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L.Bevezetés
I.1. A poli(ADP-rib6z) metabolizmus

A poli(ADP-rib6z) anyagcsere két alapvetd folyamata az (ADP-rib6z), polimer szinté-
zise és lebontdsa. A polimer szintézisére képes enzimeket poli(ADP-rib6z) polimerazoknak
(PARP) nevezziik. Elfogadott nevek a poli(ADP-rib6z) szintetdz (PARS) és a poli(ADP-
rib6z) transzferaz (PADPRT) is. A PARP enzimek altal katalizalt reakcid soran az enzimek a
NAD"-ot ADP-ribdzra és nikotinamidra hasitjak (NAD glikohidrolaz funkcié), majd az ADP-
riboz egységeket megfeleld adapter fehérjék glutamat oldallancaihoz kapcsolva azokbol
hosszu elagazé lanct (ADP-ribdz), polimereket szintetizalnak (1. dbra) (ADP-rib6z polimeraz
funkcid) (de Murcia és mtsai, 1994, de Murcia és Menissier de Murcia, 1994, Lindahl és
mtsai, 1995, Schreiber és mtsai 1995, Burkle 2001, Smith, 2001). A polimer hossza néhany
ADP-rib6z egységtdl kb. 200 monomerig terjedhet. A polimer negativ toltéseket kolcsondz az

adapter fehérjéknek, ami megvaltoztatja fiziko-kémiai sajatsagaikat és funkcioikat.
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1. abra A poli(ADP-ribdz) szintézise €s lebontasa

A poli-ADP-ribozilaci6 egy dinamikus folyamat, mivel a poli(ADP-rib6z) polimert a
poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) és az ADP ribozil protein lidz gyorsan lebontja (1.
abra). A polimer féléletidejét kevesebb mint egy percre becsiilik, ami a poli(ADP-riboz)

szintetizalo és lebontd enzimek dsszehangolt mitkddésére utal.




I.1.A. A poli(ADP-rib6z) polimeraz 1 (PARP-1) szerkezete és mitkodése

A poli(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1) egy sejtmagban taldlhaté enzim, amit a
terminalisan differencidlodott granulocytak és az élesztd sejtek kivételével minden eukariota
sejtben kimutattak. A PARP-1 a sejtmag egyik legnagyob mennyiségben eléforduld fehérjéje.
A 116 kDa méretli enzim harom f6 domént tartalmaz (2. &bra). Az N-terminalis végén
elhelyezkedd DNS k&té doménban két cinkujj motivum talélhatd, mig a katalitikus domént az
enzim C-terminalis végén talaljuk (Mazen és mtsai, 1989, de Murcia és Menissier de Murcia,
1994, de Murcia és mtsai 1994, Schreiber ¢s mtsai 1995, Smith, 2001). A kettd kozott egy
onszabalyoz6 domén helyezkedik el, ami az auto-poli-ADP-ribozilacié akceptor helyeként
szolgal. Az enzim elsddleges strukturaja az eukariotakban nagy foku konzervaltsdgot mutat:
példaul az ember és az egér PARP-1 enzimei kozott az aminosav szekvencia szintjén 92%-os
homologia van. A katalitikus doménben a legnagyobb a homoldgia a kiilonb6z6 fajok kozott,
s ezen belill is kiemelendd egy 50 aminosavbol all6 PARP-ra jellemzd szekvencia, amelyen

beliil a gerincesek kozott 100%-os a homologia.

Cink-ujjak Automodifikacios Katalitikus domeén
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NLS /
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2.abra. A PARP-1 doménszerkezetének vazlata

A PARP-1 f6leg egyszalu és kétszalu DNS torések hatasara aktivalodik, bar ismeretes
bizonyos DNS formakhoz (pl. hajlott vagy kruciform DNS-hez) valo kotodése is. A PARP-1,
foleg a masodik cinkujj doménen keresztiil kotddve a karosodott DNS-hez, homodimereket
alkot és katalizalja a NAD" hasitasat és a polimer szintézisét. In vivo a poli-ADP-ribozilalacié
egyik legfontosabb akceptora maga a PARP-1. Az intermolekuléris auto-poli-ADP-ribozilacid
hatasara a PARP-1 levalik a karosodott DNS-rdl és enzimaktivitasa gatlodik. Ha a polimer
akceptora mas fehérje, akkor transz-poli-ADP-ribozilaciordl beszéliink. A transz-poli-ADP-
ribozilacio fontos akceptorai a hisztonok (Tanuma és mtsai, 1985, Nagele 1995), amelyek a
folyamat sordn negativ toltést nyernek, s az ennek kdvetkeztében a DNS ¢€s a hisztonok kozott
fellépo elektrosztatikus taszitds lazitja a kromatin szerkezetét. Szamos egyéb magfehérje, pl.
transzkripcids faktorok, DNS javité enzimek ¢€s adapter fehérjék poli(ADP-ribozilaciojat is

kimutattak. [NF-xB (Oliver és mtsai, 1999), B-MYB (Cervellera és Sala, 2000), DNS-PK



(Ariumi és mtsai, 1999), p53 (Wesierska-Gadek és mtsai, 1996, Kumari és mtsai, 1998,
Malanga ¢és mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1999, 2001, Wesierska-Gadek ¢és
Schmid, 2001, Tong és mtsai, 2001)].

A PARP-1 aktivitds szabdlyozdsa tobb kiilonb6z0 mehanizmuson alapul. A fent
ismertetett auto-poli-ADP-ribozilacion (Kawaichi és mtsai, 1981) kiviil kiemelendd egyrészt
a nikotinamidnak, a NAD" kisebbik hasitasi termékének az enzim aktivitdsat gatlo hatésa,
ami negativ visszacsatoldssal védhet a PARP tulzott aktivacidja ellen. A nikotinamidon kiviil
a poli-ADP-ribozilaci6é endogén gatloszereinek tekinthetdk bizonyos purinok (pl. hipoxantin,
inozin, adenozin) (Virag és Szabd, 2001), melyek intracellularis koncentracioja foleg
ischaemia soran érhet el kellden magas szintet ahhoz, hogy PARP gatlast okozzon. A PARP
protein kinaz C (PKC)-vel torténd foszforildlasa is enzimgatlast eredményez (Tanaka és
mtsai, 1987, Bauer és mtsai, 1992, 1994). Bizonyos allapotokban a PARP fehérje mennyisége
valtozik, ami transzKkripcios/poszttranszkripcios szabalyozasra utal (Bergeron és mtsai,
1997, Tramontano és mtsai, 2000, Doucet-Chabeaud és mtsai, 2001). Tovabbi fontos tény
hogy létezik egy DNS toréstol fliggetlen, kalcium-fiiggé PARP aktivacios utvonal is

(Homburg és mtsai, 2000), bar ennek részletei kevéssé ismertek.

I.1.B. A PARP enzimcsalad

Az utobbi évekig a PARP-1 volt az egyetlen poli-ADP-ribozilacidt katalizalé enzim.
Azt kovetden, hogy PARP-1 deficiens sejtekben is kimutattak PARP aktivitast (Shieh és
mtsai, 1998), intenziv kutatas kezddédott, hogy azonositsdk azokat az enzimeket, melyek
felelosek ezért az aktivitasért. Az utdbbi két évben hat masik enzimrdl irtdk le, hogy
rendelkezik poli-ADP-ribozilaciés aktivitassal (Virag and Szabd, 2002). De Murcia
laboratoriumaban 16 kiilonb6z6 cDNS-t izolaltak, melyek mindegyike kiilonb6z6 PARP
enzimet kodol (de Murcia, személyes kozlés). Bar ezen 1) PARP enzimek biologiai szerepét
vizsgald kutatasok még kezdeti stadiumban vannak, maris érdekes kiilonbségeket irtak le a
doménszerkezetiikben, sejten beliili elhelyezkedésiikben, szoveti eloszlasukban és DNS-koto
képességiikben. Mivel az ) PARP enzimek vizsgadlata nem képezte jelen vizsgélataink
targyat, ezért itt csak roviden ismertetem az enzimcsalad néhany 0j tagjat.

A PARP-2: sejtmagban talalhato 62 kDa-os fehérje, onszabalyozé domén nélkiil és a
PARP-1-¢t6] eltér6 DNS koté doménnel (Ame és mtsai, 1999). Képes auto-poli-ADP-
ribozilaciora, de hisztonokat nem tud poli-ADP-ribozilalni.

sPARP, short PARP: Poirier munkacsoportja izolalt egy cDNS-t PARP-1 deficiens
fibroblasztokbol, ami egy 55 kDa-os magfehérjét kodol, és megegyezik a PARP-1 katalitikus



doménjével (Sallmann ¢és mtsai, 2000). A PARP-1-gyel ellentétben, az sPARP
aktivalodasahoz nem sziikséges DNS torés, bar genotoxikus artalom stimulalja. De Murcia
egyszerl splice varidnsnak tekinti.

A vPARP, vault-PARP: A boltivhez hasonlé alakjukrél ,,vault’-nak nevezett,
ismeretlen funkcioji szubcellularis strukturakban talalhaté enzimet jeloli (Kickhoefer és
mtsai, 1996, Kickhoefer é¢s mtsai, 1999). Kblcsonhat a f6 vault fehérjével (MVP, main vault
protein), és poli-ADP-ribozilalja azt.

A_tankirdz-1 a kromoszomalis végek (telomerek) replikaciojat katalizalo telomerazzal
kapcsolatos PARP enzim (Smith €s mtsai, 1998, Smith és de Lange, 2000). A tankiraz 24
ankirinszerti ismétlddé szekvenciat tartalmazé fehérje, mely kotddik a telomerdz egyik
negativ szabalyozdjdhoz, a TRF1-hez (telomer repeat binding factor 1) (Smith és mtsai,
1998), ¢és poli-ADP-ribozilalja azt. A poli-ADP-ribozilacidé valodszinlileg gatolja a TRF
funkcigjat, mivel a tankirazt overexpresszalo sejtekben nem rovidiilt a telomerhossz.

A tankiraz-2 egy extranuklearis PARP, ami kordbban a Golgi-val kapcsolatban levo és
TNLK-nak is nevezett fehérjeként volt ismert (Chi és Lodish, 2000, Lyons és mtsai, 2001). A
tankirdaz 2 minden eddig vizsgalt szovetben megtalalhat6. A tankirdz 2 overexpresszidja 3-
aminobenzamiddal gatolhat6 nekrotikus sejthalalt okoz (Kaminker és mtsai, 2001).

Ti-PARP: ez a TCDD-vel (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) indukalhat6 PARP
(Ma ¢és mtsai, 2001) egy 75 kDa-os enzim, ami azonos a korabban memoria sejtekben RM1-

ként és tumort infiltral6 limfocitdkban TIL-ként leirt fehérjével.

I.1.C. A poli(ADP-rib6z) katabolizmusa: poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz

Bar Miwa és Sugimura mar 1971-ben felfedezte a PARG-ot (Miwa és Sugimura,
1971, Miwa ¢€s mtsai, 1974), az enzim kutatdsa nem folyt olyan intenziven, mint a PARP-1-¢.
Ennek egyik oka az, hogy nehéz tiszta PARG enzimet izoldlni, mivel az enzim kis
mennyiségben van jelen a sejtekben, €s a tisztitds soran nagyon érzékeny a proteolitikus
bontasra (Davidovic és mtsai, 2001). A PARG exoglikozidaz aktivitdsa révén képes
poli(ADP-rib6z) polimerek termindlis ADP-rib6z egységeinek hidrolizalasara, valamint
endoglikozidazként mitkddve nagyobb oligo(ADP-rib6z) fragmentek eltavolitdsara (Brochu
¢s mtsai, 1994, Davidovic és mtsai, 2001). Mivel a PARG K,, értéke sokkal alacsonyabb a
nagyobb (ADP-riboz) polimerekhez mint a kisebbekhez (Hatekayama és mtsai, 1986), ezért
valdszinli, hogy az enzim elészor a nagyobb fragmenteket bontja le. A PARG ezutdn
exoglikozidaz ,,lizemmoddba” valt, és egyenként tavolitja el az ADP-riboz egységeket. A

fehérjéhez kozvetleniil kapcsolodod Un. proximalis ADP-riboz egységet egy alig jellemzett



enzim, az ADP-ribozil protein lidz tavolitja el (Oka és mtsai, 1984). A PARG magas
specifikus aktivitasa kompenzélja az enzim kis mennyiségét. Kozel 90%-os PARG aktivitas
gatlas sziikséges a poli(ADP-riboz) intracellularis felhalmozddasahoz (Jonsson és mtsai,
1988a,b).

A patkany ¢és borji PARG c¢cDNS-t Sugimura (Shimokawa €s mtsai, 1999) és Jacobson
munkacsoportja (Lin és mtsail997) is klonozta. A cDNS-ek madas proteinekkel jelentds
homolégiat nem mutatd kb. 109-111 kDa-os fehérjéket kodoltak. Az enzimben taldlhat6 egy
nukledris lokalizacids és export szignadl (NLS és NES), ami felveti a lehetdségét, hogy a
PARG ingazik a sejtmag és a citoplazma kozott (Shimokawa és mtsai, 1999). Amilyen nagy
szamu kozlemény szol a PARP gatlas sejtes és in vivo hatasair6l, olyan kevés cikk talalhato
az irodalomban, ami a PARG biologiai funkcidival kapcsolatos. In vivo a PARG gatlasra
leggyakrabban tannin szdrmazékokat haszndlnak. Az oenothein B-rdl, egy makrocirkularis
ellagitannin PARG inhibitorrol kimutattak, hogy az egér emldtumor virus transzkripciojat
gatolja, és a tumort szuprimald6 makrofagokat aktivalja (Aoki €s mtsai, 1995). Tovabba a
gallotanninrdl és a nobotanin B-r6l Swanson munkacsoportja kimutatta, hogy megvédi az
egér asztrocitdkat és neuronokat a hidrogén peroxiddal, N-methyl-D aszpartat (NMDA) altal
kivaltott oxidativ karosodastol (Ying és Swanson, 2000), és az alkilalo szerek citotoxikus
hatdsatol (Ying és mtsai, 2001). Bar a PARG-nak és PARP-nak ellentétes hatdsa van a
2001). Mindezek alapjan ugy tlinik, hogy mind a poli(ADP-rib6z)-t szintetizald6 (PARP), mind
az azt lebont6 enzim (PARG) gatlasanak hasonl6 sejtvédd hatdsa van az oxidativ stressz altal
karosodott sejtekre. Ennek a latszolagos paradoxonnak valésziniileg az a magyarazata, hogy a
PARP automodifikdcidos doménjérél a gatld poli(ADP-rib6z) maradékok PARG Altali
eltavolitasa sziikséges a PARP aktiv allapotban tartasahoz. A PARG gatlasa a PARP hyper-

autopoli-ADP-ribozilaciohoz és kovetkezményes gatlasahoz vezet.

I.2. A poli-ADP-ribozilaci6 bioldgia szerepe

A poli-ADP-ribozilacio elséként azonositott biologiai funkcidja a DNS hibajavitast
elosegitd hatasa volt. Az utobbi évek kutatasai alapjan a poli-ADP-ribozilacié egy pleiotrop
regulaciés mechanizmus, amely szamos sejtfunkciot, tobbek kozott pl. a kromatinszerkezetet,
a replikéciot, transzkripcidt, a proliferaciot, a sériilt fehérjék lebontdsat és a sejthalalt is
szabalyozza. Az Gj PARP izoformak jobb megismerését kvetden ez a felsorolds valdsziniileg
tovabb boviil majd. E fejezet célja ezen poli-ADP-ribozilacié altal szabalyozott folyamatok

rovid attekintése.

