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1. Bevezetés

A kardiovaszkularis morbiditas és mortalitas mind sulyosabb
aranyokat  olt. Napjainkban ez a vezetdé haldlok
Magyarorszagon. A tudomanyos kozosség egyik feladata a
kardiovaszkularis betegségek enyhitését célzo 1 eljarasok,
terapiak felkutatasa. Nobel-dijjal kitiintetett magyar kutatonk,
Szent-Gyorgyi Albert mar 1936-ban foglalkozott a flavonoidok
kapillaris permeabilitasra kifejtett hatasaval. Az eltelt 80 évben
egyre részletesebb kép alakult ki a polifenolok, koztik a
flavonoidok sokszinii vilagardl, melynek meghatarozo eleme a
quercetin. A dinamikusan gyarapodé szakirodalom e molekula
kardioprotektiv hatdsanak kiilonb6z6 mechanizmusait ugyan
targyalja, de - feltehetden metodikai nehézségek miatt - igen
kevés adat keriilt publikalasra a quercetin koronaria artériakra
kifejtett kozvetlen hatasarol. A terdpids lehetdségek
kiaknazasahoz nélkiilozhetetlen a pontos vazodilator hatés
megismerése a miokardium vérellatdsdban kulcsfontossagu
koronaria arteriolakon. Disszertaciom targya ezért a quercetin
koronaria arteriolakra Kifejtett hatdsanak vizsgalata rovid és
hosszl tavl alkalmazas esetén.

A quercetin és glikozilalt formai, példaul a rutin, a
novényvilagban  széleskorlien elterjedt molekulak. A
kiegyensulyozott vegyes étrenddel 28-42 mg-ot visziink a
szervezetiinkbe naponta. Ez 0,1-1 umol/liter
plazmakoncentraciot eredményez.

A quercetin akut vaszkularis hatasarol viszonylag kevés human
adat all rendelkezésre, de ezekbdl az a tendencia rajzolodik ki,
hogy a mikrokeringés fokozodasa nagyobb dozisok esetén



(tobb, mint 1000 mg polifenol) a NO produkciéo fokozasa
révén, de kisebb dozisoknal (50-400 mg quercetin) nem NO
fliggé modon valdsult meg. Allatkisérletes adatok azonban a
hatds részletesebb ¢és érszakaszonként differencialt modjat
mutatjadk. Endotél fliggd mechanizmusként a NO és
prosztaciklin medialt, endotél filiggetlen utvonalon pedig
kiilonféle ioncsatornak modulélésa jelentds.

Hosszi tdvli quercetin kezelés hatdsara az endotél funkcid
javulasarol szamoltak be, de ennek mechanizmusa nem
tisztazott. Allatkisérletes eredmények szerint a quercetin
antioxidans hatdsa, intracellularis enzimekkel t6rténd
interakcidja, a vaszkuladris endotelidlis novekedési faktor
expressziojanak ¢s jelatvitelének gatlasa, valamint a matrix
metalloproteazok  gatlasa az erek  szerkezetének és
farmakologiai valaszkészségének atépiiléséhez vezethet.

2. Célkitiizés

Jelen ismereteink szerint a quercetin a nagy artériaktol a kis
artériak felé egyre jelentdsebb vazodilataciot hoz 1étre. Milyen
mértékli vazodilataciot valt ki koronaria arterioldkon az
¢élettanilag relevans quercetin koncentracido? Folytatodik-e a
hatas fokozodasa az egyre kisebb atmér6jii erek mentén?
Meglevd ismereteink alapjan a koronaria ereken létrejovd
vazodilatacid jelentds részben endotél fiiggd folyamat. Nincs
azonban adatunk a NO ¢és a prosztaciklin dependens utvonalak
aranyarol koronaria arteriolakban. Mivel a NO vazodilator
funkcidja  leginkabb a  kis artériakban  érvényesiil,
feltételezhetd, hogy a koronaria arteriolakban mas mediatorok,
példaul a vazodilator prosztanoidok jatsszak a foszerepet.



Megfigyelhet6-e hosszi tava quercetin  kezelés soran a
korondria arteriolakban a bazalis NO produkcié megvaltozasa?
Hogyan befolyasolja ez, és az antioxidans hatasok a korosodas
indukalta biomechanikai és farmakologiai remodelinget?

Mindezek alapjan a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Kimutathaté-e, ¢és ha igen, milyen mértéki a
vazorelaxacio  patkany  intramuralis  korondria
arteriolakban kiilonb6zd fizioldgias quercetin dozisok
akut alkalmazasa esetén?

