A sziv és érrendszeri betegségek vildgszerte vezetd haldlokot képeznek. Jelenleg
Eurépédban, hazdnkban is, és az Egyesiilt Allamokban a sziv- és érrendszeri betegségek az
Osszhalalozéds tobb mint 51 %-t teszik ki. A vilag foldrajzi régioit tekintve, a legtobb fejlett
orszagban a haldlozas jelentdsen csokkent, ugyanakkor a kelet-eurépai orszdgokban, koztiik
hazankban is, ez id0 alatt a mortalitds dramaian emelkedett. Becslések szerint 2020-ra a
fejlodd orszdgokban is a lakossdg jelentOos részét fogja érinteni ez a betegség. A
kardiovaszkularis betegségek kétszer annyi dldozatot szednek, mint a rdk. A leggyakoribb
betegségek kozott is az elsd harom helyen szerepelnek az ilyen tipusd kérképek, melyeknek
szamos megjelenési formdja 1étezik: szivinfarktus, angina pectoris, szivelégtelenség,
ritmuszavar, érelmeszesedés. Hazankban 2005-ben kozel 80000 beteg hunyt el keringési
betegségben. Magyarorszagon jelenleg évente ~400 milliard Ft-ot koltink a kiillonbozd
kardiovaszkuldris megbetegedésben szenveddk (~2 millié f6) kezelésére, ezért sziikségszerti
ezzel a problémadval torédniink. A diabetes szovodményeként kialakuld kardiovaszkularis
betegségek egyre jelentésebb népegészségiigyi problémit jelentenek vildgszerte. Eppen ezért
nagyon fontos a cukorbetegség illetve a sziv-, és érrendszeri betegségek kozti kapcsolat
felderitése, a molekuldris genetikai mechanizmusok vizsgélata a jobb és hatékonyabb terdpids
lehetdségek felismerése, és kialakitdsa érdekében. A betegségcsoport népegészségiligyi
jelentoségére valo tekintettel fontos azok molekuldris mechanizmusinak felderitése, a
farmakoldgiai befolyasolasi lehetdségek kutatdsa, amely tudoményos jelentOségén tul uj
terapids lehetdségeket is teremthet.

Bar a rezveratrol kardioprotektiv hatdsa jol ismert, csak kevés adattal rendelkeziink
cukorbetegséggel Osszefiiggd, kardiovaszkularis korképekben kifejtett hatdsardl. Ezért
kisérleteink sordn halmozott rizikéfaktorral rendelkezd, elhizott és diabéteszes

patkdnymodellen kivantuk vizsgélni a rezveratrol hatdsait.

Megvizsgaltuk a rezveratrol hatdsat a:

e a vércukor-, és inzulinszintre, valamint a testtomegre

e a postischaemids szivfunkciok felépiilésére (kamrafibrilliciok kialakuldsdnak
gyakorisdga, sziv frekvencia, coronaria 4tdramlds, aorta kidramlds, kifejlédd bal
kamrai nyomds, infarktusos teriilet nagysaga)

e a GLUT-4 gliik6éztranszporterek transzlokacidjara

¢ az endothelin expresszidra



Eredményeik alapjan elmondhatjuk, hogy a rezveratrol az éltalunk alkalmazott 5 mg/ttkg-os
dozisban még halmozott rizikéfaktorok jelenléte esetén is jotékony hatdssal van a szivre, sot a
diabetes, illetve a metabolikus szindroma tiineteit is enyhiti. A rezveratrol hatdsara ugyanis az
emelkedett vércukor szint értékek csokkentek, amelyben valésziniileg az jatszik szerepet,
hogy fokozddik a GLUT-4 gliikéztranszporterek expresszidja, illetve szintézise és ezaltal
novekszik a sejtek gliikoz felvétele a vérbol. Azt tapasztaltuk, hogy csokkent a tulsulyos
allatok testtomege is, amely szintén elonyds, mivel igy csokken a sziv terhelése. Rezveratrol
hatdsara jelentdsen javult a sziv postischaemids felépiilése, csokkent a szivfrekvencia, nott a
kifejlodo bal kamrai nyomads, fokozddott az aorta kidramlés, és a corondria dtdramlds. Mivel a
rezveratrol csokkenti az endothelin-1 expressziojét, javul a szivszovet perfizidja, és csokken
az infarktusos teriilet nagysdga. A rezveratrol az arrythmogén szabadgyokoket megkoti, igy a
reperfizié kezdeti szakaszaban kialakul6 arrythmidk valészintisége is csokken.

