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Bevezetés
A poli(ADP-riboz) metabolizmus

A poli(ADP-rib6z) anyagcsere két alapvetd folyamata az (ADP-riboz),
polimer szintézise ¢és lebontdsa. A polimer szintézisére képes enzimeket
poli(ADP-rib6z) polimerazoknak (PARP) nevezziik. Az éaltaluk katalizalt
reakcié sordn az enzimek a NAD" -ot ADP-ribézra és nikotinamidra hasitjak,
majd az ADP-riboz egységeket megfeleldé adapter fehérjék glutamat
oldalldncaihoz kapcsolva azokbdl hossza eldgazd6 lanca (ADP-riboz),
polimereket szintetizalnak. A polimer hossza néhany ADP-riboz egységtdl kb.
200 monomerig terjedhet. A polimer negativ toltéseket kolcsondz az adapter
fehérjéknek, ami megvaltoztatja fiziko-kémiai sajatsagaikat és funkcioikat.

A poli-ADP-ribozilacié egy dinamikus folyamat, mivel a polimert a
poli(ADP-ribdz) glikohidrolaz (PARG) és az ADP-ribozil protein lidz gyorsan
lebontja. A polimer féléletidejét kevesebb mint egy percre becsiilik, ami a
poli(ADP-ribdz) szintetizald és lebontd enzimek 6sszehangolt miikodésére utal.
A poli(ADP-riboz) polimerdz 1 (PARP-1) szerkezete és miikodése

A poli(ADP-rib6z) polimerdz-1 (PARP-1) egy sejtmagban talalhaté
enzim, amit a termindlisan differencidlodott granulocytdk és az élesztd sejtek
kivételével minden eukariota sejtben megtalalhatdo. A PARP-1 a sejtmag egyik
legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérjéje. A 116 kDa méretii enzim hdrom
f6 domént tartalmaz. Az N-termindlis végén elhelyezkedd DNS koté doménban
két cinkujj motivum talalhatd, mig a katalitikus domént az enzim C-terminalis
végén talaljuk. A kettd kozott egy onszabalyoz6 domén helyezkedik el, ami az
auto-poli-ADP-ribozilacio akceptor helyeként szolgdl. Az enzim elsddleges
strukturaja az eukariotdkban nagy foku konzervaltsagot mutat: példaul az ember
¢s az egér PARP-1 enzimei kozott az aminosav szekvencia szintjén 92%-os
homolodgia van. A katalitikus doménben a legnagyobb a homologia a kiilonb6zd
fajok kozott, s ezen beliil is kiemelendd egy 50 aminosavbol all6 PARP-ra

jellemzd szekvencia, amelyen beliil a gerincesek kozott 100%-o0s a homologia.



A PARP-1 DNS karosodast felismerd €s jelzd enzim, ami egyszala ¢€s
kétszali DNS torések hatdsara aktivalédik. A PARP-1, féleg a masodik cinkujj
doménen keresztiill kotddve a karosodott DNS-hez homodimereket alkot és
katalizalja a NAD" hasitdsat és a polimer szintézisét. In vivo a poli-ADP-
ribozilalaci6 egyik legfontosabb célfehérjéje maga a PARP-1. Az
intermolekuléaris auto-poli-ADP-ribozilacié hatasdra a PARP-1 levalik a
karosodott DNS-r6l és enzimaktivitdsa gatlodik. Ha a polimer akceptora mas
fehérje, akkor transz-poli-ADP-ribozilaciérol beszéliink. A transz-poli-ADP-
ribozilacié fontos akceptorai a hisztonok, amelyek a folyamat soran negativ
toltést nyernek, s az ennek kovetkeztében a DNS és a hisztonok kozott fellépd
elektrosztatikus taszitas lazitja a kromatin szerkezetét. Szadmos egyeb
magfehérje, pl. transzkripcids faktorok, DNS javité enzimek és adapter fehérjéek
poli-ADP-ribozilaciojat is kimutattak. (pl. NF-xB, TEF-1, B-MYB, MCAT-1,
DNS-PK, p53).

