A szivizom iszkémids megbetegedéseiben az iszkémia/reperflizié jelenségének
kozponti szerepe van. A reperfuzié folyaman keletkezett szabad gyokok altal okozott fokozott
oxidativ stresszt tartjak a reperfuzio indukalta kdrosodasok egyik {6 0sszetevdjének. Az egyik
leggyakrabban alkalmazott antioxiddns, a béta-karotin melynek kardiovaszkularis hatdsival
kapcsolatban tobb klinikai vizsgdlatot is végeztek, azonban ezek meglehetdsen
ellentmondésosak. Egyes tanulmanyok azt mutatjdk, hogy a dohdnyzok korében, akik
esetében a plazma karotin szintje emelkedett volt, a halalozds nott az alacsonyabb plazma
karotin szintli csoporthoz képest. Kisérleteinkben megvizsgaltuk a béta-karotin oxidacidjat in
vitro. Kiilonb6z6 koncentraciéban alkalmazott oxidalészerek (NaOCl, H,O,), valamint
Fenton-reakcid segitségével oxidéltuk a béta-karotint. Megvizsgdltuk az oxiddcids reakciok
1d6 és koncentracio fliggését is. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy 3 féle termék
fokozott képzddését tapasztaltuk. Megfigyeltiik tovdbba, hogy mds termékek képzdodése
fokozott a kiillonbozd oxidaloszerek esetében, valamint, hogy az oxidédlészerek
koncentracidjanak emelése egy 1d0 utdin nem eredményezi a képzodott termékek
koncentracidjanak emelkedését. Ugyanez elmondhat6 a reakcioidd novelésével kapcsolatban
is. Megvizsgaltuk a béta-karotin, meggymag extrakt (MME) és ezek kombindlt kezelésének
hatdsét kiillonbozd szovetek totdl antioxiddns kapacitdsara (TAC). Azt tapasztaltuk, hogy a
MME kezelés jelentos mértékben emelte a vizsgalt szovetek TAC ért€két, mig a béta-karotin
kezelés kisebb mértékii novekedést eredményezett. Erdekes, hogy a béta-karotin kezelés
hatdsara a tidé TAC értéke szignifikdns médon csokkent a kontrolhoz viszonyitva. A
kombindlt kezelés nem mutatott szinergista hatdst, st alacsonyabb TAC értékeket kaptunk a
kiilonallo kezelésekhez képest. Vizsgéltuk tovabba a béta-karotin citotoxikus hatdsat A549 €és
HOC2 sejteken. Hisz uM béta-karotin kezelés jelentés mértékli sejtpusztulast eredményezett
A549 tido epithel sejteken, ami kisebb mértékben jelentkezett a kardiomiocitdk esetében.
AS549 sejtek esetén 5 UM béta-karotin kezelés szignifikdns mértékii védd hatdst mutatott H,O,
okozta sejtpusztulds ellen, mig a H9c2 sejteken 10 uM bizonyult hatdsosnak. Magasabb
koncentracidju béta-karotin kezelés nem mutatott jelentds védohatast. Ezen eredményeinkbol
egy kézirat elokésziiletben van, melyet a ,,Toxicology in vitro” cimi folydirathoz kivanunk
benyujtani. Késziilt tovabba 1 db poszter és 2 db diplomamunka.

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk a hosszu tdvi nagydozisu béta-karotin kezelés
hatdsat Zucker-obese patkanyokon. Az allatokat 4 hétig kezeltiik alacsony- €s magas-ddzisu
béta-karotinnal. A kezelések elott, felénél és végén terheléses vércukormérést végeztiink.

Majd a sziveket izoléltuk, dolgozd-perfizids késziilékkel perfundéltuk, 30 perc iszkémidnak



ezutdn 120 perc reperfuzidonak vetettilk ald. Azt tapasztaltuk, hogy normdl dézisu kezelés
mind egészséges, mind beteg dllatokban javitotta a posztiszkémids szivfunkcidkat. Az
egészséges allatok szivfunkcio értékeit a magas dozisu béta-karotin kezelés rontotta. A kezelt
beteg allatok esetében szignifikdnsan alacsonyabb vércukor értékeket tapasztaltunk a nem
kezelt beteg csoporthoz képest, ddzisfiiggetlen médon. Az egészséges dllatok vércukor
értékeiben nem figyeltiink meg véltozést a kezelések kovetkeztében, nem mutattak eltérést a
nem kezelt egészséges allatok értékeihez képest. A szivek infarktusos teriileteit kiértékelve az
alacsony doézisu kezelések hatdsdra jelentésen csokkent az infarktus mértéke a kontroll
csoportokhoz viszonyitva. Megjegyzendd tovabbd, hogy a magas doézisi kezelés a beteg
allatokban nem okozott valtozést, egészséges egyedek esetén az infarktusos teriilet kismértékii
emelkedését. Meghataroztuk a szivszovetek hemoxigendz-1 szintjében bekovetkezo
valtozdsokat is. El6zetes eredményeink azt mutatjdk, hogy alacsony dézisu béta-karotin
kezelés hatdsdra emelkedik a HO-1 expresszid, mig magas dozis esetén nem. Eredményeink
alapjan elmondhatjuk, hogy alacsony dozist béta-karotin kezelés alkalmas lehet iszkémids
szivkarosodasok mértékének mérséklésére, valamint Il-es tipusi diabetesben a vércukor
értékének csokkentésére, azonban a folyamat molekuldris mechanizmusainak feltardsa
tovabbi kisérletes munkat igényel. Ezen eredményeinkbdl egy kézirat eldkésziiletben van.
Késziilt tovabbd 1 db nemzetkozi és 1 db hazai konferencidn bemutatott poszter, valamint 1
db diplomamunka.

