dc_1529 18

MTA DOKTORI ERTEKEZES

A POLI(ADP-RIBOZ) POLIMERAZ ENZIM
GATLAS ES A TERMESZETES POLIFENOLOK
HATASA A KARDIOVASZKULARIS
REMODELLINGRE ES A SZIVELEGTELENSEG
KIALAKULASARA

Dr. Halmosi Robert

Pécsi Tudomanyegyetem
Klinikai K6zpont
l. sz. Belgyodgyaszati Klinika

2018.



dc_1529 18

Tartalomjegyzék

1. BEVEZETES. ... cueoeetetreeueeesssessesessssssssesenssssssssssessnsssssssssensssssssesesssssssssesensssssssssssssssssssssnsnnes 6
1.1. A DOKTORI MU ALAPJAT KEPEZO PUBLIKACIOK ...eueevvvrieeeeeeieiirteeeseseseinereeesesssessnnnseesesssssnnnssensessssssnnssneees 6
1.2. TOVABBI, A DOLGOZAT TEMAJAHOZ NEM KAPCSOLODO, TELJES TERIEDELMU SAJAT KOZLEMENYEK .........c.......... 8
1.3. SCIENTOMETRIAI ADATOK 1.utvttteeeeessesneteeetesssesnsssseeesssssossssssesssssasssssseesessssssssssessessssssssssnseesssesnnnnes 12
1.4. ROVIDITESEK LISTAJA 1uvvvteeteeeieiuirteeeseeeseiiuteeesesesesutttaeesessssssnssaeseesssasssssnesesssasssssnseessssssssssneeessessnnnes 14

2. IRODALMI ATTEKINTES......ccuceteueeeeeeeeseserseeesssessssessssessessssssssssssssssssssssssensesssssssssssssnssnsnsns 20
2.1, SZIVELEGTELENSEG ..uvvvveeeeeeieiuurreeeeeseseaiussasseesesaaassssseaessesaassssseessassasssssssssesssanssssssssesssensasssseessseannses 20
2.2. A KOSZORUERBETEGSEG, MINT A SZIVELEGTELENSEG RIZIKOFAKTORA .... .21

2.2.1. A rezveratrol hatdsa a kardiovaszkuldris rendszerre...............ccooueeeeeeennn. .22
2.3. A HIPERTONIA, MINT A SZIVELEGTELENSEG EGYIK LEGFONTOSABB PATHOGENETIKAI FAKTORA.. .23
2.4. A HIPERTONIA KARDIO- ES CEREBROVASZKULARIS KOVETKEZMENYE! ..ccccevevevvrreeeeeesnnvnnneeeans .24
2.5. AZ OXIDATIV STRESSZ JELENTOSEGE A KARDIOVASZKULARIS RENDSZERBEN ....vvvveeeeeieiuurrreeeesesesinnnreneesseesnnnnns 26

2.5.1. Az oxidativ stressz szivizomzatra gyakorolt RAtAsQi...............ccccueeeeciueeeeciivieesiiieeeeiireeeaanns 27

2.5.2. Az oxidativ stressz rrendszeri NAtASQI ..............cccueeeecveeeeeiiieeeiieeeestieeeecteeeeieeaeesreneeeans 31
2.6. A POLI(ADP-RIBOZ) POLIMERAZ ENZIM JELENTOSEGE AZ OXIDATIV SEJTKAROSODAS KIALAKULASABAN.............. 32
2.7. A JELATVITELI FAKTOROK SZEREPE AZ OXIDATIV SEJTKAROSODAS FOLYAMATABAN ES A KARDIOVASZKULARIS

REMODELLINGBEN .....cutvtteeeeeeeieituureeeeeeesasusseeeeeessasasssasseesseesassssssesssesassssssessesesassssssesesesnasnsseseeensnn 34
2.8. A MITOKONDRIUM SZEREPE A REMODELLING ES A SZIVELEGTELENSEG KIALAKULASABAN ......uuuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnn 35

3. CELKITUZESEK......cueueeeeeererueeeressssssesesssssssssssesssssssssssssnsssssssssssnssessssssssssnssssssssssnssssssessssnnns 38

4, IMIODSZEREK ......cueeeierueueesessssseseesssssssesssssssssssssssesssssssssesenssssssssessnssssssessssnsssssssssssnssssans 40
4.1. EX VIVO ES IN VIVO MIOKARDIALIS INFARKTUS MODELLEK ..vveeeieuvvvreeeeessesnrtrreeesssessnnssnesesssessnnssnseesssessannns 40

4.1.1. Langendorff szivperfuziés vizsgalatok (iszkémia-reperfizio) ...........cccccvveeeeevvveeecvvveennnen. 40
4.1.2. In vivo miokardidlis infarktus MOGEII...............c.ueeeecueieeiieeeeeiee et ecteeeeecvaa e 41
4.2. KRONIKUS KISERLETES SZIVELEGTELENSEG MODELLEK ....vveerersrsrurrreeeersensusrneeeesssssssseseeessssssnssneeeessssssnes 41
4.2.1. Posztinfarktusos szivelégtelenség modell... .41
4.2.2. Hipertenziv szivelégtelenség modellek .. .42
4.2.3. Toxikus szivelégtelenség modell....... .43
4.2.4. Szévetmintdk kivétele, tartositdsa ... .44
4.3. VERNYOMASIMERES ...vvveeeeeeieuuttteeeeeesesiuttaeseesesasisstsseeesssasassssseesssssassssssssesssanssssssssessssssnsssssseessennnnnes 44
4.4, TRANSTHORACALIS ECHOCARDIOGRAPHIA ....ceeeeeeeeieieeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaa s 44
4.5. VASZKULARIS ULTRAHANG VIZSGALATOK....vvveeeeeeeeiiurrereeeseeeiisureseesesesessssseessesssasssssssssesssesssssssssesssasnnnnes 46
4.6. SZIV NIMR VIZSGALATOK ....utttieeeeeeeieitttteeteeesesisteseeeessasastssseeesaesasssstssssesssanssssssssesssensssseseeeseennnnses 46
4.7. [ZOMETRIAS ER-IMIOGRAFIA. ... eevvieeeteeeeeiiiiteeeesssssittteeeeessesatataeeeesssessstaeaeesssassssssnaeesssansnssnaeeesssnsnnnes 47
4.8. PLAZMA BNP KONCENTRACIO MEGHATAROZASA ......vvvviieieeeieiiiieetesseesiitteeeesssesanreeeeesssenanrsnaeeesssssnnes 48
4.9. SZOVETTAN eetiieeiititeeeeeeeseutteeeeeeesesuataeeeesesasustetaeeessesassasaaeessssanssnseeesesssanssssseeeesssssssnssneeesssannnnses 48
4.10. ELEKTRONMIKROSZKOPIA ....eeuevvreeeseeesesituteeesesssssusstaeesessssssnssaeesessssssssssneeesssssssssnseessssssnsssnseeessssssnnes 49
4.11.  AZINFARKTUS MERETENEK MEGHATAROZASA ....ceeeeeieiiiiiieeeeeeeeiitteeeeeeesesantaeeeeeeeesnntasseesseessansssnessaeennn 50
4.12.  SZERUM NEKROENZIMEK AKTIVITASANAK MEGHATAROZASA ....ceeieuiiiiieeeeeeeciitieeeeeeeesintaaeeesseesensasseaaaeeens 50
4.13. A MITOKONDRIALIS ENZIMAKTIVITAS MEGHATAROZASA ....vvveeeeeeieiiiiieeeeeeeesitieeeeeeeeesissssseesesesassssssesssaeans 50
4.14. A LIPID PEROXIDACIO ES A FEHERJE OXIDACIO MEGHATAROZASA ......vvvieeieeeeeciiiiee e e eeccitvte e e e e eesevaaneeaaeeea 51
4.15. IMMUNHISZTOKEMIA ES KONFOKALIS LEZER-SCANNING FLUORESZCENS MIKROSZKOPIA ....evveeeeeniiiiereeeeeeennnns 51
4,06, WWESTERN-BLOT teeteeeieuuuurreetessessuurneeeesssssonsrnneeesesssassssnseesesssssssseeesesssnssssssnseesssessssssneeesssenssssssseesssssns 52
4.17.  SEJTVIABILITASI VIZSGALATOK 1. uevtvieetesseeseutreeeeesesesastsseeesesssasssssseesesssassssssnseesssesssssneeesssssssssssseesessnns 53
4.18.  AREZVERATROL VIZSGALATA POSZTINFARKTUSOS, STABIL KORONARIA BETEGEK KOREBEN. A HUMAN KLINIKAI
VIZSGALAT MODSZERTANA «...eutttrteetesssautarteetesssssnstseeeesssssasseseeesssssssssnseessesssasssssseeeesssssssssssseesssesnnnnes 54



dc_1529 18

4.18.1.  Betegek €S MOUSZEIEK .........ceeeeeeeieeeeee ettt e ettt e e e e ettt a e e e e e sttt aaeeeasstsssenaas 54
4.18.2.  Laboratoriumi PAramMEtErek ..........occuoouueeseienieeiiiesieeit ettt ettt 55
4.18.3. HemoreolOgiQi PArAMELEIEK ............cceccueeeeeieieeecieeeeeieeeeeeeeee e e esseeeesssaaesisssasessresannans 55
4.18.4.  Flow-mediGIta VAZOGIALACIO ........cccvvevueesiiiesiieesiieesie ettt esittesteesite e steesiteesiseesireesare e 56
W - AT ot o) (o [ [ 1o T T [ I USSRt 56
4.19.  STATISZTIKAI ELEMZES ..veeruveeeueesuteeesseesteeesseesteesseesasesssseesssesssseesssessnsessssessseessseessseesssessnseesssesssseesas 56
5. EREDIMENYEK .....oeevevereueneenenssseseeesessssssesesssssssssesesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 58
5.1. L-2286-AL KIVALTOTT FARMAKOLOGIAI PARP-GATLAS HATASA AKUT STRESSZ SZITUACIOK SORAN. IN VITRO
TESZTEKTOL AZ IN VIVO SZIVINFARKTUS MODELLIG 1.uvveevveesereesireessseessseessseessseesssesssesssesssessssessnsessssessas 58
5.1.1. L-2286 kezelés hatdsa a hidrogén peroxid dltal kivdltott citotoxicitdssal szemben H9c2
SEIECKDEI ...ttt ettt et et naee e 58
5.1.2. L-2286 kezelés eldsegiti a miokardium posztiszkémids energia homeosztdzisanak
L= Y=o Lo kYo S 59
5.1.3. L-2286 cs6kkenti iszkémia-reperfuzio sordn a lipidek és fehérjék oxidativ kdrosoddsdt...60
5.1.4. L-2286 cs6kkenti az izoproterenol kezelés dltal kivdltott szivizomsejt vesztés mértékét ..61
5.2. PARP-GATLAS HATASA KRONIKUS SZIVELEGTELENSEG MODELLEKBEN .....veeuvreireeiieenireenieeesreesneesneesaneenas 62
5.2.1. PARP gdtlds javitja a gravimetrids paramétereket ISO-indukdlta szivelégtelenségben....62
5.2.2. L-2286 mérsékli a posztinfarktusos szivelégtelenség sordn kialakuld EKG eltéréseket.....62
5.2.3. L-2286 kezelés cskkenti a plazma BNP szintet posztinfarktusos patkdnyokban.............. 63
5.2.4. L-2286 megakaddlyozza a légzési Idnc funkcidjanak csékkenését posztinfarktusos
5zivelégtelenseq MOEIIDEN ...............ccuueeeeueeeeeeeeeeie ettt e e e e st a e e e taaa e e aseas 63
5.2.5. L-2286 cs6kkenti a szivizomsejt hipertréfia és az intersticidlis fibrézis mértékeét ISO-
INAUKGIta SZIVElEGLelENSEGDEN. ............ooeeeeeeeeeeeie et e e e e tea e e taa e e e aaa e e 65
5.2.6. L-2286 kezelés hatdsa a PKC izoenzimek aktivitdsdra posztinfarktusos
Y= (e L= (] LY =J | =1 ¢ USSR 66
5.2.7. PARP-gdtlds és ACE-gdtlds hatdsa a gravimetrids paraméterekre 1SO-indukdlta
SZIVEIBGLEIENSEGDON ...t 67
5.2.8. Az L-2286 és enalapril kezelés hatdsa a plazma BNP szintre ISO-indukdlta
5Zivelégtelenseg MOEIIDEN .............ccccuueeeeeeeeeeeeeeee ettt eeea s ta e e saaaeeneeas 68
5.2.9. Az L-2286 és enalapril kezelés hatdsa a sziv strukturdjdra és a szisztolés balkamra
JUNKCIOIQ ...ttt ettt e ettt e e et e e ettt e e e et e e e e e tsaeessssaeasssenanaaes 69
5.2.10. Az L-2286 és enalapril kezelés hatdsa az Akt-1°¢7473 és GSK-38%¢" foszforildcié mértékére
posztinfarktusos szivelégtelenség modellben..................ccccueeeeeceeeeecivieeeiiiieeeiieeeeiieeeeeans 70
5.2.11. Az L-2286 és enalapril kezelés hatdsa a PKC izoformdk foszforildltsagdra 1SO-indukdlta
V=] (<o L= (=] =] | =3 S 71
5.2.12. A PARP-gdtlé kezelés hatdsa hipertenzié indukdlta szivelégtelenségben a gravimetrids
[ Lo Lo [ = =1 (=1 =SSR SSSRN 73
5.2.13.  [-2286 kezelés hatdsa hipertenzid indukdlta szivelégtelenség modellben a plazma BNP
SZINTIC. ettt ettt e e ettt e e e e ettt et e e e ettt e e e e e e et teeaeeeeaaannnen 74
5.2.14.  L-2286 kezelés hatdsa az intersticidlis kollagén lerakodds mértékére hipertenzio
INAUKGIta SZIVEIEGLEIENSEGDEN. ...........eeeeeeeeeeeeee ettt eee e ettt e e e tea e e eraaeeaanas 74
5.2.15.  L-2286 hatdsa krdnikus hipertenzid dltal kivdltott szivelégtelenségben az Akt-1%¢73/GSK-
36%¢ foszforildciora és az ADP-riDOZIIGCIOIQ ............cccoeeeeeeeeeeeieisieieeieeieeeeieeseeeeesienns 75
5.2.16.  L-2286 hatdsa az echocardiographids paraméterekre idds spontdn hipertenziv
[ Yo L e T} V04 o 1 TS 76
5.2.17. A PARP-gdtlé hatdsu L-2286 véd a doxorubicin citotoxikus hatdsaival szemben.............. 80
5.2.18. A PARP-gdtlds és a TEMPOL kezelés hatdsa a gravimetrids paraméterekre, a plazma BNP
szintre, valamint a tulélésre DOX-indukdlta szivelégtelenség modellben ......................... 81
5.2.19. A PARP-gdtlds és a TEMPOL kezelés hatdsa az echocardiographids paraméterekre
doxorubicin Kezelt GIAtOKDAN. ...........c.c.cecvveeieesiieeiiesitesieesit st stesseesteesssaesteessseesases 82
5.2.20. A farmakoldgiai PARP-gdtlds és a TEMPOL hatdsa az Akt-1/GSK-38, illetve a FKHR
foszforilaciéra, valamint a Hsp72 és 90 mennyiségére DOX-kezelt dllatokban................. 84

3



dc_1529 18

5.3. A PARP-GATLAS HATASA A HIPERTENZIV SZERVKAROSODASOK KIALAKULASARA. VEDELEM A KARDIOVASZKULARIS
REMODELLINGGEL SZEMBEN ...ciititiieieieteeeeeeeee e e e eeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaeaeaeaeaeaeaeaeaeaaeasaaaaaeasasaaaens 86
5.3.1. A PARP-gdtlds hatdsa fiatal spontdn hipertenziv patkdnyokban a gravimetrids
Jo Lo Lo AT =] 4= =2 SR 86
5.3.2. L-2286 kezelés nem befolydsolja a plazma BNP mennyiségét és a vérnyomdst fiatal SHR
(0] o1 ).d o T FEO PRSP 87
5.3.3. L-2286 kezelés csdkkenti a miokardiumban az intersticidlis kollagén lerakodds
=4 1= (=1 USSR 87
5.3.4. A PARP-gdtlds lassitja a hipertenziv kardiopdthia kialakuldsdnak folyamatdt spontdn
hipertenziv patkANYOKDAN ...............cooueeiiieniieiiieeeee ettt 88
5.3.5. Az L-2286 kezelés hatdsa a Hsp72 és 90 celluldris SZintjére ............cocceevcevenveenceeennueennnn. 90
5.3.6. L-2286 kezelés hatdsa a poli(ADP-ribozil)dciéra, valamint az Akt-1%¢773/GSK-36%¢" és
FKHRSe"2%6 foszforildcié mértékére fiatal SHR GIAtOKBAN. .............ccoeeeeeeveeeeeeereeeeeirennn, 91
5.3.7. A szivizomsejtek interfibrilldris mitokondriumainak ultrastrukturdlis vdltozdsai hipertonia
€5 L-2286 KEZeIES NALASAIA.....c..veeeveeieeiiieieesiteeeesit sttt ettt sae s 92
5.3.8. A mitokondridlis dinamika vizsgdlata hipertenziv dllatokban ................ccccveeecuveeeecveneann, 93
5.3.9. Az L-2286 kezelés hatdsa a fisszio-fuzio reguldtorainak celluldris mennyiségére és
SZUDCEIUIGITS @IOSZIGSAIQ.........oceceeeeeeiieeeeeee ettt et e s a e e saa e e s 95
5.3.10. [-2286 kezelés hatdsa a szisztolés vérnyomdsra fiatal SHR patkdnyokban ...................... 96
5.3.11. Az [-2286 kezelés hatdsa az aortafal merevs@geére............uuuemveenveeenveeesiieenieesieeneeene 97
5.3.12. Az érfal kollagéntartalmdnak vdltozdsa hipertenzio és PARP-gatlo kezelés hatdsdra......97
5.3.13. Az aortafal ultrastrukturdlis vdltozdsainak vizsgdlata hipertenziv patkdanyokban............ 98
5.3.14. Az L-2286 kezelés hatdsa az aorta faldban a fehérjék poli(ADP-ribozil)dacidjara .............. 99
5.3.15. Az L-2286 kezelés hatdsa az Akt-1 és a MAP kindzok foszforildcids statuszdra SHR dllatok
Lo oY1 [To] Lo | HOU SRS 101
5.3.16.  PARP-gdtlds hatdsa az oxidativ stressz markereire és az AIF nukledris transzportjdra SHR
GHAtOK QOIEAJADAN ...ttt ettt e naee e 101
5.3.17. A PARP-gdtlds hatdsa az aortafalban az MKP-1 expresszio mértékére és az NF-kB
OKEIVACIONQ ...ttt ettt ettt et e e sate et e e nateenaneenaeeenns 103
5.3.18. L-2286 kezelés cs6kkenti a carotisok strukturdlis atéplilését SHR patkdnyokban........... 105
5.3.19.  PARP-gdtlds mérsékli az SHR dllatok carotisaiban észlelt fokozott peroxinitrit képzédeést
€S AZ eNAOLE! AISZFUNKCIOT ...........eveeeeeeeeeee ettt e e e et e s tae e e e traaeeaseas 106
5.3.20.  Hipertenziv dllatok carotisaiban az L-2286 kezelés mérsékli az AIF és NF-kB
transzlokdciot, illetve modositia az MKP-1 - MAPK jelatviteli ut aktivitdsdt................... 108
5.3.21.  Adorzdlis hippocampus strukturdlis eltérései és az oxidativ stresszmarkerek vdltozdsai
hipertenziv PAtKANYOKDAN ............ceeecueeeeeeiiieeeeeeecie et este e e s e e seaea e s steeeesstaessnees 110
5.3.22. Az L-2286 kezelés csGkkentette az oxidativ sejtkdrosodds mértékét SHR dllatok dorzdlis
Ll eTeYeXolo Taa] o1V Re | o Lo L SR 112
5.3.23.  Kronikus L-2286 kezelés cs6kkentette a hipertdnia dltal indukdlta piramis sejtszam
csékkenést a hippocampus CAL Qreqajaban ...............eeeeccuveeeccueeeeesiieeeiieeeesieeeeeeveeeeaanns 112
5.4. REZVERATROL HATASA POSZTINFARKTUSOS SZIVELEGTELENSEG MODELLBEN ....uvverurereieenrereieesneresineennnens 115
5.4.1. Rezveratrol kezelés javitja a gravimetrids paramétereket ISO-indukdlta szivelégtelenség
INOAEIIDEN ...ttt e e ettt e ettt e s stta e st e e e s ateeenaaees 115
5.4.2. Rezveratrol mérsékli a plazma BNP szintjét posztinfarktusos szivelégtelen dllatokban..116
5.4.3. Rezveratrol javitotta a balkamra funkciot és mérsékelte a balkamra hipertrofiat 1SO-
KEZEIt GIALOKDAN ...ttt ettt et st sate s sateesaee e 116
5.4.4. Rezveratrol cs6kkenti az intersticidlis kollagén lerakédds mértékét a szivizomzatban...118
5.4.5. Rezveratrol hatdsa a fehérje nitrozilidcio MErteKEre .............ouuuvveeeevvveeeeiieeeeeireaeannn. 119
5.4.6. Rezveratrol kedvezéen befolydsolja az Akt-15¢773 és GSK-3[3%¢" foszforildciét az ISO kezelt
107 o) {2 T [ FE USRS 119
5.4.7. Rezveratrol cs6kkenti a MAP kindzok foszforildcidjat és az MKP-1 mennyiségét
izoproterenol kezelt GlAtOK SZIVEDEN...............c.ueeeeeeeeeeeeeeeeiee e eetee et e e eeaens 120
5.4.8. Rezveratrol kezelés csékkenti a COX-2 és iNOS exXpressziOjQt..........ccecvvureeevveeescrvveenannnn 121

4



dc_1529 18

5.5. A REZVERATROL KARDIOPROTEKTIV HATASA POSZTINFARKTUSOS STABIL KOSZORUER BETEGEKBEN........ccuveenns 123
5.5.1. A human klinikai vizsgdlatba bevont betegek demogrdfiai jellemzéi és preventiv
GYOGYSZEIES KEZEIESE. ....oeeeveieeeeeeecie et ettt e e ettt e e ettt e ettt e e e st aa e e atsaesssseaasassaaennsees 123
5.5.2. A rezveratrol hatdsa a hemorheoldgiai és egyes laboratériumi paraméterekre............. 124
5.5.3. A rezveratrol hatdsa a flow-medidlta vazodilatdciora ...............ccceecveeeeeciveeeeciveeesrennn. 125
5.5.4. A rezveratrol kezelés hatdsa a bal kamra funkciora koszoruér betegekben ................... 126
6. IMEGBESZELES.......covoveueueeenersssesenestsessssesesessssssssssesesssssssssssssssssssssssessssssssssesessssssssssssessssses 127
6.1. Az L-2286 KODJELU PARP-GATLO TULAJDONSAGAI ES JELLEMZESE IN VITRO ES IN VIVO AKUT STRESSZ
IVIODELLEKBEN .11eeutveeutveesreessseassseesssaassseessseessseessseessseesssessssessnsessssessnsesansessnsessssessnsessnsessnsessnsessnses
6.2. A PARP-GATLAS HATASA KRONIKUS SZiVELEGTELENSEG MODELLEKBEN
6.2.1. Posztinfarktusos szivelégtelenség .............ccccueevceencueennnen.
6.2.2. Kronikus hipertenzio dltal indukdlt szivelégtelenség.............coouwwevvuveeecviveeesiieeeeecveneennn,
6.2.3. Antraciklin kezelés dltal kivdltott szivelégtelenség...........ccouwmevvvueeesieeeeesiieeeciveeesivenann.
6.3. A HIPERTONIA ALTAL KIVALTOTT KARDIOVASZKULARIS REMODELLING BEFOLYASOLASA PARP-GATLO
KEZELESSEL «vvteeeuutteeeautteeesuseeessureeeseuseeesausteesabeeesaasaeeesasaaeeesbeeesaasseessabeeaeansbeeesnsneesaasaeesenseeesnnees 135
6.3.1. A PARP-gdtlds védé hatdsa a hipertenzié-kivdltotta nagyér dtépliléssel szemben......... 136
6.3.2. A PARP-gdtlds hatdsa a hipertenziv szivbetegség kialakuldsara...............ccccceevcuvenuennee. 137
6.3.3. L-2286 kezelés véd6 hatdsa a magas vérnyomds okozta kézponti idegrendszeri
KAroSOdASOKKQI SZEIMBEN .........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e ettt e e e e e e ssavaaaaeeeessnsses 138
6.4. A FARMAKOLOGIAI PARP-GATLASSAL KIVALTOTT KARDIOPROTEKCIO MERTEKENEK OSSZEHASONLITASA MAR
IGAZOLT HATASU KOMPARATOR MOLEKULAKKAL «...vvveeuereeerieeeeesireeesaireessneeesssureeessnsneessaseeesssnsenessanees 140
6.4.1. Az enalapril és az L-2286 hatékonysdgdnak Gsszehasonlitasa posztinfarktusos
5zivelégtelenseq MOEIIDEN ...............c.uueeecueeeeeeee et e st e e e eae e e s iaa e e s sreaeeaans 141
6.4.2. A TEMPOL és az L-2286 hatékonysdgdnak dsszehasonlitdsa antraciklin indukdlta toxikus
5zivelégtelenseq MOEIIDEN ...............c..uueeecueieeeeeeeeeee et ee e et eesaa e e s iaa e e s svaaeeaans 141
6.5. A PARP-GATLAS KARDIOVASZKULARIS PROTEKTIV HATASANAK MOLEKULARIS ES SZUBCELLULARIS ASPEKTUSAI 142
6.5.1. A PARIldcé és az oxidativ stressz befolydsoldsa PARP-gdtld kezeléssel........................... 142
6.5.2. Farmakoldgiai PARP-gdtlds hatdsa a kétGszbvetes QtépUlesre...........covuevvvvvveeeivrernnen. 143
6.5.3. A remodellingben és a sejttulélésben szerepet jatszo intracelluldris jeldtviteli és
transzkripcids faktorok aktivitdsanak befolydsoldsa L-2286 kezeléssel.......................... 145
6.5.4. PARP-gdtlds hatdsa a hésokk fehérjék Szintjére..............cooovvueeeevveeeecieeeeiiieeeecveeeenn 151
6.5.5. A PARP-gdtlds hatdsa a sejt energetikai jellemzdire, valamint a mitokondrium
funkciondlis és strukturdlis VAItOZASAIrQG.............ccueeeecveeeeeieieeciieeeesieeeeeceeeeesieaeesiranaen 153
6.6. REZVERATROL HATASA A POSZTINFARKTUSOS REMODELLING ES SZIVELEGTELENSEG KIALAKULASARA .............. 157
6.7. A REZVERATROL HATASA POSZTINFARKTUSOS STABIL KORONARIA BETEGEK SZIVFUNKCIOJARA ES
LABORPARAMETEREIRE ..veuvveetveesuseesureessseessseessseesssesssessssessssessssessssesssessssessnsessssessnsesansessssssessessses 159
7. KOVETKEZTETESEK, UJ MEGALLAPITASOK .....cccveeerererrrneecsesessssesessssssssssesesssssssssssssssssses 161
8. IRODALOMUIEGYZEK ......cverereererererserersessssssessssesssessssessssssenssssssssessssesensssensesssssssensssensssensnns 164
9. KOSZONETNYILVANITAS.......cocueueeieereeneeetstssssssesestssssssssesessssssssssessssssssssssssssnssssssssessssses 199



dc_1529 18

1. BEVEZETES

1.1. A doktori mii alapjat képezo publikaciok

1. PALFI A, TOTH A, KULCSAR G, HANTO K, DERES P, BARTHA E, HALMOSI
R, SZABADOS E, CZOPF L, KALAI T, HIDEG K, SUMEGI B, TOTH K. The role of
Akt and mitogen-activated protein kinase systems in the protective effect of poly(ADP-
ribose) polymerase inhibition in Langendorff perfused and in isoproterenol-damaged rat
hearts. J Pharmacol Exp Ther. 2005; 315(1): 273-82.

Impakt faktor: 4.098

2. PALFI A, TOTH A, HANTO K, DERES P, SZABADOS E, SZEREDAY Z,
KULCSAR GY, KALAI T, HIDEG K, GALLYAS F JR, SUMEGI B, TOTH K,
HALMOSI R. PARP inhibition prevents postinfarction myocardial remodeling and heart
failure via the protein kinase C/glycogen synthase kinase-3f pathway. J Mol Cell Cardiol.
2006; 41(1): 149-159.

Impakt faktor: 4.859

3. BARTHA E, KISS GYN, KALMAN E, KULCSAR GY, KALAI T, HIDEG K,
HABON T, SUMEGI B, TOTH K, HALMOSI R. Effect of L-2286, a poly(ADP-ribose)
polymerase inhibitor and enalapril on myocardial remodeling and heart failure. J
Cardiovasc Pharmacol. 2008; 52(3): 253-261.

Impakt faktor: 2.29

4. BARTHA E, SOLTI I, KERESKAI L, LANTOS J, PLOZER E, MAGYAR K,
SZABADOS E, KALAI T, HIDEG K, HALMOSI R, SUMEGI B, TOTH K. PARP
inhibition delays transition of hypertensive cardiopathy to heart failure in spontaneously
hypertensive rats. Cardiovasc Res. 2009; 83(3): 501-510.

Impakt faktor: 5.801

5.BARTHA E, SOLTI I, SZABO A, OLAH G, MAGYAR K, SZABADOS E, KALAI
T, HIDEG K, TOTH K, GERO D, SZABO CS, SUMEGI B, HALMOSI R. Regulation
of kinase cascade activation and heat shock protein expression by poly(ADP-ribose)
polymerase inhibition in doxorubicin-induced heart failure. J Cardiovasc Pharmacol.
2011; 58(4): 380-391.

Impakt faktor: 2.287



dc_1529 18

6. MAGYAR K, HALMOSI R, PALFI A, FEHER G, CZOPF L, FULOP A,
BATTYANY I, SUMEGI B, TOTH K, SZABADOS E. Cardioprotection by resveratrol:

A human clinical trial in patients after myocardial infarction. Clin Hemorheol Microcirc.
2012; 50: 179-87.

7. DERES L, BARTHA E, PALFI A, EROS K, RIBA A, LANTOS J, KALAI T, HIDEG
K, SUMEGI B, GALLYAS F JR, TOTH K, HALMOSI R. PARP-inhibitor treatment
prevents hypertension induced cardiac remodeling by favorable modulation of heat shock
proteins, Akt-1/GSK-3p and several PKC isoforms. PloS ONE. 2014; 9(7): €102148.
Impakt faktor: 3.234

8. MAGYAR K, DERES L, EROS K, BRUSZT K, SERESS L, HAMAR J, HIDEG K,
BALOGH A, GALLYAS F JR, SUMEGI B, TOTH K, HALMOSI R. A quinazoline-
derivative compound with PARP inhibitory effect suppresses hypertension-induced
vascular alterations in spontaneously hypertensive rats. BBA-Molecular Basis of Disease.
2014; 1842(7): 935-944.

Impakt faktor: 4.882

9. HALMOSI R, DERES L, GAL R, EROS K, SUMEGI B, TOTH K. PARP inhibition
and postinfarction myocardial remodeling. Int J Cardiol. 2016; 217: S52-9.
Impakt faktor: 6.189

10. EROS K, MAGYAR K, DERES L, SKAZEL A, RIBA A, VAMOS Z, KALAI T,
GALLYAS F JR, SUMEGI B, TOTH K, HALMOSI R. Chronic PARP-1 inhibition
reduces carotid vessel remodeling and oxidative damage of the dorsal hippocampus in
spontaneously hypertensive rats. PloS ONE. 2017; 12(3): e0174401.

Impakt faktor: 2.806

11. RIBA A, DERES L, SUMEGI B, TOTH K, SZABADOS E, HALMOSI R.
Cardioprotective effect of resveratrol in a postinfarction heart failure model. Oxid Med
Cell Longev. 2017; 2017: 6819281.

Impakt faktor: 4.593




dc_1529 18

1.2. Tovabbi, a dolgozat témajahoz nem kapcsolodo, teljes

terjedelmii sajat kozlemények

1. HALMOSI R, CZOPF L, KESMARKY G, HABON T, TOTH K, JURICSKAY |,
ROTH E, MOZSIK GY. A haemorheologiai paraméterek és antioxidans mechanizmusok

valtozasa ischaemids szivbetegekben nitrat, illetve lovastatin kezelés hatasara. Card
Hung. 1999; 28: 53-59.

2. CZOPF L, HALMOSI R, KESMARKY G, HABON T, TOTH K, JURICSKAY I,
ROTH E, MOZSIK GY. Lovastatin and nitrate therapy induced changes in
hemorheological parameters and in free radical mediated processes in patients with
ischemic heart disease. Perfusion. 1999; 12: 50-58.

Impakt faktor: 0.91

3. TOTH K, TOTH A, MARTON ZS, CZOPF L, KESMARKY G, HALMOSI R,
HABON T, JURICSKAY I, MOZSIK GY. A terheléses EKG vizsgalat sordn

bekovetkezd QRS amplittido valtozasok értékelése ischaemias szivbetegségben. Magyar
Belorv Arch. 1999; 52: 73-80.

4. TOTH K, KESMARKY G, VEKASI J, NEMES J, CZOPF L, KAPRONCZAY P,
HALMOSI R, PAPP E, JURICSKAY I. Hemorheological and hemodynamic parameters
in patients with essential hypertension and their modification by alpha-1 inhibitor drug
treatment. Clin Hemorheol Microcirc. 1999; 21: 209-216.

Impakt faktor: 0.395

5. KESMARKY G, TOTH K, VAIDA G, HABON L, HALMOSI R, ROTH E.
Hemorheological and oxygen free radical associated alterations during and after
percutaneous transluminal coronary angioplasty. Clin Hemorheol Microcirc. 2001; 24:
33-41.

Impakt faktor: 0.297

6. TOTH A, MARTON ZS, CZOPF L, KESMARKY G, HALMOSI R, JURICSKAY 1,
HABON T, TOTH K. QRS score: a composite index of exercise-induced changes in the
Q-, R- and S-waves during exercise stress testing in patients with ischemic heart disease.
Ann Noninvasive Electrocardiol. 2001; 6: 310-318.

Impakt faktor: 0.989

7. HALMOSI R, BERENTE Z, OSZ E, TOTH K, LITERATI-NAGY P, SUMEGI B.
Effect of poly(ADP-ribose) polymerase inhibitors on the ischemia-reperfusion-induced
oxidative cell damage and mitochondrial metabolism in Langendorff heart perfusion
system. Mol Pharmacol. 2001; 59: 1497-1505.



dc_1529 18

Impakt faktor: 5.297

8. HABON T, SZABADOS E, KESMARKY G, HALMOSI R, PAST T, SUMEGI B,
TOTH K. The effect of carvedilol on enhanced ADP-ribosylation and red blood cell
membrane damage caused by free radicals. Cardiovasc Res, 2001; 52: 153-160.

Impakt faktor: 4.552

9. MARTON ZS, HALMOSI R, HORVATH B, ALEXY T, KESMARKY G, VEKASI
J, BATTYANY |, HIDEG K, TOTH, K. Scavenger effect of experimental and clinically
used cardiovascular drugs. J Cardiovasc Pharm. 2001; 38: 745-753.

Impakt faktor: 1.553

10. HABON T, SZABADOS E, KESMARKY G, HALMOSI R, PAST T, SUMEGI B,
TOTH K. Carvedilol hatésa a szabadgyok indukalta ADP-ribozilaciora és vordsvértest
membran karosodasra. Acta Pharm Hung. 2001; 71: 1-8.

11. TOTH A, HALMOSI R, HABON T, SZABADOS E, DERES P, SUMEGI B, HIDEG
K, TOTH K. Az antioxidans kezeléstél a poli(ADP-riboz) polimeraz gatlokig - a
kardioprotekcio lehet6ségei ischaemia-reperfiizié soran. Magyar Belorv Arch. 2001; 54:
107-111.

12. HORVATH B, MARTON ZS, HALMOSI R, ALEXY T, SZAPARY L, VEKASI J,
BIRO ZS, HABON T, KESMARKY G, TOTH K. Cerebrovascularis tamadaspontu
gyogyszerek szabadgyokfogo hatdsdnak vizsgalata. Orv Hetil. 2002; 142: 13-17.

13. HORVATH B, MARTON ZS, HALMOSI R, ALEXY T, SZAPARY L, VEKASI J,
BIRO ZS, HABON T, KESMARKY G, TOTH K. In vitro antioxidant properties of
pentoxifylline, piracetam and vinpocetine. Clin Neuropharmacol. 2002; 25: 37-42.
Impakt faktor: 1.58

14, HALMOSI R, DERES P, BERENTE Z, SUMEGI B, HIDEG K, TOTH K. Pyrroline
based compounds in the prevention of oxyradical induced myocardial damage. J
Cardiovasc Pharmacol. 2002; 40: 854-867.

Impakt faktor: 1.602

15. MARTON ZS, HALMOSI R, HORVATH B, ALEXY T, KESMARKY G, VEKASI
J, BATTYANY I, HIDEG K, TOTH K. Kisérleti stadiumban 1évé és a klinikai

gyakorlatban hasznalt kardiovaszkularis gydgyszerek antioxiddns hatasanak vizsgalata.
Card Hung. 2002; 32: 63-69.

16. TOTH A, HALMOSI R, KOVACS K, DERES P, KALAI T, HIDEG K, TOTH K,
SUMEGI B. Akt activation induced by an antioxidant compound during ischemia-
reperfusion. Free Radic Biol Med. 2003; 35: 1051-63.

Impakt faktor: 5.063



dc_1529 18

17. TOTH A, KOVACS K, DERES P, HALMOSI R, HANTO K, KALAI T, HIDEG K,
SUMEGI B, TOTH K. Impact of a novel cardioprotective agent on the ischaemia-
reperfusion-induced Akt kinase activation. Biochem Pharmacol. 2003; 66: 2263-72.
Impakt faktor: 2.993

18. DERES P, HALMOSI R, TOTH A, KOVACS K, PALFI A, HABON T, CZOPF L,
KALAI T, HIDEG K, SUMEGI B, TOTH K. Prevention of doxorubicin-induced acute
cardiotoxicity by an experimental antioxidant compound. J Cardiovasc Pharmacol. 2005;
45: 36-43.

Impakt faktor: 1.313

19. PAPP E, CZOPF L, HABON T, HALMOSI R, HORVATH B, MARTON ZS,
TAHIN T, KOMOCSI A, HORVATH |, MELEGH B, TOTH K. Drug-induced
myocardial infarction in young patients. Report of two cases. Int J Cardiol. 2005; 98: 169-
170.

Impakt faktor: 1.765

20. TOTH K, HORVATH B, HALMOSI R, SUMEGI B, HIDEG K. Vitaminok és
antioxidansok lehetséges szerepe a cardiovascularis betegségek prevencidjaban. Haziorv
Tovabbképz6 Szemle. 2006; 11: 568-572.

21. KISS I, TIBOLD A, HALMOSI R, BARTHA E, KOLTAI K, ORSOS Z, BUJIDOSO
L, EMBER I. Enhancement of organ regeneration in animal models by a stem cell-
stimulating Plant Mixture. J Med Food. 2010; 13: 599-604.

Impakt faktor: 1.461

22. MARTON L, HALMOSI R, TOTH K. SHIFT ante portas. Card Hung Suppl. 2010;
40: M1-M4.

23. MARTON L, HALMOSI R, TOTH K. Ivabradin a kronikus szivelégtelenség
kezelésében: a SHIFT vizsgalat eredményei. Medical Tribune. 2010; 8(23): 12.

24. MARTON L, HALMOSI R, TOTH A, TOTH K. Ivabradin a krénikus
szivelégtelenség kezelésében (SHIFT): randomizalt, placebokontrollalt, klinikai
vizsgalat. Card. Hung. 2010; 40: 300-307.

25. MAGYAR K, HALMOSI R, PALFI A, FEHER G, CZOPF L, FULOP A,
BATTYANY I, SUMEGI B, TOTH K, SZABADOS E. A rezveratrol kardioprotektiv
hatésa posztinfarktusos betegekben. Kardiovaszk Prev Rehab. 2010; 3: 23-27.

26. TIBOLD A, SZABO, L, BUJDOSO L, KOLTAI K, HALMOSI R, NAGY T,
GOMBOS, K, FEHER G, HUSZAR A, KISS I, EMBER I. Protective effect of herbal
mixture in isoproterenol induced myocardial injury. J Proactive Med. 2012; 1: 27-31.

10



dc_1529 18

27. GAL R, HALMOSI R. A frekvenciakontroll szerepe a szivelégtelenség gyogyszeres
kezelésében. 2013; 14(4): 5-7.

28. MAGYAR K, GAL R, RIBA A, HABON T, HALMOSI R, TOTH K. From
hypertension to heart failure. World J Hypertens. 2015; 5(2): 85-92.

29. GAL R, HALMOSI R. [The role of oxidative stress in heart failure]. Orv Hetil. 2015;
156(47): 1916-20.
Impakt faktor: 0.291

30. RIBA A, DERES L, EROS K, SZABO A, MAGYAR K, SUMEGI B, TOTH K,
HALMOSI R, SZABADOS E. Doxycycline protects against ROS-induced mitochondrial
fragmentation and 1SO-induced heart failure. PLoS One. 2017; 12(4): e0175195.

Impakt faktor: 2.806

31. VOROS E, DERES L, HALMOSI R, VARADI E, TOTH K, BATTYANI |I.
Interactions between iodinated contrast media and tissue plasminogen activator: In vitro
comparison study. Clin Hemorheol Microcirc. 2017; 66(2): 167-174.

Impakt faktor: 1.815

32. KEMENY A, CSEKO K, SZITTER I, VARGA ZV, BENCSIK P, KISS K,
HALMOSI R, DERES L, EROS K, PERKECZ A, KERESKAI L, LASZLO T, KISS T,
FERDINANDY P, HELYES Z. Integrative characterization of chronic cigarette smoke-
induced cardiopulmonary comorbidities in a mouse model. Environ Pollut. 2017; 229:
746-759.

Impakt faktor: 5.099

Osszesitett impakt faktor: 80.82

11



dc_1529 18

1.3. Scientometriai adatok

Halmosi Robert tudomanyos €s oktatasi munkassaganak osszefoglalasa

MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2018.07.03.)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok®
Osszesen | Részletezve | Fiiggetlen Osszes

I. Folyéiratcikk? 43 - --- -
szakcikk, nemzetkozi folyodiratban, idegen nyelvii -—- 28 549 716
szakcikk, hazai idegen nyelvii --- 0 0 0
szakcikk, magyar nyelvii -—- 12 1 3
szakcikk, sokszerzds, érdemi szerzéként® --- 0 0 0
Osszefoglald kdzlemény --- 2 3 3
rovid kozlemény -—- 1 3 3

II. Konyv 1 -—- --—- ---

a) Szakkonyv, kézikonyv 1 - --- -
idegen nyelvii --- 1 0 0
magyar nyelvi - 0 0 0
aa) Fels6oktatasi tankdnyv ---

b) Szakkonyv, tankonyv szerkesztéként 0 - --- -
idegen nyelvil --- 0 --- ---
magyar nyelvi -—- 0 -—- -—-
bb) Felsdoktatasi tankényv --- 0 --- ---

II1. Kényvrészlet 1 === --—- -
idegen nyelvii -—- 0 0 0
magyar nyelvii --- 0 0 0
cc) Fels6oktatasi tankonyvfejezet - 1 0 0

IV. Konferenciakozlemény* 3 - 1 1

Oktatasi kozlemények osszesen (I1.aa,bb-111.cc) 1 0 0

Tudomanyos kézlemények osszesen (L.-1V.) - 47 557 726

;I‘\l/l.()loményos és oktatasi kozlemények osszesen (I- 48 557 726

V. Tovabbi tudomanyos miivek 4 - -

Tovéabbi tudomanyos miivek, ide értve a nem teljes

folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu --- 4 0 0

folyoiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is

Szerkeszt6ségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok --- 0 0 0

VI. Idézett absztraktok® 0 0 0
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Idézettség szama®

Hirsch index® 15 - -
g index® 28
Specialis tudomanymetriai adatok Szama Osszes
peciatis tudomanyme ° hivatkozas
Els6 szerzés folyodiratcikkek szama?* 4 129
Utols6 szerz6s folyoiratcikkek szdma?* 9 100
Az utols6 tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani 28 435
(2002-) teljes tudomanyos folyoiratcikkek
Az utols6 10 év (2008-2018) tudomanyos, teljes, 18 250
lektoralt folyoiratcikkeinek szama
A legmagasabb idézettségli kozlemény 0
idézettsége (az Osszes idézettség szazalékaban) 133 18,32%
Tovabbi, az MTMT-ben nyilvantartott idézetek szama,
amelyek nem szerepelnek a WOS és/vagy Scopus 97
rendszerben
Jelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) kdzleményben 2 238

kollaboracios kézremiikods’
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1.4. Roviditések listaja

3-AB 3-aminobenzamid

4-HNE 4-hidroxinonenal

4-HQ 4-hidroxikinazolin

4-MQ 4-merkaptokinazolin

8-OxG 8-oxoguanin

$IP-.NMR foszforspektrum meghatarozasa magneses magrezonancias
vizsgalattal

ACE angiotenzin konvertalé enzim

ACEi angiotenzin konvertald enzim gatld gyogyszer

ACh acetilkolin

AlF apoptozis-indukalo faktor

Akt-1 protein kinaz B

ALK-5 TGF-p 1 tipust receptor kinaz

AMI akut szivinfarktus

AMP adenozin monofoszfat

AMPK AMP-aktivalta protein kinaz

Angll angiotenzin 11

ASI aorta stiffness index

ASK1 Apoptozis szignal szabalyozo kinaz

ATF4 ciklikus AMP-dependens transzkripcios faktor-4

ATP adenozin trifoszfat

Bax Bcl-2 asszocialt X fehérje

BBB veér-agy gat

Bcl-2 B-sejtes lymphoma 2 fehérje

BH4 tetrahidrobiopterin

BNP B-tipust natriuretikus peptid

BW testtomeg

CA cornu ammonis régid

CAMKII Ca?*/kalmodulin-dependens protein kinaz II

CCA artéria carotis communis

CD1 altalanos hasznalatl egértorzs
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CRFY
CK
CMP
COX-2
CRM-1
CSF
CTGF
DAB
DBP
DD
DMEM
DOX
dp/dt
DRP-1
DUSP-1
EBM
ECM
eCSCs
EDTA
EF
EKG
eNOS
ERK
ESC
ESR
ET-1
ETC
FasL
FasR
FBS
FKHR (FOXO01)
FMD
FS
GAPDH

specialis Sprague-Dawley patkanytorzs
kreatin kinaz

kardiomiopathia

ciklooxigenaz 2

chromosomal maintenance 1 (transzport fehérje)
agy-gerincvel6i folyadék

kotészoveti novekedési faktor
3,3’-diaminobenzidin

diasztolés vérnyomas

diasztolés atmérd (aorta)

Dulbecco szerint mddositott Eagle médium
doxorubicin

kontraktilitasi index

dynamin-related protein-1

kettds specificitasu (dual specificity) foszfatdz
evidence based medicine

extracellularis matrix

c-kit pozitiv endogén kardialis Ossejtek
etilén-diamin-tetraecetsav

ejekcios frakeid

elektrokardiografia

endotelialis

extracellularis szignal regulalta kinaz
Eurdpai Kardioldgiai Tarsasag

elektron spin rezonancia

endotelin-1

mitokondrialis 1égzési lanc

Fas (CD95) ligand

Fas receptor v CD95

borja szérum

Forkhead box fehérje O1

aramlasfiiggd vazodilatacio

frakcionalis rostrovidiilés

gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz
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Gog
GD
GFAP
GOT
GPCR
GPX
GSK-3p
GTP
H20:
HHD
HFpEF
HFmrEF

G protein alfa alegységének q altipusa

girus dentatus

savanyu fibrillaris gliafehérje

glutamat oxalacetat transzaminaz

G protein kotott receptorok

glutation peroxidaz

glikogén szintaz kinaz-3[3

guanozin trifoszfat

hidrogén peroxid

hipertenziv szivbetegség

diasztolés szivelégtelenség (heart failure with preserved EF)
enyhén csokkent szisztolés funkcidval jaro szivelégtelenség (heart
failure with midrange EF)

szisztolés szivelégtelenség (heart failure with reduced EF)
hipoxia altal indukalt faktor 1o

hésokk faktor 1

hésokk fehérjék

magas homérsékletigényli protein A 2
interfibrillaris mitokondrium

interleukin-1p

interleukin-6

intima-media vastagsag

indukalhato nitrogén monoxid szintaz
intraperitonealis

iszkémia-reperfuzio

izoproterenol

nemzetkdzi egység

isovolumetrids kontrakcios 1d6

isovolumetrias relaxacios ido

c-Jun N-terminal kinaz

quinazolin szarmazék PARP enzim gatld6 molekula
bal eliils6 leszallo coronaria ag

laktat dehidrogenaz

balkamrai atméro
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LVEDV
LVESV
MAO
MAPK
MDA
Mfn

MI
MKP-1
MMP
MOMP
MPO
MPI
mPTP
MRA
MRFIT
MtDNS
mTOR
MTT
NA
NAD+
NADPH
NF-xB
NMNAT1
NO
NOXs
NT

O2-

OH-
OMM
ONOO-
OPAl
p38-MAPK
Pi

PAI

balkamrai végdiasztolés volumen

balkamrai végszisztolés volumen

monoamino oxiddz

mitogén-aktivalt protein kindz

malondialdehid

mitofuzin

miokardialis infarktus

MAP kinéz foszfatdz-1

matrix metalloproteinaz

mitokondrialis kiils6 membran permeabilizacid
mieloperoxidaz

miokardidlis teljesitmény index (vagy Tei index)
mitokondrialis permeabilitds tranzicids porus
mineralokortikoid receptor antagonista gydgyszer
Multiple Risk Factor Intervention Trial
mitokondrialis DNS

mammalian target of rapamycin
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
nikotinamid

nikotinamid-adenin dinukleotid
nikotinamid-adenin dinukleotid foszfat

nuklearis faktor-kappa B

nikotinamid mononukleotid adenililtranszferaz 1
nitrogén monoxid

nikotinamid-adenin dinukleotid foszfat oxidazok
nitrotirozin

szuperoxid anion

hidroxil gyok

mitokondrialis kiils6 membran

peroxinitrit

optikus atrofia fehérje-1

p38 mitogén aktivalta protein kinaz

anorganikus foszfat

plazminogén aktivator inhibitor
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PAR
PARG
PARP
PBS
PCr

PD
PDC
PGC-1la
PDGF
PFA
PI3K
PKC
PW
RAAS
Ras
RISK
ROS
RWT
RyR
S6K1
SBP

sC.

