DOI:10.14753/SE.2019.2330

SEMMELWEIS EGYETEM
DOKTORI ISKOLA

Ph.D. értekezések

2330.

BARANY TAMAS

A vérkeringési rendszer normalis és koros miikodésének mechanizmusai

cimll program

Programvezetd: Dr. Beny6 Zoltan, egyetemi tanar

Témavezetd: Dr. Horvath Eszter, egyetemi adjunktus



DOI:10.14753/SE.2019.2330

A parthanatos szerepe az endotél diszfunkcio €s a
szivelégtelenség patomechanizmusaban

Doktori értekezés

Dr. Barany Tamas

Semmelweis Egyetem
Elméleti és Transzlacios Orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezet6: Dr. Horvath Eszter Maria, Ph.D., egyetemi adjunktus
Konzulens: Dr. Zima Endre, Ph.D., egyetemi docens

Hivatalos biralok: Dr. Horvath Viktor, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Verzar Zso6fia, Ph.D., egyetemi docens

Szigorlati bizottsag elnoke:

Dr. Pénzes Istvan, MTA doktora, professor emeritus
Szigorlati bizottsag tagjai:

Dr. Zsembery Akos, Ph.D., egyetemi docens

Dr. Balint Hajnalka, Ph.D., féorvos

Budapest
2019



1.

2.

4.

DOI:10.14753/SE.2019.2330

Tartalomjegyzék
ROVIDITESEK JEGYZEKE ......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeet st en e 4
133 D0 Y2 V2 0 B OF TSRV 8
2.1 OXIDATIV-NITRATIV STRESSZ .oooi e e e e ettt ettt ettt 8
2.2  APOLI (ADP-RIBOZ) POLIMERAZ ENZIMCSALAD ......ccovviieiiieiieiiesieeseesaessaanens 10
2.2.1 A poli (ADP-riboz) polimerdz mikodese ............couivviveiveiieaieiiieiinaieseenns 10
2.2.2 Poli (ADP-riboz) polimerdz a ,,Janus arci” enzim...........ccooeevveencesrnnenens 12
2.3  PARTHANATOS ES AZ APOPTOZIS INDUKALO FAKTOR ...oooovieeeeeeee, 13
2.4  AZ ENDOTEL DISZFUNKCIO ES A KARDIOVASZKULARIS KOCKAZAT ......ooovveenn. 15
2.4.1 Endotél diSZfUNKCIO ...........cooioiiiiiiiiiiiii e 15
2.4.2 Endotél diszfunkcio diabétesz mellituszban ..................ccccoovvoiiieniiiccnnennn. 16
2.4.3 Endotél diszfunkcio szivelégtelenSégben ..............cccouviiveniiiciiieeniiiiinenns 19
2.4.4 Szivelégtelenség terminoldgidja, diagnosztikdja.................ccccvvveiivcninnnnn. 20

2.5 OXIDATIV, NITRATIV STRESSZ ES PARTHANATOS SZEREPE A

KARDIOVASZKULARIS PATOFIZIOLOGIABAN ......ccciiiiiiiiiiiiisie s 22
2.5.1 Miokardidlis iSzkémia-rePerfizZio............cccouviriiiiuiiiiiiiiiienisieseese e 22
2.5.2 Ingadozo vércukorszint okozta endotél diszfunkcio szerepe ........................ 25
2.5.3 Kronikus SZivelegtelenseg ............ccoouiviiiiiiiiiiiiiiiieiieeee e 29
CELKITUZESEK .......coooitiiiiiiiiiiiniieseies s 35

31 ENDOTEL KAROSODAS ES PARTHANATOS FELMERESE INGADOZO

VERCUKORSZINTBEN .....0iiutiiiiitieiiisiie sttt sttt bbb n s 35
3.1.1 Vércukor ingadozas és a vaszkularis diSzfunkcio ..............ccccoevvnicninnnn. 35
3.1.2 Veércukor ingadozas és az oxidativ-nitrativ StreSSz .........ccueeuuuveervesinerinnans 35
3.1.3 Veércukor ingadozas és a PARP GKtIVACIO .........cccccoueioeiiciiiiiiiieieeie e 36

3.2  SZIVELEGTELENSEGET JELLEMZO PARAMETEREK ES A PARTHANATOS MARKEREI

36
3.2.1 Parthanatos a szivelégtelenségben.................cccuvuiviiiiiiieniiiiiiieiiiiiciens 36
3.2.2 Szivelégtelenség és a parthanatos kozotti korreldcio..............cocouvvvvenennnnne. 36
MODSZEREK ...ttt sssessssesss s sssses s assssssssssssssssssens 37
4.1  VIZSGALATIPROTOKOLL ...oiuiiiiiiiiiiiisiieii ettt 37



DOI:10.14753/SE.2019.2330

4.1.1 Diabéteszes allatmodell..................ccc.ccoouiiiiiuiiiiiieiiiie e 37
4.1.2 Kronikus szivelégtelen betegek vizsgalata ...............cccccoocvviiiiiiiniiiiinincnnn. 39
4.2  VVASZKULARIS FUNKCIO MERESE INGADOZO VERCUKORSZINTBEN.........ccouenee. 40
4.3  PARTHANATOS JELEI SZOVETEKBEN .....cciiiiiiiiiiiiiiiieii e 40
4.3.1 ImmunhiSZtOKEMIQ .............ccceeiiiiiiiie et 41
4.3.2 Western blot Analizis ...............ccoouuiiueiciieiiiiee i 42
4.4  PARTHANATOS MARKEREI VERALKOTOKBAN ......ccciiiiiiiiiiiiniiisis e 42
BAL BiOKOIMIGA. ..ot 42
4.4.2 IMIMUROLOZIA. ...t 43
4.4.2.1 ImmunhiSZtOKEMIA.....cueiiiiiiiiiiii et 43
4.4.2.2 Aramlasos CILOMELIA ........ov.evveeveeeseeieessceesee s st eseeseseneenen, 44
4.5 R I 574 1 S USSR 44
5. EREDMENYEK .........oooniiiiiiiiinniinneineessesssesss ettt esss st 46

5.1 ENDOTEL KAROSODAS MERTEKENEK FELMERESE INGADOZO
VERCUKORSZINTBEN .....cttttttttttttsssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssrssesersrersmsm. 46
5.1.1 Vércukorszint ingadozdsok experimentalis dllatmodellben ......................... 46

5.1.2 Endotél fiiggd relaxacio és az ingadozo vércukorszint kozotti osszefiiggeés. 48

5.1.3 Oxidativ-nitrativ stressz jelei csontveloben és endotélben........................... 50
59.1.4 PARP aktivacio szovetekben és keringo leukocitakban ............................... ol

5.2  SZIVELEGTELENSEGET JELLEMZ(O PARAMETEREK ES A PARTHANATOS KOZOTTI
J2€0)0 2321 7N (O J TR 56

5.2.1 Klinikai paraméterek a szivelégtelenség kontroll csoportos vizsgalataban. 56

5.2.2 Parthanatos markerei a véralkotokban.................c.cccccovevviioiiieniiiiinnenn, 58
5.2.3 Parthanatos és a szivelégtelenség paraméterei kozotti korreldcio .............. 61

5.2.4 Parthanatos vizsgalata anamnesztikus és klinikai markerek fiiggvényében 65

5.2.5 Oxidativ stressz meghatarozoi szivelégtelenségben .................c.cccovveinnenn. 65
6. MEGBESZELES .....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oottt ettt ettt e ettt e et et et et ee et et et et et es et ererenes 67
6.1 VASZKULARIS DISZFUNKCIO INGADOZO VERCUKORSZINTBEN .....coooveeveeeeereennn, 67

6.2 OXIDATIV-NITRATIV STRESSZ ES PARP AKTIVACIO AZ INGADOZO

VERCUKORSZINT FUGGVENYEBEN ... tteetet ettt e eeeeeeeeeeeaseesesaneesenaeeesetaaeeerenneeerennens 72
6.3 PARTHANATOS MARKEREI SZIVELEGTELENSEGBEN ....ceeeieveeeieeeeeeeeeeeeenianeeaees 75



DOI:10.14753/SE.2019.2330

6.4 OXIDATIV STRESSZ MEGHATAROZO TENYEZOI A SZIVELEGTELENSEG
KLINTKUMABAN .. eieeette et e e e eee e e e s e e e e aeee e e aaseeeeeeeee e eaaseeeeeseensnnasseeeeeeeennnnaaseeeeereenns 78

6.5 PARTHANATOS MARKEREI, MINT DIAGNOSZTIKUS ES TERAPIAS CELPONTOK .... 80

7. KOVETKEZTETESEK ........ccoceoviviiiiiiiiiiieiesisseesesissss s 82
8. OSSZEFOGLALAS ........coooviiiiiiiireies et 83
SUMMARY L.ttt sttt ettt et e ket ekt e e he e e bt e s hb e et e e e be e e bt e ehb e e nbeeebeeenneenaeeenes 84
9. IRODALOMUIEGYZEK ........oooiuiiieiieeeeeeeeeeeteseee e, 85
10.  SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE ...........ccccovvvnirniiniiiiresiisssesesissienons 107
10.1 DiSSZERTACIOHOZ KAPCSOLODO KOZLEMENYEK ....ccuvveeiiireeiiiresiiieesisieesnnneenns 107
10.2 DiSSZERTACIOTOL FUGGETLEN KOZLEMENYEK .....ccciivvieiireeiieesisreesiseeesssnnenns 107
11.  KOSZONETNYILVANITAS........ccocovvriiiiieiieiseseiesssee e 109



ACE
ADP
AGE
AlF
anti-KLH
AP-2
ARH3
ARTD
ATP
AUC
BER
BH4
B-MYB
BNP
cAMP
cGMP
CHF
CRE
CRP
DAB
DNS
DM

EF

ESC
eNOS
E-szelektin
FeZ+
FeB+

GAPDH

DOI:10.14753/SE.2019.2330

1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

2.1 Oxidativ-nitrativ stressz

Az oxidativ-nitrativ stressz a szabadgyokok €s az antioxidans kapacitds kozotti
egyensuly megbomlasat jelenti. Szabadgyokoknek azokat a vegyiileteket nevezziik,
amelyek a parositatlan spinii elektron miatt kifejezett reaktivitassal jellemezhetéek. A
sejten beliili szabadgyokok enzimatikus és nem enzimatikus tton is keletkezhetnek. Az
enzimatikus folyamatok kozé tartoznak a mitokondrialis 1égzési lanc elemei, a NADPH-
oxidaz és a xantin-oxidaz altal katalizalt reakciok, amelyek egy elektron transzfert is
képesek katalizalni (1). A nem enzimatikus folyamatokban a vas (Fe)-komplexek
jatszanak kiemelkedd szerepet, ugyanis képesek reagalni (donorként vagy akceptorként)
szabad elektronokkal, amelyek hat4dsara szabadgyokok keletkeznek. A keletkezett
szabadgyokok mas szabadgyokokkel és nem gyokokkel reagalhatnak, reakcid
sorozatokat indithatnak el, amelyek soran tovabbi szabadgyokok vagy reaktiv instabil
intermedierek (peroxid, peroxinitrit) képzddhetnek. A bioldgiai rendszerekben fdleg az
oxigénbdl szdrmazo szabadgyokok jatszanak jelentds szerepet €s esetlikben beszélhetlink
oxidativ stresszrél (2). A reaktiv oxigén gyokok kozé tartozik a szuperoxid-anion (O2),
ami a molekularis Oz -bdl képzddik és NO-al reagalva a rendkiviil reaktiv peroxinitritet
tudja képezni. A szuperoxid anion elimindldsdban a szuperoxid diszmutdz (SOD) vesz
részt, amely sordn hidrogénperoxid (H202) képzddik. Ez szintén intermedier vegyiiletnek
tekinthetd, mert egyrészt a katalaz és peroxiddaz enzim miikddés soran elimindlodhat,
masrészt reakcioba léphet szabad ferro vas (Fe?") vegyiilettel, ami ferri vassa (Fe®")
oxidalédva hidroxil anion szabadgyok kialakulasahoz jarulhat hozza (1. abra) (3).

Emellett az utobbi idoben kiemelked6 figyelmet kaptak a nitrogén szarmazékok
iS. Ezen csoport képvisel6i kozé tartozik a nitroxil anion (NO") és a korabban emlitett
peroxinitrit (ONOQO"). A reaktiv nitrogén szarmazékok esetében az irodalom szamos
alkalommal egyiitt hasznalja a nitrozativ és a nitrativ stressz fogalmat, bar biokémiai
szempontbol két kiilonbozd reakciorol beszéliink. A nitracid soran a molekulahoz
nitrogén-dioxid (NO2) kapcsolodik. Ez szamos patofiziologiai folyamatban kimutathato,
amikor a NO reakcioba 1ép a szuperoxiddal és peroxinitrit képzddik, ami kiilonb6zd

crer

stressz mértékét lehet megbecsiilni. A nitrozilacio sordn a NO a fehérjék meghatarozott
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aminosav oldallancaihoz kotddik. A -NO csoport cisztein aminosavhoz kotodését
nitrozilacid vagy S-nitrozilacié néven szoktdk emliteni. Erre a kémiai reakciora utal a

nitrozativ stressz megnevezés (4).

0O, Arginin
egy elektronos
redukcio l NO szintaz
02 NO*
szuperoxid
l dizmutaz

katalaz
HZO +— H2 02

Fe?
05
(Fe3+ )

‘OH

ONOO

1. dabra: A szuperoxid-anion (O2) a molekuldris O2 —bdl képzédik és NO-al reagalva
peroxinitritet képez. A szuperoxid anion elimindlasaban a szuperoxid diszmutdz vesz

részt, amely soran hidrogénperoxid (H202) képzodik, ami egyrészt a katalaz enzim

miikodése sordn elimindlédhat, masrészt reakcioba léphet szabad ferro vas (Fe*")

vegyiilettel, ami ferri vassa (Fe**) oxidalodva hidroxil anion szabadgyok kialakuldsdhoz

jarulhat hozza (3).

Fiziologids korilmények kozott a keletkezett szabadgyokok eliminalasaért
kiilonboz6 antioxidans rendszerek felelosek. A semlegesités torténhet enzimatikus és nem
enzimatikus Uton is. Olyan enzimek vesznek részt a folyamatokban, mint a korabban
emlitett szuperoxid dizmutaz (SOD), kataldz, peroxiredoxin, glutation peroxidaz és
tioredoxin. A nem enzimatikus uton torténd szabadgyok eliminacidoban az antioxidans
hatast molekulak jatszanak jelentOs szerepet, példaul a C-vitamin és az E-vitamin. A
szabadgyokok tultermelddése esetén ezek az antioxidans kapacitdsok telitddnek, az
alacsony molekula stulyt antioxiddnsok (endogén: glutation, urat, bilirubin; exogén:
tokoferol, likopin, karotin) kifogynak, st a keletkezett intermedier vegyiiletek tovabbi
antioxidans enzimek aktivitasat csokkenthetik, példaul a peroxinitrit inaktivalja a

mitokondrialis dizmutazt (5). Az oxidativ-nitrativ (nitrozativ) stressz kialakulasakor a
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szabadgyokok tovabbi strukturalis valtozasokat idéznek eld (pl.: lipidperoxidéacio, DNS
karosodas, fehérjék strukturdlis valtozdsa), amelyek kiillonb6zé korallapotok

kialakulasaban jatszanak szerepet (3, 6).

2.2 A poli (ADP-ribéz) polimeraz enzimcsalad

jelenti, aminek a kutatasa mar évtizedes multra tekint vissza. Kezdetben a felelés enzimet
a mitkodése alapjan nevezték el, miszerint a poli (ADP-rib6dz) polimeraz, réviditve PARP
nevet kapta. Az enzim csalad legeldszor leirasra keriilt tagja a PARP-1, és a legtobb
informacioval is err6l az izoformardl rendelkeziink. Miikodése soran a NAD™-ot
nikotinamidra és ADP-ribdzra hasitja, az utobbibol ADP-riboz polimereket szintetizal és
azokat nuklearis fehérjékhez koti (poli-ADP-ribozilacid). Az enzimcsalad a kutatasok
soran folyamatosan bdviilt és jelenleg mar 17 tagjat ismerjiik. A kiilonbdz6 enzimfehérjék
egyre részletesebb megismerése soran olyan 01j informacidkat ismertiink meg, ami miatt
a korabbi, mikodésre utald PARP elnevezés mar nem volt megfeleld. Ezért jelenleg a
nemzetkozi irodalomban a strukturalis hasonldsagra utald 10 elnevezést hasznalnak,
miszerint diftéria toxinra hasonlit6 ADP-riboz transzferazok (ADP-Ribosyl-Transferases
Diphtheria Toxin - Like - ARTD). Szerkezeti hasonlésagukon tal az enzimcsalad tagjai
kiilonb6z6 enzimaktivitassal rendelkeznek: ARTD 1-6 tagok polimerazok, viszont az
ARTD 7-17 enzimfehérjék polimereket nem szintetizalnak és mono-ADP transzferaz
aktivitast mutatnak (7, 8). Ennek ellenére a PARP-1 elnevezés a nemzetk6zi irodalomban
tovabbra is haszndlatos maradt az enzimcsaldd legjelentdsebb tagjat illetden. A
disszertacid tovabbi részeiben a PARP megnevezés a PARP-1, avagy az ARTD-1

enzimre utal.

2.2.1 A poli (ADP-riboz) polimeraz miikodése

A 116-kDa molekula sulyt, 1014 aminosavbol felépiilé PARP harom f6
doménbdl all, aminek N-terminalisan DNS kot6 cink ujjak talalhatoak, mig a katalitikus
domén a C-termindlison helyezkedik el. A kettd kozott egy Onszabdlyozd domén
talalhato, ami az auto-poli-ADP-ribozilacio akceptor helyeként szolgal (2. abra) (9). A

PARP enzim szerkezete nagymértékli hasonlosagot mutat a kiilonb6z6 fajok esetében,

10
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tovabba a katalitikus domén egy 50 aminosavbol all6 blokkot tartalmaz, ami a gerincesek
kozott 100%-s azonossagot mutat és a PARP | kézjegyének” tekintik. Ennek tovabbi
jelentOsége, hogy ez a szekvencia valasztja el a katalitikus domén donor és akceptor
részét. Az akceptor oldalt a szintetizalt poli-ADP-rib6z lanc ADP része foglalja el,
mik6zben a donor részéhez a NAD™ keriil (10, 11).

Automodifikacios
domén

T Katalitikus domén

Cink-ujjak

2. abra: PARP szerkezetében 3 domén talalhato. A cink ujjak segitik a DNS kotodeést, a
C terminalison taldlhato a katalitikus rész és a ketté kozott pedig az auto-poli-ADP-
ribozildcio helye azonosithato. Az enzim 1014 aminosavbol dall, amibél az 524-1014

kozétti szekvencia a katalitikus domént jelenti (11).

A legtobb vizsgalat a PARP DNS javito (repair) szerepét tamasztotta ala. A DNS
koté régidinak koszonhetden képes a sériilt egyszali DNS szegmensekhez kotddni.
Karosodott nukleotid esetén a bazis kivago javitasokban (Base Excision Repair — BER),
tobb nukleotidot érinté karosodas esetén nukleotid kivagd (Nucleotid Excision Repair —
NER) mechanizmusokban vesz részt (12, 13). A sériilt DNS szakasz kotodése utan a
PARP enzimek homodimer formakat alkotnak és ezt kovetden a katalitikus domén a
sejtmagban megtalalhato NAD™-ot bontja, ADP-rib6z polimereket szintetizal és azokat
nukledris fehérjékhez koti. Ezek a polimerek kiilonb6z6 hossztsagu, elagazodo lancok,
amelyek allhatnak néhany vagy akar 200 darab ADP-rib6z egységbdl is (9).

A poli-ADP ribéz polimerek legjelentésebb akceptorai kozé a hisztonok
tartoznak. A ribozilacid6 negativ toltést kolcsondz, ezaltal fokozott elektrosztatikus
taszitast alakit ki a DNS és a hisztonok kozott. igy nagymértékben képes befolyasolni a
kromatin atrendezdését, a DNS szerkezete fellazul, és a javitd enzimek szamara

hozzaférhetévé valik a sériilt szakasz (14).
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A poli-ADP-ribozilacié masik legfontosabb akceptora maga a PARP. Az auto-
poli-ADP-ribozilaci6 hatasara a PARP levalik a karosodott DNS-16l és az enzim tovabbi
miikodése gatlodik (15).

Az enzim tovabbi célfehérjéi egyéb, kiilonbozd nukledris proteinek is lehetnek:
transzkripcids regulald faktorok, szignal transzdukcios molekulak és DNS-dependens
kinazok (pl. NF-kp, AP-2, Oct-1, YY1, B-MYB, stb.) (16).

A PARP szabalyozéasat szamos tényezd befolyasolja. Az ADP polimerek
fehérjékrol torténd levalasztasaban ¢és lebontasdban a poli (ADP-riboz) glikohidrolaz
(PARG) ¢és PAR hidrolaz (ARH3) enzimek kapnak szerepet (11). Az ADP polimerek
Emellett a PARP auto-poli-ADP-ribozilaciojat gatolja az ATP is, ezért ATP-vel jol
ellatott sejtekben az autoregulacié valoszinlileg nem miikodik (18). A fent ismertetett
auto-poli-ADP-ribozilacion kiviil kiemelendd egyrészt a nikotinamidnak, a NAD*
kisebbik hasitasi termékének az enzim aktivitdsat gatld hatdsa, ami negativ
visszacsatolassal védhet a PARP thlzott aktivacioja ellen (19). Tovabba a PARP protein
kinaz C-vel (PKC) torténd foszforilalasa is enzimgatlast eredményez (20). Masfeldl a
PARP fehérje mennyisége is valtozik bizonyos allapotokban, ami transzkripcios/
poszttranszkripcios szabalyozasra utal (21). Ezenkiviil érdemes megemliteni az endogén
faktorokat is, melyek szintén képesek befolyasolni a PARP enzim miikddését (hipoxantin,

inozin, adenozin, 6sztrogén, D-vitamin) (22-24).

2.2.2 Poli (ADP-riboz) polimeradz a ,,Janus arci” enzim

A DNS Kkarositd hatdsok intenzitdsa nagymértékben befolyasolja a PARP
miikddését, és ezaltal a sejtek sorsat. A genotoxikus dgensek intenzitasuktol fliggden tobb
lehetséges utat alakithatnak ki. Enyhe DNS karosodés esetén a PARP aktivalodik, segiti
a DNS karosodas javitasat €s a sejtet a talélés utjara Iépteti. Egyéb kortilmények kozott,
fokozottabb DNS kérosodas esetén, mikor apoptotikus folyamatok aktivalodnak, az aktiv
kaszpaz enzimek két fragmentumra hasitjdk a PARP-ot. A hasitasi fragmentumok koziil
a N-terminalis kisebb fragment DNS kotd képességét megtartva a PARP-ot
akadalyozza meg. Ezzel megeldzik a DNS fragmentacidja soran esetlegesen kialakulo

PARP aktivaciot, és biztositjak a megfeleld energiakészletet az apoptdzis energia-fliggd

12



DOI:10.14753/SE.2019.2330

1épéseihez. Igy az apoptozisra jellemzé tton elimindlodhatnak a sériilt sejtek, nem
karositva a kornyez6 sejteket (25, 26).

Sulyosabb, kifejezett DNS karosodas esetén a PARP tulaktivalodik, ami a NAD*
energia készlet kitiriilése és a mitokondrialis diszfunkci6 (7).

