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1. Bevezetés

1.1. Kardiovaszkularis betegségek és iszkémias szivbetegség

A kardiovaszkularis megbetegedések, kiilondosen a sziv vérellatasi zavaraval jard
iszkémias szivbetegségek ¢és koztik az akut miokaridalis infarktus vilagszerte vezetd
halalokok. Az ateroszklerdzis és ahhoz tarsulod iszkémias szivbetegség Kialakulasaban nem
befolyasolhato €s befolyasolhaté rizikofaktorok egyarant szerepet jatszanak. A befolyasolhat6
rizikofaktoroknak nagyobb klinikai relevanciaja van és ezek kezelése kulcsszerepet jatszik a

kardiovaszkularis betegségek megeldzésében.

1.2. Hiperkoleszterinémia és diabétesz: metabolikus kardiovaszkularis rizik6faktorok

A hiperkoleszterinémia és a diabétesz magas prevalencidjuk miatt kiilondsen fontosak,
tovabba ezen metabolikus betegségek 6nmaguk is kedvez6tleniil befolyasoljak a szivfunkciot
az érelmeszesedéstdl fliggetleniil.

A hiperkoleszterinémia egy magas vér Osszkoleszterinszinttel jellemezhetd anyagcsere
betegség. A koleszterin felhalmozodhat a sziv koszorts ereinek faldban érelmeszesedést,
plakk képzdédést okozva, amely kovetkezményesen csokkent sziv vérellatashoz és ezéltal
oxigén- ¢és tapanyaghianyhoz vezethet. Sulyos esetekben hirtelen plakkruptira, majd trombus
képzddés kovetkezhet be, mely akut miokardialis infarktus kialakuldsdhoz vezet.

A diabétesz egy magas vércukorszinttel és karosodott gliik6z toleranciaval jard
metabolikus betegség. A diabétesz az erek funkciondlis és strukturalis valtozéasait okozva
hozzéjarul az endotél diszfunkcidhoz és az érelmeszesedés kialakuldsahoz. Megfeleld terapia
hianyaban szamos makro- ¢és mikrovaszkularis komplikacio, példaul diabéteszes

kardiomiopatia alakulhat Ki.

1.3.  Akut miokardialis infarktus és iszkémia/reperfuziés karosodas

Az akut miokardialis infarktus az iszkémias szivbetegség egyik fO manifesztacidja. A
korondriaerek elzarodasat a legtobb esetben ateroszklerotikus plakk ruptara talajan kialakuld
trombusképz6dés okozza, mely elzarja a normal véraramlast és ezaltal iszkémias karosodast
okoz. A terapidban az elsddleges cél a vérellatds mielObbi helyreallitdsa, azaz a reperfuzio,
hogy megeldzzék a tovabbi sejtelhalast és csokkentsék az infarktusméretet. Azonban nemcsak
az iszkémids peridodus okoz szOvetkarosodéast, hanem maga a reperfiizids terapia tovabbi
sejtelhalast okozhat, tehat 6sszességében egy iszkémia/reperfuzids (I/R) karosodas alakul ki.

A kiakulé I/R karosodéds stlyossaganak mérséklése citoprotektiv farmakologiai
agensekkel az iszkémias szivbetegség egyik igéretes terapias megkozelitése lehet, hogy

javuljon a betegség klinikai kimenetele.
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1.4. Természetes vegyiiletek: az iszkémia/reperfuzios karosodas megelozésének és
kezelésének potencialis eszkozei
A gyogynovények ¢és a szervezetben szintetizaloddo endogén molekuldk tartoznak a
természetes vegyiiletek kozé, melyek igéretesek lehetnek az iszkémids szivbetegség
rizikofaktorainak — csokkentésében ¢és a citoprotekcido  kivaltasaban. A szintetikus
gyogyszerekkel szemben elOnyiik a jobb toleralhatdsag, a kevesebb mellékhatas és a komplex

hatasmechanizmus.

1.4.1. Stellaria media

Manapsag a farmakoterapia mellett egyre népszeribbek a gyogynovények szamos
metabolikus betegség, példaul a hiperkoleszterinémia és a diabétesz megeldzésében ¢és
kezelésében. A népi hiedelem szerint a kozonséges tyukhur (Stellaria media) teaként
fogyasztva javitja az altalanos metabolizmust, normalizalja a magas Kkoleszterinszintet,
csOkkenti a vércukorszintet, ezaltal adjuvdns terdpia lehet a betegek szdmara. A
népgyodgyaszatban a ndvény fold feletti részét hasznaljadk tea forméjaban. A leglijabb
fitokémiai és farmakologiai kutatasok eredményei szerint, szamos Stellaria faj rendelkezik
jelentds farmakologiai hatdsokkal (pl. antibakterialis, anti-inflammatorikus, antiallergids
hatas). Azonban nincs olyan megbizhaté kisérletes vagy klinikai bizonyiték, mely

alatamasztja a Stellaria media tea koleszterinszint-csokkentd és antidiabetikus hatasat.

1.4.2. Kinurénsav

A citoprotektiv hatdsu endogén molekuldk nagy jelentdséggel birhatnak az I/R karosodas
mérséklésében. Egy igéretes molekula lehet a nemrég megismert citoprotektiv hatéssal
rendelkezé kinurénsav, mely a triptofan aminosav lebontdsa soran képzédik. Kimutattak
neuroprotektiv, anti-inflammatorikus és antioxidans hatasat, valamint hogy csokkenti az
infarktusméretet invivo egér miokardidlis I/R karosodas modellben. Azonban a
kardioprotektiv hatds hattérében allo6 molekularis mechanizmusok még nem tisztdzottak. Az
egyik elméleti lehetdség a receptor-medialta hatas és érintett jelatviteli utvonalak modulalasa.
A kinurénsav antagonista hatasi az N-metil-D-aszpartast (NMDA) receptorokon, melyek
nemcsak az idegrendszerben talalhatoak meg, hanem a szivben is. Irodalmi adatok szerint az
NMDA receptor aktivacido fokozza az I/R karosodast stroke-ban és kardiomiocita apoptozist
indukal. Ezen adatok alapjan az NMDA receptor antagonizmus egy lehetséges mechanizmus

lehet a kinurénsav kardioprotektiv hatasanak hatterében.
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2. Célkitiizés

Jelen értekezésben célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk a természetes vegyliletek szerepét
az iszkémias szivbetegség megeldzésében és kezelésében két kiilonb6zo megkozelitést
alkalmazva: 1) csokkenteni a befolyasolhatd metabolikus kardiovaszkularis rizikofaktorok
sulyossagat és karos kardialis kovetkezményeiket, valamint ii) citoprotekciot kivaltani az I/R

karosodas mérséklése érdekében.

