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1. Bevezetés

1.1. A hipertenzi6 és kapcsolodo komplikacioi

Az artérids hipertenzi6 az egyik legelterjedtebb kardiovaszkularis korkép, mely a feln6tt
lakossag tobb mint egynegyedét, majd 1 milliard embert érint a Foldon. Lefolyasa késébbi
szakaszaig tiinetmentes allapot, azonban a korkép hosszi tava kovetkezményeként adott
szervek fokoz6do karosodasa jelenik meg. Komplex biokémiai, humoralis és hemodinamikai
mechanizmusok képezik ezen elvaltozasok alapjat - melyet hipertenziv célszerv karosodasként
neveziink -, a k6zds nevezd azonban a reaktiv oxigén speciesz/ROS fokozott keletkezése,
melyek mindamellett, hogy intracelluldris jelatviteli rendszereket modulalnak, kdzvetlen
karositd hatassal is birnak a biomolekuldk tekintetében. Az érfalban taldlhatdé valamennyi
sejtféleség részt vesz ezen oxigén intermedierek képzddésében, mint az endothel-, simaizom-,
kotészoveti-, valamint aktivalt immunsejtek.

Mig a kiilonb6zd reaktiv oxigén gyokok az érfunkciok fizioldgiai szabalyzasaban is
részt vesznek, addig a keletkezésiikben és semlegesitésiikben felboruld egyensuly egyes
patologiai korképekben — melyet oxidativ stresszként neveziink — permanens funkcionalis és
strukturdlis elvaltozdsokhoz vezetnek a kardiovaszkuldris rendszerben ¢és az ellatott
szovetekben egyarant. A fokozott ROS produkci6 f6 enzimatikus forrdsai a NADPH oxidaz,
xantin oxid4z valamint a mitokondridlis elektrontranszfer lanc/ETC. Az oxidativan stresszelt
érrendszerben a potens értagitdé nitrogén monoxid/NO gyorsan elreagdl a szuperoxid
anionnal/O2", az erésen reaktiv peroxinitritet/ONOO™ képezve. Ezen reakcid amellett, hogy
csokkenti a rendelkezésre all6 NO szintjét, eldsegiti az endothelidlis nitrogén monoxid
szintaz/eNOS szétkapcsolasat is, mely az értonus szabalyzasanak zavarat eredményezi. A
keletkezett ONOO-, nitrotirozin adduktumok kialakitasa révén potencidlisan modositja a
lipoproteineket, illetve DNS sériilést is indukal, mely a nukleéris poli(ADP-rib6z)polimeraz-
1/PARP-1 enzim fokozott aktivitdsahoz vezet. Ez utdbbi egy a DNS karosodasat észleld fehérje,

mely kozponti szerepet tolt be a cellularis stresszvalaszban.



1.2. A kronikus magasvérnyomas eléidézte sziv-érrendszeri atépiilés és szoveti sériilés
folyamatai, valamint a spontan hipertenziv patkany modell

A spontan hipertenziv patkany/SHR torzset az 1960-as években Kyuzo Aoki professzor
¢s munkatdrsai hoztak 1étre, allandosult emelkedett vérnyomadssal bir6 Wistar-Kyoto/WKY
patkdnyok szelektiv beltenyésztése révén. Azota a kisérletes kardiologia egyik
legintenzivebben kutatott organizmusava Iépett eld, melynek patoldgiai elvaltozasai az human
elsédleges hipertonia folyamatait idézik.

Kronikus hipertenzi6 soran a hemodinamikai tényezdk, a megvaltozott neurohumoralis
aktivitas és a vazodilatator, illetve -konstriktor er6k kozti felborult egyensuly ereddjeként az
érrendszer adaptiv atépiilésen esik at, mely hatassal van az ératmérdre valamint a vazomotoros
valaszra az érfal strukturalis atépiilését kovetden. Kiilonb6zo szignalizacids utak altal medialt
az ereket érintd remodellacio folyamatai, melyek koziil az angiotenzin I1 eldidézte ROS-fiiggd
jelatvitel, a mitogén aktivalta protein kindz/MAPK rendszer aktivitdsa, valamint az NF-kB
vezérelte gyulladas folyamatai dontd szereppel birnak.

Az idiilt magasvérnyomas talajan kialakult kdzponti idegrendszeri elvaltozasokat
elsddlegesen az oxidativ sériilés, tovabba inflammacio altal eldidézett agyérrendszeri
elvaltozasok és vér-agy gat funkciéromlds indukélja. A cerebralis érrendszer progressziv
atépiilése agyi hipoperfuziot eredményez, mely tekintetben a hippokampusz egy kiilondsen
érzékeny teriilet az ischemias torténésekre és korai jelzdje az elégtelen vérellatds vagy a vér-
agy gat diszfunkcio kovetkeztében fellépd agysériilésnek. Habar a hippokampuszban lezajlo
neurodegenerativ folyamatokat féként akut ischemia-reperfuzié soran tanulmanyozzéak, az SHR
torzs egy kronikus allatmodellt jelenthet a magas vérnyomashoz kothetd agyi patologiai
elvaltozasok kapcsan.

A sziv tekintetében a hipertoniaval kapcsolatos remodellacio elsddlegesen a
miokardium hipertrofikus valaszara vezethetd vissza, mely a szivteljesitmény és a szdveti
oxigénellatds fenntartdsat szolgdlja az emelkedett periférias ellenallassal szemben. Egy
bizonyos hatar felett az eldrehaladott falvastagodas patologiai elvaltozasokat indukal az
elégtelen oxigénellatds €s a szivizomsejtek modosult metabolizmusa okan, mely a szivfal
kotdszoveti felhalmozodassal és sejthalallal kisért szerkezeti atépiilését eredményezi. Az
elégtelen bioenergetikai adaptacid €s a mitokondrialis mindségkontrol zavarai -mely magéba
foglalja azok hasadasat, 6sszeolvadasat, valamint szelektiv eliminacidjukat (mitofagia)-, mind
kulcsfontossagu tényezok a folytonosan dolgoz6, massziv energiaigényli miokardium

patologias remodellacioja soran.