A fentiek alapjan a PARP enzimet akar kétarcti enzimnek is tekinthetjiik.
Mikodése soran akar ,,véddangyal’-ként is funkcionalhat, érzékelve a DNS
karosodasokat, részt veszt a DNS repair mechanizmusaban és a genom integritasanak
6rzésében. Tulaktivacioja esetén viszont a sejt intracellularis NAD" és ATP készlete

kimeriil, igy a sejt energiadeficites allapotba kertil, ami a sejt halalahoz vezethet.

2.3 Parthanatos és az apoptézis indukalé faktor

A Kklasszikus felosztas szerint a sejtek vagy apoptozissal vagy nekrozissal
pusztulnak el. Az apoptozis (programozott sejthaldl) sordn részletesen tanulmanyozott,
szabalyozott folyamatok vannak jelen, melyek alapjan a sejt jellegzetes modon
zsugorodik, tomorddik és végezetiil az immunrendszer eltavolitja. A nekrozist hirtelen
bekovetkezd, szabéalytalan formanak tekintették, melyet a sejtmembran leépiilése
jellemez. Az elmult évek kutatdsai mar nem allitjdk szembe ezt a két folyamatot. A
modern felfogis szerint sejthaldl programok széles skaldja létezik, amelynek két
végpontjanak tekinthet6 a klasszikus apoptozis és a klasszikus nekrozis (27). A szamos
sejthalal forma felfedezése mellett, egyre tobb vizsgalat eredménye vildgitott ra, hogy
korabban csak egy sejthalalra jellemzOnek vélt enzim akar tobb sejthalal forméban is
aktiv szerepld lehet. Ennek tipikus példdja a PARP, aminek meghatarozott szerepét mar
tobb sejthalalformaban is leirtak: autofagiaban, nekroptdzisban és parthanatos-ban (28).

A parthanatos néhany éve bevezetett sejthalal terminologia, ami egy olyan
kaszpaz fliggetlen sejthalal format jelol, amiben a mitokondrialis faktorok - kifejezetten
az apoptozis indukalo faktor (AIF) - nukleéris transzlokacidja jellemzd. Az elnevezés egy
szO0sszetétel, ami a PAR mint a PARP enzim végterméke és a thanatos, a gorog halal
jelentésti szavakbol ered. A PARP és az AIF kapcsolata még teljesen nem ismert, de a
transzlokaci6 eldsegitésében a PARP enzim végtermékét, a PAR-t feltételezik mint

masodlagos hirvivé molekulat (29). Emellett szo6l, hogy az AIF szerkezete PAR kot
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motivumot tartalmaz, tovabba néhany vizsgalat a mitokondriumon beliil igazolta a PAR
¢s az AIF jelenlétét, annak ellenére, hogy a PAR szintézise elsésorban a sejtmagban
torténik (30).

Az AIF prekurzora a citoszolban termelddik, €s innen keriil be a mitokondriumba.
A parthanatos sordn a molekula szerkezete megvaltozik, szolubilis formdban
transzlokalodik a sejtmagba, ahol hozzajarul a kromatin kondenzéacidhoz és a DNS

fragmentacidjahoz (3. abra) (28, 31).

P j KROMATIN KONDENZACIO

/ DNS DEGRADACIO
szolubilis AIF l

endonukledz
DNaz

ATF prekurzor

sejtmag

{ 7ol
~ AIF _szolubilis AIF

3. dbra: Az AIF prekurzora a citoszolban termelddik, ahonnan a mitokondriumba keriil.
Innen transzlokalodik a sejtmagba az AIF szolubilis formdja és hozzajarul a kromatin
dtrendezédéséhez. A transzlokacio elosegitésében a PARP enzim végtermékét, a PAR-t
feltételezik mint masodlagos hirvivé molekulat, amit a szaggatott vonal jelez. Az AIF
transzlokacio lépései Francesca Aredia és Anna Ivana Scovassi publikdciojabol adaptalt,
modositott abrdjan lathatoak (28).

Tovéabbi vizsgélatok sziikségesek a parthanatos klinikai jelentdségének
igazolasara, de a kardiovaszkularis betegségek érintettsége mellett a neurodegenerativ
elvaltozasokban is sikertiilt egyre tobb bizonyitékot talalni erre a sejthalal formara. In vivo
experimentalis vizsgalatokban Parkinson betegség, stroke és fokalis cerebralis iszkémia
jelenléte esetén mutattak ki a parthanatos-ra jellemzé AIF transzlokaciot (32, 33). Bar a
PARP aktivacioval foglalkozo vizsgalatok szamahoz képest jelenleg kevés informacioval
rendelkeziink az AIF szerepérél, tovabbi vizsgalatok biztosithatjak a parthanatos

részletesebb megismerését.
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2.4 Az endotél diszfunkcio és a kardiovaszkularis kockazat

A medicina folyamatos fejlédése ellenére a kardiovaszkularis megbetegedések
tovabbra is a vezetd morbiditasi és mortalitdsi mutatok kozé tartoznak (34). Bar a
koszoruér betegség mortalitasa az 1980-as évektdl kezdve csokkent, az egyes orszagok
kozott tovabbra is markans kiilonbségek fedezhetdek fel, és szamos rizikofaktor -
kifejezetten az elhizas €s a cukorbetegség jelenléte- egyre erételjesebben befolyasoljak a
joléti tarsadalom egészségiigyi helyzetét (35, 36).

Mig a koszorGér betegség tulélési adatai javultak az elmult évtizedekben, addig a
szivelégtelenség prevalencidja emelkedett. Ennek hatterében egyrészt kozrejatszik a
tarsadalom eloregedése. A fejlett orszagok feln6tt lakossaganak kb. 1-2%-t jelentik a
szivelégtelen paciensek, de aranyuk az ¢életkor elérehaladasaval folyamatosan emelkedik,
ami 70 év felett akar 10%-ot is jelenthet (37). Masrészt az akut miokardialis infarktus
korszert ellatasa, a technologia fejlédése (PCI: percutaneous coronary intervention) is
hozzé4jarul a hosszabb taléléshez és igy az akut és kronikus szivelégtelenség

prevalenciajanak novekedéséhez (38).

2.4.1 Endotél diszfunkcio

Az endotélium az érfal vérarammal kozvetleniil érintkezd, egyrétegli laphdm
szerkezetll, szelektiven permedbilis belsd rétege, ami a vaszkularis struktira és tonus
szabalyozasaban alapvetd feladatot lat el. Legfontosabb endotelidlis vazodilatator a
nitrogén monoxid (NO), amelyet az endotelidlis nitrogén monoxid szintdz (NOS) allit el6.
A NOS-oknak harom izoformaja ismert: a neuronalis NOS (nNOS, NOSI), az
indukélhatdé NOS (iNOS, NOS2) és az endotelialis NOS (eNOS, NOS3). Az eNOS ¢és
nNOS folyamatosan expresszalodik. Ezek az izoformak feleldsek a sejtek kis
mennyiségli, alapszintl NO termelésért. Ezzel ellentétben az iNOS milkddése
transzkripcids szinten szabalyozott, a gyulladdsos sejtekben aktivalodik és nagy
mennyiségl, lokalis NO felszabadulasért felelds (39). Fiziologias koriilmények kozott
termelddott NO a rovid féléletidejének kdszonhetéen a kornyezd szovetekbe, a

szomszédos simaizomsejtekbe diffundal és szdmos vaszkularis protektiv hatés

crer

------------

adhézioés molekulak expresszidjat (40). A szignal transzdukcids utak biztositasaban
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kulcsszerepet toltenek be a ciklikus nukleotidok. A NO az intracellularis szolubilis
guanilat-ciklaz (sGC) aktivalasaval a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) molekula
kozvetiti a NO legtobb bioldgiai hatasat. Az endotélsejtekben felszabaduld, masik fontos
értagité mediator a prosztaciklin (PGI2), ami a prosztaciklin receptorhoz (IP) csatlakoz6
Gs fehérjén keresztiil az adenilat ciklaz aktivaladsaval a ciklikus adenozin-monofoszfat
Osszehtizodast kivalté prosztaglandin Fo, (PGF2,) és a trombocita aktivacidért felelds
tromboxan Az (TXA2), melyek hatasait a Gq-fehérjéhez kapcsoltan a foszfolipaz Cp-
aktivalasa kozvetiti (41).

Patologids koriilmények kozott az endotélium strukturalis illetve funkcionalis
valtozasokon megy keresztiil és ateroszklerotikus elvaltozasok alakulhatnak ki, igy az
endotél elvesziti vaszkularis protektiv szerepét. Az érkarosodas korai fazisanak tekinthetd
az endotelialis diszfunkcio, ami elsésorban funkcionalis valtozast jelent, melynek alapja
a NO bioldogiai hozzaférhetdségének csokkenése. Ez egyrészt fakadhat a csdkkent
termelddésbdl az eNOS alacsonyabb aktivitdsanak koszonhetdn, masrészt a reaktiv
oxigén gyokok (ROS) a NO megkotésével csokkenthetik annak biologiai
hozzaférhetdségét. A NO elérhetdségének csokkenése mellett az endotélium tovabbi
mediatorok (endotelin-1, tromboxan A», prosztaglandin F»,) felszabadulasaért felelfs,
melyek a trombociték aktivacidjaval, a vazokonstrikcioval az érfal tovabbi karosodasaban
jatszhatnak szerepet. Az endotél protektiv kapacitasanak csokkenésével és pro-

aterotrombotikus folyamatok elinditasaval az endotél diszfunkcio kiemelt szerepet jatszik

crey

2.4.2  Endotél diszfunkcio diabétesz mellituszban

Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy az endotelialis diszfunkcid tobb sziv- és
érrendszeri rizikofaktor (pl.: cukorbetegség, életkor, dohanyzas, magas vérnyomas
betegség) jelenlétével Osszefiiggést mutat (43). A cukorbetegségben tapasztalt
endotelidlis diszfunkci®6 mechanizmuséban a hiperglikémia, az inzulinrezisztencia és
egyéb szisztémds gyulladdsi folyamatok jatszanak szerepet, melyek hatterében az
oxidativ stressz, a NO bioldgiai hozzaférhetdsége és a glukdz metabolizmus ttvonalainak

valtozasa allhat (44). A vilagban ismert cukorbetegek tobb mint 95%-a 2-es tipusu
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cukorbetegséggel (T2DM) kiizd, aminek jellemzéje a hiperglikémia, az
inzulinrezisztencia és a relativ inzulinhiany, tovabba jelentds rizikofaktora az elhizas és
a mozgasszegény ¢letmdd. A diabétesz mellitusz 1-es tipusat (TIDM) a béta sejtek
pusztuldsaval jar6 abszolut inzulinhidny jellemzi. Nemzetkozi, randomizalt vizsgalatok
soran mind az 1-es tipusu, mind a 2-es tipusu diabétesz mellituszban szenvedd betegek
esetében kimutattak, hogy a glikémias kontroll javitdsaval a vaszkularis szovodmények
kialakulasanak rizikéja csokkenthet6 (45).

(IFG), a csokkent glukoz tolerancia (IGT), a cukorbetegség egy spektrumot alkot a
,»glikémias kontinuum” koncepciodja alapjan, amiben a sziv €s érrendszerei betegségek
mint egy kovetkezo allomas szerepelhetnek. A vaszkularis szovédmények koziil a nagy
ereket érintd makrovaszkuléris szovédmények (koszoruér betegség, stroke, periférias
verdérbetegség) altalaban korabban jelentkeznek, a cukorbetegség diagnozisa eldtt. A kis
ereket érintd mikrovaszkularis szovodmények mint a retinopatia, a nefropatia és a
neuropatia tobbnyire késobb keriilnek diagnozisra. Ezen progressziv folyamat kezdeti
fazisanak tekinthetd az endotél diszfunkcio, ami a vaszkuldris gyulladdson keresztiil
késobb ateroszklerotikus plakka tud fejlédni (4. abra) (46).

Az endotél funkcid felmérése soran kiilonb6zé humordlis vagy mechanikai
ingereket hasznalnak és az erek atmérdjének valtozasait figyelik. A koronarografia soran
humoralis stimulusok utan a koszorterek atmérdit vizsgaljak, bar invazivitasa és koltsége
miatt rutinszerlien nem hasznaljak az endotél diszfunkcié meghatarozasara. Ennél
sz¢élesebb korben terjedtek el a nem invaziv modszerek. Az aramlas medialta dilatacio
mérése sordn az artéria brachidlis leszoritasat kovetd megnovekedett aramlast vizsgaljak
Doppler ultrahang segitségével. Ennél a vizsgalatnal szamos kornyezeti, egyéni faktor
befolyasolja a méréseket, ezért kifejezetten fontos a vizsgalati modellek/ alanyok
elOkészitése a mérések elott. A periférias artérias tonometria modszere soran ujj
pletizmografia segitségével mérik a pulzushullam amplitiddjat nyugalmi és indukalt
reaktiv hiperémias koriilmények kozott. Ennek a metodikanak az elénye, hogy a
kontralateralis kar mint kontroll hasznalhato, tovabba a modszer betanitasa utan az

intraobszerver variabilitas minimalis (47, 48).
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Diabétesz progresszid

Csokkent glukéztolm‘ancia: Egyértelmiien diabétesz
’ Inzulin rezisztencia
Ma4j glukdztermelése

Endogén inzulin
Posztprandialis glukoz
Ehgyomri ghikéz

Mikrovaszkuldris szovédmények
Makrovaszkuldris szovodmeények

Evek,

45 évtizedek ~—

Diabétesz diagnozisa

4. dabra: Az Eurdpai Kardiologiai Tarsasdg 2013-s ajanldsa alapjan a diabétesz mellitusz
glikémias kontinuum koncepciojaban a mikro- és makrovaszkularis szévodmények
kialakulasa a betegség progressziojahoz kothetd. A szovodmények megjelenése egy
progressziv folyamat, ami a korai endotél diszfunkciotdl a vaszkularis gyulladas
markerein dt az ateroszklerotikus plakk kialakulasat jelenti. Az Europai Kardiologiai
Tarsasag 2013-s ajanlasabol adaptalt, modositott abrdajan a diabétesz mellitusz

stadiumainak jellemzéi lathatoak (46).

Az elmult évek vizsgalatai kimutattdk, hogy az endotél diszfunkcidé az
ateroszklerdzis és a trombozis egyik legfobb rizikéfaktora és hozzajarulhat a
kardiovaszkularis események kialakulasdhoz. Egy kozel 2500 pacienst magaba foglalo
metaanalizis soran az endotél diszfunkcid mellett a sziv-érrendszeri események
jelentdsebb kockazata volt kimutathat6 (5. abra) (49). Ugyanakkor az endotél diszfunkcio
mérésének helye nem feltétleniil jelenti a vaszkularis szovédmények lokalizaciojat
valamint a nem egyértelmii klinikai adatok miatt, egyeléore a mindennapi orvosi
gyakorlatban az endotél diszfunkcio klinikai jelentésége még vitatott. Jelenleg az endotél
diszfunkciora ugy tekinthetiink, mint egy teljes rizikostatuszra vonatkozd, szenzitiv
markerre, amelynek klinikai, prediktiv és prognosztikai szerepének megerésitéséhez

tovabbi vizsgalatok sziikségesek (50, 51).
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Endotél diszfunkcio és kardiovaszkularis események

Koronaria

Periféria

Osszesitett
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Standardizalt hatas

S. dbra: Lermann és Zeiher multivarians analizisében kiilonbozo tanulmanyok, kozel
2500 paciens eredményét vizsgaltak. A vizsgalatok idotartamatol és a bevont paciensek
szamatdl fiiggetlenitve vizsgaltak az endotél diszfunkcio és kardiovaszkuldris események
kockazata kozotti osszefiiggést. Az abran feltiintetett standardizalt hatds a kockdzati
hanyadosra, hazard ratio-ra utal. A koszoruerekben és a brachidlis artériakban detektalt
endotél diszfunkcio szoros Osszefiiggést mutatott a sziv- és érrendszeri események
(kardialis mortalitas, miokardialis infarktus, revaszkularizacio) kialakuldsaval. Bar
ellentmondasosnak tekintheto, hogy az endotél diszfunkcio detektdalasanak helye nem
jelenti feltétleniil a vaszkularis szovodmény lokalizaciojat. Az endotél diszfunkcio és a
kardiovaszkuldris események kozotti dsszefiiggés Lerman és Zeiher publikdciojabol

adaptalt, modositott abrajan lathato (49).

2.4.3 Endotél diszfunkcio szivelégtelenségben

Az endotél diszfunkcid szerepét szamos betegségben probaltak tisztazni.
Evtizedekkel ezelétt mar megfigyelték, hogy szivelégtelenség soran az endotél
diszfunkcio kimutathato a koszortereken és a periférian (52, 53). S6t kiilonb6z6 terapias
lehetdségekkel mint példaul antioxidans C-vitamin addséaval, fizikai aktivitdssal és az
angiotenzin konvertalo enzim gatlo (ACE inhibitor) terapiaval az endotél diszfunkcio
csokkenése volt lathato kronikus szivelégtelen paciensekben (54-56). Fischer és
munkacsoportja 67 kronikus szivelégtelen paciensben vizsgalta az endotél diszfunkci6 és

a kardialis mortalitas kozotti sszefiiggéseket. A Kaplan-Meier tulélési gorbe eredménye
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alapjan a megtartott endotélium medidlta vazodilatacié mellett a paciensek klinikai
kimenetele jobb volt a 46 honapos utankovetési periodus alatt (57).

A kimutatott endotél diszfunkcio lokalizacioja mellett szem elétt kell tartani, hogy
egy teljes vaszkulatirat érintd, szisztémas jelenség nemcsak a vizsgalt szervben okozhat
patoldgias eltéréseket. Ennek tipikus példdja a szivelégtelenség Osszetett, tobb szervet
érintd klinikai képe, amelyben szamos, egyéb szervi elvaltozasokban is kozremiikddik az
endotél diszfunkcio (58). A koszoruerek endotél rétegében detektalhatd patologias
eltérések csokkentik a koronaria dramlast, a miokardialis perfuziot és a kardialis funkciot
(59). Emellett régota ismert a szivelégtelenségben tapasztalhatd periférias vaszkularis
rezisztencia emelkedése, aminek a hatterében a szimpatikus ténus emelkedése, a renin-
angiotenzin-aldoszteron (RAA) rendszer aktivalédasa mellett az endotél diszfunkcio is
kozrejatszik. Tovabba az alacsony terhelhetdség kialakuldsahoz a vazizomzat
perfuziojanak csokkenése is hozzajarulhat, amiben a periférias endotél diszfunkcionak a
szerepét is feltételezik (58, 60). A renovaszkularis endotél diszfunkcié szintén
kozremiikodik a szivelégtelenség klinikai képéhez tartozd veseperfuzio csokkenésének
kialakulasban (58). A vizsgalatok eredményei alapjan a szivelégtelenség komplex
patomechanizmusaban az endotél diszfunkcié kiemelkedé szereppel birhat, és nem
korlatozddik csupan a korabban leirt pro-aterotrombotikus szerepkdrre. Viszont a tovabbi
részletek  feltérképezéshez ¢€és a molekularis mechanizmusok megértéséhez

crer

klinikai ajanlasok tiikrében.

2.4.4 Szivelégtelenség terminologidja, diagnosztikdaja

Az Eurdpai Kardiologiai Tarsasag (ESC) iranyelvei alapjan a szivelégtelenség egy
tipusos panaszokkal (pl.: légszomj, faradtsag) és tiinetekkel jellemezhetd klinikai
szindréma, amelynek hatterében a sziv strukturalis és/vagy funkcionalis rendellenessége
all, aminek a kovetkezménye a csokkent sziv perctérfogat €s/vagy az intrakardialis
nyomasok emelkedése. Bar a jelenlegi definicio kifejezett hangsulyt fektet a panaszok
jelenlétére, fontos megjegyezni, hogy a klinikai tlinetek megjelenése el6tt mar
fennallhatnak a strukturalis és funkcionalis abnormalitasok. A diagnodzis felallitasaban a
képalkoto vizsgalatok, kifejezetten az echokardiografia kdzponti szerepet jatszik. A bal

kamra szisztolés funkcidja alapjan megkiilonboztetiink normal ejekcios frakcidju
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pacienseket (Heart Failure preserved Ejection Fraction - HFpEF) és csokkent ejekcios
frakcioji (Heart Failure reduced Ejection Fraction - HFrEF) betegeket. Az 1j
terminologia szerint a 40% és 50% kozotti EF-ju pacienseket sziirke zondnak tekintjiik és
kozepes EF-ju szivelégtelenségnek definidljuk (Heart Failure middle reduced Ejection
fraction - HFmrEF) (61).

Szivelégtelenség gyanuja esetén a klinikus szdmara segitséget jelent a B tipusu
(agyi) natriuretikus peptid (BNP) meghatarozasa a kivizsgalasi algoritmusban. A
térfogat- vagy nyomads-talterhelést kovetd kamrai falfesziilés hatasara termelddik a
kamrai izomzatban a pre-proBNP, ami 108 aminosav hosszisagi proBNP-vé hasad. A
szivizomsejtben ez a prohormon 32 aminosavat tartalmazé BNP-re és 76 aminosavat bird
N terminalis fragmentumra (NT-proBNP) valik szét (62, 63). A natriureticus peptidek
elosegitik a diurézist, natriurézist és a vazodilataciot. Tovabba alkalmasak a
szivelégtelenség kizarasara meghatarozott cut off értékek alapjan (BNP - 35 pg/mL, NT-
proBNP - 125 pg/mL), de dnmagukban nem elegenddek a diagnozis felallitasara. Szamos
kardiovaszkularis és nem kardiovaszkularis allapot befolydsolja a hormon szintjét (pl.:
¢letkor, ritmuszavar, veseelégtelenség), ami korlatozhatja a peptidszintek értékelését
(61).

Altaldnossagban a szivelégtelenség kialakulasaban tobb tényezd szerepelhet. Az
ESC ajanlés 3 etiologiat kiilonit el: 1., miokardium érintettséget (koszoruér betegseég,
toxikus karosodas, immun-medialt karosodas, infiltracio, metabolikus eltérések,
genetikai abnormalitasok) 2., abnormadlis nyomadsi viszonyokat (magas vérnyomas
betegség, billentyli és miokardium defektusok, peri- és endokardialis patologia) 3.,
aritmidkat. A normal és csokkent EF-ji szivelégtelenek kiilonb6zé epidemiologiai és
etiologiai profillal rendelkeznek. A HFpEF paciensek altalaban idésebbek, gyakoribbak
a nok korében ¢és szélesebb komobiditasi profillal rendelkeznek, Kkifejezetten a
magasvérnyomas betegség, a cukorbetegség, a kronikus obstruktiv tiidObetegség
gyakoribbak ezen betegeknél (64).

