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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACE angiotenzin konvertal6é enzim

ACN acetonitril

ADP adenozin difoszfat

AF aorta kidramlas (aortic flow)

ALP alkalikus foszfataz

ALT alanin aminotranszferaz

AOdP/dT aorta nyomas id6 szerinti elsé derivaltja (first derivate of aortic pressure)
AQP aorta nyomas (aortic pressure)

ASA acetilszalicilsav, aszpirin (acetylsalicylic acid)

ASTL aszpartat aminotranszferaz

ATP adenozin-trifoszfat

BCA bikinkonininsav (bicinchoninicacid)

BSA marha szérum albumin (bovine serum albumin)

BVR biliverdin-reduktaz

CABG szivkoszoruér athidalé miitét (coronary artery bypass grafting)
CAD szivkoszoruerek megbetegedése

CF koronaria ataramlas (coronary flow)

cGMP ciklikus guanozin-monofoszfat (cyclic guanosine monophosphate)
CHO 6sszkoleszterin

CK-MB kreatin-kinaz-myoglobin

COUT perctérfogat (cardiac output)

COX ciklooxigenaz (cyclooxygenase)

CRP C-reaktiv protein

CVD kardiovaszkuldris megbetegedések

DADS diallil diszulfid

DAS diallil szulfid

DATS diallil triszulfid



EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

GST glutation-transzferaz

H,0, hidrogén peroxid

HDL nagy strtségi lipoprotein

HLA-B27 Human Leukocita Antigén B27

HO hemoxigenazok

HR szivfrekvencia (heart rate)

IL-6 interleukin-6

IL-8 Interleukin-8

ISIS-I1 Second International Study of Infarct Survival

ISZB iszkémias szivbetegség

KAT katalaz

LAMP2A lizoszéma asszocialt membran fehérje 2 (lysosome associated membrane protein-2)
LDH laktat dehidrogenaz

LDL alacsony striiségli lipoprotein

LPS lipopoliszacharid

MAP mitogén-aktivalta protein

MAPK p38 mitogén aktivalt protein kinaz

MCP-1 monocita kemotaktikus protein-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
MI miokardidlis infarktus (myocardial infarction)

MMP matrix metalloproteinazok

MOL molszidomin (molsidomine)

MRSA meticillin rezisztens Staphylococcus aureus

MTT 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid
NF-kB nuklearis faktor-kappa

NK Természetes 616sejtek (Natural Killer)

NO nitrogén monoxid (nitrogen monoxide)

NOS nitrogén-oXxid-szintaz

PAS pre-autofagoszomalis struktura (phagophore assembly site)



PBS fiziolégias foszfat puffer (Phosphate Buffered Saline)

PE foszfatidil-etanolamin (phosphatidylethanolamine)

PTCA perkutan transzluminaris koronaria angioplasztikai (percutaneous transluminal coronary
angioplasty)

PVDF polivinil-difluorid (polyvinylidene-difluoride)

ROS reaktiv oxigén intermedierek

RNS reaktiv nitrogén szarmazékok

SAC S-allil-cisztein

SD Sprague Dawley patkany

SOD szuperoxid diszmutazok (SOD)

STEMI, NSTEMI ST-elevacioval jaro-, ST-elevacioval nem jardé miokardialis infarktus
SV verdtérfogat (stroke volume)

TNF-a tumor nekrézis faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)
TRIG triglicerid

XO xantin-oxidaz



1. BEVEZETES

A kardiovaszkularis megbetegedések (CVD) altal okozott elhalalozasok az egyre
korszeriibb és sikeresebb gyodgyszer kezelés és invaziv ellatdsok hatdsara javuld tendenciat
mutatnak, de ennek ellenére még napjainkban is valtozatlanul vezet6 szerepet toltenek be a
mortalitasi statisztikaban.

A WHO adatai alapjan 2019-ben kortilbeliil 17,9 milli6 ember halt meg a vilagon sziv-
¢s érrendszeri betegség kovetkeztében, amely a globalis halalok 32 %-a. Ezen halalok, 85 %-a
a sztroknak és szivinfarktusnak volt koszonhetd. 2019-ben a korai haldlesetek szama 17 millid
volt a nem fert6z6 kronikus betegségek kovetkeztében, amely 38 %-a volt a CVD-nek
koszonhet6 [1].

Az Eurépai Uni6 (EU) tagallamaiban is a legnagyobb halaloki csoport tovabbra is a
keringési rendszer betegségei, amelyekhez a magasvérnyomas-betegség, magas vérnyomas
eredetii szivbetegség, iszkémias szivbetegségek (ISZB) (pl. heveny szivizomelhalas, idiilt
iszkémias szivbetegségek), a szivbetegségegyéb formai és az agyérbetegségek, érelmeszesedés
tartozik. Ezek a betegségek Bulgaria utan Magyarorszagon okozzak a legtobb halalozast. Az
EUROSTAT adatai alapjan, az EU 28 tagallamaiban a 65 év felettiek korében is a sziv-és
érrendszeri betegség volt a vezetd halalok, az teljes halalozas 40,3 %-a [2].

Vezet6 halaloki tényezok, EU, 2016

(100 000 lakosra vetitett halalozasi arany)
600

500

400

...

Iszkémias Cerebrovaszku-  Légzérendszer Tido Vastagbél Prosztata Emlo
szivbetegség  laris betegségek megbetegedésel daganat daganat daganat daganat
B 65 évesnél idosebb népesség Teljes népesség

Megjegyzés: a harom leggyakrabban el6fordulo halaloki tényezd a 65 éves és ettdl 1dOsebb népességnél a

keringési rendszer-, daganatos- ¢s légzorendszer megbetegedései

(1) Trachea, bronchus, tid6

Forras: Eurostat (online datacode: hlth_cd_asdr2) eurostati

1. abra: Halalokok aranya az Eurépai Uniéban, 2016-ban a teljes lakossag és a 65 év

és annal idosebbek korében.



A Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH) 2019 felmérése alapjan a 18 évesnél id6sebbek
korében a legnagyobb egészségiigyi probléma a magasvérnyomds-betegség. A magas
vérnyomas kockdzata az életkor novekedésével emelkedik. A 35-44 éves lakosok 16 %-a
szenved a magas vérnyomastol, mig a 75 évesek és annal idésebbek tobb, mint kilenctizedét
érinti a betegség. A magas vérnyomas kialakuldsanak kockazata jelentds tarsadalmi eltéréseket
mutat, példaul a felséfokt iskolai végzettséggel rendelkezoknél és legfelsd jovedelmi 6t6dhodz
tartozoknal kisebb a kialakulasi esély. Eszak-Magyarorszagon a betegség kialakulasi esélye
nagyobb, mig Nyugat-Dunantilon kisebb ez az érték. A keringési rendszer betegségei koziil az
iszkémias szivbetegség szintén élen jar, ami a 19 évesek és annal idésebbek 15 %-at érinti.
Nagyobb szdmban a 45-54 éves populacidban jelenik meg elsdként, az ilyen kortak 6%-at
érinti. Az id6sebbeknél meredeken emelkedik a prevalencia, minden masodik embert érint a
betegség a 75 éves vagy annal idésebb korcsoportban. A betegek aranya 2011-t6l 2
szazalékponttal nétt. Jelentds teriileti kiilonbségek figyelhetéek meg az ISZB eléfordulasaban
is. A legnagyobb kockazatnak az Eszak-Alfoldon ¢16k vannak kitéve, mig a Nyugat-
Dunantalon kedvez6bb a helyzet [3].

Tizezer megfelel6 koruira juté

5000 —
4500 — A vér és vérképzo Ischaemids
szervek betegségei és szivbetegségek
4000 — az immunrendszert f 114%
érint6 bizonyos |
3500 — »ndellenesséoek : :
7 rendeliencsségek Diabetes mellitus ) )
Magasvérnyomas-
3000 — I ieadbonich
A csontsiraség és :l}}x ng115|\)
L A ) . 0, ‘tegseé
2500 — csontszerkezet | Cerebrovascularis 148% cicgsee
rendellenességei betegségek |
2000 — i | | |
Rosszindulata | 122% Spondylopathiak
1 500 — daganatok | | ! 129% 109% ]
AgAarle o
1 000 | :
. 140% 165% 125% 207% Lipoprotein-anyagcsere
B 150% 164% rendellenességei
" aree és egyéb lipidaemiak
’ Pajzsmirigy

=500 -~ - = I e
Asthma Idiilt also légut rendellenességei

betegségek koziil

2. abra: A haziorvosi szolgalathoz bejelentkezett 19 éves és annal idésebbek

leggyakoribb betegségei2019-ben. (akordk atmérdje aranyosa2011-2019kdzott torténd
valtozassal). KSH, Egészségiigyi helyzetkép, 2019



A sziv- ¢és érrendszeri betegségek kezelési koltsége jelentdsen megterheli az
egészségligyi kiadasokat is, ezért fontos a megelézés szerepének eldtérbe helyezése. A
prevencios torekvések kozott Kiemelten fontos a befolyasolhato rizikofaktorok azonositasa és
kedvezden torténd mddositasa, eliminaldsa, hiszen ez kulcsszerepet jatszik a kardiovaszkularis
betegségek megeldzésében, illetve a betegség progresszidjanak €s a késdbbi kardiovaszkularis
események megelézésében. Ezek a megfeleld életmodvaltozasokkal elérhetdek, mint példaul
a rendszeres mozgas, dohdnyzas elhagyasa, mediterran tipust diéta (zoldségekben,
gyiimoOlcsokben gazdag étrend, rendszeres halfogyasztds, s6 bevitel megszoritisa),
testsulycsokkenés és a tulzott mértéki alkohol fogyasztas keriilése. A KSH 2019 felmérése
alapjan megallapitottdk, hogy az 0Osszes halaleset fele az egészségtelen életmdd miatt
kovetkezett be. A dohdnyzas és az elhizas az egyik leggyakoribb kivalto ok, ugyanis a felnott

lakosok negyede dohanyzott és a 15 éves és annal idésebbek kozel negyede volt elhizott.

Ezen kétségbeejto statisztikai adatok alapjan fontosnak véljiik az Gj prevencios eljarasok
bevezetését és 11j, hatékonyabb, kedvez6bb mellékhatas profillal rendelkezd gyodgyszerek

fejlesztését.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az iszkémias szivbetegség

Az egyre sikeresebb gyogyszeres €s eszk6zos terapiak ellenére a kardiovaszkularis
megbetegedések altal okozott haldlok tovabbra is vezetd helyen allnak a mortalitasi statisztikai
adatok alapjan felallitott rangsorban. Az iszkémids szivbetegség, vagy mdés néven
szivkoszoruér- betegség az egyik leggyakoribb mortalitasi okok kozé tartozik.

Az iszkémias szivbetegség klinikailag tobb formaban jelentkezhet. Megkiilonboztetjik
a stabil koronaria betegséget (ezen beliil a néma ,,silent” iszkémiat és a stabil effort angina
pectorist), a prinzmetal-anginat, az instabil angina pectorist, az akut miokardialis infarktust és
az iszkémias eredetii szivelégtelenséget [4]. Stabil angina akkor alakul ki, amikor a koronariak
ateroszklerotikus sziikiilete miatt az aramlds korlatozott. Nyugalomban ez a csokkent
koronariadramlas is kielégiti a sziv O3 igényét, azonban a terhelésre vagy emocionalis stressz
hatasara novekvé miokardialis O, igényt mar nem képes ellatni [5, 6]. A prinzmetal- vagy
vazospasztikus angina egy olyan ritka allapot, amelynek hatterében a koronariaerek stlyos,
atmeneti goresos osszehtizodasa all. Altalaban nyugalomban jelentkezik, a terheléstol fiiggetlen
¢s gyakran kora reggel alakul ki [7]. Az instabil anginat a koronariaerekben 1évé instabil
plakkok okozzak. Azok rupturaja kapcsan alakul ki érelzar6das, mely infarktushoz vezet. Az
instabil angina gyakran eldrejelzi a miokardialis infarktust, amikor az iszkémia a miokardium
egy meghatarozott teriiletén nekrozist okoz. Az EKG alapjan ST-elevacioval jaro-(STEMI), és
az ST-elevacioval nem jaré miokardialis infarktust (NSTEMI) kiilonboztetjiikk meg [8].

Az iszkémias szivbetegség soran a szivizom oxigén igénye ¢és elldtasa kozotti arany
felborul, amely a kontrakcio és relaxacié zavarahoz, az eloterhelés novekedéséhez, a diasztolés
volumen ¢és a végdiasztolés nyomas ndvekedéséhez vezet [9]. Szamos metabolikus valtozas
torténik az iszkémia és reperfuzioé soran. Az elégtelen oxigén ellatas miatt az aerob gliikoz
oxidacio helyett az anaerob glikolizis fokozodik. Az anaerob folyamatok nem képesek kelld
mennyiségli ATP-t eldallitani. A csokkent ATP szint pedig az intracellularis pH csokkenéséhez
vezet. Mindezek kovetkeztében az aktiv transzport folyamatok miikodéseis sériil €s elégtelenné
valik, mint példaul a Ca2* ATPaz és a 3 NA*-2 K+ ATPaz. Az egyre novekvo Nat-ota sejta
3Na*/1Ca?* ioncseréld segitségével probalja eltavolitani, amely az intracellularis Ca?
koncentracid novekedéséhez vezet. A reaktiv oxigén intermedierek termelddése a sejtekben
apoptotikus és nekrotikus elvaltozasok kialakulasahoz vezetnek [10, 11]. A miokardiumban a

reaktiv oxigén intermedierek (ROS) és gyulladasos mediatorok termelédnek, amelyek a
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pumpafunkciok zavarahoz, aritmidhoz és akar nekrdzishoz, apoptoézishoz vezetnek. Az
iszkémias miokardium felépiilése érdekében nélkiilozhetetlen a csokkent keringési
miokardium teriiletek vérellatdsanak az idoben torténd javitasa, illetve elzarédas esetén a
keringés meginditasa, a reperftzio [12, 13]. A reperfuzi6 fontossagara els6ként W. R. Ginks
¢s munkatasai hivtak fel a figyelmet, ugyanis kutyakat tanulmanyozva felismerték, hogy az
idoben megkezdett artéria elzarodas helyreallitasa jelentésen csokkentette a nekrozist [14]. Ezt
kovetéen hamarosan el6térbe keriilt a farmakologiai intervencio is. A trombolitikus szerek
alkalmasak a koronariat elzard6 alvadék felolddsara, ami az infarceralodott teriilet
biztositasdhoz, mégsem kockazatmentes, hiszen szdmolnunk kell azzal, hogy az iszkémias
szoveteket megnovekedett nyomast keringés terheli meg, amely reverzibilis és irreverzibilis
karosodashoz is vezethet. Reverzibilis karosodas lehet a hirtelen reoxigenizacio kovetkeztében
kialakulo aritmiak, mint példaul kamrai fibrillacié, kamrai tachicardia, de a supraventrikularis
aritmiak is gyakoriak. A karosodasok hatterében tobbek k6zott a jelentdsen megndvekedett ic.
Ca?* szint és az oxidativ stressz all [17, 18]. Irreverzibilis karosodas lehet a kardiomiocitak
nekrozisa és a kamrai remodelling folyamata, amely dilatacioval jar egyiitt. Az infarceralodott
fal megnytlik és elvékonyodik, a novekvo falfesziilés kovetkeztében excentrikus hipertrofia
alakul ki, amelyek szivelégtelenséghez vezetnek [19, 20].

