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Egyik tanulmanyunkban két novényi hatbanyag a meska €s ay-tokotrienol hatasat
vizsgaltuk iszkémias/reperfundalt sziveken (I/RYx #latokat 4 csoportba osztottuk azéels
rezveratrol, a masodiky-tokotrienol, a harmadik csoport pedig kombindltzédésben
részesilt, a negyedik csoport kontrollként szolgAltkezelések végén az allatok szivét
izolaltuk és 30 perc iszkémianak és 120 perc rapegnhak vetettik ala. Eredményeiidkb
kiderllt, hogy mind a két hatéanyag védelmet nytijez I/R-indukélta karosodasokkal
szemben. Egylttes adagolasuk soran szinergikussthtdpasztaltunk és a szivszoOvetet
jelentbsebb mértekben védték meg az I/R-indukalta karasudial szemben. Erre bizonyitéek
az, hogy a ketls kezelésben részesult allatok posztiszkémias wsieidja szignifikans
mértékben javult a monoterdpidban részesiltekhpeskeTovabbi vizsgalatainkbdl kiderdlt,
hogy a két vegytlet killon-kilén is csokkentetteirdarktusos teriilet méretét, valamint az
apoptozist, a kontroll csoporthoz képest. A kombikézelésben részestilt csoportban tovabbi
csokkenést tapasztaltunk. Western-blot technik&izdgaltuk a p-Akt és Bcl-2 ,talélési”
fehérjék szintjét. Eredményeink szerint az onabaetések is jeletis mértékben emelték az
emlitett fehérjék szintjét, azonban a kombinalt ekéz tovabbi drasztikus novekedést
eredményezett. Az apoptdzis mellett vizsgaltukwnfagia ebfordulasat is. Az autofagia egy
nem apoptotikus programozott sejthalal forma, nieonyos korilmények kozott segiti a
sejtek tulélését is. Meghataroztuk a Beclin-1 fghérintjét valamint a LC3II/LC3I aranyat,
melyek jelents emelkedést mutattak a monoterapias csoportokbkantaoll csoporthoz
képest, és tovabbi jeldi®t emelkedést tapasztaltunk a kombinalt kezelésnswa Ezt
kévetben immunhisztokémiai festéssel vizsgaltuk az LCRbDzitiv sejtek szamat a
szivszbvetben I/R utan, a kapott eredmények al&Zio@ak a Western-blottal kapott
eredmeényeinket.  Végul elektron mikroszkép segitgéigé tanulmanyoztuk az
autofagoszémaékat. A kapott eredményeket 6sszegdmandhatjuk, hogy a resveratrol és a
y-tokotrienol szinergikus hatast fejtenek ki a skben. Ezen hatadsok részben a tulélési
fehérjék, részben pedig az autofagia indukciojavalgyarazhatoak. Kovetkeztetéseinket
alatamasztjak a Wortmaninnal (P13 kindz inhibitkapott eredmények is. A Wortmanninal
kezelt szivekben elmaradt a kezelések indukalt&ipdmtasok, ezzel 6sszhangban csokkent
a ,tulélési” fehérjék valamint az autofagias feb&rgzintje is. A fentebb leirtakbdl egy angol
nyelvii publikacio szuiletett. JCMM (IF=5,114).
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Kovetked tanulmanyunkban munkacsoportunk 24 héten kere&#4iibs koleszterin diétat
alkalmazott New-Zealand nyulakon, amelyben az eggitport tagjai a 4. héttkezdve 5
mg/ttkg/nap dézisa resveratrol kaptak. A 0, 2, 483616, 24. héten meghataroztuk az 6ssz-
cholesterol szintet, majd a 4. 8. 16. 24. 24. héhwa sziveket un. ,izolalt-dolgozd” sziv
modellen vizsgaltuk. A ,dolgoz6” modban regisztwélta preischaemias szivfunkciokat:
szivfrekvencia, koronaria ataramlas, aorta kiaramdérta nyomas és az EKG-t. A 30 perc
iszkémiat kovet reperflzié soran a 30, 60, 90 és 120. percbenlinértpostischaemias
szivfunkciokat és folyamatosan rogzitettik az EKgBas megjeleth kamrai fibrillaciot és
tachycardiat. A reperfazio leteltével mértik azanktusos terlllet nagysagat, valamint a
sziveken immunhisztokémiai és molekuléris biologidsgalatokat végeztink. A sziv
kanulalasaval parhuzamosan az aorta abdominadisdltavolitottuk és 10%-o0s formalin

oldatba helyeztik az atheroslerotikus plakk megbaé&sahoz.

