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Bevezetés
Nitrozativ stressz és a nitrozativ stressz biologiai hatdsai

Az elmult évtizedek biologiai kutatasainak legfontosabb eredményei
kozé tartozik a reaktiv mitrogén intermedierek (RNI) in vivo
jelentdségének felismerése. A legismertebb RNI-t, az NO-t a nitrogén-
monoxid szintdz (NOS) enzimek termelik. Hosszi 1don &t az NO-t
citoprotektiv €s citotoxikus hatdsok kivaltasara is képesnek tartottak,
azonban mads, bioldgiailag jelentds RNI-k felismerése oOta inkabb
citoprotektiv hatdsunak tekintik. Az NO szuperoxid anionnal lezajld
reakcidjaban képzddd vegyiiletet peroxinitritnek nevezziik. Az NO egy
elektronos redukciojanak terméke a nitroxil anion.

A peroxinitrit tobb aminosav oxidativ modositdsara képes, ami
enzimek €s ioncsatornak inaktivalodasahoz vezethet. A peroxinitrit altal
kivaltott nitralédas a tirozin ¢€s a triptofan oldallancokon torténik. A
reakcidban képz6dd nitrotirozint eredetileg az in vivo termel6dd
peroxinitrit indikatoranak tekintik. A nitroxilnek szintén vannak
biokémiai hatasai, els6sorban a fehérjék ciszteinil oldallancot moédositja,
illetve atmeneti fémkomplexekkel reagal.

A peroxinitrit citotoxikusnak mutatkozott szamos sejtvonalon,
példaul HaCaT keratinocitdkon, Raw makrofagokon ¢€s timocitdkon. A
nitroxil  citotoxikusnak  bizonyult neuronokon, MCF-7 human

tiildékarcinoma sejtvonalon, V79 horcsog tiidd fibroblaszt vonalon is.

A poli(ADP-riboz) polimeraz-1

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) géncsalad 18 tagja koziil a
legismertebb ¢és a legelterjedtebb a PARP-1. A PARP-1 egy- vagy
kétszalt DNS torés hatasara aktivalodik, homodimereket alkot és a DNS
torésekhez kapcsolodik. A DNS-hez kapcsolddas indukalja a PARP-1



enzimatikus aktiviciojat. Az aktivalt PARP-1 a NAD" hasitasaval poli-
ADP-rib6z polimereket (PAR) szintetizal a megfeleld akceptor fehérjék
glutamat oldallancaira.

A PARP-nak bizonyitottan szerepe van a genomi integritas
megvédésében, a DNS hibajavitasban, a replikdcidban, a génexpresszid és
a differencialodas szabdlyzasaban. Azonban szempontunkbol a
legfontosabb a sejthalalban jatszott szerepe. A sejtelhaldsanak két tipusat
kiilonboztetjiik meg: alapvetden morfologiai jellemzok alapjan beszéliink
apoptozisrol, illetve onkozisrol.

A PARP aktivaciot a DNS karositd szerek citotoxikus hatasaval
eldszor Berger és munkatarsai hoztak osszefiiggésbe. Az elmélet szerint a
PARP aktivaci6 elfogyasztja a sejt NAD' készletét a PAR szintézis
koézben. A NAD' ujraszintézise pedig ATP igényes, igy elfogy a sejt ATP
készlete. Az ATP hianya leallitja az ATP igényes folyamatokat, a NAD"
hidnya pedig a mitokondrialis elektrontranszportlancot allitja le, ami a
membranpotencial 6sszeomlasahoz vezet. Emiatt a mitokondridlis F1/F0
ATPaz enzim ATPé4z-ként kezd miikodni. Ezek a folyamatok az ATP
mennyiség és a sejtbeli energia csOkkenéséhez vezetnek. A PARP az
ATP/NAD" szintet csokkenté képessége miatt gatolja az energiaigényes

apoptozis beindulasat és az onkozis felé tereli a sejtet.

