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Poli(ADP-ribdz) polimeraz gatlo vegyuletek hatasmechanizmusanak
vizsgalata allatkisérletes és rheologiai modelleken

Kutatdsaink sordn kulonféle kisérletes szivelégtelenség modellekben vizsgélatuk a
poli(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) gatlok hatékonysagat és a jelatviteli utakra gyakorolt
hatasat. Vizsgalataink sordn az L-2286-ot (2-[(2-Piperidine-11-yletil)thio]quinazolin-4(3H)-
one) hasznaltuk PARP-gatloként. Ezt a specifikus és potens PARP-gatlo molekulat a PTE
Szerves és Gydgyszerkémiai Intézetében Prof. Dr. Hideg Kalman fejlesztette ki. Az L-2286
adagja kisérleteinkben 5 mg/ttkg/nap volt. Szamitasaink szerint ezzel a mennyiseggel érhet6
el a kordbbi in vitro kisérleteinkben maximalis védé hatést kifejté 10 uM-os koncentracio a
patkanyok vérében.

I/1. A PARP-géatlok hatasa a postinfarctusos myocardialis remodeling és szivelégtelenség
kialakulasaval szemben.

A beta-receptor agonista isoproterenol subcutan alkalmazasat kovetéen jelentos,
dontéen subendocardialis myocardialis necrosis alakul ki. A sejtvesztés kdvetkezményes
szivizom hypertrophiat eés balkamra tagulatot von maga utan [1, 2]. Ez a pathologias
hypertrophia szivelégtelenséghez vezet. Egy kdzlemény mar jelezte kordbban, hogy a PARP-
gatlas javithatja a postinfarctusos patkdnyokban a sziv kdvetkezményes systoles
dysfunctiéjat. Az ennek hatterében 1év6 (sub)cellularis és metabolikus mechanizmusok
azonban még nem voltak ismertek [3]. Ezért meg kivantuk hatarozni, hogy az L-2286
kodjelic PARP-gatl6 milyen modon képes befolyasolni a postinfarctusos szivelégtelenség
kialakulasat, milyen hatasa van a cardiomyocyta sejtméretre, az interstitialis matrix
felszaporodasara, a metabolikus paraméterekre, a gén expresszidra és az intracellularis
jelatviteli utakra.

A szivben a remodeling inadekvat szivizomsejt hypertrophiaval és extracellularis
strukturalis fehérjéek (fibrillaris collagen, collagen I és I11) lerakodasaval jellemezhets, mely
szOveti merevséget okoz, csokkenti a myocardium viszkoelaszticitasat és végil diastoles és
systoles dysfunctiohoz vezet [4-6]. Vizsgalatunkban az L-2286 mérsekelte a postinfarctusos
remodelinget a myocardialis hypertrophia és a collagen Il interstitialis lerakédasanak
csokkentése révén.

A szivelégtelenség és a szivizom hypertrophia a mitokondriumok energia
metabolizmusanak jelentés karosodasaval jar egyitt. A karosodott mitokondrialis funkcio a
magas energiaju foszfatok szintje és az oxigén felhasznalas csokkenésével jar egyditt. Emellett
csokken a légzési lancban komponenseinek mennyisége és aktivitasa is [7]. Ezzel egyezéen
szivelégtelenség modelliinkben is csokkent a complex I-llI-nak (NADH:cytochrom ¢
oxidoreduktaz) az aktivitasa, dontéen az oxidativ stressz altal kivaltott posttranslatios
inaktivalasnak koszonhetéen, ugyanakkor az alkotoelemek mennyisége valtozatlannak
bizonyult. PARP-gatlé adasaval ez a kedvezétlen hatas csokkenthet6 volt.