2. Mennyiben NO felszabadulds, ¢és mennyiben
prosztanoid felszabadulas altal medialt az intramuralis
korondria arteriolakban kialakul6 vazodilataci6?

3. Hogyan befolyasolja az intramuralis koronaria
arterioldk korosodéssal egylitt jard strukturdlis és
funkcionalis atépiilését a tartds, hosszu tava quercetin
szupplementacié?

3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok
A kisérleti allatokat a Semmelweis Egyetem Elméleti
Orvostudoméanyi Tombjének 4allathdzaban tartottuk, ahol
allando homeérséklet és paratartalom mellett ad libitum tap
(S8106-S011 SM, Ssniff Spezialdidten, Soest, Németorszag) és
ivoviz allt rendelkezésre. A kisérlet napjan intraperitonealis
pentobarbital (45 mg/ttkg) anesztézidban a szivet kimetszettiik
és 4°C-os normal Krebs-Ringer oldatba (nKR) helyeztiik
(6sszetétele mmol/literben: NaCl 119, KCI 4,7, NaH,PO, 1,2,
MgSO, 1,17, NaHCO; 24, CaCl, 2,5, glukéz 5,5, EDTA
0,034). Minden kisérlet soran betartottuk az allatkisérletekre
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vonatkozé hazai, és az Europai Uni¢ irdnyelveivel konform
eldirasokat. Az etikai engedély kelte 2009.09.28, regisztracios
szama 22.0/2960/003/2009, az engedélyez0 hatdsag a
Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga.
- A quercetin akut hatasanak vizsgalata
A Kkisérletekhez 350-450 g tomegli him Wistar patkédnyokat
hasznaltunk. Az allatok 3 napig akklimatizalodtak a kisérletek
eldtt.
- Aquercetin hosszu tavu hatasanak vizsgadlata
180-200 g testtomegli him Wistar patkdnyokat két csoportba
osztottunk. A kontroll csoport a fenti tdpot és csapvizet kapott
8 hétig, mig a quercetinnel kezelt csoport azonos tapot és az
ivovizbe szuszpendalt quercetint kapott 30 mg/ttkg/nap
dozisban. Az éallatok viselkedését, testtomegét €s bdrének
turgorat hetente kétszer ellendriztiik.

3.2.  Preparatumok elokészitése
A vizsgalatokat nyomas angiométer technikaval végeztiik.
Legalabb 3 mm hosszt intramuralis koronaria arteriolat
preparaltunk, melynek oldaladgait lekotottik, és két végén
kaniilalva szervfirdobe (Experimetria LTD, Budapest)
helyeztiikk. A szervfiirdében 75% N, 20% Oy, és 5% CO-
gazeleggyel optimalis pH-t (~7,4) és parcialis oxigén nyomast
(~95 Hgmm) tartottunk fent. A kaniilokhéz csatlakoztatott
szervopumpadk az inkubdcios periddusok alatt az érszakasz
fiziologias nyomasanak megfelelé 50 Hgmm-t tartottak fent,
mig a nyomas-gorbék felvételekor az intraluminalis nyomast
10-100 Hgmm kozott valtoztattuk, 3 perces inkubacioval
minden nyomadsértéken. Minden vizsgdlatunkat aramléstol
mentes korlilmények kozt végeztiik. Az inkubacids periddusok
végén fotot készitettlink a preparatumrol, melyet mikrométer
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etalonnal (Wild, Heelbrugg, Svajc) kalibraltunk, és az atmérot
off-line meghataroztuk (Leica QWin, Wetzlar, Németorszag).
3.3.  Vaszkularis protokollok

- A quercetin akut alkalmazasanak dozis-hatas osszefiiggése
Ezeket a vizsgalatokat 151+27 pm maximalisan relaxalt belsé
atmérdjii koronaria arterioldkon végeztik (n=8). A nKR
oldatban végzett bevezeté inkubacido utan dozis-hatas gorbét
vettiink fel 10° mol/literes koncentraciotél 107 mol/literig, 50
Hgmm-es intralumindlis nyomdson. Ez utan a preparatumok
mindségét ismételt nKR oldatos inkubacidval ellendriztiik.
Azon preparatumokat, ahol az ératmérd tobb mint 5%-kal eltért
a kiindulasi nKR-ben mért atmér6tdl elvetettilk. Végil a
passziv, maximalisan relaxalt ératmérét kalciummentes Krebs-
Ringer (Ca mentes KR) oldatban hataroztuk meg (Osszetétele
mmol/literben: NaCl 92, KCI 4,7, NaH,PO, 1,18, MgCl, 20,
MgSO, 1,17, NaHCOs3 24, glukéz 5,5, EGTA 2, EDTA 0,025).
- A quercetin akut hatasmodjanak vizsgalata