10



1.2.A. A PARP szerepe a DNS hibajavitasban

A PARP-1 DNS javitasban betoltott szerepe régota ismert. Szamos, farmakologiai
PARP géatlason alapul6d tanulmény megallapitotta, hogy a PARP-1-nek szerepe van a DNS
javitasban (Burkle, 2001, Ziegler és Oei, 2001). Kimutattak példaul, hogy a PARP inhibitor 3-
aminobenzamid késlelteti a DNS torések ligalasat, fokozza a nem replikécios (,,unscheduled”)
DNS szintézist és a testvérkromatiddk kicserélddését alkilalo szerrel kezelt CHO és HeLa S3
sejtekben (Park és mtsai, 1983). A PARP gatlds fokozta a sejtek érzékenységét a DNS
karosodas citotoxikus hatdsdval szemben (Szabo, 2000). Késébb random mutagenezist
alkalmazva Berger munkacsoportja alacsony PARP aktivitdsu sejtvonalakat hozott 1étre, és
kimutatta, hogy ezek a mutansok fokozottan érzékenyek UV-sugdrzasra, topoizomeraz I
gatlokra és kiilonbozo alkilaléo anyagokra, beleértve az alkilszulfonatokat, alkilnitrozouredkat
¢s a nitrozoguanidint (Chatterjee és mtsai, 1989, 1990a,b). Hasonl6 eredményre vezettek a
PARP-1 elleni antiszenz oligonukleotidokkal végzett és a PARP-1 DNS kotd doménjanak
overexpresszojaval 1étrehozott domindns negativ gatlast alkalmaz6 kisérletek is (Molinete és
mtsai, Schreiber és mtsai, 1995, Shall és de Murcia, 2000, Smulson és mtsai, 2000). A
legmeggy6zobb érveket a poli-ADP-ribozilacié és a DNS repair kapcsolatanak igazolasara a
knock out allatokkal és a beldliik 1étrehozott sejtvonalakkal kapott kisérletek szolgaltattak. A
de Murcia laboratoriumaban eldallitott PARP hidnyos egerek fokozottan érzékenyek voltak
ionizald sugarzas vagy monofunkcios alkildld anyagok toxikus hatasaival szemben (de
Murcia és mtsai, 1997). E knock out egerekbdl szarmazd embriondlis fibroblasztokban az

+/+

alkilalo szerek kifejezettebb proliferaciés blokkot okoztak, mint a PARP " sejtekben (de
Murcia €és mtsai, 1997, Trucco és mtsai, 1998). Mind alkilal6 kezelés hatasara, mind anélkiil a
PARP hianyos sejtek genomikus instabilitast is mutatnak, amit a nagyszamua mikronukleolusz
jelenléte igazolt. A PARP fibroblasztokban lassubbnak talaltdk a DNS torések ligalasat. A
PARP-1 hianya elsdsorban az Un. long patch repair (LPR) aktivitast érintette, de a ,,short
patch repair” (SPR) aktivitasuk is mintegy 50 %-kal csokkent (Dantzer és mtsai, 2000).

A PARP-1 tehat részt vesz a genom integritdsdnak fenntartdsaban, és fokozza a bazis
kihasitasos hibajavitast (BER) a besugarzott vagy alkilalo szerrel kezelt sejtekben. A PARP-
I-nek a genomintegritds megdrzésében betdltott szerepére utal kapcsolata az excizids javitasi
komplex alkotoival: a DNS hibajavité rendszer adapter fehérjéivel (pl. XRCC1) (Massom és
mtsai, 1998) és effektoraival (DNS polimerdz , DNS ligaz III). A PARP-1 a cinkujj

doméneken vagy az automodifikiciés domén BRCT motivuméan keresztiil asszocialddik
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ezekkel a fehérjékkel, amint azt kéthibrid rendszerben és ko-immunoprecipitacidoval végzett

kisérletekben kimutattdk (Szab6 2000).

1.2.B. A poli-ADP-ribozilacié szerepe a kromatinszerkezet, a replikacio és génexpresszio
szabalyozasaban
1.2.B.1. A PARP-1 szerepe a sejtproliferacio és a differencialodas szabalyozasaban

Szovetbeli specifikus feladataik ellatdsahoz az éretlen sejtek proliferacios lépések
sorozatan mennek végig, melynek soran multipotencidjuk sziikiilésével parhuzamosan uj
funkciokra tesznek szert. Ez a szigoruan kontrollalt folyamat 6sszehangolt génaktivaciot €s
szupressziot igényel, melynek eredménye specializalt sejtekké (pl. hepatocitakka,
neuronokka, keratinocitdkka, stb.) torténd differencialédas. Néhany differencidlodott sejttipus
(pl. a limfocita, fibroblaszt, hepatocita) megdrzi szaporodd képességét és az immunvalasz, a
sebgyodgyulds vagy a maj regeneralédasa soran, megfeleld stimulusokra ujra proliferalni
kezdhet.

A PARP-1-nek valdsziniileg szerepe van a DNS replikacio és differencialodas,
valamint a génexpresszid szabalyozasaban. A PARP-1 szerepét a replikdcio szabalyozasaban
azok a megfigyelések tdmasztjak ald, melyek szerint az oszt6do sejtek magjaban gyorsabb a
poli(ADP-rib6z) metabolizmus (Tanuma ¢és mtsai, 1978, Kanai és mtsai, 1981, Leduc és
mtsai, 1988, Bakondi és mtsai, 2002). Ismeretes tovabba, hogy a PARP-1 szerepet jatszik az
MRC (multiprotein replication complex) kialakulasdban (Simbulan-Rosenthal ¢és mtsai,
1996). A PARP-1 asszociaciét mutat a DNS polimerdz o-val és B-val, a DNS primazzal,
helikazzal, ligdzzal, a topoizomeraz I-gyel és II-vel, melyek az MRC f{obb alkotorészei
(Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996, Dantzer ¢s mtsai, 1998). Szamos, a replikacidoban
szerepet jatszo faktorrél [DNS polimeraz o, topoizomeraz I és II, PCNA (proliferating cell
nuclear antigen)] — bebizonyitottadk, hogy poli-ADP-ribozilalédik (Simbulan-Rosenthal és
mtsai, 1996). A hisztonok poli-ADP-ribozilacigjarol is azt feltételezik, hogy a DNS replikécid
alatt segiti a kromatinszerkezet lazulasat (Boulikas, 1990). A PARP hianyos egerekbdl
eldallitott embriondlis fibroblaszt sejtvonal lassibb novekedése is a PARP-1 replikdcioban
betdltott szerepét valdsziniisiti.

Mivel a replikacio és a differencialodas egymassal kapcsolodo folyamatok, a fent leirt
kisérleti adatok alapjan valdszinii a PARP differencialodast befolyasold hatasa is. A PARP
gatlasa valdoban befolyasolja a differencidlodast tobb sejtmodellben. Néhany myeloid

leukemia sejtvonalban megfeleld stimulusokkal mind monocita/makrofdg mind neutrofil
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granulocita iranyu differencialodas kivalthato. NB4 akut promyelocita leukémia és HL-60
akut myelocitas leukémia sejtek PARP szintje jelentds valtozast mutatott attol fiiggden, hogy
monocita/makrofag vagy neutrofil irdnyu differencialodés torténik (Bhatia és mtsai, 1995).
Ezen kiviil PARP inhibitorok gatoltdk a human granulocita-makrofdg progenitor sejtek
makrofaggé alakulasat, a neutrofil-granulocita vonalla alakulast viszont kevésbé befolyasoltak
(Francis és mtsai, 1983). Mas tanulmanyokban a PARP overexpresszidja gatolta az NB4
sejtek retinsavval indukélt neutrofil irdny termindlis differencialédasat. PARP inhibitorok
gatoltak Daudi limfoma sejtek plazmasejtté differencialodasat is (Exley és mtsai, 1987). A
differencialodas modell-specifikus kiilonbségeit hangstilyozza az a megfigyelés is, hogy a
benzamid PARP inhibitorok fokozzdk a melanogenezist ¢és a melanoma sejtek
differencidlodéasat (Durkacz és mtsai, 1992). Ezen kiviil a poli-ADP-ribozilacié befolydsolja
az eritroid differencialodast (Rastl és Swetly, 1978, Morioka és mtsai, 1979, Terada és mtsai,
1979, Sugiura és mtsai, 1984), a csirke embrié mesenchyma sejtek differencialédasat (Nishio
¢s mtsai, 1983, Cherney és mtsai, 1985), és a trophoblast sejtek differencialodasat a

tumorképzddés soran (Masutani, és mtsai, 2001).

[.2.B.2. A PARP-1 szerepe a génexpresszio szabalyozasaban

A poli-ADP ribozilacio transzkripcidban betdltott szerepére szamos kisérleti adat utal
(de Murcia és mtsai, 1986, Lindahl, és mtsai, 1995). Yamada és mtsai (1990) leirjak pl. hogy
pancreas szigetsejtekben a nikotinamid és a 3-aminobenzamid csdkkenti a II. tipust
hisztokompatibilitasi molekuldk IFN-y és a TNF-a altal indukalt expressziojat, de az MHC-I.
expressziot nem befolyasolja. Hasonlé eredményeket kozoltek human pajzsmirigy és
asztrocita sejteken is (Hiromatsu és mtsai, 1992, Taniguchi és mtsai, 1993, Qu ¢és mtsali,
1994). Kimutattdk tovabba, hogy a PARP nikotinamiddal, 3-methoxibenzamiddal és 3-
aminobenzamiddal vagy INH,BP-vel torténd gatlasa csokkenti a citokin-stimulalt iNOS
expressziot kiilonbozd sejttipusokon (Hauschildt és mtsai 1991, 1992, Pellat-Deceunynck és
mtsai, 1994, Szabd ¢és mtsai, 1998). Interleukin-1 beta-val stimuldlt nyul szinovialis
fibroblasztok 3-aminobenzamid kezelése csokkent kollagenaz szintézist eredményez, ami arra
utal, hogy a PARP-nak szerepe van a kollagenaz termelés szabalyozasaban (Ehrlich és mtsai,
1995). Késébb PARP hidnyos sejteken is bebizonyitottadk, hogy a PARP-nak szerepe van a
transzkripci6 szabalyozasaban. Szabé ¢és mtsai (1998) kimutattdk, hogy PARP-1""
fibroblasztok mind a protein mind az mRNS szintjén csokkent iINOS expresszioval
valaszoltak kombinalt lipopoliszaccharid (LPS) és IFN-y stimulusra. Citokinnel stimulalt

HUVEC sejteken (human umbilikélis véna endothel sejtek) a PARP gatlas vagy inaktivalas
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csokkentette az ICAM-1, a P-szelektin és az E-szelektin expressziojat (Zingarelli és mtsai,
1998, Sharp és mtsai, 2001). Azt is leirtdk, hogy ischaemia-reperfiizié soran a PARP hidnyos
egerek szivében csokkent ezen adhézids molekulak expresszidja a vad tipust kontrollokhoz
képest (Zingarelli és mtsai, 1998).

A PARP transzkripcios aktivitasdnak egyik komponense a kromatinszerkezet és
funkcid szabalyozdsa. A poli-ADP-ribozilacié negativ toltést ad a hisztonoknak, ami
elektrosztatikus taszitast eredményez a DNS és a hisztonok kozott. A hiszton-DNS kapcsolat
lazuldsa hozzaférhetobbé teszi az atirandd DNS régiokat a transzkripcids apparatus szamara,
¢s igy serkenti a transzkripciot (Althaus €s mtsai, 1994). Meisterernst és mtsai (1997) szerint a
PARP-1 a pozitiv kofaktor 1 aktivitds funkciondlis alkotoérésze, és jelenléte (de aktivitasa
nem!) sziikséges a preiniciaciés komplex képzddéséhez. Egy masik fontos megfigyelés a
PARP-r6l mint transzkripcids szabalyozé faktorrél de Murcia laboratoriumabol szarmazik
(Oliver és mtsai, 1999). A PARP gatlas ismert gyulladasgatld és transzkripciot szabalyozo
hatdsa alapjan azt feltételezték, hogy kapcsolat van a PARP-1 ¢és a szamos gyulladasos
mediator (citokinek, adhézids molekuldk, iNOS, COX-2) termelddését beinditd transzkripcios
faktor, az NF-xB kozott. Kimutattdk az NF-xB fliggd transzkripcido defektusat PARP-1
hianyos sejtekben. Az NF-«kB endogén inhibitordnak, az IkB-nek a foszforilacidja,
degradacioja €s az NF-kB nuklearis transzlokacioja nem sériilt, de az NF-kB konszenzus
szekvencidhoz val6 kotddése igen (Oliver és mtsai, 1999). Az irodalmi adatok alapjan ugy
tlinik, hogy a PARP-1 NF-«kB ko-aktivator funkcidjdhoz nincs sziikség a PARP-1 katalitikus
hatdsara, hanem az a PARP-1 ¢és az NF-xB kozotti fehérje-fehérje interakciod révén valosul
meg (Hassa és mtsai, 2001, Chang és Alvarez-Gonzalez, 2001, Jagtap és mtsai, 2002, Soriano
és mtsai, 2001c).

A vad tipusu és a PARP-hidnyos fibroblasztok expresszidos mintazatdt DNS chip
technoldgidval Osszehasonlitva a vizsgalt 11000 génbdl 91 olyat taldltak, melyek
kiilonbozoképpen expresszalodtak (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 2000). Erdekes lehet, és
folyamatban van e technologia alkalmazdsa PARP altal befolyasolt gének azonositasara

stimulalt sejteken és in vivo a gyulladas kiilonb6z6 formaiban.

1.2.C. A poli-ADP-ribozilacio szerepe a sejthalalban
A PARP aktivaciot eloszor Berger munkacsoportja hozta Osszefliggésbe a DNS
karosité agensek citotoxikus hatasaval (Berger és mtsai, 1983,1986). Az altaluk megalkotott

sejtongyilkossagi hipotézis (,,suicide hypothesis”) lényege az, hogy az intenziv PARP
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aktivacié elfogyasztja a sejtek NAD" tartalmat, ami kovetkezményes ATP deplécidhoz és a
sejt haldldhoz vezet. Ez a sok izben és kiillonbozd csoportok altal is megerdsitett megfigyelés
inditotta el a PARP aktivacionak, mint sejtelimindcios folyamatnak a részletesebb analizisét.
Az utébbi években a poli-ADP-ribozilaci6 kutatasanak egyik kozponti kérdésévé valt, hogy a
PARP aktivacido milyen tipusu (apoptotikus vagy onkotikus) sejthalalt valt ki. A sejthalal
formainak részletes jellemzése meghaladnd e munka terjedelmét, ezért itt csupan réviden
utalunk a két alapvetd sejthalal-forma kozti kiilonbségekre. A sejthalal - a kivalté stimulus
jellegétdl, intenzitasatdl, az érintett sejttipus érzékenységétél és a modulald tényezok
aktivitasatol fiiggden - alapvetéen két formaban zajlik le, melyeket apoptozisnak &s
onkozisnak hivnak. (Az onkdzis folyamatara korabban hasznalt nekrozis kifejezést ma mar
inkdbb az egyed halala utan bekovetkezd, post mortem sejthaldl megnevezésére tartjak fenn.).
1.2.C1. Poli-ADP-ribozilacio és apoptozis

Az apoptozis révén elhald sejtekre jellemzé a kompakt morfologia, a kromatin
kondenzacio, a plazmamembran épségének megdrzése €s az apoptotikus sejtek fagocitak altal
torténd gyors elimindcidja. Apoptdzis indukalhatd szdmos moddon pl. sejtfelszini receptorok
ligandkotésével (Fas-ligand, TNF, TRAIL), DNS kérositdo agensekkel (alkilalé szerek,
ionizald sugarzas, stb), mitokondriumra hatd szerekkel. E sejthalal legtobb formajaban
kozponti szerepet kapnak a kaszpdz (cysteinyl aspartate-specific proteases) enzimcsaladba
tartozd protedzok ¢€s a mitokondriumbdl kiszabaduld apoptogén faktorok (pl. citokrém c,
apoptozis indukalo faktor, SMAC/DIABLO).

A PARP-1 és a sejthaldl viszonyanak tanulmanyozasara ranyomta a bélyegét az, hogy
a PARP-1 volt az apoptozis egyik f6 végrehajtdé rendszerének, a kaszpdzoknak az egyik
elsként azonositott szubsztratja (3. 4bra) (Kaufmann ¢és mtsai, 1993). Ennek a
megfigyelésnek a hatasdra a PARP szerepét fOleg az apoptdzis folyamatdban vizsgaltak. Az
apoptosis soran a kaszpaz-7 és a kaszpaz-3 a PARP-1-et két részre hasitja: egy 89 és egy 24
kDa-os fragmentre (p89 ¢és p24) (Tewari és mtsai, 1995, Germain és mtsai, 1999). Ezek a
protedzok a PARP-1 NLS-ben elhelyezked6 DEVD motivumnal vagjak ketté az enzimet
(Lazebnik és mtsai, 1994). A hasitds eredményeképpen a DNS koté domén szeparalodik a

katalitikus domént6l, ami az enzim inaktivalasat eredményezi.
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3. abra PARP hasitads apoptdzisban. A bal oldali panelen etopoziddal kezelt sejtek lizatumanak Western blot
analizise mutatja a 116 kDa PARP-1 hasitasat p89-re és a bloton nem lathat6 p24-re. A jobb oldali panelen
staurosporinnal kezelt HeLa sejteken a PARP-1 hasitasaval keletkez6 neoepitopra specifikus monoklonalis
ellenanyaggal végzett immunfluoreszcens festés piros szinnel jelzi a hasadt PARP-1-et, mig a DNS-t a kék DAPI

festés mutatja. (S. Ellis and H. Mellor felvétele, MRC Cell Imaging Facility)

------

p24 pedig a PARP-1 DNS-hez val6 kotédését (Kim és mtsai, 2000a, b, D’ Amours és mtsai
2001). A PARP-1 inaktivalasanak e tllbiztositdsa valosziniisiti, hogy a PARP-1
aktivacigjanak gatlasa létfontossagli az apoptotikus mechanizmus megfeleld miikodéséhez. A
PARP-1 hasitdsanak valdszinlileg az a jelentésége, hogy megel6zi az apoptdzis késobbi
szakaszaban bekovetkez6 DNS fragmentacid6 PARP aktivalo hatdsat, és igy megorzi a sejtek
energiajat az apoptozis ATP igényes Iépéseihez (Herceg és Wang, 1999).

