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Abbreviations

AP-1: activator protein-1

Akt: Protein Kinase B (PKB)

Ask1: apoptotic signal regulating kinase

BAD: Bcl-2 associated death promoter

ERK: extracellular signal-regulated kinase

FKHR: forkhead homolog rhabdomyosarcoma transcription factor
GSK-3p: Glycogen synthase kinase 3 beta

IxB: inhibitors of NF-kB

IKK: inhibitor of NF-kappa B kinase

INOS: inducible nitric oxide synthase

IRAKZ1: interleukin-1 receptor-associated kinase-1

IRAKA4: interleukin-1 receptor-associated kinase-4

JNK: c-jun N-terminal kinase

LBP: LPS binding protein

LPS: lipopolysaccharide

MAPK: mitogen activated protein Kinase

MKP-1: MAPK phosphatase -1

MyD88: myeloid differentiation primary response gene 88

NAC: N-acetyl cysteine

NADPH-oxidase: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
NEMO: NF-kB essential modifier

NF-xB: nuclear factor-«B

P: phosphorylated

PARP: poly ADP-ribose polymerase

p38-MAPK: p38 mitogen activated protein kinase

p65: transcription factor p65 (RelA)

p50: NF-KappaB1

PI3K: phosphoinositide 3-kinase

PTEN: phosphatase and tension homolog deleted on chromosome 10

ROS: reactive oxygen species



TAB: TAK1-binding protein

TAKZ1: transforming growth factor- p-activated kinase 1
TBK1: TANK binding kinase 1

TIRAP: TIR domain-containing adaptor protein

TLRs: Toll-like receptors

TLR4: Toll-like receptor 4

TNFa: tumor necrosis factor-a

TRAF6: TNF receptor-associated factor 6

TRAM: TRIF-related adaptor molecule

TRIF: TIR domain-containing adaptor inducing IFN-



Introduction

Inflammation and oxidative stress are main pathophysiological processes responsible
for the cardiovascular morbidity and mortality. Both mechanisms activate and moderate same
intracellular signal mechanisms. Recently, investigations focus to understand signal networks
because they would become potential therapeutic target. On the other hand it may be consider
to investigate the effect of new and “older” therapeutic drugs on signaling pathways.

Red wines are rich in different types of polyphenols and anthocyanins, and they have
been reported to provide greater benefit in the prevention of cardiovascular diseases. Phenolic
compounds have strong antioxidant, neuroprotective effect and their anticarcinogen and anti-
inflammatory effects are also proven.

Malvidin and its glycosides are primary plant pigments playing an important role to
protect plants from microbial infection and UV irradiation. Malvidin is responsible primarily
for the color, and is included in the polyphenols of red wine together with other
anthocyanidins, phenolic acids, flavonoids and trihydroxy stilbenes. Earlier studies have
demonstrated that moderate red wine consumption reduce cardiovascular morbidity and
mortality and have beneficial effects on chronic inflammatory diseases. These protective
effects is contributed to the polyphenol contents of red wine.

The inflammatory response was extensively studied in lipopolysaccharide (LPS)-
stimulated RAW 264.7 macrophage cells, which are very sensitive to LPS stimulation and
respond by activation of the pro-inflammatory transcription factors; nuclear factor-kappaB
(NF-xB) and activator protein-1 (AP-1) resulting in tumor necrosis factor-alpha, interleukin-
1beta (IL-1pB, IL-6, IL-8) and nitric oxide production. These markers are associated with
gram-negative sepsis and other inflammatory diseases. Furthermore, LPS also induces
production of reactive oxygen species (ROS) and activation of the nuclear enzyme poly ADP-
ribose polymerase (PARP). ROS are capable of eliciting a variety of pathological changes,
including peroxidation of lipids, proteins, DNA damage, and elevated level of ROS activates
mitogen activated protein kinase (MAPKSs) and inflammatory transcription factors. Probably
as compensatory mechanisms, LPS induces activation of the cytoprotective
phosphytidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt pathway and expression of MAPK phosphates

(MKP)-1. All these processes have significant role in innate immunity during the normal



immune response and in causing multiple organ failure and death during severe sepsis or
septic shock.

The most investigated nutritional polyphenol, resveratrol was found to prolong
lifespan, and was suggested as a potential anti-inflammatory, anti-aging, anti-cancer and
protective cardiovascular agent. However, rather low bioavailability and abundance of
resveratrol implies that other components may contribute substantially to the beneficial effects
of red wine. A likely candidate is malvidin that exceeds resveratrol content at least 100 times
in red wines. Recent data describe its beneficial effects in cardiovascular disease. On the
other hand, only limited data are available about effect of malvidin on inflammatory processes
and kinase signaling pathways. Therefore, in this study, we investigated the effect of malvidin
on LPS induced processes in RAW 264.7 macrophages.

Another main goal of our study was to investigate oxidative stress which plays a
crucial role of development and progression of cardiovascular diseases. Ischemia-reperfusion
is one of the most common process is associated with enhanced formation of reactive oxygen
species. Ischemia-reperfusion injury is a main pathophysiological process during acute
cardiovascular events. Earlier studies widely investigated and searched potent drugs, which
are able to promote cells against ischemia-reperfusion injury. Aim of these studies were to
identify potential targets via can be modulated these mechanisms. Several studies have shown
that ROS and proapoptotic signaling pathways play pivotal role in cell damage and death.
Reactive oxygen species (ROS) and elevated intracellular Ca**are implicated as important
factors among the mechanisms leading to postischemic reperfusion injury. High levels of
ROS can be generated during reperfusion from a variety of sources such as the xanthine
oxidase system, the cyclo-oxygenase pathway of arachidonic acid metabolism, the respiratory
burst of phagocyte cells and to a large extent, from the non-optimal operation of the
mitochondrial electron transport chain. Elevated ROS levels can also induce oxidative DNA
damage leading to single-stranded DNA breaks, which activate the nuclear protein-modifying
and nucleotide-polymerizing enzyme poly (ADP-ribose) polymerase. PARP activation leads
to NAD" and ATP depletion, which further destabilizes mitochondrial membrane system and
eventually leads to apoptotic or necrotic cell death. Recently, inhibition of PARP was
implicated in the therapy of myocardial infarction.

Among the kinase signaling pathways, PI1-3K-Akt and mitogen activated protein kinase
(MAPK) were implicated among the mechanisms of cardioprotection. Akt activation can be
critical because Akt can phosphorylate a number of downstream targets leading to

inactivation of GSK-3f, the pro-apoptotic Bcl-2 family member BAD, caspase-9, and
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forkhead homolog rhabdomyosarcoma transcription factor (FKHR), as well as to activation of
nuclear factor-xB (NF-«kB), p70 ribosomal S6 kinase and endothelial nitric oxide synthase.
Recently, we have proved that activation of Akt pathway significantly contributed to the
cytoprotective effect of PARP inhibition under pathological conditions, however no such
mechanism was previously indicated among the molecular effects of calcium channel- and B-

adrenergic receptor blockers.