A halaloki struktara az életkorral valtozik, életkor eldrehaladtaval egyre magasabb a
CVD kialakulasi es¢lye, amely a kardiovaszkularis 6regedésnek is koszonhet6. Az 6regedd
szivben jelent6s funkcionalis és strukturalis valtozasok alakulnak ki. Sejtszinten egy
remodelling veszi kezdetét, csokken mind a munkaizomsejtek, mind az ingerképzo és vezetd
sejtek szama is. A balkamra fala jelentdsen megvastagodik. Féként a kardiomiocita szam
csokkenés kompenzalasa miatt koncentrikus hipertrofia alakul ki. A balkamra diasztolés
funkcidja jelentdsen romlik. A terhelés hatasara cskken a maximalis szivfrekvencia, amely
hatterében a gyengiilé kronotrop 3-adrenerg valasz és a sinuscsomo csdkkend frekvenciaja all.
A vaszkularis remodelling soran a nagyerek atmérdje és falvastagsdga nd, legjelentdsebben az
aorta fala tagul ki és egyre merevebb lesz. gy az aorta elasztikus tulajdonsagai sulyosan
karosodnak. Mindez a szisztolés nyomas emelkedéséhez vezet. A kardiovaszkularis 6regedés
soran a sejtek szabalyozott onemészt6 folyamata, az autofégia is jelentds mértékben csokken,

amely a karosodott organellumok eltavolitasaért felelosek [21].
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3. abra: Az oregedd szivben torténé strukturalis és funkcionalis valtozasok. Mahmoud

Abdellatif atal 2018. alapjan

2. Az oxidativ stressz

A szabad gyokok olyan atomok vagy molekulak, amelyek egy vagy tobb parositatlan

elektronnal rendelkeznek. Ezek igen reaktiv szarmazékok, a felsziniikkon 1év6 szabad

elektronnak kdszonhetdenkonnyen lépnek kémiaireakcidba a szervezetet alkoté molekulakkal.
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A két legjelentdsebb prooxidans csoport az oxigén eredetii reaktiv vegyiiletek (ROl vagy
reactive oxygen species = ROS) és a nitrogén eredetli reaktiv nitrogén szarmazékok (RNI vagy
reactive nitrogen species = RNS). A reaktiv koztitermékek nem mindegyike szabadgyok, igy
Osszefoglald névén reaktiv oxigén és nitrogén intermediereknek nevezziik. Legismertebb
képvisel6jiik a szuperoxid-anion (O;--), hidroxilgydk (OH-), peroxilgyok (ROO-), alkoxilgyok
(RO"), 6zon (O3), a szinglet oxigén (10,) és a hidrogén-peroxidot (H,0;) [22]. Fiziologias
koriilmények kozott kis mennyiségben termelddnek, amelyek nélkiilozhetetlenek szamos
biokémiai folyamatokhoz [23]. Azonban patologias koriilmények kozott a ROS mennyisége
jelentdsen megnd, amit az antioxidans védelmi rendszer probal eliminalni [24]. A miokardialis
iszkémiat kovetd reperfizio a sejtek thlélésének feltétele, azonban paradox mdédon sulyos
karosodasokat is okozhat. A reperfizid kezdetén a hirtelen reoxigenizacié és a mitokondrialis
légzési lanc karosodéasa nagymértéki ROS felszabaduldshoz vezet. Tovabba az endotél
sejtekbdl szarmazo xantin-oxidaz, majd a NADPH oxidaz is ROS képzddéshez vezetnek, mely
kovetkeztében karosodhat a sejtmembran, valamint sériilhet a mitokondrium, a fehérjelancok
¢s a DNS is. A reperfuzio kezdeti szakaszan a Na*-Ca2* transzport reverz miikodése miatt
tovabbi Ca?* bearamlas torténik a mar magas intracellularis kalciummal rendelkezé szivizom
sejtbe. A reperfuzio soran helyreall az iszkémia soran lecsokkent pH és az ATP szintézis. A
Ca?* taltelitddés azonban kihat a kontraktilis apparatus mukodésére, rendszertelen
kontrakciokat hoz Iétre és az aritmidk kialakulasat fokozza [10, 25].

Az antioxidans rendszer elsddleges védelmi vonala az endogén enzimek és a fémkotd
fehérjék. Az enzimek koz¢é tartozik a szuperoxid diszmutazok (SOD), katalaz (KAT), glutation-
transzferaz (GST) és a glutation peroxidazok. A SOD a szuperoxid aniont alakitja 4t hidrogén
peroxidda (H207) [26], mig a hem tartalmu KAT a H,0O, semlegesitéséért felelds, tovabb
alakitja vizzé (H,0) és oxigénné (O,) [27]. Az antioxidans rendszer tovabbi védelmi vonalaba
tartoznak a kis molekulatomegii antioxidansok (A-, C-, E- vitaminok). A harmadik védelmi
vonalat pedig a hésokk fehérjék, proteazok és lipazok jelentik. Azonban, ha talzott mértéki a
ROS termelddés vagy az antioxidans rendszer kapacitasa csokkent, felborul az egyensuly és
oxidativ stressz alakul ki, amely soran a proteinek, lipidek, szénhidratok, nukleinsavak
karosodnak. A DNS oxidacidja a lanc toréséhez vezet [28]. A lipidek oxidacidja soran modosul
a membranok permeabilitasa, a peroxidacié kovetkeztében citotoxikus termékek keletkeznek
[29]. A fehérjék oxidacidjapedig a protein aggregatumok keletkezéséhez vezet [30]. Mindezen
folyamatok fontos szerepet toltenek be a patofiziologias elvaltozasokban, mint példaul a

kardiovaszkularis megbetegedés, neurogeneracio, tumorigenezis €s a diabétesz.
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A ROS jelentds szerepet tolt be a szivkoszoriuerek megbetegedésének (CAD)
kialakulasaban és progresszidjaban. A szivizomsejtekben a mitokondriumok tekinthetéek az
elsddleges szabadgyok forrasnak, de szerepet jatszik a NAPDH-oxidaz, xantin-oxidaz (XO)
[31] és a szétkapcsolt nitrogén-oxid szintazok (NOS) is [32]. A keletkez6 gyokok a lipideket
alkoto zsirsavmolekuldkat karositjak és a kialakuld gyokos lancreakcio a lipidek oxidativ
ateresztd képessége, karositja a specifikus membrancsatorndkat és inaktivalja a membranhoz
kotott enzimeket. A lipidperoxidacio révén az alacsony siiriségli lipoproteinek (LDL)
oxidaloédnak, az oxidalt LDL-t pedig a makrofagok felveszik, majd subendothelialisan
migralnak és a T-limfocitakkal egyiitt képezik az ateroszklerotikus plakk belsd részét, magjat
[29]. Tovabba aktivalja a matrix metalloproteinazokat (MMP), a szivizomban legnagyobb
mértékben el6fordulo MMP-2 és -9-t, amely az ateroszklerotikus plakk ruptarajahoz vezet [33].
Az MMP-k fontos szerepettoltenek be a sziv remodelling és a fibrozis kialakuasabanis. AROS
direkt és inderekt modon fokozzdk szamos a sziv hipertr6fidhoz vezetd jelatviteli utnak és
faktoroknak az aktivitasat, mint példaul angiotenzin-Il, endotelin-1 és a tumor nekrézis faktor

(TNF-0) és a mitogén-aktivalta protein (MAP) kinazokat is [34].

3. A hemoxigenaz-1 és szerepe a koérfolyamatokban

A hemoxigenazok (HO) olyan mikroszoémalis, evoluciésan konzervalt enzimek,
metenilhidakkal 6sszekotott pirrolgytiriikbél, a porfirinvazbdl és egy kdézponti vas Fe(II)
atombol épiil fel. A hem kiilonboz6 fehérjékhez kotddhet, azok prosztetikus csoportjat alkotva,
hemoglobint, mioglobint, citokromot és katalazt képezve. A hem degradacio egy komplex
folyamat eredménye, amely soran a HO 4ltal katalizalt elsé 1épésben a porfirin gytirii véza
felbomlik, az o-metin hidjainak hasitasanak kovetkeztében. A reakcido végeredményeként
biliverdin, szén-monoxid CO és szabad vas keletkezik. A reakciohoz harom oxigén molekula
¢s 7 elektron sziikséges, amelyeket a NAPDH-citokrém-p450- reduktaz biztosit. A biliverdin a
biliverdin-reduktaz (BVR) segitségével bilirubinna alakul tovabb, a vas pedig a ferritinhez
kotédik [35-37].
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4. abra: A hem lebontasanak folyamata.

A HO- nak eddig 3 izoformajat azonositottak, a HO-1, HO-2, HO-3, amelyeket a
HMOX1, HMOX2 ¢és HMOX3 gének kodolnak. A HO-1, vagy masnéven ho-sokk fehérje 32
(32 kDA), fiziologias koriilmények k6zott alap expresszidja alacsony, de indukalhaté. Kivételt
képez ez aldl a Iép, ahol nyugalmi koriilmények kozott is magasabb a HO-1 szintje, ezzel
biztositva a hemoglobin és vorosvérsejtek lebontasat [38, 39]. A HO-2 (36 kDa) konstitutiv
izoforma, amely legtobb szovetben eléfordul, de legnagyobb mennyiségben az agyban,
herékben és a vaszkulaturaban talalhato meg [40]. Patkanyokban leirtak egy harmadik
izoformat is, a HO-3-t, amely a HO-2 transzkriptumanak pszeudogén szarmazéka [41]. HO-1 a
endoplazmatikus retikulum lokalizalodik, a NAPDH-citokrom-p450- reduktaz k6zelében [42],
de Gjabban felfedezték, hogy a mitokondriumban és a sejtmagban is megtalalhato [43]. A HO-
1 az endogén hemen kiviil szamtalan stimulusra és agensre indukaldodhat, amelyek oxidativ
stresszt és patologias allapotokat okoznak. [44]. Ilyen induktor példaul az iszkémia, glutation-
deplécio, hipoxia, hiperoxia, endotoxinok, nehézfémek, ultraviola sugarzas, hipertermia,
szulfhidril reagensek és a nitrogén-monoxid. A HO-1 ezaltal fontos szerepet t1t be az oxidativ
stresszel szembeni védekezésben és az aktivitasanak fokozasaval a sejtkarosodas mértéke
csokkentheté. A hem lebontas soran keletkez6 termékeknek kdszonheto a HO protektiv
tulajdonsagai, mint az antioxidans, antiinflammatorikus és az antiapoptotikus tulajdonsaga
[35]. A biliverdin/bilirubinnak tulajdonithatdo féként az antioxidans hatas, ugyanis ezen

molekulak potens gyokfogu tulajdonsagtiak, ezaltal képesek megkdtni a peroxinitritet [45],
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szuperoxid aniont [46] és a hipoklorossavat is [47]. Baranano és munkatarsai azt tapasztaltak,
bilirubin kezelés hatasara [48]. A hem degradaci6 soran képzddoé CO szintén fontos szerepet
jatszik az élettani folyamatokban, mint endogén mediatorként. Az antiapoptotikus hatasa a p38
mitogén aktivalt protein kindz MAPK utvonal aktivalasaval magyarazhato [49]. A HO-1
antiinflammatorikus hatdsat bizonyitja, hogy a HO-1-et expresszaldé makrofagok
lipopoliszacharid (LPS) stimulacié hatasara csokkent proinflammatorikus citokin termeléssel
valaszolnak, a TNF- a képzddése jelentésen alacsonyabb volt [50].

Jelentés kardioprotektiv hatassal is rendelkezik a HO-1, amelyet szdmos kutatas
bizonyit. Shaw-Fang Yet és kutatotarsai azt talaltak, hogy a HO-1 génnel nem rendelkez6
egereknél (HO-17") hét hetes hipoxia hatasara sulyos jobb kamrai tdgulat fejlédott ki a vad
tipusu egerekhez képest, ahol nem volt megfigyelhet6 szivbetegség kialakulasa [51]. Guangwu
Wang és kutatotarsai kisérletiik soran HO-1 transzgén és vad tipust egereknél koronaria
lekotéssel indukaltak szivelégtelenséget és azt tapasztaltdk, hogy a transzgén egerekben a
proapoptotikus p53 expresszio ¢s mitokondrialis citokrom- ¢ szintje is alacsonyabb volta vad
tipushoz képest [44]. A HO-1 hidny miatt az endotelizaci6 folyamata 1ényegesen lassabb I/R-t
kovetden a sériilés helyén, mivel csokkent az endotél prekurzor sejtek toborzasa és
differencialodasa a vad tipusuakkal 6sszehasonlitva [52]. Ezzel ellentétben Shaw-Fang Yet és
munkatdrsai bizonyitottdk HO-1 transzgén egerekkel vald kisérletiik soran, hogy a HO-1
dozisfiiggd modon javitotta szivizom kontraktilitasat I/R-t kovetden. Azt tapasztaltak, hogy a
HO-1 overexpresszalt allatoknal az oxidativ karosodéas, az inflammatorikus sejtek migracioja
jelentésen csokkent, valamint infarktusos teriilet nagysaga csupan 14,7% volt, mig a vad
tipusuaknal ez az érték 56,5% volt [53]. Azonban a HO-1 protektiv hatdsa megsziintetheto a
HO-1 inhibitor, 6n-protoporfirin IX jelenlétében [54]. Kutatocsoportunk is vizsgalta mar
korabban a HO-1 overexpresszio hatasat I/R-t kovetOen transzgén egerekben, ahol azt
tapasztaltak, hogy jobb balkamra funkcioval birnak a vad tipustiakhoz képest [55]. Tovabba
kutatocsoportunk vizsgalta az antioxidéns tulajdonsagu természetes vegyiilet, a meggymagbél-
kivonat hatasait is I/R-t kovetéen. Azt tapasztaltak, hogy a meggymagbéllel tortént kezelés
dozis fiiggd modon védte a szivszovetet az I/R okozta karosodasokkal szemben. A kezelés
hatasaraa szivszovetben Iényegesen emelkedetta HO-1 és az antiapoptotikus Bcl-2 expresszios
szintje. A meggymagbél kezelést kapo allatoknal jelentésen javultak a posztiszkémids

szivfunkciok és az infarktusos teriilet nagymértékben csokkent [56, 57].
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4. Az Allium sativum jellemzése

Az Allium sativum, hétkdznapi nevén fokhagyma, az Amaryllidaceae csalad Allium
nemzetségébe tartozd egyik legfontosabb zoldségnévény. A vordshagymat kovetden a
legszélesebb korben fogyasztott Allium faj [58]. A szabadon terméek az évelé ndvények
csoportjaba tartoznak, de a termesztett fajok az atteleld egyévesek csoportjaba sorolhatoak. A
fokhagyma Ko6zép-Azsiabol szarmazik, de méra az egész vilagon elterjedt [59]. Hazankban is
termesztik, foként Mako és Dusnok kornyékén. A fokhagymat régota alkalmazzak kulinéris
fliszerként és gyogynovényként egyarant [60]. Az emberi szervezetre gyakorolt jotékony
hatasai tobb ezer éve ismertek, amelyeket szamos tudomanyos kutatas tamaszt ala. Az Ebers-
féle papirusz tekercs alapjan a Kheopsz piramis épitése soran a dolgozé munkasok fokhagymat
fogyasztottak, hogy ndveljék az erejliket €s teherbird képességiiket. Fontos szerepet to1tott be a
fokhagyma a gorog katonak életében is, akik sebgyodgyulas eldsegitésére is alkalmaztak. Az
Olimpiai jatékok soran a versenyzOk szintén fokhagymat fogyasztottak, egyfajta
»doppingszerként” alkalmaztak, a sportolok erdnlétét ezzel novelték. A kozépkorban a
jarvanyok, példaul pestis elkeriilésére is fogyasztottak. Hippokratész, sokféle gyogyhatast
tulajdonitott a fokhagymanak [61].

