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Peroxinitrit-képzodés és poli(ADP-riboz)
polimeraz aktivacié a szemben
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Osszefoglalas: A nitrogén-monoxid (NO) szdrmazékai koziil a peroxinitrit az egyik legreaktivabb vegyiilet, melynek
mind a fehérjeoxiddcioban, mind a lipidperoxiddcioban kiemelkedd szerepe van. A peroxinitrit DNS-torések
létrehozdsdval citotoxikus folyamatokat indukdl — tobbek kozétt — a poli(ADP-ribéz) polimerdz-1 (PARP-1) enzim
aktivdaléddsdval. Mig az oxiddns vegyiiletek toxikus hatdsa jol ismert, az dltaluk indukdlt sejtpusztulds mechanizmusa
(apoptozis és nekrozis), illetve ezekben a PARP-1 szerepe napjainkban is szdmos kérdést vet fel. Munkdnkban a szem
fiziologids és patologids folyamataiban megfigyelt peroxinitrit-képzddéssel és PARP-aktivdcioval jaro folyamatok
szerepét tdrgyaljuk.

Kulcsszavak: peroxinitrit, poli-ADP-ribozildcid, oxidativ stressz, szem, retina

Peroxynitrite production and poly(ADP-ribose) polymerase activation in the eye

Summary: Among the reactive species produced from nitric oxide (NO), peroxynitrite is one of the most reactive
molecule, which plays an important role in both protein oxidation and lipid peroxidation. Peroxynitrite can also trigger
DNA breaks and cytotoxicity —at least in part- through the activation of poly(ADP-ribose) polymerase-1. Although the
cytotoxic effects of reactive oxygen and nitrogen species is well known, the mechanism of oxidant-induced cytotoxicity
is not fully understood. In this review we discuss the role of peroxynitrite and PARP activation in the physiological

and pathological processes of the eye.

A peroxinitrit és a poli-ADP-ribozilacié kapcsolata és
biolégiai jelentdsége

Szamos, kiilondsen a gyulladasos, degenerativ és ischa-
emia-reperfuzion (I/R) alapul6 betegségben jol ismert a
reaktiv oxigén- és nitrogéntartalma intermedierek (ROI/
RNI) patogenetikai szerepe. A ROI/RNI okozta szdvet-
karosodasi Gtvonal egy késéi, igy klinikai beavatkozasra
is elegend6 id6t (széles terapias ablakot) engedd 1épése
a poli(ADP-rib6z) metabolizmusénak fokozédasa. A po-
li-ADP-ribozilacié a poli(ADP-ribdz) polimeraz (PARP)
enzimek altal katalizalt, sokréti biolégiai funkciéval biré
poszttranszlaciés fehérjemddositasi folyamat, melynek
szerepet tulajdonitanak a sejthaldl, a DNS-hibajavitas,
a replikécid, a transzkripcié €s differencidlédéds szaba-
lyozasdban.3! A poli-(ADP-rib6z) metabolizmusat gatlé
beavatkozasokkal a fenti betegségek allatmodelljeiben
kivalo eredményeket értek el.

Az oxidativ stresszben termel6dé ROI/RNI specieszek
koziil az egyik legérdekesebb a peroxinitrit (ONOO"),
mely a nitrogén-monoxid (NO) és a szuperoxid reak-
ciGjaban keletkez6 RNI speciesz. A szamos fizioldgias
funkciéval biré NO a nitrogén-monoxid-szintetaz (NOS)
enzimek altal katalizalt reakciéban keletkezik L-argi-
ninbdl. Az NO-donorok énmagukban, oxidativ stressz
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hidnydban, tobbnyire még nagy koncentriciéban sem
citotoxikusak. Oxidativ allapotokban a mitokondrialis
respiratorikus lancban szuperoxid-anion képzédik. Bar
a szuperoxid hatasit toGbbnyire semlegesiti a szuper-
oxid-diszmutaz (SOD), fokozott NO-termelés és egy-
idejti szuperoxid-képz6dés esetén a két szabad gydk
egymassal reagilva egy még reaktivabb intermediert, a
peroxinitritet hozza 1étre:

NO-+0O;— ONOO~

A két szabad gyok kozott lezajlé reakcidsebességi al-
land6ja nagyobb a SOD és a szuperoxid kozétti reakci-
Ojanal, ezért a peroxinitrit képzidésére redlis lehetdség
nyilik biol6giai rendszerekben is. Bar maga a peroxinitrit
nem szabad gyok (pérositatlan elektronnal nem rendel-
kezik), mégis igen reaktiv vegyiilet, mely tobbek kozott
lipidperoxidaciot, fehérjeoxidaciét indukal, és DNS-t6-
réseket hoz létre.

