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BEVEZETES

Szivérrendszeri megbetegedések 2-es tipusu diabetes mellitusban

Napjainkban a kardiovaszkularis betegségek (magas vérnyomas, periférias
érbetegségek, 1szkémids szivbetegség) a leggyakrabban eléfordulo egészségiligyi
problémék ¢és a haldlokok kozott is vezetd szerepet jatszanak. Kialakuldsuk
hatterében a megvaltozott szénhidratanyagceserének (metabolikus szindréma,
cukorbetegség) €s az oxidativ stressznek is szerepe lehet. A 2-es tipust diabetes
mellitus kiilonb6z6 anyagcserezavarok dsszefoglald neve, amit a megvaltozott
szénhidrat- és lipidanyagcsere-folyamatok jellemeznek. A kardiovaszkularis
betegségek kialakuldsaban szerepet jatszo diabetest jellemzi az emelkedett
vércukorszint, karosodott gliikoztolerancia, emelkedett triglicerid, valamint
csokkent magas denzitasu lipoprotein (HDL) szint €s a tarsult magas vérnyomas.
Az érrendszeri betegségek kialakuldsaban a nagy erek szintjén Iétrejovo
elvaltozasoknak  (pl.  atherosclerosis) ¢és a  korosan  megvaltozott
mikrocirkuldcidénak (arteriola, venula, nyirokér) egyarant fontos szerepe van.
Cukorbetegségben a kis erek szintjén fellépd mikrokeringési zavarok (agyi,
kardialis, als6 végtagi) hozzajarulnak az ezen betegségben szenveddk fokozott
morbiditdsahoz és mortalitdsahoz. A 2-es tipusu diabetes mellitusban (2-DM)
nem kelléen ismert a megvaltozott mikroér mitkodés patomechanizmusa, ezért
nagyon fontos kutatasi teriilet a szoveti keringést fenntartd/javitd terapids
lehetOségek, valamint a 2-DM-hoz tarsult magas vérnyomds gyogyszeres
kezelési elveinek kidolgozasa. Az utdbbi években deriilt fény a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) in vivo jelentoségére. A sejtek miikdodése soran kis mennyiségben
minden esetben termelddnek reaktiv oxigén gyokok, melyeknek fontos szerepe
van a jelatviteli folyamatok szabalyozasaban. Koros koriilmények kozott, illetve
citosztatikus terapia mellékhatasaként (pl. doxorubicin kezelés) a ROS fokozott

mértékben termelddhetnek.



Endothelium funkcio

Az endothelium (a vér- és nyirokereket béleld sejtréteg, egy endokrin-
parakrin-autokrin szerv) startégiai szerepet jatszik a vaszkularis homeosztazis
fenntartasaban €s kialakitasaban. Véralvadasi folyamatokban sima felszine miatt
csokkenti a vérlemezke ¢és leukocita adhézidt, igy antitrombotikus hatasu.
Szerepe van az ion- és folyadékcserében, hozzajarul az érfalban zajlo lokalis
gyulladasos folyamatokhoz. Mindemellett az endothelium kiilonb6z6 ingerekre
vazoaktiv anyagokat szintetizdl €s szabadit fel, melyek az ér simaizom

veérellatasat és a szoveti perfuziot.

A lokalis keingés szabdlyozasaban fontos szerepe van a miogén tonusnak,
kiilonb6z6 anyagceseretermékeknek (pCO,, tejsav, pO,, pH), érsériiléseknek,
hémérsékletvaltozasnak, hormonoknak, a szimpatikus aktivitasnak és az
endothelsejtekben termelddd faktoroknak (NO, endotelinek, prosztaciklinek).
Az endothelium altal termelt vazodilatatorok koziil a NO az egyik legfontosabb
vegyllet. A NO egy szabadgyok, mely a nitrogén-monoxid szintaz (NOS) altal
katalizalt reakcioban L-argininbdl €s oxigénbdl citrullin keletkezésén keresztiil
képzddik és gyorsan lebomlik. Ep endothelium funkcid esetén kiilonbozd
humoralis és mechanikai ingerek hatasara (példaul acetilkolin, hisztamin,
trombin, fokozott aramlas miatt keletkezo nyirderd) fenntartott a NO termelés. A
NO az artéridk, a kapillarisok és a vénak teriiletén is fontos szerepet jatszik az
ératmérd szabdlyozasdban. Az endothelbdl felszabaduldo NO aktivalja az ér
simaizom rétegében taldlhaté szolubilis guanilat-ciklazt (sGC), ami az
intracellularis  ciklikus  guanozin-monofoszfat  (¢cGMP)  koncentracid
novekedéséhez vezet, melyet az intracellularis Ca®* koncentracié és/vagy
simaizom Ca?* érzékenység csokkenés és végs$ soron simaizom relaxacié
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kovet. A NO in vivo jatszott szerepére utal, hogy a sajat kisérleteinkben is
hasznalt patkany gracilis izombdl izolalt, ép endothellel rendelkezd artéridkban
az L-arginin analdégok csokkentették az acetilkolin hatasara Iétrejovo dilatacio
mértékét, igazolva, hogy az endotheliumbol felszabaduld NO részt vesz a

vazizom arteriolak acetilkolinra adott dilatativ valaszaban.