1.3. A nuklearis PARP-1 enzim fiziologiai funkcioi és szerepe stressz soran

A PARP-1 egy DNS karosodast érzékeld fehérje, mely alacsony vagy enyhe
genotoxikus stressz soran részt vesz a DNS javité komplex felépiilésében és mitkddésében.
Tovabba, egyéb nuklearis proteinekkel — mint a transzkripcios faktorok €s hiszton szabalyzo
fehérjék- interakcioban, képes kromatin-dependens modon nagymérvii transzkripcids
programokat szabalyozni. A stressz indukalt PARP-1 aktivitas bizonyitottan interakcidban all
olyan létfontossagu intracellularis szignalizacids utakkal, melyek a gyulladas folyamatait (NF-
tartd vagy kiterjedt genotoxikus stressz soran a PARP-1 enzim hiperaktivacioja 1ép fel, mellyel
kimeriti a nuklearis NAD" készletet. Ekképpen, tulzott aktivitdsa limitdlja egyéb NAD'-
dependens nukledris enzim, mint a szirtuinok funkcidjat, valamint a sejtet metabolikus
Osszeomlas felé vezeti a gyengiilt glikolitikus folyamatok ¢€s fokozott ATP felhasznaléas révén.
Eredetileg, e mechanizmusokat tekintették a kaszpaz-fiiggetlen szabalyozott nekrdzis
(Parthanatos) f6 kivaltojanak. PARP-1 medialt nekroptdzis sordn a mitokondrium
kulcsfontossagu szabalyozési pontot képviselhet. Oxidativan stresszelt cellularis modellben a
Parthanatos folyamatat nagymérvii mitokondridlis depolarizacio, szekunder O>” produkciod és
emelkedett intracellularis Ca™" szint kisérte. A megduzzadt mitokondriumok stlyosan sériilt
ultrastruktirat mutattak, mely elvéltozdsokat a PARP-1 enzim hidnya vagy farmakolégiai
gatlasa kivédte.

Hagyomanyosan, a tilzott PARP-1 aktivitas karos kdvetkezményeit olyan akut, oxidativ
DNS karosodassal jaré események soran vizsgaltdk, mint szoveti iszkémia-reperfuzid vagy
modellekben, ahol a DNS kérositast alkilalé agensekkel vagy besugarzassal érték el. A
késdbbiekben felfedték a PARP-1 szdveti sériilésben jatszott szerepét is olyan emelkedett ROS

termeléssel jellemezhetd kronikus betegségekben is, mint a magas vérnyomas vagy a diabétesz.

2. Célkitiizések

Az oxidativ stressz jeleinek megfigyelését tliztiikk ki célul SHR allatok kiilonb6zd
szoveteiben, valamint felfedni olyan mechanizmusokat, melyek révén az hozzéjarul a kronikus
magasvérnyomds indukalta célszervkarosodas kialakulasahoz. Kiilonos tekintettel a PARP-1

aktivacio szerepére ezen folyamatok soran.



Célkitizeés I.: A kronikus magasvérnyomas indukalta ératépulés vizsgalata SHR allatokban a

karotisz artéridk szintjén, a PARP-1 enzim hosszu-tava farmakologiai gatldsa tiikrében.

Az SHR torzsben mar leirt, kiilonboz6 érszegmenseket érintd szerkezeti és funkcionalis
remodellacié magaba foglalja az endothel réteg sériilését és diszfunkciojat, az ératmérd
valtozédsait ¢és az ¢érfal kotdszoveti felhalmozodéassal kisért megvastagodasat. Ezen
célkitlizésben, a karotisz artéridk szintjén megfigyeljiik ezen folyamatokat, melyek szorosan
kapcsolhatok e torzs érrendszerében az emelkedett oxidativ stressz jelenlétéhez. Mindamellett,
hogy oxidativ DNS karosodas soran sejthalal folyamatokat indukalhat, a PARP-1 enzim
aktivitasanak intracellularis szignalizacios utakkal vald kolcsonhatasa propagalhatja a stresszelt
érszakasz fenotipikus elvaltozasait. Ezért, megvizsgaljuk a sejten beliili szintet és megoszlast a
sejthalal, a gyulladas folyamatainak, valamint a MAPK rendszer aktivitdsanak szabalyzoi

tekintetében.

Célkitiazés II.: Az SHR torzsben a dorzalis hippokampusz teriiletén a kronikus magas

vérnyomashoz kothet6 elvaltozasok felfedése fokuszban az oxidativ stressz mértékével, illetve

sejthalal folyamatokkal.
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szovetek elégtelen perfuzidja. Miként az agy egy nagy energia igényll szerv, amely alacsony
ischemids tolerancidval bir, kronikus hipertenzié soran az erek elvaltozasainak mérséklése
vélhetden jotékony hatasti a demencidk kiilonbdzo formaiban. Tovabba, az idegszovet védelme
a vér-agy gat szerkezetén alapul, melynek integritdsa romlik idiilt magas vérnyomads soran a
gyulladas folyamatai és endothel sériilés réven. Ezen célkitlizésben, a PARP-1 aktivitas
szoveti sériilésre és sejtvesztésre fokuszalunk a dorzalis hippokampuszban, mint a hipertenziv

célszerv karosodas agyi modellteriiletében az SHR allatokban.



Célkitizeés I11.: A PARP-1 gatlas mitokondrialis protektiv hatasanak vizsgalata szivizomban.

Idiilt magasvérnyomdasban a szivizom hipertroéfidval alkalmazkodik az emelkedett
munkaterheléshez. E kompenzatorikus fazisban, a szivfunkcié fenntartasahoz alapvetd a
kardialis mitokondriumok adaptacios képessége metabolikus folyamataik tekintetében. A
mitokondrialis mindségkontroll zavarai és a cellularis anyagcsere hanyatldsa eldsegiti a
kardialis funkciéromlést és a szivizomsejt vesztést, mely szivelégtelenség kialakuldsdhoz
vezethet. A mitokondriumok rendkiviil dinamikusan valtozé organellumok, melyek a
megvaltozott koriilményekhez fizids és hasadasi folyamataik egyenstulyanak eltolodasaval
reagalnak. E célkitlizésben mindségi megallapitasokat kisérliink tenni az ultrastruktara szintjén,
valamint szamszeriisiteni a mitokondriumok fuzids és hasadasi folyamatainak aktuélis allapotat
a hipertrofizalt szivizomban. Tovabba, a hosszu idejii L-2286 PARP-1 gatloszer kezelés hatasa
keriil megallapitasra a DRP1 ¢és OPA1 szintjére teljes sejt lizdtumban és szubcellularis

frakcidkban.

3. Anvagok és modszerek

3.1. Kezeloanyag

A vizoldékony PARP-1 gitlo vegyiilet, 2-[(2-Piperidine-1-ylethyl)thio]quinazolin-
4(3H)-one (L-2286) (1. abra) a Szerves- és Gyogyszerészeti Kémiai Intézetbdl, Hideg Kalman
¢s Kalai Tamas professzor urak nagylelkii felajanlasa volt. A vegyiilet egy csoport kisérleti 4-
kinazolin szarmazékbol keriilt kivalasztasra, melyek szintézise a PARP-1 enzim katalitikus
doménjének kristalyszerkezete alapjan tortént. In vitro mérések alapjan e vegyiilet ICso értéke

2.6 uM az izolalt human PARP-1 enzimmel szemben.