Felvetddik a kérdés, vajon a PARP-1 altal végzett poli-ADP-ribozilacié befolyésolja-e
az apoptozis folyamatat. A PARP-1 apoptozist befolyasold esetleges hatdsa csak az apoptozis
korai, kaszpaz aktivaciét megel6z0 szakaszaiban érvényesiilhet. A PARP gatloszerekkel
kapott eredmények ellentmonddak. A vizsgalt sejttipustol és az apoptozist kivaltd
stimulusoktol fiiggden a PARP gatldsa hol gatolta (Tanaka és mtsai, 1995, Kuo és mtsai,
1996, Shiokawa és mtsai, 1997, Guo és mtsai, 1998, Richardson és mtsai, 1999), hol fokozta
(Ray ¢és mtsai, 1992, Ghibelli és mtsai, 1995, Payne és mtsai, 1998, Tentori €s mtsai, 1999,
2001a, b, Berry és mtsai, 2000), illetdleg egyes esetekben nem befolyasolta az apoptozist
(Watson ¢és mtsai, 1995). A poli-ADP-ribozilacié apoptdzisban jatszott fontos szerepét
tamogatod legujabb megfigyelés Valina Dawson laboratoriumabol szarmazik. Dawson
munkacsoportja kimutatta, hogy alkilalo szerrel, hidrogén peroxiddal vagy NMDA-val kezelt
sejtekben az apoptozis indukalod faktornak (AIF) a mitokondriumbol a sejtmagba torténd

transzlokacioja a PARP-1 aktivaciojanak kovetkezménye (Yu és mtsai. 2002). Ez a jelenség
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Osszhangban van Virdg ¢és munkatarsai korabbi megfigyelésével, mely szerint oxidativ
stressznek kitett sejtekben a PARP-1 aktivacio felelés a mitokondridlis membranpotencial
csOkkenéséért és a szekunder szuperoxid termelddésért (Virag és mtsai 1998b), ami kivalto
oka lehet az AIF mitokondriumbol torténd kiszabadulasanak.

Szamos tanulmény szerint a PARP-1 nem sziikséges az apoptozishoz. Nem sokkal
azutan, hogy a PARP-1 hianyos egerek rendelkezésre alltak, sszehasonlitottak PARP™* és
PARP™ hepatocitak, timocitak, primer neuronok érzékenységét Fas, TNF-a, etopozid,
dexametazon, és ceramid altal kivaltott apoptdzisban, és nem talaltak kiilonbséget a knock out
¢s a vad tipusu sejtek kozott (Leist és mtsai, 1997b). Wang ¢és munkatarsai (1997) is
zavartalan apoptozist talaltak anti-Fas, gamma-sugarzas ¢s dexametazon kezelés utan PARP
hidnyos (knock out) sejtekben. Virag ¢és mtsai sem taldltak kiilonbséget timocitdkon
dexametazon vagy anti-Fas-kezelés hatasara 1étrejovo apoptdzisban (Virag és mtsai 1998a). A
knock out egerek normalis embriondlis és posztnatélis fejlodése is ellentmond a PARP-1
apoptozisban betoltott meghatarozo szerepének (Wang és mtsai, 1995). Mindezek alapjan ugy
tiinik, hogy a PARP nem sziikséges az apoptozis legtobb formajahoz, de a PARP hasitasa

elengedhetetlen az apoptotikus folyamat zavartalan lefolyasahoz.

I.C.2 Poli-ADP-ribozilacio és onkdzis

Az onkozist az apoptozistdl elkiilonitd legfontosabb ismérv a plazmamembran
integritdsanak megsziinése ¢s a sejt térfogatdnak ndvekedése, szemben az apoptotikus sejt
serkentd stimulust jelent, mig az apoptotikus sejt a makrofagok fagocitézisa révén gyorsan
eltlinik a szovetbdl. Ebbol kdvetkezden a sériilt szovet szempontjabodl vizsgalva a torténéseket
a sejthalalformdk nem egyenértékiiek, és az onkdzis apoptdzissa valo atalakitdsa dnmagaban
is terdpias eldénnyel jarhat. Mindazonaltal, az apoptdzis és onkozis biokémiai és morfoldgiai
kiilonbségeinek szem eldtt tartasaval is kijelenthetjiik, hogy e két sejthaldlforma egymastol
nem teljesen fiiggetlen entitds. Sokkal inkabb egy folyamatos skala két végpontja, amint azt
Lipton ¢és Nikotera NMDA-val illetve peroxinitrittel kezelt neuronokon kapott eredményeik
alapjan javasoltdk (Bonfoco és mtsai, 1995, Nicotera és mtsai, 1999). Kiilondsen oxidativ
stresszel kivaltott, vagy erds oxidativ stresszel jellemezhetd sejthaldlformakban enyhe
stimulus apoptozist, mig az erésebb onkozist valt ki. Az is megallapitast nyert, hogy az ATP
és a NAD' fontos meghatarozoi a sejthalal formajanak (Coppola és mtsai, 1995, Klaidman és

mtsai, 1996, Leist és mtsai, 1997a, 1999, Mukherjee és mtsai, 1997, Lelli és mtsai, 1998,
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Lieberthal és mtsai, 1998, Nicotera és mtsai, 1998, Ran ¢és mtsai, 1999, Crowley és mtsai,
2000).

E megfigyelések tiikrében vizsgilva a PARP-nak mint egy NAD -ot bont6 enzimnek a
szerepét a sejthaldlban feltételezhetd, hogy a PARP-1 fokozott aktivitisa az ismert
NAD'/ATP depletald hatasa kovetkeztében gatolhatja az apoptozis folyamatat, és azt az
onkdzis iranyaba terelheti. A PARP és a sejthaldl szerepérdl sz616 elsé tanulmanyok a PARP
farmakologiai inhibitorainak (leggyakrabban a 3-aminobenzamid és a nikotinamid) hasznalata
alapjan sziilettek (Szabd és Dawson, 1998). Ezen anyagoknak jarulékos hatdsaik is lehetnek
mint pl. scavenger hatds. Tobb tanulmany azonban PARP” éllatokbol szarmazo sejteket
hasznalva is megerdsitette a PARP szerepét az oxidansok sejtkarositd hatasdban. Az elsé
ilyen kozleményben Heller és munkatarsai (Heller és mtsai, 1995, Wang és mtsai, 1995)
leirjak, hogy a vad tipusu egérbdl szarmazé sejtekkel Osszehasonlitva a PARP™" egerekbol
szarmazd pancreas szigetsejtek rezisztensek a nitrogén monoxid és oxidansok okozta
karosodasra. A sejthalal jellemzésére egy onkézis paramétert, a laktat dehidrogenaz (LDH)
felszabadulasat hasznaltak. Eliasson és munkatarsai (1997) agyvel6 metszeteken mutattak ki
kiilsnbdz6 oxidansokkal szemben védettséget PARP™ fenotipusban. Watson és mtsai leirtak,
hogy hidrogén-peroxiddal kezelt HT-29 sejteken a 3-aminobenzamiddal tortént PARP gétlés
az onkozist gatolta, de az apoptdzist nem (Watson és mtsai, 1995). Egy évvel késébb Palomba
¢és mtsai (1996) hidrogén-peroxiddal kezelt U937 myeloma sejteket vizsgalva azt talaltak,
hogy a 3-aminobenzamid hatdsara onkozis-gatlas és ezzel parhuzamosan az apoptotikus DNS
fragmentacio novekedése figyelhetd meg. Késobb Virdg ¢és mtsai (1998a,b) valamint Ha ¢és
Snyder (1999) is hasonld eredményekrdl szamoltak be peroxinitrittel és hidrogén peroxiddal
kezelt egér timocitadkon és fibroblasztokon. A PARP aktivaci6é onkdzisban betdltott szerepére
utal az a megfigyelés is, hogy a PARP gatlasa vagy az enzim hidnya elsésorban azon betegség
modellekben (stroke, myocardialis infarktus, mesenterialis ischaemia-reperfiizidos karosodas)
nyqjt jelentds védelmet, melyekben féleg onkotikus tipust sejthaldl domindl (Miesel és mtsai,
1995, Schreiber és mtsai, 1995).

A fent ismertetett kisérleti eredmények fényében indokoltnak latszik annak a széles
korben elterjedt nézetnek a revizioja, amely szerint az onkozis egy passziv, farmakoldgiai
modszerekkel nem befolyasolhatd folyamat. Az a kifejezett védd hatas, ami aktiv PARP
hidnydban szémos gyulladds-modellben és reperfuzids kéarosoddsban megfigyelhetd, jol

magyarazhat6 a PARP gatlas antionkotikus hatésaval.
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I.3. Peroxinitrittel kivaltott poli-ADP-ribozilacio kiillonbozé korfolyamatokban

Bar az extenziv DNS karosodas 4ltal kivaltott PARP-aktivacio révén megvalosuld
sejthalal jelenségét Nathan Berger munkacsoportja mar az 1980-as évek elején leirta, a
jelenség nagyobb tudomanyos érdeklodést igazabdl csupan egy évtizeddel késobb valtott ki.
Az 1990-es évek elején ugyanis Hubert Kolb munkacsoportja igazolta, hogy a nitrogén
monoxid, a szamos korfolyamatban szerepet jatsz6 szabadgyok is képes DNS torést és PARP
aktivéciot kivaltani (Heller és mtsai 1995). A szabadgyok bioldgia és medicina felvirdgzasa
folytan szamos nagy népcsoportot érintd betegségben valt egyértelmiivé a reaktiv oxigén és
nitrogén tartalmu intermedierek (ROI és RNI) koroki szerepe. E reaktiv intermedierek koziil
megemlitendé a hidrogén peroxid, a hidroxil gydk, a nitroxil anion és a peroxinitrit PARP
aktivald hatasa. Ez utobbi oxidansrol egyre inkabb valosziniisithetd, hogy a fokozott NO
termelddéssel jaro DNS torés és PARP aktivacid ,,valédi medidtora”. Mivel vizsgalataink
egyik sulyponti kérdése a peroxinitrit altal kivaltott PARP aktivacio, ezért itt réviden

ismertetem a peroxinitrit képzodését és hatasait.

I.3.A. A peroxinitrit biolégiai hatasai

A peroxinitrit a NO és a szuperoxid anion reakcidja soran keletkezik (Beckman és
Koppenol, 1996, Groves, 1999). A peroxinitrit keletkezését a szuperoxid és/vagy a nitrogén
monoxid taltermelddése eldsegiti (Szabd, 1996a). Az NO az NO szintazok altal katalizalt
reakcioban keletkezik argininb6l. A kis mennyiségli NO termelésére képes konstitutiv NOS
(cNOS) enzimek, az endothelialis €és neuralis NOS (eNOS, nNOS) mellett gyulladdsokban
kiilonosen fontos a majd minden sejttipusban indukélhat6d €és nagy mennyiségii NO-t termeld
indukalhatd NO szintetdz (iNOS). Szuperoxid folyamatosan keletkezik a mitokondrialis
1égzési lanc miikddése soran, valamint a NADPH oxiddz és a xantin oxidaz is termelik. A
sejteket kiterjedt védekezd rendszer (szuperoxid dizmutazok, kataldz, peroxidazok, nem
enzimatikus antioxidansok) védi az oxidativ stresszel szemben (Fridovich, 1999). Az egyetlen
ismert biomolekula, amely hatékonyan versenyezhet a SOD-dal a szuperoxidért, a nitrogén
monoxid. Joseph Beckman (1996) elképzelése nyoman terjedt el az a nézet, hogy azokban az
allapotokban, amikor a nitrogén monoxid termelddés megnovekszik, az NO 1ép reakcidba a

szuperoxiddal, és peroxinitrit keletkezik:

NO- + 0, — ONOO

Az NO reakcidja a szuperoxiddal kozeliti a diffazids limitet, mértéke 6.7x10° M s.

Tehat a szuperoxid és az NO majdnem minden iitkdzése peroxinitritet eredményez. Mivel a

19



szuperoxid fél-¢letideje jelentdsen rovidebb (kevesebb mint egy ezred masodperc) mint a
nitrogén monoxidé (masodpercek), és figyelembe véve az NO diffuzibilitasat, a peroxinitrit
képzddés a szuperoxid termelddés kozelében torténhet. Az NO ¢és a szuperoxid equimolaris
koncentracioja az idedlis a peroxinitrit képzddéshez, mert mind az NO mind a szuperoxid
tobblet csokkenti a peroxinitrit képzddés es€lyét. A peroxinitrit anion (ONOO") pH fiiggd
moédon protonalédik (ONOOH) és a protonat forma homolizise révén hidroxil gyok és
nitrogén dioxid keletkezik.

Bér a peroxinitrit nem szabadgyok, hisz nincs parositatlan elektronja, mégis reaktivabb
azoknal a mokekulaknal, amelyekbdl keletkezik. A peroxinitrit reakcidba 1ép tiolokkal (Radi
és mtsai, 1991a), lipid peroxidaciot okoz (Radi és mtsai, 1991b), DNS toréseket hoz 1étre
(Salgo és mtsai, 1995). A peroxinitrit szamos szignal transzdukcids utvonalat tud aktivalni,
tobb kinaz (Go és mtsai, 1999, Klotz és mtsai, 2000, Mallozzi és mtsai, 1999, Oh-hasi és
mtsai, 1999, Schieke és mtsai, 1999) és a foszfolipaiz A2 (Palomba és mtsai, 2000)
aktivaciojat stimuldlja, mas szignal transzdukcios utvonalakat pedig blokkolni képes. A
peroxinitrit a leghatékonyabban azokat az enzimeket képes gatolni, melyek centruméban
redox-aktiv atmeneti fémek vannak (Beckman és mtsai, 1996, Groves és mtsai, 1999).

A peroxinitrit a fehérjéket oxidalja és/vagy nitralja. Az oxidativ valtozasok a fehérjék
szamos aminosav oldalldncanak (metionin, cisztein, triptofan, tirozin) az oxidaciojat jelentik
(Perrin és mtsai, 2000, Viner és mtsai, 1999, Kuhn és mtsai, 1999a, Kuhn és mtsai, 1999b,
Stepien és mtsai, 2000, Zhang és mtsai, 2001). A fehérje oxidacio kovetkeztében szamos
enzim és ioncsatorna inaktivalodik (Viner €s mtsai, 1999, Kuhn és mtsai, 1999a, Kuhn ¢és
mtsai, 1999b, Stepien ¢és mtsai, 2000). Példaul a dopamin és szerotonin bioszintézis {6
enzimjeinek a tirozin vagy triptofan hidroxilaznak a peroxinitrit altal okozott gatlasa
elsésorban a szulthidril oxidacidnak, mintsem az enzimek nitralasanak az eredménye (Kuhn
¢s mtsai, 1999a, Kuhn ¢és mtsai, 1999b). A mangan tartalmi szuperoxid dizmutdz
inaktivalasdban viszont mind a tirozin oxidacié mind a nitralas szerepet jatszik (MacMillan-
Crow és mtsai, 1998). Azt, hogy a nitracid, vagy az oxidacié a meghatrozo a peroxinitrit
reakcidiban, a széndioxid jelenléte, a pH és a mikrokdrnyezet hatarozza meg. A hidrofob
membran kompartmentek a nitraldsnak, a hidrofil kdrnyezet az oxidaxionak kedvez (Zhang ¢s
mtsai, 2001, Tien és mtsai, 1999, Berlett és mtsai, 1998). A peroxinitrit a széndioxiddal
reakcioba lépve nitrozo-peroxokarbonatot képez, ami a nitralasnak kedvez (Gow és mtsai,
1996b, Uppu és mtsai, 1996). Mivel a peroxinitritnek a széndioxiddal valé reakcidja igen

gyors, ennek a reakcidutnak valosziniileg nagy a bioldgiai jelentdsége.
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A peroxinitrit egyik legjellegzetesebb reakcidja a fehérjék aromds oldallancainak, a
tirozinnak és a triptofannak a nitraldsa (Alvarez és mtsai, 1996, Crow és mtsai, 1995). A
tirozin kinazok szubsztratjaiban a kulcsfontossagu tirozil oldallancok nitrdldsa meggatolja a
tirozin foszforilaciojat (Gow és mtsai, 1996a, Kong és mtsai, 1996). Mivel a fehérjék
reverzibilis tirozin foszforilacidja egy alapvetd szabalyozo mechanizmus, ennek a jelenségnek
fontos szerepe lehet a peroxinitrit sejtfolyamatokra kifejtett hatdsaiban. A peroxinitrit a
triptofan oldallancot is képes nitrdlni (Alvarez és mtsai, 1996), bar ennek a reakcidénak a
jelentdsége kevéssé ismert.

