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III. Bevezetés

1. Nitrozativ stressz és szabad gyokok

Az elmult évtizedek bioldgiai kutatasainak legfontosabb eredményei koz¢ tartozik a
szabad gyokok in vivo jelenlétének kimutatasa, illetve annak a felismerése, hogy ezek a
vegyliletek a sejtek fiziologids, vagy patofiziologids miikodése soran jelentds szerepet
jatszanak. A szabad gyokok lehetnek oxigén-, illetve nitrogén-alaptak. Az el6bbi esetben
reaktiv oxigén intermedierekrél (ROI), az utobbi esetben reaktiv mnitrogén

intermedierekrdl (RNI) beszéliink.

A. Reaktiv nitrogén intermedierek: nitrogén monoxid, peroxinitrit és nitroxil

Az NO-t €16 rendszerekben a nitrogén-monoxid szintdz (NOS) enzimek termelik. A
reakcio két 1épésbél all, a szubsztrat L-argininb6l NADPH és oxigén segitségével N°-
hidroxi-L-arginin intermedieren at L-citrullin és NO képzddik (Nathan, 1992). Jelenleg
haromféle NOS izoforma ismert: a neuronalis NOS (nNOS), az indukalhatdo NOS (iNOS)
¢s az endotelidlis NOS (eNOS). Az nNOS elsdsorban neuronokban taldlhaté meg, az
altala termelt NO ingeriiletatviteli folyamatokban jatszik szerepet. A termelddé NO
mennyisége a pmol-os nagysagrendbe esik. Az nNOS konstitutivan expresszalodik és
elsdsorban citoszolikus lokalizaci6ji. Az intracellularis kalciumszint emelkedése
aktivalja az nNOS-t (Knowles ¢és Moncada, 1994). Az eNOS tobb tulajdonsagaban
hasonlit az nNOS-hoz, igy kalciumfliggésében, konstitutiv jelenlétében és a termel6dd
NO mennyiségében, azonban az nNOS-sal ellentétben az eNOS membrankotott. Az
¢s Moncada, 1994).

Jelentdsen eltér az el6zo két izoformatol az iNOS. Citoszolikus elhelyezkedésti és a
nem indukalt sejtekben nincs jelen. Az iNOS erdsen koti a kalmodulint, ezért aktivitasa
gyakorlatilag kalcium fiiggetlenné valik. Az iNOS regulacidja expresszios szinten
torténik. Nagysagrendekkel nagyobb, nmol mennyiségii NO termelésére képes, mint az
nNOS ¢és az eNOS. Az iNOS 4altal termelt NO elsddleges funkcidja az

immunocitotoxicitds (Moncada és mtsai, 1991, Lowenstein és mtsai, 1994).
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Hossz id6n 4t az NO-t kétarci molekulaként kezelték, amely képes mind
citoprotektiv, mind citotoxikus hatdsok kialakitdsara. Tovabbi RNI-k - mint példaul a
peroxinitrit — bioldgiai rendszerekben val6 jelenlétének felismerése utan az NO-t inkabb
citoprotektiv hatasu vegyiiletnek tartjak (Virag és Szabo, 2002).

Az NO reakcioba Iéphet molekularis oxigénnel, szabad gyokokkel, tiol
csoportokkal, illetve atmeneti fémekkel. Az NO szuperoxid-anionnal lezajl6 reakciojaban
képz6dd vegyliletet peroxinitritnek nevezziik (Beckman és Koppenol, 1996, Groves,

1999), képzddése az alabbi egyenlettel jellemezhetd:
NO +0; — ONOO

Az NO ¢és a szuperoxid addicojanak reakcidsebessége megkozeliti a diffuzios
limitet, vagyis majdnem minden NO - szuperoxid iitk6zés peroxinitrit képzddéshez vezet.
Mivel a szuperoxid feléletideje nagysagrendekkel rovidebb (kevesebb, mint egy
ezredmasodperc), mint az NO féléletideje (néhdny masodperc), a peroxinitritképzddés
csak allando szuperoxid termelddés kozben torténhet. A peroxinitrit anion (ONOO")
protonaldédik savas pH-n. A protonalt forma homolitikusan bomlik, hidroxil gyokot,
illetve nitrogén dioxidot képezve. A peroxinitrit egyébként nem igazi szabad gyok, mivel
nem rendelkezik parositatlan elektronnal.

Az NO egyelektronos redukciojaval keletkezik a nitroxil anion (NO7). A nitroxil in
vivo tobb reakcio sordn termelédhet. NOS-ok is termelhetnek nitroxilt, a N®-hidroxi-L-
arginin intermedier nem NO irdnyu metabolizmusaval (Hobbs és mtsai, 1994, Schmidt és
mtsai, 1996, Rusche és mtsai, 1998), kiilonb6z6 redox rendszerek (a kinon-hidrokinon,
vagy a citokrom c) redukalhatjak az NO-t (Sharpe és Cooper 1998, Ohshima és mtsai,
1998), illetve nitroxil felszabadulhat nitrozotiolokbol, illetve nitrozohemoglobinbdl is
(Gow ¢és Stamler, 1998, Arnelle és Stamler, 1995). Savi pH-n a nitroxil bomlik,
fiziologias pH-n képes protonalodasra, igy fiziologias koriilmények kozott a deprotonalt
¢s a protondlt forma egyarant jelen van (Bartberger és mtsai, 2001). A nitroxil
eliminacidja ezen kiviil oxidacidval torténik, melyben a kinonok, réz ionok, illetve a

citokrom-c jatszhat szerepet (Buyukafsar és mtsai, 2001, Nelli és mtsai, 2000). Liochev



¢s Fridovich (2002) felvetette azt a lehetdséget is, hogy a réz-cink szuperoxid diszmutaz

képes lehet a nitroxil oxidacidjara egyik fémionjanak redukcidja aran.

B. A reaktiv nitrogén intermedierek biokémiai hatdsai

A szabad gyokok, igy az RNI-k a biologiai molekulakat (lipidek, nukleinsavak,
fehérjék) modosithatjak, igy kémiai tulajdonsdgaik megvaltoztatasan keresztiil bioldgiai
tulajdonsagaik is megvaltozhatnak. Ezen modositasok lehetnek reverzibilisek vagy
irreverzibilisek.

A fehérjék esetében az aminosavoldallincok moddositasa jatssza a legfontosabb
szerepet. A ROI-k oxidaciora képesek, az RNI-k képesek oxidaciora €s nitralasra is. A
peroxinitrit hatdsairdl rendelkeziink a legbdvebb ismeretekkel az RNI-k kozil. A
peroxinitrit tobb aminosav (metionin, cisztein, triptofan, tirozin) oxidativ modositasara
képes (Perrin és Koppenol, 2000, Viner és mtsai, 1999, Kuhn ¢és mtsai, 1999, Kuhn ¢és
Geddes, 1999, Stepien és mtsai, 2000). Ennek kovetkeztében tobb enzim és ioncsatorna
inaktivalodik: a triptofan- és a tirozin-hidroxildz (Kuhn és mtsai, 1999, Kuhn és Geddes,
1999), a mangan tartalma szuperoxid diszmutaz, bar ez utobbi esetben mar a nitralés is
szerepet jatszik (MacMillan-Crow és mtsai, 1998).

A peroxinitrit altal kivaltott nitralodés a tirozin és a triptofan oldallancokon torténik
(Alvarez és mtsai 1996, Crow ¢és Beckman, 1995). Tobb koriilmény (szén-dioxid
jelenléte, a pH €s a mikrokornyezet) szabja meg, hogy nitralddas vagy oxidacio zajlik-e
le. A hidrofob kornyezet (membranok, membrankompartmentek) a nitrdlodasnak, mig a
hidrofil kérnyezet az oxidacionak kedvez (Zhang €s mtsai, 2001, Tien és mtsai, 1999,
Berlett €s mtsai, 1998). A reakcidban képzddd nitrotirozint eredetileg az in vivo
termel6dd peroxinitrit indikatoranak tekinttették, és tekintik sokan a mai napig (Beckman
¢s Koppenol, 1996, Crow és Ischiropulos, 1996). Meg kell azonban jegyezniink, hogy a
tirozin nitrdlodasnak mas, peroxinitrittdl fiiggetlen utvonalat is leirtdk. A réz-cink
szuperoxid diszmutdz is katalizalhatja a peroxinitrit altal kivaltott tirozin nitralasat
(Ischiropulos és mtsai, 1992), nitrotirozin keletkezhet nitritb6l és hidrogén-peroxidbol
peroxidaz katalizalta reakcidban (Eiserich és mtsai, 1998, Sampson €és mtsai, 1998). A
nitrit és a hipoklorsav reakciojanak termékei szintén nitralhatjak a tirozint (Eiserlich és

mtsai, 1996). Egyes enzimek katalitikus centrumaban talalhato tirozil gyokot az NO
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Oonmagaban is képes nitralni (Guiett és mtsai, 1998, Gunter és mtsai, 1997). Emiatt a
nitrotirozin megjelenését szerencsésebb az emelkedett nitrozativ stressz indikatoranak
tekinteni.

A fent emlitett biokémiai valtozasoknak hatdsa van az enzimmiikodésre is. A
sejtbeli szignaltranszdukcids utvonalak egy része peroxinitrit hatasara aktivalodhat,
kinazok (Go és mtsai, 1999, Klotz ¢és mtsai, 2000, Mallozzi és mtsai, 1999, Oh-hasi ¢és
mtsai, 1999, Schieke és mtsai, 1999), vagy a foszfolipdz A, (Palomba ¢s mtsai, 2000)
aktivalodasan keresztlil. Mas szignaliitvonalak azonban gatolodhatnak, példaul a tirozin
foszforilacié gatlasan keresztiil. A tirozin fenolos hidroxilcsoportjat ugyanis egyszerre
képesek modositani a protein kinazok és a peroxinitrit, ami a tirozin oldallanc
foszforilalciojahoz (tirozin kinazok esetében), vagy nitralodasahoz vezethet (peroxinitrit
estében).

A peroxinitrit reakcioba Iép tiolokkal, illetve atmeneti fémekkel is, igy a peroxinitrit
az olyan enzimek milkodését modositja a leghatékonyabban, melyek aktiv centrumaban
tiolok vagy atmeneti fémek vannak (Beckman és Koppenol, 1996, Groves, 1999, Radi és
mtsai, 1991).

A nitroxil is altalaban a tiolcsoportokkal reagal az enzimekben (Bartberger és mtsai,
2001). A nitroxil képes az NMDA receptor inaktivacidjara a Cys®” S-nitrozilalasan
keresztiil, emiatt neuroprotektiv hatasu (Kim és mtsai, 1999). A nitroxil az alkohol-
dehidrogenaz enzim inaktivaciojahoz vezet (Shoeman és mtsai, 2000). H9C2 sejtben
nitroxil hatasdra az Nrf2 transzkripciés faktor aktivalodik €és a hem oxigenaz-1
expresszidja indukalodik (Naughton és mtsai, 2002), mig az élesztd Acel fémtartalmu
transzkripcios faktora inaktivalodik nitroxil expoziciora (Cook ¢és mtsai, 2003).
Fémiontartalmi enzimek koziil a nitroxil képes a baziskihasitasi repair (BER) egyik
fémtartalmil enzimét, az formamidopirimidin-DNS glikozilazt (Fpg) inaktivalni cink-
ujjainak tonkretételével, illetve gatolni a P450-et (Miranda és mtsai, 2003).

Mind a peroxinitrit, mind a nitroxil esetében figyeltek meg citotoxikus hatast. A
peroxintirit  citotoxikusnak mutatkozott szamos sejtvonalon, példaul HaCaT
keratinocitdkon (Bakondi €s mtsai, 2003a,b), Raw makrofagokon (Viradg és Szabo, 2001),

timocitdkon (Virag és mtsai, 1998a). A nitroxil citotoxikusnak bizonyult neuronokon



(Vaananen és mtsai, 2003), MCF-7 human tiidérak sejtvonalon (Chazotte-Aubert és
mtsai, 1999), V79 horcsog tiido fibroblaszt vonalon is. Ez utdbbi esetben glutation
deplécidval erdsithetd volt a citotoxikus hatas (Wink és mtsai, 1998).

Az RNI-k biokémiai hatdsai kozé tartozik a DNS bazisainak modositasa, illetve a
DNS szalainak torése is. Az oxidativ modositasok koziil a legfontosabbak a 7,8-dihidro-
8-oxoguanidin (Cadet és mtsai, 1997), és a 8-hidroxiguanozin (Griffiths és mtsai, 1998),
mig a nitrozativ modositasok koziil a DNS nitrozativ deaminalasa (Burney és mitsai,
1999).

A fentiekben targyalt gyokok koziil a peroxinitrit, illetve a nitroxil esetében, a ROI-
k koziil pedig a hidroxilgyok és a hidrogén peroxid estében mutattak ki DNS tord
képességet (Virag és Szabd, 2002).

A fenti biokémiai valtozasok altal elinditott folyamatok koziil a tovabbiakban két
oxidativ stressz altal aktivalt enzimrendszer miikkddését (poli-ADP-rib6z polimerdz, ¢€s
matrix metalloproteindz), illetve az RNI-k fizioldgiai és patofizioldgiai hatasait fogom
részletesen targyalni.

A fejezetben targyalt ROI és RNI tulajdonséagait és poli-ADP-ribéz polimeraz

aktivalo képességét az alabbi tablazat (1. tablazat) foglalja dssze.

1. tablazat A dolgozatban szerepld, patofizioldgiai jelentdséggel bird reaktiv

intermedierek (Virag és Szabo, 2002 alapjan)

ROI/RNI Sejtbeli forrasa PARP aktival6 képesseg és
citotoxicitas
. Mitokondrialis legz?m lanc, aktlvalt Nem képes PARP aktivaciora,
Szuperoxid neutrofilok, makrofagok, xantin . L ,,
. e A citotoxicitasa elsésorban PARP
anion oxidaz, lipid peroxidacio, independens
katekolamin autooxidacio. P )
Nitrogén- . . e Nem okoz DNS torést vagy
monoxid Nitrogén-monoxid szintetazok. PARP aktivaciot.
Erés DNS-tor6 és PARP
A nitrogén-monoxid és a aktivalo agens. PARP
Peroxinitrit szuperoxid anion reakci6jabol independens Utvonalakon is
keletkezik. képes citotoxikus hatast
kifejteni.
Nitroxil Nitrogén monoxid DNS ’sz1mp1a s dupla szall
torését okozza.




2. A PARP géncsalad
A. A PARP-1 és a PARP csalad tovabbi tagjai

A PARP géncsalad els6ként felfedezett tagja a PARP-1 enzim (EC 2.4.2.30). A
PARP-1 az egyik legnagyobb mennyiségben talalhato sejtmagi fehérje, mérete 116 kDa.
A PARP-1 jellegzetesen moduléris felépitésti, N-termindlisan két cink-ujj motivum
helyezkedik el, amely a PARP-1 DNS-hez valé kiétddésében jatszik szerepet. A DNS
koté domént a nuklearis lokalizacios szignal, illetve az automodifikdcios domén koveti.

A molekula C-terminalisan talalhato a katalitikus domén (1. abra).

Katalitikus hely

Cink-ujjak Automodifikacios Katalitikus domeén /

'I I‘ domén
NV

1. abra A PARP-1 vazlatos doménszerkezeti képe

A katalitikus domén szerkezeti képét a PubMed szerkezeti adatbazisabdl toltottiik le (Ruf
¢s mtsai, 1998). A félgomb alakli domén bemélyedésében taldlhatd a katalitikus hely,
kékkel pedig a kristalyositashoz hasznalt NAD" anal6g mutatja a szubsztrat kapcsolodasi

helyét. Az NLS a nuklearis lokalizacios szignal helyét jeldli.