Tovabbi kisérleteinkben 6sszehasonlitottuk a Coenzyme Q10 (CoQ10) és Q9 (CoQ9)
kardioprotektiv hatdsit iszkémia/reperfuzionek Kkitett izolalt, ,,dolgozd” tengerimalac sziv
preparatumokon. Az éllatokat 3 csoportba osztottuk: kontrol, CoQ10-el kezelt, CoQ9-el kezelt
30 napon keresztiil. A kezelések végén a sziveket kimetszettiik és ,,dolgozd” perfizids
késziilékkel perfundaltuk. Vizsgaltuk a kezelések hatdsait a posztiszkémids szivfunkcidk
felépiilésére, a reperfuzid-indukalta arrhythmidk el6fordulasdara az infarktusos teriilet
nagysagdra, valamint a kardiomiocitak apoptdzisara. Meghataroztuk tovabbd a szivek CoQ9
és CoQI10 tartalmét egyarant miszeres analitikai technikdval (HPLC, MS). Eredményeink
alapjan elmondhatjuk, hogy a CoQ9 és CoQ10 azonos kardioprotektiv hatdssal rendelkeznek,
ami megmutatkozott a szivfunkciok felépiilésében, az arrhythmidk el6fordulasanak, az
infarktusos teriilet nagysdgénak és az apoptotikus sejtek szamdnak csokkenésében. A szivek
Q9 és QIO tartalmdnak meghatdrozdsa rdmutatott, hogy jelentds mennyiségii CoQ9
konvertdlédott CoQ10-é. Ezen eredmény alapjan elmondhatd, hogy a CoQ9 onmagdban és
CoQ10-€ torténd konvertalddds utdn is csokkentheti a szivizom iszkémia/reperfuzid-indukalta
karosodasokat megeldzve igy a sejtelhalast.

A kozelmultban a mitokondridlis glutaredoxin-2-r6l (Glrx2) kimutattdk, hogy nagyon
fontos redox reguldtor az emlds szervekben, igy a szivben is. Tudomdsunk szerint ez iddig
nem végeztek olyan kisérleteket, melyekben a Glrx2 potencidlis szerepét vizsgaltdk
kiilonb6z6 kardiovaszkularis megbetegedésekben. Ezért megvizsgaltuk, hogy a GlIrx2
overexprssszioja képes e megvédeni a szivszovetet az iszkémia/reperfuzid-indukalta
apoptozissal és nekrdzissal szemben. Glrx2 transzgenikus és vad tipusd egerekbdl izolalt

sziveket 30 perc iszkémidnak és 120 perc reperfizidonak vetettilk ald. A transzgenikus



egerekbdl izolalt szivek posztiszkémids felépiilése jelentds mértékben jobb volt a vad
tipusuakkal Osszehasonlitva. A transzgenikus &llatokokbdl izoldlt szivben szignifikans
mértékben csokkent az infarktusos teriilet nagysaga, az apoptotikus sejtek szdma, valamint
csokkent a citokrom C transzlokédcié és a kaszpdz-3 és -9 aktivitds. Glrx2 overexpresszid
kovetkeztében csokkent a mitokondridlis kardiolipin vesztés, a ROS-ok aktivitdsa, valamint
egyensulyban maradt a kardialis GSH/GSSH arany.

