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RÖVIDíTÉSEK JEGZYÉKE 

3-AB   3-amino-benzamid 

ABC   avidin-biotin peroxidáz complex 

BAPTA-AM  bis-(o-amino-fenoxi)etán-N,N,N',N'-tetraecetsav-metil észter 

cNOS   konstitutív nitrogén-monoxid szintetáz 

DAB   diamino-benzidin 

DMSO   dimetil-szulfoxid 

ELISA   enzyme linked immunosorbent assay 

eNOS   endoteliális nitrogén-monoxid szintetáz 

GT   galotannin 

IFN-i" " " interferon/i"

INH2BP  jodo-amino-benzpiron 

iNOS   indukálható nitrogén-monoxid szintetáz 

LDH   laktát dehidrogenáz 

MRC   multiprotein replication complex 

MTT   3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difenil-tetrazolium-bromid 

NAD+   nikotinamid-adenin-dinukleotid 

NF-mB   nuclear factor kappa B 

NLS   nuclear localisation signal 

NMDA   N-metil-D-aszpartát 

nNOS   neuronális nitrogén monoxid szintetáz 

NO   nitrogén-monoxid 

NOS   nitrogén-monoxid szintetáz 

O2
.-   szuperoxid gyök-anion 

OH.   hidroxil gyök 

ONOO-   peroxinitrit 

PARG   poli(ADP-ribóz) glikohidroláz 

PARP   poli(ADP-ribóz) polimeráz 

PARP-/-   PARP deficiens (knock out) 

PARP+/+  vad típusú PARP génekkel rendelkezQ 

PI   propidium-jodid 

PJ-34   N-(oxo-5,6-dihidro-fenantridinin-2-yl)-N,N-dimetil-acetamid 

SIN-1   3-morfolino-sydnonimint 

sPARP   short PARP 

TNF-c" " " tumor nekrózis faktor-c"

TRF-1   telomer repeat binding factor-1 

vPARP  vault-PARP
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BEVEZETÉS 

 

1. Oxidatív stressz: reaktív oxigén és nitrogén tartalmú intermedierek (ROI és RNI) 

termelQdésének szövetkárosító hatásai 

Az elmúlt évek kutatási eredményei számos újabb bizonyítékkal támasztották alá a 

reaktív oxigén- és nitrogéntartalmú intermedierek aktív részvételét különbözQ 

kórfolyamatok kialakulásában. Ezen reaktív intermedierek fokozott mérték_ termelQdését 

tapasztalták például gyulladásos folyamatok során, sugárzásnak kitett sejtes és szövetes 

rendszerekben, iszkémia-reperfundált szívben, májban, vesében és agyban is. (Kloner és 

mtsai, 1989, Koliwad és mtsai, 1996, Krippeit-Drews és mtsai, 1994, Lafon-Cazal és 

mtsai, 1993). Az utóbbi években kimutatták, hogy több bQrbetegség, mint például a 

napégés után kialakuló eritéma, kontakt hiperszenzitivitási reakció, pszoriázis  

kialakulásában is jelentQs szerepet töltenek be egyes oxigén és nitrogén tartalmú reaktív 

intermedierek (Virág és mtsai, 2002). A reaktív oxigén és nitrogén tartalmú intermedierek 

többféleképpen is képesek károsítani a szöveteket. Többek között gátolják a mitokondriális 

légzési lánc folyamatát, lipid peroxidációt okoznak, ioncsatornákat inaktiválnak és 

fehérjéket oxidálnak. Az ebbe a vegyületcsoportba tartozó, legalaposabban tanulmányozott 

reaktív intermedierek között említendQ: a szuperoxid gyök-anion (O2
.-

), a hidrogén-

peroxid (H2O2), a hidroxil gyök (OH
.
), a nitrogén-monoxid (NO.), valamint a peroxinitrit 

(ONOO-). Kísérleteink során elsQsorban a peroxinitrittel és a hidrogén-peroxiddal kiváltott 

oxidatív stressz hatásainak vizsgálatát t_ztük ki célul.  

 

2. A peroxinitrit képzQdése és biológiai szerepe 

 A peroxinitrit a nitrogén-monoxid és a szuperoxid gyök-anion egyesülése során 

képzQdQ reaktív vegyület (Beckman és Koppenol, 1996, Groves, 1999). Amennyiben 

fokozódik a szuperoxid vagy a nitrogén-monoxid (NO.) (esetleg mindkét reaktáns) 

termelQdése, akkor a peroxinitrit képzQdésének valószín_sége jelentQsen megnQ (Szabó, 

1996). Az elmúlt néhány év kutatásainak eredményei azt mutatják, hogy a nitrogén-

monoxid fontos mediátora számos fiziológiai és patofiziológiai folyamatnak. Több 

irodalmi hivatkozást találhatunk többek között a bQrszövetben betöltött szerepérQl (Weller, 

1997, Virág és mtsai, 2002). Az NO a nitrogén-monoxid szintáz (NOS) enzimcsalád tagjai 

által katalizált reakcióban képzQdik az L-arginin guanidino-csoportjának enzimatikus 
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oxidációja során (Marletta és mtsai, 1998). A kis mennyiség_ NO termelésére képes 

konstituív NOS (cNOS) enzimek, (endoteliális és neuronális NOS : eNOS és nNOS) 

mellett fontos szerepet tölt be az indukálható NO-szintáz (iNOS). Ha valamilyen stimulus 

(elsQsorban gyulladásos folyamatok) hatására aktiválódik az iNOS, akkor jelentQs 

mértékben fokozódik az NO termelQdés (Weller, 1997, Virág és mtsai, 2002). A nagy 

mennyiségben képzQdQ NO  a szuperoxid-diszmutázzal (SOD) verseng a sejtekben 

folyamatosan termelQdQ szuperoxidért (mitokondriális légzési lánc, NADPH-oxidáz, 

xantin-oxidáz). Olyan körülmények között, amikor a nitrogén-monoxid termelQdés megnQ, 

akkor az NO reagál a szuperoxiddal, és peroxinitrit képzQdik (Beckman és Koppenol, 

1996). 

 

NO
.
 + O2

.-
 s ONOO

-
 

 

Eddigi ismereteink alapján a fenti reakcióban képzQdQ peroxinitrit mediátora 

számos, fokozott NO termelQdés eredményeként fellépQ kórfolyamatnak, pl. sokk, 

reperfúziót követQ sérülések, gyulladásos folyamatok (Szabó, 1996). Kísérleti adatok 

szerint a bQrben is termelQdik peroxinitrit (Virág és mtsai, 2002). Kimutatták a peroxinitrit 

képzQdését a napégés után kialakuló eritémában (Hattori és mtsai, 1996), a különbözQ 

eredet_ égési sérülésekben (Rawlingson és mtsai, 2000), a kontakt hiperszenzitivitási 

reakcióban (Szabó és mtsai, 2001), és szisztémás szklerózisban (Virág és mtsai, 2002). A 

peroxinitrit egyik legjellegzetesebb, ezáltal kimutatására legalkalmasabb, reakciója az 

egyes fehérjék aromás olodalláncainak (tirozin és triptofán) nitrálása (Alvarez és mtsai, 

1996, Crow és mtsai, 1995). A tirozil-oldalláncok nitrálása meggátolja a jelátviteli 

folyamatokhoz elengedhetetlen tirozil-foszforilációs reakciókat (Gow és mtsai, 1996, Kong 

és mtsai, 1996), ami zavart okoz az egyes sejtfolyamatok szabályozásában. 

 

3. Oxidatív stressz hatása a sejtek iontranszportjára  

 Régi megfigyelés, hogy az említett reaktív intermedierek membrán depolarizációt 

okoznak. A reaktív intermedierek hatására a membránstruktúrában bekövetkezQ változások 

az oxidatív stressz korai stádiumában tapasztalható jelenségek. Ezeknek a folyamatoknak a  

pontos mechanizmusa még nem ismert, feltételezhetQ, hogy azok valamilyen módon a 

reaktív intermediereknek az iontranszportra gyakorolt hatásának eredményeként 

alakulhatnak ki (1.ábra).  
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1.ábra. Oxidatív stressz hatása a membrán transzportfolyamataira 

 

Az oxidatív intermedierek targetjeként azonosítottak egy 106 kDa tömeg_ Ca2+-

csatorna fehérjét (Stuart és mtsai, 1991, Xiong és mtsai, 1992), a dihidropiridin receptor 

(DHPR) és rianodin receptor (RyR) Ca2+-csatornákat (Oba és mtsai, 1992), valamint egyes 

K+-csatornákat (Koong és mtsai, 1993, Kuo és mtsai, 1993). Az oxidatív stressz 

iontranszport folyamatokra gyakorolt közvetett hatásai a membránt alkotó lipidek 

szerkezetében okozott változásoknak is tulajdoníthatók. A membrán-lipidek oxidatív 

stressz hatására bekövetkezQ peroxidációja változásokat indukál a K+
ATP csatorna és a 

Ca2+-Mg2+-ATPáz m_ködésében (Hayashi és mtsai, 1989). Az iontranszport 

folyamatokban az oxidatív stressz által kiváltott stimulációt (Boraso és mtsai, 1994), illetve 

gátlást a transzportfehérjék tiol oldalláncainak módosítása is okozhatja (Cai és Sauvé, 

1997). A tiol-oldalláncok oxidációjának eredményeként megváltozik a fehérje 

konformációja, ami vagy indukálja annak m_ködését, vagy gátolja iontranszport 

OXIDATÍV STRESSZ

Membrán lipidek peroxidációja                  KettQs kötések felszakadása 

Foszforiláció gátlása 
 
 

Ion transzport folyamatainak gátlása

Membrán transzportot biztosító fehérjék
tiol csoportjainak  

és diszulfid kötéseinek módosítása  

PARP 
aktiváció 

 
 

ATP depléció 

ATP termelQ folyamatok 
(glikolízis, oxidatív foszforiláció) gátlása 
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funkcióját. A csatorna- és pumpafehérjék szerkezetében bekövetkezQ módosulások 

hatására megváltozik azok funkciója és/vagy a regulációs alegységek hozzáférhetQsége is.  

Megfigyelések szerint oxidatív stresszhatást követQen több esetben is jelentQs 

mértékben csökken az ATP koncentrációja. Ez lehet egyrészt annak következménye, hogy 

a reaktív intermedierek közvetlen gátlóhatást fejtenek ki az ATP termelQ glikolízis és 

oxidatív foszforiláció folyamatára (Hyslop és mtsai, 1988), illetve közvetett módon 

indukálhatják az ATP lebontását ADP-re és foszfátra (Tokube és mtsai, 1996). Az ATP 

koncentrációban bekövetkezQ változás, pedig jelentQs mértékben módosítja az ATP-függQ 

ioncsatornák, illetve ATPázok aktivitását is.  

 

4. Oxidatív stressz hatása a sejtek kalcium homeosztázisára 

A kalciumion, mint másodlagos hírvivQ fontos szerepet tölt be mind az 

intracelluláris mind pedig a sejtek közötti kommunikációt irányító folyamatok 

szabályozásában. Ismeretes, hogy a kalciumjel meghatározó szerepet tölt be a sejtek 

oxidatív stresszel szemben mutatott érzékenységének szabályozásában (Nicotera, 1998), 

továbbá az általunk is tanulmányozott, peroxinitrit által kiváltott citotoxicitás folyamatában 

(Virág és mtsai, 1999, Guiterrez-Martin és mtsai, 2002). Az oxidatív stressz hatására 

fellépQ károsodások kialakulása sok esetben az intracelluláris kalciumkoncentrációban 

bekövetkezQ növekedésre, ezáltal a kalcium-hírvivQ rendszerben fellépQ módosulásokra 

vezethetQek vissza (Goldhaber, 1996, Goldhaber és Weiss, 1992). A kalcium homeosztázis 

zavarai, az intracelluláris kalcium felhalmozódásához, ezzel pedig végeredményben a sejt 

halálához vezethet. Kísérleti tapasztalatok szerint a kalcium intracelluláris 

kompartmentekben történQ túlzott felhalmozódásának következménye többek között a 

specifikus proteázok aktiválódása, a citoszkeletális hálózat összeomlása, a mitokondriális 

rendszerben fellépQ zavarok és a DNS károsodása (Nicotera és mtsai, 1992). Bizonyított, 

hogy a kalciumnak szerepe van az apoptotikus sejthalál kiváltásában is. KülönbözQ 

apoptózis modellekben több kalcium-függQ mehanizmust is kimutattak, amelyek az egyes 

„apoptotikus markerek” kialakulásához vezetnek (Nicotera és mtsai, 1994). (2.ábra).  
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2.ábra. A kalcium lehetséges szerepe az apoptózis szabályozásában 

 

Számos in vitro apoptózis modellben tapasztalták az intracelluláris kalcium 

homeosztázis felborulását és a kalcium-függQ endonukleázok aktiválódását (Nicotera és 

mtsai, 1994). Kimutatták, hogy thapsigarginnal indukált apoptózis során a 

kromatinkondenzációban és az apoptotikus testek képzQdésében is fontos szerepe van a 

kalciumnak (Jiang és mtsai, 1994). Nicotera és mtsai (1994) igazolták, hogy a kalcium 

szerepet játszik a kromatinszerkezet fellazításában is. Ennek következtében a kromoszóma 

egyes részei hozzáférhetQvé válnak a DNázok számára is (Villaponteau és mtsai, 1986). A 

kalcium- és magnézium-függQ endonukleázok internukleoszomális hasításának eredménye 

az apoptózisra jellemzQ DNS létra képzQdése. További bizonyítékul szolgál az a 

megfigyelés, hogy a kromatinszerkezet tömörségét fokozó anyagok (pl. poliaminok) 

gátolják az apoptózist (Brüne és mtsai, 1991). Az oxidatív stressz által kiváltott 

sejthalálban tehát a kalcium sokrét_ szerepet játszik.  

 

5. A poli(ADP-ribóz) metabolizmus szerepe az oxidatív stresszel indukált sejthalálban 

5.1. A poli(ADP-ribóz)polimeráz felépítése és m_ködése 

Az oxidatív stressz károsodást okozhat a DNS szerkezetében is. Az ilyen módon 

elQidézett, elsQsorban egyszálú DNS törés aktiválja a poli(ADP-ribóz) polimeráz-1 (PARP-

1) enzimet (Virág és mtsai, 2002, Burkle, 2001). A PARP-1 a sejtmagban lokalizálódó, és 

ott az egyik legnagyobb mennyiségben elQforduló enzim. A fehérje (116kDa) három 

Ca2+

Foszfolipáz 
aktiválódás 

Proteázok 
aktiválódása 

Protein kinázok és foszfatázok 
aktiválódása 

Gének aktiválódása

Endonukleázok 
aktiválódása Kromatin szerkezet 

fellazulása 
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doménbQl áll. 1. Az N-terminális végén a DNS kötQ doménban található  két cinkujj 

motívum; 2. a C-terminális végén található a katalitikus domén (Mazen és mtsai, 1989, de 

Murcia és Menisser de Murcia, 1994, de Murcia és mtsai, 1994, Schreiber és mtsai, 1995, 

Smith, 2001); 3. a kettQ között helyezkedik el az önszabályozó domén, amely az enzim 

auto-poli-ADP-ribozilációs helyeként funkcionál. A legnagyobb mértékben konzervált 

régió az enzim C-terminális, katalitikus domént tartalmazó része. Ezen belül is 

elkülöníthetQ egy ötven aminosavból álló szekvencia, amely nagy fokú homológiát mutat a 

különbözQ fajok között. A PARP-1 elsQsorban egyszálú DNS törések hatására történQ 

aktiválódása után a második cinkujj doménen keresztül hozzákötQdik a sérült DNS 

szakaszhoz. Ezután homodimereket alkotva katalizálja a szubsztrátjából, a NAD+-ból 

lehasított ADP-ribóz egységekbQl felépített, több száz monomerbQl álló, elágazó 

poli(ADP-ribóz) lánc szintézisét.  