Aim of the study

ROS plays a key role in the pathogenesis and progression of septic shock and
ischemia-reperfusion injury. To investigate direct effect of ROS and activated signaling
pathways support development of new therapeutic targets. Our studies focus to identify
crucial signaling pathways involved in inflammation and oxidative stress used two separate
model (cell culture and Langendorff perfused heart). We investigate the effect of malvidin on
inflammatory response and the effect of Metoprolol, Verapamil and PARP inhibitor on

ischemia-reperfusion injury.

1. We intended to determine antioxidant and anti-inflammatory effectivity of malvidin.

2. We wanted to compare antioxidant and anti-inflammatory effects of malvidin and
resveratrol on the molecular basis to find out which component is most likely to account for

the positive effects of moderate red wine consumption.

3. We wanted to know whether activation of PI-3K-Akt and MAPK signaling pathways are
involved in the molecular action of Ca** antagonist and a B-adrenergic receptor blocker

cardioprotective drugs.

4. We intended to compare the cardioprotective potential of PARP inhibition, Ca*

antagonism and blocking of the B-adrenergic receptor.



Discussion

Antioxidant and anti-inflammatory effects of malvidin

In response to LPS, nuclear localization signal of cytosolic NF-kB becomes unmasked
resulting in nuclear translocation of the transcription factor. In the nucleus, NF-kB becomes
phosphorylated and acetylated, thus activated to bind to its consensus promoter DNA
sequences. This binding triggers the expression of its target genes (Fig.) including pro-
inflammatory cytokines, chemokines, adhesion proteins, COX-2 and iNOS. These events are
of pivotal importance in the development of inflammation-related chronic diseases. We
demonstrated malvidin attenuates activating phosphorylation, nuclear translocation and
binding to consensus DNA sequence of NF-kB. These data are completely in line with the
results of other groups. Furthermore, we found malvidin antagonised NF-kB activation at
much lower concentrations than trans-resveratrol. This indicates malvidin could account for
the beneficial effects of red wine in inflammation-related chronic diseases. Furthermore, these
results explain the finding of the 1999-2002 US National Health and Nutrition Examination
Survey describing malvidin intake negatively correlates with serum C-reactive protein levels.

Binding of LPS to TLR4 receptor triggers activation of the MAPKs (Fig.) via various
signaling pathways such as the myeloid differentiation primary response gene
(MyD)88—interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK)—tumor necrosis factor (TRAF)-
6—transforming growth factor-f3 activated kinase (TAK) pathway. In turn, MAPK pathways
are involved in activation of the pro-inflammatory transcription factors; NF-xB and AP-1. In
the present study, we observed malvidin attenuated LPS induced activation of all three
MAPKSs. However, this effect differed for the three kinases (JNK>p38>>ERK). By using
specific kinase inhibitors, we aimed to establish the significance of these results. In agreement
with others we found JNK and p38 inhibitors significantly reduce LPS induced nuclear
translocation and DNA binding of NF-kB. However, ERK inhibition was ineffective. These
data indicate early inflammatory response in RAW 264.7 macrophages is mediated, at least
partially, via the aforementioned pathway. On the other hand, it is likely that malvidin

decreased LPS evoked MAPK activation undirectly since in in vitro kinase assays malvidin



did not exert any effect. Most likely, it regulated MAPK activation by inhibiting other key
mechanisms; ROS production.

MKP-1 is the major enzyme responsible for the dephosphorylation, thereby
inactivation of all three MAPKSs. It is critically involved in inflammatory signaling of
macrophages, and is responsible for switching off pro-inflammatory cytokine production in
vitro and in vivo. In agreement with others we found increased expression of MKP-1 in the
LPS stimulated macrophages both at the mRNA and protein level. However, this was
accompanied by an elevated activation of the MAPKs indicating MKP-1 induction was not
sufficient to suppress LPS-induced MAPK activation. Malvidin enhanced MKP-1 expression
both in the unstimulated and LPS treated cells, which was accompanied by decreased
activation of the MAPKS. This suggests MKP-1 expression, when augmented by malvidin,
could counteract the activating mechanisms induced by TLR4 signaling (Fig.). However, we
found significant differences among the MAPKs regarding malvidin’s effectivity in reduction
of their LPS induced activation. Furthermore, these differences were reflected in the anti-
inflammatory effect of MAPK inhibitors. All these data indicate, the network of MAPK
activation and inhibition signaling is complex, and balance of the regulating processes differs
for each MAPK.

Previous studies established in vitro antioxidant characteristics for malvidin. In
agreement with these results, we found malvidin attenuates ROS production by LPS-treated
RAW264.7 macrophages at an I1Csy value comparable to that of trans-resveratrol. At the same
time, this modulated a complicated network of processes produced and regulated by ROS
(Fig.) including mitochondrial integrity and activation of MAPKSs, Akt and PARP. It is
feasible that LPS induced NF-xkB activation in our experimental system was mediated
partially via the TLR4-NADPH oxidases-ROS-PARP pathway. However, the complexity of
the involved networks made it hard to distinguish between cause and consequence or identify
upstream and downstream events. Nevertheless, it is likely that due to its antioxidant property,
malvidin decreases ROS production, thereby reduces PARP and MAPK activation as well as
oxidative damage to MKP-1. Reduced PARP activation leads to decreased NF-kB and MAPK
activation, increased expression of MKP-1 and activation of the PI3K—Akt pathway that
together with the decreased ROS results in maintained mitochondrial integrity (Fig.).
Importance of the antioxidant mechanism in malvidin’s anti-inflammatory effect is
emphasized by us and others reporting NAC inhibits LPS induced NF-kB activation.