(i) Megallapitottuk, hogy a 2%-o0s koleszterin késehem azonnal okoz szivfunkcids romlast,
hanem kb. a 3.honaptol kemben, de szignifikans valtozas csupan a 6. honapaftl v

lathatova.

(i) Az 5 mg/ttkg/nap dobzisu resveratrol kezelésigsiikansan csokkentette az
atheroslerotikus plakk és az infarktusos terilgtysagat, a kamrai arrhythmiakétrdulasi
gyakorisagat, csokkentette a vér 0Ossz-cholestexiitjét, és javitotta a postischaemias

szivfunkciokat.

A kisérlet®l 1 mar meglég TDK palyamunka, 1 MET poszter, valamint 1 MEBaas, 1
publikacié szuletett (Mol. Cell. Biochem 2011, 3189-205). IF.: 1,896

Kisérletiink masodik részében monitoroztuk, hogyzasfenkciés paraméterek romlasa

0sszefluiggésben van-e a sziv szisztolés vagy diésZiapotanak fokozatos romlaséaval.

Munkacsoportunk célja az volt, hogy 6sszehasoligskiilonbds idéintervallumokig magas
koleszterin tartamu diétan tartott nyulak szivizemdvetét molekularis bioldgiai analizissel,

valamint echocardiografia segitségével.



Him, New Zealand nyulakat harom csoportra oszté&ttie el csoport (i) normal un.
kontroll tapot, masik (ii) csoport harom honaporR@i-os koleszterin dus tapot, a harmadik
csoport (iii) nyolc hoénapon at magas zsirtartalméipot kapott, ad libitum. A
hiperkoleszterinémias allapotot 2,0%-0s kolesziaiindusitott laboratoriumi allateledellel
idéztik eb. A nyolcadik honap végén az allatok ultrahangasgalatat egy VisualSonics
Vevo 770 tipusu ultrahang készlilékkel végeztuke2ekes leteltével a nyulak a fllvéndjukon
keresztll a thrombusképaés megéizése céljabol heparint kaptak (1000 1U/kg), majd az
anaesthesia intra muszkularisan, ketamine/xyla@aéb mg/kg) injektalasaval tortént meg. A
mellkas feltarasat, majd a szivizolalast kdeet a sziveket hideg perfuziés oldatba tettik. A
preparélast kbvéen a sziveket az aortdn és a vena pulmonalisors&éie an. ,dolgozo-
perfluzios” készlléken perfundaltuk. A harom héndggelt csoportot itt két részre osztottuk,
igy az egyik csoportot a masik haromtol d€ledr 30 perc iszkémianak és 120 perc
reperfuzidnak vetettik alad. Az izolalast kdet a szivizom minta egy részét azonnal
feldolgoztuk, a masik részét -80 °C-on taroltuk eswrn blot analizis elvégzéséig. A ,friss”
szivizom szoOveteth egy specialis MITOISOL1 kit segitségével, mitokaachot izolaltunk,
majd ezen izolaltumokon Citokrom c oxidaz aktivitassgalatot végettink, CYTOCOX1 kit
es UV Helios Alpha S2 spektrofotométer hasznalatava# Western blott analizis soran a
HO-1, VEGF és COXIIl fehérjék expresszidjat vizégh) valamint dsszevetettilk a kapott
COX-aktivitas soran kapott eredményeket a COXIIhéige expresszidjdnak mértékével.
GAPDH fehérjét hasznéltunk citoszolikus kontrollkéra COXIV fehérje, pedig a
mitokondrialis hasztartasi fehérjénk volt.

Ultrahang felvételeink készitésekor megfigyeltikogyh a 3. honap elteltekor nem
tapaszaltunk jelefis eltérést a kontroll és a HC (hypercholesterolasjnézivek EF értékei
kozott. A 8. honap végére, viszont nem csupan azaledny romlott szignifikansan, hanem
bekovetkezett az ejekcios frakcio romlasa is (Edfhely fémjelezte a szisztolés funkcio
romlasat is a diasztolés funkcié zavarokat kéeet

A Citokrom c oxidaz aktivitasa is jeldisten csokkent a koleszterines kezelés hataséard,eezze
Western blot eredményeink is atfednek.

HO-1 fehérje expresszidja azdidlérehaladtaval, ill. a kezelés hatasara, jélsem romlott.

A VEGF fehérje expressziojaban a kezelt csoportogok nem talaltunk szignifikdns
kulénbséget, bar a kontrollhoz képest mindharonpasgoértéke jelerdisen leromlott. Az
elektronmikroszkopiai mintafeldolgozas folyamativam.

