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2.  RÖVIDÍTÉSEK 
A nehézkesen magyarra fordítható kifejezések a listában angolul szerepelnek 
 

AFU: arbitary fluorescence unit 

AIF: apoptózis indukáló faktor  

AMC: aminometil-kumarin 

AMPK: AMP aktivált protein kináz  

AP-2: Activating protein 2 

ATM: ataxia-teleangiectasia gén fehérjeterméke 

BER: báziskihasítási DNS-hibajavítás 

CAMKIIδ: kálcium-kalmodulin-függı protein kináz 

 IIδ 

CBP: CREB-kötı fehérje 

CDK: ciklin-függı kináz 

CHAPS: 3-[(3–kolamidopropil)-dimetilammonium]-

  1-propánszulfonát hidrát  

CHS: kontakt hiperszenzitivitás 

cNOS: konstitutív nitrogén-monoxid szintáz 

CPM: percenkénti beütésszám 

c-PTIO: (karboxi-2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimida-  

  zolin-1-oxil-3-oxid) 

DAF-2: 4,5-diaminofluoreszcein 

DiOC6(3): 3,3’dihexiloxakarbocianin jodid 

DLBCL: diffúz nagy B-sejtes limfoma 

DMSO: dimetil-szulfoxid 

DNA-PK: DNS-függı protein kináz 

DTT: ditiotreitol 

ECL: enhanced chemiluminescence 

EDTA: etilén-diamin-tetraacetát 

ELISA: enzimhez kapcsolt immunszorbens 

 vizsgálatok 

eNOS: endoteliális nitrogén-monoxid szintáz 

ERK 1/2: extracelluláris szignál által szabályozott 

 kináz 1/2 

FCS: fötális borjúsavó 

GSH: redukált glutation 
3H-NAD+: tríciált nikotinsavamid-adenin-dinukleotid 

HE: hidroetidin 

hnRNP: heterogén magi ribonukleoprotein 

HR: homológ rekombináció 

HTAB: hexadecil-trimetil-ammónium-bromid 

I/R: ischaemia-reperfúzió 

ICAM-1: intercelluláris adhéziós molekula-1 

IGF-I: inzulinszerő növekedési faktor 

IL: interleukin 

iNOS: indukálható nitrogén-monoxid szintáz 

IP: immunprecipitáció 

i.p.: intraperitoneális 

JNK1: c-Jun-N-terminális kináz 1 

L-NAME: NG-nitro-l-arginin metilészter 

L-NNMA: NG-monometil-l-arginin 

LPS: lipopoliszacharid 

MAPK: mitogén aktivált protein kináz 

MIP-1, MIP-2: makrofág inflammatorikus 

  protein-1, -2 

MMP: mátrix metalloproteináz 

MNNG: N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin 

MOPS: 3-(N-morfolino)-propánszulfonsav 

MPO: mieloperoxidáz 

MRC: multiprotein replikációs komplex 

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-              

 tetrazólium-bromid 

MVP: fı vault fehérje 

NAC: N-acetilcisztein 

NAD+ : nikotinsavamid adenin dinukleotid 

NF-κB: nukleáris faktor kappa B 

NHEJ: nem homológ rekombináció 

NMDA: N-metil-D-aszpartát 

nNOS: neuronális nitrogén-monoxid szintáz 

NO: nitrogén-monoxid 

NOS: nitrogén-monoxid szintáz 

PAR: poli(ADP-ribóz)  

PARG: poli(ADP-ribóz) glikohidroláz 
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PARP: poli(ADP-ribóz) polimeráz 

PI: propidium jodid  

PKC: protein kináz C  

PMSF: fenil-metilszulfonil-fluorid 

PMA: forbol-12-mirisztát-13-acetát 

ROI: reaktív oxigén intermedier 

RNI: reaktív nitrogén intermedier 

SDS-PAGE: nátrium dodecil-szulfát poliakrilamid 

 gélelektroforézis 

sPARP: short PARP  

STZ: sztreptozotocin 

TBP: TATA binding protein 

TCA: triklórecetsav 

TIMP: szöveti metalloproteináz inhibitor 

TMB: 3,3´,5,5´-tetrametil-benzidin 

TNFα: tumor nekrózis faktor α 

TRF1: telomeric repeat binding factor-1 

UIM: ubikvitin interakciós motívum 

UVB sugárzás: ultraibolya B sugárzás 

VEGF: vaszkuláris endoteliális növekedési faktor 

vPARP: vault PARP 

XRCC1: X-ray cross-complementing group 1 
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3.  BEVEZETÉS 

3.1.  A poli(ADP-ribóz) metabolizmus       

3.1.1.  A poli(ADP-ribóz) polimeráz (PARP) enzimcsalád  

A PARP géncsalád elsıként felfedezett tagja a PARP-1 [poli(ADP-ribóz) polimeráz-

1] (EC 2.4.2.30). Ez az enzim az egyik legnagyobb mennyiségő sejtmagi fehérje, mely a 

nukleoplazmában fordul elı. Sejtosztódáskor a centroszómában és a kromoszómákon 

lokalizálódik, mérete 116 kDa. Széleskörően elterjedt és konzervált enzim az eukarióták 

között. Ennek ellenére eddig nem sikerült kimutatni Saccharomyces cerevisie-ben és 

Schizosaccharomyces pombe-ban, illetve differenciálódott granulocitákban. A legnagyobb 

fokú konzerváltságot egy 50 aminosavból álló PARP-ra jellemzı szekvencia (PARP 

signature sequence) mutatja, mely a katalitikus doménben található és a gerincesek körében 

csaknem azonos (Virág és Szabó, 2002). A PARP-1-nek számos kölcsönható partnerét 

azonosították: a PARP enzimcsalád más tagjai (PARP-1, PARP-2, PARP-3), hisztonok, 

HMG (high mobility group) proteinek, centromer-kötı fehérjék, DNS-függı protein kináz-

komplex alegységek, p300/CBP, Mediátor alegységek, RNS polimeráz II, transzkripciós 

faktorok, kinázok, stb. (Hassa és Hottiger, 2008). 

A PARP-1 knockout (PARP-1-/-) fibroblasztokban sikerült kimutatni további, bár 

alacsony mértékő PARP aktivitást (Shieh és mtsai., 1998). Ez a felismerés vezetett a 

további PARP izoformák felfedezéséhez. Az izoformák megegyeznek a PARP katalitikus 

domén jelenlétében, illetve a katalitikus domén jellemzı szerkezetében. 

Az sPARP (PARP-1b) molekulatömege 55 kDa, szekvenciája a PARP-1 katalitikus 

doménjével egyezik meg. Az irodalom nem egységes abban, hogy az sPARP a PARP-1 

alternatív splice variánsa-e, vagy önálló gén terméke. Aktivációjához nem szükséges DNS 

törés. Azonban a genotoxikus stresszt követıen - eddig ismeretlen módon - aktiválódik az 

sPARP (Sallmann és mtsai., 2000). 

A PARP-2 mérete 62 kDa és 40% homológiát mutat a PARP-1-gyel. Hiányzik belıle 

az automodifikációs domén, azonban képes auto-poli-ADP-ribozilációra. Ez az enzim 

rendelkezik egy SAP (scaffold-associated protein) motívummal, mely a kromoszómák AT-

gazdag, ún. SAR (scaffold-attachment regions) régióihoz való kötıdést segítik elı. Ezek a 

régiók a transzkripcionálisan aktív kromatinnal kapcsolatosak (Aravind és mtsai., 2000). A 

PARP-2 részt vesz a DNS repair rendszerek (Schreiber és mtsai., 2002) és a centromerek 
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mőködésében (Saxena és mtsai., 2002). Más vizsgálatok in vivo is bizonyították fontosságát 

a DNS javításában és az egyedfejlıdésben (de Murcia és mtsai., 2003). A sejthalálban 

betöltött szerepe szövettípusonként eltérı lehet (Kofler és mtsai., 2006) 

A PARP-3 molekulatömege 67 kDa, a centroszómában lokalizálódik (Augustin és 

mtsai., 2003). Szövetspecifikus expressziót mutat, legnagyobb mennyiségben a vázizomban 

található, míg a tímuszban, a vékony- és a vastagbélben fordul elı legkisebb mennyiségben 

(Urbanek és mtsai., 2002).  

A vault PARP (vPARP, PARP-4) a legnagyobb mérető PARP (192 kDa), egyaránt 

megtalálható a citoplazmában és a nukleáris mátrixban. A citoszolban ribonukleoprotein 

partikulumokban („vault”-okban) és vPARP pálcikákban található (Kickhoefer és mtsai., 

1999; Liu és mtsai., 2004). A vPARP az „fı vault fehérjét” (MVP-t), képes poli-ADP-

ribozilálni. A sejtbeli vPARP egy része nukleáris, illetve a mitotikus orsóhoz lokalizálódik 

(Kickhoefer és mtsai., 1999).  

A tankiráz-1 (PARP-5a) a telomerek meghosszabbításáért felelıs telomerázzal áll 

kapcsolatban (Smith és mtsai., 1998). A telomerekben és a mitotikus centroszómákban 

helyezkedik el. Szerkezetére – a katalitikus doménen kívül – 24 ankirinszerő ismétlıdés 

jellemzı, melyek fehérje-fehérje kölcsönhatások közvetítésében játszanak szerepet. 

Ezekkel a motívumokkal kapcsolódik a tankiráz-1 a TRF1 (telomeric repeat binding factor-

1) fehérjéhez és képes annak poli-ADP-ribozilálására. (Smith és mtsai., 1998, Smith és de 

Lange, 2000). A C-terminálisan található steril alfa motívum (SAM) a homo- és 

heterodimerizációt (tankiráz-2-vel) segíti elı (Hassa és mtsai., 2006).  

A tankiráz-2-t (PARP-5b) eredetileg a Golgival kapcsolatban lévı fehérjeként 

ismerték (Chi és Lodish, 2000; Lyons és mtsai., 2001), megtalálható még ezen kívül az 

endoszómákban, a sejtmagban, a nukleáris membránban és annak pórusaiban, a 

pericentrioláris mátrixban és a telomerekben.  

A Ti-PARP (PARP-7) 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioxinnal indukálható, 

molekulatömege 75 kDa. Nagyfokú hasonlóságot mutat az RM1 és a TIL fehérjékkel, 

melyek közül az elıbbi a memória kialakulásában, az utóbbi a tumort infiltráló aktivált T 

sejtekben indukálódik. (Ma és mtsai., 2001). 
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Ame és mtsai. (2004) in silico vizsgálatokkal 18 PARP fehérjét azonosítottak, 

azonban Otto és mtsai. (2005) szerint az Ame és mtsai. által közölt PARP-5c csupán a 

tankiráz-2 (PARP-5b) génjének trunkált terméke, allélikus variánsa, vagy 

szekvenálási/klónozási hiba. Ezért Otto és mtsai. (2005) szerint a PARP enzimcsalád 17 

tagból áll. A fentieken kívül újabb doméneket találhatunk a további tagok esetében, a 

leggyakoribb a WEE domén, mely a PARP-7;-11;-12;-13; és PARP-14 enzimekben fordul 

elı, az ubikvitinálással kapcsolatos fehérjékre jellemzı. A PARP-10 -ben ubikvitin 

interakciós motívum (UIM) található. A PARP-7, PARP-8 és a PARP-13 egy cink-ujjal 

rendelkezik, míg a PARP-12 -ben 3 cink-ujj található, amely nem azonos a PARP-1 és a 

DNS-ligáz III cink-ujjaival. A PARP-10 és PARP-15 RNS felismerı motívumával (RRM) 

RNS-kötésre képes. Ez a motívum számos RNS-kötı fehérjében megtalálható [heterogén 

magi ribonukleo-proteinek 

(hnRNP), az alternatív 

splicingben résztvevı fehér-

jék]. A PARP-9 -et a diffúz 

nagy B-sejtes limfomák 

(DLBCL) egyes típusaiban 

fedezték fel. Aguiar és mtsai. 

(2000) végstádiumú DLBCL –

ben a PARP-9 szignifikánsan 

magasabb expresszióját tapasz-

talták, s a B-sejtek migrá-

ciójával hozták összefüggésbe. 

A  PARP enzimek doménszer-

kezetének vázlatát az 1. ábra 

mutatja.  

 

1. ábra   PARP enzimek 

vázlatos doménszerkezete 

[Schreiber és mtsai. (2006) 

nyomán]     
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3.1.2.  A poli(ADP-ribóz) polimeráz 1 (PARP-1) szerkezete és mőködése 

A PARP-1 jellegzetesen moduláris felépítéső. N-terminálisán találjuk a DNS-kötı 

domént, melyben három cink-kötı motívum (Langelier és mtsai., 2007) és egy nukleáris 

lokalizációs szignál helyezkedik el. A két N-terminálisan elhelyezkedı cink-ujj elsısorban 

a DNS kötést szolgálja, míg a harmadik cink-kötı motívum a PARP-1 dimerizációját segíti 

elı (Langelier és mtsai., 2007). A DNS-kötı doménban található a kaszpáz-3 hasítóhely 

(C3), melynél az apoptotikus sejthalál során kettéhasítódik a PARP-1. A DNS-kötı 

doméntól C-terminális irányban az automodifikációs domén található, benne egy BRCT 

motívummal, amely számos, a DNS hibajavításban és a sejtciklus ellenırzésében résztvevı 

fehérjében elıfordul. Szerepét foszforiláció-függı fehérje-fehérje kölcsönhatásokban 

valószínősítik (Glover és mtsai., 2004). A katalitikus domén a molekula C-terminálisán 

található. Ennek részét képezi egy WGR domén, melyet konzervált központi motívumáról 

neveztek el (W/G/R).  A katalitikus doménben található az 50 aminosavból álló (hPARP: 

859-908), PARP-ra jellemzı szekvencia (PARP signature sequence), mely a gerincesek 

körében csaknem azonos (Virág és Szabó, 2002). Ez a szekvencia tartalmazza a NAD+ 

akceptorhelyeket, illetve a polimerszintézis inicializációjához, elongációjához szükséges, 

valamint az elágazások kialakításáért felelıs aminosavakat (2. ábra).  

 

 

 

2. ábra  A PARP-1 vázlatos doménszerkezeti képe és a PARP-1 homodimer kapcsolódása 
a harmadik cink-kötı motívumon keresztül (Langelier és mtsai., 2007) 

 
A PARP által termelt poli(ADP-ribóz) (PAR) polimerek metabolizmusa egy teljes 

szubsztrátciklust alkot. Az aktivációt követı polimerszintézis után, az automodifikáció 

következtében a PARP gátolt állapotba kerül. A polimereket a poli(ADP-ribóz) 

       DNS kötı          Automodifikációs         Katalitikus 
         domén                    domén                      domén 
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glikohidroláz (PARG), az ADP-ribozil hidroláz 3 (ARH3) és az ADP-ribozil protein liáz 

enzimek távolítják el.  

A PARP-1 fıleg egy- vagy kétszálú DNS-törés hatására aktiválódik, de a DNS 

meghajlása is aktiváló hatású lehet (Gradwohl és mtsai., 1987; Sastry és Kun, 1990). A 

PARP-1 homodimereket alkot és a DNS-törésekhez kapcsolódik, az N-terminális cink-

ujjainak segítségével. Ez indukálja a PARP-1 enzimatikus aktivációját (de Murcia és 

mtsai., 1994; de Murcia és de Murcia, 1994; Lindahl és mtsai., 1995; Schreiber és mtsai., 

1995; Burkle, 2001).  

A PARP-1 esetében más aktivációs utat is leírtak. Primer patkány neuronokban a 

foszfolipáz C aktivációja következtében megnövekvı inozitol-1,4,5-triszfoszfát 

koncentráció hatására bekövetkezı intracelluláris kálcium koncentráció-növekedés vezet 

PARP aktivációhoz (Homburg és mtsai., 2000). 

A duplaszálú DNS-en kívül egyéb molekulák is (poliaminok, Ca2+, Mg2+, ATP) 

pozitív vagy negatív hatással lehetnek a PARP-1 katalitikus aktivitására. A fiziológiás ATP 

koncentráció szinte teljesen megakadályozza a PARP-1 automodifikációját (Kim és mtsai., 

2004), viszont a transz-ADP-ribozilációra nincs hatással (Bauer és mtsai., 2005).  

A PARP-1 mőködését a poli(ADP-ribóz) glikohidroláz (PARG) enzim közvetlenül is 

képes befolyásolni. A PARG katalitikus doménjén keresztül kapcsolódni tud a PARP-1 

automodifikációs doménjével, ezáltal részlegesen gátolja annak aktivitását (Keil és mtsai., 

2006). 

Az aktivált PARP által katalizált enzimreakció a NAD+ ADP-ribózra és 

nikotinamidra történı hasításával kezdıdik (NAD+ glikohidroláz lépés), majd az ADP-

ribóz részt a PARP megfelelı akceptor fehérjék glutamát oldalláncához csatolja és elágazó, 

néhány PAR egységtıl akár 200 egységnyi hosszúságú polimereket szintetizál (Virág és 

Szabó, 2002). Az ADP-ribóz egységeket glikozidos ribóz-ribóz kötésekkel kapcsolja össze 

(D’Amours és mtsai., 1999). A nem stimulált sejtekben általában kis mennyiségő PAR 

található (D’Amours és mtsai., 1999; Wielckens és mtsai., 1982; Bredehorst és mtsai., 

1978), mennyisége genotoxikus stressz és mitotikus stimulus hatására 10-500-szorosára nı 

(Ziegler és mtsai., 2000). Ennek során a sejt NAD+ tartalma 5-15 perc alatt 10-20%-kal 

csökken (Goldwin és mtsai., 1978). Mivel az ATP esszenciális a NAD+ -szintézishez, a 
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fenti folyamat ATP deplécióhoz is vezet (D’Amours és mtsai., 1999; Wielckens és mtsai., 

1982; Beredehorst és mtsai., 1978). 

A poli-ADP-ribozilációnak több akceptorát azonosították, mint a hisztonok (Tanuma 

és mtsai., 1985; Nagale, 1995) a nukleáris faktor kappa B (NF-κB), (Oliver és mtsai., 

1999), B-MYB (Cervellera és Salla, 2000), a DNS-függı protein kináz (DNS-PK) (Ariumi 

és mtsai., 1999), p53 (Kumari és mtsai., 1998). A PAR-ban található negatív töltések 

megváltoztatják a PAR által módosított fehérje tulajdonságait. A hisztonokra kerülı PAR 

taszítja a DNS negatív töltéső foszfocsoportjait, ami a kromatinszerkezet fellazulásához 

vezet (Boulikas, 1990).  

A poli-ADP-riboziláció egyik legfontosabb akceptora maga a PARP-1. A PAR a 

PARP-1 DNS kötı -, valamint automodifikációs doménjére kerül (Desmarais és mtsai., 

1991), ami a PARP-1 enzimatikus gátlásához, és a DNS-rıl történı leválásához vezet 

(autoinhibíció) (Virág és Szabó, 2002).  

A genotoxikus stimulus hatására termelıdött PAR féléletideje egy perc körül van, 

mivel katabolizmusa igen gyors (Alvarez-Gonzalez és mtsai., 1989), míg konstitutívan 

jelen lévı ADP-ribóz polimerek féléletideje ennél sokkal hosszabb: 7,7 óra (Alvarez-

Gonzalez és mtsai., 1989; Alvarez-Gonzalez és mtsai., 1987).  

A polimerek eltávolításáért elsısorban a poli(ADP-ribóz) glikohidroláz (PARG) 

enzim felelıs. A PARG, bár kis mennyiségben van jelen a sejtekben, magas specifikus 

aktivitása miatt képes a nagyságrendekkel nagyobb mennyiségben lévı PARP által 

szintetizált PAR gyors lebontására (Jonsson és mtsai., 1988). Exo- és endoglikozidázként is 

mőködni (Brochu és mtsai., 1994). A PARG gátlása, a PARP hiper-ADP-ribozilált 

állapotához vezet, és következményesen a PARP gátlását eredményezheti (Ying és 

Swanson, 2000, Ying és mtsai., 2001). Nemrégiben fedezték fel, hogy az ADP-ribóz 

polimerek katabolizmusában az ADP-ribozil hidroláz 3 (ARH3) (Oka és mtsai., 2006) 

enzim is részt vesz, azonban pontos szerepe még kevéssé ismert. A fehérjéhez közvetlenül  

kapcsolódó utolsó, ún. proximális ADP-ribóz egységet az ADP-ribozil protein liáz távolítja 

el (Oka és mtsai., 1984).  

