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Roviditések jegyzéke

2-DM - 2-es tipusu diabetes mellitus

5-HT — szerotonin

ACE - angiotenzin-konvertaz enzim

Ach — acetilkoin

Ang | —angiotenzin |

Ang Il — angiotenzin 11

ATI1R —angiotenzin Il 1-es tipusu receptora
AT2R —angiotenzin | 1-es tipusu receptora
ATP — adenozin-trifoszfat

BH4 — tetrahidrobiopterin

CAMP — ciklikus-adenozin-monofoszfat

cGMP — ciklikus guanozin-monofoszfat

COX — ciklooxigendz

DOX — doxorubicin

EDRF — endothelhez kothet6 relaxaléd faktor
eNOS — endothelialis nitrogén-monoxid szintdz
EP receptor — prosztaglandin E2 receptor

FAD - flavin-adenin-dinukleotid

FMN - flavin-mononukleotid

H,0; — hidrogén-peroxid

HDL — magas denzitasu lipoprotein

INOS — indukalhato nitrogén-oXid-szintaz

IP receptor — proszaglandin 12 receptor

KCI — kalium-klorid

L-NAME — L(G)-nitro-L-arginin-metil-észter
MAPK - mitogén aktivalta protein kindz

NAD" - oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADPH — redukalt nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NASID — nem szteroid gyulladascsokkentd

NE — norepinefrin



NNOS — neuronalis nitrogén-oxid

NO — nitrogén-monoxid

NOS — nitrogén-monoxid szintaz

O, - szuperoxid-anion

PADP-ribéz — poli-adenin-dinukleotid-riboz
PAR — poli-ADP-rib6z

PARP — poli-ADP-rib6z polimeraz
pCO; — szén-dioxid parcialis nyomasa
PGE,PGE2 - prosztaglandin E,
PGF,, — prosztaglandin Fy,

PGG2 — prosztaglandin-G2

PGH2 — prosztaglandin H2

PGH2 — prosztaglandin-H2

PGI2 — prosztaglandin-12

PKC — protein-kinaz C

PLAZ2 — foszfolipaz-A2

pO, — oxigén parcidlis nyomasa

ROS — reaktiv oxigéngyokok

SGC - szolubilis guanilat-ciklaz

SHR — spontan hipertenziv patkany
SNP — sodium-nitroprusside

TGFB — transzformald novekedési faktor 13
TXA2 — tromboxan A2

TXB2 — tromboxéan B2

XO — xantin-oxidaz
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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Napjainkban a kardiovaszkuldris betegségek (magas vérnyomads, periférids
érbetegségek, iszkémids sSzivbetegség) a leggyakrabban el6forduld egészségiigyi
problémak ¢és a haldlokok kozott is vezetd szerepet jatszanak. Kialakuldsuk hatterében a
megvaltozott szénhidratanyagcserének (metabolikus szindroma, cukorbetegség) és az
oxidativ stressznek is szerepe lehet.

Az érrendszeri betegségek kialakuldsdban a nagy erek szintjén 1étrejovo
elvaltozasoknak (pl. atherosclerosis) és a korosan megvaltozott mikrocirkulacionak
(arteriola, venula, nyirokér) egyarant fontos szerepe van. Cukorbetegségben a kis erek
szintjén fellépd mikrokeringési zavarok (agyi, kardialis, alsé végtagi) hozzédjarulnak az
ezen betegségben szenveddk fokozott morbiditasahoz és mortalitasahoz. A 2-es tipusu
diabetes mellitusban (2-DM) nem kelléen ismert a megvaltozott mikroér mikodés
patomechanizmusa, ezért nagyon fontos kutatasi teriilet a szoveti keringést
fenntartd/javitod terapias lehetdségek, valamint a 2-DM-hoz tarsult magas vérnyomas
gyogyszeres kezelési elveinek kidolgozésa.

Az utdbbi években deriilt fény a reaktiv oxigén gyokok (ROS) in vivo jelentéségére.
A sejtek egészséges mitkddése soran kis mennyiségben termel6dnek 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.

Mindezek alapjan tudomanyos kutatdsaimban az alabbi célkitiizéseket fogalmaztam
meg:

1. A 2-es tipusu diabetes mellitus allatkisérletes modelljében vizsgaljam a
vazizomzatban talalhato 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 kivaltd doxorubicin kezelés vaszkularis hatasaiban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Szivérrendszeri megbetegedések 2-es tipusu diabetes mellitusban

A szoveti vérellatottsagot szamos lokalis faktor, valamint a szoveti anyagcsere soran
keletkez6 melléktermék szabalyozza, 1étrehozva ezzel az igényeknek megfeleld szoveti
keringést, vérataramlast.

A 2-es tipusu diabetes mellitus kiilonb6z6 anyagcserezavarok Osszefoglald neve,
amit a megvaltozott szénhidrat- és lipidanyagcserefolyamatok kovetkeztében kialakuld
kronikus hiperglikémia jellemez. Az iszkémids érbetegségek kialakuldsdnak egyik f6
rizikofaktorat képezik a lipidanyagcserében bekovetkezd elvaltozdsok, igy példaul a
hiperkoleszterinémia, a  hipertrigliceridémia és a  diszlipidémia, melyek
atherosclerozishoz ~ vezethetnek. Az atherosclerozis kovetkeztében kialakulo
elvaltozasok megjelennek mind a nagy-, mind a kis erek szintjén (Yamamoto és mtsai.
1988; Sellke ¢és mtsai. 1990), melynek hatterében az endothelium miikodés koros
megvaltozasat feltételezik (Freiman és mtsai. 1986; Cox és mtsai. 1989; Mugge és
mtsai. 1991).

A kardiovaszkularis betegségek kialakulasaban szerepet jatszo diabetes egy olyan
korallapot, amelyet az emelkedett vércukorszint, karosodott gliikztolerancia,
emelkedett triglicerid, valamint csokkent magas denzitasu lipoprotein (HDL) szint és a
tarsult magas vérnyomas jellemez (Alberti és mtsai. 2005). Szamos klinikai
tanulmanyban igazoltak, hogy a kardiovszkularis rizikdé fokozoddsaban szerepe van a
diabetes mellitusnak (Sowers és mtsai. 2001). Ezek szerint a DM &nmagaban is olyan
mértékll kardiovaszkularis rizik6fokozodast jelent, mint a miokardialis infarktuson mar
korabban atesett betegek rizikofokozodasa (Beckman és mtsai. 2002). 2-DM-ban a
betegek nagy morbiditasi és mortalitasi rataja igen gyakran a koros
anyagcserefolyamatok miatt kialakuld kardiovaszkularis szovédmények kovetkezménye
(Kannel és McGee 1979; Fuller és mtsai. 1980; Stehouwer és mtsai. 1997; Alberti és
Zimmet 1998). A DM-ban megfigyelhetd vaszkularis funkciozavar kialakulasaban az
endothelium funkcionalis karosodasanak jelentOs szerepet tulajdonitanak (Fuller és
mtsai. 1980) (1. abra).
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1. abra Az endothel diszfunkcié kialakulasa és kovetkezményei

2.2. Endothel diszfunkcio

Az endothelium (a vér- és nyirokereket béleld sejtréteg, egy endokrin-parakrin-
autokrin szerv) kozponti szerepet jatszik az érfalban, a vaszkularis homeosztazis
fenntartasdban ¢és kialakitdsaban. Véralvadasi folyamatokban sima felszine miatt
csokkenti a vérlemezke és leukocita adhéziot, igy antitrombotikus hatdsu. Szerepe van
az ion- és folyadékcserében, hozzajarul az érfalban zajlé lokalis gyulladasos
folyamatokhoz.

Mindemellett az endothel kiillonb6zd ingerekre vazoaktiv anyagokat szintetizal és
befolydsolva az adott érteriilet vérellatasat €s a szdveti perfuziot. Elhelyezkedésének
koszonhet6en az endothelium van leginkabb kitéve a keringés mechanikai ingereinek
(példaul a transzmuralis nyomdas miatt kialakul6 falfesziilés, illetve az dramlas okozta
nyiroerd), melyekre az endothelium receptor-fiiggé és fiiggetlen mechanizmusok révén
valaszol (Hartge és mtsai. 2007). Ezen valaszok kozponti szerepet jatszanak a
rezisztenciaerek ératmérdjének szabalyozasaban, ezaltal a megfeleld szoveti keringés
biztositasaban. A lokalis keingés szabdlyozdsdban fontos szerepe van a miogén
tonusnak, kiilonbozé anyagcseretermékeknek (pCO,, tejsav, pO,, pH), érsériiléseknek,
hémérsékletvaltozasnak, hormonoknak, a szimpatikus aktivitasnak és nem utolsé sorban

az endothelsejtekben termelédé faktoroknak (NO, endotelinek, prosztaciklinek).



Az endotheliumrél sokaig azt hitték, hogy egy passziv diffuzioés barrier a vér és
szovetek kozott, azonban az 1980-as években megallapitottdk, hogy az egészséges
endothelbdl acetilkolin hatasara vazodilatator anyag szabadul fel, melyet EDRF-nek
(endothelium derived relaxing factor-nak) neveztek el (Furchgott és Zawadzki 1980).
Endothelium hidnydban az ér acetilkolin  hatdsdra vazodilatacid  helyett
vazokonstrikcidval valaszolt. Késébb kideriilt, hogy az endotheliumbdl felszabaduld
vazodilatator anyag a nitrogén-monoxid (Palmer és mtsai. 1987). Az endothelium altal
termelt vazodilatatorok koziil a nitrogén-monoxid (NO) az egyik legfontosabb vegyiilet,
melynek ¢lettanat és biokémiajat az eltelt években részletesen feltartak. A NO egy
szabadgyok, mely a nitrogén-monoxid szintdz (NOS) altal katalizalt reakcidoban L-
argininbdl és oxigénbdl citrullin keletkezésén keresztiil képzddik és gyorsan lebomlik.
Ep endothelium funkcio esetén kiilonbozé humoralis és mechanikai ingerek hataséara
(acetilkolin, hisztamin, trombin, fokozott aramlas miatt keletkez6 nyirderd) fenntartott a
NO termelés. A NO az artéridk, a kapillarisok és a vénak teriiletén is fontos szerepet
jatszik az ératmérd szabalyozasaban. Az NO-t termelé NOS-nak tobb izoformdja
talalhatdo meg az emlds szervezetben (endothelidlis (eNOS), neuronalis (nNOS) és
indukalhat6 (iNOS)), melyek eltérd élettani szereppel rendelkeznek (Michel és Feron
1997). A NO bioszintézisének kofaktorai a redukalt nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-
foszfat (NADPH) és a tetrahidrobiopterin (BH4) (Vasquez-Vivar és mtsai. 1998),
tovabba a folyamatot katalizald enzim nélkiilozhetetlen alkotérésze a hem vas, a flavin-
mononukleotid (FMN) (Cosentino és Luscher 1998) és a flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) (Klatt és mtsai. 1992).

Az endotheliumbol felszabadulo NO aktivalja az ér simaizomrétegében talalhato
szolubilis guanilét-ciklazt (sGC), ami az intracellularis ciklikus guanozin-monofoszfat
(cGMP) koncentracié novekedéséhez vezet, melyet az intracellularis Ca’* koncentréacid
és/vagy simaizom ca®* érzékenység csokkenés és végsé soron simaizom relaxacio
kovet (Sausbier és mtsai. 2000; Perkins 2006) (2. abra). A venuldkban az acetilkolin
alacsony dozisaira dilatdcid, mig nagyobb koncentracidira kisebb mértékti dilataciod
vagy kontrakcio alakul ki. Munkacsoportunk korabbi adatai szerint 2-DM-ben a
cikooxigenaz (COX) enzim gatld indometacin vagy a TXA2/PGH2 receptor antagonista
SQ29548 jelenlétében a nagyobb acetilkolin koncentraciok hatasara dilatacio helyett
kontrakcio alakul ki (Bagi és mtsai. 2005).



A lokélis vérataramlds szabalyozdsaban szerepe van mind a miogén, mind a
metabolikus mechanizmusoknak a neuralis és humoralis faktorokkal egyiitt (Koller
2002). In vivo korilmények kozott fontos szerepet jatszik a vérnyomas mellett a vér
aramlasa is, melynek szerepét mikoerekben szamos kutatocsoport tanulmanyozta
(Koller és Kaley 1989; Kuo és mtsai. 1991; Koller és mtsai. 1994; Koller és Kaley
1998). Az L-arginin analogok, melyek akadalyozzak az L-arginin — NO atalakulast
novelik a szisztémas vérnyomast. Az endothelsejtek fokozott vérataramlas hatasara
bekovetkezd nyirderé fokozodasra ATP és bradikinin felszabadulassal valaszolnak (2.

abra).
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2. abra Endothelialis NO képz6dés és simaizomra gyakorolt relaxal6 hatas

Az ATP és bradikinin megjelenése az extracellularis térben képes a NO szintézisét
fokozni és igy dilataciot kivaltani (Cosentino és Luscher 1998). A nyiréfesziiltség
indukalta arteriola dilatdcio mértéke csokken magas vérnyomasban, mint ahogyan a NO
medialt dilataciés mechanizmus hatékonysaga is, hozzéjarulva ezzel a fokozott tonus €s
a megndvekedett nyirofesziiltség kialakulasahoz. Feltehetdleg a NO termelés sziikséges
a fenntartott prosztaglandin szintézishez. Bizonyos koriilmények kozott a konstriktor

faktorok (PGH,, endotelin) keletkezésekor felszabaduld reaktiv oxigén metabolitok,
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mint példaul a szuperoxid anion befolyésoljak az endothelfunkciot, ami osszefiiggésben
van a dilatativ faktorok csokkent felszabadulasaval (Vasquez-Vivar és mtsai. 1998).
Ezzel 6sszhangban a szuperoxid dizmutaz gyengiti a vazizomban a venulak acetilkolin
kivaltott, PGH; kozvetitett konstrikciot (3. abra).

A vaszkularis endothelium a vazodilataitor természetli anyagok mellett
vazokonstriktor anyagokat is termel, melyek koziil az endotelin szerepe a legismertebb.
Az endotelin egy 21 aminosavat tartalmazé peptid, harom izoformaja 1étezik (endotelin-
1, 2 és 3), melyek kiilonb6z6 endotelin receptorokon fejtik ki hatasukat (D'Orleans-Juste
¢s mtsai. 2002). Az angiotenzin II szintén endothel altal termelt fontos vazokonstriktor
anyag, mely angiotenzin I-bél foként az endothel felszinén 1évé angiotenzin-konvertaz
enzim (ACE) hatasara képzodik (Re 2004). Az endothelin az angiotenzin 1l-hoz
hasonloan simaizomsejteken taldlhaté G-protein kapcsolt receptorok stimuldldsaval fejti
ki hatasat: noveli az intracellularis Ca** koncentraciot, a protein kindz C aktivéciot, a

simaizomsejt migraciot és a proliferaciot valt ki (3. abra) (Iglarz és Schiffrin 2003).

Vazokonstriktiv / vazodilatativ anvagok, mechnaizmusok

renin. Angl. Ang II. Ach. NE. 5-HT. falfesziilés, TXA2. ADP. ATP.
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3. abra Simaizom miikodést befolyasolo endothelialis itvonalak

A trombocitakban és az endotheliumban termelédé tromboxan A2 (TXA2) és

prosztaglandin H, (PGH;) az arachidonsav anyagcsere termékei, melyek a
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(Bos és mtsai. 2004). Az endothelium altal termelt vazoaktiv faktorok koélcsonhatasaik
miatt egy igen bonyolult, egymassal parhuzamosan miikodé rendszert képeznek (3.
abra). Ezen Osszetett rendszer barmely elemének megvaltozasa esetén megbomlik az
egyensuly, ami ez endothelium kéros miikodéséhez, endothel diszfunkcidhoz vezethet.
Az ératmérére gyakorolt hatasok mellett az endotheliumbol kiszabadulé faktorok a vér
alakos elemeinek (vérlemezkék, monocitak) mikodését is érintik és ennek
kovetkeztében fokozott tromboziskészség, az érfali simaizomsejtek proliferacioja és
lokalis gyulladas alakulhat ki (Hartge ¢és mtsai. 2007; Jansson 2007). Ezen pathologias
elvaltozasok kovetkezményeként pedig gyakran tovabb karosodik az endothelium

mukodése.