A balkamrai falfeszilés valtja ki a B-tipusu natriureticus peptid (BNP) termel6dését.
Ezért a magas BNP koncentracio specifikus jele a csokkent balkamra funkcidnak eés
szivelégtelenségnek [8-9]. Postinfarctusos allatokban ennek megfeleléen magas BNP szintet
mértiink, mely emelkedés mérsékelhet6 volt L-2286 kezeléssel.
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Az utébbi években jelentés mértékben néttek ismereteink az intracellularis jelatviteli
utakkal kapcsolaban. Ezen utak kozvetitik az extracellularis névekedési szignalokat a
sejtmagba. A hypertrophia folyamatét vazoaktiv peptidek, novekedési faktorok, hormonok és
neurotransmitterek valtjak ki és tartjak fenn, dontéen a MAP kindzokra gyakorolt hatasan,
illetve a JAK/STAT, a CaMK/calcineurin, valamint Akt-1/glikogén szintdz kinaz (GSK)-31
[4, 10-15] atvonalon keresztil. A MAP kinazoknak a hypertrophia és szivelégtelenseg
folyamatdban betoltott szerepe nem egyértelmii, ugyanakkor nem tartoznak a legfontosabb
jelatviteli utak kozé. Altalaban gy vélik, hogy az ERK1/2 aktivacidja fiziologias, mig a tobbi
MAP kinaz aktivacidja maladaptiv hypertrophidhoz vezet [4]. Néhany protein kinaz - Akt-1,
p70-S6 kinaz, p90-RSK, protein kindz C (PKC) és a protein kinaz A — foszforilalja és ezaltal
gatolja a GSK-3p-t, mely ezaltal balkamra hypertrophia kialakuldsahoz vezet [8, 16, 12, 17].
Azonban az is ismertté valt, hogy a GSK-3p gatlasa antiapoptotikus hatasu, ezaltal segiti a
szivizomsejtek postinfarctusos talélését [18]. Ugyanakkor transzgén &llatokban kimutatték,
hogy a tulzott GSK-3B aktivitds sulyos diastoles tipusu szivelégtelenséget okoz az
intracellularis kalcium anyagcsere zavara révén [19]. A GSK-3p phosphatidylinositol-3-kinaz
dependens foszforilacidjat ket protein kinaz katalizalja, az Akt és az ILK [13, 17]. A
ndvekedési faktorok nemcsak ezen az uton, hanem a PKC-n keresztil is reguléljak a GSK-3p3-
t [20]. A PKC néhany isoformja, a PKCa, PKCp, PKCy, PKCn és a PKC3 tudja foszforilalni
a GSK-3p-t [21].

A myocardialis infarctus utan nyolc héttel nem talaltunk emelkedést az ERK1/2
activitasaban, de kétszeres emelkedés alakult ki az Akt, a p38-MAPK és a JNK
foszforilaltsdgaban. L-2286 alkalmazasa ezen kindzok aktivitasat érdemben nem befolyéasolta.
Ugyanakkor a PKC foszforilaltsaga infarktust kovetéen jelentésen emelkedett, mely
emelkedést a PARP-gatld kezelés meérsékelte. Ezen eredmények alapjan a PKC — elsésorban a
PKCoa/p — csokkent foszforilacidja allhatott a PARP-gatlas elényos hatdsanak hatterében.

Az, hogy a PARP-gatlok milyen modon csokkentik a PKC aktivitdsat, még nem
teljesen ismert. Ismert azonban, hogy szivelégtelenség sordn az oxidativ stressz fokozhatja a
PKC aktivitasat. EI6sz0r is az oxidativ stressz direkt vagy indirekt médon stimulélja a PKC-t
a novekedeési faktorok receptorainak foszforildldsan vagy lipid szekunder messengereken
keresztul [22]. Méasodszor, a PARP aktivacioja is kdzremiikodhet a PKC activaciojaban, mert
a ROS-indukalta poli(ADP-ribozil)acio csokkenti a nikotinamid adenin dinukleotid (NAD®)
tartalmat, illetve a direkt poli(ADP-ribozil)acio gatolja a glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogendz (GAPDH) enzimet [23-24]. A GAPDH gatlasa fokozza az a-glicerofoszfat és a
diacylglycerol (DAG) termelédéset. A DAG a PKC ismert aktivatora [24]. Masfeldl pedig a
szabad gyokok is oxidalhatjak es direkt modon is gatolhatjak a GAPDH-t [25].