A PARP aktivitás sejtbeli szabályozása több szinten zajlik le. Erıteljes, hosszan ható 

genotoxikus stressz esetén a PARP mennyisége változik a sejtben, ezek transzkripciós és 

poszttranszkripciós szabályozásra utalnak (Bergeron és mtsai., 1997). A kutatások az Sp1 
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transzkripciós faktor szerepét vetették fel a PARP transzkripciójában (Bergeron és mtsai, 

1997). A poszttranszlációs módosítások közül ki kell emelnünk az auto-poli-ADP-

ribozilációt (Kawaichi és mtsai., 1981), illetve a protein kináz C (PKC) általi foszforilációt 

(Tanaka és mtsai., 1987, Bauer és mtsai., 1992, 1994). Az in vivo jelen lévı allosztérikus 

inhibitorok közül a nikotinamid (a NAD+ hasítási terméke), illetve a purinok a 

legjelentısebbek, melyek ischaemia során érhetnek el PARP gátláshoz elégséges szintet 

(Virág és Szabó, 2001).  

 
3.1.3.  Protein kinázok szerepe a PARP-1 enzim mőködésének szabályozásában 

 Több protein kinázról kimutatták, hogy képes befolyásolni a PARP-1 aktivitását 

fehérje-fehérje kölcsönhatás, vagy foszforiláció által. A foszforiláció hatása egyaránt lehet 

aktiváló [ERK 1/2 (Kauppinen és mtsai., 2006), JNK1 (Zhang és mtsai., 2007), AMPK 

(Walker és mtsai., 2006)], illetve gátló [PKC (Tanaka és mtsai., 1987), DNA-PK (Ariumi 

és mtsai., 1999)] hatású. 

 Ariumi és mtsai. (1998) HTLV-1-gyel fertızött T-sejtvonalakon kimutatták a 

PARP szerinen történı foszforilációját in vivo. A PARP foszforilációja nem fertızött 

sejtvonalakon nem volt megfigyelhetı, ezért feltételezhetı, hogy a kináz a fertızés hatására 

indukálódik. A foszforiláció nem befolyásolta a PARP aktivitását, sıt apoptotikus 

kaszpázok általi hasítását sem. Mértékét nem befolyásolta a DNS jelenléte, vagy hiánya 

(Ariumi és mtsai., 1998). 

 A mitogén aktivált protein kinázok (MAPK) közül az extracelluláris szignál által 

szabályozott kináz 2 (ERK2) Kauppinen és mtsai. (2006) szerint szükséges a maximális 

PARP-aktivációhoz. Rekombináns humán PARP enzimmel végzett vizsgálataikban 

alkalikus foszfatázzal történı inkubáció hatására csökkent a PARP aktivitása. A PARP 

aktivitás ERK 1-gyel, vagy ERK 2-vel történı inkubációval visszaállítható volt (Kauppinen 

és mtsai., 2006). Ez a jelenség magyarázatot adhat az ERK inhibitorok sejtpusztulást 

csökkentı hatásaira ischaemia-reperfúziót követıen (Alessandrini és mtsai., 1999).  

 A hidrogén-peroxid által kiváltott nem apoptotikus sejthalál fı végrehajtója a c-

Jun-N-terminális kináz 1 (JNK1). Zhang és mtsai. (2007) eredményei szerint a folyamatban 

bekövetkezı PARP-1 aktiváció is a JNK1 pozitív szabályozása alatt áll, mivel a JNK1 

gátlásának hatására jelentısen csökkent a hidrogén-peroxid által indukált PARP-aktiváció. 

A fentieket alátámasztja a JNK1 nukleáris transzlokációja és közvetlen fehérje-fehérje 
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kölcsönhatás a JNK1 és a PARP-1 között; valamint az in vitro kináz assay –vel sikerült 

kimutatni a PARP-1 JNK1 általi foszforilációját. A JNK1 gátlása nem befolyásolta a 

kezdeti PARP-aktivációt, viszont gátolta a PARP-1 hosszantartó aktivitását (Zhang és 

mtsai., 2007). Andreone és mtsai. (2003) szerint a PARP-1 a JNK aktiváción keresztül 

modulálja az AP-1 transzkripciós faktor (cJun és cFos által alkotott dimer) aktivitását. 

 Az AMP-függı protein kináz (AMPK) egy szerin/treonin specifikus protein 

kináz. Aktivációja az AMP:ATP arány megváltozásának hatására következik be, célja az 

energiaegyensúly helyreállítása, az ATP igényes folyamatok gátlásával és az ATP szintézis 

fokozásával (Carling, 2004). Walker és mtsai. (2006) - intesztinális epitél sejteken - fizikai 

kölcsönhatást találtak a PARP-1 és az AMPK között, valamint kimutatták, hogy az AMPK 

általi PARP-1 foszforiláció fokozza a PARP-1 aktivitását. 

A DNS-függı protein kináz (DNA-PK) képes közvetlenül kapcsolódni a PARP-1-

hez, ezáltal gátolni annak aktivitását, illetve képes a PARP-1 DNS-függı foszforilációjára 

is. A DNA-PK PARP-gátló hatása független annak foszforilációjától, mivel a szerzık ATP 

hiányában is tapasztalták a gátló hatást (Ariumi és mtsai., 1999).  

 

3.1.3.1.  A protein kináz C enzimcsalád 

A protein kináz C enzimcsaládba szerin/treonin specifikus protein kinázok 

tartoznak, melyek számos sejttípus különbözı jelátviteli folyamataiban játszanak szerepet. 

Alapvetı szerepük van például a sejtproliferáció, az apoptózis és a citoszkeleton 

átrendezıdés szabályozásában. Jelenleg 12 PKC izoenzimet ismerünk, melyeket 

kofaktorigényük alapján három alcsaládba sorolnak. Az egyes izoformák eltérnek 

aktivációjukban, szöveti megoszlásukban és szubsztrátspecificitásukban. A PKC-k inaktív 

állapotban a citoplazmában találhatók, aktivációjuk során reverzibilisen membránhoz 

kötıdnek. Aktiválódásukhoz - alcsaládtól függıen - foszfatidil szerin, diacil-glicerol és 

Ca2+ szükséges. 

Tanaka és mtsai (1987) in vitro vizsgálataiban a PKC foszforilálta a PARP-1-et és 

gátolta annak aktivitását. A szerzık két másik kináz hatását is megvizsgálták. A CAM-

kináz II esetében a PKC-hez képest gyengébb jelet kaptak, míg a PKA esetében nem 

mutattak ki PARP-1 foszforilációt. Bauer és mtsai. (1992) tisztított PKCα és PKCβ 

segítségével in vitro vizsgálták a tisztított PARP-1 foszforilációját. A foszforiláció a PARP 
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aktivitásának és DNS-kötésének gátlását okozta, míg a PARP DNS-hez való kötıdése 

gátolta a foszforilációt. Bauer és mtsai. (2001) megvizsgálták a PARP-1 cdc-2 általi 

foszforilációjának lehetıségét is. Ebben az esetben nem tapasztaltak foszforilációs jelet, 

viszont a PARP-1 jelenléte jelentısen fokozta a H1 hiszton cdc-2 általi foszforilációját. 

Beckert és mtsai. (2006) a VEGF (vaszkuláris endoteliális növekedési faktor) 

expresszióját vizsgálták HUVEC sejteken. Az IGF-I (inzulinszerő növekedési faktor) 

serkentette a VEGF expresszióját, amit az ERK-1, a foszfatidil-3-inozitol kináz és protein 

kináz C gátlószerek megakadályoztak, míg a PARP-1 gátlása fokozta a VEGF expressziót. 

Az IGF-I hatására fokozódott a PARP-1 foszforilációja és csökkent az aktivitása. A 

gátlószerekkel végzett vizsgálatok alapján a PARP foszforilációját a PKC végzi (Beckert és 

mtsai., 2006). 

3.2.  A poli-ADP-riboziláció biológia szerepe   

3.2.1.  A PARP szerepe a DNS hibajavításban 

A PARP-pal kapcsolatos korai megfigyelések közé tartozik, hogy a PARP 

farmakológiai gátlása érzékenyíti a sejteket a genotoxikus stresszre.  

A DNS-törés hatására automodifikálódó PARP dimer leválik a DNS-rıl (Ferro és 

mtsai., 1982), lehetıvé téve annak hozzáférhetıségét a javító enzimek számára. A PARP-1 

automodifikációja egyaránt gátolja a PARP-1 katalitikus aktivitását és módosíthatja 

fehérje-fehérje interakciókban való részvételét (D’Amours és mtsai., 1999). 

A fenti eredményeket magyarázza, hogy a PARP-1 kapcsolatban áll a báziskihasítási 

DNS-hibajavító rendszerrel (BER – base excision repair). A BER-nek kétféle útvonala 

létezik. Amennyiben csak egy bázis helyettesítésérıl van szó, akkor „short patch repair”-

rıl, több (10-15) egymás utáni nukleotid cseréje esetén pedig „long patch repair”-rıl 

beszélünk. Emlıs szervezetekre a short patch repair jellemzıbb, a long patch repair akkor 

aktiválódik, amikor a short patch repair elakad. A PARP-1-/- egerekbıl származó 

fibroblasztok estében a PARP-1 fehérje hiánya és a PARP aktivitás jelentıs csökkenése 

elsısorban a long patch repair-t érintette, azonban jelentısen, 50%-kal csökkentette a short 

patch repair-t is (Dantzer és mtsai, 2000). Ezzel szemben Vodenicharov és mtsai. (2000) a 

hibajavítási képességben nem találtak különbséget röntgensugárzásnak kitett, illetve 

MNNG-vel kezelt PARP-1 +/+ és PARP-1 -/- primer sejtek vizsgálatakor. Soldatenkov és 

Smulson (2000) szerint a PARP gátlás nem inaktiválja a BER-t, mindössze lassítja 
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beindulását. A kései beindulás oka lehet, hogy a PARP kölcsönhat a BER-ben résztvevı 

fehérjék egy részével. Parsons és mtsai. (2005) úgy gondolják, hogy ha a sejt 

javítókapacitását meghaladó számú egyszálú törés keletkezik, a PARP-1 egymás után 

többször kapcsolódik a DNS-hez és leválik onnan, amíg a hiba ki nem javítódik, megelızve 

ezzel a kettıs törések létrejöttét. A BER esszenciális fehérjéivel [XRCC1 (Tebbs és mtsai., 

1999), DNS polimeráz β (Gu és mtsai., 1994), DNS ligáz IIIα] ellentétben a PARP-1 

hiánya nem okoz embrionális letalitást (Wang és mtsai., 1995; de Murcia és mtsai., 1997). 

A PARP-1 jelenléte és/vagy aktivitása tehát nem elengedhetetlen az alapszintő, endogén 

DNS károsodás esetén, viszont szükséges az ennél nagyobb mértékő DNS sérülések 

kijavításához. PARP inhibitor kezelések elınyösek a malignus melanoma kemoterápia 

során, melyek a báziskihasításos DNS hibajavítás gátlásával elısegítik a temozolomidhez 

hasonló, DNS károsító vegyületek citotoxikus hatását (Tentori és mtsai., 2003; 2005).  

Ellenkezı esetben a PARP a kemoterápiás szerekkel szembeni rezisztenciát okoz, a DNS 

hibajavítás elısegítésével (Kasper és mtsai., 2007). 

A PARP-1 -nek szerepe van a duplaszálú DNS törések javításában is. Emlıs 

sejtekben a duplaszálú DNS törések kijavításnak két fı módja létezik: homológ – (HR) és 

nem homológ rekombináció (NHEJ). A javítás módjáról a sejtciklus állapota dönt. A 

PARP-1 szerepét illetıen ellentmondásos eredmények születtek (Noel és mtsai., 2003; 

Nevaldine és mtsai., 1997). Wang és mtsai. (2006) szerint létezik egy alternatív útvonal (B-

NHEJ), aminek tagjai a PARP-1, az XRCC1 és a DNS ligáz III.  

A replikáció során az MRC (multiprotein replikációs komplex) kialakulásában is 

szerepet játszik a PARP (Dantzer és mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996). A 

PARP szerepét a replikációban a legtöbben, mint molekuláris kapcsolót képzelik el, amely 

a DNS szintézis helyszínén a hibákat, töréseket jelzi, leállítja a replikációt, illetve elindítja a 

hibajavítást (Dantzer és mtsai, 1998; Ziegler és Oei, 2001; Soldatenkov és Smulson, 2000).  

PARP-aktivációt tapasztalhatunk a sejtciklus során is több alkalommal, az eddigi 

eredmények szerint valószínőleg szintén a genomi integritás védelme érdekében. Az 

ellenırzési pontok kulcsfehérjéi közül a PARP-1 kölcsönhat az ataxia-teleangiectasia gén 

fehérjetermékével (ATM), a DNS-függı protein kinázzal (DNA-PK), a p53 fehérjével 

(Smith és Jackson, 1999) és a ciklinfüggı kinázokkal (CDK) (Masutani és mtsai., 1999). A 

PARP-1 az osztódás során a kromoszómákkal és a centroszómális fehérjékkel (Cenpa, 
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Cenpb, Bub3) asszociál (Saxena és mtsai., 2002; Kanai és mtsai, 2000), sejtosztódás során 

történı gátlása kromoszómaszegregációs problémákkal jár, gyakorivá válnak az aneuploid 

vagy tetraploid sejtek (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996).  

    

3.2.2.  A poli-ADP-riboziláció szerepe a differenciáció, a kromatinszerkezet és 

génexpresszió szabályozásában 

A legtöbb PARP-1-gyel kapcsolatos vizsgálat a fehérje DNS hibajavításban és 

sejthalálban betöltött szerepére irányult, míg a PARP-1 fiziológiás körülmények közötti 

funkciója kezdetben kevesebb figyelmet kapott. A stimulálatlan sejtekben jelenlévı PARP-

1 „háttéraktivitás” azonban fontos szerepet játszik a génexpresszió szabályozásában a 

differenciáció során és specifikus sejtválaszokban. (Kraus és mtsai., 2003). A PARP 

szerepét leírták a vérképzési rendszer sejtjeinek differenciációjában (Bahtia és mtsai., 1995; 

Exley és mtsai., 1987; Francis és mtsai., 1983), a melanomasejtek differenciálódásában 

(Durkacz és mtsai., 1992), mesenchyma (Nishio és mtsai, 1983) és trophoblast sejtek 

differenciálódásában (Masutani és mtsai, 2001). A PARP-1 fehérje mennyisége minden 

esetben korrelációt mutatott a differenciáció folyamatával, azonban jó okunk van 

feltételezni, hogy hasonlóan az ivarsejt-differenciációhoz (di Megilo és mtsai, 2003) a 

PARG mennyiségének változása is számottevı tényezı lehet. 

A PARP-1-nek in vivo fontos szerepe van a kromatinszerkezet modulálásában is, 

viszont aktivitásának hatásai a kromatinszerkezetre és transzkripcióra eltérıek lehetnek a 

különbözı kromatinkörnyezetben lévı gének esetében. Képes közvetlenül módosítani a 

hisztonokat (D’Amours és mtsai., 1999), a módosítás elsısorban a H1 és H2B hisztonokat 

érinti (Huletsky és mtsai., 1989). Ezen kívül anionos poli(ADP-ribóz) mátrixot képez, 

amely köti a hisztonokat, elısegítve ezzel a magasabb szervezıdéső kromatinstruktúra 

dekondenzációját (Mathis és Althaus, 1987).  

A PARP-1 nukleoszóma-kötı fehérjeként is funkcionál. A H1 hisztonhoz hasonló 

módon kötıdik a nukleoszómákhoz (a DNS kilépési helyénél és az összekötı DNS 

szakaszon), képes a transzkripció gátlására (Kim és mtsai., 2004). Ebben a folyamatban a 

molekula DNS-kötı doménje játszik szerepet a katalitikus doménnel együttmőködve. Nem 

szükséges azonban a PARP-1 enzimatikus aktivitása, sıt NAD+ hozzáadására a kromatin 

dekondenzációja következik be (Wacker és mtsai., 2007). Krishnakumar és mtsai. (2008) 
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szerint a H1 hiszton és a PARP-1 elhelyezkedése a nukleoszómákon ellentétes mintázatot 

mutat számos RNS polimeráz II promóter esetében.  

A PARP-1 tehát mind a kromatin kondenzációban, mind pedig annak 

dekondenzációjában szerepet játszik, aktivitása az aktuális fiziológiai szignáloktól függ. A 

PARP gátlása fokozza a DNS metilációját és megváltoztatja annak mintázatát, mely szintén 

fontos a kromatinszerkezet szervezıdése szempontjából (Robertson, 2002; Zardo és Caiafa, 

1998). Valószínőleg a PARP-aktiváció felelıs a H1 hisztonok HMGB (high mobility group 

B) fehérjékre való kicserélıdéséért génspecifikus transzkripciós aktiváció során (Haince és 

mtsai., 2006). Neuronális differenciáció során a PARP-1 aktivációja szükséges a 

korepresszor komplex disszociációjához és a transzkripciós aktivátor komlex 

összeszerelıdéséhez (Ju és mtsai, 2004). A szerzık szerint a PARP-1 kálcium-kalmodulin-

függı protein kináz IIδ általi foszforilációja az enzim aktivációjához vezet. 

A PARP-1 enhancer/promóter szabályozó komplexek részét képezi, a DNS-hez 

közvetlenül kötıdik, vagy más, DNS kötı faktorokkal asszociálódik (Akiyama és mtsai., 

2001). Több transzkripciós faktorról mutatták ki, hogy asszociálódik a PARP-pal, ezek az 

AP-2 (Kannan, 1999), az YY1 (Oei és mtsai., 1997), az oct-1 (Nie és mtsai., 1998), a TEF-

1 (Butler és Ordahl, 1999), és a B-MYB (Cervellera és Sala, 2000). A PARP-1 bizonyos 

esetekben transzkripciós koaktivátorként funkcionál, serkenti a transzkripciós faktorok 

aktivitását (Hassa és Hottiger, 2002), más esetekben azonban a transzkripcióra gátló módon 

hat (Butler és Ordahl, 1999): gátolja például az YY1 és a TBP DNS-kötését (D’Amours és 

mtsai., 1999; Hassa és Hottiger, 2002). A PARP-1 enzimatikus aktivitása nem minden 

esetben szükséges hatásának kifejtéséhez (Butler és Ordahl, 1999; Hassa és Hottiger, 

2002). Részletesen jellemzett a PARP kölcsönhatása az NF-κB transzkripciós faktorral. Az 

NF-κB egy indukálható transzrkipciós faktor család, mely döntı szerepet játszik a 

gyulladásos folyamatokban és az immunválaszban résztvevı gének (citokinek, sejtadhéziós 

molekulák, komplement-faktorok és számos immunreceptor) expressziójának 

szabályozásában. Ezen kívül az NF-κB számos sejtfolyamat (apoptózis, sejtproliferáció, 

differenciáció) szabályozásában is részt vesz.  
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3.2.3.  A poli-ADP-riboziláció szerepe a sejthalálban 

A sejtek elhalásának több típusát különböztetjük meg: alapvetıen morfológiai 

jellemzık alapján beszélünk apoptózisról, nekrózisról és autofágiáról. Az apoptózis és a 

nekrózis nem egymástól élesen elkülönülı folyamatok, sokkal inkább arról van szó, hogy 

egy skála két szélét képviselik. A nekrotikus sejthalálra jellemzı a sejttérfogat növekedése, 

a plazmamembrán integritásának megszőnése és a sejttartalom kiszabadulása (Edinger és 

Thompson, 2004). Ez utóbbi „szivárgás” gyulladást serkentı hatású. Ezzel szemben, az 

apoptózist a kompakt sejtmorfológia, a kromatin kondenzációja, a sejtmembrán épségnek 

megırzése, illetve az apoptotikus sejtek fagocitózissal történı gyors eltávolítása jellemzi. 

Az autofágiát autofagoszómák kialakulása jellemzi, melyek túlzott felhalmozódása egy 

alternatív programozott sejthalálhoz vezet.  

A PARP aktivációt a DNS károsító szerek citotoxikus hatásával elıször Berger és 

munkatársai (1983, 1986) hozták összefüggésbe („PARP öngyilkosság” modell). Eszerint a 

PARP aktiváció hatására a sejt NAD+ készlete a PAR szintézis miatt lecsökken. A NAD+ 

képzıdés ATP-igényes, így elfogy a sejt ATP készlete. Az ATP hiánya gátolja az ATP 

igényes folyamatokat, mint a glikolízis kezdeti lépései, a NAD+ hiánya pedig a 

mitokondriális elektrontranszportláncot állítja le, ami a mitokondriális membránpotenciál 

összeomlásához vezet. Ilyen körülmények között a mitokondriális F1/F0 ATPáz enzim 

ATPáz-ként kezd mőködni, ami az ATP mennyiség és a sejtbeli energia további 

csökkenéséhez vezet (Virág és mtsai, 1998a, Ha és Snyder, 1999). A fenti folyamatok 

eredményeképpen sejt diszfunkció, végül sejtpusztulás következik be (Berger és mtsai., 

1985).  