A PARP-1 széleskortien elterjedt és konzervalt enzim az eukaridtak kozott. Ennek
ellenére eddig nem sikeriilt kimutatni ¢élesztében, illetve differencialddott
granulocitakban. A legnagyobb fokl konzervaltsagot egy 50 aminosavbol all6 PARP-ra
jellemzo szekvencia (PARP signature sequence) mutatja, mely a katalitikus doménben
talalhat6 és a gerincesek korében csaknem teljesen megegyezik (Virag és Szabo, 2002).

A PARP-1 vizsgalata soran PARP-17" sejtekben sikeriilt kimutatni tovabbi, bar
alacsony mértéki PARP aktivitast (Shieh és mtsai, 1998). Ez a felismerés vezetett a
tovabbi PARP izoformék felfedezéséhez. Az izoformék megegyeznek a PARP katalitikus
domén jelenlétében, illetve a katalitikus domén jellemz6 szerkezetében, viszont a PARP-
1-ben szerepld egyéb domének és motivumok hidnyozhatnak, és helyliket mas domének
vehetik at. Ebbol kovetkezoen mas funkciokkal is rendelkezhetnek, mint a PARP-1.

A PARP-2 enzimet egyszerre klonozta meg két munkacsoport (Ame és mtsai,
1999, Johansson, 1999). A PARP-2 a PARP-1 méretének mintegy fele (62 kDa) és 40%
homologiat mutat a PARP-1-gyel. Hianyzik bel6le az automodifikaciés domén, nem
képes a hisztonok ADP-ribozilacidjara, azonban képes auto-poli-ADP-ribozilaciora.
Részt vesz a DNS repair rendszerek (Schreiber és mtsai, 2002) és a centromerek
mikodésében (Saxena és mtsai, 2002). Mas vizsgalatok in vivo is bizonyitottak
fontossagat a DNS javitasaban és az egyedfejlédésben (de Murcia és mtsai, 2003).

Az sPARP enzim létezésére mar Johansson (1999) is tett utaldst, azonban
részletesen Sallmann és mtsai (2000) jellemezték. A molekulatomege 55 kDa,
szekvencidja a PARP-1 katalitikus doménjével egyezik meg. Az irodalom nem egységes
abban, hogy az sPARP a PARP-1 alternativ splice variansa-e, vagy 6nall6 gén termeéke.
Aktivitasahoz nem sziikséges DNS torés, azonban a genotoxikus stressz stimuldlja az
sPARP-ot.

Ismeretlen funkcioju a vault PARP (VPARP). A vPARP egy ismeretlen funkcidju
szubcellularis struktarahoz kapcsolddik, melyet ,,vault”-nak neveznek. A vPARP 192
VvPARP egy része nukledris, illetve a mitotikus orsohoz lokalizalodik (Kickhoefer és

mtsai, 1999).
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A tankiraz-1 a telomerek meghosszabbitasaért felelos telomerazzal all
kapcsolatban. Szerkezetére — a katalitikus doménen kiviil — 24 ankirinszeri ismétlddés
jellemz6. Ezeken a motivumokkal kapcsolodik a tankirdz-1 a TRF1 (telomeric repeat
binding factor-1) fehérjéhez ¢és képes poli-ADP-ribozildldsara. Ezen keresztiil
valoszintleg gatolja a TRF1 funkcidjat, mert a tankirazl-et overexpresszald sejtekben
nem rovidiilt a telomerhossz (Smith és mtsai, 1998, Smith és de Lange, 2000).

A tankiraz-2 a sejtmagon kiviil helyezkedik el, eredetileg a Golgival kapcsolatban
1évo fehérjeként ismerték (Chi és Lodish, 2000, Lyons és mtsai, 2001). Minden eddig
vizsgalt szovetben megtalalhato, overexpresszidja 3-amino-benzamiddal (3AB) gatolhato
sejtnekrozishoz vezet (Kaminker és mtsai, 2001).

A Ti-PARP 2.3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioxin indukalhato, cDNS-e egy 657
aminosavbol allo fehérjét kodol, molekulatomege 75 kDa. A Ti-PARP nagyfoku
hasonlésagot mutat az RM1 és a TIL fehérjékhez, melyek koziil az elobbi a memoria
kialakuldsaban, az utobbi a tumort infiltralé aktivalt T sejtekben indukalodik. (Ma és
mtsai, 2001)

A géncsalad tovabbi tagokkal fog szaporodni a kozeljovoben. Gilbert de Murcia
személyes kozlése szerint a fentieken kiviill még 11 PARP-szeri fehérjét talaltak
laboratériumaban, és minden fehérjéhez egy-egy gén tartozik. Ezek szerint legalabb 18

ilyen gén létezik.

B. A PARP-1 enzimologidja

A PARP altal termelt poli-ADP-rib6z (PAR) polimerek metabolizmusa egy teljes
szubsztratciklust alkot. A PARP aktivacioja és a polimerek szintézise utdn a PARP gatolt
allapotba keriil, majd a poli(ADP-rib6z) glikohidroldz és az ADP-ribozil protein liaz
enzimek tavolitjak el a polimereket. A PARP-1 felelds a sejtbeli PARP aktivitas 95%-ért,
az egyes izoformak aktivacidja és inaktivacidja kiillonbozik, de jelenlegi tudasunk szerint
enzimatikus viselkedésiik nem.

A PARP-1 fdleg egy- vagy kétszalu DNS torés hatisara aktivalodik, de a DNS
meghajlasa is aktivald hatasu lehet (Gradwohl és mtsai, 1987, Sastry és Kun, 1990). A
PARP-1 homodimereket alkot és a DNS tdérésekhez kapcsolddik az N-termindlis cink
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ujjainak segitségével. Ez indukélja a PARP-1 enzimatikus aktivacidjat (de Murcia és
mtsai, 1994, de Murcia és de Murcia, 1994, Lindahl és mtsai, 1995, Schreiber és mtsai,
1995, Burkle, 2001, Smith, 2001).

Leirtak mas aktivacios utat is a PARP-1 esetében. Primer patkany neuronokban a
foszfolipaz C aktivacidja kovetkeztében megnovekvd 1.,4,5,-triszfoszfat koncentracid
hatasara bekovetkezd intracelluldris kalcium koncentracid ndvekedés vezet PARP
aktivacidhoz (Homburg ¢és mtsai, 2000). Ez az Gtvonal a PARP gyors, DNS toréstol
fiiggetlen aktivacidjahoz vezet, azonban részletei nem ismertek.

Az aktivalt PARP altal katalizalt enzimreakcié a NAD" hasitasaval kezdédik ADP-
ribdzra és nikotinamidra (NAD glikohidrolaz 1épés), majd az ADP-riboz részt a PARP
megfeleld akceptor fehérjék glutamat oldallancahoz csatolja és eldgaz6, néhany PAR
egységtol akar 200 egységnyi hosszisagu polimereket szintetizal (ADP-rib6z polimeraz
aktivitas) (Virdg és Szabo, 2002). Egyes szerzok felvetik a lehetdségét, hogy a polimer
hosszanak mérésekor fellépd technikai akadalyok miatt a méretet a szerzok alulbecslik,
igy az in vivo képz0dott polimerek hosszabbak is lehetnek (Gagne és mtsai, 2001).

A PAR-nak tobb akceptorat azonositottdk, mint a hisztonok (Tanuma ¢€s mtsai,
1985, Nagale, 1995) a nuklearis faktor kappa B (NF-kB), (Oliver és mtsai, 1999), B-
MYB (Cervellera ¢és Salla, 2000), a DNS-dependens protein kinaz (DNS-PK) (Ariumi ¢és
mtsai, 1999), p53 (Kumari és mtsai, 1998). A PAR-ban talalhaté negativ toltések
megvaltoztatjak a PAR altal modositott fehérje tulajdonsagait. A hisztonokra keriil6 PAR
taszitja a DNS negativ toltésti foszfocsoportjait, ami a kromatinszerkezet fellazulasahoz
vezet (Boulikas, 1990).

Azonban a PAR egyik legfontosabb akceptora maga a PARP-1. A PAR a PARP-1
automodifikaciés doménjére keriil, ami a PARP-1 enzimatikus gétlasdhoz, és a DNS-rdl
torténd levalasahoz vezet (autoinhibicid) (Virag €s Szabo, 2002).

A PAR fél¢letideje egy perc koriil van, mivel katabolizmusa igen gyors. A
polimerek eltavolitdsa a poli(ADP-ribdz) glikohidrolaz (PARG) feladata (Davidovich és
mtsai, 2001). A PARG nagy sebességét annak koszonheti, hogy képes exo- és
endoglikozidazként is miikddni (Brochu és mtsai, 1994). Mivel a PARG K,, értéke nagy

fragmentek irant joval kisebb, mint a kisebbek felé, ezért a PAR bontdsandl az enzim
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el6szor a nagyobb darabokat hasitja le €s csak azutan tér ra a kisebbekre, ami jelentésen
lecsokkenti a teljes PAR eltavolitasahoz sziikséges idot. A PARG, bar kis mennyiségben
van jelen a sejtekben, magas specifikus aktivitisa miatt képes a nagysagrendekkel
nagyobb mennyiségben 1évé PARP altal szintetizalt PAR gyors lebontasara (Jonsson és
mtsai, 1988). A PARG gatlasa, a PARP hiper-ADP-ribozilalt allapotdhoz vezet, és
kovetkezményesen a PARP gatlasat eredményezi (Ying és Swanson, 2000, Ying és mtsai,
2001, Bakondi és mtsai, 2003).

A kozvetlentil a fehérjéhez kapcsolodo utolso, Gn. proximalis ADP-riboz egységet
az ADP-ribozil protein liaz tavolitja el (Oka és mtsai, 1984). Jacobson eredményei
azonban azt mutatjak, hogy ezt a funkciot a PARG is képes ellatni (Jacobson, személyes
kozlés).

A PARP aktivitas sejtbeli szabalyzasa tobb szinten zajlik le. Erételjes, hosszan hatd
genotoxikus stressz estén a PARP mennyisége valtozik a sejtben, ezek transzkripcios €s
poszttranszkripcios szabalyzasra utalnak (Bergeron és mtsai, 1997, Tramontano és mtsai,
2000, Doucet-Chabeaud és mtsai, 2001). A kutatasok az Spl transzkripcios faktor
szerepét vetették fel a PARP transzkripcidjaban (Bergeron €s mtsai, 1997).

A poszttranszlacios modositasok koziil ki kell emelni az auto-poli-ADP-ribozilaciot
(Kawaichi és mtsai, 1981), illetve a PKC altali foszforilaciot (Tanaka és mtsai, 1987,
Bauer ¢és mtsai, 1992, 1994). Az in vivo jelen 1év0 allosztérikus inhibitorok koziil pedig ki
kell emelniink a nikotinamidot (a NAD" hasitasi terméke), illetve a purinokat, melyek

ischaemia soran érhetnek el PARP gatlashoz elégséges szintet (Virag és Szabo, 2001).

C. A PARP-1 funkcioi
A PARP esetében az elsoként leirt funkcid a DNS repairben val6 részvétel volt.

Azbta egyre tobb funkciodt ismeriink meg, mely a poli-ADP-ribozilaciohoz kapcsolodik.

a) A PARP szerepe a genomi integritas fenntartasaban, a DNS hibajavitdasban és a
replikacioban
A genomi integritas fogalman azt értjiik, hogy a genomban talalhatd informacio

karosodas nélkiil keriil tovabbadasra a leanysejtekbe.
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A PARP-pal kapcsolatos korai megfigyelések kozé tartozik, hogy a PARP
farmakologiai gatlasa érzékenyiti a sejteket a genotoxikus stresszre, vagyis ionizélo
sugarzas, vagy alkilaloszerek hatdsara késik a DNS torések ligalasa, emelkedik a
testvérkromatidok cseréje (Park és mtsai, 1983). A testvérkromatidok cseréje akkor zajlik
le, amikor a kijavitatlan DNS hibdk akkumuldlédnak, és emiatt ledll a replikacid
(Screiber és mtsai, 1995). Hasonl6 eredmények sziilettek a PARP kiilonb6z6 molekularis
bioldgiai eszkdzokkel (antiszensz oligonukleotid technika, PARP DNS ko6té domén
overexpresszid) torténd gatlasaval is, illetve mas DNS karosité hatasokra is, mint példaul
a topoizomeraz I és II gatlasa, vagy az UV sugarzas (Szabd ¢s Virag, 2002).

A sejtes rendszerek vizsgalata utin PARP-17" egértorzsek megjelenése a fenti
jelenségek in vivo vizsgalatat is lehetové tette. Hasonldéan a fenti kisérletekhez a
PARP-17" egerek fokozottan érzékenyek voltak alkilaldé agensekkel, illetve ionizald
sugarzassal szemben (de Murcia és mtsai, 1997).

A fenti eredményeket magyardzza, hogy a PARP-1 a DNS repair rendszerek
koziil a baziskihasitasi rendszerrel (BER — base excision repair) kapcsolatban all. A BER
miikddése soran a valamilyen modon moédositott, igy mutagén bazisok tavolitdodnak el és
kertil a helytlikre a megfeleld bazis. A BER aktivacidja soran a bazisokat egy glikozilaz
enzim ismeri fel, és hasitja a nuleotidok B-N glikozilkotését. Azonban a mas mddon
képzodott bazis nélkiili hely onmagaban is képes a BER aktivacidjara. A BER-nek
kétféle utvonala létezik. Amennyiben csak egy bazis helyettesitésérol van szo, akkor
»short patch repair”-rél, amennyiben tobb egymas utani (10-15 nukleotid) cseréjérdl van
sz0, akkor ,Jlong patch repair’-rél beszéliink. EmlOs szervezetekre a short patch repair
jellemzobb, amely soran egy-egy enzim el0szor a bazis nélkiili nukleotid 5° oldalan hasit,
majd a masik a 3’ oldalon. Az igy keletkezd rést a DNS polimerdz f foltozza be, és a
DNS ligdz koti Ossze az elvagott szalat. A long patch repair akkor aktivalodik, amikor a
short patch repair elakad. Ebben az esetben a hibas nukleotidot tartalmazo szal
eltavolitodik az €p szaltol és egy exonukleaz enzim kivagja a kitekert DNS szakaszt. A
lyuk befoltozasat nem csak a DNS polimeraz [ végezheti el, hanem mas DNS
polimerazok is szerepet jatszhatnak a folyamatban. A DNS szalak illesztése a DNS ligaz

feladata (Lavrik és mtsai, 2001).

-14 -



A PARP™ egerekbdl szarmazo fibroblasztok estében a PARP fehérje hianya és a
PARP aktivitas jelent0s csokkenése els6sorban a long patch repair-t érintette, azonban
jelentésen, 50%-kal csokkentette a short patch repair-t is (Dantzer és mtsai, 2000). Meg
kell azonban emliteni, hogy a PARP gatlas nem inaktivalja a BER-t, mindossze lassitja
beinduléasat (Soldatenkov és Smulson, 2000). A kései beindulas oka lehet, hogy a PARP
kolcsonhat a BER-ben résztvevd fehérjék egy részével, mint az XRCC1 (Masson ¢€s
mtsai, 1998), a DNS polimerdz 3, DNS ligaz III a cink ujj doméneken, vagy az
automodifikaciés doménben talalhato6 BRCT motivumon keresztiil (Szabd, 2000). Ezen
kiviil a PARP altal szintetizalt PAR felismerési szignalként szolgalhat a BER enzimeinek,
illetve egyes szerzok szerint a PAR a BER energiaforrasaként is funkcionalhat (Oei ¢és
Ziegler, 2000).