O Abra 1.. Az L-2286 (2-[(2-Piperidine-1-
ylethyl) thio] quinazolin-4 (3H)-one) kémiai
NH szerkezete
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3.2. Kezelés

A 10 hetes him SHR patkédnyok és koregyeztetett normotenziv kontrollként WKY
allatok a Charles River Laboratories-t6l keriiltek beszerzésre. Az allatok egyenként lettek
elhelyezve miianyag tarolokban, tartasuk 12 oras fény/sotétség cikluson, alland6 24 °C-on
tortént. Az ultrahangos vizsgalatokat kovetden - mely egyben arra is szolgalt, hogy az
esetlegesen karotisz artéria abnormalitassal rendelkezd allatokat kizarjuk a kisérletbdl -,
mindkét torzs egyedeit két csoportba randomizaltuk (15 allat/csoport), melyek ivovizzel
torténd, Smg/ttkg/map L-2286 kezelésben részesiiltek (WKY-L, SHR-L csoportok) vagy nem
(WKY-C és SHR-C csoportok), 32 héten at.

3.3. Vérnyomas mérés

A kezelés kezdetétdl fogva minden 4. héten nem-invaziv vérnyomdsmérést végeztiink
farok mandzsettas késziilékkel. A normothermia fenntartasa, illetve a farokartériak
konstrikcidjanak megakadalyozasa érdekében fiitdpadot alkalmaztunk. Minden egyes

id6pontban, allatonként 3 mérés kertilt atlagolasra.

3.4. A Kkarotisz artériak intima-media vastagsaganak (IMT) megallapitasa, in vivo

2D ultrahangos vizsgalatot végeztink a kezelés kezdetén, illetve utolsd hetében
inhalacios altatas alatt. A karotisz artériak falvastagsaganak mérése, egy 40 MHz transzducerrel

ellatott VEVO 770 nagy felbontdsu ultrahang képalkot6 segitségével tortént.

3.5. Karotisz artériak vazomotoros készségének izometrias mérése

Az eljarast a standard protokollt kovetve végeztiik csoportonként négy allat izolalt

crer



fiziologias Krebs oldatban tortént. Az artéria gytirtiket eldfeszitettik majd hagytuk
kiegyenlitédni 60 percig, mig azok standard nyugalmi fesziilésiiket elérték. Az érrelaxacio
mértéke a 60 mM KCIl oldattal elért kontrakcid %-os aranyaban keriilt abrazolasra. A karotisz
gylriik vazomotoros kumulativ valaszgorbéjét vettiik fel nitroprusszid-natrium/SNP vagy
acetilkolin/ACh emelkedé dézisainak (10 - 10° M) jelenlétében. Azon karotisz gytiriiket
tekintettliik intakt endotheliummal rendelkezének, melyek ACh-ra adott relaxacids valasza
meghaladta a 30%-ot. A kisérlet végeztével, a karotisz gylrlik funkcidoképességének
megallapitasa jjonnani 60 mM KCIl oldat adagolasaval tortént. Minden mérés kiilon allatbol

szarmazo6 izolalt artériagytiriikon tortént.

3.6. Konfokalis pasztazo fluoreszcens mikroszkopia

crer

4%-os pufferelt paraformaldehid/PFA oldatban fixaltuk egy éjszakdn at +4°C-on. 5 um vastag
metszetek keriiltek feldolgozasra az alabbi antitestekkel valdé immunjeldléshez: apoptozis
indukal6 faktor/AIF, NF-xB, mitogén aktivalta protein kinaz foszfataz 1/MKP-1. Hoechst
magfestést kovetden a metszetek vizsgalata Olympus Fluoview 1000 konfokalis 1ézerpasztazo
mikroszkdppal tortént. A Rhodamine Red™-X jel felvételét kovetden a magfestés képalkotasa

tortént.

3.7. Hisztokémiai vizsgalatok

3.7.1. Karotisz erek

Paraffinba agyazott karotisz metszeteken az intersticidlis fibrozis vizsgalata Masson
trikrom festéssel tortént, melynek mérése az Imagel program ’color-deconvolution’ beépiild
modulja segitségével tortént, ami elvalasztotta a kék kollagén festés csatornajat. A méréseket a
szovettel boritott teriiletre normalizaltuk, abrazolasuk teriiletszazalékban tortént. Minden

preparatumon harom, at nem fedd teriilet mérése keriilt atlagolésra a tunica media teriiletérol.



3.7.2. Dorzalis hippokampusz

Ketamin/xylazine mélyaltatast és thorakotomiat kvetden az aortagyokot kantilaltuk és
a jobb femoralis artériat &tmetszettiik, hogy megfeleld utat nyissunk az elfolyashoz. Az allatokat
elsoként fiziologias sooldattal perfundéltuk, hogy a vért megfeleléen kimossuk az
érrendszerbdl, melyet PFA kovetett a perfuzios fixalas érdekében. Dekapitaciot kovetden az
agyakat eltavolitottuk, majd a féltekék elvalasztasat kovetden é&jszakdn at tartd utdfixalast
végeztiink PFA oldatban, +4°C-on. Paraffinba 4gyazott blokkokbol koronélis metszeteket
vettiink, megkozelitdleg a bregma pozicidohoz viszonyitott (-4,3) — (-3,8) koordinatdk kozt
(Paxinos&Watson). A metszeteket perjodsav-Schiff-reakcioval/PAS, illetve Cresyl-ibolya
festéssel dolgoztuk fel. A hippokampalis piramissejtek szdmanak megallapitasa a CA1-CA2
hatér, illetve CAl-entorhinalis kéreg atmenetének legalacsonyabb pontja kozti szakaszon
végeztliik Cresyl-ibolya festett metszeteken. A TUNEL jelolést beagyazott agymetszeteken
hajtottuk végre a gyart6 ajanlasat kovetve. Minden hisztologiai minta feldolgozéasa és

kiértékelése kettos-vak modszerrel tortént.

3.8. Immunhisztokémia

3.8.1. Karotisz artériak

Karotisz artéria metszeteket nitrotirozin/NT immunhisztokémiara dolgoztunk fel. A
jelet biotinilalt tormaperoxidaz konjugalt szekunder antitesttel tettiik lathatova avidin-biotin-

peroxidaz erdsitéssel, 3.3’-diaminobenzidin/DAB-ot hasznalva, mint kromogén.

3.8.2. Dorzalis hippokampusz

Agymetszeteket immunhisztokémiai jelolésre készitettiik eld, az alabbi epitopokat

felismerd antitestekkel: NT, 4-hidroxynonenal/4-HNE, anti-poly(ADP-rib6z)polymer/PAR, 8-



oxoguanin/8-OxG ¢és glidlis fibrillaris savas fehérje/GFAP. Az immunjelolést univerzalis

Vectastain ABC elit kit segitségével tettiik lathatova, DAB-ot hasznalva kromogénként.

