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Bevezetés

Kisérleteinkben oxidativ stressznek, illetve magas homocisztein koncentracio-
nak kitett, kulturaban tenyésztett sejteken vizsgaltuk a poli(ADP-rib6z) polimeraz
1 (PARP-1) enzim gatlasanak hatasat a sejtek tulélésére és a tuléléssel kapcsola-
tos egyes jelatviteli utvonalak aktivitasara. A kisérletek cé€lja a sejtkarosodas és
sejtpusztulas kivédése, illetve a sejtpusztulas és citoprotekcio hatterében zajlo
mechanizmusok vizsgalata volt. Korabbi ismereteink szerint a homocisztein SH
csoportjanak autooxidaci6ja hidrogén-peroxid €s oxigén szabadgydkok (ROS)
képzodését valtja ki a sejtekben, ami karosité oxidativ stresszt idéz el6 és sejt-
pusztulashoz vezet, illetve az érfalban az NF-xB transzkripcios faktor aktivalasan
keresztul gyulladast okoz. Az is ismert, hogy az oxidativ stressz a DNS-karosito
hatasan keresztiil aktivalja a nuklearis lokalizaciéju PARP-1 enzimet. Tovabba
szamos vizsgalatban kimutattak, hogy a PARP-1 befolyassal bir a sejtpusztulassal
kapcsolatos jelatviteli utakra: a PARP-1 aktivacio gatolja a PI3-kinaz/Akt jelatvi-
teli ut, és fokozza a JNK, p38 és ERK MAPK jelatviteli utak aktivitasat. Arra is
voltak korabbrol adatok, hogy a PARP-1 gatlasa kivédi az oxidativ stressz altal
kivaltott sejtpusztulast. Kezdeti elgondolasunk az volt, hogy ha a homocisztein a
sejtpusztulast az oxidativ stressz altal valtja ki, akkor a homocisztein sejtpusztito
hatasat a PARP-1 gatlasaval ki lehet védeni.

A homocisztein sejtpusztité hatasanak vizsgalata

Kutatasaink kezdeti szakaszaban a homocisztein sejtpusztité hatasat vizs-
galtuk kulturaban tenyésztett sejteken. WRL-68 (emberi majsejt), RAW-264.7
(egér macrophag) és HUVEC (emberi koldokvéna endothel) sejteket kezeltiink
homociszteinnel kiillénb6z6 koncentraciokban 24 o6ran at, és megallapitottuk,
hogy a homocisztein dozisfligg6d sejtpusztulast valt ki. Az LD5so WRL-68 sejtek
esetében 4 mM, RAW-264.7 és HUVEC sejtek esetében 6 mM volt. Ezt kdvetéen
a PJ34 farmakologiai PARP gatloszer hatasat vizsgaltuk a homocisztein altal
kivaltott sejtpusztulasra. WRL-68, RAW-264.7 és HUVEC sejteket kezeltiink 1, 2,
4 vagy 6 mM homociszteinnel plusz 10, 20 vagy 40 uM PJ34-gyel. A PJ34 kezelés
egyik sejttipus esetében sem volt hatassal a homocisztein altal el6idézett sejtpusz-
tulasra. Abbdl a célbol, hogy az oxidativ stressz szerepét kizarjuk a homocisztein
altal eléidézett sejtpusztulasban, a kisérleteket elvégeztiik az antioxidans N-acetil-
ciszteinnel is: HUVEC sejteket kezeltiink 1, 2, 4 vagy 6 mM homociszteinnel plusz
5 mM N-acetil-ciszteinnel 24 6ran keresztiil. Az N-acetil-ciszteinnek nem volt
hatasa a homocisztein altal kivaltott sejtpusztulasra. Tovabba a homociszteinnel
kezelt sejtekben nem tudtunk szabadgyok képzédést sem kimutatni. Vizsgaltuk
a homocisztein hatasat a p38 MAPK, p42/44 MAPK, JNK és PKB/Akt jelatviteli
utvonalak aktivitasara is. A homocisztein gatolta a p38 MAPK és p42/44 MAPK
foszforilaciot, azonban a PJ34-nek nem volt hatasa a gatlasra. Luciferaz akti-
vitas teszttel vizsgaltuk a homocisztein hatasat az NF-xB transzkripcios faktor
aktivaciojara. WRL-68 sejteket 30, 60, 90, 120, 180 percig, illetve 18-20 oran at
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kezeltiink homociszteinnel 0,25-2 mM koncentracioban. A mért NF-xB aktivitas
nem mutatott eltérést a kiillénb6z6 csoportok kézoétt. A homocisztein hatasat az
apoptozis kialakulasara aramlasi citometriaval vizsgaltuk. 20 6ran at tart6 homo-
cisztein kezelés dozisfiiggéen apoptozist indukalt WRL-68 és HUVEC sejtekben.
WRL-68 sejtek esetében 6 mM-os homocisztein kezelést kdvetéen szignifikansan
(négyszeresére) noétt az apoptozis késoéi fazisaba jutott sejtek szama. HUVEC
sejtekben 6 mM-os homocisztein kezelés négy-6tszérdsére emelte mind a korai,
mind a kés6i apoptotikus fazisban 1évé sejtek szamat.

