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I.Bevezetés 

I.1. A poli(ADP-ribóz) metabolizmus 

A poli(ADP-ribóz) anyagcsere két alapvetQ folyamata az (ADP-ribóz)n polimer szinté-

zise és lebontása. A polimer szintézisére képes enzimeket poli(ADP-ribóz) polimerázoknak 

(PARP) nevezzük. Elfogadott nevek a poli(ADP-ribóz) szintetáz (PARS) és a poli(ADP-

ribóz) transzferáz (PADPRT) is. A PARP enzimek által katalizált reakció során az enzimek a 

NAD+-ot ADP-ribózra és nikotinamidra hasítják (NAD glikohidroláz funkció), majd az ADP-

ribóz egységeket megfelelQ adapter fehérjék glutamát oldalláncaihoz kapcsolva azokból 

hosszú elágazó láncú (ADP-ribóz)n polimereket szintetizálnak (1. ábra) (ADP-ribóz polimeráz 

funkció) (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 néhány 

ADP-ribóz egységtQl kb. 200 monomerig terjedhet. A polimer negatív töltéseket kölcsönöz az 

adapter fehérjéknek, ami megváltoztatja fiziko-kémiai sajátságaikat és funkcióikat. 

 

1. ábra A poli(ADP-ribóz) szintézise és lebontása 

 

 A poli-ADP-riboziláció egy dinamikus folyamat, mivel a poli(ADP-ribóz) polimert a 

poli(ADP-ribóz) glikohidroláz (PARG) és az ADP ribozil protein liáz gyorsan lebontja (1. 

ábra). A polimer féléletidejét kevesebb mint egy percre becsülik, ami a poli(ADP-ribóz) 

szintetizáló és lebontó enzimek összehangolt m_ködésére utal. 
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I.1.A. A poli(ADP-ribóz) polimeráz 1 (PARP-1) szerkezete és m_ködése 

A poli(ADP-ribóz) polimeráz-1 (PARP-1) egy sejtmagban található enzim, amit a 

terminálisan differenciálódott granulocyták és az élesztQ sejtek kivételével minden eukariota 

sejtben kimutattak. A PARP-1 a sejtmag egyik legnagyob mennyiségben elQforduló fehérjéje. 

A 116 kDa méret_ enzim három fQ domént tartalmaz (2. ábra). Az N-terminális végén 

elhelyezkedQ DNS kötQ doménban két cinkujj motívum található, míg a katalitikus domént az 

enzim C-terminális végén találjuk (Mazen és mtsai, 1989, de Murcia és Menissier de Murcia, 

1994, de Murcia és mtsai 1994, Schreiber és mtsai 1995, Smith, 2001). A kettQ között egy 

önszabályozó domén helyezkedik el, ami az auto-poli-ADP-riboziláció akceptor helyeként 

szolgál. Az enzim elsQdleges strukturája az eukariotákban nagy fokú konzerváltságot mutat: 

például az ember és az egér PARP-1 enzimei között az aminosav szekvencia szintjén 92%-os 

homologia van. A katalitikus doménben a legnagyobb a homológia a különbözQ fajok között, 

s ezen belül is kiemelendQ egy 50 aminosavból álló PARP-ra jellemzQ szekvencia, amelyen 

belül a gerincesek között 100%-os a homológia. 

 

2.ábra. A PARP-1 doménszerkezetének vázlata 

 

 A PARP-1 fQleg egyszálú és kétszálú DNS törések hatására aktiválódik, bár ismeretes 

bizonyos DNS formákhoz (pl. hajlott vagy kruciform DNS-hez) való kötQdése is. A PARP-1, 

fQleg a második cinkujj doménen keresztül kötQdve a károsodott DNS-hez, homodimereket 

alkot és katalizálja a NAD+ hasítását és a polimer szintézisét. In vivo a poli-ADP-riboziláláció 

egyik legfontosabb akceptora maga a PARP-1. Az intermolekuláris auto-poli-ADP-riboziláció 

hatására a PARP-1 leválik a károsodott DNS-rQl és enzimaktivitása gátlódik. Ha a polimer 

akceptora más fehérje, akkor transz-poli-ADP-ribozilációról beszélünk. A transz-poli-ADP-

riboziláció fontos akceptorai a hisztonok (Tanuma és mtsai, 1985, Nagele 1995), amelyek a 

folyamat során negativ töltést nyernek, s az ennek következtében a DNS és a hisztonok között 

fellépQ elektrosztatikus taszítás lazítja a kromatin szerkezetét. Számos egyéb magfehérje, pl. 

transzkripciós faktorok, DNS javító enzimek és adapter fehérjék poli(ADP-ribozilációját is 

kimutatták. ]NF-mB (Oliver és mtsai, 1999), B-MYB (Cervellera és Sala, 2000), DNS-PK 
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(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 aktivitás szabályozása több különbözQ mehanizmuson alapul. A fent 

ismertetett auto-poli-ADP-riboziláción (Kawaichi és mtsai, 1981) kívül kiemelendQ egyrészt 

a nikotinamidnak, a NAD+  kisebbik hasítási termékének az enzim aktivitását gátló hatása, 

ami negatív visszacsatolással védhet a PARP túlzott aktivációja ellen. A nikotinamidon kívül 

a poli-ADP-riboziláció endogén gátlószereinek tekinthetQk bizonyos purinok (pl. hipoxantin, 

inozin, adenozin) (Virág és Szabó, 2001), melyek intracelluláris koncentrációja fQleg 

ischaemia során érhet el kellQen magas szintet ahhoz, hogy PARP gátlást okozzon. A PARP 

protein kináz C (PKC)-vel történQ foszforilálása is enzimgátlást eredményez (Tanaka és 

mtsai, 1987, Bauer és mtsai, 1992, 1994). Bizonyos állapotokban a PARP fehérje mennyisége 

változik, ami transzkripciós/poszttranszkripciós szabályozásra utal (Bergeron és mtsai, 

1997, Tramontano és mtsai, 2000, Doucet-Chabeaud és mtsai, 2001). További fontos tény 

hogy létezik egy DNS töréstQl független, kálcium-függQ PARP aktivációs útvonal is 

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

 

I.1.B. A PARP enzimcsalád 

 Az utóbbi évekig a PARP-1 volt az egyetlen poli-ADP-ribozilációt katalizáló enzim. 

Azt követQen, hogy PARP-1 deficiens sejtekben is kimutattak PARP aktivitást (Shieh és 

mtsai, 1998), intenzív kutatás kezdQdött, hogy azonosítsák azokat az enzimeket, melyek 

felelQsek ezért az aktivitásért. Az utóbbi két évben hat másik enzimrQl írták le, hogy 

rendelkezik poli-ADP-ribozilációs aktivitással (Virág and Szabó, 2002). De Murcia 

laboratóriumában 16 különbözQ cDNS-t izoláltak, melyek mindegyike különbözQ PARP 

enzimet kódol (de Murcia, személyes közlés). Bár ezen új PARP enzimek biológiai szerepét 

vizsgáló kutatások még kezdeti stádiumban vannak, máris érdekes különbségeket írtak le a 

doménszerkezetükben, sejten belüli elhelyezkedésükben, szöveti eloszlásukban és DNS-kötQ 

képességükben. Mivel az új PARP enzimek vizsgálata nem képezte jelen vizsgálataink 

tárgyát, ezért itt csak röviden ismertetem az enzimcsalád néhány új tagját. 

 A PARP-2: sejtmagban található 62 kDa-os fehérje, önszabályozó domén nélkül és a 

PARP-1-étQl eltérQ DNS kötQ doménnel (Ame és mtsai, 1999). Képes auto-poli-ADP-

ribozilációra, de hisztonokat nem tud poli-ADP-ribozilálni. 

 sPARP, short PARP: Poirier munkacsoportja izolált egy cDNS-t PARP-1 deficiens 

fibroblasztokból, ami egy 55 kDa-os magfehérjét kódol, és megegyezik a PARP-1 katalítikus 
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doménjével (Sallmann és mtsai, 2000). A PARP-1-gyel ellentétben, az sPARP 

aktiválódásához nem szükséges DNS törés, bár genotoxikus ártalom stimulálja. De Murcia 

egyszer_ splice variánsnak tekinti. 

 A vPARP, vault-PARP: A boltívhez hasonló alakjukról „vault”-nak nevezett, 

ismeretlen funkciójú szubcelluláris struktúrákban található enzimet jelöli (Kickhoefer és 

mtsai, 1996, Kickhoefer és mtsai, 1999). Kölcsönhat a fQ vault fehérjével (MVP, main vault 

protein), és poli-ADP-ribozilálja azt. 

 A tankiráz-1 a kromoszomalis végek (telomerek) replikációját katalizáló telomerázzal 

kapcsolatos PARP enzim (Smith és mtsai, 1998, Smith és de Lange, 2000). A tankiráz 24 

ankirinszer_ ismétlQdQ szekvenciát tartalmazó fehérje, mely kötQdik a telomeráz egyik 

negativ szabályozójához, a TRF1-hez (telomer repeat binding factor 1) (Smith és mtsai, 

1998), és poli-ADP-ribozilálja azt. A poli-ADP-riboziláció valószín_leg gátolja a TRF 

funkcióját, mivel a tankirázt overexpresszáló sejtekben nem rövidült a telomerhossz.  

 A tankiráz-2 egy extranukleáris PARP, ami korábban a Golgi-val kapcsolatban levQ és 

TNLK-nak is nevezett fehérjeként volt ismert (Chi és Lodish, 2000, Lyons és mtsai, 2001). A 

tankiráz 2 minden eddig vizsgált szövetben megtalálható. A tankiráz 2 overexpressziója 3-

aminobenzamiddal gátolható nekrotikus sejthalált okoz (Kaminker és mtsai, 2001).  

 Ti-PARP: ez a TCDD-vel (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) indukálható PARP 

(Ma és mtsai, 2001) egy 75 kDa-os enzim, ami azonos a korábban memória sejtekben RM1-

ként és tumort infiltráló limfocitákban TIL-ként leírt  fehérjével.  

 

I.1.C. A poli(ADP-ribóz) katabolizmusa: poli(ADP-ribóz) glikohidroláz 

 Bár Miwa és Sugimura már 1971-ben felfedezte a PARG-ot (Miwa és Sugimura, 

1971, Miwa és mtsai, 1974), az enzim kutatása nem folyt olyan intenziven, mint a PARP-1-é. 

Ennek egyik oka az, hogy nehéz tiszta PARG enzimet izolálni, mivel az enzim kis 

mennyiségben van jelen a sejtekben, és a tisztítás során nagyon érzékeny a proteolitikus 

bontásra (Davidovic és mtsai, 2001). A PARG exoglikozidáz aktivitása révén képes 

poli(ADP-ribóz) polimerek terminális ADP-ribóz egységeinek hidrolizálására, valamint 

endoglikozidázként m_ködve nagyobb oligo(ADP-ribóz) fragmentek eltávolítására (Brochu 

és mtsai, 1994, Davidovic és mtsai, 2001). Mivel a PARG Km értéke sokkal alacsonyabb a 

nagyobb (ADP-ribóz) polimerekhez mint a kisebbekhez (Hatekayama és mtsai, 1986), ezért 

valószín_, hogy az enzim elQször a nagyobb fragmenteket bontja le. A PARG ezután 

exoglikozidáz „üzemmódba” vált, és egyenként távolítja el az ADP-ribóz egységeket. A 

fehérjéhez közvetlenül kapcsolódó ún. proximális ADP-ribóz egységet egy alig jellemzett 
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enzim, az ADP-ribozil protein liáz távolítja el (Oka és mtsai, 1984). A PARG magas 

specifikus aktivitása kompenzálja az enzim kis mennyiségét. Közel 90%-os PARG aktivitás 

gátlás szükséges a poli(ADP-ribóz) intracelluláris felhalmozódásához (Jonsson és mtsai, 

1988a,b). 

A patkány és borjú PARG cDNS-t Sugimura (Shimokawa és mtsai, 1999) és Jacobson 

munkacsoportja (Lin és mtsai1997) is klónozta. A cDNS-ek más proteinekkel jelentQs 

homológiát nem mutató kb. 109-111 kDa-os fehérjéket kódoltak. Az enzimben található egy 

nukleáris lokalizációs és export szignál (NLS és NES), ami felveti a lehetQségét, hogy a 

PARG ingázik a sejtmag és a citoplazma között (Shimokawa és mtsai, 1999). Amilyen nagy 

számú közlemény szól a PARP gátlás sejtes és in vivo hatásairól, olyan kevés cikk található 

az irodalomban, ami a PARG biológiai funkcióival kapcsolatos. In vivo a PARG gátlásra 

leggyakrabban tannin származékokat használnak. Az oenothein B-rQl, egy makrocirkuláris 

ellagitannin PARG inhibitorról kimutatták, hogy az egér emlQtumor vírus transzkripcióját 

gátolja, és a tumort szuprimáló makrofágokat aktiválja (Aoki és mtsai, 1995). Továbbá a 

gallotanninról és a nobotanin  B-rQl Swanson munkacsoportja kimutatta, hogy megvédi az 

egér asztrocitákat és neuronokat a hidrogén peroxiddal, N-methyl-D aszpartát (NMDA) által 

kiváltott oxidativ károsodástól (Ying és Swanson, 2000), és az alkiláló szerek citotoxikus 

hatásától (Ying és mtsai, 2001). Bár a PARG-nak és PARP-nak ellentétes hatása van a 

poli(ADP-ribóz) akkumulációjára, mindkét enzim gátlása citoprotektív hatású (Ying és mtsai, 

2001). Mindezek alapján úgy t_nik, hogy mind a poli(ADP-ribóz)-t szintetizáló (PARP), mind 

az azt lebontó enzim (PARG) gátlásának hasonló sejtvédQ hatása van az oxidativ stressz által 

károsodott sejtekre. Ennek a látszólagos paradoxonnak valószín_leg az a magyarázata, hogy a 

PARP automodifikációs doménjérQl a gátló poli(ADP-ribóz) maradékok PARG általi 

eltávolítása szükséges a PARP aktív állapotban tartásához. A PARG gátlása a PARP hyper-

autopoli-ADP-ribozilációhoz és következményes gátlásához vezet.  

 

I.2. A poli-ADP-riboziláció biológia szerepe 

 A poli-ADP-riboziláció elsQként azonosított biológiai funkciója a DNS hibajavítást 

elQsegítQ hatása volt. Az utóbbi évek kutatásai alapján a poli-ADP-riboziláció egy pleiotróp 

regulációs mechanizmus, amely számos sejtfunkciót, többek között pl. a kromatinszerkezetet, 

a replikációt, transzkripciót, a proliferációt, a sérült fehérjék lebontását és a sejthalált is 

szabályozza. Az új PARP izoformák jobb megismerését követQen ez a felsorolás valószín_leg 

tovább bQvül majd. E fejezet célja ezen poli-ADP-riboziláció által szabályozott folyamatok 

rövid áttekintése. 
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I.2.A. A PARP szerepe a DNS hibajavításban 

 A PARP-1 DNS javításban betöltött szerepe régóta ismert. Számos, farmakológiai 

PARP gátláson alapuló tanulmány megállapította, hogy a PARP-1-nek szerepe van a DNS 

javításban (Burkle, 2001, Ziegler és Oei, 2001). Kimutatták például, hogy a PARP inhibitor 3-

aminobenzamid késlelteti a DNS törések ligálását, fokozza a nem replikációs („unscheduled”) 

DNS szintézist és a testvérkromatidák kicserélQdését alkiláló szerrel kezelt CHO és HeLa S3 

sejtekben (Park és mtsai, 1983). A PARP gátlás fokozta a sejtek érzékenységét a DNS 

károsodás citotoxikus hatásával szemben (Szabó, 2000). KésQbb random mutagenezist 

alkalmazva Berger munkacsoportja alacsony PARP aktivitású sejtvonalakat hozott létre, és 

kimutatta, hogy ezek a mutánsok fokozottan érzékenyek UV-sugárzásra, topoizomeráz I 

gátlókra és különbözQ alkiláló anyagokra, beleértve az alkilszulfonátokat, alkilnitrozoureákat 

és a nitrozoguanidint (Chatterjee és mtsai, 1989, 1990a,b). Hasonló eredményre vezettek a 

PARP-1 elleni antiszenz oligonukleotidokkal végzett és a PARP-1 DNS kötQ doménjának 

overexpresszójával létrehozott domináns negativ gátlást alkalmazó kísérletek is (Molinete és 

mtsai, Schreiber és mtsai, 1995, Shall és de Murcia, 2000, Smulson és mtsai, 2000). A 

legmeggyQzQbb érveket a poli-ADP-riboziláció és a DNS repair kapcsolatának igazolására a 

knock out állatokkal és a belQlük létrehozott sejtvonalakkal kapott kísérletek szolgáltatták. A 

de Murcia laboratóriumában elQállított PARP hiányos egerek fokozottan érzékenyek voltak 

ionizáló sugárzás vagy monofunkciós alkiláló anyagok toxikus hatásaival szemben (de 

Murcia és mtsai, 1997). E knock out egerekbQl származó embrionális fibroblasztokban az 

alkiláló szerek kifejezettebb proliferációs blokkot okoztak, mint a PARP+/+ sejtekben (de 

Murcia és mtsai, 1997, Trucco és mtsai, 1998). Mind alkiláló kezelés hatására, mind anélkül a 

PARP hiányos sejtek genomikus instabilitást is mutatnak, amit a nagyszámú mikronukleolusz 

jelenléte igazolt. A PARP-/- fibroblasztokban lassúbbnak találták a DNS törések ligálását. A 

PARP-1 hiánya elsQsorban az ún. long patch repair (LPR) aktivitást érintette, de a „short 

patch repair” (SPR) aktivitásuk is mintegy 50 %-kal csökkent (Dantzer és mtsai, 2000). 