1. Rizikofaktorok csokkentése

A befolyasolhato rizikofaktorok kezelése nagy szerepet jatszik az iszkémids szivbetegség
megelozésében, beleértve az akut miokardidlis infarktust. A két f6 metabolikus
kardiovaszkularis rizikofaktort, a hiperkoleszterinémiat és a diabéteszt allitottuk kutatdsaink
kozéppontjaba. A népi gyogyaszat szerint a Stellaria media tea csokkenti vér koleszterin és
gliikoz szintjét, azonban nincs megbizhatd tudomanyos bizonyiték, mely alatamasztja ezeket a
feltételezett hatasokat. Célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a Stellaria media tea potencialis
terapias hatasossagat két kiilonboz6 invivo allatkisérletben: i) hiperkoleszterinémia
modellben, hogy megvizsgaljuk a tea koleszterinszint-cs6kkentd hatdsat €s ii) experimentalis
diabéteszben, hogy tisztazzuk a  glik6z-homeosztazisra  Kifejtett  hatasat. A
hiperkoleszterinémiara és diabéteszre gyakorolt terapids hatasossag mellett ezekben a
metabolikus betegségekben vizsgiltuk a gydgyndvény kezelés szivmorfologidt és -funkciot

befolyasold hatasat is.

2. Citoprotekcio kivaltasa I/R-ben

Az /R karosodas kovetkeztében kialakuld sejtelhaldas csokkentése citoprotektiv
agensekkel egy f6 terapias megkozelités, hogy minimalizaljuk a kialakuld szivkarosodast.
Kutatasaink soran a kinurénsav, egy természetes triptofan metabolit hatasait vizsgaltuk,
melyr6l kardioprotektiv hatast irtak le, azonban a molekularis mechanizmusok még nem
tisztazottak. Ezért célul tliztik ki, hogy megerdsitsik a kinurénsav protektiv hatasat
kardiomioblaszt sejteken in vitro szimulalt /R modellben, valamint hogy megvizsgaljuk az
NMDA receptor antagonizmus lehetséges szerepét a kinurénsav altal kivaltott kedvezo

hatasokban.
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3. Anyagok és modszerek

3.1.  Stellaria media tea jellemzése
3.1.1. Stellaria media tea készitése

A novényt megszaritottuk, elporitottuk és forrasban 1évé vizzel (1:10 w/v aranyban)
15 percig ultraszonikacioval kivonatot készitettiink. A nagy striiségli kivonatot mechanikai

nyomassal elvalasztottuk a szilard részecskéktdl és a vizes kivonatot liofilizaltuk.

3.1.2. Teljes flavonoid tartalom és flavonoid screening meghatdarozas

A Stellaria media tea teljes flavonoid tartalmat quercetin ekvivalensként (QE) hataroztuk
meg aluminium-kloridos kolorimetrias modszerrel, UV-VIS spektrofotométerrel torténd
abszorbanciaméréssel. A gyakran el6fordulod flavonoidok, az apigenin, apigenin-7-glikozid,
kaempferol, luteolin, quercetin és rutin jelenlétét a liofilizalt Stellaria media vizes kivonatban

ultranagy-hatékonysagt folyadékkromatografiaval (UPLC) vizsgaltuk.

3.1.3. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria

A vizes kivonatot nagyhatékonysagii folyadékkromatografidval kapcsolt tandem
tomegspektrometrias (LC-MS/MS) analizisnek vetettiik alda nanoUPLC rendszer segitségével,
mely online egy tomegspektrométerhez kapcsolddott. Az effluenst analizaltuk. Az MS2
adatokat ezt kovetden Osszevetettiik az MzCloud adatbazis konyvtaraval a Compound

Discovery software segitségével.

3.1.4. A Stellaria media tea in vitro antioxidans aktivitasanak vizsgalata

A szabadgyokfogd képességet DPPH modszerrel vizsgaltuk. Valamint oxigéngydk
elnyeld kapacitds (ORAC) eljarast alkalmaztunk fluoreszcenciaméréssel. Standardként
troloxot hasznaltunk. Az antioxidans kapacitast umol Trolox Equivalens/g szaraz kivonatként
adtuk meg.
3.2.  Stellaria media tea hiperkoleszterinémiara és szivfunkciora gyakorolt hatasanak

vizsgalata
3.2.1. Kisérleti allatok

A kisérlet megfelel a laboratoriumi allatok ellatasarol és felhasznalasarol szolo
iranyelvnek, valamint szigortan betartottuk az 1998-as XXVIII  szami magyar
szabalyozasokat az allatok védelmérdl. A tanulméanyt a Szegedi Tudomdnyegyetem helyi
etikai bizottsaga engedélyezte (XV.1181/2013). 24 feln6tt (8 hetes) him Wistar patkanyt
hasznaltunk, melyek a kisérlet kezdetén 270-324 g tomegtliek voltak. Az allatokat standard
koriilmények kozott (22+2 °C szobahdmérséklet, 12 h fény/sotét ciklus), parban tartottuk
egyedileg szelloztetett ketrecekben és ad libitum hozzaférést biztositottunk szamukra a taphoz

¢s csapvizhez.