A nitrotirozin elfogadott indikatora az in vivo termelddd peroxinitritnek (Beckman és
mtsai, 1996, Crow ¢€s Ischiropoulos, 1996), bar meg kell jegyezniink., hogy napjainkban a
tirozin nitralasnak mas utvonalait is leirtdk. Példaul a CuZnSOD is katalizalhatja a peroxinitrit
medidlta tirozin nitralast (Ischiropoulos és mtsai, 1992) és a nitrotirozin keletkezhet nitritbdl
¢és hidrogén peroxidbol peroxidazok altal katalizalt reakcidban (Eiserich és mtsai, 1998,
Sampson és mtsai, 1998). A nitrit és a hipoklérsav reakcidja sordn keletkezd vegyiiletek
nigyszintén nitralhatjék a tirozint (Eiserich és mtsai, 1996). Erdekes, hogy van néhény olyan
fehérje (pl. prosztaglandin szintaz ¢és a ribonukleotid reduktdz), melyeknek az aktiv
centrumaban tirozil gyok van, amit az NO is nitralni tud (Guittet és mtsai, 1998, Gunther ¢€s
mtsai, 1997). Azonban ezeknek az alternativ reakcioutaknak az in vivo jelentdsége még
bizonyitasra var.

A szintetikus peroxinitrit mellett az endogén peroxinitritrél és mas oxidansokrol is
kimutattdk, hogy egyszala DNS torést és PARP aktivaciot okoz. Példaul immunstimulalt
makrofagokban ¢€s simaizom sejtekben, melyek egyidejlileg termelnek NO-t és szuperoxidot,
¢és igy peroxinitritet, egyszala DNS torések mutathatok ki (de Rojas-Walker és mtsai 1995).
Hasonloképpen neuronok NMDA receptorainak aktivacioja peroxinitrit termelddést, egyszalu
DNS torést és PARP fliggd sejtkarosodast okoz (Eliasson és mtsai 1997). Makrofagok ¢és
hepatocitak ko-kultarajdban az aktivalt makrofagokbol szarmazd NO és oxidativ metabolitja,
a peroxinitrit dontd szerepet jatszik a majsejtek karosodasdban (Watanabe és mtsai. 2001).
Régota ismert tovabba az aktivalt neutrofil sejteknek az a képessége, hogy a szomszédos

sejtekben egyszali DNS torést okoznak (Shacter és mtsai. 1988).

I.3.B. PARP aktivacio patofiziologiai allapotokban
Szamos bizonyiték van arra vonatkozdan, hogy gyors, elhuz6dé és hosszan tartd6 PARP
aktivacio torténik szamos patofiziologiai allapotban. Ezek koziil kiemelenddek az ischaemia-

reperfuzios €és a gyulladasos folyamatok, bar trauméaban és sokkban is jellemzé a PARP-1
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aktivacioja (Virag és Szabo 2002). Artéria cerebri media okkluzio és reperfuzié altal kivaltott
agyvérzésben, miokardialis infarktus utdn és szivtranszplantaci6 utan a szivben aktivalddik a
PARP (Endres és mtsai, 1998, Faro és mtsai, 2002, Fiorillo és mtsai, 2002, Szab6 és mtsai,
2002), ami a poli(ADP-rib6z) kimutatasaval detektalhat6. PARP aktivaci6 mutathatd ki a
szivben ¢s a tiidoben szeptikus sokk soran (Watts és mtsai, 2001, Goldfarb és mtsai, 2002,
Jagtap és mtsai, 2002, Soriano és mtsai, 2002), egerek tiidejében akut respiratorikus distressz
szindromaban (Liaudet és mtsai, 2002), valamint diabéteszes allatok szivében (Pacher és
mtsai, 2002b). Bar in vivo nehéz igazolni, hogy milyen stimulusra aktivalodik a PARP, in
vitro adatok arra utalnak, hogy a PARP aktivacié kivaltdja az egyszalu DNS torése, ami
szabad gyokok, oxidansok, leginkabb hidroxil gyokok és peroxinitrit hatdsara kovetkezik be.

Miutan a PARP-1 aktivacigjat az ischaemia-reperfuzios ¢és  gyulladasos
betegségmodellekben szdmos bizonyiték tamasztja ald, felmeriilt a PARP-1 szerepének
kérdése e korfolyamatokban. Szédmos tanulmany igazolja, hogy a poli-ADP-ribozilacio
farmakologiai gatlasa jelentdsen javitja az illet betegségmodellekben a legfontosabb klinikai
¢s laboratériumi paramétereket (infarktus teriilet, tGlélés, gyulladasos sejtek migracidja,
gyulladdsos citokinek termelddése, szervfunkciok). A farmakologiai eredményekkel
egybehangzoan a PARP-1 deficiens egerek is szignifikans, sokszor dramai mértéka
védettséget ¢lveznek az ischaemia-reperfzids €s gyulladasos betegségmodellekben (Virag és
Szabd 2002). A kovetkezOkben Osszefoglalom a PARP aktivacionak a gyulladas és a
reperfuzids karosodas pozitiv visszacsatolasi ciklusanak aktivaciojaban betdltott szerepét.

Az ischaemia-reperfuzi6 és a gyulladés soran citokinek serkentik a parenchimasejtek és
a gyulladasos sejtek szabadgyok termelését. Ezen kiviil a xantin oxiddz és neutrofilok
NADPH oxidaz aktivacidja révén jelentds szuperoxid termelés torténik. A konstitutivan
termel6dé NO mellett az iNOS is termel NO-t. Az oxidativ stressz egyszalu DNS toréseket
indukal. A DNS torések aktivaljadk a PARP-ot, amely fokozza az NF-kB aktivaciojat, ennek
kovetkeztében fokozodik az NF-kB fliggd gének, igy az iNOS, ICAM-1, MIP-1a, TNF-a és a
C3 expresszidja. A C5a keletkezése az endothel fokozott ICAM-1 expresszidjaval egyiitt,
nagyszamu aktivalt leukocitat mozgoésit a gyulladasos goc felé, és igy fokozza az oxidativ
stresszt. A nagy foku oxidativ stressz révén olyan szinti DNS karosodas jon létre, ami
tartdsan magas PARP-1 aktivitast fenntartva, a NAD" és az ATP depléciojaval onkotikus
sejthalalt valthat ki. A ciklus szdmos pozitiv visszacsatolasi kor révén erdsodik, ahogyan az
oxidativ stessz novekedése tobb DNS torést valt ki. E modell szerint a PARP kozponti helyet

tolt be a gyulladasos karosodas pozitiv visszacsatolasi korében.
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I.3.C. A peroxinitrit és a PARP aktivacio lehetséges szerepe a bor korélettanaban

Bor homogenizatumbol Western blottal vagy ELISA-val szdmos betegségben mutattak
ki nitrotirozint, mint az in vivo peroxinitrit termel6dés bizonyitékat. Tobbek kozott
peroxinitrittel kezelt patkanybérben (Greenacre ¢és mtsai, 1999), égésben (Rawlingson és
mtsai, 2000), kronikus UVB sugarzas utan (Hattoni és mtsai, 1996), egér leishmaniasisban
(Giorgio ¢és mitsai, 1996), ischaemia-reperfiiziés karosodasban (Um ¢és mtsai, 1999),
szisztémas szklerdzisban (Cotton és mtsai, 1999) sikertilt nitrotirozint detektalni. A Western
blot és az ELISA azonban nem ad informéciot arrdl, hogy a bérben pontosan hol termelddik a
peroxinitrit, €s hogy milyen sejttipusokat érint. Néhdny esetben immunhisztokémiaval is
kimutattdk a nitrotirozint a bérben. Onként jelentkezé emberek bérére kent NO-donor
tartalml krém alkalmazdsa utan kifejezett tirozin nitraciot lehetett kimutatni (Ormerod és
mtsai, 1999), ami arra uta, hogy az exogén NO kombinalddhat az endogén szuperoxiddal, és
peroxinitrit keletkezik. Ebben a vizsgalatban a tirozin nitraldsat féleg az epidermiszben
észlelték.

A peroxinitritnek szamos bdrbetegségben van szerepe. Ezek koziil az egyik legtobbet
vizsgalt elvaltozds a napégés utan kialakuld eritéma. Az ultraibolya B sugirzas NO ¢és
szuperoxid termelddést indukal az endotel sejtekben és a keratinocitdkban (Deliconstantinos
¢és mtsai, 1995, 1996a, 1996b, 1996¢). Az UVB sugarzas az NO ¢€s szuperoxid termelddésért
felelos enzimeket aktivalni képes. Erre utalnak azok az adatok, melyek szerint a keratinocita
citoszol preparatumban UVB sugarzds cNOS ¢és a xantin oxiddz aktivaciot indukalt
(Deliconstantinos és mtsai, 1996a). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy UV sugarzas
hatdsara aktivalédik a ¢cNOS ¢és a xantin oxidaz, és ez NO ¢és szuperoxid termelddést
eredményez. Az NO-bol és a szuperoxidbol peroxinitrit keletkezik, ami felelds lehet a
napégés kovetkeztében kialakulod eritémaért. Kisérleti allatokon és onkénteseken a NOS
gatlészert tartalmazod krém védelmet nyujtott az UV sugarzas altal okozott eritéma ellen
(Deliconstanitinos €s mtsai, 1997).

A PARP aktivacio szerepét a borben eddig alig vizsgaltdk. Munkank elkezdésekor az
irodalomban egy kozleményt talaltunk, melyben egy DNS karosité anyag, a kénmustar altal
kivaltott PARP aktivaciorol szamoltak be keratinocitakon (Hinshaw és mtsai, 1999). Azdta

igazoltak a PARP aktivacio koroki szerepét napégésben is (Farkas €s mtsai. 2002).
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I1. Célkitizések

Munkénk soran két kozpont téma koré csoportositva az alabbi kérdések megvalaszolasat

thztuk ki célul:

A peroxinitrit és PARP aktivacio szerepe a borben

1. Termelddik-e peroxinitrit a bdrben kontakt hiperszenzitivitasi (CHS) reakcio soran?

2. Kimutathato-e DNS torés és PARP aktivacio CHS-ben?

3. Milyen mechanizmussal torténik a peroxinitrit altal kivaltott citotoxicitds HaCaT
sejteken?

4. Torténik-e PARP- aktivacio a peroxinitrittel kezelt HaCaT sejtekben?

5. Van-e szerepe a poli-ADP-ribozilacionak a keratinocitak citokin-stimulalt IL-8 és I[CAM-

1 expresszidjanak szabalyozasaban?

A peroxinitrit és PARP aktivacio szerepe egyéb oxidativ stresszel jellemezhet6

korfolyamatokban

6. Termelddik-e peroxinitrit haemorrhagias sokkban (HS)?

7. Kimutathat6-e €s ha igen, milyen kdovetkezményekkel jar a PARP aktivacio HS-ban?

8. Kimutathatd-e a peroxinitrit—DNS térés -»PARP aktivacio utvonal aktivitasa diabéteszes
vasculopathidban?

crer

kisérletes uveitisben.
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ITI. Anyagok és modszerek

II1.1. Anyagok

A peroxinitritet Dr Harry Ischiropoulostdl (University of Pennsylvania, Medical
Center, Philadelphia, PA) kaptuk. A PJ-34 egy 2-szubsztitualt 6(5H)-phenantridinone, az N-
(6-0x0-5,6-dihydro-phenantridinin-2-yl)-N,N-dimethylacetamide HCl s¢ja), melyet Dr.
Prakash Jagtap (Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA) szintetizalt. Minden egyéb vegyszer,

melynek forrdsa nincs kiilon megnevezve, a Sigma-Aldrich-t6l (St. Louis, MO) szdrmazik.

I11.2. Allatok

Az allatkisérletek az Egyesiilt Allamok Nemzeti Egészségiigyi Intézete (NIH) altal
kiadott ’Utmutaté laboratériumi allatok gondozasardl és hasznédlatarél’ cimii ajanlasok
figyelembe vételével torténtek. A kezelési protokollokat az Allatkisérletes Bizottsag
elézetesen jovahagyta.
A kontakt hiperszenzitivitasi (CHS) modellhez néstény CD1 egereket hasznaltunk.
A diabétesz modellhez 6-8 hetes him, feln6tt BALB/c egereket hasznaltunk (Taconic Farms,
Germantown, NY, USA).
A haemorrhagias sokk (HS) modellhez a PARP” és vad tipusu PARP™* egerek Dr Z. Q.
Wang (Inst. fiir Molekulare Pathologie, Bécs) laboratoriumabol szarmaznak, fenntarasuk és
tenyésztésiik az Inotek Pharmaceuticals (Beverly, MA) allathdzéban tortént. A him egerek 8-
10 hetesek, 24-28 gr sulytak voltak.
Az kisérletes uveitis modellhez 200-220 g-os him Lewis patkanyokat hasznaltunk (Charles
River Laboratories, Wilmington, Ma, USA).

Az déllatokat minden esetben igény szerinti taplalék és vizfelvétel és 12 orés
megyvilagitasi ciklusok mellett, 21-23 °C-on tartottuk Az allatok megérkezése utan 3-7 napot

hagytunk az alkalmazkodashoz.

I11.3. Modszerek
IT1.3.A. Kontakt hiperszenzitivitasi modell (CHS) és in vivo peroxinitrit kezelés

Hat-hat egeret két kisérleti csoportba osztottunk (kontroll csoport és CHS csoport). A
szenzitizalast az allatok leborotvalt hasfalan végeztiik 100 ul 2%-os oxazolonnal, mely aceton

¢s oliva olaj 4:1 ardnyu keverékében volt feloldva (CHS csoport). A kontroll csoport allatait
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100 pl oldészerrel (aceton : oliva olaj = 4:1) kezeltiink. Hét nap mulva mind a kontroll, mind
a CHS allatok mindkét fiilét 20 pl 0,5%-os oxazolonnal bekenve valtottuk ki a gyulladdsos
reakciot. Huszonnégy ora mulva az allatokat CO,-vel megoltik, a flileket azonnal
eltavolitottuk és formalinba tettiik, illetve fagyaszté médiumban lefagyasztottuk.

Az in vivo peroxinitrit kezeléshez a peroxinitritet PBS-ben (pH=11,0) higitottuk és
400 nmolt kentiink az 4llatok leborotvalt hasfalara. Harminc perc mulva a bort kimetszettiik

¢és fagyasztdo médiumban lefagyasztottuk.

I11.3.B. Diabétesz modell, és a diabétesz monitorozasa

Feln6tt BALB/c egereket nagy dozisu streptozotocinnal (240 mg/kg ip.) kezeltiink a
pancreas [-sejtjeinek elpusztitdsa céljabol. Az inzulin termelés megsziinése hyperglycaemiat
eredményezett végig a kisérletek 8 hete alatt. Egy kontroll csoport éllatait streptozotocin
helyett annak vivéanyagaval (citrat puffer) kezeltiink. A PARP-ot PJ-34-vel gatoltuk (10
mg/kg az allatok ivovizébe keverve), a kezelést 1 héttel a streptozotocin adédsa utan kezdve).
A glikozilalt hemoglobint kereskedelmi forgalomban kaphato kittel (Sigma) hataroztuk meg.
A pancreas inzulin tartalmat pancreas homogenizatumbol mértiik ELISA-val. (A diabétesz
kivaltasat, monitorizalasat, a kezeléseket és az érfunkciok mérését munkatarsam, Dr.

Francisco Garcia Soriano végezte.)

I11.3.C. Haemorrhagias sokk modell

Az egereket intraperitonealis ketamin (80 mg/kg) ¢€s xylazin (10 mg/kg) beadasaval
érzéstelenitettiik. A jobb oldali arteria carotisba vezetett kaniilon at monitoroztuk a
vérnyomast. A jobb oldali arteria femoralis-t kaniilaltuk, és ezen keresztiil vettiink le vért, ill.
potoltuk a folyadékot. A sebészeti beavatkozas utdn az alapvetd haemodinamikai értékeket
stabilizaltuk, az értékeket rogzitettik. Ezutdn 30 percen at véreztettiik az egereket. Atlagosan
0,5-1 ul/g/min vér lebocsatasaval sulyos vérzéses sokkot hoztunk létre. A vérvételt addig
folytattuk, amig a vérnyomds a 45 Hgmm-t el nem érte. Ezutdn 45 percig monitoroztuk az
allatokat a vérnyomast vérvétellel illetve visszatranszfundaldssal folyamatosan 45 Hgmm-en
tartva. Negyvenot perc mulva, 10 percen at krisztalloid oldattal (steril, izotonids séoldat)
potoltuk a folyadékveszteséget az arteria femoralis katéteren keresztiil.

