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BEVEZETES

A PARP 1 legfobb funkcidja a DNS-sériilések érzékelése és a nukleinsav toréseinek
helyén a kornyezd fehérjéknek, hisztonoknak és maganak a PARP automodifikécids
doménjeinek PAR-4cidja. A hosszl, elagazo ADP-ribdz polimerek nagy negativ toltést
visznek a sériilt DNS-szakasz kornyezetére, ezzel megvaltoztatjdk annak szerkezetét,
hozzaférhetové téve a torott szakaszokat a javitdé enzimek szamadra, illetve eldsegitik a
kromatinszerkezet 4talakitasat €s a transzkripcid regulacidjat is. Nagyszamu
transzkripcids faktorrdl, DNS replikacioban részt vevd fehérjérdl és szignadlmolekularol
bizonyosodott be, hogy a PARP 1 PAR-dlja ezeket. A PARP 1 szabalyoz6 miikddése
ezeken a fehérjéken nemkovalens protein-protein interakciok szintjén vagy kovalens
PAR-acioval valosul meg. Maga a PAR-4cid egy igen gyors dinamikdju folyamat, a
polimer féléletideje rovid (<1 perc), két enzim végzi a bontasat (PARG és ADP-ribozil
protein lidz).

A legutobbi idokig ugy tartottdk, hogy a PARP szabalyozasa els6sorban a DNS-torések
szintjén torténik, azok lennének az elsddleges aktivatorai a PAR-acionak A sejtmagban
talalhato poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) a DNS egyszalu toréseit ismeri fel, és erre
aktivalodik. Ilyen tipust sériilések oxidativ és nitrozativ stresszben jelennek meg. A
szuperoxid és a nitrogén-monoxid, két reaktiv szabadgyok, konnyen reakcidba 1épnek
egymassal, €s peroxinitritet (ONOOQO") képeznek, ami szintén erds oxidans. A peroxinitrit
kiilonb6z6 biomolekuldkat tAmad, és azokat oxidalja €s nitrélja.

Az aktivalt PARP NAD'-t hasit nikotinamid (NA) és ADP-rib6z (ADPr) egységekre. A
NA szabadon tavozik, az ADPr elemeket pedig hozzakapcsolja a fehérjéhez, majd innen
kiindulva hosszu, akar 200-400 monomerbdl allo, gyakran eldgaz6 lancokat fiiz adapter
fehérjéihez Maga az aktiv PARP dimer, és a dimer tagjai egymasra is hasonl6 PAR-
lancokat kapcsolnak, az automodifikacios doménen. Az autoPAR-acidé gatolja az
enzimet.

A PARP fontos szerepet tolt be a genom integritdsanak megoérzésében, és a DNS-
javitasnak is segitségére van. Nemcsak a stressz indukalja a PAR-4ciot, alapallapotban a
PARP-csalad t6bb szabalyozasi folyamatban is részt vesz, egyes géntermékek atirdsara

nagy hatéassal van, és jelenléte a magzat fejlddéséhez esszencialis



Mivel aktiv allapotdban a PARP sok NAD'-t bont el, miikddése a mitokondrialis 1égzési
lanctél elvonja a NAD'-t, ezzel energetikailag hatranyos helyzetbe hozva a sejtet. Ha
ezt megndvekedett oxidativ és nitrozativ stressz allapotdban teszi, a sejtek karosodasa
irreverzibilissé valik. Az apoptdzis energiaigényesebb folyamat, mint a nekrozis, ATP-
deplécio esetén ezért az utobbi felé tolodik el a sejthaldl mechanizmusa. A nekrotikus
folyamatok gyulladashoz vezetnek, tovabb fokozva a szabadgyokok karositd hatasat.

A PARP gatlasa ischémia-reperfizid allatmodellben szignifikdnsan csokkenti a
nekrotikus teriiletet. A szabadgyokok okozta akut sériilés eseteiben is a PARP gatlasa
gyorsitotta a funkcionalis javulast. Ezek a felismerések vezettek egy ujabb, ultrapotens
PARP-gatlo farmakoncsoport kifejlesztéséhez. Ezen gyogyszerkészitmények koziil
néhany, mint példaul az altalunk is hasznalt izoindolinon szerkezetli INO-1001 jelenleg
kardiopulmonalis bypass miitéten esnek at.