A poli-ADP-riboziláció és a nekrotikus sejthalál kapcsolata függ a sejttípustól és az 

adott sejt metabolikus állapotától (Hassa és Hottiger, 2008). A proliferáló sejtekben szinte 

kizárólag - a citoplazmában zajló - aerob glikolízis megy végbe. A nem proliferáló sejtek 

ATP szintjük fenntartására többféle energiaforrást használnak (aminosavak, lipidek), az 

ATP nagy részét a mitokondriumban zajló oxidatív foszforilációból nyerik. A PARP-1 

nukleáris aktivációjának hatására a magi és a citoplazmatikus NAD+-készletek csökkenése 

tapasztalható, míg a mitokondriális NAD+-szint változatlan marad, így a glikolízis 

akadályozott, viszont az oxidatív foszforiláció nem (Zong és mtsai., 2004). A fenti jelenség 

miatt a nem proliferáló sejtek rezisztensek, vagy kevésbé érzékenyek az ATP deplécióra és 
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a sejthalálra azonos körülmények között (Zong és mtsai., 2004; Zong és mtsai., 2006). A 

poli-ADP-riboziláció fontos szerepet játszik a nekrotikus sejthalálban például endotél- és 

epiteliális sejtek, valamint számos neuronális sejttípus esetében, míg a hepatocitákban nincs 

jelentısége (Hassa és Hottiger, 2006; Jagtap és mtsai., 2005). A PARP gátlása a nekrotikus 

sejthalált az apoptózis irányába tereli, ezért a PARP-nak átkapcsoló szerepe van a két 

sejthalálforma között. 

Egy másik elképzelés szerint a PARP-1 túlzott aktivációja indukálja az apoptózis 

indukáló faktor (AIF) transzlokációját a mitokondriumból a sejtmagba, ami DNS-

fragmentációt és sejthalált okoz. A PARP-1 enzim gátlása, vagy hiánya megakadályozta az 

AIF felszabadulását, illetve magi transzlokációját (Yu és mtsai., 2002). Az AIF egy 

filogenetikailag konzervált flavoenzim, a mitokondrium két membránja közötti térben 

helyezkedik el, a sejthalált elısegítı, és az ellen védı tulajdonságokkal egyaránt 

rendelkezik (van Empel és mtsai., 2005). Az AIF a citoplazmába jutva a ciklofillin A - val 

egyesülve aktív DN-ázt képez, ami a magba transzlokálódva DNS-fragmentációt okoz (Yu 

és mtsai., 2002; Ye és mtsai., 2002). PARP-1-/- sejtekkel és PARP inhibitorokkal végzett 

vizsgálatok alapján elmondható, hogy az AIF transzlokációja PARP-1 -függı folyamat (Yu 

és mtsai., 2002). Yu és mtsai (2006) eredményei alapján az AIF transzlokációját a PAR 

polimerek váltják ki. A PAR polimerek képesek kapcsolódni számos, apoptózissal és DNS-

hibajavítással kapcsolatos fehérjével (p53, p21, DNS ligáz III, XRCC1, DNS polimeráz ε, 

iNOS, NF-κB p52, Ku70, DNS-PK) (Pleschke és mtsai., 2000). A polimerek önmagukban 

is citotoxikus hatásúak lehetnek (Andrabi és mtsai., 2006), citotoxikus hatásuk a polimer 

méretének növekedésével fokozódik.  

Az apoptózis korai lépései során a PARP-1-et a kaszpáz-7 vagy 3 elhasítja, egy 85 

kDa (p85) és egy 25 kDa (p25) mérető fragmentre (Tewari és mtsai., 1995, Germain és 

mtsai., 1999), így a katalitikus és a DNS kötı domén elválik egymástól, ami az enzim 

inaktiválódásához vezet. Ezen inaktiváció jelentısége az lehet, hogy megelızi a PARP-

aktivációt az apoptózis késıbbi szakaszában lejátszódó DNS fragmentáció során, így 

megırzi a sejtek energiakészletét (Herceg és Wang, 1999). A folyamatnak ezen kívül 

szerepe lehet a felesleges DNS hibajavítás megelızésében is (Soldani és Scovassi, 2002). 

A PARP-1 szerepe az apoptózisban nem tisztázott, gátlása az apoptózis során 

bizonyos esetekben gátolta (Tanaka és mtsai., 1995; Richardson és mtsai., 1999), más 
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vizsgálatokban fokozta (Tentori és mtsai., 1999), vagy nem befolyásolta (Watson és mtsai., 

1995) a folyamatot. Összességében megállapítható, hogy az apoptózis legtöbb formájához a 

PARP nem szükséges, azonban hasítása nélkülözhetetlen az apoptózis zavartalan 

lezajlásához. PARP gátlását vagy genetikai ablációját az apoptózis, a nekrózis, illetve a 

DNS repair szempontjából a 3. ábrán foglaltuk össze.  

Az autofágia egy, a sejtekben állandóan jelenlévı folyamat, mely a sejt fehérjéinek és 

oraganellumainak folyamatos megújulását biztosítja, valamint a sejtek 

stresszadaptációjához is hozzájárul. A folyamat során a degradációra szánt molekulát vagy 

sejtszervecskét kettıs membrán zárja körül, autofagoszóma keletkezik. Az 

autofagoszómával egyesülı endoszómális és lizoszómális hidrolázok emésztik meg annak 

tartalmát. Az autofagoszómák túlzott felhalmozódása egy alternatív programozott 

sejthalálhoz vezet. A PARP szerepet játszik az autofágia folyamataiban is. Xu és mtsai. 

(2006) eredményei alapján a PARP gátlása csökkentette az autofágiás sejthalált LPS-sel 

stimulált makrofágok esetében.  Ezzel szemben, ionizáló sugárzásnak kitett H460 tüdırák 

sejtvonalon a PARP-gátlás az apoptózis és az autofágia fokozódását okozta (Albert és 

mtsai., 2007). 

 

3. ábra   A PARP-1 szerepe az apoptózisban és 
 a nekrózisban.  
Gyenge DNS-károsodás után a PARP aktiváció 
a hibajavító rendszerek aktiválásán keresztül a 
sejt túléléséhez járul hozzá (bal oldali 
folyamatsor). Ha a repair rendszerek nem 
tudnak megbirkózni a hibák mennyiségével, a 
sejt elindítja az apoptózis programját és 
elpusztul (középsı folyamatsor). Azonban az 
erıteljes, túlzott mértékő DNS károsodás a 
sejtek NAD+- és ATP-tartalmának 
elhasználásával lehetetlenné teszik az apoptózis 
végbemenetelét, így nekrotikus sejthalált vált ki 
(jobb oldali folyamatsor). A PARP gátlása mind a jobb, mind a bal ágról a középsıre tereli 
a sejtek sorsát (piros nyilak), vagyis a sejtek apoptózisát okozza. Az apoptotikus és a 
nekrotikus sejthalál közül az elıbbi a szervezet számára kevésbé megterhelı, ezért 
önmagában egy ilyen váltás terápiás elınyt jelenthet. A sejthalál típusát befolyásolhatja a 
stimulus fajtája, idıtartama és erıssége, a sejt metabolikus állapota, valamint 
sejttípusonként is változhat (Virág és mtsai., 2005). 
 

 

   Nekrózis 
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3.3.  A poli-ADP-riboziláció fıbb stimulusai 

 A fokozott poli-ADP-riboziláció fıbb stimulusai lehetnek: UV sugárzás, 

radioaktív sugárzás, topoizomeráz mérgek, oxidatív stressz és a DNS alkilálószerek. 

 

3.3.1.  Oxidatív/nitrozatív stressz  

Reaktív oxigén/nitrogén intermedierek termelıdését tapasztalták például gyulladásos 

folyamatokban, sugárzásnak kitett sejtes és szöveti rendszerekben, ischaemia-reperfundált 

szívben, májban, vesében és agyban (Kloner és mtsai., 1989; Krippeit-Drews és mtsai., 

1994). Többféleképpen is képesek károsítani a szöveteket: a DNS törésen kívül gátolják a 

mitokondriális légzési lánc folyamatát, lipid peroxidációt okoznak, ioncsatornák mőködését 

gátolják és fehérjéket oxidálnak. Az ebbe a vegyületcsoportba tartozó, legalaposabban 

tanulmányozott reaktív intermedierek: szuperoxid anion-gyök (O2
•-), a hidrogén-peroxid 

(H2O2), a hidroxil gyök (OH•), a nitrogén-monoxid (NO•) és a peroxinitrit (ONOO-). 

 
3.3.2.  DNS alkilálószerek 

Az alkilálószerek [metil-metán-szulfonát, N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin 

(MNNG), nitrogén- és kénmustár] elsısorban a DNS nukleofil csoportjait támadják meg, 

legalább 12-féle alkilált bázist vagy foszfotriésztert hoznak létre (Singer és Kusmierek, 

1982), melyek közül legjelentısebb az O6-alkilguanin (Margison és mtsai., 2002). Ezek a 

módosítások hibás bázispárosodáshoz, vagy DNS-töréshez vezethetnek, mutációkat 

okozhatnak, valamint zavart szenvedhet a transzkripció, a replikáció és a rekombináció. Az 

alkilálószerek reakcióba lépnek a fehérjék tiolcsoportjaival is, károsítva azok funkcióját. 

Ezen az elven mőködik az alkilcsoportok eltávolítását végzı O6-metilguanin 

metiltranszferáz enzim is, mely a metilcsoport átvételekor irreverzibilisen inaktiválódik 

(„öngyilkos enzim”) (Samson és Cairns, 1977). Az utóbbi évek eredményei arra utalnak, 

hogy az MNNG nem csupán egy laboratóriumban alkalmazott vegyület, megtalálható 

például a dohányfüstben (Zhu és mtsai, 2003) és a jól átsütött húsokban (The Sidney 

Kimmel Comprehensive Cancer Center at Johns Hopkins, 2002). 

3.4.  A poli-ADP-riboziláció patofiziológiai jelentısége 

Számos idegrendszeri rendellenességrıl (Parkinson kór, ischaemiás stroke, traumás 

agysérülés) feltételezik, hogy kialakulásukért az oxidatív stressz tehetı felelıssé 
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(Woodhouse és Dianov, 2008), melyet a PARP-1 közvetít. Továbbá a PARP-1-nek szerepe 

van a szívinfarktusban, különbözı gyulladásos megbetegedésekben, STZ által kiváltott 

diabéteszben, ischaemia-reperfúziós sérülésekben, traumában és sokkban (Virág és Szabó 

2002). A poli-ADP-riboziláció farmakológiai gátlása jelentısen javítja az illetı 

betegségmodellekben a legfontosabb klinikai és laboratóriumi paramétereket (infarktus 

terület, gyulladásos sejtek migrációja, gyulladásos citokinek termelıdése, szervfunkciók). 

A fenti eredményeket a PARP-1 deficiens egerekkel, ischaemia-reperfúziós és gyulladásos 

betegségmodellekben végzett vizsgálatok is megerısítik (Virág és Szabó 2002).  

 

3.4.1.  A poli-ADP-riboziláció szerepe ischaemia-reperfúzióban és gyulladásos 

 folyamatokban 

Az ischaemia-reperfúziós (I/R) sérülés szervtranszplantáció, miokardiális infarktus, 

stroke és számos sokkszindróma során megfigyelhetı (Weinberg, 1991). A leginkább 

veszélyeztetett sejtek közé tartoznak a nagy oxigén- és energiaigényő sejtek. A szöveti 

sérülés súlyossága elsısorban az ischaemia idıtartamától függ (Weinberg, 1991; Massberg 

és Messmer, 1998). A keletkezı rendellenességek fı oka az, hogy az elégtelen 

oxigénellátás során a sejtek nem képesek fenntartani a megfelelı ATP szintet. Lelassul a 

sejtmembránban található aktív ioncsatornák mőködése, ezáltal növekszik a membrán 

permeábilitása, megváltozik például a K+, Na+, illetve Ca2+ ionok eloszlása. A Na+-K+ 

ATP-áz csökkent mőködésének hatására megnövekszik a Na+ ionok mennyisége a sejtben, 

aminek hatására vízbeáramlás történik. A megnövekedı ic. kálciumszint különbözı 

proteázok aktivációja által hozzájárul a szöveti sérüléshez és a sejthalálhoz. A hipoxia és az 

i.c. kálciumszint emelkedése egyaránt megváltoztatja a mitokondriális légzési lánc 

funkcióját, aminek hatására megnövekszik a reaktív oxigén intermedierek (ROI) 

mennyisége. A hipoxiás körülmények között a nagy energiatartalmú foszfátok AMP-vé és 

hipoxantinná alakulnak. A hipoxantin akkumulálódik, - a reperfúzió során, a xantin oxidáz 

hatására - urea és szuperoxid anion keletkezik belıle (van Wijk és Hageman, 2005). Ezen 

kívül, neutrofilek vándorolnak a területre, ami további reaktív intermedierek keletkezéséhez 

vezet (van Wijk és Hageman, 2005). A fehérvérsejtek citokineket/kemokineket is 

termelnek, aminek hatására további immunsejtek érkeznek a sérült területre, ez újabb 

szabadgyök-termeléshez vezet. Stroke-ban és neurodegeneratív betegségekben 
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megfigyelték, hogy az oxidatív foszforiláció gátlása serkenti a glutamát termelését. A 

glutamát az NMDA (N-metil-D-aszpartát) receptorhoz kötıdve stimulálja az i.c. 

kálciumszint növekedését. A megnövekedett i.c. kálciumszint a neuronális nitrogén-

monoxid szintáz (nNOS) aktivációjához vezet. Az NO szuperoxiddal egyesülve 

peroxinitritet képez (Zhang és mtsai., 1994), ami szintén DNS-törést okoz. Láthatjuk tehát, 

hogy mind az ischaemia, mind pedig a reperfúzió szabadgyökök termelıdéséhez vezet. A 

reperfúzió szükségszerő a szövet túlélése szempontjából, viszont további szöveti sérülés 

elindítója is. Ez az ún. reflow paradoxon. 

Halmosi és mtsai. (2001) PARP inhibitorok (3-aminobenzamid, nikotinamid, BGP-

15) védı hatását tapasztalták ischaemia-reperfúzió során kialakuló lipid-peroxidációval, 

fehérje-oxidációval és DNS törések kialakulásával szemben is. A PARP inhibitorok 

hatására csökkent az ischaemia-reperfúzió-indukálta mitokondriális ROI-termelés, így 

megelızhetı volt a légzési lánc inaktivációja. Kovács és mtsai. (2005) eredményei szerint a 

PARP inhibitorok ischaemia-reperfúzióban megfigyelhetı védıhatásában PI3-kináz/Akt 

útvonal aktiválása és az ehhez kapcsolódó folyamatok is legalább olyan fontosak, mint a 

sejt energiametabolitjainak megırzése. 

A DNS törések hatására aktiválódik a PARP, melynek eredményeképpen a sejt 

energiakészletének további csökkenése, az AIF nukleáris transzlokációja (Yu és mtsai., 

2002), a mitokondriális funkciók PAR általi gátlása (Cipriani és mtsai., 2005), a túlélést 

elısegítı faktorok csökkent expressziója (Chiarugi, 2002) és gyulladásos mediátorok 

fokozott expressziója (Chiarugi és Moskowitz, 2003) figyelhetı meg. A PARP 

patofiziológiás szerepét számos gyulladásos betegségmodellben igazolták: streptozotocin-

indukált diabetes (Pieper és mtsai., 1999), zymosan-indukált vaszkuláris rendellenesség 

(Szabo és mtsai., 1997), endotoxin által kiváltott szeptikus sokk (Oliver és mtsai., 1999).  

Irodalmi adatok alapján a PARP-1 két, a gyulladásos mediátorok expressziójában 

kulcsszerepet játszó transzkripciós faktor [NF-κB (Oliver és mtsai., 1999) és az AP-1 

(Andreone és mtsai., 2003)] aktivitását is fokozza. Valószínősítik, hogy a PARP-1 része a 

fenti transzkripciós faktorokat tartalmazó transzkriptoszómáknak, ezáltal hosszájárul a 

gyulladásos mediátorok szintéziséhez (Virág, 2005). A PARP gátlása csökkenti a 

granulocita infiltrációt és az iNOS expresszióját (ezáltal a reaktív nitrogén intermedierek 

keletkezését) (Boulares és mtsai., 2003). 
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Gyulladásos stimulus hatására Hassa és mtsai. (2005) a PARP-1 p300/CREB-kötı 

fehérje általi acetilációját figyelték meg, ez a módosítás szükséges az NF-κB 

aktivációjához. Az NF-κB nyugalmi állapotában trimerként a citoplazmában található, ahol 

aktiváció (IL-1, TNFα, virális fehérjék, bakteriális LPS, forbol észterek, UV, stb.) hatására 

a trimer inhibitorikus tagja (IkB) foszforilálódik, majd leválik és proteolítikusan lebomlik. 

A felszabadult NF-κB dimer (leggyakrabban p50 és p65) a magba transzlokálódik, a κB 

válaszadó szekvenciákhoz kapcsolódik és az iniciációs komplex tagjaival asszociálódva 

különbözı gének expresszióját fokozza. A PARP-1 az NF-κB mindkét alegységével 

kölcsönhat, s ehhez Hassa és mtsai. (2001) szerint nem szükséges sem a PARP-1 

enzimatikus aktivitása, sem pedig DNS-kötı képessége; míg Chang és Alvarez-Gonzales 

(2001) kísérletei szerint az NF-κB DNS-hez kapcsolódása NAD+-függı volt, ami szerintük 

az NF-κB poli-ADP-ribozilácójához volt köthetı. Perkins és mtsai. (1997) szerint az NF-

κB-függı géneknek csak egy része (iNOS, TNFα) PARP-1 -függı, valamint bizonyos 

esetekben a PARP-1 szerepét más specifikus koaktivátorok vehetik át, valószínőleg sejt- és 

stimulus-függı módon (Hassa és Hottiger, 2002).  

  

3.4.2.  A PARP aktiváció lehetséges szerepe a bır kórélettanában 

Kimutatták, hogy több bırbetegség (napégés után kialakuló eritéma, kontakt 

hiperszenzitivitási reakció, psoriasis) kialakulásában is fontos szerepet játszanak a reaktív 

oxigén/nitrogén intermedierek (Virág és mtsai., 2002). A nitrogén-monoxid (NO) a bırben 

különbözı fiziológiás folyamatokban játszik szerepet, a keringés szabályozásától a 

melanogenezisig. A bırben az NO több forrásból is származhat. Az endoteliális nitrogén-

monoxid szintáz (eNOS) fontos szerepet játszik a keringés szabályozásában (Feron, 1999). 

A legtöbb bırben elıforduló sejttípusról kimutatták, hogy megfelelı stimulus (gyulladásos 

citokinek, LPS) hatására képesek NO termelésére (Virág és mtsai., 2002). Feleslegben 

termelıdve, szuperoxiddal egyesülve peroxinitritet képez, ami sokk, gyulladás és 

ischaemia-reperfúzió során szöveti károsodást okoz. Az NO sorsa attól függ, hogy a sejt 

aktuális fiziológiai állapota mennyire kedvez a peroxinitrit képzıdésének. A peroxinitrit 

DNS-törést okoz, ami PARP-aktivációhoz vezet, a PARP túlzott aktivációja pedig 

sejtpusztulást eredményez. A kontakt hiperszenzitivitás (CHS) effektor fázisában - 

keratinocitákban és Langerhans sejtekben - Ross és mtsai. (1998) az iNOS expressziójának 
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emelkedését tapasztalták, ezért valószínősíthetı, hogy CHS reakció során az NO hozzájárul 

a szöveti sérüléshez. Az NO jelenléte azonban nem minden kórállapotban negatív a 

szervezet számára. A sebgyógyulás során termelıdı NO hozzájárul a folyamathoz (Efron 

és mtsai., 2000), sıt iNOS deficiens egereken elhúzódó sebzáródást tapasztaltak (Yamasaki 

és mtsai., 1998), ami adenovirális géntranszferrel bevitt iNOS génnel kivédhetı volt. A 

peroxinitrit reakcióba lép a tiolokkal (Radi és mtsai., 1991a), elindítja a lipid-peroxidációt 

(Radi és mtsai., 1991b) és DNS törést okoz (Salgo és mtsai., 1995). A bır különbözı 

gyulladásos folyamataiban keletkezı peroxinitrit PARP aktivációt okozhat, a PARP részt 

vesz a peroxinitrit citotoxikus hatásának közvetítésében (Szabó és mtsai., 2001). A szerzık 

CHS reakcióban is kimutatták a PARP aktivációját, azonban az UVB sugárzásnak kitett 

bırben is megfigyelhetı peroxinitrit termelıdése. 

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

vizsgált elváltozás a napégés után kialakuló eritéma. Az ultraibolya B sugárzás önmagában 

is DNS törést okoz, valamint NO - és szuperoxid-termelıdést indukál az endotél sejtekben 

és a keratinocitákban (Deliconstantinos és mtsai, 1995, 1996a, 1996b, 1996c). Az UVB 

sugárzás aktiválni képes az NO - és szuperoxid-termelıdésért felelıs enzimeket (cNOS és a 

xantin-oxidáz) (Deliconstantinos és mtsai., 1996a). Az NO-ból és a szuperoxidból 

peroxinitrit keletkezik, ami felelıs lehet a napégés következtében kialakuló eritémáért. 