SD
SDS
SERCA
sGC
SHR
Sirt
SMAC/DIABLO
Smad
SNP
SOD
TBA
TBARS

poli(ADP-rib6z) polimer
poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz enzim
poli(ADP-rib6z) polimeraz enzim
foszfat pufferelte séoldat

kreatin foszfat

pulzatilis Doppler

piruvat dehidrogenéz komplex
PPAR-y koaktivator la

vérlemezke eredetii novekedési faktor
paraformaldehid

foszfatidilinozitol-3 kinaz

protein kinaz C

balkamra hatso fala
renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
rat sarcoma fehérje (GTPaz fehérjék)
,.reperfusion injury salvage” kinazok
reaktiv oxigén szabad gyokok

relativ falvastagsag (balkamra)
rianodin receptor

riboszomalis S6 kinaz beta-1 fehérje
szisztolés vérnyomas

szubkutan

szisztolés atmérd (aorta)

natrium dodecil szulfat
sarco/endoplazmatikus retikulum Ca2+-ATPaz
szolubilis guanilat ciklaz

spontan hipertenziv patkany

sirtuin (hiszton deacetilaz)

kaszpazok masodik mitokondridlis aktivatora
,,Mothers against decapentaplegic homolog” fehérjék
nitroprusszid natrium

szuperoxid dizmutdz

tiobarbitursav

tiobarbitursav reaktiv anyagok
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TBS
TBST
TCA
TDI
TEMPOL
TGF-p
TL
TNF-o
TTC
TUNEL

UKPDS
VEGF
vSMC
VW
WKY
X0

Tris-pufferelte sooldat

Tweent tartalmaz6 Tris-pufferelte sdéoldat
trikloroacetat

szoveti Doppler képalkotasi mod
4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil
transzformalo novekedési faktor

tibia hossz

tumor nekrozis faktor a

trifenil tetrazolium klorid

termindlis dezoxinukleotid-transzferaz medialta dUTP lancvég
jelolés

UK Prospective Diabetes Study
vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
érfali simaizomsejt

kamra tomeg

Wistar-Kyoto patkany

xanthin oxidaz
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Szivelégtelenség

A szivelégtelenség a sziv olyan funkcionalis vagy struktiralis karosodasa, melynek
kovetkeztében a sziv képtelen a szoveti igényeknek megfeleld0 mennyiségli oxigén
szallitasara, illetve csak emelkedett toltobnyomds aran képes a szervezet igényeit
kielégiteni [1]. A szivelégtelenség prevalencidja vilagszerte emelkedd tendenciat mutat.
Emelkedik a szivelégtelenség miatti hospitalizaciok szama, a szivelégtelenséggel
Osszefliggd haldlozas, illetve jelentdsen nének a gyogyitdsnak a koltségei. A fejlett
orszagokban a feln6tt lakossag mintegy 2%-a szenved szivelégtelenségben, de a 70 év

felettiekben a prevalencia elérheti a 10%-ot is [2].

A szivelégtelenség hatterében az egyén szintjén a legjelentdsebb predisponalo tényezd az
iszkémias szivbetegség, kiilonosen egy korabbi szivinfarktus esetén. Populacios szinten
azonban a nem megfelelden kezelt magas vérnyomas a legfontosabb etiologiai faktor [3].
Emellett billentyiibetegségek, kardiomiopatidk kovetkeztében is gyakran kialakul
szivelégtelenség [2]. Egyes toxikus agensek (alkohol, illetve néhany citosztatikus
gyogyszer) szintén képesek direkt miokardialis hatasuknak  koOszonhetéen
szivelégtelenséget eldidézni. Az onkoterapids kezelések egyre szélesebb korben valo
alkalmazasanak kovetkeztében a toxikus eredet szerepe is jelentdsebbé valt az utobbi

id6ben [4].

A szivelégtelenségnek klinikailag is széles a spektruma, kezdve az aszimptomatikus
balkamra hipertr6fiatol egészen a manifeszt betegségig, a jobb szivfél elégtelenségtdl a
bal szivfél elégtelenségéig. A bal szivfél elégtelenség két {6 tipusat a szisztolés funkciot
jellemzd ejekcios frakeid alapjan hatarozzuk meg. A csokkent szisztolés balkamra
funkciojl betegek esetében szisztolés szivelégtelenségrol (0) nevezéktan alapjan HFrEF),
a  megtartott/normalis  szisztolés  funkcioji  betegek  esetében  diasztolés
szivelégtelenségrdl (1j nevezéktan alapjan HFpEF) beszéliink. A két entitds kozotti
sziirke zona (EF: 40-49 %) elnevezése az ESC tjabb javaslata alapjan HFmrEF [2].

A szivelégtelenség kezelésében a béta-blokkolok és a neurohumoralis aktivacid gatlas

(ACEI, ill. MRA) bevezetése ¢és elterjedése az elmult két évtizedben jelentdsen javitotta
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a betegek életkilatasat. Ennek ellenére a betegség prognoédzisa még mindig rossz, a
szivelégtelenség halalozasa magasabb, mint a leggyakoribb daganatos megbetegedéseké
[5]. A diasztolés szivelégtelenség kezelésében pedig még nem rendelkeziink a betegség

lefolyasat egyértelmiien kedvezden befolyasold gyogyszeres kezeléssel [2].

2.2. A Koszoruérbetegség, mint a szivelégtelenség rizikofaktora

A WHO adatai szerint az utobbi évtizedekben a fejlett orszdgokban a kardiovaszkularis
betegségek alltak a mortalitasi statisztikdk élén. 2001-ben a vildgon tobb mint 16 millid
ember halt meg kardiovaszkularis betegségben, mely az 6sszhalalozas 29 %-at jelentette.
Szamitasok szerint 2020-ra ez az arany 37 %-ra fog emelkedni, mely els6sorban a fejlodo
orszagokban bekovetkezd rohamosan novekvd morbiditdsnak ¢és mortalitdsnak
koszonhetd. Ugyanakkor ezen mutatok a gazdasagilag fejlett orszagokban mar javuld
tendenciat mutatnak [6, 7].

A kardiovaszkularis betegségeken beliil az iszkémias szivbetegség (ISZB) kiilonb6z6
megjelenési formai a leggyakoribb halalokok [6]. A iszkémias szivbetegség/koronaria
betegség azon tilmenden, hogy egy 6nalld entitas, az egyén szintjén a szivelégtelenség
legfontosabb rizikotényezdje is. Posztinfarktusos betegekben ugyanis a szivelégtelenség
el6fordulasanak esélye mintegy 6X magasabb, mint a tobbi beteg esetén [8]. Az akut
korondria szindromak egyre javulo gyogyszeres €s invaziv (PCI és CABQG) ellatasi
lehetdségei kovetkeztében pedig jelentdsen csokkent a korkép akut mortalitasa és igy

egyre tobben érik meg a késoi kovetkezmények, igy a szivelégtelenség kialakulasat [2].

Ezért alapvetden fontos a szekunder prevencid, azaz egy Ujabb koronaria torténés
kivédése. A szekunder prevencionak az utobbi két évtizedben széles korben elterjedt
gyogyszerei koz¢é tartozik a tct aggregacio gatlas, a statin és ACE-gatld kezelés. A
prevencid leghatékonyabb mddja azonban a primer prevencid, amely az els6 vaszkularis
esemény megakadalyozasat célozza meg. Ennek farmakologiai alapjai alapvetden
megegyeznek a szekunder prevencioéval, azonban az életmodi faktoroknak itt talan még
fontosabb szerepiik van, mint a posztinfarktusos betegekben. A farmakoldgias és non-

farmakologias preventiv erdfeszitéseknek koszonhetden a korondriabetegség morbiditasa
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¢s mortalitdsa az eurdpai orszagok tilnyomo részében nagymértékben csdkkent az elmult

30 évben [9].

Szamos epidemioldgiai tanulmany szerint egy eurdpai orszag, Franciaorszag még a tobbi
orszagénal is 1ényegesen alacsonyabb kardiovaszkularis mortalitasi adatokkal bir annak
ellenére, hogy az életmodi tényezdk, a rizikofaktorok gyakorisaga, illetve a bevitt
koleszterin mennyisége nem kiilonbdzik érdemben. Ezt az ellentmondast a sajto ,,Francia
paradoxon”-nak nevezte el és a jelenséget a mértékletes vorosborfogyasztassal hoztak

Osszefliggésbe [10].

2.2.1. Arezveratrol hatdsa a kardiovaszkularis rendszerre

A vordsbor kardioprotektiv hatdsa a sz616 héjaban és magjaban talalhato fitoalexineknek,
ezen beliil is elsésorban a rezveratrolnak (transz-3,4,5-trihidroxistilbén) tulajdonithato.
Szamos irodalmi adat igazolta a rezveratrol antioxidans és szérum lipidszint csokkentd
hatasat [11]. Javitja az endotél funkciot és kedvezd hatasa van a vaszkularis tonusra.
Korabbi kisérletekben kimutattdk, hogy eldsegiti a nitrogén-monoxid (NO) és a
prosztaciklin (PGI) felszabadulast, melyek az endotél funkcidé megtartasaban jelentOs
szerepet jatszo faktorok [12]. Human érmintakkal végzett in vitro kisérletekben a
rezveratrol felerdsitette az endotelidlis nitrogén monoxid szintdz (eNOS) promoterének
aktivitasat [13], valamint NO fliggdé relaxaciot eredményezett [12]. Véd6 szerepe
trombozis ellen is igazolddott [14]. Befolyasolja szamos prosztaglandin szintézisét,
valamint gatolja a thromboxan A2 (TXA2) hatasat, €s ezen keresztiil gatolja a
trombocitak aggregaciojat is [15].

Allatkisérletekben igazoltak, hogy rezveratrol kezelés hatasara csokkent az
ateroszklerotikus plakkok mérete és denzitasa, csokkent az intima-média vastagsag [16],

valamint javult az endotélium-fiiggé vazodilatacio [17].
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2.3. A hipertonia, mint a szivelégtelenség egyik legfontosabb

pathogenetikai faktora

Magas vérnyomads betegségrol a jelenlegi europai irdnyelvek szerint akkor beszélhetiink,
ha a nyugalmi vérnyomas tartésan 140/90 Hgmm feletti. A hipertonia prevalencidja
vilagszerte novekszik, a fejlett orszagokban a teljes populacid 30-40%-at érinti a

betegség, mely jelentds mortalitasi és morbiditasi rizikoval tarsul [18].

Epidemiologiai adatok szerint a tartdsan magas vérnyomas kovetkeztében kialakuld
egyik legjelentdsebb célszervkarosodasnak a hipertenziv szivbetegség (HHD) tarthato. A
HHD fokozza a szivelégtelenség, iszkémias szivbetegség és a kamrai ritmuszavarok
kialakulasat. A Framingham vizsgalat igazolta, hogy 20 Hgmm-es szisztolés

vérnyomasemelkedés tobb mint 50%-al noveli a szivelégtelenség rizikojat [19].

Az elébbi tények ismeretében nem meglepd, hogy populéciods szinten a magas vérnyomas
betegség a szivelégtelenség legfontosabb etiologiai faktora [3]. A diasztolés
szivelégtelenség (HFpEF) esetében ez még hangsulyosabban igaz [20], raadasul az
iranyelvek alapjan ezekben a betegekben a legfontosabb terapids cél a magas vérnyomas

célértékre vald csokkentése, amely azonban a betegek jelentds részében nem lehetséges
[2].

A tartdsan fennallo magas vérnyomas valtozasokat hoz létre a balkamra strukturdjaban,
geometriajaban, illetve funkcigjaban. Ezeket az elvaltozasokat Osszefoglald néven
remodellingnek nevezziik. A szivizomzat tekintetében a remodelling kdvetkeztében a
balkamra falanak megvastagodasat latjuk [21, 22]. A balkamra hipertrofia kezdetben egy
adaptiv, kompenzatorikus mechanizmus, melynek hatdsdra a nyomds- és (egyéb
etiologiai tényezdk esetén) a volumentulterhelés altal eldidézett fokozott falfesziilés
csokken és a sziv teljesitménye megtartott marad (Laplace torvénye) [23]. Azonban egy
hatar felett ez az adaptivnak indul6 folyamat patoldgiassa valik az elégtelen vérellatas
miatt. Egyfeldl a vaszkulatira nem koveti a miokardium vastagodasat, masfeldl a
koronaria rezisztencia erek szintén érintettek, az intramiokardialis artériak és arteriolak
falanak megvastagodasa mellett perivaszkularis fibrozis is jelen van, melyek mindegyike
csokkenti a perfuzié hatékonysagat [24]. A patologias remodelling mar nem a
szivizomsejtek hipertrofidjaval, hanem sokkal inkabb az intersticidlis fibrozissal és a

szivizomsejt halallal jellemezhetd. Igy végiil a kompenzatérikusnak indulé balkamrai
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remodelling rontja a sziv funkcidjat és szivelégtelenséget okozhat. Rdadéasul a balkamra
funkcié romlésa tovabb rontja a tobbi szerv vérellatasat is. Ezen pathofiziologiai hattér
ismeretében nem meglepd, hogy a balkamra hipertrofia kialakulasa a legfontosabb

predisponald tényezdje a manifeszt szivelégtelenség kialakuldsanak hipertonias

betegekben [25, 26].

A hipertenziv szivbetegség (HHD) spektruma klinikai megjelenés szempontjabol igen
sz¢les, melybe az aszimptomatikus balkamra hipertrofia és a szivelégtelenség kiilonféle
fajtai is beletartoznak [27]. A HHD kialakulasanak klasszikus lefolyasa a balkamra tn.
“kiégése”, mely soran a hipertonia koncentrikus balkamra hipertr6fidhoz vezet, melyet
diasztolés (HFpEF), majd végiil szisztolés (HFmrEF, HFrEF) balkamra elégtelenség
kovet. A hipertonids betegek egy masik csoportjdban a koszoruérbetegség, a szivinfarktus
a balkamra hipertrofiatol fliggetleniil, kozvetleniil is vezethet a HFrEF kialakulasahoz
[21].

2.4. A hipertonia kardio- és cerebrovaszkularis kovetkezményei

A hipertonia a szivelégtelenség mellett a kardio- és cerebrovaszkularis betegségeknek is
az egyik legjelentGsebb rizikofaktora [18]. Az érrendszer a hipertenzio kovetkeztében
folyamatosan a fiziologiasnal jelentdsen nagyobb mechanikai er6knek van kitéve,
melynek kovetkeztében sokféle struktiralis és funkcionalis valtozas alakul ki. Ezen
valtozasok 0Osszefoglald neve a vaszkularis remodelling [28]. A remodelling
legszembetiindbb jele az érfal megvastagodasa, melyet a klinikumban a konnyt
mérhetdsége miatt az intima-media vastagsaggal (IMT) jellemziink. Ez az érték a
carotisok esetében a normalisnak a 2-3x-ra is n6het hipertenziv betegekben. Az IMT
megvastagodasa erés prediktora a jovébeli kardiovaszkularis eseményeknek [18]. Az
érfal megvastagodasa és kotdszovetes atépiilése kovetkeztében az érfal elaszticitasa is
jelentésen csokken. A merev nagyerek miatt a centralis szisztolés vérnyomas emelkedik,
a diasztolés vérnyomas pedig csokken, jelentésen nagyobb pulzusnyomast
eredményezve, ami szintén jol jelzi eldre a jovobeli vaszkularis torténések (MI, stroke)

eléfordulasat [18].
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Az érrendszer strukturalis és funkciondlis valtozéasainak a lokalis szoveti perfuzidzavar,
azaz az inadekvat oxigén ¢és tdpanyag ellatottsig ¢€és az anyagcseretermékek
felszaporodasa a kovetkezménye. Ezéltal a kronikus magas vérnyomas kivaltotta érfali
elvaltozasok a célszervek (sziv, agy, vese) funkcionadlis és struktralis kdrosodasahoz is

vezethetnek [29].

A hipertenzio altal medialt agyi elvaltozasok hatterében is a cerebrovaszkularis eltérések
az elsddlegesek. Ehhez jarulnak a kdrosodott vér-agy gat (BBB) funkcid, valamint a
perfuzidés zavar kovetkeztében kialakult oxidativ sejtkdrosodas és gyulladasos

folyamatok, melyek az idegsejtek szamanak csokkenéséhez vezetnek [30].

Az érfal vastagsaganak nagy részét kitevé media mellett az endotél is karosodhat a magas
vérnyomas kovetkeztében, endotél diszfunkcié alakulhat ki, mely egyben az
ateroszklerézis kezd6 1épése is [31]. Az ateroszklerozis, kiilondsen az aterotrombotikus
események pedig akut vaszkularis katasztrofdhoz vezethetnek, melyek mortalitasa még

ma is jelentds [32, 33].

A hipertonia tehat egy magas prevalenciaju betegség, mely jelentds morbiditasi és
mortalitasi tényez6 vilagszerte. Ugyanakkor a klinikai gyakorlatban alkalmazott sokféle
antihipertenziv gyogyszer ellenére a betegek jelentOs részénél nem sikeriil elérni a
célvérnyomasértéket. Ennek hatterében 1évo legjelentdsebb tényezok a gyogyszer
mellékhatdsok, intolerancia és a kdvetkezményes csokkent gyogyszerszedési adherencia
allnak. Az Egyesiilt Allamokban a JNC 7 kritériumai szerint meghatdrozva mintegy 70
millié hipertonias él. A legujabb ajanlasok soran bevezetett alacsonyabb vérnyomas
normalérték (130/80 Hgmm) kovetkeztében pedig mar tobb, mint 100 milli6 ember
szamit hipertoniasnak és koziiliik mintegy 54 milli6 betegnek a vérnyomasa nem éri el a
célvérnyomas értéket. Az ESC és az ESH irdnyelvei elismerik ugyan a vérnyomads és a
kardiovaszkularis rizikd kozotti erds Osszefiiggést, egyeldre mégis magasabb
hatarértékeket hatdroznak meg, kiilonosen idések esetében (célvérnyomas: <150/90
Hgmm). Egyfeldl azért, mert a betegek nagy részében nem érhet6 el ennél alacsonyabb
érték, masfeldl pedig a szigoribb vérnyomaskontroll mellett megemelkedhet az esések és
a torések szama [18, 34, 35]. Egy hemodinamikai hatasokkal nem rendelkezd, azonban a
hipertenzié kardiovaszkularis sz6vodményeit kivédé gyogyszernek ezért klinikailag igen

nagy jelentésége lenne, hiszen azon betegekben, akikben a célvérnyomasértékek nem
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¢érhetdk el antihipertenziv kezeléssel, az érrendszeri riziko, illetve a szervkarosodasok

esélye csokkenthetd lenne.

2.5. Az oxidativ stressz jelentésége a kardiovaszkularis
rendszerben

Az oxidativ stressz a szabadgyokok keletkezése és az antioxidans rendszerek kozotti
egyensuly megbomlasa, melynek soran a sejtek redox allapota az oxidacié iranyaba
tolodik el. A szabadgyokok kiilsd elektronhéjukon paratlan elektront tartalmazo
molekulak, melyek ennek kovetkeztében igen reaktivak. A paros elektronallapot elérése
érdekében a szabad gyokos molekulak a szervezetben a biomolekulaktol elektront vonnak

el, oxidaljak oket, ezzel karositva a sejteket és a kiilonboz6 sejtalkotoelemeket [36, 37].

Oxigén szabadgyokok (ROS) fiziologias koriilmények kozott is termelddnek az aerob
metabolizmus soran [36] a mitokondriumban. A ROS termelédés egyéb forrasai a
NADPH oxidazok (NOXs), a nitrogén-monoxid szintaz (eNOS), a lipo- ¢és
ciklooxigenazok, a xantin oxidaz, a citokrom P450 enzimrendszer és a monoamino-
oxidazok (MAO) [38].

Az endogén szabadgyokok mellett megkiilonboztetiink exogén szabadgyokoket is,
melyek kiils noxa/behatas kovetkeztében alakulnak ki. Ismert, hogy az elektroméagneses
sugarzas  (ultraibolya  sugarzastol a gamma  sugdrzasig), a  dohdnyzas,
xenobiotikumok/toxinok (peszticidek, herbicidek), illetve egyes — elsGsorban
antineoplazias — gyogyszerek (bleomycin ¢és antraciklin szarmazékok) fokozott

szabadgyok képzodést indukalnak [39].

A szabadgyokos sejtkarosodassal szembeni védelmet egy komplex antioxidans védekezd
rendszer biztositja. Az antioxiddnsok sajat elektronjaikat adjak at a szabadgydk
molekulaknak, igy jelentésen mérséklik az eredeti szubsztrat (pl. fehérjék) oxidaciojat
[36].

Mivel a szabad gyokos karosodasok az Osszes szervet €rinthetik, nem meglepd, hogy
fontos patogenetikai tényezOként szerepelnek a legtobb betegség kialakuldsdban. Az

oxidativ stressz szerepét szamos korfolyamatban igazoltdk mar, a kardiovaszkularis
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betegségekben a rizikofaktoroktol (hipertonia, diabetes) kezdve a tiinetmentes
ateroszklerézison at egészen az akut kardiologiai korképekig. Emellett szdmos
neurologiai betegség (Alzheimer-kor, stroke, vaszkuldris demencia), illetve az 6regedés
folyamatéban is jelentds szereppel birnak. Szivelégtelenségben azonban csak nemrégiben

valt egyértelmiivé az oxidativ stressz centralis koroki szerepe [40-44].

Az elmult évtizedekben kisérletes és klinikai vizsgalatok sora igazolta a ROS kiemelkedd
szerepét a szivelégtelenség kialakuldsaban. Az oxigén szabad gyokok direkt modon
karositjdk a kontraktilitast, tovabba a hipertrofidban szerepet jatsz6 jelatviteli és
transzkripcids faktorok aktivitasara is jelentds hatdssal birnak, fokozzak az apoptozist.
Emellett a novelik a fibroblasztok proliferacigjat ¢és aktivaljdk a matrix
metalloproteindzokat. Mindezen mechanizmusok maladaptiv hipertr6fidhoz ¢és

szivelégtelenséghez vezetnek [45].

Szamos vizsgalatban igazoltdk a ROS fokozott képzddését a karosodott szivizomban [46-
47]. Ennek kimutatasara alkalmazott elektron spin rezonancias (ESR) spektroszkopias
vizsgalatok direkt bizonyitékot nyujtottak az elégteleniil miikodoé szivben a fokozott
mennyiségli oxigén szabad gyok jelenlétére [48]. Ugyanakkor az antioxidans enzimek
mennyisége érdemben nem valtozik szivelégtelenségben, s6t a GPx aktivitdsa még
fokozodik is, ezért egyértelmiien a megndvekedett szabad gydk produkcid felelds az

oxidativ stressz kialakulasaért, nem pedig a csokkent antioxidans védelem [49].

2.5.1. Az oxidativ stressz szivizomzatra gyakorolt hatasai

A szabadgyokok a szivizom szinte minden sejtjében képzddhetnek.
Termelddhetnek a kardiomiocitdkban, az endotelidlis sejtekben és fehérvérsejtekben
egyarant. A szivizomsejtekben a mitokondriumok tekinthetdk a legfontosabb szabadgyok
forrasnak, de szerepe van a NAD(P)H oxidaznak (NOX izoformak), a xantin oxidaznak,

valamint a szétkapcsolt nitrogén oxid szintazoknak (NOS) is [50].

Fiziologias koriilmények az ETC-n szallitott elektronok 98%-abol ATP termelddik a
mitokondriumokban a mitokondridlis 1égzési lanc enzimei altal és csupan 1-2%-a
forditddik ROS képzdédésére. Ezt a mennyiségli oxidanst azonban koénnyedén

semlegesitik az endogén scavenger mechanizmusok (pl. SOD). Ha azonban a
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mitokondrium 1égzési aktivitasat blokkoljadk a Komplex I és Komplex III szintjén, akkor
jelentésen megemelkedik a mitokondriumban keletkezett szuperoxid anionok
mennyisége [50]. A fenti jelenség szivelégtelenségben is észlelhetd, mert ekkor
jelentdsen csokken a 1égzési lanc komplexeinek az aktivitasa is [51]. A mitokondriumok
funkcidjanak karosodasa (megfeleldé mennyiségii NADPH jelenlétében) tehat felelds

lehet az oxigén szabad gyok produkcidé megemelkedéséért szivelégtelenségben [51].

A NADPH oxidazok azaltal termelnek szuperoxid aniont (O2-), hogy egy elektron
transzfert hajtanak végre a felsziniikon 1évd Nox segitségével a NADPH-161 a molekularis
oxigénre. A NOX-ok 5 izoformdja koziil a szivben a 2-es €és a 4-es jatszik jelentds
szerepet. A NADPH oxiddzt szdmos olyan faktor aktivélja, mely a szivelégtelenség
patogenezisében is esszencidlis szerepet jatszik. Ilyen példaul a mechanikai fesziilés,
angiotenzin 11, endotelin-I és a TNF-a. A NOX4 egy mitokondriumban talalhato
izoforma, mely esetén igazoltak, hogy a bal kamrai nyomadsterhelés és az Oregedés

hatésara jelentésen fokozodik az aktivacioja [52-55].

A xantin oxidaz szintén ROS forrasnak tekintheté szivelégtelenségben.
Allatkisérletekben kimutattdk, hogy a xantin oxidaz gatld allopurinol kedvez hatast fejt
ki szivelégtelenségben, mivel fokozza a kontraktilitdst, illetve mérsékli a szivizom

posztinfarktusos remodellingjét [56].

A szétkapcsolt NOS szabadgyok képzd potencidlja is jol ismert, melyben elsésorban a
NOS3-nak (eNOS - endotelialis NOS) van komoly szerepe. Fiziologiasan az eNOS
NADPH felhasznalasaval L-argininbdl és O2-b6l NO-t és L-citrulint képez. Azonban
oxidativ stressz hatasara, amennyiben a NOS-kofaktor tetrahydrobiopterin (BH4)
mennyisége is csokken, akkor a NOS szétkapcsol, ilyenkor struktaralisan instabilla valik,

NO helyett ROS-t kezd el termelni [45, 57].

Az endotél sejtekben a reaktiv oxigén szabad gyokok forrasa elsésorban a NADPH oxidaz
¢és a xantin oxidazok. A szivizomzatban 1év0 fehérvérsejtek is szerepet jatszhatnak a ROS
képzésben. Ez az megallapitds azokon az eredményeken alapul, hogy a leukocitdkban
termelt mieloperoxiddz (MPO) plazma koncentracidja egyenesen aranyos a

szivelégtelenség sulyossagaval, emellett jol jelzi a beteg progndzisat is [58].

Az oxidativ stressz legfontosabb forrasa a mitokondrium, mely azonban egyuttal
célpontja is a szabad gyokos karositasnak. Mitokondridlis szinten a karosodas elsdsorban

a membrant, a 1égzési lanc elemeit, a mitokondrialis DNS-t (mtDNS), illetve a
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transzkripcids faktorokat érinti. A mitokondriumok sajat 6rokit anyaga, mely a 1égzési
lanc komplexeinek genetikai allomanyat kodolja [59] kiilondsen sériilékeny, mivel nem
rendelkezik komplex kromatin struktaraval, mely hatasos barriert képezne a ROS-al
szemben. Emellett az mtDNS-nek a repair aktivitasa is alacsony [60]. A DNS sériilés
kovetkeztében karosodik a mitokondridlis fehérje expresszid, igy a légzési lanc
komplexeinek mennyisége is csokkenni fog, amely a mitokondrium funkciovesztését,
energiadepléciot idéz eld. Szivelégtelenségben is igazoltdk a mitokondrium kérosodasat
¢s diszfunkcigjat, melyet csokkent mtDNS mennyiség, a lipidek peroxidacidja, a
transzkriptumok mennyiségének csokkenése és sériilt oxidativ kapacitas is jellemzett
[61]. A karosodott mitokondriumok aztan kovetkezményesen tovabb fokozzak a ROS

termel6dést, melynek extramitokondrialis kovetkezményei is vannak.

A ROS tovabba szamos intracellularis molekula modulalasa, valamint jelatviteli utak
modositasa révén fejti ki struktiralisan és funkcionalisan sejtkarositd hatasat [62]. Az
oxigén szabad gyokok direkt médon fokozzak a hipertrofiaért felelds jelatviteli utak és
transzkripcios faktorok aktivitasat. A sejtfelszini GPCR (G-protein-kapcsolt receptor)
agonistak, mint példaul AT-Il, az ET-1, az izoproterenol, alfa-adrenerg agonistak ROS
medialtan a szivizomsejt remodellingjét, hipertrofidjat idézik el6 adaptacios, Gn. stressz
valaszként szamos jelatviteli Gton keresztiil (pl. MAPKSs, PKC tobb izoenzimje). A fenti
jelatviteli utak az NF-«xB aktivalasa révén a génexpressziot is befolyasolni képesek [63,
64]. Az angiotenzin Il stimulus, tovabba a kalcium-kalmodulin kinaz II (CaMKII) ROS
fliggd aktivalasan keresztiil szintén a szivizomsejtek karosodasahoz vezet [65]. Tovabbi
fontos szabadgyok hatas a hiszton deacetilaz 11, a SIRT1-3 deacetilaz gatlasa, amelynek

alapveto szerepe van az NF-kB/Bcl-2/Bax jelatvitel Gt gatlasaban [66, 67].
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Az oxidativ stressz emellett a nuklearis DNS kéarosodasat okozva aktivalja a poli(ADP-
riboz) polimeraz-1 (PARP-1) enzimet is, mely jelentds aktivacio esetén a magas energiaju
fosztatok mennyiségének csokkentésével programozott, vagy nekrotikus sejthalalt okoz.
A PARP-1 aktivacio tovabbi szerteagazo hatasai kiilon fejezetben keriilnek részletezésre

(1. abra).

AT-IL, ET-1, izoproterenol, alfa-adrenerg
agonistik, nyomasterhelés, stb.

— v

P38-MAPK, PKC Akt 1/GSK-3p
izoformik, JNK,
ERK 1/2

modulalasa

Rianodin
receptor

Szarkoplazmatikus
retikulum

Sejtmag

DNS tiérés

'

PARP-1
aktivacio

Mitokondrium

Génexpresszios
viltozasok

Kontraktilis diszfunkcié

Hipertrofia | Apoptoézis, nekrozis Fibrozis

\ REMODELLING, /

SZIVELEGTELENSEG

1. Abra. Az oxidativ stressz cellularis hatasai szivelégtelenségben.

A szabad gyokoknek direkt hatdsuk is van a kontraktilis funkciora azaltal, hogy
modositjak a kontrakcioban szerepet jatszo fehérjéket, ezaltal csokkentve azok funkciojat
[68]. A ROS a kontraktilitast foként a szarkoplazmas retikulumban bekdvetkezett
valtozasok révén befolyasolja. A NOX2 a rianodin receptorokhoz (RyR2) kozel
helyezkedik, melyek szerepe a kdlcium felszabadulds szabédlyozasdban van. Stressz
hatdséara fokozodik a kéalcium felszabadulds a szarkoplazmas retikulumbdl, ezaltal
kezdetben fokozddik a kontraktilitas, azonban hosszl tavon a folyamat a kalcium raktarok

kitiriiléséhez, ezaltal a kontraktilitds romlasahoz, valamint a citoplazmatikus kalcium
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szint megemelkedésével fokozott aritmia hajlamhoz vezet [69, 70]. A szabad gyokok
aktivaljak tovabbd a matrix metalloproteinazokat (MMP), melyek fontos szerepet
toltenek be a remodelling folyamataban, illetve végso soron a balkamrai dilatacio és a

szisztolés funkciozavar kialakulasaban is [71, 72].

2.5.2. Az oxidativ stressz érrendszeri hatasai

Az erek faldban termelddd ROS forrasa dontden ugyanazon enzimekhez kotott, mint a
szivizomzat esetében. A legfontosabb forrasnak azonban a kiilonb6zé NOX izoenzimek
(nagyerek esetében NOX1 és NOX4), illetve a szétkapcsolt NO szintaz tekinthet6 [73,
74]. Hipertenzidban az emelkedett endotelin szint altal kivaltott ROS termel6désben
emellett szerepet jatszik a mitokondrialis 1€gzési lancbol torténd elektronszivargas is [75].
A xantin oxidaz hipertenzid soran szintén emelkedett aktivitast mutat mind a kis, mind a
nagyerekben. XO inhibitorok alkalmazasaval csokkenthetd volt a ROS mennyisége €és

mérséklodott a kovetkezményes endotél diszfunkceio is [76].

Human vizsgalati eredmények szintén megerdsitik az oxidativ sejtkarosodds meglétét
magas vérnyomas esetén [77]. Rezisztenciaerek falabol izolalt human érfali
simaizomsejtekben fokozott ROS termelédés észlelhetd [78], emellett az antioxidans
védelem gyengiilése is igazolhatd. Hipertenziv betegekben csokkent a glutation

mennyisége ¢s a SOD aktivitasa is [79].

Nem minden hipertonias betegben igazolhatd ugyanakkor az oxidativ stressz megléte.
Egy human vizsgalat alapjan példaul enyhe-kézepes vérnyomasemelkedés esetén az
oxidativ sejtkarosodast jelz6 paraméterek (pl. TBARS) még nem mutattak emelkedést
[80]. Azonban a hipertonia legtobb kisérletes modellje, igy az SHR esetében is
egyértelmii a fokozott ROS termelddés, valamint emelkedett NOX aktivitds szerepe a
korkép kialakulasaban [81]. A szabad gyokok semlegesitése scavenger molekulak
alkalmazasaval azonban alapvetéen nem valtotta be a hozza fiizott reményeket a

hipertonia kezelésében [82-84].

A ROS alapvetden befolyasolja a vaszkularis funkcidt az endotél karositdsan keresztiil.
Az endotelidlis eNOS NO-t, egy potens vazodilatator anyagot termel, mely részt vesz a

vérnyomas szabalyozasaban. Hipertonidban, az oxidativ stressz soran termelddé O2-
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reakcioba 1ép az NO-val ¢€s igen reakcidoképes peroxinitritet (ONOO-) képez. Ezaltal
csokken az NO hozzaférhetdsége, mely az értonus novekedéséhez vezet. Emellett a
peroxinitrit karositja a lipoproteineket nitrotirozin adduktok képzésével, ami tovabb

rontja az erek strukttrajat és funkciojat [73].

Ezen feliil a hipertenzio kivaltotta ROS termel6dés fokozodasanak koszonhetéen a MMP-
ok aktivitasa is emelkedik. Ennek kovetkeztében a vaszkularis simaizomsejtek ¢és
fibroblasztok proliferacidja fokozodik. Ennek eredményeképp az extracellularis matrix
fehérjék termelddése is nd. Mindezen folyamatok tovabb rontjak az erek funkciojat és

relaxacios képességét [85-86].

2.6. A poli(ADP-ribdz) polimeraz enzim jelentosége az oxidativ

sejtkarosodas kialakulasaban

A poli(ADP-rib6z) polimeraz aktivitassal rendekezé enzimek a kiilonféle noxak (pl.
oxidativ sejtkarosodas) altal kivaltott egyes lancti DNS torések hatdsara aktivalodnak. Az
aktivacid hatasara a NAD™ hasitasaval ADP-riboz alegységeket képeznek, melyeket aztan
polimer formajaban a sériilt DNS szakaszhoz kapcsolnak, ezzel segitve a DNS repair
folyamatat [87]. A DNS-hez kapcsolt PAR lanc szignalként szolgal ugyanis egyes repair
enzimek (DNS ligaz III és DNS polimeraz p), illetve scaffold fehérjék szamara. A repairt
kovetéen a PAR lanc lebontasat a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) és az ADP-
ribozil hidrolaz végzi [88].

A PARP enzimcsalddnak 17 tagja ismert jelenleg. Ezek koziil a PARP-1 a legrégebb ota
ismert és a legkiterjedtebben vizsgalt enzim. A PARP-1 jelentds mennyiségben talalhato
meg a sejtmagban és a sejtek PAR-ilacios képességének mintegy 85-90 %-aért felelds
[89]. Nagy mennyiségének koOszonhetéen a PARP-1 oxidativ stressz hatasara
bekovetkezd aktivacidja programozott, vagy nekrotikus sejthaldlt okoz azaltal, hogy
jelentds mennyiségli NAD"-ot hasznal fel miikodéses soran [87]. A NAD" azonban
kozponti szerepet jatszik az anyagcserefolyamatokban, azon beliil is az energiatermelés
folyamataban. Ezért hidnyaban jelentésen kéarosodik az ATP termelddés. Raadasul a

NAD™ potlasa is rendkiviil energiaigényes folyamat, hiszen 1 Mol NAD" pétlasa
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nikotinamidbol 4 Mol ATP-t igényel. A két folyamat ereddjeként a PARP aktivacio a

magas energiaju foszfatok szintjét jelentésen csokkenti [90].

A PARP-1 aktivacid soran azonban nem csak a DNS, hanem nagyon sok fehérje is PAR-
ilalodik, igy PAR-ilalodnak a hiszton fehérjék, a transzkripcidban szerepet jatszo faktorok
és komplexek, illetve maga a PARP-1 enzim is [91]. Ez a poszttranszlaciés modosulas
jelentds strukturalis és funkcionalis valtozasokat idéz elé az akceptor molekuldkban,
mivel a PAR polimer negativ t6ltéssel rendelkezik. Emellett megvaltozhat ezen fehérjék
sejtbeli lokalizacidja is [92]. A PAR emellett levalhat ezen fehérjékrdl és szignal
transzdukcids szerepet is jatszhat mas fehérjékhez kapcsolodva, melyek PAR

felismer6/kot6 doménnel rendelkeznek [93].

L IR, toxikus hatasok, szivelégtelenség J

PARP?
TN

m NAD* ADP-Ribéz
iR, +Nikotinamid

»Oxidativ sejtkarosodas
»DNS és fehérjék

PARilacioja
»Jelatvitel modulalasa
NAD" «——— Nikotinamid >Energiahiény
TAATP » Scjthalal

2. abra. A PARP enzim aktivalédasanak hatasai a sejtet éré stressz szituaciék soran.

A PARP-1 aktivacid emellett direkt mitokondrialis hatdssal is bir, jelentésen rontja a
1égzési lanc tagjainak aktivitasat, novelve ezzel a mitokondridlis szabad gyok produkciot

[94]. Az alacsony NAD* szinten keresztiil pedig gatolja a sirtuinok aktivitasat is, mely
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szintén az energia metabolizmus karosodasahoz vezet [95]. A PAR polimerek a
mitokondriumba jutva az eddigi mechanizmusoktol eltéré modon is képesek apoptozist
indukalni, mivel fokozzak a mitokondrialis NADPH oxidaz és apoptdzis indukalé faktor
(AIF) kiszabadulasat és nuklearis transzportjat [96]. A PARP aktivacidé az NF-xB
aktivalasaval fokozza a gyulladdsos faktorok termelddését, valamint a hipertrofia és a
fibrézis kialakuldsaban szerepet jatszo jelatviteli faktorok aktivitasat (PKC o/p, PKC A/C,
MAPKSs). Tovabba a szabadgyokok csokkenthetik a prosurvival jelatviteli faktorok
aktivitasat is [97, 98]. A ROS hatasara aktivalodo redox szignalizacios utvonalak a sejtek
diszfunkcidja mellett végsd soron fontos szerepet toltenek be a programozott sejthalél, az

apoptozis kialakulasaban is (2. abra).

Hagyomdnyosan a PARP-1 aktivacidjanak hatdsat akut stressz szituaciokban vizsgaltak
(IR, irradiacié, szepszis). Ujabban azonban a krénikus betegségek pathogenezisének a
hatterében is egyre gyakrabban igazolddik az oxidativ stressz és a kovetkezményes PARP

aktivacio (diabetes mellitus, hipertonia, szivelégtelenség) koroki szerepe.

2.7. A jelatviteli faktorok szerepe az oxidativ sejtkarosodas

folyamataban és a kardiovaszkularis remodellingben

Hipoxia-reoxigenizacio, illetve egyéb oxidativ behatasok a sejtek tulélését alapvetéen
befolyasoljdk az egyes jelatviteli Utvonalak modulalasan keresztiil. Oxidativ Stressz
hatasara megvaltozik a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI13K) — Akt-1 — GSK-3f titvonal és a
mitogén-aktivalt protein kinazok (MAPK) aktivitasa. Az Akt-1 és az ERK aktivitasanak
fokozodasa a tulélést javitja (an. prosurvival faktorok). A JNK és a p38-MAPK
aktivacioja azonban ezzel ellentétes hatdsu, és a sejthaldl, elsdsorban az apoptdzis

iranyaba tereli a sejteket [99, 100].

A sziv remodellingje soran - amely a karosito stresszfaktor kronikus fennallasa esetén
végiil manifeszt szivelégtelenséghez vezet - szintén jelent0s szerepet jatszanak a
jelatviteli faktorok. A remodelling kezdeti szakaszaban a még fiziologids adaptiv
folyamatok medialasa soran a PI3K/Akt-1 upstream faktorok foszforilalasa altal gatlodik
a glikogén szintaz kinaz-38 (GSK-38), illetve aktivalodik az ERK1/2. Ebben a
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stadiumban elsdsorban a kardiomiocita hipertréfia a dominans valtozas [101, 102]. A
késObbi, mar a szivelégtelenség irdnydba mutatd un. patologids remodelling soran inkabb
egyes protein kinaz C (PKC) izoenzimek (elsésorban o/p és {/A), az ERK (Thr188), a
calcineurin/CaMKII, valamint a G-protein-kotott receptorok és a Goq aktivitasanak
fokozodasa jellemzo [101, 103-105]. Ekkor mar a szivizomsejt hipertrofia helyett a
fokozatos sejtvesztés és a reaktiv interstiCilis kollagén felszaporodas a jellemzd eltérés.
Ebben a folyamatban a Thr188 pozicioban aktivalt ERK1/2 mellett a MAP kinaz csalad
masik két tagja, a c-jun N-terminal kinaz (JNKs) és a p38 MAPK is jelentds szereppel bir
[105].

A balkamra hipertrofiabol szivelégtelenségbe torténd atmenetet jelentésen befolyasolo
tényez0 a balkamrai kapillaris érhalozat denzitdsa. Amennyiben az értijdonképzddés
intenzitdsa nem megfeleld, nem koveti a balkamrai izomtdomeg novekedését, a
szivelégtelenségbe torténd atmenet esélye jelentésen fokozodik. Sok, a normalis
szivnovekedésben és a fizikai aktivitas altal kivaltott hipertrofidban szerepet jatszo faktor
aktivalja a PI3K/Akt-1 atvonalat. Az Akt-1 azonban nemcsak a mar emlitett GSK-3f-t
foszforilalja, hanem az mTOR-t is aktivalja ¢és ezen keresztil fokozza az
érajdonképzidést, gatolva ezaltal az adaptiv hipertrofia szivelégtelenségbe torténd
progressziojat [106].

A PARP enzimek aktivacioja altal okozott PAR képzddés befolyasolja a fehérjek
is, melyek szintén PAR-ilalodhatnak [92]. Emellett a transzkripciés faktorok
aktivalodasan Keresztiill potencialisan a mennyiségiik is megvaltozhat. A
kardiovaszkularis patologidk medidlasdban fontosnak tartott faktorok koziil tobbnek
(Akt-1, MAPK) is képes a funkcidjat befolyasolni a PARP enzim aktivacidja, melynek
blokkolasa ezaltal elényds lehet [107].

2.8. A mitokondrium szerepe a remodelling és a szivelégtelenség

kialakulasaban

A mitokondrium a sejt kdzponti energiatermelé organelluma, mely a miokardiumban

hatalmas mennyiségben talalhatdo meg, a szivizomsejtek mintegy 25%-at foglaljak el. A
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szervezetben termel6dé ATP mintegy 95%-a itt képzddik [108]. Akut és kronikus stressz
szituaciok kozott, igy szivelégtelenségben is csokken a magas energiaju foszfatok (ATP,
CrP) és a NAD+ koncentracidja. Ennek hatterében a mitokondrialis elektron transzport
lanc oxidativ stressz altali karosodasa all [109, 110]. Ismert, hogy a 1égzési lanc
funkcidjanak gatlasa/karosodasa a Komplex I szintjén jelentésen csokkenti az ATP
szintézist a transzmembran protongradiens Osszeomlasa kovetkeztében [109]. Az
energiahiany kovetkeztében masodlagosan csokken a metabolizmus egyik legalapvetobb
kofaktoranak, a NAD*-nak a koncentracidja is. A jol ismert redox szerep mellett a
Komplex | a ROS termelddés egyik kiemelt helyszine is, elsésorban a fiziologias
mikodés karosodasakor. Ilyenkor az elektronszivargas kovetkeztében az oXxigén

redukalddik és szuperoxid anion keletkezik, tovabb fokozva az oxidativ stresszt [111].

Az utobbi évtizedekben kiterjedt kutatasok folytak a mitokondriumok egyéb biologiai
szerepének korvonalazasara is. A mitokondriumok energetikai funkciojuk mellett
kozponti szerepet toltenek be a sejtek sorsanak szabalyozasaban is azaltal, hogy noxak

hatasara apoptézist, nekrozist, illetve nekroptézist képesek indukalni [112].

A miokardiumban a sejtek dontd tobbségét képezd szivizomsejtek osztodasra,
regeneraciora alapvetéen képtelen posztmitotikus sejtek. A szivben ugyan — elsésorban a
pericardium kozelében — léteznek c-kit pozitiv endogén kardialis 6ssejtek (eCSCs),
azonban ezek regenerativ képessége a kardiovaszkularis rendszert érd akut és kronikus
noxak altal okozott jelentds sejtvesztést nem képesek ellenstlyozni, mivel igen alacsony
megujulasi ratat képesek csak biztositani [113]. A szivizomzatot érintd patologias
folyamatok, igy a szivelégtelenség esetében ezért igen fontos a szivizomsejtek

megorzése, illetve a sejthalal mechanizmusainak blokkolasa.

A mitokondriumok kiils6 membranjanak permeabilizacioja (MOMP) az apoptdzis
intrinsic utjanak aktivacigjat okozza. A permeabilizacio hatasara az innen kijut6 fehérjék
(citokréom ¢, SMAC/DIABLO, HtrA2, Endonukleaz G, AIF) apoptdzist indukalnak [114].
Azonban remodelling soran ¢és szivelégtelenségben nem csak apoptotikus, hanem
nekrotikus (illetve atmeneti nekroptotikus) sejthalal is észlelheté [115]. Nekrozisban egy
mitokondrialis bels6 membranban elhelyezkedd nem szelektiv porus, az Un.
,mitochondrial permeability transition pore” (mPTP) megnyilasanak van jelentds koroki
szerepe. Az mPTP megnyilasanak triggere tobbek kozott a kalcium taltoltés, az oxidativ

stressz, illetve alapvetden az energiahidnyos allapotok (ATP |, Pi1). mPTP nyilas hatasara
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Osszeomlik a mitokondridlis transzmembran gradiens és megsziinik az ATP termelés,
valamint degradalé enzimek (protedzok, lipazok) szabadulnak ki a mitokondriumbol,
melyek a kaszpazoktol fliggetlen sejthalalt okoznak [116].

