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III. Bevezetés 

 

1. Nitrozatív stressz és szabad gyökök 

Az elmúlt évtizedek biológiai kutatásainak legfontosabb eredményei közé tartozik a 

szabad gyökök in vivo jelenlétének kimutatása, illetve annak a felismerése, hogy ezek a 

vegyületek a sejtek fiziológiás, vagy patofiziológiás m_ködése során jelentQs szerepet 

játszanak. A szabad gyökök lehetnek oxigén-, illetve nitrogén-alapúak. Az elQbbi esetben 

reaktív oxigén intermedierekrQl (ROI), az utóbbi esetben reaktív nitrogén 

intermedierekrQl (RNI) beszélünk.  

 

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

Az NO-t élQ rendszerekben a nitrogén-monoxid szintáz (NOS) enzimek termelik. A 

reakció két lépésbQl áll, a szubsztrát L-argininbQl NADPH és oxigén segítségével Nx-

hidroxi-L-arginin intermedieren át L-citrullin és NO képzQdik (Nathan, 1992). Jelenleg 

háromféle NOS izoforma ismert: a neuronális NOS (nNOS), az indukálható NOS (iNOS) 

és az endoteliális NOS (eNOS). Az nNOS elsQsorban neuronokban található meg, az 

általa termelt NO ingerületátviteli folyamatokban játszik szerepet. A termelQdQ NO 

mennyisége a pmol-os nagyságrendbe esik. Az nNOS konstitutívan expresszálódik és 

elsQsorban citoszolikus lokalizációjú. Az intracelluláris kalciumszint emelkedése 

aktiválja az nNOS-t (Knowles és Moncada, 1994). Az eNOS több tulajdonságában 

hasonlít az nNOS-hoz, így kalciumfüggésében, konstitutív jelenlétében és a termelQdQ 

NO mennyiségében, azonban az nNOS-sal ellentétben az eNOS membránkötött. Az 

eNOS által termelt NO az érfali simaizmon hat és az érfal relaxációjához vezet (Knowles 

és Moncada, 1994). 

JelentQsen eltér az elQzQ két izoformától az iNOS. Citoszolikus elhelyezkedés_ és a 

nem indukált sejtekben nincs jelen. Az iNOS erQsen köti a kalmodulint, ezért aktivitása 

gyakorlatilag kalcium függetlenné válik. Az iNOS regulációja expressziós szinten 

történik. Nagyságrendekkel nagyobb, nmol mennyiség_ NO termelésére képes, mint az 

nNOS és az eNOS. Az iNOS által termelt NO elsQdleges funkciója az 

immunocitotoxicitás (Moncada és mtsai, 1991, Lowenstein és mtsai, 1994). 
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Hosszú idQn át az NO-t kétarcú molekulaként kezelték, amely képes mind 

citoprotektív, mind citotoxikus hatások kialakítására. További RNI-k - mint például a 

peroxinitrit – biológiai rendszerekben való jelenlétének felismerése után az NO-t inkább 

citoprotektív hatású vegyületnek tartják (Virág és Szabó, 2002).  

Az NO reakcióba léphet molekuláris oxigénnel, szabad gyökökkel, tiol 

csoportokkal, illetve átmeneti fémekkel. Az NO szuperoxid-anionnal lezajló reakciójában 

képzQdQ vegyületet peroxinitritnek nevezzük (Beckman és Koppenol, 1996, Groves, 

1999), képzQdése az alábbi egyenlettel jellemezhetQ: 

 

Az NO és a szuperoxid addícójának reakciósebessége megközelíti a diffúziós 

limitet, vagyis majdnem minden NO - szuperoxid ütközés peroxinitrit képzQdéshez vezet. 

Mivel a szuperoxid féléletideje nagyságrendekkel rövidebb (kevesebb, mint egy 

ezredmásodperc), mint az NO féléletideje (néhány másodperc), a peroxinitritképzQdés 

csak állandó szuperoxid termelQdés közben történhet. A peroxinitrit anion (ONOO-) 

protonálódik savas pH-n. A protonált forma homolítikusan bomlik, hidroxil gyököt, 

illetve nitrogén dioxidot képezve. A peroxinitrit egyébként nem igazi szabad gyök, mivel 

nem rendelkezik párosítatlan elektronnal.  