A PARP-1 tehát részt vesz a genom integritásának fenntartásában, és fokozza a bázis 

kihasításos hibajavítást (BER) a besugárzott vagy alkiláló szerrel kezelt sejtekben. A PARP-

1-nek a genomintegritás megQrzésében betöltött szerepére utal kapcsolata az excíziós javítási 

komplex alkotóival: a DNS hibajavító rendszer adapter fehérjéivel (pl. XRCC1) (Massom és 

mtsai, 1998) és effektoraival (DNS polimeráz d, DNS ligáz III). A PARP-1 a cinkujj 

doméneken vagy az automodifikációs domén BRCT motívumán keresztül asszociálódik 
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ezekkel a fehérjékkel, amint azt kéthibrid rendszerben és ko-immunoprecipitációval végzett 

kísérletekben kimutatták (Szabó 2000).  

 

I.2.B. A poli-ADP-riboziláció szerepe a kromatinszerkezet, a replikáció és génexpresszió 

szabályozásában 

I.2.B.1. A PARP-1 szerepe a sejtproliferáció és a differenciálódás szabályozásában 

Szövetbeli specifikus feladataik ellátásához az éretlen sejtek proliferációs lépések 

sorozatán mennek végig, melynek során multipotenciájuk sz_külésével párhuzamosan új 

funkciókra tesznek szert. Ez a szigorúan kontrollált folyamat összehangolt génaktivációt és 

szupressziót igényel, melynek eredménye specializált sejtekké (pl. hepatocitákká, 

neuronokká, keratinocitákká, stb.) történQ differenciálódás. Néhány differenciálódott sejttípus 

(pl. a limfocita, fibroblaszt, hepatocita) megQrzi szaporodó képességét és az immunválasz, a 

sebgyógyulás vagy a máj regenerálódása során, megfelelQ stimulusokra újra proliferálni 

kezdhet. 

A PARP-1-nek valószín_leg szerepe van a DNS replikáció és differenciálódás, 

valamint a génexpresszió szabályozásában. A PARP-1 szerepét a replikáció szabályozásában 

azok a megfigyelések támasztják alá, melyek szerint az osztódó sejtek magjában gyorsabb a 

poli(ADP-ribóz) metabolizmus (Tanuma és mtsai, 1978, Kanai és mtsai, 1981, Leduc és 

mtsai, 1988, Bakondi és mtsai, 2002). Ismeretes továbbá, hogy a PARP-1 szerepet játszik az 

MRC (multiprotein replication complex) kialakulásában (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 

1996). A PARP-1 asszociációt mutat a DNS polimeráz c-val és d-val, a DNS primázzal, 

helikázzal, ligázzal, a topoizomeráz I-gyel és II-vel, melyek az MRC fQbb alkotórészei 

(Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996, Dantzer és mtsai, 1998). Számos, a  replikációban 

szerepet játszó faktorról ]DNS polimeráz c, topoizomeráz I és II, PCNA (proliferating cell 

nuclear antigen)_ – bebizonyították, hogy poli-ADP-ribozilálódik (Simbulan-Rosenthal és 

mtsai, 1996). A hisztonok poli-ADP-ribozilációjáról is azt feltételezik, hogy a DNS replikáció 

alatt segíti a kromatinszerkezet lazulását (Boulikas, 1990). A PARP hiányos egerekbQl 

elQállított embrionális fibroblaszt sejtvonal lassúbb növekedése is a PARP-1 replikációban 

betöltött  szerepét valószín_síti. 

 Mivel a replikáció és a differenciálódás egymással kapcsolódó folyamatok, a fent leírt 

kisérleti adatok alapján valószín_ a PARP differenciálódást befolyásoló hatása is. A PARP 

gátlása valóban befolyásolja a differenciálódást több sejtmodellben. Néhány myeloid 

leukemia sejtvonalban megfelelQ stimulusokkal mind monocita/makrofág mind neutrofil 
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granulocita irányú differenciálódás kiváltható. NB4 akut promyelocita leukémia és HL-60 

akut myelocitás leukémia sejtek PARP szintje jelentQs változást mutatott attól függQen, hogy 

monocita/makrofág vagy neutrofil irányú differenciálódás történik (Bhatia és mtsai, 1995). 

Ezen kívül PARP inhibitorok gátolták a humán granulocita-makrofág progenitor sejtek 

makrofággá alakulását, a neutrofil-granulocita vonallá alakulást viszont kevésbé befolyásolták 

(Francis és mtsai, 1983). Más tanulmányokban a PARP overexpressziója gátolta az NB4 

sejtek retinsavval indukált neutrofil irányú terminális differenciálódását. PARP inhibitorok 

gátolták Daudi limfoma sejtek plazmasejtté differenciálódását is (Exley és mtsai, 1987). A 

differenciálódás modell-specifikus különbségeit hangsúlyozza az a megfigyelés is, hogy a 

benzamid PARP inhibitorok fokozzák a melanogenezist és a melanoma sejtek 

differenciálódását (Durkacz és mtsai, 1992). Ezen kívül a poli-ADP-riboziláció befolyásolja 

az eritroid differenciálódást (Rastl és Swetly, 1978, Morioka és mtsai, 1979, Terada és mtsai, 

1979, Sugiura és mtsai, 1984), a csirke embrió mesenchyma sejtek differenciálódását (Nishio 

és mtsai, 1983, Cherney és mtsai, 1985), és a trophoblast sejtek differenciálódását a 

tumorképzQdés során (Masutani, és mtsai, 2001). 

 

I.2.B.2. A PARP-1 szerepe a génexpresszió szabályozásában 

A poli-ADP riboziláció transzkripcióban betöltött szerepére számos kísérleti adat utal 

(de Murcia és mtsai, 1986, Lindahl, és mtsai, 1995). Yamada és mtsai (1990) leírják pl. hogy 

pancreas szigetsejtekben a nikotinamid és a 3-aminobenzamid csökkenti a II. típusú 

hisztokompatibilitási molekulák IFN-i és a TNF-c által indukált expresszióját, de az MHC-I. 

expressziót nem befolyásolja. Hasonló eredményeket közöltek humán pajzsmirigy és 

asztrocita sejteken is (Hiromatsu és mtsai, 1992, Taniguchi és mtsai, 1993, Qu és mtsai, 

1994). Kimutatták továbbá, hogy a PARP nikotinamiddal, 3-methoxibenzamiddal és 3-

aminobenzamiddal vagy INH2BP-vel történQ gátlása csökkenti a citokin-stimulált iNOS 

expressziót különbözQ sejttípusokon (Hauschildt és mtsai 1991, 1992, Pellat-Deceunynck és 

mtsai, 1994, Szabó és mtsai, 1998). Interleukin-1 beta-val stimulált nyúl szinoviális 

fibroblasztok 3-aminobenzamid kezelése csökkent kollagenáz szintézist eredményez, ami arra 

utal, hogy a PARP-nak szerepe van a kollagenáz termelés szabályozásában (Ehrlich és mtsai, 

1995). KésQbb PARP hiányos sejteken is bebizonyították, hogy a PARP-nak szerepe van a 

transzkripció szabályozásában. Szabó és mtsai (1998) kimutatták, hogy PARP-1-/- 

fibroblasztok mind a protein mind az mRNS szintjén csökkent iNOS expresszióval 

válaszoltak kombinált lipopoliszaccharid (LPS) és IFN-i stimulusra. Citokinnel stimulált 

HUVEC sejteken (human umbilikális véna endothel sejtek) a PARP gátlás vagy inaktiválás 
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csökkentette az ICAM-1, a P-szelektin és az E-szelektin expresszióját (Zingarelli és mtsai, 

1998, Sharp és mtsai, 2001). Azt is leírták, hogy ischaemia-reperfúzió során a PARP hiányos 

egerek szivében csökkent ezen adhéziós molekulák expressziója a vad típusú kontrollokhoz 

képest (Zingarelli és mtsai, 1998).  

 A PARP transzkripciós aktivitásának egyik komponense a kromatinszerkezet és 

funkció szabályozása. A poli-ADP-riboziláció negatív töltést ad a hisztonoknak, ami 

elektrosztatikus taszítást eredményez a DNS és a hisztonok között. A hiszton-DNS kapcsolat 

lazulása hozzáférhetQbbé teszi az átírandó DNS régiókat a transzkripciós apparátus számára, 

és így serkenti a transzkripciót (Althaus és mtsai, 1994). Meisterernst és mtsai (1997) szerint a 

PARP-1 a pozitív kofaktor 1 aktivitás funkcionális alkotórésze, és jelenléte (de aktivitása 

nem!) szükséges a preiniciációs komplex képzQdéséhez. Egy másik fontos megfigyelés a 

PARP-ról mint transzkripciós szabályozó faktorról de Murcia laboratóriumából származik 

(Oliver és mtsai, 1999). A PARP gátlás ismert gyulladásgátló és transzkripciót szabályozó 

hatása alapján azt feltételezték, hogy kapcsolat van a PARP-1 és a számos gyulladásos 

mediátor (citokinek, adhéziós molekulák, iNOS, COX-2) termelQdését beindító transzkripciós 

faktor, az NF-mB között. Kimutatták az NF-mB függQ transzkripció defektusát PARP-1 

hiányos sejtekben. Az NF-mB endogén inhibítorának, az ImB-nek a foszforilációja, 

degradációja és az NF-mB nukleáris transzlokációja nem sérült, de az NF-mB konszenzus 

szekvenciához való kötQdése igen (Oliver és mtsai, 1999). Az irodalmi adatok alapján úgy 

t_nik, hogy a PARP-1 NF-mB ko-aktivátor funkciójához nincs szükség a PARP-1 katalítikus 

hatására, hanem az a PARP-1 és az NF-mB közötti fehérje-fehérje interakció révén valósul 

meg (Hassa és mtsai, 2001, Chang és Alvarez-Gonzalez, 2001, Jagtap és mtsai, 2002, Soriano 

és mtsai, 2001c). 

A vad típusú és a PARP-hiányos fibroblasztok expressziós mintázatát DNS chip 

technológiával összehasonlítva a vizsgált 11000 génbQl 91 olyat találtak, melyek 

különbözQképpen expresszálódtak (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 2000). Érdekes lehet, és 

folyamatban van e technológia alkalmazása PARP által befolyásolt gének azonositására 

stimulált sejteken és in vivo a gyulladás különbözQ formáiban. 

 

I.2.C. A poli-ADP-riboziláció szerepe a sejthalálban 

A PARP aktivációt elQször Berger munkacsoportja hozta összefüggésbe a DNS 

károsító ágensek citotoxikus hatásával (Berger és mtsai, 1983,1986). Az általuk megalkotott 

sejtöngyilkossági hipotézis („suicide hypothesis”) lényege az, hogy az intenzív PARP 
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aktiváció elfogyasztja a sejtek NAD+ tartalmát, ami következményes ATP deplécióhoz és a 

sejt halálához vezet. Ez a sok ízben és különbözQ csoportok által is megerQsített megfigyelés 

indította el a PARP aktivációnak, mint sejteliminációs folyamatnak a részletesebb analízisét. 

Az utóbbi években  a poli-ADP-riboziláció kutatásának egyik központi kérdésévé vált, hogy a 

PARP aktiváció milyen típusú (apoptotikus vagy onkotikus) sejthalált vált ki. A sejthalál 

formáinak részletes jellemzése meghaladná e munka terjedelmét, ezért itt csupán röviden 

utalunk a két alapvetQ sejthalál-forma közti különbségekre. A sejthalál - a kiváltó stimulus 

jellegétQl, intenzitásától, az érintett sejttípus érzékenységétQl és a moduláló tényezQk 

aktivitásától függQen - alapvetQen két formában zajlik le, melyeket apoptózisnak és 

onkózisnak hívnak. (Az onkózis folyamatára korábban használt nekrózis kifejezést ma már 

inkább az egyed halála után bekövetkezQ, post mortem sejthalál megnevezésére tartják fenn.). 

I.2.C1. Poli-ADP-riboziláció és apoptózis  

Az apoptózis révén elhaló sejtekre jellemzQ a kompakt morfológia, a kromatin 

kondenzáció, a plazmamembrán épségének megQrzése és az apoptotikus sejtek fagociták által 

történQ gyors eliminációja. Apoptózis indukálható számos módon pl. sejtfelszíni receptorok 

ligandkötésével (Fas-ligand, TNF, TRAIL), DNS károsító ágensekkel (alkiláló szerek, 

ionizáló sugárzás, stb), mitokondriumra ható szerekkel. E sejthalál legtöbb formájában 

központi szerepet kapnak a kaszpáz (cysteinyl aspartate-specific proteases) enzimcsaládba 

tartozó proteázok és a mitokondriumból kiszabaduló apoptogén faktorok (pl. citokróm c, 

apoptózis indukáló faktor, SMAC/DIABLO).  

A PARP-1 és a sejthalál viszonyának tanulmányozására rányomta a bélyegét az, hogy 

a PARP-1 volt az apoptózis egyik fQ végrehajtó rendszerének, a kaszpázoknak az egyik 

elsQként azonosított szubsztrátja  (3. ábra) (Kaufmann és mtsai, 1993). Ennek a 

megfigyelésnek a hatására a PARP szerepét fQleg az apoptózis folyamatában vizsgálták. Az 

apoptosis során a kaszpáz-7 és a kaszpáz-3 a PARP-1-et két részre hasítja: egy 89 és egy 24 

kDa-os fragmentre (p89 és p24) (Tewari és mtsai, 1995, Germain és mtsai, 1999). Ezek a 

proteázok a PARP-1 NLS-ben elhelyezkedQ DEVD motivumnál vágják ketté az enzimet 

(Lazebnik és mtsai, 1994). A hasítás eredményeképpen a DNS kötQ domén szeparálódik a 

katalitikus doméntQl, ami az enzim inaktiválását eredményezi.  



 16

3. ábra PARP hasítás apoptózisban. A bal oldali panelen etopoziddal kezelt sejtek lizátumának Western blot 

analízise mutatja a 116 kDa PARP-1 hasítását p89-re és a bloton nem látható p24-re. A jobb oldali panelen 

staurosporinnal kezelt HeLa sejteken a PARP-1 hasításával keletkezQ neoepitópra specifikus monoklonális 

ellenanyaggal végzett immunfluoreszcens festés piros színnel jelzi a hasadt PARP-1-et, míg a DNS-t a kék DAPI 

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

 

A hasítási fragmentumok közül a p89 gátolja az intakt PARP-1 homoasszociációját, a 

p24 pedig a PARP-1 DNS-hez való kötQdését (Kim és mtsai, 2000a, b, D’Amours és mtsai 

2001). A PARP-1 inaktiválásának e túlbiztosítása valószín_síti, hogy a PARP-1 

aktivációjának gátlása létfontosságú az apoptotikus mechanizmus megfelelQ m_ködéséhez. A 

PARP-1 hasításának valószín_leg az a jelentQsége, hogy megelQzi az apoptózis késQbbi 

szakaszában bekövetkezQ DNS fragmentáció PARP aktiváló hatását, és így megQrzi a sejtek 

energiáját az apoptózis ATP igényes lépéseihez (Herceg és Wang, 1999).  

