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Bevezetés

A poli(ADP-riboz) anyagcsere fobb jellemzoi és kulcsenzimei

A poli(ADP-rib6z) anyagcsere két alapvetd folyamata az (ADP-rib6z), polimer
szintézise ¢s lebontdsa. A polimer szintézisére képes enzimeket poli(ADP-riboz)
polimerazoknak (PARP) nevezziik. Az altaluk katalizalt reakci6 soran az enzimek a NAD" -ot
ADP-ribozra és nikotinamidra hasitjdk, majd az ADP-rib6z egységeket megfeleld adapter
fehérjék glutamat oldallancaihoz kapcsolva azokbol hosszil eldgazd lanct (ADP-rib6z),
polimereket szintetizdlnak. A polimer hossza néhadny ADP-riboz egységtél kb. 200
monomerig terjedhet. A polimer negativ toltéseket kolcsondz az adapter fehérjéknek, ami
megvaltoztatja fiziko-kémiai sajatsagaikat és funkcioikat.

A poli-ADP-ribozilaci6 egy dinamikus folyamat, mivel a polimert a poli(ADP-ribdz)
glikohidrolaz (PARG) és az ADP-ribozil protein lidz gyorsan lebontja. A polimer féléletidejét
kevesebb, mint egy percre becsiilik, ami a poli(ADP-ribdz) szintetizalo €s lebontd enzimek
Osszehangolt miikodésére utal.

A poli(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1) egy sejtmagban taldlhaté enzim, amit a
termindlisan differencidlodott granulocytak és az élesztd sejtek kivételével minden eukaridta
sejtben megtaldlhato. A PARP-1 a sejtmag egyik legnagyobb mennyiségben el6fordulo
fehérjéje. A 116 kDa méretli enzim harom f6 domént tartalmaz. Az N-termindlis végén
elhelyezkedd DNS k&té doménban két cinkujj motivum talélhatd, mig a katalitikus domént az
enzim C-terminalis végén talaljuk. A ketté kozott egy onszabalyozd domén helyezkedik el,
ami az auto-poli-ADP-ribozilacio akceptor helyeként szolgal. Az enzim elsddleges strukturaja
az eukariotdkban nagy foku konzervaltsigot mutat: példdul az ember és az egér PARP-1
enzimei kozott az aminosav szekvencia szintjén 92%-os homologia van. A katalitikus
doménben a legnagyobb a homolégia a kiillonb6zo fajok kozott, s ezen beliil is kiemelendd
egy 50 aminosavbol all6 PARP-ra jellemz6 szekvencia, amelyen beliil a gerincesek kozott
100%-o0s a homologia.

A PARP-1 DNS kérosodast felismerd és jelzd enzim, ami DNS torések hatasara
aktivalodik. A PARP-1, foleg a masodik cinkujj doménen keresztiil kotédve a karosodott
DNS-hez homodimereket alkot és katalizalja a NAD" hasitdsat és a polimer szintézisét. In
vivo a poli-ADP-ribozilalacié egyik legfontosabb célfehérjéje maga a PARP-1. Az
intermolekularis auto-poli-ADP-ribozildci6 hatasara a PARP-1 levalik a kdrosodott DNS-r6l
¢s enzimaktivitasa géatlodik. Ha a polimer akceptora mas fehérje, akkor transz-poli-ADP-

ribozilaciorol beszéliink. A transz-poli-ADP-ribozilaci6 fontos akceptorai a hisztonok,



amelyek a folyamat soran negativ toltést nyernek, s az ennek kovetkeztében a DNS ¢és a
hisztonok ko6zott fellépd elektrosztatikus taszitas lazitja a kromatin szerkezetét. Szamos egyéb
magfehérje, pl. transzkripcios faktorok, DNS javitd enzimek és adapter fehérjék poli-ADP-

ribozilacigjat is kimutattak.