Fontos megfigyelés, hogy mig a peroxinitrit kis kon-
centraciéban apoptdzist indukal, addig nagyobb koncent-
raciéban nekroézis kialakulasahoz vezet. Egyre novekvé
szami megfigyelés igazolja, hogy — a korabbi altalanos
vélekedéssel szemben — az oxidativ stressz nyoman ki-
alakuld nekrozis nem egy passziv, szabalyozast nélkiil6zé
folyamat. A nekrotikus sejthalal egyik aktiv és farma-
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kolégiai beavatkozéssal befolyasolhat6 eleme a PARP-1
aktivacidja.

A 17 tagi PARP enzimcsalad legfontosabb tagja a
PARP-1 enzim a sejtmagban talalhatd, és a DNS-moleku-
1an kialakulé egyszali vagy kétszali torések hatésira ak-
tivalodik. Az aktivalt PARP-1 NAD* (nikotinamid-ade-
nin dinukleotid) molekulakb6l ADP-rib6z egységeket
lehasitva, azokbdl egy nukleinsavszerii poli(ADP-rib6z)
polimert képez (1. dbra). A polimer fontos jelzOszerepet
jatszik a DNS-hibajavité enzimeknek a sériilés helyé-
re torténd irdnyitdsaban. Stlyos DNS-karosodas esetén
azonban az enzim szubsztratjanak, a NAD-nak a dep-
lécidja sejtdiszfunkcidt és sejthalalt okozhat. A NAD+
molekula djraszintézise ugyanis a masik hasitasi termék-
bdl, a nikotinamidbdl kiindulva torténik 4 ATP-molekula
felhasznalasaval. A fent vazolt folyamat tehat jelentGs
energia (ATP) felhasznalasaval jar. Mivel az apoptoti-
kus folyamatok is ATP-fliggbek, igy érthetd, hogy egy
bizonyos szintii PARP-aktivaci6 felett az apopt6zis ATP
hidnyéban ledll, és a sejthalal nekrézis formajaban zajlik
le. A PARP-1 aktivacigjanak mértéke tehat dontd lehet
a kétféle sejthaldl aranyanak kimenetelében.?® Ezt al-
tdmasztja az a tény is, hogy a PARP enzim gatlasa far-
makolégiai inhibitorokkal, vagy a knock out allatokban

a PARP funkcionalis hidnya szamos betegség kialakulasa
ellen jelent védelmet. A PARP-1 kettds mechanizmussal
vesz részt az oxidativ stresszel jaré betegségek kialaku-
lasaban:

1. talzott aktivacidja sejthalalt okoz (1d fent);

2. szerepet jatszik a gyulladasos mediatorok (citoki-
nek, kemokinek, iNOS, adhéziés molekuldk, mat-
rix metalloproteinazok) NFxB-fiiggd transzkripcios
szabalyozasaban.

A PARP-1 egyik fontos funkcidja szdmos gyulladasban
érintett fehérje transzkripcids szabalyozasa. Ilyenek az
iNOS, intercellularis adhéziés molekula-1 (ICAM-1) és
az MHC II hisztokompatibilitasi antigének. E fehérjék
szabalyozdsaban az NFxB transzkripciés faktor kulcs-
szerepet jatszik. Ugy tinik, a PARP ebben a folyamatban
az NFxB kofaktoraként vesz részt. A PARP-1 transzkrip-
cids szabélyoz6 mikodésében 1ényeges lehet a kromatin
fellazitasa, ami a hisztonok poli-ADP-ribozilicidja révén
valésul meg. A negativ toltésti polimerek és a DNS ko-
z0tti elektrosztatikus taszitds lazitja a kromatin szerke-
zetét, mialtal a gének elérhetdvé valnak a transzkripcids
appardtus szamara.?!

Azokban a betegségekben, ahol a nekrotikus tipusit
sejthaldl dominal (stroke, myocardialis infarktus, I/R),

ADP-ribozil
proteinliaz

PARG —

HO
1. dbra. A poli-ADP-ribozildcio mechanizmusa. A PARP enzimek a NAD-ot nikotinamidra és ADP-ribézra hasitjdk, és
az utobbibdl elagazé PAR-polimereket szintetizdlnak megfeleld akceptor fehérjékhez kapcsolva. A polimerek lebontasat
a PARG enzim végzi, mig a fehérjéhez kozvetleniil kapcsolodo ADP-riboz egységet az ADP-ribozil proteinlidz tdvolitja el
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a karosodas mellett fokozott PARP-aktivitast észleltek,
mig PARP-gétlok alkalmazasaval szembetding protek-
tiv hatast értek el.>? A massziv sejthaléllal nem kisért,
de erds gyulladdsos komponenssel jellemzett betegsé-
gekben (colitis, arthritis, diabetes) valdszintibb, hogy a
PARP patogenetikai szerepe a gyulladasos mediatorok
termelddésének szabalyozasan keresztiil valsul meg (2.
dbra).