3.2.2. Kisérleti elrendezés

A patkanyokat kontroll, hiperkoleszterinémia (HChol) és hiperkoleszterinémia+Stellaria
media (HChol+Stellaria media) csoportba randomizaltuk. A kontroll patkanyok (n=8)
standard laboratériumi tapot kaptak. A masik 16 allatot egy specialis koleszterinnel dusitott
tappal etettiik (2% koleszterin és 0,25% natrium-kolat-hidrat) 8 hétig, hogy experimentalis
hiperkoleszterinémiat valtsunk ki. A koleszterinnel dusitott tappal etetett allatok koziil 8 allat
Stellaria media tea liofilizatumot kapott tésztagolyoba gytarva (HChol+Stellaria media). A
nyolcadik héten az allatokat natrium-pentobarbitallal (Euthasol, 50 mg/ttkg, ip.) elaltattuk és
vért vettiink a hasi aortabol a szérum lipid profil vizsgalatara. Terminalas el6tt
echokardiografiat végeztiink, hogy megvizsgaljuk az experimentalis hiperkoleszterinémia és a

Stellaria media hatasat a kardialis morfologiara és funkciora.

3.2.3. Stellaria media tea adagoldsa

A Stellaria media tea dozisa 100 mg/ttkg volt, mivel ezt tekintik a human napi dézissal
ekvivalensnek. A HChol+Stellaria media csoportban 1évé patkanyok naponta egyszer
tésztagolyoba gyurt liofilizalt Stellaria media teat kaptak. A tésztagolyo (2 g/ttkg/nap) 55%
lisztet, 20% porcukrot és 25% vizet tartalmazott. Az egyhetes akklimatizacids periddus soran
a patkdnyokat hozzaszoktattuk a tésztagolydhoz és megtanitottuk dket, hogy onként fogadjak
el a tésztagolyot a ketreciikben.
3.2.4. Szérum lipid szintek mérése

A szérum osszkoleszterin-, HDL koleszterin-, és triglicerid-szinteket Roche enzimatikus
kolorimetrias esszékkel mértikk. Az LDL koleszterin szinteket plate readerre adaptalt kit

segitségével detektaltuk.

3.2.5. Transztorakalis echokardiogrdfia
A kardiadlis morfologiat és funkcidt transztorakalis echokardiografiaval vizsgaltuk.
Kétdimenzios és M-mod felvételek késziiltek Vivid 1Q ultrahang késziilékkel 5.0-11 MHz

transzducer hasznalataval. Hairom egymast kovetd szivciklus adatait elemeztiik és atlagoltuk.

3.2.6. Statisztikai analizis
Minden értéket atlag+ SEM forméaban adtunk meg. Egyutas ANOVA-t hasznaltunk a
3 kisérleti csoport kozotti kiilonbségek meghatarozasara. p<0.05 értéket fogadtuk el

statisztikailag szignifikans kiilonbségnek, Tukey post hoc teszt alkalmazasaval.

3.3.  Stellaria media tea diabéteszre és szivfunkciora gyakorolt hatasanak vizsgalata
3.3.1. Kisérleti allatok

Osszesen 30 felndtt (9 hetes) him Wistar patkdnyt hasznaltunk, melyek a kisérlet
kezdetén 292-420 g tomegiiek voltak. Az allatokkal valoé banasmaod és az etikai szabalyozasok

megegyeztek a 3.2.1 fejezetben leirtakkal.



3.3.2. Kisérleti elrendezés

A kontroll patkanyokat (n=10) standard tappal etettiik. A masik 20 allat egy specidlis,
fruktozzal dusitott tdpot kapott 20 héten keresztiil, mely 60% fruktozt tartalmazott és az
allatokat a 17. héten alacsony dozisu streptozotocinnal (STZ) oltottuk (20 mg/ttkg, ip.), hogy
experimentalis diabéteszt valtsunk ki. Tovabba 10 allatot Stellaria media teaval kezeltiink,
melyet oralis gavage technikaval (szondaval) adagoltunk (Diabétesz+Stellaria media).
Négyhetente ¢homi vércukorszintet mértiink, melyet oralis gliikoz tolerancia tesztek (OGTT)
egészitettek ki a 12., 16. és 19. héten. A 20. héten az allatokat elaltattuk €s vért vettiink a hasi
aortabol szérumparaméterek analizisére, valamint izolaltuk a hasnyalmirigyet és a szivet. Az
izolalt sziveket Neely-féle dolgozé perfuzidonak vetettiik ala a szivfunkcid vizsgalata céljabol.

A bal kamrai szivszovet-mintakat a tovabbi biokémiai analizis elvégzéséig —80°C-on taroltuk.

3.3.3. Stellaria media tea adagoldsa

A Stellaria media tea liofilizatum elkészitése megegyezett a 3.1.1 fejezetben leirtakkal. A
liofilizalt port ezt kovetdéen desztillalt vizben oldottuk (100 mg/ml). A Diabétesz+Stellaria
media csoportban 1évé allatok hagyomanyos oralis gavage technikaval (szondaval) kaptak a
Stellaria media teat (100 mg/ttkg) naponta egyszer a kisérlet kezdete ota. A Kontroll és

Diabétesz csoportok ezzel ekvivalens mennyiségli desztillalt vizet kaptak.

3.3.4. Endokrin hasnydlmirigy funkciot jellemzd szérumparaméterek vizsgalata

Az éhomi vércukorszintet és az OGTT méréseket a vena saphena-bol vett vérmintakon
végeztik. Az OGTT-nél 1,65 g/ttkg gliikdzt adtunk az allatoknak oralis gavage technikéaval és
a vércukorszintet 30, 60, 90 és 120 perc elteltével megmértiik, majd gorbe alatti tertiletet
(AUC) szamoltunk. A hemoglobin Alc (HbAlc) szinteket DCA Vantage Analyzer-rel

mértiik. A szérum inzulin szintet enzimhez ko6tott immunszorbens esszével vizsgaltuk.