Tovabbi kisérletekben megvizsgéltuk a szulfhidril (SH) csoportok peroxinitrit fliggod
oxid4cidjdnak hozzdjarulasit a szivizomsejtek kontraktilitisanak diszfunkci6jahoz
Osszehasonlitva a szintén SH-oxiddlé tulajdonsdgid 2,2-dithiodipyridinnel (DTDP)
permeabilizalt bal kamrai human kardiomiocitdkon. A reverzibilitds vizsgélatdra kiillonbozo
antioxiddnsokat haszndltunk: dithiothreitolt (DTT), redukalt glutathiont (GSH), valamint N-
acetyl-L-cysteint (NAC). Mértiik a maximadlis izometrikus aktiv erd (F,) kifejlodését és a
»cross-bridge” ciklus maximadlis ,turnover’-t (kKy,max). Az SH-csoportok oxidaciéjat egy
szemi-kvantitativ Ellman’s assay-vel és SH-specifikus protein biotinilalassal mértikk. Mind a
peroxinitrit, mind pedig a DTDP koncentraciofiiggd médon, csokkentette az F, értékét. Az F,
DTDP altal okozott nullara csokkenésével parhuzamosan az SH csoportok teljes eliminécidja
tortént, mig a peroxinitrit esetében a szabad SH-csoportok maximadlis csokkenése csak 56+6%
volt a kontrolhoz (100%) viszonyitva. A 2,5 mM DTDP altal kivaltott F, és szabad SH-
csoport csOkkenés teljes mértékben visszafordithatd volt DTT alkalmazdsaval. Ezzel
ellentétben DTT csak részben dllitotta vissza az F, értékét a teljes protein SH tartalom
visszadllitdsa ellenére, peroxinitrit kezelés utan. Bar a DTT és a NAC egyformén hatasosnak
bizonyult az F, értékének helyredlldsaban peroxinitrit kezelés utan, a NAC és a GSH nem volt
képes helyredllitani sem a F, sem a K, max értékét DTDP kezelést kovetden.

Kisérleteink tovabbi részében két novényi hatéanyag a rezveratrol és a y-tokotrienol
hatdsét vizsgaltuk iszkémids/reperfundélt sziveken. Az éllatokat 4 csoportba osztottuk az elsé
rezveratrol, a mdsodik vy-tokotrienol, a harmadik csoport pedig kombindlt kezelésben
részesiilt, a negyedik csoport kontrollként szolgalt. A kezelések végén az éallatok szivét
izoléltuk és 30 perc iszkémidnak és 120 perc reperfizidnak vetettiik ald. Eredményeinkbdl
kideriilt, hogy mind a két hatéanyag védelmet nytjtott az I/R-indukélta kirosoddsokkal
szemben. Egyiittes adagoldsuk sordn szinergikus hatdst tapasztaltunk és a szivszovetet
jelentosebb mértékben védiék meg az I/R-indukdlta kdrosodasokkal szemben. Erre bizonyiték
az, hogy a kettos kezelésben részesiilt dllatok posztiszkémids szivfunkcidja szignifikans
mértékben javult a monoterdpidban részesiiltekhez képest. Tovabbi vizsgdlatainkbdl kideriilt,

hogy a két vegyiilet kiilon-kiilon is csokkentette az infarktusos teriilet méretét, valamint az



