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ROVIDITESEK JEGZYEKE

3-AB 3-amino-benzamid

ABC avidin-biotin peroxidaz complex
BAPTA-AM bis-(o-amino-fenoxi)etan-N,N,N',N'-tetraccetsav-metil észter
cNOS konstitutiv nitrogén-monoxid szintetaz
DAB diamino-benzidin

DMSO dimetil-szulfoxid

ELISA enzyme linked immunosorbent assay
eNOS endotelialis nitrogén-monoxid szintetaz
GT galotannin

IFN-y interferon—y

INH,BP jodo-amino-benzpiron

iNOS indukalhato6 nitrogén-monoxid szintetaz
LDH laktat dehidrogenaz

MRC multiprotein replication complex

MTT 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difenil-tetrazolium-bromid
NAD' nikotinamid-adenin-dinukleotid

NF-xB nuclear factor kappa B

NLS nuclear localisation signal

NMDA N-metil-D-aszpartat

nNOS neuronalis nitrogén monoxid szintetaz
NO nitrogén-monoxid

NOS nitrogén-monoxid szintetadz

0,” szuperoxid gydk-anion

OH hidroxil gyok

ONOO peroxinitrit

PARG poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz

PARP poli(ADP-rib6z) polimeraz

PARP” PARP deficiens (knock out)

PARP™" vad tipustt PARP génekkel rendelkezd
PI propidium-jodid

PJ-34 N-(0x0-5,6-dihidro-fenantridinin-2-yl)-N,N-dimetil-acetamid
SIN-1 3-morfolino-sydnonimint

sPARP short PARP

TNF-a tumor nekrozis faktor-a

TRF-1 telomer repeat binding factor-1

vPARP vault-PARP



BEVEZETES

1. Oxidativ stressz: reaktiv oxigén és nitrogén tartalmu intermedierek (ROI és RNI)
termelédésének szovetkarosité hatasai

Az elmult évek kutatasi eredményei szamos ujabb bizonyitékkal tdmasztottak ala a
reaktiv oxigén- ¢és nitrogéntartalmii intermedierek aktiv részvételét kiilonb6zo
korfolyamatok kialakuldsaban. Ezen reaktiv intermedierek fokozott mértékli termelddését
tapasztaltak példaul gyulladasos folyamatok soran, sugarzasnak kitett sejtes és szovetes
rendszerekben, iszkémia-reperfundalt szivben, majban, vesében és agyban is. (Kloner és
mtsai, 1989, Koliwad és mtsai, 1996, Krippeit-Drews ¢és mtsai, 1994, Lafon-Cazal és
mtsai, 1993). Az utobbi években kimutattdk, hogy tobb borbetegség, mint példaul a
napégés utan kialakuldé eritéma, kontakt hiperszenzitivitdsi reakcid, pszoridzis
kialakulasaban is jelentds szerepet toltenek be egyes oxigén és nitrogén tartalmu reaktiv
intermedierek (Virag és mtsai, 2002). A reaktiv oxigén és nitrogén tartalmu intermedierek
tobbféleképpen is képesek karositani a szoveteket. Tobbek kozott gatoljak a mitokondrialis
légzési lanc folyamatat, lipid peroxidaciot okoznak, ioncsatorndkat inaktivalnak és

fehérjéket oxidalnak. Az ebbe a vegyiiletcsoportba tartozo, legalaposabban tanulmanyozott

reaktiv intermedierek kozott emlitendd: a szuperoxid gyok-anion (02'_), a hidrogén-

peroxid (H,0,), a hidroxil gydk (OH"), a nitrogén-monoxid (NO-), valamint a peroxinitrit

(ONOQ)). Kisérleteink soran els6sorban a peroxinitrittel és a hidrogén-peroxiddal kivaltott

oxidativ stressz hatasainak vizsgalatat tliztiik ki célul.

2. A peroxinitrit képzédése és bioldgiai szerepe

A peroxinitrit a nitrogén-monoxid és a szuperoxid gyok-anion egyesiilése soran
képz6do reaktiv vegyiilet (Beckman ¢és Koppenol, 1996, Groves, 1999). Amennyiben
fokozodik a szuperoxid vagy a nitrogén-monoxid (NO’) (esetleg mindkét reaktans)
termelddése, akkor a peroxinitrit képzodésének valoszinlisége jelentésen megnd (Szabo,
1996). Az elmult néhany év kutatdsainak eredményei azt mutatjak, hogy a nitrogén-
monoxid fontos medidtora szamos fizioldgiai és patofizioldgiai folyamatnak. Tobb
irodalmi hivatkozast talalhatunk tobbek kozott a bérszovetben betdltott szerepérdol (Weller,
1997, Virag és mtsai, 2002). Az NO a nitrogén-monoxid szintdz (NOS) enzimcsalad tagjai

altal katalizalt reakcidoban képzddik az L-arginin guanidino-csoportjanak enzimatikus



oxidacioja sordn (Marletta és mtsai, 1998). A kis mennyiségli NO termelésére képes
konstituiv NOS (cNOS) enzimek, (endotelidlis és neuronalis NOS : eNOS és nNOS)
mellett fontos szerepet tolt be az indukalhatdo NO-szintdz (iNOS). Ha valamilyen stimulus
(elsdsorban gyulladasos folyamatok) hatasara aktivalodik az iNOS, akkor jelentds
mértékben fokozodik az NO termelddés (Weller, 1997, Virag és mtsai, 2002). A nagy
mennyiségben képz6dd NO a szuperoxid-diszmutazzal (SOD) verseng a sejtekben
folyamatosan termel6dé szuperoxidért (mitokondrialis légzési lanc, NADPH-oxidaz,
xantin-oxidaz). Olyan koriilmények kozott, amikor a nitrogén-monoxid termel6dés megno,
akkor az NO reagal a szuperoxiddal, és peroxinitrit képzddik (Beckman ¢s Koppenol,

1996).

NO + 0, — ONOO

Eddigi ismereteink alapjan a fenti reakcioban képzddd peroxinitrit mediatora
szamos, fokozott NO termelddés eredményeként fellépd korfolyamatnak, pl. sokk,
reperfuzidt kovetd sériilések, gyulladdsos folyamatok (Szabd, 1996). Kisérleti adatok
szerint a bérben is termelédik peroxinitrit (Virag és mtsai, 2002). Kimutattak a peroxinitrit
képzodését a napégés utan kialakulo eritémaban (Hattori és mtsai, 1996), a kiilonb6z6
eredetli égési sériilésekben (Rawlingson és mtsai, 2000), a kontakt hiperszenzitivitasi
reakcioban (Szabo és mtsai, 2001), €s szisztémas szklerozisban (Virag és mtsai, 2002). A
peroxinitrit egyik legjellegzetesebb, ezaltal kimutatdsara legalkalmasabb, reakcidja az
egyes fehérjék aromas olodallancainak (tirozin és triptofan) nitralasa (Alvarez és mitsai,
1996, Crow és mtsai, 1995). A tirozil-oldallancok nitraldsa meggatolja a jelatviteli
folyamatokhoz elengedhetetlen tirozil-foszforilacios reakcidkat (Gow és mtsai, 1996, Kong

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

3. Oxidativ stressz hatasa a sejtek iontranszportjara

Régi megfigyelés, hogy az emlitett reaktiv intermedierek membran depolarizaciot
okoznak. A reaktiv intermedierek hatdsara a membranstruktiraban bekovetkez6 valtozasok
az oxidativ stressz korai stadiumaban tapasztalhato jelenségek. Ezeknek a folyamatoknak a
pontos mechanizmusa még nem ismert, feltételezhetd, hogy azok valamilyen médon a
reaktiv intermediereknek az iontranszportra gyakorolt hatdsanak eredményeként

alakulhatnak ki (1.abra).



Membran lipidek peroxidacidja ——» Kettds kotések felszakadasa

OXIDATIV STRESSZ

Foszforilacio gatlasa Membran transzportot biztosité fehérjék
tiol csoportjainak

és diszulfid kotéseinek modositasa

lon transzport folyamatainak gatlasa

PARP ATP termeld folyamatok
aktivacio (glikolizis, oxidativ foszforilacid) gatlasa

P

ATP deplécio

1.4abra. Oxidativ stressz hatisa a membran transzportfolyamataira

Az oxidativ intermedierek targetjeként azonositottak egy 106 kDa tomegii Ca®'-
csatorna fehérjét (Stuart és mtsai, 1991, Xiong és mtsai, 1992), a dihidropiridin receptor
(DHPR) és rianodin receptor (RyR) Ca*'-csatornakat (Oba és mtsai, 1992), valamint egyes
K "-csatornakat (Koong ¢s mtsai, 1993, Kuo és mitsai, 1993). Az oxidativ stressz
iontranszport folyamatokra gyakorolt kozvetett hatdsai a membrant alkotoé lipidek
szerkezetében okozott valtozasoknak is tulajdonithatok. A membran-lipidek oxidativ
stressz hatasara bekovetkezé peroxidacidja valtozasokat indukal a K'arp csatorna és a
Ca**-Mg*"-ATP4z mikodésében (Hayashi ¢és mtsai, 1989). Az iontranszport
folyamatokban az oxidativ stressz altal kivaltott stimulaciot (Boraso és mtsai, 1994), illetve
gatlast a transzportfehérjék tiol oldallancainak modositasa is okozhatja (Cai és Sauvé,
1997). A tiol-oldallancok oxidacidjanak eredményeként megvaltozik a fehérje

konformacidja, ami vagy indukalja annak mikddését, vagy gatolja iontranszport



funkcidjat. A csatorna- és pumpafehérjék szerkezetében bekovetkezd moddosulasok
hatasara megvaltozik azok funkcidja és/vagy a regulacios alegységek hozzaférhetdsége is.
Megfigyelések szerint oxidativ stresszhatast kovetden tobb esetben is jelentOs
mértékben csokken az ATP koncentracioja. Ez lehet egyrészt annak kdvetkezménye, hogy
a reaktiv intermedierek kozvetlen gatlohatast fejtenek ki az ATP termeld glikolizis és
oxidativ foszforilaci6 folyamatara (Hyslop és mtsai, 1988), illetve kdzvetett modon
indukalhatjak az ATP lebontasat ADP-re és foszfatra (Tokube és mtsai, 1996). Az ATP
koncentracidoban bekovetkezod valtozas, pedig jelentds mértékben modositja az ATP-fliggd

ioncsatornak, illetve ATPazok aktivitasat is.

4. Oxidativ stressz hatdsa a sejtek kalcium homeosztazisara

A kalciumion, mint masodlagos hirvivd fontos szerepet tolt be mind az
intracellularis mind pedig a sejtek kozotti kommunikaciot iranyitdo folyamatok
szabalyozasaban. Ismeretes, hogy a kalciumjel meghatarozd szerepet tolt be a sejtek
oxidativ stresszel szemben mutatott érzékenységének szabalyozasaban (Nicotera, 1998),
tovabba az altalunk is tanulmanyozott, peroxinitrit altal kivaltott citotoxicitas folyamataban
(Virag és mtsai, 1999, Guiterrez-Martin és mtsai, 2002). Az oxidativ stressz hatasara
fellépd karosodasok kialakuldsa sok esetben az intracellularis kalciumkoncentracidoban
bekdvetkezd ndvekedésre, ezaltal a kalcium-hirvivé rendszerben fellépé modosulasokra
vezethetdek vissza (Goldhaber, 1996, Goldhaber és Weiss, 1992). A kalcium homeosztazis
zavarai, az intracellularis kalcium felhalmozddasahoz, ezzel pedig végeredményben a sejt
halalahoz  vezethet. Kisérleti tapasztalatok szerint a kalcium intracellularis
kompartmentekben torténd tulzott felhalmozodasanak kovetkezménye tobbek kozott a
specifikus proteazok aktivalodasa, a citoszkeletalis halozat Gsszeomlasa, a mitokondrialis
rendszerben fellépd zavarok €s a DNS karosodasa (Nicotera €s mtsai, 1992). Bizonyitott,
hogy a kalciumnak szerepe van az apoptotikus sejthalal kivaltasaban is. Kiilonb6z6
apoptozis modellekben tobb kalcium-fiiggé mehanizmust is kimutattak, amelyek az egyes

»apoptotikus markerek™ kialakuldsahoz vezetnek (Nicotera és mtsai, 1994). (2.4bra).
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2.4abra. A kalcium lehetséges szerepe az apoptozis szabalyozasaban

Szamos in vitro apoptozis modellben tapasztaltak az intracellularis kalcium
homeosztazis felborulasat és a kalcium-fiiggé endonukleazok aktivalodasat (Nicotera és
mtsai, 1994). Kimutattdk, hogy thapsigarginnal indukalt apoptézis sordn a
kromatinkondenzacioban és az apoptotikus testek képzodésében is fontos szerepe van a
kalciumnak (Jiang és mtsai, 1994). Nicotera és mtsai (1994) igazoltdk, hogy a kalcium
szerepet jatszik a kromatinszerkezet fellazitdsaban is. Ennek kovetkeztében a kromoszéma
egyes részei hozzaférhetové valnak a DNazok szamara is (Villaponteau és mtsai, 1986). A
kalcium- és magnézium-fiiggd endonukledzok internukleoszomalis hasitdsanak eredménye
az apoptoézisra jellemzé DNS Iétra képzddése. Tovabbi bizonyitékul szolgal az a
megfigyelés, hogy a kromatinszerkezet tomorségét fokozo anyagok (pl. poliaminok)
gatoljak az apoptozist (Briine és mtsai, 1991). Az oxidativ stressz altal kivaltott

sejthalalban tehat a kalcium sokréti szerepet jatszik.

5. A poli(ADP-rib6z) metabolizmus szerepe az oxidativ stresszel indukalt sejthaldlban
5.1. A poli(ADP-ribéz)polimeraz felépitése és miikodése

Az oxidativ stressz karosodast okozhat a DNS szerkezetében is. Az ilyen mddon
eléidézett, elsdsorban egyszalu DNS torés aktivalja a poli(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-
1) enzimet (Virag és mtsai, 2002, Burkle, 2001). A PARP-1 a sejtmagban lokalizalodo, és
ott az egyik legnagyobb mennyiségben el6forduld enzim. A fehérje (116kDa) harom



doménbdl all. /. Az N-terminalis végén a DNS koté doménban taldlhaté két cinkujj
motivum; 2. a C-terminalis végén talalhaté 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 ketté kozott helyezkedik el az 6nszabalyozé domén, amely az enzim
auto-poli-ADP-ribozilacios helyeként funkciondl. A legnagyobb mértékben konzervalt
régid6 az enzim C-terminalis, katalitikus domént tartalmazo része. Ezen belil is
elkiilonithetd egy 6tven aminosavbdl allo szekvencia, amely nagy fok1 homologiat mutat a
kiilonb6z6 fajok kozott. A PARP-1 els6sorban egyszala DNS torések hatasara torténd
aktivalédasa utan a madsodik cinkujj doménen keresztiill hozzakotodik a sériilt DNS
szakaszhoz. Ezutan homodimereket alkotva katalizdlja a szubsztratjabol, a NAD'-bol
lehasitott ADP-rib6z egységekbdl felépitett, tobb szaz monomerbdl allo, elagazd
poli(ADP-rib6z) lanc szintézisét.