Ebben az dsszefoglaléban a peroxinitrit és a PARP-ak-
tivacié szembetegségekben betoltott szerepével kapeso-
latos ismereteinket foglaljuk Gssze.

Peroxinitrit-képz6dés és PARP-aktivicié a szaruhdrtya
betegségeibenn

A szaruhartya a rajta keresztiilhaladé UV fény nagy ré-
szét elnyeli, igy joggal feltételezhet$ hogy az UV fény a
bérben tapasztalhatéhoz hasonl6 oxidativ stresszt valt ki
a szaruhartyaban. Ugyanakkor a szaruhartya és — a re-
tina kivételével - a szem egésze szuperoxiddal szemben
nem rendelkezik fokozott védelemmel, igy a szuperoxid
€s a beldle szarmaz6 ROI/RNI specieszek — DNS-ka-
rosodas révén — PARP-aktivaciot valthatnak ki a szaru-
hartyaban,

Keratoconus, keratopathia bullosa és Fuchs-disztr6fi-
aban szenvedé betegek keratoplastica soran eltavolitott
cornedit vizsgalva azt talaltik, hogy a NOS-expresszi6, a
tirozinnitralas és a lipidperoxidaciés markerek alapjan
e betegségek jellegzetes oxidativ/nitrozativ profillal ren-
delkeznek.* Bar iNOS mindhirom esetben kimutathaté
volt, a peroxinitrit termelédését jelzd nitrotirozin viszont
f6leg a keratoconus esetében volt kiemelkeds. Az INOS
expresszidja némileg meglepé eredménynek tekinthetd
keratoconusban, hiszen ez a cornea-stroma nem gyulla-
dasos eredetii elvékonyodasa. Bar az iNOS-expresszid
kivalt6 oka nem ismert keratoconusban, az NO és a per-
oxinitrit célpontjai kozott felmeriiltek a matrix metallo-
proteindzok. Mig az NO a zselatinaz aktivacidja, addig az
ONOO- a TIMP-1 (metalloproteiniz inhibitor) gatlasa
révén jarulhat hozza a keratoconus kialakulasahoz.’

Yanagiya és mtsai exogén peroxinitrit hatasait vizsgalta
a szemben.’3 Egy peroxinitritet kibocsajté anyag, a SIN-1
eliilsé szemcsarnokba fecskendezését kvetSen a cornea
megvastagodasat, a cornea endothelsejtjeiben nekrézisra
jellemz6 mitokondrialis és citoplazmatikus vakuoliza-
ciét és a mozaikos rajzolat felszakadasat tapasztaltak.
Az eredmények alapjan valészintisithetd, hogy az in vivo
peroxinitrit-termelédés is az endothelsejtek karositasa-
val cornea-oedemahoz vezethet. Bar a PARP-aktivici6
szerepét nem vizsgaltdk ebben a modellben, érdemes
megjegyezni, hogy hasonlé ultrastrukturilis elvaltoza-
sokat tapasztaltunk peroxinitrittel kezelt timocitakon is,
melyek teljes mértékben a PARP-aktivicid kovetkezmé-
nyeinek bizonyultak.3! Mindezek alapjan feltételezhetd,
hogy a SIN-1 cornealis hatésai is — legalabb részben — a
PARP kozvetitésével johetnek Iétre.

A fotorefraktiv mitétek kapcsan a figyelem kozép-
pontjaba keriilt a cornea sebgySgyulasi folyamata is. Az
egyik ilyen vizsgilatban® a cornea epitheliumat ért sé-
riilés hatasara a bazilis sejtek és stromalis keratocitik
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massziv fibronektintermelésbe kezdtek. A fibronektin-
rél ismert volt, hogy a MAP kinaz titvonalon keresztiil
aktivalja az Spl transzkripcids faktort, ami a PARP-1
expresszidjanak is egyik fontos szabalyozd eleme. Ennek
alapjan nem meglepd, hogy fibronektin hatasara fokozd-
dott a PARP-1 expresszi6ja nytlcornea epithelsejtjeiben,
ami felveti a PARP-1 lehetséges szerepét a cornealis seb-
gy6gyulas proliferativ fazisaban.