apoptozist, a kontroll csoporthoz képest. A kombinalt kezelésben részesiilt csoportban tovabbi
csokkenést tapasztaltunk. Ezek mellett Western-blot segitségével vizsgiltuk a p-Akt és Bcl-2
»tilélési” fehérjék szintjét. Eredményeink szerint az onallé kezelések is jelentés mértékben
emelték az emlitett fehérjék szintjét, azonban a kombindlt kezelés tovabbi drasztikus
novekedést eredményezett. Az apoptdzis mellett vizsgaltuk az autofdgia eléforduldsat is.
Vizsgaltuk a Beclin-1 fehérje szintjét valamint a LC3II/LC3I aranyat, melyek jelentOs
emelkedést mutattak a monoterdpids csoportokban a kontroll csoporthoz képest, és tovabbi
jelentds emelkedést tapasztaltunk a kombindlt kezelés sordn is. Ezt kovetden
immunhisztokémiai festéssel vizsgaltuk az LC3II pozitiv sejtek szdmét a szivszdvetben I/R
utdn, a kapott eredmények alatdmasztottdk a Western-blottal kapott eredményeinket. Végiil
elektron mikroszkép segitségével tanulmanyoztuk az autofagoszomakat. A kapott
eredményeket Osszegezve elmondhatjuk, hogy a rezveratrol és a y-tokotrienol szinergikus
hatést fejtenek ki a szivizomban. Ezen hatdsok részben a tilélési fehérjék, részben pedig az
autofdgia indukciéjaval magyardzhatéak. Kovetkeztetéseinket aldtdmasztjak a Wortmaninnal
(PI3 kinaz inhibitor) kapott eredményeink is. Ugyanis Wortmanni kezelés hatasara elmaradtak
az észlelt pozitiv hatdsok, ezzel O0sszhangban csokkent a ,tdlélési” fehérjék valamint az
autofagids fehérjék szintje is.

Kordbban kisérleteket végeztiink a meggymag ,.zsirtalanitott”, szilard frakcidjaval
1szkémia/reperfuzionak kitett izolalt patkanysziveken (Bak I. et al., Am. J. Physiol., 2006.). A
kisérletek sordn azt tapasztaltuk, hogy a meggymag extrakt, az alkalmazott ddzisokban,
jelentds mértékben javitotta a posztiszkémids szivfunkcidkat, valamint szignifikdns mértékben
csokkentette a kamrai aritmidk kialakuldsat €s az infarktusos teriiletek nagysdgat. Az észlelt
kardioprotektiv hatdsok molekuldris mechanizmusainak pontos felderitése érdekében
elvégeztik a meggymag egyes hatéanyag frakcidinak izolédlasit, az ezekben taldlhat6
vegyliletek azonositdsat kiilonb6z0 miszeres analitikai technikdk segitségével, és
meghatdroztuk az izoldlt frakciok gyokfogé kapacitdsat is. Azért, hogy megtudjuk érdemes e
tovabb vizsgdlodni a meggymaggal, toxicitasi vizsgdlatokat is végeztiink. Az allatok (n=6
csoportonként) 8 napon keresztiil 0-3000 mg/kg kozotti dézisban kaptdk a meggymag szilard
fazisat. Termindlds utdin megmértiik a m4j és vese tomegeket, illetve hisztologiai vizsgédlatokat
is végeztiink az emlitett szervek metszetein. A vesefunkcidt a vér urea nitrogén €s creatinin
mérésével, mig a majfunkciokat szérum GOT, GPT és AlkPhos aktivitassal hataroztuk meg.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a meggymag az alkalmazott dézisokban nem
mutatott toxikus hatdsokat, igy érdemes tovdbb foglalkozni vele, mivel kordbban pozitiv

kardiovaszkuldris hatdsokat tapasztaltunk. A tovdbbiakban megvizsgiltuk 3 tovabbi



természetes hatéanyag (Gingko biloba extrakt, astaxantin és c vitamin) egyiittaddsanak
hatasait asztmdval Osszefliggd gyulladas kezelésében, tengerimalacban indukalt asztma
modellben és az eredményeket Osszehasonlitottuk az ibubrofénnel, mint az egyik
leggyakrabban alkalmazott nem szteroid gyulladdscsokkentdvel. Az eredmények azt mutatjk,
hogy a 3 természetes hatéanyag alkalmazasdval az ibuprofén kezelés kivélthato.