Az eredményekdl 2012 egy MET poszter sziiletett, a cikk irasadahatban van.



V.

Kisérleteink kovetkeZ részében a HO-1 gének szerepét vizsgaltuk HOrBdgemic egéren.
Kisérleteinkben egyértelilen kimutattuk, hogy a HO-1 gének fdisitése csokkenti az
iszkémia soran felléparrhythmia hajlamot, infarktusos terilet nagysagatamint javitjak a

szivfunkcios paramétereket. A paraméterek javuagaPIX-al (HO-1-inhibitor) gatolhatéva

valt, jelezve a HO-1 gén kardioprotektiv szerepét.
Az eredmeényekdl két publikacid kerilt megjelenésre:

1. Bak I, Czompa AJuhasz B, Lekli I, Tosaki A. Reduction of reperfusion-indutce
ventricular fibrillation and infarct size via hemmxygenase-1 overexpression in
isolated mouse hearts* J Cell Mol Med. 2010 AuglEG.5,228

2. Juhasz B, Varga B, Czompa A, Bak I, Lekli I, Gesztelyi R,ufm J, Kemeny-Beke A,
Antal M, Szendrei L, Tosaki A. Postischemic cardiacovery in heme oxygenase-1
transgenic ischemic/reperfused mouse myocardiu@ell Mol Med. 2010 Aug 16.
IF.: 5,228

V.

Mivel az ebzé tanulmanyainkban kimutattuk a resveratrol és tekaf szarmazékok
kardioprotektiv hatdsat, igy olyan gyégyndveny kiatot kerestiink, amely alkalmas lehet
hypercholesterolaemias statusz javitasara. Ehts8kéelt a meggymag kivonatot kivantunk
tesztelni. Mivel azonban a kivonat toxikoldgiai gjgdlonsagairél semmit nem tudtunk, igy
elssként vizsgalatainkat egy toxikologiai teszttel kg a kivonat artalmas hatasainak
kizarasa érdekében. A meggymag kivonat tobb ezemsngdzisban is biztonsagosnak
bizonyult. Az eredményekibkét publikacid sziletett:

Bak I, Czompa A, Csepanyi Huhasz B, Kalantari H, Najm K, Aghel N, Varga B, Haines
DD, Tosaki A. Evaluation of Systemic and Dermal ibity and Dermal Photoprotection by
Sour Cherry Kernels. Phytother Res. 2011 Jul 1211878

Bak I, Lekli I, Juhasz B, Varga E, Varga B, Gesztelyi R, Szendrei L, Togakisolation and
Analysis of Bioactive Constituents of Sour Cher®rynus cerasus) Seed Kernel: An
Emerging Functional Food.Med Food. 2010 Aug;13(4):905-10. IF.: 1,39



A meggymag-kivonat mellett tébb gyogyndvénykivorna toxikologiai tesztnek vetettiik

ala, azonban nem valtottdk be a hozz&ji#tt reményeket

Kalantari H, Galehdari H, Zaree Z, Gesztelyi R, B, Haines D, Bombicz M, Tosaki A,
Juhasz B. Toxicological and mutagenic analysis of Artemidracunculus (tarragon) extract.
Food Chem Toxicol. 2012 Aug 4;51C:26-32. IF.: 2,999

VI. Miutan a toxikologiai vizsgalatok pozitivan zaitak, megkezdtik hypercholesterolaemias

nyulak ill. tengerimalacok meggymag-kivonatos kégét 30mg/ttkg dézisban.

Vli/a.

Him Hartley-tipusu tengerimalacokat négy csopoasatottunk: kontroll (K), meggymag-
kivonattal kezelt (M), koleszterines tdppal ete(€th), tovabba koleszterines tappal etetett és
egyben meggymag-kivonattal kezelt (ChM) csoport. rleggymag-kivonattal kezelt
tengerimalacokat 33 napig kezeltiink olajmentesisetiritott meggymag-kivonattpdr os. A
meggymag-kivonattal nem kezelt valamennyi tengdama a meggymag-kivonat
szuszpendaldsara haszndlt hidroxietil-cellul6z oyakapta azonos térfogatban (2 ml)
ugyanannyi ideig. A koleszterines tap 2% kolesatetartalmazott, melyet az allatakd
libitum fogyasztottak.

A kezelési idszak végén a tengerimalacok izolalt truncus puldie@dol gyirtipreparatumot
készitettiink, melyeket karbogénnel (95 % ©5 % CQ) atbuboreékolt, 36 °C-os Krebs-
oldatot tartalmazo szervkadakban fliggesztettink @emN nyugalmi feszllés mellett és az
ergyirik izometrias kontrakcios erejét regisztraltuk.