Oxidativ stressz patologiai szerepe

A peroxinitrit in vivo fiziologiai hatasairdl részletes ismeretekkel
rendelkeziink. Peroxinitrit talzott termelddését ischaemia-reperfizids
karosodasban, sokkban, illetve gyulladasban mutattak ki. Bizonyitottak az
Osszefiiggést a peroxinitrit termelddése és a patologiai elvaltozasok
kozott. A peroxinitrit DNS torések 1étrehozasdn keresztiii PARP

aktivaciohoz vezet. In vivo vizsgalatok a nitroxillal kapcsolatban



elsésorban a keringési rendszerre gyakorolt hatasat vizsgaltak. Sziven az
NO-hoz hasonl6 hatasokat okoz a nitroxil kezelés.

Egy masik — szamunkra fontos — szabad gyokok altal aktivalhato
enzimcsoport a matrix metalloproteindzok (MMP) csaladja. Az MMP-k
szerteagazd funkcioval rendelkezd cink endopeptidazok. Fizioldgids
funkciojuk az extracellularis matrix Ujraépiilésének biztositasa fiziologias
¢s patoldgids folyamatok soran. Aktivacidjuk szerepet jatszik tobb
betegségben, példaul artritiszben €s kardiovaszkularis betegségekben.

Az MMP-k inaktiv proenzimek formajaban szintetizdlodnak. Az
inaktivitasért a fehérje N-terminalisan taldlhatd propeptid (vagy
autoinhibitor) domén felelds. Az MMP aktivacionak két utjat ismerjik. A
proteolitikus aktivaci6 esetében az autoinhibitor domént valamilyen
protedz lehasitja. A proteolitikus aktivacid soran valtozik az adott MMP
molekulatomege, a kb. 8-12 kDa méretii inhibitor domén lehasadésa utan.

Késébb ismerték meg a térszerkezetvaltozas okozta aktivacids
utvonalat. Ebben az  esetben a  zimogénben  valamilyen
térszerkezetvaltozas vezet az aktivaciohoz. Ilyen hatast fejthetnek ki erds
detergensek, merkurivegyiiletek, vagy ROI-k, illetve peroxinitrit. Mas
csoportok mar demonstraltak ennek az Gitvonalnak a jelenétét szivben.

A szivelégtelenség kialakulasdban nagy jelentdséggel bir az
extracellularis matrix lebontasdnak ¢és felépitésének egyensulyanak
megbomlasa. A szivben az extracellularis matrixot felépitd kollagén
sériilése esetén a kardiomiocitak ,,megcsusznak”, ami ventrikularis
dilatacidhoz, fokozatos kontraktilis diszfunkcidhoz és a szivfunkciok
altalanos gyengiiléséhez vezet.

Munkank soran megvizsgaltuk az RNI-k szerepét a doxorubicin

(DOX) kivaltotta kardiotoxicitdsban. A DOX egy széles spektruma,



antraciklin alapu, szolid tumorok, limfomak, illetve leukémiak kezelésére
hasznalt citosztatikum. A DOX legsulyosabb mellékhatasa stlyos
kardiotoxicitasa.

A kardiotoxicitas oka a DOX katalizélta szabadgyok termelés, amit
az antracénszarmazékok kinon-szemikinon ciklikus atalakuldsa okoz a
szivizomsejtek mitokondriumaban. A redukcioval képz6dd szemikinon
instabil vegylilet ¢és az elektronjat konnyen tovabbadja reaktiv
intermediereket hozva l1étre. A DOX kezelés a szivizomsejtek
energiahaztartasdit megzavarja, ¢és kdarositja a szivizomsejtek DNS

allomanyat, illetve leirtdk a DOX NF«kB aktival6 hatasat is.

Célkitiizés
Munkank sordn az alabbi két témakor koré csoportositottuk kérdéseinket.
Az Angeli sobdl felszabadulo nitroxil citotoxicitdasanak vizsgalata.
— Aktivalja-e az Angeli s6 a DNS torés - PARP aktivacio utvonalat?
— Hasonlit-e az Angeli s6 altal kivaltott citotoxicitds a mas
oxidansokkal (hidrogén peroxid, peroxinitrit) kivaltott sejthalalhoz?
— Képzddik-e peroxinitrit Angeli s6 kezelés sordn?
A doxorubicin altal okozott kardiomiopatiaban a szabad gyokok és a
PARP szerepének vizsgalata.
— A doxorubicin altal okozott kardiomiopatidban aktivalodik-e a DNS
torés - PARP aktivacio utvonal, és ez vezet-e sejtpusztulashoz?
— Van-e matrix metalloproteindz aktivacio a doxorubicin indukalta

kardiomiopatidban a szivben?