Ebben a vizsgalatban célunk volt a hatds méret fiiggésének
feltarasa, ezért ezeket a vizsgalatokat 100-320 pm (188+14
um) maximalisan relaxalt belsé atméré tartomanyba esd
korondria arterioldkon végeztiik (n=16). Az erek aktiv, spontan
tonus alatt, NKR oldatban mérhetd belsé atmérdje 70-240 pum
(1494+13 pm) volt. A bevezetd inkubacido utan vizsgaltuk az
ératmérét 107 mol/liter quercetin koncentracio, és ehhez adott
10™ mol/liter indometacin (ciklooxigenaz gatld, a vazodilator
prosztanoidok hatasanak vizsgalatahoz) és 10™ mol/liter N°-
nitro-L-arginin-metil-észter  (L-NAME, endotelialis NO
szintaz, eNOS gatlo) jelenlétében. A reprodukalhatosagot
ismételt nKR és quercetin oldatos inkubécioval ellendriztiik, és
a passziv atmérét Ca mentes KR oldatban hatdroztuk meg.
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Minden ponton 20 perc 50 Hgmm-es inkubaci6 utan felvettiik a
10-100 Hgmm kozti nyomas ératmérd jelleggorbét.
- Hosszu tavi quercetin kezelés hatdisa a biomechanikai és

farmakologiai remodelingre
A felhasznélt korondria arterioldk maximalis, passziv belsd
atméréje 174+4 pum volt (n=22 quercetinnel kezelt és n=20
kontroll). A farmakologiai remodeling vizsgalatdhoz 10°
mol/liter noradrenalint, 10> mol/liter acetilkolint, 10°° mol/liter
bradikinint, és 10 mol/liter L-NAME-et hasznaltunk a fenti
nyomas emelkedés protokoll szerint. A reprodukalhatosagot
ismételt nKR inkubacidval ellendriztik. A biomechanikai
atépiilést a Ca mentes KR oldatban felvett nyomas-ératmérd
jelleggorbével vizsgaltuk.

3.4. Szamitasok
Az adatokat az azonos nyomason mért passziv atméré (Ca
mentes KR-ben mért ératmérd) szazalékaban kifejezve
normalizaltuk. A spontan toénust a 100- nKR oldatra szamitott
relativ atmérd képlettel szamitottuk. Az aktiv tonust azonos
moddon, de farmakon jelenlétében szadmitott relativ atmérdvel
hataroztuk meg. A tangencialis falfesziilést a Laplace-Frank
egyenlet, mig az inkrementalis elasztikus modulust Cox 1979-
es munkdja alapjan szamitottuk ki.

3.5. Statisztika
Az adatok normal eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik.
A normal eloszlasu adatokat atlagtSEM forméban jelenitjiik
meg, a csoportok Osszehasonlitdsahoz t-tesztet, egy- €s, kétutas
normal és ismétléses variancia analizist (ANOVA) Tukey
poszt-hoc teszttel, Pearson korrelaciot és linearis regressziot
hasznaltunk. A nem normal eloszlast adatok leirasa a medidn
¢és interkvartilis tartomany (median [1Q25%; 1Q75%]) formajat
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koveti, az Osszehasonlitaisukat Mann-Whitney teszttel
végeztilk. A szignifikancia hatarértékét p<0,05-ben hatéroztuk
meg.

4. Eredmények

4.1. A quercetin dozis-hatas osszefiiggése patkany
intramuralis koronaria arteriolan

Az arterioldk kiindulasi, spontan tonusat (20,2+4,3%) mar 107
mol/liter quercetin koncentracid szignifikansan csokkentette. A
plazmaszinthez kozeli, 107 mol/liter koncentracié a ténust a
felére csokkentette, mig 10° mol/liter teljesen relaxalta az
arteriolakat. A relaxacio reverzibilis volt, az arteriolak ténusa
kimosas utan helyreallt (egyutas ismétléses ANOVA, Tukey
poszt-hoc teszttel, minden quercetin koncentracional p<0,05
vs. nKR.).