Erdemes megemliteni, hogy az elmult néhany évben a klinikusok egyre nagyobb
figyelmet forditanak a szivelégtelenség és a cukorbetegség egyiittes fenndllasara. Bar
évtizedekkel korabban leirdsra keriilt, hogy diabétesz mellituszban megfigyelhetd

crer

epidemioldgiai, patofizioldgiai, klinikai paraméterek meghatdrozasa még varat magara
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(65). Altalanossagban azt a diabétesz mellituszban lathatd miokardidlis diszfunkciot
jelenti, amikor minden mas kardiovaszkularis betegség kizarhatd, ami magyarazhatna
kialakulasat. A T2DM korai stadiumaiban altalaban az enyhe szovodmények mellett
HFpEF talalhato, mig a HFrEF stlyosabb vaszkularis komplikaciok mellett alakulhat ki
(65, 66). Randomizalt vizsgalatok kimutattadk, hogy azon paciensek esetében, akik
mindkét betegséggel kiizdenek, tobb volt a szivelégtelenség miatti korhazi felvétel és
szignifikansan nagyobb 0sszmortalitas, illetve kardiovaszkularis mortalitas volt lathato.
Ugyanakkor egy nagy betegszamu, randomizalt vizsgalat soran azt figyelték meg, hogy
egy cukorbetegségben mar kiprobalt terapia (pl.: empaglifozin) mellett a szivelégtelenség
miatti hospitalizacio csokkent (65). Jelenleg tovabbi kutatasok targyat képezi, hogy a két
betegségben kiilon-kiilon hasznalatos, mar bevaltnak tekintendd terdpids stratégidk

milyen hatassal rendelkeznek abban az esetben, ha a betegségek egyiittesen allnak fenn.

2.5 Oxidativ, nitrativ stressz és parthanatos szerepe a

kardiovaszkularis patofiziologiaban

Egyre tobb olyan vizsgalat eredményei keriilnek publikalasra, amelyekben az
oxidativ-nitrativ stressz markereit, a kdvetkezményes PARP aktivaciot és az AIF
transzlokaciot kiilonb6z0 betegségekben vizsgaljdk. Jelenleg mar olyan mértéki
bizonyitékokkal rendelkeziink, hogy az alapkutatds keretein talmutatva a klinikum
vilagaban is fokozott figyelmet kaptak az oxidativ stressz markerei és meghatarozo
tényezOknek tekintik bizonyos patofizioldgiai folyamatokban (3). A kovetkezé fejezetben
harom klinikai teriileten kivanom bemutatni az oxidativ stressz és a PARP aktivacio
szerepét a jelenleg rendelkezésre 4ll6 eredmények tiikrében, melyek kutatdsaim

célkitlizéseinek alapjait adtak.

25.1 Miokardialis iszkémia-reperfiizio

Evtizedek ota egyértelmii bizonyitékokkal rendelkeziink, hogy a miokardiélis
infarktus elldtdsdban a mihamarabbi revaszkularizacid megkérddjelezhetetlen szereppel
bir. Viszont az iszkémia patofiziologiaja mellett a reperfuzids karosodas jelentdsége sem
hanyagolhaté el. A reperfuzio pillanatdban a hirtelen meginduld O ellatasnak

koszonhetden olyan mértékli oxigén és nitrogén eredetii szabadgyok felszabadulas
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mutathato ki, amely hozzajarulhat a revaszkularizaciot koveté miokardialis stunning
(kabult szivizomzat), ritmuszavarok, mikrovaszkularis spazmus, endotelialis diszfunkcid
kialakulasahoz, melyek egyiittesen adhatjak a no-reflow jelenség hatterét (67).

Az iszkémia-reperfuzid korélettanaban a kdvetkezményes PARP aktivaciora
szamos vizsgalat eredménye bizonyitékul szolgal. Experimentdlis vizsgalatok perfuzids
szivmodellen igazoltdk, hogy a reperfuzi6 alatt a PARP inhibitorok mellett javult a
miokardium Kkontraktilitisa és nem iiriiltek ki az ATP, NAD" raktarak (68). Tovabba
szamos allatmodellben a PARP inhibitor terdpia szignifikansan csokkentette a
miokardialis infarktus teriiletét, a mortalitast és javitotta a kardialis funkciot (69, 70).

Az éllatkisérletekkel szemben a huméan miokardium kozvetleniil korlatozottan
vizsgalhato, ezért egy olyan modszer kidolgozéasara volt sziikség, ami lehetdvé tette az
experimentalis bizonyitékok utdni human vizsgalatok kivitelezését is. Ebben segitett
annak a vizsgalatnak az eredménye, amiben igazoltak, hogy a miokardiumban uralkodé
oxidativ-nitrativ stressz nem korlatozodik csupan a szivizomzatra, hanem a kering6
leukocitak, athaladva a reperfundalt kardialis teriileten, hiien tiikrozik az érintett tertilet
sajatossagait (71). Ez a modszer tette lehetové, hogy csupan egy vérvételen keresztiil, in
vivo, human vizsgalatokban is felmérhessiik az oxidativ stressz mértékét és a
kovetkezményes PARP aktivaciot.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalataban az ST elevacios miokardialis infarktusos
betegekben kutatta a parthanatos markereit. A revaszkularizacido (percutan coronary
intervention - PCI) el6tt, kozvetleniil utana, majd 24 és 96 ora elteltével vért vettiink, és
a véralkotokban az oxidativ-nitrativ stressz mértékét, a lipidperoxidaciot, a PARP
aktivaciot és az AIF transzlokaciot vizsgaltuk. Kozvetleniil az intervencid utan latszott
szignifikans emelkedés a keringé mononuklearis leukocitakban tapasztalhat6 nitrotirozin
szintben és PARP aktivacioban, mig az AIF transzlokacio és a plazma lipidperoxidacio

az utolso vérvételnél emelkedett markansan (6. abra) (72).
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6. dbra: Munkacsoportunk ST elevdcios miokardidlis infarktus miatt végzett korondria
intervencion dtesett paciensekben (N=15) vizsgalta a parthanatos markereit. A.,
Szignifikans nitrotirozin immunhisztokémiai festodés kozvetleniil a sikeres intervencio
utan volt lathato. B., A PAR immunhisztokémiai pozitivitas jelentosen emelkedett
legnagyobb mértékben az utolso vérvételnél volt lathato. D., Az AIF transzlokdcioja
szintén az utolso vérvételnél mutatott szignifikans emelkedést. Az 1. sav jeloli a negativ
kontrollt, akik életkorban megegyezd, stabil angina pectoris miatt végzett
koronarografian és intervencion dtesett pdciensek voltak, a 2. savban kozvetleniil a
koronarogrdfia elétti, a 3. savban kozvetleniil a beavatkozds utani mérések lathatéak, a
24 ora utani eredményeket a 4. sav, a 96 ora utani mintikat az 5. sdav prezentdlja.
Ertékeket dtlag (négyzettel jelélve) + standard error (dobozzal jeldlve) + standard
deviacio (szarral jelélve) formaban dbrazoltuk *p<0.05, **p<0.005, NS: nem
szignifikans (72).
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2.5.2 Ingadozo vércukorszint okozta endotél diszfunkcio szerepe

A diabétesz mellitusz makro- ¢és mikrovaszkularis szovédményeinek
kialakulasaban a csokkent glukoz tolerancia ¢s az inzulin rezisztencia kézponti szerepet
t6lt be (65, 73). Az utdbbi évek kutatasainak eredményei alapjan vilagossa valt, hogy az
emelkedett vércukorszint hatdsara az endotélsejtek mitokondriumaiban reaktiv
szabadgyokok fokozott termelddése torténik. Az intracellularis gluk6z koncentracid
emelkedése az endotélsejtekben fokozza a glikolizist, amely masodlagosan fokozza a
mitokondriumok aktivitasat és a mitokondriumok talmiikodését okozza, amelynek
eredményeképpen szuperoxid szabadgyokok termelédnek (40). Ezek képesek reagalni az
endotélsejtben bazalisan termelddd nitrogén monoxid szabadgyokkel, amely peroxinitrit
(ONOO") képzddéséhez vezet. A peroxinitrit tobb tton képes karositani a sejteket.
Egyrészt oxidalni tudja a tetrahidrobiopterint, amely a NOS enzim egyik esszencidlis
kofaktora, és ezaltal a NO szintézise csokken. Masrészt a peroxinitrit jelentds hatasa,
hogy a DNS egyszala torését okozva kovetkezményes PARP aktivaciot indukal, amely
kiilonbozé sejtmagbeli molekulak ribozilaldsa soran a sejt energiaraktarait (NAD™, ATP)
hianydban a NOS nemcsak nem termel nitrogén monoxidot, de més kéros reaktiv
gyokoket, példaul szuperoxidot generalhat, ezaltal tovabb fokozza az oxidativ stresszt
mértékét (,uncoupled NOS”). Ez azt jelenti, hogy egyrészt csokken a NO bioldgiai
hozzaférhetésége, ami az endotél diszfunkcié alapjat jelenti, masrészt tovabbi
mechanizmusok erésédnek fel, melyek az oxidativ stressz mértékét tovabb emelhetik
(74).

A PARP aktivacidja az endotélsejtek gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) enzimének modositasat is eredményezi annak poli-(ADP)-ribozilaciojaval,
melynek kovetkeztében aktivitasa csokken. A GAPDH enzim gatlasanak kdszonhet6en a
gluk6éz metabolizmusa 4 biokémiai Ut felé toldédik el: 1. a poliol utvonal; 2. a
megnovekedett késéi glikacios termékek (advanced glycation endproducts, AGE)
termelddése; 3. a PKC aktivalddasa; 4. megnovekedett hexdzamin utvonal. Ezen
biokémiai utvonalakon keresztiil fokozodik a sejtek oxidativ stressz érzékenysége, az
oxidativ gyokok termelddése, tovabba endotél diszfunkcido €s egyéb vaszkularis

gyulladasos mechanizmusok alakulnak ki (7. abra) (75).
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7. abra: A GAPDH enzim poli-ADP-ribozildcidja sordn az enzim aktivitdsa csokken és a
glukoz metabolizmusa a fenti 4 reakcioutra terelodik, ami oxidativ markerek

termelddéséhez, gyulladdsos folyamatokhoz és endotél diszfunkciohoz jarul hozza.

A diabétesz mellitusz szovodményeinek kialakulasaban szamos experimentalis és
human vizsgalat megerdsitette a hiperglikémia jelentéségét. A DCCT (Diabetes
Complications and Control Trial) és a UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes
Study) vizsgalatoknak késdi utankovetési eredményeibdl ismertiik meg a metabolikus
memoria fogalmat, amelyet ma mar szélesebb kontextusban vaszkularis memoriaként is
emlithetiink. A vizsgalatok azt mutattdk, hogy azon pacienseknél, akik korai, intenziv
terapiaban részesiiltek, kisebb volt a diabétesz szovédményeinek eléfordulasi
gyakorisaga. Az ijabb kutatasok szerint az oxidativ gyokok tiltermelddése és az altaluk
okozott epigenetikus valtozasok allhatnak a jelenség hatterében, melyek a késoi
diagnosztizalas utan a bedllitott terapia ellenére kialakult vaszkularis szévodmények
megjelenését magyarazhatjak (46, 76).

Bar a metabolikus memoria biokémiai hatterének feltérképezése egyre tobb
kutatas targyat képezi, a pontos mechanizmusrol viszonylag keveset tudunk. Jelenleg a
metabolikus memoria mechanizmusadban a tartésan magas vércukorszint szerepe
vitathatatlan, de az utobbi idékben egyre nagyobb figyelmet kapott az ingadozo
(oszcillald) vércukorszint okozta mechanizmusok vizsgélata is, mint a vaszkuléris
szovOdmények kialakulasaért felelos faktorok egyike. Piconi €s munkatarsai human

umbilikalis véna endotél sejteken hasonlitottdk 6ssze az ingadozd vércukor €s a stabilan

magas vércukor szint hatdsait. Az ingadozd vércukorszint mellett markénsabb volt a
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tirozin nitracié és az adhézids molekuldk expresszidja, viszont a PARP gatlok mellett
mindkét esetben jelentdsen csokkent a nitrotirozin és az adhézids molekuldk expresszidja
(77). Human endotelialis sejteken a tartosan magas vércukorszinttel szemben a glukoz
oszcillacié mellett volt megfigyelheté az antioxidans kapacitas jelentdsebb karosodasa
(78). Zakaria és munkacsoportja szénhidratban és zsirban gazdag étrend, illetve alacsony
dozist streptozotocin altal kivaltott diabétesz allatmodelleken vizsgaltdk a kardidlis
szovodményeket. A diabéteszes mintdkban emelkedett PARP aktivacion tul kimutattak,
hogy a 4-aminobenzamid PARP inhibitor csokkentette a vaszkularis gyulladast és az
endotelialis destrukciot (79).

Human vizsgalatokban is megfigyelték az ingadoz6 vércukorszint okozta karosito
hatasokat. Ceriello és munkatarsai 27 cukorbeteg paciensen €s 22 egészséges dnkéntesen
vizsgaltak az ingadozo vércukor hatasait, amit euinzulinémias, hiperglikémias clamp
moddszertannal biztositottak. Ebben a modszerben az euinzulinaemia fenntartasara az
endogén inzulin szekrécidt gatoltdk szomatosztatin adasaval és emellett alakitottak ki
hiperglikémias profilokat. Mind az egészségesekben, mind a betegekben szignifikdns
nitrotirozin emelkedést és jelent6s endotél diszfunkciot talaltak (80). Ezzel 6sszhangban
tovabbi klinikai vizsgalatok is azt tdmasztjdk ala, hogy a glikémias variabilitds a
klinikusok szamara mai napig is terapias kihivast jelent. Muggeo és munkatarsai 2. tipusu
diabéteszes paciensek vizsgalatai sordn azt talaltak, hogy a mortalitas sokkal inkabb az
¢homi vércukor variabilitasaval van dsszefliggésben, mint azok abszolut értékével (81).
Temelkova-Kurktschiev és munkacsoportja 582 kivalasztott, 40 és 70 év kozotti paciens
gluko6z laborparamétereit (€homi vércukor, terheléses vércukor értékek, HbAlc, vércukor
kiugrasok) vizsgaltak, hogy milyen Osszefiiggésben allnak az intima-media vastagsaggal
(IMT). Bar a pacienseknél nem volt ismert a cukorbetegség, de fokozott rizikostatusszal
rendelkeztek (obezitas, csaladban el6fordult 2. tipusu diabétesz mellitusz). A kutatas
eredményei alapjan a vércukorszint kiugrasi értékek mutattak a legerésebb kapcsolatot az
IMT értékekkel (82, 83). Krinsley retrospektiv tanulmanyaban 1999 és 2007 kozott tobb
mint 3000, kritikus allapotban 1évd paciens laborleleteiben vizsgaltdk a vércukor
értékeket és a mortalitast. A vizsgalt betegcsoportban az emelkedett glikémids variabilitas
a mortalitds fliggetlen prediktora volt, mig a kisebb tartomanyban mozgd vércukor
paraméterckkel rendelkez6 paciensek tulélési esélyei jobbak voltak (84). Emellett

érdemes megjegyezni, hogy a hipoglikémias periodusok kialakuldsa is 0sszefiiggésben
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allhat a kardiovaszkularis eseményekkel (85). Egy 0j vizsgalatsorozat (DEVOTE)
eredményei azt mutattak, hogy az egymas utan kovetkezd napok ¢homi vércukorszintje
kozotti variabilitas mértéke szignifikans kapcsolatot mutatott a stilyos hipoglikémiakkal,
a sziv-érrendszeri szovodmények megjelenését 1,2-szeresére €s a haldlozasi kockazatot
1,4-szeresére novelte (86).

Ezen eredmények alapjan érthetd, hogy az ingadoz6 vércukorszint szerepérdl
tovabbi vizsgalatok sziikségesek, amely soran az oxidativ-nitrativ stressz kialakulasat, a
kovetkezményes PARP aktivaciot és az endotél diszfunkcidt tanulményozzak. A
nemzetkozi vizsgalatok eredményei mellett munkacsoportunk korabbi vizsgalatai is
alatamasztottdk az ingadoz6 vércukorszint jelentdségét. A volt Haynal Imre
Egészségtudomanyi Egyetem (HIETE) Szabolcs utcai korhazanak diabetologiai
osztalyan kezelt 2. tipusi cukorbetegeket vizsgaltunk. A szénhidrat héaztartds labor
paraméterei  (HbAlc, fruktozamin) mellett az  oxidativ-nitrativ  stressz
mértékét és a PARP aktivitasat mértiikk keringd leukocitakban. Hipotézisiink az volt,
hogy a bedllitott terdpia mellett az oxidativ paraméterek is csokkennek. A korhazi
elbocsajtaskor, hipotézisiinknek megfelelden a rendezett cukorhdztartds paraméterei
mellett csdkkent nitrotirozin festddést és PARP aktivaciot tapasztaltunk. Viszont a 6 hetes
kontrollndl a tovabbra is rendezett labor paraméterek mellett a koérhazi felvételkor
kimutatott oxidativ markerekhez hasonld, emelkedett PARP aktivaciot mutattunk ki (8.
abra).

A klinika paraméterek (labor, statusz, gydgyszerelés) nem adtak magyardzatot
erre az eltérésre, viszont a paciensek részletesebb kikérdezésekor szinte mindegyik
bevallotta, hogy a korhazban eldirt diétat nehezen tudték tartani, s6t a kontroll az év
végére esett (kardcsony, szilveszter), ami még inkdbb megnehezitette a diéta betartasat.
Ennek megfelelden azt feltételeztiik, hogy az idonkénti diéta megszegése a hagyomanyos
kontroll labor paraméterekkel (HbAlc, fruktozamin) nem volt detektalhato, de elegendd
volt ahhoz, hogy olyan vércukorszint ingadozasokat produkaljon a pacienseknél, ami
hozzajarulhatott az oxidativ stressz ¢és a kovetkezményes PARP aktivacio kialakuldséhoz.
A feltételezésiink igazolasara a klinikai vizsgalatot nem tudtuk folytatni a diabetologiai
osztaly bezarasa miatt. Egyrészt ennek kdszonhetden ezek az eredmények nem keriiltek
publikélasra, de hozzdjarultak a disszertdciom témajat képz6 vércukor ingadozasok

experimentalis vizsgalatanak elinditasahoz.
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8. dbra: A pdciensek cukorhaztartasat jellemzé paramétereinek (éhomi vércukor,
fruktozamin, HbAlc) vizsgalata soran a korhdzi felvételkor mért értékek és a 6 hetes
kontroll kozott szignifikans javulas volt kimutathato, ami az adekvat terapia beallitasara
utalt. Ennek ellenére a mononuklearis leukocitakon végzett immunhisztokémiai vizsgalat
sordn a nitrotirozin festédés és a PARP aktivitds jelentds emelkedést mutattak a 6 hetes
kontrollndl, ami nem kévette a klinikai paraméterek javulasat. Ertékeket atlag+standard

error formaban abrdzoltuk. (*:p<0,05, **:p<0,01)

2.5.3 Kronikus szivelégtelenség

A szivelégtelenségben tapasztalt ROS felszabadulasa a mitokondriumhoz, a
NADPH oxidazhoz, a xantin oxidazhoz, a szétkapcsolt (uncoupled) NOS-hoz és a P450
enzimcsaladhoz kothet6 (87). A ROS termel6désén til nem lehet figyelmen kiviil hagyni
a mitokondrium és a citoszol ioncsatorndinak atalakuldsat, ami szivelégtelenség
patomechanizmusanak egyik legfontosabb sejtbiologiai jellemzdjének is tekinthetjiik.
Szivelégtelenségben az excitacio-kontrakcid kapcsolast biztosito Ca™-ion haztartas
szignifikansan megvaltozik. Fiziologias koriilmények kozott az akcids potencial alatt az
L-tipusti csatorndak megnyilasaval a Ca'™ bearamlik, majd a rianodin receptorok
megnyilasaval tovabbi, nagymennyiségli Ca*" felszabadulas detektalhato, ami a troponin

C-vel komlexet alkotva a miocita kontrakcidjat valtja ki (88). A relaxacidért a Ca™ -nak

29



DOI:10.14753/SE.2019.2330

a szarkoplazmas retikulumba (SR) torténé visszavételéért felelés szarko-
endoplazmatikus reticulum Ca**-pumpa (SERCA), valamint a plazmamembranban
talalhatd plazmamembran Ca**-pumpa és a Na/Ca kicseréld transzporter (NCX)
miikodése felelds. Szivelégtelenségben a SERCA diszfunkcioja mellett kimutathaté az
SR rianodin receptoranak fokozott nyitvatartdsa, ami egyiittesen a szarkoplazma Ca*™*
kinetikdjat, kontrakcio utani visszavételét rontja, ami végezetiil a diasztolé alatti relaxacio
karosodasat eredményezi. A SR csokkent Ca*™ visszavételének kompenzaldsira a
szarkolemma NCX fokozott expresszidja és aktivacioja alakul ki (3). A
szivelégtelenségre jellemzd, felborult Ca*™ homeosztazisban tobb beavatkozasi célpont is
meghatdrozasra kertilt, ami jelenleg a klinikumban alkalmazott kezeléseken tul szamos
tovabbi kutatas targyat is képezi a terapias lehetoségek kibovitése céljabol (89).

A szivelégtelenség kialakulasaban az oxidativ stressz jelentdsége vitathatatlan, de
a megtartott és a csokkent EF szivelégtelenség esetén két kiillonb6zé mechanizmus
dominal. A normél EF-ju szivelégtelenség kialakuldsaban a tarsbetegségek jelenléte
kiemelt jelentéségii, példaul a tulstly, a magasvérnyomas betegség, a diabétesz mellitusz,
a kronikus obstruktiv tiidébetegség, az anémia, a veseelégtelenség (90). Ezen kronikus
betegségek a proinflammatorikus citokinek (pl.: tumor nekrozis faktor (TNF),
interleukin-6 (IL-6), szolubilis ,,Suppression of Tumorigenicity” 2 (sST2), pentraxin 3)
fokozott termelddésével egy szisztémas, gyulladasos allapotot tudnak kialakitani (91). Az
altalanos gyulladasos allapot hatdssal van a koszoruerek mikrovaszkularis endotél
sejtjeire €s tovabbi gyulladdsos kaszkadrendszereket indit el, amely soran a tovabbi
gyulladésos citokinek termelddése mellett adhézios molekuldk expressziodja is fokozodik
(vaszkularis sejt adhézios molekula (VCAM), endotelialis szelektin (E-szelektin)). Az
endotél felszinén megjelend adhézids molekuldk eldsegitik a keringd leukocitdk
reaktiv oxigén gyokok termelddése fokozodik, a NO biologiai hozzaférhetdsége csokken,
és a peroxinitrit koncentracidja emelkedik (92). Az endotelialis oxidativ-nitrativ stressz
hatasara a miokardiumban a szolubilis guanilat ciklaz (SGC) aktivitasa csokken, ami
végeredményben a protein kinaz G (PKG) aktivitds csokkenéséhez vezet. A PKG
csokkent aktivitdsa hozzdjarul a szivizomsejtek passziv fesziilésének emelkedéséhez,
aminek hatterében a szarkomer -elasztikus tulajdonsagaért felelds fehérje, titin

hipofoszforilaciojat feltételezik (93). Tovabba a PKG miokardialis hipertrofiat gatlo
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funkcidja is karosodik (94). Emellett a monocitak szubendotelialis migracioja tovabbi
szoveti valtozasokat generalnak a felszabaduld transzformaldo novekedési faktorok
(TGFPB) hatasara. A fokozott fibroblaszt proliferacid6 ¢és a miofibroblasztok
transzformacidja az intersticialis kollagén termelodését emelik. Ezen részletezett
patofiziologiai folyamatok egyiittesen magyarazzak HFpEF szivizomzat szdvettani

elvaltozasait, amelyek végeredményben diasztolés diszfunkciot eredményeznek (9. abra)
(95, 96).