2.3. A miogén tonus és a diabetes mellitus kapcsolata

A reziszetnciaerek allandé nyugalmi ténussal, vagy mas néven miogén tonussal
birnak, ami lehetévé teszi az erek kiilonbozd stimulusokra (vazokonstriktiv illetve
vazodilatativ faktorokra, a transzmuralis nyomas emelkedésére illetve csokkenésére)
bekovetkez6  konstrikciojat  vagy  dilataciojat,  ezaltal  létrehozva  az
anyagcsereigényeknek megfeleld szoveti perfuziot. A mikroerek tonusanak
kialakitasaban egyidejiileg tobb tényezd jatszik szerepet: a szovetek metabolikus igénye,
az idegrendszer, a kering6 és lokalisan felszabadul6 vazoaktiv anyagok és a mechanikai
stimulusok. A mikroerek szintjén kialakulo vaszkularis ellenallas kialakitasaban a
miogén valasz az egyik legfontosabb tényezd (Sun és mtsai. 1994). DM-ban a miogén
tonusban bekovetkezd valtozasokrol illetden viszonylag kevés adat 4ll rendelkezésre.
Patkany cremaster arterioldk nyomas indukalta passziv és aktiv érvalaszainak
karosodasat mutattak ki DM-ban (Hill és Meininger 1993; Hill és Ege 1994). A
simaizom Ca?" érzékenységének véltozasa hozzajarulhat a diabetes mellitusban
tapasztalhatd fokozott miogén tonushoz illetve a fokozott agonista indukalt
vazokonstrikcidhoz (White és Carrier 1988; Inazu és mtsai. 1991; Tam és mtsai. 1997).

2-DM-ban az endothelium és simaizom funkcionalis karosodasanak szerepet
tulajdonitanak mind a makrovaszkularis, mind a mikrovaszkularis funkcidzavar ¢és

érszovodmények kialakuldsaban (Stehouwer és mtsai. 1997; De Vriese és mtsai. 2000).
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Diabeteses patkdnyok mesenterialis arterioldiban az acetilkolin hatdsara 1étrejovo
dilatacios mechanizmusok besziikiilését (Palmer és mtsai. 1998) és a bradikin és az
acetilkolin indukalta dilatacié csokkenését mutattak ki (Heygate és mtsai. 1995).
Hasonld megfigyelést tettek inzulin rezisztens db/db egerek mesenterialis arteriolaiban
(Lagaud és mtsai. 2001).

Hasonloan az allatkisérletes modellekhez human vizsgalatokban is kKimutattak 1-es
tipusu diabetes mellitusban szenvedd betegeken az arteria brachialis csokkent mértéki
endotheliumfiiggé dilataciojat irtak le 2-DM-ban szenvedd betegekben (Makimattila és
mtsai. 1999; Vehkavaara és mtsai. 1999).

2.4. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer és a diabetes kapcsolata

A renin angiotenzin rendszer (RAS) koordinalja azt a hormonalis kaszkad ttvonalat,
mely fontos szerepet jatszik mind a vesemiikodés, mind az ératmérd szabalyozasaban
(Giacchetti ¢és mtsai. 2005). A rendszer elsd eleme a renin, amely a vese
juxtaglomerularis sejtjeibdl szabadul fel. A kaszkad kovetkezd 1épésében a renin
elhasitja a majban termel6dd angiotenzinogént, amelynek sordn egy inaktiv dekapeptid,
az angiotenzin | (Ang 1) képzédik. Az angiotenzin konvertaz enzim (ACE) altal
katalizalt reakcioban jon létre Angl-bdl az aktiv angiotenzin Il (Ang Il) oktapeptid. Az
Ang ll-nek két receptorat jellemezték behatdan (ATIR és AT2R). Az ATI1R kozvetitett
folyamatok Angll altali szabdlyozasa szamos ¢lettani folyamatban szerepet jatszik,
ugymint a  vazokonstrikcid, sejtdifferencialodds, aldoszteronszekrécioés a
reninfelszabadulas (Giacchetti és mtsai. 2005). Az AT2R funkcidja kevésbé feltart,
ellentétes hatast fejt ki (Siragy és Carey 1997; Tsutsumi ¢és mtsai. 1999). Ilyen hatds az
AT2R medialta vazodilataci6 corondria és mesenterialis ereken (Widdop és mtsai. 2002;
Batenburg és mtsai. 2004), mely bradikinin és NO felszabadulassal jar. Az Ang Il
metabolikus termékei koziill az angiotenzin 1-7 (Angl-7) NO ¢és prosztaglandin
felszabadulast, vazodilataciot, natriuresit €s a celluldris proliferaci6 gatldsat okozza,
azonban az angiotenzin Il (Ang 11l vagy des-aspartyl-Ang Il) hatasai megegyeznek az
Ang II ATIR medialta valaszokkal (Chappell és mtsai. 1998; Santos és mtsai. 2003).
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Az Ang II receptorokat szamos kutatocsoport tanulmanyozta a diabetes
allatmodelljeiben. Streptozotocin indukalta DM-ban a vese intersticialis Angll
koncentraciéja megnétt, mig a NO metabolitok szintje lecsokkent (Awad és mtsai.
2004). Ezt az emelkedett Ang II szintet az ATIR blokkol6 tovabb fokozta, mikdzben a
NO ¢és termékeinek szintje normalizalodott. Megallapitottdk, hogy gliikéz hatasara
fokozodik a mesangialis sejtek Ang II szintézise, tovabba a gliikoz indukalta TGFR
produkciéo fokozodas gatolhaté volt ATIR blokkolokkal (Singh és mtsai. 1999).
Kimutattak, hogy az Ang II infizi6 hatdsara kialakuld inzulinrezisztencia mértéke
AT2R blokkolokkal és ACE inhibitorokkal csokkentd. Ezen kisérleti megfigyelések
igen fontosak, mivel inzulinrezisztenciaban az erek tobb oxigéngyokot bocsatanak ki
(amelyek a NO eliminalasaval elésegitik a H,O, és szabad hidroxilgyokok képzodését,
ezaltal lipidperoxidaciot és sejtmembrankarosodast okozva), tovabba az ATIR Ang II
altali aktivalodasat NAD(P)H oxidaz stimulaco kdveti, ezzel is fokozva az endothelialis
ROS termelést. Inzulin rezisztens patkdnyokban az ATIR blokkolok normalizaljak a
szabadgyokképzddést, ezaltal javitjdk az endothelfunkciot és kivédik az Ang I

indukalta vazokonsrtikciot (Henriksen és mtsai. 2001; Shinozaki és mtsai. 2004).

2.5. Prosztaglandin szintézis eltérései 2-es tipusi diabetes mellitusban

A gyulladds a szervezet komplex valaszreakcioja, feladata a karositdo hatas
megsziintetése, a normal struktura és funkcio helyreallitasa. A védelemben fontos
szerepet jatszanak a kiilonb6z6é proteolitikus kaszkadrendszerek és gyulladasos
mediatorok, példaul a leukotriének és a prosztaglandinok. A kardiovaszkularis
megbetegedések egy része kronikus, alacsony szintli szoveti gyulladasal tarsul. A
gyulladasos folyamatok jelentds része a Kis artériak (rezisztenciaerek) szintjén jatszodik
le. Az érfalban 1étrejové gyulladasos valasz ugyanakkor fontos szerepet tolt be élettani
koriilmények kozott is azaltal, hogy az érfal felépitésében és mikkodésében valtozasokat
valt ki, igy biztositva a megvaltozott koriilményekhez vald alkalmazkodast (Libby és
mtsai. 2002). Az utdbbi évek kutatdsai szerint az alacsony szintli szoveti gyulladasi
folyamatok kozponti szerepet jatszhatnak a diabeteses vaszkularis szovodmények

kialakitasaban (Helmersson és mtsai. 2004). A gyulladdsos folyamatok mediatorai koziil
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a prosztaglandinok fontos szerepet tOltenek be az arteriolak atmérdjének
szabalyozasaban (Koller és Kaley 1991). A prosztaglandinok arachidonsavbol szarmazo
biokativ anyagok, melyeket els6ként ondobol izolaltak (Goldblatt 1935). Az
arachidonsavbol a ciklooxigendz (COX) hatasara a prosztaglandin G,, majd abbol H,
(PGH,) képzodik, melybdl tovabbi szarmazékok is 1étrejonnek (4. abra) (McAdam és
mtsai. 1999).

A COX egy membrankotott kettds funkcioji enzim, ami katalizalja az arachidonsav
prosztaglandin G,-vé torténd konverzidjat ciklooxigenaz aktivitasanak kdszonhetéen és
a PGG, PGH, torénd atalakulasat peroxidaz aktivitasa révén (Wu 1996) (4. abra). A
COX enzimek két izoformajat azonositottak, a COX1-et és COX2-t (Sirois és Richards
1992). A COX1 konstitutivan expresszalodik a legtobb szdvetben ¢és felelés a
egy indukalhaté enzim, szintje alacsony a legtobb szdvetben, azonban gyulladdsos
stimulusokra, mint példaul citokinek, mitogén faktorok, expresszidja jelentés mértékben
megnd (Harris és mtsai. 1994; Tetsuka és mtsai. 1996). A COX-2 aktivalddasa
kulcsszerepet jatszhat a gyulladasos betegségek, a szivelégtelenség és az atherosclerosis

crer

1991; Nishikawa €s mtsai. 2000).
arachidonsav
NSAID — | COX-1/COX-2
PGG,
COX-1/COX-2

PGF szintaz

S
-

4. abra Vazoaktiv arachidonsav szarmazékok ciklooxigenaz medialt képzodése
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DM-ban a prosztaglandin szintézis novekedése vaszkularis miikodési zavarokhoz
vezet (Arima és mtsai. 1994). Korabbi tanulméanyokban Ileirtak, hogy a magas
gliikozkoncentracié kovetkeztében nemcsak a prosztanoid profilban jonnek 1étre
valtozasok, hanem fokozodik az eikozanoidok termel6dése is a vaszkularis sejtekben.
(Schambelan és mtsai. 1985; Craven és mtsai. 1987). Ennek magyarazatat adhatja, hogy
a PG szint emelkedésére hiperglikémids kdrnyezetben fokozott arachidonsav termelés
jon létre (Williams és Schrier 1993; Haneda és mtsai. 1997), azonban a megvaltozott
PG termelés mechanizmusa nem kelléen ismert DM-ban. A gliikkéz és metabolitjai
valoszintileg azaltal fejtik ki hatdsukat, hogy megvaltoztatjak a kiilonbozd biokativ
mediatorokat, melyek szerepet jatszanak a vaszkularis sejtek funkcidjaban és foként a
cellularis integritasban. Mindemellett a magas glilkézkoncentraci6 kovetkeztében
nemcsak a prosztanoid szintézisben jonnek létre valtozasok, hanem fokozodik az
eikozanoidok termelddése is a vaszkularis sejtekben.

A vaszkularis simaizom sejtek gliikkoz altali indukcidja kovetkeztében nd a
novekedési faktor B (McClain és mtsai. 1992), oszteopontin (Takemoto és mtsai. 1999),
extracellularis matrixproteinek szintje, fokozddik a citoszolikus foszfolipdz A2
aktivitdsa (Xia és mtsai. 1995). A gliikdz metabolizmus a szorbitol Gtvonalon kersztiil
emeli a NADH/NAD" aranyt a citoszélban, ez kedvez a diacil glicerolok de novo
szintézisének, ami PKC-t aktival (Lee ¢s mtsai. 1989; Craven €s mtsai. 1990; Williams
¢és Schrier 1992; Williams és Schrier 1993). A gliikdz patofizioldgiai hatdsaban is leirtdk
a fokozott PKC aktivitas kulcsszerepét, amit az aldoz reduktdz inhibitorok kivédenek
(Koya és King 1998). A gliikoz altal kivaltott vaszkularis diszfunkciok ellen az
emelkedett piruvéatszint a NADH/NAD" arany normalizalasa révén véd (Williamson és
mtsai. 1993). A PLA2 aktivitas fokozodasanak alternativ itvonalat jelentheti a magas
gliikéz koncentracio hatasara fokozodd mitogén aktivalta protein kindz (MAPK)
aktivitas (Haneda és mtsai. 1997; Hayama és mtsai. 1997), amely szintén képes novelni
a PLAZ2 aktivitast és a PG produkciot.

Fizioldgias koriilmények kozott az endothelsejtek és vaszkuldris simaizomsejtek
COX-1 fehérjét expresszalnak (Wu 1996), azonban a COX-2 szerepét is azonositottak
endothel sejtkulturan (Topper €s mtsai. 1996), mi tobb, az 6sszprosztaciklin termeléshez
nagymértékben hozzajarulhat a COX-2 fizioldgias koriilmények kozott (McAdam és
mtsai. 1999).
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Immunhisztokémiai tanulmanyokban (Crofford és mtsai. 1994; Schonbeck és mtsai.
1999) azt talaltak, hogy a COX-2 expresszio mind a kis, mind a nagy erck esetében
jelentéktelen, mig a COX-1 konnyen detektalhatd. Ezen megfigyelés azt tdmasztja ala,
hogy a COX1 nagymértékben expresszalodik a vaszkularis szovetekben, mig a COX-2-t
aktivalt, proliferald vaszkularis szovetekben példaul az angiogenezis folyamataban 1évo
mikroerekben, atherosclerotikus 1éziokban, gyulladt szovetekben jelenik meg (Sano és
mtsai. 1992). Az atherosclerotikus 1éziok, melyek megtalalhatok nagy erckben igy a
carotisban, korondaria artériakban, fokozott COX-2 expressziét mutattak human erek
esetében (Sano és mtsai. 1992).

A normalis prosztaciklin termelés fontos az erek téonusanak szabalyozasaban és a
trombozis gatlasdban (FitzGerald és mtsai. 1983). A vaszkularis sejtekben szamos
kiilonb6z6é prosztanoid szekretdlodik mint a PGl,, PGE;, PGF,a, tovabba az érfal
szamos sejtje IS reagal prosztanoidokra (FitzGerald és mtsai. 1983). A prosztaglandinok
hatasukat sajat receptoraikhoz koétddve fejtik ki. A prosztaglandin receptorok neviiket a
preferalt  szubsztratjaikrol  kaptak. A klasszikus  prosztanoid  receptorok
plazmamembranhoz kotottek és G protein kapcsoltak.

A legtobb prosztanoidot az endothel sejtek szekretaljak, tobbek kozott a COX
utvonalon keresztiil szintetizalodd PGl,-t, ami fontos a vaszkularis homeosztazis €s
trombozis szabalyozasaban. A vaszkularis simaizomban talalhato IP receptorokhoz
konstriktiv hatasokat és gatolva a MAPK tutvonalat (1. tablazat) (FitzGerald és mtsai.
1983). Ez a jelatviteli utvonal a trombocitdkban gatolja az aggregaciot, igy
megakadalyozva a trombozist (FitzGerald és Patrono 2001).