3.9. Transzmisszios elektronmikroszkopia

Ketamin/xylazine mélyaltatast és thorakotomiat kdvetden, a sziveket az aortagydkon
keresztiil retrograd médon perfundaltuk fosztat-pufferelt fiziologias séoldattal/PBS, hogy a vért
eltavolitsuk az érpalydbdl, amit modositott Karnovsky-fixalo kovetett (2% PFA, 2.,5%
glutaraldehid, 0.1 M Na-kakodilat puffer, pH 7,4 kiegészitve 3 mM CaClz-dal). Ezt kdvetden 1
mm vastagsdgu mintdkat vettiink a bal szivkamra szabad falabol. A dehidratalt blokkokat
Durcupan gyantdba meritettiik, majd Durcupan tartalmu zselatin kapszuldkba agyaztuk. 1 um
félvékony, illetve 70 nm-es ultravékony metszeteket vettiink Leica ultramikrotom segitségével,
melyeket halos, vagy kolloidin-boritott egynyildsu réz gridekre vittik fel. Tovabbi
kontrasztositdshoz uranil-acetat, illetve 6lom-acetat oldatot hasznaltunk. A preparatumokat egy
JEOL1200EX-II elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A nyert képeken a rostkozti
mitokondriumok teriiletének mérése Image] programban tortént szabadkezes kijeldléssel
(n~500/csoport), ahol a hosszanti tengely mérete és a kriszta membranok szdma is

megallapitasra kertilt.

3.10. Western blot

3.10.1. Teljes-sejt preparatum

50 mg bal kamrai szivszovetet jéghideg izolacios oldatban homogenizaltuk, majd 750
g-n centrifugaltuk 12 percig. A feliiluszot 2X-es SDS-poliakrilamid gélelektroforézis pufferben

vettiik fel, ezt kovetden 5 percig denaturaltuk 95 °C-on.



3.10.2. Szubcellularis frakcidok

A szivszovetet jéghideg izolacids pufferben daraboltuk, majd jégen tartva Turrax
segitségével feltartuk, ezt kovetden Potter-Elvehjem homogenizaloval dolgoztuk fel. 12 perc
750 g-n torténd centrifugdlds utdn a citoszolikus és mitokondrialis frakcidkat tartalmazo
feliiluszot leszivtuk a nukleéris fehérjéket tartalmazo iiledékrdl. A feliiluszét 12 percig
centrifugaltuk 11000 g-n, igy a feliiluszoban citoszolikus, mig az iiledékben a mitokondriélis
frakciot nyertiik ki, melyeket kiilon vettiink fel 2X-es SDS-poliakrilamid gélelektroforézis
pufferben, majd 5 percig denaturaltuk 95 °C-on.

3.10.3. Elektroforézis és immunoblot eljaras

A fehérjéket 7% vagy 10 %-os SDS-poliakrilamid gélen vélasztottuk el, majd
nitrocellul6z membranon rogzitettiikk. Blokkolast kdvetden a membranokat egy ¢jszakén at,
+4°C-on inkubaltuk az aldbbi antigéneket felismerd primer antitestekkel: dynamin related
protein 1/DRP1, optikus atréfia protein 1/OPA1 és anti-PAR. Toltési kontrollként
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz valamint piruvat dehidrogendz komplex elleni antitestet
alkalmaztunk a teljes sejt preparatumok és a citoszolikus frakcidok esetében, valamit a
mitokondrialis frakcidhoz, rendre. Mosasi ciklusokat kovetéen a membranokat 2 oOran at,
szobahdn inkubdltuk az adekvat kecske anti-nytl/anti-egér tormaperoxiddz konjugalt
szekunder antitestekkel. Az antigén-antitest komplexeket kemilumineszcencia segitségével
mutattuk ki. A kapott eredmények szamszeriisitése a NIH ImageJ programban tortént. A savok

denzitasat a megfeleld t6ltési kontrollra normalizaltuk.

3.11. Statisztikai kiértékelés

A csoportok adatainak normal eloszlasat Shapiro-Wilk teszt segitségével ellendriztiik.
A kezelés kezdetén a torzsek Osszehasonlitasa paratlan mintas t-teszttel tortént. A karotisz
artéridkon és dorzalis hippokampuszban folytatott mérések kiértékelésére torzs X kezelés 2-

utas ANOVA-t alkalmaztunk a faktorok két szintje mellett, melyet azok szignifikans
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interakcidja esetén fliggetlen mintds t-teszt kovetett. A  mitokondridlis adatok
Osszehasonlitasara 1-utas ANOVA tesztet hasznaltunk Welch korrekcioval, melyet Dunnet post
hoc teszt kovetett, hogy megallapitsuk a csoportok kozti kiilonbség szignifikanciajat az SHR-
C csoporthoz viszonyitva. Az adatok nem normal eloszlasa okan a mitokondrialis teriilet és
hosszanti tengely mérési eredményét Kruskal-Wallis teszttel analizaltuk, melyet post hoc
paronkénti Osszehasonlitds kovetett az SPSS program 21-es verzidjdban. Az adatok
atlag+S.E.M formatumban keriiltek dbrazolésra, a p<0,05 értéket tekintettiik a szignifikancia

kritikus hataranak.

4. Eredmények

O D4

4.1. Célkitizés I.: A kronikus magasvérnyomds indukalta ératépulés vizsgalata SHR

allatokban a karotisz artéridk szintjén, a PARP-1 enzim hosszu-tavu farmakoldgiai gatlasa

tikrében.

4.1.1. A hosszu tava L-2286 kezelés mérsékelte a karotisz artériak strukturalis és

rrrrrr

A szisztolés vérnyomasérték emelkedése az SHR csoportokban mindvégig szignifikans
volt, az alkalmazott kezelés nem gyakorolt jelentds hatast e paraméterre.

42 hetes korban az SHR allatok karotisz artériai jelentds eltérést mutattak a normotenziv
kontrollhoz viszonyitva az érfalvastagsag majd kétszeres novekedésével. Habar az alkalmazott
kezelés mérsékelte e magasvérnyomashoz kothetd folyamatot, normotenziv allatokban nem
gyakorolt hatast az érfal vastagsagara. A kollagén tartalom vizsgalata Masson trikrom festett
metszeteken nagymérvii felhalmozodast mutatott a 42 hetes SHR-C allatok karotisz artéridiban.
A kezelt hipertenziv patkanyokban az érfal visszafogott vastagodasat a kollagéntartalom
nagymérvi csokkenése kisérte.

A hipertenzi6 patogenezise soran az érrendszerben vald fokozott O2” termelddés a potens
vazodilatator NO-dal reagdlva ONOO™ képzddéshez, valamint vazomotoros zavarokhoz vezet.

A karotisz artéridk ONOO- modositott lipoprotein tartalméanak jel6lése nagymértékii nitralt
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tirozin felhalmozodast mutatott az SHR-C allatokban. A hosszu idejii L-2286 kezelés
csOkkentette a NT formalodast mindkét torzs ereiben.