Miokardialis remodelling

HFpEF HFrEF
Obezitas ToILe :
Hiperténia i 1 TNF '
Diabétesz mellitusz [} sST2 :
COPD : i!’fp_trax!r_\? i _E
Vashiany i ﬂ ‘
!
[ ONOO- NO| ' y
=)
TGF-
Kollagén
A Y

Iszkémia
! Infekcié |
i Toxicitas !

9. abra: A normal EF-ju és a csokkent EF-ju szivelégtelenség patomechanizmusdaban a
ROS tultermelodésének kiindulo pontjai kiilonbozoek. HFpEF esetén az endotelialis ROS
termelodés, HFrEF klinikum esetén kozvetleniil a miokardiumban kialakult oxidativ
Stressz jatszik kozponti szerepet. A miokardialis remodelling hatterében lévé oxidativ
stressz okozta valtozdasok Walter J. Paulus és Carsten Tschope publikaciojabol adaptalt,
modositott abrdjan lathatoak (95).

Hipertenziv egérmodellben az echokardiografidval detektalt diasztolés
diszfunkcidban fokozott kardialis oxidécio, csokkent NO és a tetrahydrobiopterin (BH4)
oxidacioja mellett szétkapcsolt NOS aktivitas volt kimutathato (97). Hipertenziv
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experimentalis vizsgalatban a kés6i Na*-csatornat blokkold gyogyszer, a ranolazin terapia
hatdséra a szivultrahangos és hemodinamikai paraméterek, az oxidativ statusz mérései, a
szivizomsejtek funkcionalis analizise, a miofilamentumok Ca**-érzékenységének
eredményei a diasztolés diszfunkcié javulasat mutattak (98). Diétaval indukalt
diabéteszes allatmodellben a diasztolés diszfunkciot kardio-MRI-vel vizsgaltdk, amiben
az antioxidans terapia alkalmazasaval szignifikans javulast tudtak elérni (99).

Ellentétben a  diasztolés  szivelégtelenséggel, a  csokkent  EF-ju
szivelégtelenségben nem az endotelialis oxidativ stressz jatszik kozponti szerepet, hanem
kozvetleniil a szivizomsejtben figyelhetd meg a fokozott ROS termelddés, aminek
hatterében iszkémia, toxikus vagy infekcios okok allhatnak (9. abra). A miocitak fokozott
ROS termelddése eleinte sejtdiszfunkcidt, majd késobb a sejthalal kiillonb6zd formait
triggerelheti, ami végezetiil a szivizomzat fibrotikus atalakulasat eredményezi (95, 96).

Szamos experimentalis ¢és klinikai tanulmany igazolta mar, hogy a
szivelégtelenség hatterében az oxidativ stressz jelentds szereppel bir (100). A dilatativ
kardiomiopatiaval kezelt betegekben a lipid peroxidacié markans emelkedését mutattak
ki és pozitiv korrelaciot taldltak a tiinetek sulyossagaval. Tovabba forditott 6sszefiiggést
irtak le a lipidperoxidacio mértéke és a kardialis funkcid (EF, terhelhetdségi kapacitas)
kozott. A ROS taltermelddés biomarkerének plazma szintje szintén szorosan korrelalt a
bal kamra végdiasztolés €s végszisztolés atmérdivel, tovabba hasonld Osszefiiggést
talaltak a szivelégtelenség tiineteivel is (101). A szivelégtelenségben kialakult oxidativ
gyokok egyik forrdsa a xantin oxidaz. Tobb vizsgalat igazolta, hogy a
szivelégtelenségben egyes gyulladasos markerek (E-szelektin, ICAM, TNF, interleukin-
6) mérheté emelkedése mellett szignifikans hiperurikémia is detektalhato (102). Xantin
oxidaz gatld, allopurinol terapiaval szdmos vizsgélatot is végeztek, melyek kezdetben
kecsegteté eredményekkel szolgaltak. 300 mg allopurinol terapidval 11 NYHA II-11
funkciondlis stadiumban 1év0 paciens esetében javitotta az endotél diszfunkcidt és
csokkentette az oxidativ stressz mértékét (103). Ellenben a 2015-ben megjelent EXACT-
HF vizsgélat eredményeiben nem volt kimutathato a szivelégtelen paciensek szignifikans
javulasa allopurinol terapia mellett (104).

A PARP szivelégtelenségben betoltott szerepét tobb allatmodellben sikeriilt
Kimutatni.  Streptozotocin indukalta diabéteszes allatmodellben a miokardialis

kontraktilitas csokkenése szignifikdns Osszefliggést mutatott az endotél és a
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szivizomsejtben detektalhatd poli-(ADP)-ribozilacio mértékével (105). Aorta sziikités,
endotoxin, doxorubicin indukalta szivelégtelen allatmodellekben lathato volt a fokozott
PARP aktivitas és az AIF transzlokacidja, valamint kiilonb6zé PARP inhibitor terapia
mellett a patologias kardialis elvaltozasok mérséklodését is megfigyelték (106-109). Wei-
dong Quin és munkatarsai diabéteszes kardiomiopatidban vizsgéltdk a PARP szerepét.
HOC2 kardiomiocita sejtkultiran végzett vizsgalatok eredményei alapjan hiperglikémia
stimulaciora fokozott oxidativ stressz és DNS karosodas volt lathato a PARP fokozott
expresszioja ¢s aktivacidja mellett. Viszont PARP inhibitor eldkezelés esetén
szignifikdnsan csokkent a gyulladasos markerek (TNF-a, IL-1p, IL-6, ICAM-1, INOS)
expresszidja. Tovabba a streptozotocin indukalta diabéteszes modellben a PARP-1 -/-
knock-out egerek esetén a kardialis funkcio javulasa volt megfigyelhet6 (110).

Viszonylag kevesebb humdn vizsgalat all rendelkezésiinkre, de kozottik is
kiemelendé Molnar és munkatarsainak vizsgalata, amelyben szivtranszplantici6 soran a
recipiensektdl nyert human mintdkon kutattdk a PARP aktivacio és a szivelégtelenség
kapcsolatat. A szivtranszplantacid sordn nyert mintdk szovettani vizsgalata soran
szignifikansan nagyobb aktivacio volt megfigyelhetd a szivelégtelen csoportban, bar
szignifikans AIF transzlokaciot nem tudtak kimutatni (111). Soriano munkacsoportja 25
szeptikus sokk miatt kezelt paciensben vizsgalta a PARP aktivitas és a kardialis
diszfunkcio  kozotti  Osszefliggést. A PARP  aktivitdsara jellemzé PAR
immunhisztokémiai festddése pozitiv korrelaciot mutatott a troponin értékekkel, mig a
PAR fest6dés denzitometrias mérése és a bal kamra stroke volumen index kozott a
korrelacios egyiitthaté r? értéke 0,33 volt (p=0,0509) (112). Pillai és munkacsoportja 14
szivelégtelen paciens mintdit dolgozta fel, melybdl 7 iszkémids kardiomiopatia, 5
dilatativ kardiomiopatia és 2 restriktiv kardiomiopatia volt, kontrollnak pedig nem
szivelégtelen paciensek szivsebészeti miitétei soran nyert mintakat hasznaltak fel.
Western blot analizis soran a szivelégtelen mintakban szignifikans PARP aktivaciot
mutattak ki (113). A munkacsoport tovabbi vizsgalataiban a pro-apoptotikus p53
deacetilacigjaért felelds Sir2a aktivitasat is vizsgaltak. A szivelégtelen paciensekben a
PARP aktivacidja Osszefiiggést mutatott az alacsonyabb Sir2a aktivitassal, ezaltal
biztositva az apoptozisban kdzponti szerepet jatszo p53 fokozott miikodését (114).

Az experimentalis kutatasok bdséges eredményei meggydzoek lehetnek, de a

jelenleg rendelkezésre all6 kevés human vizsgalat egyelére nem elegendd, hogy teljes

33



DOI:10.14753/SE.2019.2330

képet kapjunk a PARP aktivacioval és az AIF transzlokécioval jellemezhetd parthanatos
jelenségérol. Végiil ez inditotta el ujabb vizsgalatunkat, ami a szivelégtelen paciensek

mintdiban tanulmanyozta a parthanatos markereit.
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3. Célkituzések

A parthanatos fogalma néhany éve keriilt bevezetésre, ennek ellenére a PARP
enzim vizsgalata évtizedes multra tekint vissza. Szamos betegség patomechizmusaban
bizonyitast nyert, hogy az oxidativ-nitrativ stressz okozta PARP aktivacié kozponti
szerepet jatszik. Kutatdsaink célja volt a szabadgyokok altal kivaltott PARP aktivacid
jelenlétének vizsgalata kardiovaszkularis megbetegedésekben. Osszefiiggéseket
kerestiink az egyes szovetekben megtigyelhetd parthanatos jelenléte és az allatkisérletes
modellben az ingadoz6 vércukorszint kivaltotta endotél diszfunkcio, illetve a human

kronikus szivelégtelenség kozott.

3.1 Endotél karosodas és parthanatos felmérése ingadozo

vércukorszintben
A korabbi fejezetekben részletesen ismertetésre keriilt, hogy diabétesz
mellituszban a magas vércukor szint hogyan jarul hozza a mikro- és makrovaszkularis
szovodmények kialakuldsdhoz. Kutatasunk célja az volt, hogy a mai klinikai gyakorlatban
kevésbé ellendrzott vércukor ingadozésok milyen mértékii szerepet jatszanak az endotél
diszfunkcio kialakuldsaban, és ennek hatterében kimutathatd-e az oxidativ-nitrativ stressz

okozta PARP aktivacio.

3.1.1 Veércukor ingadozds és a vaszkularis diszfunkcio
Célkitlizéstink elsé kérdése az volt, hogy az ingadozd vércukor szintek
befolyéasoljdk-e az endotél fiiggd relaxaciot és ez milyen mértékii endotél diszfunkciot

jelent.

3.1.2 Vércukor ingadozds és az oxidativ-nitrativ stressz

A kiilonb6z6 vércukorszint profilok esetén vizsgaltuk a lokalis és szisztémas
oxidativ-nitrativ stressz valtozasait, és arra kerestiik a véalaszt, hogy az ingadoz6 vércukor
mellett milyen szignifikans kiilonbségek fedezhetdek fel a folyamatosan magas

vércukorszinttel szemben.
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3.1.3 Veércukor ingadozds és a PARP aktivdcio
Kutatasunk kozpontjaban a PARP aktivacio vizsgalata 4llt, amely soran arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy kimutathatd-e az ingadoz6 vércukor szint mellett

fokozott aktivitas.

3.2 Szivelégtelenséget jellemzo6 paraméterek és a parthanatos

markerei
A parthanatos szivelégtelenségben végzett korabbi vizsgalatai tobbségében
experimentalis modelleken torténtek. Emellett egyre boviil irodalom tdmasztja ala, hogy
a szivelégtelenség patomechizmusaban a reaktiv szabad gyokok szerepe kiemelkedd.
Ezért vizsgalatunk elsddleges kérdése az volt, hogy kimutathat6-e human véralkotokban
a ROS altal okozott PARP aktivacio és ez milyen dsszefiiggést mutat a szivelégtelenség

klinikai paramétereivel.

3.2.1 Parthanatos a szivelégtelenségben
Vizsgalatunk célja az volt, hogy kimutassuk human, szivelégtelen véralkotokban
az oxidativ-nitrativ stressz, a kovetkezményes PARP aktivacio6 és az AIF transzlokécio

jelenlétét, melyek a parthanatos cellularis jellemzdit jelentik.
3.2.2 Szivelégtelenség és a parthanatos kozotti korreldcio

Vizsgaltuk, hogy a szivelégtelenség paraméterei és a klinikai jellemzék mutatnak-

e Osszefliggést a parthanatos markereivel.
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4. Modszerek

4.1 Vizsgalati protokoll
4.1.1 Diabéteszes dallatmodell

Tizenkilenc, azonos ¢letkora, 380-480 g testsulyu him Wistar patkanyban
(Toxicoop, Budapest, Magyarorszag) streptozotocin kezeléssel (iv. 70 mg/kg STZ, citrat
puffer, Sigma-Aldrich, Németorszag) inzulin hianyos allapotot hoztunk Ilétre. A
streptozotocin  szelektiven citotoxikus a pancreas béta sejtjeire, aminek
kovetkezményeként egyszeri magas dozissal (200 mg/kg) alakithatd ki teljes inzulin
hianyos allapot, ami az 1. tipusu diabétesz mellitus modellnek felelhet meg (115).
Vizsgdlatunk soran alacsonyabb doézissal dolgoztunk, ami az inzulin termelést teljes
mértékben nem roncsolta €s ezen allatmodellekre jellemzd diabetogén taplalast nem
végeztiink. Modelliink olyan inzulinhidnyos allapotnak tekinthetd, ami teljes inzulin
dependenciat nem alakitott ki és minimalis sajat inzulin termelést meghagyott. A teljes
toxikus adagndl alacsonyabb streptozotocin kezelés elegendd volt ahhoz, hogy olyan
inzulin hidnyos allapot alakuljon ki, amiben az inzulin terdpia adagolaséaval kiilonb6z6
vércukor profilokat tudjunk kialakitani. A 14. naptol a diabéteszes allatok egyik
csoportjanak (n=6) vércukorszintjét 24 6rankénti lente inzulin (s.c. 60 U/kg, Sanofi
Aventis, Parizs, Franciaorszag) adéasaval normalizaltuk (kezelt DM csoport). A
cukorbeteg allatok masik csoportjaban (n=7) ingadozd vércukorszintet hoztunk 1étre 48
orankénti ultralente inzulin (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dania) injektalasaval (s.c. 60
U/kg) (Ingadoz6 VC csoport). A kisérlet tervezésekor nem volt ismert olyan tanulmany,
mely felvetette volna annak lehetdségét, hogy a két inzulinkészitmény befolyasolhatja a
vizsgalt paramétereket, célunk kizarolag a vércukorszint manipulalasa volt. 6 cukorbeteg
allatot nem kezeltiink (DM csoport). Hét allat csak a streptozotocin olddszerét kapta
(kontroll csoport) (10. abra).

Az éllatmodell kialakitdsanal orankénti vércukor ellendrzést végeztiink. A
értékek is regisztralasra keriiljenek. Ezt kovetden kertilt beallitasra a 6 6rankénti vérvétel
gyakorisaga és id6pontja. Tiz napos inzulinkezelést kovetéen minden csoportban 48 6ran
keresztiil ellendriztiik a vércukor szintet a farokvégbdl vett vérvétel sordn, az elsd

vérvételt kozvetleniil az inzulin beadasa el6tt végeztiik és 6 6ranként ismételtiik (Accu-
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Check). 2 hét inzulin terapia utan az allatokat intraperitonealis tiopentallal elaltattuk. A
vena cava inferior-bol vért vettiink, melybdl fél oran beliil gradiens centrifugélassal
mononuklearis leukocitakat izolaltunk, melyeket aramlasos citometriaval vizsgaltunk
tovabb. A mellkasi aortat kipreparaltuk €s a kotdszovettdl megtisztitottuk, majd 2-3 mm-
s érgylriiket vagtunk ex vivo érfunkciods vizsgalatok elvégzéséhez. Tovabba az érgylirik
egy részét formalinban fixaltuk és immunhisztokémiai festéshez paraffinos metszeteket
készitettlink Ezt kovetden csontveldi hemopoetikus sejteket izolaltunk, melyekbdl

metanollal fixalt keneteket készitettiink.

Citrat A].latok
1;‘ elaltatasa
. L ya 1 1 1 Z. 1
Kontroll — 1 1 | — 1 >
0 14. 15. 16. 28-30.
n=7 nap nap nap nap
STZ 70mg/kg Allatok
} elaltatisa
DPM —— : —rF—1—>
0 14. 15. 16. 28-30.
n=6 nap nap nap nap

STZ 'I/Omg/kg Lente inzulin  Lente inzulin Lente inzulin Allatok

/}\ 60E/Kg s.c. 60E/Kg s.c. 60E/Kg s.c. elaltatasa
1 y l l l Z. l
Kezelt DM ¢ 1 1 | — 1 >
0 14. 15. 16. 28-30.
n=6 nap nap nap nap
STZ '{Omg/ kg Ultralente inzulin Ultralente inzulin Allatok
} 60E/Kg s.c. 60E/Kg s.c. elaltatisa
, . 1 Z. l l l y l
Ingadozo VC 2 ; ; — ; >
0 14. 15. 16. 28-30.
n=7 nap nap nap nap

10. abra: Experimentilis protokoll

Kontroll csoportot, kezeletlen cukorbeteg (DM), kezelt cukorbeteg (kezelt DM) és
ingadozo vércukor (Ingadozo VC) csoportot hoztunk létre. StreptozotOcin adasaval
hoztunk létre cukorbetegséget, az adekvat kezelést lente inzulin terapidaval biztositottuk,

az ingadozo vércukor profilt ultralente terapiaval alakitottuk ki.
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A vizsgalatokat a “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” U.S.
National Institutes of Health kiadvanyanak megfeleléen (NIH Publication 85-23 revised

1985), a Helyi Allatvédelmi Bizottsag engedélyével végeztiik.

4.1.2 Kronikus szivelégtelen betegek vizsgalata

A vizsgalatban a Semmelweis Egyetem Véarosmajori Sziv és Ergyégyészati
Klinika gondozésa alatt all6 szivelégtelen paciensek és normal szisztolés szivfunkcidval
rendelkezd alanyok vettek részt. A szivelégtelen betegek (n=20) a vizsgalat soran stabil
kardiopulmonalis allapotban voltak (NYHA: II-1IT), kivizsgalasuk és kezelésiik megfelelt
az aktualis Europai Kardioldgiai Tarsasadg ajanlasanak. A kardialis funkcid vizsgalata
transztorakalis echokardiografidval (TTE) tortént, az ajanlasnak megfeleléen az ejekcios
frakciét modositott Simpson moddszerrel (endokardidlis hatdrvonal identifikélasaval)
hataroztdk meg. A kronikus szivelégtelen (HF) csoportba 40% alatti EF esetén
valasztottuk be a pacienseket. Hairom honapon beliili echokardiografia eredményét abban
az esetben fogadtuk el, amennyiben a beteg klinikai allapotdban valtozas nem tortént.
Ellenkezd esetben a szivultrahang vizsgalatot megismételtiik. A szivelégtelen pacienseket
betegségiik etiologidja alapjan iszkémias (n=9) és nem iszkémias (n=11) csoportra
osztottuk. Minden esetben a korabban végzett koronarografia eredménye elérhetd volt.

Kontroll csoportnak normal szisztolés funkcidju oOnkénteseket valasztottunk
(n=15). A kontroll csoport életkorban, test-tomeg index és a sziv és érrendszeri
rizikéstatusz (dohényzds, cukorbetegség, magasvérnyomads, iszkémids szivbetegség)
alapjan megegyezett a szivelégtelen csoporttal. Kizarasi kritériumok kozé tartozott az
inzulinnal kezelt cukorbetegség, a 3 honapon beliili akut koronaria szindroma, az agyi
érkatasztrofa, vagy mitét. Szintén kizard tényezoOnek tekintettilk az akut, kronikus
gyulladdsos betegséget és a tumoros megbetegedést. A vizsgalatot a sziikséges etikai
engedéllyel (Semmelweis Egyetem - 7268-0/2011-EKU) és megfeleld irasbeli, szobeli
tajekoztatast kovetd irasbeli beleegyezes (,,tajékozott beleegyezés™) utdn végeztiik.

A bevalasztast kovetden minden paciensnél egy kérddivet toltottiink ki, amelyben
felmértiilk demografiai (életkor, nem, szocialis helyzet) és &ltalanos egészségiigyi
statuszat (anamnézis, jelen panaszok, gyogyszeres terapia). Heti szinten legalabb napi 1
cigaretta elszivasa esetén a pacienst dohanyzonak tekintettiik. A testsuly és testmagassag

méréseket rendszeresen ellendrzott, kalibralt mérlegen végeztiik, ami alapjan szamoltuk
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ki a testtomeg indexet (BMI). A transztorakalis echokardiografia soran meghatarozasra
keriiltek a bal kamra végdiasztolés (LVEDD), végszisztolés atmérdi (LVESD) és az

ejekcios frakcio.

4.2 Vaszkularis funkcié mérése ingadozo vércukorszintben

Az éllatkisérlet soran kipreparalt mellkasi aortat 37°C-ra elémelegitett 5% CO2 és
95% O:2 keverékével buborékoltatott Krebs oldatos szervkadba helyeztiik, aminek az
osszetétele NaCl 130mM, NaHCOs 14,9 mM, KCI 4,7 mM, CaCl, 1,6 mM, MgSOs 1,17
mM, KH2PO4 1,18 mM, EDTA 0,026 mM, glukéz 11 mM volt. A mellkasi aortat
megtisztitottuk a periadventicidlis zsirszovettdl és 2-3 mm-s érgyliriiket vagtunk le. Az
érgytriiket izometrias erémérére (Hottinger Baldwin Messtechnik, Germany) helyeztiik
¢és az elofeszitést 1 g-nak megfeleld erdvel végeztiik. Egy oras ekvilibracié soran 20
percenként cseréltiik a szervkadakban a Krebs oldatot. A funkciondlis integritas
tesztelésére K*-ban gazdag Krebs oldatot hasznaltunk mint depolarizalo oldatot. Novekvé
fenilefrin koncentracié mellett mértiik az érgytiriik kontrakcids kapacitasat (1073-3x107°
mol/l-es koncentracidtartomanyban). Ezutdn az érgyliriik kontrakciojat 107¢ mol/l
fenilefrinnel valtottuk ki, majd acetilkolin (1x10°%-3x10~> mol/l) névekvé koncentricio
altal indukalt relaxacios gorbét vettiink fel. Novekvd doézisu natrium nitroprussidot
(1x1078-1x10"° mol/l) hasznaltunk a simaizom NO iranti érzékenység ellendrzésére.
Minden csoportban 8-10 érgyiiriin megismételtiik a fenti méréseket. A fenilefrin altal
kivaltott kontrakcids valaszt a K* indukalta 6sszehtizodashoz viszonyitott %-os értékben

fejeztiik ki. A relaxaciot a fenilefrin altal kivaltott eléfeszitéshez képest vizsgaltuk.

4.3 Parthanatos jelei szovetekben

Szovettani vizsgalatokat végeztink a parthanatos jeleinek kimutatisara. Az
allatok feldolgozédsa sordn a kipreparalt mellkasi aorta egyenes leszallo szakaszat
vizsgaltuk. Minden 4éllat esetében 4 db 2-3 mm hosszisagu érszakaszt izolaltunk. Ezek
kozil két ringen végeztiik a miografias vizsgalatokat, a harmadik ring fixalasra kertilt a
tovabbi immunhisztokémiai elemzések céljabol, a negyediket pedig fagyasztast kovetden

a Western blothoz hasznaltuk fel. A csontveldbdl keneteket készitettiink.
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4.3.1 Immunhisztokémia

A kipreparalt mellkasi aortabol paraffinos metszeteket készitettiink. A tirozin
nitraci6 kimutatatisara nitrotirozin elleni poliklonalis antitestet (nyul, Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY, USA; 1:80, 4°C, egy ¢jszakéan keresztiil) hasznaltunk.
A lipid peroxidacié mértékét a 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) elleni poliklonalis antitestettel
(nyul, Calbiochem; 1:200, 4°C, egy ¢jszakan keresztiil) hatdroztuk meg. A PARP
aktivitas vizsgalatara az enzimreakci6 végtermékét, a PAR-t festettilk meg (monoklonalis
egér antitest, Tulip Biolabs; 1:100, 4°C, egy ¢&jszakdn keresztiil). 15 perces
mikrohullamfézéssel végeztiik az antigén feltarasat (0.1 mol/l citrat puffer, pH 3, f6zés
mikrohulldmsiitdben 15 percig). 15 %-o0s kecske/l6 szérumos inkubacié soran blokkoltuk
az aspecifikus kotddéseket (egy oran at, szobahdmérsékleten). Ezt kdvetden biotinizalt
egér elleni 16 vagy nyul elleni kecske masodlagos antitesteket (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA; 30 perc, szobahOmérséklet) adtunk a kenetekhez. Az
immunreakcidt tormaperoxidaz-konjugalt avidin (30 perc, szobahémérséklet) és nikkel-
diaminobenzidin hasznalataval (6 perc, szobahdémérséklet) tettiik lathatova. A
hattérfestést Nuclear Fast Red (NFR) kittel biztositottuk.