Valamennyi éren ékz0r noradrenalin koncentracié-hatas gorbét vettehkl0 nmol/l - 10
umol/l). 45 perc mosas és pihentetés utan amal/| noradrenalinnal prekontrahdlt ereken 1
umol/l Ach hatasét regisztraltuk, majd Gjabb 45 perasas €s pihentetés utan apnol/l
noradrenalinnal prekontrahalt erekenuifol/l ATP hatasat vizsgaltuk.

Eredményeink arra utalnak, hogy truncus pulmoraiissem a meggymag-kivonattal, sem a
koleszterinnel végzett kezelés nem befolyasoltaerélen a noradrenalinnal szembeni
vascularis valaszkészséget és az endothelialiskarszeceptor-funkciét. Ehhez hasonléan a

koleszterin-kezelés nem befolyasolta IényegeseéXT Rzre adott valaszt sem.



Az elozéekkel szemben a meggymag-kivonattal végzett kezaiEmmban szignifikansan
fokozta az endothelialis,Burinoceptorok altal medialt vazorelaxaciét, amioleszterinnel
végzett kezelés sem befolyasolt.

Az eredményekl 1 MET poszter sziiletett 2010-ben. A publikacésa folyamatban van.
VI/b.

Him New Zealand nyulakat 16 héten keresztll 2%aedzterindus tappal (HC) ill. 2%-0s
koleszterindus tdp + 30mg/ttkg meggymag-kivongttadzelt) kezeltiink. A szivek statuszat
echocadiografiaval is kovettik. A 16. héten a feemtitett médszert alkalmazva a sziveket 30
perc iszkémianak és 120 perc reperfuzidnak vetedtak A reperfazio leteltével a sziveket
TTC oldattal megfestettiik az infarktusos terlletésé miatt, egy masik csoportjat folyékony
nitrogénnel fagyasztottuk a molekularis biolégiaibdezerekhez (Western blot, COX
aktivitas). Az arteria thoracicat Sudan Il al fasik az atherosclerotikus plakkok
kvantifikalasahoz.

Eredményeink sordn a sziv diasztolés funkciojarmklasa kovetkezett be a 16. héten,
amelyet a meggymag-kivonat szignifikansan javitdttizolalt sziv funkciés paramétereinek
javulasa korrelaciot mutatott az ultrahangos felleikel. A meggymag-kivonat csokkentette
az 0ssz-koleszterin szintet ill. az aterosclerctikéziok mértékét. A mitokondrialis COX
aktivitast és a COX Il protein expresszidjat jattia. A HO-1 protein expresszibjat szintén
novelte. Meglepen tapasztaltuk, hogy a VEGF szignal-transzdukdidgonalba, nem
avatkozott bele.

A publikaciobol egy nemzetkézioszter (7th International Congress on Heme Oxygenases
and Related Enzymes Edinburgil) 1 MET (Debrecen) poszter sziiletett. A kézmaCurrent
Pharmaceutical. Design folydiratnal (IF.: 4,774pidlas alatt &ll. A cikk egy Ph.D

dolgozathoz is fel lesz hasznalva.

VII. Him New Zealand nyulakat 16 héten keresztil@8koleszterindus tappal (HC) ill. 2%-
os koleszterindis tap + medvehagyma-kivonattal ¢Kezkezeltink. A medvehagyma
liofilizadtumot a szegedi egyetem fitofarmakoldgiainszékétl kaptuk. A protokoll teljes
mértékben megegyezik a meggymag-kivonattal kezedekA sziv diastolés funkcidi és
szivfunkcios paraméterei javulast mutattak a kezsdportban. A hematoldgiai paraméterek:
total-koleszterol, triglicerid, LDL, HDL, ApoA, ApB, glikoz, kreatinin, CK, GOT, GPT,
LDH, AP, Natrium, Kalium, Klorid, CRP mérése folyathan van. A Western blot,



immunhistokémia, mitokondrialis fehérjék aktivitass expresszidja, elektormikroszkopias

metszetek ékészitése a feldolgozasi stadiumban van.

A tamogatott OTKA szama, 9 MET poszterben, 9 Dedme&linikai Farmakoldgiai Napok
konferencia poszterben, 1 kulfoldi konferencia &iakban, 1 konyvfejezet, 1 MET
eléadasban, 4 hazai tovabbképelsadasban, és 16 nemzetkdzi folydiratban (kumulativ
impakt faktor: 36.741) kerult feltintetésre. 1 cikdvizio alatt (IF.. 4,774), 1 cikk irasa

folyamatban van.