A poli-ADP-rib6z polimer specifikus akceptora lehet tobb magfehérje is. Alegfobb
akceptor azonban maga a PARP-1. Ebben az esetben auto-poli-ADP-ribozilaciorél
beszéliink, amely folyamat hatasara az enzim aktitivasa gatlodik. Amennyiben a poli-ADP-
ribozilacié akceptora valamely mas fehérje, akkor a folyamatot transz-poli-ADP-
ribozilacidnak nevezziik. A poli-ADP-ribozilacio hatdsdra az egyes akceptorfehérjék
szerkezete és ennek eredményeként funkciojuk is megvaltozik. Ez az alapja a PARP-1
transzkripcios folyamatokban betoltdtt szerepének. Ilyenkor a transz-poli-ADP-ribozilacids
folyamatok akceptorai a hisztonok, amiken a polimerizacios reakcid eredményeként
negativ toltésmintazat alakul ki. Ezért a hisztonok és a DNS kozott taszitd hatas alakul ki
(mindkett6 negativ toltésli), a kromatinallomany fellazul, ami lehetdvé teszi a
transzkripciot (Tanuma és mtsai, c1985, Nagele 1995). A hisztonokon kiviil még szamos,
magban lokalizalodo és a transz-poli-ADP-ribozilacids folyamat akceptoraként miikodo
fehérjét is azonositottak. Ilyen példaul tobb, transzkripcidt szabalyozo faktor, illetve a
DNS-repair-ben résztvevo 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 ribdéz) metabolizmus szabalyozasa
A poli(ADP-rib6z) metabolizmusat szabalyoz6 enzimek koziil a poli(ADP-rib6z)
polimerazok mellett napjainkban egyre intenzivebben tanulméanyozzak a katabolikus

poli(ADP-rib6z) glikohidrolazt (PARG) is. A PARP-1 enzimmel (illetve a PARP
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csaladdal) ellentétben a PARG enzimrdl kevés adattal rendelkeziink. Az utdbbi néhany év
soran a PARG egyre intenzivebb érdeklddés targyava valt. Ennek els6sorban az az oka,
hogy tobb megfigyelés szerint, PARG gatloszerekkel a PARP inhibitorokhoz hasonld
citoprotektiv hatas érhet6 el. A DNS sériilés hatasara bekovetkez6 PARP aktivalodast
kovetéen rovid idon belil aktivalodik a PARG is. Ez az enzim a poli(ADP-riboz)
polimerek hidrolizissel torténé lebontasat végzi, és igy biztositja az automodifikacio

kovetkeztében inakivaloédé PARP aktiv allapotanak helyreallitasat is (3.4bra).

H,0, ONOO

L)
|

3-amino-
benzamid

Sejtmag

gallotannin

(inaktiv)

3.abra. A PARG lehetséges szerepe a poli(ADP-rib6z) metabolizmus szabalyozasaban
1. oxidativ stressz hatasara DNS sériilés torténik, 2. a DNS torés aktivalja a PARP-ot, mely
szubsztratként NAD ot hasznalva poli(ADP-rib6z) lancokat szintetizal specifikus akceptor
fehérjéken és sajat magan. Az auto-poli-ADP-ribozilacié elérehaladtaval az onmagan
szintetizalt polimer mérete nd, ami az enzim inaktivalodasat eredményezi, 3. a PARG a
PARP-on szintetizalt polimer lebontasdval helyreallitja annak aktiv allapotat

A PARG felfedezését kovetden (Miwa €s Sugimura, 1971mode) hosszl ideig ugy
gondoltak, hogy az enzim csak exoglikozidaz aktivitassal rendelkezik, vagyis a lancvégi
monomer egységeket hasitja le a polimerrdl. Els6ként Ikejima és Gill munkacsoportja

(Ikejima és Gill, 1988) igazolta a PARG endoglikozidaz aktivitasat, melynek révén
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nagyobb oligo(ADP-ribéz) fragmentek eltavolitidsara is képes. A PARG enzimaktivitasat
tobb tényezo befolyasolja. Ezek egyike a polimerldnc(ok) hossza. Tapasztalatok szerint a
hossza polimereknek mind a lancvégi, mind a lanckozi glikozidos kotéseit hasitja, mig a
rovidebb polimerekrdl csupan a terminalis ADP-riboz egységeket tavolitja el (Brochu és
mtsai, 1994). A lancban talalhaté elagazasi pontok helye szintén meghatiroz6 szerepii
(Althaus, 1992). Mas kutatocsoportok tapasztalatai szerint a hisztonok (elsdsorban H1)
szintén befolyasolhatjak a méreteloszlast, valamint az elagazasok gyakorisagat (Naegeli és
Althaus, 1991). Brochu és mtsai megfigyelései szerint a hisztonok dézisfiiggd modon

gatoljak az enzim exoglikozidaz és endoglikozidaz aktivitasat (Brochu és mtsai, 1994).

5.3. A PARP enzimcsalad

Hossza ideig csak a PARP-1-et tartottdk szamon, mint poli-ADP-ribozilaciot
katalizald enzimet. Azonban miutan PARP-1 hianyos sejtekben is tapasztaltak PARP
aktivitast (Shieh és mtsai), elkezd6dott azoknak az enzimeknek az azonositasa, amelyek
ezért az aktivitasért felel6sek. Napjainkig mar tiznél is tobb PARP aktivitassal rendelkezo,
kiilonb6z6 enzimet azonositottak. Ezeknek az enzimeknek a kutatdsa még kezdeti
stidiumban van, igy kevés informacio all rendelkezésre doménszerkezetiikrol, biologiai
szerepiikrol, sejten beliili lokalizacidjukrol, és DNS koté képességiikrol. Az enzimcsalad
egyes tagjai kizarolag a PARP-1 C-termindlis végén talalhatdé katalitikus doménnel
mutatnak kiilonb6z6 mértéki homoldgiat. Az alabbiakban csak roviden ismertetem az
enzimcsalad néhany, ujabban felfedezett tagjat (Smith, 2001):
PARP-2: a sejtmagban lokalizal6dé enzim, a PARP-1 C-terminalis doménjével 60%-os
homologiat mutat, bar DNS sériilés hatasara aktivalodik és képes kotédni a DNS-hez, DNS
koté doménjének szerkezete eltéré a PARP-1ét61.
PARP-3: a legkevésbé ismert és legkisebb PARP, a centroszomakban talalhato
SPARP (short PARP): feltételezések szerint a PARP-1 egy alternativ splicing varidnsanak
tekinthetd, a sejmagban talalhato, aktivaldédasahoz nincs sziikség DNS torésre.
vPARP (vault-PARP): a gyakorlatilag valamennyi eukariota sejtben megtalalhato,
ribonukleoproteinekbdl felépiild, tigynevezett ,,vault-komplex” alkotdéeleme. Nincs DNS
koté doménje. Bar alapvetden a citoplazmaban talalhato, kimutattdk, hogy eléfordul a
sejtmag porusainak citoplazma fel6li oldalahoz kotédve is. A pontos funkcidja ugyan nem
ismert, de az emlitettek alapjan feltételezhetd, hogy a sejtmag transzportfolyamataiban is

lehet szerepe.
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tankiraz-1: a telomer komplex alkotdeleme, a telomerek replikacidjanak szabalyozasaban
van szerepe. Mikodése soran hozzakotdédik a TRF1-hez (telomer repeat binding factor),
mely a telomerreplikaciot katalizald telomeraz egyik negativ szabalyozdja. Ezt kdvetden a
tankiraz-1 poli-ADP-ribozilalja 6nmagat és a TRF1-et. Ennek hatasara a TRF1 levalik a
DNS-16l, a telomerstruktira megvaltozik és hozzaférheté lesz a telomeraz szamara. A
tankiraz-1 telomerek replikacidjat, (a telomerek hosszat) szabalyozo szerepét bizonyitja az
is, hogy tankirdz-1-et overexpresszalo sejtekben nem tapasztaltak telomerhossz csokkenést.
tankirdz-2: a tankirdz-1 homologjaként (tobb, mint 80% azonossag) tartjdk szamon,

lokalizacidja, és funkcidja pontosan még nem ismert.

5.4. A PARP szerepe a DNS hibajavitasban

A PARP-1 fontos szerepet tolt be a kisebb mértékli, még korrigalhatd genotoxikus
sériilések esetében is (Menisser-de Murcia €s mtsai, 1997, Althaus és mtsai, 1999). Tobb,
PARP gatlason alapul6 farmakoldgiai tanulmanyban is bizonyitottdk a PARP-1 szerepét a
DNS hibajavitasban (Burkle, 2001, Ziegler és Oei, 2001). Park és munkatarsai 1983-ban
példaul kimutattak, hogy alkilalé szerrel kezelt sejtekben a PARP inhibitor 3-amino-
benzamid egyéb hatdsok mellett késlelteti a DNS torések ligalasat, és fokozza a nem
replikacios DNS szintézist. Kisérletekkel igazoltak, hogy PARP gatloszerek hatasara a
sejtek érzékenyebbé valnak a DNS karosodas citotoxikus hatasaval szemben (Szabd,
2000). A knock out allatokkal, valamint a beldliik eldallitott sejtvonalakkal végzett
kisérletek egyértelmilen bizonyitottdk a poli-ADP-ribozilacié szerepét a DNS
hibajavitasban: a PARP hianyos egerek fokozottan érzékenyen reagaltak ionizald
sugarzassal és alkilalo szerrel torténd kezelésre. Tovabba, ezekbdl a knock out allatokbol
létrehozott embrionalis fibroblasztokban az alkilalé szerek 1ényegesen nagyobb mértékben
gatoltak a proliferaciot, mint a vad tipusu sejtekben (de Murcia és mtsai, 1997). PARP
knock out fibroblasztokban a DNS torések ligalasat is lassubbnak talaltdk a vad
tipustiakban tapasztalthoz képest (Dantzer €s mtsai, 2000). A PARP-1 DNS repair-ben
betoltott funkcidjanak egyik komponense a sériilt DNS szakasz megjelolése a repair
enzimek szamara. A DNS karosodast kovetéen a PARP-1 DNS-kotd doménjével
kapcsolodik a sériilt szakaszhoz, és ennek hatasara az enzim aktivalodik (Satoh és Lindhal,
1992, Molinete és mtsai, 1993). A tovabbiakban a PARP-1 automodifikaciojanak hatasara
az enzim aktivitasa egyre csokken. a még sériilt helyhez kapcsolodo, nagy lancot hordozo
PARP-1 megjeldli a repair-enzimek szamara a karosodas helyét. Az aktivalodott PARG

lebontja a polimert, valosziniileg eldszor nagyobb részeket hasit le a lancbdl, majd ezutan
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kezdi ,,apritani” és végiil az ADP-ribozil protein-liaz nevii enzim lehasitja az utolso,
kozvetleniil a PARP-1-hez kapcsolodd ADP-ribdz egységet (Althaus és Richter, 1987).
Egyértelmiien kitlinik mindezekbdl, hogy mennyire fontos az (ADP-rib6z) metabolizmus

egyensulyahoz a PARP-1 és a PARG jol 6sszehangolt miikddése.

5.5. A PARP szerepe a transzkripciéban

Tébb munkacsoport szamos kisérleti eredménye bizonyitja a PARP-1 szerepét a
transzkripcioban (de Murcia és mtsai, 1986, Lindahl ¢és mtsai, 1995). A PARP
transzkripciot szabalyozo egyik funkcidja a kromatinszerkezetet modositd hatasa. A poli-
ADP-ribozilalt hisztonok negativ toltést nyernek, és ennek eredményeként taszitd hatas 1ép
fel a DNS és a hisztonok kozott. A meglazult hiszton-DNS kapcsolat hatasara az atirando
DNS szakasz hozzaférhetdvé valik, lehetové téve ezzel a transzkripcidt (Althaus és mtsai,
1994). Kimutattak, hogy kiilonboz6 sejttipusokban PARP inhibitorokkal (nikotin-amid, 3-
amino-benzamid, INH,;BP) gatolt PARP aktivitas kovetkeztében csdkken a citokinekkel
stimulalt iNOS expresszid mértéke (Hauschildt és mtsai, 1991, 1992, Pellat-Deceunynck és
mtsai, 1994). Olivier és mtsai, 1999-ben kozolt eredményei tovabbi bizonyitékul szolgaltak
a PARP transzkripcidoban betoltott szerepét illetéen. A PARP gatlasanak gyulladasgatlo
hatasa régota ismert. Abbol a feltételezésbol indultak ki, hogy kozvetlen kapcsolat van a
a PARP-1 kozott. Kimutattdk, hogy PARP-1 hianyos sejtekben az NF-«xB fliggd
transzkripcio gatolt. Irodalomban kozolt adatok szerint a PARP-1 NF-kB ko-aktivatorként
betoltott funkcidjanak nem feltétele a PARP-1 enzimaktivitasa, hanem a hatas a két fehérje
kozott kialakuld direkt interakcié eredménye ( Hassa és mtsai, 2001, Chang és Alvarez-

Gonzalez, 2001).

5.6. A PARP szerepe a sejtciklus szabalyozasaban

A PARP replikacioban betdltott szerepét szamos kisérleti megfigyelés bizonyitja.
Tobben kimutattak, hogy osztodo sejtek magjaban a poli-ADP-rib6z metabolizmus
felgyorsul (Tanuma és mtsai, 1978, Kanai és mtsai, 1981). Az is ismert, hogy a PARP
szerepet jatszik az MRC (multiprotein replication complex) képzodésében, valamint
bizonyitottak tobb, a replikaciot szabalyozé faktorrdl (DNS polimeraz, topoizomeraz I és
1), hogy poli-ADP-ribozilalédik (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996).A hisztonok poli-

ADP-ribozilacidja a DNS replikacio soran a kromatinszerkezet fellazitasat segiti (Boulikas,
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1990). A PARP replikacidban betoltott szerepére utal az a megfigyelés is, hogy PARP
hianyos egerekbdl szarmazo fibroblaszt sejtek lassabban ndvekedtek a vad tipusuakhoz
képest. Ismert a PARP differencialodast szabalyozo hatasa is. Tobb sejtmodellben végzett
kisérlet is bizonyitja hogy PARP gatlo szerekkel befolyasolhato a differencialodas iranya.
Meg kell azonban emliteni, hogy az egyes differencialodasi modellekben a PARP gatlasa

nem egyszer ellenkez6 hatast eredményezett.

5.7. A PARP szerepe a sejthalidlban

A PARP aktivacid sejthalalban betoltott szerepére vonatkozoan alkotta meg Berger
munkacsoportja (1983, 1986) az ugynevezett sejtongyilkossagi hipotézist (,,suicide
hypothesis”). Ennek lényege az, hogy fokozott PARP aktivacié soran az enzim
elfogyasztja a sejtek NAD" készletét ami kovetkezetesen ATP depléciot okoz és végiil a
sejt halalat eredményezi.A poli-ADP-ribozilacié tanulmanyozéasanak egyik kozponti
kérdése az, hogy a PARP aktivacio valdjaban apoptotikus vagy nekrotikus sejthalalt
indukal.