Kordbban a mitokondriumokat statikus sejtorganellumként tekintették. Ujabban
igazolodott, hogy annak érdekében, hogy adekvat modon lassak alapvetd energetikai
funkcidjukat, szamos folyamat befolyéasolja szamukat, méretiiket és elhelyezkedésiiket.
Ezen folyamatokat 6sszefoglaldo néven mitokondrialis dinamikanak nevezziik [117].

A minéségkontrollban, illetve a sejt energetikai igényeihez valé alkalmazkodasban a
mitokondralis fizi6 és hasadas (fisszid) fontos szerepet tolt be. A mitokondrialis fuziohoz
szlikséges 1épések meginditasara a mitofuzinok homo- és heterodimerjei (Mfnl1-Mfn1,
Mfn2-Mfn2, Mfn1-Mfn2) képesek. A kiils6 membran Osszeolvadasat kovetden a belsd
krisztak integritasat is megovja [117, 118].

A hasadasi folyamatok legfontosabb mediatorai a dinamin-related protein-1 (DRP1),
mely egy nagy GTP-az hatasu fehérje. A fisszio elinditasdhoz a DRP1 az OMM-hez
kapcsolodik, majd a DRP1 molekuldk polimerizacidt kovetden gyliriiszerli strukturat
hoznak létre a mitokondrium koriil. Ez a gytiriistruktira GTP-t hasitva kontrahal, igy
okozza a mitokondrium kettéhasadasat.

Korabban kételyek meriiltek fel, hogy a kontraktilis apparatust energidval ellatd
interfibrillaris mitokondriumok (IFM) vajon képesek-e résztvenni ilyen folyamatokban,
azonban ma mar igazolodott, hogy ezen mitokondrialis szubpopulacioban is igazolhato a
fazid és fisszid kozotti normalis egyensulyi allapot felborulas. S6t ennek a kiilonbozo
kardiomiopatiak progresszidjaban betoltott szerepe is igazolodott [117, 119, 120].

A mitokondriumok tehat szertedgazo szerepet toltenek be a szivizomzat fizioldgias és
patologias folyamataiban. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a farmakologiai
PARP-1 enzim gatlas megdrizte ennek a sejtorganellumnak a funkcidjat iszkémia-
reperfuzio, illetve exogén oxidativ stressz kivaltotta szivkarosodasban. Ugyan a PARP
egy nuklearis enzim, a mitokondriumra gyakorolt befoly4dsa nem csak méasodlagos, hiszen

izolalt mitokondriumokon is igazolhat6 volt [94].
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3. CELKITUZESEK

Vizsgalataink 6 célja az volt, hogy a PARP enzim farmakologiai gatlasanak hatasait
vizsgaljuk kiilonféle kronikus sziv-érrendszeri patologias folyamatokban. Célunk volt
tovabba a hattérben allo6 molekularis/cellularis folyamatok azonositasa. Vizsgalatainkhoz
a PTE AOK Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetében kifejlesztésre keriilt PARP-gatlot,
az L-2286-ot hasznaltuk [121, 122].

Emellett a rezveratrol kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt hatasat vizsgaltuk

allatkisérletes modellben és humén klinikai vizsgalatban.

Részletezett célkitiizések:

1. Az L-2286 hatasanak in vitro és ex vivo karakterizalasa.
2. Kiilonféle etiologiai faktorok altal kivaltott kronikus szivelégtelenség modellekben a
PARP-gatlo L-2286 hatasainak vizsgalata.

a. Posztinfarktusos szivelégtelenség

b. Tartosan emelkedett utoterhelés (hipertonia) altal kivaltott szivelégtelenség

c. Toxikus (antraciklin-indukalta) szivelégtelenség
3. A hipertonia altal kivaltott kardiovaszkularis remodelling befolyasolasa PARP-gatld
kezeléssel.

a. Nagyerekre (aorta/carotis) gyakorolt hatas

b. Miokardialis hatas

c. Kozponti idegrendszerre gyakorolt hatas
4. A vizsgalati szerrel (L-2286) kivaltott kardioprotekcido mértékének Osszehasonlitasa
mar igazolt hatasti komparator molekulakkal (pl. ACE-gatlo, antioxidans).
5. Vizsgalni kivantuk a kardioprotekci6 hatterében 4ll6 molekularis/cellularis
folyamatokat és valtozasokat:

a. A PARilaco és az oxidativ stress mértékének meghatarozasa.

b. Kotdszovetes atépiilés fokanak jellemzése.

c. A remodellingben és a sejttalélésben szerepet jatszo intracellularis jelatviteli és

transzkripcios faktorok aktivitdsdnak nyomon kdvetése.

d. Hésokk fehérjék mennyiségi valtozasai
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e. A sejt energetikai jellemzdit, valamint a mitokondrium funkciondlis ¢és
struktaralis valtozasainak azonositasa.

6. Vizsgalni kivantuk tovabba a rezveratrol hatasat posztinfarktusos szivelégtelenségben:
a. a sziv strukturalis atépiilésének ¢és a kovetkezményes funkcionalis
valtozasoknak a jellemzésével,

b. az intersticialis fibrozis és az oxidativ stressz mértékének meghatarozasaval,
c. egyes jelatviteli faktorok ¢és gyulladdsos markerek szintjének a megmérésével.

7. Emellett human klinikai vizsgalatban kerestiik a valaszt arra a kérdésre, hogy vajon a

rezveratrol az EBM terapia mellett alkalmazva rendelkezik-e addicionalis pozitiv hatassal

posztinfarktusos stabil koronaria betegekben a rutin labor és hemoreologiai
paraméterekre, az endotél funkciora, valamint a szisztolés és diasztolés balkamra

funkciora.
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4. MODSZEREK

4.1. EX vivo és in vivo miokardialis infarktus modellek

4.1.1. Langendorff szivperfuzios vizsgalatok (iszkémia-reperfuzio)

Langendorft szivperfizios kisérleteinkhez 300-350 g stilyu him Wistar patkanyok szivét
hasznaltuk. Vizsgalatainkat az aktudlis allatetikai el6éirasoknak megfelelden végeztiik. Az
allatokat ledlésiik el6tt ketamin (200 mg/kg, ip) adasaval altattuk és natrium heparinnal
(100 IU/allat i.p.) antikoagulaltuk. A sziveket Langendorff mddszere szerint perfundaltuk
70 Hgmme-es konstans nyomason, 37°C-on. A perfuzios oldat mddositott foszfatmentes
Krebs-Henseleit puffer volt, mely az alabbiakat tartalmazta: 118 mM NaCl, 5 mM KCl,
1.25 mM CaClz, 1.2 mM MgSOs4, 25 mM NaHCOs, 11 mM gliikkoz és 0.6 mM oktansav.
A perfuzios oldat a kezelt allatok esetében L-2286 kodjeli PARP-gatlot is tartalmazott
(10, illetve 20 uM koncentracioban) (3. abra). A perfuzatumot oxigenaltuk 95% O3, 5%
CO; tartamt gazelegy atbuborékoltatasaval, majd az oldat pH-jat 7.4-re allitottuk be. Egy
10 perc hossztsagu kimosasi (recirkulacio nélkiili) periddust kdvetden a sziveket vagy
normoxids koriilmények kozott perfundaltuk, vagy 30 perces globalis iszkémianak
vetettiik al4 az aortan keresztiili folyadékaramlas megsziintetésével. Az iszkémiat 15 perc

hosszlsagu reperfuzio kovette. A kisérlet végén a sziveket gyorsfagyasztottuk [94].

SOV

3. abra. Az L-2286 kémiai szerkezete: 2-[(2-Piperidin-1-yletil)thio]quinazolin-4(3H)-one.
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4.1.2. In vivo miokardialis infarktus modell

Kontroll allatok 1 ml/kg fiziologias sooldatot kaptak intraperitonealisan. Miokardialis
infarktust 80 mg/kg dézisu izoproterenol hidroklorid adasaval idéztiink el6 (1SO) (Sigma-
Aldrich). Az ISO oldatot steril desztillalt viz felhasznalasaval kozvetleniil az injekcio
beadasa eldtt készitettiik el. Az 1SO-kezelt allatokat két csoportba osztottuk: az 1SO
csoport csupan soéoldatot kapott, az 1SO+L-2286 csoport pedig 10 perccel az ISO
alkalmazasa el6tt (10 mg/kg), illetve 5 alkalommal éranként 3 mg/kg L-2286-ot is kapott.
EKG-t a vizsgalat el6tt, majd az ISO adasat kovetden dranként készitettiink az 5. oraig

egy 3 csatornas Schiller EKG késziilék segitségével (Schiller AG Baar, Svajc).

4.2. Kronikus Kisérletes szivelégtelenség modellek

4.2.1. Posztinfarktusos szivelégtelenség modell

350 g stulya Sprague-Dawley (CFY torzs) him patkanyokat (Charles River Laboratories,
Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk kisérleteink soran. Két alkalommal sc. adott 120
mg/kg/nap dozisu izoproterenol (ISO, Sigma-Aldrich Co, Budapest, Magyarorszag)
injekcioval miokardalis infarktust (MI) valtottunk ki [123]. A kontroll allatoknak sc.
fiziologias sooldatot (1 ml/kg) adtunk. Az 1SO oldatot steril desztillalt viz
felhasznalasaval kozvetleniil az injekcid beadéasa eldtt készitettiik el. A tuléld allatokat
véletlenszertien harom csoportra osztottuk és 12 hetes kezelésben részesiiltek. A kezelést
az utolso I1SO injekcid beadasa utan tobb, mint 24 oraval inditottuk, hogy az esetleges
infarktusméret csokkentd hatast elkeriiljiik. Csoportok: 1. ISO+L (n=8): 5 mg/kg/nap
adagban egy vizoldékony PARP-gatlot, L-2286-ot (3. abra) adtunk [109, 110], 2. ISO+E
(n=8): 10 mg/kg/nap enalapril maleatot (Sigma-Aldrich Co, Budapest, Magyarorszag)
alkalmaztunk, 3. ISO (n=8): fizioldgias sooldat adasa. A 4. csoport (Kontroll, n=8) egy

kortars kontroll csoport volt.
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Az L-2286 dozisat korabbi munkaink alapjan hataroztuk meg [121, 122, 124]. Ezen
eredmények szerint az L-2286 kodjeli molekula szignifikans kardioprotektiv hatassal
rendelkezik oxidativ sejtkarosodasokkal szemben mar 10 uM koncentracié esetén is. Az
L-2286 alkalmazott napi dozisaval (5 mg/kg/nap) a becsiilt szérum koncentracio atlagos
biohasznosulést feltételezve 10 uM koriili patkanyban.

Két masik kisérletsorozatban (L-2286 vs. placebo, illetve rezveratrol vs. placebo) az
izoproterenol dozisa kissé alacsonyabb (80 mg/kg/nap), a kezelési id6 is rovidebb (8 hét),
azonban az esetszam magasabb volt (n=12-15/csoport). Csoportok: Kontroll, 1SO,
ISO+L.

A rezveratol hatdsat vizsgaldé tanulmanyban 4 csoport volt: Kontroll, RES (15
mg/kg/nap), I1ISO, ISO+RES.

Az allatokat ledlésiik elétt ketamin (200 mg/kg, ip) adasaval altattuk és natrium
heparinnal (100 IU/allat i.p.) antikoagulaltuk.

4.2.2. Hipertenziv szivelégtelenség modellek

A. A kardiovaszkuldris remodelling vizsgalata (korai kovetkezménvyek)

10 hetes him spontdn magas vérnyomdsos patkanyokat (SHR) (Charles River
Laboratories, Budapest, Magyarorszag) véletlenszeriien 2 csoportra osztottunk. Az egyik
csoport 32 hétig 5 mg/ttkg/nap L-2286 vizoldékony PARP-1 enzim gatldé kezelésben
részesiilt ad libitum per os (SHR-L, n=15), a masik csoport nem kapott PARP-1 enzim
gatld szert (SHR-C, n=15). Normotenziv kontrollként Wistar-Kyoto patkanyokat
hasznaltunk (Charles River Laboratories, Budapest, Magyarorszag), L-2286 kezeléssel
(WKY-L, n=15), illetve anélkiil (WKY-C, n=15). Egy masik kisérletsorozatban a kezdés
az allatok 6 hetes koraban volt, a kezelés hossza pedig 24 hét volt. Az L-2286-ot az allatok
ivovizében oldottuk fel, a patkdnyok varhato napi vizfogyasztasanak megfeleléen. A 24
vagy 32 hét letelte utan az allatokat intraperitonealis ketamin-hidroklorid tiladagolasaval
eutanizaltuk és 100 IU Na-heparinnal heparinizaltuk (Biochemie GmbH, Kundl,
Ausztria).

B. Manifeszt szivelégtelenség kialakulasa hipertenziv kardiopatias allatokban

30 hetes him SHR allatok (Charles River Laboratories, Budapest, Magyarorszag) keriiltek

a vizsgalatba bevondsra. Az SHR allatok ebben a korban mér markans balkamra
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hipertrofiat mutattak. Az allatokat véletlenszerien két csoportra osztottuk. Az egyik
csoport nem részesiilt kezelésben (n=47, SHR-C), mig a masik csoportban PARP-gatlo
hatasu L-2286 kezelést (5 mg/kg/nap) alkalmaztunk 46 hétig (SHR-L, n=47). A harmadik
csoport egy kortars normotenziv (SD, CFY torzs) kontroll csoport volt (Kontroll, n=22,
Charles River Laboratories, Budapest, Magyarorszag). Az L-2286 az ivovizben volt
feloldva olyan koncentracidban, hogy az éallatok eldzetesen meghatarozott
folyadékfogyasztasaval a meghatarozott mennyiség keriiljon bevitelre. SHR allatokat
naponta megfigyeltiik, meghatarozasra keriiltek a kovetkez6 jelek/paraméterek: aktivitas,
manipulacidkra adott valaszok, testtomeg, 1égzésszam és altalanos kiillem. Tobb allaton
megfigyelhetdk voltak a kdvetkezd tiinetek: letargia, szubkutan oedema ¢és emelkedett

légzésszam [125]. Az elhullast naponta rogzitettiik.

4.2.3. Toxikus szivelégtelenség modell

Him, 10-12 hetes CD1 egereket (Charles River Laboratories Hungary, Budapest,
Magyarorszag), hasznaltunk a vizsgalatunk soran. Az egereket 5 csoportba osztottuk: 1.
Kontroll csoport (Kontroll, n = 7): fiziologias sooldat ip. injekcidja; 2. DOX csoport:
doxorubicin-kezelt allatok (3 mg/kg, ip, hetente 2 dézis, 4 hétig (kumulativ 6sszdozis: 24
mg/kg) (DOX, n = 30); 3. DOX + L csoport: DOX és L-2286 kezelt allatok (L-2286: 5
mg/kg/nap, per 0s, n = 29). Az L-2286 az ivovizben volt feloldva olyan koncentracioban,
hogy az éallatok elézetesen meghatarozott folyadékfogyasztdsaval a meghatarozott
mennyiség  keriiljon bevitelre. 4. DOX ¢és TEMPOL (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin) csoport (DOX+T: 20 mg/kg/nap per os, n = 26). A TEMPOL az
ivovizben volt feloldva olyan koncentracidban, hogy az allatok elézetesen meghatarozott
folyadékfogyasztasaval a meghatdrozott mennyiség keriiljon bevitelre. 5. L csoport: L-
2286-kezelt allatok DOX kezelés nélkiil (L, n = 7). ATEMPOL, illetve L-2286 adasa egy
héttel a DOX kezelés megkezdése el6tt kezdodott.

Az allatkisérleteket mind a PTE Munkahelyi Allatvédelmi Bizottsagtél (MAB), mind
pedig az ANTSZ-t3] megkapott hivatalos engedélyek birtokaban végeztiik.
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4.2.4. Szovetmintak Kivétele, tartésitasa

Az éallatok ledlése soran vérvétel tortént a plazma B-tipust natriuretikus peptid szint
meghatarozasahoz. Az éllatok szive kivételre keriilt, majd a pitvarok és nagyerek
eltavolitasra keriiltek a kamrakrol. Ezt kdvetden a kamrasulyt meghataroztuk, melyet
aztan a testtomegre, illetve a tibia hosszra normalizaltuk (balkamra hipertrofiara utalo
markerek). A nedves/szaraz tiid6 arany (pulmonalis pangas markere) szintén
meghatarozasra keriilt [47]. A szovettani/biokémiai meghatarozasokra hasznalt sziveket
vagy gyorsfagyasztast kovet6en -70°C-on taroltuk, vagy 10%-os formalinnal fixaltuk. A
nagyereket Olympus operaciés mikroszkop  segitségével tavolitottuk  el,
gyorsfagyasztottuk és -70°C-on taroltuk vagy 4%-os pufferelt paraformaldehid oldatban
fixaltuk. Hisztokémiai vizsgalatokhoz az agyakat in vivo transzkardidlisan fiziologids
sooldattal, majd formalinnal perfundaltuk, ezutdn eltavolitottuk ¢és 4%-0s

paraformaldehid pufferben taroltuk.

4.3. Vérnyomasmeérés

A hipertenziv allatokkal (SHR) végzett kisérletsorozatokban a patkanyok vérnyomasat 4
hetente, non-invaziv farokmandzsettas modszerrel (Hatteras SC 1000 Single Channel
System, Hatteras Instruments, Cary, NC, USA) mértiik a kisérlet kezdetétél [126].
Invaziv vérnyomasmérés tortént a vizsgalat elején, kozepén €s végén néhany allaton,

hogy a non-invaziv vérnyomasmérési modszer eredményeit ellendrizhessiik [127].

4.4. Transthoracalis echocardiographia

A kisérlet kezdetekor minden allat ultrahang vizsgalaton esett at az esetlegesen eldforduld
abnormalitasok kizarasa végett. Az egereket, illetve patkanyokat 1.5% izofluran és 98.5%
oxigén keverékével feliiletesen altattuk és 2D ultrahang vizsgélatot végeztiink. Az allatok
mellkasat szortelenitettiik, flitott padra helyeztik 6ket a normotermia fenntartasa

érdekében és VisualSonics VEVO 770-es (VisualSonics, Toronto, Kanada)
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4. abra. A Kkisallat ultrahangos vizsgalatokhoz hasznalt echocardiographias berendezés (A) és a Tei-
index kiszamitasanak médja. MCOT: mitralis billentyli zarddasatdl nyitasig eltelt ido, IVCT:

isovolumetrias kontrakcios id6, IVRT isovolumetrias relaxacios id6, LVET bal kamrai ejekcios id6.

nagyfelbontasu ultrahangos berendezéssel hatdroztuk meg a sziv struktiralis €s
funkcionalis tulajdonséagait (4. abra A). Egerek vizsgalatara 37.5 MHz-es, patkanyok
vizsgélatara 25 MHz-es vizsgalofejet hasznaltunk. Az allatok félig bal oldalfekvd
helyzetben voltak a vizsgalat soran. A balkamrai dimenziok €s a szisztolés balkamra
funkci6 a parasternalis rovid €s hossztengelyi metszetekbdl lettek meghatarozva a
papillaris izom szintjében. A balkamrai (LV) frakcionalis rostrovidilést (FS), ejekcios
frakciot (EF), balkamrai végdiasztolés atmér6t (LVIDg) és volument (LVEDV),
balkamrai végszisztolés atmér6t (LVIDs) és volument (LVESV), valamint a septum és
hatso fal vastagsagat (PW) mértiik meg a vizsgalatok dont6 részében. FS (%) szamitasa:
100 x [(LVIDg - LVIDs)/LVIDg], EF (%) szamitasa: 100 x [(LVEDV -
LVESV)/LVEDV]. Egyes vizsgalatokban tovabbi mérések torténtek és egyéb
paraméterek is meghatarozasra keriiltek. Relativ falvastagsag (RWT) szamitasa:
RWT=(PW vastagsag + septalis falvastagsag)/ LVIDgy. A csucsi 4 tiregii nézetbdl a
kovetkezd paramétereket hataroztuk meg: Korai (E) és késdi (A) diasztolés sebesség,

valamint az isovolumetrias relaxacios idé (IVRT) és isovolumetrias kontrakcios 1d6
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(IVCT) a mitralis billentytin keresztiili bearamlasi gorbék vizsgalataval kertiltek
meghatarozasra. A szivizomzat teljesitmény indexének meghatarozasara az alabbi
képletet alkalmaztuk (MPI, vagy Tei index): MPI = (IVRT + IVCT)/LVET (4. abra B).
A szdveti Doppler mérések soran a mitralis annulus szeptalis részén hataroztuk meg az
E’ ¢és A’ hullamokat és ennek segitségével hataroztuk meg az E/E’ hanyadost is. Az
echocardiographids vizsgalatokat, illetve a vizsgalatok kiértékelését egy kutato végezte,

aki ,,vak” volt a vizsgalat egyéb adataira [128].

4.5. Vaszkularis ultrahang vizsgalatok

A patkanyokat 1.5% izofluran és 98.5% oxigén keverékével feliiletesen altattuk Az
allatok nyakat és mellkasat szortelenitettiik, flitott padra helyeztiikk 6ket a normotermia
fenntartasa érdekében. Az aorta stiffness indexet (ASI) és a carotis artéria falanak intima-
media vastagsagat (IMT) VisualSonics VEVO 770-es ultrahangos berendezésével
hataroztuk meg (VisualSonics, Toronto, Kanada). Méréseinkhez egy 40 MHz-es
vizsgalofejet hasznaltunk. Az aorta elasztikus tulajdonsagat jellemzé ASI
meghatarozasahoz hasznalt formula [129]: (ASI) = In(SBP/DBP) x DD/(SD — DD). A
vaszkularis ultrahangos vizsgalatokat, illetve a vizsgalatok kiértékelését egy kutatod

végezte, aki ,,vak” volt a vizsgalat egyéb adataira.

4.6. Sziv NMR vizsgalatok

Az NMR spektumokat egy Varian “N'TYINOVA 400 WB berendezéssel vettiik fel. A
perfundalt patkdnyszivekrol 3P spektrumokat (161.90 MHz) 37°C-on egy ZeSPEC® 20
mm ,broadband” mintavételi fejjel nyertiink (Nalorac Co., Martinez, CA, USA)
WALTZ-16 proton lecsatolast alkalmazva az adatgyiijtés ideje alatt (yB2=1,2 kHz). A
magneses mezS homogenitasat a 'H jel rendszeres ellendrzése segitségével allitottuk be
(Ww1/2=10-15 Hz). A 31P spektrumokat 3 perces id6kdzonként vettiik fel a kovetkezd

rrrrr

sz0gll impulzus, 10 kHz spektralis ablak, 0.25 s adatgyijtési 1d6. Ezen kisérleti
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kortilmények kozott az impulzusok kozotti késés nagyobb a vizsgalt metabolitok T1
értékének Otszordsénél, és a kiilonféle molekuldk relativ koncentraciéi aranyosak a jel
alatti teriilet nagysagaval. A foszfatot tartalmazd molekuldk (kreatin foszfat, ATP,
anorganikus foszfat) mennyiségét a szivperfuziok foszforspektrumaiban az adott
molekulat reprezentald gorbe alatti terlilet nagysagabol szamitottuk ki. A perfuzid
kezdetén az igy kiszamitott mennyiségeket 100%-nak vettiik, és a perfuzid alatt a
molekuldk mennyiségét a perfuzio kezdetén mért értékekhez viszonyitva szazalékosan
adtuk meg (az anorganikus foszfatnal dnkényes mértékegységet valasztottunk).

A miokardidlis intracellularis pH érték az anorganikus foszfat kreatin foszfathoz
viszonyitott kémiai eltolodasabol (8) szamithato ki az alabbi képlet alapjan: pH=6.77 +
log [(8-3.23)/(5.70-9)].

4.7. Izometrias ér-miografia

crer

Ketamin-xilazin anesztézia alatt a carotis artériakat eltavolitottuk és azonnal jéghideg
(4°C), oxigenizalt (95% O2, 5% CO,) fiziologias Krebs oldatba helyeztilk (mMol
mértékegységben: 119 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 KH2PO4, 25 NaHCO3, 1.2 Mg.SO4, 11.1
glikoz és 1.6 CaClz), majd 5 mm-es gylrikre vagtuk. Minden egyes gytriit két
rozsdamentes acéldrot kozé helyeztiink (atmérd: 0.0394 mm) 5 ml mennyiségii
szovetfiirdében az ér-miografban (Small VVessel Myograph, DMT 610M, Danish Myo
Technology, Aarhus, Dédnia). Normalizacids eljarast végeztiink, hogy elérjiik az 1.0 g
(13.34 mN) bazalis tonust, majd az artéria darabokat 60 percig hagytuk stabilizalodni a
mérések elott. Az adatok Osszegylijtéséhez és megjelenitéséhez Myodaq 2.01 M610+
szoftvert hasznaltunk. A szovetfiirdét folyamatosan 95% Oz és 5% CO2 keverékével
oxigenizaltuk és a homérsékletet 36.8 °C-on tartottuk (pH 7.4). A kumulativ
vélaszgorbéket acetil kolin (ACh) (10° M — 10° M) és nitroprusszid-Na (SNP) (10° M —
10° M) emelkedé dozisainak jelenlétében allitottuk fel. Az endotéliumot intaktnak
tekintettiik azon gyliriiknél, amelyek acetil-kolin jelenlétére 30%-nal jobban relaxalodtak.
A kisérlet végén 60 mM KCl hozzdadasaval gy6zddtiink meg a carotis artéridk épségérol.

Minden mérést kiilonbozd patkanyokbdl vett artéria gytiriikon végeztiink.
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4.8. Plazma BNP koncentracio meghatarozasa

A vérmintakat EDTA-t és aprotinint (0.6 IU/mL) tartalmaz6 Lavender Vacutainer
csovekbe gylijtottiik. A csoveket ezt kovetden hiitve (4°C) 1600 X g-n centrigaltuk 15
percig, hogy a plazmat kiilon valasszuk. A feliilaszot -70°C-on taroltuk. A plazma B-
tipusa natriuretikus peptid-45 szintet (BNP-45) enzim immunoassay modszerrel
hataroztuk meg a gyartd eldirasai szerint (BNP-45, Rat EIA Kit, Phoenix
Pharmaceuticals Inc., CA, USA).

4.9, Szovettan

A formalinban fixalt balkamrakbol 5 mm vastag szeleteket vagtunk le, majd paraffinba
agyaztuk Oket. A paraffinos blokkbol aztdn 5 um vastag metszeteket készitettiink. Az
intersticialis fibrozis fokdnak meghatdrozdsdhoz a Masson’s trikrém festést hasznaltuk.
Az adatok kvantifikalasara az NIH ImageJ képanalizalo szoftverét hasznaltuk. A szinek
szétbontasara képes dekonvolucids program segitségével a kék festodés mértékét mértiik
meg, mely a kollagén tartalommal ardnyos. Minden szdvettani mintat egy kutato értékelt,

aki ,,vak” volt a vizsgalat egyéb adataira [131].

A szivizomsejtek méretének meghatarozasahoz a metszeteket hematoxilin-eozin (HE)
modszer szerint festettiik meg. 400x nagyitdson fényképdokumentacid késziilt. Az
sejtatmérd meghatarozasdhoz 100 sejt esetében végeztiink méréseket. A mérésekhez a

TelPath analizal6 rendszert hasznaltuk (Bollman.com, 2000).

Az agyl mintadk vizsgalatahoz ketamin/xilazin anaesthesiat kdvetden thoracotomia
tortént. Ennek sordn az aortagyokot kaniilaltuk €s a jobb artéria femoralist bemetszettiik,
hogy az effluens tavozhasson. Az allatokat fiziologias sdoldattal perfundaltuk, hogy a
vért eltavolitsuk az érrendszerbdl, majd pufferelt PFA-t hasznaltunk. Decapitaciot
kovetben az agyat eltavolitottuk, majd 4°C-on egy éjszakan at posztfixaltuk PFA-ban.

crer

Paraffinba agyazast kdvetéen koronalis metszeteket készitettiink a bregma pozicidjahoz
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viszonyitott (-4.3) — (-3.8) poziciok kozott (Paxinos&Watson). A metszeteket PAS vagy
krezil ibolya festéssel festettilk meg. A hippocampalis piramis sejtek szamolasat a CAl-
CAZ2 hatar és a CAl-entorhinalis kéreg atmenet kozott végeztiik el krezil ibolya festett
metszeteken. TUNEL tesztet (R&D Systems, 4810-30-K) a bedgyazott agyi mintakon
végeztik el a gyartd eldirdsa szerint. A sejtszamolast tobb vizsgald végezte el,

mindegyikiik ,,vak™ volt a vizsgalat egyéb adataira.

4.10. Elektronmikroszkopia

Az aorta és a carotis elektronmikroszkopos vizsgédlatahoz ugyanazokat a szegmentumokat
hasznaltuk, mint a fénymikroszkopos vizsgdlatokhoz. Az aorta falabol 1 mm hosszl
blokkokat vagtunk, melyeket 4%-os pufferolt formaldehid oldat és 2,5%-os glutaraldehid
oldat keverékébe helyeztiik 4°C-on 24 6rara. Foszfat pufferrel torténd mosast kovetden a
mintakat 1% osmium tetroxid hasznalataval fixaltuk (0.1 M PBS-ben 35 percig). Pufferrel
tortént tobbszori mosast kovetden felszallo alkoholsorban dehidraltuk. Uranil acetatos
(1%) oldattal noveltiik a kontrasztot. Dehidralast kovetden a beagyazashoz Durcupan
gyantat (Sigma-Aldrich Co, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk, a metszeteket Leica
ultramikrotommal metszettiik. Az ultravékony metszeteket racsos rézgridekre vettiik fel,
majd az uranil acetattal és 6lom citrattal végzett kontrasztozas utan Jeol 1200EX-II tipust

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

A szivizomzat vizsgalatdhoz ketamin/xilazin anaesthesiat kovetd mellkas
megnyitas sordn a szivet retrograd modon perfundaltuk az aorta gyokon keresztiil
jéghideg PBS-el a vér alakos elemeinek eltavolitasa céljabol. Ezt kdvetden modositott
Kranovsky fixaldoldatot alkalmaztunk a perftzio soran (2% PFA, 2,5 % glutaraldehid, O,
1 M Na-kakodilat puffer, pH 7.4 kiegészitve 3 mM CaClz-al). 1 mm vastag szeleteket
metszettiink a bal kamra szabad falabol. Foszfat pufferrel torténé mosast kdvetden a
mintakat 1% osmium tetroxid hasznalataval fixaltuk (0.1 M PBS-ben 35 percig). A
mintakat pufferrel tortént tobbszori mosast kovetden felszallo alkoholsorban dehidraltuk.
Dehidralast kovetden a beagyazashoz Durcupan gyantat (Sigma-Aldrich Co, Budapest,
Magyarorszag) hasznaltunk, a metszeteket Leica ultramikrotémmal metszettiik. 1 pm

vastagsagu félvékony és ultravékony metszeteket (70 nm) készitettiink, melyeket

49



dc_1529 18

collodion-bevont (Parlodion, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA, USA)
rézracsra vettiik fel. Uranil acetatos (1%) oldattal noveltiik a kontrasztot. A mintékat Jeol
1200EX-II tipust elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. Az interfibrillaris mitokondriumok

mérését €s a krisztadenzitds meghatarozasat ImageJ szoftver segitségével végeztiik el
[132].

4.11.  Azinfarktus méretének meghatarozasa

ISO adasa utan 24 oraval az allatok ledlésre kertiltek, sziviiket kivettiik és egy éjszakan
at -20°C-on tartottuk. A megfagyott kamrakbol 2-3 mm vastag szeleteket vagtunk,
melyeket 1%-os trifeniltetrazolium klorid oldattal (TTC) (Sigma-Aldrich Co, Budapest,
Magyarorszag) kezeltiink 37°C-on 0.2 M Tris pufferben (pH 7.4), 30 percig. A normal

szivizomzat téglavorosen festddott, az elhalt teriilet azonban festddésmentes maradt
[133].

4.12. Szérum nekroenzimek aktivitasanak meghatarozasa

A szérum laktat dehidrogenaz (LDH) és kreatin kinaz (CK) szinteket a 24 6raval az ISO
alkalmazasat kovetden levett vérmintakbol mértik meg. Az enzimaktivitasok

meghatarozasa a korabban mar leirt standard modszerek szerint tortént [134, 135].

4.13. A mitokondrialis enzimaktivitas meghatarozasa

A NADH:citokrom ¢ oxidoreduktaz aktivitdsat a kordbbiakban leirt mdodszer szerint

mértiik [81]. Az enzimaktivitast a citokrom c¢ redukcié ilitemének meghatarozasaval
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mértiik 550 nm-en. Az inkubacios médium jellemzoi: 50 mmol/l natrium-foszfat, 1
mmol/l Na-azid, 1.5 mM NADH ¢és 50-75 pg mitokondrialis fehérje/ml, pH 7.5. A

reakciot 40 pl citokrom ¢ hozzaadasaval inditottuk el.

4.14. A lipid peroxidacio és a fehérje oxidacio meghatarozasa

A lipid peroxidacio mértékét a tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS) mennyiségének
megmérésével jellemeztiik. A szivizom szovetet 6.5% TCA-ban homogenizaltunk, majd
15% TCA-t, 0.375% TBA-t és 0.25% HCI-t tartalmazo reagenst adtunk hozza, forrasban
1évo vizfiirddbe helyeztiik 15 percre, majd lehiitottiik. Centrifugalast kdvetden a feliiliszo
abszorbancidjat 535 nm-en mértiik. Malondialdehid (MDA) standardot hasznélva a

TBARS mennyiséget nmol/g nedves szovetben adtuk meg [136].

A fehérjeoxidaci6 kimutatisira 50 mg fagyasztott szivizom mintat 1 ml 4%-0S
perklorsavban homogenizaltunk. Az oldat fehérje tartalmat centrifugéldssal gytjtottiik
Ossze. A fehérjék karbonil csoport tartalmat 2,4-dinitrofenil hidrazinnal hataroztuk meg

[137].

4.15. Immunhisztokémia és konfokalis 1ézer-scanning fluoreszcens

mikroszkopia

Az immunhisztokémiara és immunfluoreszcencidra szant aorta, artéria carotis és agyi
mintékat az eltdvolitdsuk utan azonnal pufferelt, 4%-o0s paraformaldehid oldatban fixaltuk
1 napig. Az aortabdl és a carotisokbol 5 um, az agyakbol 10 um vastag mintakat

metszettink.

Az immunhisztokémiai festést nitrotirozin (NT) és 4-hidroxinonenal (4-HNE) elleni
antitestekkel végeztiik. Primer antitestnek anti-nitrotirozint (Millipor #06-284, nyul
poliklonalis, 1:100), 4-HNE-t (Immunologia ¢és Biotechnologia Intézet, Pécs,
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Magyarorszag 1:200), poli(ADP-riboz)-polimert (PAR) (Abcam ab14459, egér
monoklonaris, 1:500), 8-oxoguanine/8-OxG (Abcam ab64548, 1:500) és glialis fibrillaris
savas proteint (GFAP) (1 Degree Bio #20334, nyul poliklonaris, 1:500) hasznaltunk. A
primer immunreakciot biotinilalt szekunder antitesttel tettiik lathatova avidin-biotin-
peroxidaz erdsité rendszer segitségével (PK-6200 Universal Vectastain ABC Elite Kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Kromogénnek 3,3’-diaminobenzidin-t
(DAB) hasznaltunk. Az immunreakciot fénymikroszkop alatt kovettiik, és a felesleges
DAB ovatos lemosasaval allitottuk meg. Az agyi metszeteken Cresyl-viola és PAS
(perjodsav-Schiff-reagens), mig a ver6ér metszeteken Masson’s-trikrom festést

alkalmaztunk.

Az apoptozis indukalo faktort (AIF) (Cell Signaling Technology #4642, nyul poliklonalis,
1:100), NF-kappa-B-t (NF-kB) (Cell Signaling Technology #13586, nytl monoklonalis,
1:200) és az MKP-1-et (MAP-kinaz foszfataz-1) (Santa Cruz Biotechnology sc-370, nytil
poliklonalis, 1:100) fluoreszcens immunhisztokémidval vizsgaltuk az aortdban és a
carotisokban. Szekunder antitestnek szamar-anti-nyal antitestet (Northern Lights,
fluorokrom jeldlt antitest, R&D Systems NL004, 1:200) hasznaltunk.

Gyartoi protokoll szerint TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP Nick-end Labeling) tesztet (R&D Systems, 4810-30-K) végeztiink agyi
metszeteken, hogy kimutassuk az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat a

piramissejtekhez viszonyitva.

4.16. Western-blot

A sziv, illetve nagyér mintdkat 50 mM, jéghideg pH 8.0 Tris-pufferben homogenizaltuk
(ami tartalmazott 1:100 protedz és 1:100 foszfatdz gatldo koktélt és 50 mM natrium-
vanadatot (Sigma-Aldrich Co., Budapest, Magyarorszag), a fehérjéket 2x mintapufferbe
vettiik fel, majd 7-12 %-0s SDS-poliakrilamid gélen szétvalasztottuk. A fehérjéket méret
alapjan elvalasztottuk, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk, 2 6ra blokkolas utan
(3%-0s nem zsiros tejjel Tris-pufferelt sdoldatban) a membranokat 4 °C-on egy éjszakan

at a kovetkez6 antigéneket felismerd antitestekkel reagaltattuk: foszfo-specifikus AKT-
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1/fehérje kinaz B-alfa>®™”® (AF887, 1:1000), anti-aktin (A2228, 1:10000), foszfo-
specifikus ERK1TMr202/Tyr204/E QK 2 ThrI8S/TYrI87 (AF 1018, 1:1000), foszforilalt p38 MAPK
Thri80-Gly-Tyrl82 (AF869, 1:1000), foszfo-specifikus INK 838 (AF1205, 1:1000), anti-
MKP-1 (sc-370), foszfo-specifikus protein kindz C (PKC) (pan) BII Ser®® (1:1000),
foszfo-specifikus protein kinaz C o/pII (PKC o/pII) Thr®38/841 (1:1000), foszfo-specifikus
protein kinaz C & (PKC &) Thr®® (1:1000), foszfo-specifikus protein kindz C § (PKC §)
Thré43 (1:1000), foszfo-specifikus protein kinaz &\ (PKC &/x) Thr41%4% (1:1000), foszfo-
specifikus protein kindz C & (PKC €) Ser’® (1:10000), és nemfoszforilalt PKC ¢
(1:15000), anti-poli(ADP-rib6z) (anti-PAR) (Abcam ab14459, 1:5000). ), foszfo-
Foxo1A%2% (forkhead transzkripcios faktor, FKHRS%®, 1:1000), Hésokk fehérje (Hsp)
72, (1:20,000), Hsp90 (1:1000), COX-2 (1:1000) és iNOS (1:1000). Minden antitestet az
R&D Systems, Biomedica Kft-t61 (Magyarorszag) vasaroltunk, kivéve az anti-aktint
(Sigma-Aldrich Co., Budapest, Magyarorszag), az anti-MKP-1-et, Hsp90-et (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, USA.), a Hsp72-t (Calbiochem, Merck Kft, Budapest,
Magyarorszag), a DRP1-et, OPAl-et (mindkettd Cell Signaling Technology, 1:1000) és
az anti-PAR-t (Alexis Biotechnology, London, Egyesiilt Kiralysag). A membranokat 6x5
percig mostuk Tris-puffer oldatban (pH 7.5), ami tartalmazott 0.1% Tween 20 detergenst
(TBST), mieldtt hozzaadtuk a kecske-anti-nytl torma peroxidaz konjugalt szekunder
antitestet (1:30000 higitas, Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag). Az antigén-antitest
komplexeket kemilumineszcenciaval tettiikk lathatova. Az eredményeket NIH Imagel

szoftver hasznalataval szamszerusitettiik.

4.17. Sejtviabilitasi vizsgalatok

HO9c¢2 patkany kardiomioblaszt sejteket (European Collection of Cell Cultures - ECACC)
10 % borju szérumot (FBS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartalmaz6 DMEM-ben
tartottuk. A médium emellett 4 mM glutamint, 100 IU/ml penicillint és 100 ug/ml
streptomycint is tartalmazott. A doxorubicin (DOX) ¢és a PARP-gatlo L-2286
sejtviabilitasra gyakorolt hatasat egy diazo festék (3-[4,5-dimetilthiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) segitségével, illetve a laktat dehidrogenaz (LDH)

kidramlasaval hataroztuk meg. Az MTT teszt a mitokondrialis 1égzést — sejt
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¢letképességének egy jellemzdjét — hatarozza meg. Az LDH kidramlésa pedig a
sejtmembran integritasat jelzi. HIc2 sejteket 96-lyuku plate-en tartottuk parasitott 95%
02/5% CO2 légkorben 37°C-on. A sejteket 4 6ran keresztiil 0.3 mM H20.-vel kezeltiik 1-
10 uM L-2286 jelenlétében és MTT teszttel jellemeztiik a sejtek életképességét.

Egy masik vizsgalatban a H9¢2 sejteket DOX kiilonb6z6 koncentraciodival (0, 0.1, 0.3, 1,
3, 10, 30, 100, 300 uM) kezeltiik 24 oran keresztiil, majd az L-2286 el6kezelés hatasat
(30 perc, 1-10 uM) hataroztuk meg az MTT teszt segitségével 1 uM DOX jelenlétében.
A médium eltavolitasa utan MTT-t adtunk (0.1 mg/ml) a sejtekhez. 1 6ras inkubaciot
kovetden a reakciot dimetil szulfoxid tartalmu oldattal allitottuk le. A kék kristalyokat
egy ¢jszakan keresztiill oldottuk fel, az abszorbanciat 570-nm hulldmhosszon
spektrofotométerrel mértiik meg. A sejtviabilitast a kontrollhoz viszonyitott
abszorbanciaval hataroztuk meg.

Az LDH release meghatarozasahoz specialis LDH mérdoldatot (Sigma-Aldrich Ltd,
Budapest, Magyarorszag) adtunk a médiumhoz. 30 percig sotétben, szobahdémérsékleten
tartottuk a plate-eket. A mintdk abszorbancigjat 490-nm  hullamhosszon
spektrofotométerrel mértik meg. Az LDH release-t a kontrollhoz viszonyitott

abszorbanciaval hatdroztuk meg.

4.18. A rezveratrol vizsgalata posztinfarktusos, stabil koronaria

betegek korében. A human klinikai vizsgalat modszertana

4.18.1. Betegek és modszerek

Vizsgalatunk soran 40 ismert posztinfarktusos beteget randomizaltunk két csoportba (42-
80 év, atlagéletkor 66.34+8.9 év, 26 férfi, 14 nd). Mindegyik beteg anamnézisében lezajlott
miokardialis infarktus (legalabb 6 honappal a randomizalas el6tt), valamint
coronarographiaval igazolt, revaszkularizaciora nem alkalmas haromérbetegség
szerepelt. A bevételi kritériumok fontos eleme volt, hogy a betegek a nemzetkozi
iranyelveknek megfeleld szekunder prevencios gydgyszeres kezelésben részestiljenek. A
vizsgalat soran 20 beteg napi 10 mg rezveratrol (Admarc Med Diagnostics &

Nutraceuticals, Fot, Magyarorszag), 20 beteg pedig placebo kezelésben részesiilt 3
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hoénapon keresztiil. A betegek gyodgyszeres kezelése a vizsgalati periddus alatt nem
valtozott. A vizsgalat el6tt és a harmadik honap végén fizikdlis vizsgalat,
vérnyomasmérés, vérvétel, EKG, echocardiographia és flow-medialta vazodilatacio

mérése tortént.

4.18.2. Laboratériumi paraméterek

A kubitalis punkcidval nyert vérmintakbol meghataroztuk a vérképet (fehérvérsejtszam,
hemoglobin), a C-reaktiv protein, & TNF-a és a vércukor szintjét, valamint a lipidprofilt

(6sszkoleszterin, triglicerid, HDL ¢és LDL-koleszterin szint).

4.18.3. Hemoreologiai paraméterek

A vizsgélatainkhoz sziikséges vérmintakat konyokvénabol vettik, a hemoreologiai
paraméterek koziil a hematokritot, plazma fibrinogén-koncentraciot, plazma és teljes vér
viszkozitast, vordsvértest (RBC) deformabilitast, aggregaciot és a vérlemezke
aggregaciot tanulményoztuk. A hematokritot mikrohematokrit centrifuga (Hemofuge,
Heraeus Instr., Németorszag), a plazma fibrinogén koncentraciot a Clauss modszer
segitségével hataroztuk meg. A plazma- és teljesvér-viszkozitast Hevimet 40 kapillaris
viszkoziméterrel (Hemorex Kft., Magyarorszag) mértiik. A vérviszkozités értékeit 90 1/s
nyirasi sebességnél adtuk meg. A vordsvértest-aggregacidé meérése Myrenne MA-1
aggregométerrel tortént (Myrenne GmbH, Németorszag) tortént Schmid-Schonbein fény-
transzmisszios modszerét alkalmazva. A moddszer a vOrdsvértest-szuszpenziod
fényateresztd képességének valtozasan alapul, az aggregacio mértékét az aggregacios
indexekkel jellemezziik (AI). A vorosvérsejt filterabilitast, amely a sejt deformabilitasara
utald paraméter, Carat FT-1 filtrométerben mértilk (Carat Kft, Magyarorszag) a St
George’s technikat alkalmazva. A késziilékben a voOrdsvértest-szuszpenzid 5 pum
porusatmérdjii Nucleopore membranon aramlik keresztiil. Kisérleteinkben az atdramlést
biztosito filtracids nyomast 4 vizem nagysagura allitottuk be. Trombocita aggregometrids
méréseinket Carat TX-4 tipusti trombocita aggregométerrel végeztiik (Carat Kft,

Magyarorszag) [138].
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4.18.4. Flow-medialta vazodilatacié

A flow-medialta dilataciot (FMD) Celermajer modszerével mértiik [139]. Tiz perc
agynyugalom utan, fekvo helyzetben 1évo beteg jobb artéria brachialisarol 10 MHz-s
transducerrel (Technus MPX, ESAOTE, Olaszorszag) hosszanti képet nyertiink.
Nyugalmi allapotban az artéria atmérdjét és az aramlast detektaltuk, majd az alkaron a
vérnyomasmérd mandzsettdjat 250 Hgmm-re felfajtuk 4 percig. A felengedést kdvetden
15 masodpercig regisztraltuk a centralis aramlast majd 90 masodperc utan megmértiik az
ér atmérdjét. Az FMD értéket a nyugalmi és a felengedés utdn 90 masodperccel mért

értékek szazalékos kiilonbségében adtuk meg [139, 140].

4.18.5. Echocardiographia

A betegek transthoracalis echocardiographias vizsgalatat GE Vivid 7 Pro (GE Healthcare,
Egyesiilt Kiralysag) késziilékkel végeztiik. A balkamrai dimenzidk, a szisztolés és

diasztolés funkcidé meghatarozasa a nemzetkozi ajanlasoknak megfeleléen tortént [141].

4.19. Statisztikai elemzés

A csoportok adatainak normal eloszlasat Shapiro-Wilk, mig a variancia homogenitéast
Levene-teszt segitségével ellendriztiik. Csoportok kozotti eltéréseket egy-utas ANOVA
hasznalataval vizsgaltuk, melyet Bonferroni post-hoc 0Osszehasonlitds kovetett.
Onkontrollos vizsgalatok soran paros mintas t-probat hasznaltunk. Kiindulési 4llapotban
a torzsek adatai fiiggetlen mintds t-probaval lettek Osszevetve. Minden mas
Osszehasonlitas torzs x kezelés két-utas ANOVA segitségével tortént. A faktorok kozti
interakcid esetén a kezelés altal okozott kiillonbség szignifikancijat fliggetlen mintés t-
prébaval ellendriztiik vissza adott kontrollhoz viszonyitva. A mitokondriumok vizsgalata

soran egy-utas ANOVA-t hasznaltunk Welch korrekcioval, melyet Dunnet post hoc teszt
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kovetett, hogy a statisztikai kiilonbségeket tisztazzuk az SHR-C csoporttal valo
Osszehasonlitds soran. Mivel a mitokondriumok teriileti és hossztengelyi mérései soran
nyert adatok nem mutattak normal eloszlast, ezért ezen eredményeket Kruskal-Wallis

teszttel vizsgaltuk paros Osszehasonlitas soran.

A rezveratrollal végzett human klinikai vizsgélat esetében a kezelés kovetkeztében
1étrejovod valtozasokat paros mintas t-probaval hataroztuk meg. A Csoportok kozotti

kiilonbséget pedig Pearson-féle khi-négyzet probaval jellemztiik.

