Az els6 évben az akut diabéteszes krizisben IévCE betegek keringCE
leukocitaiban vizsgéaltuk a PARP aktivaciojat és a a nitrotirozin, mint nitrozativ
stressz marker jelenlétét. EICEzetes eredmeényeink szerint a betegekben jelentCEs
PARP aktivacié és nitrozativ stressz alakul ki, amely a cukorhaztartas
normalizdlasa utan rendezCEdik. Diabéteszes komplikaciok miatt amputalasra
kerilt végtagok bCErének mikroereiben in vitro vizsgaltuk az erek
valaszkészségét. ElCEzetes eredményeink szerint az erek kontrakcios eés
dilatacios valasza részben megtartott. Patkanykisérletekben vizsgaltuk a PARP
gatlészer PJ34 hatasat a szivfunkciéra inzulin dependens diabetes mellitus
modellben. A PJ34 kezelés szignifikdnsan javitotta az allatok futbhengeren meért
teljesitményét in vivo, €s szintén javult az izolélt sziveken mért teljesitmény. Egy
masi kisérletsorozatban azt talaltuk, hogy a diabeteses éallapot fokozza a LPS
altal kivaltott gyulladaséas vélaszt, és ez a kombinalt valasz erCEsen figg a PARP
enzim aktivaciojatol. Ezen megfigyelések a diabeteszes betegekben jeletkezCE
fokozottabb gyulladaskészség magyaréazataban fontosak lehetnek.

A kovetkezd évben a diabetikus patkanyok szoros glukézkontroll versus
intermittadlo glikozkontroll protokolljdban az in vivo kisérleteket elvégeztik, a
vaszkularis funkcio kiértékelésre kerult és a PARP aktivacido kvantifikalasa
jelenleg folyik. A diabetikus vesebetegség projekten a munka befejez6dott,
kimutattuk, hogy a PARP enzim aktivaciéja a vesebetegségben a podocita
apoptozis és a vaszkularis funkcidé rontdsa altal fejti ki hatasat. Kimutattuk
diabetikus szivek diszfunkciojat is, melyet PARP géatlas nem javitott. Befejeztiink
két, human mintakat felhasznald kisérletet. Az egyikben diabeteses betegek a.
mammariai vaszkularis funkciojaban meértink ki jelentés romlast, melyet PARP
aktivacio kialakulasa mellett jott 1étre. Egy masik sorozatban keringé vérsejtekbél
mértink PARP aktivaciot cukorbetegekben, amely inzulinos kezelés hataséara
rovid tAvon normalizalodott.

A palyazat utolsé évében az el6z6 évben elkezdett munkékat befejeztik, és a
kozleményeket publikaciéra elkuldtik. A tovdbbi munkaszakaszokban a
diabetessel kapcsolatos ko-morbiditdsokra (6regedés, atherosclerosis) tettik a
hangsulyt. Ischemia-reperfuzios és gyulladasos szoveti karosodas okozta PARP
aktivacio ismerten fokozza a gyulladassal asszocialt AP-1 és NF-kappaB
transzkripcios faktorok altal regulalt gének expresszidjat. Kisérleteinben az
Oregedéssel egyittjar0 PARP aktivacio génexpressziora kifejtett hatasat
vizsgaltuk szivben. Fiatal és idés allatok szivében realtime RT-PCR-ral
vizsgaltuk a COX-2 (ciklooxigenaz-2), iINOS (indukalhaté nitrogén monoxid
szintaz), TNF-alpha (tumor nekrozis faktor-alpha), IL-1beta (interleukin-lbeta),
TGF-beta (transzformaldé noévekedési faktor-béta), ICAM-1 (intercellularis
adhézios molekula-1) és VCAM (vaszkularis sejtadhézios molekula) expressziot.
Az oOreg allatok szivében magasabb volt a szintje a gyulladasos citokin TNF-
alphanak, az iNOS-nak, a COX-2-nek, az infiltralé sejtek kitapadasat el6seqitd
ICAM-1-nek és a VCAM-nek. Mig szignifikAnsan csokkent az antiinflammatorikus
TGF-beta expresszidja is. Masik in vivo modellinkben a zsirokban gazdag
(,atherogen”) diéta altal indukalt zsirm4j volt. Diabéteszben a maj és az izomzat