Apoptozist tobb mddon is lehet indukalni (sejtfelszini receptorok-mint példaul Fas-
ligand, TNF, TRAIL-ligandkotése, DNS karosito agensek: alkilalé szerek, ionizald
sugarzas...). Az apoptézis altalanos ismérvei a kompakt morfolégia, kromatin
kondenzacio, apoptotikus testek képzodése, melyeket a fagocitdk rovid id6 alatt
eliminalnak. Fontos tényez6, hogy apoptodzis soran a plazmamembran megérzi épségét. Az
apoptozisban fontos szerepet jatszanak a mitokondriumbol kiaramlo apoptogén faktorok
(citokrom c, apoptozis indukalo faktor) és az apoptozis egyik f6 végrehajtd rendszerének
tagjai, a kaszpaz enzimcsalad protedzai. A kaszpazoknak az egyik elsdként azonositott
szubsztratja a PARP volt (Kaufmann és mtsai, 1993). Ez a megfigyelés az oka annak, hogy
a PARP szerepét elsOsorban az apoptdzisban vizsgaltdk. Apoptdzis soran a PARP-ot a
kaszpaz-3 és a kaszpaz-7 egy 89 kDa-os (p89) és egy 24 kDa-os (p24) fragmentre hasitja
(Tewari és mtsai, 1995), aminek erdményeként a DNS ko6td domén lehasad a katalitikus
doménrdl és igy az enzim inaktivalodik. Ez a hasitds minden bizonnyal azért sziikséges,
mert ezaltal megakadalyozhatd, hogy az apoptdzis késobbi stadiumaban bekdvetkezd DNS
fragmentalodas hatasara aktivalodjon a PARP, és elfogyassza az apoptozis energiaigényes
folyamataihoz sziikséges ATP-t (Herceg ¢és Wang, 1999). Mindezek ismeretében
nyilvanvald, hogy a PARP altal végzett poli-ADP-ribozilaci6 szabalyozoé hatdsa csak még
a kaszpazok aktivalodasat megelézden, az apoptozis korai stadiumaban érvényesiilhet. A

kiilonféle PARP gatlo szerekkel végzett kisérletek eredményei sok esetben ellentmondoak.
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Az alkalmazott kisérleti modelltol fiiggéen a PARP gatlas hatdsara tapasztaltak mind
apoptozis gatlast (Tanaka és mtsai, 1995, Richardson és mtsai, 1999), mind fokozddast
(Tentori és mtsai, 1999). Bizonyos esetekben pedig nem is tapasztaltak befolyasold hatast
(Watson és mtsai, 1995).

A nekrotikus sejthalal legfontosabb jellemzdje, hogy az apoptozissal ellentétben a
nekrézis soran a plazmamembran integritdsa megsziinik, és a sejttérfogat jelentGsen
megnd, a sejttartalom kiszivarog a kornyezetbe, ami tovabbi gyulladast stimulal. Mivel
apoptozis soran az apoptotikus sejtet a makrofagok fagocitozis utjan gyorsan eltavolitjak a
szOovetbol, amennyiben még sikeriil a nekrotikus sejthalalt apoptdzis utvonalara terelni, az
mindenképpen terapias elonnyel jarhat. Fontos azonban szem el6tt tartani azt is, hogy a két
sejthalalforma nem kiilonithetd el teljesen egymastol, hanem valojaban egy folyamat két
végpontjanak tekinthetjiik azokat (Bonfoco és mtsai, 1995, Nicotera és mtsai, 1999).
Megfigyelések szerint, kiilonosen oxidativ stressz hatasara indukalt sejthalalformak
esetében enyhe stimulus apoptdzist, mig intenziv nekrozist valt ki. A PARP nekrozisban
betoltott szerepe feltehetdleg az enzim fokozott aktivacidjanak eredményeként
bekovetkezé NAD'/ATP depléciét okozé hatasaval értelmezhetd, hisz a sejtes

energakészletek kimeritése révén az apoptozis folyamatat a nekrdzis iranyaba terelheti.

5.8. PARG gatlo6 szerek alkalmazasanak terapias lehetoségei

Irodalmi adatok szerint ADP-ribozzal és cAMP-vel is gatolhato 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 gatloszerek a kiilonféle tanninszarmazékok. Ezek a vegytiletek kémiai szerkezetiik
alapjan harom f6 csoportba sorolhatéak: gallotanninok, ellegitanninok és kondenzalt A
leghatékonyabb PARG inhibitornak az ellagitannin oligomerek bizonyultak,
gatloképességiik a makromolekulat alkoté monomerek szdmaval aranyosan né (Kazumasa
és mtsai, 1993). Egér asztrocitidkon és neuronokon végzett kisérletekben kimutattdk a
gallotannin és a nobotanin B citoprotektiv hatdsat hidrogén-peroxiddal és N-metil D-
aszpartattal (NMDA) kivaltott oxidativ stressz modellben (Ying és Swanson, 2000).
Hasonld védo hatast tapasztaltak alkilaloszerek hatasara kialakuld karosodasok esetében is
(Ying és mtsai, 2001). A PARP inhibitorok mar szamos korképben (stroke, szivinfarktus,
diabetes, sokk, gyulladasos betegségek, stb.) egyértelmiien jotékony hatdstunak
bizonyultak, ezért felvetddik a PARG gatlészerek farmakologiai hasznossaganak

lehetdsége is mindezen betegségekben (Ying és Swanson, 2000, Ying és mtsai, 2001).
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CELKITUZESEK

Munkénk soran az alabbi problémak megoldasat és kérdések megvalaszolasat tiztiik ki

célul:

I. Nem radioaktiv technikian alapulé detektalasi médszer kidolgozisa a PARP
aktivitas kimutatasara biotinnal jelolt NAD' szubsztrat felhasznalasaval

1. Az alkalmazott modszer alkalmassaganak igazolasa a PARP aktivitds kvalitativ
kimutatasara sejtes és szovetes rendszerekben.

2. PARP aktivitds kimutatdsa oxidativ stressznek Kkitett sejtekben biotinilalt NAD
alkalmazasan alapulé modszerrel.

I1. A poli(ADP-ribéz) anyagcsere szerepének vizsgalata HaCaT sejtek oxidativ stressz
altal kivaltott citotoxicitisaban

3. Okoz-e a peroxinitrit intracellularis Ca*"- koncentracié emelkedést HaCaT sejtekben?

4. Kimutathatd-e PARP aktivacio oxidativ kezelést kovetéen HaCaT sejtekben?

5. Hozzéjarul-e az intracellularis Ca® koncentracié megnovekedése az oxidativ stressz altal
kivaltott citotoxicitashoz?

6. Befolyasolja-e a sejtdenzitas a HaCaT keratinocitdk oxidativ stressz iranti
érzékenységét?

7. A PARG gatld6 gallotannin hatdsanak vizsgalata az oxidativ stressz altal kivaltott

citotoxicitasban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Anyagok

A sejtek intracellularis Ca® -koncentracidjat vagy Tyrode-oldatban (137 mM NaCl,
54 mM KCl, 0.5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1g/1 gliikdz,
pH=7.4), vagy kalcium-mentes Tyrode-oldatban (az eldbbivel azonos Osszetételii oldat,
azonban a CacCl, helyett ImM EGTA-t tartalmazott) mértiikk. A peroxinitritet (Calbiochem,
San Diego, CA, USA) modositott (HEPES- és gliikoz-mentes) Tyrode-oldatban (pH=11,
ugyanis a magas pH gatolja a peroxinitrit bomlasat) higitottuk kdzvetleniil a felhasznalast
megel6zéen. A 3-morpholino-sydnonimint (SIN-1) szintén modositott Tyrode-oldatban
oldottuk azzal a modositassal, hogy a pH-t ez esetben 7,5-re allitottuk. Ellendriztiik, hogy a
higitasra hasznalt oldatoknak, valamint a peroxinitrit bomléstermékeinek dnmagukban
hasznalt Fura-2 a Molecular Probes-tol (Eugene, Oregon, USA) szarmazik.

A PARP aktivitis mérése soran hasznalt biotinilalt-NAD" és TACS-Saphire
szubsztratok a Trevigen-tdl (Gaithersburg, MD, USA) szarmaztak. A PJ-34 (2-szubsztitualt
6(5H)-fenantridion) nevii PARP gatloszert az Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA
allitotta eld (Jagtap és mtsai, 2002).

A metszetek készitéséhez hasznalt fagyasztdé médium Shandon (Pittsburgh, PA,
USA) termék volt. A Nuclear Fast Red és Vectamount a Vector Laboratories-t6l
(Burlingame, CA, USA) szdrmazott. A triciummal jeldlt [PHINAD" a NEN Life Science
Products (Boston, MA, USA) terméke volt.

Minden egyéb vegyszer, amelynek forrasat kiilon nem neveztik meg a Sigma

Aldrich (Budapest) cégtdl szarmazott.

2. Allatok

Az allatkisérleteket az Egyesiilt Allamok Nemzeti Egészségiigyi Intézetének (NIH),
,,Utmutat() laboratoériumi allatok gondozédsardl és felhasznalasarol” cimii kiadvanyéanak
eldirasait kovetve végeztiik. A PARP aktivitds szovetes rendszerben torténd kimutatasahoz
C57/BL6 egereket hasznaltunk. A PARP aktivitas peritoneélis makrofagokban torténd
kimutatasat PARP” és vad tipusa PARP"" egerekben végeztiik, az allatok Dr. Z. Q. Wang
(Institut fir Molekulare Pathologie, Wien, Ausztria) laboratéoriumabol szarmaztak. A

kisérleti allatok igény szerinti viz- és taplalékfelvételét minden esetben biztositottuk.
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3. Sejttenyésztés

A HaCaT sejteket RPMI 1640 médiumban (Gibco, Scotland, UK) tenyésztettiik. A
médium 10 % magzati borjii szérumot (FCS), 10 mM glutamint, 10 mM HEPES-t
(pH=7,4) és 10 pl/ml antibiotikum-antimikotikum oldatot (Gibco, Scotland, UK)
tartalmazott. A kalciumkoncentracié mérésekhez a sejteket 2x5 percig mostuk (137 mM
NaCl, 5,4 mM KCI, 6.9 mM NaHCO3, 0,5 mM Na,EDTA és 1g/l gliikoz, pH=7.,4), majd
37°C-on 10 percig kezeltiik tripszinnel (Gibco, Scotland, UK). Ezt kovetéen FCS-tartalma
RPMI 1640 oldattal kdzombdsitettitk a tripszint, a HaCaT sejteket centrifugalassal (10
perc, 1000 x g) Osszegytjtottilk, és szuszpendaltuk a fenti pufferben. A sejteket (1-2 x
10°/ml) steril fedSlemezekre szélesztettiik a kalciumkoncentracié meghatérozasahoz. A
kaszpaz aktivitas és a PARP aktivitds méréséhez 12 lyuka szovettenyésztd plate-en, a
citotoxicitasi vizsgalatokhoz 96 lyuku plate-en, a poli(ADP-rib6z) immuncitokémiahoz és
a propidium-jodid felvételhez 12 lyukd szdvettenyésztd plate-ben 1évo steril
fed6lemezeken tenyésztettiik a sejteket, majd felhasznalasig 37°C-on, 5%-0s CO, tartalmu
termosztatban tartottuk.

A J774 sejteket szintén RPMI 1640 médiumban tenyésztettiik. A sejteket mostuk
0,1 M PBS-sel (pH=7,4) (Gibco, Scotland, UK), majd 37°C-on 10 percig kezeltiik
tripszinnel. Ezt kovetden az emlitett Gsszetételi RPMI 1640 oldattal k6zombositettiik a
tripszint. A makrofagokat a [3H]—je161t—NAD+ beépiilésének méréséhez 12 lyuku
szovetteny€sztd plate-re, a sejtes ELISA méréshez 96 lyuku szdvettenyésztd plate-re és a
biotinildlt NAD" beépiilésének méréséhez 12 lyuka szovettenyészté plate-ben 16v6
fedSlemezekre szélesztettiik. A mintdkat felhasznalasig 37°C-on, 5%-0s CO, tartalmi

termosztatban tartottuk.

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

Négy-négy egeret osztottunk két kisérleti csoportba (kontroll és hidrogén-
peroxiddal kezelt allatok). Az allatok hatarol epilald krémmel tavolitottuk el a szorzetet. A
kovetkez6 napon 50 pl PBS-ben (pH=7,4) oldott 250 nmol H,O,-dal kezeltiik az egerek
hatborét. A kontroll csoport allatainak hatborét az elézéekkel azonos modon csak PBS
oldattal kezeltilk, majd harminc perc elteltével az allatokat szén-dioxiddal megoltiik, a

hatbdriiket azonnal kimetszettiik és fagyasztd médiumban -70°C-on fagyasztottuk.
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4. Makrofagok izolalasa egerek hasiiregébol és a hidrogén-peroxid kezelés

A vad tipusi (PARP”") és PARP-hianyos (PARP”) egereket szén-dioxiddal
megoltiik, majd 10 ml RPMI médiummal kimostuk a hasiiregiiket. Az igy 0sszegy(jtott
makrofagokat tartalmazo szuszpenziot szobahdmérsékleten centrifugaltuk (250xg, 10
perc). A sejteket ezutan friss RPMI oldatban szuszpendaltuk, majd osztott targylemezen
37°C-on 2 6ras inkubaciot kovetden eltavolitottuk azokat a sejteket, amelyek nem tapadtak
ki. A kitapadt sejteket tovabbi 1 6ran at 37°C-on inkubaltuk RPMI-ben. Ezutan a sejteket
30 percig 37°C-on eldkezeltiik 5 mM 3-AB, 5 uM PJ-34, vagy kontrollként PBS oldattal,
majd 200 uM hidrogén-peroxiddal kezeltiik a makrofagokat.

5. Az intracellularis Ca**-koncentracié mérése

Az intracellularis Ca®-koncentracidban bekovetkezd valtozasok kimutatisara
iranyuld vizsgalatok a DE OEC Elettani Intézetben torténtek. A kisérleteket Csernoch
Laszlo és Gonczi Monika, Biro és mtsai (1998), valamint Csernoch és mtsai (2000)
modszere alapjan Fura-2 felhasznalasaval végezte. A modszer szerint 1 o6ran keresztiil
37°C-on tortén6é inkubalassal toltotték fel a 12 lyuka sejttenyésztd plate-ben a
fedélemezeken tenyésztett HaCaT sejteket 5 M Fura-2 reagenssel. A fluoreszcens festék
egyenletes intracellularis eloszlasa érdekében a sejteket normal Tyrode oldatban fél 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltak. A méréseket inverz fluoreszcens mikroszkoppal
(Diaphot, Nikon, Japan) végezték. A gerjesztési hullamhossz 340 és 380 nm volt, amelyet
kettds hullamhosszt monokromdtorban (Deltascan, Photon Technology International,
USA) éllitottak el6. Az emissziot 510 nm hulldmhosszon detektaltak. Az intracellularis
kalciumkoncentraciot a két gerjesztési hullamhosszon mért fluoreszcencia intenzitasok
hanyadosabol (F340/F3s0) szamitottak (Grynkiewicz és mitsai, 1985) és az intracellularis
Ca®"-koncentraciokat in vivo kalibraciés gorbe felhasznalasaval hataroztak meg (Csernoch

és mtsai, 2002).