A PGE; ¢és PGF,a a PGly-vel ellentétben képes mind vazokonstrikcidt, mind
vazodilataciot kivaltani, attdl fiiggéen, hogy mely receptorahoz kotddik. A PGE;

crer

receptoron hatva konstrikciot okoz (1. tablazat).
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Rezentor Receptor
Rezeptor g G-fehérje aktiralodas
altipus hats
atasa
EP1 G, 1Ca**
EP2 G, IcAMP
FGE2 AMP,
EP3 G.G.. G, fIP3DAG,
AcAMP
EP4 G, AcAMP
PGD2 DP G, 1canP, TCat
P cAMP,
$IP3DAG,
PGI2 i G.G.G y::
— - G fIP3/DAG, Rho
~ |fP3DAGICH,
TXA? P G, C(B()O) Gl e

1. tablazat Prosztanoid ligandok és receptorok intracellularis hatasai

2.6. Oxidativ stressz

Szabadgyokoknek nevezziikk azokat a vegylileteket, amelyeknek kiilsd
elektronhéjan egy vagy tobb pdarositatlan elektron taldlhato. Oxigén szabadgyokokrol
(ROS) beszéliink, amennyiben a par nélkiili elektron vagy elektronok egy oxigén atom
kiils6 elektronhéjan helyezkednek el. A szervezetben a szabadgyokok hatasa kétiranyu,
egyrészt nélkiilozhetetlenek bizonyos biokémiai, immunoldgiai €és enzimatikus
folyamatokndl, masrészt a képzddd szabadgyokok karosithatjak a sejtek, szovetek
mikodéseét. A sejtek miikodése soran altalaban kis mennyiségben termelddnek reaktiv
oxigéngyokok (ROS) (Kunsch és Medford 1999), azonban a ROS mennyisége
patologias koriilmények kozott meghaladhatja az antioxiddns rendszer kapacitasat,
minek kovetkeztében kiilonb6z6 makromolekuldk (proteinek, lipidek, szénhidratok,
DNS) oxidacidja johet létre, ami funkcionalis és morfologiai karosodashoz vezethet
(Valko és mtsai. 2007). Ezt a jelenséget oxidativ stressznek nevezziik, melynek a
kardiovaszkularis megbetegedéseken til igen fontos szerepet tulajdonitanak a daganatos

betegségek patomechanizmusaban is. A diabeteses komplikéaciok és az oxidativ Stressz
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kozott is szoros Osszefiiggés all fent (Valko és mtsai. 2007).

A ROS csoportjaba tartozo els6dleges szabadgyok a szuperoxid anion (O3),
melybdl mas molekuldkkal torténd interakacid soran tovabbi ROS képzddhetnek:
hidroxil gy6k (OH-) proxilok, alkoxilok (RO;’, RO-), nitrogén oxidok (NO-, NO,-). A
ROS forrasai lehetnek: a mitokondrialis elektrontranszport lanc, a fagocitdzis
folyamata, tovabba az enzimrendszerek miik6dése soran is szamos ROS keletkezhet
(példaul NADPH oxidaz, xantin oxiddaz, monoaminoxidéz, citokrom P450-oxidaz, NOS,
COX izoenzimek, lipoxigenazok altal katalizalt folyamatokban). Hidroxil gyok
keletkezhet a Fenton és a Haber-Weiss reakciok révén is. A ROS termeld és eliminald
rendszerek a vaszkularis sejtekben is megtaldlhatoak és szdmos esetben kimutattak,
hogy az oxidativ stressznek fontos szerepe van a kardiovaszkuldris megbetegedések
patogenezisében (Harrison 1997; Kojda és mtsai. 1999; Cai és Harrison 2000; Hazen
2000; Lum ¢és Roebuck 2001), tovabba az oxidativ stressz soran keletkez6 ROS
karositjak az érfal fiziologias funkcidjat (Wolin 2000; Matsuoka 2001).

A vaszkularis ROS termelésében harom f6 enzim vesz részt (5. abra): a
NADPH-oxidaz (Mohazzab és Wolin 1994; Patterson és mtsai. 1999), a xantin-oxidaz
és a nitrogén oxid szintaz (NOS) (Cai és Harrison 2000). A NADPH-oxidaz az oxigént
a NADH illetve a NADPH egy elektronjat felhasznalva szuperoxid anionnd redukalja.
Ezen enzim vaszkularis formajat citokinek, hormonok és az érfalra haté mechanikai
erdk is aktivalhatjdk (Aviram és mtsai. 1996). A mikroerekben nagy menniységben
megtalalhat6 xantin-oxidaz (XO) (Suzuki és mtsai. 1998) a purin metabolizmus soran a
xantin €s hipoxantin oxidacidjat katalizadlja. A XO a molekuléris oxigént redukalja,
mikdzben szuperoxid anion ¢€s hidrogén peroxid képzddik. Gatloszere az oxipurinol,
ami csokkenti a spontan hipertenziv (SHR) allatok vérnyomasat (Nakazono és mitsai.
1991) utalva ezzel a XO magas vérnyomas kialakitasaban betoltdtt szerepére.
Kisérletesen eldidézett atheroscleorzisban a megnovekedett szuperoxid szinet a XO
gatlasa csokkentette (Ohara és mtsai. 1993) és hiperkoleszterinémias betegekben
javitotta a vazodilataciot (Cardillo és mtsai. 1997). A vaszkularis szuperoxid anion
harmadik forrasa az eNOS, ami L-arginin guanidino csoportjanak nitrogénjére juttat

elektront, mikézben NO képzddik.
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5. abra Reaktiv oxigén gyokoket termeld élettani rendszerek és azok hatasai

A mitokondriumok is jelentds forrasai a reaktiv oxigén gyokoknek, ugyanis a
megnovekedett intracellularis glikoz a trikarbonsav ciklus elektrondonorainak
tultoltéddését valtja ki, minek kovetkeztében megnd a mitokondridlis protongradiens,
ami hozzajarul a szuperoxidok mitokondriumbdl torténé kiszivargasahoz. Ezzel
Osszhangban a mitokondridlis ROS gatldsa normalizalja a diabetes komplikaciok

kialakulasat (Da Ros és mtsai. 2004).

2.7. Doxorubicin és PARP-2

A doxorubicin (DOX) egy széles korben alkalmazott, antraciklin alapu
citosztatikum (6. abra), melyet elsddlegesen szolid tumorok, limfomak és leukémiak
kezelésére hasznalnak. Hatasanak alapjat az jelenti, hogy képes interkalalodni a DNS-
be, megvaltoztatni a szerkezetét, DNS toréseket okozni és ezen keresztiil apoptozist
indukalni tumorsejtekben (Chuang és Chuang 1979; Muller és mtsai. 1997). Emellett a
mitokondriumok egyes enzimei képesek a DOX-bol szemikinon gyokok képzésére (6.

abra) (Davies és Doroshow 1986). A képzdédott szemikinon instabil és elektronjat
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konnyen tovabbadja, elésegitve ezzel kiilonboz6é reaktiv intermedierek képzodését.
Szamos tanulmany azt sugallja, hogy az elébb emlitett szabadgyokok karositjak a
vaszkulatirat és a szivizmot, ami karosithatja mind a vazokonstrikciot (Kanmura és
mtsai. 1989), mind pedig a vazodilataciot (Ferrans és mtsai. 1997). Mindezen
megfigyelésekkel Osszhangban a DOX kezelés legjelentdsebb mellékhatasa sulyos

kardiotxoicitasa.
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6. abra A doxiciklin szerkezete és mitokondrialis atalakulasa

A DOX okozta kardiotoxicitashoz hozzajarulhat endothelium karosodast okozo
tulajdonsaga is (Murata és mtsai. 2001; Wolf és Baynes 2006). Az endothel diszfunkcio
1étrejottének hatterében a ROS képzddés, valamint a megvaltozott NO szintézis
allhatnak (Vasquez-Vivar ¢és mtsai. 1997; Kalivendi és mtsai. 2001). Ennek
magyarazatat adhatja, hogy a DOX-bol képz6dé szemikinon (6. abra) képes kotddni az
eNOS reduktdz doménjéhez, ezzel az elektron transzport megvaltozasat eredményezve
az enzim oxigenaz doménjérdl, igy megnd a szuperoxid termelés és lecsokken a NO
produkci6 (Vasquez-Vivar és mtsai. 1997).

A DOX kezelés ROS termelést fokozo hatasa a DNS torések kivaltasaval
aktivalhatja a poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) enzimeket (7. abra), mely folyamat

hozzajarulhat a kezelést kovetd vaszkularis funkciézavar kialakulasdhoz. Ezen
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funkciézavar kialakuldsanak oka lehet a PARP aktivacio kovetkeztében lecsokkend
NAD" szint (Schraufstatter és mtsai. 1986), amely a sejtek elhaldsahoz vezethet (Pacher
¢és mtsai. 2002).

A PARP-2 a poli-ADP-rib6oz polimeraz enzimcsalad tagja (Ame és mtsai. 1999).
A poli(ADP-ribozil)acio6 a fehérjék poszttranszlaciés modositasa a PARP enzimek altal,
minek soran a NAD" bontasibol szarmazé ADP-riboz polimereket (PAR) kapcsolnak
intracellularis fehérjékhez. A PAR lebontasat a poli(ADP-ribdz) glikohidrolaz végzi
(Schreiber és mtsai. 2006).

Szamos tanulményban kutatjdk a PARP-2 szerepét a kronikus és akut
gyulladésos folyamatokban (Szabo és Dawson 1998; Kofler és mtsai. 2006). A PARP-2
génhianyos egerek bizonyos fokig védettek fokalis cerebralis iszkémiaban (Kofler és
mtsai. 2006).

sejthalal

NAD* l o
ATP
PARP

DOXORUBICIN Fr— > aktivacio

vaszkularis
Qé diszfunkcié

' i or.x
XOD ) (l]lﬁ:l l‘\ /
LI

W4

NADR DN/ 1
cye O, H.O, OH

oc 0 o
\ :
Cmen forma 3
NAD" o .
NADP" I | l ’ ”

S LG Toon

o o

0

Q- néw

wanson forma

7. abra A reaktiv oxigén gyokok és a poli-ADP-rib6z polimeraz aktivacio

kapcsolata
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3. METODIKAK

3.1. Allatkisérletes modellek
3.1.1. 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 (Jackson Laboratories, Ann
Arbor, USA). A db/db egerekben a 4-es kromoszoéman talalhaté mutacio kovetkeztében
gatolt a leptin receptor expresszidja. A miikodoképes leptin receptor hianyiban a
taplalkozasi 1d6 megnyulik a homozigédta (db/db) egerekben, melynek kovetkeztében
sulyos mértékben elhiznak és hiperglikémiasak lesznek. A 2-es tipusu diabetes mellitus
genetikai allatmodelljében kialakuld metabolikus eltérések hasonloak a humén 2-es
tipust diabetes mellitusra jellemz6khéz (Hummel és mtsai. 1966; Bagi és mtsai. 2003).
A kontrollként haszndlt heterozigdta egerek sem morfologiailag, sem élettani
miikodésiik tekintetében nem kiilonbéznek a normal egerektdl. A kisérleti protokollok
utan valamennyi allaton 150 mg/tskg nembutal intraperitonedlis injekcidé adasaval

eutanaziat végeztiink.

3.1.2. PARP-2 knock out egerek

12-14 hetes PARP-2-/- és vad tipust egereket (C57BL/6-Parp2™- ™M Jackson
Laboratories, Ann Arbor, USA) 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 allatait sooldattal oltottuk be. Funkcionalis kisérleteinkhez

az egereket két nappal a DOX kezeléseket kovetden 50 mg/kg thiopentallal altattuk el.

3.2. Az artérias vérnyomas mérése

Az egerek vérnyomasat éber allatokban az un. ,tail cuff” moédszer segitségével
mértiik. Az egerek farkara pneumatikus pulzusérzékelével felszerelt mandzsetta keriilt,
melynek segitségével meghataroztuk az allatok vérnyomasat és szivfrekvencidjat.

Héarom nappal a méréseket kovetéen 8 kontroll és 8 db/db egeret két csoportra
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osztottunk. 4-4 egeret mindkét csoportbol (kontroll és db/db) egy szelektiv EP1 receptor
antagonista (AH6809) kezelésnek vetettiink ala (per os, 10mg/kg/nap). A fennmarado
4-4 egeret mindkét csoportban a hordozoanyaggal kezeltiikk. A kezelések négy napig
tartottak, melynek sordn a kezelést kovetd masodik napig mértiik az allatok

vérnyomasat.

3.3. 1zolalt mikroértechnika

Izolalt mikroér kisérleteinket egér musculus gracilis-bol izolalt arteriolakon
(ératméré 80 Hgmm intraluminalis nyomas mellett ~90 um) végeztilk. Nembutallal
altatott allatokbol steril koriilmények kozott metszettiik ki a megfeleld arteriolat
tartalmazé szovetdarabot és jégbe hiitétt Ca®* mentes Krebs oldatot (10 mM NaCl, 5
mM KCI, 1 mM MgSO,4, 1 mM KH,PO4, 5 mM gliikkoz, és 24 mM NaHCOs3, pH 7,4,
oxigenizalva 10% Oy-t, 5% COy-ot és 85 % N tartalmazé gazkeverékkel) tartalmazo
Petri-csészében izolaltuk. Az arteriola 1-2 mm-es szakaszat majd hideg oxigenizalt Ca®*
mentes Krebs oldatot tartalmazd szervkadba helyeztik. Az arteriolakat
sztereomikroszkép (Nikon SMZ 1000) segitségével, mikrosebészeti eszkozoket
hasznalva iivegkapillarisok (VWR, Magyarorszag) segitségével kaniilaltuk és egy
nyomas-szervo rendszerre csatlakoztattuk (8. abra) (Living Systems Instrumentation,
VT, USA). Ezutan bedllitottuk az eredeti érhosszt, a hdmérsékletet 37 °C-ra emeltiik és
a szervkadba 2,5 mM CaCl,-ot tartalmazo Krebs oldatot tettiink, melyben a kisérleteket
végeztiik. Az intraluminalis nyomast egy pressure-servo rendszer segitségével lassan 80
Hgmm-re emeltiik és 60 percig azon tartottuk, amig az ér allapota stabilizalodott. A
belsd ératmérd valtozasat videdomikroszkopos rendszer segitsegével detektaltuk (Nikon,

Eclipse 80i, CCD camera, frame grabber, National Instruments, PCI 1405).
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8. abra A Kaniilalt arteriola vizsgalatara hasznalt videomikroszképos rendszer

vazlatos rajza

3.4. Izometrikus kontrakciomérés

Az egerek extermindldsat koveten eltavolitottuk az aortat, amit 4 °C-os,
oxigenalt Ca?* mentes Krebs-et tartalmazo Petri-csészében rogzitettiink  és
mikrosebészeti eszkozok segitségével megtisztitottunk a kornyezd szovetektdl.
Preparalast kovetéen az aortdt ~4 mm hosszi gytirlikre vagtuk, majd izometrids
kontrakcio méré rendszeren (DMT 510A, Aarhus, Dania) két egyenként 40 um
atmérdjii fém drotot vezettiink az ér lumenébe, majd az egyik oldalt a mozgathato, a
masik oldalt az erémérd karhoz rogzitettiik csavarok segitségével (9. abra). A rogzitést
kévetéen a Ca’*-mentes Krebs oldatot Ca?* tartalmura cseréltiik, melyet a kisérlet

végéig oxigenaltuk és 37 °C on tartottunk.
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9. abra Auto Dual Wire Myograph System 510 A szervkad és a rogzitett aorta

3.5. A miogén tonus vizsgalata

Kisérleteinkben vizsgaltuk a db/db egerekbdl izolalt gracilis arteriolak izobarikus
koriilmények kozott spontan kifejlédé miogén tonusanak mértékét. Az arterioldkban 20
Hgmm-es kezdényomadsrol kiindulva az intralumindlis nyomast 20 Hgmm-enként
emeltiik egészen 120 Hgmm-ig. Minden egyes nyomasérték bedllitasat kovetden
megvartuk a spontan miogén tonus kifejlédését (4 perc), az adott nyomas mellett
kialakulo ératmér6 meghatarozasa soran. Az arteriolak atmérdjét egyarant vizsgaltuk

Ca’* tartalm (aktiv 4tmérd) és Ca®*-mentes (passziv atmérd) Krebs oldatban.