Vizsgalataim sordn a poli (ADP-ribozil)aci6 mértékét kovettem kronikus oxidativ,
illetve nitrézativ stresszel jar6 kardiovaszkuléris korallapotokban, illetve a fiziologias
oregedés folyaman. Az eddigi megfigyelések arra mutatnak, hogy a korral megnd a
szervezet ¢érzékenysége az oxidativ stresszel szemben. A korosodast altalaban
kiilonb6zé hibak felhalmozodasdval magyarazzdk, amelyek jelentds részét
visszavezethetjiik a sejteket ért szabadgyok eredetii sériilésekre. Részben ez az oka az
id6s korban kialakuld, a metabolikus X szindroméra is jellemzd kronikus sziv- és
érrendszeri elvaltozdsoknak. Id6s korban csokken a glukdztolerancia, mivel az
inzulinrezisztencia novekszik, ¢és ha az emelkedett glukézszint idés embereknél
hosszasan fennmarad, vagy tulné egy adott értéken, akkor az inzulinszekrécid a
fiatalokhoz képest elmarad, illetve a glukdzclearance 6regkorban csdkkenhet.

Mivel a cukorbetegségre jellemzd az oxidativ és nitrozativ stressz, amelyek mar
inzulinrezisztens illetve glukéz-intolerans allapotokban megjelennek. A hiperglikémia
karos hatdsai a mitokondridlis elektrontranszport-lanc fokozott szuperoxid-termelésére
vezethetdek vissza. A hiperglikémia kovetkezményeképpen a cukorbetegekben
jellegzetes mikrovaszkularis elvaltozdsok jelennek meg, pl. a retindban, a
veseglomerulusokban és a periférias idegekben. A cukorbetegség gyorsan progrediald
érelmeszesedéshez is vezet azokban a nagyobb artéridkban, amelyek érintik a sziv, az

agy ¢s az also végtagok vérellatasat.



[Az érelmeszesedés az egész szervezetet érintd folyamat, amely magéaba foglalja az
immunrendszer aktivacidjat, és gyulladasos reakcidkhoz vezet. Az ateroszklerozis
gyakori probléma a korosodd népességben, és a diabéteszes betegek koziil is sokakat
érint. Az érelmeszesedéses betegekben az intravaszkularis szabadgyokok mennyisége
emelkedett, ami tovabb rontja a magas vércukorszint kivaltotta angiopatiadt. Nemrégiben
ismerték fel azt a tényt, hogy a kettes tipusu diabétesz, hiperinzulinémia, diszlipidémia,
ateroszklerdzis, elhizas, oregedés, és egyéb, az ¢letmodbol fakado tényezdk (dohanyzas,
mozgasszegény életmodd) valdjaban egy homogén metabolikus szindroma.

Az ateroszklerozis az artéridk intimajanak jellegzetes elvaltozasa, amelynek soran a
lipidek érfalba torténd lerakodasa, kotészoveti elemek ¢€s véralkotd részek felhal-
mozodasa kovetkezik be. A plakképzddés érsziikiiletet von maga utan, ennek
kovetkeztében a mogottes €rszakasz vérellatasa zavart szenved, az ischémids teriiletek
megjelenése pedig szamos sulyos, akar végzetes problémat sziilhet. Az érelmeszesedés
kialakulasat leird egyik elmélet a ,,valasz a sériilésre” mechanizmuson alapszik. E
szerint az érfalat ért traumék (tipikus modellje az angioplasztika, de sériilést okoz a
vérnyomdas emelkedése, a dohéanyfiist szén-monoxid tartalma, a koleszterin vagy a
szabadgyokok megjelenése nagyobb mennyiségben — olyannyira, hogy beszélhetiink ma
mar 6nallé szabadgyok-elméletrdl) inditjak be azokat a folyamatokat, amelyek miatt
végeredményben az LDL nagyobb affinitdst mutat a lerakodésra az érfalban.

Doktori munkdm sordn azon vizsgalatokba kapcsolédtam be, amelyek az Oregedés,
diabéteszes komplikaciok, ateroszklerdzis,, magas vérnyomas és a PARP-1 aktivacio

kozotti 6sszefliggések felderitésén dolgoztak.



CELKITUZES
A korosodassal egyiitt jard kardiovaszkularis funkciéromlas enyhithet-e a

PARP géatlasaval?

Kisragesaldo modelleken hogyan kovethetd nyomon az emelkedett vércukorszint

kivaltotta kardiovaszkularis funkciéromlas?