Kordbbi eredményeink és az irodalom alapjan bizonyitott, hogy a hemoxigenéz-1
(HO-1) enzim kozponti szerepet jatszik az iszkémia/reperfuzid-indukalta karosoddsok
kivédésében. Ezért kisérleteinkben megvizsgaltuk HO-1 transzgenikus Tg) és nem-
transzgenikus (NTg) egerekbdl izoldlt szivek iszkémia/reperfizids-karosodasokkal szembeni
tolerabilitdsat. Azt tapasztaltuk, hogy a Tg allatokbdl izolalt szivek posztiszkémids
szivfunkcioi (korondria kidramlas (CF), aorta atdrmlas (AF), aortanyomdas (AOP) és az AOP
els6 derivéltja) szignifikdns mértékben jobb volt a NTg csoporthoz viszonyitva. A Tg
sziveknél tapasztalt pozitiv hatdsokat SnPPIX HO-1 inhibitor addsa megsziintette. Mindhdrom
csoportban megfigyeltik a HO-1-hez kapcsolddé szénmonoxid (CO) termelést, amely
jelentés mértékben emelkedett Tg iszkémia/reperfuzionak (ISA/REP) Kkitett szivekben.
Tovébbd az ISA/REP kovetkeztében emelkedett Na* és Ca®* szintek csokkentek, mig a K*
vesztés jelentds mértékben csokkent a Tg csoportban, dsszehasonlitva a NTg és az SnPPIX-al
kezelt csoporttal. A mért pozitiv szivfunkcios eredmények hiien tiikkr6zddtek az infarktusos
teriiletek nagysagdnak, valamint a reperfuzid-indukalta aritmidk (VF, VT) csokkenésében
egyarant.

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgdltuk a glutaredoxin-1 génterdpia hatdsat diabeteses
egerekbdl izolalt szivekben. A diabetest egy intarperitonedlis sterptozotocin injekcioval
valtottuk ki, a diabetes megerdsitését kovetden a him C57B1/J6 egereket harom csoportba
osztottuk és mellkas miitétet végeztiink. A mutét sordn glutaredoxin-1-et, LacZ-t kddold,
illetve iires virust injektaltunk kozvetlen a szivizomba. A mutét utdn négy nappal az éllatok
szivét izolaltuk és 30 perc iszkémidnak €s 120 perc reperfuzionak vetettiik ala. Vizsgéltuk a
balkamra funkcidkat, az infarktusos teriiletet €s az apoptézis mértékét. A kisérletekben
Western-blot és immunhisztokémiai mddszerekkel vizsgdltuk a génterdpia sikerességét.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a glutaredoxin-1 génterdpiat kovetden a szivek
ellendllobbak az iszkémia/reperfiizid-indukalta kdrosoddsokkal szemben, erre bizonyiték az
iszkémid/reperfuziét kovetden jobb bal kamra funkcid, kisebb infarktusos teriilet, és csokkent
apoptozis. Az apoptozisos eredményekkel egyetértésben magasabb prokaszpdz-3 szintet
detektdltuk a glutaredoxin-1-el kezelt csoportban. Western-blot eredményeink alapjin

elmondhatjuk, hogy a glutaredoxin-1 génterdpia megakadélyozza az Ask-1, Jnk, p38 MAPK



utvonal aktivalédasat €s a c-Src foszforildlodasat, ezzel gatolja az iszkémia/reperfizid
indukalta ,,haldl” ttvonal beinduldsat még diabeteses koriilmények kozott is. Ezek mellet a
glutaredoxin-1 génterdpia novelte az Akt/FoxO-1 ,tulélési” utvonal aktivitasit, valamint
fokozta a hemoxygendz-1 és az endotelidlis nitrogén monoxid szintdz expresszidjat.
Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a glutaredoxin-1 génterdpidban részesiilt szivek
ellendllobbak, mint a Kkontrolként szolgalt szivek iszkémia/reperfiizi6 indukalta
karosodésokkal szemben diabeteses koriilmények kozott is.