A poli-ADP-ribozilacio biologia szerepe, kiilonos tekintettel a sejthalalra

A poli-ADP-ribozilacié els6ként azonositott biologiai funkcidja a DNS
hibajavitast eldsegitd hatasa volt. Az utobbi évek kutatasai alapjan a poli-ADP-
ribozilacid egy pleiotrop regulacids mechanizmus, amely szamos sejtfunkciot,
tobbek kozott pl. a kromatinszerkezetet, a replikdciot, transzkripciot, a
proliferaciot és a sejthaldlt is szabalyozza. Jelen munkénk szempontjabol
kiilonosen fontos a PARP-1-nek a sejthalalt és a transzkripciot befolyasolo
hatasa

A PARP aktivaciot eldszor Berger munkacsoportja hozta 6sszefliggésbe a
DNS karositd agensek citotoxikus hatdsaval. Az altaluk megalkotott
sejtongyilkossagi hipotézis (,,suicide hypothesis”) 1ényege az, hogy az intenziv
PARP aktivacié elfogyasztja a sejtek NAD' tartalmat, ami kovetkezményes
ATP deplécidhoz ¢és a sejt haldldhoz vezet. Ez a sok izben és kiilonb6zo
csoportok altal is megerdsitett megfigyelés inditotta el a PARP aktivacionak,

mint sejteliminacids folyamatnak a részletesebb analizisét. Az utdbbi években a



poli-ADP-ribozilacio kutatas egyik kozponti kérdéséve valt, hogy a PARP
aktivacid milyen tipusu sejthalalt valt ki. A sejthaldl a kivaltdo stimulus
jellegétdl, intenzitdsatol, az érintett sejttipus érzékenységétdl és a modulalo
tényezok aktivitasatol fiiggéen alapvetden két formdaban zajlik le, melyeket
apoptozisnak és onkozisnak hivnak. Az apoptozis révén elhald sejtekre jellemzé
a kompakt morfologia, kromatin kondenzacid, a plazmamembran épségének
megbrzése ¢és az apoptotikus sejteknek a fagocitdk altal torténd gyors
elimindcidja. A PARP-1 és a sejthalal viszonyanak tanulmanyozasara ranyomta
a bélyegét az, hogy a PARP-1 volt az apoptozis egyik 6 végrehajtd
rendszerének, a kaszpdzoknak az egyik els6ként azonositott szubsztratja. A
PARP-1 hasitasanak valoszinlileg az a jelentdsége, hogy megel6zi az apoptozis
késObbi szakaszdban bekovetkezd DNS fragmentacio PARP aktivald hatasat, és
igy megdrzi a sejtek energiajat az apoptosis ATP igényes Iépéseihez. Mig a
PARP-1 apoptdzisban betoltott szerepe ellentmondasos, egyre inkdbb
elfogadott az a nézet, hogy a PARP aktivicio révén megvalosulod
sejtongyilkossag onkozis forméjaban zajlik le. Az onkdzist az apoptdzistol
elkiilonitd legfontosabb ismérv a plazmamembran integritdsdnak megsziinése ¢és
Az onkotikus sejt tartalmdnak a kornyezetbe szivargdsa gyulladast serkentd
stimulust jelent, mig az apoptotikus sejt a makrofdgok fagocitdzisa révén
gyorsan eltlinik a szovetbdl. Az a kifejezett védd hatas, ami aktiv PARP
hianyaban szadmos gyulladasmodellben ¢és  reperfuzidos  karosodasban
megfigyelhetd, legalabbis részben magyardzhato a PARP gatlds antionkotikus
hatasaval. A masik f6 mechanizmus a gyulladasos mediatorok expresszidjanak
transzkripcids gatlasa lehet.
A PARP szerepe a génexpresszio szabdlyozasaban