A csontvel6 keneteket metanolban fixaltuk, majd rehidraciot kovetden, a fentiek
szerint NT és PAR elleni immunhisztokémiai festést végeztiink.

A kiértékelés fénymikroszkoppal tortént nem ismerve a minta csoportjat (Zeiss-
Imager Al fénymikroszkop, 20x/0.45 és 40x/0.75 objektiv, AxioCam MRc5 kamera;
AxioVision — Rel. 4.8 software, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany). A HNE
¢s az NT festddés mértékének meghatarozasara a szoveteken 1-10 skalat hasznaltunk.
Keneteken az NT pozitiv sejtek aranyanak megallapitasihoz legalabb 300 sejt
kiértékelését végeztiik. PAR festés esetén szintén vakon vizsgaltuk a mintakat egy szemi-
kvantitativ modszerrel:

e 1 pont: nincs festddés,

e 2 pont: gyenge citoplazma festddés,

e 3 pont: erds citoplazma festddés,

e 4 pont: citoplazma festédés mellett néhany pozitiv sejtmag,
e 5 pont: kozel a sejtmagok 50%-a pozitivan festddik,

e 6 pont: kozel a sejtmagok 75%-a pozitivan festddik,

e 7 pont: altalanos sejtmag festddés néhany negativ sejt mellett,
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e § pont: minden sejtmag pozitiv,
e O pont: erds festddés minden sejtmagban,

e 10 pont: nagyon erds festddés minden sejtmagban.

4.3.2 Western blot analizis

Az allatok aortait Teflon homogenizatorban készitettiik eld. A fehérje lizis puffer
oldat 20 mmol/l TRIS-HCI (pH 7,5), 1 mmol/l EGTA és 1 pl/ml proteaz inhibitort
tartalmazott (Sigma). 4°C-n, 10 percig, 700 g mellett centrifugaltuk a
homogenizatumokat. A feliiluszd frakcidt leszedtiik, és ezt hasznaltuk Western blot
analizisre. A gyart6 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) protokollja szerint 10-15% natrium
dodecil szulfat - poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) alapjan szeparaltuk a
fehérjéket. Ezt kdvetden a szepardlt fehérjéket polivinildén fluorid (PVDF) membranra
blottoltuk (2 6rdn at, 200 V fesziiltségen, Xcell II blott Invitrogen). A fehérje transzfer
utan a PVDF membranokat szobahdmérsékleten, egy oran keresztiil blokkol6 pufferben
(TRIS puffer, zsirszegény tej) inkubaltuk, majd kimostuk (TBS/0,05%, Tween 20). A
megjeldlés céljara PAR elleni primer, monoklonalis antitestekkel végeztiik az inkubéciot
(Calbiochem, San Diego, CA, USA, 1:2000, 4°C, egy ¢jszakan keresztiil). Majd
tormaperoxidazzal konjugalt egér elleni szekunder elleni antitestet adtunk hozza (1:2000,
egy oOra, szobahOmérséklet). Az enzimreakciot kemilumineszcens reagens segitségével
vizualizaltuk (Amersham, Arlington Heights, IL, USA). A denzitometrias értékeléshez
ImageJ software-t (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) hasznaltunk.

4.4 Parthanatos markerei véralkotokban

Az allatkisérlet esetében az elaltataskor, a human vizsgalat sordn a bevalasztaskor,
¢hgyomor mellett vettiink vért. A vérvételt kovetden azonnal izolaltuk a leukocitakat €s
keneteket készitettiink. A festéseket minimum 20 eset megléte esetén végeztiik, hogy a

festési protokolltdl torténd minimalis eltérések lehetdségét is csokkenteni tudjuk.
4.4.1 Biokémia

A human vizsgalat sordn az altalanos labor paraméterek (vérkép, glukdz, maj

funkci6, vesefunkcio, ionok) mellett meghatarozasra keriiltek a C-reaktiv protein (CRP)
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¢s az N-termindlis B-tipust natriuretikus peptid (NT-proBNP). A CRP és NT-proBNP
értekét immunkémiai modszerrel hataroztdk meg a Semmelweis Egyetem Varosmajori
Sziv és Ergyogyaszati Klinika laborjaban (Cobas Integra 400 Plus és Cobas E411; Roche,
Basel, Svijc).

A péciensek EDTA-s plazma mintaibol a total peroxid szint (plazma peroxidacio:
PRX) meghatarozasara Oxystat vizsgalatot (Biomedica, Bécs, Ausztria) végeztiink. 12
kronikus szivelégtelen és 11 kontroll minta volt elérheté a PRX vizsgélatra. A mérések
soran a gyartd cég instrukcidit kovettilk. Tovabba meghataroztuk a teljes antioxidans
kapacitast (TAC- OxiSelect™ TAC kit, Cell Biolabs, San Diego), az eredményeket CRE
(umol copper reducing equivalent) egységben fejeztiikk ki. TAC vizsgalat esetén 19
szivelégtelent és 15 kontrollt tudtunk megvizsgéalni. A kialakuld szinreakciokat
spektrofotométerrel értékeltiik (BioTek, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

Az oxidativ stressz indexet (OSI) a total peroxid és a TAC aranyabol szamitottuk ki.

4.4.2 Immunologia

4.4.2.1 Immunhisztokémia

A humén vizsgalat sordan gradiens centrifugalassal (Histopaque-1077,
Sigma/Aldrich, St. Louis, MO, USA) izolaltuk a keringd mononuklearis leukocitakat. A
leukocita keneteket metanolban fixaltuk. Technikai negativ kontrollnak primer antitest
nélkiili  festésekeket végeztink, pozitiv kontrollnak egy oran keresztiil,
szobahdmérsékleten hagyott, indukalt vérmintakat hasznaltunk. A korabban taglalt
immunhisztokémiai fejezetben leirtakhoz hasonldéan a lipidperoxidacié kimutatdsara
HNE elleni poliklonalis antitestet (nyul, Abcam, Cambridge, UK; 1:200, 4°C, egy
¢jszakan keresztiil), a nitrotirozin kimutatasara NT elleni poliklondlis antitestet (nyul,
Millipore, Temecula, CA, USA; 1:80, egy ¢jszakdn keresztiil), PAR festésére
monoklonalis antitestet (egér, Tulip, West Point, PA, USA; 1:500, egy éjszakan keresztiil,
4°C) és az AIF jelolésére poliklondlis antitestet (nyul, Millipore; 1:100, 4 °C, egy
¢jszakan keresztiil) hasznaltunk. AIF transzlok4cio vizsgalatara 13 kontroll és 11
szivelégtelen minta volt elérhetd. Masodlagos jeldlésre biotinizalt egér és nyul
antitesteket tettlink a kenetekre (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). A HNE
vizualizalasara a barna festédésii diaminobenzidin (DAB) komplexet, mig a NT, a PAR
¢és az AIF kimutatasara a fekete festodésii nikkel tartalmia DAB-ot adtunk az avidin-

tormaperoxiddaz mellé. A HNE esetében kék hematoxylin, miga NT, a PAR és AIF esetén

43



DOI:10.14753/SE.2019.2330

Nuclear Fast Red adta a hatteret.

A keneteket fénymikroszkop (Zeiss-lmager Al fénymikroszkop, 20x/0,45 és
40x/0,75 objectiv, AxioCam MRc5 kamera) és AxioVision — Rel. 4,8 software (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Germany) segitségével lefényképeztiik. A HNE és NT esetében
a pozitivan fest6dott sejtek teriiletének %-os ardnyat adtuk meg, a PAR és AIF
értékelésénél a pozitivan festddott sejtmagok %-at vizsgaltuk. PAR esetében ez a
pozitivan festddd teriiletek %-s meghatdrozéasat jelenti (HNE és NT kiértékeléséhez
hasonloan), viszont az AIF esetében a pozitivan festddo sejtek %-s aranyat definialtuk.
Minden esetben kenetenként legalabb 300 sejtet értékeltink (MBFImageJ, NIH,
Bethesda, MA, USA).

4.4.2.2 Aramlasos citometria
A fenti fejezetben leirtakhoz hasonldan a leukocitdkat gradiens centrifugéléssal

izolaltuk (Histopaque-1083, Sigma, Saint Louis, MO, USA). Fixaciot és permeabilizaciot
(Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Solution Kit, Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) kovetden PAR elleni monoklonalis, primer antitesteket (egér, 1:100, 30 min,
4°C; Tulip Biolabs, West Point, PA, USA) hasznaltunk. A primer antitest izotipus
kontrollja tisztitott IgG3x anti-KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) antitest volt.
Masodlagos jelolésre fluoreszcens (FITC konjugalt) egér elleni poliklonalis antitestet
(1:500, 30 min, 4°C; Beckton Dickinson) hasznaltunk. Az &ramldsos citometriai
méréseket FACS Calibur rendszeren (Becton Dickinson) végeztiik. A sejtek fluoreszcens
festédését a limfocitakra jellemzé elére iranyuld fényszoras (forward scatter, FSC) és
oldaliranyt fényszoras (side scatter, SSC) jelei alapjan meghatarozott R1 tartomanyon

beliil vizsgaltuk.

4.5 Statisztika

Normal eloszlas esetén atlag, szoras vagy standard error értékeket, illetve nem
normal eloszlast valtozok abrazolasakor median és kvartiliseket hasznaltunk. A
statisztikai modellek hasznalata eldtt logaritmizaltuk a nem normal eloszlast mutatd
paramétereket (CRP, pro-BNP, HNE, NT, PAR, AIF). Tobb kisérleti csoport
Osszehasonlitasara egy illetve két-utas ismétléses ANOVA-t (érfunkcios vizsgalatok),

valamint Tukey és Bonferroni-féle post hoc tesztet végeztiink. A vizsgalati alanyok
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jellemzdit 2 mintas Student-féle t-proba segitségével hasonlitottuk 6ssze. A kategorikus
valtozok (nem, dohanyzés, diabétesz mellitusz, magasvérnyomds betegség, korondria
betegség) eloszlasat Khi-négyzet probaval értékeltiik. A klinikai paraméterek és a
parthanatos jelei kozotti sszefiiggést Pearson-féle korrelacioval és linearis regresszios
modell hasznalataval jellemeztiik, tovabba a szivelégtelenség csoporton beliil tobb
valtozos regresszids modszert is alkalmaztunk. A szignifikancia hatarat minden esetben

p<0,05 szerint hataroztuk meg (SPSS 22.0, Graphpad Prism 6.01 és StatMate szoftverek).

45



DOI:10.14753/SE.2019.2330

5. Eredmények

5.1 Endotél karosodas mértékének felmérése ingadozo
vércukorszintben

5.1.1 Vércukorszint ingadozdasok experimentdlis dllatmodellben

Az experimentalis vizsgéalat soran 4 csoportot hoztunk Iétre, melyekben
kiilonb6z6 vércukor profilt tudtunk kialakitani. Tekintettel az ad libitum etetésre és
meghagyott sajat inzulin termelésre, szignifikdns csoportszintii posztprandialis jellegli
vércukor kiugrasokat nem tapasztaltunk. A kontroll csoport vércukor szintje minimalis
cirkadian ritmust mutatott 7,2+0,8 mmol/l és 8,5+0,3 mmol/l kézott. A terapiaban nem
részesiilé cukorbeteg allatmodell vércukor szintje markansan fluktualt 28,8+5,6 mmol/l
¢és 46,4+4,2 mmol/l kozott. A kezelt DM allatmodell vércukor profiljdban, hasonléan a
kontroll csoporthoz, csekély valtozasokat mértiink 5,6+1,1 mmol/l és 11,5+8,4 mmol/I
kozott. Bar ez a fluktuacié az inzulin adagoldsanak volt koszonhetd, és nem kovette az
egészséges modellben tapasztalt cirkadidn ritmust. Az ingadozd vércukorszintli

modellben 11,3+1,5 és 43,4+3,1 mmol/l kozotti értékeket tapasztaltunk (11. &bra).

60 ~|——Kontroll =DM

—-Kezelt DM - Ingadozo VC

50 A

Vércukorszint (mmol/l)

N R

0 6 12 18 24 30 36 2 48
1do(h)
11. abra: Veércukor profilok abrazoldasa

10 nap inzulin terdpia utan 48 ordan keresztiil monitoroztuk a vércukorszintet 6

orankenti mintavétellel. 4 csoport keriilt kialakitasra: a kontroll csoport, a magas
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vércukorértékeket mutato, kezeletlen cukorbeteg csoport (DM), az alacsony vércukor
szinttel jellemezheto, adekvat kezelésben részesiilo csoport (kezelt DM), és az ingadozo
vércukor profilt mutaté modell (ingadozé VC). Ertékeket atlag+standard error formdban

abrazoltuk.

A kezeletlen cukorbeteg csoport vércukorszint gorbe alatti teriilete (AUC)
szignifikdnsan nagyobb volt a mésik harom csoportndl. (1856+44 vs. kontroll: 38248,
kezelt DM: 399+62, ingadoz6 vércukorszint: 1323473, p<0,001) Tovabba az ingadozd
vércukorszint modellben az AUC mértéke szignifikansan emelkedettebb volt, mint a
kezelésben részesiilé cukorbeteg modellben (p<0,001). A kezelt DM és a kontroll csoport

kozott jelentds kiillonbséget nem talaltunk (12. abra).

Kontroll DM  Kezelt DM Ingadoz6 VC

12. dbra: Vércukorszint gorbe alatti teriiletének (AUC) osszehasonlitisa a 4
experimentilis csoportban

A kezeletlen cukorbeteg csoportban volt lathato a legnagyobb AUC érték osszehasonlitva
a tobbi csoporttal szemben. A kezelt DM és az ingadozo VC modell kozott szintén
szignifikans kiilonbséget talaltunk. Az abra jol tiikrézi, hogy az ingadozo VC modell
szignifikansan emelkedett volt a kezelt DM csoporthoz képest, de a kezeletlen DM
értékéhez képest jelentésen alacsonyabb volt. Ertékeket datlag+standard error formdaban
dbrazoltuk. * p<0,001
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A kezeletlen cukorbeteg csoportban mért fruktézamint szignifikansan
nagyobbnak talaltuk, mint a kontroll csoportban (7094162 umol/l vs. 204+63 pmol/l,
p<0,05). A kezelt cukorbeteg csoportban és az ingadoz6 vércukorszint modellben pedig
alacsonyabb fruktézamin szinteket mértiink a kezeletlen cukorbeteg értékekhez képest.
(709+£162 umol/1 vs. 95445 umol/l, p<0,01 és 166+49 umol/l, p<0,01). A fruktézamin és
az AUC kozotti Pearson koefficiens 0,72 volt, p<0,001. A kezelt DM és a kontroll csoport

kozott szignifikancia nem volt lathato (13. abra).
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13. dbra: Experimentilis vizsgdlatban mért fruktozamin szintek
A kezeletlen cukorbeteg csoportban volt lathato a legnagyobb érték és az inzulin terapia
szignifikdnsan csokkentette a kialakitott vércukorprofiltél fiiggetleniil. Ertékeket
atlag-+standard error formaban abrazoltuk. * p<0,05; ** p< 0,01

5.1.2 Endotél fiiggo relaxdcio és az ingadozo vércukorszint kozotti osszefiiggés

Az ingadozd vércukorszint esetében jelent6s csokkenést talaltunk mind a
fenilefrin altal kivaltott kontrakcidban, mind az endotél fiiggd relaxacioban. A NO
donorként szolgalo nitroprusszid addsaval a relaxaciéo megtartott volt. Ezaltal a relaxacio
karosodéasa az endotél diszfunkcidé okozta NO csokkent termelésével magyarazhatd és

nem a vaszkularis simaizom NO-ra adott csokkent relaxacios képességével (14. abra).
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14/A4 dabra: Fenilefrin dltal kivaltott vaszkularis kontrakciok

A kontroll és az ingadozo vércukor szintli patkanyok mintai kozott szignifikans
kiilonbséget taldltunk. Ertékeket dtlagtstandard error formdban dbrdzoltuk. *p<0,05
ingadozo VC vs. kontroll

14/B dbra: Acetilkolin dltal kivaltott endotél fiiggo relaxdcio

Szignifikdns csokkenést mutattak az ingadozé VC mintdi a kontrollhoz képest. Ertékeket

atlagxstandard error formaban abrazoltuk. *p<0,05 ingadozo VC vs. kontroll
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5.1.3 Oxidativ-nitrativ stressz jelei csontveloben és endotélben
A csontveld immunhisztokémiai analizise soran a kezeletlen cukorbeteg és az
ingadozod vércukor modellben talaltunk kifejezetten NT pozitiv sejteket a kontroll
csoporthoz képest (8,9+0,6% ¢és 8,4+0,6% vs. 3,7+0,9%, p<0,01) (15. 4bra).
15/A 121 | = 1

NT pozitiv sejtek aranya (%)

Kontroll DM Kezelt DM Ingadozo VC
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15/A dbra: Csontveld nitrotirozin festésének eredménye

NT pozitiv sejtek szama szignifikansan nagyobb volt a DM és az ingadozo vércukor

csoportban. Ertékeket dtlagtstandard error formdban dbrdzoltuk. **p<0,01 vs. kontroll
csoport.

15/B dbra Csontvelé NT festés reprezentativ bemutatdsa
A fekete sejtek mutatjak a pozitiv festédést, Nuclear Fast Red adja a piros hdttérfestést.

A Kontroll festés mikroszkopos képén feltiintetett hosszmértékegység 50 um. Nyilak NT
pozitiv sejtekre mutatnak ra.
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Az endotél festése alapjan az ingadoz6 vércukor szintii allatok mintdit markans
lipidperoxidacio jellemezte, de a szignifikancia hatérat nem érte el (kontroll: 3,4+0,3,
cukorbeteg: 5,1+ 1,3, kezelt cukorbeteg: 4,3+1,2, ingadoz6 vércukor: 5,5+1,3). A NT
festddése szintén kifejezett volt az ingadozd vércukor csoportban, bar szignifikans

eltérést nem mutatott (16. abra).

Kontroll DM
g ” ' : k.
Kezelt DM Ingadozo VC

P B :

16. abra: Endotél NT festés reprezentativ bemutatdsa
A DM és az ingadozo VC csoportban volt lathato a jelentosebb fekete festodésii NT
pozitivitds, de a szignifikancia hatarat nem érte el. Hosszmértékegység 50 um, nyilak az

NT pozitiv sejtekre mutatnak ra.

5.1.4 PARP aktivdcio szovetekben és keringd leukocitikban

A csontveld PAR festése soran a legjelentdsebb aktivaciét a DM csoportban
tapasztaltuk. A kezelt DM allatmodellben a PAR pozitivitas szignifikansan csokkent a
kezeletlen DM csoporthoz képest. Ugyanakkor az ingadoz6é VC mintai kozott a DM
csoporthoz hasonldo PAR pozitivitast talaltunk, de a kontrollhoz képest a szignifikancia

hatarat nem érte el (17. abra).
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17/4 dabra: Csontvelo PAR festodése

A legjelentésebb PARP aktivitast a kezeletlen DM csoportban taldltunk. Az inzulin terapia
szignifikansan csokkentette a PARP aktivitist a kezelt DM mintdiban. Ertékeket
atlag+standard error formaban abrazoltuk. ** p<0,01

17/B dabra: Csontvelo PAR festés reprezentativ bemutatdisa

Markans fekete festédés a DM és az ingadozo VC csoportban lathato, bar az utobbiban a
szignifikancia hatarat nem érte el. A Kontroll festés mikroszkopos képén feltiintetett

hosszmértékegység 50 um.
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Az endotél festése soran az ingadozé vércukor csoportban volt a legkifejezettebb
a PARP aktivitds, ami a kezelt DM csoporthoz képest szignifikansan erdsebb volt.

(4,8+0,7 vs. kezelt cukorbeteg: 2,0+0,3 p<0,01 ) (18. abra).
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18/A dbra: Endotél PAR festédésének eredménye

Az ingadozo VC profil esetén volt kimutathato a legmarkansabb PARP aktivacio, ami a
kezelt DM csoporthoz képest szignifikdns kiilonbséget mutatott. Ertékeket atlag+standard
error formaban dabrazoltuk. * p<0,01

18/B dbra: Endotél PARP festésének reprezentativ bemutatdsa

A nyilak a PARP aktivitast mutato, fekete festodésii sejtekre mutatnak ra az aorta fal
rétegeben. A Kontroll festés mikroszkopos képén feltiintetett hosszmértékegység 50 um.
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Az aorta fal western blot analizise soran a legkifejezettebb fehérje PARilacio a
kezeletlen cukorbeteg allatokban volt lathato és az inzulin kezelés modjatol fiiggetlentil
szignifikansan alacsonyabb PARilaciot tapasztaltunk mind a kezelt DM csoportban, mind
az ingadoz6 VC csoportban. A hiperparilacié a PARP tulaktivacidjara utal, ami soran
hosszii ADP rib6z polimerek szintetizalodnak, é¢s a Western blott vizsgélat soran a nagy
molekulasulyt savban valnak lathatova. A hiperPARilacido szintjében mindegyik
csoportban hasonld értékeket kaptunk, de egy 50 kDa poliADPribozilalt sivban az

ingadoz6 VC csoport jelentésen erdsebb aktivitast mutatott (19. abra, 20. abra).

1D (%)

”
’
v

PARIilacio6 Hiper-PARilacié 50 kDa PARilacio

19. dbra: Aorta fal Western blott analizisének denzitometrids kiértékelése

Kifejezett PARP aktivitas a kezeletlen DM csoportban volt lathato. Annak ellenére, hogy
a hiperPARIiladcio szintjében nem volt lathato jelentds kiilonbség, az 50 kDa savban az
ingadozo VC csoport mutatott jelentésebb aktivitast a kezeletlen cukorbeteg mintdihoz
képest. 113 kDa alatti savban ldathato a hipoparilacio, ami néhdny tagu PAR jelenlétére
utal, ezdltal a PARP csokkent aktivitdsat jelenti. ID: relativ denzitds, amiben 100 %-nak
a kontroll csoportot tekintettiik, fehér oszlop: kontroll csoport, fekete oszlop: DM,
vonalas oszlop: kezelt DM, sziirke oszlop: ingadozé VC, Ertékeket atlag+standard error
formaban dabrazoltuk. *p<0,05
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20. dabra: Aorta fal Western blot reprezentativ mintdi
Az ingadozo VC csoport fokozott PARildcioja figyelheté meg az 50 kDa fehérjék

magassagaban.

Az aramlasos citometria mérései alapjan a kezeletlen cukorbetegek keringd
leukocitaiban volt a legkifejezettebb PARP aktivitds. Az inzulin terapia viszont
csokkentette a PARP aktivitasat fliggetleniil a terapia modjatol, vagyis hogy jol kezelt
DM-et vagy ingadoz6 vércukorszintet alakitott-e Ki (21. abra, 22. abra).