Peroxinitrit-képzddés és PARP-aktivacié az uvedban

A human uveitis gyakran alkalmazott allatmodellje a Le-
wis patkdnyok endotoxin altal kivaltott uveitise. Ennek
soran a talpba fecskendezett endotoxin hatasara uveitis
alakul ki, amit tobbek k6zott az iris mononuklearis in-
filtracidja jelez. Ebben az allatmodellben a vizoldékony
PARP-gitl6 PJ34 szignifikansan csokkentette az iris mo-
nonukledris infiltraciéjat.'” A PARP-nak az uveitis pato-
genezisében betdltott szerepét részleteiben nem vizsgal-
tak, de valésziniileg részben az oxidativ stressztél fiiggd,
részben attdl figgetlen moédon a gyulladdsos jelatvitel
és transzkripci6 szabalyozasa révén fejti ki. A PARP al-
tal szabdlyozott gyulladdsos mediitorok és szabalyozé
elemek ko6zil a MAP kinazok, az NFuB és az ICAM-1
szerepe valGszindsitheto.

Oxidativ stressz és PARP-aktivicié a szemlencsében

A lencse a szem legalacsonyabb SOD-aktivitasi része.!
A cataracta patogenezisében is fontos szerepet jatszik
az oxidativ stressz. A peroxinitrit jelentdségét is tobben
vizsgaltak a szemlencsével kapcsolatban. A peroxinitrit

- — Lipid
Kozvetlen kdrositd — Fehérje NAD/ATP szint
hatds ~—— DNS—— PARP csokkenés
/ PAR-szintézis Sejthalal
5 ROl Apoptézis-
|~ Reaktiv oxigén- szigndl
| itermedienck | NrB-aktivicid Betegség
' (gyulladds,
ischaemia/reperfiizids

kérosodas,
' glaucoma,

R_edoxegyensﬂly — Redox-szigndl
felhorulisa

diabetes mellitus)

Gyulladisos mediatorok
(citokinek, kemokinek,
iNOS, adhézids molekuldk)

2. dbra. A poli-ADP-ribozildci6 szerepe oxidativ
stresszel jar6 betegségekben. A reaktiv intermedierek
kdrositjdk a makromolekulikat. A DNS-térések a PARP
aktivdciojat, és sulyos esetben ennek révén sejthaldlt
okozhatnak. A PARP az NFxB koaktivitoraként a
gyulladds fokozdsdval is hozzdjdrulhat a patologids
elviltozdsokhoz oxidativ stresszel jellemzett betegségekben
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hatasara példaul jelentds oxidativ €s nitrozativ talakulds
zajlik a lencse fehérjéiben (alfa-, béta- és gamma-krisz-
tallin). Az extenziv fehérjemddositasok ellenére az al-
fa-krisztallin megérizte chaperon funkcigjat. Peroxinitrit
hatasara depletalédhat a szemlencse glutationkészlete
is,%° ami tovabb érzékenyitheti a szemlencsét oxidativ
karosodasokkal szemben. Erdekes megfigyelés, hogy pi-
ruvat hatékonyan géatolja a glutation peroxinitrit altali
oxidaci6jat. >

A PARP szerepe a lencse fizioldgias €s patoldgias fo-
lyamataiban némileg ellentmondasos. Ezt példazzak a
normal és cataractas lencsékkel kapcsolatos vizsgalatok.
Immortalizalt egér lencseepithel sejttenyészetén a H,0,
altal kivaltott excessziv sejtkarosodas a glutation, a NAD
kiterjedt DNS-toréssel volt jellemezhets. A NAD- és
ATP-deplécid, valamint a sejthaldl a PARP-gatlé 3-ami-
nobenzamiddal csékkenthetd volt,2” ami a PARP aktiv
szerepét igazolja a lencseepithel-sejtek oxidativ stressz
altal kivaltott sejthalalaban. Masrészt a szintén PARP-ak-
tivald hatasa DNS-alkilalé szerrel, metilnitrozoureaval
cataractassa tett patkanyokban PARP-gatl6 hatasa niko-
tinamidot és 3-aminobenzamidot alkalmazva fokozott
kataraktogenezist észleltek.!8 Ez a latszdlag ellentmon-
dasos helyzet 6sszhangban van a PARP sejthalalban jat-
szott komplex szerepével, mely szerint enyhe genotoxi-
kus stimulus esetén a PARP-aktivacié a DNS-hibajavitas
segitésével a sejtek tilélését eredményezheti, mig inten-
ziv DNS-karosodas esetén az enzim tidlzott aktivacidja
aktivan pusztitja a sejtet.