A lokalis vérataramlas szabdlyozasdban szerepe van a miogén ¢€s a
metabolikus mechanizmusoknak is a neuralis és humoralis faktorokkal egyiitt. A
vaszkularis endothelium a vazodilatator természetli anyagok mellett
vazokonstriktor anyagokat is termel, melyek koziil az endotelin szerepe a
legismertebb. Az endotelin egy 21 aminosavat tartalmazd polipeptid, harom
izoformdja létezik (endotelin-1, 2 ¢és 3), melyek kiilonb6zé endotelin
receptorokon fejtik ki hatdsukat. Az angiotenzin Il szintén endothel altal termelt
fontos vazokonstriktor anyag, mely angiotenzin 1-b6l féként az endothel
felszinén 1évd angiotenzin-konvertaz enzim (ACE) hatdsara képzodik. Az
angiotenzin Il a simaizomsejteken talalhatdé G-fehérje kapcsolt receptorok
stimulalasaval fejti ki hatdsat: noveli az intracellularis Ca®* koncentraciot, a

protein kindz C aktivaciot, a simaizomsejt migraciot €s a proliferaciot.

A miogén tonus

A reziszetnciaerek allandé nyugalmi tonussal, vagy mas néven miogén
tonussal birnak, ami lehetové teszi az erek kiilonb6zo stimulusokra
(vazokonstriktiv illetve vazodilatativ faktorokra, a transzmurdlis nyomas
ezaltal hatékonyan szabdlyozva az anyagcsereigényeknek megfeleld szdveti
perfuzidt. 2-DM-ban az endothel és simaizom funkcionalis karosodasanak
szerepet tulajdonitanak mind a makrovaszkularis, mind a mikrovaszkularis

funkcidzavar és érszovodmények kialakuldsaban.

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
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A renin angiotenzin rendszer (RAS) koordinalja azt a hormonalis kaszkad
utvonalat, mely fontos szerepet jatszik mind a vesemiikodés, mind az ératmérd
szabalyozasaban. A rendszer els6 eleme a renin, amely a vese juxtaglomerularis
sejtjeibdl szabadul fel. A kaszkad kovetkezd 1épésében a renin elhasitja a
majban termel6d6 angiotenzinogént, amelynek soran az inaktiv dekapeptid, az
angiotenzin I (Ang I) képzédik. Az angiotenzin konvertaz enzim (ACE) altal
katalizalt reakcidban jon létre Angl-bdl az aktiv angiotenzin II (Ang II) peptid.
Az Ang ll-nek két receptorat jellemezték behatéan (ATIR és AT2R). Az ATIR
kozvetitett folyamatok Ang II altali szabalyozasa szamos élettani folyamatban
szerepet jatszik, Ugy mint a vazokonstrikcid, sejtdifferencialodas,
aldoszteronszekrécio €s a reninfelszabadulas. Habar az AT2R funkcioja kevésbé
ATI1R-ral ellentétes hatast fejt ki. Az Ang Il metabolikus termékei koziil az
angiotenzin 1-7 (Angl-7) és az angiotenzin Il (Ang IlIl vagy des-aspartyl-

Angll) érdemel még emlitést.

Vaszkularis prosztaglandin szintézis

A gyulladas a szervezet komplex valaszreakcidja, feladata a karosito hatas
megsziintetése, a normal struktira ¢és funkcio helyreallitasa. A védelemben
fontos szerepet jatszanak a kiilonb6z6 proteolitikus kaszkadrendszerek ¢€s
gyulladdsos mediatorok, példaul a leukotriének és a prosztaglandinok. A
kardiovaszkuladris megbetegedések egy része kronikus, alacsony szintli szoveti
gyulladassal tarsul. A gyulladasos folyamatok jelentds része a kis artéridk
(rezisztenciaerek) szintjén jatszodik le. Az érfalban 1étrejovo gyulladdsos valasz
ugyanakkor fontos szerepet tolt be élettani koriilmények kozott is azaltal, hogy
az érfal felépitésében és mitkddésében valtozasokat valt ki, igy biztositva a
megvaltozott koriilményekhez vald alkalmazkodast. Az utobbi évek kutatasai
szerint az alacsony szintli szoveti gyulladasi folyamatok kozponti szerepet