Béar a rezveratrol kardioprotektiv hatdsa jol ismert, az alkalmazandé doézis, illetve
bioldgiai hasznosithatosdg szempontjabdl nincs kozos dlldspont. Ezért tovabbi kisérletekben
megvizsgaltuk egy rezveratrol tartalmi készitmény hatdsait iszkémia/reperfiizionak Kkitett
szivekben, mely a rezveratrolon kiviil tartalmazott még 5% kvercetint €s 5% rizskorpat
(Longevinex®) is, melyek novelik a rezveratrol bioldgiai hozzaférhetségét. Azt tapasztaltuk,
hogy a kezelésen atesett dallatokbol izoldlt szivek sokkal ellendllobbak voltak az
iszkémia/reperfizids karosoddsokkal szemben, ami a jobb szivfunkcidkban, illetve csokkent
infarktusos teriiletben jelentkezett, melynek hatterében tulélési jelatviteli utvonalak
indukalédédsa all. Ezt tdmasztja ald, hogy a Bcl2/Bax ardny emelkedését és fokozott AKT
foszforilaciot mértiink.

Ujabb eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a vaszkuldris kalcifikaci6
kapcsolatba hozhat6 az atherosclerosis, diabetes, illetve kronikus vesebetegség kialakuldsdval.
A humadn vaszkuléris simaizomsejtek az emelkedett szervetlen foszfat koncentricidra valaszul
mineralizdcion mennek keresztiil egy jol szabdlyozott folyamat sordn, ami emelkedett
alkalikus fosztaz aktivitast és a ,,core binding factor” a-1 (CBF-al) transzkripcids faktor
emelkedett expresszidjat és kovetkezésképpen az osteokalcin indukcidjat foglalja magéba.
Mar bizonyitott, hogy a nagymértékii alkohol bevitel kapcsolatban van a korondria artéridk
nagyobb mértékli kalcifikdcidjaval. Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az etanol
megvéltoztatja e a vaszkuldris simaizomsejtek magas szervetlen foszfiat koncntracid 4ltal
kivéltott mineralizdcigjat. A sejtek etanollal torténd kezelése dozis-fiiggd modon ndvelte az
extracelluldris matrix kalcifikédciéjat jelentds mértékii kalcium lerakédédst eredményezve. A
sejtek kalcifikdcidja emelkedett alkalikus foszfatdz aktivitdssal parosult. Az etanol kezelés
jelentés mértékben fokozta az osteokalcin szintézisét is. Elmondhaté tovabbd, hogy az
etanolnak kitett sejtekben emelkedett a CBF-al expresszioja.

A leptinr6l kozismert, hogy kardidepressziv hatdsa van, valamint, hogy balkamrai
remodellinget indukal. Kisérleteinkben megvizsgaltuk az infarktust kovetd miokardialis leptin

expresszié valtozdsat. Erzéstelenitést kovetden az éllatokban ideiglenes korondria okklizidt



idéztiink el6, majd 5 nappal a mitétet kovetden, az infarktusos teriilet hatarara
intarmiokardidlisan leptin mRNS elleni antisense oligodezoxinukleotidot (AS ODN)
injektaltunk. Az é&llatok szivét 11 héten keresztiil echokardiogrdffal monitoroztuk. A
miokardidlis leptin valamint kiilonb6z6 citokinek (IL-1B és IL-6) mennyiségét ELISA-val
hatdroztuk meg. Eredményeink azt mutatjak, hogy a sziv leptin koncentriciéja az infarktust
kovetd 7. napon a legmagasabb, valamint hogy az intramiokardidlis leptin-AS ODN injekci6
csokkenti az IL-1B és IL-6 expresszidt, valamint jelentés mértékben hozzdjarul a sziv
kontraktilis funkcidjadnak megorzéséhez. Ezek az eredmények egy uj terdpids lehetdség alapjat

képezhetik a tovabbiakban.

Eredményeinket tobb hazai és nemzetkozi konferencidn mutattuk be, valamint szamos
nemzetkozi folydiratban publikdltuk. Az eredmények alapjan 1 db szabadalmi bejelentés
jelenleg folyamatban van. Ennek targydt egy Uj funkcionalis élelmiszerként piacra vezethetod

termék képezi, melynek kifejlesztése és OETI 4ltali engedélyeztetése folyamatban van.