A poli-ADP-ribozilacio szerepe a sejthalalban

A poli-ADP-ribozilacié egy pleiotrop regulaciés mechanizmus, amely szamos
sejtfunkcidt, pl. a kromatinszerkezetet, a replikaciot, transzkripciot, a proliferaciot és a
sejthaldlt is szabdlyozza. A PARP aktivaciot eldszor Berger munkacsoportja hozta
Osszefiiggésbe a DNS karositdo agensek citotoxikus hatasaval. E sejtongyilkossagi hipotézis
(,,suicide hypothesis”) szerint az intenziv PARP aktivacié elfogyasztja a sejtek NAD'
tartalmat, ami kovetkezményes ATP deplécidhoz és a sejt halalahoz vezet. Az utobbi években
a poli-ADP-ribozilaci6 kutatas egyik kozponti kérdésévé valt, hogy a PARP aktivacio milyen
tipusu sejthalalt valt ki. A sejthaldl a kivaltd stimulus jellegétdl, intenzitasatol, az érintett
sejttipus érzékenységétdl és a modulald tényezdk aktivitasatol fiiggden alapvetden két
formédban zajlik le, melyeket apoptdzisnak ¢és onkozisnak hivnak. Mig a PARP-1
apoptédzisban betoltott szerepe ellentmondasos, egyre inkabb elfogadott az a nézet, hogy a
PARP aktivacio révén megvaldsuld sejtongyilkossag onkdzis formajaban zajlik le. Az
onkdézist az apoptozistol elkiilonitd legfontosabb ismérv a plazmamembran integritdsdnak

Mig a PARP gatlas citoprotektiv hatasai széles kortien dokumentéltak, a katabolikus
enzim gatlasanak hasonld hatdsara csak nemrég deriilt fény. Swanson munkacsoportjanak
eredményeibdl tudjuk, hogy a PARG gatloszerként ismert gallotannin és nobotanin B
védelmet nyujt az N-metil-D aszpartattal vagy hidrogén peroxiddal kivaltott sejthalallal
szemben. Ennek hatterében a poli(ADP-rib6z) gatolt lebontdsa és a PARP gatlé hatasu

autopoli-ADP-ribozilaciojanak fokozodasa feltételezhetd.

A poli-ADP-ribozilacio legfontosabb stimulusa: az oxidativ stressz

Szamos nagy népcsoportot érintd betegségben ismeretes a reaktiv oxigén és nitrogén
tartalmu intermedierek (ROI és RNI). A ROI-k koziil a hidroxilgyok a legreaktivabb speciesz,
mely DNS karositd hatasa révén a PARP aktivacionak is egyik fontos triggere. A munkank
soran gyakran alkalmazott masik genotoxikus agens a nitrogén monoxid (NO) és a szuperoxid
anion reakcioja soran keletkezd peroxynitrit. A peroxinitrit keletkezését a szuperoxid és/vagy

a nitrogén monoxid taltermelddése eldsegiti. Kis mennyiségii szuperoxid folyamatosan



keletkezik a mitokondridlis 1€gzési lanc miikodése soran és a NADPH oxiddzok és a xantin
oxidazok is termelik. Az egyetlen ismert biomolekula, amely hatékonyan versenyezhet a
szuperoxid diszmutazzal a szuperoxidért, a nitrogén monoxid. A peroxinitrit reakcidoba 1ép
tiolokkal, lipid peroxidaciét okoz, jelatviteli Gtvonalakat aktival vagy gatol. A fehérjéket
oxidacio és/vagy tirozin/triptofan nitralas révén inaktivalhatja. DNS toréseket hozva 1étre a

PARP aktivacionak is fontos triggere.



Célkituzések
Munkénk sordn az alabbi kérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul:

I. Nem radioaktiv technikan alapulé detektalasi modszer kidolgozasa a PARP aktivitas
kimutatasara biotinnal jelolt NAD" szubsztrit felhasznalasaval

1. Az alkalmazott moddszer alkalmassidganak igazolasa a PARP aktivitas kvalitativ
kimutataséra sejtes és szoveti rendszerekben.

2. Oxidativ stressz altal kivaltott PARP aktivacié vizsgalata a biotinilalt NAD" felhasznalasan

alapul6é modszerrel.