jatszhatnak a diabeteses vaszkuldris szovodmények kialakitdsadban. A
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gyulladdsos folyamatok mediatorai koziil a prosztaglandinok arachidonsavbol
szarmazo biokativ anyagok, az arachidonsavbdl a ciklooxigenaz (COX) hatasara
a prosztaglandin G2, majd abbol H2 (PGH2) képzddik, melybdl tovabbi
szarmazékok is létrejonnek. A COX egy membrankotott két funkcidoja enzim,
ami katalizalja az arachidonsav PGG2-vé torténd konverzidjat ciklooxigenaz
aktivitasanak koszonhetden és a PGG2, PGH2 atalakulasat peroxidaz aktivitasa
révén. A COX enzimek két izoforméjat azonositottak, a COX-1-et és COX-2-t.
A COX-1 konstitutivan expresszalodik a legtobb szovetben és felelds a
prosztaglandin szintézisért élettani koriilmények kozott. Ezzel szemben a COX-
2 egy indukalhatdé enzim, szintje alacsony a legtobb szovetben, azonban
gyulladdsos stimulusokra, mint példaul citokinek, mitogén faktorok,
expresszidja jelentds mértékben megnd. Szdmos tanulmanyban leirtdk, hogy a
COX-2 aktivalédasa kulcsszerepet jatszik a gyulladdsos betegségek, a
szivelégtelenség ¢és az atherOsclerosis patofiziologiagjaban. DM-ban a
prosztaglandinszintzis novekedése vaszkuldris miikddési zavarokhoz vezet. A
glikoz ¢és metabolitjai valdszinlileg azaltal fejtik ki hatasukat, hogy
megvaltoztatjak a kiilonb6z6 biokativ mediatorokat, melyek szerepet jatszanak a
vaszkularis sejtek funkcidjaban ¢és foként a cellularis integritasban. A
vaszkularis sejtekben szamos kiilonb6z6 prosztanoid szekretdlodik mint példaul
PGI2, PGE2, PGFa, tovabba az érfal szamos sejtje reagal prosztanoidokra. A
prosztaglandin receptorok neviiket a preferalt szubsztratjaikrol kaptak. A
klasszikus prosztanoid receptorok plazmamembranhoz kotottek €s G protein
kapcsoltak. A legtobb prosztanoidot az endothelsejtek szekretaljak, tobbek
kozott a COX utvonalon keresztill szintetizalodd PGI2-t, ami fontos a
vaszkularis homeosztdzis ¢és trombozis szabalyozdsaban. A vaszkularis
simaizomban taldlhato IP receptorokhoz kétédve ndveli az intracellularis cAMP

crer

utvonalat. A PGE2 ¢és PGF2a a PGI2-vel ellentétben attol fiiggden, hogy mely

5



receptorahoz  kotddik képes mind vazokonstrikcidot, mind vazodilatidciot

kivaltani. A PGE2 EP2 receptoron keresztil hatva a simaizomsejtek

7y

Oxidativ stressz

Szabadgyokoknek nevezziik azokat a vegyiileteket, amelyeknek kiilsé
elektronhé¢jdn egy vagy tobb parositatlan elektron talalhato. Oxigén
szabadgyokokrdl beszéliink, amennyiben a parnélkiili elektron vagy elektronok
egy oxigén atom kiilsé elektronhéjan helyezkednek el. A szervezetben a
szabadgyOkok hatdsa kétiranyu, egyrészt nélkiilozhetetlenek bizonyos
biokémiai, immunologiai €s enzimatikus folyamatokndl, mdasrészt a képz6do
szabadgyOokok karosithatjdk a sejtek, szovetek miikodését. A sejtek miikddése
soran altaldban kis mennyiségben termelddnek reaktiv oxigéngyokok (ROS).
Mennyiségiik patholdgids koriilmények kozott meghaladhatja az antioxidans
rendszer kapacitasat, minek kovetkeztében Kkiilonb6z6 makromolekulak
(proteinek, lipidek, szénhidratok, DNS) oxidacidja johet 1étre, ami funkciondlis
¢s morfoldgiai karosodashoz vezethet. Szamos tanulmany foglalkozik a ROS
szerepével a DM  kovetkeztében kialakulé vaszkularis  diszfunkcid
patogenezisében. Ezt a jelenséget oxidativ stressznek nevezziik, melynek a
kardiovaszkularis megbetegedéseken tal igen fontos szerepet tulajdonitanak a
daganatos betegségek patomechanizmusdban is. A diabeteses komplikacidk és
az oxidativ stressz kozott szoros Osszefiiggés all fenn. A ROS csoportjaba
tartozd elsddleges szabadgyok a szuperoxid anion (O;), melybdl mas
molekulakkal torténd interakacido soran tovabbi ROS képzddhetnek: hidroxil
gyok (OH-), proxilok, alkoxilok (RO,, RO-), nitrogén oxidok (NO-, NO;'). A
ROS forrasai lehetnek: a mitokondridlis elektrontranszport lanc, a fagocitozis
folyamata, tovabba az enzimrendszerek mikodése soran (NADPH-oxidaz,
xantin-oxidaz, monoamino-0xidaz, citokrom P450-oxidaz, NOS, COX