Recently it has been shown that Akt is a downstream target of TRIF/TANK-binding
kinase 1 (TBK1), and there is an association between endogenous TBK1 and Akt in LPS
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treated macrophages. TBK1 enhances phosphorylation of Akt on Ser(473), and SiRNA-
mediated silencing or knocking out of TKB1 compromises LPS induced Akt activation. On
the other hand, elevated ROS also activates the P1-3K—Akt pathway via oxidative inactivation
of the phosphatase and tensin homolog (PTEN) that inactivates the pathway by
dephosphorylation. Akt activation may result in mitochondrial protection by phosphorylation,
thereby inactivation of Bad, and indirect NF-kappaB activation. As we found, malvidin
activated Akt both in the unstimulated and LPS-treated macrophages. Most likely, this effect
of malvidin was also due to its antioxidant property. The augmented activation of Akt was
most probably involved in malvidin’s protective effect on LPS induced mitochondrial
depolarization (Fig.). On the other hand, Akt was implicated in the phosphorylation thereby
activation of NF-«xB p65. Accordingly and in agreement with Zhao et al., we found that
inhibition of the PI-3K-Akt pathway attenuated NF-xB activation suggesting a partial
involvement of this pathway in mediating LPS’s effect. All these data suggest Akt activating

effect was unlikely to be involved in malvidin’s anti-inflammatory effect.
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Figure. Effect of malvidin on LPS induced pathophysiological changes in RAW 264.7
macrophages. Well documented effects are indicated by solid lines, whereas effects
involving yet unidentified mediator(s) or events are represented by dashed line. Lines with
pointed end denote activation, whereas lines with a flat end indicate inhibition. Activating or
inhibitory effect of malvidin is indicated by a circled + or — next to the line, respectively. LPS
induces activating phosphorylation, nuclear translocation and DNA binding of NF«xB,
induction of ROS production, PARP activation, activation of MAPKs, MKP-1 expression,
activation of the phosphatidylinositol-3 kinase-Akt pathway and destabilization of the
mitochondrial membrane systems. Malvidin attenuates ROS production, mitochondrial
destabilization, and activation of PARP and MAPKSs. It also augments Akt activation and

MKP-1 expression resulting in diminished activation of NF«xB.
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Comparison of cardioprotective effects of PARP inhibition, Ca®* antagonism and p-

adrenergic receptor blocking

In the present study, we assessed cardioprotective as well as Akt and ERK activating
effects of two substances used in the clinical management of ischemic heart diseases, namely,
Verapamil and Metoprolol in Langendorff perfused hearts during ischemia-reperfusion cycle,
and compared them to that of HO-3089, a PARP inhibitor used as a positive control
throughout the experiments.

Among other mechanisms, L-type Ca®*-channel antagonists were reported to protect high-
energy phosphates and cardiac functions as well as reduction of acidosis, infarct size in
different ischemia models. Cardioprotecting mechanisms of B-adrenergic receptor blockers
were reported to include improvement of cardiac functions, decrease of lipid peroxidation and
cardiomyocyte apoptosis. Although it is very difficult to compare the results of different
laboratories due to the different models and different ischemia and reperfusion protocols, our
results on the different parameters of cardioprotection by Verapamil and Metoprolol were
comparable with that of other laboratories.

In our experimental setup, we monitored the high-energy and inorganic phosphate levels
during a 15 min equilibrating normoxic perfusion, and any significant deviation from the
starting values in case of the untreated hearts resulted in the rejection of the given heart from
the experiment. In the same way, we excluded those hearts treated or not, which did not
regain spontaneous pulsing during the reperfusion period. We used a single concentration for
Verapamil and Metoprolol since they were extensively studied in the past, and their effective
concentrations in Langendorff-perfusion experiments were well established. The
concentration (25uM) of HO-3089 was found to protect hearts against ischemia-induced
damages in previous experiments.

According to our data, Verapamil and Metoprolol improved the recovery of creatine
phosphate, ATP and pH, and the reutilization of inorganic phosphate in hearts subjected to
ischemia-reperfusion significantly, although less effectively than HO-3089 did. The
substances significantly attenuated oxidative myocardial damages, which were characterized
by decreased lipid peroxidation and protein oxidation too. Furthermore, the favorable changes
in cardiac energetics were accompanied by improved recovery of functional cardiac
parameters and reduced infarct size.

We have previously demonstrated that activation of the cytoprotective PI-3 kinase/Akt

pathway significantly contributed to cardioprotective and cytoprotective effects of PARP
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inhibition. Activated Akt can phosphorylate several regulatory proteins, including GSK-3p,
caspase-9, BAD, or FKHR. Phosphorylation and so inactivation of pro-apoptotic BAD protein
contribute to the stabilization of mitochondrial membrane systems and may prevent the
release of pro-apoptotic proteins, i.e. cytochrome c or apoptosis-inducing factor. Moreover,
Akt can also phosphorylate and inactivate caspase-9, which can result in the blockade of
cytochrome c/Apaf-1/caspase-9/caspase-3 pathway.

Although ERK 1/2 is considered to be mainly involved in growth factor-induced mitogen
signaling and cellular differentiation, this kinase was reported to exhibit protective roles under
circumstances of oxidative stress through the inhibition of apoptosis by downregulating c-jun
N-terminal kinase (JNK) as well as caspase-3. ERK was also brought into connection with
delayed cytoprotection, because its sustained activation seemed to mediate late cardiomyocyte
protection after simulated ischemia-reoxygenation.

Because of their indicated involvement in cytoprotection, we studied effect of Verapamil and
Metoprolol on Akt and ERK 1/2 phosphorylation during ischemia-reperfusion. To
demonstrate activation of Akt, we determined phosphorylation of its downstream target,
GSK-3p too. As we found, all the substances induced significantly elevated activation of Akt
and ERK1/2 either in normoxia or after ischemia-reperfusion. We found even a strong
correlation between extent of recoveries of creatine phosphate levels and Akt or ERK2
activation for the substances studied indicating a crucial role of Akt and ERK2 activation
among the cardioprotective mechanisms of Verapamil and Metoprolol. An increasing number
of evidence suggests that B-adrenergic receptor antagonists can induce B-arrestin-mediated
trans-activation of epidermal growth factor receptor leading to activation of the down-stream
target ERK, and a similar mechanism was reported for Akt activation that involved f-arrestin-
1 and insulin-like growth factor 1. Although linking of L-type calcium channel blockers to
Akt and ERK activation seems more elusive, calmodulin-dependent cyclic nucleotide
phospho-diesterase that was indicated as a key regulator in the cross talk between cyclic
nucleotide- and Ca**-dependent as well as Ca**-independent-signaling pathways might play
role.

Regardless of the mechanism, for establishing physiological significance of the activation of
these kinases in the cardioprotection by the p-adrenergic receptor blocker and the Ca®*
antagonist, we inactivated these kinases by inhibiting their respective upstream activator
kinases during the ischemia-reperfusion cycle. The finding that inhibition of these kinases
significantly decreased recoveries of high-energy phosphate levels for not just the PARP
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inhibitor but for Verapamil and Metoprolol too clearly indicated that activation of Akt and

ERK1/2 significantly contributed to the cardioprotective effects of these substances.