Anyagok és modszerek
Timocita preparalas és kezelés
Hat-nyolc hetes him C57BL6 egerek timuszat hasznaltuk
kisérleteinkben. A sejteket RPMI-1640 médiumban tartottuk, melyet 10%
fotalis borjusavoval egészitettiink ki (37°C-on 5% CO,). Nitroxil
termelésére az Angeli s6 (AS) nevli gyokdonor vegyiiletet hasznaltuk,

PARP gatloszerként 3-amino-benzamidot (3AB) alkalmaztunk.

Doxorubicin kezelés

Him Balb/c egereket (25-30g) egyszeri ddzisban kezeltiink DOX-al
(25 mg/kg 1.p.). Az éallatokat két nappal a kezelés megkezdése utan
hasznaltuk az aldbb részletezett vizsgalatokra. A PJ34 (PARP inhibitor)
kezelés egy oraval a DOX beadasa elott kezdddott (20 mg/kg i.p.) és
folytatodott naponta (3x10 mg/kg/nap). Az FP15 kezelés (1 mg/kg/nap

p.o., ivovizbe keverve) két oraval a DOX kezelés el6tt kezd6dott.

Egyszalu DNS torések kimutatasa
A DNS toréseket comet assay-vel mutattuk ki a Trevigen comet

assay kitjének segitségével.

Radioaktiv PARP aktivitdsmérés

A timocitdkat 30 percen at kezeltik el6 PARP inhibitorral, ezt
kovetoen AS-t adtunk a rendszerhez. A médiumot 0,5 ml aktivitasméro
pufferre cseréltik, mely 0,5 pCi/ml *H-NAD-ot tartalmazott. Harminc
perccel késobb a sejtfehérjéket jéghideg 50%-0s TCA-val kicsaptuk. A
csapadékot 2% SDS/0.1 N NaOH oldatban szolubilizaltuk, a beépiilt

radioaktivitast folyadékszcintillacios szdmlaloval mértiik meg.



Immunodotblot alapu poli(ADP-riboz)meghatarozas

A timocitdkat az eléz6éekben targyalthoz hasonléan kezeltiik, majd
lizaltuk RIPA pufferben, melyet NaOH-dal és EDTA-val egészitettiink ki.
A mintdkbol 20 pg fehérjét vittiink fel Hybond N+ membranra dot-blot
technikaval. A blotot 0,4 M NaOH fixalas utan blokkoltuk, majd anti-
poli(ADP-ribdz) elleni antitesttel mutattuk ki a képzédott PAR-t.

Citotoxicitds meghatadrozadsa

Az AS kezelés altal kivaltott sejtpusztulast propidium jodid (PI)
felvétellel hataroztuk meg. A sejteket el6szor PARP inhibitorral kezeltiik
30 percen at, melyet AS kezelés kovetett 4 6rdn at. A timocitakat ezutan
2,5 pg/ml PI oldattal festettiik 15 percen at, majd aramlési citometridval

analizaltuk a mintakat.

Annexin-FITC - propidium jodid kettds jelolés
Harom o6raval az AS kezelés utan a sejteket PBS-ben mostuk és 10’
sejtet 5 ul Annexin V-FITC-cel és 5 pg/ml PI-dal Annexin festettiink. A

mintakat aramlasi citometriaval elemeztik.

Mitokondrialis membran depolarizdcio és szuperoxid termelés kimutatdsa
A mitokondridlis membranpotencial valtozasat €s a szekunder
szuperoxid termelést 3,3’dihexiloxakarbocianin jodid ¢és hidroetidium

kettds festéssel hatdroztuk meg dramlasi citometridval.

