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1. Abbrevations

AIF
BNP
BW
CFY
DAP

EF

ERK 1/2
FS
GSK-3p
HF

IR

ISO

IVS (d)
IVS (s)
JNK
LVEDV
LVESV
LVID (d)
LVID (s)
MAP
MAPK
MTT
NAD"
NIH
NOS
PAR
PARP
PI3K
PKC
PW (d)
PW (s)
PTP
ROS
RWT
SAP
SEM
SHR
TBS

TL

WV

apoptosis-inducing factor

B-type natriuretic peptide

body weight

CFY Sprague-Dawley rat

diastolic arterial blood pressure

ejection fraction

extracellular signal-regulated kinase

fractional shortening

glycogen synthase kinase-3[3

heart failure

ischemia-reperfusion

isoproterenol hydrochloride

thickness of interventricular septum in diastole
thickness of interventricular septum in systole
c-jun N-terminal kinase

left ventricular end-diastolic volume

left ventricular end-systolic volume

left ventricular end-diastolic diameter

left ventricular end-systolic diameter

mean arterial blood pressure

mitogen activated protein kinase
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
nicotinamide adenine dinucleotide

National Institute of Health

nitric oxide synthase
poly(ADP-ribose)polymers
poly(ADP-ribose)polymerase
phosphatidylinositol-3-kinase

protein kinase C

thickness of left ventricular posterior wall in diastole
thickness of left ventricular posterior wall in systole
permeability transition pore

reactive oxygen species

relative wall thickness

systolic arterial pressure

standard error of the mean

spontaneously hypertensive rat

TRIS-buffered saline

lenght of right tibia

weight of ventricles



1. Introduction

Accumulating evidence suggest that the reactive oxygen and nitrogen species are generated in
cardiomyocytes and endothelial cells during myocardial infarction, various forms of HF or
cardiomyopathies, circulatory shock, cardiovascular aging, diabetic complications, myocardial
hypertrophy, atherosclerosis, and vascular remodelling following injury.

ROS are produced in the ischemic myocardium especially during and after reperfusion when
electron transport resumes in the mitochondria after suppression by ischemia.

These reactive species induce oxidative DNA damage and consequent activation of the PARP.
PARP-1 functions as a DNA damage sensor and signaling molecule binding to both single- and
double-stranded DNA breaks. Upon binding to damaged DNA, PARP-1 forms homodimers and
catalyzes the cleavage of NAD" into nicotinamide and ADP-ribose to form long branches of
ADP-ribose polymers.

Reactive oxygen and nitrogen species (e. g., peroxynitrite)-dependent citotoxicity in various
cardiovascular diseases is mediated by a multitude of effects including lipid peroxidation, protein
nitration and oxidation, DNA oxidative damage, activation of matrix metalloproteinases, and
inactivation of a series of enzymes. In the heart, ROS can evoke cytotoxicity, myocardial
stunning, arrhythmia, reduction of the calcium transient and contractility, elevated diastolic
calcium levels and intracellular ATP depletion.

A number of physiological, pharmacological and pathological stimuli initiate cardiac
hypertrophy. In addition, cardiac hypertrophy is associated with alterations in intracellular
signaling transduction pathways, including alterations of G-protein-coupled receptors, small G
protein, MAPK, PKC, calcineurin and calmodulin and so on. Various signaling pathways are
involved in the complicated interactions that finally promote cardiac hypertrophy and HF.
Several studies suggest that PARP inhibitors can modulate these intracellular signaling pathways
beneficially in various forms of HF or cardiomyopathies, circulatory shock, cardiovascular
aging, diabetic complications, myocardial hypertrophy, atherosclerosis, vascular remodeling
following injury and during myocardial IR.

To reveal the effect of PARP inhibitors on intracellular signaling pathways and

echocardiographic parameters in rats, two experimental models were used. First, we investigated



the action of PARP inhibition in vivo in a postinfarction heart failure model, then PARP inhibitor
agent was tested on non-compensated phase of SHRs.

In these studies, as PARP inhibitor L-2286 was used. L-2286 is derived from 2-mercapto-4(3H)-
quinazolinone by alkylation with 1-(2-chloroethyl)piperidine. L-2286 was choosen, because in
vitro PARP assay it exhibited significantly better PARP inhibitory activity than basic

quinazolines such as 4-hydroxyquinazoline or 2-merkapto-4(3H)-quinazolinone (17), (Fig. 1).
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Figure 1. Chemical structure of L-2286 (2-[(2-Piperidine-1-ylethyl)thio]quinazoline-4(3H)-one).



2. Aims

3. Aims of the study

The aim of this work was provide evidence for beneficial in vivo effects of PARP inhibition.

1. To assess cardioprotection afforded by PARP inhibition

a) We tested whether the PARP inhibitor, L-2286 can attenuate the isoproterenol-induced
myocardial damage

b) We tested whether the long-term administration of L-2286 can diminish the signs of
hypertension induced-HF

¢) We compared the protective effect of PARP-inhibition to that of ACE-inhibition against the

postinfarction myocardial remodelling.

2. To provide evidence for cardioprotective effects of L-2286, the following parameters were
examined:

a) interstitial fibrosis in histological samples

b) phosphorylation state of PI3K/Akt-15"*"*/GSK-3p%"”, MAPK, PKC cascades by Western
blotting

¢) echocardiographic parameters with high-resolution imaging system



3. Material and Methods

Postinfarction heart failure model

Male CFY Sprague-Dawley rats were involved into this study. MI was induced by subcutaneous
injection of 120 mg/kg ISO, while physiological saline (1 ml/kg) was given to control rats
subcutaneously, two times. 24 hours after the second injection the surviving animals were
randomly assigned to receive either 5 mg/kg/day L-2286 (a gift of Prof. Dr. Kalman Hideg), a
water-soluble PARP inhibitor (ISO+L) or 10 mg/kg/day enalapril maleate (ISO+E), or water
(ISO). The fourth group was an age-matched control group (C).

Hypertensive heart failure model

Male 30-week-old SHR rats a compensatory hypertrophic stage were divided randomly into two
groups. One group received no treatment (SHR-C), while the other group recieved L-2286 (a
water-soluble PARP inhibitor) 5 mg/bw in kg/d for 46 weeks (SHR-L). The third group was an
age-matched normotensive control group (CFY).

The investigations conforms with to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the U.S. National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996),
and was approved by the Animal Research Review Committee of the University of Pecs Medical
School.