Az elsé kisérletsorozatban a talélést analizaltuk 5-5 PARP"" és PARP™ egérnél és a
folyadékpotlas utan a vérnyomast mértiik az allat pusztulasaig. A masodik kisérletsorozatban

a HS-ra vonatkozé patofiziologiai mehanizmusokat tanulmanyoztuk 8-8 PARP™* és PARP™
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egéren. A folyadékpotlas kezdete utan 30 perccel elvéreztetéssel oltilk meg az allatokat és
laparotomia utdn szovettani vizsgalat céljara mintat vettiink a vékonybélbdl és egy részét
fagyaszté médiumba agyaztuk be, masik részét formaldehidbe tettiik. (A haemorrhagids sokk

kivaltasat és monitorozasat munkatarsam, Dr. Lucas Liaudet végezte.)

I11.3.D. Kisérletes uveitis modell

Ot kontroll 4llat a talpaba fiziologids séoldatot kapott, mig tiz patkdnyt 0127:B8
szerotipust E.coli-bol szdrmazo lipopoliszachariddal kezeltiink (150 pg/allat, subcutan a jobb
talpba fecskendezve). Egy oraval az LPS kezelés el6tt 5 allat fiziologias sot, 5 allat pedig
fiziologias soban oldott PJ-34-et vagy GED-et kapott oralisan (10 mg/kg). A kezeléseket
lokalisan (szemcseppben) is alkalmaztuk 0,1%-os PJ-34 és GED formajaban. Tizennyolc
oraval az LPS befecskendezése utdn megoltiik az allatokat. Az eliilsé szemcsarnokban
kialakult gyulladas (uveitis anterior) fokét az iriszben levd gyulladasos (CD117) sejtek szdma
jelezte. A megolt allatok szemét eltavolitottuk, az iriszt McMenamin és Crewe (1995)
modszere szerint szeparaltuk. A kipreparalt iriszeket 3x10 percig mostuk PBS-ben (pH 7.4),
majd 2% paraformaldehidet és 6 % szukrézt tartalmazé PBS-ben (pH 7.4) fixaltuk 12 6rdn at

4 °C-on. Végiil a fixat iriszeket PBS-ben mostuk, és ezutan végeztiik a hisztologiai festéseket.

II1.3.E. Nitrotirozin kimutatasa

Az immunhisztokémiai vizsgéalat sordn a paraffinba agyazott (5 um) metszeteket
sorban (2x5 percig 100% etanol, 2x5 percig 95% etanol, 1x5 percig 70 % etanol). Ot perces
PBS-ben (pH 7.2) torténé mosas utdn az endogén peroxidadz aktivitas blokkolasahoz 15 percig
3%-0s hidrogén peroxiddal kezeltiik, majd roviden PBS-ben mostuk a metszeteket.. A nem
specifikus kotodéseket a metszetek 2 %-os kecskeszérumban 1 6ran at tortént inkubalasaval
blokkoltuk. A nitrotirozin kimutatdsahoz a metszeteket 1:300 higitast nyul poliklonélis
antinitrotirozin ellenanyaggal (Upstate Biotechnology, Lake Pacid, NY) inkubaltuk 2 6ran at
szobahdmérsékleten. (A kontroll metszeteket vagy normal nyulszérummal vagy 1 mM
nitrotirozin jelenlétében a primer ellenanyaggal inkubaltuk). PBS-ben tortént alapos mosast
(5x5 perc) kovetden, az immunreaktivitast kecskében termelt biotinalt anti nyul-IgG
masodlagos ellenanyaggal ¢és avidin-biotin peroxidaz komplex-szel (ABC) mutattuk ki,
Mindkét reakcidhoz Vector Elite kit-et (Vector Laboratories, Burlingame, CA) hasznaltunk.

A szinreakciot nikkel-DAB szubsztrattal hivtuk eld. Hattérfestésként nuclear fast red-et
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hasznaltunk 2 percen at, majd a metszeteket dehidraltuk és Permount mediummal rogzitve,
targylemezzel fedtiik. A mikroszkopos vizsgalatokat egy Zeiss Axiolab mikroszkoppal
végeztiik. A mikroszkopos felvételeket egy Fuji HC-300 digitalis kameraval készitettiik.

IT1.3.F. Poli(ADP-rib0z) kimutatasa

Paraffinba agyazott metszeteken (5 um) a PARP aktivitast az enzim végtermékének, a
poli(ADP-rib6z)-nak a kimutatdsaval végeztik. A deparaffindlds, endogén peroxidaz
blokkolds a nitrotirozin festésnél leirtak szerint tortént. A nem specifikus kotések
blokkol4sahoz a metszeteket 2 %-os 16szérumban inkubéltuk szobahdmérsékleten 2 6ran at. A
poli(ADP-rib6z) kimutatasahoz egér monoklonalis anti-poli(ADP-rib6z)-t (Alexis, San Diego,
CA) hasznaltunk 1:100 higitasban. Masodlagos ellenanyagként loban termeltetett biotinalt
anti-egér IgG-t alkalmaztunk. A tovabbi Iépések a nitrotirozin festésnél leirtakkal

megegyeznek.

I11.3.G. PARP aktivacio vizsgalata enzim hisztokémiai modszerrel

A PARP aktivitast a szovetekben egy enzim hisztokémiai reakcioval is kimutattuk
PARP szubsztratként biotinalt NAD -ot hasznalva (Zhang, 1997). A fagyasztott metszeteket
95%-o0s etanolban fixaltuk —20 °C-on, majd PBS-ben mostuk. A reakcioeleggyel (100 mM
Tris, pH 8.0, 10 mM MgCl,, ImM ditiotreitol, 70 puM biotinalt NAD") 30 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk a metszeteket. Kontrollként vagy 5 mM 3-aminobenzamidot
adtunk a reakciéelegyhez, vagy kihagytuk a biotinalt NAD" -ot a reakcidelegybdl. PBS-ben
tortént haromszori mosas utdn a beépiilt biotint streptavidinnel konjugalt peroxidazzal
mutattuk ki (Trevigen, Gaithersburg, MD). A szinreakciot ¢és a hattérfestést az

immunhisztokémiai mddszereknél leirtakkal azonos mdédon végeztiik.

I11.3.H. CD11" sejtek kimutatisa az iriszben

A gyulladasos sejtek kimutatasat ezen sejtek jellegzetes felszini markerének, a CD11-
nek a detektalasaval végeztiik (Prendergast és mtsai 1998). A PBS-ben tortént 10 perces
mosas utan 1% Triton-X tartalmt PBS-ben eldszor 2 percig, majd 30 percig mostuk tovabb az
iriszeket. Ezutan a nem specifikus fehérjekotések blokkolasara az iriszeket 1% borjiszérumot,
0,5 % 16szérumot és 0,25%-os Triton-X-et tartalmazé PBS oldatban (pH 7.4) inkubaltuk
szobahdmérsékleten folyamatos keverés mellett 2 6rdn at. Ezt kovetden az iriszekre ratettiik a

primer ellenanyagot (egérben termelt anti-patkdny CDI11) 1:66 higitasban. A primer
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ellenanyaggal egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk az iriszeket, majd 1% Triton-X tartalmu
PBS-ben mostuk 3x10 percig. Ezutan alkalmaztuk a masodik ellenanyagot (lo6ban termelt
biotinnal konjugalt anti-egér IgG) 1:66 higitasban, 2 6ran at 4 °C-on, majd 2x10 percig 1%
Triton-X tartalmu PBS-ben mostuk. Ezutan az endogén peroxidaz aktivitds inaktivalasat
végeztiik metanolban higitott 2,5 %-os hidrogéperoxiddal 5 percig szobahdmérsékleten, amit
3x10 perces 1% Triton-X tartalmi PBS-ben végzett mosas kovetett. Az immunreaktivitast
avidin-biotin-peroxiddz komplex-szel detektaltuk (ABC) (Vector Elite kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA). A szinreakcibhoz DMSO-ban oldott hidrogénperoxidot
tartalmazé aminoetilkarbazolt hasznaltunk. A szinreakciot PBS-ben tortént moséssal
leallitottuk, majd az iriszeket 4 quadrdnsra vagva targylemezen rdgzitettiik. Az okularba
helyezett négyzethalot tartalmazo liveg segitségével megszamoltuk a sejteket. (Egy négyzet
1/16 mm?®). Az iriszek minden quadransaban 4 négyzetben szamoltunk meg a sejteket, majd

minden iriszparban kiszamoltuk a sejtszamok atlagat.

II1.3.1. DNS torések kimutatasa

A DNS toréseket a kereskedelemben kaphaté megfeleld kittel (Roche Molecular
Biochemicals, Indianapolis, IN) mutattuk ki a gyartd utasitasait kovetve. A deparaffinalt és
rehidréalt metszeteket 20 pg/ml proteinase K-val (10 mM Tris/HCL-ben pH 7,8) kezeltiik 30
percig 37°C-on. A DNS torések szabad 3’ végeit terminalis dezoxiribonukleotidil
transzferazzal (TdT) jeloltiik 60 percen at 37 °C-on. Az enzim fluoreszcein izotiocianattal
(FITC) konjugalt dUTP-t épit be a tort DNS végek meghosszabbitasaiba. Mosas utdn a
metszeteket peroxidazzal konjugalt anti-FITC-cel inkubaltuk (30 percig szobahdmérsékleten)

¢s a peroxidaz aktivitast mutattuk ki az immunhisztokémiai modszernél leirtak alapjan.

I11.3.J. Sejttenyésztés és peroxinitrit kezelés

A HaCaT sejteket Ulrich Rodecktdl (Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA)
kaptuk ¢és Norbert E. Fusening (Német Rakkutato Kozpont, Heidelberg, Németorszag)
engedélyével hasznaltuk. A sejteket RPMI 1640 médiumban tenyésztettiink, mely 10%
borjusavot, 10 mM glutamint, 10 mM HEPES-t, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml
streptomycint tartalmazott. A peroxinitrit koncentraciot spektrofotométerrel hataroztuk meg
abszorbcidjanak 302 nm-en torténd mérésével, 1670 M cm™ extinkcids koefficienst
hasznalva. A peroxinitritet PBS-ben higitottuk (pH 11.0) és 1/10 térfogatban adtuk a

sejtszuszpenzidhoz. Ilyen koriilmények kozott a peroxinitrit hozzdadasa nem emelte a
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medium pH-jat. A kontroll mintdkat csak PBS-sel (pH 11.0) kezeltik. A lebomlott
peroxinitritet PBS-ben pH 7.2 -n, 37° C-on 30 percig tartd inkubdaldssal allitottuk el6. A
lebomlott peroxinitrit hatdsat megvizsgaltuk minden assayben és azt talaltuk, hogy nincs

hatasa egyetlen altalunk vizsgélt paraméterre sem.

II1.3.K. Sejtproliferacié és citotoxicitas vizsgalata

A sejtproliferaciot kereskedelmi forgalomban kaphatdo ELISA-val mértiik (Amersham,
Pharmacia Biotechnology, Piscataway, NJ), mely a BrDU beépiilésén alapszik. A vizsgélatot
96 lyukt szovettenyésztd plate-en végeztiik a gyartd utasitasait kovetve.

A citotoxicitast kolorimetridas MTT teszttel hataroztuk meg, korabban leirtak alapjan

(Virag és munkatarsai, 1995).

IT1.3.L. Sejtes PARP aktivitas mérése

A PARP aktivitast korabban leirtak alapjan mértiikk (Virag és mtsai, 1998a). Husz
perces peroxinitrit kezelés utdn a médiumot 0,5 ml PARP pufferre cseréltiikk (56 mM Hepes
pH 7.5, 28 mM KCI, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0,01 % digitonin, és 0,125 uM *H-NAD) és
37 °C-on, 10 percig inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejteket felkapartuk, Eppendorf csévekbe
tettiik, és 200 pl jéghideg 50 %-os triklorecetsavval (TCA) a fehérjéket kicsaptuk. A mintakat
4 6ran at 4 °C-on inkubaltuk, majd lecentrifugaltuk (10,000g, 10 perc) és a csapadékot
kétszer jéghideg 5%-o0s TCA oldatban mostuk. A csapadékot 250 ul 2%-os SDS/0.1 N NaOH
oldatban szolubilizaltuk egy éjszakan at 37 °C-on. A csovek tartalmat 7 ml ScintiSafe Plus

szcintillacios folyadékhoz adtuk és a radioaktivitast folyadékszcintillacids szamlaloban

(Wallac, Gaithersburg, MD) mértiik.

I11.3.M. Kaszpaz aktivitas meghatarozasa

A kaszpdz aktivitdst a fluorogen tetrapeptid-amino-4-metilkumarin konjugatum
(DEVD-AMC) hasitasaval mértiik (Virag és Szabd, 1998). Hat 6ras peroxinitrit kezelés utan a
sejteket felvakartuk, PBS-ben mostuk, majd lizis pufferben (10 mM HEPES, 0.1% CHAPS, 5
mM ditiotreitol, 2 mM EDTA, 10 ug/ml aprotinin, 20 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml pepstatin A,
¢s 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, pH 7.25) lizaltuk. A lizdtumokhoz azonos
mennyiségli kaszpdz reakci6 puffert (100 mM HEPES pH 7.25, 10% sucrose, 5 mM
ditiotreitol, 0.1 % CHAPS, 50 uM DEVD-AMC) adtunk, és az AMC felszabadulést 30 perc
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mulva Shimadzu fluorimeterrel hataroztuk meg 380 nm exciticidos €s 460 nm emisszios

hullamhosszokat hasznalva.

II1.3.N. DNS fragmentacié meghatarozasa

A DNS fragmentaciét kereskedelmi forgalomban kaphat6é ELISA kittel (Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) mértiik a gyartd utasitasait kovetve, korabban
leirtak alapjan (Virag és mtsai, 1998a). A médszer a citoplazma hisztonokkal asszocidlt DNS
fragmentumainak mérésén alapszik. HaCaT sejteket (2 x 10° ) szélesztettiink 12 lyuki plate-
alkalmaztunk. Hat 6ras inkubalas utan (37 °C, 5 % CO,) a sejteket hideg PBS-ben mostuk,
majd 400 pl inkubald pufferben felkapartuk és 60 percig 4 °C-on inkubaltuk. A
sejtlizaitumokat Eppendorf csovekbe tettiik és lecentrifugéaltuk (10,000g, 10 perc). A
feliluszokat tizszeresére higitva ELISA-ban teszteltiik (anti-hiszton elfogd ellenanyag,
peroxidazzal konjugalt anti-DNS masodlagos ellenanyag, ABTS szusztrat). Az abszorbciot

405 nm-en mértiik Spectramax mikroplate fotométerben (Molecular Devices, Sunnyvale, Ca).

I11.3.0. Intercellularis adhéziés molekula 1 (ICAM-1) expresszidjanak meghatarozasa
HaCaT sejteket 30 ng/ml (300 U/ml) rekombindns human interferon-gamma-val
(R&D Systems, Minneapolis, MN) stimulaltunk 24 6ran at. A sejteket felkapartuk, és kétszer
mostuk jéghideg PBS-ben. A festést 1 oran at jégen végeztiik FITC-cel jelolt monoklonalis
anti-human ICAM-1 ellenanyaggal (Pharmingen, San Diego, CA) és azonos izotipusu,
indifferens, FITC-cel konjugalt kontroll monoklonalis ellenanyaggal (Pharmingen). A sejteket
kétszer mostuk jéghideg PBS-ben, majd 1%-os paraformaldehidben fixaltuk. A mintakat
FACSCalibur aramlasi citométerrel (Becton Dickinson, San Diego, CA) analizaltuk, ¢és az

ICAM-1 expressziot az atlagos fluoreszcencia intenzitas novekedésével fejeztiik ki.