3] N

PAR (Floureszencia Egység)

N\
Kontroll DM Kezelt DM Ingadozé VC

21. abra: Keringd leukocitik aramldsos citometria mérései

R1 (limfocita) sejtek atlag fluoreszens intenzitisa azt mutatja, hogy a DM csoportban
szignifikans PAR jelzés volt lathato, ami a kezelt DM és ingadozo vércukor csoport
mintdiban jelentésen csokkent. Ertékeket dtlag+standard ervor formdban dbrdzoltuk

*p<0,05, **p<0,01
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22/A dbra: PAR jelzésii leukocitak reprezentativ dabrdzoldsa

FL1-H mutatja a fluoreszencia intenzitasat, ,,Counts” pedig a jelzést mutato sejtek
szamat jelenti.

22/B dbra: Aramldsos citometria kapuzdsi képe

A limfocitdkra jellemzé eldre iranyulo fényszoras (forward scatter, FSC) és oldaliranyu

fényszoras (side scatter, SSC) jelei alapjan hatdroztuk meg a R1 régiot.

5.2 Szivelégtelenséget jellemzo paraméterek és a parthanatos kozotti

korrelacio

5.2.1 Klinikai paraméterek a szivelégtelenség kontroll csoportos vizsgdlatiban

20 kronikus szivelégtelen (HF) paciens mellé életkorban és test/tomeg indexben
megfeleld 15 kontroll alanyt valasztottunk be a vizsgalatunkba. A csoportok nemi
megoszldsa hasonld volt. Magasvérnyomds betegség, iszkémids szivbetegség,
cukorbetegség (2-es tipusu diabétesz mellitusz) és dohanyzasi szokasok tekintetében
szignifikans kiilonbséget nem talaltunk a két csoport kozott. Az aspecifikus gyulladésos
marker (CRP) vizsgalataban sem volt szignifikans kiilonbség. A pro-BNP szignifikansan
magasabb volt a szivelégtelenség csoportban. Habar a kontroll csoport median pro-BNP
értékét kissé magasabbnak talaltuk az Europai Kardiologiai Tarsasag altal kijelolt kizarasi
cut-off értéknél (125 pg/ml), ezen betegek a szivelégtelenség tovabbi diagnosztikus
jellemzdivel mar nem rendelkeztek. Ennek megfelelden a kissé emelkedett pro-BNP érték

hatterében extrakardidlis etioldgiat valdsziniisitettiink (1. tdblazat). A szivelégtelen
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csoporton beliil egyediil a korondria betegség (ISZB) jelenléte alapjan taldltunk
szignifikans kiilonbséget a bal kamrai végdiasztolés diaméterek (HF ISZB nélkiil:
68,6+£10,6 mm vs. HF ISZB mellett: 54,2+3,5 mm, p<0,05) ¢és a bal kamrai végszisztolés
atmérok kozott (HF ISZB nélkiil: 59,5£9,9 mm vs. HF ISZB mellett: 45,4+3,8 mm,

p<0,05).
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1. tablazat. Klinikai paraméterek osszehasonlitasa

Az alanyok bevonasa sordan a kronikus szivelégtelen csoport mellé az anamnézis
figyelembe vételével keriilt bevalasztasra az életkorban, testsulyban megegyezo kontroll
csoport. A szivelégtelenségre jellemzé utrahangos és labor paraméterekben szignifikdans
kiilonbség volt lathato. Az értékeket atlagtstandard devidacio (SD) és medidantkvartilis

terjedelem formaban abrazoltuk. A tablazat sziirke zondi jelzik a szignifikanciat.

Kronikus .
Kontroll n.
ontro Szivelégtelenség (HF) Sig
Alanyok (n) 15 20
Eletkor (év), 4tl.+SD 63,3+9.4 68,9+8.0 n.s.
Testtémeg index 28,9433 27,9+4,9 n.s.
(kg/m?), 4t1.+SD
EF (%), 4tl.£SD 60,0+5,3 24,9+5,9 p<0,01
LVEDD (mm), 48,0+4.6 63,0+11,1 p<0,01
atl.+SD
LVESD (mm), 31,4451 54,0+10,6 p<0,01
atl+=SD
Pro-BNP (pg/mL). | 148 4[47,9; 178,0] | 2338,5[1475,6; 4597,5] | p<0,01
median [kvartilis]
CRP (mg/L), medidn 5,0[1,3; 6,1] 2,6[1,5; 4,9] n.s.
[kvartilis]
Dohanyzis (n) 1 3 n.s.
Diabétesz mellitusz 2 4 n.s.
(n)
Magasvérnyomas 13 19 n.s.
betegség (n)
ISZB (n) 3 9 n.s.

57




DOI:10.14753/SE.2019.2330

5.2.2 Parthanatos markerei a véralkotokban

A szivelégtelen csoportban a PRX szignifikdnsan nagyobb értéket mutatott a
kontroll csoporthoz képest. A TAC kiértékelése és az OSI kalkulacidja soran a HF
csoportban magasabb értékeket mértiink, de a szignifikancia hatarat nem érték el (TAC
p=0,066, OSI p=0,059). A plazma peroxidacié eredményeihez hasonldan a fehérvérsejtek
HNE festése soran a cellularis oxidativ stressz mértékét a szivelégtelenség csoportban
talaltuk szignifikdnsan nagyobbnak. Tovabba a NT festédése is jelentdsen (p<0,05)
markéansabb volt a HF paciensek kozott. A PARP miikddését jelzd PAR festése soran
szintén a szivelégtelen csoportban mértiink jelentés enzim aktivitast. Ezenfeliil a HF

csoportban az AIF pozitiv sejtek szama is jelent6sen nagyobb volt (23. abra, 24. abra).
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23. dbra: Parthanatos jelei a véralkotoban

23/A dbra: Plazma totadl peroxid szignifikansan magasabb volt a kronikus szivelégtelen
csoportban. Ertékeket atlag+standard error formdban dbrdzoltuk. *p<0,05

23/B dbra: A TAC szintjében nem volt jelentds kiilonbség a 2 csoport kozott. Ertékeket
atlag+standard error formaban abrazoltuk.

23/C dbra: A total peroxid és a TAC hanyadosabdl kalkulalhato az oxidativ stressz index,
ami szintén nem mutatott kiilonbséget a vizsgdlt csoportok kozott. Ertékeket
atlag-+standard error formaban abrdzoltuk.

23ID dabra: HNE % ardnya a teljes cellularis teriilethez viszonyitott pozitivan festodd
teriiletek ardanyat fejezi ki. A cellularis oxidacio szignifikansan magasabb volt a
szivelégtelen csoportban. Ertékeket medidn, interkvartilis terjedelem formdban
abrazoltuk. *p<0,05

23/E dabra: PAR festédés elemzése soran szintén a teljes celluldris teriilethez viszonyitott
pozitivan festodo teriiletek ardanyat tiintettiik fel. A szivelégtelen csoportban szignifikdns
PARP aktivaciot tudtunk kimutatni. Ertékeket median, interkvartilis terjedelem formdban
dbrazoltuk. *p<0,05

23/F dbra: A nitrativ stressz mértékét ugyanugy a teljes cellularis teriilethez viszonyitott
pozitivan festodo teriilet %-s aranydaban hataroztuk meg. A HF csoportban jelentos
nitrativ festédés volt lathaté. Ertékeket medidn, interkvartilis terjedelem formdban
dbrazoltuk. *p<0,05

23/G dbra: AIF % a pozitivan festédd sejtmagok szamdnak ardnydt jelenti az Osszes
sejtmaghoz képest. A kiértékelés soran a kronikus szivelégtelen csoportban szignifikans
AIF transzlokdcidt mutattunk ki. Ertékeket median, interkvartilis terjedelem formaban
dbrazoltuk. *p<0,05
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24. abra: HNE, NT, PAR és AIF immuncitokémiai festések reprezentativ mikroszkopos
képei

A specifikus festodést HNE esetében barna, mig a tobbi festés esetében fekete DAB
biztositotta. HNE festés esetén a kék szinii hematoxilint, mig a NT, PAR és AIF festésnél
a piros Nuclear Fast Red hattérfestést hasznaltunk. A felvételeket 40x0,75 objektiv mellett
beallitott fenymikroszkoppal készitettiik, a feltiintetett hosszmértek 50 um-t mutat.
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5.2.3 Parthanatos és a szivelégtelenség paraméterei kozotti korreldcio
A szivelégtelenség paraméterei (pro-BNP, EF) ¢és a parthanatos jellemzoi
(oxidativ-nitrativ stressz, PARP aktivacio, AIF transzlokacio) kozotti korrelaciot
megvizsgaltuk mind a teljes vizsgalati csoportban, mind a szivelégtelenség csoportban.
A teljes vizsgalati csoportban a pro-BNP szignifikans pozitiv korreladciét mutatott

a PRX értékkel, OSI-el, fehérvérsejt HNE festéssel, tirozin nitracioval, PARP aktivitassal

crer

pedig negativ korrelaciot mutattak.

2. tablazat: A parthanatos és szivelégtelenség markerei kozotti korreldacios eredmények
A teljes vizsgalati csoport esetén a TAC kivételével minden esetben negativ korreldcio
volt lathato az EF-val és pozitiv korrelaciot talaltunk a pro-BNP értékével. A
szivelégtelen csoporton beliil a total peroxid, az oxidativ stressz index és a PAR festodeés
esetén volt kimutathato szignifikans dsszefiiggés a pro-BNP értékével. A folyamatos
valtozok kozott Pearson korrelaciot végeztiink. A nem normal eloszlasu valtozok esetén
logaritmizaltuk a paramétereket az analizis elott. A tablazat sziirke zomdi jelzik a

szignifikanciat. R: Pearson koefficiens; p: szignifikancia; N: esetszam

Teljes vizsgalati csoport Szivelégtelen csoport
log[pro- log[pro-
[0) 0)
EF (%) BNP(pg/mL)] EF (%) BNP(pg/mL)]
R| -0,458 0,531 -0,245 0,577
Total peroxid | ,| g gog 0,009 0,444 0,049
L
(wmolL) T3 23 12 12
R|  -0,244 0,142 0,226 -0,412
TAC
1 424 1
(umol CRE) |’ 0,165 0, 0,35 0,08
N 34 34 19 19
oS R| -0,466 0,537 -0,339 0,630
(Totsl p| 0,025 0,008 0,291 0,028
R| -0,682 0,628 0,336 0,331
Log[HNE |, [ 0,00002 0,0001 0,187 0,195
teriilet(%0)] 735 32 17 17
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Rl -0,368 0,497 0,213 0,051

Log[NT 1,1 0,032 0,009 0,381 0,836
terllet%O)] - 703 34 19 19

R| -0,466 0,576 -0,004 0,474

Log[PAR 1,1~ 0,006 0,000 0,986 0,047
tertilet*a)l - {33 33 18 18

Rl -0431 0,472 0,000 -0,169

Log[AIF 1,1 0,035 0,020 0,999 0,620
sl 24 11 11

A szivelégtelen csoporton beliil a pro-BNP csak a PRX-el, OSl-¢l és a PARP

aktivitdssal mutatott pozitiv korrelaciot (25. abra). A kontroll csoportban semmilyen

korrelacio nem volt kimutathato a szivelégtelenség paraméterei és a parthanatos markerei
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25. dbra: A pro-BNP és a parthanatos markerei kozotti linedris regresszio abrazoldsa

25/A abra: Teljes vizsgalati csoportban a pro-BNP és a totdl peroxid értékei kozott

szignifikans osszefiiggés volt lathato.
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25/B dbra: Kronikus szivelégtelen csoport analizise sordn a szignifikans korreldcio
megmaradt a pro-BNP és a total peroxid értékei kozott.

25/C dbra: Teljes vizsgadlati csoportban a pro-BNP és oxidativ stressz index kozott
szignifikans korreldacio volt lathato.

25/D dbra: Kronikus szivelégtelen csoport vizsgadlata soran a pro-BNP és az oxidativ
stressz index kozott szintén kimutathato volt az osszefiigges.

25/E dbra: Teljes vizsgdlati csoport analizise sordn a pro-BNP és a HNE festédés kozott
szignifikans osszefiiggés volt lathato.

25/F dbra: A kronikus szivelégtelen csoportban a pro-BNP és a cellularis oxidacio kozotti
osszefiiggés mar nem volt Kimutathato.

25/G dabra: A pro-BNP és a tirozin nitrdacio kozott szignifikans korreldcio volt lathato a
teljes vizsgalati csoport esetén.

25/H dbra: A kronikus szivelégtelen csoportban a NT festédés nem mutatott jelentds
osszefiiggest.

25/ abra: A pro-BNP és a PARilacio kozott szignifikans korreldacio volt lathaté a teljes
vizsgalati csoport analizise soran.

25/J abra: A kronikus szivelégtelen csoport vizsgadlata soran a pro-BNP és a PARildacio
kozotti szignifikans korreldcio megmaradt.

25/K dbra: A teljes vizsgdlati csoport analizise soran a pro-BNP és az AIF
transzlokacioja kozott kimutathato volt a korrelacio.

25/L dbra: A kronikus szivelégtelen csoportban a pro-BNP és az AIF transzlokdcidja
kozott nem talaltunk osszefiiggeést.

Osszefoglalva a teljes vizsgalati csoportban, tovabbd a krénikus szivelégtelen pdciensek
kozott is kimutathato volt, hogy a pro-BNP értékkel korreldal az oxidativ stressz (total
peroxid, oxidativ stressz index) és a PAPR aktivacio. A cellularis oxidacio, a tirozin
nitrdacio és az AIF transzlokdcio csak a teljes vizsgadlati csoportban mutatott korreldciot
a proBNP értékkel. (A hatirvonalak 95%-s konfidencia tartomdanyt jelolnek. R:

determindcios koefficiens, p. szignifikancia értéke)
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5.2.4 Parthanatos vizsgdlata anamnesztikus és klinikai markerek fiiggvényében

A teljes vizsgalati csoportban a plazma peroxidacié és az OSI pozitiv korrelaciot
mutatott a koronaria betegséggel (R=0,587, p<0,01; R=0,573, p<0,01) és a dohanyzassal
(R=0,552, p<0,01; R=0,525 p<0,01). A cellularis oxidativ stressz (log[HNE area(%)])
pozitivan korrelalt a bal kamrai &tmérdkkel (LVEDD R=0,440, p<0,05; LVESD R=0,505,
p<0,05). A leukocitdkban kimutatott nitrativ stressz (log[NT area(%)]) a
cukorbetegséggel mutatott pozitiv korrelaciot (R=0,376, p<0,05). Tovabba az AlF
transzlokacio ¢és a bal kamrai végdiasztolés diaméter kozott szintén pozitiv korrelaciot
talaltunk (R=0,497, p<0,05).

A szivelégtelen csoportban a total peroxid és az OSI pozitiv korrelaciot mutattak
a koronaria betegség jelenlétével (R=0,676, p<0,05; R=0,687, p<0,05). Tovabba a plazma
PRX, OSI és a bal kamrai diaméterek (LVESD, LVEDD) k6z6tt negativ korrelaciot
talaltunk (R=-0,819, p<0,01; R=-0,838, p<0,01 és R=-0,793, p<0,05; R=-0,817, p<0,01).
A bal kamrai atmérdk a koronaria betegség jelenlétével szintén negativ korrelaciot

mutattak (LVESD R= -0,660, p<0,05: LVEDD R=-0,673, p<0,05).

5.2.5 Oxidativ stressz meghatdrozoi szivelégtelenségben

A szivelégtelen csoportban a plazma peroxidacio €s az oxidativ stressz pozitiv
korrelaciét mutatott a pro-BNP-vel, a koronaria betegség jelenlétével és negativ
Osszefliggést talaltunk a bal kamrai atmérdkkel (LVESD, LVEDD). Az oxidativ stressz
kialakulasdban szerepet jatszo faktorok meghatarozasara tobbvaltozos regressziot
alkalmaztunk. Az Osszefiiggés vizsgalata a pro-BNP-t és korondria betegséget talalta,
mint a PRX fiiggetlen determinansait, melyek 97,7%-ban befolyasoljak a PRX alakulasat.
Az OSI vizsgalata soran egyediil a pro-BNP-t mutattuk ki, mint fiiggetlen determinanst

(3. tablazat).
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3. tablazat: Az oxidativ stressz tobbvaltozos regresszios analizisének eredményei
Fiiggetlen valtozonak tekintettiik a pro-BNP-t, az iszkémias szivbetegséget és a bal
kamrai atméroket (LVEDD, LVESD). A tobbvaltozos regresszios analizis soran a total
peroxid kialakulasaban a pro-BNP és a korondria betegség bizonyult fiiggetlen
determinansnak. Az OSI esetében egyediil a pro-BNP értékét tekinthetjiik szignifikansnak.

Total peroxid (umol/l) OSI

r’=0,977, p<0,002, N=12 r’=0,978, p”<0,001, N=12

B SD of B pB B SD of B pB
Konstans -1611,2 713,8 0,087 -2,629 0,927 0,047
log[pro-BNP 991,7 154,5 0,003 1,402 0,201 0,002
(pg/mL)]
1ISZB 362,4 1275 0,047 0,421 0,166 0,064
LVEDD 26,3 25,7 0,362 0,059 0,033 0,151
LVESD -55,2 30,2 0,141 -0,101 0,039 0,062

r2: determindcios koefficiens, pA: modell szignifikancia szintje, B: beta koefficiens; pB:

fliggetlen valtozok hatdsainak szignifikancia szintje
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6. Megbeszélés

6.1 Vaszkularis diszfunkcio ingadozoé vércukorszintben

A sziv és érrendszeri szovédmények kialakulasaban a hipo- és hiperglikémia
korélettani szerepe széles korben ismert a nemzetkdzi irodalomban, viszont az ingadozo
vércukor szint jelentdségérél mar kevesebb informacioval rendelkeziink. Kutatdsunk
soran igazolni tudtuk, hogy az ingadozo6 vércukorszint szignifikansan rontja az endotél
fliggd relaxaciot. Eredményeink publikalasat kovetéen Zaccardi ¢és munkatarsai
megkérddjelezték a glikémids variabilitas jelenlétét az ingadoz6 vércukor csoportban,
ugyanis az objektiv matematikai kalkuldciokat, mint példaul a standard deviaciok, a
glukéz kiugrasok atlagos amplituddja, az egy napon beliili glikémids variabilitas
szamitasait hianyoltak a vizsgalatbol (116). Munkacsoportunk ezt kovetéen végezte el a
vércukor mérési protokollnak megfeleléen adaptalt statisztikai elemzéseket, amelyek
egyértelmiien igazoltak, hogy az ingadozd vércukor csoportban a fenti kalkulaciok is
szignifikans variabilitast igazoltak, ami felelés lehet az endotél fiiggd relaxacids
karosodas kialakulasaért (117).

Az endotél diszfunkcid kiilonboz6 szerepeket tolt be a diabétesz mellitusz
progresszioja sordn észlelhetd mikrovaszkuldris és makrovaszkularis szovédmények
diszfunkcié mértékét a vazodilatacid csokkenésével tudjuk felmérni, ellenben a
vaszkularis simaizomzattal nem rendelkezd kapillarisok szintjében az eNOS ¢és az
adhézidés molekuldk expresszidja, a leukocitadk migracidja és a kapillaris denzitas
utalhatnak a mikrovaszkularis elvaltozasokra (118). Cerilello és munkacsoportjanak
eredményei alapjan az oszcillalo vércukor a flow-medialt vazodilatacio szignifikans
csokkenését €és az oxidativ markerek jelentds emelkedését okozta a folyamatosan magas
vércukorprofilhoz képest (80). Torimoto és munkatarsai 57 T2DM paciensben 2 napon
keresztiil, folyamatosan monitoroztak a vércukorszintet és a vaszkularis endotél funkciot.
Az endotél diszfunkcio korrelalt a vércukor értékek szorasaval, a glikémias kilengések és
a posztprandialis glukoz atlagaval, de a HbAlc és az ¢homi glukoz értékeivel nem
mutatott Osszefiiggést (119). Azuma és munkatarsai diabéteszes allatmodellben napi 2-
szeri étkezéssel repetitiv posztprandidlis fluktuaciot valtottak ki és az aorta

endotéliumahoz kitapadt monocitakat vizsgaltak. A glikémids oszcillacid6 modellben az
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ad libitum taplalt csoporthoz képest alacsonyabb HbA 1c¢ volt mérhetd, ennek ellenére a
vércukor fluktudcioja szignifikdnsan megemelte az endotélhez kitapad6 fehérvérsejtek
szamat. Viszont a fluktuacié gatlasdval markansan csokkent az adherens leukocitak
mennyisége (120). 21 T2DM paciens eset-kontroll tanulmanyaban az oxidativ stressz
markere, a 8-izo prosztaglandin F2o nem a HbAlc-vel mutatott korrelaciot, hanem a
glukoz kilengésekkel (121). Piconi és munkacsoportja a tartésan magas vércukorszinttel
szemben az intermittaléan magas glukdéz modellben mutattak ki szignifikans emelkedést
az adhézids molekulak és az interleukin 6 endotelialis expresszidjaban (77).

A vaszkularis eredményeink koziil érdekesnek tekinthetd, hogy a kezeletlen DM
csoportban nem volt detektalhaté relaxacios karosodds. A nemzetkozileg hasznalt
streptozotocin altal indukalt allatmodellekhez képest a mi modelliink vizsgalati ideje
rovid volt. Altalaban tobb honapig tartd diabéteszes allapot utan keriilnek vizsgélatra a
vaszkularis funkciok. Azontal, hogy a vizsgélati idénk minddssze 4 hét volt, szintén
kiilonbségnek tekinhetd, hogy az altalaban hasznalt diabetogén taplalast nem folytattunk
allatmodelleinknél. Ezek egyiittesen jarulhattak hozzd, hogy a diabéteszre jellemzd
kronikus szovédmények, az endotél diszfunkcid kialakuldsdhoz nem volt elegendd id6 a
kezeletlen diabéteszes csoportban. A nemzetkdzi tapasztalatok alapjan hosszabb
id6tartam utan lathat6 endotél diszfunkcio (122). A néhany hetes modelleknél a publikalt
eredmények alapjan nem egyértelmii az endotél diszfunkcid megjelenése és szamos
befolyasolo faktort azonositottak, példaul a nemek kozotti kiilonbséget. Korabbi
vizsgalatok alapjan him patkany modellek esetében az igen rovid idétartam, egy hét utdn
nem volt kimutathatd szignifikans relaxacidés karosodas (123). A 4 és 8 hetes
vizsgalatoknal nem egyértelmiiek a nemzetkozi eredmények, néhany vizsgalat esetében
kimutathatd volt, néhdny eseteben, kifejezetten him patkany modellek esetén nem volt
detektalhatd szignifikans relaxacios karosodas (124, 125). Ez alapjan ugy gondoljuk,
hogy a kezeletlen diabéteszes csoportban nem detektalhato relaxacios karosodas hianya
a kidolgozott modelliinkbdl fakado rovid idétartammal magyarazhato.