Gravimetric parameters

Animals were euthanized with an overdose of ketamine hydrochloride intraperitoneally and
heparinized with sodium heparin, sacrified, their hearts were removed, the atria and great vessels
were trimmed from the ventricles and weight of the ventricles was measured, which was then
normalized to the body mass and to the length of the right tibia (indices of cardiac hypertrophy).
The lung wet weight-to-dry weight ratio (an index of pulmonary congestion) were also measured
in experimental animals.

Invasive blood pressure measurements

Five rats from each group in the heart failure model were anaesthetized with ketamine
hydrochloride intraperitoneally and a polyethylen catheter was inserted into their left arteria

femoralis. Blood pressure was measured by CardioMed System (CM-2005).



Determination of Plasma B-type natriuretic peptide

Blood samples were collected into the Lavender Vacutainer tubes containing EDTA. Plasma B-
type natriuretic peptide-45 levels (BNP-45) were determined by enzyme immunoassay method.
Histology

Formalin-fixed ventricles were sliced and embedded in paraffin. 5 um thick sections were cut
serially from base to apex. Slices at 1 mm intervals were stained. Slices were stained with
Picrosirius Red or Masson’s trichrome staining to detect the interstitial fibrosis. Sections were
quantified with the NIH ImagelJ analyzer system.

Western blot analysis

Fifty miligrams of heart samples were homogenized in ice-cold 50mM Tris buffer, pH 8.0
(containing protease inhibitor cocktail 1:100, and 50 mM sodium metavanadate, and harvested in
2x concentrated SDS-polyacrylamide gel electrophoresis sample buffer. Sodium metavanadate
was used as phosphatase inhibitor. Proteins were separated by 10% or 12% SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis. After blocking (2 h with 3% nonfat milk in Tris-buffered saline), membranes
were probed overnight at 4°C with primary antibodies and the next day with the secondary
antibodies. Complexes were visualized by means of enhanced chemiluminescence. After
scanning, results were quantified by NIH ImageJ program.

Noninvasive evaluation of cardiac function

At the beginning of the experimets all animals were examined by echocardiography to exclude
rats with any heart abnormalities. Transthoracic two-dimensional echocardiography was
performed under inhalation anesthesia at the beginning of the experiment and on the day of
sacrifice. Rats were lightly anesthetized with a mixture of 1.5% isoflurane and 98.5% oxygen.
The chest of animals was shaved, acousting coupling gel was applied and warming pad was used
to maintain normothermia. Animals were imaged in the left lateral decubitus position. Cardiac
dimensions and functions were measured from short- and long-axis views at the mid-papillary
level by a VEVO 770 high resolution ultrasound imaging system (VisualSonics, Toronto,
Canada) - equipped with a 25 MHz transducer.



4. Conclusions

4.1 Cardioprotection by PARP inhibition in postinfarction heart failure model

Our study strengthened the previous data of our workgroup that an isoquinoline derivate PARP
inhibitor had very prominent protective effect against postinfarction myocardial remodeling in
rats. However our recent work demonstrated firstly, that PARP inhibitors can activate the Akt-
1/GSK-3p prosurvival signaling pathway, during postinfarction heart failure. We also compared
the efficacy of complete PARP inhibition to that of complete ACE inhibition.

Accumulated data suggest that PI3K/Akt signaling tranduces adaptive cardiac hypertrophy and
constitutive activation of cardiomyocytes by PI3K/Akt activation did not transit into a
maladaptive hypertrophy. ACE inhibitor also influenced the activity of Akt-1. Our recent work
showed, that the phosphorylation of Akt-1°"*" was elevated in ISO-treated group, and both
PARP-inhibiton and ACE-inhibition caused a further growth of it. The PARP-inhibitor L-2286
caused a significantly greater activation of Akt-1, compared to enalapril. In our experiment the

phosphorylation (therefore the inhibition) of GSK-3p

was the highest in the L-2286 treated
group. Enalapril exerted a significantly less inhibition of GSK-3%".
The MAPKSs ERK, JNK, and p38 can all be activated by Angll. The exact role of MAPKs is still

2Thrl 83-Tyr185 was further

controversial in chronic HF. The moderate phosphorylation of ERK1/
attenuated by ISO and became more elevated by other treatments. It was reported that ERK 1/2
activation leads to a concentric form of hypertrophy with enhanced cardiac function and MEK1-
ERK2 protects the heart from ischemia induced apoptotic insults in mices. In our study the ISO-
treated group p38 MAPK ™!80-Gly-Tyrls2

increased the phosphorylation of p38-MAPK ™ !80-Gh-Tyi82 qonificantly. In case of JNK, ISO

was slightly phosphorylated, while all other treatments

significantly decreased its phosphorylation and both L-2286 and enalapril treatment augmented
its activation.

The phosphorylation of PKC pan BII*™ and PKC o/BII"™¥%* increased after 1SO-induced
MI, however their phosphorylation decreased upon administering ACE or a PARP-inhibitor. The
PARP-inhibitor - L-2286 decreased the activity of the prohypertrophic PKC o/B more effectively
than the ACE-inhibitor — enalapril. A very similar phosphorylation pattern was revealed in the
case of PKCS Thr’”® and PKC {/A Thr*!?4%,



PKC-¢>" is activated by various types of stress. In our study we detected a positive effect
(activation) of PARP inhibitor on PKC-£°"%, which is responsible for adaptive changes in stress
situations, while the levels of other PKC (-a, -B, -{, -0) isoforms were reduced, which are
responsible for maladaptive myocardial hypertrophy and remodeling in postinfarction animals.

In our postinfarction model echocardiographic parameters - systolic LV function, wall thickness,
LVESV, LVEDV - worsened in ISO-group compared to control animals. This effect can be due
to the evolved myocardial fibrosis and cardiomyocyte hypertrophy and partially due to the

activation of sevaral protein kinases (e.g. PKC—()L/[.’)IIThr638/641

). Enalapril treatment decreased
significantly this worsening, however PARP-inhibitor treatment could nearly completely prevent
it. Interestingly, the LVEDV was unchanged despite the ACE-inhibitor, or PARP-inhibitor
treatment. The underlying mechanism whereby the PARP-inhibitor L-2286 can exert this
favourable effect, is its activator effect on several prosurvival (especially Akt-1-GSK 3, PKC-¢)

and inhibitor effect on prohypertrophic (PKC- o/f, - {/A, -0) protein kinases.

4.2. Effect of long-term L-2286 administration on hypertension induced heart failure

The major findings of this study are that chronic inhibition of nuclear PARP enzyme reduces
ADP-ribosylation of nuclear proteins and thus prevents the development of HF from cardiac
hypertrophy with inducing reverse remodeling with restoration of cardiac structure and function
while changing the altered patterns of signal transducting processes. We used the SHR which
provides an animal model of high blood pressure that is similar to essential hypertension in
humans. Our study began in the compensated phase of hypertensive cardiopathy in SHR with
signs of LVH (at 30-week-old) and after 46 weeks the obvious signs of HF could be detected in
SHRs. The development of HF from long-term hypertension can be explained by different
mechanism in the literature, but oxidative stress and abnormal signalings are generally respected
as the molecular basis of the disease.