A fokhagyma hagymateste fajtol és termesztési viszonytol fiiggden valtozo méretii és
szamu fiokhagymakbol, gerezdekbol all, amely igen jellegzetes, erds illattal rendelkezik . Sokak
szamaranehezentoleralhatd a kellemetlen sz4j- €s testszagot okozo hatasa, és ezért vonakodnak
a fogyasztasatol. Mindezek kovetkeztében a szamos el6nyds terapias hatasa ellenére is
jelent6sen csokken a fokhagyma fogyasztasa. Ennek elkeriilése érdekében az élelmiszeripari
tudosok kifejlesztették a tradicionalis fokhagyma 1j valtozatat, a fekete fokhagymat
Gasztronomiai ujdonsagként egyre szélesebb korben elterjedt a friss fokhagyma fermentalt
valtozata, amely az eredeti fokhagyma szamos tulajdonsagat magadban hordozza, de illatdban,
izében és 6sszetételében az ijdonsagerejével hatd valtozasok torténnek. A friss fokhagymaegy
természetes Giton vald oregedési folyamaton megy keresztiil, amikor a fokhagyma fekete,
puhabb, zselés allagh és édesebb lesz [62, 63]. A fermentacid soran egyrészt a hé denaturalja
az allicindz enzimet, amely igy nem tudja a jellegzetes illatért felelds allicin kialakitani,
masrészt a Maillard reakcié felelds a sotét szinért és karamellizalt izért [63, 64]. A fekete
fokhagyma 0Osszetételét tekintve eltér a fokhagymatdl, az antioxidans tulajdonsagu aktiv

vegyiiletek szama megnd [65].
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5. abra: Fokhagyma és a fekete fokhagyma

Egy atlagos fokhagyma gumo tdmege 3-6 gramm kozott van. Osszetételét tekintve 1
gramm szénhidratot (90% polifruktozan), 0,2 gramm fehérjét, 0,01 gramm zsirt és A-, B1-, B2-
, B3-, C-, E- vitaminokat, szdmos asvanyi anyagot (kalcium, magnézium), nyomelemeket
(mangan) tartalmaz [66]. Tartalmaz még fenolsavakat, fitoszteroidokat, polifenolokat,
flavonoidokat, tanninokat, szaponinokat. A fokhagyma aktiv Osszetevéi még a kozel 33
organikus kén tartalmu vegyiilet, mint példaul diallil szulfid (DAS), diallil diszulfid (DADS),
diallil triszulfid (DATS), cisz-ajoen, transz-ajoen, S-allil-cisztein (SAC) és S-allil-cisztein-
szulfoxid (alliin). Tovabba néhany enzimet is tartalmaz, mint példaul az allinaz, peroxidaz,
mirozinaz enzimek [67, 68]. Az ép fokhagyma gerezdben nincs jelen a fokhagyma jellegzetes
illataért felelds alliicin (diallil-tioszulfinat), amely szamos terapias hatasért felelds. Az ép
fokhagymaban fizikailag elkiilonitve talalhato az alliin és allindz enzim, amelyek a fokhagyma
gerezd Osszevagasaval, torésével kapcsolatba kertilnek és az enzim hatasara kialakul az allicin.

Az allicin egy illékony aromas vegyiilet, amely par 6ran beliil elbomlik [69, 70].
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6. abra: A fokhagyma legfontosabb kéntartalmu vegyiiletei.

A fokhagyma készitmények jelentds része, a gumobol késziilt drogport tartalmazza,
amely a friss fokhagyma begyiijtését kovetd apritassal és szaritassal késziil, vagy pedig a
hidegen aztatassal eldallitott fokhagymaolaj kivonatot [71].

A fokhagyma gyogyaszati értéke igen jelentds, a farmakologiai kutatasok az
antimikrobidlis tulajdonsagaira fokuszaltak eleinte. A fokhagymanak széles spektrumi
antibakterialis, antifungalis, antiprotozon és antiviralis hatdsa van. Az antimikrobialis hatas
nagyrészt az allicinnek kdszonhetd, amely szamos Gram- pozitiv ¢s Gram- negativ baktérium,
mint példaul: Shigella, Escherichia coli [72], Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
[73], Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Salmonella
enterica, Klebsiella aerogenes [74], Vibrio, Mycobacteria, Proteus vulgaris, és az Enterococcus
faecalis ellen aktiv. Az allicin szintén hatékonynak bizonyult a meticillin rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA) ellen is. Az antimikrobialis hatasa annak kdszonhetd, hogy
kémiai reakcio 1ép a thiol csoportot tartalmaz6 enzimekkel, mint példdul thioredoxin reduktiz,
RNS polimeraz és alkohol dehidrogendz és oxidalja a cisztein vagy a glutation fehéne
csoportot. Jelentdés biocid hatdssal rendelkezik az allicin, gatolja a cisztein proteaz
metabolizmust [58].

Szamos tanulmany bizonyitja, hogy jelentds antioxidans és gyulladasgatlo hatassal is
rendelkezik a fokhagyma. Ilker Seckiner és munkatarsai patkanyokat vizsgalva azt talaltak,
hogy a fokhagymakezelés megeldztea gentamycin mellékhatdsakéntjelentkezd nefrotoxicitast

[75]. A fokozott HER-2 expressziot mutaté dagantok kezelésénél alkalmazott trastuzumab
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indukalta hepatotoxicitast is jelentdsen csokkentette a patkanyokon végzett kisérletek soran
[76]. Tovabba az paracetamol okozta hepatotoxicitast is képes csokkenteni. A fokhagyma
kivonata SOD, GPX and CAT antioxidans enzimek aktivitasat noveli [77].

A fokhagyma gyulladas gatld hatiasa annak koszonhetd, hogy gatolja a neutrofil
hogy ankilotizalo spondylitis esetén az allicin kezelés csillapitotta a gerincet alkoto iziiletek
gyulladésat, mivel szamos inflammatorikus citokin szintjét csdkkentette, mint példaul: IL-6,
IL-8, and TNF- a, valamint gatolta a HLA-B27 fehérje transzlaciot is [79]. Susan S Percival azt
talalta, hogy napi 2,56 gramm fekete fokhagyma fogyasztas 90 napon keresztiil ndvelte a yo-T
sejtek és a NK (Natural Killer) sejtek aktivitasat, illetve csokkentette a TNF-a.and IL-6 szintjét,
tovabba a megfazasok sulyossagat és idotartamat is mérsékelte [80]. Szamos kisérlet tamasztja
ald, hogy a fokhagymahoz hasonléan a fekete fokhagyma is rendelkezik gyulladasgatld
hatassal. A fekete fokhagymakloroformoskivonata csokkentette TNF-a altal okozott nukleéris
faktor-kappa (NF-«kB) aktivaciot és ROS képz6dést human koldokzsinor véna endotél sejteken.
Tovabba, a fekete fokhagyma metanolos kivonatamegel6zte a ciklooxigenaz-2 (COX-2) és a
prosztaglandin E2 (PGE2) termelédést a NF-kB inaktivacio altal [81]. You és munkatarsai
leirtak, hogy a fekete fokhagyma antiinflammatorikus hatasa tobbek kozott a gyulladasos
jelatvitelt elindito Toll-szert receptor 4 (TLR4) jelatviteli kaszkad gatlasanak koszonhet6 [82].
A fekete fokhagymagyulladasgatlo hatasattimasztjaald azis, hogy gatolja aziNOS és a COX-
2 expressziot, ezaltal csokkenti a NO, interleukin-6 (IL-6) és a TNF-a képzddést az LPS-
aktivalta RAW264.7 sejtekben [82]. Szamos kutatas bizonyitja, hogy a fokhagyma jotékony
hatassal bir a diabétesz elleni kiizdelemben is. Streptozotocin-indukalta I-es tipust diabéteszes
patkanyoknal 250 mg/ttkg fokhagyma kivonat 4 héten keresztiil csokkentette a mortalitast, a -
sejtek karosodasat, az oxidativ stresszt €s a patologias elvaltozasokat [83]. Tovabba protektiv
hatast figyeltek meg a diabéteszes retinopatia esetén is [84].

Mar a 20. szdzadban felismerték, hogy a fokhagyma fogyasztdsa szerepet jatszhat a
kardiovaszkularis betegségek megeldzésében ¢és kezelésében. A fokhagyma kardioprotektiv
hatasa hatterében az angiotenzin konvertalé enzim (ACE) gatlé hatas, NO biohasznosulas
javitasa, HoS produkcio fokozasa €s az antioxidans hatdsa all. A fokhagymafogyasztis
csokkenti tobbek kozott, az ateroszklerdzis, magas vérnyomas, diabétesz, hiperlipidémia és a
miokardialis infarktus kockéazatat. Egy meta-analizis alapjan azt talaltdk, hogy a fokhagyma
fogyasztas 8,4 + 2,8 Hgmme-el csokkenti a szisztolés vérnyomast és 7,3 + 1,5 Hgmm-el a
diasztolés vérnyomast [85]. A fokhagyma vérnyomas csokkentd hatasa egyrészt az antiaterogén

hatasdval masrészt a vazodilaticiot okozo hatasdval magyarazhato. Utobbi hatés feltehetdleg
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az endogén NO-szintézis fokozasaval alakul ki. A fokhagymaban jelenlévé arginin alapvetd
szerepetjatszik a nitrogén-monoxid szintdz (NOS) medialt NO képzédésben. A sejtekbena NO
a SH- csoporttal kapcsolodva a szolubilis guanilat ciklazt aktivalja, igy cGMP felhalmozodast
talaltak, hogy az adrenalin altal kontrahalt dllapotban 1év6 izolalt patkany aorta gytiriit dozis
fliggd modon relaxalja a fekete fokhagyma kezelés. Tovabba, a fokhagyma és kiilon az S-allil
cisztein szulfoxid (SACS) komponens szinergista hatast fejt ki az ACE gatlo kaptoprillal
egylittesen alkalmazva [86]. Sprague-Dawley patkanyoknal és a H9c2 sejteknél az
izoproterenol indukalta hipertrofiat a 15 napon keresztiil tartd 250 mg/ ttkg fokhagyma kezelés
mérsékelte, melynek hatterében a hipertrofia soran csokkent mikodésit Nat/K+-ATPaz
funkcidjanak helyreallitasa all [87].

A fokhagyma jelentds antihiperlipidémias hatassal rendelkezik, amit szamos humaén és
allatkisérlet tamaszt ala. Az allicin a koleszterinszintézis sebesség meghatarozo 1épését
katalizalo enzim, a HMGCoA reduktaz potens gatlojanak bizonyult [88]. Mansell és
munkatarsai 60 2-es tipusu diabéteszben szenvedd beteget kezeltek 900 mg fokhagymat
tartalmazo tablettaval, amely 6 hét utin csokkentette a triglicerid és az LDL szintet, a HDL
szint pedig 12 hét kezelés utan szignifikansan nétt [89]. Xing Lin Ho és munkatarsai 41
hiperkoleszterinémids beteggel vald vizsgalatuk soran azt tapasztaltdk, hogy napi 1080 mg
fokhagyma fogyasztas 13 héten keresztiil csokkentette a mieloperoxidaz, lipid hidroperoxidaz
és az F, izoprosztanok szintjét. Ez a csokkenés szignifikansan magasabb volt a fekete
fokhagymaval kezelt csoportban [90].

A fokhagyma trombocita aggregacio gatlo és fibrinolitikus hatasat is szamos in vitro és
human kisérlet taimasztja ala. A fokhagyma kivonat gatolja az adenozin-difoszfat (ADP) és az
arachidonsav altal indukalt trombocita aggregaciot dozis fiiggé modon [91]. A gatld hatas
hattérében az ajoen vegyiilet ciklooxigenaz, lipoxigenaz [92] és a glikoprotein Ilb/lla receptort

gatlo hatasa jatszik fontos szerepet [93].