izoenzimek, lipoxigenazok) is szamos ROS keletkezhet. Hidroxil gyok
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keletkezhet a Fenton és a Haber-Weiss reakciok révén is. A ROS termeld és
elimindld rendszerek a vaszkuldris sejtekben is megtaldlhatdak €s szadmos
esetben kimutattdk, hogy az oxidativ stressznek fontos szerepe van a
kardiovaszkularis megbetegedések patogenezisében, tovabba az oxidativ stressz
soran keletkez6 ROS befolyasoljak illetve karositjdk az érfal fiziologias

funkciojat.

Doxorubicin és PARP-2

A doxorubicin (DOX) egy széles korben alkalmazott, antraciklin alapt
citosztatikum, melyet elsddlegesen szolid tumorok, limfomak és leukémidk
kezelésére hasznalnak. Hatasanak alapjat az jelenti, hogy képes beépiilni a DNS-
be, megvaltoztatni a szerkezetét, DNS toréseket okozni és ezen keresztiil
apoptozist indukalni tumorsejtekben. Emellett a mitokondriumok egyes enzimei
képesek a DOX-bol szemikinon gyokok képzésére. A képzddott szemikinon
instabil és elektronjat konnyen tovabbadja, eldsegitve ezzel kiillonb6zd reaktiv
intermedierek képzddését. Szadmos tanulméany azt sugallja, az elébb emlitett
szabadgyOkok karositjdk a vaszkulatirat ¢és a szivizmot. Mindezen
megfigyelésekkel Osszhangban a DOX kezelés legjelentésebb mellékhatasa
sulyos kardiotxoicitasa. A DOX okozta kardiotoxicitdshoz hozzajarulhat
endothelium karosodast okozo tulajdonsdga is. Az endothel diszfunkcio
létrejottének hatterében a ROS képzddés, valamint a megvaltozott NO szintézis
allhatnak. A DOX kezelés ROS termelést fokoz6 hatasa a DNS torések
kivaltasaval aktivalhatja a poli-ADP-rib6z polimeraz (PARP) enzimeket is, mely
folyamat hozzajarulhat a kezelést kovetd vaszkularis funkcidzavar
kialakuldsahoz. Ezen funkcidzavar kialakuldsanak oka lehet a PARP aktivacio
kovetkeztében lecsokkend NAD™ szint, amely a sejtek elhaldsahoz vezethet. A
PARP-2 a poli-ADP-rib6z polimeraz enzimcsalad tagja. A poli(ADP-

ribozil)aci6 a fehérjék poszttranszlacios modositisa a PARP enzimek altal,



minek sordn a NAD" bontasabol szarmazé ADP-riboz polimereket (PAR)

kapcsolnak intracelluldris fehérjékhez.

CELKITUZESEK

Tudomanyos kutatdsaimban az alabbi célkitlizéseket fogalmaztam meg:

1. A 2-es tipust diabetes mellitus allatkisérletes modelljében vizsgaljam a
vazizomzatban taldlhaté rezisztenciaerek miikddésében  1étrejovo
elvaltozasokat, kiilonos tekintettel a megvaltozott prosztaglandin szintézis

mikrovaszkularis és szisztémas hatasaira.

2. Feltarjam a poli-ADP-rib6z polimeraz-2 szerepét a reaktiv oxigén

szabadgyok termelést kivalté doxorubicin kezelés vaszkularis hatdsaiban.

METODIKAK

A 2- DM genetikai allatmodellje

Kisérleteinkben 12-14 hetes him db/db (C57BL/KsJ-db’/db’), valamint
kontroll  heterozigota (C57BL/KsJ-db*/db’) egereket hasznaltunk. A
miikodOképes leptin receptor hidnyaban a taplalkozasi idé6 megnyulik a
homozigota (db/db) egerekben, melynek kovetkeztében sulyos mértékben
elhiznak ¢és hiperglikémiasak lesznek. A 2-es tipusu diabetes mellitus genetikai
allatmodelljében kialakulé metabolikus eltérések hasonléak a human 2-es tipusu
diabetes mellitus soran létrejovo elvaltozasokhoz.
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PARP-2 knock out egerek

12-14 hetes PARP-2-/- és vad tipusu egereket (C57BL/6-Parp2™ ™M)
hasznaltunk. Az egereket négy csoportra osztottuk: PARP-2+/+ kontroll; PARP-
2-/- kontroll; PARP-2+/+ DOX kezelt; PARP-2-/- DOX kezelt. Kisérleteink
soran a kezelt csoport egyedeit intraperitonealisan 25 mg/kg DOX-nal illetve a

kontroll csoport 4llatait sdoldattal oltottuk be.