A poli-ADP ribozilacidé transzkripcioban betoltott szerepére szamos
kisérleti adat utal. A PARP transzkripcids aktivitdsanak egyik komponense a

kromatinszerkezet €s funkcid szabalyozésa. A poli-ADP-ribozilacidé negativ



tolteést ad a hisztonoknak, ami elektrosztatikus taszitast eredményez a DNS ¢és a
hisztonok kozott. A hiszton-DNS kapcsolat lazuldsa hozzaférhetdbbé teszi az
atirandd DNS régiokat a transzkripcids apparatus szdmaéra, és igy serkenti a
transzkripciot. Ezen tilmenden kimutattdk, hogy a PARP-1 részt vesz a
preiniciaciés komplex képzodésében ¢és szamos transzkripcios faktor
koaktivatora. Ezek koziil kiemelendé a gyulladdsos mediatorok (adhézids
molekuldk, citokinek, iNOS) expresszidjat szabalyoz6 NF-«B jelentdsége.
Peroxinitrittel stimulalt poli-ADP-ribozildcio kiilonbozo korfolyamatokban

Az utdbbi két évtizedben a szabadgydk biologia €s medicina felviragzasa
soran szamos nagy népcsoportot €rintd betegségben valt egyértelmiivé a reaktiv
oxigén ¢€s nitrogén tartalmu intermedierek (ROI és RNI), s ezen beliil a
peroxinitrit koéroki szerepe. Mivel vizsgalataink egyik sulyponti kérdése a
peroxinitrit altal kivaltott PARP aktivacio, ezért itt roviden ismertetem a
peroxinitrit képzOodését és hatasait.

A peroxinitrit a NO ¢€s a szuperoxid anion reakcidja soran keletkezik. A
peroxinitrit keletkezését a szuperoxid és/vagy a nitrogén monoxid
tultermelddése eldsegiti. Kis mennyiségii szuperoxid folyamatosan keletkezik a
mitokondridlis 1égzési lanc miitkodeése soran €s a NADPH oxidazok ¢€s a xantin
oxiddzok is termelik. Az egyetlen ismert biomolekula, amely hatékonyan
versenyezhet a szuperoxid diszmutizzal a szuperoxidért, a nitrogén monoxid.
Joseph Beckman elképzelése nyoman terjedt el az a nézet, hogy azokban az
allapotokban, amikor a nitrogén monoxid termelddés megndvekszik, az NO 1ép

reakcidba a szuperoxiddal, és peroxinitrit keletkezik:

NO: + O, - ONOO’
Az NO reakcigja a szuperoxiddal kozeliti a diffuzios limitet, mértéke
6.7X10° M s, tehat a szuperoxid és az NO majdnem minden iitkozése
peroxinitritet eredményez. Bar a peroxinitrit nem szabadgyok, hisz nincs

parositatlan elektronja, mégis reaktivabb azokndl a mokekulaknal, amelyekbdl



keletkezik. A peroxinitrit reakcioba 1ép tiolokkal, lipid peroxidaciot okoz, DNS
toréseket hoz létre, jelatviteli Gtvonalakat aktival vagy gatol. A fehérjéket
oxidacid és/vagy tirozin/triptofan nitralas révén inaktivalhatja.

A peroxinitrit és a PARP aktivdcio a bor és egyéb szervek korélettanaban

Bér homogenizatumbdl Western blottal vagy ELISA-val szémos
betegségben (égésben, kronikus UVB sugdrzas utan, egér leishmaniasisban,
szisztémas szklerodzisban) mutattak ki nitrotirozint, mint az in vivo peroxinitrit
termel6dés bizonyitékat. A PARP aktivacio szerepét a bdrben eddig csupan
napégésben €és kénmustar expozicioban vetették fel.

Az ischaemia-reperfuziés (szivinfarktus, stroke) ¢és a gyulladésos
folyamatok, a diabétesz, a traumak és a sokk is olyan allapotok, melyekben a
PARP-1 aktivacio torténik. Bar in vivo nehéz igazolni, hogy milyen stimulusra
aktivalodik a PARP, in vitro adatok arra utalnak, hogy a PARP aktivacid
kivaltoja az egyszali DNS torése, ami szabad gyokok, oxidansok, leginkabb
hidroxil gyokok, peroxinitrit és nitroxil anionok hatasara kovetkezik be. A poli-
ADP-ribozilaci6  farmakoldgiai  gatlasa jelentdsen javitja az illetd
betegségmodellekben a legfontosabb klinikai és laboratériumi paramétereket
(infarktus teriilet, tulélés, sejtelhalas mértéke, gyulladdsos sejtek migracioja,
gyulladdsos citokinek termelddése, szervfunkciok). A  farmakoldgiai
eredményekkel egybehangzéan a PARP-1 deficiens egerek is szignifikans,
sokszor dramai mértékli védettséget ¢lveznek az ischaemia-reperfiizios és
gyulladésos betegségmodellekben. E kedvez6 hatasok a sejthalal gatlasaval és a