5. Hibrid aszpirin vegyiiletek

Az iszkémias szivbetegségek baziskezelésének fontos eleme a trombocita aggregaciot
gatlok. A trombocita aggregaciot gatld gyogyszerek egyik legrégebb dta ismert és legfontosabb
képviseldje az acetilszalicilsav (ASA). Az ASA-t alkalmazzak az akut kezelések soran, mint
példaul akut miokardialis infarktus (M), stabil és instabil angina pectoris soran, artérias

érsebészeti beavatkozasok utan (pl. PTCA, CABG). Tovabba kiilonb6z6 tarsbetegségek
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kardiovaszkularis szovédményeinek csokkentésére is hasznaljak. Multicentrikus, randomizalt
vizsgalat, ISIS-I1 igazolta, hogy az azonnal adott 162,5 mg aszpirin csokkenti a mortalitast az
akut miokardialis infarktust kovetéen [94]. A PCI-CURE tanulmany szerint mar a kis d6zisa
(<100 mg) aszpirin is hatasos a perkutan koronaria intervenciot kovetden [95]. Az aszpirin
hatasat gy fejti ki, hogy acetildlja a ciklooxigen4z enzimet, igy az enzim irreverzibilisen bénul
[96]. A ciklooxigenaz enzimnek két izotipusa létezik: COX-1, COX-2. A COX-1 enzim
konstitutiv enzim, szamos helyen eléfordul (példaul a gyomorban, vérlemezkékben, vesében és
az erekben is). A COX-2 indukalhat6 enzim, gyulladasos ingerekre képzédik [97, 98]. Az
aszpirin relativ szelektiv COX-1 enzim gatld, tehata COX-1 enzimet erésebben gatolja, mint a
COX-2 enzimet. A COX enzim az arachidonsavbol a ciklikus endoperoxidokon keresztiil a
tromboxan €s a prosztaglandinok képzddését katalizalja. A vérlemezkékben torténd tromboxan
képesek a COX enzimek regeneralasara, igy az acetilszalicilsav COX-1 enzimbénito hatasanak
idotartama megegyezik a vérlemezkék élettartamaval (8-10 nap) [100]. Az aszpirin
alkalmazasanak korlatja a gyakran és mar kis dozisban is jelentkez6 mellékhatasai, mint
példaul: gyomorfekély, -vérzés [101]. A nyalkahartya karosodas hatterében tobbféle
mechanizmus all. Egyrészt a csokkent prosztaglandin szintézis miatt alakulhat ki, ugyanis a
prosztaglandin E;és I, gatolja a gyomorsav-elvalasztast, serkenti a gyomor mucustermelését és
szerepe van a mikrocirkulacioé fenntartasaban is. Masrészt, az acetilszalicilsav lokalis, irritativ
hatasa is hozzajarul a nyalkahartya karosodasahoz [102]. A gyogyszerkutatas soran az egyik f6
cél ezen mellékhatasok csokkentése. Mindezek vezettek el a hibrid aszpirinek kidolgozaséhoz,
mivel a nitrogén-monoxid (NO) és/ vagy a kénhidrogén (H,S) felszabadulasaval
csokkenthetéek a mellékhatasok. A hibrid aszpirin csoport olyan acetilszalicilsav kovalens
konjugatum, amelyek NO és/ vagy H,S kibocsato csoportot tartalmaz [103]. A NO egy fontos
mediator és neurotranszmitter szereppel biré gaz halmazallapoti molekula a szervezetben.
Robert. Furchgott, Louis J. Ignarro €s Ferid Murad orvosi Nobel dijat kaptak 1998-ban a NO
kardiovaszkularis rendszerben felfedezett hatasaiért [104]. A NO fiziologias értagito, fontos
szerepet jatszik az arteriolak és a kis artériak bazalis tonusanak beallitasaban is. A sejtekben a
NO argininbdl keletkezik a nitrogén-oxid-szintaz (NOS) hatasara. A szervezetben a NO
szabadon diffundal és a célsejtekhez érve aktivalja a guanilat ciklaz enzimet, amely hatasara
[107-109]. Ezen kiviil fontos szerepet tolt be a gasztrointesztinalis nyalkahartya karosodas
védelmében is. Egyrészt gatolja a gyulladdsos mediatorok felszabadulasat a hizosejtekbdl

[110], masrészt serkenti a mucus szekréciot [111]. Tovabba kedvez6en hat a mar kialakult
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fekélyekreis [112]. A NO -t felszabadito hibrid aszpirinek gatolhatjak a COX-1 inhibicidja
miatt kialakulo gyomorfekélyt is. Kezdetben elsdsorban nitratészter tartalma hibrid
aszpirineket szintetizaltak. Azonban a nitratok alkalmazasanak egyik legnagyobb korlatja a
nitrattolerancia kialakuldsa, amely leggyakrabban a tartds és/vagy nagy dozisu kezelés soran
alakul ki. Elénydsebb tulajdonsagokkal rendelkeznek a nitratokhoz hasonl6 szerkezetti, (ijabb
antianginas szerek, mint példaul a molszidomin, amelynél sokkal ritkabb a tolerancia
kialakulasa [113]. llyen NO-t felszabadit6 aszpirin hibrid vegyiilet az ERJ-500 is, amelyeta
Debreceni Egyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyoégyszerészkémia Tanszék munkatarsai
szintetizaltak. Az ERJ-500 egy olyan aszpirin-észterszarmazék, melyben a karboxilcsoporthoz
a vizoldékonysagot fokoz¢ tetraetilénglikol lanccal csatlakoz6 linszidomin molekularészlet

talalhatd, amely a molszidomin aktiv hatasu metabolitja.
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7. abra: ERJ-500 szerkezeti képlete, sargaval a karboxil csoport, zdlddel a karbamat

csoport jelolve.
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3. CELKITUZES
Munkank soran célul tiiztiik ki a fekete fokhagyma és az ERJ-500 vegyiilet sziv- és érrendszeri

hatasainak vizsgalatat iszkémia reperfuzio soran.

I. Kisérleteink elsd részében vizsgalni kivantuk, hogy a gasztrondmiai jjdonsagként
¢élotérbe keriilt, izben és illatban is 0j jegyeket hordozo fekete fokhagyma milyen sziv- és
érrendszeri hatdsokkal rendelkezik az iszkémia/reperfundélt kamrai szivizomban a

fokhagymaval 6sszehasonlitva.

Il. Kisérletiink masodik részében a Debreceni Egyetem Gyodgyszerésztudomanyi Kar
Gyodgyszerészi Kémia tanszékkel egyiittmiikodve célul tiztik ki egy ujonnan szintetizalt
gazhirvivd molekulat felszabadit6 acetilszalicilsav szarmazék szintézisét és farmakologiai
hatasainak vizsgalatat. Kivancsiak voltunk az eléallitott hibrid molekula, az ERJ-500,
kardiovaszkularis rendszerre kifejtett hatasaira. Els6ként H9c2 sejtvonalon, majd

patkanymodellen végeztiik kisérleteinket.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK:

4.1. Modszerek |. A fokhagyma és a fekete fokhagyma sziv- és érrendszeri hatasainak

vizsgalata iszkémia/reperfundalt kamrai szivizomban

4.1.1. Kisérleti allatok

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

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

4.1.2. Kezelési protokoll

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

kezdetén és a végén mértiik.

4.1.3. Fekete fokhagyma eléallitasa

A fokhagymat gerezdjeire szedtiik és a kiilsé héjatol teljesen megfosztottuk. A
megtisztitott fokhagyma gerezdeket szuvidadldsra alkalmas vakuum tasakokba zartuk
vakuumcsomagolo gép segitségével. Ezt kovetden 3 héten keresztil 75°C-on
szaritoszekrényben érleltiik.

A fekete fokhagyma eldallitdsat és a GC-MS analizisét Dr. Prokisch Jozsef és
munkatarsai végezték a DE MEK, Allattudomanyi, Biotechnolégiai és Természetvédelmi

Intézetben.
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4.1.4. GC-MS analizis

A fokhagyma ¢és a fekete fokhagyma Osszetételének vizsgalatit SPME-GC-MS
modszerrel végeztik. A SPME mintael6készités manudlisan tortént, az egyes mintakat
Osszevagast és Osszetorést kovetden egy szeptummal rendelkezd headspace-be helyeztiik. Az
extrakciot kézi eszkdzzel végeztiik a szeptumon keresztiil, amihez 85 pm-es poliakrilat szalat
alkalmaztunk. Az extrakcids id6 1 ora, az extrakcidos hdmérséklet pedig 50°C volt. Az egyes
komponenseket GC-MS modszerrel azonositottuk, egy Hewlett-Packard gyartmanyt 5890
Series II tipusti gazkromatograf — 5971A tipusu tomegspektrométeren. A mintat HP-5
allofazisu kapillaris oszlopra vittiik fel (25 m x 0,25 mm x 0,25um). A vivégaz hélium (1
mL/perc, 40°C) volt és alland6 volt az injektor nyomas. Az elemzési hdmérséklet a kovetkezo
volt: 55°Ckiindulasihémérséklet 2 percig, majd 20°C/perc melegitéssel 200°C véghdmérséklet
eléréséig. A teljes elemzésiidd 27 perc volt. Az injektor hdmérséklete 200°C volt, toltet nélkiili
szilanizalt linert alkalmaztunk. A transzfer line hémérséklete 280°C volt. Az ionizacios energia
70 eV, a tomegtartomany 10-500 AMU volt. A GC-MS vezérlése, az adatgyiijtés és az
eredmények kiértékelése Hewlett-Packard GC-MS Chemstation rev.3 program segitségével
tortént. A komponenseket a tomegspektrumok felhasznaldsaval, Nist98 és Wiley adatbazisok

segitségével azonositottuk.

4.1.5. Izolalt dolgoz6 sziv preparatum, szivfunkcios paraméterek

A 4 hetes kezelési periodust végén, 24 oraval az utolso kezelést kovetden az allatokat
intraperitonedlisan adott natrium-pentobarbitdl (60mg/ttkg) injekcioval altattuk el, valamint
antikoagulansként intravénasan heparint (1000 U/kg) kaptak. Az anesztézia alatt torakotomiat
végeztiink, izolaltuk a sziveket, majd jéghideg modositott Krebs-Henseleit bikarbonat pufferbe
(KHB) (tartalma: 118 mM NacCl, 5,8 mM KCI, 1,8 mM CacCl,, 25 mM NaHCOs3, 0,36 mM
KH3POy4, 1,2 mM MgSO,, és 5,0 mM gliik6z) helyeztiik. Ezt kovetden az aortan at kaniilaltuk
a sziveket és 5 percen keresztiil nem dolgozé modban, modositott KHB pufferrel perfundaltuk
100 vizcentiméter nyomas mellett azért, hogy kimossuk a vért a vaszkulaturabol. A pufferta
kisérlet idOtartama alatt karbogén gazzal (95% O3 és 5% CO3) buborékoltattuk és 37°C-on
tartottuk. A pulmonaris vénat kaniilaltuk az 5 perces mosasi szakasz alatt, majd a késziiléket
atkapcsoltuk dolgozé mdédba 10 percre. Dolgoz6 mod soran az aortas bearamlast elzartuk, a
vena pulmonalis feldl perfundaltuk a sziveket 17 vizcentiméteres nyomassal. A 10 perces

dolgoz6 mddot kovetden rogzitettiik az alapértékeket. A teljes kisérlet idotartama alatt az
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aortanyomast egy nyomasmeéro segitségével mértiik. (ADInstruments, PowerLab, Castle Hill,
Australia), amelyet minden kisérlet eldtt kalibraltunk. A szivfrekvenciat (HR) és az aorta
nyomads id6 szerinti elsé derivaltja (AOdP/dT) a folyamatosan rogzitett aortanyoméasbol
szamolta a szoftver. A korondria atiramlast (CF) a koronariakbdl kiaramlo6 folyadék 1 percig
tartd 0sszegyljtésével mértiikk. Az aorta kiaramlast (AF) az utdterhelés utan 1 perc alatt mért
visszacsOopogd puffer mennyiségével adtuk meg. A perctérfogatot (CO) az AF és a CF
osszegeként, a verdtérfogatot (SV) pedig a CO és a HR hanyadosaként hataroztuk meg. A
verdtérfogat valtozast ugy szamoltuk, hogy az SV reperfuzié utani értékét elosztottuk a
hozzatartozo alapértékkel, majd szoroztuk 100-zal. Az alapértékek rogzitését kovetéen 30 perc
global iszkémiat valtottunk ki, amit 120 perc reperfuzié kovetett. A fatalis kimenetelti kamrai
fibrillaciok elkeriilése érdekében a reperfuzid elsé 10 perces szakaszat Langendorff mddban

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

4.1.6. Infarktusos teriilet meghatarozasa

A miokardiumot ért infarktusos teriilet meghatarozasdhoz TTC (trifenil-tetrzolium-
klorid) festést végeztiink. TTC festés sordn az €16 sejtekben 1évé dehidrogendzok hatasara a
TTC molekula redukalodik. Az enzimatikusan aktiv sejteknél az atalakulas soran igy a sarga
szinll, vizben oldhato TTC festék vords szinii, vizben oldhatatlan trifenil-formazan csapadékka
alakul at. Azonban az elhalt sejtek nem képesek redukalnia TTC festéket, igy ezen sejteknél
nem figyelhetd meg a szinvaltozas. Az iszkémia/reperfiziot kovetden 50 ml 1% -o0s trifenil-
tetraz6lium-klorid oldattal perfundaltuk a sziveket. Ezt kovetéen -70°C-on fagyasztottuk, majd
a kamrai szovetet transzverzalisan 1-2 mm-es szeletekre vagtuk az apico-bazalis axisra
merdlegesen. Szkennelést kovetden lemértiik a tomegiliket. A veszélyeztetett €s az infarktusos
zona teriiletének nagysagat Fiji planimetrias szoftverrel hataroztuk meg [114]. Az egész “risk”
z6nahoz hasonlitottuk az infarktusos teriilet nagysagat és ezek aranyanak a szeletek tomegéhez

viszonyitott értékeit Abrazoltuk a grafikonon.
4.1.7. Vér paraméterek

A 4 hetes kezeléstkovetden, az allatok altatdsa utan a bal oldali jugularis vénabol vérnt
gyljtottiink a vérparaméterek meghatarozasa érdekében. A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem
Klinikai K6zpont Laboratoriumi Medicina Intézete végezte. Az aldbbi paraméter értékeket
vizsgaltdk: alanin aminotranszferdz (ALT), alkalikus foszfatdz (ALP), aszpartit

aminotranszferaz (ASTL), 6sszkoleszterin (CHO), alacsony siirtiségii lipoprotein (LDL),
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triglicerid (TRIG, nagy surtiségii lipoprotein (HDL), laktat dehidrogendz (LDH), C-reaktiv
protein (CRP), and kreatin-kinaz-myoglobin (CK-MB).

4.1.8. Fehérje izolalas

A fehérje izolalast soran a szivszovet bal kamrajabol kb. 300 mg-ot hasznaltunk fel. A
homogenizalo puffer 6sszetétele a kovetkez6 volt: 25mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, 1 mM
ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM pirofoszfat, 10 mM okadansav, 0,5 mMEDTA, ImM PMSF,
Ix proteaz inhibitor koktél, majd polytron homogenizatorral jégen tartva a mintat
homogenizaltuk. A homogenizalé oldat valamennyi Osszetevdje a Sigma Aldrich-tol
szarmazott. Ezt kdvetéen 2000 rpm-en 4°C-on 10 percig centrifugaltuk mintdkat. A feliiliszot
atpipettaztuk egy 0j Eppendorff csébe és 10000 rpm-en 4°C-on 20 percig centrifugaltuk. A
feliiliszot, amely a citoszolikus frakciot tartalmazta egy 0j csdbe tettilk at. A fehérék
IL, USA) hasznaltunk. Standardként marha szérum albumint (BSA) hasznaltunk. A mintakhoz
Laemmli puffertadtunk és 10 percig 98°C-on denaturaltuk.