Az NO egyelektronos redukciójával keletkezik a nitroxil anion (NO-). A nitroxil in 

vivo több reakció során termelQdhet. NOS-ok is termelhetnek nitroxilt, a Nx-hidroxi-L-

arginin intermedier nem NO irányú metabolizmusával (Hobbs és mtsai, 1994, Schmidt és 

mtsai, 1996, Rusche és mtsai, 1998), különbözQ redox rendszerek (a kinon-hidrokinon, 

vagy a citokróm c) redukálhatják az NO-t (Sharpe és Cooper 1998, Ohshima és mtsai, 

1998), illetve nitroxil felszabadulhat nitrozotiolokból, illetve nitrozohemoglobinból is 

(Gow és Stamler, 1998, Arnelle és Stamler, 1995). Savi pH-n a nitroxil bomlik, 

fiziológiás pH-n képes protonálódásra, így fiziológiás körülmények között a deprotonált 

és a protonált forma egyaránt jelen van (Bartberger és mtsai, 2001). A nitroxil 

eliminációja ezen kívül oxidációval történik, melyben a kinonok, réz ionok, illetve a 

citokróm-c játszhat szerepet (Buyukafsar és mtsai, 2001, Nelli és mtsai, 2000). Liochev 
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és Fridovich (2002) felvetette azt a lehetQséget is, hogy a réz-cink szuperoxid diszmutáz 

képes lehet a nitroxil oxidációjára egyik fémionjának redukciója árán.  

 
B. A reaktív nitrogén intermedierek biokémiai hatásai  

A szabad gyökök, így az RNI-k a biológiai molekulákat (lipidek, nukleinsavak, 

fehérjék) módosíthatják, így kémiai tulajdonságaik megváltoztatásán keresztül biológiai 

tulajdonságaik is megváltozhatnak. Ezen módositások lehetnek reverzibilisek vagy 

irreverzibilisek.  

A fehérjék esetében az aminosavoldalláncok módosítása játssza a legfontosabb 

szerepet. A ROI-k oxidációra képesek, az RNI-k képesek oxidációra és nitrálásra is. A 

peroxinitrit hatásairól rendelkezünk a legbQvebb ismeretekkel az RNI-k közül. A 

peroxinitrit több aminosav (metionin, cisztein, triptofán, tirozin) oxidatív módosítására 

képes (Perrin és Koppenol, 2000, Viner és mtsai, 1999, Kuhn és mtsai, 1999, Kuhn és 

Geddes, 1999, Stepien és mtsai, 2000). Ennek következtében több enzim és ioncsatorna 

inaktiválódik: a triptofán- és a tirozin-hidroxiláz (Kuhn és mtsai, 1999, Kuhn és Geddes, 

1999), a mangán tartalmú szuperoxid diszmutáz, bár ez utóbbi esetben már a nitrálás is 

szerepet játszik (MacMillan-Crow és mtsai, 1998).  

A peroxinitrit által kiváltott nitrálódás a tirozin és a triptofán oldalláncokon történik 

(Alvarez és mtsai 1996, Crow és Beckman, 1995). Több körülmény (szén-dioxid 

jelenléte, a pH és a mikrokörnyezet) szabja meg, hogy nitrálódás vagy oxidáció zajlik-e 

le. A hidrofób környezet (membránok, membránkompartmentek) a nitrálódásnak, míg a 

hidrofil környezet az oxidációnak kedvez (Zhang és mtsai, 2001, Tien és mtsai, 1999, 

Berlett és mtsai, 1998). A reakcióban képzQdQ nitrotirozint eredetileg az in vivo 

termelQdQ peroxinitrit indikátorának tekinttették, és tekintik sokan a mai napig (Beckman 

és Koppenol, 1996, Crow és Ischiropulos, 1996). Meg kell azonban jegyeznünk, hogy a 

tirozin nitrálódásnak más, peroxinitrittQl független útvonalát is leírták. A réz-cink 

szuperoxid diszmutáz is katalizálhatja a peroxinitrit által kiváltott tirozin nitrálását 

(Ischiropulos és mtsai, 1992), nitrotirozin keletkezhet nitritbQl és hidrogén-peroxidból 

peroxidáz katalizálta reakcióban (Eiserich és mtsai, 1998, Sampson és mtsai, 1998). A 

nitrit és a hipoklórsav reakciójának termékei szintén nitrálhatják a tirozint (Eiserlich és 

mtsai, 1996). Egyes enzimek katalitikus centrumában található tirozil gyököt az NO 
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önmagában is képes nitrálni (Guiett és mtsai, 1998, Gunter és mtsai, 1997). Emiatt a 

nitrotirozin megjelenését szerencsésebb az emelkedett nitrozatív stressz indikátorának 

tekinteni. 

A fent említett biokémiai változásoknak hatása van az enzimm_ködésre is. A 

sejtbeli szignáltranszdukciós útvonalak egy része peroxinitrit hatására aktiválódhat, 

kinázok (Go és mtsai, 1999, Klotz és mtsai, 2000, Mallozzi és mtsai, 1999, Oh-hasi és 

mtsai, 1999, Schieke és mtsai, 1999), vagy a foszfolipáz A2 (Palomba és mtsai, 2000) 

aktiválódásán keresztül. Más szignálútvonalak azonban gátolódhatnak, például a tirozin 

foszforiláció gátlásán keresztül. A tirozin fenolos hidroxilcsoportját ugyanis egyszerre 

képesek módosítani a protein kinázok és a peroxinitrit, ami a tirozin oldallánc 

foszforilálciójához (tirozin kinázok esetében), vagy nitrálódásához vezethet (peroxinitrit 

estében).  