Az analizisek az IBM SPSS programnak az aktualisan elérhetd legfrissebb verzidjaval
torténtek. Minden adat atlag + S.E.M. abrazolva. Az Gsszehasonlitasokat p<0.05 hatar

alatt tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5.1. L-2286-al kivaltott farmakologiai PARP-gatlas hatasa akut
stressz szituaciék soran. In vitro tesztektél az in vivo

szivinfarktus modellig

5.1.1. L-2286 kezelés hatasa a hidrogén peroxid altal kivaltott

citotoxicitassal szemben H9c2 sejtekben

Az MTT teszt azt igazolta, hogy az L-2286 dozis dependens modon nytjtott védelmet a
H20O:> altal kivaltott citotoxicitasra HIc2 sejteken, mar 0.1 pM koncentraciotol kezdve (5.
abra). Ezen kisérletes koriilmények kozott az L-2286 hatékonysaga (ECso és maximalis
hatékonysag) meghaladta az egyéb quinazolinokét, mint a 4-hidroxiquinazolin és 2-
merkapto-4(3H)-quinazolin (1. tablazat).

120
_—
=
3
= 100 N * g
S . *
=~°' 80 -
b *
S
Y
=
_cm
2 40
3
£
-t 20
-
W
=
-
= 0
wn

Kontroll ——————— H,0,
+0.1 +0.5 +1 +2 +5 +10
L-2286 (uM)

5. abra. L-2286 védé hatasa H9c2 sejteket ért oxidativ stresszel szemben. A sejtek 0.3 mM H.0;
és/vagy L-2286 kezelésben részesiiltek 4 oran keresztiil. A citotoxicitast MTT teszttel hataroztuk meg és
az értékeket a kontroll mintadkhoz viszonyitottuk. Az értékek atlagESEM forméban keriiltek megadasra
(n>4). *Szignifikans kiilonbség a csak H.O,—vel kezelt csoporthoz képest (p<0.01).
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Hatéanyag HQ MQ L-2286
ECso (uM) 211.6+£3.2%* 178.6+6.9* 0.41+0.03
Maximalis védelem 55.7+2.6* 76.2+4.9%* 85.7£3.7
(%)

1. tablazat. Az L.-2286, a HQ és a MQ hatasa a hidrogén peroxid indukalta citotoxicitasra H9c2
sejteken. Az értékek atlagtSEM formaban keriiltek megadasra (n>4). * Szignifikans kiilonbség az L-
2286-kezelt csoporthoz képest (p<0.01).

5.1.2. L-2286 kezelés elosegiti a miokardium posztiszkémias energia

homeosztazisanak helyreallitasat

A Langendorff modszer szerint perfundélt szivek energia metabolizmusat 3P NMR
spektroszkdpia segitségével monitoroztuk. Iszkémia a magas energidji foszfat szintek
gyors csokkenését okozta. Ezzel parhuzamosan az anorganikus foszfatok mennyisége
jelentdsen megemelkedett (6. abra A-C). Az altalunk alkalmazott kisérletes koriilmények
kozott a magas energidju foszfat szintek csak mérsékelt visszatérést mutattak a kezeletlen
szivekben a 15 perces reperfuzios fazis soran. L-2286 kezelés azonban mind 10, mind 20
uM-os koncentracioban eldsegitette a kreatin foszfat és ATP szintek emelkedését (6. abra
A-B). Ennek megfeleléen az L-2286 gyorsabb és jelentdsebb anorganikus foszfat

reutilizaciot okozott reperfazié soran (6. abra C).
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6. abra. Az L-2286 mérsékli az iszkémia-reperfizié okozta karosodast izolalt perfundalt szivekben.
A kreatin foszfat - PCr (A), az ATP (B) és az anorganikus foszfat szintek - Pi (C) idébeli valtozasanak
meghatarozasa 3P NMR spektroszkopia segitségével tortént. Az értékek atlagtSEM forméban keriiltek
megadasra (n=5). IR: ischaemia-reperfusio. *Szignifikans kiilonbség a kontroll, nem kezelt mintaktol
(p<0.01 vs. IR).

5.1.3. L-2286 csokkenti iszkémia-reperfizio soran a lipidek és fehérjék

oxidativ karosodasat

Iszkémia-reperfazié hatasara a lipidperoxidacié mértékét jelzd thiobarbitursav reaktiv
anyagok (TBARS) jelent6s emelkedést mutatnak a normoxias szivekhez képest (24.4+1.1
nmol/g-r6l 43.2+1.25 nmol/g -ra, p<0.001). L-2286 alkalmazasa 10 uM koncentracioban
jelentésen csokkentette a TBARS mennyiségét (30.2+1.7 nmol/g -ra, p<0.01 vs. IR) a
kezeletlen szivekhez viszonyitva, amely arra utal, hogy az L-2286 csokkenti az IR
kivaltotta lipid peroxidacio mértékét. IR emellett a fehérje oxidaciora jellemzo
paramétereket (fehérje karbonilacio) is jelentésen emelte (1.2+0.05 pmol/g-rol 2.2+0.1
umol/g-ra, p<0.001), L-2286 kezelés azonban jelentésen mérsékelte a fehérjekarosodas

mértékét (1.5+0.08 pmol/g-ra, p<0.01 vs. IR).
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5.1.4. L-2286 csokkenti az izoproterenol kezelés altal kivaltott szivizomsejt

vesztés mértékét

ISO kezelés altal kivaltott sejtkdrosodéas hatasara a szivizomsejtek sejtmembranjanak
integritasa is kdrosodik, melynek hatdsara nekroenzimek aramlanak ki a sejtbol. A nem
kezelt kontroll allatokhoz viszonyitva ISO alkalmazésa jelentésen fokozta a CK és LDH
kiaramlas mértékét a karosodott szivizomsejtekbdl (p<0.01 vs. Kontroll). EKG
monitorozas emellett azt igazolta, hogy a PARP-gatl6 kezelés nem befolyasolta a jatrogén
szivinfarktus kivaltasdban kdzponti szereppel bir6 tachycardiat, ennek ellenére az L-2286
kezelés jelentdsen csokkentette a szérumban mérheté CK és LDH aktivitast (p<0.05 vs.

ISO) (7. 4bra).
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7. abra. L-2286 kezelés csokkenti az izoproterenol kivaltotta in vivo szivizom karosodas mértékét. A
szérum LDH (A) és CK (B) aktivitasokat 24 oraval az ISO adésa utan hataroztuk meg. Az értékek
atlag+SEM formaban keriiltek megadasra (n=5). *p<0.05 vs. ISO, 1p<0.01 vs. ISO).

A nekroenzimekhez hasonldéan a TTC festés (n=5) is igazolta, hogy ISO adasa mellett
jelentds méretli - elsésorban szubendokardialis lokalizacioju - miokardialis infarktus (a
balkamra tertiletének 21.1+2%-a) alakult ki. L-2286 kezelés mellett a kialakult infarktus
mérete jelentésen csokkent (8.9+1%-ra, p<0.05 vs. 1SO).

61



dc_1529 18

5.2. PARP-gatlas hatasa kronikus szivelégtelenség modellekben

5.2.1. PARRP gatlas javitja a gravimetrias paramétereket 1SO-indukalta

szivelégtelenségben

Szivinfarktust kovetéen a kezdeti szivizomsejt vesztés progressziv balkamra
hipertrofidhoz vezet. A tuléld szivizomsejtek hipertrofizalnak, atmér6jiik és hosszuk
megnd. A szivek gravimetrias vizsgalata soran szignifikansan nétt az ISO-kezelt
patkanyok szivtomege (p<0.05), emelkedett a kamratomeg testtomegre (p<0.01) és tibia
hosszra normalizalt érték is (p<0.001). L-2286 kezelés azonban megakadalyozta ezen
paraméterek kedvezOtlen valtozasat. Ezen feliil az ISO-indukalta testsuly novekedés,

mely az oedema jele lehet, szintén csokkent PARP-gatlo kezelés hatasara (2. tablazat).

Kontroll ISO ISO+L-2286
BW (g) 403 £ 53.7 431.3 +28.6 397.2 + 22.3%*
VW (g) 1.02 + 0.078* 1.132+£0.123 0.977 + 0.074%**
VW/BW (g/kg) 2.51 +0.14%* 2.62+0.19 2.53+£0.15%

VW/TL (g/mm) 0.022 £ 0.001 *** 0.025 £ 0.0025 0.023 £ 0.0013%#**

2. tablazat. PARP gatlas javitja a gravimetrias paramétereket 1SO-indukalta szivelégtelenségben. A
gravimetria részleteit illetden utalunk a Modszerek fejezetre. BW: testtomeg, VW: kamratomeg, TL: jobb
tibia hossza, VW/BW: kamratomeg/testtomeg, VW/TL: kamratomeg/tibiahossz, 1SO: posztinfarktusos
allatok, 8 héttel az 1SO alkalmazasa utan; 1SO+L-2286: L-2286 kezelt posztinfarktusos allatok. Az
értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (vs. ISO csoport).

5.2.2. L-2286 mérsékli a posztinfarktusos szivelégtelenség soran kialakulo

EKG eltéréseket
Az R hullam amplitadoéjanak csokkenése (0.18+0.02 mV vs. 0.59+0.03 mV, p<0.01 vs.

Kontroll) mellett J-pont depresszi6 (-0.04+0.04 mV vs. 0.12+0.01 mV) volt
megfigyelheté az ISO csoport allatairdl késziilt EKG-kon. Ezen elektrokardiographias
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valtozasok szignifikansan javultak (R hullam amplitddé 0.4+0.03 mV, J-pont 0.05+0.02
mV, p<0.05 vs. ISO) L-2286 kezelés hatasara.

5.2.3. L-2286 kezelés csokkenti a plazma BNP szintet posztinfarktusos
patkanyokban

A BNP koncentracid aranyos a szivelégtelenség sulyossagaval [2]. A plazmaban mérhetd
BNP mennyisége jelentdsen emelkedett az ISO csoportban (3.5+0.22 ng/ml) a Kontroll
csoporthoz képest (2.2+0.18 ng/ml, p<0.01). PARP-gatlo kezelés (L-2286) mellett
szignifikansan alacsonyabb a plazma BNP szint (2.56+0.16 ng/ml, p<0.05 vs. 1ISO), mely

a szivelégtelenség sulyossaganak mérséklddésére utal.

5.2.4. L-2286 megakadalyozza a 1égzési lanc funkcidjanak csokkenését

posztinfarktusos szivelégtelenség modellben

A bal kamrai remodelling megvaltozott mitokondridlis energia metabolizmussal jar
egyiitt. Posztinfarktusos szivelégtelenség modelliinkben jelentdsen csokkent a 1égzési
lanc funkcidja, melyet a NADH:citokrom ¢ oxidoreduktaz aktivitassal (Komplex I-111)
hataroztuk meg (p<0.01 vs. Kontroll) (8. abra A). Ezzel szemben az L-2286 kezelésben
IS részesiilt allatok mitokondriumaibol izolalt 1égzési komplexek aktivitasa
szignifikansan (p<0.05 vs. ISO) jobb volt a kezelésben nem részesiilé szivelégtelen
allatokéhoz viszonyitva. Fontos megjegyezni, hogy a mitokondridlis metabolizmusban
szerepet jatszo fehérjék mennyisége, igy a - NADH dehidrogenaz (Komplex I) 43, 53, 70
alegységei és a piruvat dehidrogenaz komplex-la (PDC-1a) mennyisége nem mutatott
érdemi kiilonbséget a kiilonb6zdé csoportok kozott. Ezért a megfigyelt aktivitasbeli
valtozasok elsdsorban a poszttranszlacios oxidativ modosulasoknak tulajdonithatd (8.

abra B).
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8. abra. L-2286 javitotta posztinfarktusos szivelégtelenségben a légzési lanc fehérjéinek aktivitasat.
A. NADH:citokrom ¢ oxidoreduktaz aktivitasa izolalt mitokondriumokban. 1SO: 8 héttel az izoproterenol
kezelés utan; ISO+L-2286: L-2286-al kezelt allatok 8 héttel az ISO adasat kovetéen. Az adatok a kontroll
szazalékaban keriiltek megadasra (atlag=SEM), *p<0.05 (vs. ISO csoport), **p<0.01 (vs. Kontroll csoport).
B. A mitokondrialis fehérjék (NADH dehidrogenaz komplex (Komplex I) - 43, 53, 70 kDa alegység és a
piruvat dehidrogendz komplex-la) expressziojanak vizsgélata szivelégtelen patkanyokban (n=5). A
Western blot részletes leirasa a Modszerek fejezetben talalhat6. Reprezentativ immunoblottokat mutat az
abra. PDC-1a: piruvat dehidrogenaz komplex-1a; ISO: 8 héttel az izoproterenol kezelés utan; ISO+L-2286:
L-2286-al kezelt allatok 8 héttel az ISO adasat kdvetden.
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5.2.5. L-2286 csokkenti a szivizomsejt hipertréfia és az intersticialis

fibrozis mértékét ISO-indukalta szivelégtelenségben

Szivelégtelen patkanyok szivének szovettani feldolgozasa soran jelentds foku
szivizomsejt hipertrofia volt észlelhetd a kontroll egészséges allatokéhoz viszonyitva
(p<0.001 vs. Kontroll). Emellett a kollagén III intersticialis depozicidjanak mértéke is
jelentésen emelkedett 12.2+1.2%-r61 (Kontroll) 18.4+1.4%-ra (ISO) (p<0.001 vs.
Kontroll). L-2286 kezelésben részesiild szivelégtelen allatokban (ISO+L-2286) mind az
atlagos szivizomsejt atmér6é (p<0.01 vs. 1SO), mind az intersticialis fibrozis mértéke
(kollagén III lerakodas 15.4+1.4 %) (p<0.01 vs. ISO) kisebb volt a kezeletlen allatok
megfeleld értékeinél (9. és 10. abra).

A

Atlagos szivzomsejt atméré
m)
S

Kontroll I1SO ISO+L-2286

9. abra. L-2286 csokkenti az izoproterenol kivaltotta szivizomsejt hipertréfiat. Kontroll (A), 1SO kezelt
(B), valamint ISO+L-2286 kezelt (C) allatok szivébdl szarmazo metszeteket hematoxilin-eozinnal festettiik
és az atlagos szivizomsejt atméréket meghataroztuk (D). Részletes metodikai leiras a Modszerek fejezetben
lathato. ISO: 8 héttel az izoproterenol kezelés utan; ISO+L-2286: L-2286-al kezelt allatok 8 héttel az ISO
adasat kovetden. Az értékeket atlag+SEM forméaban adtuk meg, *p<0.01 (vs. ISO csoport), $p<0.001 (vs.
Kontroll csoport).
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10. abra. L-2286 kezelés mérsékli az 1SO-indukalta intersticialis kollagén lerakodas mértékét.
Kontroll (A), 1SO kezelt (B), valamint 1SO+L-2286 kezelt (C) allatok szivéb6l szarmazé metszeteket
kollagén |1l ellenes antitesttel kezeltilk. Reprezentativ metszetek, illetve denzitometrias meghatarozas (D)
lathatd az abran. Immunohisztokémia részletes leirdsa a Modszerek fejezetben lathato. ISO: 8 héttel az
izoproterenol kezelés utan; ISO+L-2286: L-2286-al kezelt allatok 8 héttel az ISO adasat kovetben. Az
értékeket atlag+SEM formaban adtuk meg, *p<0.01 (vs. 1ISO csoport), +p<0.001 (vs. Kontroll csoport).

5.2.6. L-2286 kezelés hatasa a PKC izoenzimek aktivitasara

posztinfarktusos szivelégtelenségben

A protein kindz C jelatviteli molekula 6ssz (pan) foszforilacios szintje alacsony
volt a kontroll allatokban, azonban az ISO adasa altal kivaltott infarktus utan 8 héttel a
foszforilacié mértéke jelentdsen megemelkedett (*p<0.001 vs. Kontroll csoport) anélkiil,
hogy a PKC expresszidja (11. abra) valtozast mutatott volna. A PKC izoformok koziil
elsésorban a PKC a/BIl és PKC & (Ser®®) tiint feleldsnek a szivelégtelenség soran a pan
PKC-ban mutatkozo foszforilaltsagi eltérésekért (11. abra). Mindezen valtozasok (pan

PKC, PKC a/BIl és PKC & (Ser®®) emelkedett foszforilacio) jelentdsen mérséklodtek
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PARP-gatl6 kezelés hatasara. A PKC § (Thr°®) foszforilacidja nem mutatott véaltozast a

kiilonb6z6 csoportokhoz tartoz6 allatokban (11. abra).
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11. 4abra. L-2286 kezelés hatasa a Kkiilonboz6 PKC izoenzimek aktivitasara Kkrénikus
szivelégtelenségben. Pan PKC, PKC o/f3, PKC & (Thr505) és PKC & (Ser643) foszforilacio valtozasa
Western blot segitségével meghatarozva (n=5). ISO: 8 héttel az izoproterenol kezelés utan; ISO+L-2286:
L-2286-al kezelt allatok 8 héttel az ISO adasat kdvetden. Reprezentativ immunoblottokat mutat az abra.
*p<0.001 (vs. Kontroll csoport), **p<0.001 (vs. ISO csoport).

5.2.7. PARP-gatlas és ACE-gatlas hatasa a gravimetrids paraméterekre

ISO-indukalta szivelégtelenségben

Posztinfarktusos szivelégtelenség modellben 12 héttel az infarktus utdn végzett
gravimetrias mérések azt mutattak, hogy a sziv tomege jelentésen megndtt (p<0.05),
emellett a szivtomeg teststlyra vald normalizalasa (p<0.01) és a tibia hosszra vald
normalizalasa soran is jelent6sen magasabb (p<0.05) értékeket kaptunk a kontroll
csoporthoz viszonyitva. Mind az L-2286 (ISO+L), mind az enalapril (ISO+E) jelentdsen
csokkentette a balkamra hipertrofiara jellemz6 indexeket [142] (3. tablazat).
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Kontroll ISO ISO+L ISO+E

BW (g) 378.75+11.09  441+9.812  399+9.762° 397.5+11.87°
WV () 0.90+0.012  1.15+0.019* 0.95+0.029" 0.96+0.019°
WV/BW (mg/g)  2.3140.16  2.79+0.27° 2.35+0.21¢ 2.37+0.23¢
WV/TL 20.68 £1.12  26.64 +£1.35° 21.52+1.19° 21.60+1.14°
(mg/mm)

Plazma BNP 2.23+0.88  2.85+0.041° 2.56+0.042° 2.56+0.055°
(ng/ml)

3. tablazat. Az L-2286 és az enalapril hatasa a gravimetrids paraméterekre és a plazma BNP szintjére
posztinfarktusos szivelégtelenségben. 12 héttel az izoproterenol adasaval kivaltott szivinfarktus utan
(n=8). BW: testtomeg, VW: kamratomeg, TL: jobb tibia hossza, VW/BW: kamratomeg/testtomeg, VW/TL:
kamratdmeg/tibiahossz. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. 1SO: patkdnyok 12 héttel az ISO
alkalmazasat kovetden; 1ISO+L: L-2286-al kezelt allatok, héttel az ISO alkalmazasat kovetéen ISO+E:
enalapril-al kezelt allatok héttel az ISO alkalmazasat kdvetéen. 2 p<0.05 (vs. Kontroll csoport), °p<0.05 (vs.
1SO), °p<0.01 (vs. Kontroll csoport), 9p<0.01 (vs. ISO csoport).

5.2.8. Az L-2286 és enalapril kezelés hatasa a plazma BNP szintre 1SO-

indukalta szivelégtelenség modellben

Posztinfarktusos szivelégtelenség modellben, 12 héttel az ISO alkalmazasat kovetden, a
plazma BNP szintje szignifikansan emelkedett az ISO csoportban a Kontroll csoporthoz
képest (p<0.01). Eredményeinkben észlelt natriuretikus peptid szint emelkedés mértéke
ugyan elmarad az emberi szivelégtelenség esetén latott emelkedéstél, azonban mas
munkacsoportok eredményei is azt mutatjdk, hogy ragcsalokban indukalt
szivelégtelenség modellekben joval kisebb natriuretikus peptid emelkedés észlelhetd
[143, 144]. Mind az ACE, mind a PARP-gatlas szignifikansan csokkenti ezt az
emelkedést (p<0.05 vs. ISO), amely arra utal, hogy mindketté hatékonyan mérsékli a

szivelégtelenség sulyossagat (3. tablazat).
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5.2.9. Az L-2286 és enalapril kezelés hatasa a sziv struktirajara és a

szisztolés balkamra funkciora

Posztinfarktusos szivelégtelenség modellinkben a 12 hetes kezelést kdvetden, a
szisztolés balkamra funkcidt jelzé paraméterek (EF és FS) jelentdsen csokkentek az 1SO
csoportban az egészséges allatokhoz képest (p<0.01 vs. Kontroll csoport). Ezen
kedvezdtlen valtozasok azonban L-2286 kezeléssel jelentdsen mérséklodtek (EF ¢és FS;
p<0.01 vs ISO csoport). Az ACE-gatldo enalapril védé hatasa a balkamra funkciod
csokkenésével szemben szintén szignifikdns volt, azonban ez a védd hatas jelentdsen

elmaradt (p<0.05 vs. ISO+L) az L-2286 adasaval elért védelemtol.

A LVEDV minden infarktust elszenvedett csoportban (ISO, ISO+L, ISO+E) szignifikans
modon megemelkedett (p<<0.01 vs. Kontroll). Ezt a valtozast azonban egyik kezelés sem

befolyésolta érdemben.

Az ISO csoportban mindezek mellett jelentds koncentrikus balkamra funkci6 alakult ki,
melyet megnovekedett septalis és PW vastagsagok jellemeznek (p<0.05 vs. Kontroll).
Mind az ACE-gatlas, mind a PARP-gatlas mérsékelte a bal kamra hipertrofia mértékét
(p< 0.05 vs. I1SO) (4. tablazat, 12. abra).
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12. abra. Kontroll (A, n=8) és ISO kezelt (B, n=8) patkanyok echocardiographias vizsgalatabél
szarmazé reprezentativ képek. IVS (d), (s): septum vastagsaga diasztoléban és szisztoléban. LVID (d):
bal kamrai végdiasztolés atmérd, LVID (s): balkamrai végszisztolés atmérd. LV PW (d), (s): hatso fal
vastagsaga diasztoléban és szisztoléban. 1SO: 12 héttel az 1SO kezelés utan.
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Kontroll ISO ISO+L ISO+E

EF (%) 68.9+1.8 53.01+0.99° 70.4142.56° 60.08+1.63P¢
FS 40.05+1.55 28.37+0.62° 42.35+1.81¢ 33+1.330¢
LVEDV 283.13+6.73 363.46+6.54° 365.6+13.47° 385.31+7.31°
LVESV 86.23+6.23 164.85+7.85° 98.59+44 157.14+4.89°
Septum 1.75+0.041 1.95+0.067° 1.62+0.062° 1.63+0.061°
(mm)

PW (mm)  1.76+0.039 1.93+0.0682 1.68+0.072° 1.59+0.041°

4. tablazat. L-2286 és enalapril kezelés jelentésen javitja az echcardiographias paramétereket ISO
kezelés altal kivaltott szivelégtelenségben. Az echocardiographids mérés részletei a Modszerek fejezetben
keriilnek ismertetésre. EF: ejekcids frakcio, FS: frakcionalis rostrovidiilés, LVEDV: bal kamrai
végdiasztolés térfogat, LVESV: bal kamrai végszisztolés térfogat, Septum: septum vastagsaga, PW: hatso
fal vastagsaga. 1SO: patkanyok 12 héttel az ISO kezelés utan; ISO+L: L-2286 kezelt patkanyok 12 héttel
az ISO kezelés utan; ISO+E: enalapril kezelt patkanyok 12 héttel az ISO kezelés utan. Az értékeket
4tlagtSEM forméban adtuk meg. 2 p<0.05 (vs. Kontroll csoport), ®p<0.05 (vs. 1SO), ®p<0.01 (vs. Kontroll
csoport), 9p<0.01 (vs. ISO csoport), ep<0.05 (vs 1SO+L csoport)

5.2.10. Az L-2286 és enalapril kezelés hatisa az Akt-15¢"73 és GSK-3p5r

foszforilacio mértékére posztinfarktusos szivelégtelenség modellben

A kezeletlen kontroll csoportban az Akt-1573 csak igen alacsony foszforilaciot mutatott.
Az 1SO csoportban azonban a foszforilacié mértéke jelentésen magasabb volt (p<0.01 vs
Kontroll). Mindkét kezelt posztinfarktusos csoportban (ISO+L ¢és ISO+E) tovabb
emelkedett az Akt-15¢""3 foszforilacio foka (p<0.01 vs. ISO csoport). A két kezelt csoport
koziil azonban a PARP-gatloval kezeltben jelentdsebb emelkedést (p<0.05 vs ISO+E)
észleltiink, mint az ACE-gatlo enalaprillal kezelt csoportban. Az Akt-1, melyet a Ser473
pozicidban tortént foszforilacio aktival, a GSK-3f egyik legjelentésebb upstream kindza,
melyet a Ser9 pozicidoban foszforilalva inaktival (13. abra).

A GSK-3p5% foszforilacio a Kontroll és az ISO-kezelt csoportban volt a legalacsonyabb
(NS Kontroll vs I1SO csoport). Mind az L-2286 (ISO+L), mind az enalapril (ISO+E)
kezelés jelentdsen ndvelte a GSK-3B5 foszforilacié mértékét (p<0.01 vs Kontroll és
ISO csoportok), azonban a legjelentdsebb foszforilaciot és ezaltal legjelentdsebb GSK-
3B gatlast az L-2286 kodjeltit PARP-gatloval sikertilt elérni (p<0.01 vs. ISO+E csoport)
(13. abra).
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13. abra. L-2286 és enalapril hatasa az Akt-1 és GSK-3p jelatviteli faktorok foszforilaciojara.
Reprezentativ Western blot képek és denzitometrias meghatarozas (n=4). Aktint a fehérjemennyiség
kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. *p<0.01 (vs. Kontroll),
$p<0.05 (vs. Kontroll). p<0.01 (vs. ISO csoport). Ap<0.05 (vs ISO+E csoport). §p<0.01 (vs. ISO+E
csoport). 1SO: allatok 12 héttel az ISO injekcid utan, ISO+L: ISO injekciot kovetden 12 hétig L-2286-vel
kezelt allatok, ISO+E: ISO injekciot kdvetden 12 hétig enalaprillal kezelt allatok.

5.2.11. Az L-2286 és enalapril kezelés hatasa a PKC izoformak
foszforilaltsagara 1SO-indukalta szivelégtelenségben

[5€r660  foszforilacid

A posztinfarktusos szivelégtelenség modelliinkben, panPKC BI
mértéke jelentdsen emelkedett az ISO csoportban (p<0.01 vs. Kontroll) a kontroll
allatokhoz képest. Mindkeét kezelés (L-2286 ¢és enalapril) jelentdsen mérsékelte ezt a
novekedést (p<0.01 vs. ISO csoport). A legalacsonyabb foszforilacios szintet az ISO+L
csoportban észleltiik (p<0.01 vs ISO+E) (14. dbra). Hasonlé eredményt észleltiink a PKC
o/PIITNME38/841 PR C §TM843 g5 PKC {AThr*194% jzoformak esetében is (14. abra). A PKC
g5¢729 foszforilacio esetében azonban pontosan ellentétes valtozasok voltak észlelhetdk.
A posztinfarktusos allatokban a PKC ¢ aktivitasa jelentdsen csokkent volt a kontroll
allatokhoz képest (p<0.01 ISO vs. Kontroll). A kezelések (L-2286 és enalapril) jelentdsen
fokoztak a PKC £%72° foszforilacio mértékét (p<0.01 vs ISO). A PARP-gatlas
jelentdsebb hatast gyakorolt erre a folyamatra, mint az ACE-gatlas (p<0.01 ISO+L vs.

ISO+E) (15. 4bra).
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14. abra. Az L-2286 és az enalapril kezelés hatisa a PKC o/, PKC 6 és PKC (/A izoformak
foszforilaltsagara. Reprezentativ Western blot képek és denzitometrias meghatarozas (n=4). Aktint a
fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. *p<0.01
(vs. Kontroll), p<0.01 (vs. ISO csoport). §p<0.05 (vs. ISO+E csoport). ISO: allatok 12 héttel az ISO
injekcié utan, ISO+L: ISO injekciot kdvetden 12 hétig L-2286-vel kezelt allatok, ISO+E: ISO injekciot
kovetden 12 hétig enalaprillal kezelt allatok.
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15. abra. L-2286 és enalapril kezelés hatasa a PKC ¢ és a panPKC foszforilaltsagara. Reprezentativ
Western blot képek €s denzitometrids meghatarozas (n=4). Az értékeket atlag=SEM formaban adtuk meg.
*p<0.01 (vs. Kontroll), 1p<0.01 (vs. ISO csoport). §p<0.05 (vs. ISO+E csoport). ISO: allatok 12 héttel az
ISO injekcid utan, ISO+L: ISO injekciot kdvetden 12 hétig L-2286-vel kezelt allatok, ISO+E: ISO injekciot
kovetden 12 hétig enalaprillal kezelt allatok.
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5.2.12. A PARP-gatlo6 kezelés hatasa hipertenzié indukalta

szivelégtelenségben a gravimetrias paraméterekre

A kronikusan fennalld hipertenzio altal indukalt szivelégtelenség vizsgalatakor a
gravimetridS paraméterek meghatdrozasakor azt talaltuk, hogy a vizsgalat elején a
normotenziv allatok testtomege jelentésen magasabb volt, mint az SHR allatoké (p<0.05,
30 hetes allatok) (5. tablazat). A vizsgalat végeztével hasonld eredményeket észleltiink
(p<0.05 Kontroll vs. SHR csoportok, 76 hetes allatok). PARP-gatld kezelés mellett
hipertenziv allatokban a testtomeg valamelyest magasabb volt, de a kiilonbség nem érte
el a szignifikans mértéket. A vizsgalat végén, 76 hetes életkorban a szivtomeg (HW) és a
kamratomeg (VW) jelentdsen magasabb volt az SHR csoportokban, mint a normotenziv
csoportban (p<0.01 SHR-C vs. Kontroll, p<0.05 SHR-L vs. Kontroll) (5. tiblazat).

Kontroll SHR-C SHR-L

BW30W () 387.5+4.78  345.25+8.71°  334.4448.67°
BW' (q) 408.75+6.14  356.8+5.61°  367.67+£9.7°
HW™W (g) 1.2240.04 1.6140.052 1.4120.03"¢
VW (g) 1.11+0.03 1.43+0.042 1.29+0.03°¢
VW/BW™ (g/g) 2.71£0.09 3.99+0.06°  3.52:+0.09%°
VW/TL (mg/mm) 23.5340.77  31.16£0.68%  28.26+0.65%¢
Tiidd nedves/szaraz 4.65£0.1  525+0.07%  5.03+0.04%¢
tomeg’®" (g/g)

plazma BNP7®" (ng/ml) 2.03+0.06 2.71£0.072 2.21+0.06¢

5. tablazat. L-2286 kezelés hatidsa a gravimetrias paraméterekre és a plazma BNP szintre
normotenziv és szivelégtelen hipertenziv patkanyokban. Kontroll: életkor egyeztett normotenziv CFY
patkanyok, n=7, SHR-C: 76 hetes spontan hipertenziv patkanyok (SHR), n=7, SHR-L: 76 hetes SHR allatok
46 hetes L-2286 kezeléssel, n=26. BW3 7. 3() és 76 hetes patkanyok testtomege, HW'®: 76 hetes
patkanyok szivtomege, VW®": 76 hetes patkanyok kamratomege, TL"®": 76 hetes édllatok jobb oldali tibia
hossza, p-BNP7®: plazma BNP szint a vizsgalat végén. . Az értékeket atlagtSEM forméban adtuk meg.
3<0.01 (vs. Kontroll csoport), <0.05 (vs. Kontroll csoport), ¢<0.05 (vs. SHR-C csoport), 9<0.01 (vs. SHR-
C csoport).
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Mindkét érték csokkent a kezelt SHR éllatokban a kezeletlenekhez viszonyitva (p<0.05
SHR-L vs. SHR-C). A kamratomegnek a testtomegre (VW/BW), valamint tibiahosszra
(VWI/TL) normalizalasakor is hasonlé eredményeket kaptunk (p<0.01 SHR-C vs.
Kontroll, p<0.05 SHR-L vs. SHR-C). A nedves/szaraz tiid6é arany mindkét SHR
csoportban nétt a normotenziv allatokhoz képest (p<0.01 SHR-C és SHR-L vs. Kontroll).
L-2286 kezelés csokkentette ennek az indexnek az értékét a kezeletlen allatokéhoz képest
(p<0.05 SHR-L vs. SHR-C) (5. tablazat). Ezen paraméterck az SHR csoportokban
nemcsak a hipertréfia meglétét, hanem a szivelégtelenség kialakulasat is igazoljak.

PARP-gatlo kezelés L-2286-al azonban mindezen kedvezodtlen eltéréseket jelentds
modon képes volt csokkenteni [145]. Az allatok leblése soran aztan az SHR-C csoportban
észlelt pangasos szervek, hepatomegalia, ascites és pleuralis folyadékgyiilem [145]

szintén megerdsitette a szivelégtelenség meglétét.

5.2.13. L-2286 kezelés hatasa hipertenzio indukalta szivelégtelenség

modellben a plazma BNP szintre.

Hipertenziv szivelégtelenség modelliinkben a plazmaban mérheté BNP szintje jelent6sen
magasabb volt az SHR csoportokban (p<0.01 SHR vs. Kontroll csoport), mint a
normotenziv csoportban. Ez az emelkedés azonban L-2286 kezelés mellett joval kisebb

volt, mint kezelés nélkiil (p<0.01 SHR-L vs. SHR-C csoport) (5. tablazat).

5.2.14. L-2286 kezelés hatasa az intersticialis kollagén lerakodas mértékére

hipertenzié indukalta szivelégtelenségben

Hipertenziv szivelégtelenség modelliinkben, a legmagasabb foku intersticialis kollagén
lerakodast a kezeletlen SHR csoportban (p<0.01 SHR-C vs Kontroll) észleltiik. L.-2286
kezelés azonban jelentdsen javitotta a fibrozis fokat a hipertenziv allatokban (p<0.05 vs.

SHR-C csoport) (16. abra).
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16. abra. L-2286 kezelés hatasa az intersticialis kollagén depoziciéra (%6). Reprezentativ hisztoldgiai
metszetek Masson’s trikrom modszerrel festve (n=4). Nagyitas: 20x. A képeken lathato vonalas mérték 48
um-t jelol. Kontroll (A): normotenziv koregyeztetett kontroll patkdnyok. SHR-C (B): 76 hetes spontan
hipertenziv patkanyok, SHR-L (C): 76 hetes spontan hipertenziv patkanyok 46 hetes L-2286 kezelést
kdvetden. D: Metszetek denzitometrias értékelése. 'p<0.01 vs. Kontroll, $p<0.05 vs. SHR-C csoport.

5.2.15. L-2286 hatasa kronikus hipertenzio altal kivaltott
szivelégtelenségben az Akt-15¢7473/GSK-3B5" foszforilaciora és az

ADP-ribozilaciora

Akt-157  idés normotenziv kezeletlen allatokban (Kontroll csoport) jelentds

foszforilaciot mutatott. szint az SHR-C allatokban volt a

A foszforilaltsagi
legalacsonyabb (p<0.01 vs. Kontroll csoport). L-2286 kezelés szignifikans modon
mérsékelte ezt a csokkenést (p<0.01 vs. SHR-C csoport). A GSK-3 downstream targetje
az Akt-l1-nek, ennek megfeleléen a GSK-3B%" foszforilacié is nagyon hasonld
valtozasokat mutatott (17. abra).

Az L-2286 in vivo hatékonysagat igazolando, vizsgaltuk a mintdk poli(ADP-

crer
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legmagasabbat az SHR-C csoportban (p<0.01 vs. Kontroll csoport). Az SHR-L
csoportban az L-2286 kezelés hatasara jelentésen mérsékl6dott a PARilacio (p<0.05 vs.
SHR-C csoport) (17. abra).
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17. abra. Az L-2286 kezelés hatisa a poli(ADP-rib6z) képzédésére és az Akt-15e7473-GSK-3pSerd
jelatviteli utra. Reprezentativ Western blot képek és denzitometridas meghatarozas (n=4). Aktint a
fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. Kontroll:
életkor egyeztetett normotenziv kezeletlen patkanyok. SHR-C: kezeletlen 76 hetes spontan hipertenziv
patkanyok, SHR-L: 76 hetes spontén hipertenziv patkinyok 46 hétig tarté L-2286 kezeléssel. “p<0.01 vs.
Kontroll, ¥p<0.01 vs. SHR-C, $p<0.05 vs. SHR-C.

5.2.16. L-2286 hatasa az echocardiographias paraméterekre idés spontan

hipertenziv patkanyokban

30 hetes korban nem észleltiink 1ényegi kiilonbséget a balkamrai szisztolés funkciot jelzd
paraméterekben (EF, FS) a normotenziv CFY (Kontroll) és hipertenziv (SHR) allatok
kozott (EF (%): Kontroll®": 68.10+£0.90 és SHR3™: 68.33+1.75; FS (%): Kontroll*":
38.45+4.38 ¢és SHR®™: 39.10+3.33). Az allatok szivfrekvencidja nem kiilsnbozdtt
lényegesen a csoportok kozott az altatds soran (Kontroll: 269+18, SHR 272+15 —

mindezek alacsonyabbak a normalis szivfrekvencianal az izoflurdn miatt). Azonban a
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balkamrai iiregméretek és volumenek (LVESV és LVEDYV), valamint a hatso6 fal és a
septum vastagsaga, az RWT és a kalkulalt balkamrai izomtomeg (balkamra hipertrofia
jelei) mar magasabbak voltak a hipertenziv allatokban (SHR) (p<0.05 Kontroll vs SHR)
(6. tablazat).

Kontrol 3V SHR3W

EF (%) 68.1+0.9 68.33+1.75
FS (%) 38.45+4.38 39.143.33
LVEDV (ml) 278.55+15.78 339.84+14.65°
LVESV (ml) 86.45+9.02 08.23+10.42
PW (mm) 1.6+0.07 2.11£0.09°
Septum (mm) 1.48+0.06 1.83+0.082
RWT 0.4+0.05 0.51+0.022
LV témeg (kalk. mg) 999.57+61.3 1250.58+78.78°
LV témeg/BW (mg/g) 2.59+0.9 3.69+0.062

6. tablazat. 30 hetes him normotenziv Sprague-Dawley CFY (Kontroll, n=7) és 30 hetes hipertenziv
(SHR, n=15) patkanyok echocardiographias paraméterei. EF: ejekcios frakcio, FS: frakcionalis
rostrovidiilés, LVEDV: bal kamrai végdiasztolés volumen, LVESV: bal kamrai végszisztolés volumen,
Septum: septalis falvastagsdg diasztoléban, PW: hatsé fal vastagsaga szisztoléban, RWT: relativ
falvastagsag, LV tomeg (kalk.): balkamra kalkulalt tomege — szamitott érték, LV tomeg: balkamra mért
tomege, BW: testsuly. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. 2p<0.05 (vs. CFY csoport)

A vizsgalat végén (az allatok 76 hetes koraban) ismét elvégeztiik az echocardiographias
vizsgalatot. A mérés kozben a kiilonbozd csoportokba tartozé allatok szivirekvencidja
ekkor sem kiilonb6zott egymastol érdemben (Kontroll: 266+19, SHR-C: 269+22, SHR-
L: 261425). Az L-2286 kezelés nem befolyasolta az SHR allatok vérnyomasat sem (7.
tablazat). A tartosan magas vérnyomas azonban jelentGsen rontotta a szisztolés balkamra
funkcidt. A legalacsonyabb EF-et az SHR-C csoportban mértiik (p<0.01 vs. Kontroll és
SHR-L), mig a kezelt SHR csoportban (SHR-L) a normotenzivhez hasonld értékeket
észleltiink (EF (%): Kontroll’™®: 71.07+1.89, SHR-C®: 52.41+1.85, SHR-L":
69.11x1.95, FS (%): Kontroll’®: 41.9+1.71, SHR-C’®": 28.08+1.23, SHR-L'®":
40.25+1.64). Az LVIDd (bal kamrai végdiasztolés atmérd) és az LVIDs (bal kamrai
végszisztolés atmérd) jelentdsen megndtt az SHR-C csoportban a tdbbi csoporthoz

viszonyitva (p<0.01 vs. Kontroll és SHR-L). A legkisebb iiregméretek a normotenziv
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allatokban voltak mérhetdk, de a kezelt SHR csoportba (SHR-L) tartozo allatok balkamrai
dimenzioi sem kiilonboztek ettdl jelentdsen (7. tablazat).

A balkamrai septum és hatso fal (PW) vastagsaga szintén jelentésen emelkedett az SHR
csoportokban a normotenziv kontroll allatokhoz képest (PW: p<0.05, septum: p<0.05 vs.
SHR-C, ¢és p<0.01 vs. SHR-L). A balkamrai falvastagsagok a két SHR csoport kozott
nem kiilonboztek jelentdsen. Az echocardiographids paraméterek alapjan kalkulalt
balkamrai tomeg szintén nétt az SHR csoportokban (p<0.01 vs. Kontroll) a normotenziv
allatokéhoz képest. Hipertenziv allatok L-2286-al tortént kezelése jelentésen csokkentette
a balkamrai tomeget (p<0.01 vs. SHR-C) a kezeletlen SHR csoporthoz képest. Hasonl6
valtozast észleltiink a gravimetridsan meghatarozott balkamrai hipertréfia index (LV
tomeg/testtomeg) esetében is. Végezetill az RWT (relativ falvastagsag) az 1.-2286-al
kezelt allatokban magasabb volt (p<0.05 SHR-L vs SHR-C), mint a nem kezelt
hipertenziv allatokban. Ez arra utal a tobbi paramétert is figyelembe véve, hogy a kezelt
allatok még a kompenzalt hipertrofia stddiumaban vannak, mig a nem kezeltek mar a
dilatacioval egylittjaré dekompenzalt stadiumba keriiltek [146](7. tablazat).

A vérnyomast ebben a vizsgadlatunkban invaziv modon hataroztuk meg a kezelési
periddus végén. Az SHR csoportokban észlelt jelentdsen emelkedett vérnyomasértékek

(p<0.01 vs. Kontroll) nem valtoztak L-2286 kezelés hatasara. (7. tablazat).
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Kontroll76W SHR-C% SHR-LW
EF (%) 71.07+1.89 52.41+1.852 69.11+1.95°
FS (%) 41.9+1.71 28.08+1.232 40.25+1.64°
LVIDd (mm) 7.1£0.13 8.23+0.22 7.27+0.06¢
LVIDs (mm) 4.08+0.06 5.92+0.182 4.35+0.12¢
LVEDV (ml) 278.5+5.94 368.49+7.132 279.04+5.07¢
LVESV (ml) 86.03+11.37 175.41+12.29° 86.18+6.58¢
PW (mm) 1.72+0.04 2.06+0.09P 2.15+0.052
Septum (mm) 1.79+0.04 2.12+0.08" 2.21+0.052
RWT 0.42+0.01 0.49+0.02P 0.6+0.013¢
LV tomeg (mg) 1002.33+53.47 1438.12+97.362 1273.63+41.76%°
LV tomeg/BW 2.51+0.06 3.94+0.212 3.48+0.132¢
(mg/g)
SBP7% (Hgmm) 142+10 228472 224492
DBP7® (Hgmm) 97+5 173492 16882
MBP’®" (Hgmm) 112+7 192462 187+72

7. tablazat. L-2286 kezelés véd a krénikus hipertenzié altal kivaltott kardialis eltérésekkel szemben
spontan hipertenziv patkanyokban (SHR). Kontroll”®: normotenziv koregyeztetett kontroll patkdnyok
(SD-CFY) (n=7), SHR-C™": 76 hetes kezeletlen SHR patkanyok (n=7), SHR-L™®: 76 hetes SHR
patkanyok, melyeket 46 hétig L-2286-al kezeltink (n=26). EF: ejekcios frakcio, FS: frakcionalis
rostrovidiilés, LVIDd: bal kamrai végdiasztolés atmérd, LVIDs: bal kamrai végszisztolés atméré, LVEDV:
bal kamrai végdiasztolés volumen, LVESV: bal kamrai végszisztolés volumen, Septum: septalis
falvastagsag diasztoléban, PW: hatsé fal vastagsaga szisztoléban, RWT: relativ falvastagsag, LV tomeg
(uncorr): balkamra kalkulalt tomege nem korrigalt érték, LV tomeg: balkamra mért tomege, BW: testsuly.
SBP, DBP, MBP: szisztolés, diasztolés és kozép vérnyomas értékek (n=3). Az értékeket atlagtSEM
formédban adtuk meg. ?p<0.01 (vs. Kontroll csoport), ®p<0.05 (vs Kontroll csoport), °<0.01 (vs. SHR-C
csoport), 9<0.05 (vs. SHR-C csoport).
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5.2.17. A PARP-gatl6 hatasi L-2286 véd a doxorubicin citotoxikus

hatasaival szemben

Doziskeresd vizsgalatok soran H9c2 kardiomiocitakat kiilonb6z6 koncentracioban (0.1-
300 uM) alkalmazott doxorubicinnel (DOX) inkubaltuk 24 oraig. Az MTT csokkenése
mar igen alacsony (0.1 uM) DOX koncentracioé mellett is jelentdsnek bizonyult (18. abra
A). Jelentésen fokozott LDH kibocsatast azonban csak magasabb DOX koncentraciok
esetén (>100 uM) észleltiink (18. abra A). Alacsony koncentracidju (0.1-30 uM) DOX
alkalmazésa is kdarositja a mitokondridlis metabolizmust, azonban a sejtmebranok
integritasat (sejthaldl markere) ebben a koncentrdcioban még nem volt képes
befolyasolni. A PARP-gatldo L-2286 védé hatassal birt az MTT assay-vel jellemzett

mitokondrialis oxidacié karosodasaval szemben (18. abra B).

MTT
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18. abra. Emelkedd koncentraciéjiu doxorubicin (DOX) hatasa a sejt viabilitasra (MTT) és a laktat
dehidrogenaz (LDH) kiaramlasra H9c2 sejtekben (A). Az L-2286 dozisfiiggé (1-10 pM) hatasa a
doxorubicin (DOX, 1 uM) kivaltotta sejt viabilitas csokkenésre (MTT) (B). MTT koncentraciofiiggd
modon csokkent, az LDH kidramlas pedig koncentraciofiiggd modon emelkedett 24 6ras DOX kezelés
hatasara. *p<0.05 (vs. Kontroll) p<0.01 (vs. Kontroll). #p<0.05 (vs. DOX). Tovébbi részletek a Modszerek
fejezetben.
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19. abra. L-2286 (L) és TEMPOL (T) hatasa doxorubicin-indukalta kardiomiopathia modellben az
allatok tulélésére. *p<0.01 DOX+L vs. DOX, DOX+T csoportok.

5.2.18. A PARP-gatlas és a TEMPOL kezelés hatasa a gravimetrias
paraméterekre, a plazma BNP szintre, valamint a talélésre DOX-

indukalta szivelégtelenség modellben

A vizsgalat kezdetén nem kiilonbo6zott az allatok teststlya a csoportok kozott. A vizsgalat
végén minden DOX-kezelt csoportban jelentésen alacsonyabb testtomeg volt mérhetd
(p<0.01 vs. Kontroll és L csoport). A sziv tomege is hasonloképp valtozott. Azonban a
szivstly/testtomeg, illetve a szivsuly/tibia hossz aranyszamok nem valtoztak jelentésen
(8. tablazat).

A kisvérkori pangasra utald nedves/szaraz tiidé hanyados emelkedett a DOX-kezelt
csoportokban a kontrollhoz viszonyitva (p<0.01, vs. Kontroll és L csoport) (8. tablazat).
DOX alkalmazéasa a plazma BNP szintet iS emelte — mely szintén a szivelégtelenség
markere (p<0.01 vs. Kontroll és L csoport) [2, 47]. L-2286, illetve TEMPOL kezelés
jelentésen mérsékelte ezeket a valtozasokat (p<0.05 vs. DOX) (8. tablazat).

A kontroll és a csak L-2286 kezelésben részesiild allatok kdzott nem észleltiink elhullast.
A legmagasabb haldlozési aranyt a DOX csoportban észleltiik, itt az allatoknak csupan
alig tobb, mint 30%-a érte meg a kisérlet végét. A DOX+T csoportban kissé mérséklodott
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(NS) a halalozas. L-2286 kezelés mellett azonban egy jelentsen jobb talélési arany
adddott (p<0.01 vs. DOX, DOX+T) (19. abra).