PARP aktivaciot tapasztalhatunk a sejtciklus soran is tobb alkalommal, az eddigi
eredmények szerint valosziniileg szintén a genomi integritas védelme érdekében.

A replikacid sordn az MRC (multiprotein replication complex) kialakulasaban is
szerepet jatszik a PARP (Dantzer és mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996).
Ko6lcsonhat az MRC tobb komponensével, a DNS polimeraz a-val és B-val, a DNS
primazzal, a DNS helik4dzzal, a DNS ligazzal, a topoizomeraz I és Il-vel (Dantzer és
mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996). Ezeken a fehérjéken kiviil Simbulan-
Rosenthal és mtsai (1996) 15 féle poli-ADP-ribozilalodo fehérjét mutattak ki az MRC
komplexbdl. A PARP a DNS replikacios villaban lokalizalodik, onnan tisztithaté (de
Murcia és mtsai, 1986). A PARP szerepét a replikacioban a legtobben mint molekularis
kapcsolot képzelik el, amely a DNS szintézis helyszinén a hibdkat, toréseket jelzi,
leallitja a replikaciot, illetve elinditja a hibajavitast (Dantzer és mtsai, 1998, Ziegler és
Oeli, Soldatenkov €s Smulson, 2000).

A sejtciklus ellendrzési pontjaiban is szerepe lehet a PARP-nak. Az ellendrzési
pontok kulcsfehérjéi kozil a PARP kolcsonhat az ataxia-teleangiectasia gén
fehérjeterméke (ATM), az ATR, a DNS fiiggd protein kindz (DNA-PK), és a p53
fehérjékkel (Smith és Jackson, 1999). A p53 fehérje esetében a PARP sziikséges a p53
gyors felszaporodasdhoz, szekvenciaspecifikus DNS kotéséhez, illetve transzkripcios

aktivitasdhoz. A p53 felszaporodasa pedig a sejtciklus leallasahoz vezet (Soldatenkov és
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Smulson, 2000). Masutani €s mtsai (1999) in vitro vizsgalatokkal kimutattak, hogy a
PARP ezen kivill a ciklin fliggd kindzok (CDK) aktivitdsanak gatlasaval csokkentheti a
retinoblasztoma fehérje foszforilaltsdgat, ami a sejtciklus kozvetlen blokkolasdhoz vezet.
A PARP gatlasa a sejtosztodas soran kromoszémaszegregacios problémakkal jar,
gyakorivd valnak az aneuploid vagy tetraploid sejtek (Simbulan-Rosenthal és mtsai,
1996). A PARP-1 az osztddas sordn a kromoszomakkal és a centroszémalis fehérjékkel
(Cenpa, Cenpb, Bub3) asszocial (Saxena és mtsai, 2002, Kanai és mtsai, 2000). PAR
festéssel a profazisban 1évo sejtek erdsen festddnek, a festddés a kromoszomak alakjat
rajzolja ki (Bakondi és mtsai, 2002). Olyan sejtekben, ahol el6zdleg a PARP-ot gatoltak a

gamma sugarzas rendellenes rekombinaciohoz vezetett (le Rhun és mtsai, 1998).

b) A PARP a génexpresszio és a differencialodas szabalyzasaban
A sejtdifferenciacié soran egy specializalatlan multi-, vagy pluripotens sejtbdl a
génexpresszids mintazatanak atrendezddésével egy adott feladat ellatasara alkalmas
erdteljesen specializalt sejtek jonnek 1étre. Egy Ossejtbdl tobbféle sejttipus alakulhat ki
tobb atmeneti alakon keresztiil.
(Bahtia és mtsai, 1995, Exley és mtsai, 1987, Francis €s mtsai, 1983, Morioka és mtsai,
1979, Sugiura ¢és mtsai, 1984, Terada ¢és mtsai, 1979), a melanomasejtek
differencialoddsdban (Durkacz és mtsai, 1992), mesenchyma (Nishio és mtsai, 1983,
Cherney és mtsai, 1985) és trophoblast sejtek differencialodasdban (Masutani és mtsai,
2001). A PARP szerepével egyiitt vetddott fel a PARG szerepe a himiversejtek
A PARP fehérjemennyisége minden esetben korrelaciot mutatott a differencidcid
folyamatdval, azonban jo okunk van feltételezni, hogy hasonléan az
ivarsejtdifferenciaciohoz, a PARG mennyiségének valtozasa is szamottevd tényezd lehet.
Tobb transzkripeios faktorrol mutattak ki, hogy asszocialodik a PARP-pal, ezek
az AP-2 (Kannan, 1999), az YY1 (Oei és mtsai, 1997), az oct-1 (Nie és mtsai, 1998), a
TEF-1 (Butler és Ordahl, 1999), és a B-MYB (Cervellera és Sala, 2000). Az AP-2 és a

-16 -



TEF-1 esetében sikeriilt kimutatni, hogy a transzkripcidos faktorok aktivitasahoz
sziikséges a PARP és sikeriilt a komplex altal specifikusan aktivalt gének azonositésa is.

Az el6zoeknél részletesebben jellemzett a PARP kolcsonhatisa az NFxB
transzkripcios faktorral. Az NFkB nyugalmi allapotdban trimerként a citoplazmaban
talalhato, ahol aktivacié hatdsara a trimer inhibitorikus tagja (IkB) foszforilalodik , majd
levalik és proteolitikusan lebomlik. A felszabadult NFkB dimer (p50 €s p65) a magba
transzlokalodik, az NFkB valaszadd szekvenciakhoz kapcsolddik és az inicidcios
komplex tagjaival asszocialédva kiillonb6z6 gének expressziojat fokozza. Az NFxB altal
regulalt gének kozé tartozik tobb proinflammatorikus gén is, mint az iNOS, vagy a
proinflammatorikus citokinek (TNFa, IFNy, stb.).
érinti a PARP genomi delécidja, azonban ekkor az NFkB nem képes a vélaszado
szekvencidkhoz kapcsolddasra (Oliver és mtsai, 1999). Vagyis a PARP az NFxB
preiniciacidés komplex része, feltételezhetéen kolcsonhat az NFkB mindkét alegységével
(Hassa és mtsai, 2001) és hidnyaban nem megy végbe az NFkB aktivacioja.

Erdekes kérdés, hogy a PARP aktivitasa transzkripciot aktivalo hatasu-e, leallitja-
e, vagy nem ¢érinti a transzkripciot. Az irodalom nem egységes ezzel a problémaval
kapcsolatban. In vitro médszerekkel vizsgalva az NFxB és a PARP kapcsolatat Hassa és
munkatarsai (2001) azt talaltak, hogy csak az NFkB és a PARP fizikai kapcsolata
sziikséges a transzkripcid meginditasdhoz. Veliik ellentétben Chang és Alvarez-Gonzales
(2001) kisérletei szerint az NFkB DNS-hez kapcsolodiasa NAD' fiiggd volt, ami
szerintiik az NFkB poli-ADP-ribozildcojahoz volt kotheto.

A sejtes rendszerek vizsgalata sem ad egyértelmi valaszt a PARP aktivitas és az
NFkB fiiggd transzkripcio kapcsolatarol. A PARP aktivitas géatlasa tobb sejttipuson az
NFkB fiiggd expresszio csokkenését eredményezte. Citokin stimuldlt HUVEC sejteken
(human umbilikalis véna endothel sejtek) a PARP gatlasa egyes adhézidés molekulak
(ICAM-1, P-szelektin, E-szelektin) (Zingarelli €s mtsai, 1998, Sharp ¢és mtsai, 2001),
illetve a citokin stimulalt iNOS expressziot csokkentette (Hautschildt és mtsai, 1991,

Pellat-Deceunynck és mtsai, 1994, Szabd ¢és mtsai, 1998). Immunostimulalt nyul
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szinovialis fibroblasztok 3AB kezelése a kollagenaz expresszidé csokkenéséhez vezet
(Ehrlich és mtsai, 1995). Azonban magas cukorkoncentracidval stimulalt endotelsejteken,
ahol szintén kimutathato NFxB aktivacio, a PARP gétlasa nem vezet az NFkB aktivacio
gatlasahoz (Soriano és mtsai, 2001). Mas modellekben in vivo vizsgalatok soran PARP
gatlas hatasara egyes citokinek mennyisége csokkenést mutat (Soriano és mtsai, 2002).

A PAREP éltal regulalt gének feltérképezésében a DNS chip technika alkalmazasa
egyre nagyobb szerepet kap. Ezzel a technikaval vizsgalva fibroblasztok génexpresszios
mintazatit 91 PARP gatlds hatdsara expresszids valtozast mutatd gént azonositottak
(Simbulan-Rosenthal és mtsai, 2000). Immunostimuldlt glia sejtek génexpresszios
mintazatat hasonld modszerrel vizsgdlva Ha ¢és mtsai (2002) azt talaltdk, hogy
immunstimulus utan tobb, gyulladasban szerepet jatszé gén expresszidja csokkent
stimulalas utan a PARP™ sejtekben a vad tipushoz képest.

Fontos megemliteniink, hogy a hiszonokon 1évé PAR-nak szerepe lehet a
kromatinszerkezet fellazitdsdban és ezaltal a génexpresszio eldsegitésében (Althaus és

mtsai, 1994) is.

¢) A PARP szerepe a sejthaldl sordan

A sejtelhalasanak két tipusat kiilonboztetjiik meg: alapvetéen morfologiai jellemzok
alapjan beszéliink apoptozisrol, illetve onkoézisrdl (onkodzis megnevezéssel illetjiik az
eredetileg nekrozisnak nevezett folyamatot, mert a nekrozis fogalman a post mortem
sejthalalt értik.). A két sejthalalforma nem egymastol élesen elkiiloniilé folyamat, sokkal
inkabb arro6l van szd, hogy egy skala két szélsdértekét képviselik.

A PARP aktivaciot a DNS karositod szerek citotoxikus hatasaval eldszor Berger és
munkatarsai (1983, 1986) hoztak Osszefliggésbe. Eszerint a PARP aktivacio hatdsara a
sejt NAD" készlete a PAR szintézis miatt lecsokken. A NAD" képzédés ATP igényes, igy
a foszforibozil transzferdz és a mononukleotid adenilil transzferaz 4ltal katalizalt reakciok
soran elfogy a sejt ATP készlete. Az ATP hidnya gatolja az ATP igényes folyamatokat,
mint a glikolizis kezdeti 1épései, a NAD' hianya pedig a mitokondridlis
elektrontranszportlancot  allitta le, ami a mitokondridlis membranpotencial

Osszeomldsdhoz vezet. Ilyen koriilmények kozott a mitokondridlis F1/FO ATPaz enzim
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ATPaz-ként kezd miikodni, ami az ATP mennyiség és a sejtbeli energia tovabbi
csokkenéséhez vezet (Virag és mtsai, 1998a, Ha és Snyder, 1999).

Az apoptozist jellemzi a kompakt sejtmorfologia, a kromatin kondenzicidja, a
sejtmembran épségnek megorzése, illetve az apoptotikus sejtek gyors eltavolitasa
fagocitozissal. Apoptdzis indukalhatod bizonyos ligandokkal (Fas ligand, TNF, TRAIL), a
DNS karositasaval (alkilalé szerek, ionizald sugarzéas, oxidativ stressz), illetve a
mitokondriumra haté szerekkel. Az apoptdzis soran aktivalodo jellemzd fehérjék a
kaszpaz enzimrendszer (cysteinyl-aspartate-specific proteases), illetve bizonyos
mitokondrialis apoptotikus faktorok (pl. citokrom c, apoptézis indukald faktor — AIF,
SMAC-DIABLO).

Az apoptozis korai 1épései soran a PARP-1-et a kaszpaz-7 vagy 3 elhasitja, egy
89 kDa (p89) és egy 24 kDa (p24) fragmentre (Tewari és mtsai, 1995, Germain és mtsai,
1999). A PARP-1-hez hasonléan a PARP-2 is elhasitodik apoptdzisban, azonban a
hasitasat a kaszpaz-8 végzi (Benchoua és mtsai, 2002). Mindkét esetben a hasitas ugy
zajlik le, hogy a katalitikus és a DNS kot6 domén elvalik egymdstdl, ami az enzim
inaktivalodasahoz vezet. A PARP-1-bdl étrejovo fragmentek koziil a p89 gatolja a PARP
D’ Amours és mtsai, 2001).

A fentiekbdl kitiinik, hogy a PARP aktivitas és aktivalodas erdteljesen gatlodik az
apoptozis kezdeti szakaszédban. E gatlas jelentosége az lehet, hogy kivédi a PARP
aktivaciot az apoptozis késObbi szakaszaban lejatsz6dd6 DNS fragmentacio soran, igy
megorzi a sejtek NAD' és energiakészletét (Herceg és Wang, 1999) az energiaigényes
tovabbi apoptotikus folyamatok szamara.

A PARP szerepe az apoptoézisban nem tisztdzott, gatldsa az apoptdzis soran
egyarant gatolta (Tanaka és mtsai, 1995, Richardson és mitsai, 1999), vagy fokozta
(Tentori és mtsai, 1999), vagy nem befolyasolta (Watson és mtsai, 1995) a folyamatot.

A PARP szerepe a PARP-1 génhidnyos egerek megjelenése utan valt molekularis
szinten vizsgalhatova. A PARP” egerekbél szarmazo sejtek (hepatocitak, timociték,
primer neuronok) érzékenysége hasonld volt Fas liganddal, TNFo-—val, etopoziddal,

dexametazonnal kivaltott apoptozisban, mint a PARP"" sejteké (Leist és mtsai, 1997a,
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Wang ZQ és mtsai, 1997, Virdg és mtsai, 1998b). A PARP” egerek embriondlis és
posztnatalis fejlédése is zavartalan, ami szintén arra utal, hogy az apoptdzis zavartalan
lefolyast (Wang és mtsai, 1995).

Dawson ¢és munkacsoportja azonban a szabad gyokok, alkilalé szerek, illetve
NMDA altal kivaltott apoptozisban bizonyitotta a PARP szerepét az AIF faktor

Osszességében megéllapithatd, hogy az apoptozis legtobb formédjiahoz a PARP nem
szlikséges, azonban hasitasa nélkiilozhetetlen az apoptozis zavartalan végrehajtodasahoz.

Az onkoézisra - az apoptozissal ellentétben - a sejttérfogat novekedése, a
plazmamembran integritdsanak megsziinése a sejttérfogat novekedése és a sejttartalom
kiszabadulésa jellemzd. Ez utdbbi ,,szivargas” gyulladast serkentd hatast.

Oxidansokkal, illetve alkilaloszerekkel kivaltott enyhe stimulus apoptotikus jellegi,
mig a koncentracido emelésével egyre inkabb onkotikus jelekkel rendelkezd sejthalalt valt
ki (Bonfoco ¢és mtsai, 1995, Nicotera és mtsai, 1999). Az igy beinditott sejthalal
jellegének meghatarozasaban (apoptotikus vagy onkotikus) mind az ATP, mind a NAD"
mennyisége meghatarozo jelentdségli (Coppola és mtsai, 1995, Corwley és mtsai, 2000,
Klaidman és mtsai, 1996, Leist és mtsai, 1997b, 1999, Lelli és mtsai, 1998).