Eredményeinkkel 6sszhangban arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a vércukor
szint atlaga mellett a gluk6z ingadozasok is okozhatnak endotél diszfunkciot, ami
hozzajarulhat a vaszkularis szovédmények kialakulasdhoz. Bar a klinikai vizsgalatok
eredményei alapjan a diabétesz mellitusz vaszkularis sz6vodményeinek kialakulasaban

az ingadozo vércukor szerepe kevésbé tisztazott (126). TIDM paciensek esetében sem a
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DCCT, sem az EDIC vizsgalat soran nem talaltak 0sszefliggést a glikémias variabilitas
¢és a mikrovaszkularis sz6védmények kozott (127). Egy kis esetszamt vizsgalatban, 100
paciens esetében a vércukor SD értéke a periférids neuropatia prevalenciajanak fiiggetlen
prediktoraként volt kimutathaté (128). A hosszu tava fluktuacid és a mikrovaszkularis
szOvodmények kozotti Osszefliggésrdl szintén ellentmondasos eredmények allnak
rendelkezésiinkre. Gimeno-Orna kutatdsa soran 130 T2DM péciens esetében sikertilt
kimutatni a retinopatia és az éhomi vércukor SD értékei kozotti Osszefiiggést (129).
Ugyanakkor egy masik tanulményban ezeket az Osszefiiggéseket mar nem lehetett
reprodukalni (130). A makrovaszkularis szovédmények klinikai vizsgalatai alapjan
szintén nem egyértelmli az ingadozd vércukor szerepe. Verona Diabétesz vizsgalat
eredményei szerint az ¢homi vércukor variabilitas és a kardiovaszkularis mortalitas kozott
szignifikans 0sszefiiggés volt kimutathat6 (131). Ellenben a HEART2D vizsgalatban nem
volt kapcsolat a gluk6z variabilitds és kardiovaszkularis események kozott az akut
miokardialis infarktuson atesett betegek korében (132). Ugyanakkor tobb olyan vizsgalat
eredményét ismerjiik, ahol a glikémias variabilitads és egyéb szubklinikai paraméterek
kozotti osszefiiggést vizsgaltak. A posztprandidlis hiperglikémia csokkentésével a carotis
artéria intima-média vastagsaganak regressziojat igazoltak (133). 216 T2DM paciens
esetében az érelmeszesedés progresszidjat ultrahang és MR vizsgalattal hataroztak meg.
A glikémias variabilitas paraméterei korrelaciot mutattak a plakkok megjelenésével, de a
plakk altal okozott szikiilet mértékével mar nem volt Osszefiiggés (134). Az
egységes vizsgalatanak hianya is kozrejatszik. A rovid tavh €s hosszua tavu fluktuécio
jellemzésére jelenleg 1is tobb, kiilonb6z0 paramétert hasznalnak. Az eddigi
ellentmondasos vizsgalati eredmények megfeleld értékeléséhez olyan tovabbi nagy
esetszamu klinikai vizsgalatok sora sziikséges, ami a vaszkularis sz6vodmények adekvat
modszertanaval is rendelkezik.

Mai napig a cukorbetegek gondozasadban kdzponti szerepet jatszik a vaszkularis
szOvodmények megeldzése. A mikrovaszkularis szovodmények kialakuldsa szoros
Osszefliggést mutat a HbAlc szinttel. A DCCT és az UKPDS vizsgalat eredményei
egyértelmiien alatamasztottak, hogy a HbA I¢ altal meghatarozott intenziv antidiabetikus

terapia mellett szignifikdnsan kevesebb a mikrovaszkularis komplikaciok eléfordulasa
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(46). Ezzel szemben a nagy betegszamu vizsgalatok eredményei kevésbé tamasztottak ala
a makrovaszkularis szovodmények és a HbAlc altal kontrollalt terapia kozotti
Osszefiiggést. Az ADVANCE vizsgalat soran tobb mint 11 000, T2DM paciensben
hasonlitottak 6ssze a standard kontrollt és az intenziv glukdz kontrollt, majd az 5 éves
utankovetés alatt a vaszkularis szovodmények (Osszmortalitas, kardiovaszkularis
mortalitds, mikrovaszkularis szovodmények, makrovaszkularis szovodmények)
kialakulasat vizsgaltak. A standard terapia alapjat a helyi protokoll jelentette, mig az
intenziv glukoz kontroll sordn a HbAlc 6,5 % ala csokkentése volt a cél. Az intenziv
glukoz kontrollban elért alacsonyabb HbAlc mellett szignifikansan alacsonyabb volt a
vaszkularis szovédmények (a mikro- és a makrovaszkularis) egyiittes incidencidja, ami
elsésorban a nefropatia kialakuldsanak csokkenését jelentette. Onmagdban a
makrovaszkularis eseményeket vizsgilva, nem volt kimutathato kiilonbség, sét az
Osszmortalitas €s a kardiovaszkularis mortalitds sem mutatott szignifikanciat a két terapia
kozott (135). A fenti eredmények tiikkrében ugy tlinik, hogy a vizsgalt idGszak alatt
onmagaban a HbA 1¢ ellendrzése nem volt elegendd olyan adekvat terapia kialakitasahoz,
ami sikeresen megakadalyozza a vaszkuldris, kifejezetten a makrovaszkularis
szOvodmények kialakulasat. Ezzel 6sszhangban mutat ra vizsgalatunk eredménye, hogy
az atlagaban alacsonyabb, de nagyobb ingadozasokat mutatd glukdz profil mellett
szignifikans endotél diszfunkci6é alakult ki a magasabb atlaga, de kisebb ingadozasokat
mutatd vércukorszinttel szemben. Mindezek alapjan a HbAlc mellett megfontolando
olyan tovabbi modszertanok kidolgozéasa, ami a glukéz fluktuacid kontrollalasat
szolgélja, a kezeldorvos szamdra részletesebb informaciot ad a szénhidrathiztartas
ingadozasairol, €s a mindennapi beteggondozasba konnyen integralhato.

A randomizalt vizsgalatok sorai koziil érdemes kiemelni a STENO-2 tanulmany
eredményeit. 160, T2DM paciens keriilt bevalasztasra és a konvencionalis kezelést egy
multifaktoridlis, intenziv, célzott terapids stratégiaval hasonlitottak dssze. A kozel 8 éves
utankovetés alatt vizsgaltak a mortalitast és a vaszkularis szovodmeények kialakulasat. A
nagy betegszdmu vizsgalatok eredményeivel szemben, ebben a tanulmanyban a
mikrovaszkularis események mellett a makrovaszkuldris események rizikoja is
szignifikdnsan csokkent az intenziv, multifaktorialis terapias csoportban. Az intenziv
terapia Osszeallitdsdban az Osszes ismert kardiovaszkularis rizikot figyelembe vették:

hiperglikémia, hiperkoleszterinémia, hipertonia, tilstly, fizikai inaktivitds, dohdnyzas,
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diéta (136). Az intenziv terapiaban részesiild pacienseknél nemcsak a vércukorszintet
tartottdk szoros kontroll alatt, hanem a teljes rizikdstatusz figyelembevételével tortént az
¢letmodbeli, diétas és gyogyszeres terapias 1épések meghatarozasa. Bar kozvetleniil nem
vizsgaltdk, de a szoros kontrollbol €és a korai intenziv terapiabol fakadd glikémias
fluktuacid csokkent valoszinlisége is hozzajarulhatott a makrovaszkuléaris események
megel6zéséhez. S6t, az endotél diszfunkcid kdzponti szerepét az is megerdsitheti, hogy
az intenziv terapiaban meghatarozott egyéb szempontok, példaul a dohanyzas elhagyasa,
a renin-angiotenzin aldoszteron blokad terapia, sztatin terapia, rendszeres fizikai aktivitas
szintén javithatja az endotél diszfunkciot (137-139). Ez alapjan tigy tiinik, hogy az endotél
diszfunkciot javito terapids lehetdségek egyiittes figyelembevételével a makrovaszkularis
szOvodmények kialakuldsénak rizikdja is csokkenthetd.

A mikro- és makrovaszkularis sz6védmények kialakulasanak etiologiai faktorai
kozott is markans kiillonbségeket tudtak kimutatni. Az ADVANCE klinikai vizsgalat
eredményei alapjan a makrovaszkularis szovédmények kialakulasa nagymértékben fligg
a paciens ¢letkoratol, a cukorbetegség idOtartamdtol, mig a mikrovaszkularis
szovédmények csak a cukorbetegség fennallasi idejével mutattak Gsszefiiggést (140). A
nagy esetszdmu vizsgalatok (VADT, ACCORD, UKPDS, ADVANCE) metaanalizise
alapjan tobb mint 4 éves utankovetés alatt a HbAlc 1%-s csokkenése a nem fatalis
miokardidlis infarktus relativ rizikojanak 15%-s csokkenését mutatta, de az
Osszmortalitast érdemben nem Dbefolyasolta (141). Az UKPDS vizsgalat
meghosszabbitasanak 10 éves utdnkdvetése alatt a hosszll tavll intenziv terdpia hatdsara
nemcsak a miokardialis infarktus kialakulasaban, hanem az 0Osszmortalitasban is
szignifikans relativ rizikd csokkenés volt tapasztalhatdé (142). Amennyiben mar
kardiovaszkularis rizikoval rendelkezd cukorbeteg paciensek kertiltek bevonasra, akkor a
tobb éves intenziv inzulin terapia ellenére sem csokkent a kardiovaszkularis események
kialakulasainak valosziniisége (143). Ez alapjan ugy tlnik, hogy a mikrovaszkularis
tovabbi riziko faktorok (hipertonia, diszlipidémia) jelenléte egyiittesen fokozhatjak az
érfal patologias elvaltozasait, ami végezetiil az ateroszkler6zis progresszidjat és a
kardiovaszkularis események kialakulasat okozhatjdk. A jol kontrollalt terapia

csokkentheti a mikrovaszkularis komplikaciok rizikdjat, viszont a késoi diagnozis, egyéb
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rizikdfaktorok megjelenése esetén a makrovaszkularis események rizikoja mar kevésbé
csokkenthetd.

A diabétesz mellitusz glikémias kontinuum koncepcidjaban az ingadozo vércukor
szint okozta endotél diszfunkci6 egy kezdeti stadiumnak tekinthetd, ami szamos, egyéb
rizikofaktor megjelenésével hozzajarulhat mind a mikro-, mind a makrovaszkularis
szovodmények kialakulasahoz. Bar a glukéz fluktudcié okozta patofiziologiai eltérések
részletei és klinikai jelentdsége a jelenleg rendelkezésre allo eredmények alapjan kevésbé
tisztazott, ezért olyan tovabbi vizsgalatok sziikségesek, melyek a pontos molekularis
hattérmechanizmusok feltérképezése mellett a glikémids variabilitds vaszkularis

szOvodmények progresszidjaban betoltdtt szerepét is tanulméanyozza.

6.2 Oxidativ-nitrativ stressz és PARP aktivacio az ingadozo

vércukorszint fiiggvényében

Szamos experimentalis €s human vizsgalatban mar leirasra keriilt, hogy az
oxidativ és nitrativ stressz €s a kovetkezményes PARP aktivacié kiemelt szerepet jatszik
legfontosabb faktornak a peroxinitrit altal okozott DNS karosodast tekintették (144-146).
Ezekben a vizsgélatokban kifejezetten a hiperglikémia altal kivaltott koros elvaltozasokat
tanulmanyoztak, viszont az oszcillald vércukorszint hatasairdl kevesebb informacioval
rendelkeziink. Experimentédlis vizsgalatunk sordn az ingadozd vércukor hatdsara
kifejezett PARP aktivitast tudtunk kimutatni a vaszkularis endotél immunhisztokémiai
elemzése soran, bar semmilyen Gsszefliggést nem mutatott a peroxinitrit jelenlétével.
Emellett a lipidperoxidacié csupan tendencidjaban volt markansabb az ingadozo
vércukorszintben, de a szignifikancia hatérat szintén nem érte el. Ezzel ellentétben a
korabbi in vitro vizsgélatok azt igazoltak, hogy az ingadozd vércukorszint hatdsara az
endotéliumban szignifikdnsan megemelkedik a reaktiv gyokok termelddése, tovabba
PARP inhibitorok hatasa mellett markansan csokken a peroxinitrit termel6dése (77, 147).
Eredményeink egyik lehetséges magyarazata, hogy az endotél a komplex érfal csak egy
részét jelenti, ami alapjan az itt latott eltéréseket a kiilonbozd patofizioldgiai
mechanizmusok részjelenségének értékelhetjiik. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az

ingadoz6 vércukorszint hatasara jelentdsen megemelkedik az adhézids molekulak és a
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gyulladésos citokinek expresszidja az endotéliumban, melyek a leukocitak kitapadasat,
(148). Elképzelheté, hogy az ingadozd vércukor szint okozta endotél diszfunkcid
hatterében 1évo szabadgyokok nemcsak magaban az ér falaban termelddnek, hanem az
oxidativ és nitrativ stressz egyik jelent6s forrasanak a keringé leukocita is tekinthetd.
Ezzel &ll 6sszhangban a csontveld vizsgalati eredményiink, miszerint az ingadozé
vércukorszint hatasira a kezeletlen cukorbeteg csoporthoz hasonld, szignifikans NT
festddést talaltunk.

Annak ellenére, hogy az endotélben nem tudtunk igazolni lipidperoxidaciot és
peroxinitrit termelddést, szignifikdins PARP aktivitas volt lathato az ingadoz6 vércukor
modell mintaiban. Eredményeink alapjan az ingadoz6 vércukorszint hatasara vaszkularis
diszfunkcio és jelentés PARP aktivacio alakult ki az endotélben. Sorino és munkatarsai
azt talaltdk, hogy PARP inhibitor alkalmazasdval nemcsak megelézték a vaszkularis
diszfunkcio kialakuldsat, hanem a korabban detektalt csokkent vazodilatacios képességet
is javitotta az utolagosan hasznalt inhibitor terapia (124). Ezenkiviil inzulin terapiaval is
csokkenteni tudtak a kivaltott hiperglikémia mellett detektalt PARP aktivitast (149).
Tapasztalatunk annak tiikrében egésziti ki az eddig rendelkezésre allo informdaciokat,
hogy 6nmagéban az inzulin terapia alkalmazéasa nem feltétleniil jelent endotelidlis PARP
aktivacio csokkenést és vaszkularis diszfunkcio javulast, mivel nem megfeleld inzulin
terapia esetén kialakuld glukdz oszcillacid hozzédjarulhat a vaszkularis diszfunkcio és a
PARP aktivaci6 kialakulasdhoz.

A Western blot analizis soran csak a kezeletlen cukorbeteg mintaiban tudtunk
kimutatni szignifikdns PARP aktivacidt. Az inzulin terdpia szignifikdnsan csokkentette a
PARP festddését fiiggetleniil annak beallitasatol. Bar érdemes szem el6tt tartani, hogy a
homogenizatumok nemcsak az endotél sejteket tartalmaztak, hanem az érfal teljes
felépitése vizsgalat alé kertilt, beleértve a simaizom sejtréteget is. Ez alapjan a Western
blot analizise nem feltétleniil csak az endotelidlis elvaltozasokrol tajékoztat minket.
Mindenesetre érdekes eredménynek tekinthetjiik, hogy 50 kDa molekulasulynal fokozott
PARIilacio volt 1athato, ami a PARP aktivacio célfehérjéire mutathat ra. Eredményeink
kozlése 6ta még nem sikertiilt azonositani az 50 kDa molekulastulyu fehérjét, bar szamos
fehérjét azonositottak a PARP aktivitas soran, melyek molekulasulya 50 kDa. A PARP

hasitasaban tobb enzim is szerepet jatszik, melyek kiilonb6zé molekulasulyt
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fragmentumokat alakitanak ki (150). Talan a legrégebb ota a kaszpaz enzim szerepe
ismert, amely miikddése soran 89 és 24 kDa fragmentumokat alakit ki. A kalpin-1 enzim
40 ¢és 70 kozotti fragmentumokat hasit le a PARP fehérjébdl. A katepszin enzim 44 és 89
kDa koz6tt kiilonboz6 nagysagu fragmentumokért felelés. A granzimek miikodése soran
szamos 50 kDa kozotti hasitasi termék keletkezik. A matrix metalloproteazok 66 Kda
mellett, alacsony molekulasulyu, 48 kDa alatti fragmentumokat hasitanak le. Szamos
hasitasi termék szerepe a mai napig nem tisztazott, de néhany kutatasi eredmény egy-egy
fragmentumnak aktiv szerepet feltételez. A kaszpaz altal hasitott 21 kDa és a granzim
altal kialakitott 55 kDa molekulasulyu fragmentumoknak mutattak ki a PARP aktivaciot
gatlo hatasukat. Bar egyre tobbet tudunk a PARP hasitasi termékekrdl és elképzelheto,
hogy az altalunk kimutatott 50 kDa koriili fehérje is egy fragmentum, egyeldre keveset
tudunk roluk ¢és tovabbi vizsgalatok targyat képezik a hasitasi fragmentumok
szerepkorének kutatasa. Amennyiben a késObbi vizsgalatok soran beazonosithato lenne
ezen molekuldk csoportja, nagymértékben hozzédjarulna az ingadoz6 vércukor szint
okozta vaszkularis PARP aktivacié patomechanizmusanak feltérképezéséhez.

Az endotélben detektalt PARP aktivacid masik lehetséges magyarazata, hogy az
enzim aktivacidjaban nem feltétleniil csak a szabadgyokok altal okozott DNS torés allhat,
hanem szamos regulalo folyamat, Ca?*-haztartas, hormonok és egyéb endogén faktorok
is szerepet jatszhatnak (151). Ezen szabalyozasi mechanizmusok feler6sodése egy masik
lehetséges magyarazatot adhat arra, hogy az endotél PARP aktivacioja mellett az érfalban
nem volt kimutathato szignifikdns szabadgyok termelddés.

A diabéteszes szovodmények kialakulasaban feltételezett oxidativ €s nitrativ
stressz egy olyan szisztémas jelenségnek tekinthetd, ami nem egy szervre korlatozodik,
hanem szamos, kiilonboz6 szervi kdrosodas kialakuldsaban markénsan kozrejatszik.
Ceriello és munkatarsai T2DM paciensek plazma vizsgélata sordn szignifikans
nitrotirozin emelkedést mutattak ki (80). A keringé leukocitdkban mar korabban
igazoltak, hogy cukorbetegség alatt fokozott az oxidativ DNS karosodéas és a PARP
aktivacio (152). A keringé leukocitakra akar ugyis tekinthetlink, mint a szisztémas
oxidativ-nitrativ stressz markereire, melyek nemcsak demonstralhatjak a szabadgyokok
jelenlétét, hanem az Aaltaluk okozott patoldgids hatasok kozvetitdi is lehetnek.
Eredményeink alapjan szignifikans PARilacio csak a kezeletlen cukorbeteg keringd

leukocitaiban volt kimutathato és fliggetleniil a vércukor profiltél, az inzulin terapia
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hataséra szignifikdns csokkenést tapasztaltunk. A csontveld immunhisztokémiai analizise
soran a kezeletlen cukorbeteg mintdiban szintén jelentés PARP aktivaciot lattunk, de az
ingadoz6 vércukor profilt biztositd inzulin terdpia mar nem okozott jelentds PARP
csokkenést. A glukoz fluktudcido soran tapasztalt eltéré csontveld és periféria
eredményének lehetséges magyardzata, hogy a fokozott PARP aktivaciot mutato sejtek,
a sejthalal utjara 1épve, mar nem keriilnek ki a perifériara vagy koran elimindlodnak a
keringésbol. Masik leheteséges magyardzat, hogy az inzulin kezelés perifériara gyakorolt
hatdsa befolyasolja a leukocitdk PARP aktivitasat. Munkacsoportunk korabbi
experimentalis vizsgdlatdban kimutatta, hogy az inzulin kezelés hatasara in vivo és in
vitro PARP aktivitas csokkenés lathat6. Ez alapjan az inzulin terapia nemcsak a
hiperglikémia rendezésén keresztiil, indirekt mddon befolyasolhatja a PARP aktivitast,
hanem kozvetlen cellularis hatasa is feltételezhet6 (149).

Eredményeink szerint a glikémids variabilitas soran kiilonb6z6é mértékiic PARP
aktivaciot talaltunk a csontvelGben, a mononuklearis leukocitakban és az endotélben. Ez
alapjan tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy az ingadoz6 vércukor szint okozta
patologias eltérések hatterében a PARP aktivacio pontosan milyen szereppel rendelkezik.
Viszont a mérések egyetemes attekintése esetén arra a felismerésre juthatunk, hogy a jol
beallitott inzulin terapia minden mintaban jelentds javulast mutatott. A csontvel6 PAR
festddése az adekvat inzulin terdpia hatdsara szignifikansan csokkent a kezeletlen
cukorbeteg mintaihoz képest. Ehhez hasonléan a keringd leukocitdk aramlasos
citometriai eredményei szintén szignifikans javulast mutattak a kezeletlen cukorbetegek
csoportjahoz képest. Az endotelialis PARP aktivacio vizsgalata sordn szintén szignifikans
kiilonbséget talaltunk az adekvat kezelés és az ingadozo vércukor szint kozott. Tehat
eredményeink nemcsak ramutatnak az ingadoz6 vércukor szint okozta nitrativ stressz és
PARP aktivacio jelenlétére, hanem az adekvat inzulin terdpia jotékony hatdsaira is

felhivjak a figyelmet.

6.3 Parthanatos markerei szivelégtelenségbhen

A nemzetkozi irodalomban mar szamos experimentalis és klinikai vizsgalat
talalhato, melyek alatamasztottdk az oxidativ stressznek a szivelégtelenség

patomechanizmusaban betoltott szerepét (100, 153, 154). Tobb szivelégtelenség
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allatmodell soran szoros Osszefliggést talaltak a reaktiv szabadgyokok és a ventrikularis
diszfunkcio kozott (100). Nakamura €s munkatarsai 31 hipertrofias kardiomiopatia miatt
kezelt paciensben vizsgaltak az oxidativ stressz jelenlétét és dsszehasonlitottak a kamrai
dilatacio illetve a szisztolés diszfunkcié mértékével. Eredményeik alapjan szignifikans
szabadgyok termel6dés volt kimutathatd és az iiregméretekkel pozitiv korrelaciot, az
ejekcios frakcidval negativ Osszefiiggést talaltak (154). Ezzel megegyez6 képet talaltunk
a sajat vizsgalatunk soran is, amikor a plazma peroxidacio és cellularis oxidacio
markereinek jelentés emelkedése volt lathato a szivelégtelen csoportban, tovabba a teljes
vizsgélati populacioban szignifikdns korrelaciot tapasztaltunk mind az ejekcids
frakciéval, mind a pro-BNP mértékével. Annak ellenére, hogy az oxidativ stressz
szerepérol egyre tobb bizonyitékot talalunk, az antioxidansok jotékony hatasait
egyértelmiien nem tudtdk igazolni a klinikai vizsgélatok. Ugyanakkor a
szivelégtelenségben jelenleg alkalmazott gyogyszeres terapia szamos agensérol ismert az
adjuvans antioxidans hatasa, mely hozzdjarulhat a terapias effektivitas kialakitasahoz
(153, 155, 156).

Mind a teljes vizsgalati csoportban, mind a szivelégtelen pacienseknél a plazma
peroxidacido és a korondria betegség kozott pozitiv korrelaciot talaltunk. Korabbi
szabadgyok termelddés volt tapasztalhaté (72, 157). Eredményiink ez alapjan azzal is
magyarazhat6, hogy a kronikus, iszkémias kornyezet jelentésen hozzajarulhat az oxidativ
stressz mértékének fokozodasdhoz. Tovabba a teljes populdcidban a dohanyzas és az
oxidativ stressz kozott szintén 0sszefiiggeést talaltunk, ami egybevag a korabbi vizsgalatok
megfigyeléseivel (158).