Kisérleteink kovetkezd részében megvizsgiltuk, hogy a MME alkalmas lehet e
kiillonbozdé gyulladdsos betegségek kezelésére. Kettes tipusi diabéteszes és egészséges
alanyokbdl periférids vér mononuklearis sejteket izolaltunk, majd 24 6ran keresztiil 100 ng/ml
lipopoliszahariddal, valamint lipopoliszahariddal és 0,5-100 pg/ml MME-tal kezeltik. A
sejttenyészeteket ezt kovetden dramldsi citometridval vizsgaltuk, valamint meghataroztuk a
HO-1 szintekben bekovetkezett valtozasokat is. Azt tapasztaltuk, hogy a MME az alkalmazott
dézisokban jelentdés mértékben csokkentette a lipopoliszaharid-indukalta gyulladdst minden
mintdban. Ezzel parhuzamosan a MME kezelés emelte a HO-1 szinteket. Eredményeink
alapjan elmondhat6, hogy a MME alkalmas a gyulladds mértékének csokkentésére, amit
részben a HO-1 enzim expresszioé indukéldasdn keresztiil fejt ki. A folyamat molekularis
hétterének pontosabb megismerése tovdbbi kisérleteket igényel. Eredményeinkbdl 1 db
kozlemény késziilt.

A meggymag-kivonat kardioprotektiv hatdsait korabban mar igazoltuk azonban az ezt
indukalé molekuldris mechanizmusok tisztdzdsdra még nem keriilt sor. Ezért kisérleteink

sordn a tovabbiakban ezt kivantuk vizsgdlni. Him Sprague Dawley patkdnyokat 8 héten &t



kezeltiink per os 30 mg/kg/nap doézisi meggymag-kivonattal, mig a kontroll allatok
vivOanyagot kaptak. A kezelés utdn az allatokat elaltattuk, a sziveket izolaltuk, majd 30 perc
iszkémianak és 120 perc reperfuzionak vetettiik ald. A kisérletek végén meghataroztuk az
infarktusos teriiletek nagysigéit, az apoptdzis mértékét, valamint Western Blot és MDA
analizist végeztiink. Harminc perc iszkémiét és 120 perc reperfiiziot kovetden a kezelt allatok
szivében szignifikdnsan magasabb posztiszkémids szivfunkciokat regisztraltunk a
kontrolcsoporthoz viszonyitva. A kardioprotektiv hatdsokat tovabb erOsitette a kisebb
infarktusos teriilet, valamint az alacsonyabb mértékli apoptézis a kezelt csoportban. A
TUNEL assay-vel 6sszhangban alacsonyabb citoszolikus citokrom c szintet detektdltunk a
kezelt allatokbdl szdrmaz6 mintdkban. Western Blot vizsgalatokban jelentsen magasabb Bcl-
2, valamint alacsonyabb Bax szintet mértiink a kezelt csoportban a kontrollhoz képest, ami
tovdabb erdsiti a meggymag-kivonat antiapoptotikus hatdsiat. Tovabbd, a p-Akt és a
hemeoxigendz-1 szintje is megnovekedett a meggymag-kivonattal kezelt allatok szivében.
Végiil a kezelt allatok mintdiban csokkent MDA szintet mértiink a kontrollhoz képest, ami
csokkent lipidperoxidaciora utal. Ezen eredményekbdl egy kézirat elOkésziiletben van,
valamint 5 db nemzetkozi és 1 db hazai konferencidn poszter prezentacié keriilt bemutatasra.
A meggymag esetleges terdpids alkalmazasat jelentdsen korldtozhatja annak toxikus
volta. Ezért, hogy megtudjuk, érdemes e tovabb vizsgidlédni 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 utdn megmértiik a mdj és
vese tomegeket, illetve hisztoldgiai vizsgalatokat is végeztiink az emlitett szervek metszetein.
A vesefunkciot a vér urea nitrogén és creatinin mérésével, mig a majfunkciokat szérum GOT,
GPT és AlkPhos aktivitassal hatdroztuk meg. Tovabbi kisérletekben megvizsgaltuk a
meggymag olajos fazisdnak hatdsait UVB sugarzdsnak kitett boron. Him Hartley
tengerimalacok borét 0, 1%, 2%, 3% és 5%-os olajat tartalmazd szuszpenzidval kentiik be,
majd UVB sugarzasnak tettik ki. Azt tapasztaltuk, hogy az UVB sugdrzds okozta
bdrkdrosodas koncentraciofiiggd modon csokkent, vagyis a meggymag-olaj képes lehet a UV-
sugarzas karos hatdsainak csokkentésére. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a
meggymag szildrd fazisa az alkalmazott dézisokban nem mutatott toxikus hatdsokat, igy
érdemes tovabb foglalkozni vele, mivel kordbban pozitiv kardiovaszkuldris hatdsokat
tapasztaltunk. Az olajos fazis pedig alkalmas lehet az UV-sugirzas okozta oxidativ
karosoddsok hatdsainak csokkentésére. Tovdbbi kisérleteinkben pedig megvizsgaltuk a