 FelvetQdik a kérdés, vajon a PARP-1 által végzett poli-ADP-riboziláció befolyásolja-e 

az apoptózis folyamatát. A PARP-1 apoptózist befolyásoló esetleges hatása csak az apoptózis 

korai, kaszpáz aktivációt megelQzQ szakaszaiban érvényesülhet. A PARP gátlószerekkel 

kapott eredmények ellentmondóak. A vizsgált sejttípustól és az apoptózist kiváltó 

stimulusoktól függQen a PARP gátlása hol gátolta (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 és mtsai, 1999, 

2001a, b, Berry és mtsai, 2000), illetQleg egyes esetekben nem befolyásolta az apoptózist 

(Watson és mtsai, 1995). A poli-ADP-riboziláció apoptózisban játszott fontos szerepét 

támogató legújabb megfigyelés Valina Dawson laboratóriumából származik. Dawson 

munkacsoportja kimutatta, hogy alkiláló szerrel, hidrogén peroxiddal vagy NMDA-val kezelt 

sejtekben az apoptózis indukáló faktornak (AIF) a mitokondriumból a sejtmagba történQ 

transzlokációja a PARP-1 aktivációjának következménye (Yu és mtsai. 2002). Ez a jelenség 
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összhangban van Virág és munkatársai korábbi megfigyelésével, mely szerint oxidatív 

stressznek kitett sejtekben a PARP-1 aktiváció felelQs a mitokondriális membránpotenciál 

csökkenéséért és a szekunder szuperoxid termelQdésért (Virág és mtsai 1998b), ami kiváltó 

oka lehet az AIF mitokondriumból történQ kiszabadulásának. 

Számos tanulmány szerint a PARP-1 nem szükséges az apoptózishoz. Nem sokkal 

azután, hogy a PARP-1 hiányos egerek rendelkezésre álltak, összehasonlították PARP+/+ és 

PARP-/- hepatociták, timociták, primer neuronok érzékenységét Fas, TNF-c, etopozid, 

dexametazon, és ceramid által kiváltott apoptózisban, és nem találtak különbséget a knock out 

és a vad tipusú sejtek között (Leist és mtsai, 1997b). Wang és munkatársai (1997) is 

zavartalan apoptózist találtak anti-Fas, gamma-sugárzás és dexametazon kezelés után PARP 

hiányos (knock out) sejtekben. Virág és mtsai sem találtak különbséget timocitákon 

dexametazon vagy anti-Fas-kezelés hatására létrejövQ apoptózisban (Virág és mtsai 1998a). A 

knock out egerek normális embrionális és posztnatális fejlQdése is ellentmond a PARP-1 

apoptózisban betöltött meghatározó szerepének (Wang és mtsai, 1995). Mindezek alapján úgy 

t_nik, hogy a PARP nem szükséges az apoptózis legtöbb formájához, de a PARP hasítása 

elengedhetetlen az apoptotikus folyamat zavartalan lefolyásához.  

 

I.C.2 Poli-ADP-riboziláció és onkózis 

Az onkózist az apoptózistól elkülönítQ legfontosabb ismérv a plazmamembrán 

integritásának megsz_nése és a sejt térfogatának növekedése, szemben az apoptotikus sejt 

kompaktációjával. Az onkotikus sejt tartalmának a környezetbe szivárgása gyulladást 

serkentQ stimulust jelent, míg az apoptotikus sejt a makrofágok fagocitózisa révén gyorsan 

elt_nik a szövetbQl. EbbQl következQen a sérült szövet szempontjából vizsgálva a történéseket 

a sejthalálformák nem egyenérték_ek, és az onkózis apoptózissá való átalakítása önmagában 

is terápiás elQnnyel járhat. Mindazonáltal, az apoptózis és onkózis biokémiai és morfológiai 

különbségeinek szem elQtt tartásával is kijelenthetjük, hogy e két sejthalálforma egymástól 

nem teljesen független entitás. Sokkal inkább egy folyamatos skála két végpontja, amint azt 

Lipton és Nikotera NMDA-val illetve peroxinitrittel kezelt neuronokon kapott eredményeik 

alapján javasolták (Bonfoco és mtsai, 1995, Nicotera és mtsai, 1999). Különösen oxidatív 

stresszel kiváltott, vagy erQs oxidatív stresszel jellemezhetQ sejthalálformákban enyhe 

stimulus apoptózist, míg az erQsebb onkózist vált ki. Az is megállapítást nyert, hogy az ATP 

és a NAD+ fontos meghatározói a sejthalál formájának (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 tükrében vizsgálva a PARP-nak mint egy NAD+-ot bontó enzimnek a 

szerepét a sejthalálban feltételezhetQ, hogy a PARP-1 fokozott aktivitása az ismert 

NAD+/ATP depletáló hatása következtében gátolhatja az apoptózis folyamatát, és azt az 

onkózis irányába terelheti. A PARP és a sejthalál szerepérQl szóló elsQ tanulmányok a PARP 

farmakológiai inhibitorainak (leggyakrabban a 3-aminobenzamid és a nikotinamid) használata 

alapján születtek (Szabó és Dawson, 1998). Ezen anyagoknak járulékos hatásaik is lehetnek 

mint pl. scavenger hatás. Több tanulmány azonban PARP-/- állatokból származó sejteket 

használva is megerQsítette a PARP szerepét az oxidánsok sejtkárosító hatásában. Az elsQ 

ilyen közleményben Heller és munkatársai (Heller és mtsai, 1995, Wang és mtsai, 1995) 

leírják, hogy a vad tipusú egérbQl származó sejtekkel összehasonlítva a PARP-/- egerekbQl 

származó pancreas szigetsejtek rezisztensek a nitrogén monoxid és oxidánsok okozta 

károsodásra. A sejthalál jellemzésére egy onkózis paramétert, a laktát dehidrogenáz (LDH) 

felszabadulását használták. Eliasson és munkatársai (1997) agyvelQ metszeteken mutattak ki 

különbözQ oxidánsokkal szemben védettséget PARP-/- fenotipusban. Watson és mtsai leírták, 

hogy hidrogén-peroxiddal kezelt HT-29 sejteken a 3-aminobenzamiddal történt PARP gátlás 

az onkózist gátolta, de az apoptózist nem (Watson és mtsai, 1995). Egy évvel késQbb Palomba 

és mtsai (1996) hidrogén-peroxiddal kezelt U937 myeloma sejteket vizsgálva azt találták, 

hogy a 3-aminobenzamid hatására onkózis-gátlás és ezzel párhuzamosan az apoptotikus DNS 

fragmentáció növekedése figyelhetQ meg. KésQbb Virág és mtsai (1998a,b) valamint Ha és 

Snyder (1999) is hasonló eredményekrQl számoltak be peroxinitrittel és hidrogén peroxiddal 

kezelt egér timocitákon és fibroblasztokon. A PARP aktiváció onkózisban betöltött szerepére 

utal az a megfigyelés is, hogy a PARP gátlása vagy az enzim hiánya elsQsorban azon betegség 

modellekben (stroke, myocardialis infarktus, mesenterialis ischaemia-reperfúziós károsodás) 

nyújt jelentQs védelmet, melyekben fQleg onkotikus típusú sejthalál dominál (Miesel és mtsai, 

1995, Schreiber és mtsai, 1995). 

A fent ismertetett kísérleti eredmények fényében indokoltnak látszik annak a széles 

körben elterjedt nézetnek a revíziója, amely szerint az onkózis egy passzív, farmakológiai 

módszerekkel nem befolyásolható folyamat. Az a kifejezett védQ hatás, ami aktív PARP 

hiányában számos gyulladás-modellben és reperfúziós károsodásban megfigyelhetQ, jól 

magyarázható a PARP gátlás antionkotikus hatásával.  
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I.3. Peroxinitrittel kiváltott poli-ADP-riboziláció különbözQ kórfolyamatokban 

Bár az extenzív DNS károsodás által kiváltott PARP-aktiváció révén megvalósuló 

sejthalál jelenségét Nathan Berger munkacsoportja már az 1980-as évek elején leírta, a 

jelenség nagyobb tudományos érdeklQdést igazából csupán egy évtizeddel késQbb váltott ki. 

Az 1990-es évek elején ugyanis Hubert Kolb munkacsoportja igazolta, hogy a nitrogén 

monoxid, a számos kórfolyamatban szerepet játszó szabadgyök is képes DNS törést és PARP 

aktivációt kiváltani (Heller és mtsai 1995). A szabadgyök biológia és medicina felvirágzása 

folytán számos nagy népcsoportot érintQ betegségben vált egyértelm_vé a reaktív oxigén és 

nitrogén tartalmú intermedierek (ROI és RNI) kóroki szerepe. E reaktív intermedierek közül 

megemlítendQ a hidrogén peroxid, a hidroxil gyök, a nitroxil anion és a peroxinitrit PARP 

aktiváló hatása. Ez utóbbi oxidánsról egyre inkább valószín_síthetQ, hogy a fokozott NO 

termelQdéssel járó DNS törés és PARP aktiváció „valódi mediátora”. Mivel vizsgálataink 

egyik súlyponti kérdése a peroxinitrit által kiváltott PARP aktiváció, ezért itt röviden 

ismertetem a peroxinitrit képzQdését és hatásait. 

 

I.3.A. A peroxinitrit biológiai hatásai 

A peroxinitrit a NO és a szuperoxid anion reakciója során keletkezik (Beckman és 

Koppenol, 1996, Groves, 1999). A peroxinitrit keletkezését a szuperoxid és/vagy a nitrogén 

monoxid túltermelQdése elQsegíti (Szabó, 1996a). Az NO az NO szintázok által katalizált 

reakcióban keletkezik argininbQl. A kis mennyiség_ NO termelésére képes konstitutív NOS 

(cNOS) enzimek, az endotheliális és neurális NOS (eNOS, nNOS) mellett gyulladásokban 

különösen fontos a majd minden sejttípusban indukálható és nagy mennyiség_ NO-t termelQ 

indukálható NO szintetáz (iNOS). Szuperoxid folyamatosan keletkezik a mitokondriális 

légzési lánc m_ködése során, valamint a NADPH oxidáz és a xantin oxidáz is termelik. A 

sejteket kiterjedt védekezQ rendszer (szuperoxid dizmutázok, kataláz, peroxidázok, nem 

enzimatikus antioxidánsok) védi az oxidatív stresszel szemben (Fridovich, 1999). Az egyetlen 

ismert biomolekula, amely hatékonyan versenyezhet a SOD-dal a szuperoxidért, a nitrogén 

monoxid. Joseph Beckman (1996) elképzelése nyomán terjedt el az a nézet, hogy azokban az 

állapotokban, amikor a nitrogén monoxid termelQdés megnövekszik, az NO lép reakcióba a 

szuperoxiddal, és peroxinitrit keletkezik: 

NO. + O2
.-  ONOO

-
 

Az NO reakciója a szuperoxiddal közelíti a diffúziós limitet, mértéke 6.7x109 M-1 s. 

Tehát a szuperoxid és az NO majdnem minden ütközése peroxinitritet eredményez. Mivel a 
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szuperoxid fél-életideje jelentQsen rövidebb (kevesebb mint egy ezred másodperc) mint a 

nitrogén monoxidé (másodpercek), és figyelembe véve az NO diffúzibilitását, a peroxinitrit 

képzQdés a szuperoxid termelQdés közelében történhet. Az NO és a szuperoxid equimoláris 

koncentrációja az ideális a peroxinitrit képzQdéshez, mert mind az NO mind a szuperoxid 

többlet csökkenti a peroxinitrit képzQdés esélyét. A peroxinitrit anion (ONOO-) pH függQ 

módon protonálódik (ONOOH) és a protonát forma homolízise révén hidroxil gyök és 

nitrogén dioxid keletkezik.  

Bár a peroxinitrit nem szabadgyök, hisz nincs párosítatlan elektronja, mégis reaktívabb 

azoknál a mokekuláknál, amelyekbQl keletkezik. A peroxinitrit reakcióba lép tiolokkal (Radi 

és mtsai, 1991a), lipid peroxidációt okoz (Radi és mtsai, 1991b), DNS töréseket hoz létre 

(Salgo és mtsai, 1995). A peroxinitrit számos szignál transzdukciós útvonalat tud aktiválni, 

több kináz (Go és mtsai, 1999, Klotz és mtsai, 2000, Mallozzi és mtsai, 1999, Oh-hasi és 

mtsai, 1999, Schieke és mtsai, 1999) és a foszfolipáz A2  (Palomba és mtsai, 2000) 

aktivációját stimulálja, más szignál transzdukciós útvonalakat pedig blokkolni képes. A 

peroxinitrit a leghatékonyabban azokat az enzimeket képes gátolni, melyek centrumában 

redox-aktív átmeneti fémek vannak (Beckman és mtsai, 1996, Groves és mtsai, 1999).  

 A peroxinitrit a fehérjéket oxidálja és/vagy nitrálja. Az oxidatív változások a fehérjék 

számos aminosav oldalláncának (metionin, cisztein, triptofán, tirozin) az oxidációját 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 oxidáció következtében számos 

enzim és ioncsatorna inaktiválódik (Viner és mtsai, 1999, Kuhn és mtsai, 1999a, Kuhn és 

mtsai, 1999b, Stepien és mtsai, 2000). Például a dopamin és szerotonin bioszintézis fQ 

enzimjeinek a tirozin vagy triptofán hidroxiláznak a peroxinitrit által okozott gátlása 

elsQsorban a szulfhidril oxidációnak, mintsem az enzimek nitrálásának az eredménye (Kuhn 

és mtsai, 1999a, Kuhn és mtsai, 1999b). A mangán tartalmú szuperoxid dizmutáz 

inaktiválásában viszont mind a tirozin oxidáció mind a nitrálás szerepet játszik (MacMillan-

Crow és mtsai, 1998). Azt, hogy a nitráció, vagy az oxidáció a meghatározó a peroxinitrit 

reakcióiban, a széndioxid jelenléte, a pH és a mikrokörnyezet határozza meg. A hidrofób 

membrán kompartmentek a nitrálásnak, a hidrofil környezet az oxidáxiónak kedvez (Zhang és 

mtsai, 2001, Tien és mtsai, 1999, Berlett és mtsai, 1998). A peroxinitrit a széndioxiddal 

reakcióba lépve nitrozo-peroxokarbonátot képez, ami a nitrálásnak kedvez (Gow és mtsai, 

1996b, Uppu és mtsai, 1996). Mivel a peroxinitritnek a széndioxiddal való reakciója igen 

gyors, ennek a reakcióútnak valószín_leg nagy a biológiai jelentQsége. 
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 A peroxinitrit egyik legjellegzetesebb reakciója a fehérjék aromás oldalláncainak, a 

tirozinnak és a triptofánnak a nitrálása (Alvarez és mtsai, 1996, Crow és mtsai, 1995). A 

tirozin kinázok szubsztrátjaiban a kulcsfontosságú tirozil oldalláncok nitrálása meggátolja a 

tirozin foszforilációját (Gow és mtsai, 1996a, Kong és mtsai, 1996). Mivel a fehérjék 

reverzibilis tirozin foszforilációja egy alapvetQ szabályozó mechanizmus, ennek a jelenségnek 

fontos szerepe lehet a peroxinitrit sejtfolyamatokra kifejtett hatásaiban. A peroxinitrit a 

triptofán oldalláncot is képes nitrálni (Alvarez és mtsai, 1996), bár ennek a reakciónak a 

jelentQsége kevéssé ismert.  

 A nitrotirozin elfogadott indikátora az in vivo termelQdQ peroxinitritnek (Beckman és 

mtsai, 1996, Crow és Ischiropoulos, 1996), bár meg kell jegyeznünk., hogy napjainkban a 

tirozin nitrálásnak más útvonalait is leírták. Például a CuZnSOD is katalizálhatja a peroxinitrit 

mediálta tirozin nitrálást (Ischiropoulos és mtsai, 1992) és a nitrotirozin keletkezhet nitritbQl 

és hidrogén peroxidból peroxidázok által katalizált reakcióban (Eiserich és mtsai, 1998, 

Sampson és mtsai, 1998). A nitrit és a hipoklórsav reakciója során keletkezQ vegyületek 

úgyszintén nitrálhatják a tirozint (Eiserich és mtsai, 1996). Érdekes, hogy van néhény olyan 

fehérje (pl. prosztaglandin szintáz és a ribonukleotid reduktáz), melyeknek az aktív 

centrumában tirozil gyök van, amit az NO is nitrálni tud (Guittet és mtsai, 1998, Gunther és 

mtsai, 1997). Azonban ezeknek az alternatív reakcióutaknak az in vivo jelentQsége még 

bizonyításra vár. 