6. Citotoxicitasi vizsgalatok

A citotoxicitast harom moddszerrel (MTT redukcid, LDH kiszabadulas, propidium-
jodid felvétel) hataroztuk meg.A sejtek mitokondrialis enzimaktivitdsanak mérésén alapuld
kolorimetrias MTT tesztet az irodalomban korabbiakban leirtak alapjan (Szabd és mtsai
2001) végeztik. Ennek soran a HaCaT sejteket 96 lyukt szovettenyésztd plate-en 30
percig eldkezeltik 0-2,5 UM BAPTA-AM, 5 mM glutation (redukalt forma), 5 mM N-
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acetil-cisztein, illetve 2,5 kU/ml szuperoxid diszmutaz + 4 kU/ml katalaz oldatokkal. Ezt
kibocsajtd SIN-1-gyel, a hidrogén-peroxiddal, illetve a szuperoxidot termelé xantin +
xantin-oxidaz rendszerrel (500 uM xantin + 10 mU/ml xantin-oxidaz). Az oxidativ stresszt
kivaltd vegyiileteket olyan koncentraciokban alkalmaztuk, hogy a kezelés a sejtek
tuléloképességét 20-40 %-ra csdkkentse, mivel ez az a tartomany, ahol a citoprotektiv
hatas vizsgalatara iranyul6 mérések a legérzékenyebbek. A négy oras kezelést kovetden
0,5 mg/ml MTT oldatban (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]2,5-difenil-tetrazolium bromid)
inkubaltuk a sejteket tovabbi 1 oran at. A sejteken 1évé médiumot eltavolitottuk és a
képzodott formazan kristalyokat feloldottuk 100 pl DMSO-ban. Az abszorbanciat
Multiscan MS plate-reader késziilékkel (Labsystem, Vaanta, Finnorszag) 550 nm mérési
hullamhosszon és 690 nm referencia hullamhosszon hataroztuk meg.

A citotoxicitds egy masik jellemz6é paraméterét a laktat-dehidrogenaz
felszabadulast a kereskedelmi forgalomban kaphat6 ,LDH activity assay kit” (Roche,
Basel, Svajc) segitségével mértiik. A modszer a kezelés kovetkeztében sériilt sejtekbdl
kiszabadulo laktat-dehidrogenaz spektrofotometrias mérésén alapszik. A mérést 96 lyuk
szovettenyésztd plate-en végeztiik, kdvetve a gyartd utasitasait.

Az oxidativ stressz altal kivaltott citotoxicitas mértékét propidium-jodid
felvétellel is kovettiik. Ismeretes, hogy a propidium-jodid kizarélag a sériilt membrannal
rendelkez6 sejtekbe jut be, és a DNS-hez kotédve fluoreszkal. fgy a kezeletlen és a
kiilonb6z6 mddon kezelt sejtkultirakban a festédod sejtek szama jelzi az oxidativ stressz
altal kivaltott citotoxicitdas mértékét. A 12 lyuka szovettenyésztd plate-ben, a
fedSlemezeken tenyésztett sejteket 37°C-on 4 6ran at kezeltiik kiilonboz6 koncentracioja
peroxinitrittel, illetve hidrogén-peroxiddal. Ezt kdvetéen a médiumot Sug/ml propidium-
jodidot (Molecolar Probes, Eugene, Oregon, USA) tartalmazé RPMI oldatra cseréltiik, és
37°C-on 30 percig tartd inkubalds utdn a mintdkat PBS-sel mostuk (2x5 perc), majd a
fedélemezeket Vectashield-del (Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) rogzitettiik
targylemezen. A mikroszkopos vizsgalatokat Zeiss Axiolab mikroszkoppal végeztik, a

felvételeket Zeiss Axiocam kameraval rogzitettiik.

7. Sejtes PARP aktivitas mérése [’H]-NAD' felhasznalasaval
A PARP aktivitast a korabbiakban leirt modon (Szabo és mtsai, 2001) hataroztuk

meg. A husz perces peroxinitrit kezelés utan a sejtek médiumat eltavolitottuk, és 500 pl
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PARP reakcidelegyre (56 mM HEPES, 28 mM KCI, 28 mM NacCl, 2mM MgCl,, 0,01 %
digitonin, és 0,125 uM *H-NAD" [0,5 pCi/ml] pH=7,5) cseréltik. Majd 37°C-on 10 percig
tartd inkubalast kovetden a sejteket felkapartuk és Eppendorf csovekbe raktuk. Ezutan 200
pl jéghideg 50 % triklor-ecetsav (TCA) hozzaadasaval kicsaptuk a fehérjéket, a mintakat 4
oran at 4°C-on tartottuk, és centrifugaltuk (10000 x g, 10 perc). A csapadékot kétszer
mostuk jéghideg 5 % TCA oldattal, majd hozzdadtunk 250 pl 2 % SDS / 0,1 M NaOH
oldatot, és egy éjszakan at 37°C-on oldddni hagytuk. Masnap a mintakbol készitett oldatot
az Eppendorf csdvekb6l 7-7 ml ScintiSafe Plus szcintillacios folyadékhoz adtuk. A
radioaktivitast folyadékszcintillacidos szamlaloban (Wallach, Gaitersburg, MD, USA)
mértiik.

8. Sejtes PARP aktivitas enzimcitokémiai kimutatasa

A sejtes PARP aktivitas in situ meghatarozasat elvégeztiik a biotinnal jelslt NAD"
szubsztrat beépiilésén alapuld enzimcitokémiai modszerrel is. Ennek soran a 12 lyuku
szOvettenyésztd plate-ben, a fed6lemezeken tenyésztett sejteket 20 percig kezeltiik
médiumot PARP reakcioelegyre cseréltiik (56 mM HEPES pH=8,0, 28 mM KCIl, 28 mM
NaCl, 2 mM MgCl,, amelyhez kozvetleniil a felhasznalas el6tt még 0,01 % digitonint és
12,5 uM biotinilalt-NAD"-ot [R&D Systems, Minneapolis, MN, USA] adtunk). A sejteket
37°C-on 1 o6raig inkubaltuk, majd 95 % etanollal -20°C-on 10 percig fixaltuk, ezutan a
PARG aktivitast (-20°C-on 10 percig) 10 % TCA kezeléssel blokkoltuk. Ezt kdvetSen 10
percig rehidrataltuk a sejteket szobahdmérsékleten PBS oldatban (pH=7,4). Az endogén
peroxidaz aktivitast 0,5 % H»O, / metanol elegyének 15 perces inkubalasaval blokkoltuk.
A sejteket ezutan PBS oldattal mostuk (2x5 perc), majd a nem specifikus fehérjekdtodések
blokkolasahoz a sejteket szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk 1 % BSA-t és 0,1 %
Triton-X-t tartalmazoé PBS oldatban. Kétszeri PBS - 0,1 % Triton-X mosast kovetoen a
beépiilt biotint (1:100 aranyban higitva PBS - 0,1 % Triton-X oldatban) streptavidinnel
konjugalt peroxidazzal (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA) mutattuk ki. A sejteket PBS
oldattal mostuk (4x5 perc), majd a szinreakciot nikkel-DAB (3,3’-diamino-benzidin)
szubsztrattal végeztiik: a sejteket szobahdmérsékleten 4 percig inkubaltuk nikkel-DAB
oldatban (95 mg DAB, 1,6 g NaCl, 2 g nikkel-szulfat és 25 pl 30 % hidrogén-peroxid 0,1
M acetat pufferben pH=6,0 oldva). A festddés intenzitasanak ndveléséhez a mintakat

TRIS-kobalt oldatban (1,2 g TRIS pH=7,2 ¢s 1 g kobalt-klorid 200 ml desztillalt vizben) 5
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percig inkubaltuk. A feddlemezeket glicerinnel rogzitettiik a targylemezeken. Egyes
kisérletekben a polimerlancba beépiilt biotint fluoreszcens modszerrel, streptavidinnel
konjugalt AlexaFluor*™® fluorokrommal (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 1:100
aranyban higitva PBS — 0,1 % Triton-X oldatban is kimutattuk. Szobah&émérsékleten
harminc percig tarté inkubalds utdn a mintakat PBS-sel mostuk (2x5 perc), majd a

fedélemezeket Vectashield-del rogzitettiik targylemezen.

9. PARP aktivitas kimutatasa enzimhisztokémiai modszerrel

A PARP aktivitas kimutatasat elvégeztiik borszdveten is. Ennek soran a fagyasztott
metszeteket (10 um) -20°C-on 10 percig fixaltuk 95 % etanolban, majd mostuk PBS
(pH=7,4) oldatban. A metszeteket 15 percig permeabilizaltuk 1 % Triton X-100-at
tartalmaz6 TRIS pufferben (pH=8,0). Az enzimreakciét ¢és a szinreakciot az

enzimcitokémiai modszernél leirtakkal azonos mddon végeztiik.

10. PARP aktivitas vizsgalata sejtes ELISA médszerrel

A mérést 96 lyuku szovettenyészté plate-en végeztilk. Ennek soran a J774
makrofagokban 20 perces hidrogén-peroxid kezeléssel (100 - 400 uM) PARP aktivaciot
indukaltunk. Ezt kovetden a médiumot PARP reakcio pufferre (56 mM HEPES, 28 mM
KCl, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0,01 % digitonin és 12,5 uM biotinilalt NAD" pH=8,0)
cseréltiik. 37°C-on egy 6Oran keresztiil tartd inkubacio utan a puffert eltavolitottuk, és 200
ul jéghideg 95 % etanolban -20°C-on 10 percig fixaltuk a sejteket. Az endogén peroxidaz
aktivitast 0,5% hidrogén-peroxidot tartalmazé metanolban 15 percig tartd kezeléssel
gatoltuk. PBS oldattal (300 pl) mostuk a makrofagokat, majd 37°C-on 30 percig 1 %
BSA/PBS oldatban blokkoltuk a nem specifikus kotddések kialakuldsat. PBS mosast
kovetden a beépiilt biotint streptavidinnel konjugalt peroxidazzal (Trevigen, Gaithersburg,
MD) (1:500 aranyban higitva 1 % BSA-t tartalmaz6 PBS oldattal) mutattuk ki. Harminc
perces inkubaciot (37°C) kovetden a szinreakciot mintanként 100 pl TACS-Saphire
szubsztrattal (Trevigen, Gaithersburg, MD) végeztilk. Az abszorbancidt mikroplate

spektrofotométerrel hataroztuk meg (Molecular Devices; Sunnyvale, CA).
11. Kaszpaz aktivitas meghatarozasa

A kaszpaz aktivitast a kereskedelmi forgalomban kaphato kittel (Calbiochem, San

Diego, CA) mértiik, a gyartd utasitdsait kovetve. Az aramlasi citometrias meghatarozas
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soran PhiPhiLux fluorogén peptidszubsztratot hasznaltunk. Ez a két fluorokrommal
konjugalt peptid tartalmazza a kaszpaz-3 szerii proteindz enzimek hasitasi helyéiil szolgalod
DEVD szekvenciat. Az intakt peptidben a fluorokromok egymast ,,quenchelik”, mig a
kaszpazok hasitasa utan a festékek egymastdl eltdvolodnak, és fluoreszcencia novekedésiik
mérhet6 lesz. Kisérleteink soran a 6 6ran at tartd peroxinitrit kezelést kovetden felkapartuk,
majd centrifugaltuk a sejteket. A feliiliiszo eltavolitasa utan a mintakat szuszpendaltuk a
szubsztratot tartalmazé oldatban, majd 37°C-on, 1 6ras inkubéciot kovetéen a kaszpaz

aktivitast aramlasi citometrids méréssel hataroztuk meg.

12. Poli(ADP-ribdz) kimutatasa immuncitokémiai médszerrel

A PARP altal szintetizalt polimert az irodalomban leirtak alapjan (Biirkle és mtsai,
1993) immuncitokémiai modszerrel mutattuk ki. A 12 lyuku szévettenyészto plate-ben, a
fed6lemezeken tenyésztett HaCaT sejteket 37°C-on 20 percig kezeltiik kiilonb6zd
triklorecetsavval -20°C-on 10 percig fixaltuk, majd dehidraltuk a sejteket -20°C-on 70 %,
90 % ¢és 100 % etanollal 5-5 percig. A rehidralast szobahémérsékleten 10 perces 0,1 M
PBS (pH=7.4) oldattal torténd inkubacioval végeztiik. Az aspecifikus kotddéseket 5 %
loszérumban (Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) szobahémérsékleten 1 oras
inkubalassal blokkoltuk. A poli(ADP-rib6z) kimutatasdhoz egér monoklonalis antitestet
hasznaltunk, amit Dr. Alexander Biirkle-t6l (University of Konstanz, Németorszag)
kaptunk. A primer antitesttel 1:300 higitasban 4°C-on egy éjszakan keresztiil inkubaltuk a
sejteket. A mintakat masnap mostuk PBS oldattal (5x5 perc), és loban termeltetett
biotinilalt anti-egér IgG-vel (Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) (1:200 higitasban)
szobahdmérsékleten 1 oran at tartd inkubaciot kovetden PBS oldattal (2x5 perc) mostuk a
nem kotodott antitestek eltavolitasa érdekében. Az immunreakciot avidin-biotin komplex
(ABC: Vetor Laboratories, Burlingam, CA, USA) alkalmazasdval mutattuk ki. Az
elohivast Ni-DAB szubsztrattal végeztiik. Ezt kovetden a fed6lemezeket glicerinnel

rogzitettiik targylemezen.

13. Sejtek NAD " koncentraciojanak meghatarozasa

A sejtekben megtalalhat6 NAD' mennyiségét a korabbiakban kozolt médon
végeztik (Ying és mtsai 2001) az alabbi modositasokkal. A peroxinitrit, illetve hidrogén-
peroxid kezelést kdvetden a sejteket 0,5 M HCIO4 oldatban feltartuk, majd az lizatumot 3
M KCI - 125 mM glicil-glicin pufferrel (pH=7,4) semlegesitettiik. Centrifugalas (10,000 x
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g, 5 perc) utan 20 pl feliilluszot adtunk 230 pl - elézéleg 37°C-on 10 percig eldinkubalt -
NAD "-reakcioelegyhez (6sszetétele: 0,1 mM MTT, 0,9 mM fenazin-metaszulfat, 13 U/ml
alkohol-dehidrogendz, 100 mM nikotinamid, 5,7 % etanol 61 mM glicil-glicin pufferben
pH=7.4). Az abszorbanciat a reakcid inditasakor és azt kovetden tiz perccel Multiscan MS

plate-reader késziilékkel (Labsystem, Finnorszag) 560 nm-en mértiik.