Kaszpaz-3 aktivitas mérése

Hat oraval az AS kezelés megkezdése utan a timocitakat lizaltuk. A
lizatumokhoz reakcidpuffert adtunk, amely tartalmazta a kaszpaz-3
specifikus DEVD-pNA konjugatum szubsztratot (300 pM). Egy o6ra

inkubdcid utdn a pNA abszorbanciajat spektrofotometriasan mértiik.



A DNS fragmentacio kimutatasa (DNS létra képzddése)

Az internukleoszomalis DNS fragmentaciot agarOz
gélelektroforézissel mutattuk ki az AS kezelés megkezdése utan 6 oraval.
A sejteket agaroz gélre vittiik fel, melyen az elektroforézis soran SDS-t és
proteindz K-t futattunk keresztiil. A megfuttatott gélben a DNS-t etidium
bromiddal festettiik meg.

Nitrotirozin kimutatdsa Western blot segitségével

A sejteket 30 percen at AS-sel és peroxinitrittel kezeltiik, majd RIPA
pufferben lizaltuk. 15 pg fehérjgét SDS-PAGE  segitségével
elvalasztottunk és nitrocellul6z membranra transzferaltunk. A fehérjékben

1év6 nitrotirozint specifikus antitesttel mutattuk ki.

Szérum laktat dehidrogendz és kreatin kinaz aktivitasanak meghatdrozdsa

Két nappal a DOX kezelés utan az egerekbdl vért vettiink a vena
cava inferiorbol. A vért hagytuk megalvadni, és a laktat dehidrogenéaz és
kreatin kindz aktivitdst kolorimetrias aktivitdsmérd kitekkel mértik a

szérumbol. Az LDH ¢és CK aktivitdsokat U/L dimenzidban fejeztiik ki.

Metalloproteinaz zimografia

Két nappal a DOX kezelés megkezdése utan az egerek szivét
fiziologias sooldattal perfundaltuk, majd kimetszettiik. Az igy nyert
szovetmintat  kalcium  tartalmu  pufferben homogenizéaltuk. A
homogenizatumokat ezutan 2X SDS mintapufferrel kevertiik 6ssze, és
szobahOmeérsékleten inkubdltuk 15 percen at. Ezekbdl a mintdkbol 7,5 pg
fehérjét zimografias gélekre vittlink fel. A géleket a futtatds utan
renaturaltuk 30 percig alland6 razatas alatt, majd az el6hivast 37 °C-on
végeztikk éjszakan. Az emésztetlen szubsztratot Brilliant Blue festékkel

festettiik meg.



Eredmények
Az Angeli so dltal kivaltott timocita sejthalal vizsgalata

AS kezelés (200uM) a sejtek genomi DNS-ében egyszala toréseket
okozott. Permeabilizalt timocitdkban AS kezelés hatasdra megnovekedett
a TCA-val kicsaphato tricialt fehérjék mennyisége, ami a PARP aktivitas
megemelkedésére utal. Az aktivitds specificitasait 3AB eldkezeléssel
igazoltuk. A PAR polimerek dot bloton specifikus antitesttel torténd
kimutatasa a radioaktiv modszerhez hasonlé eredményt mutattak.

Az AS kezelés a timocitak koncentraciofiiggd nekrozisdhoz vezetett.
A K;3Fe(CN)g ¢s TEMPOL gyokfogokal torténd eldkezelés megvédte a
timocitadkat az AS altal indukalt sejtpusztulastol, amibdl arra utal, hogy a
felszabadulo nitroxil hatasara 1épett fel citotoxicitas. Az intracellularis
kalcium megkdtése a sejtpermeabilis BAPTA kalcium kelator vegytilettel
szignifikédns védd hatast mutatott hasonléan a PARP inhibitor 3AB-hez.

A citotoxicitas jellemzésére Annexin-FITC és PI kettds festést is
végeztiink. Az AS-sel kezelt sejtek harom populacidt képeznek: a
FITC/PI kett6és negativ normal, a PI pozitiv onkotikus, illetve a FITC
uM AS-val kezelve az onkotikus és apoptotikus sejtek ardnya megné a
kontroll mintdban mérthez képest. 3AB eldkezelés csokkenti az onkotikus
sejtek aranyat megndvelve az apoptotikus és a normal sejtek aranyat.