II. A poli(ADP-rib6z) anyagcsere szerepének vizsgalata oxidativ stressz altal kivaltott
citotoxicitasaban HaCaT sejteken

3. Okoz-e a peroxinitrit intracellularis Ca”’- koncentracié emelkedést HaCaT sejtekben?

4. Kimutathato-e PARP aktivacio oxidativ kezelést kovetden HaCaT sejtekben?

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

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

7. A PARG gatlo gallotannin hatasanak vizsgélata oxidativ stressznek kitett HaCaT sejteken.



Modszerek

PARP aktivacio kimutatasa sejtes rendszerben és szévetben

A PARP aktivitas detektaldsat elvégeztiik 1) enzimcitokémiai €s enzimhisztokémiai
modszerrel, biotinilalt NAD" szubsztrat felhasznalasaval A detektalast
peroxiddzzal/fluoreszcens festékkel konjugdlt streptavidinnel végeztiik. 2) poli(ADP-rib6z)
immuncitokémiai modszerrel, amikor az enzim végtermékét mutattuk ki monoklondlis anti-
poli(ADP-rib6z) antitest felhasznalasaval. Az immunreakcidt 16ban termelt biotinilalt anti
egér-IgG masodlagos ellenanyaggal (Vector Laboratories, Burlingam, CA, USA) és avidin-
biotin peroxiddz komplex-szel (ABC) (Vector Laboratories, Burlingam, CA, USA) mutattuk
ki. A szinreakciot Ni-DAB szubsztrattal végeztiik.

Citotoxicitas, sejtes PARP aktivitas és kaszpadz aktivitas meghatarozasa

A citotoxicitds meghatarozasat 1) kolorimetrias MTT teszttel, 2) kereskedelmi
forgalomban kaphaté LDH kittel (Roche, Basel, Svijc), és 3) propidium-jodid felvétellel
végeztiilk. A PARP aktivitas mérését sejtes ELISA modszerrel, biotinilalt NAD" szubsztrat
felhasznaldsaval, a polimer lancba beépiilt ADP-rib6z kvantitativ meghatarozéasaval végeztiik
A kaszpaz aktivitast a kereskedelmi forgalomban kaphat¢ kittel (Calbiochem, San Diego, CA)
mértiik, a gyartd utasitdsait kovetve. Az aramlasi citometrids meghatarozas soran PhiPhiLux

fluorogén peptidszubsztratot hasznaltunk.

crer

A peroxinitrit, illetve a hidrogén-peroxid kezelést kdvetden a sejteket feltartuk, majd
centrifugalds utan a feliiluszot NAD+-reakciéelegyhez (0, mM MTT, 0,9 mM fenazin-
metaszulfat, 13 U/ml alkohol-dehidrogenaz, 100 mM nikotinamid, 5,7 % etanol 61 mM glicil-
glicin pufferben pH=7,4) adtuk. A reakciot spektrofotometriasan detektaltuk.

Statisztikai elemzés

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

szignifikansnak.



Eredmények és megbeszélés

PARP aktivacié kimutatdsa biotinnal jelolt NAD" felhaszndlasdval

A PARP aktivitis kimutatdsara leggyakrabban alkalmazott médszerben [*H]-mal jelolt
NAD-ot hasznalnak. Az altalunk bevezetett, sejtes és szovetes rendszerekben egyarant
alkalmazhat6 modszer alapja szintén a PARP miikddés eredményeként a polimerlancba
beépitett ADP-riboz egységek kimutatisa. Eljarasunkhoz nincs sziikség radioaktiv jelzésre,
mert PARP szubsztratként nem radioaktiv izotoppal, hanem biotinnal jelslt NAD'-ot
hasznalunk. A modszer alkalmas a PARP aktivaciéo kvalitativ (immunhisztokémia vagy
immuncitokémia), és kvantitativ (sejtes ELISA) értékelésére.

Elsdként azt igazoltuk, hogy modszeriinkkel a PARP miikodése sordn a polimerlancba
beépitett — jelolt — ADP-riboz egységeket detektaljuk. Vad tipust és PARP-1 hianyos egerek
hastiregébodl izolalt makrofagokon végeztiink immuncitokémiai vizsgalatot. Hidrogén-
peroxid kezelést kovetden kizardlag a vad tipusi makrofag sejtek magjaiban tapasztaltuk a
PARP aktivitis fokozédasat. A biotinnal jelolt NAD' beépiilése specifikus PARP
gatloszerekkel, 3-AB-vel és PJ-34-gyel, teljes mértékben gatolhatd volt, ami azt mutatja, hogy
a biotinnal jelslt NAD" polimerlancba torténd beépiilése valoban a PARP-1 miikddésének
tulajdonithato.

Modszeriink szdvetben is alkalmazhato a PARP aktivitas kimutatdsara. Hidrogén-
peroxiddal kezelt egerek hatborébdl készitett fagyasztott metszeteken végeztiink
enzimhisztokémiai vizsgalatokat. A kontrollhoz képest a kezelt allatok esetében jelentOs
PARP aktivitasfokozddas volt megfigyelhetd. PARP inhibitorok, 3-aminobezamid és PJ-34,
gatoltak a biotinilalt-NAD" beépiilését.