14. Statisztikai elemzés

Az egyes abrakon feltiintetett eredmények négy parhuzamos minta atlagat (= SD)
reprezentaljak. Valamennyi kisérletet legalabb 3-4 alkalommal ismételtiik. Az adott
atlagértékek Osszehasonlitasdhoz Student t-tesztet, ANOVA-t, illetve Turkey post-hoc
tesztet hasznaltunk. A statisztikai kiértékelések soran a kiilonbségeket p<0,05 esetében

tekintettiik szignifikdnsnak.
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EREDMENYEK

1. PARP aktivacio kimutatasa biotinnal-jelolt NAD" felhasznalasaval

A PARP aktivitds kimutatdsara leggyakrabban alkalmazott modszerben
(Schraufstatter és mtsai, 1986) [*H]-mal jellt NAD-ot hasznalnak. Az altalunk bevezetett,
sejtes és szovetes rendszerekben egyarant alkalmazhatdé moédszer alapja szintén a PARP
mikodés eredményeként a polimerlancba beépitett ADP-riboz egységek kimutatasa.
Eljarasunkhoz nincs sziikség radioaktiv jelzésre, mert PARP szubsztratként nem radioaktiv
izotoppal, hanem biotinnal jelolt NAD"-ot hasznalunk. A modszer alkalmas a PARP
aktivacié kvalitativ (immunhisztokémia vagy immuncitokémia), és kvantitativ (sejtes

ELISA) értékelésére.

1.1. A biotinnal jelolt NAD" felhasznalasan alapulé médszer specifitisa

Els6 1épésben azt kivantuk igazolni, hogy modszeriinkkel a PARP mitkddése soran
a polimerlancba beépitett — el6zéleg jelolt — ADP-riboz egységeket detektaljuk. Ennek
érdekében vad tipusi és PARP-1 hianyos egerek hasiiregébdl izolalt makrofagokon
végeztiink immuncitokémiai vizsgalatot (1.1. abra). Hidrogén- peroxiddal (200 uM)
torténd kezelést kovetden kizardlag a vad tipust makrofag sejtek magjaiban tapasztaltuk a
PARP aktivitas fokozodasat. A biotinnal jeldlt NAD™ beépiilése specifikus PARP
gatloszerekkel, 3-aminobenzamiddal és PJ-34-gyel, teljes mértékben gatolhat6 volt. Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy a biotinnal jelolt NAD" polimerlancba torténd beépiilése

valoban a PARP-1 miikodésének tulajdonithato.
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1.1. abra. A hidrogén-peroxid altal Kkivaltott poli-ADP-ribozilacié kimutatasa
peritonealis egér makrofagokban enzimcitokémiai modszerrel

A vad tipusa (PARP™") (B) és PARP hianyos (PARP™) (E) egerek hasiiregébél izolalt
makrofagokat 200 uM hidrogén-peroxiddal kezeltiik A sejtes PARP aktivitast a beépiilt,
biotinnal jelolt NAD" detektalasan alapuld, enzimcitokémiai modszerrel mutattuk ki.
Hidrogén- peroxiddal torténé kezelést kovetden kizardlag a vad tipusu makrofag sejtek
magjaiban tapasztaltuk a PARP aktivitas fokozodasat. A PARP enzim ismert inhibitoraval,
PJ-34-gyel (C, F) a biotinnal jeldlt NAD" beépiilése teljes mértékben gatolhaté volt.

1.2. A PARP aktivitas kimutatasa J774 makrofagokban enzimcitokémiai médszerrel

A biotinnal jeldlt NAD" szubsztrat felhasznalasaval torténd enzimcitokémiai festést
tenyésztett J774 makrofag sejteken is elvégeztiik. Az 1.2. abran szerint a festédés minden
esetben elsdsorban a sejtek magjaiban figyelhetd meg. Ez arra utal, hogy a biotinilalt-
NAD" metabolizmuséért felelds enzim a sejtmagban lokalizalodik. Csekély mértékii
festodés a sejtek tobbségében megfigyelhetd, ami azt jelzi, hogy a poli-ADP-ribozilacio
kiilsé stimulustdl mentes koriilmények kozott is folyamatosan lejatszodik a sejtekben. Az
interfazisban 1évé sejtekkel ellentétben az osztdodd sejtekben rendkiviil intenziv
magfestddést tapasztaltunk A PARP inhibitor PJ-34-gyel torténé eldkezelés gatolta az

enzimaktivitast.
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1.2. abra. Hidrogén-peroxid altal kivaltott poli-ADP-ribozilacié kimutatisa J774
makrofagokban enzimcitokémiai médszerrel

A kezeletlen (A, B) és az 500 uM hidrogén-peroxiddal kezelt (C, D) sejtekben a beépiilt,
biotinnal jelst NAD" detektalasan alapuld enzimcitokémiai modszerrel mutattuk ki a
PARP aktivitast. A hidrogén peroxiddal kezelt sejtekben kimutatott fokozott poli-ADP-
ribozilaciot (C) a PARP inhibitor PJ-34 (5uM) gyakorlatilag a kontrollnak megfelel6
szintre csokkentette (D).

1.3. A PARP aktivitas fokozodasanak meghatarozasa J774 makrofagokban sejtes
ELISA modszerrel
Az éaltalunk kidolgozott sejtes ELISA modszer alkalmas a PARP aktivitas

kvantitativ meghatarozasara is. 96 lyukll szovettenyésztd plate-en tenyésztett J774

crcr
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mértiik a kezelés hatasara bekovetkezd abszorbancia-valtozast. Hidrogén-peroxid kezelést
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1.3. abra. Hidrogén-peroxid altal kivaltott PARP aktivitas kvantitativ meghatarozasa
J774 makrofiagokban

Az abran feltiintetett koncentraciokban kezeltiik a J774 sejteket hidrogén-peroxiddal. Az
oxidativ stressz altal indukalt PARP aktivitas mértékét sejtes ELISA modszerrel (A) és a
beépiilt, ["H]-NAD" beépiilésének meghatarozasan alapulé médszerrel (B) mértik. A két
mérés egymassal jo korrelaciot (* = 0,92) mutatott. Az adatok 4 reprezentativ mérés
atlagat, (£ SD) mutatjadk be. (*p<0,05, **p<0,01 a kontrollhoz képest szignifikans
emelkedés; ##p<0,01 a gatloszer szignifikans hatasa)

A PARP inhibitor PJ34 az alkalmazott rendszerben kimutatott PARP aktivitdst
gatolta. Az altalunk kidolgozott sejtes ELISA modszerrel kapott eredmények jo korrelaciot
(r* = 0,92) mutattak a hagyomanyos, [*H] radioaktiv izotoppal jelslt NAD"™ beépiilés

kimutatasan alapuldo PARP aktivitasmérések eredményeivel.

1.4. PARP aktivitas kimutatasa bérben enzimhisztokémiai modszerrel

Modszeriink nemcsak sejtes rendszerekben, hanem szdvetmintak estében is
alkalmazhat6 a PARP aktivitas kimutatasara. Ennek érdekében hidrogén-peroxiddal kezelt
egerek hatborébol készitett fagyasztott metszeteken végeztiink enzimhisztokémiai
vizsgalatokat. A kontroll egerek borébol készitett metszetekhez képest a kezelt allatok
esetében jelent6s PARP aktivitasfokozodas volt megfigyelhetd, amit az intenziv festddés
jelzett (1.4. abra). PARP inhibitorok, 3-aminobenzamid és PJ-34, gatoltak a biotinilalt-

NAD" beépiilését, bizonyitva ezzel, hogy a festédés valoban PARP aktivitast detektal.
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1.4. abra. PARP aktivitds kimutatisa hidrogén-peroxiddal kezelt egerek bérében
enzimhisztokémiai médszerrel

A kezeletlen (A) és a hidrogén-peroxiddal kezelt (B, C) egerek borébol készitett
fagyasztott metszetekben a biotinnal jelolt NAD" detektalasan alapuld enzimcitokémiai
modszerrel mutattuk ki a PARP aktivitast. (C) SmM PARP inhibitor 3-amino-benzamiddal
elokezelt metszet.

2. Gallotannin hatiasa a PARG és PARP enzimek aktivitasara
2.1. A gallotannin citoprotektiv hatasa az oxidativ stresszben

Kisérleteink elso 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy a PARP aktivacid modositasaval
befolyasolhato-e az oxidativ tényezok karositdo hatdsa. Ennek érdekében azt vizsgaltuk,
hogy a PARG inhibitorként ismert gallotannin rendelkezik-e a PARP gatloszerekéhez
hasonl6 citoprotektiv hatassal. Méréseink eredményei aldtdmasztjak a gallotannin oxidativ
stresszben feltételezett védo szerepét. Mind a hidrogén-peroxiddal, mind a peroxinitrittel
kezelt sejtek esetében az oxidativ stressz altal kivaltott — a korabbiakban mar ismertetett
MTT moédszerrel detektalt — citotoxicitds minden esetben jelentés mértékben csokkent a

gallotanninal el6kezelt sejtekben (2.1.a. abra).
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2.1.a. abra. Oxidativ stressz hatasa a HaCaT sejtek viabilitasara
A HaCaT keratinocitakat 37°C-on 30 percig el6kezeltiik 50 uM gallotanninnal (GT), majd

cre

stresszt indukaltunk a sejtekben. Négy ora utan MTT teszttel vizsgaltuk a mitokondrialis
enzimaktivitast. Ahogyan az lathatd, mind a peroxinitrit (A), mind pedig a hidrogén-
peroxid (B) altal kivaltott nagy mértéki citotoxicitas szignifikdns mértékben lecsdkkent a
gallotanninnal kezelt sejtek esetében. Az adatok 4 reprezentativ mérés atlagat, (= SD)
mutatjak be. (¥*p<0,01 a kontrollhoz képest szignifikdns ndvekedés és; #p<0,05 a
gallotannin szignifikans hatasa)

A citotoxicitds egy masik jellemz0 paramétere a sejtmembran karosodasnak
tulajdonithat6 laktat-dehidrogenaz felszabadulas. Kimutattuk, hogy mar 50 uM
gallotannin szignifikdins moédon csokkentette a sejtekbol kidramlo laktat-dehidrogenaz

mennyiségét.( 2.1.b. abra)
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2.1.b. abra. Oxidativ stressz hatasa a HaCaT Kkeratinocitak sejtmembran
integritasara

A HaCaT keratinocitdkat 37°C-on 30 percig el6kezeltiik 50 uM gallotanninnal (GT), majd
az abran feltiintetett koncentraciokban kezeltilk a sejteket hidrogén-peroxiddal, illetve
peroxinitrittel. Négy ora utan a citotoxicitas mértékét LDH modszerrel hataroztuk meg. Az
MTT modszer eredményeivel Osszhangban az LDH teszt eredményei is alatdmasztjak a
gallotannin citoprotektiv hatasadt mind peroxinitrit (A) mind pedig hidrogén-peroxid (B)
altal kivaltott oxidativ stressz esetében. Az adatok 6 reprezentativ mérés atlagat, (= SD)
mutatjak be. (**p<0,01 a kontrollhoz képest szignifikins ndvekedés; ##p<0,01 a
gallotannin szignifikans hatasa)

A propidium-jodid felvételén alapuld citotoxicitdsi moddszer is hasonlo
eredményeket mutatott. A modszer alapja az, hogy a fluorokrom propidium-jodid kizarélag
a sériilt membrannal rendelkezé sejtek DNS-éhez kotédik. Igy a kezeletlen és a kiilonbozd
modon kezelt sejtkultirakban a fest6do sejtek szama jelzi az oxidativ stressz altal kivaltott
citotoxicitas mértékét. A gallotannin fokozta a sejtmembran oxidativ stressz elleni
védelmét, amit a propidium-jodiddal fest6dott sejtek szadmanak jelentds mértéki

csokkenése jelzett.( 2.1.c. abra)

32



50uM GT+250uM ONOO" [5S0uM GT+500uM ONOO" | 50uM GT+300uM H,0, | S0uM GT+500uM H,0,

2.1.c. abra. Oxidativ stressz hatiasa a HaCaT Keratinocitak propidium-jodid
felvételére
A HaCaT keratinocitdkat 37°C-on 30 perces 50 uM gallotannin (GT) kezelést kovetden, az

srer

stresszt indukaltunk a sejtekben. Négy ora utan a citotoxicitas mértékét a sejtek propidium-
jodid festédése alapjan mutattuk ki. A peroxinitrit- (B, C) és hidrogén-peroxid-kezelés (D,
E) egyarant nagy mértékben toxikus hatastnak bizonyult, mely hatdst a gallotannin
elokezelés egyértelmiien lecsdkkentette a kontroll sejtekben (A) kimutathato szintre (G, H,
I, J). Onmagaban 50uM gallotannin nem bizonyult citotoxikus hatastunak (F).

Mindharom citotoxicitdst detektdld6 modszer eredményei arra engednek
kovetkeztetni, hogy a PARG inhibitor gallotannin valoban citoprotektiv hatdsu az oxidativ

stressz-szel szemben.

2.2. A gallotannin hatisa a PARP aktivaciora

Mint azt korabban igazoltuk, az oxidativ stressz hatasara jelent6s mértékii PARP
aktivacio mutathatd ki tobbek kozott HaCaT keratinocitdkban is. A gallotannin
citoprotektiv hatasanak felismerését kovetéen azt vizsgaltuk, hogy a gallotannin
befolyasolja-e a PARP aktivitasat. Ismeretes, hogy a sejtek NAD'/ATP deplécidjat okozo
poli(ADP-ribozilacid) folyamatanak gatlasa, vagy legalabbis visszaszoritdsa mar szamos
kérfolyamat esetében citoprotektiv hatdsu (Pacher és mitsai, 2002, Mabley és mtsai,
2001LAP). A biotinilalt-NAD" beépiilés detektalasan alapuld, in situ PARP aktivaciot
kimutaté modszeriinkkel kapott eredmények szerint mind a hidrogén-peroxid, mind a
peroxinitrit altal indukalt oxidativ stresszt kdvetd, jelentés mértékben fokozott PARP

aktivacid teljes mértékben gatolhatd volt 50 uM gallotanninnal csakigy, mint a jol ismert
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PARP inhibitor 3-aminobezamiddal. A kezeletlen, valamint a kizarélag gallotannin, illetve

3-AB kezelést kapott sejtek 6nmagukban minimalis PARP aktivitdst mutattak (2.2. abra).