3.3.5. EXViv0 dolgozo szivperfiizio

A sziveket izolaltuk, az aortat és bal pitvart kaniilaltuk és kezdetben Langendorff szerint
perfundaltuk Krebs-Henseleit pufferrel. Ezt kovetden a perfuzios rendszert atkapcsoltuk
Neely-féle dolgoz6 tizemmodba recirkulalo pufferrel. Megmértiik a szivfrekvenciat, koronaria
ataramlast, aorta ataramlast, perctérfogatot, balkamraban kifejlddé nyomadst és ennek elsd
derivaltjait (dp/dtmax és dp/dtmin), valamint a balkamrai végdiasztolés nyomast (LVEDP).
3.3.6. Western blot analizis

Western blot technikaval vizsgéltuk a ,,signal transducer and activator of transcription 3”
(STAT3), protein kindz B (Akt) és extracellularis szignal regulalt-kindz (Erk) fehérjék

foszforilacigjat, valamint a Bax és Bcl-XL fehérjék aktivaciojat.



3.3.7. Statisztikai analizis

Minden értéket atlag+ SEM formdban adtunk meg. Ismételt méréses kétutas ANOVA-t
hasznaltunk a testtomegvaltozas analizisére. Egyutas ANOVA-t hasznaltunk a 3 kisérleti
csoport kozotti kiilonbségek meghatarozasara. p<0.05 értéket fogadtuk el statisztikailag
szignifikans kiilonbségnek, Holm-Sidak post hoc teszttel. A dolgozo szivperfuzio és Western
blot eredmények esetében az atlag + 2SD tartomanyon kiviil es6é adatokat kizartuk, hogy

minimalizaljuk a sz¢élsdséges értékek hatasat.

3.4. Kinurénsav és NMDA receptor modulicié hatasanak vizsgalata szimulalt
iszkémia/reperfiziés modellben
3.4.1. Kisérleti elrendezés
HO9c2 kardiomioblaszt sejteket szimulalt I/R-nak tettiink ki, mely modellezi az akut
miokardialis infarktust. A sejteket 64 uM kinurénsavval kezeltiik, hogy igazoljuk protektiv
hatasat. Az NMDA receptorok szerepének vizsgalatdra a sejteket egy NMDA receptor
agonistaval, NMDA-val (25400 uM), egy NMDA receptor antagonistaval, MK-801-gyel
(0,47-120 uM), NMDA+MK-801 vagy NMDA+kinurénsav kombinacidjaval kezeltiik.

3.4.2. Szimulalt iszkémia/reperfuzio

A hatoras szimulalt iszkémia soran a sejteket hipoxias inkubatorba helyeztik és
gliikdzmentes hipoxias oldatban tartottuk, melynek pH-jat 6,4-re allitottuk. Ezutan a sejteket
ismét visszahelyeztiik a normoxias inkubatorba 2 oréara ¢és differenciacios médiummal fedtiik
Oket. A sejtek egy kontroll csoportjat nomoxias oldattal kezeltiik, mely tartalmaz gliikozt és

fiziologias pH-val rendelkezik.

3.4.3. Eletképesség és oxidativ stressz mérés

A sejtek életképességét calcein esszével mértiik. A sejtelhalast a szimulalt I/R altal
indukalt sejthalal %-aban adtuk meg, melyet a normoxias és vivoéanyaggal kezelt hipoxias
csoportok életképességének kiilonbségeként szamoltunk ki. Dihidroetidium festést végeztiink,

hogy megvizsgaljuk a szimulalt I/R altal indukalt cellularis szuperoxid termelddést.

3.4.4. Sejtmagmorfologia vizsgalata
A sejtmagok apoptotikus morfologiai eltéréseit (szétesett sejtmagok, apoptotikus testek,

sejtmagfragmentumok vagy kisebb, kondenzalt sejtmagok) DAPI festéssel vizualizaltuk.

3.4.5. Statisztikai analizis

Minden értéket atlag+ SEM forméaban adtunk meg. Egyutas ANOVA-t hasznaltunk a
kisérleti csoportok kozotti kiilonbségek meghatarozasara. p<0.05 értéket fogadtuk el
statisztikailag szignifikans kiilonbségnek, Fisher LSD post hoc teszt alkalmazasaval. Az
analizis soran az atlag + 2SD tartomanyon kiviil es6 adatokat kizartuk, hogy minimalizaljuk a

sz€lsOséges ertékek hatasat.
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4. Eredmények

4.1.  Stellaria media tea jellemzése
4.1.1. Teljes flavonoid tartalom és flavonoid screening

A teljes flavonoid tartalom 9,88+0,10 mg QE/g volt. A flavonoid screening rutin
jelenlétét azonositotta a retencidés idék és az UV spektrum referencia standarddal valo

Osszehasonlitasa alapjan.

4.1.2. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria
Szamos komponenst detektaltunk. A 10 legintenzivebb mintakomponens koéziil 5

vegyiilet kiilonféle glikozilalt apigenin-szarmazék volt az MzCloud adatbazissal 6sszevetve.

4.1.3. Invitro antioxiddns aktivitas
A Stellaria media tea alacsony direkt antioxidans kapacitast mutatott mindkét vizsgalati
modszerben: ECsp 168,30 + 11,06 pg/L a DPPH esszében és 0,97 £ 0,16 umol TE/g az ORAC

mérésben.