 A szintetikus peroxinitrit mellett az endogén peroxinitritrQl és más oxidánsokról is 

kimutatták, hogy egyszálú DNS törést és PARP aktivációt okoz. Például immunstimulált 

makrofágokban és simaizom sejtekben, melyek egyidej_leg termelnek NO-t és szuperoxidot, 

és így peroxinitritet, egyszálú DNS törések mutathatók ki (de Rojas-Walker és mtsai 1995). 

Hasonlóképpen neuronok NMDA receptorainak aktivációja peroxinitrit termelQdést, egyszálú 

DNS törést és PARP függQ sejtkárosodást okoz (Eliasson és mtsai 1997). Makrofágok és 

hepatociták ko-kultúrájában az aktivált makrofágokból származó NO és oxidatív metabolitja, 

a peroxinitrit döntQ szerepet játszik a májsejtek károsodásában (Watanabe és mtsai. 2001). 

Régóta ismert továbbá az aktivált neutrofil sejteknek az a képessége, hogy a szomszédos 

sejtekben egyszálú DNS törést okoznak (Shacter és mtsai. 1988).  

 

I.3.B. PARP aktiváció patofiziológiai állapotokban 

Számos bizonyíték van arra vonatkozóan, hogy gyors, elhúzódó és hosszan tartó PARP 

aktiváció történik számos patofiziológiai állapotban. Ezek közül kiemelendQek az ischaemia-

reperfúziós és a gyulladásos folyamatok, bár traumában és sokkban is jellemzQ a PARP-1 
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aktivációja (Virág és Szabó 2002). Artéria cerebri media okklúzió és reperfúzió által kiváltott 

agyvérzésben, miokardiális infarktus után és szívtranszplantáció után a szívben aktiválódik a 

PARP (Endres és mtsai, 1998, Faro és mtsai, 2002, Fiorillo és mtsai, 2002, Szabó és mtsai, 

2002), ami a poli(ADP-ribóz) kimutatásával detektálható. PARP aktiváció mutatható ki a 

szívben és a tüdQben szeptikus sokk során (Watts és mtsai, 2001, Goldfarb és mtsai, 2002, 

Jagtap és mtsai, 2002, Soriano és mtsai, 2002), egerek tüdejében akut respiratorikus distressz 

szindrómában (Liaudet és mtsai, 2002), valamint diabéteszes állatok szívében (Pacher és 

mtsai, 2002b). Bár in vivo nehéz igazolni, hogy milyen stimulusra aktiválódik a PARP, in 

vitro adatok arra utalnak, hogy a PARP aktiváció kiváltója az egyszálú DNS törése, ami 

szabad gyökök, oxidánsok, leginkább hidroxil gyökök és peroxinitrit hatására következik be.  

Miután a PARP-1 aktivációját az ischaemia-reperfúziós és gyulladásos 

betegségmodellekben számos bizonyíték támasztja alá, felmerült a PARP-1 szerepének 

kérdése e kórfolyamatokban. Számos tanulmány igazolja, hogy a poli-ADP-riboziláció 

farmakológiai gátlása jelentQsen javítja az illetQ betegségmodellekben a legfontosabb klinikai 

és laboratóriumi paramétereket (infarktus terület, túlélés, gyulladásos sejtek migrációja, 

gyulladásos citokinek termelQdése, szervfunkciók). A farmakológiai eredményekkel 

egybehangzóan a PARP-1 deficiens egerek is szignifikáns, sokszor drámai mérték_ 

védettséget élveznek az ischaemia-reperfúziós és gyulladásos betegségmodellekben (Virág és 

Szabó 2002). A következQkben összefoglalom a PARP aktivációnak a gyulladás és a 

reperfúziós károsodás pozitív visszacsatolási ciklusának aktivációjában betöltött szerepét. 

Az ischaemia-reperfúzió és a gyulladás során citokinek serkentik a parenchimasejtek és 

a gyulladásos sejtek szabadgyök termelését. Ezen kívül a xantin oxidáz és neutrofilok 

NADPH oxidáz aktivációja révén jelentQs szuperoxid termelés történik. A konstitutívan 

termelQdQ NO mellett az iNOS is termel NO-t. Az oxidatív stressz egyszálú DNS töréseket 

indukál. A DNS törések aktiválják a PARP-ot, amely fokozza az NF-mB aktivációját, ennek 

következtében fokozódik az NF-kB függQ gének, így az iNOS, ICAM-1, MIP-1c, TNF-c és a 

C3 expressziója. A C5a keletkezése az endothel fokozott ICAM-1 expressziójával együtt, 

nagyszámú aktivált leukocitát mozgósít a gyulladásos góc felé, és így fokozza az oxidatív 

stresszt. A nagy fokú oxidatív stressz révén olyan szint_ DNS károsodás jön létre, ami 

tartósan magas PARP-1 aktivitást fenntartva, a NAD+ és az ATP depléciójával onkotikus 

sejthalált válthat ki. A ciklus számos pozitív visszacsatolási kör révén erQsödik, ahogyan az 

oxidatív stessz növekedése több DNS törést vált ki. E modell szerint a PARP központi helyet 

tölt be a gyulladásos károsodás pozitív visszacsatolási körében. 
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I.3.C. A peroxinitrit és a PARP aktiváció lehetséges szerepe a bQr kórélettanában  

 BQr homogenizátumból Western blottal vagy ELISA-val számos betegségben mutattak 

ki nitrotirozint, mint az in vivo peroxinitrit termelQdés bizonyítékát. Többek között 

peroxinitrittel kezelt patkánybQrben (Greenacre és mtsai, 1999), égésben (Rawlingson és 

mtsai, 2000), krónikus UVB sugárzás után (Hattoni és mtsai, 1996), egér leishmaniasisban 

(Giorgio és mtsai, 1996), ischaemia-reperfúziós károsodásban (Um és mtsai, 1999), 

szisztémás szklerózisban (Cotton és mtsai, 1999) sikerült nitrotirozint detektálni. A Western 

blot és az ELISA azonban nem ad információt arról, hogy a bQrben pontosan hol termelQdik a 

peroxinitrit, és hogy milyen sejttípusokat érint. Néhány esetben immunhisztokémiával is 

kimutatták a nitrotirozint a bQrben. Önként jelentkezQ emberek bQrére kent NO-donor 

tartalmú krém alkalmazása után kifejezett tirozin nitrációt lehetett kimutatni (Ormerod és 

mtsai, 1999), ami arra uta, hogy az exogén NO kombinálódhat az endogén szuperoxiddal, és 

peroxinitrit keletkezik. Ebben a vizsgálatban a tirozin nitrálását fQleg az epidermiszben 

észlelték. 

 A peroxinitritnek számos bQrbetegségben van szerepe. Ezek közül az egyik legtöbbet 

vizsgált elváltozás a napégés után kialakuló eritéma. Az ultraibolya B sugárzás NO és 

szuperoxid termelQdést indukál az endotel sejtekben és a keratinocitákban (Deliconstantinos 

és mtsai, 1995, 1996a, 1996b, 1996c). Az UVB sugárzás az NO és szuperoxid termelQdésért 

felelQs enzimeket aktiválni képes. Erre utalnak azok az adatok, melyek szerint a keratinocita 

citoszol preparátumban UVB sugárzás cNOS és a xantin oxidáz aktivációt indukált 

(Deliconstantinos és mtsai, 1996a). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy UV sugárzás 

hatására aktiválódik a cNOS és a xantin oxidáz, és ez NO és szuperoxid termelQdést 

eredményez. Az NO-ból és a szuperoxidból peroxinitrit keletkezik, ami felelQs lehet a 

napégés következtében kialakuló eritémáért. Kísérleti állatokon és önkénteseken a NOS 

gátlószert tartalmazó krém védelmet nyújtott az UV sugárzás által okozott eritéma ellen 

(Deliconstanitinos és mtsai, 1997).  

A PARP aktiváció szerepét a bQrben eddig alig vizsgálták. Munkánk elkezdésekor az 

irodalomban egy közleményt találtunk, melyben egy DNS károsító anyag, a kénmustár által 

kiváltott PARP aktivációról számoltak be keratinocitákon (Hinshaw és mtsai, 1999). Azóta 

igazolták a PARP aktiváció kóroki szerepét napégésben is (Farkas és mtsai. 2002). 
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II. Célkit_zések 

 

Munkánk során két központ téma köré csoportosítva az alábbi kérdések megválaszolását 

t_ztük ki célul: 

 

A peroxinitrit és PARP aktiváció szerepe a bQrben 

1. TermelQdik-e peroxinitrit a bQrben kontakt hiperszenzitivitási (CHS) reakció során? 

2. Kimutatható-e DNS törés és PARP aktiváció CHS-ben? 

3. Milyen mechanizmussal történik a peroxinitrit által kiváltott citotoxicitás HaCaT 

sejteken?  

4. Történik-e PARP- aktiváció a peroxinitrittel kezelt HaCaT sejtekben? 

5. Van-e szerepe a poli-ADP-ribozilációnak a keratinociták citokin-stimulált IL-8 és ICAM-

1 expressziójának szabályozásában? 

 

A peroxinitrit és PARP aktiváció szerepe egyéb oxidatív stresszel jellemezhetQ 

kórfolyamatokban 

6. TermelQdik-e peroxinitrit haemorrhagiás sokkban (HS)? 

7. Kimutatható-e és ha igen, milyen következményekkel jár a PARP aktiváció HS-ban? 

8. Kimutatható-e a peroxinitrit›DNS törés ›PARP aktiváció útvonal aktivitása diabéteszes 

vasculopathiában? 

9. Hogyan befolyásolja a poli-ADP-riboziláció gátlása a gyulladásos sejtek extravazációját 

kísérletes uveitisben. 
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III. Anyagok és módszerek 

 

III.1. Anyagok 

A peroxinitritet Dr Harry Ischiropoulostól (University of Pennsylvania, Medical 

Center, Philadelphia, PA) kaptuk. A PJ-34 egy 2-szubsztituált 6(5H)-phenantridinone, az N-

(6-oxo-5,6-dihydro-phenantridinin-2-yl)-N,N-dimethylacetamide HCl sója), melyet Dr. 

Prakash Jagtap (Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA) szintetizált. Minden egyéb vegyszer, 

melynek forrása nincs külön megnevezve, a Sigma-Aldrich-tól (St. Louis, MO) származik. 

 

III.2. Állatok 

Az állatkisérletek az Egyesült Államok Nemzeti Egészségügyi Intézete (NIH) által 

kiadott ’Útmutató laboratóriumi állatok gondozásáról és használatáról’ cím_ ajánlások 

figyelembe vételével történtek. A kezelési protokollokat az Állatkísérletes Bizottság 

elQzetesen jóváhagyta.  

A kontakt hiperszenzitivitási (CHS) modellhez nQstény CD1 egereket használtunk. 

A diabétesz modellhez 6-8 hetes hím, felnQtt BALB/c egereket használtunk (Taconic Farms, 

Germantown, NY, USA). 

A haemorrhagiás sokk (HS) modellhez a PARP-/- és vad tipusú PARP+/+ egerek Dr Z. Q. 

Wang (Inst. für Molekulare Pathologie, Bécs) laboratóriumából származnak, fenntarásuk és 

tenyésztésük az Inotek Pharmaceuticals (Beverly, MA) állatházában történt. A hím egerek 8-

10 hetesek, 24-28 gr súlyúak voltak. 

Az kísérletes uveitis modellhez 200-220 g-os hím Lewis patkányokat használtunk (Charles 

River Laboratories, Wilmington, Ma, USA). 

 

Az állatokat minden esetben igény szerinti táplálék és vízfelvétel és 12 órás 

megvilágítási ciklusok mellett, 21-23 flC-on tartottuk Az állatok megérkezése után 3-7 napot 

hagytunk az alkalmazkodáshoz.  

 

III.3. Módszerek 

III.3.A. Kontakt hiperszenzitivitási modell (CHS) és in vivo peroxinitrit kezelés 

Hat-hat egeret két kísérleti csoportba osztottunk (kontroll csoport és CHS csoport). A 

szenzitizálást az állatok leborotvált hasfalán végeztük 100 ol 2%-os oxazolonnal, mely aceton 

és oliva olaj 4:1 arányú keverékében volt feloldva (CHS csoport). A kontroll csoport állatait 
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100 ol oldószerrel (aceton : oliva olaj = 4:1) kezeltünk. Hét nap múlva mind a kontroll, mind 

a CHS állatok mindkét fülét 20 ol 0,5%-os oxazolonnal bekenve váltottuk ki a gyulladásos 

reakciót. Huszonnégy óra múlva az állatokat CO2-vel megöltük, a füleket azonnal 

eltávolítottuk és formalinba tettük, illetve fagyasztó médiumban lefagyasztottuk. 

Az in vivo peroxinitrit kezeléshez a peroxinitritet PBS-ben (pH=11,0) hígítottuk és 

400 nmólt kentünk az állatok leborotvált hasfalára. Harminc perc múlva a bQrt kimetszettük 

és fagyasztó médiumban lefagyasztottuk. 

 

III.3.B. Diabétesz modell, és a diabétesz monitorozása 

FelnQtt BALB/c egereket nagy dózisú streptozotocinnal (240 mg/kg ip.) kezeltünk a 

pancreas  d-sejtjeinek elpusztítása céljából. Az inzulin termelés megsz_nése hyperglycaemiát 

eredményezett végig a kísérletek 8 hete alatt. Egy kontroll csoport állatait streptozotocin 

helyett annak vivQanyagával (citrát puffer) kezeltünk. A PARP-ot PJ-34-vel gátoltuk (10 

mg/kg az állatok ivóvizébe keverve), a kezelést 1 héttel a streptozotocin adása után kezdve). 

A glikozilált hemoglobint kereskedelmi forgalomban kapható kittel (Sigma) határoztuk meg. 

A pancreas inzulin tartalmát pancreas homogenizátumból mértük ELISA-val. (A diabétesz 

kiváltását, monitorizálását, a kezeléseket és az érfunkciók mérését munkatársam, Dr. 

Francisco Garcia Soriano végezte.) 

 

III.3.C. Haemorrhagiás sokk modell 

Az egereket intraperitoneális ketamin (80 mg/kg) és xylazin (10 mg/kg) beadásával 

érzéstelenítettük. A jobb oldali arteria carotisba vezetett kanülön át monitoroztuk a 

vérnyomást. A jobb oldali arteria femoralis-t kanüláltuk, és ezen keresztül vettünk le vért, ill. 

pótoltuk a folyadékot. A sebészeti beavatkozás után az alapvetQ haemodinamikai értékeket 

stabilizáltuk, az értékeket rögzítettük. Ezután 30 percen át véreztettük az egereket. Átlagosan 

0,5-1 ol/g/min vér lebocsátásával súlyos vérzéses sokkot hoztunk létre. A vérvételt addig 

folytattuk, amíg a vérnyomás a 45 Hgmm-t el nem érte. Ezután 45 percig monitoroztuk az 

állatokat a vérnyomást vérvétellel illetve visszatranszfundálással folyamatosan 45 Hgmm-en 

tartva. Negyvenöt perc múlva, 10 percen át krisztalloid oldattal (steril, izotóniás sóoldat) 

pótoltuk a folyadékveszteséget az arteria femoralis katéteren keresztül.  

Az elsQ kísérletsorozatban a túlélést analizáltuk 5-5 PARP+/+ és  PARP-/- egérnél és a 

folyadékpótlás után a vérnyomást mértük az állat pusztulásáig. A második kísérletsorozatban 

a HS-ra vonatkozó patofiziológiai mehanizmusokat tanulmányoztuk 8-8 PARP+/+ és PARP-/- 
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egéren. A folyadékpótlás kezdete után 30 perccel elvéreztetéssel öltük meg az állatokat és 

laparotomia után szövettani vizsgálat céljára mintát vettünk a vékonybélbQl és egy részét 

fagyasztó médiumba ágyaztuk be, másik részét formaldehidbe tettük. (A haemorrhágiás sokk 

kiváltását és monitorozását munkatársam, Dr. Lucas Liaudet végezte.) 