A peroxinitrit reakcióba lép tiolokkal, illetve átmeneti fémekkel is, így a peroxinitrit 

az olyan enzimek m_ködését módosítja a leghatékonyabban, melyek aktív centrumában 

tiolok vagy átmeneti fémek vannak (Beckman és Koppenol, 1996, Groves, 1999, Radi és 

mtsai, 1991). 

A nitroxil is általában a tiolcsoportokkal reagál az enzimekben (Bartberger és mtsai, 

2001). A nitroxil képes az NMDA receptor inaktivációjára a Cys399 S-nitrozilálásán 

keresztül, emiatt neuroprotektív hatású (Kim és mtsai, 1999). A nitroxil az alkohol-

dehidrogenáz enzim inaktivációjához vezet (Shoeman és mtsai, 2000). H9C2 sejtben 

nitroxil hatására az Nrf2 transzkripciós faktor aktiválódik és a hem oxigenáz-1 

expressziója indukálódik (Naughton és mtsai, 2002), míg az élesztQ Ace1 fémtartalmú 

transzkripciós faktora inaktiválódik nitroxil expozícióra (Cook és mtsai, 2003). 

Fémiontartalmú enzimek közül a nitroxil képes a báziskihasítási repair (BER) egyik 

fémtartalmú enzimét, az formamidopirimidin-DNS glikozilázt (Fpg) inaktiválni cink-

ujjainak tönkretételével, illetve gátolni a P450-et (Miranda és mtsai, 2003).    

Mind a peroxinitrit, mind a nitroxil esetében figyeltek meg citotoxikus hatást. A 

peroxintirit citotoxikusnak mutatkozott számos sejtvonalon, például HaCaT 

keratinocitákon (Bakondi és mtsai, 2003a,b), Raw makrofágokon (Virág és Szabó, 2001), 

timocitákon (Virág és mtsai, 1998a). A nitroxil citotoxikusnak bizonyult neuronokon 
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(Vaananen és mtsai, 2003), MCF-7 humán tüdQrák sejtvonalon (Chazotte-Aubert és 

mtsai, 1999), V79 hörcsög tüdQ fibroblaszt vonalon is. Ez utóbbi esetben glutation 

deplécióval erQsíthetQ volt a citotoxikus hatás (Wink és mtsai, 1998).  

Az RNI-k biokémiai hatásai közé tartozik a DNS bázisainak módosítása, illetve a 

DNS szálainak törése is. Az oxidatív módosítások közül a legfontosabbak a 7,8-dihidro-

8-oxoguanidin (Cadet és mtsai, 1997), és a 8-hidroxiguanozin (Griffiths és mtsai, 1998), 

míg a nitrozatív módosítások közül a DNS nitrozatív deaminálása (Burney és mtsai, 

1999).  

A fentiekben tárgyalt gyökök közül a peroxinitrit, illetve a nitroxil esetében, a ROI-

k közül pedig a hidroxilgyök és a hidrogén peroxid estében mutattak ki DNS törQ 

képességet (Virág és Szabó, 2002).  

A fenti biokémiai változások által elindított folyamatok közül a továbbiakban két 

oxidatív stressz által aktivált enzimrendszer m_ködését (poli-ADP-ribóz polimeráz, és 

mátrix metalloproteináz), illetve az RNI-k fiziológiai és patofiziológiai hatásait fogom 

részletesen tárgyalni.  

A fejezetben tárgyalt ROI és RNI tulajdonságait és poli-ADP-ribóz polimeráz 

aktiváló képességét az alábbi táblázat (1. táblázat) foglalja össze. 

 
1. táblázat A dolgozatban szereplQ, patofiziológiai jelentQséggel bíró reaktív 

intermedierek (Virág és Szabó, 2002 alapján) 

ROI/RNI Sejtbeli forrása 
PARP aktiváló képesség és 

citotoxicitás 

Szuperoxid 
anion 

Mitokondriális légzési lánc, aktivált 
neutrofilok, makrofágok, xantin 
oxidáz, lipid peroxidáció, 
katekolamin autooxidáció. 

Nem képes PARP aktivációra, 
citotoxicitása elsQsorban PARP 
independens. 

Nitrogén- 
monoxid 

Nitrogén-monoxid szintetázok. 
Nem okoz DNS törést vagy 
PARP aktivációt. 