Az artérias vérnyomas mérése

Az egerek vérnyomasat éber allatokban az Un. tail cuff” modszer
segitségeével mértiik. Az egerek farkara pneumatikus pulzusérzékeldvel felszerelt
mandzsetta keriilt, melynek segitségével meghataroztuk az allatok vérnyomasat

¢s szivirekvencigjat.

Izolalt mikroértechnika

Izolalt mikroér Kkisérleteinket egér musculus gracilis-bol izolalt
arteriolakon végeztiik. Pentobarbitadl natriummal altatott allatokbol steril
koriilmények kozott metszettik ki a megfeleld arteriolat tartalmazé
szovetdarabot és jégbe hiitott Ca®* mentes Krebs oldatot tartalmazo Petri-
csészében izolaltuk. Az arteriola 1-2 mm-es szakaszat kipreparaltuk, majd hideg
oxigenizalt Ca®* mentes Krebs oldatot tartalmazé szervkadba helyeztik. Az
arteriolakat tivegkapillarisok segitségével kaniilaltuk €és egy nyomads-szervo
rendszerre csatlakoztattuk. Ezutan beallitottuk az eredeti érhosszt, a
hémérsékletet 37 °C-ra emeltik és a szervkadban 16v6 Ca®* mentes Krebs
oldatot 2,5 mM CaCl,-ot tartalmazoé Krebs oldatra cseréltiik, melyben a
kisérleteket végeztiik. A belsd ératmérd valtozasat videdmikroszkopos rendszer

segitségével detektaltuk.

Izometrikus kontrakciomérés
Az egerek exterminalasat kovetden eltavolitottuk az aortat, amit 4 °C-0s,
oxigenalt Ca®* mentes Krebs-et tartalmazo Petri-csészében rogzitettink 6és

9



mikrosebészeti eszkozok segitségével megtisztitottunk a kdrnyezd szovetektol.
Preparalast kovetden az aortdit ~4 mm hosszu gylriikre vagtuk €s izometrias
kontrakci®6 mérd rendszeren két, egyenként 40 pm atméréji fém drétot
vezettiink az ér lumenébe, majd az egyik oldalt a mozgathatd, a masik oldalt a
fix eréméré karhoz rogzitettik. A rogzitést kovetéen a Ca®*-mentes Krebs
oldatot Ca®* -tartalmtira cseréltiik és a kisérlet végéig oxigenizaltuk és 37 °C-on

tartottunk.

A miogén tonus vizsgalata

Kisérleteinkben vizsgéaltuk a db/db egerekbdl izolalt gracilis arteriolak
spontan kifejlddé miogén tonusanak mértékét. Az arteriolakban 20 Hgmm-es
kezddnyomasrdl kiindulva az intraluminélis nyomast 20 Hgmm-enként emeltiik
egészen 120 Hgmm-ig. Minden egyes nyomasérték beallitasat kovetden
megvartuk a sSpontan miogén ténus kifejlédését, az adott nyomds mellett
kialakuld ératméré meghatdrozasa soran. Az arterioldk Aatmérdjét egyarant
vizsgaltuk Ca*" tartalmi (aktiv 4tmér6) és Ca’*-mentes (passziv 4tmérd) Krebs

oldatban.

Western immunoblot

Az EP1 ¢és EP4 receptor expresszidjat a kontroll és db/db egerekbdl
szarmazo izolalt aortdkon vizsgéaltuk. Az aortdkat eltavolitottuk, a kornyezo
kotészovettdl megtisztitottuk, majd az aortadarabokat 200 ul SDS
mintapufferben homogenizaltuk és foztilk (10 perc). A fehérjéket 10%-0s
poliakrilamid gélen 150 V fesziiltségen 1 6ra alatt valasztottuk el, majd polyvinil
membranra transzferaltuk. Az EP1 és EP4 receptorok kimutatdsara poliklonalis
antitestet, mig fehérje mennyiség kontrollként anti-B-aktin ellenes antitestet
hasznaltunk. A kemilumineszcens jeleket autoradiografiaval vizualizaltuk és az
optikai denzitast a NIH Image szoftver segitségével szamszertsitettiik és a 3

aktinra kapott jel mértékére normalizaltuk.
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Kaniilalt erek valaszainak értékelése

A vazoaktiv szerek hatasara kialakuld atmérdvaltozasokat abszolut
értékben, illetve a Ca** mentes oldatban megfigyelt passziv 4tméré szazalékaban
fejeztiik ki. A normalizalt ératmérdt az adott nyomasértéken mért akitv €s
passziv ératmérd aranyokbol hataroztuk meg. Az arteriolak miogén tonusat az
ugyanazon a nyomasértéken mért aktiv (Ca®* tartalm Krebs-ben mért) atmérd
Ca” mentes Krebs oldatban mért (passziv) atméréjének szazalékaban adtuk meg.
A statisztikai analizishez ANOV A-t hasznaltunk, amit Tukey post hoc teszttel
egészitettiink ki. Az értékeket akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak,
ha a P<0,05 volt.