4.1.9. Western blot analizis

A Western blot analizist a Chemidoc Touch Imaging System protokollja alapjan
végeztiik. (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A fehérjék molekulatomeg szerinti
elvalasztasat a 12 % TGX Stain-Free gélen (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
végeztiikk. Minden zsebbe 100 pg fehérjéttartalmazo mintat vittiink fel. A fehérjék elvalasztasat
kovetden a gélt aktivaltuk, UV fénnyel exponaltuk, amely hatdsara a gél trihalo csoportjai
kovalensen kapcsolodtak a fehéjék triptofan oldallancaihoz. Majd a fehérjéket transzferaltuk a
gélr6l PVDF membranra (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A blottolas 120 V- 0s
fesziiltségen 60 percen keresztiil folyt. A membranra attranszferalt fehérjéket a Chemidoc
késziilek segitségével digitalizaltuk, igy rogzitettiik a teljes fehérje mennyiséget az egyes
mintakban. A membran szabad kot6helyeinek telitése (blokkolasa) 5%-0s (m/V %) sovany
tejporral tortént 1 oran keresztiil, majd mostuk a membrant TBST oldattal 3x10 percig. A
membranokat ezt kovetden primer antitesttel (HO—1 1/500, Abcam, Cambridge, UK; iNOS-
1:1000, Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA) inkubaltuk egy éjszakan keresztiil 4°C-
on. A kovetkezd napon, hdromszori 10 perces TBST-vel torténd mosast kdovetden 1,5 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk a membranokat tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt
masodlagos antitestekkel (1/2000, Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA). Végiil 3x10
perces TBST-s mosast kovetden a membranokat Clarify Western ECL Substrate (Bio-Rad

29



Laboratories, Hercules, CA, USA) segitségével exponaltuk Chemidocdigital imagers (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) késziilékben. Az eredmények kiértékelése Image Lab
Szoftverrel tortént. Az altalunk vizsgalt egyes fehérjék expresszidjanak szintjét a vizsgalt
célfehérje chemiluminescence intenzitasa / teljes fehérje mennyisége alapjan szamoltuk. A
teljes fehérje normalizacidos modszer alkalmazasaval eliminalni tudjuk az instabil haztartasi
fehérjékkel torténd normalizélas hibajat.
4.1.10. Statisztikai elemzés

A kapottadatokata szamtaniatlagés a kozépérték standard hibajaval (SEM) adtuk meg
A statisztikai adatok elemzését GraphPad Prism 7 szoftverrel (GraphPad Prism Software, La
Jolla, CA, USA) végeztiik. Egyutas ANOVA teszttel néztiik az éltéréseket, majd Kruskal-

Wallis vagy Dunnett probat végeztiink. A valtozasokat akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha p
kisebb volt, mint 0,05.

4.2. Médszerek I1. ERJ-500 kardiovaszkularis hatasainak vizsgalata
4.2.1. In vitro kisérletek
4.2.1.1. Oxidativ stabilitas

Kémiai Fenton reakcio

Fenton reakciot Jurva és munkatarsai altal leirt moédon végeztiik kisebb modositasokkal
[115]. A vizsgalando vegyiiletiinkb61400 pL 2,5 mM-os oldatot elegyitettiink 50 pL. 20 mM-
os FeCl; oldattal, 50 uL. 20 mM-0s EDTA-Na; oldattal és 500 uL. 10 mM-0s aszkorbinsav
oldattal. Ezt kdvetéen a reakciot 1 pL 30%-0s H,O, hozzaadasaval inditottuk el. Az oldatot 1
oran keresztiil szobahdmérsékleten kevertettiik. A kisérlet soran vakként ERJ-500-at nem
tartalmazo6 oldatot hasznaltunk. A kontrollként hasznalt minta nem tartalmazott H,O,t. Az
oldatokbol 1 ora kevertetés utan mintat vettiink, amit off-line elemeztiink egy ESI ionforrassal
¢és fecskendépumpaval felszerelt API2000 triplet kvadrupol tomegspektrométerrel (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA). A tdmegspektrumot m/z 100-500 tartomanyban, pozitiv
modban vettiik fel Analyst 1.5.1. Szoftver (AB SCIEX, Concord, ON, Canada) segitségével.

Szintetikus porfirin rendszer

A kisérletet Johansson és munkatarsai altal leirt modon végeztiikk kisebb
moédositasokkal [116]. A kisérlethez 50 pl 10 mM-0s ERJ-500 oldatot hasznaltunk.
Vizsgalati anyagunk oldatat elegyitettiikk 35 ul acetonitrillel (ACN), 315 ul 100 mM-o0s
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hangyasav oldattal, 50 uL. 10 mM-os Fe(lll) mezo-tetra(4-szulfonatofenil)porfin-klorid
oldattal és 50 pL 30 %-0s H,0,-al, majd 37 °C-on razattuk 30 percig 700 fordulat/perccel
ThermoMixer (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) hasznalataval. Az off-line LC-MS
analizist (Kinetex XB-C18 2,6 um kolonna, 0,1% hangyasawval elegyitett ACN és 0,1%
hangyasav eluensek, gradiens elacio) LTQ XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) linearis ioncsapda analizatorral és ESI ionforrassal szerelt tomegspektrométerrel

végeztiik pozitiv modban.

Az oxidativ stabilitasi vizsgalatok soran a tomegspektrometrias méréseket Dr.

Szabados-Fiirjesi Péter végezte.

4.2.1.2. A sejtek életképességének vizsgalata MTT assay-vel

Az ERJ-500 vegyiilet toxicitdsat kolorimetrias MTT assay-vel vizsgaltuk H9c2
sejtvonalon. A H9c2 kardiomiocita sejtvonal az ATCC-t61 (CRL-1446, LGC Standard GmbH
Wesel, Németorszag) szarmazott. Az életképes sejtek mitokondridlis dehidrogenézai a sarga
szinii 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromidot (MTT) lila szinii formazan
kristalyokka redukaljak, amelyek szolubilis formdja fotometridsanmérhetd. A lila szin eréssége
az életképes sejtek aranyaval korrelal. A vizsgalathoz a sejteket 96 lyuku TPP plate-re
szélesztettiik, lyukanként 3000 db-ot. A kisérleteket 24 ora elteltével, a sejtek letapadasat
kovetden kezdtiik el. A sejteket 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM koncentraciéja ERJ-500-al,
valamint 100 uM molszidominnal, 100 uM aszpirinnel kezeltiik. Pozitiv kontrollként 1 %-0s
H,0, kezelést alkalmaztunk. A sejteket a kezelést kovetden 24 oran keresztiil 37°C —on
inkubaltuk. Majd hozzaadtunk 20 pl sarga szinli 5 mg/ml koncentraciojo PBS-ben oldott MTT
oldatot, amivel 3,5 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. Ezt kovetden eltavolitottuk a sejtekrdl
azoldatotés 200 ulizopropilalkohollal oldottuk fel a képzddott formaz an kristalyokat, amellyel
30 percig 37°C-on inkubaltuk. Ezt kovetden az abszorbanciat mértiikk 570 nm-en és 690 nm-en
a plate olvasoé (FLUOstar Optima, BMG Labtech) segitségével. Az 570 nm-en mért érték az
oldott formazan abszorbciés maximuma. A 690 nm-en mért érték a hattér értékét adta meg,
amelyet korrigalasképpen kivontunk az 570 nm-en mért értékb6l. Az igy kapott értékeket

hasonlitottuk a kezeletlen kontroll csoportéhoz.

4.2.1.3. Hemolitikus aktivitas mérés

A hemolizis teszthez elvégzéséhez SD patkanyok vérét hasznéltuk. A vért KsEDTA-t

tartalmazo vérvételi csovekbe (BD, Plymouth, UK) vettiik le. A vér alakos elemeinek
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elvalasztasahoz 2500 g-n 10 percig centrifugaltuk a koagulalt vért, majd haromszor mostuk
PBS-el és végiil szuszpendaltuk az oldatban. Az ERJ-500-at kiilonb6z6 koncentracioban PBS-
ben oldottuk: 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM ERJ-500, valamint 100 uM MOL és ugyanilyen
koncentracioji ASA oldatot készitettiink. Az oldatokhoz 5x107 szamu eritrocitat adtunk, majd,
37°C-on 10 percig inkubaltuk, végiil 5000 g-n centrifugaltuk. A feliilliszébdl mértik a
hemolizist kdvetden kiszabadult hemoglobin abszorbanciajat 540nm-en a FLUOstar OPTIMA
Microplate Reader-el. A kontroll kisérletként az eritrocitakat duplan desztillalt vizzel kevertiik
0ssze. A hemolizis szazalékat a mintakat tartalmazo oldatok feliilisz6jabol mért hemoglobin és
a vizet tartalmazé oldat feliiliszojabol mért hemoglobin abszorbancia hanyadosaként

hatdroztuk meg és abrazoltuk a koncentréci6 fiiggvényében.

4.2.2. Ex vivo kisérletek
4.2.2.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket néstény SD patkanyokon végeztiikk. Az allatokoknak szabad hozzaférést
biztositottunk a standard ragcsald taphoz (R/M-Z+H, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Germany) és a vizhez. Az allatok 12 oras sotét-fény periddusu kornyezetben voltak tartva,
amelynek a hémérséklete 25 + 2 °C ¢és relativ paratartalma 55% + 5% volt. Az allatok
kezelését és a kisérleti elrendezését a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsag (DEMAB) engedélyezte. Az allatkisérleti engedély szama 13/2017/DEMAB-Uj
vazoaktiv hatbanyag vizsgalata.Kisérletiink sordn a DEMAB iranyelveit tartottuk szem elott
az Eurdpai Unios és a ,,Principles of Laboratory Animal Care” valamint a ,,Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals” eldirasaival (NIH 85-23, revised 1996) 6sszhangban

4.2.2.5. Langendorff szivizolacio, izolalt dolgoz6 mod

A 4.1.5. Izolalt dolgozo sziv preparatum, szivfunkcios paraméterek cimii fejezetben
leirtak szerint tortént néhdny modositassal. Az ERJ-500 kardiovaszkularis hatasait ndstény SD
patkdnyokon tanulmanyoztuk. A patkanyok testtomege 248 £ 6 g volt. Az 5 perces dtmosasi
periddus kovetden Langendorff mdédban 10 percen keresztiill adagoltuk az ERJ-500-at
tartalmaz6 puffert, amitegy 10 perces kimosasi szakasz kovetett, majd ismét 10 percig az ERJ-
500-at tartalmazo puffer aramlott at a sziven. A kisérlet soran 100uM, 30uM, 10uM, illetve
1puM-os koncentraciokban tartalmazta a puffertartaly az ERJ-500-at.

Ezt kovetden izolalt dolgozé moddban is vizsgaltuk az ERJ-500 hatasait. A kontroll
csoport 6 allatot, mig a kezelt csoport 11 4llatot tartalmazott Az elézéekben ismertetett

szivizolaciot kovetden a ,,nemdolgoz6” modbol ,,dolgozod” mddba allitottuk at a késziiléket.
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Dolgoz6 méd soran elzarjuk az aorta fel6li perfuzids oldat bearamlasilehetdségét és megnyitjuk
a pulmonalis véna fel6l. Ezzel lehetdséget biztositunk a szivnek, hogy az aorta iranyabdl a
kontrakci6 kovetkeztében ki tudja pumpalni az egy O0sszehlizoédasra esé verdtérfogatot. A
dolgozé modba valo atkapesolast egy 10 perces kimosasi periodus kovetett. Majd regisztraltuk
az alap dolgozo sziv A kezelt csoportban az ERJ-500 vegyiiletet a KHB pufferhez adtuk hozza
100 uM koncentracioban 5 percig, majd ismét mértiik a szivfunkcios értékeket. Majd 30 perc
global iszkémiat valtottunk ki, amit 90 perc reperfiizié. A fatalis kimenetelti kamrai fibrillaciok

elkeriilése érdekében a reperfuzio elsé 10 perces szakaszat Langendorff moédban inditottuk el.

4.2.2.6. TTC festés

A 4.1.6. Infarktusos teriilet meghatarozasa cimi fejezetben leirtak szerint tortént.

4.2.2.7.Statisztikai elemzés

Az eredményeink Kiértékelése soran szamtani atlagot és kozépérték standard hibajat
adtuk meg. A valtozasokat akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p<0,05 volt. A statisztikai
elemzéshez és az eredmények abrazolasahoz GraphPad Prism 5 szoftvert hasznaltunk.
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Az egyes oszlopok az atlagot, mig a hibasavok
az atlag standard hibajat (SEM) jelentik. A statisztikai analizishez t-tesztet vagy egy- és kétutas
variancia-analizist (ANOVA) majd ezt kovetden Tukey poszt tesztet végeztiink.

33



5. EREDMENYEK

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

iszkémia/reperfundalt kamrai szivizomban

5.1.1. A fokhagyma és a fekete fokhagyma komponenseinek vizsgalata

Az 1. tablazatban ¢€s az 8. abran lathatoak a kén tartalmiu komponensek mindkét fokhagyma
készitményben. A mérési eredmény alapjan elmondhat6, hogy a kéntartalmi vegyiiletek szama
ésmennyisége nagyobb a fekete fokhagymaban, minta fokhagymaban. A fekete fokhagymaban
nem volt detektalhat6 az allicin. A fekete fokhagyma oregedési folyamata soran, Maillard

reakcio ment végbe, melyet a 2-acetil-1-pirrolin keletkezése tamaszt ala.

Vegyiilet Retencios id6 | Fokhagyma Fekete Képlet
(perc) fokhagyma
2-acetil-1- 7.6 - + o
pirrolin ~
N

diallil diszulfid | 8.0 + + o SigNF
diallil 9.1 + + Ho? S gy,
triszulfid
dipropil 11.6 + + MO By A
triszulfid
allicin 11.7 + - o

\/\S/SJr\/\

1. tablazat: A fokhagymaban és a fekete fokhagymaban azonositott vegyiiletek. A "+’
jelentése — detektalhato; ’-’ pedig a nem detektalhato vagy csak nagyon alacsony koncentraciot

jelent.
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8. abra: Fokhagyma (fels6 abra) és a fekete fokhagyma (alsé abra) reprezentativ

kromatogramja.
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5.1.2. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa a testtomegre
A kisérleti allatok kiindulasi testtdmegében nem volt jelentds eltérés. A 4 hetes kezelési
periddust kovetden nem tapasztaltunk jelentds valtozast a fokhagyma, illetve a fekete

fokhagymakezelést kapo allatok és a kontroll csoport allatainak testtomegeiben.
640 T
620

600 +

580 1
560 1 [

s40 1

G

Testtomeg (gramm)

e
e

S

500 A

Kontroll Fokhagyma Fekete fokhagyma

9. abra: Kontroll csoport, fokhagyma és fekete fokhagyma kezelést kapott allatok
testtomeg atlaga a 4 hetes kezeléseket kovetéen. Az eredményeketakozépérték + kozépérek
standard hibajaval (SEM) adtuk meg. Szignifikans eltérésnek a p <0,05 vagy ettdl kisebb
értekeket tekintettiink.
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5.1.3. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa vérparaméterekre

A 4 hetes kezelést kovetden a vena jugularisbol vért vettiink és kiilonb6zo szérum
paramétereket mértiink. A kezelés hatdsara nem tapasztaltunk 1ényeges valtozast a legtobb
paraméterben. Azonban az LDL szintjében emelkedést mértiink a kezelések hatasara, de az

értékek a normal tartomanyon beliil maradtak.