. o
a

300uM H,0% 250uM ONOO™ °

50uM GT 50pM GT+300puM H,O0, 50uM GT+500uM H,O0, 50uM GT+250uM ONOO™ Q50puM GT+500uM ONOO

5mM 3-AB SmM 3-AB+300uM H,O, § 5mM 3-AB+500pM H,0, J§5mM 3-AB+250uM ONOO' i 5mM 3-AB+500pM ONOO

2.2.abra Oxidativ stressz altal stimulilt PARP aktivacié kimutatisa HaCaT
keratinocitakban

Az abran feltiintetett koncentraciokban 20 percig 37°C-on kezeltik a HaCaT sejteket
hidrogén-peroxiddal, illetve peroxinitrittel, majd a PARP aktivitds kimutatasat
enzimcitokémiai médszerrel, biotinnal jelolt NAD"™ szubsztrat felhasznalasaval végeztiik.
A kontroll sejtekben (A) tapasztalthoz képest jelentds PARP enzimaktivitast figyeltiink
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)
gatolta a hidrogén-peroxid és peroxinitrit altal kivaltott PARP aktivaciot HaCaT sejtekben.

2.3. A gallotannin hatasa a HaCaT sejtek poli(ADP-rib6z) tartalmara
Immuncitokémiai vizsgalataink szerint a hidrogén-peroxid és a peroxinitrit kezelés
az ADP-rib6z polimer mennyiségének novekedéséhez vezetett, mint azt a polimer
immuncitokémiai modszerrel torténd detektalasaval kimutattuk. A PARP inhibitor 3-
aminobenzamid jelenlétében nem tapasztaltunk kimutathatdé mértékti ADP-ribozilaciot
(3.3. abra). Ezzel ellentétben, a gallotannin eldkezelés nem csokkentette, hanem kissé
fokozta az immuncitokémiaval kimutathatdo poli(ADP-rib6z) mennyiségét. A kizarolag
gallotannin kezelésben részesiilt sejtek esetében nem tapasztaltunk szamottevd poli(ADP-
ribdz) akkumulaciot, ami arra utal, hogy a HaCaT sejtekben nem folyik jelentdés mértéki

bazalis poli(ADP-rib6z) szintézis.
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2.3. abra. Oxidativ stressz hatdsa a HaCaT Kkeratinocitak poli(ADP-rib6z)

srer

A HaCaT sejtekben 37°C-on 20 percig tartdo 500uM peroxinitrit (B) és 500uM hidrogén-
peroxid (E) kezelés hatdsara a kontroll sejtekhez (A) képest megfigyelhetd fokozott
poli(ADP-rib6z) akkumulaciét poli(ADP-rib6z) immuncitokémiai modszerrel mutattuk ki.
A PARP inhibitor 3-aminobenzamid (3-AB) mindkét esetben gatolta a poli(ADP-rib6z)
akkumulaciot (egészen pontosan: kdzvetleniil annak szintézisét) (D, G). Ezzel ellentétben a

crcr

mM 3-AB, sem pedig 50uM gallotannin nem okozott szémottevd poli(ADP-riboz)
akkumulécidt (az dbran nem feltiintetett eredmény).

2.4. Az intracelluliris NAD" mennyiségének viltozisa oxidativ stressz sorin a
gallotanninal kezelt HaCaT sejtekben

A gallotannin - valdészintileg a PARP poli-ADP-ribozilacidjanak fokozddasa révén
— gatolta a PARP aktivitasat. A PARP enzimaktivitds gatlasanak egy tovabbi bizonyitéka a
csokkent mértékii szubsztrat (NAD") felhasznalas. Eredményeink szerint a hidrogén-
peroxiddal, illetve peroxintrittel kezelt sejtek esetében mérhetd nagy mértékii NAD"

felhasznalast a gallotannin el6kezelés szignifikdns moédon csokkentette (2.4. dbra).
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2.4. abra. Oxidativ stressz hatisa a HaCaT Keratinocitik NAD" koncentraciéjara

A peroxinitrittel és hidrogén-peroxiddal indukalt oxidativ stresszt kdvetGen az abran
feltiintetett idépontokban mértiik a kontroll és a gallotanninnal kezelt sejtekben a NAD" -
koncentraciot. S00uM hidrogén-peroxid- (A) és 500uM peroxinitrit-kezelés (B) egyarant
jelentés mértékben lecsokkentette a HaCaT sejtekben mérheté NAD' -koncentraciot. A
gallotannin el6kezelés hatasara szignifikansan kevésbé csokkent a hidrogén-peroxid- (A)
és peroxinitrit kezelést (B) kovetéen a sejtekben mérheté NAD' mennyisége. Az adatok 6
reprezentativ mérés atlagat, (= SD) mutatjak be. (*p<0,05, **p<0,01 a kontrollhoz képest
szignifikans csokkenés; (#p<0,05 a gallotannin szignifikans hatasa)

A gallotannin el6kezelés esetében tapasztalt fokozott mértékii poli(ADP-riboz)
akkumulacio, illetve mérsékelt NAD" felhasznalas, valamint a PARP aktivacio gatlasa

alatamasztja azon feltételezésiinket, hogy a gallotannin a PARP enzimet kdzvetett modon
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gatolja: megakadalyozza a PARP termékének, a lebontdsat, ami az enzim autoinhibicidjat

okozza.

. .. + r er . e I3 . z
3. Az intracellularis Ca®*" koncentracié szerepe az oxidativ stressz altal indukalt
citotoxicitasban

3.1. A peroxinitrit hatisa az intracellularis Ca**-koncentraciéra
Kisérleteink els6 1épésében azt vizsgaltuk, hogy a peroxinitrit donor SIN-1 okoz-e
peroxinitrit-donor SIN-1-gyel kiilonb6z6 koncentraciokban kezelt sejtekben mérték az

: s 2+ ;o ’ "o r . 1
intracellularis Ca”™ -koncentraciot a kezelést megeldzden és azt kovetden.
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3.1. bra. A peroxinitrit hatasa az intracellularis Ca**-koncentraciéra
A peroxinitrit donor SIN-1 (A) és az autentikus peroxinitrit (B) jelentés novekedést

crcr

A kapott eredmények szerint a SIN-1 kezelés hatasara az intracellularis Ca*'-
koncentracio jelentés mértékben megnétt (3.1. abra). Ezutan kérdésként meriilt fel az, hogy
milyen forrsokbél szdrmazhat a citoplazméba keriild nagy mennyiségli Ca®'? Ezért
munkatarsaink megismételték az el6zé kisérletet azzal a moddositassal, hogy az
extracellularis tér nem tartalmazott Ca>*-t. Ilyen koriilmények kozott a SIN-1-gyel torténd
kezelést kovetéen kizarolag az intracellularis raktarak johettek szoba, mint potencialis
Ca”'-forrasok. A mérési eredmények az elézGekben tapasztaltnal kisebb mértékii
intracellularis Ca®'-koncentracid-ndvekedést mutattak. Ezek alapjan arra kovetkeztetiink,
hogy a SIN-1 hataséra a citoplazmaba dramlé Ca®" ionok elsédleges forrasa elsésorban az
extracellularis Ca®’, az intracellularis raktarakbél felszabadulé Ca’" mennyisége csak

. o .7 ’ r 2+ RIS o
kisebb mértékben jarul hozza a mért Ca” -koncentracio novekedéséhez.
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Vizsgaltak az autentikus peroxinitrit hatasat is a sejtekre. A 3.1. abra szerint mar 10
uM peroxinitrit hatdsara szignifikdnsan megnétt az intracellularis Ca**-koncentracio, és a
peroxinitrit kozegbdl torténd eltavolitdsa utdn sem valtozott jelentds mértékben. Ezen
megfigyelések alapjan feltételezhetd, hogy a kisérletekben tapasztalt jelenségek a
peroxinitrit membrankarositd hatasanak tulajdonithatéak. Az a tény, hogy a peroxinitrit
rendszerbdl torténd eltavolitast kdvetden az oxidativ stressz altal kivaltott intracellularis
Ca®"-koncentracié rendkiviil kis mértékben ugyan, de mégis csokkent, arra utal, hogy bér a
sejtmembran nagy részben sériilt, am karosodasa nem teljes mértékii. Kontroll
kisérletekben sem a peroxinitrit oldoszereként hasznalt puffer (pH=11), sem a peroxinitrit
bomlastermékei nem eredményeztek szamottevé véltozast az intracellularis Ca®'-

koncentracioban.

3.2.a. A kalciumjel szerepe a peroxinitrit citotoxikus hatasaban

Korabbi munkank soran mar igazoltuk, a peroxinitrit HaCaT sejtekre gyakorolt
citotoxikus hatasat (Szabo és mtsai 2001). A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a
peroxinitrit altal kivaltott Ca**-mobilizacid hozzajarul-e az oxidans citotoxikus hatasahoz.
A mitokondridlis enzimaktivitas detektalasan alapuldo MTT viabilitasi assay eredményei
alapjan kitiinik, hogy a peroxinitrit d6zisfliggé citotoxicitast okoz. Ezt a hatast szignifikans
mértékben csokkentette a membranpermeabilis kalciumkelatorral (BAPTA-AM, 2,5 uM)
torténd elokezelés (3.2. 4abra). Hasonlod, bar kisebb mértékli citoprotektiv hatast
tapasztaltunk BAPTA-AM elokezelés esetében a peroxinitrit-donor SIN-1-gyel kivaltott
oxidativ stressz esetében. A citotoxicitasi vizsgalatok eredményei alapjan joggal
feltételezhetd, hogy az intracellularis Ca®’-koncentracié novekedése hozzajarul a

peroxinitrit altal stimulalt citotoxicitashoz.

3.2.b. Hidrogén-peroxid és szuperoxid-anionnal indukalt oxidativ stressz vizsgalata
Az elobbi tapasztalatok wutan azt vizsgaltuk, hogy a fenti eredmények
altalanosithatdak-e az oxidativ stressz-dgensek esetében is. Hidrogén-peroxid esetében is
jelentés mértékli az oxidativ stresszel szembeni védelem a BAPTA-AM-mel kezelt
sejtekben (3.2. abra). Ezzel ellentétben, a szuperoxid-anion kezelést (xantin/xantin-oxidaz )
kovetden lényegében nem volt kimutathat6 kiillonbség a BAPTA-AM-mel eldkezelt, illetve
elokezelést nem kapott sejtek kozott. A szuperoxid-anion altal kivaltott sejthalal ezzel
szemben egyértelmiien gatolhatdo gyokfogd vegylletekkel (N-acetil-cisztein, redukalt

glutation és szuperoxid-diszmutaz/katalaz rendszer).
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3.2. abra. A Kkalcium mobilizici6 szerepe az oxidativ stressz altal Kkivaltott
citotoxicitasban

A 96 lyuku szovettenyésztd plate-en tenyésztett sejteket (80% konfluencia) kezeltiik 125
UM peroxinitrittel, 2,5 mM SIN-1-gyel, 250 uM hidrogén-peroxiddal és szuperoxiddal
(500 pM xantin + 10 mU/ml xantin-oxidaz). Négy ora elteltével MTT modszerrel
meghataroztuk a kontrol és a 2,5 uM BAPTA-AM-rel 30 percig elokezelt sejtek
viabilitasat. A BAPTA-AM el6kezelés citoprotektiv hatasinak bizonyult a peroxinitrittel
(A), a peroxinitrit donor SIN-1-gyel (B), és hidrogén-peroxiddal kivaltott oxidativ stressz
esetében. A szuperoxiddal indukalt (C) citotoxicitds esetében nem tapasztaltunk hasonld
védohatast. Az adatok 4 reprezentativ mérés atlagat, (= SD) mutatjak be. (*p<0,05 a
kontrollhoz képest szignifikans csokkenés).
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3.3. Osszefiiggés a sejtdenzitas és az oxidativ stresszel szemben mutatott érzékenység
kozott

Ismeretes, hogy amint a HaCaT sejtek elérik a teljes konfluencia allapotat,
differencialédasnak indulnak. Ennek soran szamos sejtfunkcidjuk moddosul, és tobb
tulajdonsagukban is kiilonboz6évé valnak a még szubkonfluens sejtkultira proliferalddo
sejtjeitdl (Ryle 1989). Ezért megvizsgaltuk, hogy van-e kimutathat6é kiilonbség a még
szubkonfluens, proliferalodd és a mar posztkonfluens, differencialodo sejtek oxidativ
stresszel szemben mutatott érzékenységében. Azt talaltuk, hogy a szubkonfluens
sejtkulturdk (20-80 % sejdenzitas) kozel azonos modon reagaltak a peroxinitrit, a hidrogén-
peroxid vagy a szuperoxid-anion altal indukalt oxidativ stresszre, mig a konfluens sejtek
(100 % sejtdenzitas) jelentds ellenalloképességet mutattak (3.3. abra). Eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy jelent6s szerepe lehet a konfluens sejtek kozott fellépd direkt
sejt-sejt  kontaktus lehetdségének az oxidativ stressz elleni nagyfoka védelem

kialakitasaban.
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3.3. abra. A sejtdenzitas hatisa az oxidativ stressz altal kivaltott citotoxicitasra
HaCaT sejtekben

96 lyuku szdvettenyésztd plate-en kiilonb6zé (20-100%) konfluencidju sejtkulturikat
kezeltiink 125 uM peroxinitrittel (A), 250 uM hidrogén-peroxiddal (B) és szuperoxiddal
(C) (500 uM xantin + 10 mU/ml xantin-oxidaz). Négy ora elteltével az oxidativ stressz
altal kivaltott citotoxicitas mértékét MTT moddszerrel hataroztuk meg. Az abran feltiintetett
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a posztkonfluens sejtkultirak esetében az oxidativ
stresszt kivaltd tényez6tdl fiiggetleniil, jelentdsen kevesebb az elhalt sejtek szama, mint a
még intenziven proliferalodd szubkonfluens sejttenyészetek esetében. Az adatok 6
reprezentativ mérés atlagat, (£ SD) mutatjdk be. (**p<0,01 a kontrollhoz képest
szignifikans csokkenés).
3.4. A Ca*-mobilizacié és a sejtdenzitas hatdsa a peroxinitrit altal indukalt PARP
aktivaciora

Korabbi munkankban (Virag és mtsai 2002) kimutattuk, hogy a peroxinitrit altal
kivaltott citotoxicitdsban jelentds szerepe van a PARP aktivacionak. Tovabbi
kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az intracellularis Ca®"-koncentracio és a sejtdenzités
milyen modon ¢és mértékben befolyasolja a HaCaT sejtek PARP aktivitasat. Az
intracellularis Ca®"-kelator BAPTA-AM jelentds mértékben gatolta a peroxinitrittel
stimulalt PARP aktivaciot (3.4. &bra). Peroxinitrit kezelést kdvetéen a konfluens

sejtkultirakban a PARP aktivaci6 mértéke jelentdsen kisebb volt a szubkonfluens, illetve
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BAPTA-AM elékezelést nem kapott kultirakban tapasztalthoz képest. Onmagaban a
BAPTA-AM kezelés nem volt hatassal a bazalis PARP aktivitasra.
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3.4. abra. A BAPTA-AM és a sejtdenzitas hatiasa a peroxinitrit altal kivaltott PARP
aktivaciéra HaCaT sejtekben

Szubkonfluens (80%) (A) és konfluens (100%) (B) sejtkulturakat kezeltiink 125 uM
peroxinitrittel. Harminc perc elteltével a kontroll és a BAPTA-AM-mel (2,5 uM) kezelt
sejtek PARP aktivitasat a beépiilt ['TH]-NAD" mennyiségének mérésével hataroztuk meg.
Peroxinitrit kezelést kovetden a konfluens sejtkultardkban a PARP aktivacié mértéke
jelentésen kisebb volt a szubkonfluens, illetve BAPTA-AM el6kezelést nem kapott
kultardkhoz képest. Az adatok 4 reprezentativ mérés atlagat, (= SD) mutatjak be.