J774 makrofagokban hidrogén-peroxid kezelést kovetden a PARP aktivitds mértékét
sejtes ELISA modszerrel hatdroztuk meg. A PARP aktivitdis a hidrogén-peroxid
koncentracioval ardnyosan fokozddott. A PARP inhibitor PJ34 az alkalmazott rendszerben
kimutatott PARP aktivitast gatolta. A sejtes ELISA-val és a standard *H-NAD inkorporécios

assay-vel kapott mérések eredménye j6 korrelaciot (r* = 0,92) mutatott.

A gallotannin citoprotektiv hatasa az oxidativ stresszben:

Kisérleteink elsd 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy a PARP aktivacid6 modositasaval
befolyasolhato-e az oxidativ tényezdk karositod hatasa. Ennek érdekében azt vizsgaltuk, hogy a
PARG inhibitorként ismert gallotannin rendelkezik-e a PARP gétloszerekéhez hasonlo
citoprotektiv hatdssal. Méréseink eredményei (MTT-teszt, LDH felszabadulés, propidium-



jodid felvétel) alatamasztjak a gallotannin oxidativ stresszben feltételezett védo szerepét: a
gallotannin a hidrogén-peroxiddal/peroxinitrittel kezelt sejtekben szignifikdns mddon
csokkentette a sejtekbdl kiaramlo laktat-dehidrogenaz mennyiségét, fokozta a sejtmembran
oxidativ stressz elleni védelmét, amit a propidium-jodiddal festédott sejtek szamanak jelentds

mértékl csokkenése jelzett.

A gallotannin hatasa a PARP aktivaciora

Mint azt kordbban igazoltuk, az oxidativ stressz hatdsdra jelentds mértékii PARP
aktivacido mutathat6 ki tobbek kozott HaCaT keratinocitdkban is. A gallotannin citoprotektiv
hatdsanak felismerését kovetden azt vizsgaltuk, hogy a gallotannin befolyasolja-e a PARP
folyamatanak gatlasa, vagy legalabbis visszaszoritisa mar szamos korfolyamat esetében
kedvez0 hatasu. In situ PARP aktivaciot kimutaté modszeriinkkel kapott eredmények szerint
mind a hidrogén-peroxid, mind a peroxinitrit altal indukalt oxidativ stresszt kovetden, jelentds
mértékben fokozott PARP aktivacid teljes mértékben gatolhaté volt 50 uM gallotanninnal
csaktigy, mint a jol ismert PARP inhibitor 3-aminobezamiddal. Elmondhat6 tehat, hogy a
PARG aktivitas gallotanninnal torténd blokkolédsa altal a PARP aktivitas valoban, a specifikus
PARP inhibitorokkal dsszevetheté mértékben gatolhato.
A gallotannin hatdasa a HaCaT sejtek poli(ADP-riboz) tartalmdra

Immuncitokémiai vizsgalataink szerint a hidrogén-peroxid és a peroxinitrit kezelés az
ADP-rib6éz polimer mennyiségének ndvekedéséhez vezetett. A PARP inhibitor 3-
aminobenzamid jelenlétében, varakozasainknak megfeleléen nem tapasztaltunk kimutathatod
mértéki ADP-ribozilaciot Ezzel ellentétben, a gallotannin eldkezelés nem csOkkentette,
hanem kiss¢ fokozta az immuncitokémidval kimutathat6 poli(ADP-rib6z) mennyiségét. Ez
alatamasztja azt a feltételezést, miszerint a gallotannin gatolja a polimerek lebontasat, ezzel
pedig kovetkezetesen a PARP aktiv allapotanak helyreallitasat is. Szem eldtt kell azonban
tartani hogy a gallotannin rendelkezik bizonyos mértékii antioxidans hatdssal, valamint azt
hogy kozvetlen modon is képes gatolni a PARP-1-et. Nem valoszinli azonban, hogy a
gallotannin citoprotektiv hatdsa kizarolag az antioxiddns hatadsnak és a PARP-1-re gyakorolt
kozvetlen gatlasnak tulajdonithatd. Ezt tdmasztjak ald kisérleti eredményeink is, hiszen a
gallotanninnal ¢és peroxinitrittel vagy hidrogén-peroxiddal kezelt sejtekben kimutatott
poli(ADP-rib6z) akkumulaci6 azt bizonyitja, hogy valamennyi reaktiv speciesz

mindenképpen bejutott a sejtekbe, és ott kezdeti PARP aktivaciot okozott. A polimer



akkumulaci6 bizonyitja tovabba azt is, hogy PARP aktivacio torténik gallotannin jelenlétében

is.