In this study, we tested the effect of PARP inhibition in aging SHRs having cardiac hypertrophy
and fibrosis related to higher mechanical and oxidative stress and had typical signs of HF
(gravimetric parameters, observation daily) and impaired systolic LV function. These conditions
have important role in the pathogenesis of diastolic and systolic dysfunctions in hypertensive

heart disease.



Both in animal models and in humans, increased blood pressure has been associated with
oxidative stress in the vasculature, i.e. with an excessive endothelial production of ROS, which
may be both a cause and a consequence of hypertension.

In our experiment the level of plasma-BNP was elevated in both SHR groups. Exalted BNP
production and release by cardiocytes occurs in hypertension and has been considered to be a
compensatory mechanism against ventricular overload. The Framingham study demonstrated
that an increase in BNP predicted the risk of death and cardiovascular events. This alteration
could be mitigated by PARP-inhibition and in accordance with this, the survival rate of treated
rats was also significantly better. If the heart experiences extended periods of elevated workload,
it undergoes a hypertrophic enlargement in response to increased demand. A number of
signalling modulators in the vasculature milieu are known to regulate heart muscle mass,
including those that influence gene expression, apoptosis, cytokine release and growth factor
signaling. One of them is the Akt-1-GSK-3f pathway, which was favorably influenced by PARP
inhibitor. In our experiment the down-regulated phosphorylation of Akt-1/GSK-3p in SHR-C
samples were increased by PARP inhibitor. Akt-1 is well known to play a central role in the
development of physiologic hypertrophy, but also has an important role in cardiac angiogenesis
through the activation of mammalian target of rapamycin (mTOR). It is likely that ineffective
angiogenesis might contribute to the transition from LVH to HF. The protecting effect of PARP-
inhibitors against the development of HF from LVH can be mediated at least partly through the
Akt-1/mTOR signaling. MAPKSs are ubiquitously expressed, and their specific functions in the
heart have been a focus of intensive study. Growing evidence suggests, that modulation of the
complex network of MAPKSs cascades could be a rewarding approach to the treatment of
cardiomyocyte hypertrophy and HF. In our experiment the elevated activation of p38, JNK in the
SHR-C groups were decreased, while the activation of ERK was increased by L-2286. While the
ERKs are particularly implicated in growth-associated responses, the p38 MAPK and JNKSs are
generally activated by cytotoxic stress factors.

Activation of ERK causes cardiac hypertrophy and increases survival, while inactivation of ERK
contributes to myocyte apoptosis. Cardiac-specific expression of constitutively activated MEK1
promotes cardiac hypertrophy without compromised function or long-term animal survival,
suggesting that activation of ERK activity promotes a compensated form of hypertrophy. In our

study, the phosphorylation of PKC pan BII*™, a/BIIThr®*¥**, §™% and ga™*1%4% were
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attenuated in SHR-L compared to SHR-C by PARP inhibitor. Several reports suggest, that PKC
a and P are involved in the development of cardiac hypertrophy and HF. The activation of PKC ¢
was upregulated by L-2286 treatment in SHR-L group. In this experiment, there were no
differences in LV systolic functions (EF, FS) at baseline (the age of 30 weeks). These parameters
were preserved in the CFY and SHR-L groups, but moderated in the SHR-C group at the end of
the study. L-2286 increased EF by reducing end-systolic dimensions. During the development of
hypertension, alterations in LV geometry may occur as an adaptation to increasing pressure and
volume load. In hypertensive patients, LV geometry can be classified into four patterns on the
basis of LV mass index and RWT. In conformity with this classification eccentric hypertrophy
was found in SHR-C group (increased LV mass/ BW and normal RWT), while L-2286
administration could preserve concentric hypertrophy (increased LV mass/ BW and increased
RWT) state, which could be detected at the beginning of the study in both SHR groups.
Therefore, the ineffectiveness of L-2286 on thickness of septum and PW can be considered as a

favorable effect because it can add to the maintaining of concentric hypertrophy.

S Summary

Throughout the last two decades, experimental evidences from in vitro studies and preclinical
models of diseases have demonstrated that reactive oxygen and nitrogen species, including
reactive oxidant peroxynitrite, are generated in parenchyma, endothelial, and infiltrating
inflammatory cells during myocardial and other forms of reperfusion injury, myocardial
hypertrophy, heart failure, cardiomyopathies and cardiovascular aging. In related animal models
of diseases, pharmacological inhibition of PARP provides significant therapeutic benefits.
Therefore, novel antioxidants and PARP inhibitors have entered into the clinical development for
the experimental therapy of various cardiovascular and other diseases.

In our experiments, the common feature of the PARP-inhibitor L-2286 treatment was the
beneficial action on several intracellular signaling pathways PI-3-kinase-Akt-1°*"* and PKC
£ pathways, it can influence favorably the gravimetric and echocardiographic parameters and

cardiac fibrosis. In addition, in our last investigation (HF model), L-2286 treatment could delay

the onset of hypertension-induced HF.
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Roviditések jegyzeke

AIF apoptozist indukalo faktor

BNP B-tipusu natriuretikus peptid

BW testtomeg

CFY CFY Sprague-Dawley rat

DAP diasztolés artérids nyomas

EF ejekcids frakcid

ERK 1/2 extracellularis szignal-regulalt kinaz

FS frakcionalis rovidiilés

GSK-3p glikogén szintaz kindz-3f3

HF szivelégtelenség

IR iszkémia-reperfuzié

ISO izoproterenol hidroklorid

IVS (d) interventrikularis szeptum vastagsaga diasztole soran
IVS (s) interventrikularis szeptum vastagsaga szisztole soran
JNK c-jun N-terminlis kindz

LVEDV bal kamrai vég-diasztolés térfogat

LVESV bal kamrai vég-szisztolés térfogat

LVID (d) bal kamrai vég-diasztolés atmérd

LVID (s) bal kamrai vég-szisztolés atmérd

MAP atlagos artérias nyomas

MAPK mitogén aktivalta protein kinaz

MTT 3-[4,5-dimetitiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolium bromid
NAD" nikokotinamid adenin dinukleotid