Az atheroszklerotikus sziv és érrendszeri zavarok kialakuldasdban a

szabadgyokok és a poli(ADP-ribozilacid) mekkora szerepet jatszik?

A nitrézativ stressz csokkentésével befolyasolhato-e a neointima képzddés

illetve a sértett érszakasz funkcionalis allapota resztendzis modellben?

A renin-angiotenzin rendszer tulmikodése okozta hipertonia kivaltja-e a PARP

aktivaciot?



MODSZEREK

A vizsgélatokat a “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” U.S. National
Institutes of Health 1996-o0s kiaddsanak megfelelden (NIH Publication 85-23 javitott
valtozat, 1996), a Helyi Allatvédelmi Bizottsag engedélyével végeztiik..

Millar rendszer: az intrakardialis nyomas- és térfogatvaltozas

regisztracidja in vivo

Kisérleteinkhez felhasznaltuk a bal kamrai nyomas kovetését in vivo altatott
patkanyban. (Anesztéziat 60mg/ttkg pentobarbital oldat intraperitonealis adagolasaval
értlink el.) A méréshez az Gn. Millar rendszert hasznaltuk, amelynek lényege egy
mikrokatéter, végében piezoelektromos kristallyal. Ezt a jobb oldali a. carotis
communison keresztiil vezettiik be a bal kamraba, ahol a nyomasvaltozasok a kristalyt
deformaltdk, és az az alakvaltozassal aranyos elektromos jelet adott. Az igy generalt
jelet a Millar rendszer sajat jelatalakito-erdsitd rendszerére vezette a katéter, amit végiil
Macintosh szamitogépre vittiink és értékeltiink ki. Az igy nyert adatokat tovabbi
feldolgozasra Excel tablazatba vittiik at. Kalibracié a Millar atalakitoé belsé 100 Hgmm-
es jelével tortént.

A Millar katéter ijabb, tovabbfejlesztett valtozata mar nem csak a nyomasvaltozasok
regisztralasara alkalmas, hanem a vezet6képességet is méri, ennek valtozasa a
kornyezetében talalhato elektrolit-oldat mennyiségének és Osszetételének fliggvénye. A
bal kamra telédésekor a konduktancia megnd, iiriilésekor csokken. A nyomas és a
vezetOképesség egylittes mérésével felrajzolhatdé a nyomas-térfogat fiiggvény minden
egyes szivciklusban. Kalibralashoz 1,5%-o0s NaCl-oldatot hasznaltunk.

A nyomas-térfogat fliggvény Onmagéaban is informativ, de a bal kamrai tel6dés
csokkentésével tovabbi adatok nyerhetdk a sziv allapotarol. A v. cava caudalis gradialis
occlusiojaval, majd felengedésével elérhetd a vends visszadramlds valtoztatasa. Az
occlusiot legegyszeriibben a hatulsd {iiresvéndra helyezett majd lassan leszoritott

fiiltisztito palcaval érhetjiik el egérben. (Altatds ketamin-xylazin keverék i.p. adasaval.)



A mellkasi aorta kontraktilitasanak és relaxacios készségének

vizsgalata

Anesztézia alatt a hasiireg hatsé felében felkerestem a hasi aortat, atvagtam, és
kivéreztettem az allatot. A mellkast megnyitottam, a szivet és a tiidot eldre, a fej felé
huztam, majd a nyel6csé atvagasa utan kiemeltem a mellkasbol. A thoracalis aortat a
rekesz folott atvagtam, az azt befogadod kotdszovetet mikrocsipesszel megfogtam és
felfel¢ emelve kivagtam az aortaivig, ugy, hogy magit az aortit nem érintettem
semmilyen fémeszkozzel. A kiemelt fOiitderet szervkadba, 37°C-ra elémelegitett 5%
CO; és 95%0, keverékével (carbogen) buborékoltatott Krebs oldatba helyeztem,
aminek az Osszetétele NaCl 130mM, NaHCO; 14.9mM, KCl 4.7mM, CaCl, 1.6mM,
MgSOy4 1.17mM, KH2PO4 1.18mM, EDTA 0.026mM, Glucose 11mM volt. (A sdkat a
Sigma vallalatté]l vésaroltuk.) Itt megtisztitottam a kotdszovettdl és a véralvadéktol,
majd 3 mm-es gyuriiket vagtam beldle €s ezeket izometrids erdmérdre helyeztem (Kent
Scientific), szintén carbogennel buborékoltatott 37°C-os Krebs oldatban.