Izometrias rendszeren (ring) mért valaszok értékelése

Eredményeink kiértékelésére Student-féle t-probat haszndltunk, ahol a
P<0,05 értéket tekintettilk szignifikdnsnak. Eredményeinket a vazokonstriktiv
anyagok esetében abszolut egységekben, mN-ban dbrazoltuk, mig a
vazodilatativ anyagok hatasara bekovetkezd kontraktils erd csokkenést a

norepinefrin valasz szazalékaban adtuk meg.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

db/db egerek vizsgalata

Eredményink szerint a db/db egerekben éber allapotban mért szisztolés
vérnyomas értékek (155+5 Hgmm) szignifikansan magasabbak a kontroll
allatokban mért értékekhez (1364 Hgmm) viszonyitva, mig a szivfrekvencia

hasonlo a két csoportban.

Hipotézisink az volt, hogy a 2-DM dallatmodelljeként szolgalé db/db

egerekben az 1-es tipusu PGE2 (EP1) receptor aktivacié felelés az arteriolak
11



fokozott tonusdért, aminek eredménye a magas szisztolés vérnyomas.
Funkciondlis kisérleteinkben elsOként az EP1 receptor aktivicidjanak szerepét
vizsgaltuk az intralumindlis nyomdas és az agonista Ang II indukdlta tonus
kialakitasdban. A db/db egerek izolalt arterioldiban minden nyomasértékre
szignifikdnsan nagyobb mértékli miogén tonus alakult ki a kontroll erekkel
Osszehasonlitva, ami 0sszhangban volt korabbi megfigyelésiinkkel. Az Ang 11
indukalta kontrakcid szintén szignifikansan nagyobb mértékli volt a db/db
egerek arterioldiban. Kisérleteinket elvégeztik a szelektiv EP1 receptor
antagonista, az AH6809 jelenlétében, aminek a kontroll csoportban nem volt
hatdsa a nyomas ¢és Ang Il indukalta valaszokra, azonban a db/db egerek
arterioldinak mind nyomds, mind az Ang II indukalta tonusat a kontroll erek
szintjére csOkkentette. Hipotézisiinket alatdmasztotta, hogy db/db egerek
arteriolain mind a nyomas, mind az agonista Ang II altal kivaltott kontrakcio
nagyobb mértékli volt a kontrollhoz viszonyitva, mely fokozott ténust a
szelektiv EP1 receptor antagonista AH6809 jelentésen csOkkentette. Ezen
eredmények felvetették annak a lehetdségét, hogy db/db egerekben az endogén
PGEZ2 aktivalta EP1 receptoroknak van szerepe a nyomas és agonista indukalta
tonus kialakitdsaban. Ismert, hogy a PGE2 négy kiilonb6zé G fehérje kapcsolt
receptort aktivalhat, melynek eredményeként mind vazodilatacio (EP2 és EP4),
mind vazokonstrikcio (EP1 és EP3) kialakulhat. Irodalmi adatok szerint a PGE2
receptorai koziill az egyes tipust PGE, receptor (EP1) aktivacioja vezet
elsdsorban vazokonstrikcidhoz. Sajat kisérleteink sordn azt taldltuk, hogy az
exogén modon alkalmazott PGE; és a szelektiv EP1 receptor agonista 17-fenil-
trinor-PGE; altal kivaltott kontrakcié szignifikdnsan nagyobb volt db/db egerek
izolalt arterioldiban, mely kontrakcid kifejlédését az EP1 receptor antagonista
AH6809 mindkét csoportban gatolta. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az
exogén PGE, izolalt egér arterioldkon kontrakcidt valt ki, tovabba hogy az