 

III.3.D. Kísérletes uveitis modell 

Öt kontroll állat a talpába fiziológiás sóoldatot kapott, míg tíz patkányt 0127:B8 

szerotípusú E.coli-ból származó lipopoliszachariddal kezeltünk (150 og/állat, subcutan a jobb 

talpba fecskendezve). Egy órával az LPS kezelés elQtt 5 állat fiziológiás sót, 5 állat pedig 

fiziológiás sóban oldott PJ-34-et vagy GED-et kapott orálisan (10 mg/kg). A kezeléseket 

lokálisan (szemcseppben) is alkalmaztuk 0,1%-os PJ-34 és GED formájában. Tizennyolc 

órával az LPS befecskendezése után megöltük az állatokat. Az elülsQ szemcsarnokban 

kialakult gyulladás (uveitis anterior) fokát az íriszben levQ gyulladásos (CD11+) sejtek száma 

jelezte. A megölt állatok szemét eltávolítottuk, az íriszt McMenamin és Crewe (1995) 

módszere szerint  szeparáltuk. A kipreparált íriszeket 3x10 percig mostuk PBS-ben (pH 7.4), 

majd 2% paraformaldehidet és 6 % szukrózt tartalmazó PBS-ben (pH 7.4) fixáltuk 12 órán át 

4 flC-on. Végül a fixát íriszeket PBS-ben mostuk, és ezután végeztük a hisztológiai festéseket. 

 

III.3.E. Nitrotirozin kimutatása 

Az immunhisztokémiai vizsgálat során a paraffinba ágyazott (5 om) metszeteket  

deparaffináltuk és rehidráltuk (3x10 percig xilolban, majd csökkenQ koncentrációjú alkohol 

sorban (2x5 percig 100% etanol, 2x5 percig 95% etanol, 1x5 percig 70 % etanol). Öt perces 

PBS-ben (pH 7.2) történó mosás után az endogén peroxidáz aktivitás blokkolásához 15 percig 

3%-os hidrogén peroxiddal kezeltük, majd röviden PBS-ben mostuk a metszeteket.. A nem 

specifikus kötQdéseket a metszetek 2 %-os kecskeszérumban 1 órán át történt inkubálásával 

blokkoltuk. A nitrotirozin kimutatásához a metszeteket 1:300 hígítású nyúl poliklonális 

antinitrotirozin ellenanyaggal (Upstate Biotechnology, Lake Pacid, NY) inkubáltuk 2 órán át 

szobahQmérsékleten. (A kontroll metszeteket vagy normál nyúlszérummal vagy 1 mM 

nitrotirozin jelenlétében a primer ellenanyaggal inkubáltuk). PBS-ben történt alapos mosást 

(5x5 perc) követQen, az immunreaktivitást kecskében termelt biotinált anti nyúl-IgG 

másodlagos ellenanyaggal és avidin-biotin peroxidáz komplex-szel (ABC) mutattuk ki, 

Mindkét reakcióhoz Vector Elite kit-et (Vector Laboratories, Burlingame, CA) használtunk. 

A színreakciót nikkel-DAB szubsztráttal hívtuk elQ. Háttérfestésként nuclear fast red-et 
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használtunk 2 percen át, majd a metszeteket dehidráltuk és Permount mediummal rögzítve, 

tárgylemezzel fedtük. A mikroszkópos vizsgálatokat egy Zeiss Axiolab mikroszkóppal 

végeztük. A mikroszkópos felvételeket egy Fuji HC-300 digitális kamerával készítettük. 

 

III.3.F. Poli(ADP-ribóz) kimutatása 

Paraffinba ágyazott metszeteken (5 om) a PARP aktivitást az enzim végtermékének, a 

poli(ADP-ribóz)-nak a kimutatásával végeztük. A deparaffinálás, endogén peroxidáz 

blokkolás a nitrotirozin festésnél leírtak szerint történt. A nem specifikus kötések 

blokkolásához a metszeteket 2 %-os lószérumban inkubáltuk szobahQmérsékleten 2 órán át. A 

poli(ADP-ribóz) kimutatásához egér monoklonalis anti-poli(ADP-ribóz)-t (Alexis, San Diego, 

CA) használtunk 1:100 hígításban. Másodlagos ellenanyagként lóban termeltetett biotinált 

anti-egér IgG-t alkalmaztunk. A további lépések a nitrotirozin festésnél leírtakkal 

megegyeznek. 

 

III.3.G. PARP aktiváció vizsgálata enzim hisztokémiai módszerrel 

 A PARP aktivitást a szövetekben egy enzim hisztokémiai reakcióval is kimutattuk 

PARP szubsztrátként biotinált NAD+-ot használva (Zhang, 1997). A fagyasztott metszeteket 

95%-os etanolban fixáltuk –20 flC-on, majd PBS-ben mostuk. A reakcióeleggyel (100 mM 

Tris, pH 8.0, 10 mM MgCl2, 1mM ditiotreitol, 70 oM biotinált NAD+) 30 percig 

szobahQmérsékleten inkubáltuk a metszeteket. Kontrollként vagy 5 mM 3-aminobenzamidot 

adtunk a reakcióelegyhez, vagy kihagytuk a biotinált NAD+ -ot a reakcióelegybQl. PBS-ben 

történt háromszori mosás után a beépült biotint streptavidinnel konjugált peroxidázzal 

mutattuk ki (Trevigen, Gaithersburg, MD). A színreakciót és a háttérfestést az  

immunhisztokémiai módszereknél leírtakkal azonos módon végeztük. 

 

III.3.H. CD11+ sejtek kimutatása az íriszben 

A gyulladásos sejtek kimutatását ezen sejtek jellegzetes felszíni markerének, a CD11-

nek a detektálásával végeztük (Prendergast és mtsai 1998). A PBS-ben történt 10 perces 

mosás után 1% Triton-X tartalmú PBS-ben elQször 2 percig, majd 30 percig mostuk tovább az 

íriszeket. Ezután a nem specifikus fehérjekötések blokkolására az íriszeket 1% borjúszérumot, 

0,5 % lószérumot és 0,25%-os Triton-X-et tartalmazó PBS oldatban (pH 7.4) inkubáltuk 

szobahQmérsékleten folyamatos keverés mellett 2 órán át. Ezt követQen az íriszekre rátettük a 

primer ellenanyagot (egérben termelt anti-patkány CD11) 1:66 hígításban. A primer 
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ellenanyaggal egy éjszakán át 4 flC-on inkubáltuk az íriszeket, majd 1% Triton-X tartalmú 

PBS-ben mostuk 3x10 percig. Ezután alkalmaztuk a második ellenanyagot (lóban termelt 

biotinnal konjugált anti-egér IgG) 1:66 hígításban, 2 órán át 4 flC-on, majd 2x10 percig 1% 

Triton-X tartalmú PBS-ben mostuk. Ezután az endogén peroxidáz aktivitás inaktiválását 

végeztük metanolban hígított 2,5 %-os hidrogéperoxiddal 5 percig szobahQmérsékleten, amit 

3x10 perces 1% Triton-X tartalmú PBS-ben végzett mosás követett. Az immunreaktivitást 

avidin-biotin-peroxidáz komplex-szel detektáltuk (ABC) (Vector Elite kit, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA). A színreakcióhoz DMSO-ban oldott hidrogénperoxidot 

tartalmazó aminoetilkarbazolt használtunk. A színreakciót PBS-ben történt mosással 

leállítottuk, majd az íriszeket 4 quadránsra vágva tárgylemezen rögzítettük. Az okulárba 

helyezett négyzethálót tartalmazó üveg segítségével megszámoltuk a sejteket. (Egy négyzet 

1/16 mm2). Az íriszek minden quadránsában 4 négyzetben számoltunk meg a sejteket, majd 

minden íriszpárban kiszámoltuk a sejtszámok átlagát.  

 

III.3.I. DNS törések kimutatása  

A DNS töréseket a kereskedelemben kapható megfelelQ kittel (Roche Molecular 

Biochemicals, Indianapolis, IN) mutattuk ki a gyártó utasításait követve. A deparaffinált és 

rehidrált metszeteket 20 og/ml proteinase K-val (10 mM Tris/HCL-ben pH 7,8) kezeltük 30 

percig 37flC-on. A DNS törések szabad 3’ végeit terminális dezoxiribonukleotidil 

transzferázzal (TdT) jelöltük 60 percen át 37 flC-on. Az enzim fluoreszcein izotiocianáttal 

(FITC) konjugált dUTP-t épít be a tört DNS végek meghosszabbításaiba. Mosás után a 

metszeteket peroxidázzal konjugált anti-FITC-cel inkubáltuk (30 percig szobahQmérsékleten) 

és a peroxidáz aktivitást mutattuk ki az immunhisztokémiai módszernél leírtak alapján.  

 

III.3.J. Sejttenyésztés és peroxinitrit kezelés 

A HaCaT sejteket Ulrich RodecktQl (Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA) 

kaptuk és Norbert E. Fusening (Német Rákkutató Központ, Heidelberg, Németország) 

engedélyével használtuk. A sejteket RPMI 1640 médiumban tenyésztettünk, mely 10% 

borjúsavót, 10 mM glutamint, 10 mM HEPES-t, 100 U/ml penicillint és 100 og/ml 

streptomycint tartalmazott. A peroxinitrit koncentrációt spektrofotométerrel határoztuk meg 

abszorbciójának 302 nm-en történQ mérésével, 1670 M-1 cm-1 extinkciós koefficienst 

használva. A peroxinitritet PBS-ben hígítottuk (pH 11.0) és 1/10 térfogatban adtuk a 

sejtszuszpenzióhoz. Ilyen körülmények között a peroxinitrit hozzáadása nem emelte a 
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medium pH-ját. A kontroll mintákat csak PBS-sel (pH 11.0) kezeltük. A lebomlott 

peroxinitritet PBS-ben pH 7.2 -n, 37fl C-on 30 percig tartó inkubálással állítottuk elQ. A 

lebomlott peroxinitrit hatását megvizsgáltuk minden assayben és azt találtuk, hogy nincs 

hatása egyetlen általunk vizsgált paraméterre sem. 

 

III.3.K. Sejtproliferáció és citotoxicitás vizsgálata 

A sejtproliferációt kereskedelmi forgalomban kapható ELISA-val mértük (Amersham, 

Pharmacia Biotechnology, Piscataway, NJ), mely a BrDU beépülésén alapszik. A vizsgálatot 

96 lyukú szövettenyésztQ plate-en végeztük a gyártó utasításait követve. 

A citotoxicitást kolorimetriás MTT teszttel határoztuk meg, korábban leírtak alapján 

(Virág és munkatársai, 1995).  

 

III.3.L. Sejtes PARP aktivitás mérése 

A PARP aktivitást korábban leírtak alapján mértük (Virág és mtsai, 1998a). Húsz 

perces peroxinitrit kezelés után a médiumot 0,5 ml PARP pufferre cseréltük (56 mM Hepes 

pH 7.5, 28 mM KCl, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0,01 % digitonin, és 0,125 oM 3H-NAD) és 

37 flC-on, 10 percig inkubáltuk. Ezt követQen a sejteket felkapartuk, Eppendorf csövekbe 

tettük, és 200 ol jéghideg 50 %-os triklórecetsavval (TCA) a fehérjéket kicsaptuk. A mintákat 

4 órán át 4 flC-on inkubáltuk, majd  lecentrifugáltuk (10,000g, 10 perc) és a csapadékot 

kétszer jéghideg 5%-os TCA oldatban mostuk. A csapadékot 250 ol 2%-os SDS/0.1 N NaOH 

oldatban szolubilizáltuk egy éjszakán át 37 flC-on. A csövek tartalmát 7 ml ScintiSafe Plus 

szcintillációs folyadékhoz adtuk és a radioaktivitást folyadékszcintillációs számlálóban 

(Wallac, Gaithersburg, MD) mértük. 

 

III.3.M. Kaszpáz aktivitás meghatározása  

A kaszpáz aktivitást a fluorogen tetrapeptid-amino-4-metilkumarin konjugátum 

(DEVD-AMC) hasításával mértük (Virág és Szabó, 1998). Hat órás peroxinitrit kezelés után a 

sejteket felvakartuk, PBS-ben mostuk, majd lízis pufferben (10 mM HEPES, 0.1% CHAPS, 5 

mM ditiotreitol, 2 mM EDTA, 10 og/ml aprotinin, 20 og/ml leupeptin, 10 og/ml pepstatin A, 

és 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, pH 7.25) lizáltuk. A lizátumokhoz azonos 

mennyiség_ kaszpáz reakció puffert (100 mM HEPES pH 7.25, 10% sucrose, 5 mM 

ditiotreitol, 0.1 % CHAPS, 50 oM DEVD-AMC) adtunk, és az AMC felszabadulást 30 perc 
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múlva Shimadzu fluorimeterrel határoztuk meg 380 nm excitációs és 460 nm emissziós 

hullámhosszokat használva.  

 

III.3.N. DNS fragmentáció meghatározása 

A DNS fragmentációt kereskedelmi forgalomban kapható ELISA kittel (Roche 

Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) mértük a gyártó utasításait követve, korábban 

leírtak alapján (Virág és mtsai, 1998a). A módszer a citoplazma hisztonokkal asszociált DNS 

fragmentumainak mérésén alapszik. HaCaT  sejteket (2 x 105 ) szélesztettünk 12 lyukú plate-

eken 1000 ol tenyésztQ mediumban majd különbözQ koncentrációjú peroxinitrit kezelést 

alkalmaztunk. Hat órás inkubálás után (37 flC, 5 % CO2) a sejteket hideg PBS-ben mostuk, 

majd 400 ol inkubáló pufferben felkapartuk és 60 percig 4 flC-on inkubáltuk. A 

sejtlizátumokat Eppendorf csövekbe tettük és lecentrifugáltuk (10,000g, 10 perc). A 

felülúszókat tízszeresére hígítva ELISA-ban teszteltük (anti-hiszton elfogó ellenanyag, 

peroxidázzal konjugált anti-DNS másodlagos ellenanyag, ABTS szusztrát). Az abszorbciót 

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

 

III.3.O. Intercellularis adhéziós molekula 1 (ICAM-1) expressziójának meghatározása 

HaCaT sejteket 30 ng/ml (300 U/ml) rekombináns humán interferon-gamma-val 

(R(D Systems, Minneapolis, MN) stimuláltunk 24 órán át. A sejteket felkapartuk, és kétszer 

mostuk jéghideg PBS-ben. A festést 1 órán át jégen végeztük FITC-cel jelölt monoklonális 

anti-human ICAM-1 ellenanyaggal (Pharmingen, San Diego, CA) és azonos izotípusú, 

indifferens, FITC-cel konjugált kontroll monoklonális ellenanyaggal (Pharmingen). A sejteket 

kétszer mostuk jéghideg PBS-ben, majd 1%-os paraformaldehidben fixáltuk. A mintákat 

FACSCalibur áramlási citométerrel (Becton Dickinson, San Diego, CA)  analizáltuk, és az 

ICAM-1 expressziót az átlagos fluoreszcencia intenzitás növekedésével fejeztük ki. 