Az erdmérén az ereket eldfeszitettem, a patkanybol szdrmazé mintakat 1,5 g.nak
megfeleld erével, az egér aortagylirtiket pedig 1 g-nak megfeleld erével. Egy oras
ekvilibracié utdn (amely id6 alatt 15 percenként cseréltem a szervkadakban a Krebs
oldatot, ¢és folyamatosan utanadllitottam az eldfeszitést,) epinephrinnel kimértem az
érgytirik kontraktilitasat. (107" mol/I-t61 3*10° mol/l-es koncentracidtartomanyban.)
Ezutan a gylriik kornyezetébdl kimostam az epinephrint kétszeri oldatcserével, majd
ujabb egy ora ekvilibraci6 kovetkezett. Ha az aortagylriik a kezdeti eldfeszitésnél
jobban relaxaltak, akkor a feszitést utanaallitottam. Ezutan az érgytiriiket 6sszehtiztam,
az egerekbdl szarmazokat 107 mol/l-es, a patkanyokbol szarmazokat 3*107 mol/l-es
cholin adagolasaval hataroztam meg (107 mol/1-3 *10™ mol/l
koncentraciotartoméanyban).

A kontraktilitast abszolut értékben, grammokban megadva szdmoltam, az altalam
beallitott alapvonalhoz képest; a relaxdciot %-ban fejeztem ki, az (adott acetil-cholin
koncentracional mért kontrakcid/epinephrines prekontrakcio az alapvonal fo6lott)*100

képlettel.



Kisérleti allatmodellek

Fiatal felnétt (3 honapos) és oreg (24 honapos) him Fisher patkdnyokat hasznaltunk a
korosodds modellezésére. Mindkét korosztalybol az dallatok felét izoindolinon
szerkezetli PARP-gatloval, INO-1001-gyel kezeltiik, napi 30 mg/kg-t kaptak ordlisan,
mig a tobbi patkany vehikulumot kapott. A patkanyokat kettesével vagy harmasaval
tartottuk, standard laboratériumi tappal etettiik és itattuk ad libitum, 12 6rés

sotét/vilagos ciklust allitottunk be.

Him db/db egereket 5 hetes koruktol INO-1001 kezelésnek vetettiink ala. Aszpartdmmal
(NutraSweet) édesitett steril vizben 4,8 g/l INO-1001-t oldottunk fel, és ezt adtuk
ivovizként. Vehikulum kontrollunk a NutraSweet-tel izesitett steril ivoviz volt. Negativ
kontrollként db/m heterozigdta egereket hasznaltunk, amelyeket ugyanezen oldatokkal
itattunk. Atlagosan az allatok 60 mg/kg PARP-gatlot fogyasztottak. Az egereket 17-21
hetes koruk kozott aldoztuk fel. A mellkasi aortat kimetszettem, és vizsgéaltam az

érgytiriik funkcionalis allapotat.

10 hetes apolipoprotein E deficiens egereket €s azonos koru kontrollokat (C57BI16 torzs)
aterogenetikus diétan tartottunk, és 12 héten keresztiil kezeltiik dket 30mg/kg/nap INO-
1001-gyel, amit az ivovizben oldottunk fel. Az érfunkcios vizsgalatok soran in vitro az

érgytiriik felét 3uM INO-1001-t tartalmaz6 szervfiirddben inkubaltuk.

Pentobarbital anesztézidban 400-500 g kozotti him Sprague-Dawley patkdnyok jobb
kiilsé fejverdér oldalrdl permanens ligatarat helyeztink fel (7-0 selyemvarratot
hasznaltunk ehhez), a belsé fejverderet csak a mitét idejére zartuk le. A kiilsd
fejver6éren 2F Fogarty katétert (Baxter) vezettliink be, a mellkas bejarataig. A katéter
ballonjat fiziologids sooldattal toltottiik fel annyira, hogy mozgatasakor ellenallast
érezzilink, majd a katétert hat alkalommal kihtiztuk a kiilsé fejverdér felé, és visszatoltuk
a mellkas bejarataig. Ezt kovetden a kiilso fejverderet tjra ligaltuk, hogy az arteriotdmia

mindkét oldalrol ki legyen zarva a keringésbodl, €s a belsd fejverderet megnyitottuk a



véraramlasnak. A nyak kozépvonalaban ejtett sebet ezutan zartuk, a bort 4-0
selyemfonallal varrtuk dssze.