3.6. Farmakologiai agensek hatasa a vazizom arteriolak atmérojére

A normalizalt arteriolaris atmérét az 1-es tipusu prostaglandin E, (EP1) receptor
antagonista AH6809 (10 uM, 30 perc eldinkubalas) jelenlétében is meghataroztuk.
Vizsgaltuk az arteriolakhoz kiils6leg, kumulativ koncentraciokban adott PGE; (10 pM-
100 nM), a szelektiv EP1 receptor agonista fenil-trinor PGE; (10 pM-100 nM) és az
Ang Il (0,1 nM- 10 nM) hatasara kialakul6 ératmérdvaltozasokat AH6809 jelenlétében
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¢s hidnyaban. Vizsgaltuk a PGE; indukalta valaszokat az AH6809 és egy TP receptor
antagonista, az SQ29548 (1 uM, 30 perc el6kezelés) egyiittes jelenlétében, valamint egy
szelektiv EP4 receptor antagonista, az L161982 (1 uM, 30 perc clékezelés) illetve a
NOS-t gatlo L-NAME (200 uM, 20 perc el6kezelés) jelenlétében is.

3.7. Kisérleti protkollok aortan

Minden kisérletiink eldtt az izometrids kontrakciot méré rendszerhez rogzitett aorta
gylirikon normalizacids protokollt végeztiink el, mely addig tartott, amig az erek 15
masodpercenkénti 1,5 mN-os er6vel torténé meghuzasa altal elértiink egy 120 Hgmm-es
intraluminalis nyomasértéket (13,3 kPa), ahonnan a rendszer 50 Hgmm-es értékre
allitotta be az erek eléfeszitését. A normalizaciot 60 perces inkubacio kovette. Az erek
¢életképességének vizsgalatara KCI dozis-hatas vizsgalatat (10 — 60 mM) alkalmaztuk, a
kontraktilis funkciot noradrenalin (NE, 0,1 uM — 30 uM) és szerotonin (5-HT, 1 nM —
30 uM) kumulativ dozisaival vizsgaltuk. A relaxacidés valaszokat a félmaximalis
kontrakciot kivaltd noradrenalinnal (3 pM) prekontrahalt ereken vizsgaltuk. Az
endothelium fiiggé relaxacié tanulmanyozasara acetilkolint (Ach, 1 nM — 30 uM), mig
az endothelium fiiggetlen relaxacido meghatarozasara nitropussid-natriumot (SNP, 10
nM — 300 uM) hasznaltunk. Az egyes vazoaktiv szerek kozott a rendszert haromszor
mostuk 4t Krebs oldattal és minden esetben megvartuk, amig az oldat 37 °C-ra

felmelegedett.

3.8. Western immunoblot

Az EP1 és EP4 receptorok expresszidjat a kontroll és db/db egerekbdl szarmazd
izolalt aortakon vizsgaltuk. Az aortdkat eltavolitottuk, a kornyezd kotészovettdl
megtisztitottuk, majd az aortadarabokat 200 pl SDS mintapufferben (Sigma-Aldrich,
Magyarorszag) homogenizaltuk és foztiik (10 perc). A fehérjéket 10%-0s poliakrilamid
gélen 150 V fesziiltségen 1 ora alatt valasztottuk el, majd polyvinil membranra
transzferaltuk. Az EP1 és EP4 receptorok kimutatasara poliklonalis antitestet (Cayman

Chemicals, Ann Arbor, Michigan, USA), mig fehérje mennyiség kontrollként anti-f3-
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aktin  ellenes  antitestet  (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)  hasznaltunk. A
kemilumineszcens jeleket autoradiografiaval vizualizaltuk és az optikai denzitast a NIH
Image szoftver segitségével szamszerlsitettiik és a B aktinra kapott jel mértékére

normalizaltuk.

3.9. Statisztikai modszerek

3.9.1. Kanilalt erek valaszainak értékelése

A vazoaktiv szerek hatasara kialakuld atmérdvaltozasokat abszolut értékben,
illetve a Ca®* mentes oldatban megfigyelt passziv atméré szazalékaban fejeztiik ki. A
normalizalt ératmérdt az adott nyomadsértéken mért akitv és passziv érdtmérd
aranyokbol hataroztuk meg. Az arterioldk miogén tonusat az ugyanazon a
nyomasértéken mért aktiv (Ca®* tartalmi Krebs-ben mért) atméré Ca’" mentes Krebs
oldatban mért (passziv) atmérdjének szazalékaban adtuk meg. Az abrakon a nyert
adatok atlagértékei és a S.E.M. szerepelnek. A statisztikai analizishez két utas ANOVA-
t haszndltunk. Az értékeket akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha a
P<0,05 volt.

3.9.2. Izometrias rendszeren (ring) mért valaszok értékelése

Eredményeink kiértékelésére Student-féle t-probat hasznaltunk, ahol a P<0,05
érteket tekintettiik szignifikdnsnak. Eredményeinket a vazokonstriktiv anyagok esetében
abszolut egységekben, mN-ban abrazoltuk, mig a vazodilatativ anyagok hatasara
bekovetkezd kontraktils erdcsokkenést a prekonstrikcidra hasznélt noradrenalin valasz

szazalékaban abrazoltuk. Az abrakon a kapott adatok atlagértékei és a S.E.M. lathatok.
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4. EREDMENYEK

4.1. db/db egerek jellemzése

Kisérleteinkben a 2-es tipusu diabetes mellitus genetikai allatmodelljében vizsgaltuk
a mikroerek vazomotor mukodését és annak a szisztémas vérnyomasra gyakorolt
hatdsait, tovabba tanulmanyoztuk a prosztanoidok vazomotor diszfunkcié ¢és a
kovetkezményes magas vérnyomds kialakuldsaban betoltott lehetséges szerepét.
Eredményink szerint a db/db egerekben éber allapotban mért szisztolés vérnyomas értékek
szignifikdnsan magasabbak a kontroll allatokban mért értékekhez viszonyitva, mig a

szivirekvencia hasonlo6 a két csoportban (2. tablazat).

Kontroll db/db
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 136+4 155+5*
Szivfrekvencia (1/perc) 612+8 579+24

2. tablazat A db/db genotipus hatdsa a vérnyomasara és szivfrekvenciara.

A vérmyomast és a szivfrekvenciat tail-cuff modszerrel hatdroztuk meg. A kontroll egértorzstl vald
szignifikéans eltérést (P<0,05) csillaggal jeloltiik.

Funkciondlis kisérleteinkben elséként az EP1 receptor aktivaciojanak szerepét
vizsgéltuk az intralumindlis nyomas ¢és az agonista Ang II indukalta tonus
kialakitasaban (10. dbra). A db/db egerek izolalt arteriolaiban minden nyomasértékre
szignifikansan nagyobb mértékli miogén tonus alakult ki a kontroll erekkel
Osszehasonlitva (10.A abra), ami 6sszhangban volt korabbi megfigyelésiinkkel (Bagi és
mtsai. 2005). Az Ang II indukalta kontrakcié szintén szignifikdnsan nagyobb mértékii
volt a db/db egerek arteriolaiban (10.B abra).
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10. abra Az arterioldAk miogén téonusa db/db  genotipus esetén
Az EP1 receptor gatlo AH6809 (10 uM, 30 perc elékezelés) hatasa az emelkedd intraluminalis nyomas
fokozas (20 - 120 Hgmm, A panel) és az angiotenzin II (Ang Il, 0,1 — 10 nM, B panel) kivaltotta

kontrakciora kontroll (n=11) és db/db (n=11) egerek izolalt arteriolain. A szignifikans kiilonbségeket
(P<0,05) csillaggal jeloltiik.

Kisérleteinket elvégeztiik a szelektiv EP1 receptor antagonista, AH6809 jelenlétében,
aminek a kontroll csoportban nem volt hatasa a nyomas és Ang II indukalta valaszokra,
azonban a db/db egerek arteriolainak mind nyomas, mind az Ang II indukalta tonusat a

kontroll erek szintjére csokkentette (10. abra).

Irodalmi adatok szerint a PGE;, receptorai koziil az egyes tipustt PGE; receptor
(EP1) aktivacioja vezet elsdsorban vazokonstrikciohoz (Tang és mtsai. 2008). PGE;
hatasara jelentés mértékii vazokonstrikcié alakult ki mind kontoroll, mind db/db
egerekben (11. abra), ami azonban szignifikansan nagyobb volt a db/db egerek izolalt
vazizom arteriolai esetében mindkét konstriktiv anyagra (11. abra). A szelektiv EP1
receptor gatlo AH6809 jelenléte jelentésen csokkentette a PGE; és a 17-phenyl-trinor-
PGE; kivaltotta konstrikciot mind kontoll, mind db/db egerekben (11. abra).
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11. abra Az EP1 receptor stimulacio hatasai

Az exogén PGE, (10 pM —100 nM, A panel) és 17-phenyl-trinor-PGE, (10 pM—100 nM, B panel) hatasa
kontroll (n= 7) és db/db (n=7) egerek izolalt vazizom artreiolain az EP1 receptor gatlo, AH6809
jelenlétében és hianyaban. Csillaggal a kontroll és db/db csoport k6zotti szignifikans eltérést, mig a kettds
kereszttel az AH6809 kezelés el6tti és utani szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeleztiik a csoportok kozott.

A PGE; hatésara kialakult tonust a szelektiv EP4 receptor antagonista L161982 (1 uM)
¢s a NOS inhibitor L-NAME (200 uM) nem befolyasolta egyik csoportban sem (12.
abra).
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12. abra PGE; arterialis hatasai
Az exogénen alkalmazott PGE, (10 pM—100 nM) hatésara 1étrejové ératmérd valtozasokat szazalékosan

fejeztik ki kontroll (n= 6, A panel) és db/db (n=6, B panel) egerek izolalt vazizom EP4 receptor
antagonista (L161) és NOS gatldé (L-NAME) jelenétében és hianyaban.
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A kovetkezOkben arra kerestiik a valszt, hogy mi allhat a fokozott EP1 receptor
kozvetitett, PGE, medialt vazokonstrikci6é hatterében. Kisérleteinkben az EP1 receptor
fehérje expressziojat Western blot segitségével vizsgaltuk a kontroll és db/db egerek
aortaiban. Azt talaltuk, hogy a db/db egerek aortajaban fokozddik az EP1 receptor
expresszidja a kontrollhoz viszonyitva (13.A abra), mig az EP4 receptor expresszioja
hasonl6 a két csoportban (13.B abra).

A kontroll db/db B kontroll db/db
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13. abra PGE; receptorok expressziojanak vizsgalata

Az 1l-es tipusu (EP1R, A panel) és a 4-es tipusi PGE, receptorok (EP4R, B panel) fehérje
expresszidjanak vizsgalata kontroll (n= 4) és db/db (n= 4) egerek aortaiban. Fehérje mennyiség
kontrollként B-aktint hasznaltunk és a receptorok expressziojat B-aktinra normalizaltuk (n=4, minden
csoportban). Csillaggal a szignifikans kiilonbséget (P<0,05) jeloltiik.

A db/db egerek izolalt ereiben, in vitro koriilmények k6zott megfigyelt fokozott EP1
receptor aktivacio in vivo szerepének tisztazasa érdekében mind kontroll (14.A abra),
mind db/db (14.B abra) egerekben vizsgaltuk a szisztémasan adott EP1 receptor gatld
vérnyomasra gyakorolt hatdsat. Az allatokat 9 napon keresztiil tartottuk megfigyelés
alatt. A 4. naptdl 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 taldltuk, hogy a db/db egerek szisztolés vérnyomasa magasabb a
kontrollokéhoz viszonyitva (14. &bra). Az EPl receptor gatld szignifikansan
csokkentette a db/db egerek véryomésat, mig a kontroll egerek vérnyomésara nem volt
hatassal (14. abra). Mi tobb, a db/db egerekben az EP1 receptor antagonista elhagyasa

utdn az allatok vérnyomasa a kiindulasi, magasabb értékre emelkedett (14. dbra).

32



>
w

—_ O kontroll . e db/db
E Louq A kontroll + AH6809 £ 180, A db/db+ AH6809
> )
T T
m N
& 160 - ® 160 - I E
g g 160 } ¢ [} i
S S
S 140- § § é i < 140 I
“Q \h -
> 33028 g i
R 3 v o
£ 1201 2 120 -
(2]
N AHB6809 ﬁ AH6809
1047777771717 100 =r—r—T—rr—r—r—r
1 2 3 45 6 7 89 12 3 456 7 8 9
napok napok

14. abra EP1 receptor gatlas hatasa az egerek vérnyomasara

Az EP1R antagonista AH6809 (10 mg/kg/nap) és az olddszer hatasa a kontroll (n=8, A panel) és db/db
(n=8, B panel) egerek szisztolés vérnyomasara. A lefelé mutato nyilak a kezelés kezdetét, a felfelé mutatod
nyilak a kezelés végét jelzik. Csillagokkal a szignifikans kiilonbséget (P<0,05) jeloltiik.

4.2. PARP-2 vaszkularis biolégiai szerepének jellemzése doxorubicin
kezelt egerekben

Doxorubicin kezelt és kezeletlen kontroll (PARP-2 +/+) és PARP-2 knock out
(PARP-2 -/-) egerekb6l szarmazé aortakon izometrias kontrakcio mérést végeztikk. A
kontrakcios er6t mN-ban rogzitettiik. A konstriktiv hatasti anyagokat (KCI, 10 — 60
mM; 5-HT, 1 nM — 30 uM; NE, 0,1 uM — 30 uM) kummulativ dézisban alkalmaztuk.A
relaxacio vizsgalatat prekontrahalt (NE, 3 uM) ereken végeztik Ach-nal (1 uM — 30
uM) és SNP-vel (10 nM — 300 uM).

Kisérleteink soran nem talaltunk kiilonbséget a kezeletlen PARP-2+/+ és PARP-
2-/- egerek aortainak KCI (10 — 60 mM), 5-HT (1 nM — 30 uM), NE (0,1 uM — 30 pM)
valaszkészségében (2. tablazat, 15. abra). Ugyanakkor DOX kezelés szignifikansan
csokkentette a NE, 5-HT ¢és KCI indukalta kontrakciok mértékét PARP-2+/+
egerekben, mig a PARP-2-/- egerek részlegesen védettek voltak (15. abra).
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Az endothelium funkcidjanak vizsgalatara acetilkolint hasznaltunk (15. dbra). A

DOX kezelés hatasara bekovetkezd valaszkészség csokkenés egyik csoportban sem

mutatott szignifikans kiilonbséget.

Kisérleteink soran az erek dilatativ kapacitasat SNP-vel vizsgaltuk (15. abra). Az

SNP kivaltotta vazorelaxaciot nem befolyasolta sem a DOX kezelés, sem a PARP-2

genotipus.