Conclusion

Ischemic heart disease and sepsis are the main causes of morbidity and mortality
worldwide. Oxidative stress and inflammation play a pivotal role in both diseases. Searching
for therapeutic targets we investigated the effects of naturally occurred polyphenol, malvidin
and clinically used two drugs, Metoprolol and Verapamil. We investigated several signaling
pathways which potentially could be therapeutic targets.

In conclusion, malvidin, the most abundant polyphenol ingredient of red wine, augments LPS-
induced Akt activation and MKP-1 expression and attenuates mitochondrial destabilization,
ROS production and activation of PARP as well as MAPKSs resulting eventually in
diminished activation of NFkB. All these data indicate malvidin significantly contributes to
the antioxidant and anti-inflammatory effects of red wine, and could, at least partially,
account for the positive effects of moderate red wine consumption on inflammation-mediated
chronic maladies such as obesity, diabetes, hypertension and cardiovascular disease.

We demonstrated at the first time that activation of PI-3K-Akt and ERK1/2 pathways
significantly contributed to cardioprotective effect of a Ca®" antagonist and a B-adrenergic
receptor blocker. Furthermore, we found a strong correlation between cardioprotective and
kinase activating potencies of the substances that indicate potentiality of these kinases as

drug-targets in the therapy of ischemic heart disease.
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Achievements

1. We demonstrated that malvidin, the most abundant polyphenol ingredient of red wine,
augments LPS-induced Akt activation and MKP-1 expression and attenuates mitochondrial
destabilization, ROS production and activation of PARP as well as MAPKSs resulting

eventually in diminished activation of NF«kB.

2. We found that anti-inflammatory effect of malvidin exceeded that of resveratrol. Therefore,
we provided experimental evidence at the first time that malvidin rather than resveratrol could
account for the positive effects of moderate red wine consumption on inflammation-mediated

chronic maladies such as obesity, diabetes, hypertension and cardiovascular disease.

3. We demonstrated at the first time that activation of PI-3K-Akt and ERK1/2 pathways
significantly contributed to cardioprotective effect of a Ca®" antagonist and a B-adrenergic
receptor blocker.

4. We found that cardioprotective effects of PARP inhibition much exceeded that of Ca**
antagonism and blocking of the B-adrenergic receptor thereby confirmed the potentiality of
PARP inhibitors in the management of cardiovascular diseases.

5. Furthermore, we established a strong correlation between cardioprotective and kinase

activating potencies of the substances that indicate potentiality of these kinases as drug-targets
in the therapy of ischemic heart disease.
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Roviditések

AP-1: aktivator protein-1

Akt: protein kinaz B (PKB)

Ask1: apoptozis szignal-regulalt kinaz 1

BAD: Bcl-2 asszocialt halal promoter

ERK: extracellularis szignal-regulalt kindz

FKHR: forkhead homolég rhabdomioszarkdéma transzkripcios faktor
GSK-3p: glikogén szintaz kinaz-33

IxB: inhibitor kB

IKK: IxB kindz

INOS: indukalhaté NO-szintaz

IRAKZ1: interleukin-1 receptorhoz kapcsolt kinaz 1
IRAKA4: interleukin-1 receptorhoz kapcsolt kinaz 4
JNK: c-jun N-terminalis kinaz

LBP: LPS-kotd protein

LPS: lipopoliszaharid

MAPK: mitogén aktivalt protein kindz

MKP-1: MAPK foszfataz -1

MyD88: myeloid differenciacids faktor 88

NAC: N-acetil cisztein

NADPH-oxidase: NADPH-oxidaz

NEMO: NF-kB esszencialis modulator

NF-xB: nuklearis faktor-xB

P: foszforilalt

PARP: poli(ADP)-rib6z polimeraz

p38-MAPK: p38 mitogén aktivalt protein kinaz
p65: transzkripcios faktor p65 (RelA)

p50: NF-KappaB1

PI3K: foszfatidilinozitol 3 kindz

PTEN: foszfataz és tenzin homolog

ROS: reaktiv oxigén szarmazék
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TAB: TAK1 k&t protein

TAK1I: transzformald novekedési faktor B aktivalt kinaz 1
TBK1: TANK kot6 kinaz 1

TIRAP: TIR domén tartalmu adaptor fehérje

TLR: Toll-like receptor

TLR4: Toll-like receptor 4

TNFa: tumor nekrozis faktor a

TRAF6: TNF receptorhoz kapcsolt 6. faktor

TRAM: TRIF-kapcsolt adaptor molekula

TRIF: TIR domént tartalmazo6 IFN-B-t indukaléd adaptor fehérje
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Bevezetés

Az inflammaci6 €és az oxidativ stressz a két legfontosabb patofiziologiai folyamat,
melyek felelosek a kardiovaszkularis morbiditasért és mortalitasért. Mindkettében hasonlo
intracellularis jelatviteli utvonalak aktivalodnak. Mostanaban a vizsgalatok a jelatviteli
halézatok megértésére dsszpontositanak, mert ezek potencialis terapids célpontok lehetnek. A
kutatas egy masik fontos iranya, hogy megismerjiilk a mar meglévé hatdanyagok, és uj,
gyogyaszatban hasznalhat6 vegyiiletek hatasat a jelatviteli utvonalakra.

A vorosborok killonféle polifenolokban ¢és antocianinokban gazdagok, melyekrdl
korabbi vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy jotékony hatasuk van a kardiovaszkularis
betegségek prevencidjara. Ezek a fenolos komponensek erds antioxidans, neuroprotektiv,
rakellenes, gyulladascsokkentd hatassal rendelkeznek.

A malvidin ¢és glikozidjai novényi szinanyagok, melyek fontos szerepet jatszanak a
mikrobak és az UV sugarzas elleni védelemben. A malvidin, a polifenolok kdz¢ tartozo
vegyiilet, amely mas fenolsavakkal, antocianinokkal, flavonoidokkal, trihidroxi sztilbénekkel
a voOrdsbor alapszinét adja. Kordbbi vizsgéalatok igazoltdk, hogy a mérsékelt vordsbor
fogyasztas csokkenti a kardiovaszkularis morbiditast, mortalitast és jotékony hatassal van a
kronikus gyulladdsos betegségekre. Ezen kedvezd hatdsokat a vordsbor polifenol
komponenseivel hoztak dsszefliggésbe.