I11.3.P. Interleukin-8 (IL-8) termel6dés mérése

HaCaT sejteket PARP inhibitor jelenlétében és hidnyaban 24 6ran 4t 20 ng/ml human
rekombinans IL-1B-val (R&D Systems, Minneapolis, MN) stimulaltunk. A feliilaszokat
Osszegyljtottiik és az IL-8 mennyiségét kereskedelmi forgalomban kaphatd szendvics ELISA
rendszerben mértiik (R&D Systems, Minneapolis, MN).
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I11.3.Q. Statisztikai elemzés

A HaCaT sejtek paramétereit négy parhuzamos minta atlagaként (£SD) adjuk meg. A
kisérleteket legalabb n=3-4 alkalommal ismételtiik meg. Student t tesztet é¢s ANOVA-t
hasznaltunk az atlag értékek Osszehasonlitdsahoz. Statisztikailag szignifikans kiilonbségrol
legalabb p<0.05 esetén beszélink. Az abrdkon csillagal jeloltik a primer stimulus
szignifikans hatasat (*p<0,05; ** p<0,01), mig a kettds kereszt a gatloszerek szignifikans

hatasait jelzi a primer stimulussal 6sszehasonlitva (#p<0,05; ##p<0,01).
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1IV. EREDMENYEK

IV.1. Peroxinitrit altal kivaltott PARP aktivacio a borben

Mivel a peroxinitritr6l ismert, hogy
egyszali DNS toréseket okoz human
keratinocitdkon (Spencer és mtsai, 1996), mi
azt vizsgaltuk, hogy vajon a poli(ADP-ribdz)
polimerdz aktivalodik-e peroxinitrittel kezelt
keratinocitakon. E  célbol 400 nmol
peroxinitritet kentlink az egerek bdrére, mig a
kontroll csoport allatait a peroxinitrit
higitasara hasznalt pufferrel (PBS, pH 11.0)
kezeltiik. PARP enzimhisztokémiai
modszerrel intenziv PARP aktivaciot talaltunk
a peroxinitrittel kezelt borben, de a kontroll
bérben nem (4. dbra). A PARP aktivacio a
keratinocitakban volt a legintenzivebb, bar
néhany dermalis sejt is pozitivan festédott. A
reakcidelegybe PARP inhibitort (5 mM 3-AB)

keverve a reakcio nem adott festddést.

4. abra PARP enzimhisztokémia kontroll (A) és peroxinitrittel kezelt egér boron.

I1V.2. Mustarolaj altal kivaltott tirozin nitralas és PARP aktivacio a borben

Mustérolajat kenve a bdrre, immunhisztokémiai mddszerrel vizsgaltuk a nitrotirozin
jelenlétét (anti-nitrotirozin ellenanyag) és a PARP aktivaciot [poli(ADP-rib6z)
imunhisztokémia]. Erdekes modon bar a nitrotirozin az epidermis teljes vastagsagaban
kimutathat6 volt, PARP aktivaciét csupan az epidermisz bazalis rétegében észleltiink (5.

abra). A kontroll metszeteken festddést nem tapasztaltunk.
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5. dbra Kénmustarral kezelt (B,D) és kontroll (A,C) egérbérdk nitrotirozin h(A,B) és poli(ADlS—rib()z) festése
(C,D).

1V.3. Kontakt hiperszenzitivitasi modell (CHS)

IV.3.A. Tirozin nitralas a borben CHS reakcidoban.

Mivel a peroxinitrit kiilonb6z6 fehérjék tirozin oldallancait nitralja, igy a szdvetekben
az in vivo termelddd peroxinitrit termelddést jelzik a nitrotirozint tartalmazo6 fehérjék. CHS-
ben az egerek fiilében immunhisztokémiai modszerekkel kimutathato a nitrotirozin jelenléte,
mig a kontroll (nem szenzitizalt) allatokban nem (6. abra). A keratinocitdk tirozin nitracidja a
gyulladasos fokuszokban (a mikroabscessusokban) volt a legintenzivebb. Némileg meglepd

modon csak kevés infiltralo granulocita mutatott nitrotirozin pozitivitast.

IV.3.B. DNS torés és PARP aktivacio kimutatasa CHS-ben

Mivel a nitrotirozin jelenléte peroxinitrit termelddést valosziniisit, ezért
megvizsgaltuk, hogy DNS torések és PARP aktivacié kimutathato-e CHS-ben. TUNEL
festést alkalmazva, a kontroll bérben csak néhany elszort sejtben talaltunk pozitivitast. CHS-
bdl szarmazd mintdkban viszont intenziv TUNEL-pozitivitast taladltunk a mikroabszcesszusok

gyulladésos sejtjeiben és a keratinocitakban is (6. abra).
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6. abra. Tirozin nitralas, DNS torések és PARP aktivacio kimutatdsa egér CHS modellben.

A PARP aktivitdst PARP enzimhisztokémiai mddszerrel detektaltuk. Mig a kontroll
metszeteken nem taldltunk PARP aktivitast, a CHS-ben erés festddést kaptunk a
keratinocitakban és dermalis sejtekben is (6. dbra). A reakciét PARP inhibitor (5 mM 3-AB)

jelenlétében végezve nem kaptunk festodést.
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I1V.4.Vizsgalatok HaCaT sejteken

IV.4.A. A peroxinitrit antiproliferativ és citotoxikus hatasa HaCaT sejteken: a PARP
aktivacio szerepe

A peroxinitrit dozisfiiggd sejtproliferacid gatlast és citotoxicitast okoz (7. abra). Az
alacsonyabb peroxinitrit koncentracidknal megfigyelhetd proliferacio-gatlasban a PARP
aktivécio valdsziniileg nem jatszik komoly szerepet, mivel a 3-AB-nek nem volt szignifikdns
hatdsa erre a paraméterre. Nagyobb koncentracidkban a peroxinitrit antiproliferativ hatdsa
részben a PARP aktivacio révén valosul meg, amint azt a 3-AB szignifikdns védo hatasa jelzi.
M¢ég magasabb koncentraciokban a peroxinitrit citotoxikus hatast fejtett ki, amit a 3-AB (és
egy masik, itt nem mutatott PARP inhibitor, 5 uM 3-amino-fenantridinon) szignifikdnsan
gatolt (7. abra). A citotoxicitasi vizsgalatok eredményei alapjan joggal feltételeztiik, hogy a
peroxinitrit PARP aktivaciét okoz HaCaT sejteken. Ennek igazoldsdra megmeértiik a
peroxinitrittel kezelt HaCaT sejtek PARP aktivalod hatasat és azt talaltuk, hogy a peroxinitrit
koncentracio fiiggd modon fokozta a HaCaT sejtek PARP aktivitasat (dbran nem mutatjuk). A
PARP aktivitas 3-AB-val teljesen gatolhat6 volt.
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IV.4.B. Peroxinitrit altal kivaltott kaszpaz aktivacio és DNS fragmentacio

Mivel ismeretes, hogy a peroxinitrit apoptozist okoz kiilonboz6 sejttipusokban, pl.
thymocytakon, HL-60 sejteken és PC12 sejteken (Estevez és mtsai, 1995, Lin és mtsai, 1995,
Virdag ¢és Szabd 1998, Virag ¢s mtsai, 1998a), ezért megvizsgaltunk két apoptotikus
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paramétert peroxinitrittel kezelt HaCaT sejteken is. Azt talaltuk, hogy HaCaT sejteken a
peroxinitrittel kivaltott sejthaldl magan viseli az apoptozis jellegzetességeit is, amint azt a
megnodvekedett kaszpaz-3 aktivitds és DNS fragmentacid is jelez (8. 4bra). Peroxinitrittel
kezelt HaCaT sejteken 3-AB jelenlétében kissé fokozodott DNS fragmentaciot, és 1ényegében
valtozatlan kaszpaz aktivitdst mértiink. A 3-AB O6nmagéban nem okozott sem kaszpaz

aktivaciot, sem DNS fragmentaciot.
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8. abra Kaszpaz aktivitas (A) és DNS fragmentacio (B) peroxinitrittel kezelt HaCaT sejtekben.

IV4.C. A PARP szerepe az ICAM-1 expresszio szabalyozasaban és az IL-8
termelédésben

Human rekombinans interferon-y (30 ng/ml) kezelés hatasara a sejtfelszini ICAM-1
expresszidja kilencszeresére novekedett (9. abra). Az interferon-y-val stimuldlt ICAM-1
expressziot a PARP gatlo 3-AB dozisfiiggéen gatolta. A PARP inhibitor legmagasabb
koncentracioja (4 mM) 50 %-kal csokkentette az ICAM-1 expressziot. Ismert tovabba, hogy
szérum tartalmi médiumban a HaCaT sejtek spontan termelnek IL-8-at (Stein és mtsai, 1997).

Mi azt talaltuk, hogy az IL-1P novelte a HaCaT sejtek IL-8 termelését. PARP gatlas (4mM 3-

37



AB) hatdsara mind a spontan, mind az IL-1f altal stimulalt IL-8 termelddés gatolhato volt,

ami azt jelzi, hogy a PARP-nak szerepe van az IL-8 expresszio szabalyozasaban (9. abra).
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9. abra. 3-aminobenzamid hatasa HaCaT sejtek ICAM-1 expresszidjara és IL-8 termelésére.

IV.5. Haemorrhagias sokk modell

A haemorrhagids sokk allatmodellj¢ben Dr. Lucas Liaudet az 1. tablazatban

Osszefoglalt megfigyeléseket tette: I. tablazat
VIZSGALT PARAMETER PARP™* PARP™” SZIGNIFIKANS
ELTERES
Vérnyomas a 30 perces 46 +2 46 + 1 nincs
véreztetést kovetden (Hgmm)
A kivant vérnyomas eléréséhez | 22,9 £2,1 (30 percnél) | 22,7+ 1,5 (30 percnél) nincs
levett vérmennyiség (ml’kg) | 24,1 £2,8 (75 percnél) | 25,4 £1,6 (75 percnél) nincs
Tulélés (perc) 149 +£23 277 £ 16 van
Vérnyomasesés a reszuszcitacio rapid lassu van
utan
Aortagytirik kontraktilitasa jelentésen csokkent enyhén csokkent van
Aortagytiriik relaxacioja nem szignifikansan nem szignifikansan nincs
csokkent csokkent
Bélpermeabilitas fokozddasa 68,1£7,8 13,742.4 van
(nl/perc/cm?)
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IV.5.A. HS okozta tirozin nitracio és PARP aktivacio a bélben

Dr. Liaudet eredményei igazoljak, hogy a PARP aktivitdsnak szerepe van a HS altal
kivaltott keringésdsszeomlas, béldiszfunkcid és érkontraktilitds csokkenés kialakuldsdban. A
PARP aktivaciot kdzvetlen modon igazolandd hisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. HS-on
és reszuszeitacion atesett (HS) és alkezelt (kontroll) PARP™" és PARP” egerek
vékonybelébdl paraffinba 4agyazott metszeteket készitettink. A HS  csoportban
immunhisztokémiai modszerrel PAR-t tudtunk kimutatni a PARP™" egerek bélmintaiban, ami
PARP aktivaciot jelez (10. abra). A legintenzivebb PAR festddést a karosodott bélbolyhok
csucsan lehetett latni, ahol egyrészt az epithel sejtek magja fest6dott intenziven, de a stroma
sejtek is erds festodést adtak A HS-en atesett PARP™ egereknél ill. a kontroll csoportokban
nem tudtuk a PARP aktivitast detektalni (10. abra).
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10. abra Tirozin nitralas és PARP aktivacié haemorrhagias sokkos egerek beleiben. Vad tipusa (PARP™" ), és

PARP-1 deficiens (PARP™" ) egerek reprezentativ festései.

Jelentds tirozin nitralast is ki tudtunk mutatni a HS-en atesett egerek belében a
PARP™" csoportban, legintenzivebben a karosodott mikrovillusok csiicsi részein (10. abra).
Nitrotirozin festddést kaptunk a PARP™ csoportban is, de kevésbé intenzivet, €s itt a

bélbolyhok morfologiaja csak enyhén karosodott. A kontroll csoportokban nem volt festédés.
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IV.6. Diabétesz modell

A streptozotocinnal (STZ) kivaltott diabéteszes kisérletek klinikai részét (érfunkcios

vizsgélatok) Dr. Francisco Garcia Soriano végezte. Kisérleti eredményeit a II. tablazatban

foglalom Gssze: I1. tablazat
VIZSGALT PARAMETER STZ STZ+PJ-34 SZIGNIFIKANS
ELTERES
STZ kezelést koveto azonos azonos nem

hyperglycaemia dinamikéaja

A pancreas inzulin tartalmanak 95,8% 94,1% nem

csOkkenése a STZ utan 8 héttel

Hemoglobin glikacio 75% 81% nem
fokozodasa
Aortagytriik acetilkolin altal jelentdsen csokkent normalis igen

kivaltott relaxacidja

Aortagytirik fenilefrinnel jelentésen csokkent enyhén csokkent igen

kivaltott kontraktilitasa

Aortagytiriik natrium normalis normalis nem

nitroprussziddal kivaltott

relaxaciodja

IV.6.A. A PARP aktivacio szerepe diabéteszes érendothel diszfunkcioban.

Dr. Soriano eredményei igazoljak, hogy a PARP aktivitasnak jelentds szerepe van a
diabéteszes érfunkcioromlas kialakuldsdban. Az enzim aktivacidjanak igazoldsira és a
peroxinitrit lehetséges szerepének alatamasztidsara az alabbi kisérleteket végeztiik.
Diabéteszes egerek aortdibol késziilt metszeteken immunhisztokémiai modszerrel intenziv
nitrotirozin festédést kaptunk, ami arra utal, hogy ezekben a diszfunkcios erekben peroxinitrit
termelddott (11. dbra). A PARP gatloszerrel (PJ-34) kezelt allatok ereiben is talaltunk pozitiv
festddést. A kontroll metszetekben nem tudtunk festédést kimutatni.

Mivel a nitrotirozin nagy val6szintiséggel peroxinitrit hatasara keletkezik, ami DNS
toréseket okoz, megvizsgaltuk, hogy ki tudunk-e mutatni DNS toréseket diabéteszes
aortdkban. TUNEL festéssel nagyszami DNS torést kaptunk a diabéteszes és a PARP

inhibitorral kezelt aorta metszetekben is (11. abra).
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11. &bra. Tirozin nitralas, DNS torések és PARP aktivacié kontroll, diabéteszes és PJ34-gyel kezelt

diabéteszes egerek aortafalaban.

A PARP aktivitds kimutatasit PARP enzimhisztokémiai eljarassal végeztiik, amit e
kisérletsorozat soran fejlesztettiink ki. Diabéteszes allatok ereiben intenziv festddést talaltunk,
de a PARP gatloszerrel kezelt diabéteszes allatok aortajaban nem volt PARP aktivitasra utald

festodés (11. abra).

IV.7. Kisérletes uveitis modell

A gyulladdsos sejteket anti-CDI11 felhasznalasdval mutattuk ki. Az endotoxinnal

crer
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12. 4bra CD11" sejtes infiltracid endotoxinnal (LPS) kezelt | 13. dbra Poli(ADP-riboz) kimutatasa az iriszben.
patkanyok iriszeiben (Egy kontroll kép és két uveitisbdl szarmazo

iriszteriilet képe.)

Megvizsgaltuk, hogy torténik-e PARP aktivacié ebben a gyulladds modellben (13.
abra). A PARP aktivitds kimutatasat az enzim végtermékének, a poli(ADP-rib6z)-nak a
detektalasaval végeztik, anti-poli(ADP-riboz) primer ellenanyag hasznalataval, a fent leirt
immunhisztokémiai modszerrel. Endotoxin (LPS) hatdsara nagyszdmu pozitivan festddo sejtet
tudtunk kimutatni f6leg az erek vetiileteiben, mig a kontroll iriszekben nem kaptunk festédést
(13. 4bra). A vaszkularis lokalizacio jelenthet endothelialis festddést, de az is lehetséges, hogy

az érpalyan beliili mononuklearis sejtek aktivaciojat kiséri fokozott poli-ADP-ribozilacio.
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Két farmakologiai kisérletet is végeztiink ebben a modellben. Megvizsgaltuk az
indukalhat6 nitrogén monoxid szintetdz (iNOS) gatloszerének a GED-nek és a PARP
illetve lokalisan (szemcseppben) (15. abra) is alkalmaztuk. A PARP inhibitorral (10 mg/kg
PJ-34) és az iNOS gatloszerrel (10 mg/kg GED) kezelt allatok iriszében az anti-CD11-vel
festddd sejtek szama szignifikdnsan csokkent. A szignifikans csokkenés mind az oralis, mind

a lokalis kezelés esetén egyarant megfigyelhetd volt (14. és 15. ébra).
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14. abra. Szisztémas PJ-34 és GED kezelés hatasa kisérletes uveitisben.
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15. abra. Lokalis PJ-34 és GED kezelés hatasa kisérletes uveitisben.
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V. Megbeszélés
V.1. A peroxinitrit—>DNS karosodas—PARP aktivacio utvonal szerepe a bérben

Ismeretes az irodalombol, hogy exogén peroxinitrit hatasdra a bdrben nitracio
kovetkezik be a fehérjék tirozil oldallancain (Beckman és Koppenol, 1996). A peroxinitrit
PARP aktivald hatdsdnak ismeretében kisérletileg igazoltuk, hogy az exogén peroxinitrit
PARP aktivaciot valt ki a borben.