Az allatokat két csoportra osztottuk: egy résziik a miitét utdn, illetve az azt kovetd 14
napon kétszer 1 mg/kg WWS85 kezelést kapott s.c. A madsik csoport ugyanezen
idépontokban azonos mennyiségli fizioldgias sooldatott kapott s.c. (Ez a csoport
szolgalt pozitiv kontrollként.) Negativ kontrollnak aloperalt patkanyokat hasznaltunk.

A mitétet kdvetd 28.-31. napon a patkdnyokat tulaltattuk, majd izoladltuk a sértett

artériat, és a mellkasi aortaval azonos modon vizsgaltuk azok funkciondlis allapotat.

8 hetes him spontan hipertenziv patkanyokat (SHR) 8 héten keresztiil 20 mg/kg/nap
enalapril-maleattal kezeltiink, amit az ivévizben oldottunk fel. Pozitiv kontrollként
vehikulummal kezelt SHR allatokat hasznaltunk, negativ kontrolljaink pedig azonos
kord Wistar-Kyoto (WKY) patkanyok voltak. A kezelés végén mértik a sziv
hemodinamikai teljesitményét (Anne Vaslin végezte a mérést), érfunkcios vizsgalatokat
végeztiink in vitro, majd a szivbol, vesébdl és a mellkasi aortabol mintat vettiink
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz. Korabbi kisérleteimben meggy6zddtem arrdl, hogy
a PARP-gatlok és az angiotenzin-rendszer k6zo6tt nincs kozvetlen kapcsolat, sem in

vivo, sem in vitro (nem ko6zolt adat.).



EREDMENYEK

Oreg Fisher patkanyoknal a sziv atépiilése a korosodassal egyiitt jart, a bal pitvar és
kamra szignifikans tomegnovekedése, de a jobb szivfél tomege nem valtozott. A tiido
tomege is jelentdsen megnétt. Az INO-1001 kezelés a bal szivfél és a tiidé tomegének
valtozasat nem befolyésolta Szivfunkcié: az oregedés az artérids kozépnyomas, bal
kamrai végdiasztolés nyomas, a szisztolés nyomasnovekedés maximalis meredeksége, a
diasztolés nyomadsesés legnagyobb meredeksége, ejekcios frakcio, verdtérfogat,
térfogati munka index, és pulzusszam csokkenésével volt jellemezhets. Ezzel
ellentétben a bal kamrai végdiasztolés nyomas ¢€s a bal kamrai nyomasesés idokonstansa
a diasztolés diszfunkci6 indikatoraként emelkedett az 6reg allatokban. A teljes periférias
ellenallas index szintén novekedett az id6s patkdnyokban.

Az INO-1001 kezelés hatdsara szignifikdnsan novekedett a verdtérfogat, szivindex és a
térfogati munka indexe, ¢és csokkent a bal kamrai végdiasztolés nyomas, és a bal kamrai
nyomasesés id6konstansa is. A teljes periférids ellenallas is csokkent, és a bal kamrai
szisztolés nyomads €s a kozépartérias nyomas is kis mértékben emelkedett a PARP-gatlo
hatdsara Oreg allatokban. Ezzel egyiitt a dP/dtn.. illetve a —dP/dtm.x is javulési
tendenciat mutatot, Ezzel szemben fiatal feln6tt patkanyoknal az INO-1001 kezelés nem
volt hatassal egyik hemodinamikai paraméterre sem. Megfigyelhetd az éreg allatokban
a szisztolés nyomds maximumanak ¢és a meredekségének csokkenése, ami jelzi a
szivizom kontraktilitdsanak csokkenését és a szivelégtelenséget. Az INO-1001 kezelés

hatasara a kontraktilitast kis mértékben novekedett.

Tobb, korabbi vizsgalathoz hasonléan, a mi ex vivo méréseink is alatdmasztottak azt a
megallapitast, hogy az ¢életkor elérehaladtdval patkanyokban az endotélfunkcio
karosodik, amely jellemezhetd a mellkasi aortabol kimetszett gytriik acetilkolinra adott
maximalis relaxacios valaszdnak csokkenésével, és a dozis-hatas gorbe jobbra
tolédasaval a fiatal kontrollokhoz képest. A PARP farmakoldgiai gatlasa INO-1001-
gyel szignifikdnsan javitotta az acetilkolinra adott valaszt az Oreg allatokban,
ugyanakkor nem volt hatdssal az egészséges, fiatal felnétt patkanyok
endotélfunkciogjara.