4.2. A quercetin akut hatismodja
107" mol/liter quercetin hataséra jelentés vazodilatacio jott 1étre
a koronaria arteriolakon. Az arteriolak a spontan tonusuk
(21,3£2,3%) mintegy felét, 48,9+6,7%-at relaxaltak (kétutas
ismétléses ANOVA, Tukey poszt hoc teszttel 10-70 Hgmm
kozt p<0,05 vs. nKR). Az eltéré méretii arterioldk relaxacidja a
spontdn  ténusra, mint prekontrakciéra  normalizalva
Osszehasonlithatd. E szerint a spontan tonus aranyaban
l1étrejové quercetin hatds és a passziv atméréd kozt nincs
korrelacio (Pearson korrelacid a passziv atmérd ¢és a
tonuscsokkenés aranya kozt r=-0,03, ns.). Azonban mivel az
atmérd csokkenésével a spontan tonus egyre fokozottabb, a
kisebb arteriolakon létrejovo dilatacid élettanilag jelentdsebb.
Mind az indometacin, mind az L-NAME hatasara a
quercetinnel dilatalt arteriolak kontrahaltak, jelezvén, hogy
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mind a vazodilator prosztanoidok, mind a NO részt vesznek a
jelatvitelben (indometacin: kétutas ismétléses ANOVA Tukey
poszt-hoc teszttel 20-60 Hgmm kozt p<0,05 quercetint
indometacin vs. quercetin, L-NAME: kétutas ismétléses
ANOVA Tukey poszt-hoc teszttel 10-70 Hgmm kozt p<0,05
quercetin+indometacin+L-NAME vs. quercetin+indometacin).
Azonban 50 Hgmm-en indometacin hatasara jelent6sebb
vazokonstrikci6 jott 1étre, mint L-NAME hatésara (7,8% [3,1;
10,5] vs. 3,5% [1,3; 5,1], Mann Whitney proba p<0,01). A
quercetin beaddsa utan az indometacin hatdsara 1étrejovo
vazokonstrikcid méretfiiggének bizonyult, az egyre kisebb
arterioldk egyre jelent6sebb kontrakciot produkaltak (Pearson
korrelacié a passziv atmérd és az indometacin hatasa kozt
r=-0,65, p<0,01).
4.3. Hosszu tava quercetin kezelés hatasa a
biomechanikai és farmakoldgiai atépiilésre

A nyolc hetes kezelés végén a kontroll és a kezelt éllatok
viselkedésében, testtartasaban, szOrzetében nem  volt
kiilonbség. A két csoport testtomegiik (507+9 g vs. 504+10 g, t
proba, ns.) €s a szivtomegiik (1,38+0,14 g vs. 1,35+0,18 g, t-
proba, ns.) szerint sem tért el egymastol.

A kontroll és kezelt arterioldk passziv atmérdjében ¢és
elasztikus modulusaban nem volt kiilonbség (mindkét
Osszehasonlitasban kétutas ANOVA-val ns.), tehat az érfal
kotészoveti elemeiben nem tortént atépiilés. Azonban, mikor
kifejlédott az arteriolék fizioldgias allapotara jellemzd spontan
tonus, a kezelt arterioldknak magasabb spontan tonusuk volt,
mint a kontroll arterioldknak (kétutas ANOVA, p<0,01). Ez
szignifikdnsan kisebb aktiv belsd atmérdt eredményezett a
kezelt csoportban (kétutas ANOVA, p<0,01). Ezzel
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Osszefiiggésben az arteriolak falvastagsaga teljesen relaxalt
passziv allapotban nem kiilonbozott (Mann Whitney proba,
ns.), mig aktiv, spontan tonus alatt a kezelt arterioldk fala
vastagabb volt (Mann Whitney préba, p<0,05). Ebbdl
kovetkezik, hogy aktiv allapotban a kezelt csoport tangencialis
falfesziilése szignifikdnsan, mintegy 30%-kal kisebb volt
(kétutas ANOVA, p<0,01). Biomechanikai ¢ératépiilés
tekintetében tehat a kulcsmotivum a fokozott spontan ténus,
ami az ¢érfal vastagodéasat ¢és a falfesziiltség csokkenését
okozza. Egyben megteremti a quercetinnel kezelt koronaria
arteriolak nagyobb dilatacios rezervét.