emelkedd nyomas és Ang II indukalta kontrakcidoban kdzponti szerepe van az
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EP1 receptor fokozott érzékenységének. Az EP4 receptor medialta valaszok
lehetdségének kizarasara kisérleteinket elvégeztiik a szelektiv EP4 receptor gatld
L161982 jelenlétében is mind kontroll, mind db/db egerek arteriolain. A PGE;
hatasara kialakult tonust a szelektiv EP4 receptor antagonista [-161982 (1 uM)
nem befolyasolta egyik csoportban sem. Kisérleteink eredményei arra engedtek
kovetkeztetni, hogy az EP4 receptornak a PGE, kivaltotta valaszokban nincs
jelentés szerepe. 2-DM-ben a NO bioldgiai hozzaférhetdsége csokkent, igy a
prosztanoidok indukalta véalaszok fokozottak lehetnek. Ennek a hipotézisnek a
vizsgalatara az NO szintézis gatlo L-NAME—et hasznaltuk és megallapitottuk,
hogy a NOS gatlas sem az arteriolak tonusat, sem a PGE; kivaltotta kontrakciot
nem befolydsolja szdmottevOen egyik csoportban sem. Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a PGE; indukalta valaszokhoz a NO korlatozott mértékben
jarul hozza. Meg kell jegyezni azonban, hogy a PGE2 kivaltotta kontrakcié nem
volt teljes mértékben gatolhaté az EP1 receptor antagonistaval egyik csoportban
sem, azonban teljes mértékben megsziintethetd volt a thromboxan A2 receptor
blokkoldo SQ29548 alkalmazasaval. Ezen megfigyelésiink alapjan felmeriil
annak a lehet6sége, hogy a PGE, illetve metabolikus szarmazékai nagyobb
koncentraciokban aktivalhatjak az arteriola falaban talalhat6 thromboxan A2
receptorokat. Megfigyelésiink 0Osszhangban van mdas kutatdcsoportok
megallapitasaival, melyek szerint az SQ29648 csokkenti a db/db egerek
arteriolainak fokozott tonusat és a PGE, kivaltott kontrakciét mesenterialis
arteriolakon. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a db/db egerek fokozott
konstriktiv  hajlama a mikroérfalban megtaldlhatdé ¢és ko-aktivalddo
prosztaglandin és thromboxéan receptoroknak tulajdonithatd. Eddigi adataink az
EP1 receptor kdzponti szerepét tdmogatjak, melyet western immunoblottal is
igazoltunk: db/db ergerekban fokozott EP1 receptor expressziot detektaltunk.
Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a fokozott expresszio jelenlétének nem

egyértelmii kovetkezménye a fokozott kontrakcid, ugyanis az EP1 receptor
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jelatviteli Gitvonalai szintén szerepet jatszhatnak a fokozott tonus kialakitasaban.
Az EPI1 receptor aktivitisa igen Osszetett €s még nyitott kérdés a sziv-
érrendszeri szabalyozasban. A PGE, aktivalta receptorok hatassal lehetnek mas
vérnyomas szabdlyozé mechanizmusokra, melyek az extracellularis folyadék
térfogatat szabalyozzdk a vesében és fontos szerepiik lehet a kdzponti
idegrendszerben is. Spontdn hipertenziv patkdnyokban és kronikus Ang 11
infuzid adéasakor az EP1 receptor aktivdladsa hozzajarul a vérnyomas
emelkedéséhez. A db/db egerek izolalt ereiben, in vitro korilmények kozott
megfigyelt fokozott EP1 receptor aktivacid in vivo szerepének tisztazasa
érdekében mind kontroll, mind db/db egerekben vizsgaltuk a szisztémasan adott
EP1 receptor gatld vérnyomasra gyakorolt hatdsat. Az allatokat 9 napon
keresztiil tartottuk megfigyelés alatt. A 4. naptol szamitva 4 napon keresztiil
részesiiltek az EP1 receptor gatlo AH6809 kezelésben (10 mg/kg/nap, per 0s).
Az éber allatok vérnyomasat tail-cuff modszerrel mértiik és azt talaltuk, hogy a
db/db egerek szisztolés vérnyomasa magasabb a kontrollokéhoz viszonyitva. Az
EP1 receptor gatlo szignifikansan csokkentette a db/db egerek vérnyomadsat, mig
a kontroll egerek vérnyomasara nem volt hatassal. Mi tobb, a db/db egerekben
az EP1 receptor antagonista elhagyasa utan az allatok vérnyomasa a kiindulasi,
magasabb értékre emelkedett. Eredményeink arra utalnak, hogy az EP1 receptor
in vivo gatlasa a szisztémas vérnyomas csokkenését eredményezi db/db
egerekben. A PGE, akut, in vivo alkalmazasanak hatasara csokken a szisztémas
vérnyomds, azonban ezen akut hatdsok nagyban fiigghetnek a kisérleti
elrendezéstél. Him egerekben megfigyelték, hogy az EP1 receptor hidnya is
vérnyomascsokkenést okoz, ami arra utal, hogy az EP1 receptornak hosszutdvon
dontd szerepe lehet a szisztolés vérnyomas emelkedésben. Ezzel 6sszhangban
van sajat kisérletiink eredménye is, melyben az EP1 receptor gatld kezelés
hatdsara csak a mdasodik nap utdn csokkent jelentésen a db/db egerek

vérnyomasa, azonban az EP1 receptor gatld kozvetett hatasat sem lehet kizarni.
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PARP-2 vaszkularis biologiai szerepének jellemzése doxorubicin kezelt
egerekben