Célunk volt annak megvizsgalasa is, hogy a peroxinitrit—>DNS kéarosodas—PARP
aktivaci6 utvonal miikddik-e borgyulladasban is. Vizsgalatunk targyaként a kontakt
hiperszenzitivitasi reakciot valasztottuk, melynek komplex pathomechanizmusa két részbol
all (Grabbe és Schwarz, 1998). Az elsé fazisban a boérre kent lipofil anyag (a mi
modelliinkben az oxazolon) a bdr fehérjéit haptenizalva immunvalaszt valt ki
(szenzibilizalds). A szenzibilizalds természetesen mas Uton (pl. az antigén oralis bejutasat
kovetden) is megtorténhet. Ily modon szenzitizalt egyénben a hapténnek a bdrrel torténd
¢érintkezése egy késoi tipust hiperszenzitivitasi reakcidé formdjdban megvaldsuld gyulladast
valt ki (effektor fazis). Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a CHS effektor fazisdban kifejezett
tirozin nitracid alakul ki az epidermiszben. A szdovetben kimutatott nitrotirozin valdsziniileg
az in vivo termelddd peroxinitrit indikatoranak tekinthetd. A masik f0 tirozin nitralési
mechanizmus, a granulocytdk myeloperoxiddz aktivitasa révén valdsulhat meg (Sampson és
mtsai, 1998), de ez CHS-ben nem tlinik jelentdésnek, mivel a bdérben levd, nagyszdmu
neutrofil granulocitat tartalmaz6é mikroabszcesszusok nem festodtek nitrotirozinra. Az
infiltralo sejtekkel ellentétben, a keratinocitak mutattdk a legkifejezettebb nitrotirozin
festddést, ami azt mutatja, hogy a bérben CHS folyaman a peroxinitrit elsédleges célpontjai a
keratinocitak. A fokozott tirozin nitracid valdsziniileg a gyulladasos citokinek altal indukalt
fokozott iNOS aktivaci6 és szuperoxid tiltermelddés kovetkeztében jon létre. Az iNOS éltal
szintetizalt NO és a szuperoxid reakcidja soran peroxinitrit keletkezik, ami a tirozint nitralja.
Az oxidativ stresszallapotot valosziniisiti a nagyszamui DNS torés jelenléte a keratinocitakban
¢s az infiltralo sejtekben, amint azt TUNEL modszerrel kimutattuk. A peroxinitritrél
korabban mar leirtdk, hogy szamos sejttipusban, igy human keratinocitdkban is, DNS
karosodast okoz (Spencer és mtsai, 1996, Szabd, 1996a,b). Mivel a peroxinitrit apoptdzist
okozhat, elvileg nem zarhat6 ki, hogy a TUNEL-pozitiv sejtek apoptotikusak, hiszen a
TUNEL festést széles korben alkalmazzdk apoptotikus sejtek detektalasara. Az eljarés
tulajdonképpen a DNS szabad 3’-OH végeit ismeri fel, ami egyszali és dupla szali DNS
torésekben is 1étrejon. A TUNEL technikat ezért hasznaljak egyszali DNS kimutatasara is
(Didier és mtsai, 1996, Ahmani és Ong, 1999, Jung és mtsai, 2000, Mihm ¢s mtsai, 2000,
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Shen és Ong 2000). SOt napjainkban azt is leirtak, hogy a proteindz K kezelés (mely az
altalunk hasznalt TUNEL kit protokoljanak is része) fokozza az egyszali DNS torések
kimutatdsat nem apoptotikus sejtekben (Gal és mtsai, 2000). Rendszeriinkben ugy gondoljuk,
hogy egyszali DNS torések felelések a legtobb TUNEL pozitivitasért, mivel a TUNEL-
pozitiv sejtmagok tulnyomo tobbsége nem mutat apoptotikus morfologiat. Tovabba a legtobb
TUNEL-pozitiv sejt negativan festddik p85-PARP-ra (a 116 kDa-os PARP bodl az apoptdzis
soran, kaszpazok altal torténd hasitassal keletkezd fragmentumra). Tovabba azt talaltuk, hogy
a gyulladasos gocok koriil a keratinocitdk majdnem 100%-a TUNEL-pozitiv, ami egy
valdsziniitleniil magas apoptotikus arany lenne.

Az intenziv DNS karosodas ismeretében nem meglepd, hogy PARP aktivaciot is ki
tudtunk mutatni enzimhisztokémiai modszerrel. Az enzim aktivacioja kiillondsen az epidermis
bazalis rétegében volt szembetiind, mig a felszines, differencialt sejtek nem festédtek. Ennek
a kiillonbségnek a vizsgalata elvezethet a sejtek oxidativ stresszérzékenységét meghatarozo
tényezdk megismeréséhez. Lehet ugyan, hogy csupan arrél van sz6, hogy a bazilis sejtek
jobban ki vannak téve a dermisbdl szarmazé ROI/RNI hatdsainak, de a DNS torés diffuz
eloszlasa ennek ellentmondani latszik. Valoszinlibbnek tartjuk, hogy a bazalis réteg
proliferalodd sejtjei a gyorsabb metabolizmus, eltérd kalcium homeosztazis, a csokkent
antioxidans védelem, vagy egyéb nem ismert tényezd miatt érzékenyebbek az oxidativ
stresszre. Minazondltal ennek a jelenségnek a vizsgélata tovabbi kisérleteket igényel.

Vizsgaltuk a peroxinitrit HaCaT sejtekre gyakorolt hatdsat és a PARP szerepét a

HaCaT sejtek halalaban. Ismert, hogy a nitrogén monoxid (a peroxinitrit egyik prekurzora)

crer

crer

tovabb erdsitve azt a megallapitast, hogy az NO ¢és a peroxinitrit sejtekre gyakorolt hatasai
kiilonbozéek lehetnek. Az NO ¢€s a peroxinitrit gyakran ellentétes sejtes hatasainak alapja az
eltér6 kémiai szerkezetben, eltéré reaktivitdsban, és az eltérd targetmolekula spektrumban
rejlik. Nagyobb koncentracioban a peroxinitrit a citotoxicikus hatdsinak bizonyult. Korabbi
megfigyelésekkel 6sszhangban (Szab6 és mtsai, 1998, Virag és mtsai, 1998a, 1998b) a PARP
gatlészerek sejtvédd hatasat figyeltiik meg peroxinitrittel kezelt HaCaT sejteken. A 3-AB
citoprotektiv hatasa az apoptozist nem befolyasolta, hiszen a kaszpaz aktivacido és a DNS
fragmentacioé nem csokkent. Eppen ellenkezéleg, a 3-AB enyhén fokozta a peroxinitrit altal
indukalt apoptotikus DNS fragmentdciot. Ez nem a 3-AB citotoxikus hatdsdnak a
kovetkezménye, hisz a 3-AB 6nmagéaban nem citotoxikus, és nem okoz kaszpaz aktivaciot és

DNS fragmentaciot sem. Az oxidativ hatasoknak kitett sejtekben a 3-AB jelenlétében mért
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emelkedett apoptotikus paraméterek, korabbi megfigyelésekkel 6sszhangban (Virag és mtsai,
1998a, Filipovic és mtsai, 1999, Ha és Snyder, 1999), valoszinlileg a PARP apoptdzis-
nekrozis kapcsolo hatasaval magyarazhatd. A PARP gétloszerek antinekrotikus hatasanak in
vivo gyulladascsokkentd hatdsa lehet, mert megvédi a szoveteket a sejttartalom kiaramlasanak
gyulladaskeltd hatasatol.

CHS-ben ¢és mas gyulladasos borbetegségekben a PARP befolyasolja a keratinocita
aktivaciot is. Ismert, hogy a keratinocitak szamos humordlis faktort, citokineket ¢és
kemokineket, koztiik IL-8-at is termelnek. Az IL-8 felelds a neutrofil granulocitdknak a
gyulladas helyére torténd mozgositasaért. A gyulladds sordn végbemend sejtes infiltracio
szabalyozasaban az adhézios molekuldknak (pl. ICAM-1) is fontos szerepilk van. Az a
megfigyelésiink, hogy a HaCaT sejtek IL-8 termelését és ICAM-1 expressziojat csokkentette
a PARP gatloészer 3-aminobenzamid, jelentéséggel birhat a PARP gatlas gyulladdsgatld
hatdsanak megértésében (Zingarelli ¢és mtsai, 1998). A gyulladds mediatorainak (pl.
kemokinek és adhézidos molekulak) expresszidjat az NF«xB nevii transzkripcids faktor is
szabalyozza (Baeuerle és Baltimore, 1996). Ismert, hogy a PARP-1 az NFxB aktivacio
kofaktora (Oliver és mtsai, 1999) ami magyarazatot szolgaltathat arra, hogy a PARP gatlasa
csokkenti az IL-8 termelddését ¢és az ICAM-1 expressziojat. Ennek ellentmondani latszik,
PARP-1 transzkripciét modulald aktivitasaért, amihez az enzim aktivitisa nem sziikséges.
Ezért lehetséges, hogy a PARP gétloszerek maés utvonalak (pl. AP-1?, NF-AT?) befolyasaval
fejtik ki transzkripcids szabalyozo hatasukat.

Egy masik gyulladasos bérmodellben is kimutattuk a PARP aktivacidjat. Mustar olajat
kenve a bdrre, immunhisztokémiai modszerrel poli(ADP-rib6z)-t mutattunk ki féleg az
epidermisz bazalis rétegében. Bar az nem teljesen vildgos, hogy mi aktivalja a PARP-ot a
mustar olaj hatdsara 1étrejott vezikulakban. Az egyik lehetséges mechaniznus az kénmustar
altal alkilalt DNS direkt PARP aktivalo hatasa. A kénmustarral kezelt bérben kifejezett tirozin
nitracio is kimutathatd, ami valosziniileg peroxinitrit jelenlétére utal. Ez az eredmény
Osszhangban van azzal a korabbi megfigyeléssel, mely szerint a mustar olajjal kezelt bérben
emelkedett NO termelés mutathatd ki. Lehetséges, hogy ebben a modellben az intrakutan
keletkez6 peroxinitritnek szerepe van a PARP aktivacio kialakulasaban. Egyre tobb cikkben
irnak iINOS expressziorol bérgyulladas kiillonb6z6 forméaiban, ami arra utal, hogy ezekben az
allapotokban az intrakutan termel6dd peroxinitrit aktivalhatja a PARP-ot a bdr kiilonb6zd

sejtjeiben.
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V.2. PARP aktivaci6 diabéteszes endotheliopathiaban

A cukorbetegek ¢letmindségét foleg az alapbetegség szovOdményei, s ezen belill is
elsésorban az érszovodmények (makro- és mikroangiopathia) hatarozzak meg. A diabéteszes
vasculopathia pathomechanizmudban mar korabbrél ismert volt a kéroki szerepe, és tudott
volt, hogy a hyperglycaemia érdiszfunkciot kivalté hatdsai részben az endothelsejteken
keresztiil érvényesiil (Brownlee, 2001). A hyperglycaemia harom, latszolag egymastol
fiiggetlen Utvonalon keresztiil fejti ki koros hatdsat az érendothelre: a gliikozbdl keletkezd
AGE (advanced glycation endproducts) révén, a gliikkdz altal kivaltott protein kinaz C
aktivacion keresztiil és az aldoz reduktaz utvonal fokozddasa altal. Brownlee munkacsoportja
mutatta ki, hogy a szabad gyokok és reaktiv intermedierek egy kozds kapcsolddasi pontot
jelentenek a hyperglycaemia endotheliopathids hatasanak kivaltasdban (Nishikawa és mtsai
2000). Eredeményeik szerint a hyperglycaemia ROI termelést indukél az endothelsejtekben,
¢s a ROI utvonal blokkolasa (pl. a mitokondriélis elektronszallitd rendszer vagy az oxidativ
foszforilacié gatlasaval, illetve szuperoxid diszmutdz transzfekcidjaval) meggatolja
mindharom koéros szignalutvonal aktivaciojat (Nishikawa és mtsai, 2000).

A mi munkacsoportunk eredményei egy uj, de szintén az oxidativ stressz altal aktivalt
utvonal, a PARP aktivaci6 szerepére hivjak fel a figyelmet. Munkatarsam, Francisco Garcia
Soriano eredményei igazoljak, hogy a hyperglycaemia endothelidlis diszfunkciot kivalto
hatésai jelentds részben a fokozott poli(ADP-rib6z) metabolizmus révén érvényesiilnek. Az
altalunk végzett szdvettani vizsgalatok, és az endothelsejteken végzett kisérletek tovabbi
informaciokkal szolgaltak a PARP aktivacid mechanizmusara vonatkozoan. A
hyperglycaemids allatokbdl szarmazé érprepardtumok intenziv nitrotirozin festédése alapjan
valoszintisithetd, hogy peroxinitrit is képzddik a diabéteszes allatok ereinek falaban. Az
endothelsejtek altal expresszalt eNOS mellett hyperglycaemia hatidsara iNOS is megjelenhet
¢s igy jelentés mennyiségli NO képzodhet, ami a fokozott mitokondridlis szuperoxid
termelddéssel egyiitt kedvezd koriilményeket teremthet a peroxinitrit képzddés szamara. A
tenyésztett endothelsejteken végzett PARP aktivitas méréseink is arra utalnak, hogy mind NO
mind szuperoxid termelés sziikséges a hyperglycaemia maximalis PARP aktivaciot okozé
hatdsahoz, hiszen mind a SOD-kataldz, vagy a SOD mimetikus MnTBAP, mind pedig az NO
gyokfogd cPTIO és a cNOS gatloszerek szignifikdnsan €s jelentds mértékben gatoltak a
hyperglycaemia PARP aktivalo hatasat.

Az oxidativ stressz és a PARP aktivacié kozotti ,,hidnyz6 lancszem”, a DNS torés

igazolasara is végeztiink kisérleteket. A  hyperglycaemids allatokbdl  szarmazo
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érpreparatumokban TUNEL modszerrel jelentés szami DNS torést tudtunk kimutatni. A
hianya alapjan valoszinii, hogy a TUNEL assay nem kettds, hanem egyszali DNS torést jelez

a metszeteinkben.

V.3. PARP aktivacio haemorrhagias sokkban

A baleseti trauma a fejlett orszagokban a vezetd haldlokok kozott szerepel. A sulyos
trauma egyik legveszélyesebb szovddménye a jelentds vérveszteség, ami a keringés
Osszeomlasahoz, sokkhoz vezet. A sokk Osszetett pathomechanizmusaban egyértelmiien
fontos szerep jut az oxidativ stressznek (Salvemini és Cuzzocrea, 2002). Szamos kisérletes
munka igazolja az oxigénbdl keletkezd szabad gyokok és reaktiv intermedierek fokozott
termelddését sokkos allapotban. A kiilonbozd antioxidans stratégidk hatdsossaga alapjan
valoszintisitheté a ROI kéroki szerepe is a haemorrhagias sokkban (Salvemini and Cuzzocrea,
2002). A reaktiv nitrogéntartalmu intermedierek (RNI) alapmolekuldjanak, a nitrogén
monoxidnak a HS-ben jatszott esetleges szerepére ugyszintén szdimos adat utal. Kiilondsen az
indukalhat6 nitrogén monoxid szintetaz (iNOS) koroki szerepe valdszintisitheté HS-ban,
amint azt az iNOS specifikus gatloszerek (L-NIL, MEG) sokkellenes hatésai jelzik (Tsukuda
¢és mtsai, 2000, Zingarelli és mtsai, 1997). A ROI és RNI egyiittes termelddése joggal vetette
fel a peroxinitrit képzddés lehetdségét is HS-ban. A HS patkanymodelljében megfigyelt
fokozott dihidrorodamin 123 oxidéacié tovabbi megerdsitést nyujtott ehhez a feltételezéshez
(Szabo és mtsai 1995). A nagyfokl oxidativ stressz és kiillonosképpen a peroxinitrit képzodés
alapjan mar korabban felvetddott a PARP aktivacio és a kovetkezményes sejtenergetikai
»Katasztrofa” koroki szerepe is (Szabo, 1996b). A poli-ADP-ribozilacid gatldszerei valdban
jelentdsen javitottdk mind a tGlélést, mind a szervfunkcidkat a HS allatmodelljeiben (Virag és
Szabd, 2002).