gyulladasos mediatorok transzkripcidjanak gatladsaval magyarazhatok.

Célkitizeések
Munkank sordan két kozpont téma koré csoportositva az alabbi kérdések
megvalaszolasat tliztik ki célul:

A peroxinitrit és PARP aktivacio szerepe a borben



1. Termelddik-e peroxinitrit a bOrben kontakt hiperszenzitivitasi (CHS) reakcid
soran?

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

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

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

5. Van-e szerepe a poli-ADP-ribozilacidonak a keratinocitak citokin-stimulalt
IL-8 és ICAM-1 expresszidjanak szabalyozasaban?

A peroxinitrit és PARP aktivacio szerepe egyéb oxidativ stresszel

jellemezhet6 korfolyamatokban

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

7. Kimutathato-e és ha igen, milyen kovetkezményekkel jar a PARP aktivacio
HS-ban?

8. Kimutathato6-e a peroxinitrit—DNS térés —-PARP aktivacid utvonal
aktivitdsa diabéteszes vasculopathiaban?

9. Hogyan befolyésolja a poli-ADP-ribozilacié géatlasa a gyulladasos sejtek

crer

Modszerek
Kontakt hiperszenzitivitasi modell (CHS) és in vivo peroxinitrit kezelés

Az egerek szenzitizalasat a leborotvalt hasfalan végeztiik 100 pl 2%-os
oxazolonnal. (CHS csoport). A kontrol csoport allatait 100 ul oldoszerrel
(aceton : oliva olaj = 4:1) kezeltiink. Hét nap mulva mind a kontrol, mind a CHS
allatok midket filéet 20 ul 0,5%-o0s oxazolonnal bekenve véltottuk ki a
gyulladasos reakciot. Huszonnégy ora mulva a fiileket eltavolitottuk ¢és
formalinba tettiik, illetve fagyasztd médiumban lefagyasztottuk.
Kisérletes uveitis modell

Tiz Lewis patkanyt 0127:B8 szerotipusu E. coli-bol szadrmazo

lipopoliszachariddal (LPS) kezeltiink (150 pg/allat, subcutan a jobb talpba



fecskendezve). A kontroll allatok a talpba fiziologias sdoldatot kaptak.
Tizennyolc oraval az LPS beaddsa utdn az eliilsé szemcsarnokban kialakult
gyulladas (uveitis anterior) fokat az iriszben levé CD11" sejtek szama jelezte.
Nitrotirozin kimutatdsa

A nitrotirozint immunhisztokémiai eljarassal mutattuk ki nytl poliklonalis
antinitrotirozin ellenanyaggal (Upstate Biotechnology, Lake Pacid, NY). Az
immunreaktivitast kecskében termelt biotinalt anti nyal-IgG masodlagos
ellenanyaggal ¢és avidin-biotin peroxiddz komplex-szel (ABC) mutattuk ki,
Mindkét reakcidhoz Vektor Elite kit-et (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
hasznaltunk. A szinreakciot nikkel-DAB szubsztrattal hivtuk elé.
DNS torések és szoveti PARP aktivacio kimutatdsa