Kontroll Fokhagyma Fekete fokhagyma
ALT (U/L) 45+3.28 47.1+1.89 44.1£1.43
ALP (U/L) 91.28£9.19 90.20+£1.27 84.78 £4.42
ASTL (U/L) 89.13+9.14 89.6 £3.83 87.89+4.31
CHO (mmol/l) 1.30+0.12 1.41£0.07 1.58£0.05
LDL (mmol/l) 0.224+0.020 0.294+0.019 * 0.35+0.021*
TRIG (mmol/l) 1.35+0.23 1.073+0.12 1.32+0.10
HDL (mmol/l) 1.09+0.11 1.19+£0.04 1.25+0.06
LDH (U/L) 811.5+173.7 772.5 +£88.54 801.8 £81.64
CRP (mg/L) 1.35+0.23 1.07+0.12 1.32+0.10
CK-MB (U/L) 765.73 £154.68 656.86 £66.15 746.26 £89.18

2. tablazat: A fokhagyma és fekete fokhagyma kezelés hatasa a vérparaméterekre. N=9
allat csoportonként. Az eredményeket a kozépérték + kozépérték standard hibajaként (SEM)
adtuk meg. Szignifikans eltérésnek a p <0,05 vagy ettél kisebb értékeket tekintettiink.

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

Ahhoz, hogy 6sszehasonlitsuk a fokhagyma és a fekete fokhagyma hatasat 4 hetes
kezelést kovetden az izolalt sziveket 30 perces iszkémidnak és 120 perces reperfuzionak
vetettiik ala. A preiszkémiés szivfunkcids értékekben nem tapasztaltunk szignifikans valtozast
az egyes csoportok kozott. Azonban az iszkémiat kovetd reperfiizid soran jelentds valtozast

regisztraltunk a szivfunkciok értékében. A reperflizid soran a koronaria ataramlas a kezelt
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allatoknal magasabb volt, mint a kontroll csoportnal. A kezeletlen allatoknal az ataramlo puffer
mennyisége folyamatosan csokkent a reperfuzid 120. percéig, azonban a kezelt csoportokban
az iszkémia el6tti értékhez képest csdkkent, de ezt kovetden a reperfuzié sordn nem valtozott
lényegesen. A szivirekvencia nem valtozott Iényegesen a kisérlet soran. A kontroll csoportnal
283,8+14,8 iités/perc, a fokhagymaval kezelt csoportndl 284,4426,1 iités/perc, mig a fekete
fokhagymaval kezeltek esetében 292,4+30,4 tités/perc volt. A kezeletlen és a fokhagymaval
kezelt allatoknal a tendencia a reperfizié soran is megmaradt. A fekete fokhagymaval kezelt
allatoknal a szivfrekvencia a reperfizio végére kis mértékben novekedett (303,8+44,1
iités/perc), azonban nem volt jelentds a valtozas. A perctérfogat szignifikansan magasabb volt
a kezelt allatok esetében a reperfizio 30., 60. és 120. percénél, mint a kezeletlen csoporté.
Iszkémia el6tt mindharom csoport perctérfogat értéke kdzel azonos volt. Az aorta kiaramlas
jelentdsen emelkedett a kezelt csoportokban, szam szerint a fokhagyma kezelést kdvetden
24,1+44,6 ml, fekete fokhagyma kezelést kovetden 22,7+3,8 ml-re nétt, amig a kontroll

csoportban 4,3+2,0 ml volt.
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10. abra: Szivfunkciok alakulasa iszkémia el6tt (BL) és a reperfizio 30., 60., és a 90.
percében. Az eredményeket a kozEpérték + kozépérték standard hibajaként (SEM) adtuk meg.
Szignifikans eltérésnek a p <0,05 vagy ettél kisebb értékeket tekintettiink. N=9 minden
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csoportban.

5.1.5. A fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa az infarktusos teriiletre

A fokhagyma és a fekete fokhagyma kardioprotektiv hatasanak vizsgalatahoz az I/R-tkovetden
TTC festést alkalmaztunk, amellyel megvizsgéaltuk az €16 és az elhalt szivszovet aranyat. A 11.
abran lathato, hogy a kontroll csoportnél az infarktusos teriilet 27,5 +8,4% -nak adodott. A

fokhagymaval és a fekete fokhagymaval kezelt csoportokban azonban szignifikansan

=]
=)
(=]

lités/perc
[
(=)
(=]

Aorta kiaramlas

30'of RE 60" of RE 120' of RE

Aortanyomas idd szerinti
derivaltja

BL

30' of RE 60' of RE 120' of RE

Verotérfogat

BL 30'of RE 60' of RE 120' of RE

Szivfrekvencia

60' of RE 120" of RE

30' of RE

[l Fekete fokhagyma

39



alacsonyabb volt az elhalt teriiletek ardnya. A fokhagyma kezelés 5,942,0% -ra csokkentette,

mig a fekete fokhagymakezelés 6,2+1,2-re csdkkentette az elhalt szivszovet ardnyat.

Infarktusos teriilet

40 T
30 :_
X 20
] . N
10 +
i "
0 . B

Kontroll Fokhagyma Fekete fokhagyma

i

11. abra: Fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatasa az infarktusos teriiletre.
Az eredményeket a kozépérték + kozépérték standard hibdjaként (SEM) adtuk meg.
Szignifikans eltérésnek a p <0,05 vagy ettl kisebb értékeket tekintettiink. n=4 minden
csoportban

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

Kisérletiink soran kivancsiak voltunk, hogy a fokhagyma és a fekete fokhagyma
iszkémia/reperfiiziot kovetd kardioprotektiv hatdsanak molekularis mechanizmusara, ezért
vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a kezelés a HO-1 és az iNOS fehérje szintjét. Amintaz a 12.
abran lathato az I/R-t megel6z6en akezeltcsoportokban ndvekedetta HO-1 expresszios szintje.
Az I/R-t kovetdéen azonban HO-1 expresszios szintje szignifikansan novekedett mindkét
fokhagymaval kezelt csoportban. Az INOS expresszids szintjében nem tapasztaltunk
kiilonbséget az I/R-t megeldzden az egyes csoportokban. Az I/R-t kdvetden szignifikansan
csokkent az iNOS szintje a kontroll és a fokhagymaval kezelt csoportban. Azonban a fekete

fokhagymakezelés képes volt ezt a csokkenést megel6zni az I/R-t kdvetden.
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12. abra: Fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés hatisa a HO-1 és aziNOS expresszios
szintjére. Az eredményeket a kozépérték + kozépérték standard hibajaként (SEM) adtuk meg.
A *p <0,05 értéket jelol a kontroll csoport értékeihez viszonyitva. N=5-7
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5.2. ERJ-500 Kkardiovaszkularis hatasainak vizsgalata H9c2 sejtvonalon és

patkanymodellen
5.2.1. Oxidativ stabilitas

Fenton reakcio

A 13. 4dbran lathat6 az ion kromatogram reprezentativ dbrai a kémiai Fenton reakciot
kovetden. A kontroll és a H,O,-tis tartalmazo minta Kromatogramjai nem térnek el egymastol

szamottevoen.
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13. abra: Reprezentativ ion kromatogram. Piros jeloléssel: kontroll. A 6,54-nél 1évo cstics
az ERJ-500 vegyiilet. Zold jelolés: oxidaciot kovetden. 6,53-nél lathatdé az ERJ-500,

valtozatlanul.

Szintetikus porfirin rendszer

A 14 4bréan lathatd az ion kromatogram reprezentativ abrai, amely alapjan a kontroll és
a vizsgalt minta kromatogramjai nem térnek el egymastol szamottevéen. Egyéb cstcs nem
jelent meg a kontroll mintahoz képest. Az oxidativ stabilitasi vizsgalatok alapjan stabilnak

bizonyult az ERJ-500 vegyiilet.
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14. abra: Reprezentativ kromatogram: Piros jeloléssel a kontrollmintalathat6. A 6.59-
nél1évo csucs az ERJ-500 vegyiilet. Zo1d jelolés az oxidaciot kovetden, valtozatlanul 6,58-nal

lathato az ERJ-500.

5.2.2. ERJ-500 molekula hatasa a sejtek életképességére
MTT teszt

A kiilonboz6 koncentracioju ERJ- 500 kezelések, valamint a két alkotdéelemének, az
aszpirinnek és molszidominnak hatdsat a sejtek életképességére MTT modszer segitségével
vizsgaltuk. Kontrollkéntkezeletlen csoportot, pozitiv kontrollként pedig 1%-0s H,O,-dal kezelt
csoportotalkalmaztunk. A kontroll csoporttal 6sszehasonlitvakismértékiicsokkenés figyelhetd
meg minden kezelt csoportban. Azonban szignifikansan magasabb a sejtek talélése a
citotoxikus H,0,-el 6sszehasonlitva. A kiilonb6zo koncentracioji ERJ-500 oldatokat valamint,
az aszpirin és a molszidomin oldatokat 6sszehasonlitva nincs jelentds kiilonbség a sejtek
¢letképességében. Ezen eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az altalunk hasznalt
koncentraciokban az ERJ-500 ugyanolyan biztonsagos molekula, mint az aszpirin és a

molszidomin.
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15. abra: Sejtéletképesség vizsgalat. Kontroll csoport sejtjeinek életképessége (100%).
Kiilonb6z6 koncentracioju (100nM- 100uM) ERJ-500, 100uM aszpirin és 100uM
molszidomin Kkezelések hatasa a sejtek ¢letképességére. MTT modszer n=20-67. Az
eredményeket a kozépérték + kozépérték standard hibajaként (SEM) adtuk meg. *p <0,05 a

pozitiv kontrollhoz hasonlitva

Hemolitikus aktivitas

Az ERJ-500 hemolitikus aktivitdsat SD patkany vérébol izolalt vordsvérsejteken
vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként desztillalt vizetalkalmaztunk, amely 100%-os hemolizist okoz.
Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a hemolizis szignifikansan alacsonyabb volt az
alkalmazott kiilonboz6 koncentracioju ERJ-500 kezelések (100nM, 1 pM, 10puM, 100uM), az
aszpirin (100 uM) és a molszidomin (100uM) kezelések soran. Az egyes csoportok kozott nem
tapasztaltunk jelent6sebb eltérést. Ezen eredményeink megerdsitik az MTT modszer
eredményeit, miszerint az alkalmazott koncentraciokban az ERJ-500 molekula biztonsagosan

alkalmazhato.
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500, 100puMaszpirin és 100pM molszidomin hemolizald hatasa Az eredményeketa kozépérték
+ kdzépérték standard hibajaként (SEM) adtuk meg. *p <0,05 a pozitiv kontrollhoz hasonlitva.
N=8-11/csoport

5.2.3. ERJ-500 molekula hatasa a koronaria erekre

Az ERJ-500-at kiilonb6z6 koncentracidkban oldottuk a perfizios tartdlyban 1 uM és
100 uM koncentracids tartomanyban. A Langendorff perfizio soran az ERJ-500 vegyiilet az
alkalmazott koncentraciokban nem okozott kamrai tachikardiat vagy kamrai fibrillaciot.
Tovabba a kontroll csoporttal Gsszehasonlitva nem véaltoztatta meg szignifikdnsan a
szivfrekvenciat. A koronéaria ataramlas azonban szignifikansan megnétt a kezelt csoportokban.
A kimosasi periodus alatt azonban folyamatosan csdokkent majd az tijabb ERJ-500 tartalma
puffer hozzaadasat kvetden ismét ndvekedett a koronaria ataramlés értéke.
Langendorff perflizid sordan a korondria ataramléast a szivfrekvencia, a perfuzidés nyomas és a
koronariak atmérdje hatarozza meg. Kisérleteink soran a perfuzios nyomas allando volt, illetve

a szivfrekvencia nem valtozott meg szignifikansan, ezérta korondria dtdramlas novekedés a

crer
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—— Kontroll ¥~ 1 uM - 10 uM —&— 30 uM —— 100 uM

17. abra: ERJ-500 hatasa a nem dolgozé Langendorff médban.

A1 pM, 10 pM, 30 pM illetve 100uM koncentracioji ERJ-500 kezelések hatdsa a
szivfrekvenciara. Az eredményeketa k6zépérték + kozépérték standard hibajaként (SEM) adtuk
meg. *p <0.05 Kontroll vs. 100 uM; #p < 0.05 kontroll vs. 30 uM; §p < 0.05 kontroll vs. 10

UM. n =5 minden csoportban.

B.1 uM, 10 uM, 30 uM illetve 100uM koncentracioji ERJ-500 kezelések hatasaa a koronaria
ataramlasra. A kimoshat6 tulajdonsag szemléletesebb bemutatasa kedvéért kétféle abrazolasi
modban abrazoltuk. Az eredményeket a kozépérték + kozépérték standard hibajaként (SEM)
adtuk meg. *p <0.05 Kontroll vs. 100 uM; #p <0.05 kontroll vs. 30 uM; Tp <0.05 kontroll vs.
10 uM. n =5 minden csoportban.

Az ERJ-500 molekula tovabbi vizsgalatait dolgoz6 modban végeztiik el. Az el6z6
mérési eredményeink alapjan a 100 pM-os kezelést talaltuk a legpotensebbnek, ezért a
tovabbiakban csak ezt a kezelést alkalmaztuk. A kezelés a dolgozé mddban hasonldan az
elézéekben végzett nem dolgozd6 mdédhoz, nem befolyasolta a szivfrekvencidt a kontroll
csoporthoz hasonlitva. A koronaria ataramlast a 100 uM-0s ERJ-500 kezelés (23,67+1,05
ml/perc) azonban szignifikansan ndvelte a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva (18,73+0,62
ml/perc). A verétérfogat értékébenis szignifikans emelkedést tapasztaltunk az ERJ-500 kezelés
hatasara (0,25+0,003 ml) a kontroll csoporthoz képest (0,214+0,01 ml). Az aorta kidramlas,
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aortanyomas ¢€s a perctérfogatban nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a kezelés hatasara a

kontrollhoz képest.
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18. abra: Szivfunkciok valtozasa a 100 pM-0s ERJ-500 kezelés hatiasira dolgozé médban.