Jacobson és mtsai. (2001) röntgen sugárzás hatására a sejt NAD+ koncentrációjának 

jelentıs csökkenését tapasztalták, ami szintén a PARP-1 aktivációjának következménye. 

Bır homogenizátumból - Western blottal vagy ELISA-val - számos betegségben 

mutattak ki nitrotirozint, mint az in vivo peroxinitrit termelıdés bizonyítékát. Többek 

között peroxinitrittel kezelt patkánybırben (Greenacre és mtsai, 1999), égésben 

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

ischaemia-reperfúziós károsodásban (Um és mtsai, 1999), sikerült nitrotirozint detektálni. 

Immun-hisztokémiás vizsgálatokban fıleg az epidermiszben észlelték a nitrotirozint 

(Ormerod és mtsai, 1999).  

Az aktív PARP az NF-κB-t aktiválva, gyulladásos mediátorok képzıdéséhez vezet, a 

PARP gátlása csökkenti a gyulladást, ezáltal elınyös nem fertızı gyulladásos 

folyamatokban: napégés okozta eritéma, CHS. 
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4.  CÉLKITŐZÉS 

 

Munkánk során az alábbi három témakör köré csoportosítottuk kérdéseinket. 

 

A poli-ADP-riboziláció szerepének vizsgálata az MNNG által kiváltott 
citotoxicitásban 
 
1. Citotoxikus-e az MNNG timocitákon? 

2. Hogyan befolyásolja a poli-ADP-riboziláció az MNNG által kiváltott sejthalál 

lefolyását? 

3. Van-e szerepe a szekunder oxidatív stressznek az MNNG citotoxikus hatásában? 

 
A protein kináz C szerepének vizsgálata az MNNG által kiváltott citotoxicitás 
szabályozásában 
 
1.  Van-e szerepe a protein kináz C -nek az MNNG által kiváltott citotoxicitás 

szabályozásában? 

2. Befolyásolja-e a protein kináz C a PARP-1 enzim mőködését? 

 

A PARP-1 szerepének vizsgálata a kontakt hiperszenzitivitás gyulladásos 
folyamataiban 
 
1. Van-e szerepe a PARP aktivációnak a CHS folyamataiban? 

2. Van-e szerepe a PARP aktivációnak irritatív dermatitisben? 
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5.  ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

5.1.  Anyagok 

A DAF-2 –t, a propidium jodidot (PI), a hidroetidint (HE), a 3,3’dihexiloxakarbocianin 

jodidot (DiOC6(3)) és a  Streptavidine-Alexa-Fluor488-at a Molecular Probes-tól (Eugene, 

OR, USA) vásároltuk. A nitrotirozin antitestet Dr. Wim Buurmantól (University of 

Maastricht) kaptuk, a késıbbiekben pedig az Upstate Biotechnology-tól (Lake Placid, NY) 

vásároltuk.  Az RPMI-1640 tápfolyadékot, a hidrogén-peroxidot, a DMSO-t, az EDTA-t, az 

EGTA-t, a HEPES-t, a digitonint, az SDS-t, a CHAPS-ot, a brómfenol kék-et, az RNáz A-t, 

a proteáz inhibitor koktélt, a PMSF-et, a proteináz K-t, a NAD+-ot, a Triton X-100 -at, a 

fötális borjúsavót, az oxazolont, az MTT-t, a PMA-t, a NaF-ot, a Na2VO3 -ot, a HTAB-ot, a 

MOPS-ot, a NaN3 -ot, a foszfoszerin elleni antitestet, a ditiotreitolt, a TMB-t, a poli-lizint, a 

torma-peroxidázzal jelölt szekunder antitesteket, az MNNG-t, a redukált glutationt (GSH), 

az N-acetilciszteint (NAC), PEG-SOD-ot, PEG-katalázt és az indukálható nitrogén-

monoxid szintáz (iNOS) elleni antitestet a Sigma-Aldrich-tól (St. Louis, MO, USA) 

szereztünk be. A PARP specifikus gátlására a fenantridion-alapú PJ34-et (Jagtap és mtsai, 

2002) használtuk (Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA). A szabad gyökök in vivo 

befogására ferroporfirin alapú szert, az FP15-öt használtuk (Inotek Pharmaceuticals, 

Beverly, MA, USA). Az agarózt, a PKC inhibitorokat, a Sepharose - protein A-t, az 

aminometil-kumarinnnal konjugált tetrapeptid kaszpáz szubsztrátot (DEVD-AMC), a c-

PTIO-t (karboxi-2-fenil-4,4,5,5  tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid), az L-NAME-t (NG-

nitro-l-arginin metilészter) és az L-NNMA-t (NG-monometil-l-arginin), a Calbiochem-

Merck-tıl (Darmstadt, Germany) szereztük be. A C57BL6, CD1 egértörzseket a Charles-

River -tıl vásároltuk. A KCl-t, a MgCl2-t, a CaCl2-t, a Tris-t, a Tris–HCl-t, a glicerolt, az 

acetont, a maratott tárgylemezeket, a TCA-t, a NaOH-ot, a NaCl-ot, az etanolt, a metanolt 

és az ecetsavat a SPEKTRUM-3D Kft. (Debrecen)-tıl vásároltuk. A poliakrilamidot, a 

nitrocellulóz membránt és a molekulaméret markereket a Bio-Rad Kft-tıl szereztük be. A 

kemilumineszcencia elıhívó oldatot az Amersham Pharmacia Biotech-tıl (Vienna, Austria) 

vásároltuk. A 3H-NAD+ -ot és a 
32P-ATP-t Izinta Kft-tıl vásároltuk. A 2X SDS 

mintapuffert, a zselatin - és kazein zimográfiás géleket, a renaturáló puffert és az elıhívó 

puffert az Invitrogen-tıl (Carlsbad, CA, USA) szereztük be. A Cryochrome Blue matrix-ot 

és a Hypermount fedıoldatot a Shandon-tól (Pittsburgh, PA, USA) vásároltuk. A Nuclear 
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Fast Red-et a Vector Laboratories-tıl (Burlingame, CA, USA) szereztük be. Az ELISA 

kiteket az R&D System-tıl (Minneapolis, MN) vásároltuk. Az olíva olajat (SPAR) az 

Intersparban szereztük be. 

 

5.2.  Módszerek 

5.2.1.  Állatkísérletek 

Az állatkísérleteket az Amerikai Egyesült Államok Egészségügyi Intézete (NIH) által 

kiadott „Útmutató laboratóriumi állatok gondozásáról és használatáról” címő ajánlások 

figyelembevételével végeztük. A kezelési protokollokat az Intézményi Állatkísérleti 

Bizottság jóváhagyta. Az állatokat minden esetben igény szerinti táplálék - és vízfelvétel, 

valamint 12 órás megvilágítási ciklusok mellett 21-23 oC-on tartottuk. Az állatok 

megérkezése után 3-7 napot hagytunk az alkalmazkodáshoz. 

 

5.2.1.1.  Timocita preparálás 

A timociták preparálását a már leírtak szerint végeztük (Bai és mtsai., 2001). Hat-

nyolc hetes hím C57BL6 egerek (Charles-River) tímuszát használtuk kísérleteinkben. Az 

állatokat CO2-belélegeztetéssel túlaltattuk, majd a mellkas megnyitása után kivágtuk a 

tímuszt. A tímuszt dróthálón préseltük át, így nyertünk önálló sejtekbıl álló timocita 

preparátumot. A sejteket RPMI-1640 médiumban (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

tartottuk, melyet 10% fötális borjúsavóval egészítettünk ki. A sejteket 37 oC-on, 5% CO2 

atmoszférában tartottuk. 

 

5.2.1.2.  Kontakt hiperszenzitivitási vizsgálata 

30 db nıstény CD1 egeret (Charles-River) véletlenszerően három csoportba osztottunk 

(kontroll, CHS, CHS+PJ34). Leborotváltuk hasoldalukat, majd a borotvált bırfelületen 

100-100 µl (0,2 m/v %, aceton:oliva olaj 1:4 arányú elegyében oldva) oxazolonnal 

szenzitizáltuk ıket. A kontroll állatok hasát aceton:oliva olaj 1:4 arányú elegyével kentük 

be. Egy héttel a szenzitizáció után az egereket i.p. kezeltük PJ34 (10 mg/kg, PBS-ben 

oldva) PARP inhibitorral (CHS+PJ34 csoport) vagy PBS-sel (kontroll és CHS csoport). Ezt 

követıen 10-10 µl oxazolont kentünk az állatok mindkét fülének mindkét oldalára. 24 óra 
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elteltével Mitutoyo Absolute ID-C112BS vastagságmérıvel megmértük a fülek vastagságát 

és szövetmintát vettünk további vizsgálatok céljából.  

 

5.2.1.3.  Irritatív dermatitis vizsgálata 

16 db nıstény CD1 egeret (Charles-River) véletlenszerően két csoportba osztottunk (CHS, 

CHS+PJ34). Az állatok mindkét fülének mindkét oldalára 10-10 µl PMA-t (forbol-

mirisztát-acetát; 0,05 m/v%, acetonban oldva) kentünk. Ezt követıen az egereket i.p. 

kezeltük PJ34 (10 mg/kg, PBS-ben oldva) PARP-inhibitorral (CHS+PJ34 csoport) vagy 

PBS-sel (CHS csoport). Hat óra elteltével Mitutoyo Absolute ID-C112BS vastagságmérıvel 

megmértük a fülek vastagságát és szövetmintát vettünk további vizsgálatok céljából. 

 

5.2.2.  Nitrogén-monoxid felszabadulás detektálása 

A nitrogén-monoxid mennyiségét fluorimetriás DAF-2 módszerrel mértük, Kojima és 

mtsai. (1998) leírása alapján. A módszer a zölden fluoreszkáló triazolofluoreszcein 

detektálásán alapszik, ami a nitrogén-monoxid és a 4,5-diaminofluoreszcein (DAF-2) 

reakciójában keletkezik. A DAF-2-t (1 µM) különbözı ideig (4-24h) inkubáltuk MNNG 

különbözı koncentrációival. A fluoreszcenciát Fluoroskan Ascent FL microplate 

fluoriméteren (Thermo Labsystems) detektáltuk (EX: 485 nm, EM: 527 nm). 

A nitrogén-monoxid termelıdését a nitrit és nitrát mennyiségének detektálásával is nyomon 

követtük, melyek vizes oldatban a nitrogén-monoxid stabil végtermékei. A nitrit és nitrát 

együttes koncentrációját Griess-Ilosvay reakcióban detektáltuk (Liaudet és mtsai. 2002), 

melynek során a keletkezett nitrátot nitritté redukáltuk nitrát-reduktáz (160 mU/ml) és 

NADH (34 µg/ml) segítségével (2h, 37 °C), majd 100-100 µl mintamennyiséghez 100-100 

µl Griess-reagenst [0.1% naftil-etilén-diamin-dihidroklorid (vízben oldva) és 1% 

szulfanilamid (5% H3PO4- ben) 1:1 arányú elegye]. Az abszorbanciát 550 nm-en mértük 

Multiskan MS microplate olvasón (Thermo Labsystems). A nitrit koncentrációk 

meghatározása kalibrációs görbe alapján történt. 

 

5.2.3.  Nitrotirozin kimutatása immunfluoreszcencia segítségével  

A fehérjék tirozil oldalláncainak nitrálódását az alábbi, standard immunfluoreszcens 

protokol alapján végeztük. A sejteket 10 percig jéghideg, 95%-os etanolban fixáltuk. A 
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rehidráció PBS-ben történt. A fedılemezeket 5%-os kecskeszérummal blokkoltuk 1 órán 

keresztül. Ezt követıen mintáinkat 4 °C-on, egy éjszakán át inkubáltuk poliklonális anti-

nitrotirozin ellenanyaggal (1:300). 5×5 perc PBS-sel való mosást követıen a fedılemezeket  

biotinilált, kecskében termeltetett, anti-nyúl IgG antitesttel inkubáltuk (1:200, 1 h, 

szobahımérséklet). A PBS-ben történt mosási lépéseket (5×5 perc) követıen a mintákat 

streptavidin-AlexaFluor 488 konjugátummal inkubáltuk (30 perc, szobahımérséklet), majd 

Zeiss Axiolab fluoreszcens mikroszkóppal vizsgáltuk. 

 
5.2.4.  Western blot 

A tirozin nitrálódás, az iNOS expresszió, a poli(ADP-ribóz) akkumuláció 

detektálása, a PARP foszforilációjának meghatározása (IP mintákból) és a PKC izoformák 

azonosítása Western blot módszerrel történt. A mőveleteket Pfeiffer és mtsai. (2001) leírása 

alapján végeztük. A kezelések elvégzése után homogenizáltuk a sejteket, majd 

gélelektroforézist végeztünk, 10%-os (tirozin nitrálódás, iNOS expresszió), vagy 8%-os 

(összes többi esetben) SDS-poliakrilamid gélben. Ezt követıen a gélben lévı mintáinkat 

nitrocellulóz membránra transzferáltunk [transzfer puffer: 25mM Tris/HCl, pH 8.3, 192mM 

glicin, 0,02% (m/v) SDS, és 20% (v/v) metanol] 250mA áramerısségen, 90 percig. A 

membrán aspecifikus kötıhelyeit 5% zsírszegény tejporoldattal blokkoltuk, melyet 0,01% 

TBST-ben oldottunk. A mosási lépések (2x5 perc) után monoklonális, vagy poliklonális 

nyúl anti-nitrotirozin (tirozin nitrálódás), nyúl anti-egér iNOS (iNOS expresszió) antitesttel 

inkubáltuk a membránokat. A primer antitesteket 1% tejport tartalmazó TBST-ben 

oldottuk. A membránokat 2x15 percig mostuk TBST-vel, majd 1 órán keresztül inkubáltuk 

a torma-peroxidázzal jelölt szekunder antitesttel [anti-nyúl-IgG (anti-nitrotirozin, anti-

iNOS, anti-PKC antitestek, anti-PARP antitest), anti-egér-IgG (anti-foszfoszerin, anti-PAR) 

1% tejport tartalmazó TBST-ben oldva]. A membránokat 3x20 percig mostuk TBST-vel, 

eredményeinket kemilumineszcencia elıhívó oldattal (Amersham Pharmacia Biotech, 

Vienna, Austria), röntgenfilmen tettük láthatóvá.  

 
5.2.5.  Egyszálú DNS törések kimutatása 

A DNS töréseket comet assay-vel mutattuk ki, Singh és mtsai. (1998) leírása alapján. 

Az eljárás a károsodott DNS azon tulajdonságán alapszik, hogy könnyebben hurkolódik ki 

és mozdul el elektromos erıtérben, mint az ép DNS. A sejteket agarózba ágyaztuk, lizáltuk, 
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majd elektromos erıtérbe helyeztük. A maganyag károsodás hatására üstökösszerően 

elnyúlik (innen az eljárás neve), míg az ép DNS a sejt eredeti helyén marad.   

Maratott tárgylemezekre (Spektrum 3D, Debrecen, Hungary) 1% normál 

olvadáspontú agarózt rétegeztünk. A timocitákat MNNG-vel (10 µM, 20 min, 37 °C) vagy 

a pozitív kontrollként használt hidrogén-peroxiddal kezeltük. A sejteket (105 sejt/lemez) 

alacsony olvadáspontú agarózba kevertük, és az agarózzal fedett tárgylemezekre 

rétegeztük. A gél megszilárdulása után 1 órán át, 4 °C-on lizáltuk mintáinkat (2.5 M NaCl, 

100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton X-100 pH 10.0). A tárgylemezeket 

ezután futtatókádba helyeztük, és alkalikus elektroforézis pufferben (300 mM NaOH, 1 

mM EDTA) 30 percig ekvilibráltuk, majd elektromos erıteret kapcsoltunk a kádra (25 

perc, 300 mA). A tárgylemezeket 0.4M Tris (pH 7.5) pufferben 10 percig ekvilibráltuk, 

majd etidium bromiddal (10 µg/ml) festettük. Eredményeinket fluoreszcens 

mikroszkópiával detektáltuk.  Felállítottunk egy vizuális értékelési rendszert: 

0=ép sejtek, a teljes DNS állomány a feji részben található, farok nincs;  

1=enyhe DNS károsodás, legtöbb DNS a feji részben;  

2=a DNS-tartalom kb. fele a farki részben;  

3=a DNS nagy része a farki részben található, de még látszik a fej;  

4=erısen károsodott sejtek a teljes DNS állomány a farki részben található. 

Lemezenként legalább 25 sejtet soroltunk be a fenti kategóriák valamelyikébe. 

Eredményeinket hisztogrammon ábrázoltuk. 

  

5.2.6.  Radioaktív PARP aktivitásmérés  

A sejtlizátumok PARP aktivitását a klasszikus módszerrel határoztuk meg, amely a 
3H-NAD+ TCA-val kicsapható fehérjefrakcióba való beépülésének a meghatározásán 

alapszik (Virág és mtsai, 1999).  

A sejteket 20 percig MNNG-vel kezeltük, majd a médiumot 0,5 ml aktivitásmérı 

pufferre cseréltük (56 mM HEPES, pH 7,5, 28 mM KCl, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 

0,01% digitonin, 0,125 µM NAD+ és 0,5 µCi/ml 3H-NAD+), és 30 percen át 37 oC-on 

inkubáltuk a timocitákat. A sejtfehérjéket 200 µl jéghideg 50%-os TCA-val kicsaptuk és 4 

órán át 4oC-on inkubáltuk. Centrifugálást (10000 RPM, 10 perc) követıen a csapadékot 

kétszer mostuk 500 µl 5% TCA-val, majd 250 µl 2% SDS/0,1 N NaOH oldatban, 37oC-on 
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egy éjszakán át szolubilizáltuk. A csövek tartalmát 6,5 ml Scintisafe Plus szcintillációs 

folyadékhoz adtuk (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) és a radioaktivitást 

folyadékszcintillációs számlálóval mértük meg (Wallac, Gaithersburg, MD, USA). 

 

5.2.7.  A mitokondriális membrán depolarizációjának és a szuperoxid termelıdésének 

kimutatása  

A mitokondriális membránpotenciál változását áramlási citometriával vizsgáltuk, 

FACS-Calibur citométeren (Becton-Dickinson, San Jose, CA), 3,3’-dihexiloxakarbocianin-

jodiddal [DiOC6(3)] festett sejtekben (Virág és mtsai, 1998b). A festék kationos lipofil 

karakterő, melyet a mitokondriumba transzportál a negatív mitokondriális 

membránpotenciál, és így az a mitokondriális mátrixban dúsul fel. Ezért csökkenı 

mitokondriális membránpotenciál a sejt csökkenı fluoreszcenciáját eredményezi. A 

festéket 37°C-on, 15 percig tartó inkubáció során 40 nM koncentrációban alkalmaztuk, 

majd PBS-sel történı mosás után detektáltuk eredményeinket.  

A mitokondriális szuperoxid termelést szintén áramlási citometriával határoztuk meg 

hidroetidium (HE) felhasználásával (2 µM, 15 perc, 37 °C), amit a szuperoxid erısen 

fluoreszkáló etidiummá alakít. A mérést ebben az esetben is PBS-sel történı mosás elızte 

meg. 

 

5.2.8.  Kaszpáz-3 aktivitás mérése 

A kaszpáz-3 aktivitást a Vanags és mtsai. (1996) által leírt módon végeztük el az alábbi 

módosításokkal (Virág és mtsai, 1998a). Hat órával az MNNG kezelés megkezdése után a 

timocitákat lízis pufferben lizáltuk (10 mM HEPES pH 7,25; 0,1% w/v CHAPS, 5 mM 

ditiotreitol, 2 mM EDTA, 10 µg/ml aprotinin, 20 µg/ml  leupeptin, 10 µg/ml  pepstatin A, 1 

mM PMSF). A lizátumokhoz 1:1 arányban reakciópuffert adtunk (100 mM HEPES pH 

7,25; 10% szacharóz, 5 mM ditiotreitol, 0,1% CHAPS,), amely 50 µM-os 

végkoncentrációban tartalmazta az aminometil-kumarinnnal konjugált tetrapeptid kaszpáz 

szubsztrátot (DEVD-AMC) (Calbiochem, San Diego, CA, USA), mellyel 1 órán át 

inkubáltuk. Az AMC fluoreszcenciáját Fluoroskan Ascent FL microplate fluoriméteren 

detektáltuk (EX: 390 nm, EM: 460 nm). 
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5.2.9.  A DNS fragmentáció kimutatása (DNS létra képzıdése)  

Az internukleoszomális DNS fragmentációt agaróz gélelektroforézissel mutattuk ki, 

az Eastman (1995) által leírt módon. Két százalékos agaróz gélt öntöttünk, majd a gél 

megszilárdulása után a féső feletti részt levágtuk. Az üres részbe 1% agaróz gélt öntöttünk, 

mely 2% SDS-t és 64 µg/ml proteináz K-t tartalmazott. 2×106 sejtet 20 µl mintapufferben 

(5% v/v glicerol, 10 mM Tris, pH 8,0, 0,05% brómfenol kék, 5 mg/ml RNáz A) vittük fel a 

gélre. Az elektroforézist 60 V feszültség mellett 12 órán át végeztük, majd a gélt 2 µg/ml 

etidium bromiddal festettük meg, a felesleges festéket desztillált vízzel mostuk ki. 