NIH National Institute of Health

NOS nitrogén monoxid szintaz

PAR poli(ADP-rib6oz)polimerek

PARP poli(ADP-riboz)polimeraz

PI3K foszfatidilinozitol-3-kinaz

PKC protein kinaz C

PW (d) bal kamra hatso falanak vastagsaga diasztoléban
PW (s) bal kamra hatso falanak vastagsaga szisztoléban
PTP permeabilitasi tranzicids porus

ROS reaktiv oxigén szabadgyodk

RWT relativ falvastagsag

SAP szisztolés artérids nyomas

SEM az atlag standard hibaja

SHR spontan hipertenziv patkany

TBS TRIS-pufferelt sdoldat

TL jobb tibia hossza

\VAY% kamrak tomege
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Bevezetés

Egyre tobb bizonyiték szl amellett, hogy oxigén és nitrogén szabadgyokok keletkeznek a
szivizomsejtekben és az endothel sejtekben kiilonféle betegségek soran, tobbek kozott akut
koronaria szindromakban, a szivelégtelenség ¢és a kardiomiopatidk kiilonb6z6 formaiban,
keringési sokkban, a sziv és érrendszer oregedése soran, a cukorbetegség széovodményeiben,
szivizom hipertrofiaban, ateroszklerdzisban és a sériilést kovetd vaszkularis remodelingben.

A ROS egyik legfontosabb forrdsa a szivizomban a mitokondrialis 1égzési lanc, mely kisebb
mértékben iszkémia soran is, de igazdn nagy mennyiségben reperfizid soran termel szabad
gyokoket. Ezek a szabadgyokok oxidativ DNA karosodast okoznak és ezen keresztiil a PARP
enzim kovetkezményes aktivalodasat.

A PARP-1 enzim funkcidja, hogy érzékelje a DNS karosodast és a jelatvitelben résztvevoként
kotddjon mind az egyes, mind a kettds szalit DNS torésekhez. A karosodott DNS-hez kétddve a
PARP-1 homodimereket formal és katalizalja a NAD+ hasitasat nikotinamidra és ADP-ribdzra,
hogy hossza ADP-rib6z polimereket épitsen fel, melyeket a sériilt DNS-szakaszokhoz ¢és
kiilonféle fehérjékhez kapcsol.

A szabadgyokok sejtkarositd hatasukat tobbféle uton fejtik ki: lipid peroxidaciot, protein
nitraciot és oxidaciot, valamint oxidativ DNS karosodast okoznak, ezen kiviil aktivaljak a matrix
metalloproteindzok aktivitasat és tobb enzim inaktivalnak. A szivben a ROS-ok sejtkarositast, a
szivizomzat stunningjat, arrhythmiat, a kélcium tranziens és a kontraktilitds csokkenését,
emelkedett diasztolés kalcium szintet és az intracellularis ATP szint csokkenését okoznak.
Tobbféle fiziologiai, farmakoldgiai €és patologiai stimulus okozhatja a szivizom hipertrofiajat,
ilyen példaul tobb jelatviteli utvonal megvaltozasa, példaul a G-protein-kapcsolt receptorok
valtozasa, a small G protein, a MAPK, a PKC, a calcineurin, kalmodulin és tobb mas jelatviteli
ut valtozasa. A szivizom hipertrofidjat okozo jelatviteli utvonal pedig végiil szivelégtelenséget
okoznak. Tobb tanulmany utal arra, hogy a PARP gatlok kedvezden tudjék befolyasolni ezen
jelatviteli utvonalakat a HF egyes formaiban, keringési sokkban, a sziv és érrendszer
oregedésében, a cukorbetegség szovodményeiben, szivizom hipertrofidban, ateroszklerosisban,
az erek atépiilésében sériilést kovetden, illetve a miokardialis IR alatt.

Munkamban kétféle modellt haszndltam, hogy megvizsgaljam a PARP gatlok sejten beliili

jelatvitelre, illetve a myocardium bizonyos morfoldgiai és a funkciondlis paramétereire kifejtett

15



hatasat patkanyban. El0szor posztinfarktusos szivelégtelenség modellben vizsgaltam a PARP

gatlas in vivo hatdsat, majd SHR-ek nem kompenzalt fazisdban.

0]
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1. Abra: Az L-2286 ((2-((2-Piperidin-1-ylethil)tio)quinazolin-4(3H)-egy) szerkezeti képlete.
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Célkitiizések

A kisérletek célja az volt, hogy bizonyitsa a PARP gatlas in vivo protektiv hatdsat.

1. A PARP gétlas kardioprotektiv hatasat a kovetkezé modszerekkel vizsgaltuk:

a) Megvizsgaltuk, hogy a PARP gatlo L-2286 csokkenti-e posztinfarktusos szivelégtelenség
kialakulasat, illetve ezt milyen jelatviteli utak modositasaval teszi.

b) Megvizsgaltuk, hogy vajon az L-2286 hosszan tartdo alkalmazdsa megeldzi-e a magas
vérnyomas okozta szivelégtelenség kialakulasat.

c) A PARP-gatlas kardioprotektiv hatasat ACE-gatlok hatdsaval hasonlitottuk 6ssze

posztinfarktusos szivelégtelenség kialakulasaval szemben.

A kovetkez6 paramétereket vizsgéaltuk, hogy bizonyitsuk az L-2286 kardioprotektiv hatasat:
a) az intersticialis fibrozis mennyiségét szovettani metszeteken
b) a PI3K/Akt-1/GSK-38, MAPK, PKC kaszkadok foszforilaciojat (aktivitasat) Western blottal

¢) a sziv funkciondlis paramétereit nagy felbontasu ultrahangos késziilékkel
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2. Eszkozok és modszerek

Posztinfarktusos szivelégtelenség motel

Him CFY Sprague-Dawley patkanyokat alkalmaztunk a kisérletben. A MI-t 120 mg/kg ISO
subcutan adasaval idéztiik eld (két egymast kdvetd napon adva), mig a kontroll allatok
fiziologias sdoldatot kaptak (1ml/kg). 24 6raval a masodik injekcid utan a tuléld patkanyokat
véletlenszerien két csoportra osztottuk, az egyik csoport 5 mg/kg/map L-2286-ot kapott
(Prof. Dr. Hideg Kalman ajandéka), mely egy vizoldékony PARP-gatlé (ISO+L) vagy 10
mg/kg/d enalapril maleatot (ISO+E), vagy vizet (ISO). A negyedik csoport kortars kontroll
volt (C).

Hipertenziv szivelégtelenség modell

Him 30 hetes, hipertroéfids - még a kompenzatorikus fazisban 1évé - SHR-eket
véletlenszertien két csoportra osztottunk. Az egyik csoport nem kapott kezelést (SHR-C),
mig a masik csoport L-2286-ot kapott (vizoldékony PARP-gatlé) 5 mg/kg/nap 46 hétig
(SHR-L). A harmadik csoport kortars normotenziv kontroll volt (CFY).