A fentiek alapjan a PARP aktivdlédasa az ATP/NAD' szint csokkentése miatt
gatolja az energiaigényes apoptozis beindulasat és az onkodzis felé tereli a sejtet. Ezen a

terileten az elsé tanulmanyok a PARP

—— DNS kirosodis
farmakologiai gatloszereinek a ‘
felhasznalasaval  késziiltek  (Szabo  és gyenge mEnE gty xrdtalyes
Dawson, 1998, Watson ¢és mtsai, 1995) és 1 l

D PARP
H 4 ; A H PARP aktivaci6  PARP aktivicio
igazoltdk a fenti elméletet, vagyis a PARP ‘ tolaktivicis
gatlasa gatolta az onkozist. PARP” egereken \

r v
is hasonlé eredmények sziilettek (Eliasson és ~ DNSjavitds el gtaen NADS

DNS javitas ATP |
mtsai, 1997). l
PARP gitlasat vagy genetikai ablaciojat nseyvtale P:gﬂ“;::::" Onkizls

az apoptozis, az onkozis, illetve a DNS repair 2 4pra A  PARP szerepe az

szempontjabol a 2. abran foglaltuk Gssze. A~ apoptozisban és az onkoézisban.
Magyarazat a szovegben.

Virag és Szabo (2002) nyoman.
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DNS karosodas, illetve a PARP aktivitds mértékétdl fiigg a sejt sorsa a genotoxikus
stressz utan. Gyenge DNS kérosodas utdan a PARP aktivacié a hibajavité rendszerek
aktivalasan keresztiil a sejt ttléléséhez jarul hozza (bal oldali folyamatsor). Ha a repair
rendszerek nem tudnak megbirkdzni a hibak mennyiségével, a sejt elinditja az apoptozis
programjat és elpusztul (k6zéps6 folyamatsor). Azonban az erételjes, talzott mértéka
DNS kérosodas a sejtek NAD" és ATP tartalmanak elhasznalasaval lehetetlenné teszik az
apoptozis végbemenetelét, igy onkotikus sejthalalt valt ki (jobb oldali folyamatsor). A
PARP gatlasa mind a jobb, mind a bal agrél a kozépsore tereli a sejtek sorsat (piros
nyilak), vagyis a sejtek apoptdzisat okozza. Az apoptotikus és az onkotikus sejthalél
koziil az eldbbi a szervezet szamara kevésbé megterheld, ezért 6nmagaban egy ilyen

valtas terapias elonyt jelenthet.

3. Oxidativ stressz patologiai szerepe
A. A peroxinitrit és a nitroxil korélettani hatasai

A peroxinitrit in vivo fiziologiai hatdsairdl elég részletes ismeretekkel
rendelkeziink. Peroxinitrit termelddését kimutattak szeptikus peritonitisben (Soriano és
mtsai, 2002), hemorragias sokkban (Liaudet és mtsai, 2000a), diabetesben (Soriano és
mtsai, 2001a, Szab6 és mtsai,), mesenterikus ischaemiaban (Liaudet és mtsai, 2000b),
artritiszben, kolitiszben (Mabley €s mtsai, 2002) ¢és asztmdban (Andreadis €s mtsai,
2003). Altalanossagban a peroxinitrit tulzott termelddése az ischaemia-reperfizios
karosodasra, a sokkra, illetve a gyulladdsos folyamatokra jellemzé. Habar a
peroxinitritnek elsdsorban biokémiai hatasai vannak, emellett ki kell emeljiik, hogy a
peroxinitrit DNS torések 1étrehozasan keresztiil PARP aktivaciohoz vezet.

In vivo vizsgalatok a nitroxillal kapcsolatban elsdsorban a keringési rendszerre
gyakorolt hatdsara koncentraltak, azonban olyan adatok, melyek kozvetlen koroki
szerepét bizonyitanak, nem allnak rendelkezésre.

Sziven pozitiv ionotrop és lusitrop hatdsa van a nitroxil kezelésnek, ami nem all
kapcsolatban a béta adrenerg jelatvitellel (Paolocci és mitsai, 2003). Ischaemia-
reperfuzids karosodas esetén a kontraktilitds és a sejtpusztulas mértékét csokkentette az

NO kezelés (Pagliaro és mtsai, 2003). Vannak azonban olyan megfigyelések is, melyek
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szerint ischaemia-reperfiizids karosodas esetén az NO™ kezelés ront a szivfunkcidkon (Ma
¢és mtsai, 1999), illetve noveli a neutrofil infiltraciot (Takahira és mtsai, 2001).
Az NO’ képes a szolubilis guanil cikldzhoz kapcsolodni, és az NO-hoz hasonléan

crcr

¢s mtsai, 2001).

B. Oxidativ stressz daltal kivaltott patologias enzimaktiviacio: PARP és matrix
metalloproteinaz aktivacio

Az oxidativ stressz altal okozott valtozdsok kozé tartozik egyes enzimek
aktivalodasa, mint a PARP ¢és a matrix metalloproteinazok (MMP). Mindkét
enzimcsoport aktivalodasa kapcsolodhat korfolyamatokhoz.

A patofiziologias PARP aktivacio in vivo iniciatorarol keveset tudunk, csak az in
vitro kisérletes eredményekbdl feltételezziik, hogy szabad gyokok, elsdsorban hidroxil
gyokok és peroxinitrit jatszanak kozponti szerepet aktivaldédasdban. Alatamasztja ezt az
elméletet, hogy PARP aktivacio esetében emelkedett nitrotirozin festédés mutathaté ki,
ami a nitrozativ stressz indikatora (Soriano és mtsai, 2002, Liaudet és mtsai, 2000a,
Szabo és mtsai, 2002, Soriano és mtsai, 2001a, Liaudet és mtsai, 2000b, Mabley és mtsai,
2002). A PARP aktivacié kimutatdsara az enzimreakcido termékének, a PAR-nak a
kimutatasa (pl. immunhiszokémiai modszerrel) a legalkalmasabb.

Az eldz6 fejezetben peroxinitrit termelddéssel jellemzett korfolyamatokhoz,
(peritonitis, hemorragias sokk, diabetes, mesenterikus ischaemia, kolitisz) PARP
aktivacio tarsul. Ezen kiviil tobbek kozott a miokardidlis infarktus, a szivtranszplanktacio
(Endres és mtsai, 1998, Faro és mtsai, 2002, Fiorillo és mtsai, 2002, Szabo és mitsai,
2002), a szeptikus sokk (Goldfarb és mtsai, 2002, Jagtap €s mtsai, 2002, Soriano €s mtsai,
2002, Watts és mtsai, 2001), illetve az adult respiratorikus diszstressz szindroma (Liaudet
¢s mtsai, 2002) kapcsan is mutattak ki PARP aktivaciot.

Az in vivo képzddd szabad gyokok DNS toréseket hoznak 1étre, amelyek a PARP
aktivaciojan at egyrészt onkozist valtanak ki, masrészt azonban aktivaljak az NFxB -t, és
azon keresztiil kiilonb6zd gyulladasos citokinek termelését inditjak el. Ezek a citokinek

aktivalt leukocitakat vonzanak a sériilés helye felé, és igy felerdsitik az oxidativ stresszt.
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Az elhalt sejtekbdl kiszabaduld anyagok szintén gyulladaskeltd hatastuak, ami egy ijabb
pozitiv visszacsatolds az eldbbi korbe.

Szémos tanulmény igazolja, hogy a PARP mind farmakoldgiai, mind molekularis
bioldgiai gatlasa javitja tobb betegségmodell klinikai és laboratdériumi paramétereit
(citokin termelddés, tulélés, szervfunkciok, stb.). Feltételezhetd, hogy a PARP gatlasa
esetén a PARP tulzott aktivacidja miatt bekovetkezd onkozis fordithatd apoptodzisba
(Virag és Szabo, 2002).

Egy masik — szamunkra fontos — szabad gyokok altal aktivalhatdé enzimcsoport az
matrix metalloproteinazok (MMP-k) csaladja. Az MMP-k szerteagazd funkcidval
rendelkezd cink endopeptidazok. Bar kiilonbozé folyamatokban jatszhatnak szerepet,
elsddleges szerepiik az extracellularis matrix lebontdsa. Fiziologias funkcidjuk az
extracellularis matrix Gjraépiilésének biztositasa tobbek kozott az embrionalis fejlodés, a
blasztociszta beadgyazodasa, szervek morfogenezise, az idegek novekedése, ovulacio, az
endometrium ciklikus atrendezddése, a hajfollikulus ciklusa, csontatépiilés, angiogenezis
soran. Az MMP-k patofizioloégids aktivacidja emellett szerepet jatszik artritiszben,
kardiovaszkularis betegségekben, a vér-agy gat funkcidzavaraiban, periodontalis
betegségekben, borulceraciokban, gyomorfekélyben, a kornea ulceracidjaban,
majfibrézisban, emfizémaban, tiid6fibrozisban is (Nagase és Woessner, 1999).

Az MMP-k inaktiv proenzimek formdjaban szintetizdlodnak. Az inaktivitasért a
fehérje N-terminalisan taldlhato propeptid (autoinhibitorikus) doménben 1év6 konzervalt
aminosavszekvencia cisztein oldalldnca felelds. Ez a cisztein a katalizisben eszencialis
cink ionhoz kapcsolddik koordinativ kitéssel, és ezzel a cink iont katalitikusan inaktivva
teszi. Aktivva az enzim akkor valik, amikor ez a kapcsolat felszakad.

Az MMP aktivacionak két utjat ismerjiikk. A torténetileg eloszor megismert ut a
véralvadashoz vagy a komplement aktivaciohoz hasonld proteolitikus aktivacié volt.
Ebben az esetben az autoinhibitor domént valamilyen protedz lehasitja. Azonban a
véralvadashoz vagy a komplement aktivaciohoz hasonld rigid, konszekutiv aktivacios

rendszert nem taldlunk az MMP-k esetében. Akar nem az MMP-k koz¢ sorolt proteinaz is

lehet aktivalo hatasu (pl. a pro-MMP2-t aktivalhatja az MT1-MMP, de az urokinaz-tipusu
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plazminogén aktivator is). Proteolitikus aktivacid soran valtozik az adott MMP
molekulatomege, a kb. 8-12 kDa méretli inhibitor domén lehasadasa utan.

A proteolitikus aktivacio mellett a térszerkezetvaltozas okozta aktivacids utvonalat
is leirtdk. Ebben az esetben a zimogénben valamilyen térszerkezetvaltozas vezet a
kritikus koordinacios kotés felszakadasahoz. Ilyen hatds lehet erds detergensek,
merkurivegyiiletek (pl. az altalanos MMP aktivator APMA), vagy reaktiv oxigén
intermedierek (ROI), illetve peroxinitrit megjelenése (Grant és mtsai, 1992, Okamoto ¢€s
mtsai, 2001, Springman és mtsai, 1990, Wang és mtsai, 2002, van Wart és Birkedal-
Hansen, 1990). Az ilyen jellegi aktivacié mechanizmusara Springman ¢s mtsai (1990) a
»cink-switch” megnevezést hasznalja.

A két aktivacios mod kozotti kiilonbséget a 3. abra szemlélteti.

inhibitor domén
Pro-Arg CYS Gly Val Pro-As p IGSHKIGN katalitikus domén

*

| Aktiv pro-MMP |

inhibitor domén / 5 .
térszerkezetviltozas
Zn?

Nt proi
rosue.

3. abra A pro-MMP aktivacié médjai o

Az inaktiv pro-MMP esetében kiemeltiik az

autoinhibitor doménben talalhatd ciszteint és a inhibitor domén
cinknek csak az ezzel a ciszteinnel alkotott
koordinativ kotését tiintettiikk fel. A csillag az

aktivalodott katalitikus centrumot jeldli.

Peroxinitrit esetében Okamoto és mtsai (2001) in vitro vizsgalatokra tdmaszkodva
alkotott elméletet az MMP aktivacié mechanizmusara. Paradox mddon a folyamat kezd6
Iépéséhez antioxidans hatast redukalt glutation (GSH) sziikséges. A peroxinitrit a GSH
ciszteinjének szulthidril csoportjaval reakcidba 1ép és valoszinlileg GSNO,-t képez, ami

oxidalja a ciszteint levalasztva az eszencialis cinkionrdl az MMP-k aktivacidjahoz vezet.
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Wang és mtsai (2002) ezen elméletet bizonyitando, peroxinitrittel perfundaltak izolalt
szivet és MMP aktivaciot tapasztaltak, melyek koziil a leghatarozottabb az MMP2 volt.

Az MMP-k a transzkripcid szintjén is szabalyozottak, expresszidjuk fontos
aktivatorai koz¢ tartoznak a citokinek (Siwik és mtsai, 2000).

MMP aktivaciot tobb esetben is leirtdk mar szivben és érrendszeri patologias
allapotokban, példaul szivelégtelenségben (Mann és Spinale, 1998, Spinale, 2002), egyes
kardiomiopatidkban (Thomas és mtsai, 1998), ischaemia-reperfuzios karosodasban
(Cheung ¢és mtsai, 2000). A szivelégtelenség kialakuldsdban nagy jelentdséggel bir az
extracellularis matrix lebontasanak és felépitésének egyensulyanak megbomlasa. A
szivben az extracellularis matrix, illetve az azt felépitd kollagén kiemelten fontos
mechanikai szerepet jatszik. Sériilése esetén a kardiomiocitdk ,megcstisznak”
(cardiomyocyte slippage), ami ventrikularis dilatdciohoz, fokozatos kontraktilis
diszfunkcidhoz és a szivfunkcidk altalanos gyengiilésé¢hez vezet (Mann és Spinale, 1998,

Thomas és mtsai, 1998, Cheung ¢és mtsai, 2002, Spinale, 2002).

C. A doxorubicin altal okozott kardiomiopatia és a reaktiv nitrogén intermedierek

A doxorubicin egy széles spektrumu, antraciklin alapu, kiilonb6z6 szolid tumorok,
limfomak, illetve leukémidk kezelésére hasznalt citosztatikum (Blum és mtsai, 1974,
Young ¢és mtsai, 1981). A doxorubicin citosztatikus hatdsmechanizmuséban a
legfontosabb a szer DNS két szala kozé torténd interkalalodasa és ezen keresztiil a DNS
replikacid gatldsa (Smith és Bell, 1990). Azonban a doxorubicin klinikai gyakorlatban
torténd felhasznalasdnak gatja sulyos kardiotoxikus mellékhatasa (Singal és mtsai, 1987,
Singal és Iliskovic, 1998). Huméan kumulativ doézisa, mely felett elfogadhatatlanul
magassa valik a kardiotoxikus esetek aranya 550 mg/m’ (Siveski-Iliskovic és mtsai,
1995).

A kardiotoxicitds oka a doxorubicin medialt szabadgyok termelés (Davies ¢€s
Doroshow, 1986, Doroshow és Davies, 1986). Az antracénszarmazékok képesek kinon-
szemikinon atalakulasra. A redukciét a mitokondridlis elektrontranszportlanc 1.
komplexében feltételezhetéen a NADH dehidrogendz katalizalja (Davies és Doroshow,

1986). A képzdédott szemikinon instabil vegyiilet és az elektronjat konnyen tovabbadja.
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Kardiomiocitak mitokondriumait doxorubicinnel kezelve kimutathatd volt a szuperoxid
anion, a hidrogén peroxid és a hidroxil gyok termelédése (Doroshow és Davies, 1986). A
szivben allanddan termelddik kis mennyiségli NO (Beny6 és mtsai, 1991), ami a
szuperoxid gyokkel reagalva peroxinitrit képzOodéséhez vezet. A doxorubicin
kardiotoxikus hatdsa gyokfogo vegyiiletekkel csokkenthetd (Siveski-Iliskovic és mtsai,
1995).

A doxorubicin génexpresszios atrendezddést is okoz. Csokkenti a réz-cink
szuperoxid diszmutaz expresszidjat (Li és Singal, 2000), illetve tobb nem sziv eredetii
sejtvonalban leirtak NFxB aktivalo hatasat (Andriollo 2003, Lavon 2003).