A gyulladasos valaszreakciok tanulmédnyozasara széles korben alkalmazzzak a
lipopoliszacharid altal stimulalt RAW 264.7 makrofag sejteket. LPS indukcidé hatasara
ezekben a sejtekben proinflammatorikus transzkripcios faktorok aktivalodnak (NF-kB, AP-1),
melyek hatdsara gyulladdsos markerek, interleukinek (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8) és nitrogén-
monoxid termelddik. Ezen folyamatok igazolodtak Gram-negativ szepszisben és mas
gyulladdsos betegségekben is. A bakteridlis lipopoliszacharid indukalta gyulladasos
folyamatokban intenziv reaktiv oxigén gyok képzédést valamint poli (ADP-rib6z) polimeraz
(PARP) aktivaciot mutattak ki. A nagy mennyiségii reaktiv oxigén gyokok szamos patologias
folyamatok kivaltasaért felelések, mint példaul lipidperoxidacio, fehérje oxidacio, DNS
kéarosodas, valamint aktivaljak a mitogén aktivalta protein kindzokat (MAPK) és gyulladasos
transzkripcids faktorokat. Az LPS valosziniileg egyfajta kompenzaciés mechanizmusként
aktivalja a citoprotektiv foszfatidilinozitol 3 kinaz (PI3K)-Akt valamint a MAPK foszfataz

(MKP)-1 utvonalakat. Ezek a folyamatok jelentds szerepet jatszanak mind a normal
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immunvalaszban mind a salyos szepszis €s szeptikus sokk sordn kialakuld tobbszoros
szervkarosodasban.

A leggyakrabban vizsgalt polifenol a rezveratrol, melyrdl feltételezik, hogy potencialis
gyulladascsokkentd, oregedésgatld, rakellenes, valamint kedvezd kardiovaszkularis hatassal
bir6 vegyiilet. Bar a vorosborban nagy mennyiségben van jelen, biohasznosuldsa azonban
meglehetdsen alacsony, ezért feltételezhetd, hogy mas polifenol komponenseknek is jelentds
szerepe lehet a vordsbor kedvezd hatdsdban. Az egyik lehetséges vegyiilet a malvidin,
melynek voOrdsborbeli koncentracidja szazszorosa a rezveratrolénak. A legujabb kutatdsi
eredmények igazoltdk a malvidin jotékony hatasat kardiovaszkularis betegségekben, azonban
kevés adat all rendelkezésre a malvidin gyulladascsokkentd hatasar6l, valamint az altala
befolyasolt jelatviteli atvonalakrél. Igy munkank egyik f6 célja a malvidin hatasanak
vizsgalata LPS indukalta RAW 264.7 makrofag sejteken.

Munkank masik fontos célkitlizése az oxidativ stressz vizsgalata, mely alapvetd
szerepet jatszik a kardiovaszkuldris betegségek kialakuldsdban és progresszidjaban. Az
ischemia-reperfizios karosodas az egyik legaltalanosabb folyamat, mely jelentés mennyiségi
reaktiv oxigén gyok felszabaduldsaval jar egyiitt. Az ischemia-reperfiizids karosodas
legfontosabb patofiziodldgias folyamat az akut kardiovaszkuléris események soran. Korabbi
vizsgalatok széles korben tanulmanyoztak szamos vegyiiletet, melyek potencialisan
alkalmasak az ischemia-reperfiizios karosodas kivédésére. Szamos bizonyiték van arra, hogy
a ROS és a proapoptotikus jelatviteli utvonalak kulcsszerepet jatszanak a sejtkadrosoddsban és
sejthalalban.

A posztischemias-reperfiiziés karosoddsban a reaktiv oxigén gyokoknek €s az emelkedett
intracellularis Ca®" szintnek egyarant fontos szerepe van. Reperfuzio soran a reaktiv oxigén
intermediereknek szamos forrasa van: xantin-oxidaz, ciklooxigenaz, fagocita aktivacio,

mitokondrialis 1égzési lanc. A nagy mennyiségli ROS oxidativ DNS karosodast, DNS lanc

crer
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deplécigjat eredményezi. Mindezen valtozasok a mitokondrialis membran tovabbi
kérosodasahoz, valamint apoptotikus és nekrotikus sejthaldlhoz vezetnek. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy maga a PARP gatlds eredményes lehet a miokardidlis infarktus
kezelésében.

A kiilonboz6 jelatviteli utvonalak koziil a PI-3K-Akt és a mitogén aktivalta protein kinazokrol
igazolddott, hogy szerepiik lehet a kardioprotekcioban. Az Akt utvonal aktivalédasa
kulcsszereppel bir, mivel szamos downstream szubsztratot képes foszforildlni, ezaltal

inaktivalni a GSK-3f-t, proapoptotikus Bcl-2 csaladhoz tartozo BAD fehérjét, kaszpaz 9-et,
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forkhead homoldég rhabdomioszarkéma transzkripcids faktort (FKHR). Masrészrdl aktivalja
az NF-kB-t, riboszomalis p70 S6 kinazt és az endothelidlis nitrogén-monoxid szintazt. Jelen
vizsgalatunk célja az volt, hogy Osszahasonlitsuk egy PARP gatlo, egy klinikumban hasznalt
B-adrenerg receptor blokkold és egy Ca**-csatorna blokkol6 hatasét a jelatviteli utvonalakra

ischemia-reperfizios modellben.

Célkitiizések

A reaktiv oxigén gyokok kulcsszerepet jatszanak a szeptikus sokk és az ischemia-
reperfuzios karosodasok patogenezisében €s progresszidjaban. A ROS és a hozza kapcsolodo
jelatviteli tutvonalak tanulmanyozésa eldsegitheti 1), potencidlis terdpids célpontok
meghatarozasat. Munkank soran két kiilonbozo vizsgalati modellben (sejtkultara, Langendorff
szivperfuzios modell) tanulmanyoztuk az inflammacioban €s az oxidativ stresszben kdzponti
szerepet jatszo jelatviteli utvonalakat. Vizsgaltuk a malvidin hatdsat gyulladdsos valaszra,
valamint a Metoprolol, Verapamil és egy PARP gatlo hatasat ischemia-reperfizid

koriilményei kozott.

1. Malvidin antioxiddns/antiinflammatorikus hatdsanak tanulmanyozasa

2. Malvidin ¢és a rezveratrol antioxidans és antiinflammatdrikus hatasanak Osszahasonlitisa
valamint annak meghatarozasa, hogy a mérsékelt vorosbor fogyasztas jotékony hatasa melyik

polifenolnak tulajdonithato.

3. A klinikumban hasznalt kardioprotektiv Ca**-csatorna blokkold és [-adrenerg receptor
blokkol6 gydgyszerek hatassal vannak e a PI-3K-Akt és a MAPK jelatviteli utvonalakra.