A PARP-gatlas elsésorban a nuklearis PARP miikbdését befolyasolja és igy megérzi a
sejt NAD™ és ATP tartalmat és megelézi a NAD'-csokkenés kivaltotta GAPDH inaktivaciot.
Koréabban igazoltuk, hogy a PARP-gatlok megvédik a mitokondrialis 1égzési lanc komplexeit
a szabad gyokok okozta inaktivalastol és csokkentik a mitokondrialis szabad gyok termelést.
[26]. Mindezek alapjan ugy véljik, hogy a PARP-gatlads a PKC aktivitadsanak mérséklését a
NAD" raktarak megorzésével, a ROS termelés mérséklésével a csokkent GAPDH
inaktivacion és alacsonyabb DAG szinten keresztil fejti ki.

Ez a munkank igazolta elészor, hogy a PARP-gatlas részben a protein kinaz C-re
gyakorolt hatadsan keresztlll lassitja a postinfarctusos remodeling és szivelégtelenség
kialakulasat. lgazoltuk tovadba hogy a PARP-gatlok csokkentik a szivizomsejt hypertrophiat,
az extracellularis matrix lerakodasat és a mitokondrialis dysfunctiot. A PARP-gétlas altal
kivaltott jelatviteli hatdsok a myocardialis remodeling soran tovabb gyengitik az eredeti
elképzelést, miszerint a PARP-gatlok altal kivaltott sejtvédd hatas kizarlag a NAD™ és ATP
raktarak megorzésének készonhetoek.



1/2. PARP-géatlok és ACE-géatlok hatdsanak és hatékonysaganak osszevetése isoproterenol
indukélta szivelégtelenség modellben.

Maésodik vizsgalatunkban postinfarctusos szivelégtelenség modellben tovabb
igyekeztink pontositani a PARP-gatldk jelatvitelre gyakorolt hatdsait. Mindemellett ssze
kivantuk vetni a PARP-gatlok hatasat és hatékonysagat egy, a szivelégtelenség kezelésésben
széles korben alkalmazott gyogyszerrel, az ACE-gatlé hatasu enalaprillal. Vizsgalatunkban az
enalapril adagja 10 mg/ttkg/nap volt. A dozist az emberben maximalisan alkalmazhaté emberi
adag alapjan, illetve korabbi kutatasokat (2-20 mg/ttkg/nap volt a leggyakoribb alkalmazott
dozis) is figyelembe véve allapitottuk meg. Lényegében mindket gyogyszert abban a dozisban
adtuk, amivel a hatdanyaggal elérhet6 legnagyobb géatlas elérhetd.

Eredmenyeink megerésitettek a PARP-gatlok pozitiv hatasat  postinfarctusos
remodeling soran, illetve védé hatasukat a pangasos szivelégtelenség kialakulasaval szemben
[27]. Az interstitialis fibrosis, és a balkamra hypertrophia mérséklodott, ezen kivil mind
gravimetriaval, mind echocardiographiaval meghatarozva csokkent a szivtdmeg és a
szivtomegnek a testtdmeghez viszonyitott aranya.

Korabbi munkak igazoltadk, hogy a PARP-gatlok fokozzak az Akt-1 foszforilaltsagat
és aktivitasat kilonbozo szervekben, igy a reperfundalt myocardiumban is, mely felvetette
annak a lehet6ségét, hogy a PARP-gatlas a védo hatasat PI3K/Akt uton keresztiil fejti ki [28].
Ismert ugyanis, hogy a PI3K/Akt jelatviteli ut adaptiv myocardialis hypertrophiat okoz és a
szivizomsejtek PI3K-anak folyamatos aktivacidja nem vezet maladaptiv hypertrophiahoz
[29].