A poli-ADP-ribóz polimer specifikus akceptora lehet több magfehérje is. AlegfQbb 

akceptor azonban maga a PARP-1. Ebben az esetben auto-poli-ADP-ribozilációról 

beszélünk, amely folyamat hatására az enzim aktitivása gátlódik. Amennyiben a poli-ADP-

riboziláció akceptora valamely más fehérje, akkor a folyamatot transz-poli-ADP-

ribozilációnak nevezzük. A poli-ADP-riboziláció hatására az egyes akceptorfehérjék 

szerkezete és ennek eredményeként funkciójuk is megváltozik. Ez az alapja a PARP-1 

transzkripciós folyamatokban betöltött szerepének. Ilyenkor a transz-poli-ADP-ribozilációs 

folyamatok akceptorai a hisztonok, amiken a polimerizációs reakció eredményeként 

negatív töltésmintázat alakul ki. Ezért a hisztonok és a DNS között taszító hatás alakul ki 

(mindkettQ negatív töltés_), a kromatinállomány fellazul, ami lehetQvé teszi a 

transzkripciót (Tanuma és mtsai, c1985, Nagele 1995). A hisztonokon kívül még számos, 

magban lokalizálódó és a transz-poli-ADP-ribozilációs folyamat akceptoraként m_ködQ 

fehérjét is azonosítottak. Ilyen például több, transzkripciót szabályozó faktor, illetve a 

DNS-repair-ben résztvevQ fehérje (Oliver és mtsai, 1999, Cervellera és Sala, 2000, Ariumi 

és mtsai, 1999, Wesierska-Gadek és mtsai, 1996, Kumari és mtsai, 1998, Malanga és 

mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1999, 2001, Wesierska-Gadek és Schmid, 2001, 

Tong és mtsai, 2001).  

 

5.2. A poli(ADP ribóz) metabolizmus szabályozása 

A poli(ADP-ribóz) metabolizmusát szabályozó enzimek közül a poli(ADP-ribóz) 

polimerázok mellett napjainkban egyre intenzívebben tanulmányozzák a katabolikus 

poli(ADP-ribóz) glikohidrolázt (PARG) is. A PARP-1 enzimmel (illetve a PARP 
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családdal) ellentétben a PARG enzimrQl kevés adattal rendelkezünk. Az utóbbi néhány év 

során a PARG egyre intenzívebb érdeklQdés tárgyává vált. Ennek elsQsorban az az oka, 

hogy több megfigyelés szerint, PARG gátlószerekkel a PARP inhibitorokhoz hasonló 

citoprotektív hatás érhetQ el. A DNS sérülés hatására bekövetkezQ PARP aktiválódást 

követQen rövid idQn belül aktiválódik a PARG is. Ez az enzim a poli(ADP-ribóz) 

polimerek hidrolízissel történQ lebontását végzi, és így biztosítja az automodifikáció 

következtében inakiválódó PARP aktív állapotának helyreállítását is (3.ábra). 

 

 

 

 

3.ábra. A PARG lehetséges szerepe a poli(ADP-ribóz) metabolizmus szabályozásában 
1. oxidatív stressz hatására DNS sérülés történik, 2. a DNS törés aktiválja a PARP-ot, mely 
szubsztrátként NAD+-ot használva poli(ADP-ribóz) láncokat szintetizál specifikus akceptor 
fehérjéken és saját magán. Az auto-poli-ADP-riboziláció elQrehaladtával az önmagán 
szintetizált polimer mérete nQ, ami az enzim inaktiválódását eredményezi, 3. a PARG a 
PARP-on szintetizált polimer lebontásával helyreállítja annak aktív állapotát 
 

A PARG felfedezését követQen (Miwa és Sugimura, 1971mode) hosszú ideig úgy 

gondolták, hogy az enzim csak exoglikozidáz aktivitással rendelkezik, vagyis a láncvégi 

monomer egységeket hasítja le a polimerrQl. ElsQként Ikejima és Gill munkacsoportja 

(Ikejima és Gill, 1988) igazolta a PARG endoglikozidáz aktivitását, melynek révén 
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nagyobb oligo(ADP-ribóz) fragmentek eltávolítására is képes. A PARG enzimaktivitását 

több tényezQ befolyásolja. Ezek egyike a polimerlánc(ok) hossza. Tapasztalatok szerint a 

hosszú polimereknek mind a láncvégi, mind a láncközi glikozidos kötéseit hasítja, míg a 

rövidebb polimerekrQl csupán a terminális ADP-ribóz egységeket távolítja el (Brochu és 

mtsai, 1994). A láncban található elágazási pontok helye szintén meghatározó szerep_ 

(Althaus, 1992). Más kutatócsoportok tapasztalatai szerint a hisztonok (elsQsorban H1) 

szintén befolyásolhatják a méreteloszlást, valamint az elágazások gyakoriságát (Naegeli és 

Althaus, 1991). Brochu és mtsai megfigyelései szerint a hisztonok dózisfüggQ módon 

gátolják az enzim exoglikozidáz és endoglikozidáz aktivitását (Brochu és mtsai, 1994).  

 

5.3. A PARP enzimcsalád 

Hosszú ideig csak a PARP-1-et tartották számon, mint poli-ADP-ribozilációt 

katalizáló enzimet. Azonban miután PARP-1 hiányos sejtekben is tapasztaltak PARP 

aktivitást (Shieh és mtsai), elkezdQdött azoknak az enzimeknek az azonosítása, amelyek 

ezért az aktivitásért felelQsek. Napjainkig már tíznél is több PARP aktivitással rendelkezQ, 

különbözQ enzimet azonosítottak. Ezeknek az enzimeknek a kutatása még kezdeti 

stádiumban van, így kevés információ áll rendelkezésre doménszerkezetükrQl, biológiai 

szerepükrQl, sejten belüli lokalizációjukról, és DNS kötQ képességükrQl. Az enzimcsalád 

egyes tagjai kizárólag a PARP-1 C-terminális végén található katalitikus doménnel 

mutatnak különbözQ mérték_ homológiát. Az alábbiakban csak röviden ismertetem az 

enzimcsalád néhány, újabban felfedezett tagját (Smith, 2001): 

PARP-2: a sejtmagban lokalizálódó enzim, a PARP-1 C-terminális doménjével 60%-os 

homológiát mutat, bár DNS sérülés hatására aktiválódik és képes kötQdni a DNS-hez, DNS 

kötQ doménjének szerkezete eltérQ a PARP-1étQl. 

PARP-3: a legkevésbé ismert és legkisebb PARP, a centroszómákban található 

sPARP (short PARP): feltételezések szerint a PARP-1 egy alternatív splicing variánsának 

tekinthetQ, a sejmagban található, aktiválódásához nincs szükség DNS törésre. 

vPARP (vault-PARP): a gyakorlatilag valamennyi eukarióta sejtben megtalálható, 

ribonukleoproteinekbQl felépülQ, úgynevezett „vault-komplex” alkotóeleme. Nincs DNS 

kötQ doménje. Bár alapvetQen a citoplazmában található, kimutatták, hogy elQfordul a 

sejtmag pórusainak citoplazma felQli oldalához kötQdve is. A pontos funkciója ugyan nem 

ismert, de az említettek alapján feltételezhetQ, hogy a sejtmag transzportfolyamataiban is 

lehet szerepe. 
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tankiráz-1: a telomer komplex alkotóeleme, a telomerek replikációjának szabályozásában 

van szerepe. M_ködése során hozzákötQdik a TRF1-hez (telomer repeat binding factor), 

mely a  telomerreplikációt katalizáló telomeráz egyik negatív szabályozója. Ezt követQen a 

tankiráz-1 poli-ADP-ribozilálja önmagát és a TRF1-et. Ennek hatására a TRF1 leválik a 

DNS-rQl, a telomerstruktúra megváltozik és hozzáférhetQ lesz a telomeráz számára. A 

tankiráz-1 telomerek replikációját, (a telomerek hosszát) szabályozó szerepét bizonyítja az 

is, hogy tankiráz-1-et overexpresszáló sejtekben nem tapasztaltak telomerhossz csökkenést. 

 tankiráz-2: a tankiráz-1 homológjaként (több, mint 80% azonosság) tartják számon, 

lokalizációja, és funkciója pontosan még nem ismert. 

 

5.4. A PARP szerepe a DNS hibajavításban 

A PARP-1 fontos szerepet tölt be a kisebb mérték_, még korrigálható genotoxikus 

sérülések esetében is (Menisser-de Murcia és mtsai, 1997, Althaus és mtsai, 1999). Több, 

PARP gátláson alapuló farmakológiai tanulmányban is bizonyították a PARP-1 szerepét a 

DNS hibajavításban (Burkle, 2001, Ziegler és Oei, 2001). Park és munkatársai 1983-ban 

például kimutatták, hogy alkiláló szerrel kezelt sejtekben a PARP inhibitor 3-amino-

benzamid egyéb hatások mellett késlelteti a DNS törések ligálását, és fokozza a nem 

replikációs DNS szintézist. Kísérletekkel igazolták, hogy PARP gátlószerek hatására a 

sejtek érzékenyebbé válnak a DNS károsodás citotoxikus hatásával szemben (Szabó, 

2000). A knock out állatokkal, valamint a belQlük elQállított sejtvonalakkal végzett 

kísérletek egyértelm_en bizonyították a poli-ADP-riboziláció szerepét a DNS 

hibajavításban: a PARP hiányos egerek fokozottan érzékenyen reagáltak ionizáló 

sugárzással és alkiláló szerrel történQ kezelésre. Továbbá, ezekbQl a knock out állatokból 

létrehozott embrionális fibroblasztokban az alkiláló szerek lényegesen nagyobb mértékben 

gátolták a proliferációt, mint a vad típusú sejtekben (de Murcia és mtsai, 1997). PARP 

knock out fibroblasztokban a DNS törések ligálását is lassúbbnak találták a vad 

típusúakban tapasztalthoz képest (Dantzer és mtsai, 2000). A PARP-1 DNS repair-ben 

betöltött funkciójának egyik komponense a sérült DNS szakasz megjelölése a repair 

enzimek számára. A DNS károsodást követQen a PARP-1 DNS-kötQ doménjével 

kapcsolódik a sérült szakaszhoz, és ennek hatására az enzim aktiválódik (Satoh és Lindhal, 

1992, Molinete és mtsai, 1993). A továbbiakban a PARP-1 automodifikációjának hatására 

az enzim aktivitása egyre csökken. a még sérült helyhez kapcsolódó, nagy láncot hordozó 

PARP-1 megjelöli a repair-enzimek számára a károsodás helyét. Az aktiválódott PARG 

lebontja a polimert, valószín_leg elQször nagyobb részeket hasít le a láncból, majd ezután 
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kezdi „aprítani” és végül az ADP-ribozil protein-liáz nev_ enzim lehasítja az utolsó, 

közvetlenül a PARP-1-hez kapcsolódó ADP-ribóz egységet (Althaus és Richter, 1987). 

Egyértelm_en kit_nik mindezekbQl, hogy mennyire fontos az (ADP-ribóz) metabolizmus 

egyensúlyához a PARP-1 és a PARG jól összehangolt m_ködése.  

 

5.5. A PARP szerepe a transzkripcióban 

 Több munkacsoport számos kísérleti eredménye bizonyítja a PARP-1 szerepét a 

transzkripcióban (de Murcia és mtsai, 1986, Lindahl és mtsai, 1995). A PARP 

transzkripciót szabályozó egyik funkciója a kromatinszerkezetet módosító hatása. A poli-

ADP-ribozilált hisztonok negatív töltést nyernek, és ennek eredményeként taszító hatás lép 

fel a DNS és a hisztonok között. A meglazult hiszton-DNS kapcsolat hatására az átírandó 

DNS szakasz hozzáférhetQvé válik, lehetQvé téve ezzel a transzkripciót (Althaus és mtsai, 

1994). Kimutatták, hogy különbözQ sejttípusokban PARP inhibitorokkal (nikotin-amid, 3-

amino-benzamid, INH2BP) gátolt PARP aktivitás következtében csökken a citokinekkel 

stimulált iNOS expresszió mértéke (Hauschildt és mtsai, 1991, 1992, Pellat-Deceunynck és 

mtsai, 1994). Olivier és mtsai, 1999-ben közölt eredményei további bizonyítékul szolgáltak 

a PARP transzkripcióban betöltött szerepét illetQen. A PARP gátlásának gyulladásgátló 

hatása régóta ismert. Abból a feltételezésbQl indultak ki, hogy közvetlen kapcsolat van a 

gyulladásos folyamatokban termelQdQ mediátor proteinek expresszióját indukáló NF-mB és 

a PARP-1 között. Kimutatták, hogy PARP-1 hiányos sejtekben az NF-mB függQ 

transzkripció gátolt. Irodalomban közölt adatok szerint a PARP-1 NF-mB ko-aktivátorként 

betöltött funkciójának nem feltétele a PARP-1 enzimaktivitása, hanem a hatás a két fehérje 

között kialakuló direkt interakció eredménye ( Hassa és mtsai, 2001, Chang és Alvarez-

Gonzalez, 2001).  

 

5.6. A PARP szerepe a sejtciklus szabályozásában 

 A PARP replikációban betöltött szerepét számos kísérleti megfigyelés bizonyítja. 

Többen kimutatták, hogy osztódó sejtek magjában a poli-ADP-ribóz metabolizmus 

felgyorsul (Tanuma és mtsai, 1978, Kanai és mtsai, 1981). Az is ismert, hogy a PARP 

szerepet játszik az MRC (multiprotein replication complex) képzQdésében, valamint 

bizonyították több, a replikációt szabályozó faktorról (DNS polimeráz, topoizomeráz I és 

II), hogy poli-ADP-ribozilálódik (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996).A hisztonok poli-

ADP-ribozilációja a DNS replikáció során a kromatinszerkezet fellazítását segíti (Boulikas, 
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1990). A PARP replikációban betöltött szerepére utal az a megfigyelés is, hogy PARP 

hiányos egerekbQl származó fibroblaszt sejtek lassabban növekedtek a vad típusúakhoz 

képest. Ismert a PARP differenciálódást szabályozó hatása is. Több sejtmodellben végzett 

kísérlet is bizonyítja hogy PARP gátló szerekkel befolyásolható a differenciálódás iránya. 

Meg kell azonban említeni, hogy az egyes differenciálódási modellekben a PARP gátlása 

nem egyszer ellenkezQ hatást eredményezett.  

 

5.7. A PARP szerepe a sejthalálban 

A PARP aktiváció sejthalálban betöltött szerepére vonatkozóan alkotta meg Berger 

munkacsoportja (1983, 1986) az úgynevezett sejtöngyilkossági hipotézist („suicide 

hypothesis”). Ennek lényege az, hogy fokozott PARP aktiváció során az enzim 

elfogyasztja a sejtek NAD+ készletét ami következetesen ATP depléciót okoz és végül a 

sejt halálát eredményezi.A poli-ADP-riboziláció tanulmányozásának egyik központi 

kérdése az, hogy a PARP aktiváció valójában apoptotikus vagy nekrotikus sejthalált 

indukál.  