Kontroll DOX DOX+L DOX+T L
BW (g) 39.140.5  39.5+0.4  38.6£1.0  38.5+0.7 39.40.7
BW*" (g) 40.5+0.6 34.5+0.6? 33.0+1.22 29.3+1.12 41.9+0.9
HW5" (mg) 235+11 193+5P 196+5P 180+7° 22846
HW/BW™ (mg/lg)  6.0+0.3 5.8+0.2 6.0+0.5 6.2+0.2 54+0.3
HW/TL> 12.1£1.2 10.5+1.0 12.5+1.0 11.3+0.7 11.0+0.5
(mg/mm)
Tiido 1.14+0.11 1.3240.02%  1.22+0.01°¢  1.27+0.04? 1.11+0.18
nedves/szaraz®"
tomeg (mg/mg)
plazma BNP®" 108+3 171492 128+70¢ 129+6P°¢ 11246
(pgrdl)

8. tablazat. L-2286 (L) és TEMPOL (T) kezelés hatasa a gravimetrias paraméterekre és a plazma
BNP szintre. Kontroll: kezeletlen allatok. DOX: 4 hetes i.p. doxorubicin kezelésben részesiilt allatok (n=9),
DOX+L: DOX ¢és L-2286 kezelt allatok (n=18). DOX+T: DOX és TEMPOL kezelt allatok (n=11). L:
kontroll L-2286-al kezelt allatok (n=7). >*: 5 hetes kezelés utani értékek (1 hetes el6kezelés, majd 4 hetes
kezelés DOX adasa mellett). BW: testtomeg, HW: szivtomeg, TL: jobb tibia hossza. Az értékeket
atlag=SEM formaban adtuk meg.

23<0.01 vs. Kontroll és L csoportok, "<0.05 vs. Kontroll és L csoportok, <0.05 vs. DOX csoport.

5.2.19. A PARP-gaitlas és a TEMPOL kezelés hatasa az echocardiographias

paraméterekre doxorubicin kezelt allatokban

A kiilonboz6é csoportokban az allatok szivfrekvencidja nem kiillonbozott egymastol
jelentdsen. A szisztolés balkamra funkcié (EF, FS) azonban jelentdsen alacsonyabb volt
a DOX csoportban a kontrollhoz viszonyitva (p<0.05 DOX vs. Kontroll) (9. tablazat). A
septum ¢és a hatso fal vastagsdga is emelkedett a doxorubicinnel kezelt csoportban
(p<0.01, DOX vs. Kontroll). Gyogyszeres intervenciok (PARP-gatlo, TEMPOL)
lényegesen javitottak ezen paramétereket (p<0.01, DOX-L és DOX-T vs. DOX). A
balkamrai t6ltdnyomast és a diasztolés funkciot jelz6 E/E’ hanyados szignifikansan

emelkedett a DOX csoportban. Ezt a romlast a gyogyszeres intervenciok csokkentették
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Kontroll Kontroll>¥ DOX DOX+L DOX+T L
EF (%) 69.9+1.2¢ 69.7+0.4¢ 60.9+£2.5 66.9+0.7¢ 65.7+1.5¢ 69.6+0.5¢
FS (%) 39.4+1.09 38.69+0.67¢  32.45+1.63  36.35+0.46° 36.27+1.649  39.1+0.5¢
HR (bpm) 420+16 404+1 408435 41349 415+51 426+42
Septum 0.84+0.01 0.72+0.03¢ 0.99+0.1 0.56+0.04° 0.824£0.01°¢  0.73+0.01°
(mm)
PW (mm) 0.87+0.02¢ 0.8+0.01°¢ 1.04+0.03 0.69+0.07¢ 0.78+0.02°  0.91+0.01f
LVIDs 2.73+0.09 2.98+0.06 2.56+0.22 2.39+0.15 2.79+0.03 2.75+0.03
(mm)
LVIDd 4.5140.099 4.89+0.08° 3.84+0.24 3.69+0.15 4.33+0.05 4.57+0.15
(mm)
RWT 0.38+0.01° 0.324+0.01° 0.53+0.04 0.34+0.04° 0.36+£0.04°  0.36+0.05°
LVEDV 96.95+5.21 106.12+2.45 64.44+9.87  58.15+5.66 88.38+4.17  96.37+£5.29
(ml)
LVESV 31.58+2.98 33.55+0.78  24.53+531  20.23+3.15 30.18+£3.11  31.68+2.86
(ml)
LV tomeg 153+7 159+5 125+14°P 137+7° 12945 15249
(mg)
E (mm/s) 899428 908+81 1072+13 917+48 86942 1069+62
A (mm/s) 540+54°¢ 561+43¢ 911+18 454+84¢ 72317 659+97
E’ (mm/s) 25.842.54 29.444 4 15.5+1.4 23.9+4.7 30.3£2.2 27.9+3.3
E/E’ 34.9+6.6¢ 33.6+8.69  57.9+12.3 31.3+0.9¢ 29.1+2.2¢ 33.1+7.3¢
A’ (mm/s) 21.5+2.0 19.242.1 27.04£3.1 18.3£1.9 19.942.9 19.3£1.5
E’/A’ 1.31£0.002°  1.51+£0.001¢  0.6+0.002 1.28+0.004¢  1.57+0.002°  1.46+0.003¢
MPI 0.54+0.01°¢ 0.55+0.01° 0.74+0.01 0.57+0.01¢ 0.59+0.02¢  0.54+0.01¢

9. tablazat. L-2286 és Tempol kezelés hatasa az echocardiographias paraméterekre doxorubicin
(DOX) indukalta szivelégtelenségben. Kontroll: kontroll allatok a kezelés megkezdése el6tt (n=20).
Kontroll®": kontroll 4llatok az 5 hetes vizsgalati id6szak (1 hét el6kezelés+4 hét és +/- DOX és +/- Lill. T
kezelés) végén (n=7). DOX: 4 hetes i.p. doxorubicin kezelésben részesiilt allatok (n=9). DOX+L: DOX és
L-2286 kezelt allatok (n=18). DOX+T: DOX és TEMPOL kezelt egerek (n=11). L: kontroll L-2286-al
kezelt allatok (n=7). EF: ejekcios frakcio, FS: frakcionalis rostrovidiilés, HR: szivfrekvencia, Septum:
septum végdiasztolés vastagsaga, PW: hatso fal végdiasztolés vastagsaga, LVIDs: balkamrai végszisztolés
atmérd, LVIDd: balkamrai végdiasztolés atmérd, RWT: relativ falvastagsig, LVEDV: balkamrai
végdiasztolés volumen, LVESV: balkamrai végszisztolés volumen, LV tomeg: balkamrai tomeg. E:
koradiasztolés aramlas a mitralis billentylin keresztiil, A: a pitvari kontrakcio kovetkeztében kialakulo
diasztole végi aramlas a mitralis billentylin keresztiil, E’: mitralis annulus koradiasztolés elmozdulasi
sebessége, A’: mitralis annulus késddiasztolés elmozdulasi sebessége, MPI: miokardialis teljesitmény
index. Az értékeket atlag=SEM forméban adtuk meg.

2<0.01 vs. Kontroll csoport, °<0.05 vs. Kontroll csoport, °<0.01 vs. DOX csoport,?<0.05 vs. DOX csoport,
€<0.01 vs. DOX+L csoport, <0.05 vs. DOX+L csoport, 9<0.05 vs. L csoport.

83



dc_1529 18

(P<0.05, DOX-L ¢és DOX-T vs. DOX) (9. tablazat). Az MPI, vagy Tei-index az
izovolumetrias aktivitds idejét jelzi, mely mind a szisztolés, mind a diasztolés funkciot
jellemzi. Az MPI értéke forditottan aranyos a balkamra funkcioval. Az MPI a DOX
csoportban jelentdsen megemelkedett a kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0.01), L-2286
azonban csOkkentette ezt az emelkedést (p<0.05) (9. tablazat).

5.2.20. A farmakologiai PARP-gatlas és a TEMPOL hatasa az Akt-1/GSK-
3B, illetve a FKHR foszforilaciora, valamint a Hsp72 és 90
mennyiségére DOX-kezelt allatokban

Akt-15¢73 foszforilacié egészséges, fiatal egerekben alig volt kimutathaté. DOX kezelés
azonban emelte az Akt-1 aktivitasat (p<0.01 vs. Kontroll) és ez tovabb n6tt mind L-2286,
mind TEMPOL kezelés hatasara (p<0.01 vs. DOX). A legkifejezettebb foszforilaciot a
DOX-+L csoportban észleltiik (csaknem duplaja a DOX csoporténak). TEMPOL kezelés
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20. abra. L-2286 (L) és a TEMPOL (T) hatasa az Akt-1/GSK-3p, FKHRI1 utvonalra doxorubicin
(DOX) indukalta szivelégtelenségben. Reprezentativ Western blot képek és az Akt-15¢73, GSK-3B%",
FKHR15¢2% foszforilacid mértékének denzitometrids meghatarozasa (n=3). Aktint a fehérjemennyiség
kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlag+tSEM formaban adtuk meg. Kontroll: Kontroll
kezeletlen allatok. DOX: doxorubicin kezelt allatok. DOX+L: DOX és L-2286 kezelt allatok. DOX+T:
DOX és Tempol kezelt allatok. L: L-2286 kezelt kontroll allatok. *p<0.01 vs Kontroll, {p<0.01 vs DOX,
$p<0.01 vs DOX+T, #p<0.05 vs Kontroll, Ap<0.01 vs DOX+L.
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nem okozott ilyen kifejezett emelkedést az Akt-15¢"3 foszforilacioban (p<0.01 vs.
DOX+L) (20. abra). GSK-3B%" foszforilacio esetében, mely nagyrészt az Akt-15¢M7
foszforilaciotol fliggé folyamat, hasonld valtozasokat ¢észleltink (20. abra). A
FKHR1%2%  foszforilacios statusza szintén a Kontroll és az L csoportban volt a
legalacsonyabb. DOX kezelés emelte a foszforilacigjat (p<0.01 vs. Kontroll és L
csoportok), de a kezelt, kiillondsen L-2286-al kezelt allatok esetében volt legmagasabb ez
az érték (p<0.01 DOX+L vs. tobbi csoport) (20. abra).

A hosokk fehérjék koziil a Hsp72 €s 90 mennyiségét hataroztuk meg, melyek mennyisége
L-2286 kezelés hatasara jelentés mértékben megemelkedett az egészséges, nem stresszelt
allatokban (p<0.01 vs Kontroll). Habar mindkét fehérje mennyisége ndvekedést mutatott
DOX stressz hatdsara (p<0.01 vs Kontroll), a legmagasabb értékeket a DOX+L
csoportban mértiik (p<0.01 vs DOX, DOX+T csoportok) (21. abra).
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21. abra L-2286 (L) és a TEMPOL (T) hatasa a Hsp72 és 90 expressziéjara doxorubicin (DOX)
indukalta szivelégtelenségben. Reprezentativ Western blot képek, illetve a Hsp72 és 90 mennyiségének
denzitometrias meghatarozasa (n=3). Az értékeket atlag=SEM formaban adtuk meg. Kontroll: kontroll
kezeletlen allatok. DOX: doxorubicin kezelt allatok. DOX+L: DOX ¢s L-2286 kezelt allatok. DOX+T:
DOX és Tempol kezelt allatok. L: L-2286 kezelt kontroll allatok.

p<0.01 vs. Kontroll, 1p<0.01 vs. DOX, ®p<0.01 vs. DOX+T, #p<0.05 vs. C, #p<0.01 vs. DOX+L, p<0.05
vs. DOX+L.

85



dc_1529 18

5.3. A PARP-gatlas hatasa a hipertenziv szervkarosodasok
kialakulasara. Védelem a kardiovaszkularis remodellinggel

szemben

5.3.1. A PARP-gaitlas hatasa fiatal spontan hipertenziv patkanyokban a

gravimetrias paraméterekre

A vizsgalat kezdetekor, 6 hetes korban az allatok testtomege a harom csoportban nem
mutatott jelentds kiilonbséget (WKY: 71.01+1.89 g, SHR-C: 72.03+2.36 g, SHR-L:
69.92+3.21 g). Azonban a 24 hetes kezelési id6szak végére a WKY allatok testtomege
jelentdsen magasabb volt, mint a hipertenziv allatoké (WKY: 392.70+14.01 g, SHR-C:
323.80+11.27 g, SHR-L: 321.86+6.84 g, p<0.01 WKY vs. SHR csoportok, 30 hetes

patkanyok). A miokardialis hipertrofia mértékét a kamratomeg/testtomeg hanyadossal

WKY SHR-C SHR-L
SBP3™ (Hgmm) 12947 192+ 9° 186+5°
DBP™ (Hgmm) 89+5 127+8° 125+4P
MBP3 (Hgmm) 103+7 149+5P 146+7°
BWS" (g) 71.01+1.89 72.02+2.36 69.92+3.21
BW3™ (g) 392.70+14.01 323.80+11.272 321.86+6.843¢
WV (g) 1.16+0.17 1.45+0.18° 1.24+0.24b¢
WV/BW (mg/g) 2.95+0.17 4.48+0.12° 3.85+0.15P¢
Nedves/szaraz tido tomeg 4.84+0.92 4.79+0.84 4.77+0.99
plazma BNP (ng/ml) 2.19£0.011 2.33+0.034 2.31£0.031

10. tablazat. L-2286 kezelés hatdsa a gravimetrias paraméterekre és a plazma BNP szintre fiatal SHR
allatokban. WKY: koregyeztetett normotenziv patkanyok, n=7, SHR-C: kezeletlen SHR patkanyok, n=8,
SHR-L: 24 hetes L-2286 kezelésben részesiilt SHR allatok, n=9. SBP, DBP, MBP3™: 30 hetes allatok
szisztolés, diasztolés vérnyomasa és artérias kdzépnyomasa (n=3 csoportonként). BW®: 6 hetes allatok
testtomege, BW3: 30 hetes allatok testtdmege, WV: kamratomeg, BNP: plazma B tipus natriuretikus
peptid. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. 2p<0.01 (vs. WKY csoport), ®p<0.05 (vs. WKY
csoport), °p<0.05 (vs. SHR-C csoport).
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hataroztuk meg (WV/ BW, mg/g). Az SHR csoportokban ez az érték jelentdsen
novekedett a normotenziv allatokhoz képest (WV/BW: WKY: 2.95+0.17, SHR-C:
4.48+0.12, SHR-L: 3.85+0.15, p<0.05 WKY vs. SHR csoportok). A kamratomeg
meghatarozasakor is hasonlé eredményt kaptunk (WV, WKY: 1.16+0.17 g, SHR-C:
1.45+0.18 g, SHR-L: 1.24+0.24 g, p<0.05 WKY vs. SHR csoportok). Mind a VW, mind
a VW/BW hanyados jelent6sen csokkent L-2286 kezelés hatasara (p<0.05 SHR-L vs.
SHR-C csoport). A nedves/szaraz tiido tomeg aranya nem kiilonbozott szignifikansan a
csoportok kozott (10. tablazat). A gravimetrias paraméterek vizsgalataval a fiatal SHR
allatokban balkamra hipertrofia jelei észlelheték szivelégtelenség nélkiil. A hipertrofia
mértéke PARP-gétlo kezeléssel mérséklodott.

5.3.2. L-2286 kezelés nem befolyasolja a plazma BNP mennyiségét és a
vérnyomast fiatal SHR allatokban

A normotenziv (WKY) csoportban, illetve a hipertenziv (SHR-C és SHR-L) csoportok
kozott nem kiilonbozott érdemben a szivelégtelenség marker BNP szintje (10. tablazat).
A vérnyomasértékek azonban mindkét SHR csoportban jelentésen magasabbak voltak,
mint a WKY csoportban (p<0.05). L-2286 kezelés nem befolyasolta SHR allatok

vérnyomasértékét (10. tablazat),

5.3.3. L-2286 kezelés csokkenti a miokardiumban az intersticialis kollagén

lerakodas mértékét

Szovettani vizsgalat soran a normotenziv allatokban (WKY) csak minimalis kot6szovetes
allomany volt lathatd. Kronikus magas vérnyomas azonban jelentdsen novelte a kollagén
lerakodas mértékét (p<0.01 SHR-C vs. WKY csoport). L-2286 kezelés hatasara pedig
szignifikansan csokkent ez a novekedés (p<0.05 SHR-L vs. SHR-C csoport) (22. abra).
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22. abra. L-2286 kezelés csokkenti az intersticialis kollagén lerakodas mértékét. A metszeteket
Masson’s trikrom modszer szerint festettiik (n=5). Vonalas mérték: 200 pm. 10x nagyitds. WKY (A):
normotenziv életkor egyeztetett patkanyok. SHR-C (B): 30 hetes kontroll SHR patkanyok, SHR-L (C): 30
hetes, L-2286 kezelésben részesiildé SHR allatok. D: Metszetek denzitometrids értékelése. *p<0.01 vs.
WKY, $p<0.05 vs. WKY, $p<0.05 vs. SHR-C.

5.3.4. A PARP-gatlas lassitja a hipertenziv kardiopathia kialakulasanak

folyamatat spontan hipertenziv patkanyokban

A vizsgalat kezdetén az echocardiographias paraméterek nem kiilonboztek 1ényegesen a
harom csoportban (11. tdblazat). A balkamrai szisztolés funkciot jelzd paraméterekben
(EF és FS) az allatok 30 hetes koraban sem volt szignifikans kiilonbség a csoportok
kozott. Az altatas soran az allatok szivfrekvenciaja is megegyezett a csoportok kozott. A
balkamrai iireg dilatalt (LVESV és LVEDV) az SHR csoportokban a normotenziv
allatokhoz képest (p<0.05 WKY vs. SHR-C és SHR-L). Ezt a valtozast azonban az L-
2286 kezelés nem befolyasolta. A balkamra hipertréfia mértekét jelzo értekek (septum és
hatsé fal vastagsaga, RWT, balkamrai tomeg) jelentésen magasabbak voltak az SHR
csoportokban, mint a normotenziv allatokban (p<0.05, WKY vs. SHR-C és SHR-L), és
ezen paraméterek romldsa szignifikdns mdodon mérséklodott L-2286 kezelés hatdsara

(p<0.05 SHR-C vs. SHR-L csoport) (12. tablazat).
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WKY SHR-C SHR-L
EF®" (%) 67.26+0.525 68.4+1.77 68.23+1.81
FS™ (%) 38.63+4.47 38.03+5.52 39.35+4.15

LVEDV® (ml)

147.27+13.88

149.56+16.78

149.11+14.43

LVESV® (ml) 46.63+4.47 48.03+5.52 47.35+5.45
Septum®” (mm) 1.240.07 1.180.05 1.17+0.12
PW® (mm) 1.19+0.07 1.16+0.067 1.14+0.04

LV tomeg®” (kalk., mg)

344.14+35.49

351.66+36.23

354.77+33.23

11. tablazat. 6 hetes him normotenziv WKY és hipertenziv (SHR) patkianyok echocardiographias
paraméterei. WKY: normotenziv életkor egyeztetett kontroll patkanyok (n=7), SHR-C: kezeletlen
hipertenziv SHR patkanyok (n=8), SHR-L: L-2286 kezelésben részesiilé6 SHR allatok (n=9). EF®": 6 hetes
allatok ejekcios frakcidja, FS®: 6 hetes allatok frakcionalis rostrovidiilése, LVEDV®": 6 hetes allatok
balkamrai végdiasztolés volumene, LVESV®: 6 hetes allatok balkamrai végszisztolés volumene,
Septum®”: septum falvastagsaga 6 hetes allatokban, PW®: hatso fal vastagsaga 6 hetes allatokban, LV
tomeg®": balkamrai kalkulalt tomeg 6 hetes patkdnyokban. Az értékeket dtlagSEM formaban adtuk meg.

WKY SHR-C SHR-L
EF (%) 69.142.4 68.7242.1 69.01+3.2
FS*" (%) 39.841.9 39.04+1.85 40.57+2.66

LVEDV™ (ml) 326.94+9.18%

279.18+18.18 335.87+10.36?

LVESV* (ml) 85.77+8.56 96.85+10.36° 99.81+11.85%
Septum** (mm) 1.43+0.04 1.93+0.042 1.79+0.05%°
PWE (mm) 1.54+0.08 2.15+0.122 1.87+0.032P
RWT3ow 0.38+0.05 0.504+0.02° 0.445+0.0122°
LV tomeg® (kalk., mg) 1002.81459.5 1370.35+79.87% | 1121.13+53.232b
LV témeg/BW™ (mg/g) 2.73+0.7 4.2340.8 3.70+£0.3%

12. tablazat. 1.-2286 kezelés mérsékli a balkamra hipertréofia mértékét fiatal SHR allatokban. WKY::
normotenziv életkor egyeztetett kontroll patkanyok (n=7), SHR-C: kezeletlen hipertenziv SHR patkanyok
(n=8), SHR-L: L-2286 kezelésben részesiild SHR allatok (n=9). EF3™: 30 hetes allatok ejekcios frakcidja,
FS3W: 30 hetes allatok frakcionalis rostrovidiilése, LVEDV3": 30 hetes allatok balkamrai végdiasztolés
volumene, LVESV?™: 30 hetes allatok balkamrai végszisztolés volumene, Septum®®: septum
falvastagsaga 30 hetes allatokban, PW3: hatso fal vastagsidga 30 hetes allatokban, RWT3: relativ
falvastagsag, LV tomeg®™: balkamrai kalkulalt tomeg 30 hetes patkdanyokban. Az értékeket atlag=SEM
forméaban adtuk meg. 3p<0.05 (vs. WKY csoport), ®p<0.05 (vs. SHR-C csoport).
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5.3.5. Az L-2286 kezelés hatasa a Hsp72 és 90 cellularis szintjére

A Hsp72 mennyiségében nem volt jelentds kiilonbség a harom vizsgalati csoportban. A
Hsp90 mennyisége azonban jelentdsen emelkedett az SHR-L csoportban a kezeletlen
SHR allatokhoz, illetve a WKY allatokhoz képest (p<0.01 SHR-L vs. WKY ¢és SHR-C
csoportok), a legalacsonyabb koncentraciét az SHR-C csoportban mértiik (p<0.05 vs.
WKY) (23. abra).
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23. abra. L-2286 kezelés hatasa a Hsp72 és 90 mennyiségére és a poli(ADP-riboz)ilaciéo mértékére.
Reprezentativ. Western blot képek és denzitometrids meghatarozas (n=4). Aktint a fehérjemennyiség
kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. WKY: normotenziv
koregyeztetett patkanyok. SHR-C: 30 hetes kezeletlen spontan hipertenziv patkanyok, SHR-L: 30 hetes, L-
2286 kezelésben részesiild spontan hipertenziv patkanyok. *p<0.01 vs. WKY, 7p<0.01 vs. SHR-C, %p<0.05
vs. WKY, $p<0.05 vs. SHR-C.
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5.3.6. L-2286 kezelés hatasa a poli(ADP-ribozil)aciéra, valamint az Akt-
15er473|GSK -3¢ és FKHR®er2% foszforilacio mértékére fiatal SHR
allatokban

Az Akt-15¢73 3 WKY csoportban alig foszforildlédott. Az SHR-C csoportban azonban
az Akt-15¢"73 foszforilacidja sokkal kifejezettebb lett (p<0.01 vs. WKY). A kezelt SHR-
csoportban (SHR-L) egy tovabbi emelkedés volt lathato (p<0.01 vs. SHR-C csoport) (24.
dbra). Azonos eredményt észleltink a GSK-3p° foszforilacio vizsgalatakor is (24.
dbra). A GSK3p mellett a FKHR az Akt-1 egyik target molekuldja. Az Akt-15%7
foszforilacidval parhuzamosan a legmagasabb foszforilaciot (és legkifejezettebb gatlast)

az SHR-L csoportban ¢észleltiik
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24, abra. L-2286 kezelés hatasa az Akt-15"73/GSK-3p%, FKHRS?% utvonal aktivitasara.
Reprezentativ Western blot képek és denzitometrids meghatirozas (n=4), Akt-15°73 = GSK-3p5,
FKHRS2%6 foszforildcioval kapcsolatban. Aktint a fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltunk. Az
értékeket atlag+SEM formaban adtuk meg. WKY': normotenziv koregyeztetett patkanyok. SHR-C: 30 hetes
kezeletlen spontan hipertenziv patkanyok, SHR-L: 30 hetes, L-2286 kezelésben részesiild spontin
hipertenziv patkanyok. *p<0.01 vs. WKY, p<0.01 vs. SHR-C, $p<0.05 vs. WKY.

(p<0.01 vs. SHR-C és WKY). A legalacsonyabb foszforilacié és ezaltal legmagasabb
FKHR aktivitas pedig az SHR-C csoportban volt mérhet6 (p<0.05 vs. WKY) (24. abra).
Az L-2286 hatékonysaganak vizsgalata céljabol az ADP-ribozilacid mértékét Western-
blot segitségével hataroztuk meg. A legalacsonyabb ADP-ribozilaciét az SHR-L
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csoportban észleltiik (p<0.05 SHR-L vs. WKY ¢és SHR-C), a legmagasabbat pedig a
kezeletlen hipertenziv csoportban (p<0.05 vs. WKY) (23. abra).

5.3.7. A szivizomsejtek interfibrillaris mitokondriumainak ultrastrukturalis

valtozasai hipertonia és L-2286 kezelés hatasara

A miokardiumbdl hossziranyu metszeteket készitettiink, hogy meghatarozzuk az
interfibrillaris mitokondriumok allapotat. A mitokondriumok ezen alpopulacidja, mely
szorosan a kontraktilis elemek k6zé ékelve talalhatd meg, jelentds szerepet tolt be a sziv
kontraktilis munkaja energiaigényének fedezésében. Ezért ezen szubpopulacio
karosodésa fontos szerepet jatszik a szivelégtelenség és kardiomiopathidk kialakulasaban
[160]. Kezeletlen hipertenziv allatokban (SHR-C csoport) (25. abra B) ezek a
mitokondriumok kevésbe rendezetten helyezkedtek el a filamentumok kozott,
morfologiailag heterogének voltak és a matrixuk elektrondenzitdsa csokkent volt a
normotenziv WKY allatok miokardium mintaihoz képest (25. abra A). A mitokondrialis
belsd membran krisztadinak vizsgalatakor a normotenziv allatokban siirtin elhelyezkedd,
szabalyos formdaju krisztdkat talaltunk (25. abra D). Ezzel szemben jelentésen
alacsonyabb krisztadenzitas (SHR-C vs WKY-C, p<0.01), kiszélesedett krisztatér és
csokkent junkcioszam volt lathato az SHR-C csoportban (25. abra E és G). L-2286-kezelt
SHR éallatokban enyhébb mitokondrialis ultrastruktira valtozasok voltak csak észlelhet6k
(25. abra C, F és G) (p<0.01 vs. SHR-C és WKY-C) (25. abra G).
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25. abra. A szivizomsejtek interfibrillaris mitokondriumainak ultrastrukturalis valtozasai hiperténia
és L-2286 hatasara. (A-C) Reprezentativ elektronmikroszkopias képek mutatjadk az interfibrillaris
mitokondriumokat (A) WKY-C, (B) SHR-C és (C) SHR-L allatokban (nagyitas: 10k, vonalas mérték: 0.3
um). (D-F) A miokardium interfibrillaris mitokondriumainak az ultrastruktaraja (D) WKY-C, (E) SHR-C
és (F) SHR-L allatokban (nagyitas: 40k, vonalas mérték: 0.5 pm). (G) Mitokondrialis krisztadenzitas. Az
értékeket atlag=SEM formaban adtuk meg. **p<0.01 vs. SHR-C.

5.3.8. A mitokondrialis dinamika vizsgalata hipertenziv allatokban

Hogy belatast nyerjiink a mitokondrialis fisszio-fuzidé folyamatanak aktualis allapotaba,
meghataroztuk az interfibrillaris mitokondriumok areajat (26. abra A) és hossztengelyét

(26. abra B) (~500 mitokondrium/csoport). Az SHR-C csoportban csokkent az atlagos
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mitokondrium area és hosszméret a WKY 4llatokhoz képest (SHR-C vs. WKY-C,
p<0.01). Az L-2286 kezelt SHR allatokban mindkét érték magasabbnak adodott (SHR-L
vs. SHR-C, p<0.01). Ezt kdvetden jellemeztiik, hogy a mitokondriumok mérete milyen
megoszlasi mintazatot mutat. Ezért meghataroztuk a mitokondriumok relativ
gyakorisagat az altalunk meghatarozott 0.3 um? —es teriilet intervallumokban. SHR-C
allatokban azt talaltuk, hogy a legkisebb teriilet intervallumba volt besorolhatd a
mitokondriumok csaknem 50 %-a (26. abra C). A kezelt hipertonias (SHR-L) és
normotenziv (WKY-C) allatok mitokondriumainak tobbsége a magasabb teriilet

intervallumba tartozott (0.3-0.6 pm?).
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26. abra. A hiperténia és az L.-2286 hatasa az interfibrillaris mitokondriumok fragmentaciojara. (A)
Az étlagos mitokondrium méret (area) a kiilonb6z6 csoportokban. (B) A mitokondriumok atlagos hossza.
(C) A mitokondriumok relativ gyakorisdga a kiilonb6z6 mérettartomanyokban.
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5.3.9. Az L-2286 kezelés hatasa a fisszio-fuzié regulatorainak celluléris

mennyiségére és szubcellularis eloszlasara

Hogy tisztdzzuk a PARP-gatlassal elért csokkent mitokondridlis fisszid €s megdérzott
mitokondrialis belsé membran szerkezet hatterében allé6 molekularis mechanizmusokat,
a fuzioban szerepet jatszo OPA1-nek és a fisszio f6 mediatoranak, a DRP1-nek sejtszintii,

illetve kiilonbozo sejtfrakciokban 1évé mennyiségét hatdroztuk meg Western blot

segitségével.
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27. abra. L-2286 csokkenti a mitokondrialis fissziot a DRP1 mitokondrialis transzlokaciojanak
mérséklése altal SHR allatokban. (A) A PAR és a DRP1 mennyisége nem frakcionalt sejtmintakban (B-
C). APAR (B) és a DRP1 (C) GAPDH-hoz viszonyitott relativ mennyisége (D-E). Az OPA1 és a DRP1
szubcellularis eloszlasa a (D) citoszol (E) és a mitokondrialis frakciokban (F-G). Az OPA-1 (F) ésa DRP1
(G) mennyiségének meghatarozasa az adott szubcellularis frakciokban a GAPDH-hoz viszonyitva. Az
értékeket atlag+SEM formaban adtuk meg.

*p<0.05, **p<0.01 vs. SHR-C.

Meghataroztuk az L-2286 hatasat sejtkultiraban az autoPARilacié mértékére is (27. abra
A). A legmagasabb PAR-polimer képzddés a kontroll hipertenziv allatokban volt a
legmagasabb (SHR-C vs. WKY-L, p<0.01). L-2286 kezelés azonban jelentésen

95



dc_1529 18

csokkentette a PARP aktivacio mértékét SHR allatokban (SHR-L vs. SHR-C, p<0.01)
(27. abra B). A fisszio regulatora, a DRP1 cellularis szintje nem kiilonbozott 1ényegesen
a csoportok kozott (27. abra A és C). A frakcionalt mintakban azonban (27. abra D és E)
jelentds eltérések adodtak. A DRP1 szintje a mitokondrialis frakcioban jelentésen
emelkedett az SHR-C csoportban (SHR-C vs. WKY-C, p<0.01), jelezve a DRP-1
transzlokaciojat és a kiilsé mitokondrium membranhoz vald kapcsolodasat (27. abra G).
PARP-1 gatlo kezelés hatasara a DRP1 nagyobb aranyban maradt a citoszdl frakcidban,
mint a kezeletlen hipertenziv allatokban (SHR-L vs. SHR-C, p<0.01) (27. abra D) és
kevesebb kapcsolodott a mitokondriumokhoz (SHR-L vs. SHR-C, p<0.05) (27. abra E).
mennyisége szignifikansan alacsonyabb volt a hipertenziv allatokban (SHR-C vs. WKY -
C, p<0.01). L-2286 kezelés csak minimalisan volt képes (NS) mérsékelni a hipertonia
kivaltotta OPA1 mennyiség csokkenést (27. abra F).

5.3.10. L-2286 kezelés hatasa a szisztolés vérnyomasra fiatal SHR
patkanyokban

A 32 hét hosszlisagu kezelési iddszak soran az SHR 4llatok (SHR-C, SHR-L) szisztolés
vérnyomasa mindvégig jelentésen magasabb volt a a normotenzivekéhez (WKY-C,
WKY-L) képest (10 hetes korban: SHR: 180+5.6 Hgmm, WKY: 130+5.4 Hgmm, p<0.05;
SHR vs. WKY csoportok; 42 hetes életkorban SHR-C: 230+6.3 Hgmm, SHR-L: 225+2.4
Hgmm, WKY-C: 130+5.4 Hgmm, WKY-L: 135+£5.5 Hgmm, p<0.01; SHR-C ¢és SHR-L
vs. WKY-C és WKY-L). A PARP-gatlas L-2286 kezeléssel sem a hipertenziv, sem a
normotenziv allatok esetében nem befolyasolta a szisztolés vérnyomds alakuldsat a

kezelési idészak sordn (28. abra).
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28. abra. A PARP-gatlé kezelés hatisa a normotenziv és hipertenziv patkianyok szisztolés
vérnyomasértékeinek (A), valamint aorta stiffness indexének (ASI) alakulasara (B). Az értékeket
atlag=SEM formaban adtuk meg.

#p<0.05 (SHR-C vs. WKY-C és SHR-L), § p<0.05 (SHR-L vs. WKY-C, WKY-L).

5.3.11. Az L-2286 kezelés hatasa az aortafal merevségére

Az aortafal merevségét jelzO artérias stiffness index (ASI) mértékében a vizsgalat
kezdetén nem volt kiilonbség a normotenziv (WKY) és hipertenziv (SHR) allatok kozott
(ASI: WKY: 3.79+0.46, SHR: 3.86+0.41, NS). A normotenziv allatok ASI értéke a 32
hetes vizsgalati idészak soran nem valtozott. Az SHR éllatok esetében azonban ez az érték
jelentésen megemelkedett (42 hetes allatok: WKY-C: 4.1+£0.1, WKY-L: 3.98+0.2, SHR-
C: 5.840.3, SHR-L: 4.3+0.4, p<0.05; SHR-C vs. WKY-C és WKY-L). A PARP-gatlo L-
2286 kezelés jelent6sen mérsékelte a hipertenzid indukalta aorta stiffness emelkedést

(SHR-L vs. SHR-C, p<0.05) (28. 4bra).

5.3.12. Az érfal kollagéntartalmanak valtozasa hipertenzié és PARP-gatlo

kezelés hatasara

Masson's trikrom festést hasznaltunk az érfali fibrozis mértékének meghatarozasahoz. A

legjelentésebb kollagén tartalmat a nem kezelt hipertenziv patkanyok (SHR-C)
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aortajaban talaltuk (WKY-C: 19.22+0.8%, WKY-L: 19.55+0.73%, SHR-C:
27.62+1.45%, SHR-L: 21.24+0.63%; p<0.05 SHR-C vs. WKY-C).

PARP-gatlo alkalmazasa esetén a magas vérnyomasu allatokban (SHR-L) a fibrozis
mértéke alacsonyabb volt (SHR-L vs. SHR-C, p<0.05), de a normotenzivek értékét nem
érte el (SHR-L vs. WKY-L p<0.05) (29. abra A-D).

10

WKY-L SHR-C SHR-L

Fibrosis %
cwoad
|
)

29. abra. A-D: 1.-2286 kezelés hatasa az intersticidlis kollagén lerakoédasra. Reprezentativ Masson’s
trikrom moszer szerint festett szovettani metszetek, illetve a kotdszovetes atépiilés fokanak denzitometris
meghatarozasa (n = 4). A: WKY-C allat aortajabol késziilt metszet, B: WKY-L allat aortajabol késziilt
metszet, C: SHR-C allat aortajabol késziilt metszet, D: SHR-L allat aortajabol késziilt metszet.

*p<0.05 SHR-C vs. WKY-C, SHR-L, #p< 0.05 SHR-L vs. WKY-C, WKY-L

E-I: 42 hetes illatok aortafalibol késziilt reprezentativ elektronmikroszkopos metszetek. Lu: lumen,
bm: bazal membran, sm: simaizomsejt, el: lamina elastica interna, e: endotél. E-F: WKY allat aortaja, G-
H: SHR-C patkany aortaja, I: SHR-L csoportba tartozé allat aortaja.

5.3.13. Az aortafal ultrastruktiralis valtozasainak vizsgalata hipertenziv

patkanyokban

A WKY patkanyok aortafalanak elektronmikroszkopos vizsgélata intakt szerkezetet
mutatott (29. abra). Nem kezelt SHR allatokban (SHR-C) a kronikusan magas vérnyomas

jelentds valtozasokat idézett el6 az aortafal struktirajaban. Az endotélsejtek esetében
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aktivacio volt észlelhetd, sejtmagjaik szegmentaltta valtak, citoplazmajuk extrém modon
kiszélesedett (29. abra G és H). A lamina elastica interna tobb helyen felszakadozott és a
media simaizomsejtjeinek a nylvanyai behatoltak ezen keresztiil a szubendotéliumba és
a lumenbe is (29. abra H). A szubendotelialis tér is kiszélesedett és az aktivalt
fibroblasztok altal termelt nagy mennyiségii kollagén rostok a bazal membran
karosodasat okoztak (29. abra G és H). “gombaszer(i” kollagén rostokat tartalmazo
képzédmények torték at az endotél sejtek rétegét és a lumenbe boltosultak be. A
simaizomsejtek altal termelt nagy mennyiségii elasztikus rostok nem rendezetten

helyezkednek el, hanem random mddon és karositjak a normal rétegeket (29. abra H).

A PARP enzim gatlasa L-2286-al (SHR-L) jelentésen jobb érfali morfologiat
eredményezett a hipertenziv allatokban. Habar az endotél sejtek aktivacidja ebben a
csoportban is megfigyelhetd volt, az érfali rétegek folytonossaga intakt maradt. A
kollagén és elasztikus rostok mennyisége kisebb volt az SHR-L csoportban az SHR-C
allatokhoz képest. gy a bazal membrant sem torik 4t a simaizomsejtek, illetve kollagén
rostok. A PARP-1 enzim farmakologiai gatlasa jelent6s védé hatassal rendelkezik a
hipertenzio altal kivaltott vaszkularis remodellingre a simaizomsejtekre és a

fibroblasztokra gyakorolt kedvez6 hatasa altal (29. abra I).

5.3.14. Az L-2286 kezelés hatasa az aorta falaban a fehérjék poli(ADP-

s rer

Erfali mintdkban hataroztuk meg a fehérjék poli(ADP-ribozil)aciojat (PAR), hogy
igazoljuk az alkalmazott L-2286 hatékonysagat. Western blot analizis alapjan a nagyerek
falaban a fehérjék PARilacidja az SHR-C csoportban volt a legmagasabb. Ez az
emelkedés L-2286 kezeléssel jelentdsen mérsékelheté volt (p<0.05 vs. SHR-C) (30.

abra).
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30. abra. L-2286 kezelés hatdsa az Akt-15e473, JNKThr183-Tyr185 FR 1/2Thr183-Tyr185 g5 h38-M A PKThr180-

Gly-Tyr182

foszforilaciojara normotenziv és hipertenziv patkianyok aortajanak falaban. Reprezentativ

Western blot képek, illetve az Akt-15¢473 JNKThrI83-Tyr185 ERE 1/2ThrI83-Tyr18s g¢g n38 M APKThr!80-Gly-Tyrl82
meghatarozasa (n=4). Aktint a
fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlag£SEM formaban adtuk meg.

*p<0.05 SHR-C vs. WKY-L, #p<0.05 SHR-L vs. SHR-C, +p<0.05 WKY-L vs. WKY-C.

foszforilacigjanak és a PARilacio mértékének denzitometrids
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5.3.15. Az L-2286 kezelés hatasa az Akt-1 és a MAP kinazok foszforilacios
statuszara SHR allatok aortajaban

Akt-15¢473 foszforilacio mértéke igen alacsony volt a 42 hetes WKY-C patkanyokban,
mely a hipertenziv allatokban (SHR-C) jelentésen magasabbnak adodott (p<0.05 vs.
WKY-L). L-2286 kezelés (SHR-L) a foszforilacié mértékét tovabb novelte (p<0.05 vs.
SHR-C). A PARP-gatlo L-2286 kezelés nem stresszelt normotenziv allatokban (WKY-
L) is fokozta az Akt-15¢"3 foszforilaciot (p<0.05 vs. WKY-C) (30. abra).

A MAP kinazok — p38-MAPKT80-Gly-Tyri82  yNK ¢s ERK1/2T"M83 Y185 _ esetében a
normotenziv allatokban észlelt foszforilacio mértéke jelentésen nétt a kezeletlen SHR
allatokban (SHR-C vs. WKY-C, p<0.05). Ezen valtozasok L-2286 kezelés hatasara
jelentésen mérséklédtek (SHR-C vs. SHR-L, p<0.01)(30. abra).

5.3.16. PARP-gatlas hatasa az oxidativ stressz markereire és az AIF

nuklearis transzportjara SHR allatok aortajaban

Az oxidativ stressz meglétének igazolasara és mértékének meghatarozasara a 4-HNE, egy
lipid peroxidacios termék mennyiségét hataroztuk meg (WKY-C: 11.98+1.02%, WKY-L:
13.76+2.53%, SHR-C: 29.26+1.61%, SHR-L: 13.9+£3.29%) (31. abra) [147]. A
normotenziv csoportok dallatainak (WKY-C ¢és WKY-L) aorta faldban alig volt
kimutathat6 a 4-HNE jelenléte (31. abra A és B). Ezzel ellentétben hipertenziv allatokban
(SHR-C) a 4-HNE mennyisége jelentésen megemelkedett (SHR-C vs. WKY-C és WK Y-
L, p<0.05) (31. abra C). PARP-gatlo kezelésben részesiilt SHR 4llatok esetében (SHR-L)
ez az emelkedés joval mérsékeltebb volt (SHR-L vs. SHR-C p<0.05) (31. dbra D).

Normotenziv patkdnyokban (WKY-C és WKY-L) az apoptozis indukal6 faktor (AIF) csak
a sejtek citoplazmdjaban volt megtalalhato (32. abra A és B), de hipertonia hatisara az
SHR-C csoportban jelentds fokt nukleéris transzlokécio volt észlelhetd. L-2286 kezelés
hatdsara az AIF transzlokacio szignifikdnsan csokkent hipertenziv allatokban (p<0.05

SHR-L vs. SHR-C) (32. dbra C és D).
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31. abra. 4-hydroxynonenal (4-HNE) mennyiségének immunohisztokémiai meghatarozasa. A-D:
Reprezentativ immunohisztokémiai képek 4-HNE ellenes antitesttel kezelt aorta metszetekbdl. A 4-HNE
mennyiségét €s lokalizaciojat a barna festddés mutatja. DAB denzitometrids meghatarozasanak (n=4)
eredményét mutatja a grafikon. A: WKY-C allat aortajabol késziilt metszet, B: WKY-L allat aortajabol
késziilt metszet, C: SHR-C allat aortdjabol késziilt metszet, D: SHR-L allat aortajabol késziilt metszet.

32. abra A-D: Reprezentativ egyesitett konfokalis képek az AIF sejten beliili elhelyezkedésérol,
nuklearis transzlokaciojarél. Az AIF immunoreaktivitast a vords festddés mutatja. A sejtmagokat Hoechst
magfestés rajzolja ki (kék szinil). A képeken lathaté vonalas mérték 150 um-t jelol. A: WKY-C allat
aortajabol késziilt metszet, B: WKY-L allat aortajabol késziilt metszet, C: SHR-C allat aortajabol késziilt
metszet, D: SHR-L allat aort4jabol késziilt metszet.
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5.3.17. A PARP-gatlas hatasa az aortafalban az MKP-1 expresszio

mértékére és az NF-kB aktivaciora

Erfali mintdkban a Western-blottal és immonofluoreszcens moédon meghatarozott MKP-
1 mennyisége jelentdsen emelkedett volt kezeletlen hipertenziv allatokban (SHR-C)
normotenziv WKY patkanyokhoz viszonyitva (SHR-C vs. WKY-C és WKY-L, p<0.05).
A PARP enzim gatlasa L-2286 adasaval tovabb novelte az MKP-1 mennyiségét
hipertenziv patkanyok aortafalaban (SHR-L vs. SHR-C, p<0.05) (33. abra).

Normotenziv patkanyokban (WKY-C és WKY-L) az NF-kB csak a citoplazmaban volt
megtalalhat6. Hipertenziv kontroll allatokban (SHR-C) az NF-xB nagy része a
sejtmagban volt lathaté immunofluoreszcencidval. Ez a nuklearis transzlokacid
jelentésen mérséklodott a PARP-gatld L-2286-al végzett kezelés hatasara (SHR-L) (34.
abra). Emellett Western-blottal mérve az NF-xB mennyisége is megemelkedett
hipertenziv allatokban (SHR-C vs. WKY-C és WKY-L, p<0.05), mely kisebb mértékii
volt az SHR-L csoportban (SHR-L vs. SHR-C p<0.05) (34. abra).

WKY-C  WKY-L SHR-C SHR-L 80000 #

~ 70000

o 5 60000
- . . -- MKP-1 (40 kDa) 50000
< 40000
- i 30000
S S S ACTIN (42 kDa) < 20000 H
10000 r_l
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33. abra. A: L-2286 kezelés hatisa az MKP-1 expresszidjara normotenziv és hipertenziv patkanyok
aortajaban. Denzitometrids meghatarozas (n=4). Aktint a fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltuk.
Az értékeket atlag+SEM formaban adtuk meg. *p<0.05 SHR-C vs. WKY-C, WKY-L és SHR-L, #p<0.05
SHR-L vs. WKY-C és WKY-L.

B-E: Reprezentativ egyesitett konfokalis képek az MKP-1 nuklearis lokalizacidjarol. MKP-1
immunoreaktivitast a vords festddés mutatja. A sejtmagokat Hoechst magfestés rajzolja ki (kék szini). A
képeken lathatoé vonalas mérték 150 um-t jelol. B: WKY-C allat aortajabol késziilt metszet, C: WKY-L
allat aortajabol késziilt metszet, D: SHR-C éallat aortajabol késziilt metszet, E: SHR-L allat aortajabol
késziilt metszet.
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34. abra. A: L-2286 kezelés hatasa az NF-kB foszforilaciojara normotenziv és hipertenziv allatok
aortajaban. Denzitometrias meghatarozas (n=4). Aktint a fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltuk.
Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. *p<0.05 SHR-C vs. WKY-C, WKY-L, SHR-L, #p<0.05

SHR-L vs. WKY-C, WKY-L.
B-E: Reprezentativ egyesitett konfokalis képek az NF-«kB nuklearis lokalizacigjarol. NF-«xB

immunoreaktivitast a voros festddés mutatja. A sejtmagokat Hoechst magfestés rajzolja ki (kék szintl). A
képeken lathatd vonalas mérték 150 um-t jelol. B: WKY-C allat aortajabol késziilt metszet, C: WKY-L
allat aortajabol késziilt metszet, D: SHR-C allat aortajabol késziilt metszet, E: SHR-L allat aortajabol
késziilt metszet.