 

5.2.10.  Citotoxicitás meghatározása (propidium jodid felvétel) 

Az MNNG kezelés által kiváltott sejtpusztulást propidium jodid (PI) felvétellel 

határoztuk meg (Bai és mtsai, 2001). A timocitákat 2,5 µg/ml PI oldattal festettük 15 

percen át, majd PBS-sel végzett mosás után áramlási citometriával analizáltuk a mintákat. 

A citotoxicitást a következı képlet segítségével számítottuk: 100×(T-C)/(100-C), ahol a T a 

PI pozitív sejtek százalékát jelenti a mintákban, míg a C a kontroll mintában a PI pozitív 

sejtek arányát. 

 

5.2.11.  Citotoxicitás meghatározása (MTT redukciós módszer) 

Az MNNG kezelés hatását a sejtek életképességére 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium-bromid (MTT) redukciós módszerrel (Hussain és mtsai., 1993) is 

vizsgáltuk Virág L. (1995) leírása alapján, egy eltéréssel: mivel szuszpenziós sejtekkel 

dolgoztunk, a kezelések elvégzése után a sejteket Eppendorf csövekbe győjtöttük, 

centrifugáltuk, majd a médium leszívása után dimetil-szulfoxidban (DMSO) vettük fel. 

 

5.2.12.  Immunprecipitáció 

 A PARP-1 foszforilációjának detektálását immunprecipitációval végeztük. A 

kezelések elvégzése után a sejteket lizáltuk [50 mM Tris–HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1% 

Triton-X 100, 1 mM EDTA, proteáz inhibitor koktél (100×), 1 mM NaF, 1 mM Na2VO3], 

majd szonikáltuk (20 s). Mintáinkat 50 µl 50%-os Sepharose - protein A gyanta 

hozzáadásával elıtisztítottuk (1h, 4 °C), majd centrifugálást követıen a felülúszókhoz 

adtuk a PARP elleni antitestet (4 µg/500 µl minta), amivel 4 °C-on, 90 percen át tartó 
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inkubációt végeztünk. Ezt követıen 50 µl 50%-os Sepharose-proteinA gyantát adtunk 

mintáinkhoz, ezzel 1 órán át, 4°C-on történt az inkubáció. Végül mintáinkat 3×1 ml 

mintapufferrel [50 mM Tris–HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1% Triton-X 100, 1 mM EDTA, 

proteáz inhibitor koktél (100×), 1 mM NaF, 1 mM Na2VO3] mostuk, majd a pelletet SDS 

mintapufferrel elegyítettük és az antitestek kötéseinek megszüntetése céljából felfıztük (10 

perc, 100 °C). Ezután foszfoszerin elleni antitesttel Western blotot végeztünk. A vizsgálatot 

foszfoszerin elleni antitesttel immunprecipitálva és PARP elleni antitesttel Western blotot 

végezve is elvégeztük. 

 

5.2.13.  PKC izoformák lokalizációjának vizsgálata immunfluoreszcenciával 

Az immunfluoreszcenciás vizsgálatainkhoz a sejteket poli-lizinnel bevont 

lemezeken immobilizáltuk. Etanolos fixálást követıen vizsgálatainkhoz a Western blot 

módszernél is használt PKC elleni antitesteket alkalmaztuk. Immunfluoreszcens jelölésre 

FITC-cel konjugált szekunder antitestet használtunk. A magokat DAPI-val festettük. A 

felvételeket Zeiss LSM 510 META konfokális mikroszkóppal készítettük. Z-szeleteket 

készítettünk, ábráinkon a magok középsíkjában készült felvételeket mutatjuk be. 

 

5.2.14.  In vitro foszforiláció 

 Ebben a vizsgálatban tisztított PARP-1 enzimet foszforiláltunk tisztított cPKC 

eleggyel (alfa, béta és gamma izoformák keveréke), HEPES tartalmú assay pufferben [200 

mM HEPES pH 7.5; 100 mM MgCl2, 10 mM ditiotreitol (DTT)]. A PKC elegyet PKC 

tároló pufferben hígítottuk (20 mM HEPES pH7,5; 1 mM EGTA; 1 mM EDTA; 1 mM 

DTT; 25% glicerin; 0.02 % NaN3; 0.05% Triton X-100), végkoncentrációja 0.1 µg/ml volt. 

Az enzimet 0,65 mM CaCl2 és foszfatidil-szerin – diolein micellák hozzáadásával 

aktiváltuk. Mintánként 5 µl ATP elegyet használtunk [0,998 mM ATP és 20-szorosára 

hígított 32P-ATP (270 CPM/pmol)]. Mintáinkat 20, 50, vagy 90 percig inkubáltuk, 30 °C-

on. Negatív kontrollként PKC nélküli mintát alkalmaztunk. Mintáinkat SDS mintapufferrel 

elegyítettük, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézist végeztünk, 8 %-os gélen. A géleket 

megszárítottuk, majd az eredményeket autoradiográfiával detektáltuk.  
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5.2.15.  Metalloproteináz zimográfia 

A kezelések elvégzése után nyert szövetmintát TNC pufferben homogenizáltuk (50 

mM Tris, 0,15 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 0,05% Brij-35, 0,02% NaN3, pH 7,4) (Koyama és 

mtsai. 2000), majd a törmeléket centrifugálással eltávolítottuk. A fehérjekoncentrációt 

Bradford módszerével határoztuk meg. A homogenizátumokat ezután 2X SDS 

mintapufferrel kevertük össze (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), és szobahımérsékleten 

inkubáltuk 15 percen át. Az így elkészített mintákból 7,5 µg fehérjét zselatin vagy kazein 

zimográfiás gélekre (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) vittünk fel. A géleket a futtatás (125 

V, 90 min) után renaturáló pufferben (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 30 percig rázattuk, 

majd az aktív proteinázok elıhívását 37 oC-on végeztük egy éjszakán át elıhívó pufferben 

(Invitrogen). Az emésztetlen szubsztrátot Brilliant Blue festékkel festettük meg (0,1% 

Coomassie Brilliant Blue, 45,5% metanol, 9% ecetsav). Bizonyítandó, hogy az emésztés 

után megjelenı sávok Ca2+-függı proteázoknak felelnek meg, replikátum géleket Ca2+-

mentes pufferben (20 mM EDTA) hívtunk elı. 

 

5.2.16.  Peroxidáz aktivitás mérése 

Cryochrome Blue matrix-ba (Shandon, Pittsburgh, PA, USA) ágyazott szövetekbıl 6 µm 

vastagságú szeleteket vágtunk. Az A (0.8 mM diamino-benzidin – tetrahidroklorid; 121 

mM Na-acetát desztillált vízben oldva) és B (1.8 mM hidrogén-peroxid desztillált vízben 

oldva) oldatok 1:50 arányú elegyét a mintáinkra mértük. A reakciót 10 percen át végeztük 

szobahımérsékleten. A tárgylemezeket kétszer mostuk desztillált vízzel, majd egy órán át, 

szobahımérsékleten háttérfestést végeztünk Nuclear Fast Red-del (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA). A tárgylemezeket desztillált vízzel mostuk, majd dehidráltuk és 

lefedtük (Hypermount, Shandon). 

 

5.2.17.  Citokin expresszió vizsgálata ELISA módszerrel 

Az egérfülekbıl készült lizátumokban citokinek (TNFα, IL-1β) és kemokinek (MIP-1α, 

MIP2) expresszióját vizsgáltuk ELISA kitek (R&D System, Minneapolis, MN) 

segítségével. Vizsgálatainkat a kitek protokoljai alapján végeztük. 
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5.2.18.  Mieloperoxidáz aktivitás mérése 

Az egérfüleket 600 µl homogenizáló pufferben [125 mg hexadecil-trimetil-ammónium-

bromid (HTAB) 25 ml 10 mM MOPS] összeturmixoltuk, majd centrifugáltuk (5 perc, 13 

000 RPM). A mieloperoxidáz aktivitás mérését 1 mM hidrogén-peroxid jelenlétében NAPP 

pufferben (250 ml 80 mM NaH2PO4-H2O oldat pH-ját 80 mM Na2HPO4-7H2O –val pH 

5,5-re állítottuk be) végeztük, TMB (3,9 mg/ml, DMSO-ban oldva, majd 1:8 arányban 

elegyítve NAPP pufferrel) szubsztráttal. Az MPO aktivitást 650 nm-en, fotometriásan 

detektáltuk. Eredményeinket fehérjetartalomra vonatkoztattuk. A felülúszó fehérjetartalmát 

Comassie reagenssel határoztuk meg. 

 

5.2.19.  Statisztikai analízis 

Minden kísérletet legalább három alkalommal végeztünk el, különbözı napokon. A 

szignifikancia meghatározására a Student t tesztet alkalmaztuk, és a p<0,05 értékeket 

tekintettük szignifikánsnak. A comet assay statisztikai analíziséhez a Mann és Whitney - 

féle U-tesztet használtuk. 
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6.  EREDMÉNYEK 

6.1.  MNNG kezelés hatására bekövetkezı tirozin nitrálás és PARP aktiváció vizsgálata  

 Más sejttípusok esetében már ismert volt, hogy az MNNG aktiválja a DNS törés 

- PARP aktiváció útvonalat (Juarez-Salinas és mtsai., 1979), ezért megvizsgáltuk, hogy 

rendelkezik-e hasonló hatással timocitákon. Az MNNG jelentıs mértékő nekrotikus 

sejtpusztulást (PI felvétel) eredményezett, ami a PARP gátlószerrel és a tiolos 

antioxidánsokkal kivédhetı volt (4. ábra). Ezzel egyidejőleg azonban a PARP gátlásának 

hatására emelkedtek az apoptotikus paraméterek (6. és 7. ábra). A tiolos antioxidánsok - a 

PARP inhibitorhoz hasonlóan - az alapérték alá csökkentették az MNNG által kiváltott 

PARP aktivitását (8. ábra). Az alkalmazott antioxidánsok védelmet nyújtottak az MNNG 

által okozott DNS törések ellen is, míg a PARP inhibitor PJ34 a DNS törést nem 

befolyásolta (9. ábra). MNNG kezelés hatására hasonló mitokondriális változásokat 

tapasztaltunk, mint korábban, az oxidatív stressznek kitett timocitákon (10. ábra). Mivel az 

MNNG hatásai a fenti folyamatokban hasonlóak az oxidatív stressz hatásaihoz, 

feltételeztük, hogy az MNNG hatásmechanizmusában is szerepet játszik az oxidatív stressz. 

Az MNNG molekula tartalmaz egy nitrozocsoportot, ezért elképzelhetınek tartottuk, hogy 

a szerves nitrozo-vegyületekhez hasonlóan az MNNG bomlása során is keletkezhet 

nitrogén-monoxid. Az MNNG vizes oldatában koncentrációfüggı nitrit/nitrát termelıdést 

tapasztaltunk, ami az MNNG-bıl történı NO-felszabadulásra utal (12/A. ábra). 

Eredményeinket az NO-specifikus DAF-2 nevő, fluorogén próbával erısítettük meg. (12/B. 

ábra).  

 Feltételezéseink között az is szerepelt, hogy az MNNG-bıl származó NO a 

sejtben lévı szuperoxiddal egyesülve peroxinitrit képzıdéséhez vezethet. A peroxinitrit 

közismerten nitrálni képes a fehérjék tirozin és triptofán oldalláncait, valamint a DNS 

guanin bázisait (Ischiropoulos, 2003). Az MNNG-vel kezelt sejtek erıs immunopozitivitást 

mutattak nitrotirozinra (12/C. és D. ábra), amely dózis- és idıfüggést mutatott (12/D. ábra). 

Pozitív kontrollként peroxinitritet használtunk, amelynél hasonló nitrálási mintázatot 

látunk, mint az MNNG esetében (12/D. ábra). A fenti adatok alapján feltételezhetı, hogy az 

MNNG-bıl NO szabadul fel, ami szuperoxiddal egyesülve peroxinitritet képez MNNG-vel 

kezelt timocitákban. Ez arra enged következtetni, hogy a timocitákban peroxinitrit felelıs 

az MNNG által okozott fehérje nitrálásért. A nitrogén-monoxid szintáz (NOS) inhibitor L-
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NMMA alkalmazása nem befolyásolta az MNNG által kiváltott DNS törést és citotoxicitást 

(13/A. és B. ábra), az MNNG kezelés hatására nem indukálódott az iNOS timocitákban 

(13/C ábra). Eredményeink arra utalnak, hogy az endogén NO termelésnek nincs szerepe a 

folyamatban.  

 A további kísérleteinkben alkalmazott sejtpermeábilis szuperoxid-diszmutáz, 

kataláz, cPTIO (NO scavenger) és FP-15 (peroxinitrit bomlását katalizáló 

porfirinszármazék) egyike sem volt képes gátolni az MNNG által okozott DNS törést és 

citotoxicitást (13/A. és B. ábra). Ezek alapján elmondható, hogy az MNNG indukálta 

citotoxicitásban nem játszik szerepet sem az NO, sem a szuperoxid, sem pedig az ezek 

egyesüléseként keletkezı peroxinitrit. 

 

6.1.1.  Az MNNG által okozott sejtpusztulás és PARP aktiváció tanulmányozása 

 Az MNNG citotoxikus hatását timocitákon a sejtek propidium jodid felvételével 

vizsgáltuk, ami az elhalt sejteket festi, mivel ép sejtmembránon nem képes áthatolni. Azt 

találtuk, hogy már egy viszonylag alacsony MNNG koncentráció is koncentrációfüggı 

citotoxicitást okoz (4. ábra). Összehasonlításképpen, korábbi közlemények adatai szerint 

100-500 µM MNNG koncentráció volt citotoxikus hatású adherens epiteliális, neuronális és 

fibroblaszt sejteken (Ha és Snyder, 1999; Ying és mtsai., 2001; Yu és mtsai.; 2002). 

Glutationnal, N-acetilciszteinnel, vagy a PARP inhibitor PJ-34-gyel történt elıkezelésekkel 

meggátolható volt az MNNG citotoxikus hatása. Eredményeink szerint az oxidatív stressz 

és a PARP aktiváció szerepet játszik az MNNG citotoxikus hatásában timocitákon. Míg a 

tiolos antioxidánsok védıhatása a hosszabbtávú kezelések (24h) alkalmazásakor is 

érvényesült, a PARP gátlószer hatása kevésbé volt kifejezett 24 óra elteltével. (5. ábra). 
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 4. ábra  

Az MNNG citotoxikus hatása. 
A sejteket 30 percig 
elıkezeltük PARP inhibitorral 
(PJ-34), illetve antioxidán-
sokkal (NAC, GSH), melyet 4 
órás MNNG kezelés követett. 
A timocitákat PI oldattal 
festettük, és a citotoxicitást 
áramlási citometriával határoz-
tuk meg. Koncentrációfüggı 
citotoxicitást (PI-felvételt) 
tapasztaltunk. Az alkalmazott 
tiol antioxidánsok (NAC, GSH) 
alkalmazása teljesen meg-
gátolta az MNNG okozta 
citotoxicitást.  Hasonló hatást 
értünk el a PARP inhibitor PJ-
34 alkalmazása esetén is. Az 

ábra három független kísérlet átlagát mutatja, eredményeink szórás – és szignifikancia 
értékei megfelelıek voltak, azokat itt, a 3D ábrázolás miatt nem tudtuk feltüntetni. 
  

 

5. ábra Inkubációs idı szerepe a PARP-gátlás és a GSH citoprotektív hatásában 
A timocitákat 30 percen át elıkezeltük GSH-val vagy PJ34-gyel, ezt 4 órás MNNG kezelés 
(10 µM) követte. A citotoxicitást közvetlenül az MNNG kezelés után, vagy további 20 óra 
elteltével (24 h) mértük (**P<0,01, ***P<0,005 a 4 órás, MNNG-vel kezelt mintákhoz 
viszonyítva és #P<0,05, ###P<0,005 a 24 órás, MNNG-vel kezelt mintákhoz viszonyítva). 
Az ábra három független kísérlet átlagát mutatja (±SD). 
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Korábbi vizsgálatainkban peroxinitrit vagy hidrogén-peroxid kezelés hatására bekövetkezı 

PARP aktiváció eredményeképpen az eredetileg apoptotikus sejthalál helyett nekrózist 

tapasztaltunk (Virág és mtsai., 1998b,c). E megfigyelést más laboratóriumok tapasztalatai 

is megerısítették (Cole és Perez-Polo, 2002; Filipovic és mtsai., 1999; Ha és Snyder, 

1999). A PARP szerepét a sejthalálban PARP knock out, vagy PARP inhibitorokkal kezelt 

vad típusú timocitákkal végzett vizsgálataink is bizonyítják. A PARP gátlása vagy 

genetikai inaktivációja a nekrotikus paraméterek csökkenését (PI felvétel), és ezzel 

egyidejőleg az apoptotikus paraméterek (kaszpáz-aktiváció, DNS fragmentáció) 

fokozódását (Virág és mtsai., 1998/b,c) eredményezte. 

 Megvizsgáltuk, hogy az MNNG által stimulált PARP aktivációnak vannak-e az 

oxidatív stressz indukálta PARP aktivációhoz hasonló következményei. Alacsony MNNG 

koncentráció alkalmazása esetén emelkedett kaszpáz aktivitást mértünk, míg magasabb 

MNNG koncentrációk hatására a kaszpáz aktivitás csökkenését tapasztaltuk. (6. ábra). PJ-

34-gyel történı elıkezelés hatására timocitákban az MNNG indukálta kaszpáz-aktiváció 

emelkedett. 

6. ábra   MNNG hatása a 
kaszpáz-3 aktivitásra  
A timociták 6 órás MNNG 
kezelését követıen tetrapeptid 
kaszpázszubsztrát aminometil-
kumarin konjugátumának 
(DEVD-AMC) hidrolízisét fluo-
rimetriás módon meghatározva 
mértük a kaszpáz-aktivitást. Egy 
kétfázisú görbét kaptunk: 
alacsonyabb MNNG kon-
centrációk esetében növekvı 
kaszpáz-aktivitást tapasztaltunk, 
ami az MNNG koncentráció 
emelkedésével az alapérték alá 

csökket. A PARP-ot gátló PJ-34 alkalmazása (30 perces elıkezelés) esetén magasabb 
kaszpáz-aktivitást tapasztaltunk. (*p<0,05; ** p<0,01 a PJ34-gyel elıkezelt kontrollhoz 
képest; #p<0,05; ## p<0,01 a kontrollhoz képest). Az ábra három független mérés átlagát 
mutatja (±SD) 
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Az apoptotikus sejthalál egy másik jellemzı eseménye az internukleoszómális DNS 

fragmentáció, amely agaróz gélelektroforézis segítségével vizsgálható. A kaszpáz- 

aktivitáshoz hasonlóan a DNS fragmentáció is csökkenı tendenciát mutatott magas MNNG 

koncentrációk esetén, amelyet a PARP gátlószer alkalmazása ebben az esetben is 

ellensúlyozni tudott (7. ábra). 

 

 

  

 

 

7. ábra   DNS fragmentáció vizsgálata. 
A timocitákat hat órán át kezeltük 10 µM MNNG-vel. Egyes mintákat (+) PARP 
inhibitorral (1 µM PJ34) kezeltünk elı, 30 percen át. Az internukleoszómális DNS 
fragmentációt agaróz gélelektroforézissel mutattuk ki, a „Módszerek” fejezetben leírtak 
szerint. Az apoptotikus sejtek számára a sávok intenzitásából következtethetünk. Alacsony 
MNNG koncentrációk hatására a sávok intenzitása növekszik, nagy MNNG 
koncentrációknál viszont megszőnik (-). PARP gátlószer (PJ-34) alkalmazásakor (+) a 
sávok intenzitása az MNNG koncentráció növekedésével nı, ami az apoptotikus sejtek 
számának növekedésére utal. Az ábrán bemutatott eredmények három független kísérlet 
eredményeit szemléltetik. 
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Az MNNG PARP aktivációt okozott timocitákban, ami mind a tiolos antioxidánsokkal, 

mind pedig a PARP inhibitorral gátolható volt (8. ábra). 