A DNS toréseket a kereskedelemben kaphato TUNEL kittel (Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) mutattuk ki a gyartdé utasitdsait
kovetve. A szoveti PARP aktivaciot két modszerrel igazoltuk: 1) Paraffinba
agyazott metszeteken az enzim végtermékét, a poli(ADP-rib6z)-t mutattuk ki
immunhisztokémiai moddszerrel egér monoklonalis anti-poli(ADP-rib6z)
(Alexis, San Diego, CA) segitségével. 2) Fagyasztott metszetekben a PARP
aktivitaist PARP enzimhisztokémiai reakcioval mutattuk ki szubsztratként
biotinalt NAD"-ot, detektalasra streptavidinnel konjugalt peroxidazt hasznélva.
Sejtproliferacio, citotoxicitdas és PARP aktivitds vizsgadlata
ELISA-val mértiik (Amersham, Pharmacia Biotechnology, Piscataway, NJ),
mely a BrDU beépiilésén és ELISA-ban torténd meghatirozasan alapul. A
citotoxicitast kolorimetrids MTT teszttel hatdroztuk meg A PARP aktivitast a
standard "H-NAD inkorporéaciés assayvel mértiik.
Kaszpaz aktivitas és DNS fragmentdcio meghatarozdsa

A kaszpaz aktivitdst a fluorogen tetrapeptid-amino-4-metilkumarin
konjugatum (DEVD-AMC) hasitasdval fluorimetridsan mértilk. A DNS
fragmentéacidét kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA kittel (Roche



Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) mértilk, ami a citoplazma
hisztonokkal asszocialt DNS fragmentumainak mérésén alapszik.
ICAM-1 expresszio és interleukin-8 (IL-8) meghatarozasa

HaCaT sejteket 30 ng/ml (300 U/ml) rekombinéns humén interferon-y-val
(R&D Systems, Minneapolis, MN) stimuléaltunk 24 oran at. A sejteket FITC-cel
jelolt monoklonalis anti-human ICAM-1 ellenanyaggal (Pharmingen, San
Diego, CA) festettiik, majd 1%-os paraformaldehidben fixaltuk. A mintikat
FACSCalibur 4ramlasi citométerrel (Becton Dickinson, San Diego, Ca)
analizaltuk. Az IL-8 termelés vizsgalatdhoz a sejteket 24 oOran at 20 ng/ml
human rekombinéns IL-1B-val (R&D Systems, Minneapolis, MN) stimulaltunk.
A médiumbol az IL-8 mennyiségét szendvics ELISA rendszerben mértiik (R&D
Systems, Minneapolis, MN).

Eredmények és megbeszélés
Mustar-olaj altal kivaltott tirozin nitradlds és PARP aktivacio a borben

Mustér olajat kenve a boérre, immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk a
nitrotirozin jelenlétét (anti-nitrotirozin ellenanyag) és a PARP aktivaciot [anti-
poli(ADP-1ib6z) ellenenyag]. Erdekes modon bar a nitrotirozin az epidermis
teljes vastagsdgdban kimutathatdé volt, PARP aktivaciot csupan az epidermisz
bazalis rétegében észleltiink. Lehetséges, hogy ebben a modellben az intrakutan
keletkez6 peroxinitritnek szerepe van a PARP aktivacio kialakulédsaban.

Késoi tipusu hiperszenzitivitdsi reakcioban szerzett eredményeink.

Mivel a peroxinitrit kiiloénb6z6 fehérjék tirozin oldallancait nitralja, igy a
szovetekben az in vivo termel6dd peroxinitrit termelddést jelzik a nitrotirozint
tartalmaz6 fehérjék. CHS-ben az egerek flilébol késziilt metszeteken
immunhisztokémiai modszerrel kimutathatdé a nitrotirozin jelenléte, mig a
kontroll (nem szenzitizalt) allatokban nem. A keratinocitak tirozin nitracidja a
gyulladasos goécokban (mikroabscessusokban) volt a legintenzivebb. Mivel a

nitrotirozin jelenléte peroxinitrit termeldédést valdsziniisit, ezért megvizsgaltuk,



hogy DNS torések és PARP aktivacio kimutathato-e CHS-ben. TUNEL festést
alkalmazva, a kontroll bérben csak né¢hany elszort sejtben talaltunk pozitivitést.
CHS-bdl szarmazd mintakban viszont intenziv TUNEL-pozitivitast talaltunk a
mikroabszcesszusok gyulladéasos sejtjeiben €s a keratinocitdkban is. A PARP
aktivitdst PARP enzimhisztokémiai moddszerrel detektaltuk. Mig a kontrol
metszeteken nem talaltunk PARP aktivitast, a CHS-ben erds festddést kaptunk a
keratinocitdkban és kiilonbozé dermalis sejtekben is.
A peroxinitrit antiproliferativ és citotoxikus hatisa HaCaT keratinocitdkon: a
PARP aktivacio szerepe