Poli-ADP-ribozilicié a daganatterapidban

A daganatterapia célja a daganatsejtek elpusztitasa. Mi-
vel a poli-ADP-ribozilacié fontos szerepet jatszik egyes
sejthalalformak szabalyozasaban, igy nem meglepd, hogy
a PARP-gatlo szerek klinikai kiprobalasanak elsé terepe
is a daganatterapia volt. Erdekes m6don, a PARP-gat-
16 szereket mind sejtvédd, mind sejtolést potencirozo
szerekként is lehet alkalmazni. Mig erds oxidativ stresz-
szel és nekrotikus sejthaldllal jellemzett betegségekben
(szivizom I/R sériilés, stroke) a PARP-gatlok a nekrd-
zis gatlasaval citoprotektiv hatast fejtenek ki, addig a
citosztatikumok, sugarterapia esetében a DNS-hibak
kijavitasanak gatlasaval fokozhatjdk a daganatterapia
hatékonysagat. A mar publikalt klinikai kiprébalasok
eredményei alapjan temozolomiddal kezelt melanomas
betegekben a PARP-gatld szer fokozta az alkilal6szer
tumorellenes hatasat. Szemtumorokban egyeldre sem
hasonlé human, sem allatkisérletes eredmények nem
allnak rendelkezésiinkre. A PARP-gatl6 szerekkel vég-
zett adjuvéans tumorterapia hatékonysaga szempontjabdl
fontos tényezd, hogy a daganatsejtek milyen mértékben
expresszalnak PARP-1-et. Két bdrmelanomas anyagokon
végzett tanulmany’? igazolja a PARP-1 expresszi6ja és a
melanoma stadiumai k6zotti Osszefiiggést. Eldzetes, nem
publikalt eredményeink alapjan bérmelanomakban mi is
talaltunk Osszefiiggést a melanoma szovettani tipusa és a
PARP terméke, a poli-ADP-rib6z szdveti szintje kozott
(a metasztazisokban nagyobb, a felszinesen terjedé for-
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makban kisebb PAR-tartalom). Uvealis melanomékban
is jelentGs variabilitast tapasztaltunk a kiilonboz6 tumo-
rok kozott, de a mintak kis szama miatt ezt nem lehetett
szovettani altipusokkal vagy stddiummal Osszefliggésbe
hozni. A tumorokban megfigyelheté PARP-expresszios
és aktivitasbeli killonbségek meghatarozasa lehetéséget
teremthet a PARP-gitl6 szerekkel végzett adjuvans ke-
moterapidra val6 alkalmassag kivalasztasara.

Oxidativ stressz és peroxinitrit-képzédés korasziilottek
retinopathidja (ROP)-ban

A ROP patogenezisében vitathatatlan az oxidativ stressz
szerepe. A kis silyid djsziilottek kezelésében alkalmazott
nagy koncentracioji oxigénkezelés kedvezd a peroxidok
kialakulasahoz. Ezen elmélet alapjan szdmos tdmadas-
ponton, mint pl. a hazai szerz6k altal is publikalt kel-
atképz6 D-penicillaminnal is kezdddtek sikeres kisér-
letek.!® Mindezek ellenére azonban a ROP kezelése és
megelzése a mai napig megoldatlan kérdés. Bar a per-
oxinitrit szerepét igazoltak egérszem oxigén indukalta re-
tinopathidjaban,? a PARP, illetve gatloszereinek hatésat
még nem vizsgaltik.

A peroxinitrit és a PARP-aktivdcié szerepe a
retinakirosodas kialakuldsaban

A glaucoma patogenezisében kozponti szerepet jatszik
a nervus opticus neuropathia, mely gliasejtaktivacio-
val, véraramlasi zavarokkal és széveti ,,remodeling”-gel
egylitt hozza 1étre a jellegzetes patoldgiai képet, amiben
az oxidativ stressz szerepe jol dokumentlt.

Siu és mtsai patkanyok perilimbalis/episcleralis drené-
16 ereiben 1ézerrel termalis koagulaciét okozva fokozott
szemnyomast véltott ki.? A tartésan fennallé szemnyo-
mas-fokozbdas megndvekedett NO-termelést és retinalis
ganglionsejtelhalast eredményezett. Flammaer és Mozaf-
farieh szerint az astrocytdk altal termelt NO az axonok
mitokondriumaiban képz8d6 szuperoxiddal hozhat 1étre
peroxinitritet, amely a sejtelhalasért kozvetleniil felelds
RNI speciesz lehet.’