Kontroll csoport elemszama 11, ERJ-500-zal kezelt csoport elemszama 6. Az eredményeket a
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kozépérték + kozépérték standard hibajaként (SEM) adtuk meg. Szignifikans eltérésnek a p
<0,05 vagy ettdl kisebb értékeket tekintettiink.

5.2.4. Infarktusos teriillet meghatarozasa

Az infarktusos teriilet meghatarozasata TTC festéssel vizsgaltuk. A 30 perces iszkémiat
¢€s 90 perces reperfuziot kvetden az €16 szovetrészletek pirosan festddnek, mig az elhalt részek
nem festédnek. Az infarktusos teriiletet az egész miokardiumra vonatkoztatva adtuk meg. A
kontroll csoportban a nekrozis mértéke 18,20 % volt, amig az ERJ-500-zal kezelt csoportban
az infarktusos teriilet 7,52 %-volt. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az ERJ-500
vegylilettel perfundalt szivekben az infarktusos teriilet % aranya szignifikansan alacsonyabb
volt.
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19. abra Infarktusos teriilet mértéke és a TTC festett szivszovet reprezentativ abraja 30

perc iszkémia és 90 perc reperfuzié utan a kontroll csoportban és az ERJ-500-zal kezelt
csoportban. n=5/csoport Az eredményeket a kozépérték + kdzépérték standard hibajaként
(SEM) adtuk meg. Szignifikans eltérésnek a p <0,05 vagy ettdl kisebb értékeket tekintettiink.
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6. MEGBESZELES

A kardiovaszkularis megbetegedések, kiilondsen az iszkémias szivbetegségek, mai
napig vilagszerte vezetik a haldlozasi statisztikdkat, annak ellenére, hogy az elmult
¢évtizedekben jelentds javulas tortént az egyre szélesebb korben elérhetd modern gyogyszeres
kezeléseknek, az egészségiigyi technologia jelentds fejlddésének és a hatékonyabb preventiv
intézkedéseknek koszonhetden. Akronikus sziv- €s érrendszeri betegségek jelentds terhetronak
az cgészségligyre és a tarsadalomra is. A Kiilonb6z6 terapias és prevencids stratégiak
kidolgozasa soran egyre nagyobb igény meriil fel ujabb molekulak vagy névényi kivonatok
eloallitasara, amelyekkel csokkenthetjiik vagy megelézhetjik a kardiovaszkularis

megbetegedések kialakulasat.

Jelen tanulmany célja az volt, hogy olyan 0j lehetdségeket keressiink, amelyek
segithetnek a kardiovaszkularis betegségek megelézésében ¢€s kezelésében. Munkank soran
kettd, a fitoterapiaban kiemelt helyen 1€v6, évezredek 6ta ismert és alkalmazott novény keriilt
a figyelmiink kozéppontjaba, a fokhagyma ¢és a flizfakéreg. Ezen hagyomanyos
fitoterapeutikumok ujabb valtozatainak a hatésait tanulmanyoztuk az iszkémias sériilést

kovetden patkanymodellen.

Kisérletiink els6é részében a fokhagyma régi-uj valtozatanak, a feketefokhagymanak a
kardiovaszkularis tulajdonsagait vizsgaltuk. A fokhagyma az egyik legnagyobb tapértékii
funkcionalis élelmiszeriink, amely kiemelt helyet foglal el a sziv-és érrendszeri betegségek
preventiv és akar kurativ kezelésében. A fokhagyma hatdanyagai rendkiviil instabilak,
feldolgozasa soran fontos a kiméletes koriilmények biztositasa. Sokak altal nehezen toleralhato
a fokhagyma igen jellegzetes illata. A kellemetlen szajszag 6rakig, a néhany napos szedése
esetén kialakulo testszag akar napokig is érezhetd. Ennek a nem kivanatos problémanak a
megoldasara fedezték fel ujra és fejlesztették ki moderneljarassal a fekete fokhagymat. A fekete
fokhagymaa fokhagyma egy fermentalt valtozata, amely egy természetes uton valo regedésen
megy keresztiil. A fermentacié soran a kemény, jellegzetesen csipds fehér gerezdek teljes
atalakulason mennek keresztiil. A fekete fokhagyma puha, allaga krémes, fekete, aromas, és
nem rendelkezik tal agressziv izekkel [65]. Az 6regedési folyamat soran, amikor a fokhagymat
magasabb homérsékletnek (75°C) és paratartalomnak tessziik ki a y-glutamil-cisztein csoportja
tovabb alakul S-allilmerkaptociszteinné (SAC), amely a f6 vizoldékony antioxidéns vegyiilete

a fekete fokhagymanak. A folyamat soran az alliin tovabb alakul mas kén tartalmu
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vegyliletekké, amelyek tovabbi jelentds antioxidans tulajdonsaggal birnak [62, 117, 118]. A
fokhagymaallicin tartalma, amelynek a jellegzetes iz és szag koszonhetd, jelentésen lecsokken
a fekete fokhagymaban [65]. Ezzel 6sszhangban az altalunk végzett mérések soran mi is azt
tapasztaltuk, hogy a fokhagymaban jelenlévd allicin mar nem talalhato meg a fekete
fokhagymaban. A fekete fokhagyma sotétbarna, fekete szin kialakulasanak hatterében a
Maillard reakcio all, amely a cukrok és az aminosavak kozott megy végbe. A Maillard reakcio
soran keletkez6 2-acetil-1-pirrolin felelds a kialakuld sotét szinért és a jellegzetes édeskés
illatért [63]. A GC-MS analizisiink alapjan az 1. tablazatban lathato az altalunk alkalmazott
korilmények kozott keletkez6 fekete fokhagyma Gsszetevéi. Jol lathatd, hogy a 2-acetil-1-
pirrolin a fokhagymaban nem volt jelen, de a fermentacios folyamatot kdvetéen megjelent,
mindez bizonyitja, hogy a Maillard-reakcio is végbement az 6regedési folyamatsoran. A fekete
fokhagyma Osszetételének vizsgalatat kovetden, kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a fekete
fokhagyma is megdrzi-e a fokhagyma kedvezd kardiovaszkularis tulajdonsagait. Korabbi
megallapitasokbol jol ismert a fokhagyma kardioprotektiv hatasa. Ezt bizonyitja Banerjee és
munkatarsai kutatasa is, miszerint 125-500 mg/ttkg fokhagyma fogyasztis jelentdsen
csokkentette az I/R-t kovetd oxidativ karosodas mértékét [119]. Eredményeinkbdl is
egyértelmiien latszik, hogy a fokhagyma kezelés és a fekete fokhagyma kezelés is jelentds
kardioprotektiv hatassal bir az I/R-t kdvetden, mivel a szivfunkciok szignifikansan javultak és
az infarktusos teriilet jelentdsen csdokkent. Azonban a vizsgalataink alapjan nem taldltunk
jelentds kiilonbséget a fokhagyma és a fekete fokhagyma kezelés k6zott, tehat a fokhagyma
oregedési folyamata megOrizte a fokhagyma kardioprotektiv tulajdonsagait. Korabbi
tanulmanyokban a fokhagyma és a fekete fokhagyma antioxidans és antiinflammatorikus
tulajdonsagait hasonlitottak 6ssze. YiYeong Jeong és kutatocsoportja azt tapasztaltak, hogy a
fekete fokhagyma kezelés csokkentette a prooxidans H,O,-al vagy LPS éaltal indukalt ROS
termelést RAW264.7 sejteknél. Azonbana COX-2 és az 5-lipoxigenaz gatld hatas er6sebb volt
a fokhagyma kivonat tartalm kezelés hatasara, mint a fekete fokhagyma kezelést kovetden. A
kutatok vizsgalatai alapjan a hattérben a fekete fokhagyma nagyobb cukor tartalma allhat,
amely gatolja az antiinflammatorikus hatast [120]. Az antioxidans tulajdonsag tekintetében
viszont Lee és munkatarsai azt talaltak, hogy a fekete fokhagyma magasabb antioxidans
tulajdonsaggal rendelkezik 2-es tipusu diabéteszes patkany modellen, mivel a szuperoxid-
diszmutaz, glutation peroxidaz és a katalaz aktivitas is jelentésebb mértékben nétt a fekete

fokhagymakezelés hatasara, mint a fokhagyma kezelést kovetéen [118].
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Az altalunk végzett kisérletek soran nem tapasztaltunk jelentdés valtozast a
testtomegben, illetve a vérparaméterek szintjében. Az értékek a fizioldgias tartoméanyban
maradtak. Ahhoz, hogy a kezelések lehetséges metabolikus hatasat tanulmanyozni tudjuk
diabéteszes-, illetve ateroszkler6zis tanulményozasara alkalmas allat modellen sziikséges
végezni a kisérletet, mint ahogy a kdzelmultban publikalasra keriilé cikkben, Sara Amor és

kollégai tették, akik magas zsir/ magas szukroz étrendii patkdnyokon végezték a méréseket
[121].

Ahhoz, hogy a fokhagyma kezelések kardioprotektiv hatdsanak pontos mechanizmusat
felderitsitk a HO-1 és az iNOS expresszids szintjét vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy
fokhagyma kezelés novelte a HO-1 szintet iszkémia eldtt. Azonban az I/R-t kdvetden a
fokhagyma és a fekete fokhagyma HO-1 expresszios szintje jelentésen emelkedett. A HO-1
enzim indukcidja noveli a hem degradaciot, mely soran Fe?*, endogén CO és
biliverdin/bilirubin képzédik. Kutatécsoportunk korabbi vizsgalatai soran mar bebizonyitotta,
hogy bizonyos természetes hatdanyagok profilaktikus adagolasa szignifikansan csdkkenti az
I/R-t kdvetd karosodast. Példaul a meggymagbél szintén emelte a HO-1 expresszios szintjét a
szivszOvetben, ezaltal javitotta a szivfunkcios paramétereket és csokkentette az infarktusos
teriiletet [56, 122]. A HO-1 szint emelkedés egy védekezési mechanizmusnak tekinthetd,
amelyet szdmos karos stimulus, mint példaul az iszkémia, vagy a tilzott hem szint kivalthat.
Tovabba Qianhui Li és csoportja vizsgalatai szerint a ginzeng egyik szarmazéka a ginzenozid
aktivalja az Nrf2/HO-1 jelatviteli utat, ezaltal védi a hipoxia/reoxigenazié okozta
karosodasoktol a H9c2 sejteket [123]. Issan és munkatarsai is igazoltak, hogy a kobalt-
protoporfirin (CoPPIX) altal indukalt HO-1 protektiv szerepet tolt be a H9¢2 sejteknél a
hypoxia/reoxigenacid soran. Tovabba azt is igazoltdk, hogy a streptozotocin indukilta
diabéteszes patkanyoknal bal koronaria eliils6 leszallo aganak az elkotését kovetden a kobalt-
protoporfirin (CoPPIX) (HO-1 induktor) kezelés szignifikansan javitotta a szivfunkciokat.
Hipotézisiik szerint a CoPPIX altal indukalt HO-1 csokkentette a hipoxias karosodast a
kardiomiocitakban, valdosziniileg az Akt/GSK-3f jelatviteli Gt modulalasaval. Az on-
protoporfirin (HO-1 inhibitor) alkalmazasaval pedig megsziintethetok az el6zéekben emlitett
kardioprotektiv hatasok [124]. A HO-1 expresszidjanak valtozasa utan kivancsiak voltunk arra,
hogy az iNOS expresszi0s szintje hogyan valtozik meg a kétféle fokhagyma kezelés hatasara.
Azt tapasztaltuk, hogy a kontroll csoportban és a fokhagyma kezelés hatdsara jelentds
mértékben lecsokkentaz iNOS expresszios szintje I/R-tkovetden. Azonban a fekete fokhagyma

kezelés hatasara, az iINOS kismértékii csokkenést mutatott, amely nem volt szignifikans, tehat
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a fekete fokhagyma kezelés képes volt a jelentés mértékii iNOS csokkenést megakadalyozni az
I/R-t kovetden. Ez iranyl eredményeinkkel jol korrelal A.L. Garcia-Villalon és munkatarsai
altal végzett kisérlet, mely szerint az 50 mg/ttkg fekete fokhagymakezelés ndvelte az iNOS
expresszios Szintjét, valamint az eNOS szintjében is jelentés emelkedést tapasztaltak [125].
Alcione Lescano de Souza Junior és munkatarsai egy masik fitoterapeutikum, a halolaj
vizsgalatakor tapasztaltak hasonlo valtozast az INOS szintjében. Ugyanis amig a fiziologias
sooldattal torténd kezelésnél a bal kamrai iszkémidt kovetden csokkent iNOS mRNS
expressziot mértek, addig a 20 napon keresztiil tartdo halolaj adagolasa megeldzte az iNOS
mRNS expresszido csokkenést, valamint hasonléan alakult az eNOS valtozasa is [126].
Tovabba, ex vivo kisérlet soran az eNOS génhidnyos egereknél az I/R sériilést kovetden az
iINOS szuperindukcionak koszénhetden az infarktusos teriilet nagysaga jelentésen csokkent. A
kardioprotektivhatasokban valdszintisithetéena NO szerepe all [127]. Ezzel szembenaz in vivo
kisérletek soran éppen ellenkezdleg tapasztaltak, mivel az iINOS expresszié fokozasa
stlyosbitotta a miokardialis sériilést. Henri Doods tanulmanyaban a Na*/K* pumpa gatlo,
sabiporid altal medialt kardioprotektiv hatas hatterében a csdkkent iNOS expresszid allhat
[128]. Tovabbi in vivo kisérletek tamasztjak ala azt, hogy a megndvekedett iNOS aktivitas
szerepet jatszhat a regionalis iszkémia sordn kialakulé kardiomiocita diszfunkciok
kialakulasaban [129]. A szakirodalomboéljolismert, hogy a,,Janus-arctt” NO és a NOS enzimek
szerepe kettds, lehet elényds és ugyanakkor hatranyos is, amely fiigg a kornyezettdl és a
szovetkarosodas mértékétdl is. Mindezen eredményeket egylittvéve és a szakirodalmat
tanulmanyozva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az iNOS expresszio kiillonbozdsége a
kiilonbozoé kisérleti elrendezéseknek koszonheté. Tanulmanyunkban ,,ex vivo” kisérlet soran 30
perc iszkémiat €s 120 perc reperfuziot alkalmaztunk, amig mas kisérletekben ,,in vivo”
koriilmények kozott 6-24 6rés reperfuzio tortént. Az altalunk alkalmazott izolalt dolgoz6 sziv
modell egy széles korben elterjedt, laboratoriumunkban is gyakran alkalmazott modszer, amely
soran az eredményeinket nem befolyasolja a hormonalis és a vegetativ idegrendszer [56, 130].