A peroxinitrit dozis fiiggd sejtproliferacid gatlast és citotoxicitast okozott.
Az alacsonyabb peroxinitrit koncentracioknal megfigyelhetd proliferacio
gatlasban a PARP aktivacié valosziniileg nem jatszik jelentds szerepet, mivel a
3-aminobenzamidnak (3-AB) nem volt szignifikans hatisa erre a paraméterre.
Nagyobb koncentraciokban a peroxinitrit antiproliferativ hatadsa részben a PARP
aktivacid révén valosul meg, amint azt a 3-AB szignifikans védd hatéasa jelzi.
Még magasabb koncentraciokban a peroxinitrit citotoxikus hatast fejtett ki, amit
a 3-AB szignifikdnsan gatolt. A citoprotektiv hatds nem jart egylitt az
apoptotikus paraméterek csokkenésével, tehat a PARP aktivacié citotoxikus
hatdsa nem apoptozis formajaban valosult meg.
A PARP szerepe a keratinocita aktivacioban

Human rekombinans interferon-y (30 ng/ml) kezelés hatasara kilencszeres
sejtfelszini ICAM-1 expresszio ndvekedés kovetkezett be. A PARP gatld 3-AB
az interferon-y indukalta ICAM-1 expresszidt dozisfiiggden befolyasolta. Ismert,
hogy szérum tartalmi médiumban a HaCaT sejtek spontan termelnek IL-8-at.
Mi azt talaltuk, hogy az IL-1P novelte a HaCaT sejtek IL-8 termelését. PARP
gatlads hatadsara mind a spontan, mind az IL-1f altal stimulalt IL-8 termel6dés
gatolhato volt, ami azt jelzi, hogy a PARP-nak szerepe van az IL-8 expresszio

szabalyozasaban.
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A peroxinitrit—->DNS karosodas—»PARP aktivacio utvonal szerepe a borben

A két gyulladdsmodellben a szoveti nitrotirozin in vivo peroxinitrit
termelddést jelez. A keratinocitdk mutattak a legkifejezettebb nitrotirozin
festddést, ami azt mutatja, hogy a bérben a peroxinitrit elsédleges célpontjai a
keratinocitdk. A fokozott tirozin nitrdlodas valoszinilileg a gyulladasos citokinek
altal indukalt iNOS expresszio ¢és fokozott szuperoxid tultermelddés
kovetkeztében jon 1étre. Az iNOS altal szintetizalt NO és a szuperoxid reakcioja
soran peroxinitrit keletkezik, ami a tirozint nitralja. Az oxidativ stresszallapotot
valosziniisiti a nagyszamu DNS torés jelenléte a keratinocitdkban és az infiltralo
sejtekben. Az intenziv DNS kérosodas ismeretében nem meglepd, hogy PARP
aktivaciot is ki tudtunk mutatni enzimhisztokémiai modszerrel. Az enzim
aktivacioja kiilonosen az epidermis bazalis rétegében volt szembetiind, mig a
felszines, differencialt sejtek nem festddtek. Valdszinlinek tartjuk, hogy a
bazalis réteg proliferaldodo sejtjei a gyorsabb metabolizmus, eltérd kalcium
homeosztazis, a csokkent antioxidans védelem, vagy egyéb nem ismert tényezd
miatt érzékenyebbek az oxidativ stresszre.