A kovetkezOkben feltettiik a kérdést, vajon a PARP-1 gatlas jotékony hatdsa a karotisz
érfalak oxidativ sériilésére €s szerkezeti atépiilésére megjelenik-e funkciondlis szinten is.
Megvizsgaltuk izolalt karotisz artérick vazomotoros készségét 60 mM KCl eléfeszitéssel
szemben ACh és SNP emelkedd dozisainak jelenlétében. A 32 hetes L-2286 kezelés eldsegitette
az SHR-L csoport karotisz gyliriiiben az endothel-fiiggd relaxécios képesség megdrzését ACh
adagolasra. Az SNP egy NO donor molekula, melynek hatasa a vaszkularis simaizomsejt
funkcion nyugszik. Az anyag jelenlétében a hipertenziv allatok izolalt karotisz gytirii fokozott
reaktivitast mutattak, mar az alacsony dozistartomdnyban is. Az L-2286 kezelés némileg
modositotta az SHR-L allatok karotisz gylirliinek SNP-re adott vazomotoros valaszat, ez a

kiilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak.

4.1.2. A hosszu idejit PARP-1 gatlas szignalizacios kolcsonhatasai karotisz artériakban.

A fokozott PARP-1 aktivitds indukalta sejthalal egyik alapvetd jellemzdéje az AIF
kiszabadulasa a mitokondrialis membran-kozti térbdl majd transzlokacioja a magba, mely a
DNS nagymérvii fragmentalodasat kezdeményezi. Karotisz artéridkban konfokalis
mikroszkdpia segitségével a fluorofor jeldlt AIF kolokalizacioja a magfestéssel csak a kontrol
hipertenziv allatok sejtjeinek egy részében volt megfigyelhetd, mig L-2286 kezelt SHR allatok,
illetve a normotenziv patkanyok esetében nem.

Az egyes érszakaszok hipertenzi6 indukalta fenotipikus elvaltozésait javarészt az NF-
kB funkcidhoz kdthetd gyulladas folyamatai és az ér cellularis komponenseinek megvaltozott
fiziologidja vezérli, mely az oxidativ és mechanikus stressz okozta MAPK rendszer
aktivitasvaltozasara is visszavezethetd. Az MKP-1 immunfluoreszcens jeldlése felfedte annak
emelkedett expresszidjat a kontrol hipertenziv patkanyok karotisz artéridiban a WKY
csoportokhoz viszonyitva, mely emelkedést az L-2286 kezelés az SHR dallatokban tovabb
fokozott.

A kontroll magasvérnyomdsos csoport karotisz ereiben fokozott NF-kB aktivacio és
nuklearis transzlokacié volt megfigyelhetd a WKY allatokhoz képest, ahol konfokalis
mikroszkdpia révén az tobbnyire az extranuklearis kompartmentekben volt megtalalhato. Fenti

folyamatot a hossza tava L-2286 kezelés nagymértékben visszafogta az SHR allatok esetében.
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4.2. Ceélkitizés II.: SHR torzsben a dorzalis hippokampusz teriiletén a kronikus magas

vérnyomdashoz kothetd elvaltozasok felderitése, fokuszban az oxidativ stressz mértékével,

illetve a sejthalal folyamatokkal.

4.2.1. A dorzalis hippokampusz szerkezeti elvaltozasai hipertenziv patkinymodellben

A szisztémas L-2286 adminisztracid hosszl tava hatasait kivantuk megfigyelni a
hipertenziv célszervkarosodasra SHR modellben, kiilon fokuszalva az oxidativ stressz jeleire
¢s karositd kovetkezményeire az idegszovetben. E célra a dorzalis hippokampusz teriilete
alkalmas modellnek mutatkozott.

Makroszkoposan a kronikus hipertenziv patkdnyokban az agykamrak nagymérvi
tagulata mutatkozott. Valodszintisithetéen az igy kifejtett nyoméas eredményezte a
hippokampdlis szerkezet deformitasat, mely a mediolateralis tengely rovidiilésében és a gyrus
dentatus csucsi részének ellapulasaban mutatkozott meg (2. dbra). Jollehet a hosszu tavi PARP-
1 gatlds nem birt szembetind hatdssal ezen elvaltozasokra a kezelt magasvérnyomasos
patkanyokban, a hippokampalis teriiletet ellatd transzverzalis erek szerkezete jobban
megOrzottnek mutatkozott a kontroll SHR allatokban megfigyelheté szabalytalan érlumen
formakhoz képest. Az erek kdrnyezetében a fehérallomany lacunéris kérosodéasa volt elszortan
megfigyelhetd az SHR Aallatokban, mely a kezelt magasvérnyomdsos patkdnyokban

alacsonyabb el6fordulassal, mig a WKY allatokban nem volt fellelhetd.

[ Conitrol ][ L-2286 ] A.bra 2.: A patkény dorzalis
hippokampusz  kronikus

magasvérnyomashoz
kothet6 strukturalis
elvaltozasai. A dorzalis
hippokampusz  szerkezete
adott  csoportokban PAS
festett metszeteken. (skala:
200 um). GD, gyrus dentatus;
CAl, cornu ammonis 1;
CA2, cornu ammonis 2;
CA3, cornu ammonis 3; *
jeloli a laterdlis agykamra
iregét.
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4.2.2. Az L-2286 szisztémas adasa SHR allatokban mérsékelte a dorzalis

hippokampusz teriiletén az oxidativ sériillés mértékét.

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a lipoproteinek ¢és lipidek oxidativ
karosodasanak mértéket, metszeteken NT és 4-HNE immunhisztokémiat végeztiink, rendre.
Ezen vizsgalatok soran, a magasvérnyomashoz kothetd nitrotirozin felhalmozodast, valamint
fokozott lipidperoxidacio jeleit talaltunk SHR allatokban a hippokampalis formacid sejtes
elemeiben ¢€s rostjaiban. A csokkent ROS képzddés jeleként a hossza tava L-2286 kezelés
visszaszoritotta a NT és 4-HNE termékek felhalmozodasat ezen teriileten a magasvérnyomasos
patkanyokban. A CAIl teriilet piramissejtjeiben vizsgaltuk a DNS oxidans indukalta
bazismodosulatait, a 8-oxoG termékek vizualizaciojaval. E teriileten, SHR-C allatokban a
magok nagyobb hanyada mutatott pozitivitdst a normotenziv csoportokhoz viszonyitva. Az
alkalmazott kezelés az SHR allatokban visszafogta a DNS oxidativ kirosodasat. Osszefoglalva,
a kronikusan magasvérnyomasos allatokban jelentésen magasabb volt az oxidativ stressz
mértéke a dorzalis hippokampusz teriiletén, ami az idegszovet magasvérnyomashoz kothetd
karosodasanak egyik modell régidja. SHR éllatokban e folyamat, illetve a kovetkezményes
sériilés mértéke jelentdsen visszafogottabb volt a PARP-1 enzim farmakoldgiai gatlasanak

folyomanyaként.