A fenti eredmények arra utalnak, hogy az altalunk vizsgalt rendszerekben
a homocisztein nem szabadgyotk generalason keresztiil okoz sejtpusztulast. A
sejtpusztito hatas pontos mechanizmusanak kideritése tovabbi kutatasokat tesz
szlikségessé.

A hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stressz gatlasanak vizsgalata

A PJ34-gyel torténd PARP gatlas a homocisztein altal kivaltott sejtpusztulas-
tol eltéréen kivédte a hidrogén-peroxid altal eléidézett sejtpusztulast WRL-68
sejtkulturaban, ezért kisérleteinket ebben az iranyban folytattuk tovabb.

Az irodalombdl ismert, hogy a JNK és p38 MAPK korai aktivacioja hozzajarul
az oxidativ stressz altal kivaltott sejtpusztulashoz. A MAPK-ok defoszforilaciéval
torténd inaktivalasaban jatszanak szerepet a MAPK foszfatazok (MKP), melyek
kozul az MKP-1 a JNK-t és a p38 MAPK-t is defoszforilalja/inaktivalja. Az oxidativ
stressz egyrészt fokozza az MKP-1 expresszidjat, masrészt gatolja is az MKP-1
katalitikus aktivitasat, vagyis az MKP-1 aktivitas egy 6sszetett szabalyozasi me-
chanizmus fliggvénye. Oxidativ stresszben a JNK és p38 MAPK korai aktivaciojat
kovetéen az MKP-1 aktivitasa is emelkedik, ami a JNK és p38 MAPK defosz-
forilaci6jahoz, inaktivalasahoz vezet; ez a folyamat a citoprotekcioban jatszik
szerepet.

Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a PARP-1 gatlasa a p38
MAPK és JNK jelatviteli utakat, valamint az MKP-1 aktivitasat és expressziojat
oxidativ stressz esetén. Ezen kiviil vizsgaltuk a PARP-1 gatlas hatasat a sejtek
tulélésére és a fent emlitett kinazok aktivitasara MKP-1 hianyos sejtekben. El6-
szOr a PARP-1 gatlas hatasat vizsgaltuk hidrogén-peroxiddal kivaltott oxidativ
stresszben a sejtek tulélésére. Meghataroztuk a kezelés id6- és dozisfliggését,
mely szerint a 3 6ran at tarté 300 uM-os HoO9 kezelés a sejtek kb. felének pusz-
tulasat valtotta ki (40-50% tulélés), amit 10 uM PJ34 farmakologiai PARP gatlo
jelentdésen kivédett (80-90% tulélés). Ezt kovetden kertilt sor a jelatviteli itvonalak
analizisére immunoblot moédszerrel. A HoO5 kezelés fokozta a JNK és p38 MAPK
foszforilaciot, mig ezt a hatast a PJ34 kivédte. Mivel az MKP-1 aktivitasa befolya-
solhatja a MAPK foszforilaciot, ezért a kovetkezo 1épésben az MKP-1 aktivitasat
vizsgaltuk Western-blot technikaval. A HoO9 és a PJ34 kezelés (mindketté 6nma-
gaban) is az MKP-1 expresszio emelkedéséhez vezetett. Oxidativ stressz esetében
a PJ34 (HoO2+PJ34) tovabbi MKP-1 szint emelkedést valtott ki. Fenti eredménye-
ink megerdsitésére az emlitett kisérleteket elvégeztiik olyan WRL-68 sejteken is,
amelyekben a PARP-1 gatlasat nem farmakologiai médon értik el. A sejteket a
PARP-1 DNS ko6t6 doménjét expresszalo plazmiddal transzfektaltuk (tranziens
transzfekcio). Az overexpresszalt DNS koté domén a sejtben talalhato vad tipusu
PARP-1 aktivalodasat kompetitiv modon gatolja. A kisérletek egy masik részében
a PARP-1 gatlasat RNS lecsendesitéssel értiik el a sejtekbe torténé specifikus
siRNS transzfektalasaval. Mindkét modszerrel eléidézett PARP-1 gatlas esetében
a fentiekkel egyez6 eredményeket kaptunk. Ezen eredmények arra utaltak, hogy
a PARP-1 gatlasa az MKP-1 aktivalasan keresztiil gatolhatja a JNK és a p38
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MAPK utvonalakat. A kovetkez6 1€pés ennek a feltételezésnek a bizonyitasa volt.
A sejtekben az MKP-1 expressziot siRNS génelcsendesitéssel gatoltuk, majd a
sejtek tulélését vizsgaltuk HoOq, PJ34 €s HoO9+PJ34 kezelést kovetoen MTT sejt
tulélési esszével és aramlasi citometriaval. Az MKP-1 mennyiségének csékkenése
a sejtpusztulas emelkedéséhez vezetett: a kontroll és a csak PJ34-gyel kezelt sej-
tekben kisebb mértékt apoptozis/nekrozis volt megfigyelhetd, mig a HoOo kezelt
sejtekben az MKP-1 hianyaban feler6s6dott a HoO9 sejtpusztité hatasa. Tovabba
a PJ34 kezelés az MKP-1 hianyaban nem védte ki a HyO, citotoxikus hatasat. Ugy
ttnik tehat, hogy a PARP-1 gatlasaval kivaltott citoprotekcio feltétele az MKP-1
expresszidja. A kovetkezokben az MKP-1 lecsendesités hatasat vizsgaltuk a p38
MAPK és JNK aktivitasara oxidativ stresszben. Az MKP-1 hianyos sejtekben a
Hy04 kezelés mindkét kinaz foszforilaci6jat szignifikansan megemelte, amit a
PJ34-gyel torténé egytittes kezelés csak kismértékben csékkentett. Ezt kovetéen
az oxidativ stressz és PARP gatlas hatasat vizsgaltuk az MKP-1 expressziojara
kvantitativ real-time PCR modszerrel: a PJ34 kezelés nem szignifikansan, mig
Hs09 és HyO2+PJ34 kezelés szignifikansan (2, illetve 3-szorosara) emelte az
MKP-1 mRNS szintet. A nuklearis és a citoplazmatikus MKP-1 fehérjék mennyisé-
gét Western-blottal 6sszehasonlitva azt is kimutattuk, hogy PARP-1 gatlas esetén
a citoplazmaban az MKP-1 mennyisége emelkedik.

A fenti eredményeket értékelve az alabbi modellt allitottuk fel a PARP gat-
las szerepére vonatkozoan oxidativ stresszben: A JNK és p38 MAPK-ok korai
aktivalodasa jelentdésen hozzajarul a sejtek pusztulasahoz. Az MKP-1, melynek
expresszioja a PARP-1 gatlas hatasara fokozodik, visszaszoritja a JNK és p38
MAPK foszforilaciot, ezaltal fokozza a protektiv hatast a sejtpusztulassal szemben.
Korabban ugy gondoltak, hogy a PARP-1 6énmaga vagy az ADP-ribozilalt fehér-
jéken keresztil szabalyozza a citoplazmatikus jelatviteli utakat. Eredményeink
arra utalnak, hogy ehelyett vagy ezen kiviil a PARP-1 olyan fehérjék expresszidjat
szabalyozhatja, melyek a citoplazmaban mas jelatviteli utakat szabalyoznak.