A doxorubicin kezelés a szivizomsejtek energiahdztartdsit megzavarja, és

karositja a szivizomsejtek DNS allomanyat (Li és Singal, 2000).
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IV. Célkitiizés

Munkank soran az alabbi két témakor koré csoportositottuk kérdéseinket.

Az Angeli sobol felszabaduld nitroxil citotoxicitasanak vizsgalata.

1. Aktivalja-e a Angeli s6 a DNS torés - PARP aktivacié utvonalat?

2. Hasonlit-e a Angeli s6 altal kivaltott citotoxicitas a mas oxidansokkal (hidrogén
peroxid, peroxinitrit) kivaltott sejthalalhoz?

3. Képzddik-e peroxinitrit Angeli s6 kezelés soran?

A doxorubicin altal okozott kardiomiopatidAban a szabad gyokok és a PARP

szerepének vizsgalata

1. A doxorubicin altal okozott kardiomiopatidban aktivalodik-e a DNS torés - PARP
aktivacio utvonal, és ez vezet-e sejtpusztulashoz?

2. Van-e matrix metalloproteinaz aktivaci6 a doxorubicin indukalta kardiomiopatidban a

szivben?
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V. Anyagok és modszerek

1. Anyagok

Az Angeli s6 (NayN,0O3, AS) nitroxil donor vegyiiletet a Cayman Chemical Co.-t61
(Ann Harbour, MI, USA) vasaroltuk, a propidium jodidot (PI), a hidroetidint (HE) és a
3,3’dihexiloxakarbocianin jodidot (Dio) pedig a Molecular Probes-tol (Eugene, OR,
USA). Minden mas vegyszert a Sigma-Aldrich-tdl (St. Louis, MO, USA) szereztiink be,
amennyiben masként nem jelezziikk. A PARP specifikus gatlasara a fenantridion-alapt
PJ34-et hasznaltuk (Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA). A szabad gyokdk in
vivo befogasdra az Uj ferroporfirin alapu szert, az FP15-6t hasznaltuk (Inotek

Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA).

2. Allatok

Az allatkisérletek az Amerikai Egyesiilt Allamok Egészségiigyi Intézete (NIH) altal
kiadott ,,Utmutaté laboratoriumi allatok gondozasarél és hasznalatarél” cimii ajanlasok
figyelembevételével torténtek. A kezelési protokollokat a DE OEC Allatkisérletes
Bizottsaga jovahagyta. Az allatokat minden esetben igény szerinti taplalék és vizfelvétel
és 12 oras megvilagitasi ciklusok mellett, 21-23 °C-on tartottuk. Az allatok megérkezése

utan 3-7 napot hagytunk az alkalmazkodashoz.

A. Timocita preparalas és kezelés

A timocitadk prepardlasat a mar leirtak szerint végeztiik (Virag €s mtsai, 1998a).
Hat-nyolc hetes him C57BL6 egerek (Charles-River, Wilmington, MA, USA) timuszat
hasznaltuk kisérleteinkben. Az allatokat széndioxid belélegeztetéssel tulaltattuk, majd a
mellkas megnyitdsa utdn kivagtuk a timuszt. A timuszt drothalon préseltik at, igy
nyertlink 6nall6 sejtekbdl allé timocita preparatumot. A sejteket RPMI-1640 médiumban
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartottuk, melyet 10% f6talis borjisavoval egészitettiink
ki. A sejteket 37 °C-on 5% CO, atmoszféraban tartottuk. Az AS-t PBS-ben (pH 11)
oldottuk fel és a teljes térfogat 10%-ban adtuk a rendszerhez. Az AS hozzaaddsa nem

valtoztatta meg jelentdsen a médium pH-jat. A kontroll mintdkhoz olyan AS mintat
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adtunk, amelyet egy héten at szobahémérsékleten pH 7,0 PBS-ben inkubaltunk.

Kisérleteinkben a lebomlott AS nem befolyasolta az altalunk mért paramétereket.

B. Akut doxorubicin kezelés

Him Balb/c egereket (25-30 g) egyszeri dodzisban doxorubicinnel (DOX)
kezeltiink (25 mg/kg i.p.). Az éllatokat két nappal a kezelés megkezdése utan hasznaltuk
az alabb részletezett vizsgalatokra. A PJ34 (PARP inhibitor) kezelés egy oraval a DOX
beadasa el6tt kezdodott (20 mg/kg i.p.) és folytatodott a biokémiai kisérletek
megkezdéséig (3X10 mg/kg/nap). Az FP15 kezelés (1 mg/kg/nap p.o., ivovizbe keverve)
két oraval a DOX beinjektalasa elott kezdddott. A biokémiai mérésekhez a szivet és a
szérumot hasznaltuk.

A szivfunkciok vizsgalatat, illetve az allatok kovetését kollegam, dr. Pacher Pal

végezte.

3. Modszerek
A. Egyszalu DNS torések kimutatasa

A DNS toréseket comet assay-vel mutattuk ki a Trevigen (Gaithersburg, MD, USA)
comet assay kitjének segitségével. Az eljaras a kéarosodott DNS azon tulajdonsagan
alapszik, hogy konnyebben hurkolédik ki és mozdul el elektromos erétérben, mint az ép
DNS. Ha a sejteket agarozba adgyazzuk, lizaljuk, majd elektromos erétérbe helyezziik, a
karosodott DNS-1 sejtek DNS-e {istokosszertien elnyulik (innen az eljaras neve), mig az
ép DNS a sejt eredeti helyén marad.

A timocitdkat AS-sel kezeltiik 20 percen at 37 °C-on. Majd jéghideg PBS-ben
mostuk és PBS-ben szuszpendaltuk a sejteket ugy, hogy 10° sejt/ml oldatot kapjunk. A
sejtszuszpenziokat alacsony olvadaspontl agardzba kevertiik (42 °C-on) 1:10 aranyban.
Ebbdl a szuszpenziobol 75 pl-t CometSlides targylemezekre szélesztettiink. A gél
megszilarduldsa utan (4 °C, 20 perc) a targylemezeket lizis pufferbe helyeztik (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA pH 10, 10 mM TRIS, 1% natrium lauril szarkozinat, 1% Triton X-
100) egy oOrara. A mintdkat a denaturald pufferbe (0,6 g NaOH pH>13, 250 pl 200 mM
EDTA 50 ml desztillalt vizben) helyeztik a lizis utan ujabb egy Oréra
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szobahomérsékleten sotétben. A targylemezeket ezutan futtatokadba helyeztik, és
alkalikus elektroforézis pufferben (12 g NaOH, 2 ml 500mM EDTA pH 8§, 1 liter
desztillalt vizben) ekvilibraltuk (lagos kozegben torténd ekvilibralds soran egyszalu
torések novelik a DNS kihurkolodasat, semleges pH-n pedig a kettds szala DNS torések
novelik a mobilitast), majd elektromos eréteret kapcsoltunk a kadra (30 perc, 300 mA). A
targylemezeken a DNS-t eziistfestéssel tettiik lathatova és Zeiss Axiolab mikroszkoppal

vizsgaltuk. A kisérelt eredményét reprezentativ képek segitségével mutatjuk be.

B. Radioaktiv PARP aktivitasmérés

A sejtlizatumok PARP aktivitasat a klasszikus modszerrel hataroztuk meg, amely a
*H-NAD" TCA-val kicsaphaté fehérjefrakcioba vald beépiilésének a meghatirozasan
alapszik (Virag és mtsai, 1998a).

A timocitakat 30 percen at kezeltiik el6 PARP inhibitorral. Ezt kovetéen AS-t
adtunk a rendszerhez, amivel 20 percen at inkubaltuk a sejteket. A médiumot 0,5 ml
aktivitdsmérd pufferre cseréltiik (56 mM HEPES, pH 7,5, 28 mM KCl, 28 mM NaCl, 2
mM MgCl,, 0,01% digitonin, 0,125 uM NAD" és 0,5 uCi/ml *H-NAD"), majd 30 percen
at 37 °C-on inkubaltuk a timocitakat. A sejtfehérjéket 200 ul jéghideg 50%-0s TCA-val
kicsaptuk és 4 6ran at 4°C-on inkubdaltuk. A csapadékot kétszer 500 ul 5% TCA-val
mostuk, majd 250 ul 2% SDS/0,1 N NaOH oldatban szolubilizaltuk 37°C-on egy
¢jszakéan at. A csovek tartalmat 6,5 ml Scintisafe Plus szcintillacios folyadékhoz adtuk
(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) és a radioaktivitast folyadékszcintillacios
szamlaloval mértiik meg (Wallac, Gaithersburg, MD, USA).

C. Immunodotblot alapu poli(ADP-riboz)meghatarozas

A PARP aktivacio eredményeként a sejtfehérjék egy része poli-ADP-ribozilalodik,
amely kimutathatd specifikus antitest segitségével (Affar és mtsai, 1998). A timocitakat
eldinkubaltuk 3AB-dal (2 mM) vagy médiummal 30 percig. A sejteket 30 percen at
kezeltiik AS-val, majd centrifugéltuk és lizaltuk RIPA pufferben, melyet NaOH-dal ¢és
EDTA-val egészitettiink ki (Tris 50 mM, NP-40 1%, Na-deoxycholate 0,25%, NaCl 150
mM, PMSF 1 mM, aprotinin, leupeptin, pepstatin 1 pg/ml each, Na;VO4 1 mM, NaF 1
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mM, NaOH 0,4 M, EDTA 10 mM). A mintakbol fehérjekoncentraciot mértiink (BCA
protein assay kit, Pierce, Rockford, IL, USA), majd 20 pg fehérjét vittiink fel Hybond N+
membranra (Amersham Pharmacia, Little Chalfont, England) dot-blot technikdval. A
blotot 0,4 M NaOH oldatban mostuk 20 percig, majd atmostuk PBST-ben. A membrant
tejpor 5%-os PBST oldataval blokkoltuk egy oran at. A poli(ADP-riboz)-t anti-
poli(ADP-rib6z) elleni antitesttel mutattuk ki (1:400, Alexis, Lausen, Switzerland). A
membrant PBST-vel hdromszor mostuk, majd peroxidazzal jelzett masodik antitesttel
inkubaltuk (Boehringer-Mannheim). Ujabb haromszori PBST és egyszeri PBS mosas
utan az immunkomplex altal szolgaltatott jelet ECL-lel (Pierce) detektaltuk.

D. Citotoxicitas meghatdrozasa

Az AS kezelés altal kivaltott sejtpusztulast propidium jodid (PI) felvétellel
hataroztuk meg (Virdg és mtsai, 1998a). A sejteket eldszor PARP inhibitorral kezeltiik 30
percen at, melyet AS kezelés kovetett 4 6ran at. A timocitdkat ezutan 2,5 pg/ml PI
oldattal festettiik 15 percen at, majd PBS mosés utan €s dramlasi citometriaval analizaltuk
a mintakat. A citotoxicitast a kovetkezo képlet segitségével szamitottuk: 100*(T-C)/(100-
C), ahol a T a PI pozitiv sejtek szazalékat jelenti a mintakban, mig a C a kontroll

mintaban a normalis sejtek aranyat.

E. Annexin-FITC - propidium jodid kettos jelolés

Az Annexin-FITC - propidium jodid kettds jelolést a Virdg és mtsai (1998a) alapjan
végeztiik el. Harom oraval az AS kezelés utan a sejteket PBS-ben mostuk és 10° sejtet
5 wl Annexin V-FITC-cel és 5Sug/ml PI-dal Annexin ko6té pufferben (10 mM Hepes,
pH 7,4, 140 mM NacCl, 2,5 mM CacCl,) festettiilk szobahdmérsékleten. A mintdkhoz 15
perc elteltével 400 ul Annexin kot puffert adtunk, majd a mintakat azonnal aramlési

citometriaval elemeztik.
F. A mitokondrialis membran depolarizaciojanak és a szuperoxid termelés kimutatdsa
A mitokondridlis membranpotencial valtozasat aramlési citometriaval vizsgaltuk

3,3’dihexiloxakarbocianin jodid (Dio) festett sejtekben (Virdg ¢és mtsai, 1999). A
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festéshez hasznalt festék kationos lipofil karakterii, melyet a mitokondriumba transzprotal
a negativ mitokondrialis membranpotencial, és az igy a mitokondridlis matrixban disul
fel. Ezért csokkend mitokondrialis membranpotencidl a sejt csokkend fluoreszcencidjat
eredményezi.

A mitokondrialis szuperoxid termelést szintén aramlasi citometriaval hataroztuk
meg hidroetidium (HE) felhasznélasaval. Ez a fluoreszcens festék szenzitiv szuperoxid
jelenlétére, a szuperoxid gyok a hidroetidiumot erésen fluoreszkalo etidiumma alakitja.

A timocitdkat azonos moédon kezeltiik, mint a citotoxicitasi mérések esetében,
azonban a sejteket 40 nM Dio-val és 1 uM HE-nel festettiik 15 percen at, majd PBS-sel

mostuk Oket, és Facs-Calibur cytométeren analizaltuk a mintakat.

G. Kaszpaz-3 aktivitas mérése

A kaszpéaz-3 aktivitast a Virdg és mtsai (1998b) altal leirt modon végeztiik el az
alabbi modositasokkal. Hat draval az AS kezelés megkezdése utan timocitdkat a lizis
pufferben lizaltuk (10 mM HEPES, 0,1% w/v CHAPS, 5 mM ditiotreitol, 2 mM EDTA,
10 pg/ml aprotinin, 20 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml pepstatin A, I mM PMSF, pH 7,25).
A lizatumokhoz reakcidpuffert adtunk (100 mM HEPES, 10% w/v sucrose, 5 mM
dithiothreitol, 0,1% w/v CHAPS, pH 7,25), amely 300 pM-os végkoncentracidban
tartalmazta a tetrapeptid pNA konjugatum szubsztratot (DEVD-pNA), mellyel 1 6ran at
inkubaltuk. A pNA abszorbancidjat spektrofotometriasan mértiikk és pNA standard

gorbéhez viszonyitottuk.

H. A DNS fragmentacio kimutatasa (DNS létra képzodése)

A DNS létra képzddésének kimutatdsara a timocitakat az elébbiekben leirtak szerint
kezeltiik hat 6ran at.

Az internukleoszomalis DNS fragmentéciot agardz gélelektroforézissel mutattuk ki.
Két szazalékos agardz gélt ontottiink, majd a gél megszilarduldsa utan a fésu feletti részt
levagtuk. Az iires részbe 1% agardz gélt ontottiink, mely 2% SDS-t és 64 pg/ml
proteinase K-t tartalmazott. 2 X 10° sejtet 20 pl mintapufferben (5% v/v glicerol, 10 mM
Tris, pH 8,0, 0,05% bromfenol kék, 5 mg/ml RNaz A) vittiink fel a gélre. Az
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elektroforézist 60 V fesziiltség mellett 13 o6ran at végeztiik, majd a gélt 2 pg/ml etidium

bromiddal festettiik meg, és a felesleges festéket desztillalt vizzel mostuk ki.

1. Nitrotirozin kimutatasa Western blot segitségével

kezeltiik, majd RIPA pufferben lizaltuk. 15 pg fehérjét SDS-PAGE segitségével
elvalasztottunk ¢€s nitrocelluloz membranra transzferaltunk. A fehérjékben 1évo
nitrotirozint nyul anti-nitrotirozin antitesttel mutattuk ki (2 pg/ml) (Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY). A monoklonalis egér anti-nyal masodik antitest

hozzaadasa utan a reakciot ECL technikaval hivtuk eld.

J. Szérum laktat dehidrogenaz és kreatin kindz aktivitasanak meghatarozasa

Két nappal a DOX kezelés utan az egerek vena cava inferiorabol vért vettiink a. A
vért hagytuk megalvadni, ¢és a szérumot hasznaltuk az enzimaktivitasok
meghatarozasahoz. A laktat dehidrogenaz ¢€s kreatin kinaz aktivitast kolorimetrids
aktivitdsmérd kitekkel mértiik (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA). Az LDH ¢és CK
aktivitasokat U/L dimenzioban fejeztiik ki.