4.2.3. A hosszu ideji 1.-2286 kezelés SHR allatokban csokkentette a piramissejt

vesztést a CAl régioban

A kovetkezokben megvizsgaltuk, hogy az emelkedett oxidativ stressz és a kapcsolodo
DNS karosodés fokozott PARP-1 aktivaciot okoz-e az SHR allatok CA1 régiojaban. A 8-oxoG
megfigyelésekkel parhuzamban, a normotenziv csoportokhoz viszonyitva fokozott PARP-1
aktivaciot taldltunk az SHR éllatok CAl piramissejtjeinek magjaiban jellemzdéen széli
jeloléssel. A hossza idejii PARP-1 gatlas 1.-2286 kezelés révén csokkentette a PAR jelolést a
kezelt allatokban. Feltételeztiik, hogy a megfigyelt fokozott PARP-1 aktivitds sejthalal
folyamatokat indukalhat, ezért Cresyl ibolya festett metszeteken szamszerusitettik a CAl
piramissejt tartalmat. Az eredmények kifejezett atr6fidt mutattak a szignifikans mértékben

csOkkent piramissejt szamokkal az SHR allatokban. A PARP-1 aktivitds farmakoldgiai
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moduldcidja a magasvérnyomasos patkdnyokban elOsegitette a CA1l régid sejtszamanak
megorzéset.

Annak érdekében, hogy felfedjiik az éppen lezajlo sejthaldlfolyamatokat, TUNEL
tesztet alkalmaztunk az agymetszeteken, hogy a fragmentalt DNS tartalommal rendelkezd
magokat vizualizaljuk. Eme vizsgalatokban a hipertenziv patkdnyok csokkent CA1
piramissejtszamat a TUNEL pozitiv sejtek nagyobb ardnya kisérte. Mig a 32 hetes L-2286
kezelés nem birt nagymérvii hatdssal a CA1 teriiletének sejtszdmara, illetve a lezajlo sejthalal
folyamatok el6forduldsara Wistar allatokban, a kezelt SHR patkanyok e tekintetben joval
megorzottebb képet mutattak.

Az asztroglia aktivacié az idegszovetben a zavart mikrokdrnyezet indikatora, melyre a
gliasejtek méretiik (hipertrofia) vagy szdmuk (hiperplazia) nodvelésével reagalnak, hogy
tamogassak a neuronok, illetve a vér-agy gatat alkotd endothel sejtek funkcidjat. A
hippokampalis teriileten nem talaltunk szamottevo eltérést az asztrocitdk szamaban a torzsek
kozt, jollehet a hipertenziv patkdnyokban méretbeli eltérés és kifejezett perivaszkularis
immunreaktivitds volt megfigyelhetd. A 32 hetes L-2286 kezelés mindkét torzsben csokkentette
a reaktiv asztroglia szamot, mig SHR patkanyokban azok reaktiv hipertrofiajara csekély hatast

fejtett ki.

4.3. Célkitizés III.: A PARP-1 gatlas mitokondrialis protektiv hatasdnak vizsgalata

szivizomban.

4.3.1. Ultrastrukturalis megfigyelések a szivizom rostkozti mitokondrium

populaciéjan

Hosszanti metszeteket vettiink 42 hetes SHR 4allatok bal kamrai szivizmabdl, hogy
feltérképezziik a rostkdzti mitokondriumok aktualis allapotat L-2286 kezelés jelenlétében vagy
anélkiil. Az SHR-C csoportban egy morfologiailag heterogénebb populacidt lathattunk, a
mitokondrialis matrix elektrondenzitdsanak részleges csokkenésével jellemezve. Ezen
csoportban a mitokondriumok joval rendezetlenebb képet mutattak a WKY szivizomhoz
képest, lazan elhelyezkedve a kontraktilis elemek kozt. A mitokondrialis belsé

membranszerkezetet megvizsgalva a normotenziv allatokban lathattuk, hogy a kriszta lemezek

15



stirin elhelyezkedve szabalyos, tiirt formakat képeznek. Ezzel szemben hipertenziv
patkdnyokban a belsé membran rétegek szdmaban vald csokkenés, tovabba a kriszta terek és
kapcsolatok tagulata volt szembetiind. Az L-2286 kezelt SHR patkanyok esetében egy koztes
fenotipust taldltunk regionalis heterogenitassal, mégis jobban megdrzott allapotban a

belsOszerkezet valamint a kriszta szam tekintetében.

4.3.2. A mitokondrialis dinamika aktualis allapotanak szamszerisitése

Annak érdekében, hogy betekintést nyerjlink a fizios és hasadasi folyamatok aktudlis
egyensulyaba, elektronmikroszkopos felvételeken megmértik az egyes mitokondriumok
teriiletét €s a hosszanti tengely méretét (~500 mitokondrium/csoport). Az SHR-C csoportban a
mitokondriumok teriilet atlaganak nagymérvii csokkenését talaltuk a hosszanti tengelyek
rovidiilésével egyetemben a WKY allatokhoz viszonyitva, fragmentélt fenotipust jelezve
hipertenziv patkanyok esetében a rostkzti mitokondrium populdcidban. Az L-2286 kezelt SHR
allatok ezen értékei szignifikans mértékben eltértek a kontroll hipertenziv patkanyokétdl mind
az atlagteriilet, mind a hosszanti tengely méretének tekintetében. Ezt kovetden megallapitottuk
a mért mitokondridlis teriiletek relativ eléfordulasat onkényesen vélasztott, 0.3 pm?2-es
mérettartomanyokban (3. abra). Az SHR-C éallatok miokardiumédban lényeges eltolodast
tapasztaltunk az alacsonyabb méretek fel¢, ahol is a mért mitokondriélis tertiletek tobb mint

fele esett a 0.3 um? alatti tartomanyba.

Abra 3.: A rostkozti
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4.3.3. Az L.-2286 kezelés hatasa a fuzios és hasadasi folyamatok szabalyzoinak szintjére,

illetve szubcellularis eloszlasara.

Annak érdekében, hogy betekintést nyerjiink a kezelt SHR allatokban tapasztalt
alacsonyabb mérvii hasadasi folyamatok és a megdrzottebb mitokondrialis belsd struktura
molekuléris hatterébe, meghataroztuk az OPA1, illetve a hasadas medidtor DRP1 szintjét teljes
¢s frakcionalt Western blot mintdkban.