3.5. A Ca’**-mobilizacio és a sejtdenzitas hatdsa a peroxinitrit altal kivaltott kaszpaz-3
aktivalédasra

A peroxinitrit citotoxikus hatasa részben apoptotikus, részben pedig a nekrotikus
jellemzoket mutat (Virag et al. 1998a,b, Szabo et al. 2001). Kordbbi kisérletekben
kimutattak, hogy kiilonféle sejttipusokban (HaCaT, timocitak, fibroblasztok) a PARP
aktivacid a sejthaldl folyamatat az apoptozis feldl a nekrdzis irdnyaba tereli. A PARP
ugyanis miikddése soran kimeriti a sejt NAD" és ATP készletét, gatolva ezzel az apoptézis
energia-igényes lépéseit (Virdg és mtsai 1998a, b, Ha és Synder 1999, Filipovic és mtsai
1999). Ezért megvizsgaltuk, hogy a Ca’’-mobilizacio, illetve a sejtdenzitas hogyan
befolyasolja a peroxinitrit altal indukalt kaszpaz aktivalodast, ami az apoptotikus sejthalal

egyik jellemz0d paramétere.
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3.5. abra. A BAPTA-AM és a sejtdenzitas hatiasa HaCaT sejtek peroxinitrit altal
kivaltott kaszpaz-3 aktivacidjara

Szubkonfluens (80%) (A) és konfluens (100%) (B) sejtkulturdkat kezeltiink 125 uM
peroxinitrittel. Hat 6ra elteltével PhiPhiLux ™ fluorogén kaszpéz-3 szubsztrattal kezeltiik a
sejteket. A kontroll és a BAPTA-AM-mel (2,5 uM) kezelt sejtekben aramlasos citometrias
modszerrel mértiik a kaszpaz-3 aktivitas mértékét. a BAPTA-AM el6kezelés a peroxinitrit
altal kivaltott kaszpaz aktivalodast szignifikans mértékben csokkentette az elokezelést nem
kapott sejtekhez képest. A peroxinitrittel torténd kezelést kovetden a konfluens sejtek
kaszpaz aktivalddasa is jelentosen kisebb mértékii volt, mint a szubkonfluens sejtekben. Az
adatok egy reprezentativ mérés eredményeit mutatjak be. Az abran feltiintetett szamértékek
mutatjak egy adott sejtpopulacioban (100%) azon sejtek aranyat (%), melyekben kaszpaz-3
aktivitas detektalhato.

Eredményeink szerint a peroxinitrit altal kivaltott kaszpaz aktivalédast a BAPTA-
AM szignifikans mértékben csokkentette. (3.5. abra). A peroxinitrit kezelést kdvetden a
konfluens sejtek kaszpaz aktivitdsa is jelentOsen kisebb volt, mint a szubkonfluens

sejtekben.
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MEGBESZELES

Kisérleteink els6¢ részében célunk volt annak megvizsgalasa, hogy a PARG
aktivitasdnak gatlasa miként befolydsolja az oxidativ stresz altal kivaltott sejthalal
folyamatat. A poli(ADP-ribozilacio) folyamata elengedhetetlen része a sejtproliferacio, a
transzkripcio, a fehérje degradacio és a sejthalal folyamatainak (Virag és Szabd, 2002). A
PARP enzim vizsgalatara iranyul6 kisérletek hosszii ideig radioaktiv izotoppal (*H, **P)
jeldlt NAD" szubsztrat felhasznalasaval torténtek. Munkacsoportunk kidolgozott egy olyan
modszert, amelyhez nincs sziikség radioaktiv izotopra és egyarant alkalmazhat6 a PARP
aktivitds meghatarozasara sejtes és szovetes rendszerekben. A mddszer azon alapszik, hogy
az enzimreakci6 soran az alkalmazott biotinilalt NAD"-bél lehasitott, majd a polimerlancba
beépiilt biotinnal jelolt ADP-riboz egységek kimutatasaval detektaljuk a PARP
enzimaktivitasat. J774 makrofagokon végzett kisérleteink alkalmaval megfigyeltiik, hogy a
kezeletlen sejtekben a biotinnal jelzett poli-ADP-ribéz polimerek egyértelmiien a
sejtmagban mutathatoak ki. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy az altalunk
alkalmazott biotinnal jeldlt NAD" specifikus szubsztratja a magban lokalizalédo PARP-1
enzimnek. Az enzim ADP-rib6z egységekbdl hosszu és elagazod polimerlancokat szintetizal
a magban talalhat6 akceptorfehérjéken, illetve sajat magén is. Korabban kimutattak (Zhang
és Snyder, 1993), hogy in vitro kisérletekben az altalunk is hasznalt biotinnal jelolt NAD"
szubsztratként szolgalhat mono(ADP-ribozilacios) folyamatokban is. Ez a G-protein-
kapcsolt reakcidé azonban a plazmamembranban zajlik, mig az altalunk végzett
enzimcitokémiai festésekkel csak a sejtmagban mutattuk ki a biotinnal jeldlt NAD"
jelenlétét. Ez alapjan elmondhatd, hogy rendszeriinkben a jelolédés poli-ADP-
ribozilalodast detektal.

Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a mitozisban 1évo J774 sejtek magjaiban az
interfazisos sejtekhez viszonyitva rendkiviil intenziv festddést tapasztalhatunk. A mitozis
kiilonboz6 fazisaiban 1évé sejtekben a fokozott mértekli festddés egyértelmiien a
kondenzalt kromatinallomanyra lokalizalodik. Az interkromatin régidban nem
tapasztaltunk az eldbbivel Oszemérhetdé mértékli festédést. Ez a megfigyelés jo
Osszhangban 4ll azon korabbi kisérleti eredményekkel, amelyek a PARP szerepét igazoljak
a DNS replikacioé folyamataban. Tobb munkacsoport (Ferro és mtsai, 1984, Bauer és mtsai,
2000, Bauer és Kun, 2000) is kimutatta, hogy a PARP enzim szabalyozza a topoizomeraz-I

enzim mikodését is. Egyéb, szintén a DNS replikacioban részt vevd fehérjékhez ugy, mint
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a DNS polimeraz-I-primaz komplexhez kotddve szintén szabalyozza azok miikodését
(Dantzer és mtsai, 1998). Simbulan-Rosenthal és mtsai (1999, 2001) eredményei szerint a
PARP hianyos sejtek kultaraiban tetraploid populaciok jelentek meg, ezzel szemben a vad
tipust, PARP inhibitorokkal kezelt sejtkultirakban ezt a jelenséget nem tapasztaltak. Ez a
megfigyelés azt bizonyitja, hogy valojaban maganak a PARP enzimnek a jelenléte, nem
pedig a PARP enzimaktivitas az, ami sziikséges a kromoszomak szerkezetének
stabilizalasahoz. Korabbi kutatisok eredményei azt mutattdk, hogy a PARP enzim a
sejtosztddas soran a centroszomakban és kromoszomakban lokalizalédik (Kanai és mtsai,
2000), ami jo Osszhangban all sajat megfigyeléseinkkel, miszerint a mitotikus sejtek
magjaiban fokozott poli-ADP-ribozilacio/PARP aktivitds mutathaté ki. Korabbi
kozleményekbdl mar ismeretes, hogy az oxidativ stressz tobb sejttipusban PARP aktivaciot
indukal (Szabo és mtsai, 1998, Virag és mtsai, 1998). Sajat kisérleteink soran a hidrogén-
peroxiddal kezelt J774 makrofagok sejtmagjaiban is fokozott PARP aktivitast mutattunk ki
a polimerlancba beépiilt, biotinnal-jelolt ADP-riboz egységek detektalasan alapulod
modszeriinkkel. A hidrogén-peroxid kezelés altal kivaltott fokozott poli-ADP-ribozilaciot a
PARP inhibitor PJ-34 és 3-AB is gatolta. Ez a megfigyelés bizonyitja, hogy az altalunk
hasznélt biotinnal-jelolt NAD" valoban specifikus szubsztratja a PARP-nak. Az elmult
néhany év soran Osszesen tobb mint tiz PARP aktivitassal rendelkezé enzim létezését
mutattak ki, amelyeket a felfedezés sorrendje szerint neveztek el (Virag és Szabo 2002,
Smith, 2001). A PARP enzimcsalad kiilonb6z6 tagjai eltéré doménszerkezettel és
szubcellularis lokalizacioval rendelkeznek. Eltérd az affinitisuk a DNS-hez és az
aktivaciojukat el6idézé stimulusok sem azonosak. Sajat megfigyeléseink szerint az
oxidativ stressz hatasara kizarolag a vad tipusii makrofagok magjaiban tapasztaltunk
fokozott PARP aktivitasra utald intenziv festédést. Ez a megfigyelés azt bizonyitja, hogy
oxidativ stressz estében a PARP-1 enzim aktivacidja okozza a fokozott poli-ADP-
ribozilaciot.

Az utdbbi évek soran intenziv kutatdsok folynak a poli(ADP-rib6z)-glikohidrolaz
(PARG) miikodésének €s bioldgiai szerepének felderitésére (Davidovic €s mtsai, 2002,
Ying és mtsai, 2001, Ying és Swanson, 2000). Leirtdk példaul asztrocitdkban és
idegsejtekben indukalt oxidativ stressz alkalmaval a tanninszer(i vegyliletek csaladjaba
tartoz0 PARG gatlo gallotannin és nobotannin B citoprotektiv hatasat (Ying és mtsai,
2001, Ying és Swanson, 2000). Mindezek ismeretében, valamint HaCaT és AS549 tiid6
epitél sejteken végzett kisérleteink tapasztalatai alapjan elmondhatjuk, hogy a PARG

inhibitor vegytiletek oxidativ stressz soran tapasztalt citoprotektiv hatasa nem korlatozodik
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egyetlen sejttipusra, hanem 4altalanos tulajdonsag. A HaCaT sejteken végzett
kisérleteinkben a nekrotikus sejthalal paramétereit detektaldé mérések (LDH felszabadulés
és propidium-jodid felvétel) eredményei azt mutattdk, hogy a gallotannin szignifikans
mértékben gatolja az oxidativ stressz altal kivaltott citotoxicitast.

Kimutattuk, hogy a PARG aktivitas gallotanninnal torténd blokkolasa altal a PARP
aktivitas is gatolhato. A PARG az altal, hogy biztositja a PARP-1 aktiv allapotat,
hozzéjarul a fokozott mértékii poli(ADP-rib6z) szintézishez, mely a sejt NAD" készletének
kimeritéséhez, végeredményben pedig a sejt halalahoz vezet. A PARG inhibitor
gallotannin megakadalyozza a PARP-1 aktiv allapotanak helyreallitasat, igy kozvetett
moédon gatlodik a PARP-1 aktivitasa is. Ez pedig csokkent poli-ADP-ribozilaciot, vagyis
csokkent NAD" felhasznalast eredményez, ami az el6bbi tapasztalatok ismeretében néveli
a sejtek taléloképességét.

Szem el6tt kell azonban tartani hogy a gallotannin rendelkezik bizonyos mértékii
antioxidans hatassal, valamint azt, hogy kdzvetlen modon is képes gatolni a PARP-1-et.
Kisérleti tapasztalataink szerint a gallotannin citoprotektiv  hatast biztositd
koncentraciokban (20-50 uM) alkalmazva 50%-os mértékben csokkentette a PARP
aktivitast (nem kozolt eredmény). Azt egyelére még nem tudjuk, hogy ez a hatas valdjaban
tényleges farmakologiai gatlasnak tulajdonithatd, vagy pedig a gallotannin protein
denaturalé hatdsdnak (mely tulajdonsdg a tanninokra altalanosan jellemzd) eredménye.
Mindezek ellenére nem valoszinli, hogy a gallotannin citoprotektiv hatasa kizarélag az
antioxidans hatdsnak és a PARP-1-re gyakorolt kozvetlen gatlasnak tulajdonithat6. Ezt
tamasztjak ald kisérleti eredményeink is, hiszen a gallotanninnal és peroxinitrittel vagy
hidrogén-peroxiddal kezelt sejtekben kimutatott poli(ADP-rib6z) akkumulacio azt
bizonyitja, hogy az oxidativ stressz indukalasat kovetéen valamennyi reaktiv intermedier
mindenképpen bejutott a sejtekbe, és ott PARP aktivaciot okozott. A polimer akkumulacio
bizonyitja tovabba azt is, hogy PARP aktivacio torténik gallotannin jelenlétében is.

Az altalunk, valamint mas munkacsoportok altal végzett kisérletek eredményei is
igazoljak a PARP gatloszerek jotékony hatasat kiilonféle eredeti gyulladasos
folyamatokban, iszkémia/reperfuzio, illetve sokkos allapotokban. Mindezen megfigyelések
alapjan feltételezheté, hogy a PARP inhibitorok gyogyaszati alkalmazasa hatékony
modszer lehet szamos betegség (agyvérzes, a miokardium iszkémia-reperfiizios karosodas,
diabétesz, a diabéteszes endotélialis diszfunkciok) kezelésében (Virag és Szabd, 2002).
Szem el6tt kell azonban tartani azt a tényt is, hogy a PARP gatlas eredményeként fellépd

kiilonféle hatasok jelentdsen befolyasolhatjak a DNS-repairt iranyito folyamatokat, és ezek
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a valtozasok a transzformalt sejtek elszaporodasat eredményezhetik (Tsutsumi és mtsai,
2001, Lubet és mtsai, 1986).

Igaz, hogy a PARP gatlasanak biologiai hatasairdl sem rendelkeziink kielégitd
ismeretekkel, a PARG gatloszerek hatasmechanizmusar6l gyakorlatilag semmiféle
meggy6z6 informacié nem létezik. Mindenesetre biztatdé az a megfigyelés, amely szerint
szamos betegségben bizonyitottak kiilonféle tanninszarmazékok (gallotannin és tanninsav)
tumorellenes hatasat (Gali-Muhtasib és mtsai, 2001, Srivastava és mtsai, 2000, Kaul és
Khanduja, 1998, Gali és mtsai, 1993, Perchellet és mtsai, 1992). Sajat kisérleteink
eredményei €s mas munkacsoportok tapasztalatai alapjan feltételezziik, hogy a PARG
inhibitorok gyogyaszati alkalmazasa hasonléan jotékony hatasunak bizonyulnak mindazon
sulyos betegségek esetében, ahol a PARP gatloészerekkel mar bizonyitottan kedvezd
hatasokat értek el.