El6z6 vizsgélatunk sordn, a PARP-gatlok PKC-re kifejtett hatdsa tiint dontének,
érdemi hatast nem észleltink a PI3K/Akt Ut aktivitasaban [27]. Ezért megnoveltik az
infarctus kivaltasa miatt adott isoproterenol adagjat és a postinfarctusos kezelési idészakot is
(12 hétre). llyen korilmények kozott azt észleltlik, hogy az Akt-1 foszforilacié mértéke,
melyet az isoproterenol kezelés fokozott, a PARP-gatl6 kezelés mellett tovabb nétt, ami a
GSK-3p kovetkezményes gatlasaval jart egyutt. Mindennek donté jelentésége van a
postinfarctusos maladaptiv folyamatok kivédésében, mert ez a valtozas fiziologias
hypertrophiat okoz, illetve antiapoptotikus hatasu.

A MAP kindzok, az ERK, a JNK, és a p38 mindannyian aktivalédnak Ang Il hataséara
[30], azonban a MAP kinazok szerepe szivelégtelenségben még ellentmondasos. Az ERK1/2
aktivacidja physioldgias balkamra hypertrophidt okoz, valamint javitja a myocardium
kontraktilitasat [27] és a MEK1-ERK2 vedi a szivet az ischaemia indukalta apoptosissal
szemben [31]. Az ERK1/2 foszforil&cidja ISO kezelés utan csokkent valamelyest, azonban
PARP-gétlas jelentésen megemelte aktivitasat. Vizsgalatunkban az 1SO-kezelt csoportban a
p38 MAPK csak enyhén foszforilalt allapotot mutatott, azonban a PARP-gatlas megndvelte a
p38-MAPK foszforilaciojat. Mig a szivizomsejt apoptosis a p38-a. aktivacidjanak tudhato be,
addig a p38-p aktivacioja a tulélést javito, un. prosurvival jelatviteli utat mediél szivizomsejt
novekedes fokozasan es az apoptosis csokkentésén keresztil [32]. Sajnos azonban az
antitestek nem tesznek kuldnbséget a két isoform kozoétt, igy nem tudjuk, hogy pontosan
melyik isoform foszforilaltsdga hogyan valtozott a kezelés soran [33]. Végul a JNK
foszforilaltsaga is emelkedett PARP-kezelés mellett

Irodalmi adatok szerint a PKC expressidja megné nyomas-tulterhelés altal kivaltott
szivelégtelenségben. Postinfarctusos szivelégtelenség modelliinkben ezt mi is igy talaltuk.
Mind az 6ssz-PKC, mind a PKC a/p isoform foszforilaltsaga megemelkedett 1ISO-indukalta
myocardialis infarctus utan, de aktivitdsuk csokkent PARP-gatld kezelés mellett. A szintén



maladaptiv valtozasokat okozé PKCS Thr*® és PKC {/A Thr**%“% aktivitasa is csokkent a
kezelés mellett.

A PKC-¢-t kulonféle stressz tényezok aktivaljak. Igazoltak korabban, hogy a PKC-¢
egy jelatviteli komplexet képez az Akt-1-el és kooperativ mdédon védi meg az endothel
sejteket az apoptosissal szemben [34]. A kiemelked6 B1 szelektivitassal bird béta-blokkolo, a
landiol is a PKC-g-on keresztil fejti ki védo hatdsat Langendorff-perfundalt patkany
szivekben [35]. Vizsgalatunk soran ennek a protektiv jelatviteli faktornak az aktivalddasat
igazoltuk PARP-gatld kezelés mellett. Osszességében a PARP-gatld L-2286 aktivalta a PKC-
e-t, de a tobbi PKC isoform aktivitasat csokkentette, melyek maladaptiv szivizom
hypertrophiat és remodelinget okoznak postinfarctusos allatokban.