PARP-2 +/+ | PARP-2-/- | AF?F? >2< ae | op Aglc:’)—é N
Noradrenalin | 6,4+0,7 mN | 6,6+0,6 mN | 2,6+0,4 mN | 4,4+0,7 mN
Szerotonin 4,9+0,5mN | 4,506 mN | 2,1+0,4 mN | 2,8+0,5 mN
KCI 3,9420,5mN | 4,404 mN | 2,2+0,3mN | 3,3£0,5mN
Acetilkolin 54,4+9,0 % | 62,3+13,3% | 74,6+10,2% | 82,6+10,6 %
SNP 2,242 7% | 5,1+£3,06 % 17,0£3,5 % 0,3£8,4 %

2. tablazat A PARP-2 genetikai hattér hatasa a vaszkularis kontraktilitasra

A kilonb6z6 kontraktilis (Noradrenalin, szerotonin, KCl) és dilatativ (acetilkolin, SNP) faktorok altal
kivaltott maximalis hatasok a kiilonb6z6 genotipust (PARP2+/+ és PARP2-/-) egerek aortiiban. Az egerek
kezelése oldoszerrel (kontroll), illetve doxorubicinnel (DOX) tortént. Az adatok atlag £ S.E.M. egységben
szerepelnek, a kontraktilis valaszok esetén abszolit egységben, a dilatativ valaszok esetében a prekontrakcid
szazalékaban.
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15. abra A PARP-2 lehetséges szerepe a doxorubicin Kkivaltott vaszkularis
funkciézavarban

PARP-2 és vad genotipusti, PARP-2+/+ és PARP-2-/- egereket sdoldattal (n=10 és 7, kontroll), vagy 25
mg/kg doxorubicinnal oltottuk be (n=8 mindkét esetben, DOX). Az izolalt aortdk kontraktilis valaszait
izometrias kontraktilitds méré rendszeren noradrenalin (NE, 0,1 — 30 uM, A panel), szerotonin (5-HT, 1
nM — 30 puM, B panel) és KCI (10 — 60 mM, C panel) hozzaadasaval vizsgaltuk. Az endothelium funkci6
vizsgalata acetilkolinnal (Ach, 1 nM — 30 uM,D panel), mig az NO valaszkészség meghatarozasa sodium
nitroprussiddal (SNP, 10 nM — 300 uM, E panel) tortént.
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5. MEGBESZELES

A 2-DM napjainkban igen jelentds népegészségiigyi problémat jelent, tovabba egy
megndvekedett kardiovaszkularis morbiditassal és mortalitassal jaro korallapot (Turner
¢s mtsai. 1998). Kordbbi tanulmanyunkban megallapitottuk, hogy a db/db egerekben
kialakult magasvérnyomas a periférias ellenallas fokozodasdval jar, ezen
hemodinamikai valtozasok az arteriolak fokozott tonusaban Oltenek testet (Bagi és
mtsai. 2005). Az alacsony szintii vaszkularis gyulladis szerepét 2-DM-ben mar
korabban felvetették (Hsueh és Quinones 2003; Hartge és mtsai. 2007). Korabbi
kutatasaink soran ezzel Osszhangban igazoltuk, hogy a COX-2 eredetli konstriktor
prosztaglandinok hozzajarulnak a fokozott vaszkularis rezisztencia kialakitasahoz (Bagi
és mtsai. 2005). Ugyanakkor vannak olyan kutatocsoportok is, akik szerint a
prosztanoidok elsddleges hatisa a vérnyomds csokkentése és ezen feltevéssel
Osszhangban van az a human megfigyelés, mely szerint a prosztaglandin szintézis
csokkentése nemszteroid gyulladascsokkentokkel vagy a szelektiv COX-2
inhibitorokkal ndveli a vérnyomast (Sowers és mtsai. 2005), mig mas tanulmanyok
szerint a COX-2 gatlas nem emeli a vérnyomast (White és mtsai. 2002), s6t arra is
vannak adatok, hogy a szelektiv COX-1 gatlas csokkenti a vérnyomast (Qi és mtsai.
2002). A fennallo ellentmondasok és a prosztanoid szintézis gatlasabol adodo nem
kivant hatasok tiikrében a figyelem a prosztanoid receptorokra iranyult, melyek a
vaszkuldris rezisztencia €s a szisztolés vérnyomds csOkkentés célpontjai. Ezt
alatamasztani latszik, hogy az 1-es tipusat PGE; receptor szerepet jatszhat a magas
vérnyomas kialakuldsaban (Suganami és mtsai. 2003; Guan €s mtsai. 2007).

Hipotézisiink az volt, hogy a 2-DM allatmodelljeként szolgalo db/db egerekben az
1-es tipusi PGE, (EP1) receptor aktivacio felelés az arteriolak fokozott tonusaért,
minek eredménye a magas a szisztolés vérnyomas. Ezt alatamasztotta hogy db/db
egerek arteriolain mind a nyomas, mind az agonista Angll altal kivaltott kontrakcio
nagyobb mértékii volt a kontrollhoz viszonyitva, mely fokozott tonust a szelektiv EP1
receptor antagonista AH6809 jelentdsen csokkentette. Ezen eredmények felvetették
annak a lehetdségét, hogy db/db egerekben az endogén PGE, aktivalta EPI
receptoroknak van szerepe a nyomas és agonista indukalta tonus kialakitasaban. Ismert,

hogy a PGE, négy kiilonbozé G-fehérje kapcsolt receptort aktivalhat, melynek
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eredményeként mind vazodilatacio (EP2 és EP4), mind vazokonstrikcid (EP1 és EP3)
kialakulhat (Narumiya és mtsai. 1999; Breyer és mtsai. 2001). Az exogénen adott PGE,
hatasarol is ellentmondasos eredmények lelheték fel az irodalomban: egyarant leirtak a
rezisztencia erek tonusanak csokkenését (Messina és Kaley 1980) és fokozodasat (Bolla
¢s mtsai. 2004). Sajat kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az exogénen alkalmazott
PGE, ¢és a szelektiv EP1 receptor agonista 17-fenil-trinor-PGE, altal kivaltott
kontrakci6 szignifikdnsan nagyobb volt db/db egerek izolalt arterioldiban, mely
kontrakci6 kifejlédését az EP1 receptor antagonista AH6809 mindkét csoportban
gatolta. Megfigyeléseink tehat arra utalnak, hogy az exogén PGE; izolalt egér
arterioldkon kontrakciot valt ki, tovabba hogy az emelked6 nyomas és Ang II indukalta
kontrakcidban kdzponti szerepe van az EP1 receptor fokozott érzékenységének. Az EP4
receptor medialta valaszok lehetdségének kizardsara (Breyer ¢és mtsai. 2001)
kisérleteinket elvégeztiik a szelektiv EP4 receptor gatlo 1161982 jelenlétében is mind
kontroll, mind db/db egerek arteriolain. Kiséreleteink erdeményei arra engedtek
kovetkezteni, hogy az EP4 receptornak a PGE, kivaltotta valaszokban nincs vagy
nagyon minimalis a szerepe. 2-DM-ben a NO bioldgiai hozzaférhetdsége csokkent, igy
a prosztanoidok indukalta valaszok fokozottak lehetnek (Sametz és mtsai. 1999). 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 a NOS gatlas nem befolyasolja szamottevoen egyik csoportban sem. Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a PGE; indukalta valaszokhoz a NO korlatozott mértékben
jarul hozza. Adataink az EP1 receptor kdzponti szerepét tamogatjak, 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
jelatviteli Gtvonalai szintén szerepet jatszhatnak a fokozott tonus kialakitasaban.

Az EP1 receptor aktivitasa igen Osszetett és még nyitott kérdés a sziv-érrendszeri
szabadlyozasban. A  PGE, aktivalta receptorok  hatdssal lehetnek  mas
vérnyomasszabalyozé mechanizmusokra, melyek az extracellularis folyadék térfogatat
szabalyozzak a vesében ¢és fontos szerepiik lehet a kozponti idegrendszerben is (Breyer
¢s Breyer 2001). Bebizonyitottak, hogy spontan hipertenziv patkdnyokban és kronikus

Ang II infuzi6 adasakor az EP1 receptor aktivdlasa hozzajarul a vérnyomads
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emlekedéséhez (Guan és mtsai. 2007). Ehhez hasonld kisérleti elrendezésben
tanulmanyoztuk EP1 receptor gatlas hatasat az egerek szisztémas vérnyomasra. Azt
talaltuk, hogy az EPI1 receptor gatld kezelés jelentés csokkentést valtott ki a db/db
egerek vérnyomasaban, azonban a kontroll egerek vérnyomasara nem volt hatéssal.
Ezen adatok arra utalnak, hogy az EP1 receptor in vivo gatlasa a szisztémas vérnyomas
csokkenését eredményezi db/db egerekben. A PGE; akut, in vivo alkalmazasanak
hatasara cs6kken a szisztémas vérnyomas (Audoly és mtsai. 1999; Zhang és mitsai.
2000), azonban ezen akut hatasok nagyban fiigghetnek a kisérleti elrendezéstdl
(Armstrong ¢és mtsai. 1976; Gerber és Nies 1979; Audoly és mtsai. 1999). Him
egerekben megfigyelték, hogy az EP1 receptor hianya is vérnyomascsokkenést okoz,
ami arra utal, hogy az EP1 receptornak hossza tavon dont6 szerepe lehet a szisztolés
vérnyomas emelkedésben (Stock és mtsai. 2001). Ezzel osszhangban van sajat
kisérletiink eredménye is, melyben az EP1 receptor gatld kezelés hatasara csak a
masodik nap utan csokkent jelent6sen a db/db egerek vérnyomasa. Fontos megjegyezni,
hogy a vérnyomasmérés adatainak tovabbi, alapos értelmezésére is sziikség van a
technikai korlatok (farok mandzsetta) miatt. Az EP1 receptor gatlo 2-DM-ben betdltott
hosszutavl, hemodinamikai hatasainak feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A DOX kezelés mind a szivet, mind az ereket karositja (Singal és Iliskovic 1998).
Az érrendszer esetében a DOX kezelés hatassal van az endothelium funkci6jara (Murata
¢s mtsai. 2001), azonban nincsenek pontos adatok arra, hogy a hatas a vaszkularis
simaizmon vagy az extracellularis matrixban bekovetkez6 valtozasok miatt alakul ki
(Taga ¢s mtsai. 1987; Dawer €s mtsai. 1988; Bai €s mtsai. 2004). Kisérleteink soran
megerésitettiik a DOX kezelés hatasara bekovetkezé endothelium funkcié romlasat, de
ez fliggetlen volt a PARP-2-t6l az altalunk hasznalt kisérleti elrendezésben 2 nappal a
kezelés utan. Fontos megemliteni, hogy a korai DOX kezelésnek vaszkularis simaizom
karosito hatasa is lehet: az alacsony dozisi doxorubicin kezelés szignifikansan
csokkentette a patkdny aorta kontraktilis valaszait (Dalske és Hardy 1988). Az SNP
kivaltotta endothelium fliggetlen vazorelaxaciot nem befolyasolta sem a DOX kezelés,
sem a PARP-2 genotipus. Eredményeink arra utalnak, hogy nincs 0Osszefiiggés a
csokkent acetilkolin valszok és a simaizomsejtek csokkent NO reaktivitasa kozott.
Kisérleteink sordn megallapitottuk, hogy a DOX kezelés jelentds mértékben

csokkentette a KCl, a NE és 5-HT indukalta kontrakciok nagysagat PARP-2+/+
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egerekben, mig a PARP-2-/- egerek részlegesen védettek voltak a DOX okozta
vaszkularis hatdsokkal szemben. Eredményeink azt sugalljak, hogy DOX kezelés

hatasara létrejovo simaizom funkci6é romlasa PARP-2 fiiggd folyamat.
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6. OSSZEFOGLALAS

Tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az 1-es tipust prosztaglandin E2 receptor
(EP1R) upregulacioja hozzajarul a fokozott tonus kialakulsasahoz nyomas emelkedés és
Ang II hatasara db/db egerekben. Ezen megallipatasaink felvetik az EP1R gatlas
¢€s a magas vérnyomas kezelésében.

Kimutattuk, hogy a PARP-2 deléci6 véd a DOX okozta vaszkularis karosodas ellen,
igy eredményeink felvettk a PARP-2 farmakoldgiai gatldsdnak hatdsossagat a

doxorubicin altal kivaltott kardiovaszkularis mellékhatasok megeldzésében.
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Aims Type 2 diabetes mellitus is frequently associated with hypertension, but the underlying mechan-
isms are not completely understood. We tested the hypothesis that activation of type 1 prostaglandin E;
(PGE;) receptor (EP1) increases skeletal muscle arteriolar tone and blood pressure in mice with type
2 diabetes.

Methods and results In 12-week-old, male db/db mice (with homozygote mutation in leptin receptor),
systolic blood pressure was significantly elevated, compared with control heterozygotes. Isolated, press-
urized gracilis muscle arterioles (~90 pnm) of db/db mice exhibited an enhanced pressure- and angio-
tensin Il (0.1-10 nM)-induced tone, which was reduced by the selective EP1 receptor antagonist,
AH6809 (10 pM), to the level observed in arterioles of control mice. Exogenous application of PGE;
(10 pM-100 nM) or the selective agonist of the EP1 receptor, 17-phenyl-trinor-PGE; (10 pM-100 nM), eli-
cited arteriolar constrictions that were significantly enhanced in db/db mice (max: 31 + 4 and 29 + 5%),
compared with controls (max: 20 + 2 and 14 + 3%, respectively). In the aorta of db/db mice, an
increased protein expression of EP1, but not EP4, receptor was also detected by western immunoblot-
ting. Moreover, we found that oral administration of the EP1 receptor antagonist, AH6809 (10 mg/kg/
day, for 4 days), significantly reduced the systolic blood pressure in db/db, but not in control mice.
Conclusion Activation of EP1 receptors increases arteriolar tone, which could contribute to the devel-

opment of hypertension in the db/db mice.

1. Introduction

Type 2 diabetes mellitus is frequently associated with hyper-
tension, but the inter-relationship and the underlying mech-
anisms are not completely understood, so that effective
preventive therapeutic strategies cannot be adopted.”? It
is known that many forms of hypertension are characterized
by an augmented functional constriction of resistance
arteries, which may contribute to the increased peripheral
resistance and elevation in systemic blood pressure.>~” Simi-
larly, in type 2 diabetes mellitus, an enhanced myogenic
tone and agonist-induced constriction of resistance arteries
have been described in humans® and in animal models of
type 2 diabetes.®'® In this context, we have shown pre-
viously that mice with type 2 diabetes (db/db mice with
homozygous mutation of leptin receptor) exhibit an

* Corresponding author. Tel: +1 914 594 4085; Fax: +1 914 594 4018.
E-mail address: zsolt_bagi@nymc.edu

enhanced arteriolar tone of skeletal muscle resistance
arteries, an alteration, which was found to be associated
with elevated blood pressure of these animals.'" A previous
study by Lagaud et al. indicated that in db/db mice, basal-
and agonist-stimulated NO release is reduced in mesenteric
arterioles, similar to our findings showing a diminished con-
tribution of NO to flow-mediated dilations of coronary arter-
ioles of db/db mice." " Interestingly, Lagaud et al.’ also
found that arteriolar relaxation was countered by an
endogenous production of vasoconstrictor prostanoids.
Motivated by this observation, we have recently demon-
strated that the enhanced release of constrictor prostaglan-
dins can be specifically attributed to the increased
expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) in the vascular
wall of db/db mice."" These and other observations'* indi-
cated that COX-2-derived constrictor prostanoids have a
pivotal role in increasing arteriolar tone in type 2 diabetic
mice. However, little is yet known about the nature of
COX-2-derived  constrictor  prostanoids and  how

Published on behalf of the European Society of Cardiology. All rights reserved. © The Author 2009.
For permissions please email: journals.permissions@oxfordjournals.org.
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they increase the arteriolar tone and agonist-induced
constriction in type 2 diabetes.