A HaCaT sejteken kapott eredmények és eldzetes kisérleteink

alapjan a PARP gatlas valdsziniileg kedvezden befolyasolja a CHS vagy a
kénmustar altal kivaltott gyulladast. Egy ilyen kedvezd farmakologiai hatés
hatterében a sejtek életképességének javitdsa €s a keratinocita aktivacio
(adhézids molekuldk, kemokinek) gatlasa allhat.
Haemorrhagids sokk (HS)_okozta tirozin nitrdcio és PARP aktivacio a bélben

A vérzéses sokk Osszetett pathomechanizmusaban egyértelmiien fontos
szerep jut az oxidativ stressznek. A kiilonb6zé antioxidans stratégiak
hatdsossaga alapjan valdsziniisitheté a ROI koroki szerepe is a hemorrhagias
sokkban. A reaktiv nitrogén tartalmu intermedierek (RNI) alapmolekuldjanak, a
nitrogén monoxidnak a HS-ben jatszott esetleges szerepére ugyszintén szamos
adat utal. Kiilondsen az indukalhat6é nitrogén monoxid szintetaz (iNOS) koroki

szerepe valdszinlisithetd HS-ban, amint azt az iNOS specifikus gatloszerek (L-
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NIL, MEG) sokkellenes hatésai jelzik. A ROI/RNI egytittes termelddése joggal
vetette fel a peroxinitrit képzddés és a PARP aktivacio lehetdségét is HS-ban.
HS-on és reszuszcitacion atesett (HS) valamint alkezelt (kontrol) PARP™*
¢s PARP™ egerek vékonybelébél paraffinba dgyazott metszeteket készitettiink.
A HS csoportban immunhisztokémiai modszerrel poli(ADP-rib6z)-t (PAR)
tudtunk kimutatni a PARP™" egerek bélmintaiban, ami PARP aktivaciot jelez. A
legintenzivebb PAR festddést a karosodott bélbolyhok csucsan lehetett latni,
ahol egyrészt az epithel sejtek magja festddott intenziven, de a stroma sejtek is
erés festbdést adtak A HS-en atesett PARP” egereknél ill. a kontroll
csoportokban nem tudtuk a PARP aktivaciot detektalni. Jelentds tirozin nitraciot

++

is ki tudtunk mutatni a HS-en atesett egerek belében a PARP™ csoportban,
legintenzivebben a karosodott bolyhok csucsi részein. Nitrotirozin festédést
kaptunk a PARP” csoportban is, de kevésbé intenzivet, és a bélbolyhok
morfoldgidja ebben a csoportban csak enyhén karosodott. A PARP™ 4llatok
védettsége a HS okozta mortalitdssal és bélpermeabilitdssal szemben (Dr. Lucas
Liaudet eredményei) arra utal, hogy a PARP aktivacionak valoban szerepe van a
HS pathomechanizmusaban.

A PARP aktivacio szerepe diabeteszes érendothel diszfunkciojaban.

A diabéteszes vasculopathia pathomechanizmudban mér kordbbrol ismert
volt a hyperglycaemia koroki szerepe, €s hogy ez a hatds részben az
endothelsejteken keresztiil érvényesiil. A hyperglycaemia harom, latszolag
egymastol fliggetlen itvonalon keresztiil fejti ki koros hatasat az érendothelre: a)
a gliikozbol keletkezd AGE (advanced glycation endproducts) révén, b) a gliikk6z
altal kivaltott protein kinase C aktivacion keresztiil és c¢) az alddéz reduktaz
utvonal fokozodésa altal. Brownlee munkacsoportja mutatta ki, hogy a szabad
gyokok ¢€s reaktiv intermedierek egy kozds kapcsolodasi pontot jelentenek a
hyperglycaemia endotheliopathids hatasanak kivaltasaban. Eredeményeik szerint
a hyperglycaemia ROI termelést indukal az endothelsejtekben, és a ROI ttvonal

blokkoldsa (a mitokondrialis elektronszallito rendszer vagy az oxidativ
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foszforilaci6 gatlasaval, illetve szuperoxid diszmutaz transzfekcidjaval)
meggatolja mindhdrom kéros szignalttvonal aktivacigjat.