Apoptózist több módon is lehet indukálni (sejtfelszíni receptorok-mint például Fas-

ligand, TNF, TRAIL-ligandkötése, DNS károsító ágensek: alkiláló szerek, ionizáló 

sugárzás…). Az apoptózis általános ismérvei a kompakt morfológia, kromatin 

kondenzáció, apoptotikus testek képzQdése, melyeket a fagociták rövid idQ alatt 

eliminálnak. Fontos tényezQ, hogy apoptózis során a plazmamembrán megQrzi épségét. Az 

apoptózisban fontos szerepet játszanak a mitokondriumból kiáramló apoptogén faktorok 

(citokróm c, apoptózis indukáló faktor) és az apoptózis egyik fQ végrehajtó rendszerének 

tagjai, a kaszpáz enzimcsalád proteázai. A kaszpázoknak az egyik elsQként azonosított 

szubsztrátja a PARP volt (Kaufmann és mtsai, 1993). Ez a megfigyelés az oka annak, hogy 

a PARP szerepét elsQsorban az apoptózisban vizsgálták. Apoptózis során a PARP-ot a 

kaszpáz-3 és a kaszpáz-7 egy 89 kDa-os (p89) és egy 24 kDa-os (p24) fragmentre hasítja 

(Tewari és mtsai, 1995), aminek erdményeként a DNS kötQ domén lehasad a katalitikus 

doménrQl és így az enzim inaktiválódik. Ez a hasítás minden bizonnyal azért szükséges, 

mert ezáltal megakadályozható, hogy az apoptózis késQbbi stádiumában bekövetkezQ DNS 

fragmentálódás hatására aktiválódjon a PARP, és elfogyassza az apoptózis energiaigényes 

folyamataihoz szükséges ATP-t (Herceg és Wang, 1999). Mindezek ismeretében 

nyilvánvaló, hogy a PARP által végzett poli-ADP-riboziláció szabályozó hatása csak még 

a kaszpázok aktiválódását megelQzQen, az apoptózis korai stádiumában érvényesülhet. A 

különféle PARP gátló szerekkel végzett kísérletek eredményei sok esetben ellentmondóak. 
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Az alkalmazott kísérleti modelltQl függQen a PARP gátlás hatására tapasztaltak mind 

apoptózis gátlást (Tanaka és mtsai, 1995, Richardson és mtsai, 1999), mind fokozódást 

(Tentori és mtsai, 1999). Bizonyos esetekben pedig nem is tapasztaltak befolyásoló hatást 

(Watson és mtsai, 1995).  

 A nekrotikus sejthalál legfontosabb jellemzQje, hogy az apoptózissal ellentétben a 

nekrózis során a plazmamembrán integritása megsz_nik, és a sejttérfogat jelentQsen 

megnQ, a sejttartalom kiszivárog a környezetbe, ami további gyulladást stimulál. Mivel 

apoptózis során az apoptotikus sejtet a makrofágok fagocitózis útján gyorsan eltávolítják a 

szövetbQl, amennyiben még sikerül a nekrotikus sejthalált apoptózis útvonalára terelni, az 

mindenképpen terápiás elQnnyel járhat. Fontos azonban szem elQtt tartani azt is, hogy a két 

sejthalálforma nem különíthetQ el teljesen egymástól, hanem valójában egy folyamat két 

végpontjának tekinthetjük azokat (Bonfoco és mtsai, 1995, Nicotera és mtsai, 1999). 

Megfigyelések szerint, különösen oxidatív stressz hatására indukált sejthalálformák 

esetében enyhe stimulus apoptózist, míg intenzív nekrózist vált ki. A PARP nekrózisban 

betöltött szerepe feltehetQleg az enzim fokozott aktivációjának eredményeként 

bekövetkezQ NAD+/ATP depléciót okozó hatásával értelmezhetQ, hisz a sejtes 

energakészletek kimerítése révén az apoptózis folyamatát a nekrózis irányába terelheti.  

 

5.8. PARG gátló szerek alkalmazásának terápiás lehetQségei 

Irodalmi adatok szerint ADP-ribózzal és cAMP-vel is gátolható a PARG (Miwa és 

mtsai, 1974, Tanuma és mtsai, 1986, Hatekayema és mtsai, 1986), azonban ezek nem 

hatékony vagy specifikus inhibitorai az enzimnek. Jelenlegi ismereteink szerint a legjobb 

PARG gátlószerek a különféle tanninszármazékok. Ezek a vegyületek kémiai szerkezetük 

alapján három fQ csoportba sorolhatóak: gallotanninok, ellegitanninok és kondenzált A 

leghatékonyabb PARG inhibitornak az ellagitannin oligomerek bizonyultak, 

gátlóképességük a makromolekulát alkotó monomerek számával arányosan nQ (Kazumasa 

és mtsai, 1993). Egér asztrocitákon és neuronokon végzett kísérletekben kimutatták a 

gallotannin és a nobotanin B citoprotektív hatását hidrogén-peroxiddal és N-metil D-

aszpartáttal (NMDA) kiváltott oxidatív stressz modellben (Ying és Swanson, 2000). 

Hasonló védQ hatást tapasztaltak alkilálószerek hatására kialakuló károsodások esetében is 

(Ying és mtsai, 2001). A PARP inhibitorok már számos kórképben (stroke, szívinfarktus, 

diabetes, sokk, gyulladásos betegségek, stb.) egyértelm_en jótékony hatásúnak 

bizonyultak, ezért felvetQdik a PARG gátlószerek farmakológiai hasznosságának 

lehetQsége is mindezen betegségekben (Ying és Swanson, 2000, Ying és mtsai, 2001). 
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CÉLKIT^ZÉSEK 

 

Munkánk során az alábbi problémák megoldását és kérdések megválaszolását t_ztük ki 

célul: 

 

I. Nem radioaktív technikán alapuló detektálási módszer kidolgozása a PARP 

aktivitás kimutatására biotinnal jelölt NAD+ szubsztrát felhasználásával 

1. Az alkalmazott módszer alkalmasságának igazolása a PARP aktivitás kvalitatív 

kimutatására sejtes és szövetes rendszerekben. 

2. PARP aktivitás kimutatása oxidatív stressznek kitett sejtekben biotinilált NAD 

alkalmazásán alapuló módszerrel.  

II. A poli(ADP-ribóz) anyagcsere szerepének vizsgálata HaCaT sejtek oxidatív stressz 

által kiváltott citotoxicitásában 

3. Okoz-e a peroxinitrit intracelluláris Ca2+- koncentráció emelkedést HaCaT sejtekben? 

4. Kimutatható-e PARP aktiváció oxidatív kezelést követQen HaCaT sejtekben? 

5. Hozzájárul-e az intracelluláris Ca2+koncentráció megnövekedése az oxidatív stressz által 

kiváltott citotoxicitáshoz? 

6. Befolyásolja-e a sejtdenzitás a HaCaT keratinociták oxidatív stressz iránti 

érzékenységét? 

7. A PARG gátló gallotannin hatásának vizsgálata az oxidatív stressz által kiváltott 

citotoxicitásban. 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

1. Anyagok 

 A sejtek intracelluláris Ca2+-koncentrációját vagy  Tyrode-oldatban (137 mM NaCl, 

5,4 mM KCl, 0.5 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1g/l glükóz, 

pH=7.4), vagy kalcium-mentes Tyrode-oldatban (az elQbbivel azonos összetétel_ oldat, 

azonban a CaCl2 helyett 1mM EGTA-t tartalmazott) mértük. A peroxinitritet (Calbiochem, 

San Diego, CA, USA) módosított (HEPES- és glükóz-mentes) Tyrode-oldatban (pH=11, 

ugyanis a magas pH gátolja a peroxinitrit bomlását) hígítottuk közvetlenül a felhasználást 

megelQzQen. A 3-morpholino-sydnonimint (SIN-1) szintén módosított Tyrode-oldatban 

oldottuk azzal a módosítással, hogy a pH-t ez esetben 7,5-re állítottuk. EllenQriztük, hogy a 

hígításra használt oldatoknak, valamint a peroxinitrit bomlástermékeinek önmagukban 

van-e módosító hatása a HaCaT sejtek intracelluláris Ca2+-koncentrációjára. A mérés során 

használt Fura-2 a Molecular Probes-tól (Eugene, Oregon, USA) származik.  

 A PARP aktivitás mérése során használt biotinilált-NAD+ és TACS-Saphire 

szubsztrátok a Trevigen-tQl (Gaithersburg, MD, USA) származtak. A PJ-34 (2-szubsztituált 

6(5H)-fenantridion) nev_ PARP gátlószert az Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA 

állította elQ (Jagtap és mtsai, 2002).  

A metszetek készítéséhez használt fagyasztó médium Shandon (Pittsburgh, PA, 

USA) termék volt. A Nuclear Fast Red és Vectamount a Vector Laboratories-tQl 

(Burlingame, CA, USA) származott. A tríciummal jelölt [3H]NAD+ a NEN Life Science 

Products (Boston, MA, USA) terméke volt. 

Minden egyéb vegyszer, amelynek forrását külön nem neveztük meg a Sigma 

Aldrich (Budapest) cégtQl származott.  

 

2. Állatok 

 Az állatkísérleteket az Egyesült Államok Nemzeti Egészségügyi Intézetének (NIH), 

„Útmutató laboratóriumi állatok gondozásáról és felhasználásáról” cím_ kiadványának 

elQírásait követve végeztük. A PARP aktivitás szövetes rendszerben történQ kimutatásához 

C57/BL6 egereket használtunk. A PARP aktivitás peritoneális makrofágokban történQ 

kimutatását PARP-/- és vad típusú PARP+/+ egerekben végeztük, az állatok Dr. Z. Q. Wang 

(Institut für Molekulare Pathologie, Wien, Ausztria) laboratóriumából származtak. A 

kísérleti állatok igény szerinti víz- és táplálékfelvételét minden esetben biztosítottuk. 
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3. Sejttenyésztés 

 A HaCaT sejteket RPMI 1640 médiumban (Gibco, Scotland, UK) tenyésztettük. A 

médium 10 % magzati borjú szérumot (FCS), 10 mM glutamint, 10 mM HEPES-t 

(pH=7,4) és 10 ol/ml antibiotikum-antimikotikum oldatot (Gibco, Scotland, UK) 

tartalmazott. A kalciumkoncentráció mérésekhez a sejteket 2x5 percig mostuk (137 mM 

NaCl, 5,4 mM KCl, 6.9 mM NaHCO3, 0,5 mM Na2EDTA és 1g/l glükóz, pH=7,4), majd 

37oC-on 10 percig kezeltük tripszinnel (Gibco, Scotland, UK). Ezt követQen FCS-tartalmú 

RPMI 1640 oldattal közömbösítettük a tripszint, a HaCaT sejteket centrifugálással (10 

perc, 1000 x g) összegy_jtöttük, és szuszpendáltuk a fenti pufferben. A sejteket (1-2 x 

105/ml) steril fedQlemezekre szélesztettük a kalciumkoncentráció meghatározásához. A 

kaszpáz aktivitás és a PARP aktivitás méréséhez 12 lyukú szövettenyésztQ plate-en, a 

citotoxicitási vizsgálatokhoz 96 lyukú plate-en, a poli(ADP-ribóz) immuncitokémiához és 

a propidium-jodid felvételhez 12 lyukú szövettenyésztQ plate-ben lévQ steril 

fedQlemezeken tenyésztettük a sejteket, majd felhasználásig 37oC-on, 5%-os CO2 tartalmú 

termosztátban tartottuk. 

 A J774 sejteket szintén RPMI 1640 médiumban tenyésztettük. A sejteket mostuk 

0,1 M PBS-sel (pH=7,4) (Gibco, Scotland, UK), majd 37oC-on 10 percig kezeltük 

tripszinnel. Ezt követQen az említett összetétel_ RPMI 1640 oldattal közömbösítettük a 

tripszint. A makrofágokat a [3H]-jelölt-NAD+ beépülésének méréséhez 12 lyukú 

szövettenyésztQ plate-re, a sejtes ELISA méréshez 96 lyukú szövettenyésztQ plate-re és a 

biotinilált NAD+ beépülésének méréséhez 12 lyukú szövettenyésztQ plate-ben lévQ 

fedQlemezekre szélesztettük. A mintákat felhasználásig 37oC-on, 5%-os CO2 tartalmú 

termosztátban tartottuk. 

 

3. In vivo hidrogén-peroxid kezelés és fagyasztott metszetek készítése  

 Négy-négy egeret osztottunk két kísérleti csoportba (kontroll és hidrogén- 

peroxiddal kezelt állatok). Az állatok hátáról epiláló krémmel távolítottuk el a szQrzetet. A 

következQ napon 50 ol PBS-ben (pH=7,4) oldott 250 nmol H2O2-dal kezeltük az egerek 

hátbQrét. A kontroll csoport állatainak hátbQrét az elQzQekkel azonos módon csak PBS 

oldattal kezeltük, majd harminc perc elteltével az állatokat szén-dioxiddal megöltük, a 

hátbQrüket azonnal kimetszettük és fagyasztó médiumban -70oC-on fagyasztottuk. 
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4. Makrofágok izolálása egerek hasüregébQl és a hidrogén-peroxid kezelés 

 A vad típusú (PARP+/+) és PARP-hiányos (PARP-/-) egereket szén-dioxiddal 

megöltük, majd 10 ml RPMI médiummal kimostuk a hasüregüket. Az így összegy_jtött 

makrofágokat tartalmazó szuszpenziót szobahQmérsékleten centrifugáltuk (250xg, 10 

perc). A sejteket ezután friss RPMI oldatban szuszpendáltuk, majd osztott tárgylemezen 

37oC-on 2 órás inkubációt követQen eltávolítottuk azokat a sejteket, amelyek nem tapadtak 

ki. A kitapadt sejteket további 1 órán át 37oC-on inkubáltuk RPMI-ben. Ezután a sejteket 

30 percig 37oC-on elQkezeltük 5 mM 3-AB, 5 µM PJ-34, vagy kontrollként PBS oldattal, 

majd 200 oM hidrogén-peroxiddal kezeltük a makrofágokat.  

 

5. Az intracelluláris Ca2+-koncentráció mérése 

 Az intracelluláris Ca2+-koncentrációban bekövetkezQ változások kimutatására 

irányuló vizsgálatok a DE OEC Élettani Intézetben történtek. A kísérleteket Csernoch 

László és Gönczi Mónika, Bíró és mtsai (1998), valamint Csernoch és mtsai (2000) 

módszere alapján Fura-2 felhasználásával végezte. A módszer szerint 1 órán keresztül 

37oC-on történQ inkubálással töltötték fel a 12 lyukú sejttenyésztQ plate-ben a 

fedQlemezeken tenyésztett HaCaT sejteket 5 oM Fura-2 reagenssel. A fluoreszcens festék 

egyenletes intracelluláris eloszlása érdekében a sejteket normál Tyrode oldatban fél órán 

keresztül szobahQmérsékleten inkubálták. A méréseket inverz fluoreszcens mikroszkóppal 

(Diaphot, Nikon, Japán) végezték. A gerjesztési hullámhossz 340 és 380 nm volt, amelyet 

kettQs hullámhosszú monokromátorban (Deltascan, Photon Technology International, 

USA) állítottak elQ. Az emissziót 510 nm hullámhosszon detektálták. Az intracelluláris 

kalciumkoncentrációt a két gerjesztési hullámhosszon mért fluoreszcencia intenzitások 

hányadosából (F340/F380) számították (Grynkiewicz és mtsai, 1985) és az intracelluláris 

Ca2+-koncentrációkat in vivo kalibrációs görbe felhasználásával határozták meg (Csernoch 

és mtsai, 2002). 

 

6. Citotoxicitási vizsgálatok 

 A citotoxicitást három módszerrel (MTT redukció, LDH kiszabadulás, propidium-

jodid felvétel) határoztuk meg.A sejtek mitokondriális enzimaktivitásának mérésén alapuló  

kolorimetriás MTT tesztet  az irodalomban korábbiakban leírtak alapján (Szabó és mtsai 

2001) végeztük. Ennek során a HaCaT sejteket 96 lyukú szövettenyésztQ plate-en 30 

percig elQkezeltük 0-2,5 oM BAPTA-AM, 5 mM glutation (redukált forma), 5 mM N-
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acetil-cisztein, illetve 2,5 kU/ml szuperoxid diszmutáz + 4 kU/ml kataláz oldatokkal. Ezt 

követQen kezeltük a sejteket különbözQ koncentrációjú peroxinitrittel, a peroxinitritet 

kibocsájtó  SIN-1-gyel, a hidrogén-peroxiddal, illetve a szuperoxidot termelQ xantin + 

xantin-oxidáz rendszerrel (500 oM xantin  + 10 mU/ml xantin-oxidáz). Az oxidatív stresszt 

kiváltó vegyületeket olyan koncentrációkban alkalmaztuk, hogy a kezelés a sejtek 

túlélQképességét 20-40 %-ra csökkentse, mivel ez az a tartomány, ahol a citoprotektív 

hatás vizsgálatára irányuló mérések a legérzékenyebbek. A négy órás kezelést követQen 

0,5 mg/ml MTT oldatban (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]2,5-difenil-tetrazolium bromid) 

inkubáltuk a sejteket további 1 órán át. A sejteken lévQ médiumot eltávolítottuk és a 

képzQdött formazán kristályokat feloldottuk 100 ol DMSO-ban. Az abszorbanciát 

Multiscan MS plate-reader készülékkel (Labsystem, Vaanta, Finnország) 550 nm mérési 

hullámhosszon és 690 nm referencia hullámhosszon határoztuk meg.  