4.2. A Stellaria media tea nem csokkenti a koleszterinszintet és nem befolyasolja a
szivfunkciot hiperkoleszterinémiaban
4.2.1. Szérum lipid paraméterek és testtomeg
Az 0ssz- és LDL koleszterin koncentracié szignifikdnsan megemelkedett a HChol és
HChol+Stellaria media csoportokban, azonban nem volt szignifikans kiilonbség a HChol és
HChol+Stellaria media csoportok kozott. A szérum HDL koleszterinszint szignifikansan
magasabb volt a HChol csoportban a kontroll csoporthoz képest, azonban a Stellaria media
kezelés ezt nem befolyésolta szignifikansan. A triglicerid szintekben nem volt szignifikans
kiilonbség. A testtomeget és testtomeg-ndvekedést sem a koleszterindis etetés, sem a

Stellaria media kezelés nem befolyasolta szignifikansan.

4.2.2. Transztorakalis echokardiografiaval vizsgalt szivfunkcio
A diétaval kivaltott hiperkoleszterinémia és a Stellaria media kezelés nem okozott
valtozast a kardidlis morfologidban ¢és funkcidban a kontroll csoporthoz képest a mért

paraméterek egyikében sem.

4.3. A Stellaria media tea nem befolyasolja a gliikéz homeosztazist diabéteszben, de
javitja a diabétesz altal indukalt kardialis diszfunkciot
4.3.1. Ehomi vércukorszint, gliikoz tolerancia és testtomeg
A Diabétesz csoportban szignifikdnsan megemelkedett az éhomi vércukorszint és az
AUC érték. A Stellaria media kezelés nem befolyasolta az éhomi hiperglikémiat és a gliikoz
intoleranciat. A kisérlet utols6 6 hete alatt a testtomeg-novekedés csokkent a Diabétesz

csoportban, de ez a hatas nem volt szignifikans a Stellaria media-val kezelt csoportban.
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4.3.2. Endokrin hasnydlmirigy funkciot jellemzé szérumparaméterek

A 20 hetes kisérlet végén a megemelkedett ¢homi vércukorszint, a tendencidézusan
megemelkedett HbAlc és a koriilbeliil 20%-kal csokkent szérum inzulin szint karosodott
endokrin hasnyalmirigy funkciora utal a Diabétesz csoportban. A Stellaria media tea nem
javitotta ezeket a paramétereket.
4.3.3. Dolgozo szivperfiizio

Az aorta ataramlas, perctérfogat és szivmunka szignifikansan romlott a Diabétesz
csoportban. A Stellaria media kezelés viszont szignifikansan javitotta a perctérfogatot és a
szivmunkat. Az LVEDP ¢értékek tendencidozusan megemelkedtek a Diabétesz csoportban,

azonban a Stellaria media nem befolyasolta jelentGsen ezt a paramétert.

4.3.4. Kardialis jelatviteli utvonalak
A STAT3 fehérje foszforilacioja szignifikansan megemelkedett a Diabétesz csoportban,
melyet a Stellaria media kezelés csokkentett. A Bax és Bcl-XL fehérjékben, valamint az Akt

¢s Erk fehérjék foszforilacigjaban nem volt szignifikans kiilonbség.

44. A Kinurénsav citoprotektiv hatasi a Kkardialis sejtekre szimulalt
iszkémia/reperfiziéban, mely fiiggetlen az NMDA receptor modulaciotol

4.4.1. A kinurénsav hatdsa a sejtek életképességére és az oxidativ stresszre szimulalt 1/R-ben
A szimulalt I/R protokoll szignifikdnsan megndvelte a sejtelhaldst és az oxidativ stressz

mértékét a normoxias kontroll csoporthoz képest. A 64 puM kinurénsav szignifikdnsan

javitotta ezeket a valtozasokat.

4.42. Az NMDA kezelés és az antagonistakkal valo kombinacidjanak hatisa a sejtek

életképességére és az oxidativ stresszre szimulalt 1/R-ben

A szimulalt I/R alatti 100, 200 és 400 uM NMDA kezelés szignifikansan novelte a
sejtelhalast. Ezzel 6sszhangban, a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest az NMDA kezelés
megemelte az apoptotikus morfologiai eltérést mutatd sejtmagok aranyat. Ezeket a
valtozasokat az antagonistakkal valo kombinalt kezelések megsziintették. Az oxidativ stressz
mérés esetén az NMDA kezelés és az NMDA ¢és a két antagonista kombinacidja hasonlo
valtozasokat eredményezett, mint a sejtelhalasnal, azonban ez nem érte el a statisztikai

szignifikancia kiiszobét.

4.4.3. Az NMDA receptor antagonista MK-801 hatdsa a sejtek életképességére szimulalt
I/R-ben
A kinurénsavval ellentétben az NMDA receptorok gatlasa MK-801 antagonistaval nem
csOkkentette a szimulalt I/R 4altal indukalt sejtelhalast szignifikdnsan egyik vizsgalt
koncentracioban sem, ami arra utal, hogy a kinurénsav altal kivaltott kardioprotekci6 NMDA

receptoroktdl fiiggetlen lehet.
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5. Megbeszélés és kovetkeztetés

Jelen munkankban természetes vegyiiletek (egy gyogyndvény és egy endogén molekula)
hatasait vizsgaltuk az iszkémias szivbetegség megeldzésében ¢€s kezelésében két kiillonb6zo
megkozelitést alkalmazva: csokkenteni a befolyasolhatdé metabolikus kardiovaszkularis
rizikofaktorok sulyossdgat ¢és a kardidlis kovetkezményeiket, valamint citoprotekciot

kivaltani, hogy mérsékeljiik az I/R karosodas okozta sejtelhalast.

5.1. Uj eredmények

Az értekezés 1j eredményei a kovetkezOkként foglalhatok Ossze:

e a Stellaria media tea nem csokkenti a vér koleszterinszintjét és nem befolyasolja a
szivfunkciot hiperkoleszterinémiaban,;

e a Stellaria media tea jotékony hatasa a diabétesz altal indukalt kardialis diszfunkciora:
javitja a karosodott perctérfogatot és szivmunkat, valamint megel6ézi a diabétesz altal
indukalt kardialis STAT3 foszforilaciot;

e a Stellaria media tea kedvez6 kardialis hatasai fliggetlenek a diabétesz stlyossaganak
modulacidjatol, mivel a tea nem befolyasolja az éhomi hiperglikémiat vagy a gliikoz
intoleranciat diabéteszben;

e az NMDA receptor antagonizmus nem a f6 mechanizmus a kinurénsav szimulalt

iszkémia/reperfiizidban kifejtett kardiocitoprotektiv hatasaban.