A neuronalis degeneracié a retina ganglionsejtjein is
tulterjed. Kisérletes unilateralis glaucoma majommodell-
jében Luthra és misai kimutattik, hogy a nucleus genicu-
latus laterale (NGL) neuronjainak degeneracidja sordn
is fokozott tirozinnitralas figyelheté meg.!® Fokozott ti-
rozinnitralads kimutathaté volt az NGL ereinek endot-
heliumaban is. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy
a peroxinitritnek szerepe lehet az NGL neuronjainak
pusztulasiaban. Az erek faldban képz6dé peroxinitrit en-
dothelialis diszfunkci6t is kivalthat,’ melynek révén agy-
szintén hozzajarulhat az NGL-sejtek pusztulasdhoz. Bar
glaucoma-modellben nem vizsgaltdk a PARP-aktivacio
patogenetikai szerepét, de diabeteses endotheliopathia-
ban a peroxinitrit 2 PARP-aktivéci6 révén okoz endothe-
lialis diszfunkciét. Igy valdszindsithetd, hogy a PARP-ak-
tivacié glaucomaban is endothelialis diszfunkciot okoz.
Ennek igazolasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A glutamat altal az NMDA (N-metil-D aszpartat)
receptorokon keresztiil kivaltott excitotoxicitas patold-
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giai szerepe a glaucoma mellett mas, ischaemian alapu-
16 korképben is ismert. Az ischaemia soran kiszabadulé
glutamét részben az NMDA receptorok ingerlésével
okoz nNOS (neuronalis NOS)-aktivaciot. Stroke allat-
modelljeiben, illetve neuronalis sejttenyészetek NMDA
receptorainak stimulaci6javal korabban kimutattdk mind
a peroxinitrit, mind a PARP-aktivacié szerepét a neuron-
pusztuldsban. Az NMDA-stimulaciéval retinakarosodast
is lehet modellezni.? Az NMDA Altal okozott dézisfiiggd
retinakdrosodasra jellemzé az elvékonyodo belsé retina,
mig a fotoreceptorsejtek nem valtoznak szignifikinsan.
A VEP-vilasz csokkent véltozatlan ERG mellett. Nytil-
retindn végzett in vivo kisérletben a 3-aminobenzamid
PARP-gatl6 szer azonban mind a szévettani, mind az
elekrofizioldgiai vizsgilatokban gyengébb hatdst muta-
tott az NMDA-gétl6 szernél. A fenti vizsgédlathoz ha-
sonléan egy joval erésebb PARP-gatl6 szerrel is a PARP
parciélis szerepét igazoltak az NMDA Altali retinatoxici-
tasban.!0 Itt ugyan a PJ34 jeld szerrel sikeriilt csokkente-
ni az NMDA okozta PARP-aktivaciét és ATP-szintcsok-
kenést, a PJ34+NMDA-val kezelt retindkban tovabbra
is megfigyelhetd volt a membrinszelektivitas elvesztése,
ami nekrozisra utal, masrészt sokkal intenzivebb mag-
fest6dés és apoptozisjelek voltak megfigyelhetSk, mint
a csupan NMDA-val kezelt retinakban. Ez ésszhangban
van a PARP-aktivacié apoptézis-nekrozis atkapcsold sze-
repével.

Hasonl6an a myocardialis és agyi ischaemiat kove-
t8 reperfizidhoz, a retina esetében is bizonyitast nyert
a PARP-gatlok protektiv szerepe ischaemia-reperfiizi6
szindrémaban.® Az I/R modellezése Lewis patkanysze-
men a szemnyomds atmeneti megemelésével tortént.
Ezutén jellemzSen a retina belsé rétegei karosodtak. Az
ekkor megfigyelhetd sejtpusztulds és retinaelvékonyo-
das a PARP-gatlé 3-aminobenzamiddal kivédhetd volt,
hatésa leginkabb az ischaemia kialakuldsa utan 12-18
Oréaval érvényesiilt, ami a szer egy esetleges terapias al-
kalmazésa esetén igen kedvezd ablakperi6dust nyijthat.
A retina I/R kdrosodasaban a neuronalis elemek mellett
a vascularis elemek is kdrosodnak, s miutin az idegsejt-
pusztulds megeldzi az érkarosodast, feltételezhetd, hogy
a neuroglia karosodasa is vezethet szekunder érkaro-
sodashoz, nem csak forditva. Ebben a folyamatban az
iNOS, a TNF-a és az ICAM-1 gyulladdsos gének fontos
szerepet jatszanak.>