 

III.3.P. Interleukin-8 (IL-8) termelQdés mérése 

HaCaT sejteket PARP inhibitor jelenlétében és hiányában 24 órán át 20 ng/ml humán 

rekombináns IL-1d-val (R(D Systems, Minneapolis, MN) stimuláltunk. A felülúszókat 

összegy_jtöttük és az IL-8 mennyiségét kereskedelmi forgalomban kapható szendvics ELISA 

rendszerben mértük (R(D Systems, Minneapolis, MN).  
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III.3.Q. Statisztikai elemzés 

A HaCaT sejtek paramétereit négy párhuzamos minta átlagaként (‒SD) adjuk meg. A 

kísérleteket legalább n=3-4 alkalommal ismételtük meg. Student t tesztet és ANOVA-t 

használtunk az átlag értékek összehasonlításához. Statisztikailag szignifikáns különbségrQl 

legalább p>0.05 esetén beszélünk. Az ábrákon csillagal  jelöltük a primer stimulus 

szignifikáns hatását (*p<0,05; ** p<0,01), míg a kettQs kereszt a gátlószerek szignifikáns 

hatásait jelzi a primer stimulussal összehasonlítva (#p<0,05; ##p<0,01). 
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IV. EREDMÉNYEK 

 

IV.1. Peroxinitrit által kiváltott PARP aktiváció a bQrben 

Mivel a peroxinitritrQl ismert, hogy 

egyszálú DNS töréseket okoz human 

keratinocitákon (Spencer és mtsai, 1996), mi 

azt vizsgáltuk, hogy vajon a poli(ADP-ribóz) 

polimeráz aktiválódik-e peroxinitrittel kezelt 

keratinocitákon. E célból 400 nmol 

peroxinitritet kentünk az egerek bQrére, míg a 

kontroll csoport állatait a peroxinitrit 

hígítására használt pufferrel (PBS, pH 11.0) 

kezeltük. PARP enzimhisztokémiai 

módszerrel intenzív PARP aktivációt találtunk 

a peroxinitrittel kezelt bQrben, de a kontroll 

bQrben nem (4. ábra). A PARP aktiváció a 

keratinocitákban volt a legintenzívebb, bár 

néhány dermális sejt is pozitívan festQdött. A 

reakcióelegybe PARP inhibitort (5 mM 3-AB) 

keverve a reakció nem adott festQdést. 

4. ábra PARP enzimhisztokémia kontroll (A) és peroxinitrittel kezelt egér bQrön. 

 

 

IV.2. Mustárolaj által kiváltott tirozin nitrálás és PARP aktiváció a bQrben 

Mustárolajat kenve a bQrre, immunhisztokémiai módszerrel vizsgáltuk a nitrotirozin 

jelenlétét (anti-nitrotirozin ellenanyag) és a PARP aktivációt ]poli(ADP-ribóz) 

imunhisztokémia_. Érdekes módon bár a nitrotirozin az epidermis teljes vastagságában 

kimutatható volt, PARP aktivációt csupán az epidermisz bazális rétegében észleltünk (5. 

ábra). A kontroll metszeteken festQdést nem tapasztaltunk. 
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5. ábra Kénmustárral kezelt (B,D) és kontroll (A,C) egérbQrök nitrotirozin (A,B) és poli(ADP-ribóz) festése 

(C,D). 

 

IV.3. Kontakt hiperszenzitivitási modell (CHS) 

IV.3.A. Tirozin nitrálás a bQrben CHS reakcióban. 

Mivel a peroxinitrit különbözQ fehérjék tirozin oldalláncait nitrálja, így a szövetekben 

az in vivo termelQdQ peroxinitrit termelQdést jelzik a nitrotirozint tartalmazó fehérjék. CHS-

ben az egerek fülében immunhisztokémiai módszerekkel kimutatható a nitrotirozin jelenléte, 

míg a kontroll (nem szenzitizált) állatokban nem (6. ábra). A keratinociták tirozin nitrációja a 

gyulladásos fókuszokban (a mikroabscessusokban) volt a legintenzívebb. Némileg meglepQ 

módon csak kevés infiltráló granulocita mutatott nitrotirozin pozitivitást. 

 

IV.3.B. DNS törés és PARP aktiváció kimutatása CHS-ben 

Mivel a nitrotirozin jelenléte peroxinitrit termelQdést valószín_sít, ezért 

megvizsgáltuk, hogy DNS törések és PARP aktiváció kimutatható-e CHS-ben. TUNEL 

festést alkalmazva, a kontroll bQrben csak néhány elszórt sejtben találtunk pozitivitást. CHS-

bQl származó mintákban viszont intenzív TUNEL-pozitivitást találtunk a mikroabszcesszusok 

gyulladásos sejtjeiben és a keratinocitákban is (6. ábra).  

A B 

C D 
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6. ábra. Tirozin nitrálás, DNS törések és PARP aktiváció kimutatása egér CHS modellben. 
 
 

A PARP aktivitást PARP enzimhisztokémiai módszerrel detektáltuk. Míg a kontroll 

metszeteken nem találtunk PARP aktivitást, a CHS-ben erQs festQdést kaptunk a 

keratinocitákban és dermalis sejtekben is (6. ábra). A reakciót PARP inhibitor (5 mM 3-AB) 

jelenlétében végezve nem kaptunk festQdést. 
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IV.4.Vizsgálatok HaCaT sejteken 

IV.4.A. A peroxinitrit antiproliferatív és citotoxikus hatása HaCaT sejteken: a PARP 

aktiváció szerepe 

A peroxinitrit dózisfüggQ sejtproliferáció gátlást és citotoxicitást okoz (7. ábra). Az 

alacsonyabb peroxinitrit koncentrációknál megfigyelhetQ proliferáció-gátlásban a PARP 

aktiváció valószín_leg nem játszik komoly szerepet, mivel a 3-AB-nek nem volt szignifikáns 

hatása erre a paraméterre. Nagyobb koncentrációkban a peroxinitrit antiproliferativ hatása 

részben a PARP aktiváció révén valósul meg, amint azt a 3-AB szignifikáns védQ hatása jelzi. 

Még magasabb koncentrációkban a peroxinitrit citotoxikus hatást fejtett ki, amit a 3-AB (és 

egy másik, itt nem mutatott PARP inhibitor, 5 oM 3-amino-fenantridinon) szignifikánsan 

gátolt (7. ábra). A citotoxicitási vizsgálatok eredményei alapján joggal feltételeztük, hogy a 

peroxinitrit PARP aktivációt okoz HaCaT sejteken. Ennek igazolására megmértük a 

peroxinitrittel kezelt HaCaT sejtek PARP aktiváló hatását és azt találtuk, hogy a peroxinitrit 

koncentráció függQ módon fokozta a HaCaT sejtek PARP aktivitását (ábrán nem mutatjuk). A 

PARP aktivitás 3-AB-val teljesen gátolható volt.  

 
7. ábra Peroxinitrit hatása HaCaT sejtel proliferációjára (A) és viabilitására (B). 

 

IV.4.B. Peroxinitrit által kiváltott kaszpáz aktiváció és DNS fragmentáció 

Mivel ismeretes, hogy a peroxinitrit apoptózist okoz különbözQ sejttípusokban, pl. 

thymocytákon, HL-60 sejteken és PC12 sejteken (Estevez és mtsai, 1995, Lin és mtsai, 1995, 

Virág és Szabó 1998, Virág és mtsai, 1998a), ezért megvizsgáltunk két apoptotikus 
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paramétert peroxinitrittel kezelt HaCaT sejteken is. Azt találtuk, hogy HaCaT sejteken a 

peroxinitrittel kiváltott sejthalál magán viseli az apoptózis jellegzetességeit is, amint azt a 

megnövekedett kaszpáz-3 aktivitás és DNS fragmentáció is jelez (8. ábra). Peroxinitrittel 

kezelt HaCaT sejteken 3-AB jelenlétében kissé fokozódott DNS fragmentációt, és lényegében 

változatlan kaszpáz aktivitást mértünk. A 3-AB önmagában nem okozott sem kaszpáz 

aktivációt, sem DNS fragmentációt.  

 
8. ábra Kaszpáz aktivitás (A) és DNS fragmentáció (B) peroxinitrittel kezelt HaCaT sejtekben. 

 

IV.4.C. A PARP szerepe az ICAM-1 expresszió szabályozásában és az IL-8 

termelQdésben 

Human rekombináns interferon-i (30 ng/ml) kezelés hatására a sejtfelszíni ICAM-1 

expressziója kilencszeresére növekedett (9. ábra). Az interferon-i-val stimulált ICAM-1 

expressziót a PARP gátló 3-AB dózisfüggQen gátolta. A PARP inhibitor legmagasabb 

koncentrációja (4 mM) 50 %-kal csökkentette az ICAM-1 expressziót. Ismert továbbá, hogy 

szérum tartalmú médiumban a HaCaT sejtek spontán termelnek IL-8-at (Stein és mtsai, 1997). 

Mi azt találtuk, hogy az IL-1d növelte a HaCaT sejtek IL-8 termelését. PARP gátlás (4mM 3-
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AB) hatására mind a spontán, mind az IL-1d által stimulált IL-8 termelQdés gátolható volt, 

ami azt jelzi, hogy a PARP-nak szerepe van az IL-8 expresszió szabályozásában (9. ábra). 

 
9. ábra. 3-aminobenzamid hatása HaCaT sejtek ICAM-1 expressziójára és IL-8 termelésére. 

 

IV.5. Haemorrhágiás sokk modell 

A haemorrhágiás sokk állatmodelljében Dr. Lucas Liaudet az I. táblázatban 

összefoglalt megfigyeléseket tette:       I. táblázat 

VIZSGÁLT PARAMÉTER PARP+/+ PARP-/- SZIGNIFIKÁNS 

ELTÉRÉS 

Vérnyomás a 30 perces 

véreztetést követQen (Hgmm) 

46 ‒ 2 46 ‒ 1 nincs 

A kívánt vérnyomás eléréséhez 

levett vérmennyiség (ml/kg) 

22,9 ‒2,1 (30 percnél)

24,1 ‒2,8 (75 percnél)

22,7‒ 1,5 (30 percnél) 

25,4 ‒1,6 (75 percnél) 

nincs 

nincs 

Túlélés (perc) 149 ‒ 23 277 ‒ 16 van 

Vérnyomásesés a reszuszcitáció 

után 

rapid lassú van 

Aortagy_r_k kontraktilitása jelentQsen csökkent enyhén csökkent van 

Aortagy_r_k relaxációja nem szignifikánsan 

csökkent 

nem szignifikánsan 

csökkent 

nincs 

Bélpermeabilitás fokozódása 

(nl/perc/cm2) 

68,1‒7,8 13,7‒2,4 van 

 

##

##

##

##
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IV.5.A. HS okozta tirozin nitráció és PARP aktiváció a bélben 

Dr. Liaudet eredményei igazolják, hogy a PARP aktivitásnak szerepe van a HS által 

kiváltott keringésösszeomlás, béldiszfunkció és érkontraktilitás csökkenés kialakulásában. A 

PARP aktivációt közvetlen módon igazolandó hisztokémiai vizsgálatokat végeztünk. HS-on 

és reszuszcitáción átesett (HS) és álkezelt (kontroll) PARP+/+ és PARP-/- egerek 

vékonybelébQl paraffinba ágyazott metszeteket készítettünk. A HS csoportban 

immunhisztokémiai módszerrel PAR-t tudtunk kimutatni a PARP+/+ egerek bélmintáiban, ami 

PARP aktivációt jelez (10. ábra). A legintenzívebb PAR festQdést a károsodott bélbolyhok 

csúcsán lehetett látni, ahol egyrészt az epithel sejtek magja festQdött intenzíven, de a stroma 

sejtek is erQs festQdést adtak A HS-en átesett PARP-/- egereknél  ill. a kontroll csoportokban 

nem tudtuk a PARP aktivitást detektálni (10. ábra).  

                               Poli(ADP-ribóz)                 Nitrotirozin 

 

10. ábra Tirozin nitrálás és PARP aktiváció haemorrhágiás sokkos egerek beleiben. Vad típusú (PARP+/+ ), és 

PARP-1 deficiens (PARP-/- ) egerek reprezentatív festései. 

 

JelentQs tirozin nitrálást is ki tudtunk mutatni a HS-en átesett egerek belében a 

PARP+/+ csoportban, legintenzivebben a károsodott mikrovillusok csúcsi részein (10. ábra). 

Nitrotirozin festQdést kaptunk a PARP-/- csoportban is, de kevésbé intenzívet, és itt a 

bélbolyhok morfológiája csak enyhén károsodott. A kontroll csoportokban nem volt festQdés.  
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IV.6. Diabétesz modell 

A streptozotocinnal (STZ) kiváltott diabéteszes kísérletek klinikai részét (érfunkciós 

vizsgálatok) Dr. Francisco Garcia Soriano végezte. Kísérleti eredményeit a II. táblázatban 

foglalom össze:         II. táblázat 

VIZSGÁLT PARAMÉTER STZ STZ+PJ-34 SZIGNIFIKÁNS 

ELTÉRÉS 

STZ kezelést követQ 

hyperglycaemia dinamikája 

azonos azonos nem 

A pancreas inzulin tartalmának 

csökkenése a STZ után 8 héttel 

95,8% 94,1% nem 

 

Hemoglobin glikáció 

fokozódása 

75% 81% nem 

Aortagy_r_k acetilkolin által 

kiváltott relaxációja 

jelentQsen csökkent normális igen 

Aortagy_r_k fenilefrinnel 

kiváltott kontraktilitása 

jelentQsen csökkent enyhén csökkent igen 

Aortagy_r_k nátrium 

nitroprussziddal kiváltott 

relaxációja 

normális normális nem 

 

IV.6.A. A PARP aktiváció szerepe diabéteszes érendothel diszfunkcióban.  

Dr. Soriano eredményei igazolják, hogy a PARP aktivitásnak jelentQs szerepe van a 

diabéteszes érfunkcióromlás kialakulásában. Az enzim aktivációjának igazolására és a 

peroxinitrit lehetséges szerepének alátámasztására az alábbi kísérleteket végeztük. 

Diabéteszes egerek aortáiból készült metszeteken immunhisztokémiai módszerrel intenzív 

nitrotirozin festQdést kaptunk, ami arra utal, hogy ezekben a diszfunkciós erekben peroxinitrit 

termelQdött (11. ábra). A PARP gátlószerrel (PJ-34) kezelt állatok ereiben is találtunk pozitiv 

festQdést. A kontroll metszetekben nem tudtunk festQdést kimutatni.  

Mivel a nitrotirozin nagy valószín_séggel peroxinitrit hatására keletkezik, ami DNS 

töréseket okoz, megvizsgáltuk, hogy ki tudunk-e mutatni DNS töréseket diabéteszes 

aortákban. TUNEL festéssel nagyszámú DNS törést kaptunk a diabéteszes és a PARP 

inhibitorral kezelt aorta metszetekben is (11. ábra).  
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11. ábra. Tirozin nitrálás, DNS törések és PARP aktiváció kontroll, diabéteszes és PJ34-gyel kezelt 

diabéteszes egerek aortafalában. 

 

A PARP aktivitás kimutatását PARP enzimhisztokémiai eljárással végeztük, amit e 

kísérletsorozat során fejlesztettünk ki. Diabéteszes állatok ereiben intenzív festQdést találtunk, 

de a PARP gátlószerrel kezelt diabéteszes állatok aortájában nem volt PARP aktivitásra utaló 

festQdés (11. ábra).  

 

IV.7. Kísérletes uveitis modell 

A gyulladásos sejteket anti-CD11 felhasználásával mutattuk ki. Az endotoxinnal 

kezelt állatok íriszeiben nagyszámú gyulladásos sejt migrációját figyeltük meg (12. ábra). 
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Megvizsgáltuk, hogy történik-e PARP aktiváció ebben a gyulladás modellben (13. 

ábra). A PARP aktivitás kimutatását az enzim végtermékének, a poli(ADP-ribóz)-nak a 

detektálásával végeztük, anti-poli(ADP-ribóz) primer ellenanyag használatával, a fent leírt 

immunhisztokémiai módszerrel. Endotoxin (LPS) hatására nagyszámú pozitívan festQdQ sejtet 

tudtunk kimutatni fQleg az erek vetületeiben, míg a kontroll íriszekben nem kaptunk festQdést 

(13. ábra). A vaszkuláris lokalizáció jelenthet endotheliális festQdést, de az is lehetséges, hogy 

az érpályán belüli mononukleáris sejtek aktivációját kíséri fokozott poli-ADP-riboziláció. 

 

12. ábra CD11+ sejtes infiltráció endotoxinnal (LPS) kezelt 

patkányok íriszeiben 

13. ábra Poli(ADP-ribóz) kimutatása az íriszben. 