4. PARP gitld, Ca**-csatorna blokkolé és p-adrenerg receptor blokkolo kardioprotektiv

hatasasnak 6sszehasonlitasa.
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Diszkusszio

A malvidin antioxiddns és gyulladdscsokkentd hatdsa

Az LPS hatasara a citoszolban elhelyezkedd NF-kB nuklearis lokalizacids szignalja
szabadda valik, ennek hatdsara lehetévé valik a transzkripcids faktor magba torténd
transzlokacidja. Az NF-kB a sejtmagban foszforildlodik, acetilalodik, ezaltal aktivalodik és
képessé valik arra, hogy a promoter DNS szekvencidhoz kapcsolddjon. Ezaltal kiilonbozo
gének expresszalodnak (abra), mint példaul proinflammatérikus citokinek, kemokinek,
adhézios fehérjék, COX-2, iNOS génjei. Ezek a folyamatok kiemelkedo jelent6séggel birnak
a gyulladassal 0sszefliggd kronikus betegségekben. Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a
DNS szekvencidhoz vald kotdédését. Ezek a kisérleti eredmények 0sszhangban vannak mas
csoportok eredményeivel. Tovabba kimutattuk, hogy a malvidin sokkal alacsonyabb
koncentracioban gétolja az NF-kB aktivéaciot, mint a trans-rezveratrol. Mindezek bizonyitjak,
hogy a malvidinnek szerepe lehet a vordsbor jotékony hatdsdban kronikus gyulladasos
betegségekben. Tovabba ezek az eredmények korrelalnak a 1999-2002 US National Health
and Nutrition Examination Survey eredményeivel, miszerint a malvidin fogyasztds mértéke
negativ Osszefliggést mutat a szérum C-reaktiv protein szintjével.

Az LPS kotédése a TLR4 receptorhoz kiilonbozd jelatviteli ttvonalakon keresztiil
aktivalja a MAP-kinazokat (4bra), mint példaul myeloid differencialédasi 88 faktor
(MyD)88—interleukin-1 receptor-asszocialt kinaz (IRAK)—TNF-receptorhoz kapcsolt 6 faktor
(TRAF)-6—TGF-B-aktivalt kinaz (TAK) utvonal. Végil a MAP-kinazok a
proinflammatdrikus transzkripcios faktorok aktivacidjaban jatszanak szerepet; NF-xB és AP-
1. Vizsgalataink sordn azt taldltuk, hogy a malvidin mindhdrom MAPK aktivaciojat
csOkkentette, bar a hatds erdssége kiilonbozd volt (JNK>p38>>ERK). Specifikus kinaz
inhibitorok alkalmazasaval vizsgaltuk, hogy melyik MAPK hatasa szignifikdns. Mas
vizsgalatok eredményeivel 0sszhangban azt taldltuk, hogy a JNK and p38 szelektiv gatlasa

crcr

valo kotddését. Emellett az ERK gatlasat ebben a tekintetben hatastalannak talaltuk. Ezen
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adatok meger0sitik, hogy a korai gyulladasos valasz RAW 264.7 makrofagokban, legalabbis
részben, a fent emlitett Gitvonalakon keresztiil medialodik. Masrészrdl azt is bizonyitottuk,
hogy a malvidin MAPK aktivaciot csokkentd hatisa valdsziniileg indirekt médon valosul
meg, mivel in vitro kindz assay vizsgalat sordn a malvidinnek nem volt hatésa.
Legvaldsziniibb, hogy a malvidin a MAPK aktivaciot csokkentd hatasat mas gatlo
mechanizmusok utjan (ROS gatlas) fejti ki. MKP-1 (MAP kinaz foszfataz-1) az egyik
legfontosabb enzim, mely a MAP-kinazok defoszforilalas itjan torténd inaktivalasaért felelds.
Ez a gatlas fontos 1épése a jelatviteli utvonalak szabdlyozasanak a gyulladdsos valaszban,
mely altal a proinflammatoérikus citokinek excessziv termelédése in vitro and in vivo gatlodik.
Korabbi eredményekkel Osszhangban vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az LPS indukalta
makrofagokban fokozott MKP-1 génexpresszio €s fehérjeszintézis figyelhetd meg. Mindezek
mellett a fokozott MKP-1 aktivacidé nem volt képes teljes mértékben kivédeni a MAPK
utvonalak aktivacigjat. A malvidin mind a stimulalt, mind a stimulalatlan makrofag sejtekben
fokozta az MKP-1 expresszigjat, mely végsé soron MAPK aktivacio csokkenéséhez vezetett.
Feltételezhetd, hogy a malvidin hatasara kialakul6 MKP-1 expresszid ellenreguldlja a TLR4
medialt aktivacios mechanizmusokat (4bra). Vizsgalatunkban azt taldltuk, hogy a malvidin
kiilonbozé mértékben csokkentette a kiilonbozd MAP-kinazok aktivacigjat LPS hataséra, ezen
kiilonbségek mutatkoztak a MAPK inhibitorok alkalmazasa soran. Mindezen adatok azt
mutatjdk, hogy a MAP-kindzok aktivacidja/gatlasa egy bonyolult halozat, melyben megfeleld
egyensuly elérése kindzonként kiillonbozo.

Korabbi vizsgalatok in vitro igazoltdak a malvidin antioxidans hatasat. Ezekkel a
vizsgalatokkal 6sszhangban kimutattuk, hogy a malvidin csokkentette az LPS indukalta ROS
termelést RAW264.7 makrofagokban és a hataserdssége az 1Cs érték alapjan hasonl6 a trans-
rezveratrolhoz. A ROS mennyiségének csokkentése az altala befolyasolt folyamatok
bonyolult halozatat fogja modositani, beleértve a mitokondridlis integritast, MAPK, Akt,
PARP aktivaciot (abra). Nagyon valoszinli, hogy az LPS indukalta NF-kB aktivacié a mi
kisérleti modelliinkben a TLR4-NADPH oxidaz-ROS-PARP tutvonalon keresztiil medialodott.
A folyamat komplexitdsa miatt nehéz kiilonbséget tenni ok és okozat kozott és pontosan
identifikalni az upstream és downstream reguldtorokat. Mindazonaltal valdszinli, hogy a
malvidin az antioxidans tulajdonsaganal fogva csokkenti a ROS termelést, ezaltal a PARP és
MAPK aktivaciot, csakiigy, mint az MKP-1 kéarosodasat. A csokkent PARP aktivacio
csokkent NF-kB és MAPK aktivaciot eredményez, emellett emelkedett MKP-1 expresszio,