Eredményeinket a Free Radical Biology & Medicine c. folyéiratban kozoltuk.

A MAPK jelatviteli utak és az MKP-1 szerepe az LPS indukalta gyulladas
modellben

A fent emlitett jelatviteli utak szerepét tanulmanyoztuk egy masik, nevezetesen
az LPS (lipopoliszacharid) indukalta gyulladas modellben is. Az LPS a célsejtekben
a MAPK és a PISK/AKkt jelatviteli iitvonalak aktivalasan keresztiil citokinek és mas
mediatorok felszabadulasat idézi el6, melyek gyulladasos valaszt valtanak ki a
kérnyezetben. Néhany névényi eredetti polifenol vegytilet (pl. resveratrol, ferulsav)
anti-inflammatorikus és antioxidans tulajdonsaga mar korabbrol ismert. Kisérle-
teinkben egy polifenol degradacios végtermeék, a ferulaldehid hatasat vizsgaltuk
LPS-indukalta RAW-264.7 macrophagokban. Kimutattuk, hogy a ferulaldehid
koncentracio-fiiggéen csokkenti az LPS-indukalta ROS képzédését, valamint ga-
tolja a p38 MAPK, JNK és ERK1/2 MAPK-ok aktivalédasat (foszforilacigjat). A
ferulaldehid tovabba mind révid (10 perc), mind hosszu tavon (24 6ra) mérsé-
kelte az NF-xB transzkripcios faktor aktivacigjat, valamint novelte a sejtekben
az MKP-1 expresszidjat. Az eredmények arra utalnak, hogy a ferulaldehid az
anti-inflammatoérikus hatasat az MKP-1 mennyiségének megemelésén keresztiil a
MAPK-ok defoszforilalasaval, inaktivalasaval fejti ki.

Ezek az eredmények a Journal of Leukocyte Biology nevu foly6iratban kertiltek
kozlésre.
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A homocisztein csokkent6é B-vitamin szupplementacio szerepe a cardiovas-
cularis prevenciéban

A fent emlitett vizsgalatokkal parhuzamosan érdeklédési kortiinkbe kertlt a
homocisztein altal kivaltott érelmeszesedés lehetséges prevenciojanak kérdése.
A homocisztein-csokkenté B-vitamin szupplementacio jelentds szerepet jatsz-
hatna az atherosclerosis prevencidjaban, ha a preventiv hatas igazolhato lenne.
Szamos klinikai, epidemiologiai és statisztikai tanulmany bizonyitja, hogy a vér
emelkedett homocisztein szintje a vascularis betegségek 6nallo, fuggetlen riziko-
faktora. Szamos vizsgalat bizonyitja azt is, hogy a homocisztein oxidativ stressz
altal biokémiai és immunologiai folyamatokat indukal, melyek atherogenesishez,
allatkisérletekben pedig atherosclerosis kifejlédéséhez vezetnek. A plazma folsav
és a folsav szupplementacio csokkenti a plazma homocisztein szintjét.

A homocisztein-csokkent6 B-vitamin terapiaknak a cardiovascularis betegsé-
gek prevenciojaban valé hatékonysagat betegek tizezreiben, placebo-kontrollalt
trial-ekben vizsgaltak. Mivel a vitamin szubsztitiicios terapia minden tekintet-
ben javitja az atherogenesis progressziojara jellegzetes paramétereket, meg-
lep6 volt, hogy az elmult néhany évben publikalt nagy prospektiv, placebo-
kontrollalt klinikai trial-ekben (VISP, HOPE-2, NORVIT, HOST, WAFACS, WENBIT)
a homocisztein-csdkkent6 B-vitamin komplex szupplementacioé nem volt hatasos
a cardiovascularis €s cerebrovascularis betegségek szekunder prevenciojaban,
figyelemmel ujabb szivinfarktus és stroke megjelenésére és a cardiovascula-
ris/cerebrovascularis halalozasra, mint klinikai végpontokra. Félvetédik a kérdés,
hogy a B-vitamin szupplementaci6 valoban hatastalan-e a vascularis betegségek
prevenciojaban, vagy bizonyos tényezok miatt a kedvez6 hatas nem volt kimutat-
hato az emlitett trial-ekben. Ezért a trial-eket megvizsgaltuk kritikai szempontbol,
és ugy talaltuk, hogy azok eredményei torzitottak, aminek okat a trial-ek in-
adekvat konstrukci6jaban latjuk (,inappropriate trial settings”). A trial-ekben
figyelmen kiviil hagytak néhany tényezoét (,confounding factors”), mint példaul a
lipid cs6kkent6 szerek (statinok) és thrombocyta aggregaciot gatlok (pl. aspirin)
folyamatos alkalmazasat. Ezeknek a hasznalata a kontrollalt periédus alatt vagy
elott az eredmények torzitasahoz és téves értékeléséhez vezethetett.