A kisérletek megfeleltek az U.S. National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,
feliilvizsgalt 1996) altal eldirt Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, valamint a
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Allatkisérleteket Vizsgald
Bizottsaga altal elfogadottak voltak.

Gravimetrias paraméterek

Az éllatokat ketamin hidroklorid tuladagolasaval altattuk tul, melyet intraperitonealisan adtuk
natrium heparinnal egyiitt. A pitvarokat és a nagy ereket levalasztottuk a kamrdkrol,
megmértiik a kamrak tomegét, ezt normalizaltuk a testtomegre €s a jobb sipcsont hosszara
(szivizom hipertrofia mértékét jelzi). A nedves tiidd/szaraz tidé hanyadosat is megmertiik
(tiidépangast jelzi).

Invaziv vérnyomasmeérés

Minden kezelési csoportbdl 6t patkdnyt a hipertenziv szivelégtelenség modellben ketamin
hidrokloriddal (i.p.) elaltattunk ¢és polietilén katétert vezettiink a bal comb artéridba. A

vérnyomast CardioMed Systemmel mértiikk meg (CM-2005).
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Plazma B-tipusu natriuretikus peptid szint meghatarozésa

A vérmintakat EDTA-t tartalmazd Lavender Vacutainer csdvekbe vettiikk le. A plazma B-
tipusi natriuretikus peptid-45 szintjét (BNP-45) enzimatikus immunoassay modszerrel
mértiik meg.

Sz0vettan

Formalinban fixalt kamrdkat lemetszettiik és paraffinba agyaztuk. 5 um vastagsagu
metszeteket vagtunk a bazistdl a csucsig. Az 1 mm-enként nyert szeleteket megfestettiik. A
metszeteket pikrosziriusz vorossel vagy Masson trikrom festésével festettiik meg, hogy
detektaljuk az intersticidlis fibrézis mértékét. A metszeteket NIH Image] program
segitségével elemeztiik.

Western blot analizis

A sziv mintakbol 50 mg-ot jéghideg homogenizald pufferben dolgoztuk fel, amely 8-as pH-
ju 50 mM-os Tris puffert tartalmazott (valamint 1:100-szoros higitdsban 50 mM natrium
metavanadatot) és 2x-es toménységli SDS-poliakrilamid gél elektroforézis minta pufferben
folytattuk tovabb a feldolgozast. A natrium metavanadatot foszfataz inhibitorként hasznaltuk.
A fehérjeket 10 vagy 12%-0s SDS-poliakrilamid gélben valasztottuk szét. Blokkolas utan (2h
3%-os zsirmentes tejjel Tris pufferalt sooldatban) a membranokat egy éjszakéan at 4°C-on az
elsddleges antitesttel inkubaltuk, majd masnap a masodlagos antitesttel. A kialakult
komplexeket az ,,enhanced” kemilumineszcencia modszerével tettiikk lathatova. Szkennelés
utan az eredményeket a NIH Image] program segitségével értékeltiik.

A szivfunkciok noninvaziv mérése

A kisérletek elején az Gsszes patkanyt megvizsgaltuk szivultrahanggal, hogy az esetleges
kardidlis abnormalitassal bird allatokat kizarjuk a vizsgéalatbol. A mellkason keresztiili
kétdimenzios szivultrahangos vizsgalatokat inhalacids anesztézia segitségével végeztik a
kisérlet kezdetén és az eutanazia napjan. A patkanyokat 1,5% izoflurdn és 98,5% oxigén
keverékével altattuk. A mellkasukat leszortelenitettiik, akusztikus gélt tettiink ra és melegitd
padot hasznaltunk, hogy fenntartsuk a normalis homérsékletiiket. Az allatokat bal oldali
oldalfekvd pozicioban vizsgaltuk. A sziv dimenzioit és funkcioit a rovid €s hossztengelyi
metszetekbdl vizsgaltuk a kozépsd papillaris szintjében VEVO 770 nagy felbontasu

ultrahang rendszerrel (VisualSonics, Toronto, Canada) 25 MHz-es transzducerrel.
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3. Kovetkeztetések

3.1. A PARP gatlas kardioprotektiv hatasa posztinfarktusos szivelégtelenség modellben
Kisérletiink megerdsitette a munkacsoportunk altal kordbban mar leirt eredményt, hogy a
PARP-gatloknak védd hatdsa van posztinfarktusos remodelinggel szemben. Jelenlegi
tanulméanyunk irta azonban le eldszor, hogy a PARP gatlas aktivalhatja az Akt-1/GSK-38
tulélést segitd jelatviteli utvonalat a posztinfarktusos szivelégtelenségben. Ezen kiviil
Osszehasonlitottuk a PARP gatlas hatasat az ACE gatlas hatasaval is.

Egyre tobb eredmény szol amellett, hogy a PI3K/Akt jelatviteli utvonal eldsegiti az adaptiv
szivizom hipertrofia kialakuldsat ugy, hogy a szivizom sejtek aktivacidja a PI3K/Akt
aktivalasa altal nem vezet maladaptiv hipertrofidhoz. Az ACE géatlas szintén befolyésolta az
Akt-1 aktivacidjat. Kisérletinkben az ISO az Akt-15" foszforilaciojat fokozta és ezt a
PARP ¢és ACE gatlas tovabb novelte. Az L-2286-0s PARP gétlo szignifikdnsan nagyobb Akt-
1 aktivaciét okozott, mint az enalapril. A GSK-38°" legnagyobb foszforilacioja (tehat a
gatlasa) az L-2286-tal kezelt csoportban volt. Az enalapril szignifikansan kisebb GSK-38%"
gatlast okozott.

A MAPK kozé tartozd ERK, JNK, és p38 aktivalhaté az Angll altal. A MAPK pontos

/2Thrl 83-Tyr185 mérsékelt

szerepe még mindig vitatott a kronikus HF-ben. Az ERKI
foszforilaciojat csokkentette az ISO kezelés, az dsszes tobbi kezelés viszont ndvelte. Korabbi
eredmények leirtak, hogy az ERK1/2 aktivacioja koncentrikus szivizom hipertrofiat okoz
megnovekedett szivfunkcidval és egerekben a MEKI1-ERK2 megvédi a szivet az iszkémia

altal indukalt apoptozistol. Kisérletiinkben az ISO kezelt csoportban a p38™ 800 Tyl82 igqe

volt csak foszforildlva és a tobbi kezelés szignifikdnsan novelte a p3gTr!S0-Gl-Tyris2
foszforilaciojat. A JNK esetében az ISO alkalmazédsa szignifikdnsan csokkentette a
foszforilaciot és mind az L-2286, mind az enalapril kezelés novelte a JNK aktivaciojat.