(Egy kontroll kép és két uveitisbQl származó 

íriszterület képe.) 
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Két farmakológiai kísérletet is végeztünk ebben a modellben. Megvizsgáltuk az 

indukálható nitrogén monoxid szintetáz (iNOS) gátlószerének a GED-nek és a PARP 

inhibitor PJ-34-nek a hatását a CD11+ sejtek migrációjára. Mindkét kezelést orálisan (14.ábra) 

illetve lokálisan (szemcseppben) (15. ábra) is alkalmaztuk. A PARP inhibitorral (10 mg/kg 

PJ-34) és az iNOS gátlószerrel (10 mg/kg GED) kezelt állatok íriszében az anti-CD11-vel 

festQdQ sejtek száma szignifikánsan csökkent. A szignifikáns csökkenés mind az orális, mind 

a lokális kezelés esetén egyaránt megfigyelhetQ volt (14. és 15. ábra). 
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14. ábra. Szisztémás PJ-34 és GED kezelés hatása kísérletes uveitisben. 
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15. ábra. Lokális PJ-34 és GED kezelés hatása kísérletes uveitisben. 
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V. Megbeszélés 

V.1. A peroxinitrit DNS károsodás PARP aktiváció útvonal szerepe a bQrben 

Ismeretes az irodalomból, hogy exogén peroxinitrit hatására a bQrben nitráció 

következik be a fehérjék tirozil oldalláncain (Beckman és Koppenol, 1996). A peroxinitrit 

PARP aktiváló hatásának ismeretében kísérletileg igazoltuk, hogy az exogén peroxinitrit 

PARP aktivációt vált ki a bQrben. 

Célunk volt annak megvizsgálása is, hogy a peroxinitrit›DNS károsodás›PARP 

aktiváció útvonal m_ködik-e bQrgyulladásban is. Vizsgálatunk tárgyaként a kontakt 

hiperszenzitivitási reakciót választottuk, melynek komplex pathomechanizmusa két részbQl 

áll (Grabbe és Schwarz, 1998). Az elsQ fázisban a bQrre kent lipofil anyag (a mi 

modellünkben az oxazolon) a bQr fehérjéit haptenizálva immunválaszt vált ki 

(szenzibilizálás). A szenzibilizálás természetesen más úton (pl. az antigén orális bejutását 

követQen) is megtörténhet. Ily módon szenzitizált egyénben a hapténnek a bQrrel történQ 

érintkezése egy késQi típusú hiperszenzitivitási reakció formájában megvalósuló gyulladást 

vált ki (effektor fázis). Kísérleteinkben kimutattuk, hogy a CHS effektor fázisában kifejezett 

tirozin nitráció alakul ki az epidermiszben. A szövetben kimutatott nitrotirozin valószín_leg 

az in vivo termelQdQ peroxinitrit indikátorának tekinthetQ. A másik fQ tirozin nitrálási 

mechanizmus, a granulocyták myeloperoxidáz aktivitása révén valósulhat meg (Sampson és 

mtsai, 1998), de ez CHS-ben nem t_nik jelentQsnek, mivel a bQrben levQ, nagyszámú 

neutrofil granulocitát tartalmazó mikroabszcesszusok nem festQdtek nitrotirozinra. Az 

infiltráló sejtekkel ellentétben, a keratinociták mutatták a legkifejezettebb nitrotirozin 

festQdést, ami azt mutatja, hogy a bQrben CHS folyamán a peroxinitrit elsQdleges célpontjai a 

keratinociták. A fokozott tirozin nitráció valószín_leg a gyulladásos citokinek által indukált 

fokozott iNOS aktiváció és szuperoxid túltermelQdés következtében jön létre. Az iNOS által 

szintetizált NO és a szuperoxid reakciója során peroxinitrit keletkezik, ami a tirozint nitrálja. 

Az oxidatív stresszállapotot valószín_síti a nagyszámú DNS törés jelenléte a keratinocitákban 

és az infiltráló sejtekben, amint azt TUNEL módszerrel kimutattuk. A peroxinitritrQl 

korábban már leírták, hogy számos sejttípusban, így humán keratinocitákban is, DNS 

károsodást okoz (Spencer és mtsai, 1996, Szabó, 1996a,b). Mivel a peroxinitrit apoptózist 

okozhat, elvileg nem zárható ki, hogy a TUNEL-pozitív sejtek apoptotikusak, hiszen a 

TUNEL festést széles körben alkalmazzák apoptotikus sejtek detektálására. Az eljárás 

tulajdonképpen a DNS szabad 3’-OH végeit ismeri fel, ami egyszálú és dupla szálú DNS 

törésekben is létrejön. A TUNEL technikát ezért használják egyszálú DNS kimutatására is 

(Didier és mtsai, 1996, Ahmani és Ong, 1999, Jung és mtsai, 2000, Mihm és mtsai, 2000, 
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Shen és Ong 2000). SQt napjainkban azt is leírták, hogy a proteináz K kezelés (mely az 

általunk használt TUNEL kit protokoljának is része) fokozza az egyszálú DNS törések 

kimutatását nem apoptotikus sejtekben (Gal és mtsai, 2000). Rendszerünkben úgy gondoljuk, 

hogy egyszálú DNS törések felelQsek a legtöbb TUNEL pozitivitásért, mivel a TUNEL-

pozitív sejtmagok túlnyomó többsége nem mutat apoptotikus morfológiát. Továbbá a legtöbb 

TUNEL-pozitív sejt negatívan festQdik p85-PARP-ra (a 116 kDa-os PARP ból az apoptózis 

során, kaszpázok által történQ hasítással keletkezQ fragmentumra). Továbbá azt találtuk, hogy 

a gyulladásos gócok körül a keratinociták majdnem 100%-a TUNEL-pozitív, ami egy 

valószín_tlenül magas apoptotikus arány lenne. 

Az intenzív DNS károsodás ismeretében nem meglepQ, hogy PARP aktivációt is ki 

tudtunk mutatni enzimhisztokémiai módszerrel. Az enzim aktivációja különösen az epidermis 

bazális rétegében volt szembet_nQ, míg a felszínes, differenciált sejtek nem festQdtek. Ennek 

a különbségnek a vizsgálata elvezethet a sejtek oxidatív stresszérzékenységét meghatározó 

tényezQk megismeréséhez. Lehet ugyan, hogy csupán arról van szó, hogy a bazális sejtek 

jobban ki vannak téve a dermisbQl származó ROI/RNI hatásainak, de a DNS törés diffúz 

eloszlása ennek ellentmondani látszik. Valószín_bbnek tartjuk, hogy a bazális réteg 

proliferálódó sejtjei a gyorsabb metabolizmus, eltérQ kalcium homeosztázis, a csökkent 

antioxidáns védelem, vagy egyéb nem ismert tényezQ miatt érzékenyebbek az oxidatív 

stresszre. Minazonáltal ennek a jelenségnek a vizsgálata további kísérleteket igényel. 

 Vizsgáltuk a peroxinitrit HaCaT sejtekre gyakorolt hatását és a PARP szerepét a 

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

fokozza a HaCaT sejtek proliferációját (Stallmeyer és mtsai, 1999). Ezzel szemben, jelen 

munkánkban azt találtuk, hogy az alacsony koncentrációjú peroxinitrit antiproliferatív hatású, 

tovább erQsítve azt a megállapítást, hogy az NO és a peroxinitrit sejtekre gyakorolt hatásai 

különbözQek lehetnek. Az NO és a peroxinitrit gyakran ellentétes sejtes hatásainak alapja az 

eltérQ kémiai szerkezetben, eltérQ reaktivitásban, és az eltérQ targetmolekula spektrumban 

rejlik. Nagyobb koncentrációban a peroxinitrit a citotoxicikus hatásúnak bizonyult. Korábbi 

megfigyelésekkel összhangban (Szabó és mtsai, 1998, Virág és mtsai, 1998a, 1998b) a PARP 

gátlószerek sejtvédQ hatását figyeltük meg peroxinitrittel kezelt HaCaT sejteken. A 3-AB 

citoprotektív hatása az apoptózist nem befolyásolta, hiszen a kaszpáz aktiváció és a DNS 

fragmentáció nem csökkent. Éppen ellenkezQleg, a 3-AB enyhén fokozta a peroxinitrit által 

indukált apoptotikus DNS fragmentációt. Ez nem a 3-AB citotoxikus hatásának a 

következménye, hisz a 3-AB önmagában nem citotoxikus, és nem okoz kaszpáz aktivációt és 

DNS fragmentációt sem. Az oxidatív hatásoknak kitett sejtekben a 3-AB jelenlétében mért 
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emelkedett apoptotikus paraméterek, korábbi megfigyelésekkel összhangban (Virág és mtsai, 

1998a, Filipovic és mtsai, 1999, Ha és Snyder, 1999), valószín_leg a PARP apoptózis-

nekrózis kapcsoló hatásával magyarázható. A PARP gátlószerek antinekrotikus hatásának in 

vivo gyulladáscsökkentQ hatása lehet, mert megvédi a szöveteket a sejttartalom kiáramlásának 

gyulladáskeltQ hatásától.  

CHS-ben és más gyulladásos bQrbetegségekben a PARP befolyásolja a keratinocita 

aktivációt is. Ismert, hogy a keratinociták számos humorális faktort, citokineket és 

kemokineket, köztük IL-8-at is termelnek. Az IL-8 felelQs a neutrofil granulocitáknak a 

gyulladás helyére történQ mozgósításáért. A gyulladás során végbemenQ sejtes infiltráció 

szabályozásában az adhéziós molekuláknak (pl. ICAM-1) is fontos szerepük van. Az a 

megfigyelésünk, hogy a HaCaT sejtek IL-8 termelését és ICAM-1 expresszióját csökkentette 

a PARP gátlószer 3-aminobenzamid, jelentQséggel bírhat a PARP gátlás gyulladásgátló 

hatásának megértésében (Zingarelli és mtsai, 1998). A gyulladás mediátorainak (pl. 

kemokinek és adhéziós molekulák) expresszióját az NFmB nev_ transzkripciós faktor is 

szabályozza (Baeuerle és Baltimore, 1996). Ismert, hogy a PARP-1 az NFmB aktiváció 

kofaktora (Oliver és mtsai, 1999) ami magyarázatot szolgáltathat arra, hogy a PARP gátlása 

csökkenti az IL-8 termelQdését és az ICAM-1 expresszióját. Ennek ellentmondani látszik, 

hogy jelen ismereteink szerint a PARP-1 és az NFmB fehérjék fizikai asszociációja felelQs a 

PARP-1 transzkripciót moduláló aktivitásáért, amihez az enzim aktivitása nem szükséges. 

Ezért lehetséges, hogy a PARP gátlószerek más útvonalak (pl. AP-1?, NF-AT?) befolyásával 

fejtik ki transzkripciós szabályozó hatásukat. 

 Egy másik gyulladásos bQrmodellben is kimutattuk a PARP aktivációját. Mustár olajat 

kenve a bQrre, immunhisztokémiai módszerrel poli(ADP-ribóz)-t mutattunk ki fQleg az 

epidermisz bazális rétegében. Bár az nem teljesen világos, hogy mi aktiválja a PARP-ot a 

mustár olaj hatására létrejött vezikulákban. Az egyik lehetséges mechaniznus az kénmustár 

által alkilált DNS direkt PARP aktiváló hatása. A kénmustárral kezelt bQrben kifejezett tirozin 

nitráció is kimutatható, ami valószín_leg peroxinitrit jelenlétére utal. Ez az eredmény 

összhangban van azzal a korábbi megfigyeléssel, mely szerint a mustár olajjal kezelt bQrben 

emelkedett NO termelés mutatható ki. Lehetséges, hogy ebben a modellben az intrakután 

keletkezQ peroxinitritnek szerepe van a PARP aktiváció kialakulásában. Egyre több cikkben 

írnak iNOS expresszióról bQrgyulladás különbözQ formáiban, ami arra utal, hogy ezekben az 

állapotokban az intrakután termelQdQ peroxinitrit aktiválhatja a PARP-ot a bQr különbözQ 

sejtjeiben. 
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V.2. PARP aktiváció diabéteszes endotheliopathiaban 

A cukorbetegek életminQségét fQleg az alapbetegség szövQdményei, s ezen belül is 

elsQsorban az érszövQdmények (makro- és mikroangiopathia) határozzák meg. A diabéteszes 

vasculopathia pathomechanizmuában már korábbról ismert volt a kóroki szerepe, és tudott 

volt, hogy a hyperglycaemia érdiszfunkciót kiváltó hatásai részben az endothelsejteken 

keresztül érvényesül (Brownlee, 2001). A hyperglycaemia három, látszólag egymástól 

független útvonalon keresztül fejti ki kóros hatását az érendothelre: a glükózból keletkezQ 

AGE (advanced glycation endproducts) révén, a glükóz által kiváltott protein kináz C 

aktiváción keresztül és az aldóz reduktáz útvonal fokozódása által. Brownlee munkacsoportja 

mutatta ki, hogy a szabad gyökök és reaktív intermedierek egy közös kapcsolódási pontot 

jelentenek a hyperglycaemia endotheliopathiás hatásának kiváltásában (Nishikawa és mtsai 

2000). Eredeményeik szerint a hyperglycaemia ROI termelést indukál az endothelsejtekben, 

és a ROI útvonal blokkolása (pl. a mitokondriális elektronszállító rendszer vagy az oxidatív 

foszforiláció gátlásával, illetve szuperoxid diszmutáz transzfekciójával) meggátolja 

mindhárom kóros szignálútvonal aktivációját (Nishikawa és mtsai, 2000). 

A mi munkacsoportunk eredményei egy új, de szintén az oxidatív stressz által aktivált 

útvonal, a PARP aktiváció szerepére hívják fel a figyelmet. Munkatársam, Francisco Garcia 

Soriano eredményei igazolják, hogy a hyperglycaemia endotheliális diszfunkciót kiváltó 

hatásai jelentQs részben a fokozott poli(ADP-ribóz) metabolizmus révén érvényesülnek. Az 

általunk végzett szövettani vizsgálatok, és az endothelsejteken végzett kísérletek további 

információkkal szolgáltak a PARP aktiváció mechanizmusára vonatkozóan. A 

hyperglycaemiás állatokból származó érpreparátumok intenzív nitrotirozin festQdése alapján 

valószín_síthetQ, hogy peroxinitrit is képzQdik a diabéteszes állatok ereinek falában. Az 

endothelsejtek által expresszált eNOS mellett hyperglycaemia hatására iNOS is megjelenhet 

és így jelentQs mennyiség_ NO képzQdhet, ami a fokozott mitokondriális szuperoxid 

termelQdéssel együtt kedvezQ körülményeket teremthet a peroxinitrit képzQdés számára. A 

tenyésztett endothelsejteken végzett PARP aktivitás méréseink is arra utalnak, hogy mind NO 

mind szuperoxid termelés szükséges a hyperglycaemia maximális PARP aktivációt okozó 

hatásához, hiszen mind a SOD+kataláz, vagy a SOD mimetikus MnTBAP, mind pedig az NO 

gyökfogó cPTIO és a cNOS gátlószerek szignifikánsan és jelentQs mértékben gátolták a 

hyperglycaemia PARP aktiváló hatását. 

Az oxidatív stressz és a PARP aktiváció közötti „hiányzó láncszem”, a DNS törés 

igazolására is végeztünk kísérleteket. A hyperglycaemiás állatokból származó 
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érpreparátumokban TUNEL módszerrel jelentQs számú DNS törést tudtunk kimutatni. A 

TUNEL pozitív magok 90% fölötti aránya, valamint e magok apoptotikus morfológiájának 

hiánya alapján valószín_, hogy a TUNEL assay nem kettQs, hanem egyszálú DNS törést jelez 

a metszeteinkben. 

 

V.3. PARP aktiváció haemorrhágiás sokkban 

A baleseti trauma a fejlett országokban a vezetQ halálokok között szerepel. A súlyos 

trauma egyik legveszélyesebb szövQdménye a jelentQs vérveszteség, ami a keringés 

összeomlásához, sokkhoz vezet. A sokk összetett pathomechanizmusában egyértelm_en 

fontos szerep jut az oxidatív stressznek (Salvemini és Cuzzocrea, 2002). Számos kísérletes 

munka igazolja az oxigénbQl keletkezQ szabad gyökök és reaktív intermedierek fokozott 

termelQdését sokkos állapotban. A különbözQ antioxidáns stratégiák hatásossága alapján 

valószín_síthetQ a ROI kóroki szerepe is a haemorrhágiás sokkban (Salvemini and Cuzzocrea, 

2002). A reaktív nitrogéntartalmú intermedierek (RNI) alapmolekulájának, a nitrogén 

monoxidnak a HS-ben játszott esetleges szerepére úgyszintén számos adat utal. Különösen az 

indukálható nitrogén monoxid szintetáz (iNOS) kóroki szerepe valószín_síthetQ HS-ban, 

amint azt az iNOS specifikus gátlószerek (L-NIL, MEG) sokkellenes hatásai jelzik (Tsukuda 

és mtsai, 2000, Zingarelli és mtsai, 1997). A ROI és RNI együttes termelQdése joggal vetette 

fel a peroxinitrit képzQdés lehetQségét is HS-ban. A HS patkánymodelljében megfigyelt 

fokozott dihidrorodamin 123 oxidáció további megerQsítést nyújtott ehhez a feltételezéshez 

(Szabó és mtsai 1995). A nagyfokú oxidatív stressz és különösképpen a peroxinitrit képzQdés 

alapján már korábban felvetQdött a PARP aktiváció és a következményes sejtenergetikai 

„katasztrófa” kóroki szerepe is (Szabó, 1996b). A poli-ADP-riboziláció gátlószerei valóban 

jelentQsen javították mind a túlélést, mind a szervfunkciókat a HS állatmodelljeiben (Virág és 

Szabó, 2002). 