Jelen vizsgalatainkban tovabbi, kozvetlen bizonyitékokat szereztiink ennek az
utvonalnak a miikodésérél HS-ban. A HS-ben tdrténd peroxinitrit termelddést nitrotirozin
immunhisztokémiai kimutatasdval igazoltuk, mig a PARP aktivacidjat poli(ADP-ribdz)
immunhisztokémiaval mutattuk ki. A PARP™" allatok védettsége a HS okozta taléléssel és
bélpermeabilitassal szemben arra utal, hogy a PARP aktivacionak valoban koroki szerepe van
a HS pathomechanizmusdban. Ezek az eredmények jo egyezésben vannak korabbi

farmakologiai tanulméanyokkal is (Virdg és Szabo, 2002).
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V.4. PARP aktivacio kisérletes uveitisben

A Kkisérletes autoimmun uveitis immunogén szemfehérjékkel torténd immunizalassal
valtjak ki (Shimizu és mtsai, 1999). Hasonl6 gyulladds valthaté ki a szemben bakteridlis
lipopoliszacharid (LPS) intraplantaris alkalmazasaval. Mi ez utobbi moddszert alkalmazva
jelentds CD11" sejtes infiltraciot valtottunk ki Lewis patkdnyok iriszében. A gyulladasos
infiltraciot mind az iINOS gatlészer GED, mind a PARP gatl6 hatasti PJ-34 szignifikdnsan
csokkentette. Ezek az eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy kisérletes uveitisben is
miikddik az NO — ONOO™ —PARP aktivacié utvonal. Irodalmi forrdsokbdl tudjuk, hogy
iNOS expresszid valoban bekdvetkezik kisérletes uveitisben (Shimizu és mtsai, 1999).
Szintén leirtak tirozin nitraciot is, ami peroxinitrit termelddést jelez (Wu és mtsai, 1997,
Shimizu ¢és mtsai, 1999). Az is ismeretes, hogy nem szelektiv NOS gatlo kezelés
gyulladascsokkentd hatast kisérletes uveitisben (Goureau és mtsai, 1995). Felvetddik a
kérdés, hogy vajon milyen mechanizmussal jarulhat hozza a peroxinitrit az uveitis
kialakulasdhoz. Liversidge és mtsai (2002) kimutattdk, hogy a NOS altal termelt NO
peroxinitrit képzddéséhez vezet kisérletes uveitisben, €s az ily médon képzddott peroxinitrit a
fotoreceptorok apoptézisat valtja ki. Erdekes modon ezt nem a peroxinitrit kozvetlen
citotoxikus hatasaval talaltdk osszefliggésbe hozhatonak, hanem a peroxinitritnek a FAS/FAS
ligand apoptotikus utvonalat serkenté hatasaval (Liversidge €s mtsai, 2002). A mi vizsgalati
eredményeink mind az NO/ONOO™ mind a PARP esetében a gyulladasos sejtek
adhézios molekuldk szintjén jutnak érvényre. Ismeretes ugyanis, hogy a peroxinitrit képes
adhézios molekuldk indukcidjara neutrophil granulocytdkon (Zouki és mtsai, 2001), a PARP-
1 pedig a korabban részletezett NFxB koaktivator funkcidja révén szabalyozza e folyamatot.
A peroxinitrit IL-8 termelést kivaltd hatasat is leirtadk, melynek révén fokozott neutrophil
kemotaxist stimulalhat (Filep és mtsai, 1998). Mindazonaltal mind a NOS géatlas, mind pedig

a PARP gatlas uveitisre kifejtett hatdsdnak mechanizmusa tovabbi vizsgalatokat igényel.

V.5. Az oxidativ stressz altal kivaltott PARP aktivacio, mint terapias beavatkozasok
lehetséges célpontja

Felvetodik a kérdés, hogy vajon az altalunk vizsgalt peroxinitrit -DNS térés— PARP
aktivaci6 utvonal milyen terapias beavatkozasok lehetdségét kinalja sokkos, gyulladasos
betegségekben. Kordbbi munkdk sokrétli bizonyitékokkal szolgdltak egyrészt a PARP

aktivacio bekovetkezését, masrészt a PARP gatlasnak a kiilonbozé gyulladasos, reperfuzios
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betegségek szovet- és szervfunkcidkat kedvezden befolyasold hatésait illetéen (Virdg és
Szabd, 2002). Azt gondoljuk, hogy a PARP inhibitorok megvédhetik a sejteket az oxidativ
stressz okozta funkciozavartol és citotoxikus hatastol a sejtek energiakészletének megdrzése
révén. Az irodalomban gyakran emlitik az NFxB aktivaci6 PARP gatloszerekkel torténd
esetleges blokkolasanak a jelentdségét is, mint a PARP gatlas kedvezd farmakologiai
hatasanak egyik lehetséges momentumat (Virag ¢€s Szabd, 2002). Igaz, hogy szadmos, a
gyulladdsban fontos molekula (citokinek, kemokinek adhézidos molekuldk) termelddése
csOkkenthetd PARP gétloszerek és a PARP-1 genetikai ablacioja (PARP-1 knock out egerek)
révén. Ennek hatterében a PARP knock out egerek esetén bizonyosan szerepet jatszik a
csokkent NFkB aktivacio (Oliver és mtsai, 1999). Egyre elfogadottabb viszont az a nézet,
hogy a PARP-1 NF«B koaktivator funkciojahoz nem sziikséges a polimeraz enzimaktivitdsa,
igy a PARP gatloszerek hasonlo hatasai valdszinilileg mas utvonalon keresztiil érvényestilnek.

A PARP gatloszerek terapids alkalmazasanak kapcsan joggal meriil fel a kezelés
karcinogenitasanak veszélye. A poli-ADP-ribozilaci6 DNS hibajavitasban betoltott szerepe
alapjan a mutaciok szdmanak fokozodasdra és daganatképzddésre szamithatunk kronikus
PARP gatlo kezelés esetén. Léteznek irodalmi adatok az indukalhatd daganatok szamanak
fokozodasara PARP-1 hianyos allatokban (Tsutsumi és mtsai, 2001, Tong és mtsai, 2003),
azonban hasonlot még nem irtak le gatloszer kezelés esetében. Eppen ellenkezéleg, 1éteznek
biztato kisérletes bizonyitékok arra vonatkozéan, hogy PARP gatloszerek csokkentik a tumor
promoter vegyiiletek hatasait (Borek és mtsai, 1984, Troll és mtsai, 1990). Ezt a kérdést
nyilvanvaldan részletesen meg kell vizsgalni, mielétt PARP gatloszerek széleskori klinikai
kiprobalasara sor keriil. (Jelenleg mar folynak az Egyesiilt Allamokban 1. fazisu klinikai
tesztelések PARP gétloszerekkel.). Mig a PARP gatloszerek kronikus alkalmazasa esetén
kiilonosen nagy stllyal esik latba az esetleges karcinogenitas kérdése, némileg mas a helyzet a
kozvetlen életveszélyt jelentd betegségek, mint példaul a stroke és a szivinfarktus esetében.
Ezekben a korképekben az allatkisérletes eredmények alapjan olyan nagy foku, maés
beavatkozashoz nem hasonlithat6 terapias eredmény varhato a PARP gatlastol, ami a terapias
haszon/kockazat ardny mérlegelésekor nem lehet figyelmen kiviil hagyni.

Ujabb eredmények alapjan a poli(ADP-riboz) katabolizmus kulcsenzimjének a PARG-
nak a gatlasa is a PARP gatloszerekhez hasonld citoprotektiv és stroke-védo hatasu (Ying és
Swanson, 2000, Ying és mtsai, 2001). A PARG gatlas genomi integritasra kifejtett hatasait
eddig még nem vizsgaltak, de lehetséges, hogy oxidativ stresszel jellemezhetd betegségekben

a PARG gatlassal a PARP gatlashoz hasonld terdpias eredmények érhetdk el egy attol
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kiilonb6zé mellékhatas spektrum mellett. A glikohidroldz 1j, potens gatloszereinek és a
PARG hidnyos egereknek folyamatban 1év6 létrehozédsa valdszinilileg hamarosan valaszt ad
erre az izgalmas kérdésre.

Az oxidativ stressz kutatdsdnak reneszansza az utdbbi évtizedekben eldtérbe hozta az
antioxiddnsok terapias alkalmazasanak Ilehetdségeit kiillonbozd betegségekben. A DNS
karositd gyokok semlegesitésével az antioxidansok csokkentik a PARP aktivaciot kivaltd
stimulus intenzitasat, és emellett védelmet nyujtanak az oxidativ stress egyéb, nem PARP
fliggd szovetkarositd hatdsaival (lipid peroxidacio, protein oxidacid és nitralds, stb) szemben
is. A peroxinitrit in vivo képzddésének és erds oxidans hatasainak kimutatasaval felmeriilt az
1gény a peroxinitrit célzott semlegesitésére. A peroxinitrit semlegesitését célzo probalkozasok
koziil kiemelendd a szeléntartalmi antioxiddnsok (pl. ebszelén) (Arteel és mtsai, 1999)
valamint az atmeneti fémeket (vas, mangan) tartalmazo porfirin szarmazékok sikeres
kiprobalasa kiilonb6zo gyulladasos folyamatok, diabétesz, diabéteszes endotheliopathia,
doxorubicin okozta szivkarosodas allatmodelljeiben (Salvemini és mtsai, 1998, Mabley és
mtsai, 2002, Szabd és mtsai, 2002). Az atmeneti fémeket tartalmazd porfirinszerli vegytiletek
Ujszerli antioxidansok, amennyiben a peroxinitrit lebomlasat katalizalva (PDC, peroxynitrite
decomposition catalysts), nem vesztik el PDC képességiiket, €s ijabb €s tijabb peroxinitrit
molekuldk semlegesitését képesek elvégezni.

A peroxinitrit okozta PARP aktivaciot célba vevd terdpids eljardsok bizonyos
borbetegségekben is sikerrel kecsegtethetnek. Kiemelendd a Stevens-Johnson szindroma és a
toxikus epidermalis nekrolizis, mint a keratinocitdk nekrozisaval és fokozott iNOS
expresszioval jard korképek (Lerner €s mtsai, 2000), melyekben elméletileg mind a PDC,
mind a PARP gétloszer kezelés eredményes lehet. Nemrégiben napégésben mutattdk ki a
PARP aktivacio koroki szerepét (Farkas és mtsai, 2002). Ezen kiviil a bérben igen gyakori
gyulladéasos betegségek, mint pl. a CHS is megfontolando lehetdségek a PDC illetve a PARP

gatlo kezelések szamara.
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V1. Konkluazio

10.

CHS-ben a keratinocitakban tirozin nitralas, DNS torések és PARP aktivacid jon létre.
A peroxinitrit PARP- aktivaciot okoz a bérben.

A HaCaT sejtekben a peroxinitrit apoptozist indukal, amit kaszpaz aktivacié €s DNS
fragmentacio jellemez.

Nagyobb koncentracioban a peroxinitrit nekrézist okoz a HaCaT sejtekben

A peroxinitrit PARP- aktivacidt okoz HaCaT sejtekben.

A keratinocitakban a PARP-nak szerepe van a citokin indukalta I11-8 termelés és ICAM-1
expresszio szabalyozasaban.

HS-ban tirozin nitralas és PARP aktivacio kovetkezik be a bélhamsejtekben és a
bélbolyhok stromajaban, ami valoszintileg szerepet jatszik a HS-ben megfigyelt
bélpermeabilitas fokozddasban.

A diabéteszes egerek ereiben tirozin nitralas, DNS torések és PARP aktivacié torténik.
A poli-ADP-ribozilaci6 PJ-34-gyel torténd gatlasa csokenti a CD11 pozitiv sejtek

A peroxinitrit altal kivaltott poli-ADP-ribozilacid igéretes terapias célpontot jelenthet

gyulladasos és ischaemia-reperfizion alapul6 betegségekben.
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IX. Osszefoglalas

A poli-ADP-ribozilacié egy olyan poszttranszlacidos fehérje moédositasi reakcid melynek
sokszinli biologiai funkcidja a DNS hibajavitastol, a kromatinszerkezet, a replikacio, a
1ib6z) polimeraz (PARP) enzimek katalizaljak és lényege a NAD' nikotinamidra és ADP-
ribozra torténd hasitdsa, s az ADP-ribdz megfeleld akceptor fehérjéken torténd
polimerizacioja. A legjobban ismert PARP-1 enzim DNS toréseket érzékelve aktivalodik és a
legtobb (ADP-rib6z) polimert sajat magdra, valamint hisztonokra, replikdcios ¢és
transzkripcidés faktorokra transzferalja. Oxidativ stresszallapotokban a PARP-1 talzott
aktivacioja a NAD' és az ATP deplécidja révén a sejt halalat okozza. Ennek a folyamatnak a
gatlasa jelentés védelmet nyujt a gyulladdsban, reperfuzidoban és sokkban megfigyelhetd
szovetkarosodassal szemben. Ezekben a korfolyamatokban a PARP aktivacid egyik
legvaloszinlibb stimulusa a peroxynitrit (ONOQ) nevii reaktiv intermedier ami a nitrogén
monoxid és a szuperoxid reakciojaban keletkezik. Jelen munkdnk soran, kimutattuk a
peroxinitrit termelddését jelzé nitrotirozin jelenlétét és a PARP aktivaciojat kontakt
hiperszenzitivitasbol szdrmazd egér boérmintdkban, haemorrhagias sokkbdl szirmazo
vékonybélmetszetekben, diabéteszes egerek aortdiban €s autoimmun uveitisben. A kontakt
hiperszenzitivitdas és a diabétesszel 0Osszefliggd érdiszfunkcid esetében a peroxinitrit
termelddés és a PARP aktivacid kozotti “hianyzo lancszemet”, a DNS toréseket is igazoltuk.
A Kkisérletes uveitisben megvizsgaltuk az indukalhatoé nitrogén monoxid szintetdz gatlo GED
¢s a PARP gatlo PJ-34 hatésat is, és azt talaltuk, hogy mindkét kezelés jelentésen gatolta a
Soriano eredményei igazoljak, a PARP PJ-34-gyel torténd gatlasa (diabeteszes érdiszfunkcid
modellben) illetve a PARP-1 enzim hidnya (haemorrhagids sokkban) szignifikdnsan
csokkentette a szovetkarosodast e két allatmodellben is. A peroxinitrit borsejtekre kifejtett
hatasainak jobb megértése céljabol kisérleteket végeztiink HaCaT sejteken is, melyek soran
azt talaltuk, hogy a PARP 3-aminobenzamiddal torténd gatlasa csokkentette a citokin-
stimulalt IL-8 és ICAM-1 (intercellularis adhézids molekula-1) expressziot, a peroxinitrit
citotoxikus hatasat, de az apoptdzis paramétereit (kaszpaz aktivocio, DNS fragmentacid) nem.
Eredményeink alapjan a peroxinitrit altal kivaltott PARP aktivaci6 igéretes terapias célpontot

jelenthet oxidativ stresszel jellemzett betegségekben.
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X. Summary

Poly-ADP-ribosylation is a posttranslational protein modification with pleiotropic biological
functions ranging from the regulation of DNA repair, chromatin structure, replication,
transcription to telomere length. The reaction catalyzed by poly(ADP-ribose) polymerase
(PARP) enzymes involves the cleavage of NAD" into nicotinamide and ADP-ribose and the
polymerization of the latter on acceptor proteins. PARP-1, the best characterized PARP
enzyme is a DNA nick sensor attaching most (ADP-ribose), polymers on itself as well as to
histones, replication and transcription factors. In oxidative stress situation, overactivation of
PARP-1 consumes NAD' and ATP and leads to cell death. Inhibition of this pathway
provided protection from tissue injury in various forms of inflammation, reperfusion injury
and shock. In these pathophysiological processes, one of the likely triggers of PARP
activation is peroxynitrite (ONOO"), a powerful oxidant formed in the reaction of nitric oxide
and superoxide. In our present work we have detected nitrotyrosine (the footprint of
peroxynitrite) and PARP activation in murine models of contact hypersensitivity (skin),
hemorrhagic shock (small intestine), diabetic endothelial dysfunction (aorta rings) and
autoimmune uveitis (iris). In contact hypersensitivity and in diabetic endothelial dysfunction
we have also detected DNA breaks as the “missing link” between peroxynitrite production
and PARP activation. Furthermore, in the experimental uveitis model we have investigated
the effect of GED (inhibitor of inducible nitric oxide synthase) and PJ-34 (PARP inhibitor)
and found that both treatments significantly reduced CD11" inflammatory cell migration to
the iris. Inhibition of PARP with PJ-34 or genetic ablation of PARP-1 also provided
significant protection from tissue injury in diabetic endothelial dysfunction and hemorrhagic
shock, respectively (experiments carried out by L. Liaudet and F.G. Soriano). We have also
done cell culture experiment in order to gain insight into the cellular effects of peroxynitrite in
the skin. In HaCaT keratinocytes PARP inhibition by 3-aminobenzamide significantly
reduced cytokine-induced IL-8 and ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) production
and peroxynitrite-induced cytotoxicity without decreasing apoptotic parameters (caspase
activation and DNA fragmentation).

Our data provide further support for the idea that peroxynitrite-induced PARP activation may
represent a lucrative target for pharmacological intervention in various disease conditions in

which oxidative stress plays a predominant role.
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