A PKC pan I s a PKC o/BII™ ¥ foszforilacioja fokozodott az ISO okozta MI-ben,
de ez csokkent PARP vagy ACE gatlas alkalmazasaval. A PARP gatlo L-2286 hatasosabban
csokkentette a prohipertrofikus PKC o/ aktivaciojat, mint az ACE-inhibitor enalapril.
Nagyon hasonld foszforilaciés eredményeket kaptunk a PKC3™% és a PKC{AT™1040

esetében. A PKCe>""® tobbféle stressz hatésara is aktivalodhat. Tanulmanyunkban a PARP
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gatlas pozitiv hatast (aktivaciot) gyakorolt, ami a stressz helyzetekben az adaptiv
valtozasokért felelés, mig mas PKC (-a, -B, -, -0) izoformdk szintje csokkent, amelyek a
maladaptiv hipertrofiaért €s a remodelingért feleldsek a posztinfartktusos allatokban.

Az altalunk hasznalt posztinfarktusos modellben a szivultrahangos paraméterek - szisztolés
LV funkcio, fal vastagsdg, LVESV, LVEDV - rosszabbodtak voltak az ISO kezelt
csoportban, mint a kontrol allatokban. Ezt a kiilonbséget a kialakult miokardialis fibrozis €s a
szivizom sejtek hipertrofidja okozhatta. Az enalapril kezelés is szignifikdnsan csokkentette
ezt a rosszabbodast, de a PARP-gatl6 kezelés sokkal kedvezObben hatott ra. Erdekes modon,
a LVEDV véltozatlan maradt az ACE és a PARP gétlo kezelés ellenére. A PARP inhibitor L-
2286 valosziniileg a tulélést segitd jelatviteli utvonalak (kiilonosen az Akt-1/GSK-3f, PKC-
€) aktivalasaval és a prohipertrofikus utvonalak gatlasa révén (PKC —a/B, -0/A,0) fejti ki

kedvezd hatésat.

3.2.L-2286 hosszantartd alkalmazdsanak hatasa a magas vérnyomas okozta
szivelégtelenségre
Masodik kisérletiink legfébb eredménye az volt, hogy bizonyitottuk, a nuklearis PARP enzim
gatlasaval  csokkenthetd a  nuklearis proteinek  ADP-ribozilacioja, kedvezden
befolyasolhatéak a megvaltozott jelatviteli Gtvonalak és ezzel megelézhetd a hipertenziv
kardiopathia végstadiumt szivelégtelenségbe valdé atmenete, mert megtarthatdé a sziv
struktirdja és funkcidja is. SHR-t haszndltunk kisérletiinkben, amely a magas vérnyomas
allatmodellje és sok tekintetben hasonld az emberi esszencidlis hipertonidhoz. Kisérletiinket
az SHR-ekkel a hipertenziv kardiopatia kompenzalt fazisaban kezdtiik, amikor a balkamra
hypertrophia markans jelei voltak mar észlelhetok (30 hetes korukban) és a vizsgalat végén,
46 hét elteltével a szivelégtelenség nyilvanvald jeleit detektaltuk benniik. A hosszantartd
magas vérnyomds hatdsara kialakulo szivelégtelenség az irodalom alapjan kiillonbozd
mechanizmusokkal magyarazhato, de az oxidativ stressz €s a jelatviteli utak abnormalis
valtozasai allnak a betegség hatterében az altalanosan elfogadott magyarazatok szerint.
Emberi mintdkban ¢és allat modellekben is a magas vérnyomads egyiitt jar az oxidativ stressz
kialakulasaval az érrendszerben, azaz a ROS nagyobb mennyiségii termelésével, ami lehet az

oka ¢és a kdvetkezménye is a hipertonianak.
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Tanulméanyunkban megvizsgaltuk a PARP gatlas hatasat SHR-ken, akik kardialis
hipertrofiaval, fibrozissal rendelkeztek mar a magas mechanikus és oxidativ stressznek
koszonhetden, de a vizsgalat elején szivelégtelenség még nem alakult ki naluk, azonban a
vizsgalat végére a kezeletlen csoportban a szivelégtelenség tipusos jeleit (gravimetrias
paraméterek, naponta megfigyelés) mutattak.

Kisérletiinkben a plazma-BNP szintje mindkét SHR csoportban magasabb volt. A szivizom
sejtek altali megemelkedett BNP termelés és kibocsatas a hipertoniaban kompenzatorikusnak
tlinik a kamrai talterhelés miatt. A Framingham tanulmény kimutatta azonban, hogy az
emelkedett plazma-BNP fontos prognosztikai faktor szivelégtelenségben. Ezt az eltérést a
PARP gatlas képes volt csokkenteni és ezzel egyiitt a kezelt csoport talélése is javult. Ha a
sziv hosszabb periddusokon &t emelkedett terheléssel taldlkozik, akkor hipertrofias
megnagyobbodéssal valaszol a megndvekedett kovetelményekre. Sokféle jelatviteli
szabalyozo6 képes befolydsolni a szivizom tomegét, beleértve olyanokat is, amelyek képesek
befolyasolni a gén expressziot, az apoptozist, citokinek felszabaduldsat és a ndvekedési
hormonok/faktorok jelatvitelét. Egyikiik az Akt-1/GSK-3f3 ttvonal, melyet a PARP-gatlo
kezelés kedvezden befolyasolta. Tanulmanyunkban az SHR-C csoport kisebb mértékli Akt-
1/GSK-3 foszforilacigjat ndvelte a PARP-inhibitor. Az Akt-1 kozismerten kdzponti szerepet
jatszik a fiziologias hipertrofia kifejlodésében, de fontos szerepe van a kardialis
angiogenezisben is, a ,,mammalian target of rapamycin” (mTOR) aktivalasan keresztiil.
Valoszinlileg a nem megfeleld angiogenezis alapvetd fontossagih LVH szivelégtelenséggé
alakulasahoz. A PARP-gatlok védo szerepe a LVH szivelégtelenséggé fejlodésében részben
az Akt-1/mTOR utvonalon torténhet. A MAPK-ok altaldnosan expresszalt és a szivben
kifejtett hatasukat intenziven tanulméanyozzak. Egyre tobb kisérlet arra utal, hogy a MAPK
kaszkdd komplex befolyasolasa eredményes megkdzelités lehet a szivizom sejtek
hipertrofidja és a HF kezelésében. Tanulmanyunkban az SHR-C-ben taldlhaté emelkedett
p38, JNK aktivacio csokkent, mig az ERK aktivacioja ndvekedett az L.-2286 hatasara. Mig az
ERK-et leginkabb novekedési valaszokkal kapcsolatba hozzak osszefliggésbe, addig a p38 és
a JNK-ot sejtkarositod hatasokkal.