A timocitdk AS kezelése (150uM) utdan a mitokondrialis
membranpotencial lecsokkent, illetve ezzel parhuzamosan megnovekedett
a szekunder szuperoxid produkcio. A PARP gatlasa szignifikdnsan
csokkentette, de teljesen nem gatolta meg ezeket az elvaltozasokat.

A sejthaldl tovabbi jellemzésére a kaszpaz-3 aktivitasat és a DNS

létra képzddését vizsgaltuk. A kaszpaz—3 aktivacidja nitroxil hatdsara



enyhe, kiss¢ elnyujtott emelkedést, majd csokkenést mutatott. PARP
inhibitor jelenlétében a kaszpaz—3 aktivitds hasonlo lefutdsa volt, &m
hamarabb kezdett emelkedni, és joval magasabb értéket ért el, mint az
inhibitor nélkiili mintdknal. A DNS Iétra képzédése a kaszpaz
aktivitdshoz hasonl6 dinamikat mutatott.

Kisérleti rendszeriinkben nem taldltunk jelentds fehérjenitralodast,
mig pozitiv kontrollunk — peroxinitrittel kezelt timocitdk — erdteljes jelet

adott.

A PARP és szabad gyokok szerepe a doxorubicin altal okozott
kardiomiopatiaban

A DOX kezelés soran a szivizomsejtek pusztuldsat szérum
markerenzimek (CK ¢és LDH) aktivitasvaltozdsanak kovetésével
vizsgaltuk. Két napos DOX kezelés mind a CK, mind az LDH
szérumszintjét megemelte. Mind az FP15, mind a PJ34 eldkezelés
meggatolta mind a CK, mind az LDH szint emelkedését. Vagyis a DOX
kezelés soran fellépd sejtelhalds patomechanizmusdban mind szabad
gyokok, mind a PARP aktivacio szerepet jatszik.

Az oxidativ stressz altal aktivalt MMP-ket zimografiaval
azonositottuk. A kontroll szivekben nem, vagy alig lattunk MMP
aktivitast. A DOX kezelés hatasara mindkét kisérlet soran megjelent egy
34 kDa molekulatomegili zselatindz enzim. A sdvok denzitometralasaval
megbecsiiltik az enzim aktivitdsanak valtozasat, mely mintegy
négyszeres aktivitasvaltozdst mutatott a DOX kezelt mintdkban a
kontrollhoz képest. Az FP15 kezelés meggatolta az MMP aktivitas
megemelkedését ebben a modellben, azonban a PARP gatlas nem. Az
MMP aktivitas Ca®" fiiggését replikatum gélek Ca’" mentes el6hivo

pufferben torténd eldhivassal igazoltuk.



DiszKkusszio
A nitroxil citotoxicitasanak vizsgalata

Az NO egyelektronos redukcidjaval  keletkezé  nitroxil
koncentraciofiiggd modon citotoxikusnak bizonyult az altalunk
alkalmazott timocita modellrendszerben. Nitroxil hatdsara alkalikus
comet-assay-vel az irodalmi adatokhoz hasonléan sikeriilt a DNS
egyszalu torését igazolni. A DNS térés PARP aktivaciot okozott (dot-blot
¢s "H-NAD" beépiilés). A PARP aktivacié gatlasa szignifikans, de nem
nagyfoki védelmet biztositott a citotoxicitas ellen. A nitroxil
citotoxicitasa  Osszefliggést mutatott az intracelluldris kalcium
koncentracid megemelkedésével. A DNS torés - PARP aktivacio —
onkdzis Gtvonal ugy tlinik csak egy mechanizmus a nitroxil altal indukalt
citotoxikus Utvonalak koziil.

Felvetddik a kérdés, hogy maga a nitroxil felelés-e a tapasztalt
citotoxicitasért, vagy esetleg mas szabad gyok. A peroxinitrit
termelddésének lehetOségét kisérleti rendszeriinkben a timocitdk
fehérjéiben a tirozil oldallancok nitralédasdnak kimutatdsaval vizsgéltuk
Western bloton. Eredményeink szerint AS kezelés soran nem képzdédik
peroxinitrit, mivel AS kezelés hatdsira nem tapasztaltunk tirozin
nitraciot. A nitrdlds hidnyaban valdsziniisithetiink mas biokémiai
folyamatot, mint példaul a fehérjék ciszteinjeinek nitrozilalasa, illetve
oxidativ mddositasa.