Megvizsgaltuk az 1-2286 kezelés PAR-polimer képzddésre kifejtett hatasat teljes sejt
lizatumban. A legmagasabb PARyléciot a kontroll hipertenziv csoportban tapasztaltuk a WKY
allatok alacsony jeléhez képest. Az L.-2286 kezelés nagymértékben csokkentette a PARP-1
aktivitast az SHR-L allatokban. A DRPI sejten beliili szintjének tekintetében nem talaltunk
szamottevd eltérést a csoportok kozt, azonban a frakcionalt mintdkat vizsgalva jelentOsen
nagyobb hanyad volt talalhat6 az SHR-C allatok esetében a mitokondrialis frakcidban a Wistar
allatokhoz képest, a kiils6 membranon vald rogziilés lehetséges jeleként. Hipertenziv
patkanyokban a hosszu idejii L-2286 kezelés eredményeként a DRP1 nagyobb ardnyban volt
OPA1 cellularis szintje szignifikdns mértékben alacsonyabbnak bizonyult a hipertenziv allatok
miokardiumaban, mely csokkenésre az alkalmazott kezelés csak enyhe hatast gyakorolt, mely

statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak.

5. Megbeszélés

A 42 hetes korban nyert eredmények nagyfoku eltérést mutattak a kronikus
magasvérnyomasos patkanyokban a normotenziv allatokhoz viszonyitva a karotisz artéridk
strukturalis elvaltozasa, illetéleg a vizsgalt szovetekben az oxidativ biomarkerek
felhalmozodasa tekintetében. Habar az alkalmazott L.-2286 kezelés nem gyakorolt jelentds
hatast az SHR allatok emelkedett vérnyomasara, mint indukalé tényezore, mérsékelte a karotisz
artéridkat érintd funkciondlis és strukturdlis elvaltozasokat, valamint a vizsgalt szovetekben
csokkentette az oxidativ karosodas mértékét. A fokozott ONOO™ képzddés kovetkeztében
megjelend tirozin nitracios termékeket immunhosztokémia révén vizsgaltuk a karotisz erek,
valamint a dorzalis hippokampusz szintjén. Ez utobbi teriileten az SHR allatokban

megfigyeléseink a lipid membranok fokozott peroxidaciojat tdmasztottdk ala 4-HNE
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immunhisztokémia alapjan, valamint a CA1 régio piramissejtjeiben a DNS fokozott oxidativ
karosodasat és PAR polimer formalodast. Az SHR déllatok szivizmdban a rostkdzti
mitokondriumok fokozott fragmentalodasat, illetve magasabb PAR-polimer képzddést
mutattunk ki, mint a fokozott oxidativ stressz indirekt jelzéje. Ezen eredmények is mutatjak, az
SHR torzsben a magasvérnyomashoz kothetd oxidativ stressz miként vezérelheti a hipertenziv
célszervkarosodas patologias folyamatait.

Az elégtelen antioxidans védelem mellett fellépd cellularis oxidativ stressz a fokozott
ROS képzddés eredménye, mely kiilonb6z6 enzimrendszerekbdl szarmazhat, koztik a
mitokondrialis elektron transzfer lancbol. Ez karos hatasokat kozvetit, amennyiben a fokozott
ONOO" képzddés révén csokkenti a potens értagitd NO bioldgiai elérhetdségét, mely az értonus
elégtelen szabalyzdsahoz vezet. Ennek kovetkezményeként, a magasvérnyomasos
patkanyokbol izolalt karotisz erek alacsonyabb relaxdcios készséget mutattak ACh
jelenlétében, az endothel réteg diszfunkcidjanak jeleként. Habar SHR allatokban a hosszu ideji
L-2286 kezelés nem gyakorolt szignifikans mértékli hatast az SNP-re adott hiperreaktivités
tekintetében, az izolalt karotisz artéridk endothel fiiggd relaxacios képessége megdrzott volt.
Az érrendszer inflammacidja hipertenzio soran, melyet SHR allatok karotisz ereiben az NF-kB
fokozott magi aktivitasa is jelzett, fokozhatja a fenti folyamatot, amennyiben a PARP-1
aktivitas az NF-kB-vel interakcidban eldsegiti a proinflammatorikus mediatorok expressziojat,
igy novelve a tovabbi ONOO™ képzddést immunolodgiai folyamatok és iNOS aktivitas révén. E
modon a hosszi tava farmakoldgiai modulacié hozzédjarulhatott az nitrozativ kéarosodas
csokkentéséhez, illetve az endothelidlis protekcidohoz, melyet az [.-2286 kezelt hipertenziv
allatok karotisz ereiben ¢és a dorzalis hippokampusz teriiletén figyelhettiink meg. A
szakirodalomban egyre tobb adat mutatja, hogy a PARP-1 enzim gatlasa kiilonboz6
modellekben csillapitja az erek endothel diszfunkcidjanak mértékét, illetve akar képes
visszaforditani is e folyamatot. Jollehet, tanulmanyunkban az SHR-L allatok esetében a
megorzott endothel fiiggd relaxacios képesség nem nyilvanult meg a vérnyomadsértékek
csokkenésében. Az alkalmazott kezelés nem birt szembetlind hatdssal a hidrokefalia meglétére
SHR allatokban, az L-2286 adagolas endothel védd hatasat jelezte a transzverzalis erek
megorzott allapota a hippokampalis fissurdaban, valamint az aktivalt asztrocita populacio és a
fehérallomany lacunaris karosoddsanak alacsonyabb perivaszkuldris jelenléte a kezelt
hipertenziv allatokban. A fenti eredmények mutatjdk, hogy a hipertenziv allatmodellben a
PARP-1 gatlds védd hatasanak hatterében nem els6dlegesen a mechanikus tényezok
befolyasolasa all az érfalfesziilés és a szivmunka csokkentésére az emelkedett vérnyomassal

szemben, vagy akar a fokozott CSF termelddés ellenében, mely a dorzalis hippokampusz
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strukturalis elvaltozasdhoz vezetett, hanem leginkabb az egyre sulyosbod6 cellularis stressz
valasz és szoveti inflammacio csillapitasan alapszik.