Az ERK aktivacidja szivizom hipertrofiat €s nagyobb tulélést eredményez, a gatlasa
szivizomsejtek apoptdzisahoz jarul hozza. A szivspecifikus, folyamatosan aktivalt MEK1

segiti a szivizom hipertrofia kifejlodését a szivfunkciok gyengiilése nélkiil, vagy az éllatok
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hosszu tadvu tulélését, ez arra utal, hogy az ERK aktivitdsa a kompenzalt hipertrofia
kialakulasat okozza. Tanulmanyunkban, a PKC panpSee®, o/pTme38/641 gThrs05 gg g (/) Thra01/403
foszforilacioja csokkent a PARP gétlds miatt az SHR-L csoportban, az SHR-C csoporthoz
viszonyitva. Szamos tanulmany szerint a PKC a és § szerepet jatszik a kardialis hipertrofia és
a HF kialakulasdban. A PKC ¢ aktivitasat novelte az L-2286 kezelés. Kisérletiinkben nem
volt kiilonbség a LV szisztolés funkciokban (EF, FS) kezdetben (30 hetes korban). Ezek a
paraméterek megmaradtak a CFY ¢és az SHR-L csoportban, de csokkentek az SHR-C
csoportban a kisérlet végére. Az L-2286 novelte az EF-et a vég-szisztolés atmérok
csokkentésével. A hipertonia kialakuldsa soran a balkamra geometridja megvaltozik a
megndvekedett nyomas és térfogat terhelés miatt, adaptacioként. A magas vérnyomasban
szenvedOknek az LV geometridja négyféle osztalyba sorolhatdé az LV tomeg index és az
RWT alapjan. Az osztalyozas alapjan excentrikus hipertrofiat figyelhettiink meg az SHR-C
csoportban (nagyobb LV tomeg/BW és normal RWT), mig az L-2286 adasa meglrizte a
koncentrikus hipertrofia (nagyobb LV tomeg/BW és nagyobb RWT) allapotat, amit a kisérlet
kezdetén mindkét SHR csoportban tapasztaltunk. Tehat, az L-2286 hatastalansaga a szeptum
¢s a PW vastagsdg csokkentésére kedvezd hatasként foghatd fel, mert igy hozzajarult a

koncentrikus hipertréfia fenntartasahoz.

4. Osszefoglalas

Az elmult két évtized soran in vitro tanulmanyok ¢€s preklinikai betegségmodellek
eredményei azt mutattak, hogy a reaktiv oxigén és nitrogén szabad gyokok alapvetd
fontossagiak szivizom hipertrofia, szivelégtelenség, kardiomiopatidk és kardiovaszkularis
Oregedés soran a karosodasok kialakitasaban. Ezen allatmodellekben az antioxidans hatasu
PARP-gatl6 kezelésnek szignifikdns védd hatdsa volt. Ezért ujabb és tijabb antioxidansok és
PARP-gatlok fejlesztése, valamint preklinikai vizsgéalatai indultak el kiilonféle

kardiovaszkularis és egyéb betegség modellekben.

Kisérleteinkben a PARP-gatldo L-2286 kedvezéen befolyasolta posztinfarktusos
remodellinget és lassitotta a hypertenziv szivelégtelenség kialakuldsat. Ezen hatasok
hatterében pedig a PI-3-kinaz-Akt-15"" és a PKC £°7*’ jelatviteli utakra kifejtett kedvez6
hatas all.

23



Koszonetnyilvanitas
Kisérleteinket a Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetben, valamint az 1. sz. Belgyogyaszati
Klinikan végeztiik, a Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kardn 2005 és

2008 kozott.

Szeretnék koszonetet mondani tandromnak ¢és programvezetdmnek, Prof. Dr. Toéth

Kalmannak, aki iranyitotta tanulményaimat, tdimogatott és hasznos tanacsokkal latott el.

Koszonetet mondok Prof. Siimegi Baldzsnak, aki a biokémiai gondolkodasra tanitott. A
PARP gatlok terén segitette munkdmat és zavartalan koriilményeket biztositott szdmomra
intézetében.

Igazan halas vagyok Prof. Hideg Kalmannak, aki a szabadgyokok okozta karosodasok
kialakulasara tanitott meg és iranyitotta a munkdmat a PARP gatlok kardioprotektiv
hatdsanak tanulmanyozéasaban.

Koszonettel tartozok Dr. Halmosi Roébertnek kitiind munkajaért és az echokardiografias
vizsgalatokban végzett segitségeert.

Koszonettel tartozok még Dr. Habon Tamasnak, Dr. Szabados Eszternek, Solti Izabellanak,
Dr. N. Kiss Gyongyinek, Plozer Enikdnek, Szabd Aliznak, Bognér Eszternek, Dr. Kereskai
Laszlonak, Dr. Kalman Endrének. Héalds vagyok Horvath Bertalannak, Girdn Laszlonak,
Pésztor Istvannénak, Haldsz Helénanak a laboratériumi munkaban nyujtott segitségért.
Koszondm az Osszes baratomnak, a csalddomnak a batoritdst, melyet tanulmanyaim és

munkam soran nyujtottak.

24



A disszertacidval kapcsolatos kozlemények

BARTHA E, KISS GN, KALMAN E, KULCSAR G, KALAI T, HIDEG K, HABON T,
SUMEGI B, TOTH K, HALMOSI R. Effect of L-2286, a poly(ADP-ribose)polymerase inhibitor
and enalapril on myocardial remodeling and heart failure. J Cardiovasc Pharmacol 2008;52:253-

61. (IF: 2.023)

BARTHA E, SOLTI I, KERESKAI L, LANTOS J, PLOZER E, MAGYAR K, SZABADOS E,
KALAI T, HIDEG K, HALMOSI R, SUMEGI B, TOTH K. PARP inhibition delays transition of

hypertensive cardiopathy to heart failure in spontaneously hypertensive rats. Cardiovasc Res

2009; 83:501-510. (IF: 5.947)

Egyéb kozlemények

PALFI A, TOTH A, KULCSAR G, HANTO K, DERES P, BARTHA E, HALMOSI R,
SZABADOS E, CZOPF L, KALAI T, HIDEG K, SUMEGI B, TOTH K. The role of Akt and
MAP kinase systems in the protective effect of PARP inhibition in Langendorff perfused and in
isoproterenol damaged rat hearts. J Pharmacol Exp Ther 2005;315:273-82. (IF: 4,335)