valamint PI3K—Akt aktivacio figyelhetd meg, melyek egyiittesen a mitokondridlis membran
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integritdas megtartasihoz vezetnek (4bra). A kisérleteink soran tehat azt talaltuk, hogy
malvidin gyulladascsokkentd hatdsa az antioxidans tulajdonsagan keresztiil valésul meg.
Ujabban kimutattdk, hogy az Akt downstream célpontja a TRIF/TANK-kot6 kinaz 1-
nek (TBK1) LPS indukalta makrofagokban, mivel a TBK1 fokozza az Akt Ser(473)-on
torténd foszforilaciojat. Masrészrol az emelkedett ROS aktivalhatja a PI-3K—Akt utvonalat
azaltal is, hogy oxidalja és ezaltal inaktivalja a tensin homolog (PTEN)-t. Az Akt aktivacidja
mitokondrialis védelmet eredményezhet azaltal, hogy foszforilalja és inaktivalja a Bad-ot,
valamint indirect modon NF-kappaB aktivaciot okoz. Az talaltuk, hogy a malvidin Akt
aktivaciot valt ki mind stimulédlt mind nem stimulalt makrofagokban. Legvaldsziniibb, hogy
ezen hatdsa az antioxidans tulajdonsagaval van Osszefliggésben. Az LPS indukalta
mitokondrialis depolarizacio kivédésében a malvidin altal kivaltott fokozott Akt aktivacionak
lehet leginkabb szerepe. Masrészrdl az Akt foszforildlja és aktivalja az NF-kB p65-t.
Vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a PI-3K-Akt utvonal gatldsa csokkenti az NF-«xB
aktivaciojat, mely azt sugallja, hogy ennek az utvonalnak részben szerepe lehet az LPS
hatasanak kozvetitésében. Ezek az adatok azt mutatjdk, a malvidin gyulladascsokkentd

hatasaban valosziniileg nem az Akt aktivacidnak van szerepe.
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Abra. Malvidin hatisa az LPS inukalta patofiziologiai valtozisokra RAW 264.7
makrofagokban. A bizonyitott hatdsokat egyenes vonallal, mig a feltételezett
hatdsokat/medidtorokat szaggatott vonallal jeloltiik. Nyillal jeloltik az aktivacids
folyamatokat, a tompa véggel jelolt vonalak a gatlast reprezentdljak. A malvidin pozitiv
hatasat a korben levd + jellel, negative hatasat — jellel jeloltiikk. Az LPS foszforilacié utjan
aktivalja az NFxB-t, nukleéaris transzlokaciot és DNS-hez vald kotddést eredményez.
Indukalja a ROS képzddést, PARP és MAPK és Akt aktivaciot okoz, fokozza az MKP-1
expressziojat, valamint mitokondridlis membran depolarizaciot valt ki. A malvidin csdkkenti
a ROS képzddést, mitokondrialis destabilizaciot, a PARP valamint a MAPK aktivaciot,

emellett erdsiti az Akt aktivaciot, valamint MKP-1 expressziot.
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PARP gatlo, Ca** antagonista, f-adrenerg receptor blokkolo kardioprotektiv hatdasanak

osszehasonlitasa

Jelen vizsgalatunkban két, az ischemias szivbetegség kezelésében hasznalt vegyiilet
(Verapamil és Metoprolol) kardioprotektiv és jelatviteli utvonalakra (Akt, ERK) kifejtett
hatasat hasonlitottuk Gssze. Langendorff szivperfuzios modellben, ischemia-reperfazié
koriilményei kozott hasonlitottuk 6ssze a Verapamil és Metoprolol, valamint egy PARP gatlo,
a HO-3089, mint pozitiv kontroll kardioprotektiv hatasat.

Korébbi vizsgalatok igazoltak, hogy az L-tipusi Ca®*-csatornik blokkoldsa kiilonbozé
ischemias modellekben védelmet nytjtott a nagy energiaju foszfatvegyiiletek deplécioja ellen,
javitotta a kardialis funkciot, csokkentette az acidozis mértékét, és az infarktus nagysagat. A
B-adrenerg receptor blokkolok kardioprotektiv hatdsanak hatterében tobb mechanizmus allhat,
ugy mint, kardialis funkcié javitasa, lipid peroxidacio csokkentése és a szivizomsejtek
apoptdzisanak gatlasa.

Vizsgalatunkban a nagy energidju foszfatok és az anorganikus foszfat szintjét mértiik. Azokat
a sziveket, amelyek 15 perces normoxia alatt energetikailag nem voltak stabilak, vagy az
ischemia-reperfiziot kovetden irreverzibilisen karosodtak kizartuk a vizsgalatbol. A perfizio
soran egyszeri bolus Verapamil és Metoprolol dozist alkalmaztunk. A HO-3089-el torténd
perfuzi6 sordn egy kordbbi vizsgalatunkkal mar biztosan kardioprotektivnek bizonyult
koncentraciot (25uM) valasztottunk.

Eredményeink alapjan igazolodott, hogy a Verapamil és Metoprolol szignifikdnsan javitotta a
keratin foszfat és az ATP vissza épiilését, javitotta a pH-t, valamint fokozta az anorganikus
foszfat visszaépiilését, bar a HO-3089 jobbnak bizonyult. A felsorolt vegyiiletek
szignifikansan csokkentették a miokardium oxidativ karosodasat (csokkent lipid peroxidacio,
fehérje oxidacid). A kardidlis energetika javuldsaval péarhuzamosan a funkcionalis
paraméterek javulasat észleltiik €s az infarktus nagysaga is szignifikansan csokkent. Korabbi
vizsgalatok igazoltak, hogy a PARP gatlas kardioprotektiv és citoprotektiv hatdsa a PI-3
kindz/Akt utvonalon keresztlil valésul meg. Az aktivalt Akt foszforildlni képes szdmos
szabalyozd fehérjét, mint példaul a GSK-3B, kaszpaz-9, BAD, és FKHR. A BAD
foszforilacigja és inaktivacidja szerepet jatszik a mitokondridlis membran stabilizacidjaban és
gatolja a kiilonbozo proapoptotikus fehérjék, mint példaul a citokrom c €s apoptodzis indukalo
faktor felszabadulasat. Emellett az Akt foszforilalni és inaktivalni képes a kaszpaz-9-et,

blokkolja a citokrom c/Apaf-1/kaszpaz-9/kaszpaz-3 utvonalat.
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Bar az ERK 1/2 foként a novekedési faktor indukalta mitogén szignal és celluléris
differenciaci6 06 jelatviteli utvonala, oxidativ stressz koriilményei kozotti protektiv szerepe is
igazolodott. Ezen hatasa az apoptozis gatlasan keresztiil valésul meg a c-jun N-terminalis
kinaz (JNK) ¢és kaszpaz-3 gatlasa utjan. Feltehetben az ERK felelds az elnyujtott
citoprotekcioért, mivel az ischemia-reperfiiziés karosodasok utan elnyuajtott aktivaciojat
figyelték meg.

