH
modell  patomechanizmusdra  kifejtett  gatlo  hatas  molekularis
mechanizmusanak hatterének tisztazasa viszont tovabbi vizsgalatokat igényel.
Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy hipotézisiink, mely szerint az Allium
ursinum a kardiovaszkularis rendszert ért karosodasokkal szemben tobb
szempontbdl 1s protektiv hatassal bir, bizonyitast nyert. Mivel ezen U
eredmények tovabbi kérdéseket vetnek fel, jovobeli terveink kozott szerepel a
WGLL Sildenfillel vagy mas hatéoanyaggal torténd kombinécidjanak
vizsgalata, szintén MCT-indukélta PAH patkany modellen, egy esetleges
szinergista hatds kimutatisanak reményében. Hasonloképpen érdekes lehet,
konzervativ anti-hiperlipidémia terdpidval kombinalni a korabban vizsgalt HC
nyul modelliinkon. Ugyancsak tavlati terveink kozott szerepel a liofilizatum

komponenseinek izolalasa €s vizsgalata in vitro €s in vivo koriillmények kozott.
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Hortobagyi Tibor egyetemi docensnek (DE Neuropatolégai Tanszék) a

szovettani metszetek elkészitéseben nyujtott segitségiikért.

Szeretném megkoszonni Dr. Toth Attila egyetemi tandrnak és
munkatarsainak (DE Klinikai Fizioldgiai Tanszek), Dr. Hohmann Juditnak és
Dr. Csupor Dezsdnek (SZTE GYTK Farmakognoziai Intézet), Dr. Lengyel
Péternek, Dr. Balogh Péternek, Dr. Harjit Bhattoa Palnak, David D.
Hainesnek, Dr. Kertész Attilanak (DE Kardiologiai Intézet) és Takacs
Akosnak, hogy eldsegitették kollaboracios munkéankat és a kozos publikaciok

megjelenését.

Végiil, de nem utolsésorban haldsan koszonom férjem, csaladom és

barataim szeretd tAmogatasat.
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A kutatas a GINOP-2.3.2-15-2016-00043, Sziv- ¢és érkutatasi
kivalosagkozpont (IRONHEART) kereteib6l valosult meg. A kutatds a
TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-001 Nemzeti Kivalosag Program cimii kiemelt
projekt keretében zajlott. A projekt az Eurdopai Unid tdmogatisaval, az

Europai Szocialis alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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