PALFI A, BARTHA E, CZOPF L, MARK L, GALLYAS F Jr, VERES B, KALMAN E, PAJOR
L, TOTH K, OHMACHT R, SUMEGI B. Alcohol-free red wine inhibits isoproterenol-induced
cardiac remodeling in rats by the regulation of Aktl and protein kinase C alpha/beta II. J Nutr
Biochem 2009;6:418-425. (IF:3.507)

25



Eloadaskivonatok

GY N KISS, P DERES, K HANTO, E BOGNAR, E BARTHA, B SUMEGI, Z BERENTE: Do
PARP inhibitors affect myocardial metabolism? Barcelona, Spain, Annual Congress of European
Society of Cardiology and World Congress of Cardiology, Sep 2-6., 2006, Barcelona, Spain.
Abstract book 199.

BARTHA E, PALFI A, MARK L, KISS GN, HALMOSI R, SZABADOS E, KALMAN E,
TOTH K, SUMEGI B. Effect of alcohol-free red wine extract on isoproterenol induced cardiac
remodeling in rats. Pecs, Hungary, Vth Congress of International Symposium on Myocardial
Cytoprotection, Sept 27-30, 2006, Pécs, Hungary.

BARTHA E, PALFI A, MARK L, KISS GN, HALMOSI R, SZABADOS E, SUMEGI B.
Alkoholmentes vOrdsbor-kivonat hatdsa az isoproterenol altal kivaltott miokardialis
remodellingre és egészséges patkanyszivre. Magyar Kardiologusok Tarsasaga 2007. évi
Tudomanyos Kongresszusa, 2007. majus 9-12., Balatonflired, Card. Hung. Suppl. A,
2007;37:A34.

HALMOSI R, BARTHA E, PALFI A, KALMAN E, HIDEG K, SUMEGI B, TOTH K. PARP-
gatlok és ACE-inhibitorok hatdsa az isoproterenol-indukalta szivelégtelenség progresszidjara.
Magyar Kardiologusok Tarsasdga 2007. évi Tudomanyos Kongresszusa, 2007. majus 9-12.,
Balatonfiired, Card. Hung. Suppl. A, 2007;37:A17.

E BARTHA, R HALMOSI, GY Kulcsar, GY N KISS, E KALMAN, B SUMEGI, T KALAIL K
HIDEG, K Toth: Effect of PARP inhibitors and ACE inhibitors on the progression of
isoproterenol-induced heart failure. Annual Congress of European Society of Cardiology, Sept 1-
5, 2007, Vienna, Austria. Abstract book 59.

BARTHA E, HALMOSI R, SOLTI I, PALFI A, KALMAN E, SUMEGI B, KALAI T, HIDEG
K, TOTH K. PARP- és ACE-gatlok kedvezd hatasa az isoproterenol-indukalta szivelégtelenség
progresszidjara. Magyar Szabadgyok Kutato Tarsasag IV. Kongresszusa, 2007. oktober 11-13.,
Pécs, Folia Hepatologica Suppl. 3, 2008:11:10.

BARTHA E, MAGYAR K, SOLTI I, KOVACS K, HIDEG K, SUMEGI B, HALMOSI R,
TOTH K. Poli(ADP-riboz)polimeraz enzim gatlasanak hatasa fiatal spontan hipertenziv patkany
szivekre. Magyar Kardiologusok Tarsasaga 2008. évi Tudomanyos Kongresszusa, 2008. majus
7-10., Balatonfiired, Card. Hung. Suppl. B, 2008;38:B8.

E. BOGNAR, GY. N. KISS, ZS. SARSZEGI, E. BARTHA, 1. SOLTI, B. SUMEGI, Z.
BERENTE. Ploy(ADP-ribose)Polymerase (PARP) inhibitor HO3089 enhanced post ischemic,
myocardial glucose uptake mostly by activation of AMP-activated protein kinase (AMPK).,
World Congress of Cardiology 2008, May 18-21., 2008, Buenos Aires, Argentina. Circulation
2008;e162-e413, 73, P410.

E. BARTHA, R. HALMOSI, 1. SOLTI, E. BOGNAR, K. KOVACS, T. HABON, T. KALAI, B.
SUMEGI, K. HIDEG, K. TOTH. Effect of PARP inhibition on young spontaneously

26



hypertensive rat (SHR) hearts. Buenos Aires, Argentina, World Congress of Cardiology 2008,
May 18-21., 2008, Buenos Aires, Argetina. Circulation;e162-e413, 84, P468.

BARTHA E, MAGYAR K, SOLTI I, KERESKAI L, KALAI T, HALMOSI R, HIDEG K,
SUMEGI B, TOTH K. Protective effect of a quinazoline-type poly(ADP-Ribose)polymerase
inhibitor against the development of hypertensive cardiomyopathy and heart failure. Scientific
Session 2008 of American Heart Association, November 8-12, 2008, New Orleans, USA,
Circulation, 2008;118:S 946, Abstract book 359.

RABAI M, PALFI A, BARTHA E, TOTH A, MAGYAR K, SUMEGI B, TOTH K. Vérdsbor és
alkoholmentes vorosbor-kivonat protektiv hatasai allatkisérletes és in vitro hemoreoldgiai
modellekben. Magyar Kardiologusok Tarsasaga 2009. évi Tudomanyos Kongresszusa, 2009.
majus 6-9., Balatonfiired, Card. Hung. Suppl. B, 2009;39:A74.

BARTHA E. SOLTI I, KERESKAI L, PLOZER E, MAGYAR K, LANTOS J, KALAI T,
HIDEG K, SUMEGI B, TOTH K. A PARP-gatlas késlelteti a szivelégtelenség kialakulasat
spontdn hipertenziv patkdnymodellben. Magyar Kardiologusok Tarsasadga 2009. évi Tudomanyos
Kongresszusa, 2009. majus 6-9., Balatonfiired, Card. Hung. Suppl. B, 2009;39:A39.

BARTHA E. SOLTI I, KERESKAI L, PLOZER E, MAGYAR K, KALAI T, HIDEG K,
SUMEGI B, TOTH K, HALMOSI R. Protective effect of a quinasoline-type poly(ADP-
ribose)polymerase inhibitor against the development of hypertensive cardiopathy. Barcelona,
Spain, Annual Congress of European Society of Cardiology, Aug 29- Sep 2., 2009, Barcelona,
Spain. Abstract book 141.

27