A Stellaria media egy manapsag népszeri gyogynovény koleszterin- és vércukorszint
csokkentésére. Azonban eredményeink nem tamasztjak ald hasznalatanak megalapozottsagat
ezen indikaciokban, mivel a tea nem befolyasolta a lipid profilt experimentalis
hiperkoleszterinémidban ¢€és nem javitotta a gliikoz homeosztazist diabéteszben. Az
irodalomban a Stellaria media etanolos ¢és metanolos kivonatainak elhizas ellenes hatasat
vizsgaltak és a 400 mg/ttkg dozisban alkalmazott metanolos kivonat csokkentette a triglicerid
szinteket a kiilonb6z6 obezitas modellekben, de nem befolyasolta az 6sszkoleszterinszintet. A
Stellaria media diabétesz stlyossagara gyakorolt hatasat kifejezetten csak egy tanulmany
vizsgalta az irodalomban. A Stellaria media levelének etanolos kivonata 100-400 mg/kg/nap
dozisban intraperitonedlis injekcioként alkalmazva csokkentette a hiperglikémiat egy 21
napos alloxan-indukalt diabéteszes patkany modellben. Ezzel ellentétben, Chidrawar és mitsi.
a Stellaria media etanolos kivonatat hatastalannak talaltak a hiperglikémia csékkentésére két
kiilonb6z6 elhizas modellben is. Azonban kimutattak, hogy a 200 és 400 mg/kg dozisban
alkalmazott metanolos kivonat szignifikansan csokkentette a szérum gliik6z szinteket ezekben

a modellekben. Erdemes megemliteniink, hogy a Stellaria media etanolos és metanolos
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kivonatanak intraperitonealis alkalmazasanak limitalt transzlacids értéke van a gyogyndvény
human fogyasztasanak tiikrében.

A diabéteszes kardiomiopatia a diabétesz egyik jelentds kozvetlen kovetkezménye. Jelen
tanulmanyunkban a Diabétesz csoportban az aorta atdramlas, a perctérfogat és a szivmunka
szignifikansan lecsdkkent a kontroll csoporthoz képest. A Stellaria media tea kezelés
szignifikansan javitotta a perctérfogatot és a szivmunkat, ami arra utal, hogy a Stellaria media
teanak jotékony hatasai lehetnek a szivre diabéteszes allapotban.

Kimutattak, hogy a Stellaria media aktiv hatéanyagai, pl. fenolos komponensek,
flavonoidok vagy szteroid szaponinok szerepet jatszhatnak farmakologiai hatasaiban.
Kisérleteinkben a flavonoid screening rutint azonositott, mint egy lehetséges komponenst a
Stellaria media teaban. Az irodalomban mar kimutattak a rutin kedvez6 kardiovaszkularis
hatdsait diabéteszben. NéEhany tanulmény szerint a rutin csokkenti a diabéteszes
kardiomiopatiat és javitja a bal kamrai diszfunkciét STZ-indukélta diabétesz modellben és
magas szénhidrat és magas zsirbevitellel kivaltott modellekben. A kivonat LC-MS/MS
analizisében kiilonféle glikozilalt apigenin-szarmazékokat mutattunk ki, mely egyezik az
irodalmi adatokkal. A glikozilalt flavonoid szarmazékok csak csekély mértékben szivodnak
fel a bélrendszerbdl kozvetleniil, ezért az emésztés soran van egy deglikozilacids 1€pés,
melyet kovetéen csak az aglikon rész fog felszivodni, igy a biologiai hatasokért is ez lesz
felelés. A kimutatott komponensek aglikon része az apigenin, melyrdél mar kimutattdk, hogy
csokkenti az STZ-indukalt diabéteszes kardiomiopatiat és hogy védd hatasu a miokardialis
infarktus soran fellépd kardilis diszfunkcid ellen diabéteszes patkanyokban, ami arra utal,
hogy az apigenin-szarmazékok hozzajarulhatnak a Stellaria media tea jotékony kardialis
hatasaihoz.

Feltartuk, hogy a Stellaria media megel6zi a diabétesz altal okozott megemelkedett
STAT3 foszforilaciot a szivben. Irodalmi adatok szerint a STAT3 egy feltételezett
kulcsmediatora a diabétesz altal indukalt kardidlis diszfunkcionak €s a diabétesz megemelheti
a foszforilaciojat. Mindemellett kimutattak, hogy a megemelkedett kardialis STAT3 aktivacio
csokkentése javithatja a diabétesz altal kivaltott kardialis diszfunkciot, igy ez is szerepet
jatszhat a Stellaria media tea kedvez kardialis hatasaiban. Erdekes modon a rutin lehetséges
jelenléte a Stellaria media teaban magyarazatot adhat a kisérleteink soran megfigyelt
hatdsokra, mivel irodalmi adatok szerint a rutin citoprotektiv hatast fejt ki a STAT3
foszforilacio gatlasaval.