A citotoxicitás egy másik jellemzQ paraméterét a laktát-dehidrogenáz 

felszabadulást a kereskedelmi forgalomban kapható „LDH activity assay kit” (Roche, 

Basel, Svájc) segítségével mértük. A módszer a kezelés következtében sérült sejtekbQl 

kiszabaduló laktát-dehidrogenáz spektrofotometriás mérésén alapszik. A mérést 96 lyukú 

szövettenyésztQ plate-en végeztük, követve a gyártó utasításait.  

Az oxidatív stressz által kiváltott citotoxicitás mértékét propidium-jodid 

felvétellel is követtük. Ismeretes, hogy a propidium-jodid kizárólag a sérült membránnal 

rendelkezQ sejtekbe jut be, és a DNS-hez kötQdve fluoreszkál. Így a kezeletlen és a 

különbözQ módon kezelt sejtkultúrákban a festQdQ sejtek száma jelzi az oxidatív stressz 

által kiváltott citotoxicitás mértékét. A 12 lyukú szövettenyésztQ plate-ben, a 

fedQlemezeken tenyésztett sejteket 37oC-on 4 órán át kezeltük különbözQ koncentrációjú 

peroxinitrittel, illetve hidrogén-peroxiddal. Ezt követQen a médiumot 5og/ml propidium-

jodidot (Molecolar Probes, Eugene, Oregon, USA) tartalmazó RPMI oldatra cseréltük, és 

37oC-on 30 percig tartó inkubálás után a mintákat PBS-sel mostuk (2x5 perc), majd a 

fedQlemezeket Vectashield-del (Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) rögzítettük 

tárgylemezen. A mikroszkópos vizsgálatokat Zeiss Axiolab mikroszkóppal végeztük, a 

felvételeket Zeiss Axiocam kamerával rögzítettük. 

 

7. Sejtes PARP aktivitás mérése [3H]-NAD+ felhasználásával 

A PARP aktivitást a korábbiakban leírt módon (Szabó és mtsai, 2001) határoztuk 

meg. A húsz perces peroxinitrit kezelés után a sejtek médiumát eltávolítottuk, és 500 ol 
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PARP reakcióelegyre (56 mM HEPES, 28 mM KCl, 28 mM NaCl, 2mM MgCl2, 0,01 % 

digitonin, és 0,125 oM 3H-NAD+ [0,5 oCi/ml] pH=7,5) cseréltük. Majd 37oC-on 10 percig 

tartó inkubálást követQen a sejteket felkapartuk és Eppendorf csövekbe raktuk. Ezután 200 

ol jéghideg 50 % triklór-ecetsav (TCA) hozzáadásával kicsaptuk a fehérjéket, a mintákat 4 

órán át 4oC-on tartottuk, és centrifugáltuk (10000 x g, 10 perc). A csapadékot kétszer 

mostuk jéghideg 5 % TCA oldattal, majd hozzáadtunk 250 ol 2 % SDS / 0,1 M NaOH 

oldatot, és egy éjszakán át 37oC-on oldódni hagytuk. Másnap a mintákból készített oldatot 

az Eppendorf csövekbQl 7-7 ml ScintiSafe Plus szcintillációs folyadékhoz adtuk. A 

radioaktivitást folyadékszcintillációs számlálóban (Wallach, Gaitersburg, MD, USA) 

mértük. 

 

8. Sejtes PARP aktivitás enzimcitokémiai kimutatása  

A sejtes PARP aktivitás in situ meghatározását elvégeztük a biotinnal jelölt NAD+ 

szubsztrát beépülésén alapuló enzimcitokémiai módszerrel is. Ennek során a 12 lyukú 

szövettenyésztQ plate-ben, a fedQlemezeken tenyésztett sejteket 20 percig kezeltük 

különbözQ koncentrációjú peroxinitrittel, illetve hidrogén-peroxiddal. Ezt követQen a 

médiumot PARP reakcióelegyre cseréltük (56 mM HEPES pH=8,0, 28 mM KCl, 28 mM 

NaCl, 2 mM MgCl2, amelyhez közvetlenül a felhasználás elQtt még 0,01 % digitonint és 

12,5 oM biotinilált-NAD+-ot [R&D Systems, Minneapolis, MN, USA] adtunk). A sejteket 

37oC-on 1 óráig inkubáltuk, majd 95 % etanollal -20oC-on 10 percig fixáltuk, ezután a 

PARG aktivitást (-20oC-on 10 percig) 10 % TCA kezeléssel blokkoltuk. Ezt követQen 10 

percig rehidratáltuk a sejteket szobahQmérsékleten PBS oldatban (pH=7,4). Az endogén 

peroxidáz aktivitást 0,5 % H2O2 / metanol elegyének 15 perces inkubálásával blokkoltuk. 

A sejteket ezután PBS oldattal mostuk (2x5 perc), majd a nem specifikus fehérjekötQdések 

blokkolásához a sejteket szobahQmérsékleten 30 percig inkubáltuk 1 % BSA-t és 0,1 % 

Triton-X-t tartalmazó PBS oldatban. Kétszeri PBS - 0,1 % Triton-X mosást követQen a 

beépült biotint (1:100 arányban hígítva PBS - 0,1 % Triton-X oldatban) streptavidinnel 

konjugált peroxidázzal (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA) mutattuk ki. A sejteket PBS 

oldattal mostuk (4x5 perc), majd a színreakciót nikkel-DAB (3,3’-diamino-benzidin) 

szubsztráttal végeztük: a sejteket szobahQmérsékleten 4 percig  inkubáltuk nikkel-DAB 

oldatban (95 mg DAB, 1,6 g NaCl, 2 g nikkel-szulfát és 25 ol 30 % hidrogén-peroxid 0,1 

M acetát pufferben pH=6,0 oldva). A festQdés intenzitásának növeléséhez a mintákat 

TRIS-kobalt oldatban (1,2 g TRIS pH=7,2 és 1 g  kobalt-klorid 200 ml desztillált vízben) 5 
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percig inkubáltuk. A fedQlemezeket glicerinnel rögzítettük a tárgylemezeken. Egyes 

kísérletekben a polimerláncba beépült biotint fluoreszcens módszerrel, streptavidinnel 

konjugált AlexaFluor488 fluorokrómmal (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 1:100 

arányban hígítva PBS – 0,1 % Triton-X oldatban is kimutattuk. SzobahQmérsékleten 

harminc percig tartó inkubálás után a mintákat PBS-sel mostuk (2x5 perc), majd a 

fedQlemezeket Vectashield-del rögzítettük tárgylemezen.  

 

9. PARP aktivitás kimutatása enzimhisztokémiai módszerrel 

A PARP aktivitás kimutatását elvégeztük bQrszöveten is. Ennek során a fagyasztott 

metszeteket (10 om) -20oC-on 10 percig fixáltuk 95 % etanolban, majd mostuk PBS 

(pH=7,4) oldatban. A metszeteket 15 percig permeabilizáltuk 1 % Triton X-100-at 

tartalmazó TRIS pufferben (pH=8,0). Az enzimreakciót és a színreakciót az 

enzimcitokémiai módszernél leírtakkal azonos módon végeztük.  

 

10. PARP aktivitás vizsgálata sejtes ELISA módszerrel 

 A mérést 96 lyukú szövettenyésztQ plate-en végeztük. Ennek során a J774 

makrofágokban 20 perces hidrogén-peroxid kezeléssel (100 - 400 oM) PARP aktivációt 

indukáltunk. Ezt követQen a médiumot PARP reakció pufferre (56 mM HEPES, 28 mM 

KCl, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0,01 % digitonin és 12,5 oM biotinilált NAD+  pH=8,0) 

cseréltük. 37oC-on egy órán keresztül tartó inkubáció után a puffert eltávolítottuk, és 200 

ol jéghideg 95 % etanolban -20oC-on 10 percig fixáltuk a sejteket. Az endogén peroxidáz 

aktivitást 0,5% hidrogén-peroxidot tartalmazó metanolban 15 percig tartó kezeléssel 

gátoltuk. PBS oldattal (300 ol) mostuk a makrofágokat, majd 37oC-on 30 percig 1 % 

BSA/PBS oldatban blokkoltuk a nem specifikus kötQdések kialakulását. PBS mosást 

követQen a beépült biotint streptavidinnel konjugált peroxidázzal (Trevigen, Gaithersburg, 

MD) (1:500 arányban hígítva 1 % BSA-t tartalmazó PBS oldattal) mutattuk ki. Harminc 

perces inkubációt (37oC) követQen a színreakciót mintánként 100 ol TACS-Saphire 

szubsztráttal (Trevigen, Gaithersburg, MD) végeztük. Az abszorbanciát mikroplate 

spektrofotométerrel határoztuk meg (Molecular Devices; Sunnyvale, CA).  

 

11. Kaszpáz aktivitás meghatározása 

A kaszpáz aktivitást a kereskedelmi forgalomban kapható kittel (Calbiochem, San 

Diego, CA) mértük, a gyártó utasításait követve. Az áramlási citometriás meghatározás 
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során PhiPhiLux fluorogén peptidszubsztrátot használtunk. Ez a két fluorokrómmal 

konjugált peptid tartalmazza a kaszpáz-3 szer_ proteináz enzimek hasítási helyéül szolgáló 

DEVD szekvenciát. Az intakt peptidben a fluorokrómok egymást „quenchelik”, míg a 

kaszpázok hasítása után a festékek egymástól eltávolodnak, és fluoreszcencia növekedésük 

mérhetQ lesz. Kísérleteink során a 6 órán át tartó peroxinitrit kezelést követQen felkapartuk, 

majd centrifugáltuk a sejteket. A felülúszó eltávolítása után a mintákat szuszpendáltuk a  

szubsztrátot tartalmazó oldatban, majd 37oC-on, 1 órás inkubációt követQen a kaszpáz 

aktivitást áramlási citometriás méréssel határoztuk meg. 

 

12. Poli(ADP-ribóz) kimutatása immuncitokémiai módszerrel 

A PARP által szintetizált polimert az irodalomban leírtak alapján (Bürkle és mtsai, 

1993) immuncitokémiai módszerrel mutattuk ki. A 12 lyukú szövettenyésztQ plate-ben, a 

fedQlemezeken tenyésztett HaCaT sejteket 37oC-on 20 percig kezeltük különbözQ 

koncentrációjú peroxinitrittel, illetve hidrogén-peroxiddal. Ezt követQen jéghideg, 10 % 

triklórecetsavval -20oC-on 10 percig fixáltuk, majd dehidráltuk a sejteket -20oC-on 70 %, 

90 % és 100 % etanollal 5-5 percig. A rehidrálást szobahQmérsékleten 10 perces 0,1 M 

PBS (pH=7.4) oldattal történQ inkubációval végeztük. Az aspecifikus kötQdéseket 5 % 

lószérumban (Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) szobahQmérsékleten 1 órás 

inkubálással blokkoltuk. A poli(ADP-ribóz) kimutatásához egér monoklonális antitestet 

használtunk, amit Dr. Alexander Bürkle-tQl (University of Konstanz, Németország) 

kaptunk. A primer antitesttel 1:300 hígításban 4oC-on egy éjszakán keresztül inkubáltuk a 

sejteket. A mintákat másnap mostuk PBS oldattal (5x5 perc), és lóban termeltetett 

biotinilált anti-egér IgG-vel (Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) (1:200 hígításban) 

szobahQmérsékleten 1 órán át tartó inkubációt követQen PBS oldattal (2x5 perc) mostuk a 

nem kötQdött antitestek eltávolítása érdekében. Az immunreakciót avidin-biotin komplex 

(ABC: Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) alkalmazásával mutattuk ki. Az 

elQhívást Ni-DAB szubsztráttal végeztük. Ezt követQen a fedQlemezeket glicerinnel 

rögzítettük tárgylemezen.  

 

13. Sejtek NAD+ koncentrációjának meghatározása 

 A sejtekben megtalálható NAD+ mennyiségét a korábbiakban közölt módon 

végeztük (Ying és mtsai 2001) az alábbi módosításokkal. A peroxinitrit, illetve hidrogén-

peroxid kezelést követQen a sejteket 0,5 M HClO4 oldatban feltártuk, majd az lizátumot 3 

M KCl - 125 mM glicil-glicin pufferrel (pH=7,4) semlegesítettük. Centrifugálás (10,000 x 
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g, 5 perc) után 20 ol felülúszót adtunk 230 ol - elQzQleg 37oC-on 10 percig elQinkubált - 

NAD+-reakcióelegyhez (összetétele: 0,1 mM MTT, 0,9 mM fenazin-metaszulfát, 13 U/ml 

alkohol-dehidrogenáz, 100 mM nikotinamid, 5,7 % etanol 61 mM glicil-glicin pufferben 

pH=7,4). Az abszorbanciát a reakció indításakor és azt követQen tíz perccel Multiscan MS 

plate-reader készülékkel (Labsystem, Finnország) 560 nm-en mértük. 

 

14. Statisztikai elemzés 

Az egyes ábrákon feltüntetett eredmények négy párhuzamos minta átlagát (± SD) 

reprezentálják. Valamennyi kísérletet legalább 3-4 alkalommal ismételtük. Az adott 

átlagértékek összehasonlításához Student t-tesztet, ANOVA-t, illetve Turkey post-hoc 

tesztet használtunk. A statisztikai kiértékelések során a különbségeket p<0,05 esetében 

tekintettük szignifikánsnak. 
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EREDMÉNYEK 

 

1. PARP aktiváció kimutatása biotinnal-jelölt NAD+ felhasználásával 

A PARP aktivitás kimutatására leggyakrabban alkalmazott módszerben 

(Schraufstatter és mtsai, 1986) [3H]-mal jelölt NAD+-ot használnak. Az általunk bevezetett, 

sejtes és szövetes rendszerekben egyaránt alkalmazható módszer alapja szintén a PARP 

m_ködés eredményeként a polimerláncba beépített ADP-ribóz egységek kimutatása. 

Eljárásunkhoz nincs szükség radioaktív jelzésre, mert PARP szubsztrátként nem radioaktív 

izotóppal, hanem biotinnal jelölt NAD+-ot használunk. A módszer alkalmas a PARP 

aktiváció kvalitatív (immunhisztokémia vagy immuncitokémia), és kvantitatív (sejtes 

ELISA) értékelésére. 