fontos szerepet jatszanak az inzulin rezisztencia kialakulasdban. A hepatikus
inzulin rezisztencia fokozott glukoneogenezis révén vezet zsirmdj kialakuladsahoz
es a kovetkezményes lipidszint eltérésekhez. A zsirmaj kialakulasanak masik
gyakori oka az obesitas. Modellinkben a zsirm@j indukciéja zsirban gazdag
diétaval tortént, a szénhidratanyagcsere paraméterei tekintetében eltéréseket
nem detektaltunk. Az oxidativ stresszre vonatkozOan szintén génexpresszios
vizsgalatokat végeztink. A zsirban gazdag diéta az INOS expresszio egy
nagysagrendnyi emelkedését valtotta ki, mig kisebb mértekii emelkedést
detektaltunk a COX-2 és a TNF-alpha expresszigjdban. Antioxidans kezelés az
INOS expressziét nem csOkkentette, de mérsékelte a TNF-alpha és
szignifikhnsan csokkentette a COX-2 expressziot is. Ezek alapjan felvazolhato
az a hipotézis, hogy a zsirokban gazdag diéta hatasara a zsirmaj alakul ki, a
majban dramaian fokozodik az INOS expresszid, mely noveli az NO kinélatot, és
szuperoxiddal reagalva jelentés mértékben noveli a peroxinitrit képzédést. A
peroxinitrit hatasara PARP aktivacio alakul ki, és n6 az NF-kappaB és AP-1
regulalt gének expresszidja, igy a TNF-alpha és a COX-2 expresszio is.
Antioxidans kezelés nincs hatassal az INOS expressziora, viszont a képzddd
reaktiv oxidansokat részben k6zombaositeni képes, és részlegesen cstkkenteni a
kovetkezményes gyulladdsos mediatorok expresszidjanak emelkedését. Jelenleg
vizsgélatokat végziink a PARP aktivacio 6sszehasonlitdsara ebben a modellben.
In vitro modelleinkben a hiperglikémiat kombinaltuk oxidans kezeléssel, illetve
inzulin rezisztenciat modelleztink in vitro. H9c2 kardiomiocitakat tartésan
hiperglikémidban (25mM glik6z) tartottunk, exogén oxidans kezeléssel PARP
aktivaciot valtottunk ki. A peroxid kezelés dozisfuggé PARP aktivaciot valtott ki,
amelyet Western bloton a PARP magassagaban detektalhatdo PAR szignal
kvantifikdlasaval mértiink. Az oxidativ stressz dozisfliggéen sejtpusztulast
indukdl a kardiomiocitdkon, mellyel szemben szignifikans védéhatast fejt ki a
PARP gatlas (PJ34) 3 ordban, de hosszabb tavon (16-24 o6ra) nem jar
citoprotekcioval (8.abra). A sejtek viabilitasat MTT assay-vel mértik. A PARP
aktivacio alacsonyabb do6zisu (500uM H202) kezelés hataséara is 10 percen bell
detektalhato volt, és maximalis mértéket 1 6raval a peroxid hozzaadasa utan ért
el. In vitro H202 kezelés hatéasara izolalt érgylrikon is DNS torések alakulnak ki,
amit TUNEL festéssel detektaltunk. A lanctorések PARP aktivaciohoz vezetnek,
és ezéltal a mitokondridlis apoptosis indukalo faktor (AIF) nukleéaris
transzlokacigjat valtjak ki. A PARP gatld INO-1001 kezelés kis mértékben
csokkentette a TUNEL pozitivitast, és szignifikhnsan lecsokkentette a PARP
aktivaciot és AIF transzlokaciot. (A TUNEL pozitivitas csokkenéseét
magyarazhatja a kisebb mértékld AIF transzlokéacio, illetve ezaltal kisebb mértékl
caspase és DNase aktivacio, melynek kdvetkezménye egyarant pozitiv festédést
okoz a TUNEL reakcional.) A PARP gatl6 kezelés szintén javitotta a H202
hatasara kialakulé endotélfiiggd relaxaciés zavart. Tovabbi modelliinkben inzulin
rezisztenciat valtottunk ki azzal, hogy a sejteket tartdsan magas glikéz tartalmu
médiumban tartottuk. A magas glikézban fenntartott L6 sejtekben az inzulin
kivaltotta glukoz felvétel elmarad.



A projekt eredményeképpen szamos prezentacio és publikacio tortént. Mindezen
felll, egyes elkezdett kisérleteket mas forrasok felhasznalasaval az idei év soran
folytatni tervezzik, és tovabbi kbzlemeényeket tervezink irni.