A nitroxil 4ltal indukalt sejthaldl a timocitdkon hasonld
jellegzetességeket mutatott méas oxidansokkal indukalt sejthaldlhoz: a
mitokondridlis membranpotencial csokkenését okozta, illetve a szekunder
szuperoxid termelés emelkedéséhez vezetett. Az NO-hoz hasonld

biologiai tulajdonsdgokkal rendelkezd nitroxil képes lehet a
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mitokondrium fémtartalmti enzimeit, mint példaul a citokrémokat, vas-
kén fehérjéket, illetve az elektrontranszportldnc tovabbi fehérjéit
modositani. Ez a mitokondridlis membranpotencial csokkenéséhez, illetve
szekunder szuperoxid termeléshez vezet.

Az Angeli s6 kezelés apoptozist okozott (DNS-fragmentacio,
kaszpaz-3 aktivacid, annexin - PI festés), ami a koncentracid
emelkedésével onkozisba valtott. Az apoptdzis - onkdzis kapcsolo
mikddése hasonld volt az eddig az irodalomban leirtakhoz, azonban
kevésbé volt kifejezett valtas. A két sejthaldlforma atkapcsolas oka
egyrészt valosziniileg a mar leirt PARP aktivacié okozta ATP-NAD'
csokkenéssel, illetve ezen folyamat gatlasdval magyarazhato. Masrészt
lehetséges, hogy az AS kezelés a proapoptotikus fehérjék (pl. kaszpazok)

aktivitdsat megvaltoztatta nitrozilalassal, vagy oxidativ modositassal.

A doxorubicin dltal okozott kardiomiopatia vizsgalata

Eredményeink szerint nitrotirozin festddés tapasztalhaté a DOX
kezelés miatt kardiomiopatidban szenvedd egerek szivében, ami
feltételezhetden peroxinitrit képzOédését jelzi. A peroxinitrit képzddéséhez
sziikséges NO termelddésének egyik forrdsa lehet az indukalhaté NOS.
Az indukdlhatd NOS expressziojat az NFxB transzkripcidés faktor
szabalyozza, amit a DOX aktivalhat.

A DOX kinon-szemikinon ciklusa soran keletkezd reaktiv
intermedierek koziil a legfontosabb a szuperoxid, a hidrogén peroxid ¢és a
hidroxil gyok termel6dése. A szuperoxid gyok az NO-val képes
peroxinitritet képezni. A peroxinitrit lebontasat katalizalo FP15 in vivo
hatékonyan bontotta a képz6dd peroxinitritet, megakadalyozva a

nitrotirozin képzodését.
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Az egerek kamrai szivfunkciéi — Pacher Pal kollegdm eredményei
szerint — a kezelés 0todik napjara jelentdsen romlottak. Mind a PARP
inhibitor PJ34, mind az FP15 a DOX 4ltal okozott szivfunkciokarosodas
ellen hatott, azonban mig az FP15 teljes védelmet nyujtott a DOX ellen,
addig a PJ34 szignifikans, azonban korantsem teljes mértékii védelmet
biztositott. A kardiomiocitak sejthalalat vizsgalva mindkét vegyiilet
ugyanolyan hatasfokkal védte ki az LDH ¢és a CK szérumbeli
aktivitdsanak onkotikus sejthaldlra jellemzé emelkedését. Ebbdl
feltételezhetd, hogy a szivizomsejtek a szabadgyok képzodés — DNS torés
— PARP aktivacio — ATP és NAD' deplécio — onkozis utvonalon
pusztulnak el. Okkal feltételezhetd, hogy hasonléan a mas sejtes
modellekben leirtakhoz ebben az esetben is a PARP gétlasa az onkotikus
sejteket apoptotozisba terelte. A sejtek feltételezhetéen a szervezet
szamara kevésbé megterheld apoptotikus utvonalon pusztultak el, ez
okozza a részleges védettséget.