 

1.1. A biotinnal jelölt NAD+ felhasználásán alapuló módszer specifitása 

 ElsQ lépésben azt kívántuk igazolni, hogy módszerünkkel a PARP m_ködése során 

a polimerláncba beépített – elQzQleg jelölt – ADP-ribóz egységeket detektáljuk. Ennek 

érdekében vad típusú és PARP-1 hiányos egerek hasüregébQl izolált makrofágokon 

végeztünk immuncitokémiai vizsgálatot (1.1. ábra). Hidrogén- peroxiddal (200 oM) 

történQ kezelést követQen kizárólag a vad típusú makrofág sejtek magjaiban tapasztaltuk a 

PARP aktivitás fokozódását. A biotinnal jelölt NAD+ beépülése specifikus PARP 

gátlószerekkel, 3-aminobenzamiddal és PJ-34-gyel, teljes mértékben gátolható volt. Ezek 

az eredmények azt mutatják, hogy a biotinnal jelölt NAD+ polimerláncba történQ beépülése 

valóban a PARP-1 m_ködésének tulajdonítható. 
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1.1. ábra. A hidrogén-peroxid által kiváltott poli-ADP-riboziláció kimutatása 
peritoneális egér makrofágokban enzimcitokémiai módszerrel 

A vad típusú (PARP+/+) (B) és PARP hiányos (PARP-/-) (E) egerek hasüregébQl izolált 
makrofágokat 200 oM hidrogén-peroxiddal kezeltük A sejtes PARP aktivitást a beépült, 
biotinnal jelölt NAD+ detektálásán alapuló, enzimcitokémiai módszerrel mutattuk ki. 
Hidrogén- peroxiddal történQ kezelést követQen kizárólag a vad típusú makrofág sejtek 
magjaiban tapasztaltuk a PARP aktivitás fokozódását. A PARP enzim ismert inhibitorával, 
PJ-34-gyel (C, F) a biotinnal jelölt NAD+ beépülése teljes mértékben gátolható volt. 

 

1.2. A PARP aktivitás kimutatása J774 makrofágokban enzimcitokémiai módszerrel

 A biotinnal jelölt NAD+ szubsztrát felhasználásával történQ enzimcitokémiai festést 

tenyésztett J774 makrofág sejteken is elvégeztük. Az 1.2. ábrán szerint a festQdés minden 

esetben elsQsorban a sejtek magjaiban figyelhetQ meg. Ez arra utal, hogy a biotinilált-

NAD+ metabolizmusáért felelQs enzim a sejtmagban lokalizálódik. Csekély mérték_ 

festQdés a sejtek többségében megfigyelhetQ, ami azt jelzi, hogy a poli-ADP-riboziláció 

külsQ stimulustól mentes körülmények között is folyamatosan lejátszódik a sejtekben. Az 

interfázisban lévQ sejtekkel ellentétben az osztódó sejtekben rendkívül intenzív 

magfestQdést tapasztaltunk A PARP inhibitor PJ-34-gyel történQ elQkezelés gátolta az 

enzimaktivitást. 

PARP+/+ 

PARP-/- 

KONTROL 200 M H2O2
200 M H2O2

+ 5 M PJ34 
A 

F E D 

C B 
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1.2. ábra. Hidrogén-peroxid által kiváltott poli-ADP-riboziláció kimutatása J774 
makrofágokban enzimcitokémiai módszerrel 

A kezeletlen (A, B) és az 500 oM hidrogén-peroxiddal kezelt (C, D) sejtekben a beépült, 
biotinnal jelöt NAD+ detektálásán alapuló enzimcitokémiai módszerrel mutattuk ki a 
PARP aktivitást. A hidrogén peroxiddal kezelt sejtekben kimutatott fokozott poli-ADP-
ribozilációt (C) a PARP inhibitor PJ-34 (5oM) gyakorlatilag a kontrollnak megfelelQ 
szintre csökkentette (D). 

 

1.3. A PARP aktivitás fokozódásának meghatározása J774 makrofágokban sejtes 

ELISA módszerrel 

 Az általunk kidolgozott sejtes ELISA módszer alkalmas a PARP aktivitás 

kvantitatív meghatározására is. 96 lyukú szövettenyésztQ plate-en tenyésztett J774 

makrofágokat kezeltünk különbözQ koncentrációjú hidrogén-peroxiddal (50-400 oM), és 

A 

DC 

B
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mértük a kezelés hatására bekövetkezQ abszorbancia-változást. Hidrogén-peroxid kezelést 

követQen a PARP aktivitás a hidrogén-peroxid koncentrációjával arányosan fokozódott 

(1.3. ábra).  

 

1.3. ábra. Hidrogén-peroxid által kiváltott PARP aktivitás kvantitatív meghatározása 
J774 makrofágokban 
Az ábrán feltüntetett koncentrációkban kezeltük a J774 sejteket hidrogén-peroxiddal. Az 
oxidatív stressz által indukált PARP aktivitás mértékét sejtes ELISA módszerrel (A) és a 
beépült, [3H]-NAD+ beépülésének meghatározásán alapuló módszerrel (B) mértük. A két 
mérés egymással jó korrelációt (r2 = 0,92) mutatott. Az adatok 4 reprezentatív mérés 
átlagát, (± SD) mutatják be. (*p<0,05, **p<0,01 a kontrollhoz képest szignifikáns 
emelkedés; ##p<0,01 a gátlószer szignifikáns hatása) 
 

A PARP inhibitor PJ34 az alkalmazott rendszerben kimutatott PARP aktivitást 

gátolta. Az általunk kidolgozott sejtes ELISA módszerrel kapott eredmények jó korrelációt 

(r2 = 0,92) mutattak a hagyományos, [3H] radioaktív izotóppal jelölt NAD+ beépülés 

kimutatásán alapuló PARP aktivitásmérések eredményeivel. 

 

1.4. PARP aktivitás kimutatása bQrben enzimhisztokémiai módszerrel 

 Módszerünk nemcsak sejtes rendszerekben, hanem szövetminták estében is 

alkalmazható a PARP aktivitás kimutatására. Ennek érdekében hidrogén-peroxiddal kezelt 

egerek hátbQrébQl készített fagyasztott metszeteken végeztünk enzimhisztokémiai 

vizsgálatokat. A kontroll egerek bQrébQl készített metszetekhez képest a kezelt állatok 

esetében jelentQs PARP aktivitásfokozódás volt megfigyelhetQ, amit az intenzív festQdés 

jelzett (1.4. ábra). PARP inhibitorok, 3-aminobenzamid és PJ-34, gátolták a biotinilált-

NAD+ beépülését, bizonyítva ezzel, hogy a festQdés valóban PARP aktivitást detektál. 
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1.4. ábra. PARP aktivitás kimutatása hidrogén-peroxiddal kezelt egerek bQrében 
enzimhisztokémiai módszerrel 

A kezeletlen (A) és a hidrogén-peroxiddal kezelt (B, C) egerek bQrébQl készített 
fagyasztott metszetekben a biotinnal jelölt NAD+ detektálásán alapuló enzimcitokémiai 
módszerrel mutattuk ki a PARP aktivitást. (C) 5mM PARP inhibitor 3-amino-benzamiddal 
elQkezelt metszet. 

 

2. Gallotannin hatása a PARG és PARP enzimek aktivitására 

2.1. A gallotannin citoprotektív hatása az oxidatív stresszben 

Kísérleteink elsQ lépéseként azt vizsgáltuk, hogy a PARP aktiváció módosításával 

befolyásolható-e az oxidatív tényezQk károsító hatása. Ennek érdekében azt vizsgáltuk, 

hogy a PARG inhibitorként ismert gallotannin rendelkezik-e a PARP gátlószerekéhez 

hasonló citoprotektív hatással. Méréseink eredményei alátámasztják a gallotannin oxidatív 

stresszben feltételezett védQ szerepét. Mind a hidrogén-peroxiddal, mind a peroxinitrittel 

kezelt sejtek esetében az oxidatív stressz által kiváltott – a korábbiakban már ismertetett 

MTT módszerrel detektált – citotoxicitás minden esetben jelentQs mértékben csökkent a 

gallotanninal elQkezelt sejtekben (2.1.a. ábra). 
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* 
 

 
2.1.a. ábra. Oxidatív stressz hatása a HaCaT sejtek viabilitására 
A HaCaT keratinocitákat 37oC-on 30 percig elQkezeltük 50 oM gallotanninnal (GT), majd 
az ábrán feltüntetett koncentrációjú hidrogén-peroxiddal, illetve peroxinitrittel oxidatív 
stresszt indukáltunk a sejtekben. Négy óra után MTT teszttel vizsgáltuk a mitokondriális 
enzimaktivitást. Ahogyan az látható, mind a peroxinitrit (A), mind pedig a hidrogén-
peroxid (B) által kiváltott nagy mérték_ citotoxicitás szignifikáns mértékben lecsökkent a 
gallotanninnal kezelt sejtek esetében. Az adatok 4 reprezentatív mérés átlagát, (± SD) 
mutatják be. (**p<0,01 a kontrollhoz képest szignifikáns növekedés és; #p<0,05 a 
gallotannin szignifikáns hatása) 
 

 

A citotoxicitás egy másik jellemzQ paramétere a sejtmembrán károsodásnak 

tulajdonítható laktát-dehidrogenáz felszabadulás. Kimutattuk, hogy már 50 oM 

gallotannin szignifikáns módon csökkentette a sejtekbQl kiáramló laktát-dehidrogenáz 

mennyiségét.( 2.1.b. ábra) 
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2.1.b. ábra. Oxidatív stressz hatása a HaCaT keratinociták sejtmembrán 
integritására 
A HaCaT keratinocitákat 37oC-on 30 percig elQkezeltük 50 oM gallotanninnal (GT), majd 
az ábrán feltüntetett koncentrációkban kezeltük a sejteket hidrogén-peroxiddal, illetve 
peroxinitrittel. Négy óra után a citotoxicitás mértékét LDH módszerrel határoztuk meg. Az 
MTT módszer eredményeivel összhangban az LDH teszt eredményei is alátámasztják a 
gallotannin citoprotektív hatását mind peroxinitrit (A) mind pedig hidrogén-peroxid (B) 
által kiváltott oxidatív stressz esetében. Az adatok 6 reprezentatív mérés átlagát, (± SD) 
mutatják be. (**p<0,01 a kontrollhoz képest szignifikáns növekedés; ##p<0,01 a 
gallotannin szignifikáns hatása) 
 
 

A propidium-jodid felvételén alapuló citotoxicitási módszer is hasonló 

eredményeket mutatott. A módszer alapja az, hogy a fluorokróm propidium-jodid kizárólag 

a sérült membránnal rendelkezQ sejtek DNS-éhez kötQdik. Így a kezeletlen és a különbözQ 

módon kezelt sejtkultúrákban a festQdQ sejtek száma jelzi az oxidatív stressz által kiváltott 

citotoxicitás mértékét.A gallotannin fokozta a sejtmembrán oxidatív stressz elleni 

védelmét, amit a propidium-jodiddal festQdött sejtek számának jelentQs mérték_ 

csökkenése jelzett.( 2.1.c. ábra) 
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2.1.c. ábra. Oxidatív stressz hatása a HaCaT keratinociták propidium-jodid 
felvételére 
A HaCaT keratinocitákat 37oC-on 30 perces 50 oM gallotannin (GT) kezelést követQen, az 
ábrán feltüntetett koncentrációjú hidrogén-peroxiddal, illetve peroxinitrittel oxidatív 
stresszt indukáltunk a sejtekben. Négy óra után a citotoxicitás mértékét a sejtek propidium-
jodid festQdése alapján mutattuk ki. A peroxinitrit- (B, C) és hidrogén-peroxid-kezelés (D, 
E) egyaránt nagy mértékben toxikus hatásúnak bizonyult, mely hatást a gallotannin 
elQkezelés egyértelm_en lecsökkentette a kontroll sejtekben (A) kimutatható szintre (G, H, 
I, J). Önmagában 50oM gallotannin nem bizonyult citotoxikus hatásúnak (F).  
 

Mindhárom citotoxicitást detektáló módszer eredményei arra engednek 

következtetni, hogy a PARG inhibitor gallotannin valóban citoprotektív hatású az oxidatív 

stressz-szel szemben. 

 

2.2. A gallotannin hatása a PARP aktivációra  

 Mint azt korábban igazoltuk, az oxidatív stressz hatására jelentQs mérték_ PARP 

aktiváció mutatható ki többek között HaCaT keratinocitákban is. A gallotannin 

citoprotektív hatásának felismerését követQen azt vizsgáltuk, hogy a gallotannin 

befolyásolja-e a PARP aktivitását. Ismeretes, hogy a sejtek NAD+/ATP deplécióját okozó 

poli(ADP-riboziláció) folyamatának gátlása, vagy legalábbis visszaszorítása már számos 

kórfolyamat esetében citoprotektív hatású (Pacher és mtsai, 2002, Mabley és mtsai, 

2001LAP). A biotinilált-NAD+ beépülés detektálásán alapuló, in situ PARP aktivációt 

kimutató módszerünkkel kapott eredmények szerint mind a hidrogén-peroxid, mind a 

peroxinitrit által indukált oxidatív stresszt követQ, jelentQs mértékben fokozott PARP 

aktiváció teljes mértékben gátolható volt 50 oM gallotanninnal csakúgy, mint a jól ismert 

KTL 

50 M GT 50 M GT+250 M ONOO- 50 M GT+500 M ONOO- 50 M GT+300 M H2O2 50 M GT+500 M H2O2 

500 M H2O2 300 M H2O2 500 M ONOO-250 M ONOO- 
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PARP inhibitor 3-aminobezamiddal. A kezeletlen, valamint a kizárólag gallotannin, illetve 

3-AB kezelést kapott sejtek önmagukban minimális PARP aktivitást mutattak (2.2. ábra). 

 

 

 
2.2.ábra Oxidatív stressz által stimulált PARP aktiváció kimutatása HaCaT 
keratinocitákban 
Az ábrán feltüntetett koncentrációkban 20 percig 37oC-on kezeltük a HaCaT sejteket 
hidrogén-peroxiddal, illetve peroxinitrittel, majd a PARP aktivitás kimutatását 
enzimcitokémiai módszerrel, biotinnal jelölt NAD+ szubsztrát felhasználásával végeztük. 
A kontroll sejtekben (A) tapasztalthoz képest jelentQs PARP enzimaktivitást figyeltünk 
meg a hidrogén-peroxidal (B, C) és peroxinitrittel (D, E) kezelt sejtekben. Mind a PARP 
inhibitor 3-AB (L, M) és (N, O) mind pedig a PARG inhibitor gallotannin (G, H) és (I, J) 
gátolta a hidrogén-peroxid és peroxinitrit által kiváltott PARP aktivációt HaCaT sejtekben. 
 

2.3. A gallotannin hatása a HaCaT sejtek poli(ADP-ribóz) tartalmára 

 Immuncitokémiai vizsgálataink szerint a hidrogén-peroxid és a peroxinitrit kezelés 

az ADP-ribóz polimer mennyiségének növekedéséhez vezetett, mint azt a polimer 

immuncitokémiai módszerrel történQ detektálásával kimutattuk. A PARP inhibitor 3-

aminobenzamid jelenlétében nem tapasztaltunk kimutatható mérték_ ADP-ribozilációt 

(3.3. ábra). Ezzel ellentétben, a gallotannin elQkezelés nem csökkentette, hanem kissé 

fokozta az immuncitokémiával kimutatható poli(ADP-ribóz) mennyiségét. A kizárólag 

gallotannin kezelésben részesült sejtek esetében nem tapasztaltunk számottevQ poli(ADP-

ribóz) akkumulációt, ami arra utal, hogy a HaCaT sejtekben nem folyik jelentQs mérték_ 

bazális poli(ADP-ribóz) szintézis. 
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2.3. ábra. Oxidatív stressz hatása a HaCaT keratinociták poli(ADP-ribóz) 
akkumulációjára 
A HaCaT sejtekben 37oC-on 20 percig tartó 500oM peroxinitrit (B) és 500oM hidrogén-
peroxid (E) kezelés hatására a kontroll sejtekhez (A) képest megfigyelhetQ fokozott 
poli(ADP-ribóz) akkumulációt poli(ADP-ribóz) immuncitokémiai módszerrel mutattuk ki. 
A PARP inhibitor 3-aminobenzamid (3-AB) mindkét esetben gátolta a poli(ADP-ribóz) 
akkumulációt (egészen pontosan: közvetlenül annak szintézisét) (D, G). Ezzel ellentétben a 
PARG inhibitor gallotannin fokozta a termék akkumulációját (C, F). Önmagában sem 5 
mM 3-AB, sem pedig 50oM gallotannin nem okozott számottevQ poli(ADP-ribóz) 
akkumulációt (az ábrán nem feltüntetett eredmény). 
 