104



dc_1529 18

A szisztolés vérnyomas az SHR allatokban mar a kezelés megkezdése el6tt is jelentdsen
magasabb volt, mint a kontrollként hasznalt WKY patkanyokban (SHR vs. WKY,
p<0.05) (35. abra). Ez a kiilonbség a kezelési id6szak soran mindvégig jelen volt, sét az
1d6 eldrehaladtaval még nétt is (42 hetes korban p<0.01 SHR csoportok vs. WKY

csoportok). L-2286 kezelés nem befolyasolta a szisztolés vérnyomas értékeket a

5.3.18. L-2286 kezelés csokkenti a carotisok strukturalis atépiilését SHR

patkanyokban

kezeletlen csoportokhoz képest.
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42 hetes életkor

35. abra. L-2286 kezelés a vérnyomas csokkentése nélkiil mérsékli a carotis artériak struktiralis
remodellingjét. (A) Szisztolés vérnyomas a kezelési id6szak soran, 4 hetente mérve. (B) A carotis artériak
vaszkularis ultrahanggal mért intima-média vastagsaga (IMT) a kezelés elején és végén. (C). Reprezentativ
Masson’s trikrom moszer szerint festett szovettani metszetek (vonalas mérték 30 pm),
kotdszovetes atépiilés fokanak denzitometrias meghatarozasa (D) (n = 4).
Az értékeket atlag+SEM forméban adtuk meg.
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Tartos magas vérnyomas kovetkeztében kialakult verdér atépiilést elsdsorban az érfalak
megvastagodasa jellemzi. Ennek hatterében a simaizomsejtek hipertrofidja és a fokozott
intersticialis fibrozis all [148, 149]. Az érfali vastagsagot a carotisok intima-media
vastagsaganak (IMT) mérésével hataroztuk meg. A kiinduldsi értékek még nem
kiilonboztek jelentésen a hipertenziv és normotenziv torzsek kozott (35. abra). 42 hetes
¢letkorra azonban jelentdsen eltérd IMT értékek voltak észlelhetdk a csoportok kozott. A
kezeletlen SHR (SHR-C) allatokban a carotisok IMT értéke kozel duplaja volt a
normotenzivekhez (SHR-C vs. WKY-C, p<0.01) képest. SHR allatokban a PARP-gatlas
jelentdsen mérsékelte ezt a kedvez6tlen folyamatot (SHR-L vs. SHR-C, p<0.05) (35. abra
B). Masson’s trikrom festett metszetek vizsgalataval az SHR-C allatok carotisaiban
jelent6s kot6szovetes felszaporodas volt lathaté (SHR-C) 42 hetes életkorra (SHR-C vs.
WKY-C, p<0.01) (35. abra C ¢és D). Kezelt hipertenziv allatokban jelent6sen
mérsékeltebb volt az érfali kollagénfelszaporodas mértéke a kontroll csoporthoz
viszonyitva (SHR-L vs. SHR-C, p<0.01) (35. abra C és D). Ez a véd6 hatas fliggetlen volt

a vérnyomastol, mivel az L-2286 nem befolyasolta azt egyik térzsben sem (35. abra A).

5.3.19. PARP-gatlas mérsékli az SHR allatok carotisaiban észlelt fokozott

peroxinitrit képzodést és az endotél diszfunkciot

A hipertonia pathogenezisében fontos szerepet jatszik az oxidativ stressz. A jelentds
mennyiségli 02~ az érrendszerben vazoregulacids zavarokhoz vezet azaltal, hogy a
vazodilatator hatasi NO-val reagalva egy igen reaktiv anyagot, ONOO- -t hoz létre. Ez
nukleinsavakkal, fehérjékkel és lipoproteinekel reagalva tovabbi szdvetkarosodast €s
vaszkularis diszfunkciot okoz. Immunohisztokémiai modszerrel vizualizalva a carotis
artéridk faldban a peroxinitrit altal nitrozilalt fehérjéket és lipoproteineket (NT),
jelentdsen magasabb értékeket észleltink SHR-C patkanyokban a normotenziv
allatokhoz viszonyitva (36. abra A) [150]. Kronikus L-2286 kezelés csokkentette az
oxidativ stressz €s az NT képddést mindkét térzsben (WKY és SHR).

Izolalt artéria carotis communisokat (CCA) 60 mM KCI prekontrahaltuk ndvekvo dozisu
ACh (36. abra B) vagy SNP (36. abra C) jelenlétében. A kivaltott maximalis kontrakcio

mértéke €s a kontrakcids erd hasonlo volt a kiilonb6zd csoportokban. ACh magasabb
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dozisainal az SHR és WKY patkanyok vazodilaticios valaszgdrbéi szétvaltak. 10° M
ACh alkalmazasakor a normotenziv allatokban a KCl-indukalta falfesziilés teljesen
visszafordithatd volt, a kezeletlen hipertenziv allatokban azonban ez a hatis csak
marginalis volt (SHR-C vs. WKY, p<0.01). L-2286 javitotta az endotélium-fiiggd
vazorelaxaciot CCA érgytriikon (SHR-L vs. SHR-C, p<0.01).

SNP egy NO donor molekula, hatdsa a vaszkularis simaizomsejt funkciotol fligg.
Hipertenziv allatok esetében hiperreaktivitas volt lathatd a normotenzivekhez képest (36.
abra C). L-2286 kezelés alig valtoztatta a vazomotor valaszt SHR éllatokban (NS, SHR-
L vs SHR-C).
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36. abra. L-2286 csokkenti az endotél diszfunkciot és a nitrotirozin (NT) képzédés mértékét SHR
allatok carotisaban. (A) Reprezentativ immunohisztokémiai képek NT ellenes antitesttel kezelt carotis
metszetekbdl (vonalas mérték 30 um). (B, C) Izolalt carotis gylirlik vazorelaxacios tulajdonsagai 60 mM
KCI-os prekontrakciot kovetéen (B) ACh vagy (C) SNP jelenlétében. Az értékeket atlag=SEM formaban
adtuk meg.

#p<0.05, #p<0.01 vs. WKY-C; **p<0.01 vs. megfeleld kontroll csoport.
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5.3.20. Hipertenziv allatok carotisaiban az L-2286 kezelés mérsékli az AIF
és NF-xB transzlokaciot, illetve modositja az MKP-1 - MAPK

jelatviteli ut aktivitasat

Akut stressz szitudciokban a PARP-1 aktivitas gatlasanak egyik legismertebb
kovetkezménye a sejthalal csokkentése. Emellett a PARP-gatlas a sejtenergetikara és a
jelatvitelre kifejtett hatdsanak kovetkeztében a nekrotikustol az apoptotikus sejthalal
iranyaba tolja el azt, mely altal csokken a kornyez6 sejtek-szovetek karosodasa [151].
Tartosan fennallo hipertenzid esetében is jelends szerepe van a sejthaldlnak, ezért
kronikus modelliinkben azt vizsgaltuk, hogy a PARP-1 milyen szerepet jatszik ezen
folyamatok kialakulasaban. A jelentds PARP-1 aktivalodéds altal kivaltott sejthalal
folyamataban az AIF kiszabadulasa a mitokondridlis intermembran térbdl és a sejtmagba
torténd transzlokacidja a kovetkezményes DNS degradacioval jelentds szerepet jatszik
[152]. Normotenziv allatokban az AIF alig mutatott ko-lokalizaciot a magfestddéssel
konfokalis mikroszkdpia soran. Ez a jelenség igen kifejezetté valt a kezeletlen hipertenziv
csoportban (SHR-C) (37. abra C). L-2286 kezelés az AIF transzlokaciot szinte teljesen
megakadalyozta a kezelt SHR (37. abra D) és normotenziv patkanyokban (37. abra A és
B).

Az érfal kiilonboz6 rétegeiben a hipertenzid altal kivaltott fenotipus valtozasok részben a
gyulladasos folyamatok altal vannak szabalyozva. A gyulladés kivaltasaban az NF-xB
kozponti szerepet jatszik [153]. Emellett a MAP kinazok aktivitdsdban az oxidativ és
mechanikai stressz hatasara 1étrejovo valtozasok is jelentds szerepet jatszanak [63].
Munkacsoportunk korabbi adatai azt igazoltak, hogy a PARP-1 enzim farmakologiai
gatlasa, vagy RNS szintli interferencidval torténd blokkolasa oxidativ stressz soran emeli
az MKP-1 cellularis mennyiségét [ 154, 155]. Az MKP-1 a MAP kinazok egy igen fontos
upstream regulatora, ezért mennyiségének valtozasa jelentdsen képes befolyasolni a MAP
kinazok aktivitasat és ezen keresztiil a remodelling folyamatat [156]. Kronikus
allatkisérletiink sordn immunfluoreszcens moddszerrel a carotis artéridkban fokozott
MKP-1 expressziot észleltiink a kontroll SHR éllatokban (37. abra G) a normotenziv
WKY csoporthoz képest (37. abra E és F). Ez az emelkedés jelentdsen fokozddott az L-
2286-al kezelt allatokban (SHR-L) (37. abra H).

108



dc_1529 18

Hoechst

Merge

Hoechst

S
1
(]
=

Hoechst

Merge

37. abra: Az AIF és NF-kB szubcellularis eloszlasa, valamint az MKP-1 expresszidja
normotenziv és hipertenziv allatok ereiben. (A-D) AIF nukledris transzlokacidja carotis
artériaban (A) WKY-C, (B) WKY-L, (C) SHR-C és (D) SHR-L allatok (vonalas mérték: 10 um).
(E-F) Az MKP-1 mennyisége (E) WKY-C, (F) WKY-L, (G) SHR-C és (H) SHR-L allatokban
(vonalas mérték: 25 um). (I-L) NF-kB szubcellularis eloszlasa (I) WKY-C, (J) WKY-L, (K) SHR-
C és (L) SHR-L allatokban (vonalas mérték: 10 pm).
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Mivel a PARP-1 fontos koregulatora az NF-kB-nek a gyulladasos folyamatokban [157],
ezért ennek mennyiségét is meghataroztuk. Kontroll hipertenziv patkanyokban (SHR-C)
WKY csoportokhoz viszonyitva, amelyekben az NF-kB els@sorban az extranuklearis
kompartmentben volt megtalalhato konfokalis mikroszkopiaval (37. abra I és J). Ez a
folyamat gatolhat6 volt L-2286 kezeléssel SHR allatok carotisaiban (37. dbra L).

5.3.21. A dorzalis hippocampus strukturalis eltérései és az oxidativ

stresszmarkerek valtozasai hipertenziv patkanyokban

A kronikus magas vérnyomas kozponti idegrendszeri hatdsainak vizsgélatara a dorzalis
hippocampus egy megfeleld agyteriilet, mivel érzékeny az oxidativ sejtkdrosodasra és
jellegzetes formaja miatt konnyt a kiilonboz0 teriiletek azonositasa és lokalizalasa [158].
Vizsgéalatunkban a szisztémas farmakologiai PARP-gatlas hatasat vizsgaltuk az oxidativ

stresszmarkerekre és a kovetkezmeényes strukttralis elvaltozasokra SHR allatokban.

| Kontroll | L-2286

38. abra. Kronikus magas vérnyomas Kkivaltotta strukturalis elvaltozasok patkany dorzalis
hippocampusaban. Dorzalis hippocampusbol szarmazo PAS festett metszetek (vonalas mérték: 200 um).
GD, gyrus dentatus; CA1: cornu ammonis 1; CA2: cornu ammonis 2; CA3: cornu ammonis 3; * oldalkamra
(ventriculus lateralis).
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Makroszkdpos képeken a hipertenziv patkanyok agyaban az agykamrak tagulatat lattuk.
Emellett PAS moddszer szerint festett metszeteken a dorzalis hippocampus jellegzetes
elvaltozasokat mutatott SHR allatokban (38. abra). A mediolateralis tengely rovidiilése,
a gyrus dentatus deformécidja a csucs ellapulasaval volt a leginkdbb szembet(ind
elvaltozas hipertenziv allatok agyaban, mely eltéréseket primeren valdsziniileg a 3.
agykamra és az oldalkamra kitagulasa altal kifejtett nyomas okozott (SHR-C). Noha az
L-2286 kezelés nem csokkentette jelentésen ezen malformaciok kialakulasat (SHR-L),
azonban a hippocampust ellato erek strukturaja sokkal intaktabb volt ezen allatokban. A
kontroll SHR Aallatokban ezen erek lumene irreguldris volt. Emellett lacunaris
perivaszkularis fehérallomany karosodasok is észlelhetdk voltak SHR-C patkanyokban.
Ez utdbbi elvaltozas WKY allatokban nem volt kimutathato, L-2286 kezelt SHR-ekben
pedig joval ritkabban fordultak el6 (38. abra).

A ( Kontroll ][ L-2286 ] C Kontroll [ L-2286 ]

—

]

WKY
WKY

J
)

SHR
SHR

B [ Kontrol ) L-2286 J

)

WKY

J

SHR

39. abra L-2286 alkalmazasa csokkenti az idegszovet oxidativ karosodasat SHR allatokban. (A) CAl
régié NT és (B) HNE festése jelzi a dorzalis hippocampus piramis sejtjeinek nitrozativ karosodasat és a
lipid peroxidacié mértékét (vonalas mérték 50 um). Reprezentativ immunohisztokémiai képek 8-0xG
ellenes antitesttel kezelt metszetekbdl (C), » néhany pozitivan festt6dd sejtmagot jelez (vonalas mérték 50
um).
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5.3.22. Az L-2286 kezelés csokkentette az oxidativ sejtkarosodas mértékét
SHR allatok dorzalis hippocampusaban

Hogy meghatarozzuk a kozponti idegrendszer oxidativ sejtkarosodasanak mértékét, NT
(39. abra A) és 4-HNE (39. abra B) ellenes antitestekkel kezeltiik az agyi metszeteket.
Hipertonia jelentdsen fokozta a fehérjék tirozin oldallancanak nitrozilaciojat (NT), illetve
a lipid peroxidacio (4-HNE) mértékét kezeletlen SHR allatok hippocampusaban (SHR-
C). L-2286 kezelés mellett mind az NT, mind a 4-HNE mennyisége jelentOsen
alacsonyabb volt, amely az oxidativ stressz mértékének csokkentésére utal. Az oxidansok
a DNS-t is karositjak. Ezt a karosodast a 8-0xoG mennyiségének meghatarozasaval lehet
jellemezni. Jelen vizsgalatunkban a CA1 régid piramis sejtjeiben hataroztuk meg a 8-
ox0G mennyiségét (39. abra C). SHR-C allatokban a sejtmagok nagyobb része jel616dott
8-0x0G-vel, mint a normotenziv csoportokban (WKY-C és WKY-L). L-2286 jelentdsen
csokkentette a DNS karosodas mértékét hipertenziv allatokban (SHR-L).

5.3.23. Kronikus L-2286 kezelés csokkentette a hipertonia altal indukalta

piramis sejtszam csokkenést a hippocampus CA1 areajaban

Meghataroztuk az oxidativ sejt-, illetve DNS kérosodas kovetkeztében kialakulé PARP-
meghatarozassal a poli(ADP-rib6z)-polimer/PAR jel616dést vizsgaltuk, melynek soran az
SHR-C allatok CA1 piramissejtjeinek magjaban kifejezett szEli jelolodést észleltiink (40.
abra A) (hasonldan a 8-0x0G jeloléshez - (39. abra C)). WKY allatokban alacsonyabb
festodést észleltiink. A PARP-1 enzim gatlasa L-2286 kezeléssel jelentdsen csokkentette

a PAR jelol6dés intenzitasat mind hiper-, mind normotenziv allatokban.

112



dc_1529 18

Kontroll

]>
lm
I.-.

L-2286

J(_WKY
WKY

][

SHR

C 1500 + mKontroll
wL-2286

600 +

SHR

(

]U

WKY
<
8

J

Piramissejtek szama

| -. N
- 0 4
WKY SHR
E F Kontro (L2286 )
1400 1 gsejtszam ]
x 1200 + MTUNEL +
]
E=4 ;
Q 1000 +
S =
£ < 800 T
2
‘a = 600 + —
2 & 004
=
=] 200 + &
= 7]
04
WKY-C  WKYL SHR-C SHR-L

40. abra. L-2286 kezelés mérsékli a PAR képzddést, valamint a sejtvesztés és a reaktiv astrogliosis
mértékét SHR patkanyok dorzalis hippocampusaban. (A) PAR-polimer képzédés a CA1l régidoban
(vonalas mérték 50 um). (B-C), (B) A dorzalis hippocampus CA1 régidjabdl szarmazo reprezentativ krezil
ibolya modszerrel festett metszetek (vonalas mérték 50 um). (C) Piramissejtszam a CAL areaban. (D-E)
Reprezentativ immunohisztokémiai képek TUNEL modszer szerint festett metszetekb6l (D) (vonalas
mérték 50 um) és (E) a TUNEL+ pozitiv sejtek aranya az 6ssz sejtszamhoz viszonyitva a CAL régioban.
(F) Reprezentativ immunohisztokémiai képek GFAP ellenes antitesttel kezelt metszetekb6l, melyek
segitségével mérheté az astroglia populacié (vonalas mérték 50 pm), P>: perivaszkularis lacunaris
fehérallomany karosodas. Az értékeket atlagESEM formaban adtuk meg. ##p<0.01 vs. WKY-C; *p<0.05,
**p<0.01 vs. SHR-C.

Mivel az oxidativ sejtkarosodas és a kovetkezményes excessziv PARP-1 aktivacio
sejthalalt okoz, meghataroztuk a CAl régioban a piramissejtek szamat krezil ibolya
modszerrel festett metszeteken (40. abra B és C). SHR-C allatokban szignifikansan
alacsonyabb a sejtszam a normotenzivekéhez képest (SHR-C vs. WKY-C, p<0.01).

Farmakologiai PARP-gatlas mellett hipertenziv allatokban a piramissejtek szama
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magasabb maradt a kezeletlen allatokhoz képest (SHR-I vs SHR-C, p<0.05). A jelenség
hatterében sejtvesztés allhat, ezért a piramissejteket TUNEL-teszttel vizsgaltuk, mely
azokat a magokat jeloli, amelyek fragmentalt DNS-t tartalmaznak (40. abra D). A
hipertenziv kontroll patkanyokban (SHR-C) a csokkent piramissejtszammal
parhuzamosan a TUNEL+ sejtek szdmanak a novekedését észleltiik a CALl régidoban
(SHR-C vs. WKY-C, p<0.01). 32 hetes L-2286 kezelés a normotenziv allatokban nem
okozott érdemi valtozast, azonban SHR patkanyokban jelentésen csokkent a TUNEL+
sejtek szamat (SHR-L vs. SHR-C, p<0.01) (40. abra D és E).

Az astroglia aktivacio az idegszovetben valamilyen cellularis stressz kovetkeztében
alakul ki. Ennek soran a glia sejtek hipertrofizalnak és hiperplazia is bekovetkezik abbol
a célbol, hogy segitsék a neuronok és az endotél sejtek funkciojat a BBB 1étrehozasaban
[159]. Az intermedier filamentumok koz¢é tartoz6 GFAP ellenes antitesttel jeloltiik az agyi
metszeteket, hogy megatarozzuk a glia sejtek perivaszkularis eloszlasat (40. abra F). Az
astrocitak szama nem kiilonbozott jelentésen a kiilonbozd patkany torzsek kozott,
azonban méretilk megnétt, illetve a perivaszkularis immunoreaktivitas mértéke is
fokozodott SHR allatokban. 32 hetes L-2286 kezelés csokkentette az astroglia sejtek

szamat, méretét és perivaszkularis felszaporodasuk mértékét SHR allatokban (SHR-L).
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5.4. Rezveratrol hatasa posztinfarktusos szivelégtelenség modellben

5.4.1. Rezveratrol kezelés javitja a gravimetrias paramétereket 1SO-

indukalta szivelégtelenség modellben

Az allatok testtomege sem a vizsgalat elején, sem a végén nem kiilonbozott egymastol a
kiilonb6z6 csoportokban. A balkamrai tomeg (VW) azonban jelentsen magasabb volt a
posztinfarktusos csoportban (p<0.05, ISO vs. Kontroll). Hasonl6 eredményt kaptunk a
kamratomegnek a testtomegre (VW/BW), illetve a tibia hosszra tortént normalizalasa
soran is (p<0.05, ISO vs. Kontroll). Rezveratrol kezelés jelentésen mérsékelte a balkamra
hipertrofia ezen jeleit posztinfarktusos allatokban (p<0.05, ISO+RES vs. I1SO). Kontroll

allatokban azonban a rezveratrol nem befolyasolta a gravimetrias paramétereket (13.

tablazat).
Kontroll RES ISO ISO+RES
BW (g) 595.86£15.15  596.00+£21.30 544.50+11.63 593.86+18.41
VW (g) 1.3340.01 13140.01  1.53£0.02#  1.35+0.01%
TL (mm) 51.43+0.72 51.57+0.72 50.86+0.55 49.86+0.35
VWI/BW (mglg) 2.25+0.06 221+0.08  2.81£0.06#  2.29+0.09*

VW/TL (mg/mm)  26.03+0.47  25.33+0.33  29.96+0.28# 27.02+0.13*

13. tablazat. Rezveratrol hatasa kontroll és posztinfarktusos allatokban a gravimetrias
paraméterekre. A gravimetria részleteit illetden utalunk a Modszerek fejezetre. BW: testtdomeg, VW:
kamratomeg, TL: jobb tibia hossza, VW/BW: kamratomeg/testtomeg, VW/TL: kamratomeg/tibiahossz.
Kontroll: sem ISO, sem rezveratrol kezelésben nem részesiilt allatok, ISO: posztinfarktusos allatok, 8 héttel
az ISO alkalmazasa utan; ISO+RES: rezveratrollal kezelt posztinfarktusos allatok; RES csak rezveratrol
kezelésben részesiilt allatok. Az értékeket atlag+SEM formaban adtuk meg. #p<0.05 vs. Kontroll. *p<0.05
vs. 1SO.
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5.4.2. Rezveratrol mérsékli a plazma BNP szintjét posztinfarktusos

szivelégtelen allatokban

Az 1SO csoportban a BNP szint szignifikdnsan emelkedett volt 8 héttel a szivinfarktust
kovetden (p<0.05, ISO vs. Kontroll). Rezveratrol alkalmazasa mérsékelte ezt a valtozast
(p<0.05, ISO+RES vs. ISO), amely arra utal, hogy alkalmazasaval csokken a
posztinfarktusos szivelégtelenség sulyossaga. A nem stresszelt kontroll allatokban nem
volt észlelhetd érdemi eltérés a rezveratrol kezelt (RES), illetve nem kezelt (Kontroll)

allatok kozott (41. abra).

#
s«
2 J I l
| I
0
ISO

Kontroll RES ISO+RES

ng/ml

41. abra. Rezveratrol gatolja a plazma BNP szint emelkedését posztinfarktusos patkanyokban. A
mérés részletei a Modszerek fejezetben talalhatok. Kontroll: sem ISO, sem rezveratrol kezelésben nem
részesiilt allatok ISO: posztinfarktusos allatok 8 héttel az ISO alkalmazasa utan; ISO+RES: rezveratrollal
kezelt posztinfarktusos allatok; RES csak rezveratrol kezelésben részesiilt allatok. Az értékeket atlag:SEM
forméaban adtuk meg. #p<0.05 vs. Kontroll. *p<0.05 vs. ISO.

5.4.3. Rezveratrol javitotta a balkamra funkciét és mérsékelte a balkamra

hipertrofiat 1SO-kezelt allatokban

A vizsgalat elején az allatok echocardiographias paraméterei érdemben nem kiilonboztek
egymastol. A vizsgélat végére azonban a balkamra hipertrofiara utalé paraméterek
(septum ¢és PW vastagsaga, illetve a kalkuldlt balkamra tomeg) szignifikdnsan
magasabbak voltak a posztinfarktusos csoportban a kontrollhoz viszonyitva (p<0.05, ISO
vs. Kontroll). Rezveratrol kezelés jelentdsen csokkentette ezeket a kedvezodtlen
valtozasokat (p<0.05, ISO+RES vs. ISO). A posztinfarktusos allatokban a szisztolés
balkamra funkcié (EF %) szignifikansan csokkent a kontroll allatokhoz képest (p<0.05,
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ISO vs. Kontroll). A balkamra funkcié csokkenését rezveratrol kezelés mérsékelte

(p<0.05, ISO+RES vs. 1SO) (14. tablazat, 42. &bra).

Kiindulas Kontroll RES ISO ISO+RES
EF (%) 75.62+0.87 71.70+1.61 72.47+1.69 56.96+1.43% 67.49+1.14"
Septum -
1.63+0.05 1.65+0.10 1.61+0.03 1.8240.03" 1.70+0.02
(mm)
PW (mm) 1.57+0.03 1.5940.07 1.5940.03 1.81+0.06% 1.60+0.02"
LVIDd
8.19+0.11 8.44+0.22 8.43+0.17 7.88+0.12 8.41+0.23
(mm)
LVIDs .
4.42+0.08 4.85+0.09 4.69+0.19 5.70+0.2% 4.90+0.12
(mm)
LVEDV
b 364.23£10.38  393.36+19.32 386.40+16.82 365.54+6.64  401.59+18.63
n
LVESYV (ul) 88.83+4.40 109.9+4.53 106.14+7.26 157.71£7.29% 130.27+6.69"
LV tomeg .
994.1+£21.8 1035.31+59.79  1038.38+44.44  1239.14+76.5* 1041.85+35.50
(kalk., mg)

14. tablazat. Rezveratrol hatasa az echocardiographias paraméterekre ISO-kezelt patkanyokban.
Kontroll: sem ISO, sem rezveratrol kezelésben nem részesiilt allatok; ISO: posztinfarktusos allatok 8 héttel
az ISO alkalmazasa utan; ISO+RES: rezveratrollal kezelt posztinfarktusos allatok; RES csak rezveratrol
kezelésben részesiilt allatok. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. #p<0.05 vs. Kontroll. *p<0.05
vs. I1SO. EF: ejekcios frakcio, LVESV: balkamrai végszisztolés volumen, LVEDV: balkamrai végdiasztolés
volumen, LVIDd: balkamrai végdiasztolés atmérd, LVIDs: balkamrai végszisztolés atméro.

Kontroll

LVIDs I Lvibd

ANNAAA/AA N

W e NG > <

LVIDs LviDd
LVIDs LviDd

MAAAAAAAAAAAAAAAR AW
ISO ISO+RES

42. abra. A Kontroll, RES, ISO és ISO+RES csoportok allatainak reprezentativ echocardiographias
képe.
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5.4.4. Rezveratrol csokkenti az intersticialis kollagén lerakodas mértékét a

szivizomzatban

Izoproterenol kezelést kdvetden jelentds kotdszovetes atépiilés volt kimutathatdo a
hisztologiai vizsgalat soran. Az intersticidlis kollagén lerakodds mértéke a
posztinfarktusos allatokban jéval magasabb volt, mint a kontroll patkanyokban (p<0.05,
ISO vs. Kontroll). Rezveratrol kezelés szignifikdnsan modon csokkentette a fibrozis
mértékét posztinfarktusos patkanyokban (p<0.05, ISO+RES vs. ISO). A Kontroll és RES

csoport allatai k6zott azonban nem észlelhetd 1ényegi kiilonbség (43.A abra).

Masson’s trikrom
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S e 30
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43. abra. Rezveratrol kezelés mérsékli az 1SO-indukalta szivelégtelenségben az intersticialis kollagén
lerakodas és a fehérje nitrozilacio mértékét. (A) Reprezentativ Masson’s trikrom festett metszetek,
vonalas mérték: 500 um. (B) Reprezentativ immunohisztokémiai képek NT ellenes antitesttel kezelt
szivizom metszetekbdl, vonalas mérték: 500 pm. Kontroll: koregyeztetett kontroll patkanyok. RES: 8 hétig
rezveratrollal kezelt kontroll patkanyok. ISO: allatok 8 héttel az ISO alkalmazasat kovetden; ISO+RES:
rezveratrol kezelt allatok 8 héttel az [ISO-indukalta infarktust kdvetéen. Az értékeket atlag+SEM forméaban
adtuk meg. #p<0.05 vs. Kontroll. *p<0.05 vs. 1SO.
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5.4.5. Rezveratrol hatasa a fehérje nitrozilacio mértékére

Az oxidativ stressz mértékét jelen modelliinkben a nitrotirozin (NT) mennyiségének
meghatarozasaval jellemeztiik. A Kontroll csoportban elhanyagolhaté menyiségti NT volt
kimutathat6, azonban a szivelégtelen allatokban a nitrotirozin mennyisége jelentdsen
magasabba valt (p<0.05, ISO vs. Kontroll). Ez az emelkedés rezveratrol kezelés mellett
szignifikansan csokkent (p<0.05, ISO+RES vs. 1SO)(43.B abra).

5.4.6. Rezveratrol kedvezéen befolyasolja az Akt-1573 és GSK-335¢r°

foszforilaciot az ISO-kezelt allatokban

Az Akt-15¢73 foszforilacio mértéke jelentdsen magasabb volt az 1SO-csoportban, mint a
Kontroll allatok esetében (p<0.05). Rezveratrol kezelés mind a kontroll, mind az ISO-
kezelt allatok esetén jelentdsen fokozta a talélést eldsegitd faktor, az Akt foszforilaciojat
(p<0.05, RES vs. Kontroll, p<0.05 ISO+RES vs. ISO). A legmagasabb érteket a
rezveratrol kezelésben részesiilt posztinfarktusos allatokban (ISO+RES) észleltiik.

A GSK-3p% esetében paradox modon egy csdkkenés volt észlelheté az ISO csoportban
a Kontrollhoz viszonyitva (p<0.05, ISO vs. Kontroll). A nem stresszelt allatokban
rezveratrol kezelés nem okozott a GSK-3p%° foszforilicioban érdemi eltérést.
Izoproterenol kezelés kovetkeztében kialakult szivelégtelenség esetén azonban magasabb
foszforilacios szintet észleltiink a rezveratrol kezelt allatokban (p<0.05, ISO+RES vs.
ISO)(44. abra).
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44. abra. Rezveratrol kezelés hatasa az AKkt-157 & GSK-38%" foszforilacié mértékére.
Reprezentativ. Western blot képek és denzitometrids meghatarozas (n=3) Akt-1577 g5 GSK-3pser
foszforilacioval kapcsolatban. GAPDH-t a fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket
atlag+SEM formaban adtuk meg. Kontroll: koregyeztetett kezeletlen patkanyok; RES: 8 hetes rezveratrol
kezelésben részestilt allatok; 1SO: allatok 8 héttel az ISO alkalmazasat kovet6en; ISO+RES: rezveratrol

kezelt allatok 8 héttel az ISO-indukalta infarktust kovetéen. #p<0.05 vs. Kontroll, *p<0.05 vs. I1SO,
yp<0.05 RES vs. Kontroll.

5.4.7. Rezveratrol csokkenti a MAP kinazok foszforilaciojat és noveli az

MKP-1 mennyiségét izoproterenol kezelt allatok szivében

A p38-MAPKTNI80-Cly-Tyr182 ¢g FRIK1/2TN83-TYII8S foszforilacidja jelentdsen emelkedett
az 1SO csoportban a Kontroll csoporthoz képest (p<0.05, 1ISO vs. Kontroll). Rezveratrol
kezelés hatasara e két jelatviteli faktor aktivitasa jelentdsen csokkent (p<0.05, ISO+RES
vs. 1SO). A MAP kindzok deaktivacigjat defoszforilacié utjan eléidézé MKP-1
mennyisége pedig ellentétes modon valtozott, az ISO csoportban volt a legalacsonyabb
¢s a RES-kezelt allatokban a legmagasabb (p<0.05, RES és ISO+RES vs. Kontroll és
ISO)(45. abra).
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45. abra. A rezveratrol kezelés hatasa a p38-MAPKThr180-Gly-Tyr182 gg FR K 1/2Thr183-Tyr1s5 fogzforilaciora
és az MKP-1 szintjére. Reprezentativ Western blot képek és denzitometrids meghatarozas (n=3) a p38-
MAPK ¢és ERK1/2 foszforilacio, valamint az MKP-1 szintjével kapcsolatban. GAPDH-t a
fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlagtSEM formaban adtuk meg. Kontroll:
koregyeztetett kezeletlen patkanyok; RES: 8 hetes rezveratrol kezelésben részesiilt allatok; 1SO: allatok 8
héttel az 1SO alkalmazasat kovetden; ISO+RES: rezveratrol kezelt allatok 8 héttel az ISO-indukalta
infarktust kovet6en. #p<0.05 vs. Kontroll, *p<0.05 vs. ISO, yp<0.05 RES vs. Kontroll.

5.4.8. Rezveratrol kezelés csokkenti a COX-2 és az INOS expresszidjat

A COX-2 és INOS expresszidja jelentésen magasabb volt az ISO csoportban a kontroll
allatokhoz viszonyitva (p<0.05, ISO vs. Kontroll). Ez az emelkedés szignifikansan kisebb
volt a rezveratrol kezelt allatokban a kezeletlenekhez képest (p<0.05, ISO+RES vs. ISO).
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A nem stresszelt allatokban a rezveratrol kezelés nem mutatott kiilonbséget a nem kezelt

csoporthoz képest (46. abra).
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46. abra. Rezveratrol kezelés hatasa a COX-2 és iINOS mennyiségére. Reprezentativ Western blot
képek, illetve a COX-2 és iINOS mennyiségének denzitometrias meghatarozasa (n=3). GAPDH-t a
fehérjemennyiség kontrollja céljabol hasznaltunk. Az értékeket atlag+SEM formaban adtuk meg. Kontroll:
koregyeztetett kezeletlen patkanyok; RES: 8 hetes rezveratrol kezelésben részesiilt allatok; 1SO: allatok 8
héttel az 1SO alkalmazasat kovetGen; ISO+RES: rezveratrol kezelt allatok 8 héttel az ISO-indukalta
infarktust kovetéen. # p<0.05 1SO vs. Kontroll, #*p<0.05 ISO+RES vs. ISO.
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5.5. A rezveratrol kardioprotektiv hatasa posztinfarktusos stabil

koszoruér betegekben

5.5.1. A sajat tervezésii human klinikai vizsgalatba bevont betegek

demografiai jellemzdi és preventiv gyogyszeres kezelésiik

A betegeket a vizsgalatba torténd bevonds soran igyekeztiink ugy besorolni a két
kezelési csoportba, hogy azok a legfobb klinikai jellemzok tekintetében megfeleljenek
egymasnak. Azonban a kis betegcsoport miatt kisebb (de nem szignifikans) eltérések

adodtak a csoportok kozott (15. tablazat).

Rezveratrol csoport Placebo csoport

(n=20) (n=20)

Férfi nem 13 (65%) 13 (65%)
Kor (év) 65.3+£9.7 67.4£7.7
Diabétesz 7 (35%) 8 (40%)
Hipertonia 20 (100%) 19 (95%)
Diszlipidémia 13 (65%) 14 (70%)
Dohanyzas 3 (15%) 4 (20%)
Obezitas (BMI>30) 8 (30%) 7 (35%)
BMI (kg/m2) 29.3+2.1 28.1+3.2
Szekunder prevencios

gyogyszeres kezelés:

Szalicilatok 15 (75%) 17 (85%)
Tienopiridinek 5 (25%) 7 (35%)
ACEI/ARB 18 (90%) 18 (90%)
Béta-blokkolo 18 (90%) 17 (85%)
Sztatin 15 (75%) 16 (80%)

15. tablazat. A klinikai vizsgalatba bevont betegek demografiai jellemzdi és az alkalmazott
preventiv gyégyszeres kezelés.
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5.5.2. A rezveratrol hatisa a hemoreoldgiai és egyes laboratériumi

paraméterekre

A placebo csoportban a vizsgalat soran néhany hemoreoldgiai faktor romlasat észleltiik.
Merevebbé valtak a vorosvértestek, amit a csOkkent vorosvértest deformabilitas mutatott,
illetve a vérlemezkék aggregabilitasa is fokozodott a vizsgalati periodus végére a

kiindulasi értékhez viszonyitva (p<0.05).

Placebo Rezveratrol Placebo Rezveratrol
Kiindulas Kiindulas 3. honap 3. hénap
Hemoreolégiai
paraméterek
Hematokrit (%) 43.94+1.22 44.440.98 43.47+0.86 44.11+0.91
Fibrinogén (g/l) 3.22+0.12 3.46+0.17 3.38+0.15 3.740.21
Vorosvertest 12.860.76 1157033  13.120.53  11.32+0.59
aggregacio (%)
Kollagén indukalta
vérlemezke 43.22+6.57 42.61+6.22 47.95+6.74" 32.89+4.81"
aggregacio (%)
Plazma viszkozitds | ¢ 9 1.26+0.02 1.31+0.02 1.34+0.02
(mPas)
Teljes vér 4.3740.18 4.5:0.13 4.4940.17 4.6:0.1
viszkozitas (mPas)
Vorosvértest
deformabilitas 6.9+0.13% 7.1+0.14 7.5+0.14% 7.03+0.1
(RCTT)
Laboratoriumi
paraméterek
fffg;lvl)ersejtszam 6112037 6812049  653£037  7.08:0.38
CRP (mg/1) 3.27+0.35 3.64+0.57 7.03+3.31 6.51£2.97
HoAic (%) 6.47+£0.26 6.33+0.19 6.18+0.25 6.04+0.23
TNFa (pg/ml) 5.95+0.59 6.13+0.51 10.1240.99 10.1£1.01
ngﬁﬂ?”keszm”’ 195.42410.9  197.82+8.43  210+11.9 205+8.48
Osszkoleszterin 4.540.25 5.140.5 4.5+0.26 4.74+0.26
(mmol/l)
Triglicerid
(mmol/l) 1.94+0.24 1.67+0.21 2.04+0.25 1.84+0.26
LDL-koleszterin
¥ ¥
(mmol/l) 2.6+0.24 3.15+0.35 2.51+0.21 2.7+0.15
HDL-koleszterin
(mmol/h 1.02+0.06 1.240.06 1.1+0.08 1.240.06

16. tabliazat. Hemoreologiai és laborparaméterek valtozasa a placebo és rezveratrol kezelt
csoportban. Az értékeket atlag+SEM formaban adtuk meg. *p<0.05 RES 3. ho vs. Placebo 3. ho,

#p<0.05 Placebo 3. ho vs. Placebo Kiindulas, Tp<0.05 RES 3. ho vs. RES Kiindulas.
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Ezen kedvezdtlen hemoreoldgiai valtozasok rezveratrol kezeléssel megeldzhetéek voltak
(16. tablazat). A legtobb vizsgalt laboratoriumi paraméter esetében (fehérvérsejtszam,
vérlemezkeszam, CRP, HgbAlc, TNFa, Osszkoleszterin, triglicerid, HDL-koleszterin)
nem talaltunk szignifikans eltérést. Az LDL-koleszterin szint azonban szignifikansan
csokkent a rezveratrol kezelt csoportban a kiindulasi értékhez viszonyitva (p<0.05) (16.
tablazat). A hematokrit, fibrinogén, a teljes vér és plazma viszkozitas esetén nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a 3 honapos kezelés végére a rezveratrol és a placebo kezelt

csoport kozott.

5.5.3. A rezveratrol hatasa a flow-medialta vazodilataciora

Az artéria brachidlison mért flow-medialta vazodilatacié szignifikansan megnétt a RES
kezelt csoportban (p<0.05) (1. abra). Ezzel szemben a placeboval kezelt csoportban nem

talaltunk érdemi valtozast.

OPlacebo
mRES

FMD (%)
(W8]
e

Kiindulas

47. abra. Flow-medialta vazodilatacié a 3 honapos vizsgalati idészak elején és végén. Az értékeket
atlag+SEM formaban adtuk meg. $p<0.05 RES 3. hoé vs. RES Kiindulés.
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5.5.4. A rezveratrol kezelés hatasa a bal kamra funkciora koszoruér

betegekben

A szisztolés balkamra funkcio, melyet az ejekcids frakcioval (EF) jellemeztiink, nem
mutatott érdemi valtozast sem a placebo, sem a rezveratrol csoportban. Rezveratrol
kezelés mellett ugyan egy tendenciaszeri javulas volt észlelhet, de ez a statisztikai
szignifikancia mértékét nem érte el (48.A abra). A balkamrai diasztolés funkcid azonban
- melyet az E/A hényadossal (48.B abra), illetve az E/E’ hanyadossal (48.C 4bra)

jellemeztiink — szignifikansan jobbnak (p<0.05) bizonyult a kezelés végén a rezveratrol

csoportban.
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48. abra. A balkamrai szisztolés (EF) és diasztolés (E/A, ill. E/E’) funkcié valtozasa. Az értékeket
atlag+SEM formaban adtuk meg. *p<0.05 RES 3. ho vs. Placebo 3. ho, #p<0.05 Placebo 3. ho vs. Placebo
Kiindulas, tp<0.05 RES 3. ho vs. RES Kiindulas.
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6. MEGBESZELES

Munkéam soran a PARP enzim aktivalodasanak, illetve farmakologiai gatlasanak hatasat
vizsgaltam kiilonféle koroki tényezok (posztinfarktusos, kronikus emelkedett afterload €s
toxikus) altal kivaltott szivelégtelenség modellekben. Emellett a kronikusan emelkedett
afterload (hipertenzid) altal a manifeszt szivelégtelenség kifejlodését megel6zo
miokardialis remodelling (hipertenziv szivbetegség), illetve a vaszkularis remodelling

kialakulasa soran vizsgaltam a PARP enzim szerepét, illetve a PARP-gatlas hatasait.

6.1. Az L-2286 kodjelit PARP-gatlé tulajdonsagai és jellemzése in

vitro és in vivo akut stressz modellekben

Vizsgélataim soran mindvégig a Siimegi és Hideg professzorok altal a PTE AOK Szerves
és Gyogyszerkémiai Intézetében kifejlesztett L-2286 kodjeli PARP-gatlot hasznaltam
[121, 122]. A molekula kifejlesztésére azért keriilt sor, mert az elmult évtized elején
elérhet6 és széles korben hasznalt PARP-inhibitorok (nikotinamid, 3-aminobenzamid)
csak igen magas, millimoélos koncentracioban tudtak érdemi gatlo hatast kifejteni [94,
161]. Ennek kovetkeztében kronikus éldallatmodellekben valo hasznalatra alkalmatlanok
voltak. Az L-2286 egy kinazolin szarmazék (kémiai nevén 2-[(2-Piperidin-1-
yletil)thio]quinazolin-4(3H)-one) (3. abra), mely potens PARP-gatlo hatassal rendelkezik
(ICs0: 2.6 uM). A PARP-gatl6 hatason tilmenden a heteroaromas gytiriinek kdszénhetden
mérsékelt scavenger hatasa is van a molekulanak. Ezért az exogén oxidativ stressz (H20>)
altal kivaltott sejtkarosité hatast még ennél is alacsonyabb koncentracioban (ECso: 0.8
uM) volt képes mérsékelni [121, 122].

Sajat in vitro sejtkultiras mérési eredmények is megerdsitették azt, hogy az L-2286 igen
potens citoprotektiv szernek bizonyult, sikeriilt igazolni, hogy valdban igen alacsony
koncentracioban képes kivédeni az oxidativ stressz (doxorubicin és H>O) altal okozott
sejtkarosodast (MTT). A doxorubicin kezelés (1 uM) soran alkalmazott L-2286 kezelés

I uM koncentracié felett volt képes mérsékelni az MTT csokkenését. Hidrogén
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peroxiddal stresszelt sejteken a molekula leirasakor és karakterizacidjdhoz hasonldan 1
uM alatti EC50 érték adodott, amely sokkal alacsonyabb, mint a PARP-gatlé 4-HQ

molekula, valamint a szintézise soran hasznalt kiindulasi molekula, a 4-MQ.

Komplexebb rendszerben, izolalt szivperfuzioban iszkémia-reperfiizioval kivaltott
oxidativ stressz soran is vizsgaltuk a kisérleti PARP-gatldo molekulat, hogy
meghatarozzuk kardioprotektiv hatasat. Vizsgalatunk idején természetesen mar ismert
volt, hogy a PARP-gatlas jelentdsen csokkenti iszkémia-reperfuzié soran a szivkarosodas
mértékét [162, 163]. Szamos kutatolabor mellett sajat munkacsoportunk is tesztelte mar
a PARP-gatlas protektiv hatasat IR soran. Korabbi munkainkban a nemzetkozi
irodalommal egyetértésben igazoltuk a kiilonféle PARP-gatlok - NA, 3-AB, BGP-15 és
4-HQ - oxidativ sejtkarosodassal szembeni véd6é hatasat [94, 164-167]. Langendorrf
perfuzids rendszerben IR soran alkalmazott PARP-gétlds csokkentette valamennyi
sejtalkotoelem, biomolekula oxidativ karosodasat. Csokkent a lipid peroxidacio, a protein
oxidaci6 és a DNS-karosodas mértéke, valamint jelentdsen kisebb volt a szivinfarktus
méretét jelz6 nekroenzimek (CK, GOT, LDH) kiaramlasa is a perfuzatumba. A PARP
enzim gatlasaval a sejtek NAD" tartalmanak a csokkenése is mérsékl6dott stressz
szituaciokban, tovabba javitottak a miokardium metabolizmusat is, segitve ezzel a

normalis energetikai allapot (ATP, PCrft, Pi]) helyreallasat a posztiszkémias fazisban.

L-2286 hasznalataval sikeriilt reprodukalni az egyéb PARP-gatlok esetén mar igazolt
kardioprotektiv hatast IR folyaman. Az L-2286-ot Langendorff perfiizi6 soran 10 és 20
uM koncentracioban adva gyorsult reperfuzido soran a magas energiaju foszfatok
mértéke (6. abra). Az inorganikus foszfat reutilizacio jelent0ségét az adja, hogy a magas
koncentracioju inorganikus foszfat a kalcium és a ROS mellett az mPTP megnyilasanak
fontos triggere, mely végiil sejthalalhoz vezet [168, 169]. A metabolikus statusz teljesebb
helyreallasa kovetkeztében az oxidativ sejtkarosodas foka is jelentdsen mérséklédott. Az
L-2286 ennek megfeleléen csokkentette a lipid peroxidaciot jelz6 TBARS mennyiségét

¢s a fehérje oxidaciot jellemzd karbonil tartalmat.

Az ex vivo izolalt szervperfuzios kisérletek (Langendorff) soran mar egy komplett szerv
szamara nyujtott védelmet oxidativ stressz soran a tesztelt PARP-gatlo molekula. A

tervezett kronikus éléallatmodellben végzett kisérletek elétt azonban sziikségét éreztiik,
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hogy in vivo szivinfarktus modellben is meghatdrozzuk az L-2286 hatasat ¢és
hatékonysagat. Vizsgalatunkhoz izoproterenol altal kivaltott szivinfarktus modellt
hasznaltunk. Izoproterenol hatasara diffaz szubendokardialis nekrozis alakul ki a
fiziologiasnal jelentésen magasabb szivfrekvencia, vérnyomas €s a nagy dozisu adrenerg
szer altal okozott direkt kardiotoxicitas kovetkeztében [123]. L-2286 clokezelés
csokkentette a szivizom infarktus méretét. Ezt mind indirekt modon a nekroenzimek (CK
¢s LDH) szérumbeli aktivitdsanak mérésével (7. abra), mind a nekrozis anatdomiai

kiterjedtségének meghatarozasaval (TTC festés) sikeriilt igazolni.

6.2. A PARP-gatlas hatasa kronikus szivelégtelenség modellekben

Az eddigi eredmények, illetve vizsgalataink megkezdésekor az irodalombdl ismert
PARP-gatlés tanulmanyokban csaknem kivétel nélkiil az akut stressz szituaciokra,
dontéen iszkémia-reperfuzios karosodasok kivédésére koncentraltak [161-165]. A
szivelégtelenség kialakulasa, a remodelling folyamata soran azonban éles ellentétben
ezen vizsgalatokkal nem egy akut kéarosodds, nem egy idében jol behatarolt
robbandsszerlien megemelkedett szabad gyok termelddés  altal  kivaltott
szervkarosodassal allunk szemben, hanem a szivizomzat lasst, folyamatos kisebb
intenzitasti karosodasaval. A kiilonbségek ellenére azonban a szivelégtelenség
pathogenezisében is jelentds szerepe van az oxidativ stressznek, ezért valdsziniinek tiint,
hogy egy antioxidans hatasu, az oxidativ karosodassal szemben védé hatasu molekula, a
PARP-gatld L-2286 kisérletes szivelégtelenség kialakuldsaval szemben is védo hatasu
lesz [46, 48]. Vizsgalataink kiterjedtek a legfontosabb etiologiai tényezOk
(posztinfarktusos allapot, kronikus hipertenzio, toxikus eredet) altal provokalt
szivelégtelenség modellekre. A toxikus szivelégtelenség modell kivételével minden
esetben figyelmet forditottunk arra, hogy a karosit6 noxa kialakulasat ne befolyasoljuk.

Ezen modellekben az L-2286-ot nem alkalmaztuk a karosodas akut szakaban.
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6.2.1. Posztinfarktusos szivelégtelenség

Szivelégtelenség kialakuldsa szempontjabol az egyén szintjén a szivizomvesztés, a
lezajlott szivinfarktus a legjelentdsebb rizikotényezé [2, 170]. Tekintettel a
szivelégtelenség kezelésének megoldatlan voltara, illetve a pathogenezisben szerepet
jatszo oxidativ stresszre, érdemesnek tartottuk a PARP-gatlas vizsgalatat posztinfarktusos
szivelégtelenség modellben [46, 48]. Egy masik munkacsoport vizsgalatunk megkezdése
elétt nem sokkal publikalta azt a felvetését, miszerint, hogy PARP-gatlas potencialisan
védhet a szivelégtelenséggel szemben, mivel sikeriilt igazolni LAD-ligalt rdgcsalokban a
szivfunkcio csokkenésével parhuzamosan a PARP-enzim aktivaciojat. Raadasul az
alkalmazott PJ-34 jeltit PARP-gatl6 kissé javitotta az allatok szivfunkcigjat is (dp/dtf,
LVEDP|) [171]. A balkamra funkcio csokkenése azonban nem egyenld a
szivelégtelenséggel [2] és ebben a vizsgalatban nem IS tortént meg a szivelégtelenség
igazolasa, illetve a PARP-gatlas alkalmazasa mellett annak nyomon kovetése. Munkank
soran ezért arra fokuszaltunk, hogy a vizsgalt PARP-gatld (L-2286) szubcellularis
hatasait tisztazzuk, illetve vizsgaljuk a remodellingre ¢és a szivelégtelenség kialakulasara

gyakorolt hatasat.