Megfigyeléseink a kezelt hipertenziv dallatokban a karotisz artéridk visszafogott
¢érfalvastagodasaval kapcsolatban tovabb hangsulyozzak a jelatvitelbe vald beavatkozas
jelentéseégét. A MAPK jelatviteli kaszkad kiilonbozo tagjainak aktivacidja olyan transzkripcios
hipertrofikus valaszahoz, valamint kollagén felhalmozddashoz, sejthalal folyamatok
beindulasahoz és a gyulladas fokozddasdhoz vezet a stresszelt szovetekben. Alapesetben az
MKP-1 alacsonyan expresszalodik a kiilonbozé szovetekben, jollehet stressz soran egy negativ
visszacsatoldsi kor révén, a fokozott MAPK rendszer aktivacioja a DUSPI gén emelkedett
expresszidjahoz vezet. Uj keletli adatok ramutattak, hogy a cellularis oxidativ stresszvalasz
soran a PARP-1 enzimatikus aktivitdsa révén az MKP-1 expresszid negativ regulétora,
amennyiben befolyasolja az aktivalo transzkripcids faktor 4/ATF4 DNS kot képességét.
Ennélfogva az L-2286 kezelt SHR patkanyok karotisz ereiben megfigyelt facilitadlt MKP-1
expresszio valoszinlisithetden hozzéjarult az ezen ereket érintd kisebb mérvii remodellacidohoz
a kiilonb6z6 MAPK rendszer tagok negativ szabalyzasa révén. A fenti adatok is tanusitjak,
hogy az érrendszer hipertenzi6 indukalta fenotipikus elvaltozésai jotékonyan befolyasolhatok

A patologias PARP-1 aktivacio tekintetében a fokozott ROS termelddés {6 forrasa és
egyben célpontja is maga a mitokondrium. Kronikus magasvérnyomasban a vaszkularis
elvaltozasokhoz kotheté romlas a vérellatds szabalyzasdban idiilt ischemidhoz illetdleg
metabolikus elégtelenséghez vezet az ellatott szOvetekben, mely azonban tovabbi,
mitokondrialis forrasbol szdrmazé ROS felszabadulast indit. A rostkdzti mitokondriumok
fragmentalodéasa és a reaktiv asztrogliozissal kisért atrofikus elvaltozasok a hippokampalis
kéregben, mint a metabolikusan zavart kornyezet indikatorai a kontroll SHR allatokban tovabb
alatdmasztjak e folyamatokat. A mitokondrialis diszfunkcio6 és szekunder ROS produkcié mar
jol leirt folyamatok kiilonb6z6 korképekben, melyek az oxidativ stresszhez kotheté PARP-1
aktivacioval jellemezhetok. Azon folyamatok dontd tobbsége melyek a sejtek sorsat
meghatarozzak, a mitokondriumokban futnak 0&ssze direkt vagy indirekt moddon.
Tanulményunkban a kontroll hipertenziv allatok karotisz ereiben konfokalis mikroszkdpidval
megfigyelt AIF nukledris transzlokacioja, valamint a fragmentalt DNS-sel rendelkezd
piramissejtek nagyobb ardnya ezen allatok esetében a dorzalis hippokampuszban jelzi az
oxidativ . DNS karosodas vezérelte “éppen lezajlo” sejthalal folyamatokat, melyeket a

farmakoldgiai PARP-1 gatlas nagymértékben visszaszoritott ezen szovetekben.
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kivantunk tenni ultrastruktira szintjén a sziv rostkdzti mitokondriumainak aktualis allapotarol.
Az elektronmikroszkopos felvételeken csupan egy “pillanatképet” nyertiink ezen rendkiviil
dinamikus folyamatokrol, melyek meghatarozzdk a mitokondrialis halozat struktirajat. Az
egyedi mitokondrialis teriiletek szamszertisitése robusztus eltérést fedett fel az SHR allatok
hipertrofizalt szivizmaban, mely magaban foglalta a fragmentélt fenotipus felé¢ torténd
eltolodast, amelyet a hasadast medidldo DRP1 fokozott jelenléte kisért a mitokondridlis
frakcioban. A csokkent OPA1 szinttel kapcsolatos megfigyelésiink a hipertrofizalt
miokardiumban mitokondrialis karosodasra utal, egybehangzdéan mas tanulmanyokkal, melyek
kiilonbozd szivizombetegségekben a fizids és hasadasi medidtorok megvaltozott szintjeit
fedték fel. Habar az L-2286 kezelés hatasa az OPAL1 szintjére az SHR-C allatokhoz képest
magasabb trendet eredményezett, ez a hatds nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak,
ekképpen mas mechanizmusok is hozzdjarulhattak a bels6 membranrendszer megdrzottebb
allapotahoz.

Osszefoglalva, a kronikusan hipertenziv patkany modellben a hossza idejii PARP-1
gatlas a szisztémas L-2286 adagolas révén az artérids vérnyomas valtoztatasa nélkiil, alapvetden
moderalta a hipertenziv célszervkarosodast az oxidativ stressz csokkentése altal, mely az SHR
allatokban vizsgalt szovetekben a patologiai elvaltozasokat kiséri. Ez a hatas els6dlegesen a
mitokondrialis védelmen alapuldé metabolikus stabilitas, csillapitott cellularis stresszvalasz
valamint a jelatviteli interferencia révén. Ez a vizsgalt szovetek jobban megtartott allapotdhoz

vezetett a cellularis komponensek védelmével egyetemben.
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6. Osszefoglalas

A hosszu-idejii L-2286 adagolas SHR allatokban moderalta a hipertenzi6 indukalta karotisz
artéria remodellaciot a falvastagodas ¢€s fibrotikus felhalmozodas tekintetében, a

vérnyomasértékek csokkentése nélkiil.

Az alkalmazott kezelés a hipertenziv patkdnyokban csokkentette a NT akkumuléaciot a
karotisz artéridkban és megdrizte azok endothel dependens relaxacios képességét a

csillapitott funkcionalis remodellacié jeleként.

SHR allatokban a PARP-1 enzim gatlasa modulalta az NF- kB ¢és MAPK rendszer
aktivaciojat, mely a vaszkularis protektiv hatds molekularis alapjat adhatta a karotisz

artériak valamint a hippokampalis formaciot ellato erek esetében.

Az SHR éllatok idegszdvetében a biomolekulak fokozott oxidativ karosodasat jelezte a NT,
4-HNE ¢és 8-0xoG felhalmozodas, melyet a PARP-1 enzim gatlasa moderalt,

valoszintisithetden a mitokondrialis eredetli szekunder ROS produkcio csillapitasa révén.

SHR patkanyokban a DNS kérosodashoz kothetd PARP-1 aktivacid indukalt sejthalal
folyamatokat az alkalmazott kezelés az AIF gatolt nukleéris transzlokacidja alapjan
visszaszoritotta, tovabba eldsegitette a celluldris tartalom védelmét a dorzalis
hippokampuszban, melyet a CAl régioban a TUNEL pozitiv sejtek alacsonyabb

eléfordulésa jelzett.

Az aktivalt asztroglia populacioé csokkent perivaszkularis jelenléte alapjan a vér-agy gat

funkcidja, illetve a cerebralis vérellatas javult az alkalmazott kezelés altal.
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A rostkozti mitokondriumok dinamikajanak eltolodéasat a fragmentalt fenotipus iranyaba,

jotékonyan befolyasolta a hosszti idejii PARP-1 gatlas, a hasadasi mediator DRP-1 csékkent

crer

SHR allatok miokardiumaban a rostkozti mitokondriumok bels6 membranszerkezete
megorzottebbnek bizonyult a kezelés hatdsara, jollehet annak hatdsa az OPA1 celluléris

szintjére nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak hipertenziv allatokban.
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