Eredményeink valosziniisitik a DOX kardiotoxikus hatasaban MMP-
k megjelenését. Kimutattuk egy 34 kDa MMP aktivalodasat doxorubicin
kezelés hatdsara. Az aktivacioban szerepet jatszik a szabad gyokok
megjelenése, de eredményeink szerint a PARP szerepe nem valoszinli az
altalunk leirt aktivacio soran. Feltételezziik, hogy az aktivalod6 MMP-k a
sziv extracellularis matrixdnak degenerdcidjaval a szivizomsejtek
munkéjanak rosszabb hatidsfoku 4tadasat okozzak a szivizomsejtek
,Csuszasa” miatt. Ezaltal hozzajarulnak a DOX altal okozott kontraktilis
diszfunkci6 kialakulasahoz.

A DOX éltal kivaltott MMP aktivacio korélettani jelentdségének
megismeréséhez tovabbi vizsgdlatokra van sziikség. Azonban ha

bizonyithatd6 koroki 0Osszefliggés az MMP aktivacio és a DOX
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kardiotoxikus mellékhatdsa kozott, akkor 1) farmakologiai €s terapias
célpontot jelenthet a kardiotoxicitdas megeldzésében. MMP gatldszerek
kardiotoxicitast csokkentheti, hanem egyuttal adjuvans hatasként a

tumorok metasztazis képz6 képességét is gatolhatja.

Konkluzio

1. Az Angeli s6 kezelés egyszalu DNS toréseken keresztil PARP
aktivaciohoz vezet timocitdkban.

2. Az Angeli s6 kezelés a mitokondrialis membranpotencial
osszeomlasahoz, illetve szekunder szuperoxid termeléshez vezetett.

3. Az Angeli s6 kezelés sordn nem képzddik nitrotirozin, ami a
peroxinitrit képzddés hidnyara utal.

4. Eredményeink alapjan, bar az Angeli s6 indukalta sejthalalban
szerepet jatszik a DNS torés - PARP aktivacio — NAD" és ATP
deplécio — onkdzis Gtvonal, nem olyan domindns a hatdsa, mint mas
reaktiv oxigén intermedierek, vagy RNI-k esetében.

5.  Doxorubicin indukélta kardiomiopatidban kimutattuk a peroxinitrit
¢s a PARP aktivacid szerepét a szivizomsejtek onkotikus
sejtpusztulasaban.

6. Bizonyitottuk az FP15 peroxinitrit lebont6 képességét in vivo.

7. Doxorubicin indukalta kardiomiopatidban egy 34 kDa MMP
aktivacidjat mutattunk ki.

8. A 34 kDa MMP aktivacio szabad gyok indukalt, és feltételezheto,
hogy a 34 kDa MMP aktivacidja térszerkezetének megvaltozasaval

all 6sszefliggésben.

13



Kozlemények

Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

Bai P, Bakondi E, Szab6 E, Gergely P, Szabo C, Virag L (2001) Partial
protection by poly(ADP-ribose)polymerase inhibitors from nitroxyl-
induced cytotoxicity in thymocytes. Free. Radical. Bio. Med.
31(12):1616-1623.

IF.: 5.082

Pacher P, Liaudet L, Bai P, Virag L, Mabley JG, Hasko G, Szabo C
(2002) The activation of poly(ADP-ribose) polymerase contributes to the
development of doxorubicin-induced heart failure. J. Pharmacol. Exp.
Ther. 300:862-867.

IF.: 3.555

Pacher P, Liaudet L, Bai P, Mabley J, Kaminsky PM, Virag L, Deb A,
Szabo E, Ungvari Z, Wolin MS, Szabo C (2003) A potent peroxynitrite
decomposition catalyst, FP15, protects against the development of

doxorubicin-induced cardiac dysfunction. Circulation 107: 896-904.