A DOX kezelés mind a szivet, mind az ereket karositja. Az érrendszer
esettben a DOX kezelés hatassal van az endothelium funkcidjara, azonban
nincsenek pontos adatok arra, hogy a hatas a vaszkularis simaizmon vagy az
extracelluldris matrixban bekovetkezd valtozadsok miatt alakul ki. Kisérleteink
soran doxorubicin kezelt és kezeletlen kontroll (PARP-2+/+) és PARP-2 knock
out (PARP-2-/-) egerekbdl szarmazo aortakon izometrids kontrakcid mérést
veégeztik. A kontrakcidos er6t mN-ban rogzitettiik. A konstriktiv hatasu
anyagokat (KCI, 10 — 60 mM; szerotonin, 1 nM — 30 uM; norepinefrin, 0,1 uM
— 30 uM) kumulativ dozisban alkalmaztuk. A relaxacié vizsgalatat prekontrahalt
(norepinefrin, 3 uM) ereken végeztiik acetilkolinnal (Ach, 1 nM — 30 uM) és

nitroprusszid natriummal (SNP, 10 nM - 300 uM). Méréseink soran nem
talaltunk kiilonbséget a kezeletlen PARP-2+/+ és PARP-2-/- egerek aortainak
KCI, szerotonin (5-HT), norepinferin (NE) valaszkészségében. Ugyanakkor
DOX kezelés szignifikdnsan csokkentette a NE, 5-HT és KCI indukalta
kontrakciok mértékét PARP-2+/+ egerekben, mig a PARP-2-/- egerek
részlegesen védettek voltak. Az endothelium funkcidjanak vizsgalatara
acetilkolint hasznaltunk. A DOX kezelés hatasara bekdvetkezd valaszkészség
csokkenés egyik csoportban sem mutatott szignifikans kiilonbséget.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy megerdsitettik a DOX kezelés
hatasara bekovetkezd endothelium funkcié romlasat, de ez fiiggetlen volt a
PARP-2-t61 az altalunk hasznalt kisérleti elrendezésben 2 nappal a kezelés utan.
Fontos megemliteni, hogy a korai DOX kezelésnek vaszkularis simaizom
karositd hatdsa is lehet: az alacsony dozist doxorubicin kezelés szignifikansan
csOkkentette a patkany thorakdlis aorta kontraktilis valaszait. Kisérleteink soran
az erek dilatativ kapacitasat SNP-vel vizsgaltuk. Az SNP kivaltotta endothelium
fliggetlen vazorelaxaciot nem befolyasolta sem a DOX kezelés, sem a PARP-2
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genotipus. Ez arra utal, hogy nincs 0sszefliggés a csokkent acetilkolin valszok és
a simaizomsejtek csokkent NO reaktivitasa kozott. Eredményeink azt sugalljak,
hogy DOX kezelés hatasara 1étrejovo simaizom funkcidé romlasa PARP-2 fiiggd

folyamat.

OSSZEFOGLALAS

Tanulméanyunkban kimutattuk, hogy a genetikailag modositott db/db allatok
vaszkularis preparatumain nagyobb mértékii miogén toénus alakult ki a kontrollal
Osszehasonlitva. Az Ang II indukalta kontrakcio szintén szignifikdns mértékben
nagyobb volt a kontroll csoporttal Gsszehasonlitva. Megallapitottuk, hogy a
db/db egerekbdl szadrmazo érpreparatumok fokozott tonusat az EP1 receptor
antagonistak alkalmazasa a kontroll csoport szintjére csokkentette, azonban a
PGEZ2 hatasara kialakult tonust a szelektiv EP4 receptor antagonista vagy NOS
inhibitor alkalmazasa nem befolyasolta. A db/db egerekben fokozott az EP1
receptor expresszid, valamint az éber allapotban mért vérnyomasértékeik a
kontroll csoporthoz hasonlitva. Ezen emelkedett vérnyomdast az EP1 receptor
antagonista alkalmazasa a kontroll csoport értékére  csokkentette.
diabetes-hez kapcsolodé mikorvaszkularis vazomotor diszfunkcié €s a magas

vérnyomas kezelésében.

PARP-2 knock out egerek aortain végzett kisérleteink eredményei arra
utalnak, hogy a PARP-2 delécio véd a doxorubicin okozta vaszkularis karosodas
ellen. Eredményeink azt sugalljdk, hogy az endothelfunkciéban bekovetkezd

romlds nem PARP-2 medialt folyamat, azonban a simaizomfunkcié romlasa
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PARP-2 medialt. Megfigyeléseink felvetik a PARP-2 farmakologiai gatlasanak
hatasossdgat a doxorubicin altal kivaltott kardiovaszkularis mellékhatasok

megeldzéseben.
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