A diabéteszes ragesalo modellbdl szdrmazo eredményeink arra mutatnak, hogy a

korabbi megfigyeléseknek megfeleléen a diabéteszes relaxacios zavar a db/db
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egerekben kialakult. A db/m allatoknal a relaxacios készség szignifikansan jobb volt,
mint a cukorbeteg allatokban. PARP-gatld kezelés hatdsara a db/m allatokbdl izolalt
mellkasi aorta relaxacios készsége nem valtozott, de a db/db egerekben szignifikdns
javulast talaltunk.

Apolipoprotein E deficiens egerek esetén a 3 hoénapos INO-1001 kezelés
szignifikdnsan javitotta az endotéliumfliggd relaxacidés képességet. Az izolalt
aortagylriik PARP inhibitoros kezelése in vitro 1 oran at a szervfiirdében részben
visszaallitotta az endotélfunkciot. A PARP farmakologiai gatlasa nem befolyésolta az
egészséges kontroll allatokban mérhetd relaxaciot.

A ballonkatéteres sértés stlyos vaszkularis sériilést okozott, amelyet a nagymértéki
neointima formdacioval karakterizdlhattunk. A ONOO™-lebontast katalizal6 WWS85 a
neointima formdaciot csokkentette. A morfometrikus analizist szdmitégépre kapcsolt
mikroszkopos planimetria eljarassal végeztiik, igy hatdroztuk meg az intima/média
aranyt. Az intima/média ardny a WW85 kezelés hatdsadra mintegy 40%-kal csokkent a
kezeletlen kontrollokhoz képest.

Az izolalt érgylirikon végzett méréseink is azt igazoltdk, hogy a sértést kovetden az
erek relaxacidos készsége jelentdsen romlott az endotélium-dependens vazodilatator
acetilkolinnal szemben. A peroxinitrit farmakologiai semlegesitése WW85-tel
szignifikansan javitotta az érgytiriik funkcionalis allapotat.

A hipetrenzié vizsgalatiban a harom csoport (negativ kontroll Wistar Kyoto, SHR és
enalapril-kezelt SHR patkanyok) testtomegében nem volt szignifikans kiilonbség. Az
SHR patkanyok artérids vérnyomasa kozel kétszerese volt a negativ kontrollokénak. Az
enalapril-kezelés a vérnyomast szignifikdnsan csokkentette. A bal kamrai szisztolés
nyomads szintén erdsen emelkedett a spontan hipertenziv allatoknal, amelyet az ACE-
gatld alkalmazasa normalizalt. Ezzel egyiitt a +dP/dty.x érték is emelkedett a magas
vérnyomasu csoportban, és enalapril kezelésre visszatért a kontroll értékre.

A mellkasi aorta endotélfiiggd relaxacios készségét vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
hipertonias csoportban szignifikansan rosszabb volt az acetilkolin érzékenység, mind a
kontrollokhoz, mind pedig az ACE-gatloval kezelt csoprthoz mérten. Utdbbiak
endotélfiiggd relaxaciés készsége nem kiilonbozott a  kontroll Wistar-Kyoto

patkdnyokétol. Kordbbi tanulmanyok arra mutatnak, hogy a PARP farmakoldgiai
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gatldsa szintén normalizdlja a magas vérnyomas kovetkeztében kialakuld
endotéldiszfunkciot (Pacher et al., 2002¢) .

A poli (ADP-riboz) szintézisre utald bizonyitékokat immunhisztokémiai méodszerekkel
kerestiik a szivizomban, a mellkasi aorta rétegeiben és a veseglomerulusokban. Az
immunhisztokémiai médszerrel jelolt PAR mennyiségét csokkenti az altalunk hasznalt
enalapril-kezelés.