Postinfarctusos szivelégtelenseg modelliinkben az echocardiographias paraméterek -
systoles balkamra funkcio, falvastagsagok, LVESV, LVEDV - a kontroll allatokhoz képest
jelentésen romlottak az 1SO-kezelt csoportban. PARP-gatlé kezelés kivédte a systoles
balkamra funkcié csokkeneset, valamint mérséklédott a balkamra hypertrophia mértéke is.
Erdekes mddon a kezelés ellenére az LVEDV nem csokkent.

Az ACE-gatlo enalapril is védé hatasunak bizonyult vizsgalatunk soran, mely vedé
hatas hatterében a fent részletezett jelatviteli utakra hasonld hatést gyakorolt, mint a PARP-
gatlo. Ugyanakkor az ACE-gatlassal szignifikansan kisebb védé hatas volt elérhets, mint
PARP-gatlassal. Osszefoglalva megallapithatd, hogy a PARP-gatld L-2286 egy igéretes
kisérleti molekula a szivelégtelenseg kezeléseben.

1/3. A PARP-gétlok hatésa fiatal spontan hypertenziv patkanyokban (SHR) a hypertrophias
cardiopathia kialakulasaval szemben.

Korébbi vizsgalatainkat postinfarctusos szivelégtelenség modellben végeztik, ahol a
balkamra hypertrophia és a szivelégtelenség kialakulasa idében nem valaszthat6 jol szét
egymastol, igy a két folyamatot csak egydtt tudtuk vizsgalni. Az SHR modell azonban
alkalmas erre, hiszen irodalmi adatok szerint a balkamra hypertrophia mar a 6. héten elkezd
kialakulni, mig a hypertrophias cardiopathia csak a 30. hét utan kezd atmenni pangasos
szivelégtelenségbe [36]. Ebben a vizsgalatunkban a PARP-gatloknak (L-2286) a hypertropias
cardiopathia kialakulasaval szembeni hatasat vizsgalatuk.

A szivizom hypertrophia - a folyamat elején - egy kompenzatdrikus valaszreakcio
része, mellyel a myocardium a kilsé stressz tényezékre (nyomds- vagy volumenterhelés,
oxidativ stressz) valaszol [37], kés6bb azonban szivelégtelenség alakul ki.

Vizsgalatunk soran az SHR patkanyokban a kialakult balkamra hypertrophia mértéke
megegyezett az irodalmi értékekkel [38,11,14], emelkedett a balkamra/testtomeg arany, a
balkamra/tibiahossz arany, de gravimetria soran a szivelégtelenség jeleit nem észleltik (a
nedves tidé/szaraz tidé tdmegardny nem valtozott). Ugyanezt erésitette meg a BNP szint
valtozasa, mely ugyan egy enyhe emelkedest mutatott SHR patkanyokban, de ez nem volt
Iényegesen magasabb, mint az megegyez6 korl CFY patkanyokban.

A szOvettani vizsgalat jelentés interstitialis kollagén felszaporodast és a
szivizomsejtek megnagyobbodasat igazolta, melyek a hypertoniés szivkarosodas ismert jelei
[19]. PARP-gatlas szignifikansan csokkentette mind a szivizomsejtek méretét, mind az
intersticidlis kollagén lerakddas mértéket.

A vizsgalat elején végzett echocardiographia a CFY és SHR patkanyok kozott nem
mutatott kilonbséget a systoles balkamra funkcio, a balkamrai falvastagsagok és az
uregmeretek vonatkozasaban. A 26 hetes vizsgalat utan elvégzett echocardiographia azonban
jelentésen emelkedett balkamrai falvastagsdgokat és végdiasztoles volument (LVEDV)
mutatott az SHR patkanyokban a CFY csoporthoz képest. A systoles balkamrafunkcid



azonban nem kilonbozott a két csoport kozott. PARP-gatld kezelés mellett a balkamrai
falvastagsag jelent6sen alacsonyabb volt, mint a kezeletlen SHR csoportban, a LVEDV
azonban nem kulonbdzott szignifikansan a két csoport kozott.