2.4. Az intracelluláris NAD+ mennyiségének változása oxidatív stressz során a 

gallotanninal kezelt HaCaT sejtekben 

 A gallotannin - valószín_leg a PARP poli-ADP-ribozilációjának fokozódása révén 

– gátolta a PARP aktivitását. A PARP enzimaktivitás gátlásának egy további bizonyítéka a 

csökkent mérték_ szubsztrát (NAD+) felhasználás. Eredményeink szerint a hidrogén-

peroxiddal, illetve peroxintrittel kezelt sejtek esetében mérhetQ nagy mérték_ NAD+ 

felhasználást a gallotannin elQkezelés szignifikáns módon csökkentette (2.4. ábra).  
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2.4. ábra. Oxidatív stressz hatása a HaCaT keratinociták NAD+ koncentrációjára 
A peroxinitrittel és hidrogén-peroxiddal indukált oxidatív stresszt követQen az ábrán 
feltüntetett idQpontokban mértük a kontroll és a gallotanninnal kezelt sejtekben a NAD+ - 
koncentrációt. 500oM hidrogén-peroxid- (A) és 500oM peroxinitrit-kezelés (B) egyaránt 
jelentQs mértékben lecsökkentette a HaCaT sejtekben mérhetQ NAD+ -koncentrációt. A 
gallotannin elQkezelés hatására szignifikánsan kevésbé csökkent a hidrogén-peroxid- (A) 
és peroxinitrit kezelést (B) követQen a sejtekben mérhetQ NAD+ mennyisége. Az adatok 6 
reprezentatív mérés átlagát, (± SD) mutatják be. (*p<0,05, **p<0,01 a kontrollhoz képest 
szignifikáns csökkenés; (#p<0,05 a gallotannin szignifikáns hatása) 
 
A gallotannin elQkezelés esetében tapasztalt fokozott mérték_ poli(ADP-ribóz) 

akkumuláció, illetve mérsékelt NAD+ felhasználás, valamint a PARP aktiváció gátlása  

alátámasztja azon feltételezésünket, hogy a gallotannin a PARP enzimet közvetett módon 
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gátolja: megakadályozza a PARP termékének, a lebontását, ami az enzim autoinhibicióját 

okozza. 

3. Az intracelluláris Ca2+ koncentráció szerepe az oxidatív stressz által indukált 
citotoxicitásban 
 

3.1. A peroxinitrit hatása az intracelluláris Ca2+-koncentrációra  

 Kísérleteink elsQ lépésében azt vizsgáltuk, hogy a peroxinitrit donor SIN-1 okoz-e 

változást a HaCaT sejtek intracelluláris Ca2+-koncentrációjában. Ennek érdekében 

peroxinitrit-donor SIN-1-gyel különbözQ koncentrációkban kezelt sejtekben mérték az 

intracelluláris Ca2+-koncentrációt a kezelést megelQzQen és azt követQen.  

 

 

 

3.1. ábra. A peroxinitrit hatása az intracelluláris Ca2+-koncentrációra 
A peroxinitrit donor SIN-1 (A) és az autentikus peroxinitrit (B) jelentQs növekedést 
okozott a sejtek intracelluláris kalcium koncentrációjában 

 

A kapott eredmények szerint a SIN-1 kezelés hatására az intracelluláris Ca2+-

koncentráció jelentQs mértékben megnQtt (3.1. ábra). Ezután kérdésként merült fel az, hogy 

milyen forrásokból származhat a citoplazmába kerülQ nagy mennyiség_ Ca2+? Ezért 

munkatársaink megismételték az elQzQ kísérletet azzal a módosítással, hogy az 

extracelluláris tér nem tartalmazott Ca2+-t. Ilyen körülmények között a SIN-1-gyel történQ 

kezelést követQen kizárólag az intracelluláris raktárak jöhettek szóba, mint potenciális 

Ca2+-források. A mérési eredmények az elQzQekben tapasztaltnál kisebb mérték_ 

intracelluláris Ca2+-koncentráció-növekedést mutattak. Ezek alapján arra következtetünk, 

hogy a SIN-1 hatására a citoplazmába áramló Ca2+ ionok elsQdleges forrása elsQsorban az 

extracelluláris Ca2+, az intracelluláris raktárakból felszabaduló Ca2+ mennyisége csak 

kisebb mértékben járul hozzá a mért Ca2+-koncentráció növekedéséhez.  

BA 

IdQ (s) IdQ (s) 
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Vizsgálták az autentikus peroxinitrit hatását is a sejtekre. A 3.1. ábra szerint már 10 

oO"peroxinitrit hatására szignifikánsan megnQtt az intracelluláris Ca2+-koncentráció, és a 

peroxinitrit közegbQl történQ eltávolítása után sem változott jelentQs mértékben. Ezen 

megfigyelések alapján feltételezhetQ, hogy a kísérletekben tapasztalt jelenségek a 

peroxinitrit membránkárosító hatásának tulajdoníthatóak. Az a tény, hogy a peroxinitrit 

rendszerbQl történQ eltávolítást követQen az oxidatív stressz által kiváltott intracelluláris 

Ca2+-koncentráció rendkívül kis mértékben ugyan, de mégis csökkent, arra utal, hogy bár a 

sejtmembrán nagy részben sérült, ám károsodása nem teljes mérték_. Kontroll 

kísérletekben sem a peroxinitrit oldószereként használt puffer (pH=11), sem a peroxinitrit 

bomlástermékei nem eredményeztek számottevQ változást az intracelluláris Ca2+-

koncentrációban. 

 

3.2.a. A kalciumjel szerepe a peroxinitrit citotoxikus hatásában 

 Korábbi munkánk során már igazoltuk, a peroxinitrit HaCaT sejtekre gyakorolt 

citotoxikus hatását (Szabó és mtsai 2001). A továbbiakban azt vizsgáltuk, hogy a 

peroxinitrit által kiváltott Ca2+-mobilizáció hozzájárul-e az oxidáns citotoxikus hatásához. 

A mitokondriális enzimaktivitás detektálásán alapuló MTT viabilitási assay eredményei 

alapján kit_nik, hogy a peroxinitrit dózisfüggQ citotoxicitást okoz. Ezt a hatást szignifikáns 

mértékben csökkentette a membránpermeábilis kalciumkelátorral (BAPTA-AM, 2,5 oM) 

történQ elQkezelés (3.2. ábra). Hasonló, bár kisebb mérték_ citoprotektív hatást 

tapasztaltunk BAPTA-AM elQkezelés esetében a peroxinitrit-donor SIN-1-gyel kiváltott 

oxidatív stressz esetében. A citotoxicitási vizsgálatok eredményei alapján joggal 

feltételezhetQ, hogy az intracelluláris Ca2+-koncentráció növekedése hozzájárul a 

peroxinitrit által stimulált citotoxicitáshoz. 

 

3.2.b. Hidrogén-peroxid és szuperoxid-anionnal indukált oxidatív stressz vizsgálata 

 Az elQbbi tapasztalatok után azt vizsgáltuk, hogy a fenti eredmények 

általánosíthatóak-e az oxidatív stressz-ágensek esetében is. Hidrogén-peroxid esetében is 

jelentQs mérték_ az oxidatív stresszel szembeni védelem a BAPTA-AM-mel kezelt 

sejtekben (3.2. ábra). Ezzel ellentétben, a szuperoxid-anion kezelést (xantin/xantin-oxidáz ) 

követQen lényegében nem volt kimutatható különbség a BAPTA-AM-mel elQkezelt, illetve 

elQkezelést nem kapott sejtek között. A szuperoxid-anion által kiváltott sejthalál ezzel 

szemben egyértelm_en gátolható gyökfogó vegyületekkel (N-acetil-cisztein, redukált 

glutation és szuperoxid-diszmutáz/kataláz rendszer). 
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3.2. ábra. A kalcium mobilizáció szerepe az oxidatív stressz által kiváltott 
citotoxicitásban  
A 96 lyukú szövettenyésztQ plate-en tenyésztett sejteket (80% konfluencia) kezeltük 125 
oM peroxinitrittel, 2,5 mM SIN-1-gyel, 250 oM hidrogén-peroxiddal és szuperoxiddal 
(500 oM xantin + 10 mU/ml xantin-oxidáz). Négy óra elteltével MTT módszerrel 
meghatároztuk a kontrol és a 2,5 oM BAPTA-AM-rel 30 percig elQkezelt sejtek 
viabilitását. A BAPTA-AM elQkezelés citoprotektív hatásúnak bizonyult a peroxinitrittel 
(A), a peroxinitrit donor SIN-1-gyel (B), és hidrogén-peroxiddal kiváltott oxidatív stressz 
esetében. A szuperoxiddal indukált (C) citotoxicitás esetében nem tapasztaltunk hasonló 
védQhatást. Az adatok 4 reprezentatív mérés átlagát, (± SD) mutatják be. (*p<0,05 a 
kontrollhoz képest szignifikáns csökkenés). 
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3.3. Összefüggés a sejtdenzitás és az oxidatív stresszel szemben mutatott érzékenység 

között 

 Ismeretes, hogy amint a HaCaT sejtek elérik a teljes konfluencia állapotát, 

differenciálódásnak indulnak. Ennek során számos sejtfunkciójuk módosul, és több 

tulajdonságukban is különbözQvé válnak a még szubkonfluens sejtkultúra proliferálódó 

sejtjeitQl (Ryle 1989). Ezért megvizsgáltuk, hogy van-e kimutatható különbség a még 

szubkonfluens, proliferálódó és a már posztkonfluens, differenciálódó sejtek oxidatív 

stresszel szemben mutatott érzékenységében. Azt találtuk, hogy a szubkonfluens 

sejtkulturák (20-80 % sejdenzitás) közel azonos módon reagáltak a peroxinitrit, a hidrogén-

peroxid vagy a szuperoxid-anion által indukált oxidatív stresszre, míg a konfluens sejtek 

(100 % sejtdenzitás) jelentQs ellenállóképességet mutattak (3.3. ábra). Eredményeink 

alapján feltételezzük, hogy jelentQs szerepe lehet a konfluens sejtek között fellépQ direkt 

sejt-sejt kontaktus lehetQségének az oxidatív stressz elleni nagyfokú védelem 

kialakításában. 
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3.3. ábra. A sejtdenzitás hatása az oxidatív stressz által kiváltott citotoxicitásra 

HaCaT sejtekben 

96 lyukú szövettenyésztQ plate-en különbözQ (20-100%) konfluenciájú sejtkultúrákat 
kezeltünk 125 oM peroxinitrittel (A), 250 oM hidrogén-peroxiddal (B) és szuperoxiddal 
(C) (500 oM xantin + 10 mU/ml xantin-oxidáz). Négy óra elteltével az oxidatív stressz 
által kiváltott citotoxicitás mértékét MTT módszerrel határoztuk meg. Az ábrán feltüntetett 
eredmények alapján elmondható, hogy a posztkonfluens sejtkultúrák esetében az oxidatív 
stresszt kiváltó tényezQtQl függetlenül, jelentQsen kevesebb az elhalt sejtek száma, mint a 
még intenziven proliferálódó szubkonfluens sejttenyészetek esetében. Az adatok 6 
reprezentatív mérés átlagát, (± SD) mutatják be. (**p<0,01 a kontrollhoz képest 
szignifikáns csökkenés). 
 
3.4. A Ca2+-mobilizáció és a sejtdenzitás hatása a peroxinitrit által indukált PARP 

aktivációra 

 Korábbi munkánkban (Virág és mtsai 2002) kimutattuk, hogy a peroxinitrit által 

kiváltott citotoxicitásban jelentQs szerepe van a PARP aktivációnak. További 

kísérleteinkben azt vizsgáltuk, hogy az intracelluláris Ca2+-koncentráció és a sejtdenzitás 

milyen módon és mértékben befolyásolja a HaCaT sejtek PARP aktivitását. Az 

intracelluláris Ca2+-kelátor BAPTA-AM jelentQs mértékben gátolta a peroxinitrittel 

stimulált PARP aktivációt (3.4. ábra). Peroxinitrit kezelést követQen a konfluens 

sejtkultúrákban a PARP aktiváció mértéke jelentQsen kisebb volt a szubkonfluens, illetve 
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BAPTA-AM elQkezelést nem kapott kultúrákban tapasztalthoz képest. Önmagában a 

BAPTA-AM kezelés nem volt hatással a bazális PARP aktivitásra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. ábra. A BAPTA-AM és a sejtdenzitás hatása a peroxinitrit által kiváltott PARP 
aktivációra HaCaT sejtekben 

Szubkonfluens (80%) (A) és konfluens (100%) (B) sejtkultúrákat kezeltünk 125 oM 
peroxinitrittel. Harminc perc elteltével a kontroll és a BAPTA-AM-mel (2,5 oM) kezelt 
sejtek PARP aktivitását a beépült [3H]-NAD+ mennyiségének mérésével határoztuk meg. 
Peroxinitrit kezelést követQen a konfluens sejtkultúrákban a PARP aktiváció mértéke 
jelentQsen kisebb volt a szubkonfluens, illetve BAPTA-AM elQkezelést nem kapott 
kultúrákhoz képest. Az adatok 4 reprezentatív mérés átlagát, (± SD) mutatják be. 
 

3.5. A Ca2+-mobilizáció és a sejtdenzitás hatása a peroxinitrit által kiváltott kaszpáz-3 

aktiválódásra  

 A peroxinitrit citotoxikus hatása részben apoptotikus, részben pedig a nekrotikus 

jellemzQket mutat (Virág et al. 1998a,b, Szabó et al. 2001). Korábbi kísérletekben 

kimutatták, hogy különféle sejttípusokban (HaCaT, timociták, fibroblasztok) a PARP 

aktiváció a sejthalál folyamatát az apoptózis felQl a nekrózis irányába tereli. A PARP 

ugyanis m_ködése során kimeríti a sejt NAD+ és ATP készletét, gátolva ezzel az apoptózis 

energia-igényes lépéseit (Virág és mtsai 1998a, b, Ha és Synder 1999, Filipovic és mtsai 

1999). Ezért megvizsgáltuk, hogy a Ca2+-mobilizáció, illetve a sejtdenzitás hogyan 

befolyásolja a peroxinitrit által indukált kaszpáz aktiválódást, ami az apoptotikus sejthalál 

egyik jellemzQ paramétere.  
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3.5. ábra. A BAPTA-AM és a sejtdenzitás hatása HaCaT sejtek peroxinitrit által 
kiváltott kaszpáz-3 aktivációjára 

Szubkonfluens (80%) (A) és konfluens (100%) (B) sejtkultúrákat kezeltünk 125 oM 
peroxinitrittel. Hat óra elteltével PhiPhiLuxTM fluorogén kaszpáz-3 szubsztráttal kezeltük a 
sejteket. A kontroll és a BAPTA-AM-mel (2,5 oM) kezelt sejtekben áramlásos citometriás 
módszerrel mértük a kaszpáz-3 aktivitás mértékét. a BAPTA-AM elQkezelés a peroxinitrit 
által kiváltott kaszpáz aktiválódást szignifikáns mértékben csökkentette az elQkezelést nem 
kapott sejtekhez képest. A peroxinitrittel történQ kezelést követQen a konfluens sejtek 
kaszpáz aktiválódása is jelentQsen kisebb mérték_ volt, mint a szubkonfluens sejtekben. Az 
adatok egy reprezentatív mérés eredményeit mutatják be. Az ábrán feltüntetett számértékek 
mutatják egy adott sejtpopulációban (100%) azon sejtek arányát (%), melyekben kaszpáz-3 
aktivitás detektálható. 
 