A kontroll metszetekben nem volt detektdlhatdo mennyiségi PAR. A PAR
felhalmozddas az SHR allatok szoveteiben sotét intranukledris jelolésként latszott a sziv
izomsejtjeiben, az érbelhartya sejtjeiben és az ér simaizom-rétegeiben és a vese
tubulusaiban, illetve a glomerulusokban. Enalapril-kezelés hatdsara a PARP aktivacio

észrevehetOen csokkent ezekben a szovetekben.
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KOVETKEZTETESEK

Adatainkbodl levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a PARP farmakologiai gatlasa
szignifikdnsan javitja a sziv szisztolés ¢és diasztolés miikodését az altalunk hasznalt
idéskori szivelégtelenség modellben. Ez a megfigyelés Gsszhangban van az 6regedés
szabadgyok-elméletével. E mellett a PARP gatlasa jelentdsen javitotta az endothelium
funkcionalis allapotat is. Elképzelhetd, hogy az endotelidlis PAR-4ci6 és az oregkori
kardiomiopatia kozott ok-okozati kapcsolat all fenn, mivel az érbelhartya sériilése a
szivizomszovet kiterjedt vagy lokalis vérellatasi zavarahot vezethet, ami rontja a sziv
teljesitményét.

In vitro és in vivo mérések alapjan munkacsoportunk bemutatta kettes tipusu
cukorbetegség modellben (Leprdb/db egerek), hogy a PARP aktivacidja lényeges
szerepet jatszik a diabéteszes endotéldiszfunkcid kialakuldsaban, és részben ennek
kovetkeztében, a glomerulopatia megjelenésében is. Ismeretes, hogy a diabéteszes
szovetekben (szivizom, aorta, vese) emelkedett mennyiségben van jelen a PAR. Az
oralisan adagolhaté PARP-gatld farmakon hatdsara az endothelium funkcionalis
allapota javult, ezzel egyiitt a glomerularis expanzid €s albuminuria is csokkent.

Azt is bemutattuk, hogy az Apolipoprotein B hidnydban a koleszterin metabolizmusa
zavart szenved, és ennek kovetkeztében emelkedik a szabadgyok-termelés és a PARP
aktivitdsa is. Ennek a folyamatnak nagy jelentdésége lehet az ateroszklerotikus
elvaltozasok kialakuldsaban.

Az angioplasztikat kdvetd resztendzis egy igen Osszetett patofizioldgiai folyamat, amely
okozta sériilés helyén. Klinikai tapasztalatok €s kisérleti megkozelitések egyarant arra
mutatnak, hogy a fellépd oxidativ stressz (a ROI széles skalaja) az egyik lényeges
vondsa a reszten6zisnak.

Korabbi tanulmanyok mar bemutattdk, hogy a kiilonb6zd eredetii érsériilések helyén
peroxinitrit képzddik. Eredményeink a mar kozolt adatoknak megfelelnek, és sikeriilt
azt is bemutatnunk, hogy a peroxinitrit keletkezése még a sértést kovetd 28. napon is
folytatodott patkany modelliinkben. A nitrotirozin akkumulacidja az endotél rétegben

konzisztenciat mutat a jelenleg elfogadott ,,valasz a sériilésre” resztendzis modellel. A
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ballonkatéter okozta sériilés modellen végzett vizsgalataink arra mutatnak, hogy a
peroxinitritnek jelentds szerepe van a resztenozis patogenezisében, €s egy Uj terapids
célpont lehet a betegség megeldzésére.

A peroxinitrit-bontd katalizator erekre gyakorolt védd hatdsa nemcsak a neointima
formacid csokkentésén ¢s a PARP aktivacido mérséklésén keresztiil valt nyilvanvalova,
hanem az endotélium funkcionalis allapotat is szignifikdnsan javitotta. A WWS85 ezen
hatasa feltételezhetben nem kozvetlen, mivel a sértetlen erekre szinte semmilyen hatast
nem gyakorolt, hanem az érbelhartya azon sériiléseit védi ki, amelyeket egyébként a
peroxinitrit-képzddés és ennek kdvetkezményeként a PARP-aktivéacio okozna.

Azt a kovetkeztetést vonhattuk le ebbdl a kisérletsorozatbol, hogy a ONOO™ kordbban
leirt patogenetikus tulajdonsagai megfigyelhetéek ballonkatéteres sértést kovetden. A
peroxinitrit semlegesitése protektiv hatasti a sértett érszakaszra, aminek oka lehet a
csokkenése az endotéliumban. A peroxinitrit farmakoldgiai semlegesitése ezért az
angioplasztika terapids megkozelitésében is egy 0 lehetdséget jelenthet.