A jelatviteli utak aktivitdsa jelentésen megvaltozott SHR patkanyokban a CFY
patkdnyokhoz képest. Az Akt-1/GSK-3p jelatviteli Gt foszforildcidja emelkedett, emellett a
PKC, elsésorban a PKC o/, és a PKC A/, valamint diszkrétebb mdédon a PKC 5, a PKCe
aktivitdsa nott meg. PARP-gatlds a protektiv jelatviteli utak (Akt-1/GSK-3B, PKC ¢)
foszforilaltsagat tovabb emelte, azonban a maladaptiv hypertrophidhoz vezetékét (PKC o/p,
PKC M) csOokkentette. A MAP kinazok is aktivalodtak Kkissé a spontdn hypertenziv
patkanyokban, azonban ezek aktivitdsat a PARP-gatld kezelés nem befolyasolta érdemben.

Osszefoglalva a PARP-gatlo jelentss védelmet nydjtott hypertenziv patkanyokban a
hypertonias cardiopathia kialakulasaval szemben antihypertenziv hatas nélkal is, dontéen az
Akt-1/GSK-3p jelatviteli atra, illetve bizonyos PKC isoformok aktivitasara kifejtett hatasa
révén.

I/4. A PARP-géatlok hatasa idgs spontan hypertenziv patkanyokban (SHR) a pangasos
szivelégtelenség kialakulasaval szemben.

El6zetes eredményeink szerint a PARP-gatld kezelés lényegesen javitotta az SHR
patkanyok talélését. Mig a kezelt allatok esetén mintegy 10 %-0s mortalitast észleltiink a 26
hetes kezelés soran, addig a kezeletlen SHR patkanyoknal ez az érték mintegy 75 % volt.
Echocardiographias paraméterek kozil a systoles balkamra funkcié Iényegesen jobb volt az
L-2286-al kezelt csoportban, mint a kezeletlenben. A szbvettani és a jelatviteli vizsgalatok
még folyamatban vannak.

I/5. A PARP-gétlas hatasa doxorubicinnel kivaltott szivelégtelenség modellben.

Ebben a vizsgalatban him CD-1 egereket kezeltiink 6sszesen 4 hétig hetente két
alkalommal 3 mg/kg doxorubicinnel. A doxorubicinnel kezelt &llatok egy része PARP-gétldt,
mig masok scavenger hatasu Trolox kezelésben részesultek.

Ebbél a vizsgalatbdl szarmazd mintéink jelenleg feldolgozas alatt &linak.

11/ Alkohol-mentes vérosbor kivonat gatolja az isoproterenol altal kivaltott myocardialis
remodelinget az Akt-1 és a protein kindz C a/p aktivitasanak befolyasolasan kersztil

Jol imert tény, hogy a mérsékelt alkoholfogyasztas - kiléndsen a magas polifenol
tartalma vorosborok fogyasztasa — csokkenti a cardiovascularis mortalitast és morbiditast.
Postinfarctusos modelliinkben azt vizsgaltuk, vajon alkohol-mentes vordsbor kivonat
(AFRW) alkalmazasa mérsékli-e a myocardialis remodelinget. Isoproterenol (1SO) kezeléssel
idéztiink el6 myocardialis infarctust CFY patkanyokon, majd 8 hétig a kontroll csoport vizet,
a kezelt csoport pedig AFRW-t ihatott (ad libitum). Sziv/testtdmeg, kamra/testtomeg aranyt, a
szivizomsejtek atmérojét, a PKC o/p és az Akt foszforilaltsagat, valamint a Ill-as tipusd
kollagén interstitialis mennyiségét hataroztuk meg. A gravimetrias paraméterek javultak, a
szivizomsejtek atméroje és az interstitialis kollagén mennyisége csokkent AFRW kezelés
hatdsara. Ugyanakkor a PKC o/p Il csokkent, illetve az Akt-1 fokozott foszforilaltsaga
igazolddott az AFRW-vel kezelt csoportban. Az AFRW tehat fokozta az Akt-1 aktivitasat,
mely az egyik legjobban ismert citoprotektiv jelatviteli ut. Eredményeink azt mutatjak, hogy a