IF.: 10.517

Egyéb kozlemenyek

Bai P, Mabley JG, Liaudet L, Virdag L, Szab6 C, Pacher P: Matrix
metalloproteinase activation is an early event in doxorubicin-induced
cardiotoxicity. Oncol. Rep. (in press)

IF.: 1.171

14



Bakondi E, Bai P, Erdé¢lyi K, Szabo E, Gergely P, Hunyadi J, Szabo C,
Virag L: Cytoprotective effect of gallotannin in oxidatively stressed
HaCaT keratinocytes: the role of poly(ADP-ribose) metabolism. Exp.
Derm. (in press)

IF.: 2.234

Bakondi E, Gonczi M, Szabo E, Bai P, Pacher P, Gergely P, Kovacs L,
Hunyadi J, Szabé C, Csernoch L, Virdag L (2003) Role of intracellular
calcium mobilization and cell density-dependent signaling in oxidative
stress-induced cytotoxicity in HaCaT keratinocytes. J. Invest. Dermatol.
121(1):88-95.

IF.: 4.645

Virag L, Szab6 E, Bakondi E, Bai P, Gergely P, Hunyadi J, Szabo C
(2002): The nitric oxide — peroxynitrite - poly(ADP-ribose) polymerase
pathway in the skin. Exp. Derm. 11(3):189-202.

IF.: 2.234

Bakondi E, Bai P, Szabo E, Hunyadi J, Gergely P, Szabo C, Virag L
(2002) Detection of poly(ADP-ribose) polymerase activation in
oxidatively stressed cells and tissues by using biotinylated NAD
substrate. J. Histochem. Cytochem. 50(1):91-98.

IF.: 2.718

Szabd E, Virag L, Bakondi E, Gyiire L, Hask6 G, Bai P, Hunyadi J,
Gergely P, Szabo C (2001) Peroxynitrite-induced poly(ADP-ribose)

15



polymerase activation in keratinocytes: implications for contact
hypersensitivity. J. Invest. Dermatol. 117(1):74-80.
IF.: 4.645

Bai, P., Erdélyi, K., Bakondi, E., Hegedus, C., Gergely, P., Szabo, C.,
Virag, L. Potential role of peroxynitrite in the DNA damage, poly(ADP-
ribose) polymerase activation and cytotoxicity caused by the alkylating
agent N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) in thymocytes.
(kozlésre benyujtva)

Mabley, J.G., Pacher, P., Bai, P., Wallace, R., Goonesekera, S., Virag, L.,
Southan, G.J., Szabo, C. Suppression of intestinal polyposis in Apc™""
mice by inhibition of inducible nitric oxide synthase, inhibition of poly
(ADP-ribose) synthetase or neutralization of peroxynitrite. (kozlésre

benyujtva)

16



Idézheto absztraktok

Bai, P., Bakondi, E., Gergely, P., Szabo, C., Virag, L. (2002) Mechanism
of nitroxyl (NO/HNO)-induced cytotoxicity in thymocytes. FASEB J.
16(5), A1166-A1167.

Bakondi, E., Bai, P., Bak, 1., Szabo, E., Gergely, P., Szabo, C., Virag, L.
(2002) Role of poly(ADP-ribose) polymerase in contact hypersensitivity.
FASEB J. 16(4), A674-A675.

Virag, L., Bai, P., Bak, 1., Bakondi, E., Szabo, E., Liaudet, L., Gergely,
P., Szabo, C. (2002) Inhibition of poly(ADP-ribose) polymerase

attenuates leukocyte migration in an ovalbumin-induced asthma model in

mice. FASEB J. 16(4), A674.

Pacher, P., Liaudet, L., Bai, P., Virag, L., Mabley, J.G., Szabo, C. (2002)
Activation of poly(ADP-ribose)-polymerase contributes to the
development of doxorubicine-induced heart failure. FASEB J. 16(4),
AS570.

Pacher, P., Liaudet, L., Bai, P., Virag, L., Mabley, J.G., Szabo, C. (2002)
A potent peroxynitrite decomposition catalyst, FP15, protects against the

doxorubicine-induced heart failure. FASEB J. 16(4), A177.
Szabo E, Bakondi E, Bai P, Hunyadi J, Gergely P, Szabo C, Virag L

(2001) Regulation of oxidative stress-induced cytotoxicity in HaCaT
keratinocytes. J. Eur. Acad. Dermatol. Venerol. 15(Suppl 2):200.

17