Tovabbi munkankban azt vizsgaltuk, hogy van-e szerepe HaCaT sejtekben a Ca®"
intracellularis koncentracio-valtozasanak a peroxinitrit altal kivaltott citotoxicitasban.
Eredményeink szerint a peroxinitrittel vagy a peroxinitrit-donor SIN-1-gyel torténd
kezelést kovetden jelentds mértékben novekedett a HaCaT sejtek intracellularis Ca"
koncentracidja. Ez a felismerés 0sszhangban van azon korabbi megfigyelésekkel, amelyek
szerint a peroxinitrit-kezelés Ca*" bearamlast indit el timocitikban, idegsejtekben, és izolalt
mitokondriumokban (Virag és mtsai, 1999, Ohkuma ¢és mtsai, 2001, Packer és Murphy,
1994). Bar az emlitett — citoplazmaba aramlo — Ca’" forrasa nagyobb részben az
extracellularis tér, az intracellularis kalciumraktarakbol felszabadulé Ca®" mennyisége is
hozzajarul a kimutatott koncentraciondvekedéshez. Az extracellularis térb6l a
kalciumionok nagy mennyiségben torténd bearamlasa minden bizonnyal a peroxinitrit
plazmamembrant karosito hatasanak az eredménye.

Az intracellularis Ca®"-kelastor BAPTA-AM a peroxinitrit 4ltal kivaltott
citotoxicitast szignifikinsan csokkentette. Ez egyértelmiien bizonyitja a Ca>" szerepét a
sejthalal folyamataban. Mint azt tovabbi kisérleteink alkalmaval kimutattuk, a BAPTA-
AM védo hatasa nem korlatozodik a peroxinitrittel kivaltott citotoxicitdsra. A BAPTA-AM
hasonld véddszerepet mutatott a hidrogén-peroxiddal torténd kezelés esetében is. Ezen
megfigyelések alapjan elmondhaté, hogy a Ca®" fontos szerepet tolt be az oxidativ stressz
altal kivaltott citotoxicitas folyamataban. Az altalunk is megfigyelt jelenség, miszerint az
intracellularis Ca®" koncentraci6 csokkentésével visszaszorithaté az oxidativ stressz 4ltal
kivaltott citotoxicitas, 0sszhangban all mas munkacsoportok korabbi tapasztalataival, akik

kimutattak oxidativ stressz soran a kalcium-kelatoroknak a vese tubularis sejtjeire (Ueda és
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Shah, 1992), a glutamattal kezelt kortikalis neuronokra (Frandsen és Schouboe, 1991),
valamint az iszkémia okozta neuronalis sériilésekre (Tymiansky és mtsai, 1993) gyakorolt
védGhatasat. Meglepé modon a szuperoxid altal kivaltott citotoxicitassal szemben a Ca®”
kelator nem bizonyult véd6 hatasunak. Ez arra utal, hogy az oxidativ stresszt kiilonb6z6
modon kivaltd tényezok eltérd citotoxicitasi utvonalakat inditanak el.

Korabbi munkank soran mar kimutattuk, hogy a peroxinitrit altal kivaltott oxidativ
stressz HaCaT sejtekben tobb, parhuzamos ttvonalakon futd sejthaldl folyamatot indit el
(Szabé ¢és mtsai, 2001). Az oxidans kisebb koncentraciokban torténé alkalmazasa
az apoptotikus atvonal helyett a poli-ADP-ribozilacion keresztiil nekrdzis iranyaba tolja el
a folyamatot (Szab6 és mtsai, 2001). A PARP ugyanis a polimerizacids reakcioi soran
elhasznalja a sejtek NAD" és ATP tartalékait, ezért a jelentds mennyiségii energiat igényld
apoptotikus folyamatok gatlodnak (Virag és mtsai, 1998a, Ha és Synder, 1999, Karczewski
és mtsai, 1999, Tasker és mtsai, 1997). Hasonldo megfigyeléseket tettek korabban is
timocitakon, Caco-2 vastagbél sejteken, valamint 0jsziilott patkanyok agyabol készitett
metszeteken végzett vizsgalatok alkalmaval (Virdg és mtsai, 1999, Karczewski és mtsai,
1999, Tasker és mtsai, 1997). Mivel a PARP-1 miikddéséhez nincs sziikség kalcium ionra
(Virag és mtsai, 1999), valdsziniisithetd, hogy a Ca®" inkabb a PARP aktivaciojat kivalto
jelatviteli folyamatokat szabalyozza. Ezzel Osszhangban Cantoni és munkatarsai azt
talaltak, hogy tercier-butil-hidrogén-peroxiddal, illetve peroxinitrittel torténd kezelést
kovetben a ROI termelddése kalciumfiiggé moddon fokozddott U937  sejtek
mitokondriumaiban (Guidarelli és mtsai, 1997, 2001). Egy masik megfigyelés szerint a
DNS torésért inkabb a masodlagosan képzddd szabad gyokok tehetdk feleldssé, mintsem
kozvetleniil maga a primer oxidativ stimulus (Guidarelli és mtsai, 1997, 2001). Ezek arra
engednek kovetkeztetni, hogy feltehetden a kalciumion inditja el azt a folyamatot,
amelynek eredménye a mitokondriumokban zajlé reakciok egyenstlyanak felborulésa.
Ennek kovetkeztében a mitokondrialis ROI termelddés fokozodik a sejtekben, ami DNS
toréseket és PARP aktivaciot okoz.

Sajat megfigyeléseink és mas munkacsoportok eredményei is azt mutattak, hogy a
PARP aktivacidja tehetd felelossé az apoptotikus sejthaldl nekrézis iranyaba torténd
eltolodasaért. Amellett, hogy a fokozott PARP aktivitas jelentds ATP felhasznalasal jar,
milkddése soran gyorsan iiriti ki a sejtek energiaraktarait, a nagy koncentracioban jelenlévo

kalciumionok raadasul az ATP termeld folyamatokat (glikolizis, oxidativ foszforilacio) is
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nekrotikus halalat. Ismeretes, hogy a kalcium-kelator vegyiiletek is gatoljak a PARP
aktivaciot (Virag és mtsai, 1999), ezért arra szamitottunk, hogy az altalunk alkalmazott
kalcium-kelator, a BAPTA-AM a HaCaT sejtekben a peroxinitrit altal kivaltott citotoxikus
folyamatot az apoptdzis iranyaba tereli. Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a peroxinitrit
altal kivaltott kaszpaz aktivaci6 a BAPTA-AM hatasara szignifikdns mértékben csokkent.
Mivel a kaszpaz aktivacidhoz nem sziikséges a kalciumion jelenléte (Stennicke és
Salvesen, 1997), joggal feltételezhetjiik, hogy a peroxinitrit altal kivaltott apoptotikus
sejthalal folyamatiban az intracellularis Ca®" koncentracio névekedésének a kaszpaz
aktivaciot megel6zo 1épésben lehet meghatarozo szerepe.

A Ca’’-mobilizacio, és az intracellularis Ca®’-koncentraciéban bekdvetkezd
valtozasok szerepe az egyes apoptotikus Utvonalak indukalasaban még korantsem
tisztazott. Elképzelhetd, hogy oxidativ stressz hatasara a citoszolba nagy koncentracidban
bearamld Ca** mitokondrialis membrandepolarizaciét okoz, minek eredményeként a
citokrom c kiaramlik a citoszolba, ahol az apoptoszoma képzddésén keresztiil aktivalodo
kaszpaz-9 aktivalja a kaszpaz-3 effektor enzimet. Természetesen tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak felderitésére, hogy milyen mechanizmus szerint torténik a peroxinitrit
kezeléssel kivaltott Ca’’-mobilizacid, és hogy konkrétan milyen Ca*’-fliggd és/vagy
fliggetlen folyamatok hatarozzak meg az oxidativ stressz altal indukalt egyes citotoxicitasi
utvonalakat.

Kisérleteink soran azt is megfigyeltiik, hogy a HaCaT sejtek oxidativ
stresszel szemben mutatott érzékenysége fiigg a vizsgalt sejtkultira denzitasatol. Bizonyos
koriilmények kozott, mint pl. a sebgyogyulasban, amikor megsziinik a keratinocitak kozotti
kontaktus és a sejtek ismét proliferalnak, a keratinocitak érzékenyebbek az oxidativ
stresszel szemben. Mas kutatocsoportok hozzank hasonléan szintén tapasztaltak tobb
sejttipus esetében, hogy a konfluens és szubkonfluens tenyészetek sejtjei teljesen eltérd
modon reagalnak egyes stimulusokra. Vessey €s mtsai 1995-ben kimutattadk, hogy az
epidermiszt alkoto felszinben taldlhatd nagymértékben differencialodott keratinocitak
oxidativ stresszel szemben rendkiviil ellenalldéak. Ez a megfigyelés szintén 6sszhangban all
sajat, in vitro kisérleteink eredményeivel. A konfluens sejtek oxidativ stresszel szemben
tanusitott nagyfoku ellenalloképessége a csokkent mértékli PARP aktivacionak és a
kaszpaz-medialt apoptdzis gatlasanak a kovetkezménye.

Mindezen tapasztalatok ismeretében felvetédik a kérdés, hogy vajon a
kalciumszignal és a sejtdenzitasban bekovetkezd valtozasok altal elinditott jelatviteli

folyamatok egyiittes hatasanak lehet-e szerepe a HaCaT keratinocitdk oxidativ stresszel
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szemben mutatott érzékenységének szabalyozasaban? A kalciumjel szerepére vonatkozdan
Yuspa és mtsai 1988-ban megallapitottak, hogy a felszini keratinocitak intracellularis Ca*"
szintje egyértelmiien nagyobb, mint a bazalis sejteké. Az emlitett megfigyeléseknek
latszolag ellentmondanak sajat eredményeink, azonban feltételezésiink szerint nem az
intracellularis Ca®" mennyisége, hanem sokkal inkabb annak koncentraciojaban
bekdvetkezd vdltozdsok szolgalnak a citotoxicitast kivaltd szignal forrasaul. Ezek alapjan
értheté, hogy azokban a sejtekben, amelyekben az intracellularis Ca®* koncentracio
eredendden nagy, a peroxinitrit nem okoz olyan mértékli emelkedést, amely citotoxicitast
okozna. Ezzel szemben a bazalis réteg proliferalodo keratinocitdiban lényegesen kisebb az
intracellularis Ca®" koncentracidja. Ebbdl adodéan ezek a sejtek nagyobb kalcium jellel és
fokozott elhalasal reagalnak a peroxinitrit kezelésre. Feltételezésiink szerint a
szubkonfluens (proliferalédd) és a konfluens (differencialodd) keratinocitak oxidativ
stresszel szemben mutatott eltéré érzékenységének hatterében a metabolizmus kiillonbségei
allhatnak. Az anyagcsere fontossagat tamasztja ala az a megfigyelés is, amely szerint a
Krebs-ciklusban szubsztratként szerepld anyagok citoprotektiv hatdsuak az oxidativ
stresszben (Ying és mtsai, 2002, Lee és mtsai, 2001), viszont a pentoz-foszfat itvonal
gatlasa ezzel ellentétes hatast (Le Goffe és mtsai 2002). Ez valdszinileg azzal
magyarazhad, hogy az alkalmazott kezelés hatdsara egyrészt fokozodik a sejtek
energiafelhasznalasa, ugyanakkor az energiat szolgaltaté metabolikus folyamatok gatoltak,
igy nincs lehetdség az energia utanpotlasara. Ezek tovabbi figyelembe vételével és
tapasztalataink alapjan valosziniisithetd, hogy -—legalabbis nagyrészt- a metabolikus
folyamatokban fellelheté kiilonbségekkel magyarazhaté a proliferalodd és konfluens

sejtkulturak peroxinitrittel szemben mutatott eltérd érzékenysége.
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OSSZEFOGLALAS

Szamos korfolyamat kialakulasaban jatszik jelentds szerepet, a reaktiv oxigén- és nitrogén-
tartalmu intermedierek (ROI, RNI) fokozott mértéki termelddésével jellemezhetd oxidativ
stressz. E reaktiv intermedierek, mint pl. a peroxinitrit és a hidrogén-peroxid DNS
toréseket okozva aktivaljadk a poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP-1) enzimet, mely
szubsztratjat a NAD'-ot nikotinamidra és ADP-ribozra hasitja, majd az ADP-riboz
egységeket specifikus akceptor fehérjékhez kapcsolva elagazd polimereket szintetizal A
PARP-1-nek szamos biologiai folyamatban (DNS hibajavitds, kromatinszerkezet,
replikécio, transzkripciod és telomerhossz szabalyozasa) tulajdonitanak szerepet. Azonban
gyulladasos folyamatokban, sokkos allapotokban ¢és reperfuzié alkalmaval a fokozott
mértékben termelddé reaktiv intermedierek talzott mértékii PARP aktivaciot indukalnak,
ami elsésorban a sejtek NAD" és ATP raktarainak kimeritésén keresztiil nekrozist okoz.
Munkacsoportunk kidolgozott harom, a PARP aktivitds detektalasara alkalmas:
enzimcitokémiai, enzimhisztokémiai €s sejtes ELISA modszert, melyekben biotinnal jelolt
NAD"-ot hasznalunk a PARP szubsztratjaként. Megvizsgaltuk tovabba a poli(ADP-riboz)
katabolizmust szabalyozé poli(ADP-riboz) glikohidrolaz (PARG) enzim szerepét az
oxidativ stresszel indukalt citotoxicitdsban. Eredményeink szerint a PARG gatlo
gallotannin (GT) szignifikansan csdkkentette HaCaT sejtekben a peroxinitrittel/hidrogén-
peroxiddal indukalt citotoxicitast (csokkent LDH felszabadulés, propidium jodid felvétel és
kaszpaz-3 aktivitas), gatolta a sejtek NAD" raktarainak kimeritését, fokozta a poli(ADP-
ribdz) akkumuléciot, s ezaltal gatolta a sejtek PARP aktivitasat. Tovabbi munkank soran a
kalcium mobilizacié és a sejtdenzitds szerepét vizsgaltuk HaCaT keratinocitakban a
peroxinitrittel és hidrogén-peroxiddal indukalt citotoxicitasban. Kimutattuk, hogy a
A kalcium kelator BAPTA-AM szignifikansan csokkentette a peroxinitrittel és hidrogén-
peroxiddal indukalt citotoxicitast. Azt is megfigyeltiik, hogy differencialodo, konfluens
keratinocitdk rezisztensek az oxidativ stresszel szemben. Tapasztalataink alapjan az
oxidativ stressz altal kivaltott citotoxicitasban alapvetd és valoszinlileg egymassal
osszefliggh szerepe van a Ca®" homeosztizisnak, a sejtdenzitasnak és a poli-ADP-

ribozilacidnak.
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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 Ca*"
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 Ca’" homeostasis, cell density and poly(ADP-ribose) metabolism

in the regulation of oxidative stress-induced cytotoxicity.
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