meggymag extrakt mutagentdsat is patkdny hepatocitdkon. Tiz pl patkdny hepatocita

szuszpenziét 30 percig 37 °C-on inkubdltunk 10, 20, 250 és 1000 pg/ml koncentracidjd



meggymag-extraktummal, majd comet-assay segitségével vizsgdltuk a mutagenitist. Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a meggymag-extrakt alacsony mutagenitdsi indexxel
rendelkezik, ami a magasabb koncentracid tartomanyban mutatott kismértékli mutagenitast.
Ezen eldzetes eredmények alapja lehetnek a meggymag-extrakt terdpids hasznosithatdsagi
vizsgalatainak. A tovdbbiakban elvégeztiik a meggymag kivonat kis esetszamud (n=6) rovid
idotartamu (14 nap) alacsony doézisu (250 mg/nap) humén kiprobalasat is. A vizsgalat
elsodleges célja az esetlegesen jelentkezd toxikus mellékhatdsok kisziirése volt. Eredmények
alapjdn nem taldltunk semmilyen vizsgalt hematolégiai paraméterben toxicitdsra utald
mellékhatast, illetve a vizsgalati alanyok sem szdmoltak be semmilyen nem kivant hatasrol.
Ebben a dozisban alkalmazva a meggymag kivonat tehdat nem rendelkezik toxikus
mellékhatasokkal, azonban ebben a d6zisban a kivonat édllatokban tapasztalt jotékony hatdsai
sem mutatkoznak egyértelmiien, igaz a dézis joval alatta marad az ott alkalmazottaknak. Ezen
eredményeinkbdl 1 db kozlemény, 1 db hazai konferencia poszter, 1 db hazai konferencia
eldadas késziilt. Tovabbi egy kozlemény elOkésziiletben van, valamint 1 db szabadalmi
bejelentést is tettiink.

A hem oxigendz-1 (HO-1), mely 32-es hosokk fehérjeként is ismert (HSP-32), a HO
csalad indukalhat6 formdja. Kordbbi kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a meggymag kivonat
képes a HO-1 enzim expresszidjanak és miikodésének indukalasara. Kisérleteinkben a HO-1
szerepét vizsgaltuk az iszkémia/reperfuzio-indukdlta kamra fibrillaciok kialakuldsdnak
megeldzésében €s az infarktusos teriilet nagysagénak csokkentésében. Kisérleteinkhez HO-1
transzgénikus (Tg) egereket hasznaltunk, melyeket patkdny HO-1 genomikus transzgénnel
allitottuk eld. A Tg és nem-transzgénikus (NTg) egér sziveket izolaltuk, 20 perc normotherm,
global iszkémiat kovetden 120 perc reperfuzidnak tettiik ki. A kisérletek tejes ideje alatt
regisztraltuk az epikardidlis elektrokardigramot (EKG). Az EKG-kat analizaltuk, hogy
meghatdrozzuk a ventricularis fibrillatio (VF) el6forduldsi gyakorisagat. A reperfizié végén
az infarktusos teriilet nagysdgat TTC moddszer segitségével mértik, valamint
immunhisztokémiai festéssel megvizsgaltuk a HO-1 expresszié valtozdsat. Eredményeink
tovabb bizonyitékokat szolgéltattak a HO-1 kardioprotektiv hatdsdval kapcsolatban, mely a
kamrai fibrillicidk el6forduldsi gyakorisiganak és az infarktusos teriiletek mértékének
csokkenésében mutatkozott meg. Eredményeinket 1 db hazai konferencia eldadésban,
valamint 1 db hazai és 1 db nemzetk6zi konferencidn poszter prezenticié formdjaban
ismertettiik.