A jovoben érdemes lenne a Stellaria media tea hatasait mar kialakult
hiperkoleszterinémids vagy diabéteszes allapotban vizsgéalni, melynek nagyobb klinikai

relevancidja lehet. Tanulmanyunk egyik lehetséges limitaciojanak tekintheté a koleszterinnel
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vagy fruktdzzal dusitott tap nélkiil csak gydgyndvény kezelésben részesiild csoport hianya. A
STATS3 jelatviteli utvonal tovabbi vizsgalata egyéb érintett célfehérjéket és direkt ok-okozati
mechanizmusokat tarhatna fel. A tea mas dozisban valo alkalmazasa, mas modszerrel torténd
kivonasa vagy standard terapidkkal val6 kombinaldsa hozzajarulhatnak a mélyebb tudashoz.
Nem csak patkany modellben, hanem human vizsgéalatokban is érdemes lenne megvizsgélni a
Stellaria media tea hatasat, hogy megfigyelhet6-e szivfunkcios javulas olyan diabéteszes
betegekben, akik rendszeresen tytkhur teat fogyasztanak.

A befolyasolhatd rizikofaktorok sulyossaganak mérséklése mellett egy masik terapids
megkdzelités a citoprotekcid kivaltasa farmakologiai agensekkel, hogy csokkentsiik az I/R
karosodas altal kivaltott sejtelhalast. Megvizsgaltuk az NMDA receptorok szerepét a
kinurénsav, egy endogén metabolit kardioprotektiv hatasaiban. Eredményeink szerint az
NMDA receptor aktivacidé sulyosbitja az I/R karosodést. Ez 6sszhangban all az irodalmi
adatokkal, miszerint az NMDA receptor aktivacid6 mitokondrialis diszfunkciot, oxidativ
stresszt és apoptozist indukal neonatalis patkany kardiomiocitakban, valamint a receptorok
aktivacioja pitvari fibrillaciot okozott patkanyokban. Tovabba, irodalmi adatok szerint az
NMDA receptor antagonizmus protektiv hatasu lehet a szivre. Ugyanakkor a mi kisérletei
eredményeink nem igazoljak a NMDA receptor antagonizmus jotékony hatasat a szimulalt I/R
altal indukalt sejtkarosodds mérséklésében. A kinurénsavval ellentétben az MK-801 kezelés
onmagédban nem csdkkentette a sejtelhaldst szignifikdnsan, ami arra utal, hogy az NMDA
receptor antagonizmus nem a f6 mechanizmus a kinurénsav altal kivaltott protektiv hatas
elérésében.

Mivel a kinurénsav kardioprotektiv hatdsa gy tlinik, hogy fliggetlen az NMDA receptor
antagonizmustol, felmeriil a kérdés mas lehetséges receptorok és jelatviteli Utvonalak
szerepérol. Az NMDA receptor antagonizmuson kiviil a kinurénsav agonista hatast a
G-protein kapcsolt receptor 35 (GPR35) és aril-hidrokarbon receptorokon. A GPR35
aktivaciot Osszefliggésbe hoztak kardiovaszkularis megbetegedésekkel és kimutattdk, hogy
gatolja a pro-inflammatorikus szignalokat. Valaszképpen a hipoxias inzultusra, a GPR35
mRNS ¢és fehérjeszintje megemelkedett neonatdlis egér kardiomiocitdkban, valamint a
miokardialis GPR35 expresszié fokozodott akut miokardialis infarktus hatasara in vivo egér
modellekben. Az aril-hidrokarbon receptor utvonalrol kimutattak, hogy fontos szerepet jatszik
a kardiovaszkularis rendszer fejloddésében és funkcidjaban. Az aril-hidrokarbon receptorok
aktivacioja kardioprotektiv hatasi volt doxorubicin-indukalta kardiotoxicitdsban. Tovabba
kimutattdk, hogy ezen receptorok expresszidja fokozddik miokardidlis I/R karosodast
kovetden kardiomiocitdkban, ami arra utal, hogy a receptorok szerepet jatszhatnak a

miokardidlis I/R kéarosodasban. Ezeken kiviil tovabb elmélkedhetiink a kinurénsav protektiv
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hatdsanak hatterében allo egyéb, receptor fiiggetlen lehetdségeken. Az antioxidans hatas egy
valoszini megkozelitésnek tlinik, hiszen a kezelés csokkentette a dihidroetidium
fluoreszcencia intenzitast a tanulmanyunkban. Ez 6sszhangban van az irodalommal, ahol a
kinurénsavrdl kimutattdk, hogy antioxidans hatasa. Tehat irodalmi adatok alapjan a GPR35 és
aril-hidrokarbon receptorok modulacidja vagy az antioxidans hatas igéretes lehetéségeknek
tinnek a kinurénsav feltételezett kardioprotektiv hatdsanak hatterében, azonban tovabbi
vizsgalatok szlikségese ezek tisztazasara.

Jelen tanulmanyunkban a kinurénsav és az NMDA receptor modulacié hatasait in vitro
kisérletekben teszteltik. A jovOoben megvizsgalnank és remélhetéleg kimutathatnank a
kardioprotektiv hatast ex vivo izolalt szivekben vagy az akut miokardialis infarktus in vivo
modelljeiben. Tovabba kiegészité vizsgalatok sziikségesek a hattérben allo molekularis
mechanizmusok, mas receptorok és jelatviteli utvonalak szerepének feltérképezésére, melyek
osszefiiggésbe hozhatok a kinurénsav kardioprotektiv hatasaval.

Osszefoglalva tehdt a természetes vegyiiletek jotékony hatastak lehetnek és fontos
szerepet jatszhatnak az iszkémids szivbetegség megeldzésében és kezelésében, igy értékes
jeloltek lehetnek a jové kutatdsaiban, hogy csokkentsék az iszkémids szivbetegség

mortalitasat és javitsak a klinikai kimeneteleket.
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6. Koszonetnyilvanitas

Kisérleteink a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacids Hivatal (OTKA K115990) és
az Emberi Eréforrasok Minisztériuma (20391-3/2018/FEKUSTRAT) tdmogatasaval
valdsultak meg. Az értekezés a Gazdasagfejlesztési és Innovacios Operativ Program, GINOP-

2.3.2-15-2016-00034 ¢és GINOP-2.3.2-15-2016-00006 projektek keretében késziilt.