 

 
 
8. ábra PARP aktiváció vizsgálata  
Az egyes mintákat 30 percig elıkezeltünk 5mM NAC-cal, 5 mM GSH-val, illetve a PARP 
inhibitor 2 µM PJ-34-gyel. Az MNNG-kezelés (0-80 µM) 20 percig tartott. A PARP 
aktivációját a radioaktív NAD+ beépülésének mérésével követtük nyomon, a „Módszerek” 
fejezetben leírtak szerint. A PARP aktivitás az MNNG koncentráció függvényében 
változott (0-80 µM) (* p<0,05, ** p<0,01 a kontrollhoz képest). A PARP aktivitása 
antioxidánsokkal (5mM NAC, 5 mM GSH), illetve PARP inhibitor (2 µM PJ-34) 
alkalmazásával jelentıs mértékben csökkenthetı volt (##p<0,01 a 80 µM MNNG 
kezeléshez képest). (CPM: percenkénti beütésszám) Az ábra négy független kísérlet átlagát 
mutatja (±SD). 
 
 
6.1.2.  DNS törés és mitokondriális paraméterek vizsgálata MNNG-vel kezelt timocitákban 

 A DNS törést comet assay-vel detektáltuk. A kezeletlen sejtek kerek morfológiát 

mutattak, tehát maganyaguk a sejtmagban maradt. Ezzel szemben MNNG (10 µM) kezelés 

hatására jelentıs DNS károsodást tapasztaltunk, amit az üstökös-szerő morfológia mutat (9. 

ábra). Szélesspektrumú antioxidánsok [glutation és N-acetilcisztein (5-5 mM)] 

megakadályozták a DNS törések kialakulását, a PARP inhibitor PJ34 azonban nem volt 

hatással erre a paraméterre (9. ábra). 

 +5 mM  +5 mM 
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9. ábra.  MNNG által kiváltott DNS törés 
Egyes mintákat 30 percig elıkezeltünk 5mM NAC-cal, 5 mM GSH-val, illetve a PARP 
inhibitor PJ-34-gyel (2 µM). A timocitákat 10 µM MNNG-vel 20 percen át kezeltük. A 
DNS törést comet assay-vel detektáltuk. Megfigyelhetı a kezeletlen sejtek magjának ép 
morfológiája, míg az MNNG-vel kezelt sejtek jelentıs DNS-károsodást szenvedtek. Tiol 
antioxidánsok (NAC, GSH) alkalmazásával az MNNG okozta DNS-törés kivédhetı volt, a 
PARP inhibitor (PJ-34) alkalmazása a DNS károsodás mértékét nem befolyásolta. A kapott 
képek értékelésére egy vizuális értékelı – skálát állítottunk fel, a „Módszerek” fejezetben 
leírtak alapján. Eredményeinket hisztogrammokon ábrázoltuk és reprezentatív 
mikrofotográfiákat mutatunk be, melyek három független kísérlet eredményeit szemléltetik.  
 

 Korábbi vizsgálataink alapján a peroxinitrit, vagy hidrogén-peroxid által 

kiváltott nekrotikus sejthalált mitokondriális változások is kísérik, mint például a 

mitokondriális membrán depolarizációja, szekunder szuperoxid termelés és a mitokondrium 

szerkezeti sérülése (Virág és mtsai., 1998b). Ezenkívül azt is bizonyították, hogy ezeket a 

változásokat timocitákban a PARP aktivációja okozza (Virág és mtsai., 1998b). 

Megvizsgáltuk, hogy vajon az MNNG indukál-e mitokondriális membrán-depolarizációt és 

szekunder szuperoxid termelést. MNNG kezelés hatására hasonló mitokondriális 

változásokat tapasztaltunk, mint korábban, az oxidatív stressznek kitett timocitákon (10. 

ábra). 
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10. ábra  Az MNNG által kiváltott mitokondriális depolarizáció és mitokondriális 
szuperoxid termelés vizsgálata áramlási citometriával.  

A timocitákat 30 percen át elıkezeltük PJ34-gyel, GSH-val, vagy NAC-cal, majd a sejteket 
MNNG-vel kezeltük 3 órán át. A mitokondriális membrán depolarizációját DiO6(3) 
fluoreszcens festékkel vizsgáltuk (A). A fluoreszcencia intenzitásának csökkenése a 
mitokondriális membránpotenciál csökkenésére utal. A mitokondriális szuperoxid-termelés 
vizsgálata során hidroetidiummal festettük a sejteket (B), melyet a szuperoxid erısen 
fluoreszkáló etidiummá alakít. Az ábrán bemutatott eredmények három független kísérlet 
eredményeit szemléltetik. 
 
 



 - 45 - 
 

6.1.3.  Az intracelluláris és az extracelluláris GSH eltávolításának hatása az MNNG által 

kiváltott citotoxicitásra 

A glutationszintézis sebesség-meghatározó lépését a gamma-glutamil cisztein szintáz enzim 

katalizálja. Ez az enzim specifikusan gátolható butionin-szulfoximinnel (BSO). Megfelelı 

ideig tartó BSO kezeléssel depletálható az intracelluláris glutation. A BSO (300 µM) 

kezelés valamelyest csökkentette az MNNG citotoxikus hatását (11. ábra, A panel). A 

glutationkezelést követıen PBS-sel mosva a sejteket, nem tapasztaltuk a GSH citoprotektív 

hatását (11. ábra, B panel)  

 
11. ábra Az intra- és extracelluláris glutation-depléció hatása az MNNG által 

kiváltott citotoxicitásra.  
Az MNNG citotoxikus hatását (10 µM és 20 µM, 4 óra) négy órás BSO elıkezelést 
követıen is vizsgáltuk (A). (* p<0,05, a 20 µM MNNG-vel kezelt mintához viszonyítva, 
#p<0,05 a 40 µM MNNG-vel kezelt mintához képest). Ezen kívül tanulmányoztuk az 
extracelluláris GSH eltávolításának hatását is, melynek során a GSH elıkezelést követıen a 
sejteket PBS-sel mostuk, majd 20 µM MNNG-el kezeltük (B panel, utolsó oszlop). (** 
p<0,01, a 20 µM MNNG-vel kezelt mintához viszonyítva, az ábrák négy párhuzamos 
kísérlet átlagát mutatják  ± S.D.) 
 

 6.1.4.  Az MNNG-bıl  felszabaduló NO hatásainak vizsgálata 

Az MNNG molekula tartalmaz egy nitrozo csoportot, ezért elképzelhetınek tartottuk, hogy 

a szerves nitrozo-vegyületekhez hasonlóan az MNNG bomlása során is keletkezhet 

nitrogén-monoxid. Az MNNG vizes oldatában koncentrációfüggı nitrit/nitrát termelıdést 

tapasztaltunk, ami az MNNG-bıl történı NO felszabadulásra utal (12/A. ábra). 

Eredményeinket az NO-specifikus, DAF-2 nevő fluorogén próbával erısítettük meg. (12/B. 
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ábra). Feltételezéseink között az is szerepelt, hogy az MNNG-bıl származó NO a sejtben 

lévı szuperoxiddal egyesülve peroxinitrit képzıdéséhez vezethet. A peroxinitrit 

közismerten nitrálni képes a fehérjék tirozin és triptofán oldalláncait, valamint a DNS 

guanin bázisait (Ischiropoulos, 2003). Az MNNG-vel kezelt sejtek erıs immunopozitivitást 

mutattak nitrotirozinra (12/C. és D. ábra), amely dózis- és idıfüggést mutatott (12/D. ábra). 

Pozitív kontrollként peroxinitritet használtunk, amelynél hasonló nitrálási mintázatot 

láttunk, mint az MNNG esetében. 

 

12. ábra A felszabaduló NO hatásai MNNG-vel kezelt timocitákon 
Az MNNG-t PBS-ben hígítva, sejtmentes rendszerben 4 órán át inkubáltuk 
szobahımérsékleten (A és B). A nitrit-tartalmat Griess reakcióval (A), az NO-t pedig a 
DAF-2 fluoreszcenciájának detektálásával mértük. Az A és B panelen bemutatott 
eredmények három független kísérlet átlagát (±SD) mutatják, *p<0,05, **p<0,001, a 
kontrollhoz képest. A C és D panelen bemutatott vizsgálatokhoz 1 órás (C) vagy 1 és 2 órás 
(D) MNNG kezelést végeztünk timocitákon. A fehérjéken végbemenı tirozin nitrálódást 
immunfluoreszcens festéssel (C) és Western blottal (D) detektáltuk. 
 

 Az elızıekben bemutattuk, hogy az MNNG bomlása során nitrogén-monoxid 

keletkezik, amely szuperoxiddal egyesülve peroxinitritet képezhet. Eredményeink alapján 

valószínősíthetı továbbá, hogy mind a peroxinitrit, mind pedig az MNNG citotoxikus 

hatásában szerepe van a PARP aktivációjának (Berger és mtsai., 1983; Virag és mtsai., 
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2003). Ezért megvizsgáltuk, hogy szerepet játszik-e a peroxinitrit az MNNG citotoxikus 

hatásában. Feltevésünk mellett szól a tiolos antioxidánsok védıhatása az MNNG által 

okozott DNS töréssel és citotoxicitással szemben. Ismert viszont, hogy a GSH és a NAC a 

reaktív oxigén – és nitrogén intermedierek (ROI és RNI) mellett az alkil gyökök befogására 

is képesek, ezért megvizsgáltuk specifikus ROI és RNI inhibitorok hatását is. 

Kísérleteinkben sejtpermeábilis szuperoxid-diszmutázt, katalázt, cPTIO-t (NO scavenger), 

L-NMMA-t (NOS inhibitor), és FP-15-öt (peroxinitrit bomlását katalizáló 

porfirinszármazék) alkalmaztunk. (13/A. ábra). Az MNNG által okozott DNS törést és 

citotoxicitást nem volt képes megakadályozni egyik általunk alkalmazott anyag sem. Fenti 

megfigyeléseink alapján elmondható, hogy az MNNG indukálta citotoxicitásban nem 

játszik szerepet sem az NO, sem a szuperoxid, sem pedig az ezek egyesüléseként keletkezı 

peroxinitrit (13/B. ábra).  

 

 

13. ábra    A szuperoxid, a nitrogén-monoxid és a peroxinitrit szerepének vizsgálata  
 az MNNG citotoxikus hatásában 
A timocitákat 30 percig PEG-SOD-dal (200 U/ml), PEG-katalázzal (Kat., 800 U/ml), PEG-
SOD és PEG-kataláz kombinációjával, cPTIO-val (300 µM), L-NMMA-val FP-15-tel (1 
µg/ml) és pozitív kontrollként GSH-val kezeltük elı. Húsz perces MNNG (10 µM) kezelést 
követıen comet assay-t végeztünk (A). A citotoxicitást 4 óra elteltével vizsgáltunk (B) 
(**p<0,01 a kontrollhoz képest). A B panel három független kísérlet átlagát (±S.D.) 
mutatja. Az iNOS expressziójának vizsgálatát Western blottal végeztük (C). Egy, illetve 
négy órás MNNG kezelést alkalmaztunk (M1, M4). Pozitív kontrollként interferon-
gammával és lipopoliszachariddal kezelt egér peritoneális makrofágok lizátumát használtuk 
(MF). 
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6.2.  A protein kináz C szerepe az MNNG által kiváltott citotoxicitás szabályozásában  

 Korábbi adataink alapján az MNNG kezelés timocitákban DNS törések 

keletkezéséhez és ezáltal a PARP-1 enzim aktivációjához vezet (Bai és mtsai., 2007). 

Irodalmi adatok szerint a PKC képes a PARP-1 in vitro foszforilációjára (Bauer és mtsai., 

1992; Tanaka és mtsai., 1987). Megvizsgáltuk, hogy képes-e a PKC in vivo is foszforilálni 

a PARP-1-et, és ha igen, akkor hatással van-e ez a foszforiláció az MNNG indukálta PARP 

aktivációra, illetve a sejtek életképességére. 

 A timocitákban elıforduló PKC izoformákat Western blot módszerrel határoztuk 

meg. Eredményeink azt mutatják, hogy egér timocitákban az összes általunk vizsgált PKC 

izoforma expresszálódik (14/A. ábra). 

Megvizsgáltuk a tisztított PARP-1 in vitro foszforilációját is tisztított PKC enzimek 

által. A PKC enzimeket tartalmazó elegy a klasszikus PKC izoformákat (alfa, béta és 

gamma) tartalmazta. Radioaktív jelölésre gamma helyzetben jelölt 32P-ATP -t használtunk. 

Mintáinkat 20, 50, vagy 90 percig inkubáltuk, 30 °C-on. Negatív kontrollként PKC nélküli 

mintát alkalmaztunk. Mintáinkat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel választottuk el, 

majd az eredményeket autoradiográfiával detektáltuk. (14/B. ábra).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

14. ábra  PKC izoformák expressziója timocitákban és PARP in vitro foszforilációja 
A timocitákban elıforduló PKC izoformákat Western blot módszerrel határoztuk meg (A). 
A PARP in vitro foszforilációját autoradiográfiával detektáltuk (B). A foszforilációt 20, 50, 
vagy 90 percig végeztük, 30 °C-on. Negatív kontrollként PKC nélküli mintát alkalmaztunk 
(C0’, C20’, C50’, C90’). A P0’, P20’, P50’, P90’ jelöléső minták tartalmazták a PKC 
enzimeket, a számok az inkubációs idıket jelölik percben kifejezve. Az ábrán bemutatott 
eredmények három független kísérlet eredményeit szemléltetik. 

 

 

A 
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6.2.1.  A PKC aktiváció hatása az MNNG által kiváltott PARP aktivációra 

 Két rendszerben vizsgáltuk a PKC hatását az MNNG indukálta PARP 

aktivációra. Az egyik a tríciált NAD+ beépülésének vizsgálatán alapuló PARP 

aktivitásmérés (15/A ábra), a másik pedig a PARP aktiváció eredményeképpen létrejövı 

polimerek mennyiségét detektáló Western blot módszer (15/B ábra). MNNG-vel kezelve a 

timocitákat - korábbi eredményeinknek megfelelıen - jelentıs mértékő PARP aktivációt 

tapasztaltunk, melyet megakadályozott a PARP gátlószer PJ34 egyidejő alkalmazása (15/A. 

ábra). A PKC aktivátor PMA-val (forbol-12-mirisztát-13-acetát) történt elıkezelés hatására 

az MNNG által kiváltott PARP aktiváció gátlását tapasztaltuk. Ezzel összhangban a 

keletkezı ADP-ribóz polimerek mennyiségének szignifikáns csökkenését tapasztaltuk a 

PMA-val kezelt sejtekben (15/B.ábra). A PMA PARP-gátló hatása különbözı mértékben 

ellensúlyozható volt PKC inhibitorok alkalmazásával. A széles spektrumú GF109203X 

(bizindolmaleimid-1) - ami a PKCα-, βI-, βII-, γ-, δ-, és ε- izoformákat gátolja - 

nagymértékben csökkentette a PMA hatását, míg csupán a klasszikus PKC enzimekre ható 

Gö6976 alkalmazásával részleges gátlást tudtunk elérni (15. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15. ábra A PKC aktiváció hatása az MNNG indukálta PARP aktivációra 
A sejteket MNNG-vel kezeltük (20 µM, 10 perc). A PMA (100 nM) és a PJ34 (2 µM) 
elıkezelések 30 percig tartottak. A PKC inhibitorokkal történı elıkezelések (Gö6976, 
GF109203X) a PMA kezelést megelızıen, 30 percig tartottak. A PARP aktivitását a trí-
ciummal jelzett NAD+ beépülésének mérésével határoztuk meg (A). MNNG kezelés hatá-
sára szignifikánsan fokozódott a PARP aktivitása (**P<0,01 a kontrollhoz viszonyítva). A 
PMA elıkezelés szignifikánsan csökkentette az MNNG indukálta PARP aktivációt. A PKC 
inhibitorokkal történt elıkezelések különbözı mértékben ellensúlyozták a PMA hatását 
(••P<0,01; •P<0,05). Az A panel négy független kísérlet átlagát (±SD) mutatja. 
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6.2.2.  A PKC aktiváció hatása az MNNG által kiváltott citotoxicitásra 

 Annak kiderítésére, hogy milyen módon befolyásolja a PKC aktivációja az 

MNNG citotoxikus hatását, a sejthalál különbözı paramétereit vizsgáltuk MNNG-vel 

kezelt sejteken. A kezelések elvégzése után meghatároztuk a sejtek életképességét, mértük 

a nekrotikus sejthalálra utaló propidium jodid felvételt, valamint az apoptózis markereként 

ismert kaszpáz-3 aktivációt.  

 Az MNNG kezelés szignifikánsan csökkentette a sejtek életképességét és növelte 

a nekrotikus sejtek számát (16/B.ábra). A PARP gátlószerrel végzett vizsgálataink alapján a 

sejtpusztulásban szerepet játszik a PARP aktivációja (16/A. és B. ábra). A PMA-val történt 

elıkezelés szintén gátolta az MNNG kezelés hatására bekövetkezı timocita nekrózist, ez 

összhangban van PARP gátló hatásával is (16/A és B ábra). Korábbi - PARP-függı 

sejthalállal kapcsolatos, egér timocitákon végzett - vizsgálataink szerint a nekrózist 

gátolhatjuk PARP inhibitorokkal (Virág és mtsai., 1998b,c), ezáltal megırizhetjük a sejt 

NAD+ - és ATP-készleteit, így emelhetı a sejtek energiaszintje. Megfigyeléseink szerint az 

ép sejtek és az apoptotikus sejtek száma növekszik, a nekrotikus sejtek száma csökken a 

PARP gátlásának, vagy genetikai inaktivációjának hatására (Virág és mtsai., 1998b,c). 

PMA jelenlétében az MNNG-vel kezelt sejtekben emelkedett kaszpáz aktivitást mértünk 

(16/C ábra). A PMA hatását csökkenteni tudtuk az alkalmazott PKC inhibitorokkal 

(GF109203X, Gö6976) (16/A és B ábra). 

  

6.2.3.  A PKC aktiváció hatása az MNNG indukálta DNS törésre 

Kíváncsiak voltunk, hogy a PKC aktivációja befolyásolja-e a PARP aktivációhoz 

vezetı folyamatokat, vagy közvetlenül a PARP aktivációjára hat. Ennek kiderítésére 

vizsgáltuk, hogy befolyásolják-e a PKC-re ható aktiváló -, illetve gátlószerek az MNNG-

indukálta DNS törést. Vizsgálatainkat comet assay módszerrel végeztük. Eredményeink 

szerint sem a PMA sem pedig a PKC inhibitorok nem befolyásolják az MNNG hatására 

létrejövı DNS törést (17. ábra). Pozitív kontrollként glutationt (GSH) használtunk, mely a 

6.1. fejezetben leírtaknak megfelelıen megakadályozta az MNNG által kiváltott DNS 

törést. Ezek az eredmények megerısítik azt a feltevésünket, miszerint a PKC nem a PARP 

aktivációhoz vezetı folyamatokat, hanem magát a PARP aktivációt befolyásolja.  
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16. ábra A PKC aktiváció hatása az MNNG indukálta citotoxicitásra. 
A sejteket 4 órán át kezeltük 10 µM (A,C), illetve 20 µM (B) MNNG-vel. A PMA-val (100 
nM) és a PJ43-gyel történı elıkezelést 30 percig végeztük. A PKC inhibitorokkal történı 
elıkezelések (Gö6976, GF109203X) a PMA kezelést megelızıen történtek, 30 percig 
tartottak. A sejtek életképességét MTT teszttel (A), a citotoxicitást pedig a sejtek PI 
felvételével (B) vizsgáltuk. Az apoptotikus sejthalál jellemzı paraméterét, a kaszpáz-3 
aktivitást fluoreszcens szubsztrát segítségével követtük nyomon (C). Az MNNG 
szignifikánsan csökkentette a sejtek életképességét (**P<0,01 a kontrollhoz viszonyítva), 
és fokozta a nekrotikus sejthalált. A PMA és a PJ34 szignifikánsan (##P<0,01) csökkentette 
az MNNG hatását. A PKC inhibitorok (Gö6976, GF109203X) ellensúlyozták a PMA 
hatását (••P<0,01; •P<0,05). A PMA a nekrotikus sejthalál csökkentésével egyidejőleg 
fokozta az apoptotikus paramétereket (**P<0,01 a kontrollhoz viszonyítva, ##P<0,01 a csak 
MNNG-vel kezelt mintához képest). A diagramok három-három független kísérlet átlagát 
mutatják (±S.D.) 
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17. ábra A PKC aktiváció hatása az MNNG indukálta DNS törésre (comet assay) 
A sejteket 10 percen át kezeltük 20 µM MNNG-vel. A PMA-val (100 nM) és a PJ43-gyel 
(3 µM) történı elıkezelést 30 percig végeztük. A PKC inhibitorokkal történı elıkezelések 
(Gö6976, GF109203X) a PMA kezelést megelızıen történtek, 30 percig tartottak. Sem a 
PMA sem pedig a PKC inhibitorok nem befolyásolják az MNNG hatására létrejövı DNS 
törést. Pozitív kontrollként glutationt (GSH) használtunk. A reprezentatív képek három 
független kísérlet eredményét mutatják. 
 