Mig az ischaemias karosit6 hatasok primeren inkabb
a retina belsS rétegeit érintik, a retina kiils6 rétegeiben
elhelyezkedd sejtek fokozott oxidativ érzékenységét is
tobb ismert tény tamasztja ald. A palcikak kiilsG szeg-
mensében taldlhaté hosszi lancd, tébbszorosen telitet-
len zsirsavak, koztiik a legjellemz6bb dokozahexaénsav
(DHA) kiillonosen érzékeny peroxidéciéra. Emellett a
mitokondriumokban gazdag palcak, a retina gazdag vér-
ellatasa, az alland6 fényexpozicié kedveznek a reaktiv
specieszek termel6désének. A fizioldgids korilmények
kozott is megfigyelhet proteinnitracié mellett fény hata-
sara a pélca kiilsé szegmens csokkend, majd az erds fényt
meg, amit antioxidanssal mindkét periédus alatt csdk-
kenteni lehetett. Felmeriilt, hogy a fokozott ROS-ter-

melddés és a fehérjék nitralédasa a fény indukalta foto-
receptor-apoptdzis lancszeme lehet.??

Az iddskori makuladegeneracié (AMD) patogenezi-
sében kOzponti szerepet jatszik az RPE (retina-pigment-
epithelium) diszfunkcidja. A fotoreceptor kiils§ szeg-
mens fagocit6zisa altal az RPE is fokozottan ki van téve
oxidativ hatdsoknak. Ezért, s miutdn az RPE posztmi-
totikus sejt, érthetd, hogy kiilonésen hatékony DNS-re-
pair rendszerrel bir. ARPEY (human RPE) sejtvonalon
igazoltak, hogy ebben a védelemben a PARP aktivécidja
fontos szerepet jatszik.!!

A fotoreceptorsejtek genetikai zavara esetén is prog-
ressziv oxidativ karosodast figyeltek meg. Az egyik leg-

gyakoribb neurodegenerativ betegség, a retinitis pig-

mentosa (RP) ,,rd1” egérmodelljében igazoltik a csapok
pusztulasaban a peroxinitrit indukalta nitrozativ kiroso-
das!® és a PARP szerepét is.> Mig a PARP-expresszié
az rd1 és a vad tipusu egereknél egyforma volt, a PARP
aktivitasat jelz6 PAR-polimerek fokozottabb mennyiség-
ben fordultak el6 az rd1 fotoreceptorsejtekben. A PAR
eléforduldsa kolokalizaci6t mutatott az apopt6zis marke-
reként alkalmazott TUNEL-festéssel. Ezért lehetséges,
hogy a PARP-aktivaciénak szerepe van a RP-ban meg-
figyelhetd sejthalalban.?

A peroxinitrit és PARP szerepe a diabeteses retinopathia
(DR) kialakulasiban

A diabeteses neuropathidban, nephropathidban, retino-
pathidban és makrovaszkularis szovédményekben kulcs-
szerepet jatsz6 endothelialis diszfunkci6 a leginkabb do-
kumentalt patolégiai elvaltozas, mely a hyperglykaemia
hatdsara alakul ki, megzavarva az ér endothelsejtjeinek
homeosztazisat. Ennek kovetkeztében oxidativ mediato-
rok szabadulnak fel, és az eNOS- és INOS-expresszi6 is
fokozddik. A kovetkezményes NO-termelés, peroxinit-
rit-képz6dés vezet DNS-t6résekhez, ez pedig PARP-ak-
tiviciohoz. A PARP-medialt cellularis NADPH-deplécié
kozvetleniil gyengiti az erek relaxaci6jat.? A hypergly-
kaemia emellett az aldézreduktdz (AR) aktivitisdnak
fokozasan keresztiil is NADPH-depléci6hoz és szabad-
gyok-képzédéshez vezet. Bar az AR biokémiai atvona-
la nincs kozvetlen Osszefiiggésben a PARP utvonallal,
kimutattdk, hogy az AR gatlasa fiderastattal csokkenti
a diabetes altal indukalt nitrozativ stresszt és a kévet-
kezményes PARP-aktivici6t a retindban.! A fenti fo-
lyamatok végeredményeként csokken az endothelsejtek
NO-kidramlasa, emiatt csokken az endothelfelszin an-
titrombotikus hatisa, fokozddik a trombocitaadhézids
hajlam, és csokken az érsimaizom bazilis vazodilataciés
ténusa, aminek kovetkezménye vazospazmus és ischae-
mia.