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgéltuk, hogy van e kapcsolat a kamrai fibrillacié és az

autofagia folyamata kozott. Izoldlt egérsziveket iszkémia/reperfizionak tettiink ki, majd a



sziveket két csoportra osztottuk, attdl fiiggden, hogy a reperfiizié kezdetén kialakult vagy nem
kamrai fibrilldcié. Western blot segitségével vizsgéltuk az autofdgiahoz kothetd LC3B, ATG-
5, ATG-7, ATG-12, Bcl-2 és Beclin-1 proteinek szintjét. Azt tapasztaltuk, hogy a Beclin-1,
valamint az LC3B-II/LC3B-I ardny (mindketté az autofigia ismert biomarkere) jelentds
mértékben emelkedett a fibrilldlo szivizomban a nem fibrilldlé szivekkel Osszehasonlitva.
Megfigyeltiik tovabba, hogy a Bcl-2 szintje, annak ellenére, hogy a f0 regulatora a Beclin-1-
nek, nem emelkedett jelentds mértékben a fibrillalé szivekben. Megjegyzendd tovabba, hogy
az Atg7 expresszidja szintén novekedett a fibrillacion atesett szivekben, azonban ez nem volt
statisztikailag szignifikdns mértékii. Mindezen eredményeink alapjdn feltételezhetd, hogy van
kapcsolat a kamrafibrillacié kialakuldsa és az autofagia folyamat kozott, azonban ennek
pontosabb felderitéséhez tovabbi kisérletekre van sziikség. Eredményeinkbdl 1 db koézlemény,
1 db konferencia kdzlemény €s 1 db hazai konferencidn bemutatott poszter késziilt.
Szervezetiinkbe naponta nagy mennyiségben keriilnek kiilonboz6 testidegen anyagok a
kornyezetbol. Ezek kozé tartoznak a gyodgyszerek is, melyeknek azonban gyakran lehetnek
mellékhatasi is. Ezért a mesterséges szarmazékok természetes hatéanyagokkal torténd
kivaltdsa egyre nagyobb hangsilyt kap a gydgyszeres kezelések sordn. Tovéabbi
kisérleteinkben megvizsgaltuk hiarom természetes eredetii hatéanyag, a kinai pafranyfenyd
(Gingko biloba) levél kivonat (EGb761), a karotinoidok koz€ tartozé astaxantin és a C-
vitamin, kiilonb6z6 kombindciokban torténd egyiittadasdnak hatdsait, ibuprofénnel
0sszehasonlitva, asztmdhoz kapcsol6dé gyulladdsos folyamatokban, tengerimalac asztma
modellben. Hartley tengerimalacokat ovalbuminnal szenzitizaltuk majd ovalbumin aeroszol
belélegeztetésével indukéltuk az asztmat. A kezelések utdn a broncoalveoldris folyadékben
meghataroztuk a gyulladasos sejtek szamadt, a tiid0szovetbol pedig a ciklikus nukleotid
koncentraciokat. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a harom hatéanyag kombinécidja
hatdsosabb volt, mint amikor azokat kiilon-kiilon alkalmaztuk. A legoptimalisabb Osszetétel a
kovetkez6 volt: astaxantin (10 mg/kg), C-vitamin (200 mg/kg) és EGb761 (10 mg/kg), mely
mind az eosinofilek mind a neutrofilek szamdnak 1,6 x, mig a makrofdgok szdmanak 1,8 x
mértékii csokkenését eredményezte. A cAMP szintek 1,4 x, mig a cGMP szintek 2,04 x voltak
magasabbak a kezeletlen asztmds csoporttal 6sszehasonlitva. ElImondhat6 tovdbb4, hogy a
kombindlt kezelés azonos vagy nagyobb hatékonysiaggal csokkentette a gyulladdst, mint az
ibuprofén, az egyik leggyakrabban alkalmazott nem-szteroid gyulladds gitl6 vegyiilet. Ezen
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy kiilonboz6 természetes eredetli hatdanyagok

alkalmazdasaval a kiilonb6z0 szintetikus készitmények alkalmazdsa csokkenthetd vagy esetleg



elhagyhatd, elimindlva azok potencidlis toxikus mellékhatdsait. Ezen eredményeinkbdl 1 db

kozlemény jelent meg.

A pélyazat timogatdsdval 5 db nemzetkozi kézlemény és 1 db konferencia kozlemény
sziiletett, valamint tovabbi 4 db eldkésziiletben van. Eredményeinket tobb hazai és
nemzetkozi konferencian is ismertettiik, melyeken 16 db poszter prezentaciot és 2 db eldadast

mutattunk be, valamint 1 db szabadalmi bejelentést tettiink.