Azonban az in vivo koriilmények k6zott ezen hatasok nem zarhatdak ki.

Kutatasunk eredményeit 6sszegezve elmondhatd, hogy a fokhagyma fermentacioja
soran keletkezd fekete fokhagyma Osszetétele megvaltozik, de igy is szamos eldnyods
gyogyhatassal rendelkez0 vegyiiletet tartalmaz és nem cs6kken a fokhagyma jotékony hatasa.
Kisérleteink alapjan elmondhato, hogy a fekete fokhagyma is kiemelt helyet érdemel az
egészséges taplalkozasban. A fokhagyma kellemetlen mellékhatésai elkeriilhetdek az édesebb

¢s puhabb fekete fokhagyma fogyasztasaval, igy akar preventiv akar a kurativ hasznalatara is
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nyitottabbak lehetnek az emberek. Azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy a
fekete fokhagyma hatasait tanulmanyozzuk kiilonb6z6 betegségekben, példaul célszeri lehet
diabéteszes vagy ateroszklerotikus elvaltozasokkal rendelkez6 allatmodelleken is

megvizsgalni.

Munkank masodik részében a Debreceni Egyetemen eléallitott 0j hibrid-aszpirin
molekula farmakologiai tulajdonsagait kivantuk vizsgilni. A miokardialis iszkémia
recidiv iszkémias események megeldzésében is. A trombocita aggregaciot gatld gyogyszerek
egyik legrégebbi és legfontosabb képviseldje az acetilszalicilsav. Alkalmazasanak korlata a
mar kis dozisban jelentkez6 gasztrointesztinalis mellékhatasok [131]. A nitritek és nitratok is
hatékony antiiszkémids szerek, patologias koriilmények kozott az erek tagitasaval a kollateralis
keringést képesek fokozni. Mar 1879-ben William Murrell képes volt az anginat megsziintetni
per os nitroglicerin oldattal. Késébb kideriilt, hogy alkalmazasanak korlatja a napi tobbszori és/
vagy folyamatos nitrat terdpia soran kialakul6 nitrat tolerancia, amely a hatds csokkenésével
vagy megsziinésével jar [132]. Packer és munkatarsai is jelentds hatascsokkenést tapasztaltak,
amikor intravénas inflzié formajaban 48 oran keresztiil alkalmaztak a nitroglicerint és
kereszttolerancia alakult ki az izoszorbid dinitrattal [133]. Az altalunk vizsgalt ERJ-500
vegyiilet egyik alkotorésze az igynevezett spontan NO-donor vegyiilet, a linszidomin, amely a
molszidomin aktiv metabolitja. Rudolph és Dirschinger vizsgalatai alapjan a molszidomin
alkalmazasa soran nem alakul ki tolerancia [113]. Korabbi kisérleti tanulmanyok alapjan 0,1
uM és 100 uM- os koncentracié tartomanyban végeztiik a vizsgalatokat. Liu és munkatarsai is
hasonl6 koncentracioban (0,1-1,0 mmol/liter) vizsgaltak a szalicilatok hatasat izolalt dolgozo
sziven [134]. Az oxidativ stabilitasi esszék alapjan az ERJ-500 vegyiilet az oxidacioval
szemben ellenalld volt. In vitro kisérleteink alapjan tovabba megallapithatjuk, hogy az altalunk
vizsgalt 100 nM, 1 uM, 10 pM, 100 uM-os koncentraciokban a H9c2 sejtek életképességét
kismértékben csokkentette, de szignifikadnsan magasabb volt a sejtek életképessége a pozitiv
kontrollal 6sszehasonlitva. A 100 uM-os aszpirinnel és 100 pM-os molszidomin kezeléssel
Osszehasonlitva hasonlonak bizonyult a sejtek életképességére gyakorolt hatdsa, ezért
ugyanolyan biztonsagosnak mondhat6, mint a hasonld koncentracioban alkalmazott aszpirin és
molszidomin. Eredményeink megerdsitése céljabol az Gj vegyiilet hemolitikus aktivitasat is
vizsgaltuk 100 nM-100 pM-os koncentracidtartomanyban. Az ERJ-500 vizsgalata soran a
hemolizalt sejtek ardnya lényegesen alacsonyabb volt, mint a pozitiv kontroll alkalmazasa

soran. A 100 pM-os aszpirin és 100 pM-0s molszidomin kezelés soran is hasonldan alacsony
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volt a hemolizalt sejtek aranya. Eredményeink 6sszhangban allnak James és munkatarsai
eredményeivel, akik magasabb koncentracioban (278 uM-2,78mM) sem talaltak az ASA-t
hemolizal6 hatasunak [135]. A fentiek alapjan elmondhat6, hogy az ERJ-500 vegyiilet nem
toxikus és nem okoz hemolizist, hasonléan az ASA-hoz és MOL-hoz. In vitro vizsgalataink
utan kivancsiak voltunk az 0j vegyiilet koronaria erekre kifejtett hatasaira, amelyet ex vivo
vizsgaltunk meg. Els6ként a Langendorff perfiziés rendszerben tanulmanyoztuk az ERJ-500
kardiovaszkularis rendszerre kifejtett hatasait. Watanabe és munkatarsai is leirjak, hogy a
Langendorff perfzios rendszer kivaloan alkalmas uj vegyiiletek koronaria erekre Kifejtett
hatasainak vizsgalatara [136]. Munkank soran fontos megfigyelés volt, hogy a koronaria
ataramlas jelentdsen megndvekedett. A Langendorff perfizid soran a koronaria atdramlast a
szivfrekvencia, perfuzids nyomas és az ératmérd befolyasolja. A megndvekedett koronaria
perfuzios nyomas allando volt, a szivfrekvencidban pedig nem volt jelentds valtozas. Habar a
NO koncentraciot nem meértiik, az eredményeink azt a feltevést tdimogatjak, hogy a koronéaria
erek dilatacioja az ERJ-500 vegyiiletbdl felszabaduld6 NO-nak koszonhetd. Annal is inkéabb
mivel az ERJ-500 jelenlétében nétt a koronaria ataramlas, viszonta ,.kimosast” kovetden ez
csokkent, majd amikoraz ERJ-500-atisméthozzaadtuk ujbol fokozdodott a koronaria ataramlas.
Ezt tamasztja ala Andrieu és munkatarsai kutatasa miszerint, az aszpirin kis dozisban adva nem
rendelkezik a vazodilatator hatassal a miokardiumban [137]. Munkank soran a legpotensebbnek
a 100 puM-os kezelést talaltuk, ezért az ERJ-500 hatdsait ezen koncentracioban tovabb
vizsgaltuk dolgoz6 modban is. A koronaria ataramlas ezen kisérleteink sordn is jelentdsen
nagyobb volt a kezelés hatasara. Tovabba, a verdtérfogatot is szignifikdnsan magasabbnak
talaltuk az ERJ-500-al kezeltallatok esetén a kontroll csoporttal osszehasonlitva. A perctérfogat
¢ésa szivfrekvencia hanyadosakéntmeghatarozott verdtérfogat értéke is szignifikdns emelkedést
mutatott a kezelés hatasara. Az izolalt dolgozo6 sziv késziiléknél a szivre nehezedd eld és
utoterhelés konstans a kisérlet sordn, ezért a mért paraméterek a sziv kontrakcios erejétdl
fiiggenek. Az ERJ-500 korondria dtaramlast fokozo hatdsat alatdmasztja az a tény is, hogy az

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

Eredményeinket Osszegezve, elmondhatd, hogy az ujonnan szintetizalt NO-t
felszabaditd6 ASA szarmazék, az ERJ-500, farmakologiailag aktiv sziv- és érrendszeri
hatdsokkal rendelkezd gyogyszermolekula, amely tobb hatdstani tdimadéasponton keresztiil

alkalmas az iszkémids szivbetegségek kezelésére.
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7. OSSZEFOGLALAS
Munkank elsé felében az évezredek ota ismert jotékony hatast fokhagyma Gregedési

folyamaton atesett valtozatit a fekete fokhagymat vizsgaltuk. A hosszu ideig, magas
hémérsékleten valo érlelés soran a fokhagyma 6sszetétele mellett a kiilsd jegyeiben, illataban
¢s izében is jelentds valtozasok torténnek. Kisérleteink soran négy hétig tartd6 fokhagyma és
fekete fokhagyma kivonatu kezelést alkalmaztunk. Az allatok testtomegében figyelemre mélto
kiilonbséget nem tapasztaltunk a csoportok kozott, tovabba a vér- €s lipid paramétereket se
befolyasolta a kezelés jelentésen. A kezeléseket kovetden 30 perc iszkémidnak, majd 120 perc
reperfizionak vetettiik ala az izolalt sziveket. Az I/R-t kovetéen szignifikanson jobb
szivfunkcidkkal rendelkeztek a fokhagyma ¢és fekete fokhagyma kezelést kapott allatokbol
izolalt szivek és az infarktusos teriilet is csokken. Az egyik legfontosabb antioxidans védekezd
rendszer, a HO-1 szintjében emelkedést tapasztaltunk a kezelések hatasara, tovabba az iNOS
szintje megtartott maradt a fekete fokhagyma kezelést kovetéen. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a fokhagyma érlelése soran végbemend valtozasok nem csdkkentik a

fokhagyma jotékony hatasait.

Valamint vizsgaltuk az egyetemiinkén Gjjonnan szintetizalt nitrogén monoxidot (NO)
felszabadito acetilszalicilsav szarmazékot (ERJ-500). Az iszkémias szivbetegségek
vegylilet az acetilszalicilsav. Azonban hosszt tavi alkalmazésakor jelentkez6 mellékhatasai, a
gyomorvérzés és gyomorfekély anitrogén-monoxidnak (NO) kdszonheten jelentés mértékben
csokkenthetok. Az MTT sejt életképességi modszer és a hemolizis teszt alapjan elmondhato,
hogy az ERJ-500 a sejtek ¢letképességét nem befolyasolta jelentdsen az altalunk alkalmazott
koncentracioban. Tovabba a SD patkanyokbol izolalt sziveken ex vivo vizsgaltuk meg a
molekula koronaria erekre gyakorolt hatasat a Langendorff modszer szerint €s izolalt dolgozo-
szivpreparatumon. Dozis-hatds gorbék alapjan becsiilt farmakoldgiailag hatdsos
koncentraciotartomanyban megvizsgaltuk, hogy a molekulank hogyan befolyasolja a szivizom
iszkémia/reperfuzio-indukalta karosodasokra kifejtett hatdsokat és azt tapasztaltuk, hogy a
patkanyszivek ereit koncentraciotol fliiggd modon tagitotta. Az infarktusos teriiletek nagysagat
TTC festési modszer segitségével tanulmanyoztuk, mely alapjan megallapithatd, hogy az
infarktusos teriilet nagysagat szignifikansan cs6kkentette 100uM ERJ-500. Eredményeink azt

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

crer
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8. SUMMARY

In the first part of our experiments, we investigated aged black garlic obtained from raw
garlic, which is used for medicinal purposes for thousands of years. Through the aging process
under high temperature and humidity the texture, taste and bioactive components are changed.
Male Sprague Dawley (SD) rats were fed with raw garlic, aged black garlic and with vehicle
fora period of 4 weeks. Isolated hearts were undertaken to ischemia/reperfusion. No significant
differences in body weight and blood parameters were observed after 4 weeks in neither of the
groups. Isolated hearts were undertaken to 30 minutes of global ischemia and 120 minutes of
reperfusion. After I/R superior postischemic cardiac function and decreased infarct size were
found in both garlic treated groups compared to the drug-free control group. We experienced
an alteration in the HO-1 expression levels, which has an important antioxidant property.
Moreover, in control and raw garlic samples decreased iNOS levels were observed, meanwhile
in samples originated from aged black garlic iINOS levels were not significantly reduced after
ischemia/reperfusion. Based on these observations not only raw but also aged black garlic have

cardioprotective effect.

Furthermore, we also investigated the properties of a nitric oxide (NO) donating
acetylsalicylic acid (ASA) derivative (ERJ-500), which is a newly synthetized compound at the
University of Debrecen. One of the most commonly used drug for the treatment of ischemic
heartdisease isthe low-dose, prophylactic use of aplateletaggregation inhibitor, acetylsalicylic
acid (ASA). However, gastrointestinal toxicity is the major limitation of ASA, which can be
avoided by the protective NO. Based on the cell viability assay and hemolysis tests the ERJ-
500 not affected negatively the viability of living cells in the concentrations ranged between
100nM and 100uM. By the ex vivo Langendorff method on hearts taken from SD rats
experienced that, ERJ-500 displayed a dose-dependent, outwashable vasodilative effect in
coronary arteries. Moreover, by focusing on the most potent 100 uM ERJ-500 concentration,
we found thatvasodilative effectalso appeared onisolated working heart model elevated stroke
volume. Furthermore, we found that the infarct size significantly decreased in ERJ-500 treated
hearts after ischemia/reperfusion. Taken together these results, ERJ-500 may contribute to a

new therapeutic tool against ischemic heart conditions and related syndromes
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9. FOBB MEGALLAPITASOK

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

iszkémia/reperfundalt kamrai szivizomban

9.2.

Kisérletiink elsé részében megallapitottuk, hogy a fokhagyma fermentécidja soran
képzo6do fekete fokhagyma Gsszetétele megvaltozik, a fokhagyma jellegzetes izért és
szagaért felel6s allicin mar nem talalhaté meg a feketefokhagymaban, azonban 2-acetil-
1-pirrolin megjelenik.

A kezelések hatasdra javultak a szivfunkcios értékek és az infarktusos teriilet jelentdsen
csokkent. Az antioxidans védelmi rendszer fontos enzime a HO-1 expresszios szintje
emelkedett a fokhagyma ¢és fekete fokhagyma kezelés hatasara iszkémia/reperfuziott
kovetden. Az I/R-t kovetden az iINOS expresszids szintje megtartott maradt a fekete
fokhagymakezelés soran, mig a fokhagyma kezelésnél csokkent.

Megallapitottuk, hogy a fokhagyma jotékony kardiovaszkularis hatdsa megtartott

maradt az érlelési folyamatok soran.

ERJ-500 kardiovaszkularis hatasainak vizsgalata H9c¢2 sejtvonalon ¢és

patkanymodellen

Az egyetemiinkon szintetizalt Gj aszpirin hibrid molekula, az ERJ-500 citotoxikus és
hemolitikus hatasa nem kiilonb6zik a molszidomin és az aszpirinétol.
Az ERJ-500 vazodilatativ hatasu (indirekt bizonyiték a NO szerepe).
Az ERJ-500 kardioprotektiv hatdsokkal rendelkezik (fokozddd koronéria ataramlas,

ver6térfogat emelkedés, infarktusos teriilet csokkenés).
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