A teljes populacioban a total peroxid a bal kamrai atmérékkel nem mutatott
Osszefliggést, bar a szivelégtelen csoportban negativ korreldcid volt lathatd az
tiregméretekkel €s a koronaria betegséggel. Ezen eredmények hattere kevésbé tisztazott.
Egyik lehetséges magyarazat, hogy a szivelégtelen csoporton belill a koronaria
betegséggel rendelkezdknél szignifikdnsan kisebb diamétereket taladltunk és ennek
kovetkezményeként értékelheté a peroxidacioval kimutatott ellentétes Osszefliggés a
szivelégtelen csoporton beliil.

A nemzetkozi tudomanyos vilagban az oxidativ szabadgyokok mellett egyre

nagyobb figyelmet kapott a nitrativ stressz és a peroxinitrit altal kozvetitett
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patomechanizmusok vizsgdlata. Lokuta és munkacsoportja szignifikdns nitrotirozin
festddést mutattak ki dilatativ kardiomiopatia biopszids mintdiban, in vitro
vizsgalatukban pedig a peroxinitrit hatisara a szarkoplazmas retikulum Ca?*-pumpajanak
inaktivaciojat talaltak (159). Ezzel 6sszhangban, a vizsgalatunkban szintén fokozott
nitrativ stressz volt kimutathatd a szivelégtelen csoportban. A szivelégtelenség
progressziojat jelzé paraméterekkel, mint az EF-val és a pro-BNP-vel szintén markéans
Osszefiiggést mutatott, bar ezek a korrelaciok a szivelégtelenség csoporton beliil mar nem
voltak kimutathatoak.

A korabbi vizsgalatok tiikrében nem meglepd, hogy a leukocitak NT festédésének
mértéke a cukorbetegség jelenlétével szoros Osszefiiggést mutatott (160). Az el6z6
vizsgalatunk eredményével ez dsszhangban all, ahol az ingadoz6 vércukor hatasara és a
kezeletlen DM csoportban szignifikdns NT festddést talaltunk a csontveld vizsgalata
soran. Eredményeink utalhatnak arra, hogy kiilonb6z6 betegségek esetén azonos
patofiziologiai folyamatok is kimutathatoak, ami akar magyarazhatjak azt a megfigyelést,
hogy egy betegségben bizonyitott terapias lehetdség jotékony hatassal lehet egy masik
betegség klinikumara is. A cukorbetegség kezelésében hasznalt empaglifozin mellett a
szivelégtelenség miatti hospitalizacio csokkenését tapasztaltak, ami tovabbi vizsgalatokat
inditott ennek a megfigyelés részleteinek feltérképezése céljabol (65).

Szamos experimentalis modell mellett, viszonylag kevesebb human vizsgalat
eredménye sz6l a szivelégtelenségben kialakult PARP aktivaciorol. Doxorubicin,
endotoxin és aorta besziikitésével indukalt szivelégtelen allatmodellek mintaiban
szignifikans PARP aktivacio volt lathat6 (106-108). Molnar és munkatarsainak vizsgalata
szivelégtelen paciensekbdl nyert miokardialis biopszidkban kozvetleniil mutatta ki az
oxidativ stressz és PARP aktivacio jelenlétét (111). Li és munkatarsai szeptikus sokkban
szenvedd betegek keringd leukocitaiban igazoltdk a PARP aktivitast, ami negativ
korrelaciét mutatott az EF-val (161). Jelen vizsgalatunkban hasonlé eredményeket
kaptunk, miszerint szivelégtelenség alatt a keringd leukocitdkban szignifikains PARP
aktivacio volt detektalhaté, ami szignifikdns korrelaciot mutatott a betegség
progresszidjaval. A sajat és a korabbi eredmények alapjan ugy tiinik, hogy fliggetleniil a
szivelégtelenség etiologidjatol mind a miokardiumban, mind a keringd leukocitakban
kimutathatd a PARP aktivacio. Egyre tobb bizonyiték keriilt leirasra arr6l, hogy

szivelégtelenség soran az immunrendszerben olyan adaptiv valtozas alakul ki, mely
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nemcsak a miokardialis inzultusra adott valaszreakcionak tekinthetd, hanem egy
szisztémas, kronikus gyulladas fenntartasaért felelds allapotnak, amely szamos patologias
elvaltozasban is kozrejatszik (162). A szivelégtelenségben meghatarozott B- és T-sejtek
aktivacidja figyelhet6 meg, amely a kardiomiocitdk sejthalalaval, a szoveti
remodellacioval, a fokozott fibrozissal mutat Osszefiiggést, hozzajarulva a kardialis
diszfunkcid progressziojahoz. Ez alapjan tigy is tekinthetiink a PARP aktivaciéra, mint
ennek a szisztémas, kronikus gyulladasos allapotnak a részjelenségére, amiben a keringd
leukocitak aktivacidja nem csak kovetkezmény lehet, hanem tovabbi progresszidért
felelds faktor.

A parthanatos-ra jellemz6 AIF transzlokaci®6 szamos experimentalis
szivelégtelenség modellben leirdsra keriilt, ennek ellenére a humdan vizsgalatok
eredményei ellentmondasosak (163). Korabbi vizsgalatunk soran STEMI miatt PCI-n
atesett paciensek keringd leukocitdiban a PARP aktivacio mellett az AIF traszlokaci6ja
is kimutathat6 volt, ellenben a szivtranszplantacié soran nyert mintakban mar nem volt
szignifikdns AIF fest6dés (72, 111). Vizsgalatunk soran a szivelégtelen csoportban
szignifikdns AIF fest6dést talaltunk, tovabba az EF-val, a pro-BNP értékével és a
balkamrai végdiasztolés atmérdvel korrelaciot mutatott, bar a csoporton beliili analizis
mar nem mutatott dsszefiiggést. Ez alapjan ugy tlinik, hogy az AIF transzlokécio a
szivelégtelenség kialakulasdban kézremiikodik, de a progresszid mértékeérdl, a betegség

sulyossagarol kevésbé tajékoztat.

6.4 Oxidativ stressz meghatirozo tényezoi a szivelégtelenség

klinikumaban
Az oxidativ stressz mértékét a total peroxid mérésével és az oxidativ stressz index
BNP-t hasznaltuk. Statisztikai analizisiink soran azt talaltuk, hogy a plazma peroxidacio
kialakulasaban két fiiggetlen determinans volt 1athato: a pro-BNP és a koronaria betegség.
Ugyanakkor az OSI esetében az egyediili meghatarozoé faktor a pro-BNP volt. A korabbi
vizsgélatok eredményeivel megegyezden elmondhatjuk, hogy az oxidativ stressz
kialakulasdban a szivelégtelenség €s az iszkémias kornyezet jelentds szerepet jatszik. Bar

érdemes kiilon figyelmet forditani az ejekcios frakcio és a pro-BNP kozotti kiilonbségre.
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Az ejekcids frakcid egy meghatarozott echokardiografias modszerrel végzett kalkulacio,
amely a szisztolés funkcio jellemzésére a verdtérfogat és a végdiasztolés térfogat kozotti
aranyt hasznalja. A klinikai gyakorlat szamara a szivultrahang szerepe vitathatatlan a
szivelégtelenség diagndzisanak felallitasaban és hossza tavi gondozasaban. A szakmai
ajanlasok alapjan a natriuretikus peptidek magas negativ prediktiv értéke segitséget
jelenthet a diagndzis felallitdsdban a kezeldorvos szdmara, bar érdemes szem el6tt tartani,
hogy pozitiv prediktiv értéke alacsonyabb (37). Ugyanakkor szamos vizsgalat kimutatta,
hogy a mortalitas fliggetlen prediktoraiként tekinthetiink az akut dekompenzacioban mért
peptidekre (164). Van Veldhuisen és munkatarsai a natriuretikus biomarkerek
prognosztikus szerepét vizsgaltdk HFpEF és HFrEF betegek korében, ahol a peptid
szintek szoros Osszefiiggést mutattak a mortalitassal és a szivelégtelenség miatti
hospitalizacioval (165). Az Europai Kardiologiai Tarsasag 2016-0s ajanlasaban mar
emlitésre keriilt, hogy az akut szivelégtelenség miatt hospitalizalt paciensek
monitorozasaban hasznos eszkdéz lehet, ugyanis a natriuretikus peptidek a terapia
kovetkeztében mérhetd csokkenése alacsonyabb mortalitast és kevesebb rehospitalizaciot
jelenthet (37). Osszevetve eredményeinkkel arra kovetkeztethetiink, hogy a
szivelégtelenségben mérhetd natriuretikus peptidek szintje €s a kialakult oxidativ stressz
mértéke Osszefiiggésben allhat.

A teljes vizsgalati populdcioban végzett korrelacios analizis soran kimutatott
Osszefiiggések nem minden esetben voltak kimutathatoak a szivelégtelen csoporton beliil.
A teljes populacioban a total peroxid, az oxidativ stressz index, a cellularis
lipidperoxidacio, a nitrativ stressz, a PARP aktivacié és az AIF transzlokacié negativ
korrelaciot mutatott az EF-val és pozitiv 0sszefliggést talaltunk a pro-BNP értékével. A
szivelégtelen betegeknél az EF egyik paraméterrel Sem mutatott sszefliggést, csak a pro-
BNP esetében volt kimutathat6 a pozitiv korrelacio a plazma peroxidacio, az OSI és a
PARP aktivacio meértékével. Ez alapjan ugy tlinik, hogy a parthanatos-ra jellemz6
paraméterek a szivelégtelenség kialakulasaban kozremiikodnek, de kialakult betegség
esetén mar nem mutatnak dsszefiiggést annak sulyossagaval. Tovabba a szivelégtelenség
progressziojaban a PARP aktivacié szerepvallalasa nemcsak a parthanatos jelenségére
korlatozédik, hanem szamos egyéb patomechanizmusban is koézremiikodhet, ami
magyardzhatja, hogy a szivelégtelen csoporton beliil a PARP aktivacio az AIF

transzlokacioé nélkiil mutatott pozitiv korrelaciot a pro-BNP-vel.
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6.5 Parthanatos markerei, mint diagnosztikus és terapias célpontok

Az ingadoz6 vércukorszint okozta endotél diszfunkcidra utalé diagnosztikus
marker jelenleg nem elérhetd a mindennapi orvosi gyakorlatban. A cukorbetegek
gondozasaban hasznalatos HbAlc és fruktézamin nem ad tajékoztatast a glukoz
variabilitasrol. Az oxidativ és nitrativ stressz kialakuldsaban az ingadozé vércukor szint
mellett szdmos faktor kozremiikodhet, melyek a szabadgyokok taltermelddését
okozhatjak és megnehezitik a vércukor ingadozas szerepének értékelését. Ellenben a
PARP aktivacio mérése egy lehetséges szempont, ugyanis korabbi vizsgalatok alapjan a
PARP ¢és az endotél diszfunkcido kozotti Osszefiiggés mar leirasra keriilt (166).
Cukorbetegek human bdr biopszia vizsgélata alapjan a PARP aktivitas jelentds
Osszefliggést mutatott a vaszkularis reaktivitassal, viszont a modszer nem kivitelezhetd a
mindennapi betegellatasban. Sajat eredményeink alapjan a keringd leukocitak PARP
aktivitasanak mérése viszont nem alkalmas modszer az ingadozo vércukor szint okozta
vaszkuldris diszfunkcido megitélésére. Ennek lehetséges magyardzata munkacsoportunk
korabbi vizsgalatdnak eredménye, amelyben kimutattak, hogy az inzulin terdpia a glukoz
csokkentd hatasan tal, direkt uton is tudja a PARP aktivitast befolyasolni (149). Ez
alapjan az inzulinkezelés melletti PARP aktivitds mérése, mint diagnosztikus modszer
nehezen értékelhetd. Ezért olyan tovabbi vizsgalatok sora sziikséges, ami a PARP
aktivacio szerepének feltérképezésén tul egy lehetséges, konnyen kivitelezhetd rutin
diagnosztikus modszer kidolgozasat is jelentheti a klinikusok szamara.

Az ingadoz6 vércukor szint okozta patologias eltérések csokkentésében ¢&s
megeldzésében a PARP inhibitorok jotékony hatasairol kevés informacid 4ll
rendelkezésiinkre. Magyarazhat6 azzal, hogy viszonylag kevés vizsgalat tortént a ,,csak”
gluk6z oszcillacid indukalta patofiziologiai folyamatok feltérképezésére, amiben az
esetleges PARP inhibitorok szerepe is tanulmanyozhaté lett volna. Bar néhany
experimentalis vizsgalatban a PARP inhibitor jotékony hatésait ki tudtdk mutatni, de
jelenleg ezek az eredmények nem elegenddek a humén vizsgalatok elinditdsdhoz, csupan
tovabbi kutatasok alapjait képezhetik (124).

A szivelégtelens€g mindennapi orvosi gyakorlatban tapasztalhatd aktualitasa
miatt a tudomanyos vildgban is erdteljes szandék érezhetd a diagnosztikus és terapids
lehetdségek kibdvitésében. A szivelégtelenség patomechanizmusanak részletesebb

megismerése soran a parthanatos egyes elemei is a figyelem kozpontjaba keriiltek (167).
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Az oxidativ és nitrativ szabadgyokok szerepe szinte mar megkérddjelezhetetlen, sét az
egyes terapias lehetOségek hatterében feltételezett antioxidans hatas is elfogadott a
mindennapi gyakorlatban. Szamos vizsgalat igazolta, hogy miokardium karosodas esetén
szignifikans PARP aktivacio alakul ki, ugyanakkor az AIF transzlokaciorol is egyre tobb
vizsgélat eredménye érhetd el. A keringd leukocitak analizise egy lehetséges mddszer,
ami a PARP aktivacio diagnosztikus szerepén tul, a szivelégtelenség progressziojara is
utalhat az eredményeink alapjan. A paciens szdmara csak egy vérvételt jelent, ami
modszertani szempontbdl tovabbi human vizsgélatok kivitelezését is el tudja segiteni.

A PARP inhibitorok szamos experimentalis vizsgalatban kiprébalasra kertiltek,
ahol a miokardium kiilonféle karosodasait és az inhibitorok terapids hatasait vizsgaltak
(168). L-2286 PARP inhibitor mellett a miokardialis remodellaciot jellemzé szovettani
elvaltozdsok mértékének csokkenése volt megfigyelhetd kronikus szivelégtelenség
allatmodellben (169). INO-1001 PARP inhibitor az AIF transzlokaciot és a miokardialis
hipertrofiat  csokkentette az  allatvizsgalatok soran (109).  Posztinfarktusos
szivelégtelenségben a 4-aminobenzamid PARP inhibitor csokkentette a miokardialis
fibrozist (170). Minocyclin a PARP gatlasaval javitotta a miokardialis infarktus utani
kardialis funkciot a gyulladasos markerek expresszidjanak csokkenése mellett (171). Az
onkologia teriileten végzett human vizsgalatok nagy szama ellenére kevesebb tanulmanyt
végeztek a kardiovaszkularis betegséggel rendelkezd paciensek korében. Kecsegtetd
eredményeket kozoltek a TIMI-37 befejeztével, ahol a ST-elevacidos miokardidlis
infarktusos paciensekben bizonyitottak az INO-1001 biztonsagossagat (172). Tovabba a
szivelégtelenségben alkalmazott, evidencidkkal rendelkezé terapia -példaul enalapril-
hatasossagat hasonlitottak 6ssze L-2286 PARP inhibitorral, ami markénsan csokkentette
a miokardialis remodellaciot az experimentalis modellben (173). Az egyre boviilo
eredmények ellenére jelenleg nem all rendelkezésre olyan PARP inhibitor terdpia, aminek
effektivitasa human szivelégtelen tanulmanyokban bizonyitast nyert volna, viszont az
experimentalis eredmények eziranyl vizsgalatok kivitelezése felé mutatnak.

A parthanatos kaszkad rendszer masik target molekulaja lehet az AIF, amelynek
transzlokacidja soran szamos beavatkozasi pont azonosithato: AIF release blokkolasa,
AlF-fehérje interakcio gatlasa, AIF transzlokaci6 inhibicioja (174). Bar az AIF terapiaval
kapcsolatban jelenleg kozel sem rendelkeziink annyi tapasztalattal, de mint terapias

lehetdség, tovabbi kutatasok targyat képezheti.
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7. Kovetkeztetések

1, Az ingadozo vércukor profil mellett szignifikdns endotél fliggd relaxacids karosodast
mutattunk ki. Ez alapjan a diabétesz mellitusz sziv €s érrendszeri szovodményeinek
kialakulasdban nemcsak a folyamatosan magas vércukor szint, hanem a gluké6z
ingadozasa is szerepet jatszhat.

2, Vizsgalatunk sordn a kordbbi irodalmi eredményekkel megegyezden kimutattuk a
glukoz oszcillacio hatasara kialakuld szabadgyokok jelenlétét. Az ingadozd vércukor
jelentds tirozin nitraciot okozott a csontveldben, ami a nitrozativ stressz fokozdodasara
utal.

3, Szignifikins PARP aktivaciét talaltunk az ingadoz6 vércukor modell endotél
mintaiban. Western blott analizis soran fokozott PARilaciot a kezeletlen DM csoportban
talaltunk, bar 50 kDa sdvban az ingadoz6 VC csoport mutatott fokozott PARP aktivitast.
A csontveldben a kezeletlen DM csoportban volt szignifikdins PARP aktivitas, az
ingadozd VC mellett csak tendencia volt lathaté. A keringd leukocitdk csak a DM
csoportban mutattak PARP aktivitast. Eredményeink alapjan a hiperglikémia mellett a
vércukor szintek ingadozasa is befolyéasolhatja a PARP aktivaciot.

4, Kronikus szivelégtelen paciensekbdl nyert keringé leukocitakban kimutattuk az
oxidativ-nitrativ stressz fokozodasat, a kovetkezményes PARP aktivaciot és az AIF
transzlokaciot, ami a ,,parthanatos” folyamatanak cellularis sajatossagaira utal.

5, Az oxidativ-nitrativ stressz markerei, a PARP aktivacidé ¢és az AIF transzlokacid
szignifikansan korrelalt a kronikus szivelégtelenség klinikai képével. A teljes vizsgalati
csoportban a TAC kivételével miden vizsgalt érték mind az ejekcids frakcid, mind a pro-
BNP mértékével szignifikans korrelacidt mutatott. A szivelégtelen csoporton beliil az
oxidativ stressz és a PARP aktivaci6 mutatott szignifikdns Osszefiiggést a pro-BNP
értekkel. Nemzetkozi irodalommal Osszhangban a  vizsgalatunk soran a
szivelégtelenségben kimutatott oxidativ stressz kialakulasaért felelés faktoroknak a

koronaria betegséget és a pro-BNP mértékét azonositottuk.
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8. Osszefoglalas

A cukorbetegség vaszkuldris szovoédményeinek kialakuldsdban és a
szivelégtelenség hatterében a reaktiv szabadgyokok kozponti szerepet jatszanak, ami
kovetkezményes poli (ADP-rib6z) polimeraz (PARP) aktivaciot eredményezhet. A PARP
egy nuklearis enzim, ami képes az oxidativ, nitrativ stressz okozta DNS karosodas
felismerésére, aktivalodik és részt vesz a DNS repair mechanizmusaban. Azonban a
sejthalal kiilonboz6 formaiban is szerepet vallalhat. Ezek koziil kiemelendd a parthanatos
jelensége, ahol a PARP aktivacio mellett az apoptézis indukalo faktor (AIF)
transzlokacioja is lathato.

Kutatasaink célja volt a szabadgyokok altal kivaltott PARP aktivacio jelenlétének
vizsgalata kardiovaszkularis megbetegedésekben. Osszefiiggéseket kerestiink az egyes
szOvetekben megfigyelhetd parthanatos jelenléte ¢és az allatkisérletes modellben az
ingadoz6 vércukorszint kivaltotta endotél diszfunkci6, valamint human kronikus
szivelégtelenség kozott. Vizsgaltuk, hogy a vaszkularis és a kardidlis funkcio eltéréseiben
milyen mértékii enzim aktivacié mutathat6 ki.

Az ingadoz6 vércukorszint szignifikans endotél fiiggd relaxacids karosodast
okozott az aortaban, ami mellett a csontvel6ben jelentés nitrotirozin festodés és az
endotélben markans PARP aktivicid volt lathatd. Az adekvat inzulin kezelés a
csontveldben, az endotélben és a keringd leukocitdkban szignifikdnsan csokkentette az
enzim aktivaciojat. A szivelégtelenségben a periférias vérben meghatarozott oxidativ-
nitrativ stressz, a PARP aktivacié és az AIF transzlokacié mutattak jelentds emelkedést,
amelyek szignifikansan korrelaltak az ejekcios frakcido romlésaval és a pro-BNP
mértekével. A szivelégtelen csoporton beliil az oxidativ stressz és a PARP aktivacio
esetében volt lathatd pozitiv korrelacié a pro-BNP-vel. Eredményeink alapjan a koronaria
betegség és a pro-BNP mértéke mutatott fiiggetlen korrelaciot a szivelégtelenségben
Kimutatott oxidativ stressz mértékével.

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a reaktiv szabadgyokok jelenlétével
jellemezhetd, sziv és érrendszeri betegségekben a PARP aktivacio kimutathatd, és
kiilonb6z6é mértékii osszefiiggéseket mutat a kardiovaszkularis funkcionalis eltérésekkel.
Eredményeink nemcsak hozzdjarulnak a PARP enzim szerepének megismeréséhez,
hanem a klinikumban hasznalhaté diagnosztikus ¢és terdpids szerepvallalasanak

lehetdségére is felhivjak a figyelmet.
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Summary

Reactiv free radicals causing poly(ADP-ribose) polimerase (PARP) activation
enable to play central role in the development of both the vascular complications of
diabetes mellitus and heart failure. PARP is a nuclear enzyme involved in detection and
repair of DNA damage in response to oxidative, nitrative stress. On the other hand, it can
also contribute to different types of cell death. Parthanatos is a form of cell death that is
characterized by PARP activation and translocation of apoptosis inducing factor (AIF).

Our aim was to investigate PARP activation in cardiovascular diseases. We
examined the possible relationship between markers of parthanatos detected in various
tissues and endothelial dysfunction induced by glycemic oscillation in an animal model
or human chronic heart failure. We also analyzed the correlation between enzyme
activation and the level of vascular and cardiac dysfunction.

Impairment of endothelium-dependent relaxation of aortae induced by glycemic
swings was detected together with significant nitrotyrosine staining of bone marrow cells
and marked PARP activation in the endothelial layer. Due to adequate insulin treatment
PARP activation was significantly reduced in the bone marrow cells, endothelium and
circulating leukocytes. Peripheral blood markers of oxidative-nitrosative stress, PARP
activation, and AIF translocation were significantly higher in the heart failure group. In
all subjects, significant correlation of both pro-BNP levels and impairment of ejection
fraction was showed with the latter parameters. Among heart failure patients, positive
correlation of pro-BNP with PARP activation and oxidative stress was also found.
According to our results, pro-BNP and coronary artery disease showed independent
correlations to the degree of oxidative stress.

Our findings suggest that PARP activation can be detected in the mechanism of
cardiovascular diseases and it is characterized by the presence of reactive free radicals
and correlation can be demonstrated between enzyme activity and cardiovarscular
dysfunction. Our results not only contribute to the better understanding of PARP’s role,

but also attract attention to the possibility of its diagnostic and therapeutic involvement.
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