A szivizomzat struktGrajat és funkciojat karositd noxat kovetden kialakuld
miokardialis atépiilés/remodelling két f6 jellegzetessége az inadekvat/tulzott szivizomsejt
hipertrofia és az extracellularis matrix fehérjék (fibrillaris kollagén, kollagén | és I11)
felszaporodasa, melyek fokozzak a szovet merevségét és karosan befolyasoljak a
miokardialis viszkoelaszticitast. Ez a folyamat aztan diasztolés, végiil pedig szisztolés
diszfunkciohoz vezet [172, 173]. A perivaszkularis fibrozis és a rendezetlen szivizomsejt
hipertrofia csokkenti a coronaria flow reservet és szoveti hipoperfaziot okozva szivizom

iszkémiahoz vezet [123, 172].

Vizsgalatunkban az 1SO kezelés balkamra hipertrofiat idézett el6. A szivizomzat
tomegének megemelkedését mind gravimetrias, mind echocardiographias modszerrel
sikeriilt igazolni. Emelkedett a hipertrofiat jelz6 VW/BW ¢és a VW/TL arany, illetve az
echocardiographia soran mérhet6 septum ¢€s hatso fal vastagsaga is (2-4. tablazat). Az
altalunk észlelt valtozasok dsszhangban vannak mas munkacsoportok eredményeivel is
[174, 175]. A hipertrofia hatterében szovettani vizsgalattal jelentds miokardialis fibrozis,
valamint a megmaradt szivizomsejtek hipertrofiaja allt (8-9. abra). Posztinfarktusos
allatokban emellett balkamra dilatacio (LVESV, LVEDV emelkedése) is észlelhetd a
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szisztolés balkamra funkci6 (EF, FS) csokkenése mellett (4. tablazat). A sziv dilatacioja
¢s szisztolés funkcidézavara hatterében a kezdeti miokardium vesztés mellett a
kotészovetes atépiilés allhat. Vizsgalatunkban az L-2286 segitségével kifejtett PARP-
gatlas csokkentette a balkamra hipertrofiara utalo paramétercket (gravimetrias indexek,
balkamrai falvastagsag), mérsékelte a fibrozist és a szivizomsejt hipertrofiat. Emellett

javitotta a szisztolés balkamra funkciot (EF, FS) is.

Patkanyok EKG vizsgalata is megerdsitette a szovettani eredményeket. Az R hullam
amplituddja, amely a viabilis szivizomsejtek szamaval egyenesen, illetve az intersticialis
kotészovet felszaporodassal forditottan aranyos [176], posztinfarktusos allatokban
jelentésen csokkent. ISO-kezelt allatokban emellett J-pont depressziot is észleltiink
(ragesalokban nincs értékelhetd ST szakasz), mely a remodellinggel jard inadekvat
koronaria keringés ¢s a fokozott balkamrai falfesziilés (strain) jele egyarant lehet [177,
178]. PARP-gatlo kezelés mind az R-hullam csokkenését, mind a J-pont depresszidjat
csokkentette. Ez az eredmény is tAmogatja a tobbi mddszerrel nyert eredményt, miszerint

az L-2286 csokkenti a szivizomzat patologias atépiilésének folyamatat.

A hipertrofiat, illetve a szivelégtelenséget kivaltdo stimulusok (nyomas és volumen
terhelés) beinditjak a foetalis génprogramot. Az aktivacio soran tobbek kozott emelkedik
a natriuretikus fehérjék (ANP, BNP) expresszioja és szekrécidja is [179, 180]. A
natriuretikus peptidek koncentracidja a plazmaban egyenesen aranyos a falfesziilés és igy
a szivelégtelenség Klinikai sulyossagaval [2, 181]. ISO indukalta szivelégtelenség
modelliinkben a kontrollhoz képest emelkedett BNP értéket észleltiink, mely
egyértelmiien jelzi a szivelégtelenség kialakulasat. PARP farmakologiai gatlasa pedig
csokkentette a BNP szintet, mely a szivelégtelenség stilyossaganak mérséklését jelzi (3.

tablazat).

6.2.2. Kronikus hipertenzié altal indukalt szivelégtelenség

Masodik kisérletiink fontossdgat az adja, hogy populacids szinten a magas vérnyomas
betegség, elsdsorban a nem megfeleléen kezelt hipertonia jelenti a szivelégtelenség
legfébb etioldgiai faktorat [2, 3, 19, 20]. Kisérletiinkben SHR-t hasznaltunk, amely a
magas vérnyomas dallatmodellje és sok tekintetben hasonld az emberi esszencialis

hipertonidhoz [22, 182, 183]. Az SHR torzset eredetileg Okamoto és Aoki mutatta be,
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mint a genetikus hipertenzié modelljét [184]. A hosszantartdo magas vérnyomas hatasara
kialakulo szivelégtelenség az irodalom alapjan kiilonb6z6 mechanizmusokkal
magyarazhato, de az oxidativ stressz és a jelatviteli utak abnormalis valtozésai a betegség

pathogenezisében kdzponti szerepet jatszanak [81, 185].

Kisérletiinket az SHR allatokkal a hipertenziv kardiopatia kompenzalt fazisaban (30 hetes
korban) kezdtiik. Ebben az életkorban a balkamra hipertrofia markans jelei mar
észlelhetbek, szovettanilag intersticialis fibrozis és szivizomsejt hipertrofia jellemz6
[186]. Jelen vizsgalatunkban egy non-invaziv vizsgalattal, echocardiographiaval
hataroztuk meg a kiindulési szivparamétereket, illetve néhany allat esetén gravimetriaval
is megerdsitettitk azokat. Az SHR allatokban mindkét modszer igazolta a jelentds foku
balkamra hipertrofiat. SHR allatokban nagyobb volt a septum és a PW vastagsaga, a
kalkulalt, illetve mért szivtomeg, valamint a VW/BW hanyados. A szisztolés balkamra
funkcid6 a hipertenziv és normotenziv csoport kozott még nem kiilonbozott egymastol (5-
6. tablazat). A vizsgalat végén, 76 hetes életkorban azonban az SHR allatokban mar a

szivelégtelenség markans jelei voltak észlelhetok.

A vizsgalat végén a szisztolés balkamra funkcié (EF, FS) a normotenziv és a kezelt
hipertenziv (SHR-L) allatokban nem csokkent a kiindulasi értékhez viszonyitva, azonban
az SHR-C csoportban a balkamra funkcio jelentds romlasat detektaltuk a kisérlet végén,
76 hetes életkorban (7. tablazat). A hipertonia kialakulasa soran a balkamra geometrija
megvaltozik a megndvekedett nyomads és térfogat terhelés miatt. A magas vérnyomasban
szenveddknek az LV geometridja négyféle osztalyba sorolhaté az LV tdmegindex és az
RWT alapjan [22]. Az osztalyozas alapjan excentrikus hipertrofiat figyelhettiink meg az
SHR-C csoportban (nagyobb LV tomeg/BW és normal RWT), mig az L-2286 adésa
megorizte a koncentrikus hipertrofia (nagyobb LV tomeg/BW ¢és nagyobb RWT)
allapotat, amit a kisérlet kezdetén is észleltiink az SHR allatok esetén. Tehat az L-2286
hatastalansaga a septum ¢és a PW vastagsag csokkentésére kedvezd hatasként foghato fel,
mert igy hozzajarult a koncentrikus hipertrofia fenntartasdhoz (7. tablazat).
Kisérletiinkben a plazma-BNP szintje mindkét SHR csoportban magasabb volt a
normotenziv csoporthoz képest, azonban L-2286 kezelés mellett ez a szivelégtelenség
stlyossagat jelzo6 biomarker szint kevésbé emelkedett meg (5. tablazat). A
szivelégtelenség egy gyakori kovetkezménye a volumenretencid [2]. Gravimetrias
vizsgalattal a nedves/széraz tiid0 hanyados vizsgalat jol jelzi a tiidoben a pangas

jelenségének a meglétét [47, 145, 187]. Ez a paraméter is emelkedett volt SHR-C
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allatokban a BNP szinthez hasonléan. PARP-gétlo kezelés pedig a pangédsnak ezt az
indexét is jelentdsen mérsékelte (5. tablazat). L-2286 kezelés a szisztolés szivfunkcio
megorzésével és a szivelégtelenség folyamatanak lassitasaval kedvezden befolyasolta az

id6s szivelégtelen SHR-ek talélését is [2, 181].

6.2.3. Antraciklin kezelés altal kivaltott szivelégtelenség

Noha a DOX kezelés kovetkeztében kialakulé kardiomiopathia és szivelégtelenség
pontos cellularis és molekularis mechanizmus még nem teljesen tisztazott, azonban a
megnodvekedett szabad gyok termelddés mellett az endogen antioxidansok csokkent
mennyisége illetve az ezek kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz itt is kozponti
szerepet jatszik [188]. Az oxidativ stressz hatasara lassi izomrostvesztés, illetve a
szivizomsejtek  vakuolizacidja kovetkezik be, melyek a DOX indukalta
szivelégtelenségben tipikus szovettani eltérései [188]. Vizsgalatunk kezdete elétt néhany
publikacié mar felvetette, hogy a DOX altal kivaltott kardiotoxicitds medidldsaban a
PARP enzim aktivacidja is fontos szerepet tolthet be [189]. Szenczi és munkatarsai
emellett azt is igazoltak, hogy a DOX kezelt szivizomsejtek akut karosodasat mérsékelte
a farmakologiai PARP gatlas a végdiasztolés kalcium szint csokkentésén, a kalcium
overload megel6zésén keresztiil [189]. A DOX kivaltotta szivelégtelenség modellben az
enyhe scavenger hatassal is biro6 PARP-gatld, az L[-2286 hatasat vizsgaltuk a

szivelégtelenség kialakulasara.

A gravimetrias paraméterek meghatarozasakor nem észleltiik a balkamra hipertrofia jeleit
a DOX csoportban, mivel mind a VW/BW, mind a VW/TL hanyados hasonlonak adodott
a csoportok kozott. A szivelégtelenségre, illetve az azzal jard pangéasra diagnosztikus
nedves/szaraz tiid6 hanyados azonban jelentésen magasabb volt a DOX csoportban a
kontrollhoz képest [47, 145, 187]. L-2286 kezelés egyértelmiien mérsékelte a pangasnak

ezen indexét (8. tablazat).

A natriuretikus peptidek (ANP és BNP) a falfesziilés kovetkeztében termelddnek és
jelennek meg a keringésben. Szivelégtelenségben jo diagnosztikus és prognosztikus
biomarkerek [2, 181, 190]. A pangas gravimetrias indexével egyezden a plazma BNP
szint mérésekor IS jelentés emelkedés volt észlelhet6 a DOX csoportban. L-2286

kezelésben is részesiil6 allatokban azonban a BNP szint nem emelkedett szignifikansan a
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kontroll egerekhez képest, mely azt igazolta, hogy az L-2286 kezelés jelentGsen

mérsékelte a DOX indukalta szivelégtelenség sulyossagat (8. tablazat).

Echocardiographia végzése rendkiviil fontos minden olyan allapotban, ahol a szivizomzat
funkcidja karosodik, mivel a balkamra funkcid a kardiovaszkularis mortalitas és
morbiditas fontos tényezdje [2, 191]. A toxikus kardiomiopatiak egyik legfontosabb
etiologiai faktora az antraciklin tartalmu kemoterapias protokollok alkalmazéasa. Az ESC
2016-o0s allasfoglalasa ezért megerdsiti, hogy antraciklin tartalmt kemoterapiak esetén

javasolt a balkamra funkcié rendszeres kontrollja [191].

Jelen vizsgalatunkban a korabbi eredményeknek megfeleléen, a DOX kezelés
csOkkentette a szisztolés és a diasztolés balkamra funkciot [189, 192, 193]. A szisztolés
balkamra funkciot jellemzé paraméterek (EF, FS) a DOX csoportba tartozé egerekben
volt a legalacsonyabb. Az L-2286 kezelésben is részesiilé allatok (DOX-L) esetében a
csokkenés mértéke joval kisebb volt, az ebben a csoportban mérhetd EF és FS értékek
nem kiilonboztek szignifikdns mdédon a Kontroll csoportétdl. A kiilonféle Doppler
technikakat (szoveti Doppler/TDI; pulzatilis Doppler/PD) széles korben alkalmazzuk a
human Klinikai gyakorlatban a sziv diasztolés funkcidjanak jellemzésére [191, 194, 195].
A mitralis bearamlasi mintdzat PD modszerrel torténd vizsgalata soran nyert E hullam,
illetve a mitralis annulus elmozdulasanak TDI mddszerrel torténd jellemzése soran nyert
E’ hullam egyiittes értékelése (E/E’ hanyados) aranyos a bal pitvari toltdnyomassal €s
jelenleg a diasztolés funkcid jellemzésének a legelfogadottabb mérészama [195]. L-2286
kezelés a diasztolés funkciot jellemzd E/E’ hanyados DOX kivaltotta emelkedését
(romlasat) is kedvezéen befolyasolta. Az MPI (vagy Tei-index) egy relative 0] jellemzdje
a globalis balkamra funkcionak, mely mind a szisztolés, mind a diasztolés funkciot
jellemzi és igen alacsony interobszerver variabilitast mutat [196, 197]. Az MPI
emelkedése a DOX csoportban a sziv funkcidjanak a romlasat jelezte. PARP-gatlo
kezelés alkalmazasaval a DOX-L csoportban az MPI értéke nem romlott, gyakorlatilag
megegyezett a kontroll allatokéval (9. tablazat). L-2286 kezelés mellett észlelt
echocardiograpids valtozasok egybehangzdé moddon arra utalnak, hogy a PARP-gatld

kezelés kardioprotektiv hatassal bir a DOX altal indukalt szivelégtelenségben is.

A gravimetriaval, a plazma BNP szinttel és a sziv funkciojaval igazolva a legsulyosabb
foku szivelégtelenség a csak doxiciklin-kezelt allatokban fejlodott ki. Az allatok talélését

vizsgalva ezen eredményekkel egyezd modon azt talaltuk, hogy a legmagasabb mortalitas
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a DOX csoportban volt észlelhetd (az allatok kozel 2/3-a pusztult el a 4 hetes kezelés
soran). Farmakologiai PARP-gatlas azonban jelentésen csokkentette a szivelégtelenség
stlyossagat és ezzel parhuzamosan az allatok talélése is javult (kb. 40 % volt a halalozas

a kezelési 1d6 alatt) (19. abra).

6.3. A hipertonia altal kivaltott kardiovaszkularis remodelling

befolyasolasa PARP-gatlo kezeléssel

Hipertenziv betegekben a szisztolés vérnyomas (SBP) és a pulzusnyomas a két
legfontosabb prognosztikai marker. Nagy epidemioldgiai tanulmanyok (MRFIT és
UKPDS) eredményei azt igazoltak, hogy a 110 Hgmm-es SBP felett egyenes aranyossag

igazolhato a vérnyomas és a kardiovaszkularis események gyakorisaga kozott [198, 199].

Vizsgalatainkhoz spontdn hipertenziv patkanytorzset (SHR) hasznéltunk Az SHR ideélis
allatmodell a kronikus nyomaésterhelés altal kivaltott kardiovaszkuléris karosoddsok
kiilonbozé fazisainak tanulmanyozéasara, hiszen a még stabil, kompenzatorikus
hipertrofia kialakulasa idoben igen jol elkiiloniil a manifeszt szivelégtelenségbe vald
atmenetel fazisatol. A perzisztens hipertonia az SHR éllatok 6-8 hetes korara kifejlodik.
Ezt koveti a stabil hipertenzid és a kompenzatorikus hipertrofia kialakuldsdnak hosszl
periodusa. Mindenesetre 6 honapos életkorra mar massziv balkamra hipertrofia és
vaszkularis valtozasok észlelhetok. A szivelégtelenség az elsd ¢€letévet kdvetden kezd
kialakulni és 18 honapos korra az allatok nagy részénél mar sulyos, végstadiumu
szivelégtelenség észlelhetd jelentds halalozasi rataval [22, 200, 201]. Az alabb ismertetett
vizsgalataink soran fiatal, de mar hipertonias SHR-eket (10 hetes életkor) hasznaltunk. A
mintegy 6 honapos kezelés végén pedig a hipertenziv célszervkarosodasok (hipertenziv
szivbetegség ¢és encephalopathia, illetve vaszkularis remodelling) kialakulésat, illetve a

PARP-gatlasnak azokra kifejtett protektiv hatdsat vizsgaltuk.
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6.3.1. A PARP-gatlas védo hatasa a hipertenzio-kivaltotta nagyér atépiiléssel

szemben

A magas vérnyomas esetén az emelkedett intraluminalis nyomas kdvetkeztében 1étrejott
emelkedett ciklikus circumferentialis mechanikai falfesziilés a legfontosabb
pathogenetikai tényez6é a vaszkularis remodelling kialakulasaban [202, 203]. Az érfali
sejtek a mechanotranszdukcionak nevezett folyamat segitségével észlelik és alakitjak at
biologiai valassza ezt a mechanikai valtozast [204]. Ezért a legnyilvanvalobb védekezési
lehetéség a hipertenziv érfali atépiiléssel szemben nyilvanvaléan maganak a
vérnyomasnak a csokkentése. Azonban a vérnyomascsokkentd gyogyszerek
mellékhatasai, illetve maganak a vérnyomascsokkentésnek — a kdvetkezményes atmeneti
hypoperfazio miatti — kellemetlen tiinetei (szédiilés, fejfajas, gyengeség) gyakran
akadalyat képezik a célvérnyomas elérésének [35]. A magas vérnyomas betegség
kezelésének optimalizalasa, a hipertonia altal okozott szervkarosodasok kialakulasanak
megeldzése érdekében torténtek kisérletek, amelyek a vérnyomas csokkentése nélkiil,

illetve azt kiegészitve kisérlik meg e patologias folyamat blokkolasat [205].

Mivel az oxidativ stressz fontos szerepet tolt be a hipertonia pathogenezisében és szamos
allatkisérletes modellben biztatd eredményeket észleltek a hasznalatukkal [205-207],
egyes scavengerként miikodé antioxidansok (C és E vitamin, 3-carotén) nagy betegszamui
klinikai vizsgalatokig is eljutottak, azonban ezek eredménye nem erdsitette meg az
alapkutatasi eredményeket [77, 208]. Ennek ellenére az oxidativ stressz egyéb modon

torténd befolyasolasa hatékony lehet a remodelling mérséklésében.

A PARP-1 enzim gatlasa 4ltal a scavenger molekulaktol eltéréd modon is befolyasolhato
a sejtek oxidativ statusza, rdadadsul PARP enzim a jelatviteli folyamatokra és a
transzkripcios faktorokra is jelentds hatassal bir és ezaltal is modulalhatja a vaszkularis

remodellinget [64, 97, 98].

A PARP-gatlas potencialis hatékonysagat a remodelling gétlasdban tovabb erdsitheti az
a tény is, hogy kordbbi munkank soran L[-2286 hasznalataval sikeriilt mérsékelni a
hipertenziv kardiopatiab6él manifeszt szivelégtelenségbe valdo atmenetet, noha a

vérnyomasra érdemi hatast nem gyakorolt [97, 209].

Jelen munkankban az L.-2286 kezelés szintén nem befolyasolta az allatok vérnyomasat

(28. és 35. 4bra), ellenben csokkentette a hipertonia okozta érfalkirosodast. Az érfali
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remodellinget érfal megvastagodds, emelkedett vaszkularis tonus, fokozott érfali
kontraktilitas ¢és a vaszkularis compliance csokkenése jellemzi. A  struktara
megvaltozasanak legkdnnyebben igazolhatd jele az érfal megvastagodasa. Ultrahangos
méréseink soran a hipertonias allatok arteria carotisaban az intima-media vastagsag
(IMT) novekedését észleltiik (35. abra), mely szoros korrelaciét mutat a késdbbi

vaszkularis események (AMI és stroke) gyakorisagaval [210].

Az L-2286 kezelés azonban nem csak a hipertonia-indukalta érfalmegvastagodast
csokkentette, hanem javitotta a nagyerek faldnak rugalmassagat is, melynek
meghatarozasara az aorta stiffness indexet (ASI) hasznaltuk (28. abra). Az érfal
vastagsagat és elasztikus tulajdonsagait a simaizomsejtek, valamint a kollagén
mennyisége  hatarozza meg [211]. Az  érfali  kollagén  mennyiségét
elektronmikroszkopiaval és a fénymikroszkopos metszetek Masson’s trikrom szerinti
festésével vizsgaltuk. Mindkét modszerrel jelentds vaszkuléaris fibrozist lattunk a
kezeletlen hipertonias allatok esetén (SHR-C csoport). Az elektronmikroszkopos
felvételeken a fibrozis invazivitdsa is dabrazolodott, mivel ezen allatokban a
kollagénkotegek a bazal membrant karositva betortek a lumenbe. L-2286 kezeléssel
biztositott farmakologiai PARP-gatlas azonban mindezen folyamatokat jelentds
mértékben csokkentette és védelmet biztositott a hipertenziv érkarosodas kialakulasaval

szemben (29. és 35. abra).

Az érfal struktirdjan és funkciojan kiviil az érfali belhartya, az endotél is karosodik. A
hipertenziv allatokban (SHR-C) csokkent vazorelaxacios valaszt lattunk ACh-ra, mely az
endotélfiiggd vazodilatacidé mediatora. Az endotél diszfunkci6 kialakuldsanak az oxidativ
stressz és az NO mennyiségének csokkenése all a hattérben [212]. L-2286 kezelés (SHR-
L) hatasara javult az endotél-fliggd vazorelaxacid képessége a nem kezelt SHR allatokhoz
képest (36. abra).

6.3.2. A PARP-gatlas hatasa a hipertenziv szivbetegség kialakulasara

Ebben a vizsgalatunkban a magas vérnyomas betegség korai szovédményét, a balkamra
hipertrofiaval és még jo szisztolés balkamra funkcidval jellemezhetd hipertenziv
szivbetegség kialakuladsat, illetve PARP-gatldsnak e folyamatra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk. Korabban mar igazoltuk, hogy a PARP-gatlas megakadalyozza a hipertenziv
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kardiopatianak szivelégtelenségbe torténd progressziojat [98], azonban nincs adat arrol,
hogy a hipertonia korai kovetkezményének, a hipertenziv szivbetegségnek a kialakulasat
miként befolyasolja a PARP enzim gatlasa. A kisérlet soran az el6z0 kisérletsorozathoz
hasonloan fiatal, de mar emelkedett vérnyomasi SHR patkdnyokat és koregyeztetett

normotenziv WKY allatokat hasznaltunk.

Vizsgalatunk soran az irodalmi adatokkal egyez6 modon [22, 213] 6 honapos életkorra
az SHR allatokban jelentds balkamra hipertrofia kialakulasat észleltiik, melyet
gravimetrids paraméterek és echocardiographias mérések (balkamrai falvastagsagok,
RWT és kalkulalt bal kamrai tomeg) is igazoltak (10-12. abra). Szivelégtelenség jelei
azonban ebben a stddiumban még nem voltak észlelhetok, a BNP mennyisége nem
emelkedett meg az SHR allatokban a normotenzivekhez képest (10. abra). Ezzel
Osszhangban ¢és az irodalmi adatokkal egyez6 modon a szisztolés balkamra funkci6é sem
csokkent a fiatal hipertenziv allatokban [22, 182, 183] a kiindulasi értékhez viszonyitva.
L-2286 kezelés az eddigi vizsgélatainkkal egyez6 mdodon nem csdkkentette az allatok
vérnyomasat, ennek ellenére jelent6sen mérsékelte a balkamra hipertrofia jeleit (10-12.

tablazat).

Korabbi vizsgélatok (posztinfarktusos, id6s SHR) sordn a manifeszt szivelégtelenség
stadiumaban a fibrozis fokanak csokkenése volt elérheté PARP-gatlo kezeléssel [64, 97].
Jelen munkankban a célszervkarosodasok kialakulasanak korai fazisat vizsgalva azt
talaltuk, hogy L-2286 a remodelling korai fazisdban is képes volt a miokardialis
intersticialis fibrozist mérsékelni és késleltetni a hipertenziv szivbetegség kialakulasat

(22. ébra).

6.3.3. L-2286 kezelés védé hatasa a magas vérnyomas okozta kozponti

idegrendszeri karosodasokkal szemben

Egy 0jabb vizsgalatunkban a magas vérnyomas betegségnek a kdzponti idegrendszerre
gyakorolt hatasat és az L-2286 kezelés védd hatasanak feltérképezését tliztiik ki célul. A

magas vérnyomdst, mint oki tényez6t a PARP-gitl6 kezelés nem befolyasolta
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szamottevoen (28. és 35. abra). Azonban a nyaki nagyerek strukturajat és funkciojat

kedvezden befolyasolta az L.-2286 kezelés.

A KIR-ben magas vérnyomas kovetkeztében lezajlo valtozasok jellemzésére a dorzalis
hippocampust valasztottuk. A dorzalis hippocampus régioja jol jelzi a hipertenzio,
valamint a kovetkezményes oxidativ stressz hatdsara végbemend patoldgias

elvaltozasokat, ezért vizsgalata a szakirodalomban széles korben elfogadott [158].

A hipertenziv patkdnyok agyaban az agykamrak tagulatat lattuk, emellett a dorzalis
hippocampus jellegzetes elvaltozasokat mutatott SHR allatokban (38. &bra). A
mediolateralis tengely rovidiilése, a gyrus dentatus deformacidja a cstcsi rész
ellapulasaval volt a leginkédbb szembetiing elvaltozas a hipertenziv allatok agyaban, mely
eltéréseket primeren valdsziniileg a 3. agykamra és az oldalkamra kitagulasa altal kifejtett
nyomas okozott (SHR-C). Farmakologiai PARP-gatlas nem csokkentette jelentdsen ezen
malforméciok kialakuldsat (SHR-L), azonban a hippocampust ellatd erek strukturaja
sokkal intaktabbak voltak ezen allatokban, mint az SHR-C csoportban. Kontroll SHR
allatokban ezen erek lumene irregularis és sokfelé észlelhetd lacunaris perivaszkularis
fehérallomany karosodasok is. Ez utdbbi elvaltozasok WKY dallatokban nem voltak

kimutathatok, L.-2286 kezelt SHR-ekben pedig joval ritkabban fordultak el6 (40. abra F).

Mikroszkoposan a CA1 régidban az oxidativ sejt-, illetve DNS karosodas kovetkeztében
kialakul6 piramissejt vesztés mértékének a meghatarozasakor (40. abra B és C) az
irodalmi adatoknak megfeleléen azt talaltuk, hogy hipertenziv allatokban lényegesen
alacsonyabb volt a sejtszam a normotenzivekéhez képest [214]. L-2286 kezelés hatasara
azonban hipertenziv allatokban a piramissejtek szama magasabb maradt a kezeletlen

allatokhoz képest.

A piramissejt vesztés mellett SHR allatokban az astroglia aktivacidja figyelhetd meg,
mely a BBB 1étrehozasaban, javitasaban jatszik szerepet [30, 159](40. abra F). Az
astrocitak szama nem kiilonbozott jelentdsen a kiilonbozd patkany torzsek kozott,
azonban méretiik megndtt, illetve a perivaszkularis immunoreaktivitds mértéke is
fokozodott SHR allatokban. Kronikus L-2286 kezelés csokkentette az astroglia sejtek
szamat, méretét és perivaszkularis felszaporodasuk mértékét SHR allatokban (SHR-L),

mely a stressz mértékének csokkenéseként értékelhetd.
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6.4. A farmakologiai PARP-gatlassal kivaltott kardioprotekcio
mértékének osszehasonlitasa mar igazolt hatasu komparator

molekulakkal

A krénikus ¢éléallat modellekbdl szarmazé eredményeknek van a legnagyobb jelentdsége
az alapkutatasban, amennyiben a kozeljové potencialis kezelési lehetOségeit és targeteit
kivanjuk azonositani. Azonban az igy nyert eredmények jelentésége is akkor mérhetd
csak fel igazan, ha a kisérleti, 0j hatdsmechanizmust képviselé molekula hatasat,
hatékonysagat egy mar bizonyitott, sét idealisan a human klinikai gyakorlatban is
hatékonyan alkalmazott kezeléssel hasonlitjuk &ssze. A PARP-gatld kezelés
hatékonysagat kétféle szivelégtelenség modellben ezért hasonlitottuk 6ssze mar igazoltan

elényos hatastt komparator molekulakéval.

Posztinfarktusos szivelégtelenség modellben az ACE-gatlé enalaprilt valasztottuk, mint
Osszehasonlitd molekulat. Az ACE-gatlds a szisztolés szivelégtelenség preventiv
kezelésének a legfontosabb és legrégebben alkalmazott pillére [2]. Vizsgalatunk
tervezésekor az ACE-gatlok koziil az enalaprillal allt rendelkezésre a legtobb evidencia
(pl. CONSENSUS, SOLVD) [215, 216], ezért esett a valasztas erre a hatbanyagra. Az
alkalmazott dozist pedig az alapjan valasztottuk ki, hogy kronikus él6allat modellekben
mi volt a leggyakabban alkalmazott dozis [217-220].

Toxikus (antraciklin-indukalta) szivelégtelenség modellben egy masik molekulaval, a jol
ismert antioxidans hatast szuperoxid dizmutdz mimetikummal, 8 TEMPOL-al tortént a
PARP-gatlas 0Osszehasonlitasa. Mivel az antraciklin kezelés mellett kialakulod
kardiotoxicitas a fokozott szabadgyok képzodés (elsésorban szuperoxid anion, illetve a
Fenton reakcié soran hidroxil gyok) kovetkeztében kialakuld apoptotikus sejthalal
kovetkezménye [221], igy az id6ben jol behatarolhato oxidativ stressz elleni védelemben
scavenger molekulak alkalmazasa logikus terapias opcionak tiinik. Az altalunk az
Osszehasonlitasra kivalasztott molekula, a TEMPOL hatékonysagat antraciklin indukalta

kardiotoxicitas kivédésében tobb munkacsoport is igazolta korabban [222, 223].
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6.4.1. Az enalapril és az L-2286 hatékonysaganak dsszehasonlitasa

posztinfarktusos szivelégtelenség modellben

Izoproterenollal  kivaltott  szivelégtelenség modellben a  gravimetridval ¢és
echocardiographia soran meghatarozott balkamra hipertrofiat jelz6 paraméterek (VW,
VW/BW, VW/TL, Septum, PW vastagsadg) mind enalapril, mind L-2286 kezelés soran
jelentdsen csokkentek a kezeletlen ISO allatokhoz képest. Raadésul a szisztolés balkamra
funkciot jelz6 EF és FS a PARP-gatlo kezelésben részesiild allatok esetében 1ényegesen
jobb maradt, mint ACE-gatlas esetében (3. ¢s 4. tablazat). A PARP-gatlo L-2286 tehat
kisérletes allatmodelliinkben egyenértéki, sét bizonyos paraméterek esetén hatékonyabb
védd hatast mutatott a szivelégtelenség kialakuldsaval szemben, mint a klinikai

gyakorlatban széles korben alkalmazott enalapril.

6.4.2. A TEMPOL és az 1.-2286 hatékonysaganak osszehasonlitasa

antraciklin indukalta toxikus szivelégtelenség modellben

Toxikus szivelégtelenség modellben Osszehasonlitva a PARP-gatlo L-2286 ¢és a
scavenger hatasu TEMPOL hatékonysagat a szivelégtelenség kialakulasaval szemben azt

talaltuk, hogy mindkét molekula hatékony védd hatassal rendelkezett.

Mindkettd csokkentette a doxorubicin kivaltotta szisztolés (EF, FS, MPI) és diasztolés
(E/E’, MPI) szivfunkcié romlasat. Mindkét csoportban csokkentek a szivelégtelenség
sulyossagat jelz6é paraméterek értékei (nedves/szaraz tiidé arany, BNP), tovabba javult az
allatok tulélése. PARP-gatlas azonban a tulélés és a nedves/szaraz tiid6 arany
vonatkozasaban szignifikdnsan jelentdsebb védo hatassal rendelkezett, mint a TEMPOL

kezelés (8. és 9. tablazat; 19. abra).
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6.5. A PARP-gatlas kardiovaszkularis protektiv hatasanak

molekularis és szubcellularis aspektusai

rrrrrr

a szivelégtelenség mérséklése hatterében az L-2286 kezelés szamos szubcellularis
organellum funkcigjat és molekularis folyamatot modulal. Ezek egymassal szoros ok-
okozati viszonyban allnak, ezért az alabbi struktiralas ugyan meglehetdsen mesterséges,

de didaktikai okbdl sziikséges.

6.5.1. A PARilaco és az oxidativ stressz befolyasolasa PARP-gatlé kezeléssel

Az L-2286 hatasat a PARP enzim aktivitdsara sejtkultiran tortént jellemzés mellett
minden krénikus allatmodellben megvizsgaltuk. A PARP enzim aktivitasat a fehérjék,
legtobb vizsgalatban maganak a PARP-nak az autoPAR-ilacidjaval jellemeztiik. A PAR-
ilacio mértéke mar a korai kardialis és vaszkularis remodelling kialakulasa soran
jelentésen megnétt, ami a késOi szervkarosodds, a manifeszt szivelégtelenség
stadiuméaban még tovabb emelkedett. A PARP enzim aktivacidjanak legerdsebb triggere
az oxidativ stressz kovetkeztében kialakult egyes lanct DNS torés [87-90], ezért
figyelmet forditottunk a DNS karosodas igazolasara.

Az irodalmi adatokkal és a PARP aktivacioval egyez6 moddon azt talaltuk, hogy a
szivizomzatban IR soran, valamint kronikus allatmodellekben a miokardiumban, az
érfalban és a kozponti idegrendszerben egyarant a szabad gyokos karosodas massziv jelei
voltak észlelhetdk [40, 41, 45, 51, 54, 137, 147, 185] (31., 36. és 39. abra). Emelkedett
volt a lipid peroxidaciora jellemzé TBAR anyagok, illetve a 4-HNE szintje. A fehérjék
oxidativ kérosodasara utaldo karbonilacio (aldehid és keton csoportok mennyisége)
mértéke mellett a nitrozativ stressz altal kivaltott fehérjekdrosodas mértékét jelzd
nitrotirozin (NT) szintje is jelentdsen megnott.

A DNS oxidativ karosodasanak a 8-oxoguanozin egy elfogadott méréje [224]. A 8-0xG
a PARP aktivacioval parallel modon emelkedett volt sajat adatunk szerint a kronikus
stressz modellekben.

Eredményeink az irodalmi adatokkal egyezden azt mutatjak, hogy nemcsak akut (IR),

hanem kronikus stressz (hipertenzid, toxikus faktorok, posztinfarktusos allapot) mellett
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is az oxidativ sejtkarosodas jelei észlelhetok a kardiovaszkularis rendszerben [40-42, 45-

48].

Irodalmi, illetve munkacsoportunk korabbi adatai szerint az oxidativ stressz-indukalta
DNS kérosodas kovetkeztében aktivalodik a nukleéris poli(ADP-rib6z)polimeraz enzim,
melynek szerteagazé cellularis hatasai vannak [64, 94, 225, 226]. A PARP aktivacio egy
energiahianyos allapotot hoz Iétre, poszttranszlaciésan modositja a fehérjék funkcigjat,
kedvezdtlen modon befolyasolja az intracellularis jelatviteli faktorok aktivitasat, illetve a
mitokondriumokat karositva szekunder modon tovabbi szabad gyokok termelédését
indukalja [64, 94, 227].

SHR allatokban az oxidativ stressznek szamos forrasa ismert. A mitokondrialis 1égzési
lanc mellett fokozott a xanthin oxidaz mennyisége és aktivitasa is [76, 228]. Az
endotélben és a perivaszkularis szovetekben a O2- termelddés jelentds forrasa a a
szétkapcsolt eNOS és a NOX enzim [185]. A fokozott szuperoxid anion szint jelentésen
csokkenti a vazodilatator hatastt NO, biohasznosulasat és ezaltal endotél diszfunkciohoz,
az értonus fokozodasdhoz, illetve a szovetek vérellatottsagdnak csokkenéséhez vezet
[209]. SHR allatok carotisaban ennek megfeleléen mi magunk is azt észleltiik, hogy az
endotél-fiiggd (ACh-indukalta) vazorelaxacidés képesség jelentdsen csokkent a

normotenziv allatokhoz képest (36. abra).

L-2286 kezelés mind akut, mind kronikus stressz szituacidkban jelentdsen csokkentette a
PARP enzim aktivitasat (17., 23., 30. és 40. abra), ezért a PARP-gatlas hatasara cs6kken
a mitokondrialis ROS-indukalta masodlagos ROS termel6dés, ezért mind az
érrendszerben, mind az ellatott szovetekben (miokardium, agy) mérséklédtek a szabad
gyokos karosodas jelei és kovetkezményei, csokkentek a lipidek, a fehérjék és a DNS

oxidativ karosodas markerei.

Az érfalban kivaltott protektiv, antioxidans hatas kovetkeztében az endotél-dependens
vazorelaxacio szignifikansan javult L-2286 kezelés hatasara a kezeletlen hipertenziv

allatokhoz képest parhuzamosan a csokkent érfali NT tartalommal (36. abra).

6.5.2. Farmakologiai PARP-gatlas hatasa a kotoszovetes atépiilésre

A fokozott szabadgyok termelddés tobb receptor és szdmos jelatviteli ut aktivalasaval

inditja el a kardiovaszkularis remodelling folyamatat. Ezek kozé tartoznak az o és
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adrenerg receptorok, az Ang Il AT1 receptora, valamint a MAP kinazok, egyes PKC
izoenzimek és bizonyos transzkripcios faktorok (pl. NF-xB) [45, 229].

Az altalunk vizsgalt kronikus éléallat modellek tilnyomo tobbségében a vizsgalt szervek
(sziv, illetve a nagyerek fala) hipertrofiaval, megvastagodassal reagaltak az 6ket ért tartds
stresszre. Gravimetrids, valamint echocardiographids vizsgalattal a balkamra falanak
hipertrofidja volt igazolhatd posztinfarktusos és kronikus emelkedett utoterhelés (SHR)
altal indukalt szivelégtelenség modelleinkben. Emellett a hipertenzié altal indukalt korai
szervkarosodasokat, a hipertenziv szivbetegséget és a vaszkularis remodellinget
vizsgalva fiatal SHR allatokban az aorta és a carotis faldnak megvastagodéasa (IMT) és az
érfal merevségének (ASI) fokozodasa volt észlelhetd.

Az intersticialis fibrozis az extracellularis matrix (ECM) fehérjék, igy a kollagén és a
fibronektin lerakodasa a sejtek kozott. A fibrozis a karosodott szovetek és sebek
gyogyulasat segiti el6, azonban ha jelentds mértékiivé valik a folyamat, akkor a szervek
és szovetek mikodészavarahoz, szervelégtelenséghez vezethet [230, 231]. A
remodelling, elsésorban a maladaptiv/patologias remodelling folyamatanak vezetd
szovettani folyamata a fibrdzis, az intersticialis kollagén akkumulacid. A fentebb felsorolt
kardiovaszkularis karosodasok, az érfali és miokardialis atépiilés hatterében massziv
fibrézis volt észlelheté Masson’s trikrom festéssel (10., 16., 22., 29. és 35. abra). A
nagyerek falaban elektronmikroszkopia iS megerdsitette a jelentds foka kollagén
lerakodast. Emellett azt is igazolta, hogy az érfali fibrozis SHR allatokban invazivitast
mutat, a kollagén kotegek attorik az endotél sejtek rétegét és az ér lumenében
domborodva thrombogén felszint képeznek, ami mar az akut vaszkularis események (pl.
stroke) veszélyét is magaban hordozza (29. abra).

Az antraciklin kezeléssel kivaltott toxikus szivelégtelenség esetén ugyan nem észleltiink
balkamra hipertrofiat a tobbi modellel ellentétben, ellenkezdleg, a balkamrai tomeg
szignifikansan csokkent a szivizomsejtek apoptozisa miatt. Azonban irodalmi adatok
alapjan itt is jelentds kotdszovetes atépiilés észlelhetd a szivizomvesztés mellett [188,
232].

Farmakologiai PARP-gatlas L-2286 kezeléssel mérsékelte a hipertenziv szivbetegség és
a vaszkularis remodelling kialakulasat SHR allatokban, valamint a megakadalyozta a
manifeszt szivelégtelenség kifejlodését posztinfarktusos, toxikus ¢és hipertenziv
szivelégtelenség modellekben. E védé hatasban az antifibrotikus effektus minden esetben

kozponti fontossagiinak bizonyult.
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A fibrozis folyamatanak elinditasaban jelentds szerepe van a mechanikai stressz mellett
a neurohumoralis faktoroknak, illetve az oxidativ stressznek iS. A kivalto szignaloknak a
sejtmag felé tovabbitasaban és a transzkripcié folyamatanak elinditasaban azonban
szamos jelatviteli és transzkripcids faktor is részt vesz [28, 45, 148, 173]. Az altalunk is
vizsgalt jelatviteli faktorok mennyiségében/aktivitasaban észlelt valtozasok a kdvetkezd

fejezetben keriilnek részletezésre.

6.5.3. A remodellingben és a sejttulélésben szerepet jatszo intracellularis
jelatviteli és transzkripcios faktorok aktivitasanak befolyasolasa L-

2286 kezeléssel

Az a megfigyelésiink, hogy a PARP-gatldval kezelt spontan hipertenziv allatokban (SHR-
L) jelentdsen csokkent a balkamra hipertrofia mértéke és a carotis artéria falvastagsaga
annak ellenére, hogy az L-2286 kezelés nem csokkentette az allatok vérnyomésat,

hangsulyozza egy¢b tényezdk, igy a jelatviteli faktorok szerepét a fenti folyamatokban.

6.5.3.1. Jelatviteli faktorok a kotészévetes atépiilés hatterében

A szerin/threonin kindzok csaladjaba tartozé protein kindz C (PKC) hataséara a szivben
akutan gyors kontraktilitasvaltozas, kronikus esetben pedig balkamrai remodelling alakul
ki. Tobbféle PKC izoforma létezik, a konvenciondlis izoformak k6z¢é az a, a I, BII és y

tartoznak, az Ujszertiek k6z¢ a PKC 6 €s €, mig az atipusosak k6z¢ a  és a /A izoformok
tartoznak [233].

Kiilonbozo stresszfolyamatok soran (iszkémia, hipertonia, szivelégtelenség) a legtobb
izoforma mennyisége és aktivitasa megemelkedik [234-237]. A kardiovaszkularis
rendszerben a legnagyobb mennyiségben a PKC o talalhato meg, melynek a
remodellingben ¢érdemi szerepe nincs, azonban negativan befolyasolja a sziv
kontraktilitasat, rontja a diasztolés funkciot és fokozza az erek vazokonstrikcios

képességét [104, 238].

A PKC B izoformajanak azonban mar jelentds szerepe van a patologias remodelling és a
szivelégtelenség kialakulasdban. PKC [ overexpresszidjakor ugyanis jelentdsen

fokozodik az intersticialis kollagén lerakodas mértéke, valamint csokken a sziv
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kontraktilitisa. Ennek hatasara, valamint az L-tipusa Ca®'-csatorndk miikddésének
befolyasolasa altal fokozdodik a kamrai ritmuszavarok és a hirtelen szivhalal veszélye is

[239-242].

A PKC B aktivalddasa jelen tudasunk szerint a fibrozis folyamataban kdzponti szerepet
jatszé faktorok (TGF- B, CTGF) termelddésének fokozasan keresztiil képes kivaltani a
patologias remodelling folyamatat [243-245], mely végiil az érintett szerv elégtelen

mukodéséhez vezet.

Posztinfarktusos szivelégtelenség modelliinkben vizsgalva az infarktuson atesett
kezeletlen allatokban az Ossz PKC aktivitas, valamint a PKC a/BIl izoformak
foszforilaltsaga jelentdsen emelkedett a kontroll allatokéhoz képest. Mind a PARP-gatlo
kezelés (L-2286), mind az ACE-gatlo (enalapril) alkalmazasa jelentOsen csokkentette
ezen szignalizacios faktorok aktivitasat, azonban az L-2286 hatasa kifejezettebbnek
bizonyult a komparativ vizsgalatban (11., 14-15. abra). Ezen pozitiv valtozasokkal
megegyezé modon a szivizomzat kdtdszovetes atépiilésének mérséklddését is észleltiik.
Raadasul az echocardiographia soran a kezelt csoportokban (ISO+L, ISO+E) a szisztolés
balkamra funkcié csokkenése is jelentdsen mérséklddott. E pozitiv hatds hatterében az
egyik lehetséges magyarazat a negativ inotrop hatasua PKC o gatlasa lehetett.

A PKC ¢ is aktivalodik/up-regulalodik stressz szituaciok hatasara [233]. Szerepet jatszik
a hipertonia hatasara kialakulo vaszkularis remodelling folyamataban [245], tovabba a
sziv patologias remodellingjét €s a manifeszt szivelégtelenség kialakulasat is eldmozditja
a SERCA2 downregulacidja, egyes MAP kinazok (JNK, p38-MAPK) aktivitidsanak
novelésén, a mitokondridlis szabad gyok termelddés fokozasdn és az apoptozis
indukalasan keresztiil [246-252].

Az irodalmi adatokkal egyezd modon szivelégtelenség modellben a posztinfarktusos
allatokban a PKC 9§ aktivitasa emelkedett, melyet a farmakologiai intervencio (PARP-
gatld kezelés) szigifikdnsan mérsékelni tudott (11. és 14. abra). Ezzel parhuzamos
valtoztak a kardiovaszkularis rendszerben a fibrotikus folyamatok is kisérletes
rendszereinkben.

Az atipusos PKC izoformak (PKC A/C) foszforilaltsaga is az el6zéekhez hasonlé modon
valtozott meg vizsgalataink soran, a PARP-gatlo kezelés ugyanis jelentésen mérsékelte a
szivelégtelenség altal indukalt emelkedett foszforilaltsagi allapotot (14. abra). A PKC A
és ( izoformainak Kkardialis hatasair6l egyelre ellentmondasos adatok allnak

rendelkezésre. Az azonban igazolddott, hogy emelkedett aktivitasuk kovetkeztében az
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érfalben megndé a simaizomsejtek mennyisége és a meglévé sejtek hipertrofizalnak,
ezaltal az atipusos izoformak szerepet jatszanak a hipertonia soran az érfali
megvastagodas (IMT) és a megemelkedett artérias stiffness (ASI) kialakitasaban [253].

A kalcium independens PKC izoforma, a PKC ¢ aktivitdsa vizsgalataink soran
ellentétesen valtozott a tobbi izoformaval (15. dbra). Stressz hatdsdra volt a
legalacsonyabb a PKC ¢ foszforilaltsdga, amit a farmakoldgiai PARP-gatlas jelentésen
novelt (az ACE-gatlas hatasa kevésbé volt kifejezett). Ez kiillonosen a PKC & esetében
fontos, mivel irodalmi adatok alapjan a PKC ¢ a PKC 6 negativ regulatora, igy annak az
elébbiekben taglalt mennyiségi és foszforilaltsagi valtozasaiért is részben ez az izoenzim
a felel6s [254, 255]. A PKC ¢ ezaltal antagonizalja a PKC 6 negativ hatasait. Indirekt
moédon mérsékli a MAPK aktivitast, gatolja a stresszfaktorok 4altal provokalt
remodellinget, antiapoptotikus hatasti. Antiapoptotikus hatdsat részben a fiziologias
mitokondrialis miikodés megorzésével éri el, részben az mPTP-re gatldo hatasaval.
Mindkét hatas eredményeképp mérséklddik az oxidativ stressz soran a mitokondrialis
fehérjék (pl. citokrém c) kiaramldsa a citoszolba és ezaltal csokken az apoptdzis

folyamata [255-258].

A PKC egyes izoformai mellett az MKP-1 - MAPK rendszer is komoly szerepet jatszik a
kardiovaszkularis rendszer kotGszovetes atépiilésében. A MAP kindzok tagjainak
aktivitasat kronikus stressz, példaul hipertonia soran az angiotenzin II altal fokozott
szabad gyok termelédés, a fokozott mechanikai igénybevétel, illetve neurohumoralis
faktorok novelik. A MAP kindzok azutan egy olyan transzkripcios programot inditanak
el, aminek sejtproliferacio, hipertrofia, vaszkularis simaizomsejt migracio, fibrozis és a
stresszelt szovetben észlelt gyulladas illetve sejthalal a kdvetkezménye.