Az intracellularis NAD" mennyiségének valtozdsa oxidativ stressz sordn a gallotanninal
kezelt HaCaT sejtekben

A gallotannin - valosziniileg a PARP poli-ADP-ribozilacidjanak fokozddasa révén —
gatolta a PARP aktivitdsat. A PARP enzimaktivitas gatlasdnak 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 eldkezelés szignifikans modon csokkentette.

A peroxinitrit hatdsa az intracelluldris Ca’ -koncentrdciéra

Kisérleteink elsé 1épésében azt vizsgaltuk, hogy a peroxinitrit okoz-e valtozast a
Gonczi Ménika és Dr. Csernoch Laszlo, (DEOEC Elettani Intézet) mérései] a peroxinitrit
kezelés hatasira az intracellularis Ca®’-koncentracio jelentds mértékben megnétt. A
citoplazméaba aramlo Ca>" ionok elsédleges forrasa elsésorban az extracellularis Ca®", az
intracelluléris raktarakbol felszabaduld Ca®" mennyisége csak kisebb mértékben jarul hozza a

) 2+ y e . P
mért Ca” -koncentracid novekedéséhez.

A kalcium jel szerepe az oxidativ stressz citotoxikus hatasaban

Korabbi munkéank sordn igazoltuk a peroxinitrit HaCaT sejtekre gyakorolt citotoxikus
hatasat. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a peroxinitrit altal kivaltott Ca*"-mobilizaci6
hozzajarul-e az oxidans citotoxikus hatasahoz. Az MTT viabilitasi assay eredményei alapjan
kittinik, hogy a peroxinitrit dozisfiiggd citotoxicitast okoz. Ezt a hatast szignifikdns mértékben
csOkkentette a membranpermeabilis kalciumkelatorral (BAPTA-AM, 2,5 uM) torténd
elokezelés. A citotoxicitasi vizsgalatok eredményei alapjan joggal feltételezhetd, hogy az
intracellularis Ca®-koncentracid novekedése hozzajarul a peroxinitrit altal stimulalt
citotoxicitashoz.

Az eldbbi tapasztalatok utdn azt vizsgaltuk, hogy a fenti eredmények
altalanosithatoak-e az oxidativ stressz-agensek esetében is. Hidrogén-peroxid esetében is
jelentds mértékii az oxidativ stresszel szembeni védelem a BAPTA-AM-mel kezelt sejtekben .
Ezzel ellentétben, a szuperoxid-anion kezelést (xantin/xantin-oxiddz) kovetden lényegében

nem volt kimutathat6 kiilonbség a BAPTA-AM-mel eldkezelt, illetve el6kezelést nem kapott



sejtek kozott. Ez arra utal, hogy a kiilonb6z6 ROI/RNI agensek eltérd citotoxicitasi

utvonalakat inditanak el.

Osszefiiggés a sejtdenzitds és az oxidativ stresszel szemben mutatott érzékenység kozott

Amint a HaCaT sejtek elérik a teljes konfluencia allapotat, differencidlédasnak
indulnak. Ennek sordn szamos sejtfunkciojuk modosul, és tobb tulajdonsaguk is megvaltozik.
Megvizsgaltuk, hogy van-e kimutathato kiilonbség a még szubkonfluens, proliferalodo és a
mar posztkonfluens, differencidlodd sejtek oxidativ stresszel szemben mutatott
érzékenységében. Azt talaltuk, hogy a szubkonfluens sejtkultirak (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 % sejtdenzitds) jelentOs
ellenalloképességet mutattak. Feltételezésiink szerint a szubkonfluens (proliferalodo) és a
konfluens (differencialodd) keratinocitak oxidativ stresszel szemben mutatott eltérd

érzékenységének hatterében a metabolizmus kiillonbségei allhatnak.