K. Metalloproteinaz zimografia

Két nappal a DOX kezelés megkezdése utan az egerek szivét fiziologias sdoldattal
perfundaltuk, majd kimetszettiik. Az igy nyert szovetmintdit TNC pufferben
homogenizaltuk (50 mM Tris, 0,15 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 0,05% Brij 35, 0,02%
NaN3;, pH 7,4) (Koyama ¢s mtsai. 2000), majd a tormeléket centrifugalassal
eltavolitottuk. A fehérjekoncentraciot Bradford modszerével hataroztuk meg. A
homogenizatumokat ezutan 2X SDS mintapufferrel kevertiik 6ssze (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), és szobahdmérsékleten inkubaltuk 15 percen at. Az igy elkészitett mintdkbol
7,5 ng fehérjét zselatin vagy kazein zimografias gélekre (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
vittiink fel (125 V, 90 min). A géleket a futtatds utan renaturdld pufferben renaturaltuk
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 30 percig allandd réazatis alatt, majd az aktiv

proteinazok el6hivasat 37 °C-on végeztiik éjszakan at eléhivo pufferben (Invitrogen). Az
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emésztetlen szubsztratot Brilliant Blue festékkel festettiik meg (0,1% Coomassie Brilliant
Blue, 45,5% metanol, 9% ecetsav). Bizonyitandd, hogy az emésztés utan megjelend
savok Ca®" fliggd proteazoknak felelnek meg, replikatum géleket Ca*" mentes pufferben

(20 mM EDTA) hivtunk el§.

4. Statisztikai analizis
Minden kisérletet harom alkalommal végeztiink el kiilonb6zé napon. A
szignifikancia meghatarozasara a Student ¢ tesztet alkalmaztuk, és a p<0,05 értékeket

tekintettiik szignifikansnak.
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VI

Eredmények

1. A nitroxil dltal kivaltott timocita sejthalal vizsgadlata

A. DNS torés és PARP aktivacio

Az irodalomban leirtak alapjan az AS képes egyszali DNS torések 1étrehozasara
(Ohshima és mtsai, 1998, 1999). Az egyszalu DNS torések kialakuldsa a PARP aktivacio
els6 1épése. A PARP ezeket az egyszalu DNS toréseket érzékeli, és kotodik hozzajuk
DNS kotd doménjének segitségével. A PARP DNS-hez kotddése az enzim
aktivalodasahoz vezet.

A timocitdk genomi DNS-ének torését comet assay segitségével mutattuk ki. Az
alkalikus lizis soran a genomi DNS kihurkolddik, és a kihurkolodas mértéke aranyos a
DNS karosodasanak a mértékével. Az elektroforézis soran pedig a lazabb, jobban
kihurkolédott DNS nagyobb tavolsagra képes elmozdulni, mint a kompakt DNS, vagyis
Osszességében a DNS elmozdulasanak tavolsaga aranyos a DNS karosodasanak
mértékével.

A kontroll timocitdk esetében nem tapasztaltunk DNS torést, nem tortént DNS
elmozdulas. AS kezelés (200 uM) hatasara a sejtekben a genomi DNS-ben egyszalu
torések jelentek meg (4. abra).

Az AS kezelés soran kialakuld egyszali DNS torések meglétének bizonyitdsa
utan vizsgaltuk, hogy ezek a torések aktivaljak-e a PARP-ot. A PARP aktivéciot
digitoninnal permeabilizalt sejteken a hagyomanyos radioaktiv NAD' beépiilésének
mérésével, illetve a képzodott PAR specifikus antitesttel torténd kimutatasaval vizsgaltuk
sejtlizatumokon.

A permeabilizalt timocitdkban AS kezelés hatisara megnovekedett a TCA-val
kicsaphato tricialt fehérjék mennyisége, ami a PARP aktivitds megemelkedésére utal. Az
aktivitds specificitasat 3AB elokezeléssel igazoltuk, amely a kontroll érték ala
csokkentette a mért jelet (4. abra, A panel).

A specifikus antitesttel torténd kimutatashoz a sejteket NaOH-ot tartalmaz6 RIPA

pufferben lizaltuk, majd dot blot-ot készitettiink, nylon membran felhasznalasaval. Az
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aspecifikus kotohelyek tejporos blokkolasa utan a polimereket specifikus antitesttel
mutattuk ki. A tricidlt NAD" beépiilését méré radioaktiv médszerhez hasonlé eredményre
jutottunk (4. dbra C panel). A PARP aktivacio jelentds emelkedését tapasztaljuk 200 uM
AS kezelés hatasara, a folt denzitasa pedig az AS koncentracié novelésével aranyosan
novekedett. A PARP inhibitor 3AB eldkezelés szintén a kontroll értéken tartotta a PARP

aktivitast ebben az esetben is (4. abra B és C panel).
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4. abra A DNS torés — PARP aktivacio utvonal aktivalédasa Angeli s6 kezelés soran.

A panel. A timocitdkat 200 uM AS-sel kezeltiikk 20 percen at. A sejteket agardz gélbe
agyaztuk, majd lizdltuk. A DNS kihurkol6dasat alkalikus pH-n végzett elektroforézissel
idéztiik el6. Az Angeli s6 kezelés egyszalu DNS toréseket okozott. B és C panel. A
timocitdkat 30 percen at eldkezeltik 2 mM 3AB-vel, majd 30 percen at kiilonb6zo

aktivitast jelzett szusztrat (biotinilalt NAD -ot a B panelen, vagy tricialt NAD -ot a C

panelen) beépiilésének kdovetésével hataroztuk meg. A mért aktivitas specificitasat 3AB
kezeléssel igazoltuk.
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B. A nitroxil altal kivaltott citotoxicitas és mitokondrialis valtozasok vizsgalata

A PARP aktivacidja oxidansokkal (hidrogén peroxid, peroxinitrit) tobb
sejtvonalon, illetve timocitdkon onkotikus sejthalalhoz vezetett. A PARP gatlasaval a
nekrézis apoptozisba fordithatdé (Virdg ¢és Szabo, 2002). A nekrdzis sordn a
mitokondrium membranpotencialja 6sszeomlik, ennek kdvetkeztében a respiracios lanc
tagjai elektronjaikat elsdsorban az oxigénnek leadva szabad gyokoket hoznak létre. Ez a
folyamat a szekunder szuperoxid termelés.

Az AS kezelés a timocitak koncentraciofiiggd nekrozisahoz vezetett (5. abra). A
K;3Fe(CN)s és TEMPOL gyokfogokkal torténd elokezelés megvédte a timocitakat az AS
altal indukalt sejtpusztulastol (5. 4&bra), amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
felszabadulod nitroxil hatdsara 1épett fel citotoxicitds. Az intracellularis kalcium
megkotése a sejtpermeabilis BAPTA kalcium kelator vegytilettel szignifikans védo hatast
mutatott hasonl6an a PARP inhibitor 3AB-hez (5. 4bra).

A citotoxicitas jellemzésére Annexin-FITC ¢és PI kettds festést is végeztiink. A PI
pozitiv sejtek a permeabilizal6do sejthartydji, pusztuld sejteket jelentik, az Annexin
pedig az apoptézis soran a sejtmembran kiilsé oldalara keriil6 foszfatidil-szerinhez
kotddik az apoptotikus sejteket jelolve meg. Ilyen modon a FITC - PI kettds festéssel az
AS-sel kezelt sejtek harom populaciot képeznek: a FITC ¢és PI negativ normal, a PI
pozitiv onkotikus (vagy késdi apoptotikus), illetve a FITC pozitiv és PI negativ
onkotikus sejtek jelenléte, ezért a dupla pozitiv sejtek valdsziniileg az nekrotikus sejteket
jelenitik meg. A timocitakat 150 uM AS-val kezelve a onkotikus (66%) €s apoptotikus
(26%) sejtek aranya megnd a kontroll mintdban mérthez képest. 3AB eldkezelés
csokkenti az onkotikus sejtek aranyat (40%) megndvelve az apoptotikus (39%) ¢és a
normal sejtek aranyat (21%) (5. abra C panel).

Kisérleteinkben a timocitdk AS kezelése (150uM) utan a mitokondrialis
membranpotencial lecsokkent (alacsonyabb Dio fluoreszcencia), illetve ezzel
parhuzamosan megnovekedett a szekunder szuperoxid produkciéo (emelkedett HE
fluoreszcencia) (6. dbra D panel). A PARP gatlasa 3AB-val szignifikansan csokkentette

az AS indukalta mitokondrialis elvaltozasokat (6. abra).
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5. abra Az AS indukalta
citotoxicitas jellemzése.
A panel. Az AS kezelés
soran fellépd citotoxicitast
PI felvétellel vizsgaltuk. A
sejteket kiilonb6z6 koncent-
racioban AS-sel kezeltiik,
majd 4 oraval késobb PI
festést végeztink. Az AS
kezelés koncentraciofiiggd
sejtpusztulashoz vezetett.
B panel. A timocitakat 30
perces eldkezelést kaptak az
egyes anyagokkal (3AB —
2mM, BAPTA - 5 uM, 1
0 100150 200250 ™M TEMPOL,  ImM
. . K3Fe(CN)g), majd 4 oran at
A"gEIl SO (HM) AS-sel indukaltuk 6ket, amit
PI  festés kovetett. A
. sejtpusztulas szabadgyokfo-
0 gokkal, kalcium kelatorral
' és PARP gatloszerrel
* gatolhatd volt. * p<0.05 a
kotrollhoz képest.
C panel. A timocitadkat fél
oran at eldkezeltik 2mM
3AB-vel, majd 3 oran at
* % kezeltiik 150 uM AS-sel. A
sejteket Annexin-FITC — PI
kettés festéssel vizsgaltuk.
A bemutatott eredmény egy
reprezentativ mérés
eredményét mutatja.
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Kontroll AS 150 uM AS 150 uM +
3AB 2mM

A
1.8 32.3 23.8
Dio
E
‘@
N
9
% 0.8 26.2 18.4
HE
b
Fluoreszcencia

6. abra Az AS kezelés altal okozott mitokondrialis elvaltozasok.

Az AS éltal kivaltott sejthaldlt a peroxinitrittel kivaltott sejthaldlhoz hasonld mito-
kondrialis valtozasok jellemzik. A timocitdkat fél 6ran at eldkezeltik 2 mM 3AB-vel,
majd 4 6ran at inkubaltuk 150 pM AS jelenlétében. A mitokondridlis elvaltozasokat
ezutan HE ¢és Dio festéssel vizsgaltuk. A mitokondridlis membranpotnecial 6sszeomlésa,
illetve a szekunder szuperoxidtermelés csokkenthetd volt, de nem volt megakadalyozhato
PARP gatlassal. A bemutatott eredmény egy reprezentativ mérés eredményét mutatja.
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C. Nitroxil dltal kivaltott timocita sejthaldl vizsgalata

A DNS torés, illetve ezen keresztiil a PARP aktivacidé energetikai katasztrofa
révén a sejtek nekrozisat okozzak. Az irodalmi adatok szerint ilyen esetekben a PARP
gatlasa a sejtek nekrozisat apoptozisba tereli. Az apoptdzis jellemzd biokémiai markerei
koziil a kaszpaz—3 aktivaciojat és a DNS létra képzddését vizsgaltuk. A kaszpaz—3
aktivacidja nitroxil hatdsdra enyhe emelkedést, majd egy platd fazis utan csokkenést
mutatott. A PARP inhibitor 3AB mellett a kaszpaz—3 aktivitdas hamarabb kezdett
emelkedni, és joval magasabb értéket ért el, mint az inhibitor nélkiili mintdknal. (7. 4bra,
A panel)

A DNS fragmentécidja szintén az apoptozisra jellemzd folyamat, mely kénnyen
vizsgalhat6, a genomi DNS agar6z gélen torténd elvalasztasaval. Amennyiben minden
valyuba ugyanannyi DNS—t visziink fel, akkor az egyes oszlopokban az elektroforézis
soran létrejovo létra denzitdsa jellemezni fogja a mintaban 1évé apoptotikus—, illetve
onkotikus sejtek ardnyat. Minél sotétebb egy adott oszlop, annal nagyobb az apoptotikus
sejtek aranya.

AS kezelés hatdsara (100uM) megemelkedett az apoptotikus sejtek ardnya mind a
3AB kezelt, mind a kezeletlen sejtekben (ez Osszhangban 4all a kaszpdz mérés
eredményével). Az AS koncentracid tovabbi emelésével a létra intenzitasa csokken a
kontroll sejtek esetében, azonban a 3AB kezelt sejtek létrainak intenzitdsa emelkedik,

csokkenést csak 600 uM AS—nal lathatunk. (7. dbra, B panel)
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7. abra. Angeli so kezelt timocitak sejthalalanak jellemzdi

A panel. A timocitakat 30 percen 4t eldkezeltik 2mM 3AB-vel, majd 6 oran at
inkubaltuk AS-sel. A sejteket lizaltuk, a kaszpaz-3 aktivitdist a DEVD-pNA
szubsztratbol felszabaduld pNA fotometrias mérésével hataroztuk meg.

B panel. A timocitdkat ugyanolyan moédon kezeltiik, mint a kaszpdz-3 aktivitas
meghatarozaséhoz. A 6 6ras inkubaci6 utan 2 X 10° sejtet vittiink fel 2% agardz gélre.
A 13 oras elektroforézis soran (60 V) a mintakon SDS-t és proteinaz K-t futtattunk
keresztiil. A gélt etidium bromiddal festettiik meg.
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D. Tirozin nitralodas vizsgalata

Hogy kizarjuk annak a lehetségét, hogy a nitroxil altal kivaltott citotoxicitas
soran valgjaban a nitroxilbol képzddd peroxinitrit altal indukalt sejthalalt latjuk, Western
blotot készitettiink AS kezelt timocitakbol nitrotirozin ellenes antitest felhasznéalasaval.
Kisérleti rendszeriinkben nem taldltunk jelentds fehérjenitralodast, mig pozitiv
kontrollunk — peroxinitrittel kezelt timocitak — erdteljes jelet adott (8. dbra). A nitralédas
hidnya arra utal, hogy peroxinitrit nem képzddott a kisérletek soran, igy valoszinti, hogy

az eredmények tisztan az NO- bioldgiai hatésait tiikrozik.

Angeli s6 ONOO-
(uM) (nM)
kDa
0 50 100 200 400 600 std 100
121 —»
70 —»
52 —»

8. abra Nitrotirozin képzodés hianya AS-sel kezelt timocitakban.

A timocitdkat 1 6ran at AS-val, vagy peroxinitrittel kezeltiik, RIPA pufferben lizaltuk.
A lizatumokbol 15 pg-ot 10% akrilamid gélen elvélasztottunk, majd nitrocelluléz
membranra blotoltuk. Anti-nitrotirozin antitesttel vizsgaltuk a fehérjék nitralodasat.
Az AS-sel kezelt mintdkban nem tapasztaltunk jelentds nitrotirozin képzddést
ellentétben a pozitiv kontroll peroxinitrit kezelt sejtekkel.
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2. A PARP ¢és szabad gyokok szerepe a doxorubicin altal okozott

kardiomiopatiaban

A. Szabad gyokok és a PARP szerepe kardiomiocitik doxorubicin altal kivaltott
elhalasaban

A szivizomsejtek pusztuldsa in vivo jol jellemezhetd bizonyos szérum
markerenzimek (CK és LDH) aktivitdsvaltozasanak kovetésével. A CK a szivizomsejtek
pusztulasanak korai markere, mig az LDH szérumszintje hosszabb id6 utan éri el
maximumat.