A mi munkacsoportunk eredményei egy 1j, de szintén az oxidativ stressz
¢s féleg a peroxinitrit altal aktivalt Gtvonal, a PARP aktivaci6 szerepére hivjak
fel a figyelmet. Diabéteszes egerek aortdibol késziilt metszeteken
immunhisztokémiai mddszerrel intenziv nitrotirozin festédést kaptunk, ami arra
utal, hogy ezekben a diszfunkcids erekben peroxinitrit termelédott. A PARP
gatloszerrel (PJ-34) kezelt allatok ereiben is taldltunk pozitiv festédést. TUNEL
festéssel nagyszdmt DNS torést kaptunk a diabeteses és a PARP inhibitorral
kezelt aorta metszetekben is. A PARP aktivaciojat enzim hisztokémiai
modszerrel végeztiik. Diabeteses allatok ereiben intenziv festddést talaltunk, de
a PARP gatloszerrel kezelt diabéteszes allatok aortdjdban nem volt PARP
aktivitasra utald festddes.

Munkatarsam, Dr. Francisco Soriano eredményei igazoljdk, hogy a
hyperglycaemia endothelidlis diszfunkciot kivaltd hatdsai jelentds részben a
fokozott poli-ADP-ribozilacié révén érvényesiilnek (A PJ-34 jelentdsen javitotta
az ¢érfunkcidkat). A hyperglycaemias allatokban az endothelsejtek altal
expresszalt eNOS mellett hyperglycaemia hatasara iNOS is megjelenhet, és igy
jelentés mennyiségli NO képzddhet, ami a fokozott mitokondrialis szuperoxid
termelddéssel egyiitt kedvezd koriilményeket teremthet a peroxinitrit képzddés
szamara. A peroxinitrit a DNS torés-PARP aktivacio-NAD/ATP deplécid
utvonalon ronthatja az endothelsejtek funkcidit.

Kisérletes uveitis modell

A kisérletes autoimmun uveitist szemfehérjékkel torténd immunizalassal
valtjak ki. Hasonlé gyulladés valthat6 ki a szemben bakteridlis lipopoliszacharid
(LPS) intraplantaris alkalmazasaval. Mi ez utébbi modszert alkalmazva jelentds
CD11" sejtes infiltraciot véltottunk ki Lewis patkanyok iriszében. A gyulladasos
infiltraciét mind az iINOS gatlészer GED, mind a PARP gitlé hatast PJ-34

szignifikdnsan csokkentette. Ezek az eredményeink felvetik annak a lehetéségét,
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hogy kisérletes uveitisben is miikddik az NO — ONOO™ —PARP aktivacio

utvonal. Irodalmi forrdsokbol tudjuk, hogy iNOS expresszid6 valdoban

bekovetkezik kisérletes uveitisben, és leirtak tirozin nitracidt is, ami peroxinitrit

termelddést jelez. Nekiink sikertilt PARP aktivaciot is kimutatni, ami féleg az

erek vetiletében volt szamottevo.

Konkluzio

1.

CHS-ben a keratinocitakban tirozin nitralas, DNS torések és PARP aktivacio
mutathato ki.

A peroxinitrit PARP- aktivaciot okoz a borben.

. A HaCaT sejtekben a peroxinitrit apoptdzist indukal, amit kaszpaz aktivaciod

¢s DNS fragmentaci6 jellemez.

Nagyobb koncentracidban a peroxinitrit nekrozist okoz a HaCaT sejtekben.
A peroxinitrit PARP- aktivaciot okoz HaCaT sejtekben.

A keratinocitdkban a PARP-nak szerepe van a citokinekkel stimulalt IL-8
termelés és ICAM-1 expresszio szabalyozasaban.

HS-ban tirozin nitralas és PARP aktivacio kovetkezik be a bélhamsejtekben
¢s a bélbolyhok stromdjaban, ami valosziniileg szerepet jatszik a HS-ben
megfigyelt bélpermeabilitds fokozodéasban.

A diabéteszes egerek ereiben tirozin nitralas, DNS torések ¢s PARP aktivacio
torténik.

A poli-ADP-ribozilacié PJ-34-gyel torténd gatlasa csokenti a CD11 pozitiv

oy

10.A peroxinitrit altal kivaltott poli-ADP-ribozilacio6 igéretes terapids célpontot

jelenthet gyulladasos €s ischaemia-reperfuzion alapuld betegségekben.
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