A farmakologiai valaszkészség tekintetében a kezelt arterioldk
noradrenalin indukalta vazorelaxacidja kisebb mértékii volt,
mint a kontroll csoporté (kétutas ANOVA, p<0,01). Az
eredmény igazolja a szakirodalomban leirtakat, miszerint a
quercetin és metabolitjai gatoljak az adenilat-ciklazt. Mind az
acetilkolin, mind a bradikinin kivaltotta NO medialt relaxacio a
kezelt csoportban mérsékeltebb volt, mint a kontroll csoportban
(kétutas ANOVA, p<0,01), ellenben az L-NAME hatasara a
kezelt csoport jelentosebb vazokonstrikciot produkalt (kétutas
ANOVA, p<0,05, Tukey poszt hoc teszttel 60-100 Hgmm
kozott szignifikans). A koronaria arteriolak esetén az
acetilkolin hatasa ép endotél mellett is méretfiiggd, a nagyobb
arterioldkat  dilatalja, a kisebbeket kontrahalja. Jelen
kisérletiinkben minden arteriolan dilataciot tapasztaltunk, tehat
a méretbeli kiilonbségek még nem okoztak farmakologiai
valaszkészség  valtozast. Osszevetve az L-NAME-mel
megfigyelt bazalis, és a bradikinin indukalta maximalis NO
medialt valaszt az egyes nyomdsokon, lathatova valik, hogy a
teljes NO mediadlt valaszlehetdség tartomanyaban nincs
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kiilonbség a két csoport kozt (kétutas ANOVA, ns.), tehat
feltehetéen nem novekedett az eNOS mennyisége, amit a
szakirodalom is alatamaszt. Azonban, a quercetinnel kezelt
arterioldk bazalis NO termelése a nyomas novelésével sem
csokken, nem tugy, mint a kontroll csoportbol szarmazéd
arteriolaké (linedris regresszidos egyenesek Osszehasonlitasa,
p<0,05). Az azonos skalan magasabb nyugalmi érték mellett
kisebb tere van a tovabbi eNOS serkentésnek, igy érthetd a
kezelt csoportban tapasztalt limitalt bradikinin valasz.

5. Kovetkeztetések

A fentebb megfogalmazott kérdéseinkre a kovetkezo
valaszokat kaptuk:

1. Kimutathaté-e, ¢és ha igen, milyen mértékii a
vazorelaxaci6  patkdny  intramurdlis  koronaria
arterioldkban kiilonb6zd fiziologids quercetin dozisok
akut alkalmazasa esetén?

Az intramuralis korondria arterioldk mar 1 nmol/liter quercetin
hataséara szignifikansan relaxalnak. A relaxacié dézis fliggéen
fokozddik 10 pumol/liter koncentracidig, ahol az arterioldk
tonusa gyakorlatilag nullara csokken. Az atlagos quercetin
plazmakoncentracio a 100 nmol/liter tartomanyban véarhato.
Ebben a doézisban a quercetin kivaltotta vazorelaxacidé nem
csak szignifikans, de élettanilag is jelentds: a teljesen relaxalt,
passziv atmérének atlagosan 10%-a. Az arterioldk a meglevo,
atlagosan 20%-os tonusuk 49%-at relaxaljak 100 nmol/liter
quercetin hatdsara. A nagyobb spontan ténusu, kisebb atmérdji
arterioldk esetében a fokozott spontan ténus miatt a kialakuld
vazorelaxacio élettanilag jelentdsebb.
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2. Mennyiben NO felszabaduldas, ¢s mennyiben
prosztanoid felszabadulas altal medialt az intramuralis
koronaria arterioldkban quercetin hatasara kialakulod
vazodilatacio?

Eredményeink szerint az akut quercetin kivaltotta vazodilatacio
részben NO medialt, azonban mérettdl fiiggden (150-180 pm
alatt) a prosztanoid medialt endotelidlis relaxacié dominalhat.
Az arteriolak kaliberének csokkenésével a prosztanoid medialt
dilatacio egyre jelentdsebb, mig NO medialt relaxacid esetén
nem talaltunk ilyen Osszefiiggést. Igy tehat az altalunk
legtobbszor vizsgalt, kis méretli arterioldkban a prosztanoid
medialt relaxacio jelentdsebb volt, mint a NO medialt valasz.

3. Hogyan befolyasolja az intramurdlis korondria
arteriolak korosodassal egyiitt jaré strukturalis és
funkcionalis atépiilését a tartds, hossza tavll quercetin
szupplementaci6?

A két honapos 30 mg/ttkg/nap dozisi  quercetin
szupplementacid hatasara az intramuralis korondria arterioldk
spontan tonusa ¢€s bazdlis NO termelése fokozddott. Ezek
kovetkezményeként a kezelt allatok arteriolaiban a magasabb
simaizom aktivitds megndvelte az érfal vastagsagat, ¢€s
lecsokkentette az izobar tangencidlis falfesziilést. Mindezen
valtozasok nagyobb dilatacios rezervet biztositanak a korondaria
keringésnek.
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