vorosbor polifenolok PKC alpha/beta Il foszforilalaltsdganak csokkentése és az Akt-1
foszforilaltsdganak novelésén keresztul fejti ki vedé hatdsat a postinfarctusos balkamra
hypertrophia és remodellinggel szemben.

11/2. Vorasbor és alkohol-mentes vordsbor kivonat (AFRW) elényds rheolégiai hatésai

Epidemiologiai adatok szerint a mértékletes vordsborfogyasztas csokkenti a sziv-
érrendszeri betegségek kockazatat. Allatkisérletek az alkoholmentesitett vordsborkivonat
(AFRW) kedvez6 hatdsat is kimutattak. Munkank soran in vitro megvizsgaltuk, lehet-e
szerepe a vorosbor illetve az AFRW hemorheoldgiai tényezékre gyakorolt hatisénak. 13
onkéntes véréhez vorosbort kevertink ugy, hogy 1, 3 illetve 10%o véralkoholszintnek
megfelelé allapotot érjink el. Mas mintakhoz ekvivalens mennyiségben AFRW-t kevertiink.
Kontrollként azonos mennyiségti fiziologias sdoldattal higitott vért hasznaltunk. A
vorosvérsejt aggregacidé Myrenne aggregométerrel mérve mindkét reagens hatéséra
dozisfuggé modon csokkent, a vorosbor az AFRW-nél erésebb hatast mutatott. Ezen
eredményt LORCA-ektacitometrids mérés is megerésitette. A LORCA-val mért vorosvérsejt
deformabilitasra egyik agensnek sem volt hatdsa semmilyen koncentracioban sem. A Carat
TX4 optikai aggregométerrel mért vérlemezke aggregaciét az AFRW csak a legmagasabb
koncentracidban csokkentette szignifikansan, mig voroésborral a kisérlet kivitelezhetetlen volt.
Eredményeink szerint a vorosbor védo hatasaban szerepet jatszhat a vorosvérsejt aggregacio
csokkenese, megfelelé komponensének izolalasa és magas dozisban valo alkalmazasa
gyogyszerfejlesztés kiinduldpontja lehet.

I11/1. Antioxidans kisérleti molekulak rheoldgiai hatasanak meghatarozéasa.

In vitro mdédon megvizsgaltuk az oralis antikoagulansok alap molekuldjanak (4-
hidroxi-kumarin), a klinikumban hasznalt szarmazékoknak (warfarin, acenokumarol) és
szintetizalt 0j szarmazékaiknak (HO1966, HO3507, HO3470, HO3489) hatasat a trombocita
aggregaciora és a vorosvérsejt deformabilitasra. Az el6bbi molekulaknal nem tudtunk
antioxidans ill. trombocita aggregacio gatlo hatast igazolni. A kisérleti szerek kdzil viszont
harom is (HO1966, HO3507, HO3489) szignifikansan csokkentette a vorosvérsejtek oxidativ
karosodasat és gatoltak az ADP-indukalta trombocita aggregaciot.