 

Eredményeink szerint a peroxinitrit által kiváltott kaszpáz aktiválódást a BAPTA-

AM szignifikáns mértékben csökkentette. (3.5. ábra). A peroxinitrit kezelést követQen a 

konfluens sejtek kaszpáz aktivitása is jelentQsen kisebb volt, mint a szubkonfluens 

sejtekben. 
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MEGBESZÉLÉS 

 

 Kísérleteink elsQ részében célunk volt annak megvizsgálása, hogy a PARG 

aktivitásának gátlása miként befolyásolja az oxidatív stresz által kiváltott sejthalál 

folyamatát. A poli(ADP-riboziláció) folyamata elengedhetetlen része a sejtproliferáció, a 

transzkripció, a fehérje degradáció és a sejthalál folyamatainak (Virág és Szabó, 2002). A 

PARP enzim vizsgálatára irányuló kísérletek hosszú ideig radioaktív izotóppal (3H, 32P) 

jelölt NAD+ szubsztrát felhasználásával történtek. Munkacsoportunk kidolgozott egy olyan 

módszert, amelyhez nincs szükség radioaktív izotópra és egyaránt alkalmazható a PARP 

aktivitás meghatározására sejtes és szövetes rendszerekben. A módszer azon alapszik, hogy 

az enzimreakció során az alkalmazott biotinilált NAD+-ból lehasított, majd a polimerláncba 

beépült biotinnal jelölt ADP-ribóz egységek kimutatásával detektáljuk a PARP 

enzimaktivitását. J774 makrofágokon végzett kísérleteink alkalmával megfigyeltük, hogy a 

kezeletlen sejtekben a biotinnal jelzett poli-ADP-ribóz polimerek egyértelm_en a 

sejtmagban mutathatóak ki. Ez a megfigyelés arra enged következtetni, hogy az általunk 

alkalmazott biotinnal jelölt NAD+ specifikus szubsztrátja a magban lokalizálódó PARP-1 

enzimnek. Az enzim ADP-ribóz egységekbQl hosszú és elágazó polimerláncokat szintetizál 

a magban található akceptorfehérjéken, illetve saját magán is. Korábban kimutatták (Zhang 

és Snyder, 1993), hogy in vitro kísérletekben az általunk is használt biotinnal jelölt NAD+ 

szubsztrátként szolgálhat mono(ADP-ribozilációs) folyamatokban is. Ez a G-protein-

kapcsolt reakció azonban a plazmamembránban zajlik, míg az általunk végzett 

enzimcitokémiai festésekkel csak a sejtmagban mutattuk ki a biotinnal jelölt NAD+ 

jelenlétét. Ez alapján elmondható, hogy rendszerünkben a jelölQdés poli-ADP-

ribozilálódást detektál.  

Kísérleteink során megfigyeltük, hogy a mitózisban lévQ J774 sejtek magjaiban az 

interfázisos sejtekhez viszonyítva rendkívül intenzív festQdést tapasztalhatunk. A mitózis 

különbözQ fázisaiban lévQ sejtekben a fokozott mérték_ festQdés egyértelm_en a 

kondenzált kromatinállományra lokalizálódik. Az interkromatin régióban nem 

tapasztaltunk az elQbbivel öszemérhetQ mérték_ festQdést. Ez a megfigyelés jó 

összhangban áll azon korábbi kísérleti eredményekkel, amelyek a PARP szerepét igazolják 

a DNS replikáció folyamatában. Több munkacsoport (Ferro és mtsai, 1984, Bauer és mtsai, 

2000, Bauer és Kun, 2000) is kimutatta, hogy a PARP enzim szabályozza a topoizomeráz-I 

enzim m_ködését is. Egyéb, szintén a DNS replikációban részt vevQ fehérjékhez úgy, mint 
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a DNS polimeráz-I-primáz komplexhez kötQdve szintén szabályozza azok m_ködését 

(Dantzer és mtsai, 1998). Simbulan-Rosenthal és mtsai (1999, 2001) eredményei szerint a 

PARP hiányos sejtek kultúráiban tetraploid populációk jelentek meg, ezzel szemben a vad 

típusú, PARP inhibitorokkal kezelt sejtkultúrákban ezt a jelenséget nem tapasztalták. Ez a 

megfigyelés azt bizonyítja, hogy valójában magának a PARP enzimnek a jelenléte, nem 

pedig a PARP enzimaktivitás az, ami szükséges a kromoszómák szerkezetének 

stabilizálásához. Korábbi kutatások eredményei azt mutatták, hogy a PARP enzim a 

sejtosztódás során a centroszómákban és kromoszómákban lokalizálódik (Kanai és mtsai, 

2000), ami jó összhangban áll saját megfigyeléseinkkel, miszerint a mitotikus sejtek 

magjaiban fokozott poli-ADP-riboziláció/PARP aktivitás mutatható ki. Korábbi 

közleményekbQl már ismeretes, hogy az oxidatív stressz több sejttípusban PARP aktivációt 

indukál (Szabó és mtsai, 1998, Virág és mtsai, 1998). Saját kísérleteink során a hidrogén-

peroxiddal kezelt J774 makrofágok sejtmagjaiban is fokozott PARP aktivitást mutattunk ki 

a polimerláncba beépült, biotinnal-jelölt ADP-ribóz egységek detektálásán alapuló 

módszerünkkel. A hidrogén-peroxid kezelés által kiváltott fokozott poli-ADP-ribozilációt a 

PARP inhibitor PJ-34 és 3-AB is gátolta. Ez a megfigyelés bizonyítja, hogy az általunk 

használt biotinnal-jelölt NAD+ valóban specifikus szubsztrátja a PARP-nak. Az elmúlt 

néhány év során összesen több mint tíz PARP aktivitással rendelkezQ enzim létezését 

mutatták ki, amelyeket a felfedezés sorrendje szerint neveztek el (Virág és Szabó 2002, 

Smith, 2001). A PARP enzimcsalád különbözQ tagjai eltérQ doménszerkezettel és 

szubcelluláris lokalizációval rendelkeznek. EltérQ az affinitásuk a DNS-hez és az 

aktivációjukat elQidézQ stimulusok sem azonosak. Saját megfigyeléseink szerint az 

oxidatív stressz hatására kizárólag a vad típusú makrofágok magjaiban tapasztaltunk 

fokozott PARP aktivitásra utaló intenzív festQdést. Ez a megfigyelés azt bizonyítja, hogy 

oxidatív stressz estében a PARP-1 enzim aktivációja okozza a fokozott poli-ADP-

ribozilációt. 

Az utóbbi évek során intenzív kutatások folynak a poli(ADP-ribóz)-glikohidroláz 

(PARG) m_ködésének és biológiai szerepének felderítésére (Davidovic és mtsai, 2002, 

Ying és mtsai, 2001, Ying és Swanson, 2000). Leírták például asztrocitákban és 

idegsejtekben indukált oxidatív stressz alkalmával a tanninszer_ vegyületek családjába 

tartozó PARG gátló gallotannin és nobotannin B citoprotektív hatását (Ying és mtsai, 

2001, Ying és Swanson, 2000). Mindezek ismeretében, valamint HaCaT és A549 tüdQ 

epitél sejteken végzett kísérleteink tapasztalatai alapján elmondhatjuk, hogy a PARG 

inhibitor vegyületek oxidatív stressz során tapasztalt citoprotektív hatása nem korlátozódik 
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egyetlen sejttípusra, hanem általános tulajdonság. A HaCaT sejteken végzett 

kísérleteinkben a nekrotikus sejthalál paramétereit detektáló mérések (LDH felszabadulás 

és propidium-jodid felvétel) eredményei azt mutatták, hogy a gallotannin szignifikáns 

mértékben gátolja az oxidatív stressz által kiváltott citotoxicitást.  

Kimutattuk, hogy a PARG aktivitás gallotanninnal történQ blokkolása által a PARP 

aktivitás is gátolható. A PARG az által, hogy biztosítja a PARP-1 aktív állapotát, 

hozzájárul a fokozott mérték_ poli(ADP-ribóz) szintézishez, mely a sejt NAD+ készletének 

kimerítéséhez, végeredményben pedig a sejt halálához vezet. A PARG inhibitor 

gallotannin megakadályozza a PARP-1 aktív állapotának helyreállítását, így közvetett 

módon gátlódik a PARP-1 aktivitása is. Ez pedig csökkent poli-ADP-ribozilációt, vagyis 

csökkent NAD+ felhasználást eredményez, ami az elQbbi tapasztalatok ismeretében növeli 

a sejtek túlélQképességét. 

Szem elQtt kell azonban tartani hogy a gallotannin rendelkezik bizonyos mérték_ 

antioxidáns hatással, valamint azt, hogy közvetlen módon is képes gátolni a PARP-1-et. 

Kísérleti tapasztalataink szerint a gallotannin citoprotektív hatást biztosító 

koncentrációkban (20-50 oM) alkalmazva 50%-os mértékben csökkentette a PARP 

aktivitást (nem közölt eredmény). Azt egyelQre még nem tudjuk, hogy ez a hatás valójában 

tényleges farmakológiai gátlásnak tulajdonítható, vagy pedig a gallotannin protein 

denaturáló hatásának (mely tulajdonság a tanninokra általánosan jellemzQ) eredménye. 

Mindezek ellenére nem valószín_, hogy a gallotannin citoprotektív hatása kizárólag az 

antioxidáns hatásnak és a PARP-1-re gyakorolt közvetlen gátlásnak tulajdonítható. Ezt 

támasztják alá kísérleti eredményeink is, hiszen a gallotanninnal és peroxinitrittel vagy 

hidrogén-peroxiddal kezelt sejtekben kimutatott poli(ADP-ribóz) akkumuláció azt 

bizonyítja, hogy az oxidatív stressz indukálását követQen valamennyi reaktív intermedier 

mindenképpen bejutott a sejtekbe, és ott PARP aktivációt okozott. A polimer akkumuláció 

bizonyítja továbbá azt is, hogy PARP aktiváció történik gallotannin jelenlétében is.  

Az általunk, valamint más munkacsoportok által végzett kísérletek eredményei is 

igazolják a PARP gátlószerek jótékony hatását különféle eredet_ gyulladásos 

folyamatokban, iszkémia/reperfúzió, illetve sokkos állapotokban. Mindezen megfigyelések 

alapján feltételezhetQ, hogy a PARP inhibitorok gyógyászati alkalmazása hatékony 

módszer lehet számos betegség (agyvérzés, a miokardium iszkémia-reperfúziós károsodás, 

diabétesz, a diabéteszes endotéliális diszfunkciók) kezelésében (Virág és Szabó, 2002). 

Szem elQtt kell azonban tartani azt a tényt is, hogy a PARP gátlás eredményeként fellépQ 

különféle hatások jelentQsen befolyásolhatják a DNS-repairt irányító folyamatokat, és ezek 
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a változások a transzformált sejtek elszaporodását eredményezhetik (Tsutsumi és mtsai, 

2001, Lubet és mtsai, 1986).  

Igaz, hogy a PARP gátlásának biológiai hatásairól sem rendelkezünk kielégítQ 

ismeretekkel, a PARG gátlószerek hatásmechanizmusáról gyakorlatilag semmiféle 

meggyQzQ információ nem létezik. Mindenesetre biztató az a megfigyelés, amely szerint 

számos betegségben bizonyították különféle tanninszármazékok (gallotannin és tanninsav) 

tumorellenes hatását (Gali-Muhtasib és mtsai, 2001, Srivastava és mtsai, 2000, Kaul és 

Khanduja, 1998, Gali és mtsai, 1993, Perchellet és mtsai, 1992). Saját kísérleteink 

eredményei és más munkacsoportok tapasztalatai alapján feltételezzük, hogy a PARG 

inhibitorok gyógyászati alkalmazása hasonlóan jótékony hatásúnak bizonyulnak mindazon 

súlyos betegségek esetében, ahol a PARP gátlószerekkel már bizonyítottan kedvezQ 

hatásokat értek el.  

További munkánkban azt vizsgáltuk, hogy van-e szerepe HaCaT sejtekben a Ca2+ 

intracelluláris koncentráció-változásának a peroxinitrit által kiváltott citotoxicitásban. 

Eredményeink szerint a peroxinitrittel vagy a peroxinitrit-donor SIN-1-gyel történQ 

kezelést követQen jelentQs mértékben növekedett a HaCaT sejtek intracelluláris Ca2+ 

koncentrációja. Ez a felismerés összhangban van azon korábbi megfigyelésekkel, amelyek 

szerint a peroxinitrit-kezelés Ca2+ beáramlást indít el timocitákban, idegsejtekben, és izolált 

mitokondriumokban (Virág és mtsai, 1999, Ohkuma és mtsai, 2001, Packer és Murphy, 

1994). Bár az említett – citoplazmába áramló – Ca2+ forrása nagyobb részben az 

extracelluláris tér, az intracelluláris kalciumraktárakból felszabaduló Ca2+ mennyisége is 

hozzájárul a kimutatott koncentrációnövekedéshez. Az extracelluláris térbQl a 

kalciumionok nagy mennyiségben történQ beáramlása minden bizonnyal a peroxinitrit 

plazmamembránt károsító hatásának az eredménye. 

 Az intracelluláris Ca2+-kelátor BAPTA-AM a peroxinitrit által kiváltott 

citotoxicitást szignifikánsan csökkentette. Ez egyértelm_en bizonyítja a Ca2+ szerepét a 

sejthalál folyamatában. Mint azt további kísérleteink alkalmával kimutattuk, a BAPTA-

AM védQ hatása nem korlátozódik a peroxinitrittel kiváltott citotoxicitásra. A BAPTA-AM 

hasonló védQszerepet mutatott a hidrogén-peroxiddal történQ kezelés esetében is. Ezen 

megfigyelések alapján elmondható, hogy a Ca2+ fontos szerepet tölt be az oxidatív stressz 

által kiváltott citotoxicitás folyamatában. Az általunk is megfigyelt jelenség, miszerint az 

intracelluláris Ca2+ koncentráció csökkentésével visszaszorítható az oxidatív stressz által 

kiváltott citotoxicitás, összhangban áll más munkacsoportok korábbi tapasztalataival, akik 

kimutatták oxidatív stressz során a kalcium-kelátoroknak a vese tubuláris sejtjeire (Ueda és 
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Shah, 1992), a glutamáttal kezelt kortikális neuronokra (Frandsen és Schouboe, 1991), 

valamint az iszkémia okozta neuronális sérülésekre (Tymiansky és mtsai, 1993) gyakorolt 

védQhatását. MeglepQ módon a szuperoxid által kiváltott citotoxicitással szemben a Ca2+ 

kelátor nem bizonyult védQ hatásúnak. Ez arra utal, hogy az oxidatív stresszt különbözQ 

módon kiváltó tényezQk eltérQ citotoxicitási útvonalakat indítanak el. 

 Korábbi munkánk során már kimutattuk, hogy a peroxinitrit által kiváltott oxidatív 

stressz HaCaT sejtekben több, párhuzamos útvonalakon futó sejthalál folyamatot indít el 

(Szabó és mtsai, 2001). Az oxidáns kisebb koncentrációkban történQ alkalmazása 

alapvetQen a kaszpáz-mediált apoptózisnak kedvez. Nagyobb koncentrációjú peroxinitrit 

az apoptotikus útvonal helyett a poli-ADP-riboziláción keresztül nekrózis irányába tolja el 

a folyamatot (Szabó és mtsai, 2001). A PARP ugyanis a polimerizációs reakciói során 

elhasználja a sejtek NAD+ és ATP tartalékait, ezért a jelentQs mennyiség_ energiát igénylQ 

apoptotikus folyamatok gátlódnak (Virág és mtsai, 1998a, Ha és Synder, 1999, Karczewski 

és mtsai, 1999, Tasker és mtsai, 1997). Hasonló megfigyeléseket tettek korábban is 

timocitákon, Caco-2 vastagbél sejteken, valamint újszülött patkányok agyából készített 

metszeteken végzett vizsgálatok alkalmával (Virág és mtsai, 1999, Karczewski és mtsai, 

1999, Tasker és mtsai, 1997). Mivel a PARP-1 m_ködéséhez nincs szükség kalcium ionra 

(Virág és mtsai, 1999), valószín_síthetQ, hogy a Ca2+ inkább a PARP aktivációját kiváltó 

jelátviteli folyamatokat szabályozza. Ezzel összhangban Cantoni és munkatársai azt 

találták, hogy tercier-butil-hidrogén-peroxiddal, illetve peroxinitrittel történQ kezelést 

követQen a ROI termelQdése kalciumfüggQ módon fokozódott U937 sejtek 

mitokondriumaiban (Guidarelli és mtsai, 1997, 2001). Egy másik megfigyelés szerint a 

DNS törésért inkább a másodlagosan képzQdQ szabad gyökök tehetQk felelQssé, mintsem 

közvetlenül maga a primer oxidatív stimulus (Guidarelli és mtsai, 1997, 2001). Ezek arra 

engednek következtetni, hogy feltehetQen a kalciumion indítja el azt a folyamatot, 

amelynek eredménye a mitokondriumokban zajló reakciók egyensúlyának felborulása. 