Annak igazolasara, hogy a Verapamil és Metoprolol citoprotektiv hatassal bir, vizsgaltuk ezen
vegylletek hatasat az Akt és ERK 1/2 foszforilaciojara ischemia-reperfuzid soran. Emellett
vizsgaltuk az Akt downstream targetjének a GSK-3B-nak a foszforilacidjat is. Normoxia ¢és
ischemia-reperfuzié soran is fokozott Akt és ERK1/2 aktivaciot talaltunk. Szoros korrelaciot
talaltunk a kreatin-foszfat vissztérése és az Akt, ERK2 aktivitdsa kozott. Vizsgalatunkkal
bizonyitottuk, hogy az Akt és az ERK2 aktivacidja kozponti szerepet jatszik a Verapamil és
Metoprolol altal kozvetitett hatdsban. Szdmos korabbi vizsgélat bizonyitotta, hogy a B-
adrenerg receptor blokkolok indukalni képesek a f-arrestin-medialta epidermalis novekedési
faktor receptor aktivaciot, mely ERK aktivaciohoz vezet. Hasonlo mechanizmus igazolodott a
B-arrestin-1, insulin-like growth factor 1 és az Akt aktivacio kozott. Az L-tipusa Ca®*-
csatorna blokkolok ¢és az Akt, ERK aktivacid6 kozotti kapcsolat kevésbé egyértelmil,
kalmodulin fiiggd ciklikus nukleotid foszfodiészteraz jatszhat szerepet a ciklikus nukleotid -
Ca®" fiiggd/ Ca?* fiiggetlen jelatviteli utvonalban.

Annak bizonyitdsara, hogy a p-adrenerg receptor blokkold és Ca**-csatorna blokkold
kardioprotektiv hatdasa az Akt és ERK utvonalon keresztil medialodik, ezen kindzok
specifikus upstream targetjeinek inhibitorait hasznaltunk. Az Akt és ERK specifikus gatlasa
szignifikdnsan csOkkentette a nagy energiaji foszfatvegyltiletek visszatérését mind a PARP

g4tlo, mind a Verapamil and Metoprolol esetében is.
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Konklazio

Az iszkémias szivbetegség €s a szepszis vilagszerte vezetd morbiditasi és mortalitasi
tényezOk. Az oxidativ stressz ¢€s a gyulladas mindkettd esetén fontos szerepet jatszik. Terapids
célpontokat keresve vizsgaltuk a természetben eléforduld polifenol, a malvidin, valamint két,
a klinikumban hasznalt vegylilet a Metoprolol és Verapamil hatasat ezen folyamatokban.
Foként a jelatviteli utvonalakban betoltott szerepiikre voltunk kivancsiak.

A vorosborban talalhatd malvidin hatasait Gsszegezve elmondhatd, hogy fokozza az LPS
indukalta Akt és MKP-1 aktivaciot, csOkkenti a mitokondrialis destabilizaciot, a ROS
termelést, PARP és MAPK aktivaciot, végiil pedig az NFxB aktivaciot. Ezek az adatok azt
bizonyitjak, hogy a malvidin szignifikdns antioxidans és gyulladascsokkentd hatassal bir és
legalabbis részben szerepe van a mérsékelt vorosbor fogyasztas jotékony hatasaban gyulladas
medialta  kronikus  betegségekben, obezitdsban, diabéteszben, hipertonidban  ¢€s
kardiovaszkularis betegségekben.

Eldszor irtuk le, hogy a PI-3K-Akt és ERK1/2 utvonalak szignifikdns szerepet jatszanak a
Ca®*-csatorna blokkolo és a B-adrenerg receptor blokkolé kardioprotektiv hatdsanak
kozvetitésében. Tovabba szoros korrelaciot talaltunk ezen vegytiletek kardioprotektiv és kinaz
aktivalo képessége kozott, mely adatok arra utalnak, hogy az Akt és ERK1/2 az iszkémias

szivbetegség kezelésének potencialis célpontja lehet.
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Eredményeink

1. Bebizonyitottuk, hogy a vordosborban nagy mennyiségben el6forduld malvidin fokozza az
LPS indukalta Akt és MKP-1 aktivaciot, csokkenti a mitokondrialis destabilizaciot, a ROS
termelést, PARP és MAPK aktivaciot, végiil pedig az NFkB aktivaciot.

2. Azt talaltuk, hogy a malvidin gyulladdscsokkentd hatdsa meghaladja a rezveratrolét.
Elséként irtuk le, hogy a malvidin a rezveratrolnal jelentdsebb szerepet jatszik a mérsékelt
vorosbor fogyasztds jotékony hatasaban gyulladds medialta kronikus betegségekben,

obezitasban, diabéteszben, hipertonidban és kardiovaszkularis betegségekben.

3. El6szor irtuk le, hogy a PI1-3K-Akt és ERK1/2 utvonalak szignifikans szerepet jatszanak a
Ca®*-csatorna blokkolo és a B-adrenerg receptor blokkold kardioprotektiv hatdsanak

kozvetitésében.

4. Azt talaltuk, hogy a PARP gatlas kardioprotektiv hatisa meghaladja a Ca®*-csatorna
blokkold és a B-adrenerg receptor blokkolod kardioprotektiv hatisat, ami alapjan a PARP

gatlasnak szerepe lehet a kardiovaszkularis betegségek kezelésében.
5. Tovabba szoros korrelaciot talaltunk ezen vegyliletek kardioprotektiv €s kindz aktivalo

képessége kozott, mely adatok arra utalnak, hogy az Akt és ERKI1/2 az iszkémias

szivbetegség kezelésének potencialis célpontja lehet.

33



Koszonetnyilvanitas

Ez a tanulmany a PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Inézetében késziilt.

Szeretnék kdszonetet mondani Dr. Siimegi Baldzs és Dr. Gallyas Ferenc Professzor uraknak,
hogy tamogattak a munkdamban ¢és lehetdséget adtak arra, hogy a Biokémiai és Orvosi Kémiai
Intézetben dolgozhassak.

Szereteném megkdszonni Dr. Bock-Marquette Ildikonak a kézirat elkészitésében nyujtott
segitségét.

Koszonet a cikkben résztvevé munkatarsaknak, mindazoknak, akik segitséget nyujtottak a
kisérletes munka elvégzésében, PhD hallgatoknak, asszisztenseknek. Koszonom
tdmogatasukat, hasznos tanédcsaikat és a laborban uralkod6 barati 1égkort.

Végiil, de nem utolsé sorban szivbol koszondm csalddomnak a kitartd timogatast.

Munankat a SROP-4.2.1.B-10/2/KONV-2010-0002, SROP-4.2.2/B-10/1-2010-0029, OTKA
K73738 és a 34039/KA-OTKA/11-06, valamint az ETT 531/2006 tamogatta.

34



35