A Ca’ -mobilizdcié és a sejtdenzitds hatdsa a peroxinitrit dltal indukdlt PARP aktiviciora
Korabbi munkankban kimutattuk, hogy a peroxinitrit altal kivaltott citotoxicitdsban
jelentds szerepe van a PARP aktivacionak. Sajat megfigyeléseink és mas munkacsoportok
eredményei is azt mutattadk, hogy a PARP aktivacioja tehetd feleldssé az apoptotikus sejthalal
nekrozis irdnyaba torténé eltolodasaért. Osszhangban szamos irodalmi adattal, feltételezésiink
szerint a peroxinitrit altal indukalt Ca*" szignal DNS torésen keresztiill PARP aktivaciot valt
ki. A fokozott PARP aktivitas jelentds ATP felhasznalasal jar, miikodése soran gyorsan iiriti
ki a sejtek energiaraktdrait. Emellett a nagy koncentracioban jelenlévd kalciumionok rdadésul
az ATP termeld folyamatokat is gatoljak, felgyorsitva ezzel a sejtek totdlis energia
vizsgaltuk, hogy az intracellularis Ca’’-koncentracié és a sejtdenzitds milyen modon és
mértékben befolyasolja a HaCaT sejtek PARP aktivitisat. Az intracellularis Ca*"-kelator
BAPTA-AM jelentds mértékben gatolta a peroxinitrittel stimuldlt PARP aktivaciot.
Peroxinitrit kezelést kovetéen a konfluens sejtkultirakban a PARP aktivacio mértéke
jelentdsen kisebb volt a szubkonfluens, illetve BAPTA-AM eldkezelést nem kapott
kultirakban tapasztalthoz képest. Ezek a megfigyelések alatimasztjak a Ca®" és denzitas
jelentds szerepét az oxidativ stresszel indukalt, PARP aktivacion keresztiil torténd

sejthalalban.
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A Ca’*-mobilizicié és a sejtdenzitis hatdsa a peroxinitrit dltal kivdltott kaszpdz-3
aktivalodasra

A peroxinitrit citotoxikus hatdsa részben apoptotikus, részben pedig a nekrotikus
jellemzoket mutat. Korabbi kisérletekben kimutattdk, hogy kiilonféle sejttipusokban a PARP
aktivacio az a tényezd, amely a sejthalal folyamatat az apoptozis feldl a nekrozis iranyaba
tereli. Ezért megvizsgaltuk, hogy a Ca’’-mobilizacio, illetve a sejtdenzitis hogyan
befolyasolja a peroxinitrit altal indukalt kaszpaz aktivalodast, ami az apoptotikus sejthalal
egyik jellemzd paramétere. Eredményeink szerint a peroxinitrit altal kivaltott kaszpaz
aktivalodast a BAPTA-AM szignifikdns mértékben csokkentette. A peroxinitrit kezelést
kovetden a konfluens sejtek kaszpaz aktivitasa is jelentdsen kisebb volt, mint a szubkonfluens
sejtekben. Mivel a kaszpdz aktivacidhoz nem sziikséges a kalciumion jelenléte, joggal
feltételezhetjiik, hogy a peroxinitrit altal kivaltott apoptotikus sejthaldl folyamataban az
intracellularis Ca*" koncentracié novekedésének a kaszpaz aktivaciot megeléz6 1épésben lehet

meghatarozo szerepe.
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Kovetkeztetések

A biotinnal jeldlt NAD" alkalmas a PARP aktivacio kimutatasara oxidativ stressznek
kitett sejteken és szoveteken.

A gallotannin védelmet nyujt a peroxinitrit és hidrogénperoxid altal kivaltott oxidativ
stressz ellen.

A gallotannin hatasara fokozott poli(ADP-rib6z) akkumulaci6 és csokkent PARP
enzimaktivitas figyelheté meg.

A gallotannin citoprotektiv hatasa részben a PARG gatlasan keresztiil torténé PARP
gatlasnak tulajdonithat6.

A gallotannin és egyéb PARG inhibitorok gyogyaszati alkalmazéasaval a mar
bizonyitottan jétékony hatasi PARP inhibitorokhoz hasonlo, kedvezdé eredményekre
szamithatunk oxidativ stresszel jellemzett betegségekben.

Peroxinitrit hatdsara megné az intracellularis Ca*" koncentracio HaCaT sejtekben.
Az intracellularis Ca®" koncentracio ndvekedése szerepet jatszik a peroxinitrit altal
indukalt citotoxicitasban.

A sejtdenzitas alapvetden befolyasolja a HaCaT sejtek oxidativ stresszérzékenységét.
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