Jelen vizsgálatainkban további, közvetlen bizonyítékokat szereztünk ennek az 

útvonalnak a m_ködésérQl HS-ban. A HS-ben történQ peroxinitrit termelQdést nitrotirozin 

immunhisztokémiai kimutatásával igazoltuk, míg a PARP aktivációját poli(ADP-ribóz) 

immunhisztokémiával mutattuk ki. A PARP-/- állatok védettsége a HS okozta túléléssel és 

bélpermeabilitással szemben arra utal, hogy a PARP aktivációnak valóban kóroki szerepe van 

a HS pathomechanizmusában. Ezek az eredmények jó egyezésben vannak korábbi 

farmakológiai tanulmányokkal is (Virág és Szabó, 2002). 
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V.4. PARP aktiváció kísérletes uveitisben 

A kísérletes autoimmun uveitis immunogén szemfehérjékkel történQ immunizálással 

váltják ki (Shimizu és mtsai, 1999). Hasonló gyulladás váltható ki a szemben bakteriális 

lipopoliszacharid (LPS) intraplantáris alkalmazásával. Mi ez utóbbi módszert alkalmazva 

jelentQs CD11+ sejtes infiltrációt váltottunk ki Lewis patkányok íriszében. A gyulladásos 

infiltrációt mind az iNOS gátlószer GED, mind a PARP gátló hatású PJ-34 szignifikánsan 

csökkentette. Ezek az eredményeink felvetik annak a lehetQségét, hogy kísérletes uveitisben is 

m_ködik az NO › ONOO- ›PARP aktiváció útvonal. Irodalmi forrásokból tudjuk, hogy 

iNOS expresszió valóban bekövetkezik kísérletes uveitisben (Shimizu és mtsai, 1999). 

Szintén leírtak tirozin nitrációt is, ami peroxinitrit termelQdést jelez (Wu és mtsai, 1997, 

Shimizu és mtsai, 1999). Az is ismeretes, hogy nem szelektív NOS gátló kezelés 

gyulladáscsökkentQ hatású kísérletes uveitisben (Goureau és mtsai, 1995). FelvetQdik a 

kérdés, hogy vajon milyen mechanizmussal járulhat hozzá a peroxinitrit az uveitis 

kialakulásához. Liversidge és mtsai (2002) kimutatták, hogy a NOS által termelt NO 

peroxinitrit képzQdéséhez vezet kísérletes uveitisben, és az ily módon képzQdött peroxinitrit a 

fotoreceptorok apoptózisát váltja ki. Érdekes módon ezt nem a peroxinitrit közvetlen 

citotoxikus hatásával találták összefüggésbe hozhatónak, hanem a peroxinitritnek a FAS/FAS 

ligand apoptotikus útvonalat serkentQ hatásával (Liversidge és mtsai, 2002). A mi vizsgálati 

eredményeink mind az NO/ONOO- mind a PARP esetében a gyulladásos sejtek 

migrációjának szerepét hangsúlyozzák. Ezek a hatások, megítélésünk szerint, valószín_leg az 

adhéziós molekulák szintjén jutnak érvényre. Ismeretes ugyanis, hogy a peroxinitrit képes 

adhéziós molekulák indukciójára neutrophil granulocytákon (Zouki és mtsai, 2001), a PARP-

1 pedig a korábban részletezett NFmB koaktivátor funkciója révén szabályozza e folyamatot. 

A peroxinitrit IL-8 termelést kiváltó hatását is leírták, melynek révén fokozott neutrophil 

kemotaxist stimulálhat (Filep és mtsai, 1998). Mindazonáltal mind a NOS gátlás, mind pedig 

a PARP gátlás uveitisre kifejtett hatásának mechanizmusa további vizsgálatokat igényel. 

 

V.5. Az oxidatív stressz által kiváltott PARP aktiváció, mint terápiás beavatkozások 

lehetséges célpontja 

 FelvetQdik a kérdés, hogy vajon az általunk vizsgált peroxinitrit ›DNS törés› PARP 

aktiváció útvonal milyen terápiás beavatkozások lehetQségét kínálja sokkos, gyulladásos 

betegségekben. Korábbi munkák sokrét_ bizonyítékokkal szolgáltak egyrészt a PARP 

aktiváció bekövetkezését, másrészt a PARP gátlásnak a különbözQ gyulladásos, reperfúziós 
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betegségek szövet- és szervfunkciókat kedvezQen befolyásoló hatásait illetQen (Virág és 

Szabó, 2002). Azt gondoljuk, hogy a PARP inhibitorok megvédhetik a sejteket az oxidatív 

stressz okozta funkciózavartól és citotoxikus hatástól a sejtek energiakészletének megQrzése 

révén. Az irodalomban gyakran említik az NFmB aktiváció PARP gátlószerekkel történQ 

esetleges blokkolásának a jelentQségét is, mint a PARP gátlás kedvezQ farmakológiai 

hatásának egyik lehetséges momentumát (Virág és Szabó, 2002). Igaz, hogy számos, a 

gyulladásban fontos molekula (citokinek, kemokinek adhéziós molekulák) termelQdése 

csökkenthetQ PARP gátlószerek és a PARP-1 genetikai ablációja (PARP-1 knock out egerek) 

révén. Ennek hátterében a PARP knock out egerek esetén bizonyosan szerepet játszik a 

csökkent NFmB aktiváció (Oliver és mtsai, 1999). Egyre elfogadottabb viszont az a nézet, 

hogy a PARP-1 NFmB koaktivátor funkciójához nem szükséges a polimeráz enzimaktivitása, 

így a PARP gátlószerek hasonló hatásai valószín_leg más útvonalon keresztül érvényesülnek. 

 A PARP gátlószerek terápiás alkalmazásának kapcsán joggal merül fel a kezelés 

karcinogenitásának veszélye. A poli-ADP-riboziláció DNS hibajavitásban betöltött szerepe 

alapján a mutációk számának fokozódására és daganatképzQdésre számíthatunk krónikus 

PARP gátló kezelés esetén. Léteznek irodalmi adatok az indukálható daganatok számának 

fokozódására PARP-1 hiányos állatokban (Tsutsumi és mtsai, 2001, Tong és mtsai, 2003), 

azonban hasonlót még nem írtak le gátlószer kezelés esetében. Éppen ellenkezQleg, léteznek 

biztató kísérletes bizonyítékok arra vonatkozóan, hogy PARP gátlószerek csökkentik a tumor 

promoter vegyületek hatásait (Borek és mtsai, 1984, Troll és mtsai, 1990). Ezt a kérdést 

nyilvánvalóan részletesen meg kell vizsgálni, mielQtt PARP gátlószerek széleskör_ klinikai 

kipróbálására sor kerül. (Jelenleg már folynak az Egyesült Államokban 1. fázisú klinikai 

tesztelések PARP gátlószerekkel.). Míg a PARP gátlószerek krónikus alkalmazása esetén 

különösen nagy súllyal esik latba az esetleges karcinogenitás kérdése, némileg más a helyzet a 

közvetlen életveszélyt jelentQ betegségek, mint például a stroke és a szívinfarktus esetében. 

Ezekben a kórképekben az állatkísérletes eredmények alapján olyan nagy fokú, más 

beavatkozáshoz nem hasonlítható terápiás eredmény várható a PARP gátlástól, ami a terápiás 

haszon/kockázat arány mérlegelésekor nem lehet figyelmen kívül hagyni. 

 Újabb eredmények alapján a poli(ADP-ribóz) katabolizmus kulcsenzimjének a PARG-

nak a gátlása is a PARP gátlószerekhez hasonló citoprotektív és stroke-védQ hatású (Ying és 

Swanson, 2000, Ying és mtsai, 2001). A PARG gátlás genomi integritásra kifejtett hatásait 

eddig még nem vizsgálták, de lehetséges, hogy oxidatív stresszel jellemezhetQ betegségekben 

a PARG gátlással a PARP gátláshoz hasonló terápiás eredmények érhetQk el egy attól 
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különbözQ mellékhatás spektrum mellett. A glikohidroláz új, potens gátlószereinek és a 

PARG hiányos egereknek folyamatban lévQ létrehozása valószín_leg hamarosan választ ad 

erre az izgalmas kérdésre. 

 Az oxidatív stressz kutatásának reneszánsza az utóbbi évtizedekben elQtérbe hozta az 

antioxidánsok terápiás alkalmazásának lehetQségeit különbözQ betegségekben. A DNS 

károsító gyökök semlegesítésével az antioxidánsok csökkentik a PARP aktivációt kiváltó 

stimulus intenzitását, és emellett védelmet nyújtanak az oxidatív stress egyéb, nem PARP 

függQ szövetkárosító hatásaival (lipid peroxidáció, protein oxidáció és nitrálás, stb) szemben 

is. A peroxinitrit in vivo képzQdésének és erQs oxidáns hatásainak kimutatásával felmerült az 

igény a peroxinitrit célzott semlegesítésére. A peroxinitrit semlegesítését célzó próbálkozások 

közül kiemelendQ a szeléntartalmú antioxidánsok (pl. ebszelén) (Arteel és mtsai, 1999) 

valamint az átmeneti fémeket (vas, mangán) tartalmazó porfirin származékok sikeres 

kipróbálása különbözQ gyulladásos folyamatok, diabétesz, diabéteszes endotheliopathia, 

doxorubicin okozta szívkárosodás állatmodelljeiben (Salvemini és mtsai, 1998, Mabley és 

mtsai, 2002, Szabó és mtsai, 2002). Az átmeneti fémeket tartalmazQ porfirinszer_ vegyületek 

újszer_ antioxidánsok, amennyiben a peroxinitrit lebomlását katalizálva (PDC, peroxynitrite 

decomposition catalysts), nem vesztik el PDC képességüket, és újabb és újabb peroxinitrit 

molekulák semlegesítését képesek elvégezni. 

A peroxinitrit okozta PARP aktivációt célba vevQ terápiás eljárások bizonyos 

bQrbetegségekben is sikerrel kecsegtethetnek. KiemelendQ a Stevens-Johnson szindróma és a 

toxikus epidermális nekrolízis, mint a keratinociták nekrózisával és fokozott iNOS 

expresszióval járó kórképek (Lerner és mtsai, 2000), melyekben elméletileg mind a PDC, 

mind a PARP gátlószer kezelés eredményes lehet. Nemrégiben napégésben mutatták ki a 

PARP aktiváció kóroki szerepét (Farkas és mtsai, 2002). Ezen kívül a bQrben igen gyakori 

gyulladásos betegségek, mint pl. a CHS is megfontolandó lehetQségek a PDC illetve a PARP 

gátló kezelések számára. 



 53

VI. Konklúzió 

 

1. CHS-ben a keratinocitákban tirozin nitrálás, DNS törések és PARP aktiváció jön létre. 

2. A peroxinitrit PARP- aktivációt okoz a bQrben. 

3. A HaCaT sejtekben a peroxinitrit apoptózist indukál, amit kaszpáz aktiváció és DNS 

fragmentáció jellemez.  

4. Nagyobb koncentrációban a peroxinitrit nekrózist okoz a HaCaT sejtekben 

5. A peroxinitrit PARP- aktivációt okoz HaCaT sejtekben.  

6. A keratinocitákban a PARP-nak szerepe van a citokin indukálta Il-8 termelés és ICAM-1 

expresszió szabályozásában. 

7. HS-ban tirozin nitrálás és PARP aktiváció következik be a bélhámsejtekben és a 

bélbolyhok strómájában, ami valószín_leg szerepet játszik a HS-ben megfigyelt 

bélpermeabilitás fokozódásban. 

8. A diabéteszes egerek ereiben tirozin nitrálás, DNS törések és PARP aktiváció történik. 

9. A poli-ADP-riboziláció PJ-34-gyel történQ gátlása csökenti a CD11 pozitív sejtek 

(neutrofil granulocyták) extravazációját experimentális uveitisben. 

10. A peroxinitrit által kiváltott poli-ADP-riboziláció ígéretes terápiás célpontot jelenthet 

gyulladásos és ischaemia-reperfúzión alapuló betegségekben. 
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IX. Összefoglalás 
 
A poli-ADP-riboziláció egy olyan poszttranszlációs fehérje módosítási reakció melynek 

sokszín_ biológiai funkciója a DNS hibajavítástól, a kromatinszerkezet, a replikáció, a 

transzkripció szabályozásán át a telomerhossz regulációjáig terjed. A reakciót poli(ADP-

ribóz) polimeráz (PARP) enzimek katalizálják és lényege a NAD+ nikotinamidra és ADP-

ribózra történQ hasítása, s az ADP-ribóz megfelelQ akceptor fehérjéken történQ 

polimerizációja. A legjobban ismert PARP-1 enzim DNS töréseket érzékelve aktiválódik és a 

legtöbb (ADP-ribóz) polimert saját magára, valamint hisztonokra, replikációs és 

transzkripciós faktorokra transzferálja. Oxidatív stresszállapotokban a PARP-1 túlzott 

aktivációja a NAD+ és az ATP depléciója révén a sejt halálát okozza. Ennek a folyamatnak a 

gátlása jelentQs védelmet nyújt a gyulladásban, reperfúzióban és sokkban megfigyelhetQ 

szövetkárosodással szemben. Ezekben a kórfolyamatokban a PARP aktiváció egyik 

legvalószín_bb stimulusa a peroxynitrit (ONOO-) nev_ reaktív intermedier ami a nitrogén 

monoxid és a szuperoxid reakciójában keletkezik. Jelen munkánk során, kimutattuk a 

peroxinitrit termelQdését jelzQ nitrotirozin jelenlétét és a PARP aktivációját kontakt 

hiperszenzitivitásból származó egér bQrmintákban, haemorrhagiás sokkból származó 

vékonybélmetszetekben, diabéteszes egerek aortáiban és autoimmun uveitisben. A kontakt 

hiperszenzitivitás és a diabétesszel összefüggQ érdiszfunkció esetében a peroxinitrit 

termelQdés és a PARP aktiváció közötti “hiányzó láncszemet”, a DNS töréseket is igazoltuk. 

A kísérletes uveitisben megvizsgáltuk az indukálható nitrogén monoxid szintetáz gátló GED 

és a PARP gátló PJ-34 hatását is, és azt találtuk, hogy mindkét kezelés jelentQsen gátolta a 

CD11+ gyulladásos sejtek migrációját az íriszbe. Amint azt munkatársaink Dr. Liaudet és Dr. 

Soriano eredményei igazolják, a PARP PJ-34-gyel történQ gátlása (diabeteszes érdiszfunkció 

modellben) illetve a PARP-1 enzim hiánya (haemorrhagiás sokkban) szignifikánsan 

csökkentette a szövetkárosodást e két állatmodellben is. A peroxinitrit bQrsejtekre kifejtett 

hatásainak jobb megértése céljából kísérleteket végeztünk HaCaT sejteken is, melyek során 

azt találtuk, hogy a PARP 3-aminobenzamiddal történQ gátlása csökkentette a citokin-

stimulált IL-8 és ICAM-1 (intercelluláris adhéziós molekula-1) expressziót, a peroxinitrit 

citotoxikus hatását, de az apoptózis paramétereit (kaszpáz aktivóció, DNS fragmentáció) nem. 

Eredményeink alapján a peroxinitrit által kiváltott PARP aktiváció ígéretes terápiás célpontot 

jelenthet oxidatív 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)n 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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