111/2 Ektacitrometrias méréstechnikai vizsgalatok

Az ektacitometria a vorosvérsejtek deformalhatosagat vizsgalo, elterjedoben lévé
modszer. A deforméciot el6idézé nyirderoket egy magas viszkozitadsl vivokozeg
aramoltatasaval hozzak létre. Altalanos ajanlas hijan a szerzék kisérleteikben eltérs
viszkozitast kozegekkel dolgoznak. Korabbi adatok utalnak arra, hogy a kdzeg viszkozitasa
befolyassal bir az eredményre, mig mas elmeéleti megkdzelitések ezt cafoljak. Vizsgalatunk
kimutatta, hogy magasabb viszkozitasu vivokdzeg azonos nyirofesziltség mellett is nagyobb
deforméaciot okoz, a kilonbség mértéeke azonban fligg a sejt egyéni tulajdonsagaitol is, igy
informaciotartalommal birhat. Ha a vivékozeg viszkozitasat tévesen adjuk meg, a mért
eredmények hibasak lesznek. Kidolgoztunk egy transzformacios eljarast, mellyel az ilyen
eredmények a vivokdzeg viszkozitasanak utdlagos helyes megadésdval tokéletesen
korrigalhatok, igy megmentheték. Az ektacitometrids eredmények halmaza statisztikailag
nehezen kezelhet6, klinikailag nehezen értelmezhets, igy kivanatos olyan adatredukcios



modszer, mellyel az eredmény kevés paraméterrel, informacidvesztés nélkdl,
reprodukalhatoan jellemezhet6. Az irodalomban talalhato ket ilyen mddszert megvizsgaltuk,
és Kkritikai észrevételeket tettlink.

A konnyebb technikai kivitelezhet6seg miatt az ektacitometriahoz magas viszkozitasu
kdzeget hasznélnak. Korabbi vizsgalatok szerint azonban alacsony viszkozitadst kozegek
hasznalata értékes tobbletinformaciokat adhat a sejtekrél. Alacsony viszkozitasu kézegben az
eredmeények alakulasa jelent6sen eltér a magas viszkozitasu kozeg alapjan vartaktdl. Az
eredményt jelentésen befolyasolja az is, hogy a mérest alacsony nyirdfesziltsegek
alkalmazasaval kezdjik, majd magasabbak felé haladunk, vagy forditva. A jelenség
hatterében a sejtek orientacios/dezorientacios allapotat, illetve aggregacios folyamatokat
sejtiink. Felmerll az a kérdes is, hogy a kritikus nyirdfesziltség illetve viszkozitasérték,
melynél a sejtek viselkedése megvaltozik, felhasznalhato-e a sejtek jellemzésére?

111/3. Az aspirin és a clopidogrel rezisztencia kialakulasat befolyasolé tényezdk

Elemzéseket végeztiink annak felmérésére is, hogy milyen tényezok (genetikai
tényezok, rizikd, életmdd, gydgyszeres kezelés) hozhatdk  Osszefuggésbe az
acetilszalicilsavval illetve a tienopiridinekkel szembeni rezisztencia kialakulaséval.
Retrospektiv vizsgalatban elemeztik koszoruérbeteg ferfiak és noék haemorheologiai
paramétereiben észlelheté kuldonbségeket. Megvizsgaltuk, hogy ezen betegeknél mért
paraméterek eltérnek-e a normal tartomanytol, miként fuggnek 6ssze egymassal, és
kapcsolatba hozhatdk-e a beteg morbiditdsaval és mortalitasaval. Tobb ezer beteget feldlel6
adatbazis alapjan tartuk fel a haemorheologiai jellemzok és az 6regedés kozotti 6sszefliggest.

IV. Fazis Ill. klinikai farmakologiai vizsgalatok

Két sajat tervezést klinikai farmakologiai vizsgalatot is végeztiink klinikankon.
Cardio-, illetve cerebrovascularis betegekben a resveratrolnak, illetve a Sclerovit-nak (folsav,
B12, B6 és E vitamin tartalmu gyogyhatdsu készitmény) az endothelfunkciora, illetve a rutin
labor-, és haemorheologiai paraméterekre gyakorolt védo6 hatasat iagzoltuk.
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