Az SHR éllatokon kapott eredményeink konzisztensek az altalunk felallitott
hipotézissel. Enalapril adasaval nemcsak a magas vérnyomast tudtuk rendezni, hanem
gatoltuk a PARP aktivaciojat is. Ez a megfigyelés azt tamasztja ald, hogy az angiotenzin
nemcsak kisérletesen adagolva, hanem endogén forrasbdl szdrmazva is képes aktivalni a
PARP-t az érrendszerben. Feltehetjiik azt a kérdést, hogy vajon a PARP aktivacidja a
spontan hipertenziv patkanyok esetében kozvetlen kdvetkezménye-e az angiotenzin II
oxidativ ¢€s nitrézativ folyamatokat indukalé hatasdnak, vagy kozvetve, a
megnodvekedett terhelés miatt alakul-e ki. A magas vérnyomas elméletileg fokozhatja az
érbelhartya oxidans- és szabadgyok-termelését a megnovekedett nyirderd miatt. Az a
felismerés, amely szerint az Ang Il mar szubpresszor dozisban is képes a PARP
miikodését fokozni in vitro és in vivo egyarant, kozvetlen hatasra enged kovetkeztetni.
Megallapitottuk, hogy az angiotenzin II okozta endotéldiszfunkcid, legalabbis részben, a
PARP aktivaciora vezethetd vissza. Hozzatéve, hogy elsdként irtuk le, hogy a magas
vérnyomas betegségben aktivalédik a PARP, illetve hogy az ACE-gatlok protektiv
hatdsa kapcsolatban all a PARP-aktivacio gatlasdval SHR modellben.

Ezek a felismerések Osszhangban allnak olyan korabbi tanulméanyokkal, amelyekben

leirtdk a PARP-gatlas pozitiv hatdsat a szivmiikddésre és az endotél funkcionalis
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allapotara a szivizom kiilonboz0o ériiléseiben, igymint akut ischémia-reperfiizi6 vagy
kronikus szivelégtelenség. Minden vizsgélt fajpan a PARP aktivitdsa szoros
Osszefliggést mutat a DNS hatékony hibajavitasaval, és ennek kovetkeztében a varhato
¢lettartammal is. Mindezek ellenére az dltalunk hasznalt kisérleti modellekben
konzekvensen azt talaltuk, hogy a PARP farmakologiai gatlasa ndveli a talélést és
javitja a kardiovaszkularis rendszer allapotat. Ez az ellentmondas eszarmazhat attol
1. az erdteljes oxidativ és nitrozativ stressztdl, aminek az alanyainkat kitettiik,
2. hogy a poli(ADP-ribozilacid) mértékét a poli(ADP-ribdz) glikohidrolaz (PARG)
szabalyozza, amelynek transzkripcidja a korral valtozik: a PARG expresszidja
26 éves rézuszmajmok vazizmaban csupan 1/2,8-ada a fiatalkorban
megfigyeltnek.
Eredményeink alapjan a poli(ADP-rib6z) polimerdz farmakologiai gatlasa egy ujabb
megkozelitési modot jelent azon oxidativ karosodasok kivaltotta sulyos
kardiovaszkularis megbetegedések megelézésére, melyek gyakran jelennek meg az
1d6s6dé népesség korében, akdr a korosodas egyik velejarojaként, akidr mint a

metabolikus szindréma kovetkezménye.
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OSSZEFOGLALAS

A korosodd népességnél kimutathatd az oxidativ/nitrozativ stressz fokozott
hatésa.

A PARP gyodgyszeres gatlasa a kardiovaszkularis rendszer oregedésének tobb
szimptomajat kivédi.

A hiperlipidémias, atheroszklerotikus vagy hipertenziv allatoknal megfigyeltiik
a reaktiv szabadgyok-termelés novekedését, és a PARP-aktivitas fokozodasat is.
A magas vérnyomas kezelése illetve az emelkedett koleszterinszint megfeleld
értékre allitasa csokkentette a PARP aktivitasat a kisérleti allatokban.

A PARP aktivacié farmakoldgiai gatlasa javitotta a kardiovaszkularis rendszer
allapotat hipertenziv és atheroszklerotikus modelljeinkben.

A kardiovaszkularis rendszer megbetegedésének nemi dimorfizmusa mogott
felismertiink egy olyan lehetséges mechanizmust, amely szerint a PARP
aktivitas szabalyozasa nemhez kotott.

In vitro és in vivo eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
az Osztrogén, Osztrogén receptor a és a PARP a sejtmagban komplexet képez, és

ez a kapcsolat akadalyozza a PARP-ot abban, hogy a sériilt DNS-hez k&t6d;jék.
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