Previous studies have found that the induction of COX-2 in
vascular smooth muscle cells is associated primarily with an
enhanced production of prostaglandin E; (PGE,).">"® These
findings were further supported by the observations
showing that COX-2 is coupled to and compartmentalized
with PGE, synthase.'”'® It known that PGE, can cause
either vasodilatation, via activating EP2/EP4 receptors, or
vasoconstriction, via activating EP1/EP3 receptors.'® Thus,
either a diminished EP2/EP4 receptor-mediated vasodilata-
tion or an augmented EP1/EP3 receptor signalling may be
responsible for an enhanced vascular tone. This latter scen-
ario seems to be supported by a recent study, in which a
crucial role for vasoconstrictor EP1 receptor activation has
been demonstrated, contributing to the increased angioten-
sin Il (Ang Il)-induced vasoconstriction and elevation of sys-
temic blood pressure in spontaneously hypertensive rats.”®
In addition, PGE,, via primarily activating EP1 receptors,
has been shown to play a key role in the development of
hypertensive renal disease.?’'

These aforementioned studies prompted us to test the
specific hypothesis that EP1 receptor activation plays a
pivotal role in the augmentation of arteriolar tone and con-
sequently, elevation of systemic blood pressure in type 2
diabetes mellitus. This idea has not yet been tested in sub-
jects with type 2 diabetes. Thus, in the present study, we set
out to characterize the contribution of EP1 receptors to the
augmented pressure- and agonist (Ang Il)-induced constric-
tion of resistance arteries, as well as its impact on systemic
blood pressure in a mouse model of type 2 diabetes, db/db
mice.

2. Methods
2.1 Animals and experimental procedures

In the experiments, a well-characterized mouse model of
the human type 2 diabetes was used (db/db mouse
with homozygote mutation in leptin receptor).' "
A 12-week-old, male db/db (C57BL/KsJ-db™ /db ™) and het-
erozygous (C57BL/KsJ-db™/db~) mice were fed standard
chow and had free access to water. All protocols were
approved by the Institutional Animal Care and Use Commit-
tee. The investigation conforms with the ‘Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals’ published by the US National
Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised
1996). Mice were anesthetized with an intraperitoneal
injection of pentobarbital sodium (50 mg/kg). Under anaes-
thesia, the gracilis muscle was excised and placed in
ice-cold and oxygenated Krebs solution. Euthanasia was
then performed by additional intraperitoneal injection of
pentobarbital sodium (150 mg/kg), and the aorta of mice
was excised.

2.2 Isolation of skeletal (gracilis) muscle arteriole

Microsurgery instruments and an operating microscope were
used for the isolation of a gracilis muscle arteriole (~0.5 um
in length) running intramuscularly. The arteriole was iso-
lated and transferred into an organ chamber containing
two glass micropipettes filled with Krebs solution composed
of (in mmol/L): 110 NaCl, 5.0 KCl, 2.5 CaCl,, 1.0 MgSO,, 1.0
KH,PO4, 5.0 glucose, and 24.0 NaHCO; equilibrated with a

gas mixture of 10% O, and 5% CO,, balanced with nitrogen,
at pH 7.4. Vessels were cannulated on both ends, and micro-
pipettes were connected with silicone tubing to a pressure
servo control system (Living Systems Instrumentation, VT,
USA). Temperature was set at 37°C by a temperature con-
troller. Changes in arteriolar diameter were continuously
measured with a videomicroscope system (Nikon Eclipse
80i, CCD camera, frame grabber, National Instruments, PCI
1405).

2.3 Experimental protocols

After a 1 h incubation period, spontaneous basal arteriolar
tone developed in response to 80 mmHg intraluminal
pressure, without the use of any constrictor agent. Then,
changes in the diameter of arterioles were measured in
response to step increases in intraluminal pressure from 20
to 120 mmHg. Arterioles were incubated with the EP1
receptor antagonist, AH6809 (10 pM for 30min), and
pressure-induced diameter changes were reassessed. To
obtain the passive arteriolar characteristics,
pressure-induced arteriolar responses were measured in
the presence of Ca®*-free Krebs solution. Normalized arter-
jolar diameter (in Ca’"-containing Krebs solution) was
expressed as a percentage of corresponding passive diam-
eters (in Ca’*-free Krebs solution).

In separate experiments, at an intraluminal pressure of
80 mmHg, cumulative concentrations of PGE, (10 pM-
100 nM), the selective EP1 receptor agonist, 17-phenyl-
trinor-PGE, (10 pM-100 nM), or Ang Il (0.1 nM-10 nM) were
applied to the organ chamber, and diameter changes of
arterioles were continuously recorded. These agonist-
induced responses were observed after incubation with
AH6809 (10 pM for 30 min).

In one set of experiments, PGE,-induced arteriolar
responses were investigated in the simultaneous presence
of AH6809 and the TP receptor antagonist, SQ29548 (1 uM
for 30 min), in both groups of vessels. In addition, PGE,-
induced arteriolar responses were investigated in the
presence of L-161,982 (1 pM for 30 min), the selective
antagonist of EP4 receptors, or in the presence of the NO
synthesis inhibitor, L-NAME (200 uM for 20 min), in both
groups of vessels.

2.4 Measurement of blood pressure
and administration of AH6809

Blood pressure was measured in 12-week-old conscious mice
using an automated tail cuff manometer system.'' After
3 days of measurements, eight control and eight db/db
mice were randomized to two groups. Groups of control
(n=4) and db/db (n = 4) mice were given a selective EP1
receptor antagonist, AH6809 (10 mg/kg/day), by daily oral
gavage. Administration and dosage of AH6809 was based
on previous studies, in which in vivo administration of
AH6809 was performed in mice?? and in which another EP1
receptor antagonist, SC51322, was used in a similar exper-
imental design.?° Other groups of control (n=4) and db/
db (n=4) mice were given vehicle. AH6809 or vehicle
administration was continued for 4 days, and blood pressure
measurements were continued for two consecutive days
after the treatments were terminated.
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2.5 Western immunoblotting

Aorta was dissected from control and db/db mice, cleared of
connective tissue, and briefly rinsed in ice-cold, oxygenated
Krebs solution. After the addition of 200 pL of Laemmli
sample buffer (Sigma Inc.), tissues were homogenized.
Immunoblot analysis was carried out as described earlier.”
The polyclonal antibodies used for the detection of EP1
and EP4 receptors were obtained from Cayman Chemicals.
Anti-B-actin 1gG obtained from Abcam was used as loading
control. Signals were revealed with chemiluminescence
and visualized autoradiographically. Optical density of
bands was quantified and normalized for B-actin by using
NIH Image software.

2.6 Statistics

Data are expressed as means + SEM. Statistical analyses
were performed by two-way analysis of variance for
repeated measures (ANOVA) followed by the Tukey post
hoc test. P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1 Basic characteristics of db/db mice

Previously, we have found that at 12 weeks of age, body
weight, serum glucose, and serum insulin of male, db/db
mice were significantly elevated, compared with age-
matched control heterozygous animals.'’ These alterations
in the db/db mice resemble to characteristics of human
type 2 diabetes. In this study, we have found that systolic
blood pressure was significantly elevated in db/db compared
with control mice (control: 136 + 4 mmHg vs. db/db: 155 +
5 mmHg, P < 0.05), whereas heart rates were similar in the
two groups of animals (control: 612 + 18, db/db 579 + 24 1/
min, P> 0.05).

3.2 Role of EP1 receptor in enhanced arteriolar
tone in db/db mice

First, the potential contribution of EP1 receptor activation
to the intraluminal pressure- and agonist (Ang-1l)-induced
arteriolar tone was investigated. Stepwise increases in intra-
luminal pressure from 20 to 120 mmHg elicited significantly
greater constrictions in arterioles from db/db mice com-
pared with control vessels at each pressure step
(Figure 1A), a finding that corresponds with our previous
observations.'" Ang Il-induced constrictions were also aug-
mented in skeletal muscle arterioles of db/db mice
(Figure 1B), similar to the observation in the aorta of the
obese Zucker rat.”

Incubation with the selective EP1 receptor antagonist,
AH6809, did not affect pressure- and Ang ll-induced
responses in arterioles of control mice, but it reduced
pressure- and Ang ll-induced tone in arterioles of db/db
mice, back to the control level (Figure 7). Next, arteriolar
responses were obtained to exogenously administered
PGE, (10 pM-100nM) or to the selective EP1 receptor
agonist 17-phenyl-trinor-PGE; (10 pM-100 nM) in the
absence and presence of the EP1 receptor antagonist,
AH6809. PGE;, in a dose-dependent manner, elicited con-
strictions in both group of vessels; however, the magnitude
of constrictions was significantly enhanced in arterioles of
db/db mice (Figure 2A). 17-phenyl-trinor-PGE; elicited
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Figure 1 Effect of the EP1 receptor antagonist AH6809 on intraluminal
pressure- [from 20 to 120 mmHg (A)] and angiotensin Il [Ang II, 0.1-10 nM
(B)]-induced constrictions of arterioles isolated from control (n=11) and
db/db mice (n=11). Data are mean + SEM. Asterisks indicate significant
difference (P < 0.05).

constriction of arterioles, which was also significantly
greater in arterioles of db/db mice (Figure 2B). The EP1
receptor antagonist, AH6809, significantly reduced constric-
tions to PGE, and diminished arteriolar responses to
17-phenyl-trinor-PGE; in both groups of mice (Figure 2). Of
note, higher concentrations of PGE; (10 and 100 nM) elicited
significant constrictions even in the presence of AH6809
(Figure 2A). We have found that the remaining constrictions
in the presence of the EP1 receptor antagonist were comple-
tely abolished by additional administration of the TP recep-
tor antagonist, 5Q29548, in both groups of vessels (control:
to 1+ 4% and db/db: to —3 + 2%).

We have also found that PGE;-induced arteriolar tone was
not significantly affected by the presence of the selective
EP4 receptor antagonist, L-161,982, or by the presence of
an NO synthesis inhibitor, L-NAME, either in control or db/
db mice (Figure 3).

3.3 Increased protein expression of EP1 receptor
in db/db mice

Functional experiments indicated a contribution of EP1
receptors in the augmented constriction of skeletal muscle
arterioles of db/db mice. To reveal changes in vascular
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Figure 2 Effects of exogenously administered PGE; [10 pM-100 nM (4)] and
17-phenyl-trinor-PGE; [10 pM-100 nM (B)] in skeletal muscle arterioles iso-
lated from control (n= 7) and db/db mice (n=7), in the absence and pre-
sence of the EP1 receptor antagonist, AH6809. Data are mean + SEM.
*Indicates significant difference between control and db/db mice; “Indicates
significant difference before and after the treatment with AH6809 in both
groups (P < 0.05).
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Figure 3 Effects of exogenously administered PGE; (10 pM-100 nM) in skel-
etal muscle arterioles isolated from control [n = 6 (4)] and db/db mice [n = 6
(B)], in the absence and presence of the EP4 receptor antagonist, L-161,982,
or the NO synthesis inhibitor, .-NAME. Data are mean + SEM.

expression of EP1 receptors, western immunoblot analysis
was performed in the aorta of mice. We have found that
the protein expression of the EP1 receptor was significantly
increased in the aorta of db/db mice (Figure 4A), when com-
pared with control animals, whereas protein expression of
the EP4 receptor was similar in the two groups (Figure 4B).

3.4 EP1 receptor activation and elevated blood
pressure in db/db mice

To provide in vivo evidence for an enhanced EP1 receptor
activation in db/db mice, the effects of an EP1-selective
antagonist on systemic blood pressure were assessed. Systo-
lic blood pressure was monitored in conscious animals by the
tail cuff method. After 2 days of treatment with the EP1
receptor antagonist, AH6809 (10 mg/kg/day), significantly
reduced the systolic blood pressure of db/db mice, but did
not affect the blood pressure of control animals. Upon dis-
continuing AH6809 administration, systolic blood pressure
returned back to the initial, elevated level in db/db mice
(Figure 5A and B).

4, Discussion

This study demonstrates that, in addition to the pathological
factors described earlier,?* endogenous EP1 receptor acti-
vation in resistance arteries may also contribute to the
development of high blood pressure in a well-established
model of human type 2 diabetes (db/db mice). This con-
clusion is supported by the findings that the augmented
pressure- and Ang ll-induced arteriolar tone, as well as the
elevated systolic blood pressure of db/db mice are normal-
ized by the EP1-selective antagonist, AH6809.

Recently, we have reported that mice with type 2 diabetes
(db/db mice) develop high blood pressure and increased
peripheral vascular resistance.!” We have found that these
haemodynamic changes were associated with an enhanced
basal tone of skeletal muscle resistance arteries.'’ Along
with recent studies, proposing a pivotal role for low-grade
vascular inflammation in type 2 diabetes mellitus,>**® we
have shown that COX-2-derived constrictor prostanocids con-
tribute to this enhanced constriction in resistance-sized
vessels.'" It was thought that the predominant effects of
endogenous prostanoids are posed to reduce blood pressure,
consistent with observations showing that inhibition of pros-
taglandin synthesis by non-steroidal anti-inflammatory drugs
or selective COX-2 inhibitors may increase blood pressure in
humans.Z’ In contrast, clinical studies also demonstrated
that COX-2 inhibition does not increase blood pressure,?”+?8
whereas selective inhibition of COX-1 has been implicated in
the reduction of blood pressure.” In light of this existing
controversy and due to the unwanted actions of the systemic
inhibition of prostanoid synthesis, other studies focused on
particular prostanoid receptors that can be targeted to
reduce vascular resistance and systemic blood pressure. In
this context, type 1 PGE; (EP1) receptors have been demon-
strated to play a potential role in the development of
hypertension.?%?"

Based on the aforementioned, we hypothesized that EP1
receptor activation may be responsible for the enhanced
arteriolar tone and consequently elevated systemic blood
pressure in db/db mice. Supporting our assumption, in the
present study, we have found that both pressure- and Ang
Il-induced constrictions were augmented in skeletal muscle
arterioles of db/db mice, responses that were normalized
by the selective EP1 receptor antagonist, AH6809
(Figure 1). These findings raised the possibility that in arter-
ioles of db/db mice, endogenous PGE;, via primarily activat-
ing EP1 receptors, enhances pressure- and Ang ll-induced
arteriolar tone. It is known that PGE; can activate four
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different types of G-protein-coupled receptors, which may
result in either vasodilation (via activating EP2 and EP4
receptors) or vasoconstriction (via activating EP1 and EP3
receptors).'®% Exogenously administered PGE, has been
shown to reduce®' or enhance the basal tone of resistance-
sized arteries.? In this study, we have found that exogenous
application of PGE; or the selective EP1 receptor agonist,
17-phenyl-trinor-PGE,, elicited substantial constrictions in
isolated arterioles, responses that were significantly
greater in arterioles of db/db mice and were inhibited by
EP1 receptor antagonist, AH6809, in vessels of both groups
of animals (Figure 2). These findings indicated that exogen-
ous PGE; causes primarily vasoconstriction in mouse skeletal
muscle arterioles and that increased responsiveness of EP1
receptors is mainly responsible for the augmented pressure
and Ang ll-induced constriction in arterioles of db/db
mice. To exclude the possible contribution of a diminished
EP4 receptor-mediated dilator responses,'® PGE,-induced
arteriolar responses were also evaluated in the presence
of selective antagonist of EP4 receptor, L-161,982, both in
control and db/db mice. We have found that L-161,982 did
not exaggerate PGE,-induced arteriolar constrictions in
either control or db/db mice (Figure 3), suggesting no or

only a minimal role for the involvement of EP4 receptors
in this process. Furthermore, it is possible that a reduced
NO bioavailability, often present in diabetes, may also exag-
gerate prostanoid-induced vascular tone.** However, we
have found that NO synthesis inhibitor, L.-NAME, did not sig-
nificantly affect arteriolar tone and constrictions to PGE; in
control and db/db mice (Figure 3), suggesting only a limited
contribution of NO in mediating PGE;-induced arteriolar
responses. It should be noted that PGE,-mediated vasocon-
striction was not entirely inhibited by the EP1 receptor
antagonist, but was completely diminished by additional
application of the TP receptor blocker, SQ29548, both in
control and diabetic mice. Thus, it is likely that PGE;,
especially at higher concentrations (1072 and 10~7 M), may
co-activate TP receptors in the arteriolar wall. This obser-
vation might explain why TP receptor blockade by SQ29548
reduced the enhanced arteriolar tone in db/db mice® "'
and also PGE;-induced constriction in mesenteric arter-
ioles,?? as reported previously. Thus, it is possible that the
augmented constriction of arterioles of db/db mice can be
attributed to both EP1 and TP receptors in the microvascular
wall. Notwithstanding, our present data support a pivotal
role for EP1 receptors, since we detected an increased
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vascular expression of EP1 receptors in db//db mice, when
compared with controls (Figure 4). However, it should be
noted that an increased expression of EP1 receptors does
not necessarily cause a greater response, as EP1 receptor
signal transduction/second messenger pathways could be
also enhanced, and receptors may not be present in the
plasma membrane, but rather in an intracellular location.
Thus, one cannot exclude the possibility that EP1 receptor-
initiated signalling mechanisms are augmented in microves-
sels of type 2 diabetic mice, an idea yet to be elucidated.