Két napos doxorubicin kezelés mind a CK, mind az LDH szérumszintjét
megemelte (9. abra). Ezek az enzimaktivitas értékek jelentds szivizomsejtkarosodast
jeleznek doxorubicin kezelés hatasara. Mind az FP15, mind a PJ34 elékezelés meggatolta
mind a CK, mind az LDH szint emelkedését. Vagyis a DOX kezelés soran fellépd
sejtelhalds patomechanizmusaban mind szabad gyokok, mind a PARP aktivacio szerepet

jatszhat.
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9. abra CK és LDH aktivitas doxorubicinnal kezelt egerek szérumaban.

A DOX kezelés a szérum CK ¢és LDH aktivitdsat szignifikdnsan megemelte, a
kardiomiocitdk jelentds mértékben karosodtak. Mind az FP15, mind a PJ34 a kontroll
szinten tartotta mindkét markerenzim aktivitasat.

A. panel — A CK aktivitas véaltozasa PJ34 és FP15 kezelés hatasara;

B. panel — LDH aktivitas valtozasa PJ34 és FP15 kezelés hatasara; # p<0.05 a kontrollhoz
képest; * p<0.05 a DOX kezelthez képest.
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B. Metalloproteinaz aktivacio vizsgalata doxorubicin kardiomiopatiaban

Az aktiv metalloproteindzokat zimografiaval azonositottuk. A mddszer kivaléan
alkalmas tobbféle eredetli mintabdl (sejtkultira feliiluszo, szerv, vagy szovetmintak) az
aktiv protedzok azonositasara, felvilagositast ad aktivitasuk mértékérdl, illetve
molekulatomegiikrél. A gélekbe tobbféle szubsztrat épithetd be (zselatin, kazein,
kollagén), s ilyen mddon az adott enzimek szubsztratspecificitasa is megallapithato.

A kontroll szivekben nem, vagy alig lattunk MMP aktivitast. A DOX kezelés
hatasara mindkét kisérlet soran megjelent egy 34 kDa molekulatomegii zselatinaz enzim.
A savok denzitometraldsaval megbecsiiltik az enzim aktivitdsdnak valtozasat, mely
mintegy négyszeres aktivitasvaltozast mutatott a DOX kezelt mintdkban a kontrollhoz
képest. Az FP15 kezelés meggatolta az MMP aktivitds megemelkedését ebben a
modellben. A PARP aktivitas gatlasa azonban nem vezetett az MMP aktivitas ndvekedés
gatlasadhoz. (10. abra)

Kazeindz aktivitdst nem tudtunk kimutatni a mintdkban. A zselatindz aktivitas
Ca®" fiiggését replikatum gélek Ca’" mentes el6hivo pufferben torténd elShivassal

igazoltuk.

- 46 -



KONTROLL DOX DOX+PJ34

r N Y \

34 kDa

B. KONTROLL DOX DOX+FP15

4 A Y4 hY4 N

34 kDa

9. abra Az MMP aktivitas valtozasa akut doxorubicin modellben

Az MMP aktivitas valtozasat zimografiaval kovettiik. Az egerek szivét TNC pufferben
homogenizaltuk, majd 7,5 pg fehérjét zimografias gélen elvalasztottunk. A gélekbdl az
SDS-t eltavolitottuk, és Brij 35-re cseréltiik (renaturalas). A géleket egy ¢€jszakara
kalcium tartalmu el6hivo pufferbe helyeztiik, az emésztetlen szubsztratot Coomassie
Brilliant Blue festékkel festettiik meg. DOX kezelés hatdsara mindkét esetben (A és B
panel, DOX) szignifikins MMP aktivitasnovekedést tapasztaltunk a kontrollhoz képest.
PJ34 eldkezelés nem gatolta meg (A panel, DOX+PJ34), azonban FP15 eldkezelés
meggatolta az MMP aktivitds megemelkedését (B panel, DOX+FP15).
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VII. DiszKkusszio

1. A nitroxil citotoxicitasanak vizsgalata

Az NO egyelektronos redukciojaval keletkezd nitroxil eléallitasara hasznalt Angeli
s0 (AS) koncentraciofiiggd modon citotoxikusnak bizonyult az altalunk alkalmazott
timocita modellben, hasonldéan a mas sejtvonalon leirtakhoz (Chazotte-Aubert és mtsai,
1999, Vaananen és mtsai, 2003, Wink és mtsai, 1998). Az irodalmi citotoxicitasi adatok
millimoélos nagysagrendiiek, azonban az 4ltalunk timocitdkon mért citotoxicitasi értékeket
a mikromolos tartomanyban tapasztaltuk. Az eltérés oka valdszinlileg a timocitak
oxidativ hatasokkal szembeni eltérd érzékenységébdl adodik. Hasonld nagysagrendii
kiilonbségek mutatkoztak a peroxinitrittel, illetve hidrogén peroxiddal indukalt
citotoxicitas esetében timocitdk és mas sejtvonalak (pl. fibroblasztok) kozott (Virag és
mtsai, 1998a,b, Szabo és mtsai, 1998b). Ennek a jelenségnek a kozvetlen oka egyeldre
nem ismert. Feltételezhetd, hogy a sejtek oxidativ stressz elleni védelme (antioxidansok,
peroxidazok és diszmutdzok mennyisége) eltér az egyes sejttipusok kozott. Meg kell
jegyezziikk, hogy az ¢éretlen T-sejtek (a timocitdk legnagyobb része) az apoptozis
beindulasanak hatarmezsgyéjén mozog a timuszban zajlo szelekcid soran, vagyis benniik
a sejthalal mechanizmusokat eleve konnyebb beinditani, mint mas differencialt, vagy
transzformalt sejttipusok esetében.

Az oxidativ stresszel kivaltott sejthalal Gtvonalak koziil mi a DNS torés - PARP
aktivacio - onkozis Gitvonalat vizsgaltuk. Az utvonal els6 1épése a DNS szélak torése. Az
alkalikus comet-assay-vel az irodalmi adatokhoz hasonldan sikeriilt a DNS egyszalu
torését igazolni (Ohshima €s mtsai, 1998, 1999). Szintén sikeriilt kimutatnunk PARP
aktivaciot (dot-blot és *H-NAD beépiilés) AS stimulaci6 utan, aminek szerepe van az AS
citotoxicitas kialakitasaban, mert az AS altal kivaltott citotoxicitas 3AB-vel gatolhato
volt. A PARP medidlta citotoxicitas kialakuldsaban szerepet jatszik az intracelluléris
kalcium koncentracié megvaltozésa is, amit kimutattak peroxinitrit-indukalta sejthalalban
timocitdkon és keratinocitakon is (Virdg és mtsai, 1999, Bakondi és mtsai, 2003a). A
sejtpermedbilis kalcium kelator BAPTA-AM az AS kezelés esetében is szignifikans védo

hatast mutatott citotoxicitassal szemben.
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Az oxidativ stressz hatasara fellépd karosodasok egy része az intracelluldris
kalcium homeosztazis felborulasara vezethetd vissza. Feltételezhetd, hogy a kdrosodasok
kialakuldsaban elsddlegesen a kalcium-hirvivd rendszer modosuldsa jatszik szerepet
(Goldhaber, 1996, Goldhaber és Weiss, 1992). A megndvekedett kalciumszint okozhatja
a specifikus proteazok aktivalodasat, a citoszkeletdlis halozat Osszeomlasat,
mitokondridlis zavarokat, és a DNS karosodasat (Nicotera, 1992). A megndvekedett
kalciumszint a kromatinszerkezet fellazulasahoz vezet, igy hozzaférhetobbé teszi azt a
proteazok (Nicotera és mtsai, 1994) és ennek kovetkeztében endonukledzok szamara is
(Villapontenau €s mtsai, 1986). Az intrakromoszomalis DNS hasitasban szerepet jatszo
nukledzok szintén kalcium és magnézium fiiggéek. Ki kell emelniink, hogy a PARP
aktivaci6 kezdddhet az intracelluldris kalciumkoncentracid megemelkedésével (Homburg
¢s mtsai, 2000), bar ennek az Gtvonalnak nem valdszinii, hogy szerepe lenne a timocitak
sejthalalaban.

A PARP gatlas bar szignifikans, de nem nagyfoku védelmet biztositott a nitroxil
citotoxikus hatdsaval szemben (Virag ¢és mtsai, 1998a,b). Azaz feltételezhetben a DNS
torés - PARP aktivacié — onkozis utvonal csak egy mechanizmus a nitroxil altal indukalt
citotoxikus utvonalak koziil (pl. kaszpazok és atmeneti fémion tartalmi komplexek
inaktivacioja).

Felvetddik a kérdés, hogy maga a nitroxil felelds-e a tapasztalt citotoxicitasért, vagy
esetleg mas, az NO™ -bol, vagy az NO™ segitségével képz6dd szabad gyok inditja-e el.
Lehetséges, hogy a nitroxilbdl — hasonléan az NO-hoz — peroxinitrit képzddhet. Miranda
¢s munkatarsai (2001) eredményei szerint az Angeli s6 lebomlasa soran nem képez
peroxinitritet. Espey €s mtsai (2002) szerint a nitroxil hatdsmechanizmusdban human
sejteken nem vesz részt a peroxinitrit. Ezzel szemben Kirsch és de Groot (2002)
eredményei szerint a nitroxil képes molekuldris oxigénnel peroxinitritet €s hidroxil
gyokoket képezni. Hidroxil gyok képzodésének a lehetdségét Ohshima és munkatarsai is
felvetettek (1998, 1999). A peroxinitrit termelddésének Ilehetoségét kisérleti
rendszeriinkben a timocita fehérjék tirozil oldallancainak nitralodésanak kimutatasaval
vizsgaltuk Western bloton. Eredményeink szerint a nitroxil gyok nem nitralja a

sejtfehérjéket, vagyis nem valdszinii a peroxinitrit termelddés.
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A nitralas hianyaban valdszinisithetiink mas biokémiai folyamatot, mint példaul a
fehérjék ciszteinjeinek nitrozildlasa, illetve oxidativ moddositasa (Perrin és Koppenol,
2000, Viner és mtsai, 1999, Kuhn és mtsai, 1999, Kuhn és Geddes, 1999, Stepien ¢és
mtsai, 2000). A nitroxil PARP-tdl fiiggetlen citotoxicitdsaban szerepet jatszhat tiol iranti
reaktivitasa (Bartberger és mtsai, 2001, Kim és mtsai, 1999, Shoeman ¢és mtsai, 2000),
illetve affinitdsa atmeneti fémek felé¢ (Miranda és mtsai, 2003). Mindkét esetben a sejtbeli
enzimek aktivitasat valtoztathatja meg a nitroxil kezelés és ezen keresztiil vezethet a sejt
elpusztulasahoz.

A nitroxil altal indukalt sejthalal a timocitakon hasonl6 jellegzetességeket mutatott
mas oxidansokkal indukalt sejthalalhoz: a mitokondridlis membranpotencial csokkenését
okozta, illetve a szekunder szuperoxid termelés emelkedéséhez vezetett (Virag és mtsai,
1998a,b). Virdg és munkatarsai (1998a,b) a membranpotencial csokkenését az ATP-
NAD" mennyiség csokkenésével, illetve az ezzel parhuzamosan kialakulé szekunder
szuperoxidképzddést pedig az elektrontranszportlanc szétkapcsolodasaval magyarazzak.
Ezek a folyamatok megeldzhetéek voltak a PARP gatlasdval (Virag és mtsai, 1998a,
1999).

A nitroxil kezelés soran megjelent mitokondridlis eltérések csak részben voltak
kikiiszobolhetéek PARP gatlassal. Ez felveti, hogy mas mechanizmusok is szerepet
jatszanak a mitokondriumban zajlo folyamatokban. Az NO-hoz hasonlé bioldgiai
tulajdonsagokkal rendelkezd nitroxil képes lehet a mitokondrium fémtartalmt enzimeit,
mint példaul a citokromokat, vas-kén fehérjéket, illetve az elektrontranszportlanc tovabbi
fehérjéit modositani. Ez hasonldéan a mitokondrialis membranpotencial csokkenéséhez,
illetve a 1égzési transzportlanc szétkapcsoldasan keresztiil szekunder szuperoxid
termeléshez vezet.

Az Angeli s6 kezelés apoptozishoz vezetett (DNS-fragmentécid, kaszpaz-3
aktivacid), ami a koncentracidé emelkedésével onkozisba valtott. Az apoptdzis - onkozis
kapcsoldé miikddése hasonld volt az eddig az irodalomban leirtakhoz, azonban kevésbé
volt kifejezett valtas. A két sejthalalforma kozotti valtas oka egyrészt valdszinlileg a mar
leirt ATP-NAD™ mennyiség csokkenésével, illetve ezen folyamat gatlasaval

magyarazhatd. Masrészt lehetséges az AS kezelés az apoptdzisban résztvevd fehérjék (pl.

-50 -



kaszpazok) aktivitasat megvaltoztatta, nitralassal, vagy oxidativ médositassal. A nitroxil
indukalta kaszpdz-3 aktivacid nem igazan jellegezetes Osszehasonlitva példaul a
peroxinitrittel, vagy hidrogén peroxiddal kivaltott kaszpaz-3 aktivacioval. A 3AB-vel
kezelt sejtek kaszpaz-3 aktivitdsa mas esetekben joval magasabbra emelkedett, mint az
altalunk mért esetében. A masik szokatlan jelenség a kaszpaz-3 aktivacioval
kapcsolatban, hogy a kontroll és a 3AB-vel kezelt sejtek aktivitasa egyszerre esik, holott
a 3AB-vel kezelt sejtekben olyan nitroxil koncentracidknal is magasabb aktivitast
varnank, ahol a kontroll sejtekben mar nem talalnank mérhetd kaszpdz-3 aktivitast. A
kaszpazok nitroxil altali kémiai inaktivacidja magyarazhatja a kiilonbségeket a kaszpaz-3
aktivacioban. A nitroxil NO-hoz val6 hasonlosaga miatt képes lehet az NO-hoz hasonld
moédon a kaszpazok inaktivaciora (Mannick és mtsai, 1999). Hasonlé mdédon a nitroxil
kezelés megvaltoztathatja a sejteken kiviilrdl érkezé jelatviteli utakat (pl. a Fas ligand
jelpalya moédositasa), ami a proapoptotikus szignalok csokkent hatékonysagahoz vezethet
(Mannick és mtsai, 1997, Liu és Stamler, 1999).

A nitroxil kivaltotta sejthalal lehetséges molekuldris mechanizmusait a 11. abran

foglaltuk Ossze.
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11. abra A nitroxil Kkivaltotta sejthalal molekularis mechanizmusainak
osszefoglalasa

A nitroxil citotoxicitdsdban tobbféle mechanizmus jatszhat szerepet. Sziirke alapon
az altalunk vizsgélt jelenségeket jeloltik. Eredményeink PARP-t6l fiiggetlen

mechanizmusok jelenlétét és dominanciajat valoszintsitik.