6.2.4.  A PARP-1 PKC általi foszforilációjának vizsgálata 

A PMA kezelést követıen a PARP-1 foszforilációját tapasztaltuk, amit az 

alkalmazott PKC inhibitorok csökkentettek (18/A. ábra). Mintáink PARP-1 -tartalmát 

PARP-1 elleni antitesttel határoztuk meg (18/B. ábra).  

18. ábra   A PARP-1 in vivo  foszforilációja 
A timocitákat PKC inhibitorokkal kezeltük 
30 percig, a PMA kezelést (100 nM, 30 
perc) megelızıen. Immunprecipitáltuk a 
PARP-1-et, majd P-Ser elleni antitesttel 
Western blotot végeztünk (A). A PARP-1 
foszforilációja PMA hatására növekszik. A 
PMA hatását a PKC inhibitorok csökken-
tették. Mintáink összehasonlíthatósága érde-
kében, az elızıvel párhuzamosan 
elvégeztünk egy másik Western blotot is, 
PARP-1 elleni antitesttel (B).  Foszfoszerin 
elleni antitesttel immunprecipitálva és PARP 
elleni antitesttel Western blotot végezve 
hasonló eredményeket kaptunk. (**P<0,01 a 
kontrollhoz viszonyítva, #P<0,05, ##P<0,01 a 
PMA-val kezelt mintához viszonyítva.) 
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6.2.5.  A PKC útvonal indirekt stimulációjának hatása a PARP-aktivitásra 

A PMA az érettebb limfoid sejtpopulációt képviselı splenociták esetében is PARP-

gátló hatásúnak bizonyult (19/A ábra). A PKC jelátviteli útvonalának ConA-val történt 

indirekt stimulációja (24 h) szintén a PARP gátlásához vezetett, timocitákon és 

splenocitákon egyaránt (19/B ábra). Immunfluoreszcens vizsgálatban 24 órás ConA 

stimulus hatására a PKC β1 nukleáris transzlokációját tapasztaltuk (19/C ábra). 

 
 
19. ábra  A timociták aktivációjának hatása a PARP-aktivitásra. 
A splenociták PMA-val történı elıkezelése (30 perc), a timocitákhoz hasonlóan gátolta a 
PARP-aktivációt (A). Timocitákat és splenocitákat 1, 6 és 24 órán át Concanavalin A - val 
(ConA) kezeltünk, melyet 10 perces MNNG kezelés (20 µM) követett. Az 1 - és 6 órás 
ConA kezelés nem befolyásolta a PARP-aktivitást, viszont a 24 órás ConA kezelés hatására 
jelentısen csökkent az MNNG által kiváltott PARP-aktiváció (B). [**P<0,01 a kontrollhoz 
viszonyítva, ##P<0,01 az MNNG-vel kezelt mintához viszonyítva (A és B panel)]. A 24 
órás ConA kezelést követıen megfigyelhetı a PKC β1 nukleáris transzlokációja, amit a 
6 órás ConA kezelést követıen nem tudtunk detektálni (C). A többi vizsgált PKC izoforma 
(α, β2, δ, ε, ζ, θ, µ) lokalizációjában nem tapasztaltunk változást, sem 6, sem 24 óráig tartó 
kezelés esetében. Az A és B diagramok három-három független kísérlet átlagát mutatják 
(±S.D.), a reprezentatív képek három független kísérlet eredményét mutatják.  
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6.3.  A PARP-1 szerepe a kontakt hiperszenzitivitás gyulladásos folyamataiban 

 A kontakt hiperszenzitivitás (CHS) egy késıi típusú hiperszenzitivitási reakció. 

A CHS reakció két részre osztható: szenzitizációs fázisra és effektor fázisra. Utóbbiban 

fontos szerepet játszik a proinflammatorikus citokinek termelıdése, limfociták és 

granulociták infiltrációja, melyhez erıs oxidatív stressz társul. Irodalmi adatok alapján a 

poli(ADP-ribóz) polimeráz (PARP) gátlása, vagy a PARP-1 gén kiütése jelentısen 

csökkenti a gyulladásos reakciókat (colitis, arthritis, uveitis). Jelen vizsgálataink arra 

irányultak, hogy feltárjuk a poli-ADP-riboziláció szerepét CHS-ben. 

 

6.3.1.  PARP gátlószer hatása a neutrofil infiltrációra  

 Vizsgálataink elsı részében a PARP inhibitor PJ-34 (Jagtap és mtsai., 2002; 

Jagtap és Szabo, 2005) hatását vizsgáltuk a Szabó és mtsai. (2001) által korábban leírt, 

oxazolonnal kiváltott CHS egérmodellen. A preszenzitizált állatok oxazolon kezelése a 

fülek duzzanatát okozta (20/A. és B. ábra). PJ-34 kezelés hatására a fülek duzzanata 

jelentısen mérséklıdött, ami csökkent gyulladásra utal (20/A. és B. ábra). A kötıszövetben 

az infiltráló gyulladásos sejtek mennyiségét szöveti metszetekben enzimhisztokémiai 

módszerrel, a peroxidáz aktivitás mérésével határoztuk meg (20/A. ábra). Míg 

szövetlizátumban a mieloperoxidáz (MPO) aktivitás meghatározásával (Virág és mtsai., 

2004) mutattuk ki (20/C. ábra). PARP inhibitor alkalmazásával az infiltráló sejtek száma 

csökkent (20/A. és C. ábra). 
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20. ábra PARP gátlószer hatása a neutrofil infiltrációra 
Oxazolonnal szenzitizált egerek fülét oxazolonnal kezelve CHS reakciót indukáltunk. A 
fülekbıl készített metszeteket hematoxilin-eozinnal festettük és enzimhisztokémiai 
módszerrel peroxidáz-pozitív sejteket mutattunk ki (A). A PJ34 elıkezelés egyaránt 
csökkentette a fülek duzzanatát és a peroxidáz-pozitív sejtek számát. A fülek 
vastagodásának (B) és a mieloperoxidáz aktivitásának mérése megerısíti a PARP-1 
szerepét a CHS-ben (C). ***P<0,005 a kontrollhoz viszonyítva, #P<0,05 a CHS-hez képest 
(B és C panel). A B és C panel három-három független kísérlet átlagát mutatja (±S.E.M.), a 
reprezentatív képek három független kísérlet eredményét mutatják. 
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6.3.2.  A PARP aktiváció szerepe irritatív dermatitisben 

Grabbe és mtsai. (1996) szerint bırfelülettel érintkezı haptének nem antigén-

specifikus irritatív dermatitist is indukálhatnak. Annak kiderítésére, hogy a PARP gátlása 

meggátolja-e az irritatív dermatitist is, megvizsgáltuk a PJ34 hatását a PMA által kiváltott 

fülvastagodásra. A PMA kisebb mértékő duzzanatot okozott, mint az oxazolon. A PARP 

inhibitor szignifikánsan - bár a CHS-ben tapasztalthoz képest kisebb mértékben - 

csökkentette a fülek duzzanatát, és gátolta a sejtes infiltrációt (21. ábra). Eredményeink arra 

utalnak, hogy a PARP mind az antigén által kiváltott, immunmediált gyulladást, mind a 

nem antigén-specifikus általános gyulladásos útvonalakat modulálja. 

 

 

       

21. ábra A PARP aktiváció szerepe PMA által kiváltott irritatív dermatitisben 
Az egerek füleit 0,05% PMA-val kezeltük 6 órán át, majd mértük a fülek vastagodását (A) 
és mintát vettünk mieloperoxidáz (MPO) aktivitásméréshez (B). A PJ34 (10mg/kg i.p.) 
hatására szignifikánsan (*** P<0,001) csökkent a fülek duzzanata, illetve az MPO 
aktivitása. A diagramok három-három független kísérlet átlagát mutatják (±S.E.M.). 
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6.3.3.  Citokin expresszió és MMP aktiváció CHS-ben 

Korábbi vizsgálataink szerint a PARP-1 citokinek expresszióját szabályozza 

különbözı gyulladásos modellekben (Virág és Szabó, 2002). A MIP-1α (a neutrofil 

granulociták egyik legfontosabb kemoattraktánsa) és más proinflammatorikus 

citokinek/kemokinek (MIP-2, TNFα, IL-1β) indukcióját figyeltük meg oxazolon kezelés 

hatására, ezek szintjét a PJ-34 kezelés mérsékelte (22/A. ábra).  

Megvizsgáltuk, hogy szerepet játszik-e a PARP-1 az MMP expresszió 

szabályozásában CHS-ben. Az MMP termelésre különbözı sejttípusok képesek, pl.: 

fibroblasztok, epitél sejtek, makrofágok, neutrofilek és limfociták. Ezek az enzimek 

zimogén formában expresszálódnak és más proteolitikus enzimek aktiválják ıket. 

Szabadgyökök is képesek az MMP-k aktiválására, szerkezeti változásokat okozva, teljes 

hosszúságú aktív MMP enzimeket eredményezve. Az MMP-k aktivitását szöveti 

metalloproteináz inhibitorok (TIMP-ek) ellensúlyozzák.  

Mintáink mátrix-metalloproteináz (MMP) aktivitását zselatin zimográfia 

segítségével vizsgáltuk. A szenzitizált egerek mintáiban egy 89-92 kDa molekulatömegő 

sáv intenzitásának emelkedését tapasztaltuk, ami a PJ-34 kezelés hatására lecsökkent. 

Hasonló hatást figyeltünk meg az MMP9 Western blot analízise során is, míg az MMP 

inhibitor TIMP2 esetében ellentétes változásokat tapasztaltunk (22/B. ábra). 

 Eredményeink alapján elmondható, hogy a PARP aktivitás szerepet játszik a 

gyulladás kifejlıdésében CHS-ben. A PARP több ponton modulálja a gyulladásos 

reakciókat: fokozza a leukocita migrációt, a gyulladásos citokinek és kemokinek 

termelıdését, valamint fokozza az MMP-k expresszióját. 
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22. ábra Citokin expresszió és MMP aktiváció CHS-ben 
A fülekbıl készült lizátumokban citokinek (TNFα, IL-1β) és kemokinek (MIP-1α, MIP2) 
expresszióját vizsgáltuk ELISA módszerrel (A). A CHS mintákban minden vizsgált citokin 
és kemokin expressziója növekedett, és az emelkedést a PJ34 gátolta (***p<0,001, *p<0,05 
a kontrollhoz képest; #p<0,05 a CHS-hez képest). A mátrix metalloproteinázok 
expresszióját zimográfia és Western blot módszerekkel vizsgáltuk (B). Egy 89-92 kDa 
mérető proteináz aktivitást tapasztaltunk a gyulladt fülekben. E sáv intenzitása PJ34 kezelés 
hatására csökkent. MMP9 elleni antitesttel végzett vizsgálatainkban egy csekély mértékő 
emelkedést tapasztaltunk az MMP9 expressziójában, ami valószínősíti az MMP9 szerepét a 
gyulladásban. A TIMP2 fehérje expressziója a CHS mintákban csökkent (B), az expresszió 
csökkenését a PJ34 kezelés kis mértékben gátolta. Az A panel három-három független 
kísérlet átlagát mutatja (±S.D.). A B panel három-három független kísérlet eredményét 
mutatja. 
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7.  DISZKUSSZIÓ 

7.1.  MNNG kezelés hatása a tirozin nitrálásra és PARP aktivációra  

Juarez-Salinas és mtsai. (1979) kimutatták, hogy az MNNG DNS károsító hatása a 

PARP enzim aktivációjához vezet, ezért az MNNG lett az egyik leggyakrabban alkalmazott 

vegyület, melyet a PARP aktiváció mechanizmusának és szabályozásának vizsgálataiban 

alkalmaznak. Munkacsoportunk korábban jellemezte a PARP aktiváció szerepét az oxidatív 

stressznek (peroxinitrit, hidrogén-peroxid, szuperoxid) kitett sejtek pusztulásában 

timocitákon (Virág és mtsai., 1998b, 1999, 2003). Jelen munkánkban kimutattuk, hogy az 

MNNG által indukált sejthalál jellemzı tulajdonságai megegyeznek az oxidatív stressznek 

kitett timociták esetében tapasztaltakkal. Mindkét rendszerben nekrotikus sejtpusztulás 

történik, amely jórészt a PARP aktivációjától függ. Ezen kívül, az MNNG PARP-függı 

mitokondriális membrán-depolarizációt és másodlagos szabadgyök-termelést okozott, 

melyek szintén jellemzıek oxidatív stressz esetében is (Virág és mtsai., 1998b). Továbbá 

PARP gátlószerek hatására, mind az MNNG -, mind pedig az oxidatív stressz által kiváltott 

sejthalál során emelkedik a kaszpáz-aktivitás és a DNS-fragmentáció, ami azt mutatja, hogy 

a PARP aktivációja az apoptotikus sejthalált nekrózis irányába tereli mind alkiláló, mind 

oxidatív hatások esetén. 

Kíváncsiak voltunk, hogy az NO és reaktív oxigén- vagy nitrogén intermedierek 

szerepet játszanak-e az MNNG citotoxikus hatásában. Számos nitrozo-vegyületbıl, mint a 

streptozotocin és az S-nitrozo-L-glutation nitrogén-monoxid (NO) szabadul fel (Kwon és 

mtsai., 1994; Tanaka és mtsai., 1995; Turk és mtsai., 1993). Ezért feltételeztük, hogy az 

MNNG-bıl szintén felszabadulhat NO, ami hozzájárulhat az MNNG által okozott DNS 

károsodáshoz és sejthalálhoz. Eredményeink egyértelmően bizonyítják, hogy az MNNG-

bıl vizes oldatban NO szabadul fel, bár ebben a sejtmentes rendszerben az NO keletkezése 

viszonylag lassan zajlott. Sejtes rendszerben azonban a folyamat valószínőleg sokkal 

gyorsabban zajlik, az MNNG glutation és glutation-transzferáz hatására történı 

metabolizmusa miatt (Niknahad és O’Brien, 1995). Elméletileg az is lehetséges, hogy az 

MNNG indukálja az indukálható nitrogén-monoxid szintáz (iNOS) expresszióját és az így 

keletkezı NO a sejtben termelıdı szuperoxiddal egyesülve peroxinitritet képezhet. Ez a 

lehetıség azonban valószínőtlennek tőnik. Nem sikerült kimutatnunk az iNOS 

expresszióját sem egy, sem pedig négy órás MNNG kezelést követıen. 



 - 60 - 
 

Az NO önmagában citoprotektív hatású is lehet, viszont fokozott termelıdése során, 

a sejtben képzıdı szuperoxiddal egyesülve peroxinitritet képez, ami a fehérjék és a DNS 

oxidálásával és nitrálásával citotoxikus hatású lehet (Beckman és Koppenol, 1996). 

Peroxinitrit képzıdhet az MNNG-vel kezelt timocitákban is, ha az MNNG-bıl felszabaduló 

NO egyesül a sejtben képzıdı szuperoxiddal. A fenti elképzelést igazolja, hogy Western 

blottal és immunfluoreszcenciával nitrált fehérjéket mutattunk ki az MNNG-vel kezelt 

timocitákban. Az MNNG-vel kezelt sejtekben keletkezı peroxinitrit - legalább részben - 

felelıs lehet az MNNG citotoxikus hatásáért. A fehérjék és a DNS oxidációja, vagy 

nitrálása egyaránt károsíthatja azok funkcióját, ami Pacher és mtsai. (2007) szerint 

hozzájárul a peroxinitrit-indukálta sejtpusztuláshoz, bár a nitrálás citotoxikus hatását nehéz 

bizonyítani. Azonban az általunk vizsgált rendszerben az MNNG kezelés hatására 

megjelenı nitrált fehérjék peroxinitrit képzıdésére utalnak. 

Eredményeink összefügghetnek a streptozotocin-indukálta diabetessel is. A 

streptozotocin szintén egy alkilálószer (Bhuyan, 1970) és NO szabadul fel belıle (Thomas 

és Ramwell, 1989), ami PARP-függı citotoxikus hatást vált ki a hasnyálmirigy 

inzulintermelését végzı béta sejtekben (Wilson és mtsai., 1984). Az még nem ismert, hogy 

a béta sejtek pusztulását közvetlen DNS alkilálás, vagy a nitrozatív stressz által kiváltott 

DNS törés okozza (Delaney és mtsai., 1995; Murata és mtsai., 1999). A jelenség in vivo 

vizsgálata azért sem könnyő, mert a streptozotocin indukálhatja az iNOS-t, (Kolb és mtsai., 

1991; Lukic és mtsai., 1991), ami tovább emeli a felszabaduló NO mennyiségét. 

Az extracelluláris tiolok védıhatása szintén gyökös mechanizmus jelenlétére utal az 

MNNG-indukálta DNS-sérülés, PARP-aktiváció és sejthalál folyamataiban. A lehetıséget, 

miszerint az MNNG bomlása okozhatja reaktív intermedierek termelıdését, megerısítik 

Mikuni és mtsai. (1992) megfigyelései, akik hidroxil gyököt mutattak ki hidrogén-peroxid 

és MNNG elegyében, valamint hipoxantin/xantin oxidáz és MNNG elegyében. Ezen kívül, 

Blasiak és mtsai. (2002) az MNNG DNS-károsító hatását vizsgálták limfocitákon comet 

assay segítségével, melynek során a C-vitamin védıhatását tapasztalták. Más 

sejttípusokban azonban a C-vitamin nem befolyásolta az MNNG DNS-károsító hatását 

(Robichova és Slamenova, 2002), ami alátámasztja a sejttípus-specifikus metabolizmus 

jelentıségét.  
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Romert és Jenssen (1987) szerint az MNNG citotoxikus hatásában a tiolok kettıs 

szerepet játszanak. Egyrészt a nukleofil tiolok közvetlenül, vagy közvetve kölcsönhatnak az 

MNNG-vel és detoxifikálják azt. Másrészt az intracelluláris glutation hatására végbemegy 

az MNNG bioaktivációja, melynek során DNS-károsító hatású diazónium ion keletkezik 

(Romert és Jenssen, 1987). Vizsgálatainkban az intracelluláris glutation depléciója 

szignifikáns védelmet nyújtott az MNNG citotoxikus hatásával szemben, ami azt jelzi, 

hogy a GSH/GST rendszer valóban az MNNG bioaktivációját szolgálja az általunk vizsgált 

sejtekben. Kísérleti körülményeink között az exogén tiolok valószínőleg az MNNG 

extracellulárisan történı detoxifikációjának révén fejtették ki citoprotektív hatásukat. Ezt 

támasztja alá az a megfigyelésünk is, amikor a tiolokat az MNNG kezelés elıtt kimostuk a 

sejtek tápfolyadékából. Ebben az esetben nem tapasztaltunk citoprotektív hatást. A tiolok 

védıhatása tehát nem bizonyítja, hogy az MNNG citotoxicitásának hátterében 

szabadgyökök által közvetített mechanizmus áll. Ezen kívül, szuperoxid-diszmutáz -, 

kataláz -, vagy NO/peroxinitrit közömbösítı anyagokat is alkalmaztunk, azonban egyik 

sem gátolta az MNNG-indukálta DNS-törést.  

Ezek alapján elmondható, hogy az MNNG nem ROI/RNI termelıdés révén okozza 

a DNS-törést, a PARP-aktivációt és a sejtpusztulást. Nitrogén-monoxid, reaktív oxigén 

intermedierek és peroxinitrit képzıdik ugyan az MNNG-vel kezelt sejtekben, azonban ezek 

nem befolyásolják az MNNG által okozott DNS-törést és sejthalált timociták esetében. 

 
7.2.  A protein kináz C szerepe az MNNG által kiváltott citotoxicitás szabályozásában  

Irodalmi adatok alapján a PARP-1 kinázok szubsztrátja lehet (Ruscetti és mtsai., 

1998; Ariumi és mtsai., 1999), ami felveti a PARP-aktivitás foszforiláció általi 

szabályozásának lehetıségét. A PARP-1 szoros kapcsolatban áll a DNS-függı protein 

kinázzal (DNA-PK), amely Ruscetti és mtsai. (1998) szerint foszforilálja a PARP-1-et. 

Ezen kívül in vitro rendszerben, a tisztított protein kináz C (PKC) foszforilálja a PARP-1-

et. A PARP-1 foszforilációja gátolta az enzim DNS-kötését és enzimatikus aktivitását 

(Bauer és mtsai., 1992; Tanaka és mtsai., 1987). Azonban nem történtek vizsgálatok a 

PARP-1 sejtes rendszerben történı foszforilációjával kapcsolatban, így nincsenek adatok 

arra vonatkozóan, hogy a foszforiláció sejtes rendszerben is gátolja-e az enzim aktivitását. 