The potential role of EP1 receptor activation on cardio-
vascular homeostasis is complex and is still open to
debate. PGE,, via activating EP receptors, may affect
several blood pressure regulatory mechanisms, among
which the regulation of extracellular fluid volume in the
kidney and the central nervous system is important.** The
aforementioned study by Guan et al.*° has demonstrated
that EP1 receptor activation in vivo contributes to blood
pressure elevation in spontaneously hypertensive rats and
also in rats given a chronic Ang Il infusion. Therefore, in a
similar experimental setting, in our study, we have investi-
gated the effect of EP1 receptor inhibition on systemic
blood pressure in control and db/db mice. We have found
that, after 2 days of treatment, EP1 receptor inhibition eli-
cited a significant reduction in systolic blood pressure of db/
db mice, whereas it had no effect on control animals
(Figure 5). These data suggested that interfering with EP1
receptor in vivo results in a reduction of systemic blood
pressure in db/db mice, but not in control animals. Although
evidence supports that acute, in vivo administration of PGE;
causes a reduction in systemic blood pressure,***¢ chronic
effects of PGE, on systemic blood pressure are inconsistent
and variable and seem to depend on experimental con-
ditions, such as mode of administration.3>:3”-3® For instance,
Stock et al.** have found that in male mice, the absence of
EP1 receptor is associated with significant reduction in blood
pressure, suggesting a crucial role for EP1 receptors in ele-
vating systemic blood pressure, in the long term. Corre-
spondingly, our data showing that significant blood
pressure fall in db/db mice developed only after 2 days of
treatment with the EP1 receptor antagonist suggest that
EP1 receptors are involved in the chronic regulation of sys-
temic blood pressure, yet an indirect effect of EP1 receptor
inhibition cannot be entirely excluded. Also, we should
emphasize that due to the limitation of our blood pressure
monitoring method (tail cuff), a careful interpretation of
these results is still needed. Further studies have yet to be
performed to demonstrate the long-term haemodynamic
effects of EP1 receptor inhibition in type 2 diabetes
mellitus.

In  conclusion, the present study showed that
up-regulation of EP1 receptors, in part, contributes to the
augmented pressure- and Ang ll-induced arteriolar tone in
db/db mice. We propose that targeting of EP1 receptors
may provide novel therapeutic modalities for the treatment
of type 2 diabetes-associated microvascular vasomotor dys-
function and hypertension.
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Methods
and results

Doxorubicin (DOX) is widely used in cytostatic treatments, although it may cause cardiovascular dysfunction as a
side effect. DOX treatment leads to enhanced free radical production that in turn causes DNA strand breakage cul-
minating in poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) activation and mitochondrial and cellular dysfunction. DNA nicks
can activate numerous enzymes, such as PARP-2. Depletion of PARP-2 has been shown to result in a protective phe-
notype against free radical-mediated diseases, suggesting similar properties in the case of DOX-induced vascular
damage.

PARP-27/* and PARP-2 '~ mice and aortic smooth muscle (MOVAS) cells were treated with DOX (25 mg/kg or
3 uM, respectively). Aortas were harvested 2-day post-treatment while MOVAS cells were treated with DOX for
7 hours. Aortas from PARP-2"'~ mice displayed partial protection against DOX toxicity, and the protection

depended on the conservation of smooth muscle but not on the conservation of endothelial function. DOX treat-
ment evoked free radical production, DNA breakage and PARP activation. Importantly, depletion of PARP-2 did not
quench any of these phenomena, suggesting an alternative mechanism. Depletion of PARP-2 prevented DOX-
induced mitochondrial dysfunction through SIRT1 activation. Genetic deletion of PARP-2 resulted in the induction
of the SIRT1 promoter and consequently increased SIRT1 expression both in aortas and in MOVAS cells. SIRT1 acti-
vation enhanced mitochondrial biogenesis, which provided protection against DOX-induced mitochondrial damage.

Our data identify PARP-2 as a mediator of DOX toxicity by regulating vascular SIRT1 activity and mitochondrial bio-
genesis. Moreover, to the best of our knowledge, this is the first report of SIRT1 as a protective factor in the vascu-
lature upon oxidative stress.

PARP-2 e Doxorubicin ® SIRT1 e Mitochondria e Vascular smooth muscle

1. Introduction

Doxorubicin (adriamycin, DOX) is a widely used antitumor drug,
exerting cardiovascular side effects that may culminate in irreversible
degenerative cardiomyopathy and heart failure.! DOX-induced cardi-
ovascular injury is linked to increased oxidative stress’ as DOX can
export electrons from the mitochondria via redox cycling, creating
radical species.® Although cardiac effects of DOX toxicity are well

" These authors contributed equally to this work.

characterized, vascular damage is scarcely mapped and the molecular
background is largely unknown. Vascular damage upon DOX treat-
ment affects the aorta® and smaller arteries in the liver® and
kidney.® Furthermore, DOX impairs endothelial function” and pro-
motes thrombosis.'

Free radical-evoked DNA damage activates poly(ADP-ribose) poly-
merase (PARP)-1, which catabolizes NAD™ in order to create
poly(ADP-ribose) (PAR) polymers. PARP-1 activation leads to

* Corresponding author, Tel: +36 52 412 345; fax: 436 52 412 566, Email: baip@med.unideb.hu
Published on behalf of the European Society of Cardiology. All rights reserved. © The Author 2011. For permissions please email: journals.permissions@oup.com.
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NAD™ and consequently ATP depletion, provoking cell dysfunction
and cell death."" This PARP-1-mediated cell death pathway is active
in DOX-induced toxicity and it is a major contributor to cardiac
and vascular dysfunction.'>"® Therefore, pharmacological inhibition
of PARP-1 proved to be advantageous under such circumstances.'>"*
Upon DOX damage, PARP inhibition partially restored vascular
contractility.’

PARP-2 is a nuclear enzyme that can bind to DNA nicks and
thereby becomes active."* Upon activation, it is capable of synthesiz-
ing PAR at the expense of NAD*.'* Moreover, PARP-2 /™ mice are
resistant to numerous oxidative stress-related pathologies in the
brain and intestines.”~"” These properties of PARP-2 prompted us
to examine whether PARP-2 inactivation may also provide protection
against DOX-induced vascular damage.

2. Methods

All chemicals were obtained from Sigma-Aldrich unless stated otherwise.

2.1 Animal experiments

All animal experiments were carried out according to the national and EU
ethical guidelines and were authorized by the Institutional Ethics Commit-
tee (7/2010 DE MAB). Homozygous female PARP-27/~ and littermate
PARP-2*'* mice'® derived from heterozygous crossings were kept in a
12/12 h dark-light cycle with ad libitum access to water and food. Mice
were randomly assigned to four groups: PARP-2*'* and PARP-27/~
control (CTL), and PARP-2""* and PARP-2~'~ DOX-treated. DOX treat-
ment was performed by the injection of 25 mg/kg DOX or saline ip as
described."? Aortas were harvested 2-day post-injection for further
assessment.

2.2 Aorta ring studies

For aorta ring studies, mice were anaesthetized by thiopental (50 mg/kg,
iv). Mice were dissected after they did not respond to pain. Thoracic
aortas were cut into 4 mm rings in an organ chamber and were fixed
on an isometric contractile force measurement system (DMT 510A,
Aarhus, Denmark) by metal wires. Aortic rings were stretched according
to the manufacturer’s instructions. Fixed, stretched aortic rings were
treated with the indicated agents for the indicated times and contractile
force was recorded.

2.3 Histology and microscopy

Staining was performed on 7 pm tissue sections or cells using antibodies
against PAR, PARP-2 (both from Alexis, Lausen, Switzerland), and
smooth muscle actin (SMA; Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK) as
in Bai et al."
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labelling
(TUNEL) assay was performed following the instructions of the manufac-

turer (Millipore).

2.4 Cell culture

MOVAS murine aortic smooth muscle cells were obtained from ATCC
and were cultured in DMEM (4.5 g/L glucose, 10% FCS, and 0.2 mg/mL
G418). PARP-2 silencing was performed as in Bai et al®? employing
shPARP-2 (small hairpin) and scPARP-2 (scrambled) shRNA by lentiviral
delivery. Cellular measurements took place 7 h after addition of DOX.

2.5 Measurement of thiobarbituric acid
reactive species

The extent of oxidative stress was assessed by determining lipid peroxi-
dation. Aortas were homogenized in 1.15% KCl. Homogenates were
cleared and supernatants were used. Supernatants were incubated at

90°C for 45 min with thiobarbituric acid. After cooling to room tempera-
ture, absorbance at 532 nm was measured and normalized to protein
content. The level of lipid peroxides was expressed as a percentage of
control.

2.6 PARP activity measurement

PARP activity in MOVAS cells was measured by the incorporation of
*H-NAD*. Cells stimulated with DOX (3 M, 7h) or HO; (1mM,
10 min) and were incubated with *H-NAD™ (10 min, 37°C). After incu-
bation, cellular proteins were precipitated and subsequently washed
with ice-cold TCA (50 and 5% wiv, respectively). Precipitates were solu-
bilized in 250 wL 2% wi/v SDS/0.1 N NaOH at 37°C overnight. Tritium
incorporation was measured by liquid scintillation counting.

2.7 Measurement of superoxide production

Superoxide was measured using hydroethidine (HE) staining as described
in Bai et al.*® Cells were induced by DOX (7 h, 3 uM) and were stained by
2 uM HE for 30 min. Fluorescence was analysed by flow cytometry
(FACSCalibur, BD Biosciences). Superoxide production was indicated as
a mean of HE fluorescence in each sample.

2.8 Oxygen consumption

Oxygen consumption was measured using an XF96 oximeter (Seahorse
Biosciences, North Billerica, MA, USA). scPARP-2 and shPARP-2
MOVAS cells were seeded in 96-well assay plates. After recording the
baseline oxygen consumption, cells received a single bolus dose of
DOX (0.3-30 pM final concentration). Then, oxygen consumption was
recorded every 30 min to follow DOX toxicity. Final reading took place
at 7 h post-treatment. The oxygen consumption rate was normalized to
protein content and normalized readings were displayed.

2.9 NAD* measurement

Cells were seeded in six-well plates and treated with 3 uM DOX for 7 h.
Control and DOX-treated cells were homogenized in 500 pL 0.5 N
HClO4 solution and the homogenates were then neutralized with
150 wL 3 M KOH. The concentration of NAD" was measured photo-
metrically at 560 nm after enzymatic reaction, which is based on an
alcohol dehydrogenase cycling reaction in which a tetrazolium dye is
reduced by NADH in the presence of phenazine methosulfate. Samples
were normalized to protein content and NAD™ concentration was deter-
mined using an NAD™ standard curve.

2.10 Luciferase activity measurement

Luciferase activity measurement took place as described in Bai et al.’” with
modifications as follows. MOVAS cells carrying a stable transfection of a
scrambled or specific PARP-2 shRNA were seeded in six-well plates.
Transfection took place (8 ug SIRT1 —91 promoter construct?’ and
4 g P-galactosidase expression plasmid per 9 pL JetPEl transfection
reagent (Polyplus Transfection, lllkirch, France) after cells reached
~60% confluence. Cells were scraped 48 h post-transfection and lucifer-
ase activity was determined by standard procedures. The activity was
expressed as luciferase activity/B-galactosidase activity.

119

2.11 Measurement of mitochondrial
membrane potential

Mitochondrial membrane potential was determined by tetramethylrho-
damine ethyl ester (TMRE) staining”?> MOVAS cells carrying a stable
transfection of a scrambled or specific PARP-2 shRNA were seeded
in 96-well plate (25000 cells/well) and induced by DOX (0.3—
30 uM, 7h). After DOX treatment, cells were stained with 25nM
TMRE for 30 min and then were washed with Hanks balanced salt sol-
ution (0.138 M NaCl, 533 mM KCl, 0.338 mM Na,HPO,, 0.441 mM
KH,PO4 1.26 MM CaCl,, 0493 mM MgCl,, 0407 mM MgSO,, and
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Figure | Genetic deletion of PARP-2 protects against DOX-induced aortic dysfunction. PARP-2*/* and PARP-2~/~ mice (3 months of age) were
injected with saline (CTL) or with 25 mglkg DOX (n = 10 for PARP-2*/* CTL, n = 7 for PARP-2~'~ CTL, n = 8 for PARP-2*'* DOX, and n = 8 for
PARP-2~'~ DOX). Aortas were harvested 2-day post-injection. Aortic rings were mounted on an isometric contractile force measurement system (A—
E) or embedded in paraffin (F). Aortic contractile responses (smooth muscle function) were tested by the cumulative application of norepinephrine
(A), 5-hydroxytryptamine (B), and potassium chloride (C) and endothelial function was tested by acetylcholine (D) and smooth muscle NO sensitivity
by sodium nitroprusside (E). SMA was visualized by immunohistochemistry (F). Luminal side is indicated (Lu), scale bar equals 20 um.

4.17 mM NaHCOs). Fluorescence was measured on 530 nm as exci-
tation and 590 nm as emission wavelength. TMRE fluorescence was
normalized to protein content.

2.12 Protein extraction and western blotting

Cells were lysed with RIPA buffer (1% Nonidet P-40, 1% sodium deoxy-
cholate, 0.1% SDS, 0.15 M NaCl, 0.01 M sodium phosphate, 2 mM EDTA,
50 mM sodium fluoride, and freshly added protease inhibitor cocktail
(1:100, Sigma, St Louis, USA). Cells were left on ice for several minutes
in the buffer and then were homogenized with a 22 G needle. Lysates
were cleared by centrifugation. Extracts were separated by SDS—PAGE
and were blotted as in Erdelyi et al.?* Blots were probed with the

following antibodies: SIRT1 (1:1000, Millipore-Upstate, Billerica, MA,
USA), actin (1:1000, Sigma), and PARP-2 (1:1000, PARP-2, Alexis).