A peroxinitrit és a PARP szerepe a diabeteses neph-
ropathia, neuropathia és retinopathia patogenezisében
ismert tény.!? A diabeteses érelvaltozasokban kulcssze-
repet jatszé endotheldiszfunkc nemcsak megel6zhetd,
hanem meg is fordithat6 PARP-gitl6 szerek adéséval.?®
A diabeteses retinopathidban fokozott nitrotirozin-kép-
zGdést és PARP-aktivitast figyeltek meg. Mig a nitroti-
rozin csak az erek falaban volt kimutathat4,® a PARP
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a neuralis és vaszkularis elemekben egyarant.36 UtGbbi
szerzOk a retina Osszes magvas rétegében és emellett a
kapillarisok endotheljében és a pericitakban is fokozott
PARP-aktivitast észleletek diabeteses patkanyretindkban.
Ebben a kisérletben in vivo és retina endothel-sejttenyé-
szeten in vitro is alatamasztottik, hogy a PJ34 szignifi-
kénsan gétolja a hyperglykaemia altal kivaltott fokozott

endothel-sejthalalt. Erdekes megfigyelés, hogy a nitro- -
zo-oxidativ stressz nyomai mar a DR korai szakaszaban-

megfigyelhetSk, ugyanakkor a cukorhaztartds rendezése
utan is még sokdig perzisztalnak, kiilonosen akkor, ha a
korabbi rendezetlen anyagcsere-allapot hosszabb ideig
fennallt.1

Ahogy korabban maés sejteknél is igazoltak, kideriilt,
hogy a PARP-1 a retinasejtekben is a NFxB koaktiva-
toraként fejti ki hatdsat. Az NFxB aktivitis mellet az
ICAM-1 expresszidja is fokozddott a diabeteses reti-
nakban, ugyanakkor a PARP-gitl6 szerekkel mindkét
jelenség csokkenthetd volt. Tekintettel arra, hogy mind
a fenti molekuldk, mind a PARP szerepet jatszanak a
gyulladisos folyamatok kozvetitésében is, a diabeteses
retinopathia patogenezisében gyulladasos folyamatok is
szerepet jatszhatnak.3 .

Mas vizsgalatok igazoltak a retinopathia késébbi, ér-
jdonképz6dés altal dominalt szakaszaban is a PARP
szerepét. PARP-gatlok hatdsara az endothelsejtek pro-
liferacidjanak, valamint a VEGF kivaltotta migracids és
mitogén hatdsok csokkenését figyelték meg.?* HUVEC
(human umbilical vein endothelial cell) kultiran végzett
kisérletben a PARP-gatlas fokozta a magas gliikozszint
altal kivaltott PEDF- (pigment epithelium-derived fac-
tor) szintézist.> Szemben a VEGF hatasaval, a PEDF
a retindban az angiogenezis gatlgjaként ismert, mig a
CNV-re (choroidal neovascularisation) gyakorolt hatdsa
ellentmondasos. Kisebb dézisban csékkenti a CNV-t, mig
nagyobb PEDF-dé6zis mellett szignifikinsan novekedett
a CNV kialakulasa. A PEDF angiogenezist tAmogat6
és gatlé hatdsa nemcsak a doézis fiiggvénye, hanem egy
komplex szabalyozasi folyamat eredménye.

Osszefoglalds

A DR-ban a peroxinitrit/PARP titvonal kozponti szere-
pe tobb szempontbdl is igazoltnak tiinik. Ugyanakkor a
PARP-gétlékkal elért eredmények biztatdak lehetnek a
DR 4j terapias megkozelitésében. A VEGF-fel kapcso-
latos eredmények a PARP-gatldk angiogenezis ellenes
hatdsanak bizonyitdsival mas eredeti proliferativ reti-
nopathidkban, s6t tumorterapidkban is j lehetdsége-
ket rejtenek. Béar a szemészeti kdrképek tobbségében
a peroxinitrit/PARP-aktivacidval kapcsolatos ismeretek
kezdetlegesek, néhol ellentmondésosak, a folyamatok
sejtszinti, illetve in vivo eseményeinek megismerése ké-
sGbb olyan kdrképekben is felvetik egy 1j kezelés lehe-
téségét, mint az 6roklédo retinadisztréfidk, tumorok,
uveitisek, proliferativ kérképek, melyekben eddig nem
vagy csak nagyon kevés lehetGség mutatkozott a gy6-
gyitasra. Ezeknek az 1j lehetGségeknek a preklinikai és
késGbb klinikai vizsgalatok soran torténé megerdsitése
a jovo kihivasa.
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