Arról sincs információnk, hogy a PARP-1 - PKC kölcsönhatás befolyásolja-e a sejthalált.  
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Munkánk során megvizsgáltuk, hogy a PKC képes-e foszforilálni a PARP-1-et 

sejtes rendszerben, és hogy ennek a módosításnak van-e hatása a DNS-károsodás által 

indukált sejthalálra. Eredményeink alapján sejtes rendszerben a PKC aktivációja gátolja a 

PARP-1 aktivitását. PKC inhibitorokkal végzett vizsgálataink alapján elmondható, hogy a 

hatásokért, legalább részben, a klasszikus (kálcium-függı) PKC izoformák felelısek. A 

PKC aktivátor és a gátlószerek a PARP-aktivációra kifejtett hatásokkal összhangban a 

sejthalált is befolyásolják. A PARP-aktivitás PMA kezelés hatására történı gátlása - a 

PARP inhibitorokhoz hasonlóan (Virág és mtsai., 1995; 1998c) - véd a nekrotikus sejthalál 

ellen, és egyúttal a sejthalált az apoptotikus útvonalakra tereli. Erre utal a PMA-val 

elıkezelt sejtek megnövekedett kaszpáz-aktivitása, MNNG kezelést követıen. Hasonló 

megfigyeléseket tettünk az érett limfoid populációt képviselı splenocitákon is, viszont 

Jurkat T limfoid sejtvonalon és adherens sejteken (A549 tüdıepitél sejtvonal, HaCaT 

keratinocita sejtvonal) a jelenséget nem tudtuk kimutatni. Ezek alapján elmondható, hogy 

eredményeink kiterjeszthetık érettebb limfoid sejtekre is, viszont transzformált 

sejtvonalakra nem. 

A PKC jelátviteli útvonalának indirekt stimulációja (pl.: aktivált timocitákban és 

splenocitákban) szintén a PARP gátlásához vezetett 24 órás stimulációt követıen. Azonban 

1 és 6 órás inkubáció alkalmával nem tapasztaltuk az MNNG-indukálta PARP-aktivitás 

gátlását. Innunfluoreszcens vizsgálatban klasszikus PKC-k sejtbeli elhelyezkedését 

vizsgálva a PKC β1 nukleáris transzlokációját tapasztaltuk, 24 órás ConA stimulus hatására. 

Korábbi idıpontokban citoplazmatikus lokalizációját találtuk. A fenti adatok alapján 

valószínőleg a PKC β1 közvetítheti a PARP-1 gátlását aktivált timocitákban és 

splenocitákban. 

Eredményeink alapján a PKC sejtes rendszerben is képes a PARP-1 

foszforilációjára, aktivitásának gátlására, s ezáltal citoprotektív hatású. Ez a felfedezés 

számos, a PKC, a PARP és a sejthalál területén megjelent eredményt megmagyaráz. 

Számos korábbi cikkben különbözı stimulusok (oxidánsok, proinflammatorikus citokinek) 

által indukált sejthalál meggátolható volt a PKC-t aktiváló forbolészterekkel (Byun és 

mtsai., 2006; Mansat és mtsai., 1997; Yiang és mtsai., 2008), ráadásul a PKC 

overexpressziója gátolta a sejthalált (Gubina és mtsai., 1998). Vaszkuláris simaizom 

sejteken hidrogén-peroxid által kiváltott oxidatív stresszben aktiválódik a PKC és gátolja a 
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sejthalált (Li és mtsai., 1999). Számos esetben a PKC inhibitorok fokozzák a sejthalált 

(Drew és mtsai., 1998; Kobayashi és mtsai., 1997). A PKC ezen kívül véd a miokardiális 

infarktussal szemben (Joyeux és mtsai., 1997), amelyben a miokardiális nekrózis a PARP-1 

túlaktiváció következménye (Pacher és Szabó, 2007). A fenti összefüggések rámutatnak 

arra, hogy a PKC-nek fontos szerepe van különbözı, oxidatív stressz okozta citotoxikus 

folyamatok szabályozásában. Eredményeink alapján valószínősíthetjük, hogy a PARP-1 

aktivitásának regulációja is részét képezi a PKC sejthalál szabályozásában betöltött 

szerepének. Emellett a PARP PKC általi foszforilációja a sejt más jelátviteli folyamataiban 

is szerepet játszhat. Például humán endotél sejteken az IGF-1 indukálta VEGF expresszió a 

PKC általi foszforiláció hatására gátlódó PARP-aktivitástól függ (Beckert és mtsai., 2006). 

Számos megfigyelés utal arra, hogy párhuzamos jelátviteli útvonalak szintén 

befolyásolhatják a sejthalált. A PMA hatására bekövetkezı PARP-foszforilációt a Gö6976 

részlegesen, míg a GF109203X teljesen gátolta. Ezek az anyagok azonban nyilvánvalóan 

nem csak a PARP foszforilációjára vannak hatással, hanem más, PARP-tól független 

módon is befolyásolhatják a sejtpusztulás mértékét. 

 Érdemes megjegyeznünk, hogy fibroblasztokban és humán monocitákban a PKC 

a PARP-1 aktivációját okozza (Singh és mtsai., 1985a,b). A fenti ellentmondást 

indokolhatja például az eltérı sejttípus és - kísérleti körülmények. Azonban lehetséges, 

hogy a PMA a PARP enyhe aktivációját okozza, ami PARP-1 automodifikációjához vezet, 

amirıl ismert, hogy gátolja az enzim mőködését. Ezt követıen az MNNG által kiváltott 

DNS-törés csupán enyhe PARP aktivációt eredményez, a PARP így nem tud túlaktiválódni 

és nekrózist okozni. Ennek a feltételezésnek az igazolása azonban további vizsgálatokat 

igényel. 

 A PARP is képes befolyásolni a PKC aktivitását. A PARP inhibitorokkal végzett 

vizsgálatok alátámasztják a PARP és a PKC közötti fizikai kapcsolatot, a PARP gátlása 

gátolja a PKC aktivitását (Riciarelli és mtsai., 1998). Ráadásul, a PARP befolyásolja a 

MARCKS (myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate) fehérjék tulajdonságait 

is, melyek a PKC enzimek fontos szubsztrátjai (Schmitz és mtsai., 1998; Chao és mtsai., 

1994). Magas extracelluláris glükóz-koncentrációnak kitett endotél sejtekben a PKC 

aktivációja is a PARP szabályozó hatása alatt áll (Du és mtsai., 2003). 
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 Eredményeink tehát a PARP-1 aktivitásának PKC általi szabályozását mutatják 

egér timocitákon. Elsıként vizsgáltuk a PKC-re ható aktiváló-, illetve gátlószerek hatását 

MNNG-indukálta nekrózisban. Vizsgálataink alapján a PKC (legalább részben) a PARP 

aktivitásának szabályozásán keresztül játszik szerepet a sejthalál modulálásában 

timocitákon.  

 

7.3.  A PARP-1 szerepe a kontakt hiperszenzitivitás gyulladásos folyamataiban 

Munkánk harmadik részében a PARP-1 szerepét vizsgáltuk a kontakt 

hiperszenzitivitás (CHS) gyulladásos folyamataiban. A PARP gátlásának hatására csökkent 

az ödémaképzıdés (fülvastagodás) és az inflammatorikus sejtek migrációja a gyulladásos 

területre. Különbözı gyulladásokban, így a CHS-ben is reaktív oxigén – és nitrogén 

intermedierek (ROI és RNI) keletkeznek, melyeknek fontos szerepe van az endotél 

diszfunkciójának kialakításában (Virág és mtsai., 2002). Ezek az intermedierek 

stimulálhatják a DNS-törés - PARP-aktiváció útvonalat, amely részt vesz az endotél 

diszfunkció kialakításában (Soriano és mtsai., 2001). Véleményünk szerint hasonló 

mechanizmusok állnak a PARP-gátlás anti-inflammatorikus hatása mögött CHS-ben is. 

Számos, a bırben megtalálható és oda vándorló gyulladásos sejt képes ROI és RNI 

termelésére (Okayama, 2005; Trouba és mtsai., 2002; Virag és mtsai., 2002). Az oxidatív 

stressz DNS-törést okozhat, ezáltal aktiválhatja a PARP-1-et endotél sejtekben, ami a 

NAD+ és az ATP depléciójával endoteliális diszfunkció kialakulásához vezethet. A PARP 

inhibitorok kétféleképpen módosíthatják a fenti folyamatot. Meggátolhatják az energia 

metabolitok deplécióját és csökkenthetik a gyulladás során termelıdı ROI és RNI 

mennyiségét. Mivel a legtöbb reaktív intermediert az infiltráló granulociták termelik, ezek 

gyulladásos területre történı migrációjának gátlásával csökken a ROI/RNI mennyisége. 

Eredményeink (peroxidáz festés, MPO aktivitás) is azt mutatják, hogy a PARP gátlásának 

hatására csökken a granulociták kilépése a keringésbıl. A fehérvérsejtek érpályából való 

kilépését különbözı adhéziós molekulák expressziója közvetíti a sejtfelszínen és az 

endotélen. A PARP enzimek hatással vannak különbözı adhéziós molekulák, mint például 

az ICAM-1 expressziójára, endotél sejteken és citokinnel stimulált HaCaT keratinocitákon 

(Szabó és mtsai., 2001; Zingarelli és mtsai., 1998). Ezért valószínő, hogy a PARP gátlása 

befolyásolja az infiltráló sejtek adhézióját az érendotélhez, ami hatással van a gyulladás 
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mértékére CHS-ben. A PARP gátlása a gyulladásos sejtekben csökkenti a gyulladásos 

mediátorok (citokinek, kemokinek, iNOS, stb.) expresszióját is, a PARP-1 az NF-κB 

transzkripciós faktor koaktivátoraként vesz részt a fenti folyamatokban.  

A mátrix metalloproteinázok (MMP) is gyulladásos mediátornak tekinthetık, mivel 

az MMP inhibitorok gyulladáscsökkentı hatását bizonyították számos gyulladásos 

modellben, így CHS-ben is (Hu és mtsai., 2007). Az MMP-k az infiltráló sejtek mozgását 

segítik az extracelluláris mátrixban. Az MMP9 expressziója proinflammatorikus 

citokinekkel (TNFα, IL-1β) indukálható (Li és mtsai., 2007), termelésére több sejttípus is 

képes: keratinociták (Lamar és mtsai., 2007), granulociták (Matsuzaki és mtsai., 2006), 

dendritikus sejtek (Zozulya és mtsai., 2007). Mivel az MMP-expressziót az NF-κB 

szabályozza (Bond és mtsai., 1998), az MMP9 expressziójának PARP-inhibitorok általi 

gátlása is a PARP koaktivátor szerepének következménye. Ezen kívül, a TIMP-2 

expressziójának csökkenése is MMP-aktivációhoz vezet.  

A PMA-val kiváltott irritatív dermatitisben a PARP inhibitor szignifikánsan - bár a 

CHS-ben tapasztalthoz képest kisebb mértékben - csökkentette a fülek duzzanatát, és 

gátolta a sejtes infiltrációt (21. ábra). Eredményeink arra utalnak, hogy a PARP mind az 

antigén által kiváltott immunmediált gyulladást, mind a nem antigén-specifikus általános 

gyulladásos útvonalakat modulálja. Az elızıekben bemutattuk, hogy a PMA kezelés 

timociták esetében a PARP gátlásához vezet. Felmerülhet, hogy ebben az esetben is gátolja 

a PMA a PARP aktivitását, aminek következménye lehet PARP inhibitor kezelés kisebb 

mértékő védelme a CHS-hez képest, valamint a gyulladásos reakciók a PARP-tól független 

módon is kialakulhattak. Azonban az is lehetséges, hogy a PMA ebben az esetben nem 

gátolja a PARP-ot, hiszen Jurkat T limfoid sejtvonalon és adherens sejteken (A549 

tüdıepitél sejtvonal, HaCaT keratinocita sejtvonal) sem tudtunk PARP-gátlást kimutatni 

PMA hatására. Ezen kívül, Singh és mtsai (1985a,b) fibroblasztokban és humán 

monocitákban a PARP-1 aktivációját tapasztalták a PKC aktivációjának hatására. 

Eredményeink alapján a kontakt hiperszenzitivitási reakcióban bekövetkezı 

gyulladásos folyamatokat a PARP-aktivitás közvetíti. A PARP többféleképpen módosítja a 

gyulladásos reakciókat. Fokozza a fehérvérsejtek migrációját, a gyulladásos citokinek, 

kemokinek és az MMP-k termelıdését. Eredményeinket a 23. ábrán foglaltuk össze. 
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23. ábra A PARP szerepe a CHS gyulladásos folyamataiban 
Aktivált leukociták a mátrix metalloproteinázok aktivitásának következtében kilépnek az 
érpályából. Reaktív oxigén/nitrogén intermediereket, valamint proinflammatorikus 
citokineket termelnek, melyek a rezidens - és az infiltráló sejtekben aktiválják a PARP-ot. 
A PARP aktivációja hozzájárul az NF-κB aktivációjához, ami a gyulladásos mediátorok 
transzkripcióját szabályozza. A ROI/RNI az endotél sejtekben és a bır rezidens sejtjeiben  
PARP aktivációt és következményes sejt-diszfunkciót okoz, amely megnövekedett 
vaszkuláris permeábilitáshoz vezet. 

Véráram 
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8.  KONKLÚZIÓK 

 
A poli-ADP-riboziláció szerepének vizsgálata az MNNG által kiváltott 
citotoxicitásban 
 

1. Az MNNG citotoxikus hatású timocitákon. 

2. A PARP enzimnek átkapcsoló szerepe van az MNNG által kiváltott sejthalálban. 

3. Tiolos antioxidánsok védelmet nyújtanak az MNNG által kiváltott citotoxicitással, 

DNS-töréssel és PARP-aktivációval szemben  

4. Az MNNG bomlása során NO szabadul fel.  

5. Az NO a sejtben keletkezı szuperoxiddal peroxinitritet képez, ami tirozin 

 nitrálódást okozhat. 

6. Az MNNG citotoxikus hatásában nem játszik szerepet sem az NO, sem a 

 szuperoxid, sem pedig az ezek egyesüléseként keletkezı peroxinitrit. 

 
A protein kináz C szerepének vizsgálata az MNNG által kiváltott citotoxicitás 
szabályozásában 
 
1.  A PKC in vitro és in vivo is foszforilálja a PARP-1-et. 

2. A protein kináz C gátolja a PARP-1-et egér timocitákban. 

3. A protein kináz C aktivációja a PARP-1 gátlásán keresztül csökkenti az MNNG 

citotoxikus hatását. 

 

A PARP-1 szerepének vizsgálata a kontakt hiperszenzitivitás gyulladásos 
folyamataiban 
 
1. A PARP szerepet játszik a CHS során kialakuló ödémaképzıdés, a neutrofil 

infiltráció, citokin expresszió és az MMP aktiváció folyamataiban. 

2. A PARP irritatív dermatitisben is befolyásolja a duzzanat és neutrofil infiltráció 

mértékét. Tehát a PARP mind az antigén által kiváltott immunmediált gyulladást, 

mind a nem antigén-specifikus általános gyulladásos útvonalakat modulálja. 
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11.  ÖSSZEFOGLALÁS 

Az MNNG egy alkiláló hatású citosztatikum, mely különbözı sejtekben fokozott 

poli(ADP-ribozil)ációt okoz. Munkánk elsı részében az MNNG PARP-aktiváló és citotoxikus 

hatásának mechanizmusát vizsgáltuk egér timocitákban. MNNG kezelés hatására DNS törést, a 

PARP aktivitás növekedését, valamint nagy mértékő citotoxicitást figyeltünk meg. Ezek a 

hatások megelızhetık voltak tiolos antioxidánsokkal (glutation, N-acetilcisztein). A PARP 

gátlása csökkentette a nekrózist, és ezzel egyidejőleg fokozta az apoptotikus paramétereket. Az 

MNNG vizes oldatában nitrit/nitrát keletkezését figyeltük meg, valamint MNNG-vel kezelt 

timocitákban jelentıs mennyiségő nitrált fehérjét mutattunk ki, ami peroxinitrit képzıdést 

jelez. A timocitákban az MNNG által kiváltott citotoxicitás hasonlít a peroxinitrit hatásához, 

ezért megvizsgáltuk, hogy a peroxinitrit felelıs-e az MNNG citotoxikus hatásaiért. További 

vizsgálatainkban azt tapasztaltuk, hogy sem az NO, sem a peroxinitrit közvetlenül nem 

befolyásolja az MNNG citotoxikus hatását. 

Bár a PARP-l fıleg DNS sérülés hatására aktiválódik, de leírtak alternatív (foszforiláció 

révén bekövetkezı) aktivációt is. Ismert volt, hogy a protein kináz C (PKC) in vitro képes 

foszforilálni a PARP-1-et. Munkánk során bebizonyítottuk, hogy ez a foszforiláció az élı 

szervezetben is végbemegy, hatására a PARP-1 gátolt mőködését figyeltük meg. Citotoxicitási 

vizsgálatainkban a PKC aktivációja csökkentette a sejtpusztulást. A PKC aktivátor forbolészter 

citoprotektív hatása PKC gátlószerekkel kivédhetı volt. Ennek alapján elmondható, hogy az 

MNNG által kiváltott DNS törés PARP aktivációhoz és PARP függı sejthalálhoz vezet. A 

PKC a PARP-1 foszforilációjával gátolja annak aktivitását és ennek révén citoprotektív hatású. 

A kontakt hiperszenzitivitás (CHS) egy késleltetett hiperszenzitivitási reakció. Fontos 

szerepet játszik benne a proinflammatorikus citokinek termelıdése, limfociták és granulociták 

infiltrációja, melyhez erıs oxidatív stressz társul. Irodalmi adatok alapján a poli(ADP-ribóz) 

polimeráz gátlása vagy hiánya jelentısen csökkenti a gyulladásos reakciókat. A PARP-1 CHS-

ben betöltött szerepét oxazolonnal szenzitizált egérmodellen vizsgáltuk. A PARP gátlása 

mérsékelte az ödémaképzıdést, az infiltráló sejtek számát, a proinflammatorikus 

citokinek/kemokinek indukcióját és a mátrix-metalloproteináz (MMP) aktivitást is. A PARP 

gátlása kisebb mértékben csökkentette a gyulladást irritatív dermatitisben, ami arra utal, hogy a 

PARP mind az antigén specifikus immunválaszt, mind az általános gyulladásos útvonalakat 

modulálja.  
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12.  SUMMARY 

 MNNG is an alkylating agent, which induces enhanced poly(ADP-ribosyl)ation 

in different cell types. In the first part of our work we have investigated the mechanism of 

the PARP-activating and citotoxic effects of MNNG. After MNNG treatment, DNA 

breakage, increased PARP activity and cytotoxicity could be observed. These effects have 

been abolished by pretreatment of the cells with thiol antioxidants (glutathione or N-

acetylcysteine). Inhibition of PARP decreased necrosis but apoptotic parameters increased 

simultaneously. In aqueous solution of MNNG we found nitrite/nitrate production. 

Moreover, in MNNG-treated thymocytes intense protein tyrosine nitration could be 

observed. As MNNG-induced cytotoxicity in thymocytes showed many similarities to 

peroxynitrite-induced cell death, therefore we have investigated whether peroxynitrite was 

responsible for the cytotoxicity induced by MNNG. We found that neither NO nor 

peroxynitrite contributed to MNNG-induced cytotoxicity. 

 Although PARP-1 is activated mainly by DNA damage, alternative 

phosphorylation-dependent activation has also been described. It is known, that protein 

kinase C (PKC) is able to phosphorylate PARP-1 in vitro. In our work, we showed PKC-

mediated phosphorylation also takes place in a cellular setting leading to inhibition of 

PARP-1 activity and to reduced cytotoxicity. Cytoprotective effect of PKC-activating 

phorbol ester was reversed by PKC inhibitors. Our results demonstrate that MNNG-

induced DNA breakage leads to PARP activation and PARP-dependent cytotoxicity. PKC 

inhibits PARP activation by phosphorylation, and thus exerts a cytoprotective effect. 

 Contact hypersensitivity (CHS) is a form of delayed type of hypersensitivity. 

Production of proinflammatory cytokines, cellular infiltration by lymphocytes and 

granulocytes are important events of this process. Infiltration is accompanied by strong 

oxidative stress. Inhibition of PARP activity or knocking out the PARP-1 gene has been 

shown to suppress inflammatory reactions. We have investigated the role of PARP-1 in the 

mouse model of oxazolone-induced CHS. Inhibition of PARP decreased edema, the 

number of infiltrating cells, induction of proinflammatory cytokines and activity of matrix 

metalloproteinases. The PARP inhibitor had similar but milder effect in irritant dermatitis 

indicating that PARP modulates both the antigen-specific immune response and the general 

inflammatory pathways. 
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