Ennek következtében a mitokondriális ROI termelQdés fokozódik a sejtekben, ami DNS 

töréseket és PARP aktivációt okoz.  

Saját megfigyeléseink és más munkacsoportok eredményei is azt mutatták, hogy a 

PARP aktivációja tehetQ felelQssé az apoptotikus sejthalál nekrózis irányába történQ 

eltolódásáért. Amellett, hogy a fokozott PARP aktivitás jelentQs ATP felhasználásal jár, 

m_ködése során gyorsan üríti ki a sejtek energiaraktárait, a nagy koncentrációban jelenlévQ 

kalciumionok ráadásul az ATP termelQ folyamatokat (glikolízis, oxidatív foszforiláció) is 

gátolják, felgyorsítva ezzel a sejtek totális energia deplécióját, és végeredményben 
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nekrotikus halálát. Ismeretes, hogy a kalcium-kelátor vegyületek is gátolják a PARP 

aktivációt (Virág és mtsai, 1999), ezért arra számítottunk, hogy az általunk alkalmazott 

kalcium-kelátor, a BAPTA-AM a HaCaT sejtekben a peroxinitrit által kiváltott citotoxikus 

folyamatot az apoptózis irányába tereli. Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a peroxinitrit 

által kiváltott kaszpáz aktiváció a BAPTA-AM hatására szignifikáns mértékben csökkent. 

Mivel a kaszpáz aktivációhoz nem szükséges a kalciumion jelenléte (Stennicke és 

Salvesen, 1997), joggal feltételezhetjük, hogy a peroxinitrit által kiváltott apoptotikus 

sejthalál folyamatában az intracelluláris Ca2+ koncentráció növekedésének a kaszpáz 

aktivációt megelQzQ lépésben lehet meghatározó szerepe. 

A Ca2+-mobilizáció, és az intracelluláris Ca2+-koncentrációban bekövetkezQ 

változások szerepe az egyes apoptotikus útvonalak indukálásában még korántsem 

tisztázott. ElképzelhetQ, hogy oxidatív stressz hatására a citoszolba nagy koncentrációban 

beáramló Ca2+ mitokondriális membrándepolarizációt okoz, minek eredményeként a 

citokróm c kiáramlik a citoszolba, ahol az apoptoszóma képzQdésén keresztül aktiválódó 

kaszpáz-9 aktiválja a kaszpáz-3 effektor enzimet. Természetesen további vizsgálatok 

szükségesek annak felderítésére, hogy milyen mechanizmus szerint történik a peroxinitrit 

kezeléssel kiváltott Ca2+-mobilizáció, és hogy konkrétan milyen Ca2+-függQ és/vagy 

független folyamatok határozzák meg az oxidatív stressz által indukált egyes citotoxicitási 

útvonalakat. 

 Kísérleteink során azt is megfigyeltük, hogy a HaCaT sejtek oxidatív 

stresszel szemben mutatott érzékenysége függ a vizsgált sejtkultúra denzitásától. Bizonyos 

körülmények között, mint pl. a sebgyógyulásban, amikor megsz_nik a keratinociták közötti 

kontaktus és a sejtek ismét proliferálnak, a keratinociták érzékenyebbek az oxidatív 

stresszel szemben. Más kutatócsoportok hozzánk hasonlóan szintén tapasztalták több 

sejttípus esetében, hogy a konfluens és szubkonfluens tenyészetek sejtjei teljesen eltérQ 

módon reagálnak egyes stimulusokra. Vessey és mtsai 1995-ben kimutatták, hogy az 

epidermiszt alkotó felszínben található nagymértékben differenciálódott keratinociták 

oxidatív stresszel szemben rendkívül ellenállóak. Ez a megfigyelés szintén összhangban áll 

saját, in vitro kísérleteink eredményeivel. A konfluens sejtek oxidatív stresszel szemben 

tanúsított nagyfokú ellenállóképessége a csökkent mérték_ PARP aktivációnak és a 

kaszpáz-mediált apoptózis gátlásának a következménye.  

Mindezen tapasztalatok ismeretében felvetQdik a kérdés, hogy vajon a 

kalciumszignál és a sejtdenzitásban bekövetkezQ változások által elindított jelátviteli 

folyamatok együttes hatásának lehet-e szerepe a HaCaT keratinociták oxidatív stresszel 
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szemben mutatott érzékenységének szabályozásában? A kalciumjel szerepére vonatkozóan 

Yuspa és mtsai 1988-ban megállapították, hogy a felszíni keratinociták intracelluláris Ca2+ 

szintje egyértelm_en nagyobb, mint a bazális sejteké. Az említett megfigyeléseknek 

látszólag ellentmondanak saját eredményeink, azonban feltételezésünk szerint nem az 

intracelluláris Ca2+ mennyisége, hanem sokkal inkább annak koncentrációjában 

bekövetkezQ változások szolgálnak a citotoxicitást kiváltó szignál forrásául. Ezek alapján 

érthetQ, hogy azokban a sejtekben, amelyekben az intracelluláris Ca2+ koncentráció 

eredendQen nagy, a peroxinitrit nem okoz olyan mérték_ emelkedést, amely citotoxicitást 

okozna. Ezzel szemben a bazális réteg proliferálódó keratinocitáiban lényegesen kisebb az 

intracelluláris Ca2+ koncentrációja. EbbQl adódóan ezek a sejtek nagyobb kalcium jellel és 

fokozott elhalásal reagálnak a peroxinitrit kezelésre. Feltételezésünk szerint a 

szubkonfluens (proliferálódó) és a konfluens (differenciálódó) keratinociták oxidatív 

stresszel szemben mutatott eltérQ érzékenységének hátterében a metabolizmus különbségei 

állhatnak. Az anyagcsere fontosságát támasztja alá az a megfigyelés is, amely szerint a 

Krebs-ciklusban szubsztrátként szereplQ anyagok citoprotektív hatásúak az oxidatív 

stresszben (Ying és mtsai, 2002, Lee és mtsai, 2001), viszont a pentóz-foszfát útvonal 

gátlása ezzel ellentétes hatású (Le Goffe és mtsai 2002). Ez valószín_leg azzal 

magyarázhaó, hogy az alkalmazott kezelés hatására egyrészt fokozódik a sejtek 

energiafelhasználása, ugyanakkor az energiát szolgáltató metabolikus folyamatok gátoltak, 

így nincs lehetQség az energia utánpótlására. Ezek további figyelembe vételével és 

tapasztalataink alapján valószín_síthetQ, hogy –legalábbis nagyrészt- a metabolikus 

folyamatokban fellelhetQ különbségekkel magyarázható a proliferálódó és konfluens 

sejtkultúrák peroxinitrittel szemben mutatott eltérQ érzékenysége. 
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 Köszönettel tartozom szüleimnek, és öcsémnek Gábornak, akik próbáltak lehetQ 

legtöbb terhet levenni a vállamról, így lényegesen több idQm és energiám maradhatott a 

munkámra. 

 Végül köszönöm férjemnek, Istvánnak a munkám és dolgozatom megírása során 

nyújtott segítséget, a figyelmet és elsQsorban azt a nagy türelmet, amivel a dolgozatírás 

utolsó szakaszában nagyon sokat segített. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 
 
Számos kórfolyamat kialakulásában játszik jelentQs szerepet, a reaktív oxigén- és nitrogén-

tartalmú intermedierek (ROI, RNI) fokozott mérték_ termelQdésével jellemezhetQ oxidatív 

stressz. E reaktív intermedierek, mint pl. a peroxinitrit és a hidrogén-peroxid DNS 

töréseket okozva aktiválják a poli(ADP-ribóz) polimeráz (PARP-1) enzimet, mely 

szubsztrátját a NAD+-ot nikotinamidra és ADP-ribózra hasítja, majd az ADP-ribóz 

egységeket specifikus akceptor fehérjékhez kapcsolva elágazó polimereket szintetizál A 

PARP-1-nek számos biológiai folyamatban (DNS hibajavítás, kromatinszerkezet, 

replikáció, transzkripció és telomerhossz szabályozása) tulajdonítanak szerepet. Azonban 

gyulladásos folyamatokban, sokkos állapotokban és reperfúzió alkalmával a fokozott 

mértékben termelQdQ reaktív intermedierek túlzott mérték_ PARP aktivációt indukálnak, 

ami elsQsorban a sejtek NAD+ és ATP raktárainak kimerítésén keresztül nekrózist okoz. 

Munkacsoportunk kidolgozott három, a PARP aktivitás detektálására alkalmas: 

enzimcitokémiai, enzimhisztokémiai és sejtes ELISA módszert, melyekben biotinnal jelölt 

NAD+-ot használunk a PARP szubsztrátjaként. Megvizsgáltuk továbbá a poli(ADP-ribóz) 

katabolizmust szabályozó poli(ADP-ribóz) glikohidroláz (PARG) enzim szerepét az 

oxidatív stresszel indukált citotoxicitásban. Eredményeink szerint a PARG gátló 

gallotannin (GT) szignifikánsan csökkentette HaCaT sejtekben a peroxinitrittel/hidrogén-

peroxiddal indukált citotoxicitást (csökkent LDH felszabadulás, propidium jodid felvétel és 

kaszpáz-3 aktivitás), gátolta a sejtek NAD+ raktárainak kimerítését, fokozta a poli(ADP-

ribóz) akkumulációt, s ezáltal gátolta a sejtek PARP aktivitását. További munkánk során a 

kalcium mobilizáció és a sejtdenzitás szerepét vizsgáltuk HaCaT keratinocitákban a 

peroxinitrittel és hidrogén-peroxiddal indukált citotoxicitásban. Kimutattuk, hogy a 

peroxinitrit jelentQs növekedést okozott a sejtek intracelluláris kalcium koncentrációjában. 

A kalcium kelátor BAPTA-AM szignifikánsan csökkentette a peroxinitrittel és hidrogén-

peroxiddal indukált citotoxicitást. Azt is megfigyeltük, hogy differenciálódó, konfluens 

keratinociták rezisztensek az oxidatív stresszel szemben. Tapasztalataink alapján az 

oxidatív stressz által kiváltott citotoxicitásban alapvetQ és valószín_leg egymással 

összefüggQ szerepe van a Ca2+ homeosztázisnak, a sejtdenzitásnak és a poli-ADP-

ribozilációnak.  
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SUMMARY 
 
Various diseases are characterized by oxidative stress, when overproduction of reactive 

oxygen- and nitrogen-centered intermediates (ROI, RNI) occurs. Reactive species such as 

peroxynitrite and hydrogen peroxide are capable of causing DNA breakage triggering the 

activation of the DNA nick sensor enzyme poly(ADP-ribose) polymerase (PARP-1). 

Activated PARP-1 cleaves NAD+ into nicotinamide and (ADP-ribose), then attaches ADP-

ribose residues onto nuclear acceptor proteins, and synthesizes branching polymer chains. 

PARP-1 fulfills a great number of biological functions ranging from the regulation of DNA 

repair, chromatin structure, replication, transcription to facilitating telomere elongation. 

However, overactivation of PARP by ROI and RNI in inflammation, shock and reperfusion 

injury, leads to necrotic cell death mainly due to depletion of NAD+ and ATP. We have 

developed three applications: enzyme cytochemistry, enzyme histochemistry and cellular 

ELISA to detect the activation of poly(ADP-ribose) polymerase in oxidatively stressed 

cells and tissues The assays are based on the use of biotinylated NAD+ as PARP substrate. 

Furthermore, we have investigated the role of poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG), 

the main poly(ADP-ribose) catabolyzing enzyme in oxidative stress-induced cytotoxicity. 

We have found that inhibition of PARG by gallotannin (GT) provided significant 

cytoprotection to peroxynitrite/hydrogen peroxide treated HaCaT cells (decrease in LDH 

release, propidium iodide uptake and caspase-3 activation), inhibited depletion of cellular 

NAD+ pools and caused the accumulation of poly(ADP-ribose) and inhibition of cellular 

PARP activity. Moreover, we have investigated the possible role of intracellular Ca2+ 

mobilization and high cell density, in the regulation of sensitivity of HaCaT keratinocytes 

to oxidative stress-induced cytotoxicity. First we have demonstrated that peroxynitrite 

triggered an elevation in intracellular calcium levels. Treatment of cells with the cell 

permeable calcium chelator BAPTA-AM provided significant cytoprotection against 

peroxynitrite/hydrogen peroxide–induced cytotoxicity. We have also observed that 

differentiating confluent keratinocytes were highly resistant to oxidative stress. Our results 

support a crucial role of Ca2+ homeostasis, cell density and poly(ADP-ribose) metabolism 

in the regulation of oxidative stress-induced cytotoxicity.  

 



 64

KÖZLEMÉNYEK 

Az értekezés alapjául szolgáló közlemények 

1. Bakondi E, Bai P, Szabó É, Hunyadi J, Gergely P, Szabó C, Virág L: Detection of 

poly(ADP-ribose) polymerase activation in oxidatively stressed cells and tissues by using 

biotinylated NAD substrate. J. Histochem. Cytochem. 50(1):91-98, 2002 

IF.: 2.718 

2. Bakondi E, Gönczi M, Szabó É, Bai P, Gergely P, Kovács L, Hunyadi J, Szabó C, 

Csernoch L, Virág L: Intracellular calcium and cell density-dependent signalling regulate 

oxidative stress sensitivity of HaCaT keratinocytes. J. Invest. Dermatol. (in press) 

IF.: 4.645 

3. Bakondi E, Bai P, Szabó É, Gergely P, Hunyadi J, Szabó C, Virág L: 

Cytoprotective effect of gallotannin in oxidatively stressed HaCaT keratinocytes: the role 

of poly(ADP-ribose) metabolism. Experimental Dermatology (in press) 

IF.: 2.234 

 

Egyéb közlemények 

4. Virág L, Szabó É, Bakondi E, Bai P, Gergely P, Hunyadi J, Szabó C: The nitric 

oxide – peroxynitrite - poly(ADP-ribose) polymerase pathway in the skin. Experimental 

Dermatology  11(3):189-202, 2002 

IF.: 2.234 

5. Bai P, Bakondi E, Szabó É, Gergely P, Szabó C, Virág L: Partial protection by 

poly(ADP-ribose)polymerase inhibitors from nitroxyl-induced cytotoxicity in thymocytes. 

Free Rad. Biol. Med. 15;31(12):1616-1623, 2001 

IF.: 5.082 

6. Szabó E, Virág L, Bakondi E, Gyüre L, Haskó G, Bai P, Hunyadi J, Gergely P, 

Szabó C: Peroxynitrite-induced poly(ADP-ribose) polymerase activation in keratinocytes: 

implications for contact hypersensitivity. J. Invest. Dermatol. 117(1):74-80, 2001 

IF.: 4.645 

 

IdézhetQt absztraktok 

Szabó É, Bakondi E, Bai P, Hunyadi J, Gergely P, Szabó C, Virág L: Regulation of 

oxidative stress-induced cytotoxicity in HaCaT keratinocytes. 2001 15 (Suppl 2):200 J. 

Eur. Acad. Dermatol. Venerol. 