Eredményeink alapjan esetleg magyardzhatd a kettdsség, amit az irodalomban a
nitroxil hatasarol talalhatunk a keringési rendszer ischaemia - reperfuzids karosodéasaval
kapcsolatban. Egyes megfigyelések szerint a nitroxil kezelés javit a szivfunkcidkon
(Paolocci ¢és mtsai, 2003, Pagliaro és mtsai, 2003), azonban masok szerint inkabb ront
(Ma és mtsai, 1999), illetve noveli a neutrofil infiltracidt (Takahira és mtsai, 2001). Az
ellentmondés feloldasara lehetdség, hogy mas irodalmi adatok (Irvine és mtsai, 2003,
Wanstall és mtsai, 2001) a nitroxil képes az NO értagitd hatasat kivaltani, vagyis
alacsony koncentracioban az ischaemias esemény alatt értégit(') hatésﬁ, majd a

crer

is lehet szerepe.
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2. A doxorubicin altal okozott kardiomiopatia vizsgalata

A doxorubicin kardiotoxikus hatdséval kapcsolatos kutatasok felvetették az RNI-k
lehetséges szerepét (Siveski-Iliskovic és mtsai, 1995). Eredményeink szerint nitrotirozin
festddés tapasztalhaté a doxorubicinnel kezelt, és kardiomiopatiaban szenvedd egerek
szivében, ami feltételezhetden peroxinitrit képzddését jelzi. A peroxinitrit képzddéséhez
sziikséges NO termelddésének forrdsa lehet az eNOS és az iNOS. NOS inhibitor
szisztémas alkalmazdsaval csokkentheté a doxorubicin kardiotoxicitdsa (Mostafa ¢és
mtsai, 1999). Az eNOS éllandodan jelen van a vaszkularis rendszerben (Beny6 és mtsai,
1991). Az iNOS szerepére utal, hogy az iNOS™ egerek védettek a doxorubicin hatésaival
szemben. Az iINOS expressziojat, tobb citokin mellett az NFxB transzkripcios faktor
szabalyozza (Wang ¢és Mardsen, 1995, Brattsand és Linden, 1996). Nem szivizom
sejtekben ismert a doxorubicin NFkB aktivalé hatdsa (Wang ¢és mtsai, 2002).
Feltételezhetd, hogy ez a folyamat lezajlik szivizomsejtekben is, ami az iNOS fokozott
expresszidjahoz vezethet.

A doxorubicin kémiai szerkezetébdl adodoan képes kinon-szemikinon atalakulasra
a szivizomsejtek mitokondriuméban. Ebben a redox ciklusban a szemikinon forma képes
elektront atadni a kornyezetében 1évé anyagoknak ROI-kat hozva létre (Doroshow és
Davies, 1986). A doxorubicin redox ciklusa kozben keletkez6 ROI-k koziil a
legfontosabb a szuperoxid, a hidrogén peroxid és a hidroxil gydk termelddése. A
szuperoxid gyok a NOS altal szintetizalt NO-val képes peroxinitritet képezni. A
peroxinitrit lebontéasat katalizalo FP15 kezelés megakadalyozta a nitrotirozin képzodését,
vagyis in vivo hatékonyan bontotta a képz0dd peroxinitritet. Fontos kiemelniink, hogy
mind a ROI-k, mind a peroxinitrit képes az NFkB aktivalasara (Bowie és O'Neill, 2000).

Az egerek kamrai szivfunkcidi (pulzusszam, artérias kozépnyomads, kamrai
végdiasztolés és kamrai végszisztolés nyomas, nyomadsvaltozas a kamraszisztolé és
-diasztolé kozben) a kezelés otodik napjara jelentésen romlottak. A szivfunkcidok
romlasanak megakadalyozasara a PARP inhibitor PJ34-et és FP15-6t hasznaltuk.
Mindkét anyag a DOX altal okozott szivfunkciokarosodas ellen hatott, azonban mig az
FP15 teljes védelmet nyujtott a DOX ellen, addig a PJ34 szignifikans, azonban korantsem

teljes mértékli védelmet biztositott.

-53.



A kardiomiocitak sejthalalat vizsgalva mindkét vegyiilet ugyanolyan hatasfokkal
védte ki az LDH és a CK szérumbeli aktivitdsdnak onkotikus sejthalalra jellemzd
emelkedését. Ebbdl feltételezhetd, hogy a szivizomsejtek a szabadgyok képzddés — DNS
torés — PARP aktivacio — ATP és NAD" deplécid — onkoézis utvonalon pusztulnak el
(Pacher és mtsai, 2002). Okkal feltételezhetd, hogy hasonléan a mas sejtes modellekben
leirtakhoz (Virag €s mtsai, 1998a,b, Szabd és mtsai, 1998b) a PARP gatlasa - ebben az
esetben is - az onkotikus sejteket apoptotozisba terelte. A PARP indukcidban részt vevo
szabad gyokok kozé kell sorolnunk a peroxinitritet és a hidroxil gyokot. A szivfunkciok
nem teljes javuldsanak oka lehet PARP gatlds esetében, hogy a szivizomsejtek
mindenképpen elpusztulnak a szabad gyok tultermelés hatdsara, azonban a PARP gatlasa
mellett erre a szervezet szamara kevésbé megterhelé modon, apoptdzissal keriil sor.

Eredményeink egy 10 Gtvonalat tartak fel a doxorubicin indukélta kardiomiopatia
patomechanizmusaban. Kimutattuk egy 34 kDa MMP aktivalodasat doxorubicin kezelés
hatdsara. Az aktivacioban szerepet jatszik a szabad gyokok megjelenése, de
eredményeink szerint a PARP szerepe nem valdszinii az altalunk leirt aktivacio soran.

Az MMP aktivitds megjelenése a szivben Onmagaban nem meglepd.
Megjelenésiiket tobb, a szivet érintd korfolyamatban, mint példaul szivelégtelenségben
(Mann ¢és Spinale, 1998, Spinale, 2002), illetve ischaemia - reperfizios karosodas soran
(Cheung és mtsai, 2000) leirtak mar.

Erdekes és lényeges kérdés, hogy a megjelené MMP aktivitas de novo expresszio,
vagy oxidans aktivacidé eredménye-e. Az oxidans aktivacid lehetOségét tdmasztja ala az
emelkedett ROI és RNI szint. Ujabb vizsgélataink (Bai és mtsai, 2003) sordn tovabb
vizsgaltuk a doxorubicin-indukalta MMP aktivacid mechanizmusat szivben. Western
blottal igazoltuk, hogy a fent emlitett MMP mellett az MMP2 is jelen van és aktivalodik
doxorubicin kezelés hatasara. Aktivacidja soran az MMP2 mennyisége az iddvel
aranyosan novekszik, azonban az aktivacid soran nem valtozik a fehérje molekulatomege.
Ennek alapjan ugy gondoljuk, hogy valamilyen okbdl egyes MMP-k expresszioja
indukalédik, majd a zimogén aktivacidja oxidans aktivalassal torténik a doxorubicin

indukalta kardiomiopatiaban. Més csoportoknak is sikeriilt aktivalodo MMP-k kimutatasa
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peroxinitrittel perfundalt szivbol (Wang és mtsai, 2002). Az altalunk kimutatott 34 kDa
MMP-t mashol még nem irtak le.

Az MMP expresszido induktorardl csak feltételezéseink lehetnek. Nincs olyan
irodalmi adat, ami az NFxB szerepét felvetné az MMP-k transzkripciojaval kapcsolatban.
Azonban a doxorubicin kezelés az NFkB aktivalasaval megvaltoztathatja olyan citokinek
expresszidjat, amelyek indukalhatjdk az MMP-k expresszidjat (Siwik €s mtsai, 2000).

Feltételezziik, hogy az aktivalod6 MMP-k a sziv extracelluldris matrixanak
hatasfokkal adoédik &t a szivizomsejtek csuszasa miatt. Ezéltal hozzajarulnak a
doxorubicin altal okozott kontraktilis diszfunkci6 kialakuldsdhoz. A doxorubicin altal
okozott kardiomiopatia hatdsmechanizmusanak a fenti eredmények fényében az 12. abran

foglaltam Gssze.
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11. abra A doxorubicin-indukalta kardiomiopatia hatismechanizmusa

A doxorubicin kezelés kardiomiopatias mellékhatasanak kdzéppontjaban a kiilonbozod reaktiv
intermedierek (H,O,, OH, ONOOQO") kialakuldsa all. Ezek a gyokok részben a doxorubicin
mitokondrialis félredukciés ciklusa soran keletkeznek, részben Valészinﬁleg az iINOS NFxB
aktivaljak a DNS torés — PARP aktivacié — onkozis ttvonalat, masrészt MMP aktivaciot és
expresszi()t inditanak be. Ez utobbi eseménysorrél feltételezziik, hogy az extracellularis matrix

N SP4

szwelegtelenseget.
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A doxorubicin kardiotoxikus hatdsdnak csokkentésére a klinikumban a
dexrazoxane-t hasznaljak, ami hazdnkban Cardioxane néven van forgalomban. A hazai
klinikai gyakorlatban harminc ¢év alatti betegek esetében tekintik indikaltnak
alkalmazasat. Hasonld moédon csokkenthetd a kardiotoxikus mellékhatds a doxorubicin
adagolasanak helyes beallitasaval is, t6bbszori alacsonyabb doézisban adva kevesebb
szamu nagyobb dozis helyett. Az FP15-szerli vegyiiletek klinikai alkalmazasa ezzel
egylitt perspektivikus lehet fiatal egyénekben. Ugyanis a fiatal betegek tulélése a kezelés
utan megkozeliti a 30-40 évet, igy érdemes komoly erdfeszitéseket tenni a kardiotoxikus
hatas csokkentésére, amivel a beteg ¢letmindsége jelentésen javulhat.

Az MMP aktivacid korélettani jelentdségének megismeréséhez tovabbi
vizsgalatokra van sziikség. Azonban, ha bizonyithatd a koroki Osszefiiggés az MMP
aktivacié és a doxorubicin kardiotoxikus mellékhatasa kozott, akkor 4j terapias célpontot
jelenthet a kardiotoxicitdas megelozésében. MMP géatloszerek alkalmazasa a szolid
tumorok doxorubicin terdpidjadban nemcsak a kardiotoxicitast csokkentheti, hanem
egyuttal adjuvans hatasként a tumorok metasztazis képzdé képességét is visszafoghatja

(Nagase ¢s Woessner, 1999).
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VIII.

Konkluziok

Az Angeli s6 kezelés egyszalua DNS toréseken keresztiil PARP aktivacidohoz vezet
timocitakban.

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

Az Angeli so kezelés soran nem képzddik nitrotirozin, ami a peroxinitrit képzddés
hianyéra utal.

Eredményeink alapjan, bar az Angeli s6 indukalta sejthaldlban szerepet jatszik a
DNS torés - PARP aktivacio — NAD' és ATP deplécio — onkozis titvonal, nem
olyan dominéns a hatasa, mint mas ROI-k, vagy RNI-k esetében.

Doxorubicin indukalta kardiomiopatiaban kimutattuk a peroxintrit és a PARP
aktivacid szerepét a szivizomsejtek onkotikus sejtpusztulasaban.

Doxorubicin indukalta kardiomiopatidban egy 34 kDa MMP aktivacidjat mutattunk
ki.

A 34 kDa MMP aktivacio szabad gyok indukalt, és feltételezhetd, hogy a 34 kDa

MMP aktivacioja térszerkezetének megvaltozasaval all 6sszefliggésben.
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XI.

Osszefoglalas

A nitrogén tartalmu reaktiv intermedierek (RNI) bioldgiai hatdsainak jellemzése
napjaink szabad gyokokkel foglalkozo tudomanyanak egyik f6 célja. Az eddig legjobban
megismert RNI a peroxinitrit (ONOQO), mely a szuperoxid gydk és a nitrogén monoxid
reakcidjaban keletkezik. Az ONOO™ képes a fehérjék oldallancainak médositasara, illetve
a DNS szalainak torésére. Fokozott termelddését kimutattdk oxidativ stresszel jard
megbetegedésekben. A DNS szalainak torése folytan a poli(ADP-ribdz) polimeraz
(PARP) enzim aktivalodik, ami a repairen tulmendleg a sejt energetikai rendszerének
megzavardsadval a sejt onkotikus haldldhoz vezethet. A PARP gatlasa az onkozist
apoptozisba forditja. Kisérleteink sordn vizsgaltuk egy RNI, a nitroxil, citotoxicitasanak
mechanizmusat. Kimutattuk, hogy timocita modellrendszerben a nitroxil egyszali DNS
torésekhez, illetve PARP aktivacidhoz €s mitokondrialis zavarokhoz vezetett. A sejtek
pusztulasat csokkentette a PARP gatldsa, ami egyiitt jart a sejthaldl jegyeinek apoptotikus
jelleglivé valasaval (DNS fragmentacid, kaszpaz-3 aktivacio, foszfatidil szerin
expozicid). A nitroxil citotoxicitasaban szerepet jatszik a PARP aktivacio, azonban
kisérleteink a PARP-t6l fiiggetlen Gitvonalak dominancidjat mutatjak.

Megvizsgaltuk az RNI-k és a PARP aktivacio lehetséges szerepét egy in vivo
modellben, a doxorubicin kivaltotta kardiotoxicitasban is. Doxorubicin kezelés hatasara
emelkedett nitrotirozin festddés tapasztalhatd, ami peroxinitrit termelddésre utal. A
doxorubicin kezelés a szivizomsejtek pusztuldsahoz vezetett, amit szérum markerezimek
(CK, LDH) szintjének vizsgalataval kovettiink. Mind a PARP gatlds, mind az RNI-k
lebontasa FP15 szer(i, ferroporfirin alapti vegyiiletek alkalmazasaval megakadalyozta a
sejtpusztulast. A kardiotoxicitds lehetséges 0j utvonalként matrix metalloproteinaz
(MMP) aktivaciot talaltunk a szivben doxorubicin kezelés hatasara. A 34 kDa MMP
aktivaciojat RNI-k okoztdk. Eredményeink wjabb bizonyitékot szolgaltattak az RNI -
DNS torés - PARP aktivacio - onkozis Gtvonal koroki szerepére. Munkéank felvetette az
MMP-k, illetve a szabad gyokok MMP aktivalo képességének szerepét a doxorubicin-

indukalta kardiomiopatiaban.
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XII.

Summary

The characterisation of the biological effects of reactive nitrogen intermediates
(RNIs) is an ever-growing area in the field of free radical research. The best characterised
RNI is peroxynitrite (ONOO), formed in the reaction of superoxide and nitric-oxide.
ONOQO ' is capable of nitrating tyrosil residues of proteins, and of breaking the strands of
DNA. Enhanced ONOO" production have been detected under different oxidative stress
associated pathological conditions. DNA strand breaks lead to the activation of
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), resulting in oncosis due to collapse of the cellular
energetic system. PARP inhibition switches oncosis to apoptosis. In our experiments, the
cytotoxicity of nitroxyl was investigated. Nitroxyl treatment in thymocytes leads to DNA
single strand breaks and mitochondrial dysfunction. Cytotoxicity was attenuated by
PARP inhibition, which was accompanied with the switching of the markers of cell death
from oncotic to apoptotic (DNA fragmentation, caspase-3 activation, phosphatidyl-serine
exposure). Nitroxyl-induced cytotoxicity was partially dependent on PARP activation,
however our experiments suggest the dominance of PARP-independent pathways.

We have also investigated the possible role of RNIs and PARP inhibition in
doxorubicin-induced cardiotoxicity. Doxorubicin treatment lead to increased
nitrotyrosine staining, indicative of peroxinitrite formation. Doxorubicin treatment lead to
cardiac muscle cell death, as indicated by increased levels of marker enzymes as CK and
LDH. Both PARP inhibition by PJ34 and RNI decomposition by FP15 prevented
cardiotoxicity. As a possible novel pathway of cardiotoxicity, we have described matrix
metalloproteinase (MMP) activation in the heart after doxorubicine treatment. The
induction of the newly described MMP was mediated by oxidants. Our results support the
pathological significance of the RNI-DNA strand break-PARP activation-oncosis
pathway in doxorubicin-induced cardiotoxicity. We also proposed the role of free radical

activated MMPs in doxorubicin-induced cardiotoxicity.
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