Oszinte koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dux Lészlonak, hogy lehetdvé tette
munkamat a Multidiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskolaban, illetve, hogy

szélesitette a biokémiai tudasomat.

Szivbél jovo halaval tartozom témavezetOmnek ¢és bardtomnak, Csont Tamasnak.

K06szondm tdmogatasat, iranyitasat €s batoritasat az egyetemi €s PhD éveim alatt.
Halas vagyok Gaspar Renatanak a tanitasaért és a kezdeti évekbeli batoritasaért.

Kilon koszonom kollaboracios partnereinknek, Csupor Dezsének és Kiss Tivadarnak,
hogy bevezettek minket a gyogynovények vilagaba és értékes szakmai segitséget nyujtottak a
Stellaria media tea elkészitésében, a flavonoid tartalom és screening, valamint az antioxidans

kapacitas vizsgalatok elvégzésében.

Szeretném megkdszonni a tarsszerzok segitségét a kisérletek elvégzésében: Sziics
Gergonek a dolgoz6 szivperfuzid, Sarkozy Martanak a transztorakalis echokardiografia, Siska
Andreanak és Foldesi Imrének a szérumparaméterek analizise, Darula Zsuzsannanak és
Tengo6lics Rolandnak az LC/MS-MS analizis, valamint Halmi Déranak és Gaspar Renatanak a

kinurénsav viabilitas €s oxidativ stressz mérései soran végzett munkajat.

Szeretnék koszonetet mondani a kutatocsoportunk tagjainak: Csonka Csabanak, Pipicz
Martonnak, Gaspar Renatanak, Sziics Gergének, Sarkozy Martanak, Soja Andreanak, Szabd
Martonnak, Didszegi Petranak, Kovacs Zsuzsannanak, Kovacs Moénikanak, Halmi Doranak,
Soltész Rébertnek, Csoré Doranak, Somogyi Rékanak, Colié Atinanak és Plechl Evanak,
valamint a Biokémiai Intézet minden munkatarsanak, kiilondsen az ,egyes labor” PhD
hallgatoinak: Szabd Kittinek, Koéhler Zoltannak és Becsky Danielnek a baratsagukért és
batoritasukért. Kiemelkedd technikai és adminisztrativ segitséget kaptam Makrané Felhd

Zitatol, Radi Erzsébett6l, Engi I1dikotol, Bodnar Tiindétél és OcsovszKi Imrétol.

Mindezen tal, nagyon halas vagyok a csaladom és kozeli barataim tdmogatasaért. Az 6
segitségiik nélkiil ez az értekezés nem valdsulhatott volna meg. A férjem, Pipicz Marton
biztos hatteret és soha véget nem éré tamogatast nyujtott az évek soran, atsegitve ezzel a

felmertiil6 nehézségeken. Ezt az értekezést szeretném nekik ajanlani.



Tarsszerz6i lemondé nyilatkozat

Alulirott Dr. Kiss Tivadar, mint megosztott elsé szerz6é nyilatkozom arrdl, hogy
Dr. Demjan Virag doktorjeldlt szerepe az alabbiakban megjeldlt kozos publikdcionk
eredményeinek elérésében meghatarozo volt. Kijelentem, hogy a publikaciot a jelslt
teljes mértékben felhasznalhatja PhD értekezéséhez. Tudomdsom szerint ezen
eredményeinket mas még nem hasznalta fel tudoméanyos fokozat megszerzéséhez,

illetve ezt a j6vOben sem teszi.

Az értekezésben felhasznalasra kertilt kozds publikécio:

Demjan V., Kiss T., Siska A., Szabé M. R., Sarkézy M., Foldesi I., Csupor D., Csont T.
Effect of Stellaria media tea on lipid profile in rats. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine 2020, doi:10.1155/2020/5109328

.........................................

Dr. Kiss Tivadar

Szeged, 2021.10.05.



TarsszerzO1 lemondé nyilatkozat

Alulirott Dr. Gaspar Renata és Dr. Halmi Déra, mint megosztott elsé szerzok
nyilatkozunk arrél, hogy Dr. Demjan Virag doktorjeldlt szerepe a beadds el6tt 4ll6
kozos publikacionk aldbbiakban megjelolt eredményeinek elérésében meghatarozé volt
€s kijelentjiik, hogy ezen eredményeket a jelolt felhaszndlhatja PhD értekezéséhez.
Tudomdsunk szerint ezen eredményeinket mds még nem hasznalta fel tudomanyos

fokozat megszerzéséhez, illetve ezt a jovoben sem teszi.

Az értekezésben felhaszndlasra keriilt eredmények:

e 64 uM kinurénsav kezelés hatdsa H9c2 sejtek calcein festéssel vizsgilt
életképességére és dihidroetidium festéssel vizsgdlt oxidativ stressz
meértékére szimuldlt iszkémia/reperfliziés modellben

e NMDA kezelés, valamint NMDA+kinurénsav és NMDA+MK-801
kombinalt kezelések hatdsa H9c2 sejtek calcein festéssel vizsgalt
életképességére, dihidroetidium festéssel vizsgalt oxidativ stressz mértékére,
valamint DAPI festéssel vizsgilt sejtmagmorfoldgiai eltérésekre szimulalt
iszkémia/reperfiiziés modellben

e MK-801 kezelés hatdsa H9c2 sejtek calcein festéssel vizsgalt

életképességére szimuldlt iszkémia/reperfiziés modellben
A beadis el6tt 4116 kozos publikicionk adatai:

Gaspér R., Halmi D., Demjan V., Diészegi P., Igaz N., Juhdsz L., Z. Poles M., Patai R.,
Polgér T.F., Vincze A., Pipicz M., Kiricsi M., Csont T. The effect of kynurenic acid on

ischemia/reperfusion injury, apoptosis and mitochondrial function in cardiomyocytes

Dr. Géspar Rendta Dr. Halmi Doéra

Szeged, 2021.10.05.