A statin és thrombocyta-gatlo kezelésre nézve a trial-ekben csak részlegesen
van informaci6. A NORVIT trial-ben a résztvevok ,standard postinfarctus utani te-
rapiaban” részestltek: a betegek ~87%-a acetilszalicilsav, ~80%-a statin kezelést
kapott mind a placebo, mind a vitamin csoportban. A WENBIT trial-ben a placebo
és vitamin csoport tagjainak ugyanakkora hanyada részestult acetilszalicilsav
(~90%), clopidogrel (~24%) és statin (~88%) kezelésben. A WAFACS trial-ben a
résztvevok ~50%-a aspirint, ~34%-a lipid-csokkent6 gyogyszert kapott. Tovabba
ebben a trial-ben a résztvevék korulbeltil fele mind a placebo, mind a vitamin
csoportban napi 432 pg vagy annal tébb folsavat kapott. A HOPE-2 trial-ben a
placebo és vitamin csoport ugyanakkora hanyada részestult aspirin vagy mas
thrombocyta-gatlo (~80%), lipid-cs6kkent6 (~60%), illetve multivitamin (~12%)
kezelésben.

A statinok és az aspirin cardiovascularis preventiv hatasa csékkentheti vagy
eltorolheti a vitamin- és placebo csoportok kozotti kiildnbséget a vizsgalt vég-
pontokra nézve. Ha mind a vitamin, mind a placebo csoport résztvevoi olyan
gyogyszereket szedtek (statint, aspirint), melyek hatékonyak a cardiovascularis
és cerebrovascularis betegségek prevenci6jaban, akkor ezek elmossak, illet6-
leg maszkirozzak a vitamin kezelés hatasait, és az eredmények nem tukrozik
a vitamin kezelés per se hatékonysagat. Kiillobnbségek az aktiv (vitamin) és a
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placebo csoportok koézott csak akkor mutatkoznanak, ha a vitamin plusz statin
vagy/és aspirin hatasai 6sszegezédnének (additiv hatas), azonban ezidaig ilyenrol
nincs tudomasunk. A statinok - fliggetleniil a koleszterin-csokkent6 hatastol
— szamos pleiotrop, vasoprotektiv hatassal rendelkeznek, melyek hasonléak a
folsavéhoz: mindkett6 javitja az endothelfunkciot, noveli a felhasznalhaté NO
mennyiségét, antioxidans és immunmodulator hatast fejtenek ki, gatoljak a gyul-
ladasos reakciokat, és stabilizaljak a scleroticus plakkot. Ezért, ha a statinok
kiaknazzak az érfal gyogyito és regenerativ kapacitasat, elfedik a folsav pleiotrop
hatasait. Ennélfogva az ezekbdl a trial-ekb6l szarmazé eredmények félrevezetoek.
Mindazokat a személyeket akik statin és/vagy aspirin kezelésben részestiltek, ki
kellett volna zarni ezekbdl a vitamin trialek-bol, egyébként az eredmények korrekt

Az elmondottakbol levonhat6 az a kévetkeztetés, hogy a nagy vitamin trial-ek
nem rendelkeznek azzal a sullyal, melynek alapjan eldénthet6 lenne a vitamin
szubsztitucionak a cardiovascularis €s cerebrovascularis betegségek prevencioja-
ban valoszintisithetd hatékonysaga.

Analizistink eredményeit a Cardiovascular Therapeutics c. foly6iratban k6zol-
tak.