2.13 Total RNA preparation, reverse
transcription, and RT-qPCR

Total RNA preparation, reverse transcription, and RT-qPCR were per-
formed similarly as in Brunyanszki et al?* Total RNA was prepared
using TRIzol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Two micrograms of RNA were used for reverse transcription (High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Diluted cDNA was used for RT-qPCR. Expression was
normalized to the geometric mean of murine 36B4, 18S, and cyclophylin.
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Figure 2 Deletion of PARP-2 does not affect free radical-induced PARP activation or NAD™ depletion. PARP-2""* and PARP-2™'~ mice were
injected with saline (CTL) or with 25 mg/kg DOX at 3 months of age (n = 5 for PARP-2*/* CTL, n=5 for PARP-2~'~ CTL, n=>5 for PARP-2*/*
DOX, and n = 4 for PARP-2~/~ DOX; A, C, and E). An aortic smooth muscle cell line (MOVAS) was also tested (B, D, F, and G; n = 3 parallel measure-
ments). MOVAS cells were transduced with a PARP-2-silencing (shPARP-2) or -scrambled (scPARP-2) shRNA and treated with solvent (CTL), 3 pM
DOX or with 1 mM H,0O,. Measurements were performed 2-day post-DOX injection (aortas) or 7 h (MOVAS) after DOX treatment. Free radical
formation was measured by determining thiobarbituric acid reactive species (TBARS) (A) and HE fluorescence (B). DNA breaks were detected using
TUNEL assay; scale bar represents 20 or 10 wm, respectively (C and D). PAR formation in paraffin-embedded aortas was assessed with an anti-PAR
antibody; scale bar represents 20 pm (E), or in MOVAS cells by the PARP enzyme activity assay (F). NAD" concentrations were determined in
MOVAS cells using an alcohol dehydrogenase-coupled colorimetric assay (G). Lu, lumen; ### indicate statistically significant difference between
CTL and DOX/H,O,-treated samples, at P < 0.001, * or *** indicate statistically significant difference between PARP-2*'* mice/scPARP-2 cells
and PARP-2~'~ mice/shPARP-2 cells at P < 0.05 or <0.001, respectively. On (B), (F), and (G), error is represented as SD.

Mitochondrial DNA content was determined in qPCRs using
total DNA extract of cells or tissues as described in Bai et al.'’
Primers are summarized in Supplementary material online, Tables S1
and S2.

2.14 Chromatin immunoprecipitation

Chromatin immunoprecipitation was performed similarly as in Bai et al.*®
In MOVAS cells, chromatin-bound proteins were fixed on DNA by for-
maldehyde. Nuclei were prepared and chromatin was sonicated in
order to split DNA into shorter, ~500 bp fragments. PARP-2-bound
chromatin fragments were collected by immunoprecipitation using
a-PARP-2 (Alexis) and a-matrix-metalloproteinase-9 (Santa Cruz, Santa
Cruz, CA, USA) antibodies. Formaldehyde crosslinking was reversed by
heating and then DNA fragments were purified and amplified using
SIRT1 promoter-specific primers by qPCR (primers are indicated in the
respective section of Supplementary material online). The results were
expressed as a percentage of input.

2.15 Statistical analysis

Statistical significance was determined using Student’s t-test. Error bars
represent SEM unless stated otherwise.

3. Results

3.1 PARP-2 depletion counteracts vascular
dysfunction

We investigated vascular functions after DOX treatment in PARP-2*/*
and PARP-2'~ mice first. We did not detect major differences
in aortic reactivity between untreated (CTL) PARP-2*'* and
PARP-2~'~ mice. In contrast, DOX treatment significantly decreased
norepinephrine and 5-hydroxytryptamine (serotonin)-induced con-
tractility of the vessels in PARP-2*'" mice, while PARP-2~'~ mice
were partially protected (Figure 1A and B). KCl-induced contraction
of aortas from PARP-2*'* mice was reduced upon DOX treatment,
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Figure 4 PARP-2 regulates mitochondrial function: possible involvement of SIRT1. PARP-2"'" and PARP-2 ™'~ mice (3 months of age) were injected
with saline (CTL) or with DOX (n = 7 for PARP-2*"+ CTL, n=5 for PARP-2™'~ CTL, n=>5 for PARP-2*"* DOX, and n = 7 for PARP-2~'~ DOX),
and then aortic samples were collected on day 2 (A and B). An aortic smooth muscle cell line (MOVAS) was also tested (C, D, and E). MOVAS cells
(n = 3 parallel measurements) transduced with a PARP-2-silencing (shPARP-2) or -scrambled (scPARP-2) shRNA were treated with solvent (CTL) or
DOX. (A and C) Mitochondrial DNA content was determined by qPCR. (B) Expression of a set of mitochondrial genes was determined by RT-qPCR.
(D) Oxygen consumption rate was measured as described in Section 2 [open symbols represent CTL (n = 8); filled symbols represent DOX (n = 8)].
(E) Membrane potential was determined using TMRE dye. ### indicate statistically significant difference between DOX-treated samples and their
respective controls, at P << 0.001; *, ** and *** indicate statistically significant difference between PARP-2*"* mice/scPARP-2 cells and PARP-2 /~
mice/shPARP-2 cells at P < 0.05, < 0.01 and <0.001, respectively. On (C) and (D), error is presented as SD.

whereas the contractile responses of aortas from PARP-2'" mice
were unaffected (Figure 1C). These findings suggested a PARP-2-
dependent deterioration of vascular smooth muscle function after
DOX treatment in mice.

Endothelial function was assessed by the application of acetyl-
choline. Impaired reactivity of aortas to acetylcholine after DOX
treatment in both PARP-2*'* and PARP-2 ™'~ mice indicated that
the DOX-induced deterioration of endothelial function was indepen-
dent of PARP-2 (Figure 1D). Moreover, sodium nitroprusside-induced
vasorelaxation was not affected by either DOX treatment or by the
deletion of PARP-2 (Figure 1E), suggesting that blunted acetylcholine
responses were not related to impaired NO reactivity of smooth
muscle cells.

Taken together, our physiological data suggested a role for
PARP-2 in DOX-evoked vascular dysfunction and implicated
smooth muscle as a potential target. This notion was further sup-
ported by decreased smooth muscle actin (SMA) immunoreactivity
in PARP-2"'* mice after DOX treatment, suggesting a loss of
smooth muscle cells, which was not the case in PARP-2™'" mice
(Figure 1F). Importantly, these data identify smooth muscle dysfunc-
tion as a novel mechanism of DOX-induced vascular damage. In
our following experiments, we employed an aortic smooth
muscle cell line (MOVAS) to reveal the potential mechanisms for
PARP-2 involvement in DOX-evoked functional deterioration.

3.2 PARP activity is not altered upon
PARP-2 depletion

Reactive oxygen species produced by mitochondrial redox cycling of
DOX has previously been shown to trigger PARP activation and PAR
synthesis. Moreover, ablation of PARP-1 resulted in suppressed PAR
synthesis and protection against DOX-evoked
(1amage.12‘13 Since PARP-2 also possesses PARP activity,'* we set
out to investigate the role of PARP-2 in DOX-evoked PAR synthesis
and vascular smooth muscle dysfunction.

We detected free radical production in both aortas and MOVAS cells
upon DOX treatment (Figure 2A and B). Moreover, free radical pro-

cardiovascular

duction was increased upon PARP-2 ablation. Enhanced free radical
production resulted in DNA-strand breakage in both types of
samples as shown by increased TUNEL staining (Figure 2C and D).
However, there was no apparent change in TUNEL positivity upon
PARP-2 ablation or depletion neither in mice nor in MOVAS cells
(Figure 2C and D). The level of DOX-induced PARP activity was not
different between PARP-2""" and PARP-2 ™'~ miice (Figure 2E). Similarly,
there was no marked difference in PARP activation between MOVAS
cells in which PARP-2 was silenced by specific shRNA (shPARP-2) or
its unspecific scrambled version (scPARP-2) (Figure 2F). These results
suggested a dominant role for PARP-1 in DOX-evoked PAR formation.
PAR was detected only in smooth muscle cells, suggesting that
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Figure 5 Proposed mechanism for PARP-2-dependent protection against DOX-evoked vascular dysfunction. DOX treatment evokes vascular dys-
function, which is mediated by an increase in free radical formation, resulting in DNA breaks, PARP-1 activation, and cellular energetic catastrophe.
However, DOX-induced toxicity is partially antagonized by PARP-2 depletion. PARP-2 down-regulation evokes an increase in SIRT1 expression, which
results in the activation of mitochondrial biogenesis. Elevated mitochondrial function protects aortic smooth muscle from DOX-induced toxicity

without affecting PARP-1-mediated functions.

DOX-evoked endothelial dysfunction is both PARP-1- and
PARP-2-independent. Cellular NAD" depletion was also similar in
control and PARP-2-depleted cells (Figure 2G), suggesting again a
minor, if any, role for PARP-2 in this process. Taken together, PARP-2
depletion or deletion results in vascular protection without affecting

DOX-induced overall PARP activity.

3.3 SIRT1 overexpression counteracts
DOX toxicity

Apparently, the protection provided by the depletion of PARP-2 has a
different mechanism than the one responsible for the protective effect
of PARP-1 inhibition. Mitochondrial function and structure is deterio-
rated upon DOX treatment.’® Moreover, preservation of
mitochondrial function is associated with protection against DOX
toxicity,y’p These observations prompted us to investigate
pathways that modulate mitochondrial function. SIRT1 is

NAD™"-dependent class Il deacetylase that promotes mitochondrial
30-32

an

biogenesis,
SIRT1 expression.'” Danz et al. have shown that pharmacological acti-
vation of SIRT1 by resveratrol enhances mitochondrial biogenesis in
cardiomyocytes. Thus, induction of SIRT1 by PARP-2 depletion
might be capable of counteracting the free radical-evoked mitochon-
drial dysfunction that occurs upon DOX treatment.* Accordingly, we
tested whether increased SIRT1 expression might be the key protec-
tive mechanism against DOX treatment in PARP-2 7 mice.
Disruption or depletion of PARP-2 in aortas or in MOVAS cells
(Figure 3A and B) resulted in an increase in SIRTT mRNA and SIRT1
protein levels (Figure 3C and D). This increase in SIRT1 expression
of the SIRT1

while PARP-2 has been identified as a repressor of

was associated with the induction promoter

(Figure 3E), which was mediated by a decrease in the occupancy of
the SIRT1 promoter by PARP-2 (Figure 3F).

SIRT1 activation enhances mitochondrial oxidative capacity of mul-
tiple metabolic tissues.’" We detected increased mitochondrial DNA
content both in the aorta and in MOVAS cells upon the deletion or
depletion of PARP-2 (Figure 4A and C). Increased mitochondrial bio-
genesis was further supported by increased expression of genes
involved in biological oxidation (Foxol, ATP5g1, ndufaZ, and ndufb5)
in aortas (Figure 4B). Higher expression of oxidative genes was main-
tained in PARP-2™'~ mice even after DOX treatment compared with
*/* mice (Figure 4B). To provide further evidence for the involvement
of increased mitochondrial activity, mitochondrial membrane poten-
tial and oxygen consumption were determined in MOVAS cells
upon DOX treatment (Figure 4D and E). Without DOX treatment,
scPARP-2 and shPARP-2 MOVAS cells displayed similar mitochondrial
membrane potential, but PARP-2 silencing resulted in a slightly higher
oxygen consumption rate. Oxygen consumption and free radical pro-
duction increased at 7 h after DOX treatment (Figures 2B and 4D),
suggesting mitochondrial uncoupling and mitochondrial dysfunction.
Mitochondrial membrane potential in scPARP-2 MOVAS cells
increased the increment of DOX concentration,
suggesting mitochondrial hyperpolarization (Figure 4E). Hyperpolariz-
ation of mitochondrial membrane has been described as an early
event in apoptosis supporting impaired mitochondrial biogenesis.**
Overall oxygen consumption was higher in shPARP-2 MOVAS cells
than in scPARP-2 cells. The difference in oxygen consumption
increased upon DOX treatment similarly, while mitochondrial hyper-
polarization was much lower suggesting milder mitochondrial damage
(Figure 4D and E).

in line with
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4. Discussion

DOX toxicity affects both cardiac and vascular functions.” In the vas-
culature, DOX treatment has been shown to affect endothelial func-
tion” but no definitive data are available for its effect on the vascular
smooth muscle and the extracellular matrix.**'? We have affirmed
the deterioration of endothelial function in DOX-treated animals
but it seems to be independent of both PARP-2 and PARP-1, at
least 2 days post-treatment. Importantly, however, early upon DOX
administration, vascular smooth muscle is also damaged. We have
shown that the deletion of PARP-2 provided protection against the
vascular failure induced by DOX. Moreover, this protective pheno-
type was linked to the preservation of vascular smooth muscle.
PARP-2 depletion did not modulate the DNA breakage—PARP-1 acti-
vation—cell death pathway. Therefore, it is likely that PARP-2 does not
affect PARP-1 activation that may exert its deleterious effects.

As a possible alternative protective mechanism, we have investi-
gated the preservation of mitochondrial functions, as it has been
shown to protect against DOX toxicity.x’_w'33 PARP-2 depletion
has been recently associated with the induction of mitochondrial oxi-
dation through the induction of SIRT1 expressionfg The link between
PARP-2 depletion—SIRT1 activation—enhancement of mitochondrial
biogenesis was further supported by the fact that SIRT1 activation
has been shown to induce mitochondrial biogenesis in various
tissues.”” *? Indeed, we have detected increased SIRT1 content
after PARP-2 ablation both in vivo and in cultured aortic smooth
muscle cells which was the consequence of the induction of the
SIRT1 promoter.

The augmented expression and activity of SIRT1 caused enhanced
mitochondrial biogenesis, which may have contributed to the resist-
ance of PARP-2'" animals against vascular DOX toxicity. It appears
that higher level of mitochondrial activity provides an advantage for
PARP-2-depleted upon
stress-induced mitochondrial dysfunction (eg. DOX treatment).
Mitochondrial biogenesis, induced by PARP-2 depletion, may counter-
balance the DOX-induced loss of mitochondrial activity (Figure 5).

To the best of our knowledge, this is the first study reporting the
protective properties of SIRT1-induced mitochondrial biogenesis in
blood vessels. Indeed, SIRT1 has been shown to act as a cardioprotec-
tive factor.>>?°~*® Pharmacological activation of SIRT1 by resveratrol
has been demonstrated to induce mitochendrial activity in cardiomyo-
cytes.*® However, it must be noted that results obtained with resver-
atrol cannot simply be attributed to SIRT1 activation, as the specificity
of resveratrol towards SIRT1 is debated.”” Moreover, it may act as a
free radical s,calverlger:40 hence, it may eliminate reactive species
released by DOX. Therefore, resveratrol may interfere with
PARP-1 activation by quenching free radicals and hence protect mito-
chondria, or may act on unknown pharmacological targets to confer
protection. As Danz et al.*® have detected a complete loss of free
radical production upon resveratrol treatment, it cannot be ruled
out that resveratrol treatment acted upstream of mitochondrial bio-
genesis induction interfering with PARP-1 activation and provided
protection through blunting PARP-1-mediated cell death.

In the heart, SIRT1 can activate other protective mechanisms.
SIRT1T may deacetylate p53 and induce the expression of Bax family
proteins.”” SIRT1 may also impair PARP-1 activation and the conse-
quent cellular dysfunction through deacetylating PARP-1°® or by con-
suming NAD".*” However, we did not observe differences in PARP
activity or NAD™ consumption in PARP-2-depleted smooth muscle

cells over control cells oxidative

cells or in the PARP-2~'~ aorta, but observed an up-regulation of
SIRT1 and increased mitochondrial protein expression and function.
These apparent differences suggest that the mechanism of vascular
protection may consist of different pathways than the ones observed
in the heart. Importantly, however, preservation of mitochondrial
function seems to be a key issue in the protection against DOX
toxicity.

It is tempting to speculate that SIRT1-mediated induction of mito-
chondrial biogenesis may also have contributed to the protective phe-
notype of PARP-2 ablation in oxidative stress-mediated diseases such

as colitis'® or cerebral ischaemia'"”

and could be exploited in other
oxidative stress-related diseases. This hypothesis calls for the continu-
ation of the development of PARP-2-specific inhibitors that may be
used in such settings.17

In summary, here, we provide evidence for the protective role of
SIRT1 in the vasculature and implicate PARP-2 as a new target to
limit DOX-induced vascular damage. Furthermore, we propose that
modulation of the PARP-2-SIRT1 axis to enhance mitochondrial
activity may be a new therapeutic pathway to revert mitochondrial
hypofunction in the cardiovascular system or in other organs.

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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