Irodalmi adatokbol ismert, hogy oxidativ stressz hatasara fokozodik az ASKI1 aktivitasa,
mely a sejthaldl mellett a fibrozis elinditasaban is fontos szerepet jatszik. Ez utobbiban

downstream targetei a MAP kinaz csalad két tagja, a JNK és a p38-MAPK [259, 260].

TGF-B1 a kardiovaszkularis fibrozis kozponti szerepldje, mely egyfeldl az ALK-5 és
Smad?2/3 utvonalon keresztiil fejti ki hatasat. A Smad utvonalon kiviil azonban egyéb
utvonalak aktivalasaval is képes kifejteni profibrotikus hatasat. A TGF-f a TGF-f-
aktivalta kinaz 1-en (TAKL), illetve a Ras-on keresztiil a MAP kinazok aktivitasat is
fokozza [261-267].
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A ROS is fokozza a fibrozist a TGF-§ és a MAPK-ok aktivaciojanak koszonhet6en. Ezek
a faktorok fokozzak ugyanis a plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1) expressziojat. A
PAI-1 a primer funkcidja mellett az ECM lebontasaban is szerepet jatszo plazminogén
miikodését is gatolja. A plazminogén pedig direkt, illetve indirekt médon a MMP-k
aktivalasaval fejti ki antifibrotikus hatasat. A PAI-1 expresszidjanak megemelkedését

szamos fibrozissal jaro betegség esetében sikeriilt kimutatni [268-275].

Ezzel egyez6en a MAPK tagjainak fokozott aktivitasat észleltiik SHR allatok nagyereiben
(30. abra), mely egyiitt jart az érfal megvastagodasaval, merevebbé valasaval, valamint
egy markans ¢és invaziv fibrozissal [276]. Normal koriilmények kozott a kiilonb6zo
szovetekben az MKP-1 - mely defoszforilalja és igy gatolja a MAPK aktivitasat - csak
igen alacsony koncentracioban mutathat6 ki, azonban stressz szituaciokban egy negativ
feed-back szabalyozas miatt a MAPK rendszer emelkedett aktivitaisa a DUSP-1 gén
fokozott atirddasan keresztiil megemeli a mennyiségét [277]. Radasul a MAP kinazok
kiilonféle mechanizmusokon keresztiil szabalyozzak az MKP-1 stabilitasat és aktivitasat
Is. Ezaltal az SHR-C allatokban a normotenzivekhez képest észlelt megemelkedett MKP-
1 mennyiség a MAPK rendszer aktivitasdhoz kotott. Munkacsoportunk korabbi
sejtkulturas (nem kardialis sejteken) eredményei alapjan oxidativ stressz soran a PARP-
1 az MKP-1 expresszid negativ regulatora lehet [249, 276]. A PARP-1 ugyanis
megvaltoztatja az aktivalo transzkripcios faktor-4 (ATF4) DNS kot6 képességét [155].
Ezért az L-2286 nevii PARP-gatld alkalmazasaval SHR allatokban észlelt csokkent
MAPK aktivitas hatterében all6 magasabb MKP-1 szint a PARP-enzim blokkolasanak
direkt kovetkezményének tekinthetd (33. és 37. abra). Ugyanakkor ez a hatés csak stressz
szituacio soran észlelhetd, normotenziv allatokban nem, hiszen ott nincs érdemi PARP-
aktivacio.

A remodelling folyamata soran emelkedik a gyulladasos mediatorok (TNF-a, IL-1p, IL-
6) szintje is. A folyamat elinditasaban az NF-kB transzkripcios faktor aktivalodasa
kozponti jelentéségli [278]. Az NF-xB a sejtet éré kiilonféle stressz szituaciok
kovetkeztében, igy az oxidativ stressznek a kovetkeztében aktivalodik. Ezért és mivel a
PARP-1 fontos koregulatora az NF-kB-nek a gyulladasos folyamatokban [157], ennek a
transzkripcidos faktornak az aktivitasat is meghataroztuk. Kezeletlen hipertenziv
allatokban a PARP-1 aktivacioval parhuzamosan az NF-kB mennyisége €s nuklearis

transzlokacioja is jelentdsen fokozodott a nomotenziv allatokhoz képest (34. és 37. 4bra).
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Az endotél réteg sériilésének és a karosodott barrier funkcionak koszonhetd a PARP-1 és
NF-kB aktivacio, valamint a proinflammatorikus medidtorok megemelkedett
expresszioja a vaszkulaturaban [279]. A gyulladas kovetkeztében aztdn az indukalhato
NOS (iNOS) termelt NO fokozza az ONOO- termel6dését, ami aztan tovabbi PARP
aktivaciohoz vezet [280]. A PARP-1 a koregulator szerepen tilmenden ugy is fokozza az
NF-«B transzkripcios aktivitasat, hogy megnoveli a transzkripcids faktor magbeli szintjét
azaltal, hogy gatolja az interakciojat a nuklearis export receptor CRM1-el PARIilaci6
segitségével [281]. Ennek eredményeképp az NF-kB bent marad a sejtmagban. L-2286
kezelés hatasara ez a folyamat jelentésen csokken az NF-kB cellularis szintje, illetve
nuklearis transzlokacidja, hiszen gyakorlatilag kimutathatatlan volt a sejtmagban. Ennek
kovetkeztében csokken a gyulladasos folyamatok intenzitasa és csokken a nitrozativ
sejtkarosodas. Ezek a hatasok is szerepet jatszhattak az endotelialis védé hatas és a

fibrotikus remodelling kialakulasaval szemben.

6.5.3.2. Sejttulélésben szerepet jatszo jelatviteli faktorok

Egyre tobb adat mutatja, hogy a PI3K/Akt-1/GSK-3B ut a legfontosabb sejttlélést
eldsegitd (tn. prosurvival) jelatviteli utvonal. Downstream targeteinek kdszonhetden
szertedgazO hatdsai vannak, melyek a sejtekben, igy a kardiovaszkularis rendszer
legfontosabb sejttipusaiban (szivizomsejtek, endotél sejtek, vaszkularis simaizomsejtek)
is a fiziologias novekedést, a stressz hatdsokkal szembeni védo hatas kialakuldsat és a
sejtek metabolizmusanak javitasat szolgaljak. Emellett jarulékos, masodlagos hatasoknak
koszonhetden antiinflammatorikus és antifibrotikus hatassal is rendelkezik [100-102,

106, 225].

A sejtet érd oxidativ vagy mechanikai stressz hatdsara ezen utvonal foszforilacioja
fokozodik, aktivitasa n6 (kivéve a GSK-3B-t, ahol a foszforilacié funkcidvesztéssel jar)
[282]. Jelent6s szerepe van a fiziologias stressz (pl. fizikai aktivitas) hatasara
bekdvetkezd adaptiv hipertrofia kialakulasaban. Még jelentds foku konstitutiv aktivacio
esetén sem megy at a fibrozissal, apoptdzissal, illetve csokkent szisztolés és diasztolés
szivfunkcioval jellemezheté maladaptiv hipertrofiaba [1]. Atmeneti, s6t a
szivizomsejtekben kivaltott konstitutiv aktivacié hatasara is csak adaptiv hipertrofia

alakul ki jo6 balkamra funkcioval, mely nem progredial maladaptiv hipertrofiaba és
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szivelégtelenségbe [1, 283]. Ennek hatterében szdmos folyamat kedvezd befolyasolasa

all.

Az Akt-1 részben az eNOS aktivaldsan keresztiil, részben az mTOR-on aktivalasan
keresztiil fokozza az értijdonképzodés mértékét [103, 284, 285]. Az mTOR az S6K1
hipoxia stressz fehérjék (VEGF, PDGF) transzkripciojat. Az érajdonképzddés hatdsara a
hipertrofizalt miokardium vérellatasa megfelel6 marad, ennek hidnyaban azonban
jelentds miokardium teriiletek valnak iszkémidssa, ahol az energiahidny miatt a sejtek
diszfunkcionalissd valnak, sulyosabb esetben pedig sejthalal kovetkeztében csokken a

kontraktilis sejtek szama [286-288].

Az Akt-1 aktivacidja emellett csokkenti a szivben mind a kaszpaz dependens, mind a
kaszpaz independens apoptozis folyamatat [289, 290]. A ,,RISK” szignalizacios utvonal
tagjaként a PI3K-Akt jelatviteli faktorok gatoljak a mitokondriumokban az mPTP nyitasat
ezaltal véd a sejthaldl kialakuldsdval szemben. A prosurvival hatds dontden ennek

koszonhet6 [291].

Emellett az Akt-1 a FOXO transzkripcios (FRKH) faktorokat is foszforilalja. A
foszforilacié hatasara a FOXO fehérjék eltavolitasra keriilnek a sejtmagbol, ezaltal
gatlodik a FOXO-medialta proapoptotikus gének transzkripcidja [292, 293]. Csokken a
FasL termelddése, mely a FasR-on keresztiil inditja el az apoptdzis extrinsic utvonalat. A
FasL fokozza emellett a proinflammatorikus citokinek mennyiségét is (TNF-a, IL-1p, IL-
6), ezaltal fokozva a fibrozis mértékét. Ezért a FasL mennyiségének csokkenése az Akt-
1 aktivacio hatasara antifibrotikus hatast [294]. Emellett az Akt-1 a MMP-ok
mennyiségének ¢és aktivitdsanak ndvelése altal is csokkenti az intersticidlis fibrozis

mértékét [295].

Vizsgalataink sordn szamos modellben hataroztuk meg az Akt-1 és a GSK-3B
foszforilaltsagaban bekovetkezett valtozasokat (13., 17., 20., 24. és 30. abra). Az irodalmi
adatokkal egyez6 modon csaknem minden szivelégtelenség modellben, illetve a
vaszkularis és miokardialis remodelling vizsgalata soran a stressz hatasara a mindkét
faktor foszforilaltsaga szignifikansan emelkedett. Ez aldl csak az idds, mar manifeszt,
végstadiumu szivelégtelenségben szenvedd allatok jelentettek kivételt, itt mindkét faktor
foszforilaltsaga csokkent volt a kezeletlen SHR csoportban (SHR-C) a normotenzivekhez

képest (17. dbra). Irodalmi adatok alapjan igen eldrehaladott betegség esetén pontosan ez
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a valtozas varhato. Tulélési vizsgalatunk soran kdzel 80 %-0s volt ebben a csoportban a
mortalitas, mivel ezen allatokban valoban igen stlyos szivelégtelenség alakult ki [101].
PARP-gatl6 kezelés mellett az Akt-1 foszforilaltsaga jelentdésen tovabb fokozddott
minden kronikus allatmodelliinkben (illetve a csokkenés helyett 1ényegében normalizalt
értéket lattunk idos szivelégtelen SHR éllatokban). Egyes munkakban a kontroll nem
stresszelt csoportban is adva az L-2286-ot, szintén emelkedett foszforilaciot észleltiink az
Akt-1/GSK-3p esetében. Ez alapjan felmeriil, hogy a PARP-gatlas direkt hatassal bir ezen
faktorok foszforilaciojara.

E hatasnak szerepe lehet a szivelégtelenség kialakuldsanak és a kiillonb6z6 hipertenziv
célszerv karosodasok késleltetésében az antiapototikus és a metabolizmust kedvezden
befolyasold hatasnak kdszonhetden. Az apoptozis gatlasat agyi mintdkban a TUNEL
pozitiv sejtek szamdnak meghatdrozasaval jellemeztiik. SHR 4&llatokban jelentésen
emelkedett ezen sejtek szama (40. abra). A folyamat hatterében a kaszpaz independens
apoptotikus faktornak, az AlF-nak a nuklearis transzlokacioja emelkedett volt. L-2286
kezelés mellett azonban ezek az elvaltozasok mérséklodtek (32. és 37. abra). Toxikus és
hipertenziv szivkarosodas esetén a FKHR foszforilacio is az Akt-1/GSK-3 mintazatnak
megfeleléen valtozott (20. és 24. abra). Az L-2286 kezelés az FKHR transzlokacion
keresztiil a gyulladdsos mediatorok szintjét, valamint kdvetkezményesen a kotoszovetes

atépiilés mértékét is csokkentette.

6.5.4. PARP-gatlas hatasa a hésokk fehérjék szintjére

A sejtjekben kiilonb6z6 stresszorok (til magas hémérséklet, oxigénhiany, oxidativ
stressz, energiahiany ¢és acidozis) hatasara transzkricioés faktorok - pl HSF-1 —
aktivalodasan keresztiil fokozodik a hésokk fehérjék termelddése [296]. A hdésokk
fehérjéket molekulatomegiik (10-110 kDa) alapjan csoportositjuk. Intracellularisan jelen
vannak a sejtplazmaban, a sejtmagban és a mitokondriumban, illetve az extracellularis
térben is mérhetdk. LegjellemzObb feladatuk dajkafehérjeként mas fehérjék kedvezd
térszerkezetének kialakitasa (molekularis chaperonok), illetve a kiilonféle noxak altal
denaturalt fehérjék konformaciojat is rendezik [297, 298].

A hésokk fehérjéknek jelentds hatasa van a kardiovaszkularis rendszerben is, ezt a Hsp90,
Hsp84, Hsp70, a Hsp27 és 20 esetében is igazoltak [298]. Kedvez6éen modulaljak az erek
vazorelaxacios képességét. A Hsp90 mind az eNOS-hoz, mind az sGC-hez kapcsoldodhat,
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melyen keresztiil javul az érrelaxacio [299]. A hdsokk fehérjék emellett megvédik a
szivizomzatot kiilonféle stressz szituaciokban, igy pl. iszkémia-reperfizio soran. Ennek
hatterében részben a mitokondrium struktirajara és a mitokondrialis 1égzési lanc
fehérjéinek funkcidjara gyakorolt kedvez6 hatas all [300-302].

Vizsgalatunkban fiatal SHR allatokban a konikusan emelkedett vérnyomas hatasara nem
n6tt meg érdemben a Hsp 72 és 90 celluldris mennyisége a normotenziv allatokhoz képest
(23. abra). Feltehetéen az alacsony intenzidsi, még viszonylag korai stadiumu
szervkarosodas miatt nem észleltiink komolyabb valtozast. PARP-gatld kezelés L-2286
adasaval a két vizsgalt fehérje koziil a Hsp90 esetében szignifikdnsan megemelte a fehérje
mennyiségét, mely szerepet jatszhatott a mitokondrialis védd hatas kialakitasaban és a
kardiovaszkularis szervkéarosodasok csokkenésében.

Doxorubicin indukalta szivelégtelenség modellben azonban ennél jelentésebb
valtozasokat észleltliink. Az irodalmi adatokkal egyezden a kronikus doxorubicin kezelés
kivaltotta jelent6s cellularis stressz hatasara mindkét altalunk vizsgalt Hsp szintje
megnd6tt [302, 303] (21. abra). Ebben a modellben a PARP-gatld L-2286 szignifikansan
tovabb novelte mind a Hsp72, mind a Hsp90 mennyiségét, s6t a normotenziv allatokban
is megnoétt L-2286 kezelés hatasara a cellularis szintjiikk. Ez alapvetden két lehetdséget
vet fel. Egyfeldl lehetséges lenne, hogy az L-2286-nak a sajat — PARP-gatlastol fiiggetlen
— hatasa lenne a Hsp expresszi6 fokozasara. Masfeldl viszont felmeriilhet, hogy a PARP-
gatld kezelés direkt modon befolyasolja a hésokk fehérjék expresszidjat. Ez utdbbi
felvetést tamasztja ald Zingeralli és munkatarsai altal publikalt adat, miszerint PARP-17-
allatokban stressz hatasara fokozodik a hdsokk fehérjék expresszigja a vad tipushoz
képest [304].

A hdsokk fehérjék altal kivaltott citoprotekcioban szerepet jatszhat a prosurvival
jelatviteli faktorok aktivalasa is. Irodalmi adatok alapjan a Hsp90 és Hsp72 az Akt-1
aktivaciojat okozza stressz szituaciokban [302, 305, 306]. Fan és munkacsoportja szerint
egy masik hdésokk fehérje, a Hsp20 overexpresszidja a szivben részben az Akt-1
aktivacidja révén csokkenti a DOX-indukalta sejtkarosodast [302]. Felmeriil tehat a
lehetdség, hogy az altalunk a legkiilonb6z6bb modellekben a farmakoldgiai PARP-gétlés
mellett észlelt Akt-1 aktivacid hatterében is részben a Hsp-k expresszidjanak novekedése
all. Emellett Shinohara szerint a Hsp72 defoszforilalja és inaktivalja a JNK-t, mely
apoptozist indukél, fokozza a fibrézist és igy maladaptiv hipertréfidhoz és

végeredményben szivelégtelenség kialakulasdhoz vezet. Doxorubicin indukalta
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szivelégtelenség modellben mi magunk is ezzel egyezd modon a JNK aktivitdsanak

csOkkenését észleltiik a PARP-gatlot kapd allatokban.

6.5.5. A PARP-gatlas hatasa a sejt energetikai jellemzéire, valamint a

mitokondrium funkcionalis és strukturalis valtozasaira

A sejtek sorsat befolyasold valaszreakcidok tobbsége a mitokondriumra konvergal és
direkt, vagy indirekt moédon befolyasolja azok strukturajat és funkciojat [307]. Azonban
akut és kronikus stressz szituaciokban eltéré mechanizmusok lehetnek a dominansak. A
Berger altal leirt sejthalal, a ,,parthanatos™ akut stressz hatdsara kovetkezik be. A DNS
karosodas kovetkeztében a PARP-1 enzim jelentés aktivacioja kovetezik, mely a sejt
NAD" tartalminak dramai csokkenéséhez és metabolikus katasztrofahoz, valamint

nekrotikus sejthalalhoz vezet [308].

Késobb keriiltek leirasra az akceptor fehérjékrél levalt PAR polimerek szignalizacios
hatdsai. A sejtmagbol a mitokondriumba transzlokalodva elinditjak az AIF kibocsatasat,
mely kromatin kondenzaciot indukal. Vizsgalatok igazoltak az emelkedett intracellularis
Ca?* koncentracio és a JINK aktivalodas szerepét is ezen folyamatban, mivel el8segitik az
OMM permeabilizaciojat [309]. Vizsgalataink soran hipertenziv allatok aorta és carotis
falaban az AIF nuklearis transzlokacioja figyelheté meg konfokalis mikroszkoppal (32.
és 37. abra). A kozponti idegrendszerben, a dorzalis hippocampusban pedig az
apoptotikus (TUNEL+) piramissejtek szamanak emelkedését észleltiik ezen allatokban
(40. abra). PARP-1 enzim gatlasa L-2286 alkalmazasaval jelentdsen gatolta az AIF
transzlokaciot, valamint ezzel parhuzamosan az apoptotikus sejthalalt is. A PARP-gatlas
ezen védd hatdsanak hatterében tobb folyamat is 4llhat. E18szor is az energia konzervalo
hatés és a mitokondrialis védo hatas kovetkeztében mérséklddott masodlagos szabadgydk
termel6dés gatlasan keresztiil medialddhat ez a hatas [90, 94]. Ezt a hatast tamasztja ala
az ex vivo szivperfuzids kisérletekben észlelt pozitiv energetikai hatas is. A reperfizio
soran ugyanis a magas energidju foszfat szintek (ATP és CrP) PARP-gatlo kezelés mellett
gyorsabban és komplettebb moddon alltak helyre (6. abra). Emellett 1SO-indukalta
szivelégtelenség modellben a kezeletlen posztinfarktusos allatokhoz képest az L-2286
kezelt allatok mitokondriumaiban a 1égzési lanc fehérjéinek aktivitasa is magasabb volt
(8. abra). A mitokondrialis 1égzési lanc (ETC) aktivitasa pedig ismerten forditottan

aranyos az altala termelt szabad gyokok mennyiségével [310]. Alapvetd kérdés, hogy egy
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nuklearis faktor, mint a PARP enzim, hogyan képes a mitokondriumban hatast kifejteni.
Erre utaldéan munkacsoportunk mar kordn kimutatta a PARP-gatlas direkt mitokondridlis
védo hatasat [94]. Ennek hatterében mas munkacsoportok a PAR jelenlétét igazoltak,
amit Amati és csoportja eredményei szerint maganak a PARP-1 enzimnek a sejtmagbdl a

mitokondrialis matrixba torténd atjutdsa magyardz a mitofilinnel vald interakcid altal

[303].

A csokkent szabadgyok termelddés kovetkeztében az oxidativ sejtkarosodas foka is
egyértelmiien mérséklodott. Csokkent a lipoproteinek, a lipidek és a DNS karosodasa az
¢érfalban, az agyban és a szivizomzatban (31., 36. és 39. abra). Kiilondsen az
idegszovetben — mely nagy mennyiségben tartalmaz telitetlen zsirsavakat — a sejtembran
¢s a myelin hiively megfeleld védelme az oxidativ stressz hatasaival szemben kritikus a
megfeleld funkcid szempontjabol. Az oxidativ stressz mérséklése PARP-gatlo kezelés
mellett javitotta a sejtek és maganak az allatnak a talélését is a mar emlitett PAR mag-
mitokondrium kozti szignalizacidja kovetkeztében kivaltott AIF  transzlokacio
mérséklése altal. Szamos tanulmany igazolta azt, hogy a farmakologiai PARP-gatlas
stressz szituaciokban az Akt-1 aktivacion keresztiil stabibilizalja az OMM-et [225]. Az
MKP-1 expresszi6 fokozasan keresztiil pedig annak permeabilizaciojat is csokkenti,
hiszen csokkenti a MAPK csalad sejthalalt elémozdito tagjainak (JNK és p38 MAPK)
aktivitasat [155].

A mitokondrium egy dinamikus sejtorganellum, mely a mitokondrialis mingségkontroll
folyamata soran a hasadas utjan kis egységekké hasad szét, illetve a fizid soran nagy

mitokondriumokat, illetve mitokondrialis halozatokat képez [117, 120, 307].

SHR allatok szivizomsejtjeinek mitokondriumaiban jelentds valtozasokat talaltunk a
mitokondriumok méretében, egy massziv eltolodas volt ugyanis észlelhetd a fragmentalt
fenotipus iranyaba (25. és 26. abra). A fokozott fragmentacido jelensége a
nyomasterhelésnek és a kovetkezményes kronikus oxidativ stressznek koszonhetd é€s
részben természetes védod hatasa is van, hiszen a sejt ezaltal szabadul meg a karosodott
mitokondriumoktol, melyek fokozott ROS termelés kovetkeztében tovabb tudndk
karositani a tobbi mitokondriumot és végsé soron a sejtet [307, 312]. Ugyanakkor a
karosodott mitokondriumok el6tt is tobbféle it allhat, van ugyanis esély a transzmembran
potencial és az ¢€letképesség helyreallitasara €és végiil a fuzid folymataval Gjra képes

kapcsolodni a retikularis mitokondrium hélézathoz. Ha azonban a transzmembran
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potencial 6sszeomlik, az az OPAL proteolitikus hasitasahoz vezet, mely akadalyat képezi
az Ujboli kapcsolodast a normalis mitokondriumok hélézataval. Ekkor ezek a nem
¢letképes organellumok a mitofagia folyamata soran eliminalédnak [312-315]. Azon
megfigyelésiink, miszerint az OPAl szint jelentésen csokken a hipertrofias
szivizomzatban (27. abra) azt mutatja, hogy kronikusan stresszelt (pl. hipertenziv)
allatmodelliinkben egyértelmii mitokondrium karosodas jelei észlelhetdk, mely egybevag
mas tanulmanyok eredményével is, ahol szivelégtelenség/CMP modellekben is csokkent
volt a fuzids fehérjék mennyisége [313, 315]. Kronikus PARP-gatld kezelés (L-2286)
jelentdsen mérsékelte a fragmentacié mértékét, csokkent ugyanis a mitokondrium
toredékek szama, megnott a mitokondriumok atlagos mérete, és a méretbeli eloszlasuk
kozelitett a normalishoz, a normotenziv allatokban észlelthez. Ugyanakkor a fuzids
fehérje, az OPA-1 szintjében csak egy enyhe, nem szignifikdns emelkedés volt lathato a
kezeletlen SHR-C allatokhoz képest. igy feltehetden egy mas mechanizmus felelds azért,
hogy a kezelt allatokban (SHR-L) normalis mérettiek maradtak a mitokondriumok és a
bels6 membran krisztainak szerkezete is meg6rzott maradt. Példaul a DRP1 excessziv
transzlokacidja a mitokondrium felszinére szintén kivalthatja a krisztak remodellingjét
Ca?" dependens modon, egy egyelére ismeretlen mechanizmus 4altal. A DRP1
transzlokacio f6 hatasa emellett a fokozott mitokondrialis fragmentacié eldémozditasa (25.

¢s 27. abra).

Koénnyen belathatd, hogy a mitokondrialis mindségkontroll folyamatanak (fisszio, fizio,
mitofagia) radikalis befolyasoldsa ugyan akut stressz (IR) sordn eldny0s lehet, kronikus
gatlas esetén azonban a karosodott mitokondriumoknak, a karosodott mtDNS-nek a
felszaporodasahoz, ezaltal pedig csokkent ATP és fokozott ROS termelddéshez vezet
[313, 316]. Kronikus modellekben a mitokondrium allapotanak direkt védelme, a ROS
indukalta masodlagos ROS termelddés gatlasa és az OMM stabilizalasa lehet az az t,
amely célravezeto és biztonsagos lehet. Ezaltal is elérhetd a fisszid és a fuzid fiziologias

egyensulyanak a fenntartasa [94]. Véleményiink szerint els6sorban ez allhat az L-2286

crcr

Ugyanakkor a PARP enzim direkt hatassal is lehet a fissziét szabalyoz6 DRPI
aktivitasara. A DRP1 GTP-az aktivitasa és mitokondrialis transzlokacioja, mely SHR
allatokban fokozodott, szamos poszttranszlacios modositas hatasara valtozhat. Az AMP-
dependens protein kinaz/PKA utvonal konstitutiv médon foszforilalja a DRP1 GTP-az

effektor doménjében, a szerin 637 pozicidban, mely az enzim funkcidjat blokkolja. A

155



dc_1529 18

calcineurin azonban ezzel ellentétes hatast fejt ki, defoszforilalja a DRP1-et az S637-on,
felszabaditva azt a gatlas alol. Ez is egy lehetséges mechanizmus lehet a hipertrofia soran

észlelt fokozott fragmentacio hatterében [317, 318].

Emellett a sejt metabolizmus és a mitokondridlis morfoldgia kdlcsondsen szabalyozza
egymast kiilonféle stressz (hypoxia, éhezés, glukoz terhelés) soran. A differencialt
szivizomsejtek elsdsorban zsirsav oxidacioval nyerik az energiat, a megtermelt ATP 70-
80%-a igy képzodik, a tobbi cukor, laktat és keton testek égetésével. Iszkémia soran (pl.
a remodelling/szivelégtelenség sordn a miokardium elégtelen vaszkularizaltsdga
kovetkeztében) a gliikoz égetése keriil elétérbe, mivel igy magasabb lesz az egységnyi

oxigén elfogyasztasaval termelt ATP mennyisége [319, 320].

A mitokondriumok metabolikus inflexibilitasa is jelentds tényezo lehet a remodellalodott
szivnek manifeszt szivelégtelenségbe vald progresszidjdban. PARP-1 jelentds
aktivalodasa soran a NAD' mennyisége, elérhet0sége a sejtben jelentdsen lecsokken.
Ezaltal stresszelt miokardiumban a sirtuinok funkcidja karosodik, mivel ezek
miikodéséhez szintén NAD+ra van sziikség [321, 322]. A SIRT1 funkcié gatlasa a
PGCla-n keresztiil a mitokondrialis homeosztazisra, igy a biogenezis folyamatara, a
szubsztrat flexibilitasra és egyéb metabolikus aktivitasara igy a mitokondrialis ROS
detoxifikalasara is hatassal van [323, 324]. Farmakologiai PARP-1 enzim gatlas ezeket a
kedvezdtlen valtozasokat is eliminalhatja a stresszelt szovetekben, mely szintén szerepet
jatszhat a metabolikus jolét és a strukturalis integritas fenntartasaban a kezelt SHR

allatokban (SHR-L).
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6.6. Rezveratrol hatasa a posztinfarktusos remodelling és

szivelégtelenség kialakulasara

Korabbi vizsgalatok szerint a rezveratrol elékezelés csokkenti az izoproterenol-indukalta
szivinfarktus és a koOt6szovetes atépiilés mértékét patkanyokban [325]. Emellett
munkacsoportunk egy korabbi munkajaban az alkoholmentes vordsbor kivonat pozitiv
hatasat igazolta posztinfarktusos szivelégtelenség modellben [326]. Jelen vizsgalatunkban a
rezveratrol hatasat vizsgaltuk a sziv strukturalis és funkcionalis atépiilésére, valamint az
oxidativ stresszre €s a jelatviteli faktorokra izoproterenol altal indukalt posztinfarktusos
szivelégtelenség modellben. ISO-kezelt allatokban a balkamrai falvastagsagok, iiregméretek
jelentésen emelkedtek a kontroll allatokhoz képest, a szisztolés balkamra funkci6 (EF) pedig
csokkent az ISO kezelés utan. Ennek megfelelden a szivelégtelenséget jelzd biomarker, a
plazma BNP szint is magasabb volt a posztinfarktusos allatokban (41. abra). Ezen
eredményeink egyeznek a korabban publikalt adatainkkal [64]. Rezveratrol kezelés azonban
megorizte a szisztolés balkamra funkciot és csokkentette a szivelégtelenség stilyossagat (14.
tablazat).

Az echocardiographias és gravimetrias paraméterek altal jelzett kardialis remodelling
hatterében jelentés kollagén lerakodas volt 1athatd a szovettani vizsgalat soran (43.A éabra).
A kérosodott szivizomzat helyét hegszovet vette at. Ennek a folyamatnak van ugyan pozitiv
vonatkozasa is, mivel stabilizalhatja a kamrafalat, azonban a negativ kovetkezmények kozott
szerepelnek a diasztolés és szisztolés funkcié romlasa mellett a kamrai ritmuszavarok is.
Vizsgalatunkban a rezveratrol kezelés mellett a fibrozis mértéke jelentdsen kisebb volt, mint
a kezeletlen posztinfarktusos allatok esetén (43.A abra).

Az irodalmi adatok egyértelmiien arra utalnak, hogy a ROS koézponti szerepet jatszik a
szivelégtelenség kialakulasaban [327]. Ezzel egyez6 modon fokozott nitrotirozin (NT)
festodést észleltiink a posztinfarktusos éallatokban, melyet rezveratrol kezelés jelentsen
csokkentett (43.B abra). Ez a jelenség arra utalhat, hogy rezveratrol kezelés csokkenti a
miokardialis ROS termel6dését. A rezveratrolnak ezt az antioxidans hatasat tobbféle
szivelégtelenség modellben vizsgaltak mar, példaul hipertenziv [328], nyomasterhelés [329,
330], miokarditisz [331], vagy kemoterapia-indukalta [332, 333] illetve genetikai
szivelégtelenség modellekben [334].

A nagy mennyiségli ROS képzddés a kiilonféle intracellularis jelatviteli utvonalak

modulalasaval inditja el a kardialis remodelling folyamatat, apoptozist és nekrozist okozva
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[335]. Jelen vizsgalatunkban a rezveratrolnak az ERK1/2, a p38-MAPK, valamint az Akt-1
és GSK-3 jelatviteli faktorokra gyakorolt hatasat vizsgaltuk, melyek a fenti folyamatokban
fontos szerepet jatszanak [336-338]. Az Akt aktivacio gatolja a szivizomsejtek apoptdzisat
fehérjéinek és a GSK-3B-nak a foszforilacioja révén fejti ki [340]. Az Akt-1 a fiziologias
(adaptiv) remodelling kulcsmolekuldja és fontos szerepe van a patologias remodelling
kialakulasanak megakadalyozasaban is [336]. Vizsgalatunkban az Akt-1 és a GSK-3p
foszforilacidja minden kezelt csoportban emelkedett a kezeletlenekhez képest és az 1ISO +
RES csoportban volt a legmagasabb (44. abra). Rezveratrol tovabb emeli tehat ezen
prosurvival faktorok ISO-indukalta emelkedését. Xi és mtsai igazoltak, hogy iszkémia-
reperfuzio soran a rezveratrol kardioprotektiv hatasa hatterében GSK-3f foszforilacionak
fontos szerepe van [341].

A MAP kinazoknak a sejttulélésre gyakorolt hatasaval kapcsolatban az irodalomban
ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre [124, 336, 337, 342-345]. A kiilonféle extra- és
intracellularis stressz szignalok foszforilaljak és aktivaljak a MAP kinazokat [338]. A
rezveratrol hatésat izolalt szivizomsejteken vizsgalva Becatti és mtsai azt talaltdk, hogy
rezveratrol a SIRT1 aktivalasan keresztiil csokkenti a p38-MAPK aktivitasat és védik a
sejteket az oxidativ karosodastol [346]. Gao és mitsai allatmodellben igazoltak, hogy
rezveratrol csokkenti a diabetesz-indukalta kardialis diszfunkciot az AT1R-ERK/p38
MAPK jelatviteli uton keresztiil [347]. Jelen munkankban azt talaltuk, hogy a p38-
MAPKThr180-Gly-Tyrl82 aq 5, ERK1/2TM183-Y185 foszforilacio (és aktivitis) megemelkedett az
ISO-kezelt csopotokban és rezveratrol kezelés jelentGsen csokkentette aktivitasukat (45.
abra). Ezen valtozasok hatterében felmeriil a MAPK foszfataz-1 (MKP-1) mennyiségének
modulalasa is, mely a MAP kinazok aktivitasanak f6 regulatora [338, 345, 348].
Vizsgalatunkban ezzel egyez6 mdédon az MKP-1 mennyiségének az emelkedése volt lathato
a rezveratrol kezelt csoportokban (45. abra).

A COX-1-el ellentétben a COX-2 fontos szerepet jatszik a gyulladasos folyamatokban, az
ateroszklerézis és a tumor képzodés soran [349-352]. Korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy
a COX-2 upregulaciot a p38-MAPK és az ERK1/2 aktivalodasa valtja ki [352]. A tartos
COX-2 aktivacido aztan a szivizomsejtek halaldhoz, a szivfunkcio csokkenéséhez és
szivelégtelenséghez vezet. A rezveratrol hatasat a COX-2 aktivitasra még nem vizsgaltak
korabban. Jelen vizsgalatunk soran azonban posztinfarktusos szivelégtelenség modellben azt
igazoltuk, hogy a rezveratrol kezelés csokkenti az 1SO-indukalta COX-2 aktivaciot (46.

abra). Korabbi in vivo és human vizsgalatok azt igazoltak, hogy szivelégtelenségben
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megemelkedik az INOS expresszidja [353]. Az INOS miokardialis overexpresszidja egérben
fokozza a peroxinitrit termel6dést [354-357], amelynek a mennyisége a mi eredményiink
szerint is jelentésen megemelkedett izoproterenol kezelés hatasara. A magas NT szint pedig
circulus vitiosusként tovabb novelheti az INOS mennyiségét [358] (43.B abra). Ezaltal az
INOS a COX-2-h6z hasonldan fontos szerepet tolt be a posztinfarktusos szivelégtelenég
kialakulasaban [359]. Az INOS expresszio — hasonloan a COX-2 expresszidjahoz — szintén
szintén szoros korrelaciot mutat a MAP kinazok foszforilaciéjaval [360-362].
Vizsgalatunkban az ISO-indukalta fokozott INOS expressziot a rezveratrol kezelés (46. abra)
csokkentette, mely szintén szerepet jatszhatott a remodellinget mérsékld hatas

kialakulasaban.

6.7. A rezveratrol hatasa posztinfarktusos stabil koronaria betegek

szivfunkcidjara és laborparamétereire

Tanulmanyunkban 40 posztinfarktusos betegnél vizsgaltuk a rezveratrol lehetséges
kardioprotektiv hatasat. Korabbi kisérletekben a rezveratrol kedvezden befolyasolta a
vazorelaxaciods valaszokat, a vérlemezke aggregacidt €s a szérum lipid paramétereket. A
csokkent vazorelaxacios valasz, mely mar az ateroszkler6zis korai stadiumaban is
megfigyelhetd, a karosodott endotél funkcionak tulajdonithatd. Az endotél diszfunkcio a
késébbiekben manifeszt kardiovaszkularis betegségek (ISZB, ACS) kialakulasat okozza
[363]. Szamos tanulmany igazolta a rezveratrol kedvez6 hatasat az endotél funkciora [12,
13, 16, 17, 364], azonban ezek a megfigyelések allatmodellekben, in vitro human ereken
[12], vagy pedig a rezveratrol egyszeri bevétele alapjan torténtek. Vizsgalatunkban az
endotél funkciojat a flow-medialta vazodilataci6 (FMD) modszerével jellemeztiik, mely
szignifikans mértéki javulast mutatott a 3 honapos rezveratrol kezelést kovetden (47. abra).
Korabbi kisérletek alapjan valdszintisithetd, hogy az FMD javulasa az NO termelddés
fokozodasan keresztiil jon 1étre [12, 13, 363].

A hemoreologiai paraméterek szerepe az ateroszklerozis kialakulasaban jol ismertek [138,

363]. Korabbi kisérletek soran in vitro modellekben mar bizonyitottak a rezveratrol
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vérlemezke aggregacio gatlo hatasat, mely az aggregaciot gatlo prosztaglandinok
termelddésének fokozasaval [365] magyarazhatd. Ezen kiviil kimutattak, hogy gatolja az I-
es tipust kollagén mRNS-ének expressziojat és koncentraciofiiggdé modon csokkenti a
kollagén indukalta vérlemezke aggregaciot [366]. Betegeink nagy része (80%) a vizsgalat
soran aszpirin terapidban részesiilt (15. tablazat). A 3 honapos vizsgalati periodus alatt a
placebo csoportban észlelt fokozott trombocita aggregacio a kifejlédé aszpirin rezisztencia
kialakulasaval magyarazhatd, mely vizsgalatunk szerint nagymértékben csokkenthetd volt
rezveratrol kezeléssel (16. tablazat). Mindezek alapjan a rezveratrolnak szerepe lehet az
aszpirin rezisztencia megel6zésében [367].

A vorosvértest deformabilitasnak fontos szerepe van a koronaria mikrocirkulacioban, hiszen
a kapillarisok atlagos atméréje kisebb a vordsvértestek atmérdjénél, tehat a csokkent
vorosvértest deformabilitas ronthatja a koronaria keringést [367]. A placebo csoportban a
vorosveértest deformabilitds csokkenését észleltiik, mely deformabilitas csokkenés a
rezveratrol kezelt csoportban nem jelentkezett (16. tablazat).

Az emelkedett szérum LDL-koleszterin szint kérositja az endotél sejteket és kozponti
szerepet jatszik az ateroszklerozis kialakulasaban is [368]. Az irodalmi adatok nem
egyértelmiiek a rezveratrol lipid csokkentd hatasat tekintve [11, 369]. Tanulmanyunkban a
rezveratrol csokkentette az LDL-koleszterin szintet, valamint nem szignifikans mértékben
az osszkoleszterin szintet is, de mas lipid paraméterekre nem volt hatassal (16. tablazat).
Szamos allatmodellben kimutattdk, hogy a rezveratrolnak direkt védé hatdsa van a
kardiomiocitakra [11, 370]. Echocardiographias vizsgalataink soran a rezveratrol kezelt
csoportban a bal kamra szisztolés funkcio 1ényegében nem valtozott, a bal kamra diasztolés
funkcidjaban azonban szignifikans javulast észleltiink (48. abra). Utobbi Osszefliggésben

allhat a rezveratrol allatkisérletek soran €szlelt intersticialis fibrozist gatld hatasaval.
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7. KOVETKEZTETESEK, UJ MEGALLAPITASOK

1. A PARP-1 enzim gatl6 L-2286 molekula sejtkulturas, izolalt szervperfizios és in
vivo szivinfarktus modellekben egyarant hatékonyan mérsékelte az oxidativ
sejtkarosodas (doxorubicin, illetve IR) fokat és csokkentette a nekrozis mértékét mar

alacsony, 1-10 uM koncentracidtartomanyban is.

2. A PARP-1 enzim farmakologiai gatlasaval késleltethetd volt a legfontosabb
etiolégiai  faktorok (posztinfarktusos, hipertenziv, toxikus) 4altal indukalt
szivelégtelenség kialakuldsa. Kezelés hatdsara megtartott maradt a sziv struktirdja, a
szisztolés, valamint diasztolés funkcid, nem emelkedett a szivelégtelenséget jelzd
biomarker - a BNP - szintje és a kezeletlen allatokhoz képest 1ényegesen jobb volt a
PARP-gatloval kezelt allatok tulélése.

3. A hiperténia okozta szervkarosodasok kialakuldsanak korai stadiumaban is
protektiv hatast volt a PARP-gatlas. Jelentésen mérsékelte ugyanis az L-2286 kezelés
a hipertenziv szivbetegség és a vaszkularis remodelling kialakuldsat, valamint a
kozponti 1degrendszeri karosodasok mértékét annak ellenére, hogy az SHR allatok

vérnyomasat nem csokkentette.

4. Az L-2286 védd hatasa egyenértékiinek, illetve bizonyos paraméterek (pl.
szisztolés balkamra funkcio, talélés) tekintetében elénydsebbnek bizonyult, mint

egyes széles korben alkalmazott komparator molekulaké (pl. ACE-gatlo).

5. A PARP-gatlasnak a kardiovaszkularis rendszerben kialakuld sejtvesztéssel,
fibrozissal €s funkcidcsokkenéssel jard patoldgias remodellinggel szembeni protektiv
hatésa jelen vizsgalataink szerint az ortodox hatason (NAD™ tartalom prezervacidja)

kiviil szamos intracelluléris folyamat befolyasolasanak lehetett a kovetkezménye.
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a. Az L-2286 PARP-gatlo hatdsanak koszonhetéen csokkenti az oxidativ
sejtkarosodas mértékét jelz6 paramétereket a masodlagos, ROS-indukalta ROS

termel0dés gatlasan keresztiil.

b. A sziv és az érfali atépiilés mérséklése hatterében az érfali kollagén
lerakddas, illetve a szivizomzatban az intersticialis fibrozis fokanak

csokkentése volt a legszembetlinObb valtozas az L.-2286 kezelt allatokban.

c. PARP-gatl6 kezelés csokkenti a szivizomzatban, illetve az érfalban a legtobb
PKC izoforma (PKCa, PKCB, PKCo, PKCA, PKCE) aktivitasat, illetve az
MKP-1 enzim fokozott expresszidjan keresztiil gatolja a MAP kindzok
aktivitasat. Ezen valtozasok dontd fontossaguak a maladaptiv hipertrofia és a

szivelégtelenség kialakulasanak kivédésében.

d. L-2286 kezelés emellett fokozza a legfontosabb prosurvival jelatviteli
faktorok és ttvonalak aktivitasat (PI3K/Akt-1/GSK-3B, PKCe). A
kovetkezményes mitokondrialis védo hatas €s antiapoptotikus hatés javitja a
stresszhatdsnak kitett sejtek ¢letkilatisait. Ennek az egyes szervek (sziv,
nagyerek, agy) szintjén a struktira és a funkcio javulasa, mig az egyén szintjén

a talélés javulasa a kovetkezménye.

e. Farmakologiai PARP-gatlas hatasara megndtt a hdsokk fehérjék (Hsp72 és
Hsp90) mennyisége, melynek kovetkeztében mérséklodik az oxidativ

sejtkarosodas altal kivaltott fehérjekarosodasok mértéke.

f. APARP-gatlas csokkenti a sejtet ér6 stressz hatasara 1étrejové mitokondrium
fragmentacid6 mértékét a Drp-1 mitokondrélis felhalmozdodasan keresztiil.
Ennek hatasara a mitokondriumok meéretének eloszlasa és a mitokondrium
ultrastruktirdja a fizioldgiashoz hasonlé marad. Kovetkezményesen javul a
mitokondriumok funkcidja, a 1égzési lanc fehérjéinek aktivitasa, illetve

gatlodik az apoptozis.

6. A PARP enzim gatldsa eredményeink alapjan tehat egy igéretes terapias lehetdség
lehet a szivelégtelenség megeldzésében ¢€s kezelésében. Emellett a hipertenziv

szervkarosodasok kivédésében is szerepet kaphat féleg azon betegekben, akiknél a
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célvérnyomas elérésére valamilyen okbdl (panaszok, az antihipertenziv gydgyszerek

mellékhatésai, stb.) miatt nehézségekbe litkozik.

7. A természetes polifenol rezveratrol mérsékli a posztinfarktusos szivelégtelenség
kialakulasat kisallat modellben. Cs6kkenti a balkamra hipertrofia mértékét és javitja
a balkamra funkciét. Ennek hatterében az oxidativ stressz és a kollagén lerakodas
mérséklodése észlelhetd, valamint a remodellingben szerepet jatsz6 szignalizacios

faktorok kedvezod befolyasolasa igazolhato.

8. Rezveratrol posztinfarktusos koronaria betegekben az alkalmazott gyogyszeres
szekunder prevencios kezelés mellett tovabbi kardioprotektiv hatassal rendelkezik:
javitja a balkamrai diasztolés funkciot, az endotél funkciot, csokkenti az LDL-
koleszterin szintet és védd hatast biztosit a posztinfarktusos betegekben észlelt

kedvezdtlen hemoreoldgiai valtozasokkal szemben.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom sziileimnek, akik mindig hittek bennem, sok lemondéssal
tdmogattak tanulmanyaim sordn ¢és koszondm nekik a rendkiviil bizakodo
¢letszemléletiiket. KoOszOndm gimnaziumi bioldgia tandrom, Dr. Rékasi Jozsef
emberségét, kovetkezetességét és elhivatott biologia-szeretetét, melyekkel fokozatosan

az orvosi palya felé forditotta érdeklddésemet.

Ko6szonom TDK témavezetdmnek, Dr. Czopf Laszlonak a figyelmét, a precizitasra
torténd neveld szandékat. Az O segitségével kezdddott meg kutatdi palyafutasom, 6
iranyitotta figyelmemet a kisérletes kardiologia, illetve a szabad gyokos kutatasok felé.
A szabad gyokos folyamatok és azok befolyasolasi lehetdségeinek mélyrehato
megismeréséért azonban mar Prof. Dr. Hideg Kalmannakt kell koszénetet mondanom.
Az O tanacsukat megfogadva csatlakoztam PhD hallgatoként Prof. Dr. Toth Kamén

,Kisérletes kardiologia” cim{i PhD programjahoz.

Ko6szoném Prof. Dr. Toth Kalménnak azt, hogy mindvégig irdnyitotta és tamogatta
kutatdsaimat. Batoritott mindig, minden nehézség kozepette. K6szondm neki az ,,atyai
szeretetét”. Lehetove tette, hogy a legmodernebb biokémiai, sejtbiologiai modszerekkel
felszerelt Biokémiai Intézettel kooperacioban folytathattam kutatasaimat. A Biokémiai
Intézet (ma Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet) vezetdjének Prof. Dr. Stimegi Balazsnak
szeretném megkdszonni rendkiviili kedvességét, tlirelmét, amellyel a biokémiai
gondolkodasmédra megtanitott. O terelte érdeklddésemet a direkt antioxidansok fell a
PARP rendszer vizsgalata iranyaba. Téth Kalméan Professzor Urral egyiitt 6 tette le az
alapjait a jelenleg mar az SZKK-ban mikodé Kisérletes Kardiologiai

Kutatolaboratoriumnak is.

Koszonettel tartozom a Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetben dolgozé kollégaknak a
tudomanyos munkamhoz nyujtott segitségét: Prof. Dr. Gallyas Ferencnek, Dr. Berente
Zoltannak, Dr. Osz Erzsébetnekt. Halas vagyok Horvath Bertalannak, Girdn Laszlonak

¢s Halasz Helénanak a laboratoriumi munkéaban nyujtott segitségért.

Koszonetet mondok munkatdrsaimnak, korabbi és jelenlegi PhD hallgatéimnak, akik

mellettem alltak és allnak a tudomanyos, gyogyitd és oktatd munkéban, akik nélkiil a
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kutatomunkam toredéke sem tudott volna megvalosulni: Dr. Habon Tamasnak, Dr. Czopf
Laszlonak, Dr. Szabados Eszternek, Dr. Marton Zsoltnak, Dr. Palfi Anitanak, Dr. Bartha
Evanak, Dr. Magyar Klaranak, Dr. Deres Laszlonak, Dr. Erds Krisztiannak, Dr. Riba
Adamnak, Dr. Gal Rolandnak, Ronaky Anikonak és Volgyiné Dozsa Timednak.

Megkoszonom feleségem tamogato tiirelmét, szeretetét és folyamatos aldozathozatalat,
amit a nagyrészt munkaidén kiviil végzett kutatomunka rott ra. Koszonom végil

gyermekeim szeretetét, ami értelmet ad mindannak, amit teszek.
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