Peroxinitrit 
A nitrogén-monoxid és a 
szuperoxid anion reakciójából 
keletkezik.  

ErQs DNS-törQ és PARP 
aktiváló ágens. PARP 
independens útvonalakon is 
képes citotoxikus hatást 
kifejteni. 

Nitroxil Nitrogén monoxid 
DNS szimpla és dupla szálú 
törését okozza. 
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2. A PARP géncsalád 

A. A PARP-1 és a PARP család további tagjai 

A PARP géncsalád elsQként felfedezett tagja a PARP-1 enzim (EC 2.4.2.30). A 

PARP-1 az egyik legnagyobb mennyiségben található sejtmagi fehérje, mérete 116 kDa. 

A PARP-1 jellegzetesen moduláris felépítés_, N-terminálisán két cink-ujj motívum 

helyezkedik el, amely a PARP-1 DNS-hez való kötQdésében játszik szerepet. A DNS 

kötQ domént a nukleáris lokalizációs szignál, illetve az automodifikációs domén követi. 

A molekula C-terminálisán található a katalitikus domén (1. ábra).  

 

 

1. ábra A PARP-1 vázlatos doménszerkezeti képe 

A katalitikus domén szerkezeti képét a PubMed szerkezeti adatbázisából töltöttük le (Ruf 

és mtsai, 1998). A félgömb alakú domén bemélyedésében található a katalitikus hely, 

kékkel pedig a kristályosításhoz használt NAD+ analóg mutatja a szubsztrát kapcsolódási 

helyét. Az NLS a nukleáris lokalizációs szignál helyét jelöli. 

 



 - 10 - 
 

 

A PARP-1 széleskör_en elterjedt és konzervált enzim az eukarióták között. Ennek 

ellenére eddig nem sikerült kimutatni élesztQben, illetve differenciálódott 

granulocitákban. A legnagyobb fokú konzerváltságot egy 50 aminosavból álló PARP-ra 

jellemzQ szekvencia (PARP signature sequence) mutatja, mely a katalitikus doménben 

található és a gerincesek körében csaknem teljesen megegyezik (Virág és Szabó, 2002).  

A PARP-1 vizsgálata során PARP-1-/- sejtekben sikerült kimutatni további, bár 

alacsony mérték_ PARP aktivitást (Shieh és mtsai, 1998). Ez a felismerés vezetett a 

további PARP izoformák felfedezéséhez. Az izoformák megegyeznek a PARP katalitikus 

domén jelenlétében, illetve a katalitikus domén jellemzQ szerkezetében, viszont a PARP-

1-ben szereplQ egyéb domének és motívumok hiányozhatnak, és helyüket más domének 

vehetik át. EbbQl következQen más funkciókkal is rendelkezhetnek, mint a PARP-1. 

A PARP-2 enzimet egyszerre klónozta meg két munkacsoport (Ame és mtsai, 

1999, Johansson, 1999). A PARP-2 a PARP-1 méretének mintegy fele (62 kDa) és 40% 

homológiát mutat a PARP-1-gyel. Hiányzik belQle az automodifikációs domén, nem 

képes a hisztonok ADP-ribozilációjára, azonban képes auto-poli-ADP-ribozilációra. 

Részt vesz a DNS repair rendszerek (Schreiber és mtsai, 2002) és a centromerek 

m_ködésében (Saxena és mtsai, 2002). Más vizsgálatok in vivo is bizonyították 

fontosságát a DNS javításában és az egyedfejlQdésben (de Murcia és mtsai, 2003).  

Az sPARP enzim létezésére már Johansson (1999) is tett utalást, azonban 

részletesen Sallmann és mtsai (2000) jellemezték. A molekulatömege 55 kDa, 

szekvenciája a PARP-1 katalitikus doménjével egyezik meg. Az irodalom nem egységes 

abban, hogy az sPARP a PARP-1 alternatív splice variánsa-e, vagy önálló gén terméke. 

Aktivitásához nem szükséges DNS törés, azonban a genotoxikus stressz stimulálja az 

sPARP-ot. 

Ismeretlen funkciójú a vault PARP (vPARP). A vPARP egy ismeretlen funkciójú 

szubcelluláris struktúrához kapcsolódik, melyet „vault”-nak neveznek. A vPARP 192 

kDa és a vault fQ fehérjéjét, egy 100 kDa fehérjét képes poli-ADP-ribozilálni. A sejtbeli 

vPARP egy része nukleáris, illetve a mitotikus orsóhoz lokalizálódik (Kickhoefer és 

mtsai, 1999).  
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A tankiráz-1 a telomerek meghosszabbításáért felelQs telomerázzal áll 

kapcsolatban. Szerkezetére – a katalitikus doménen kívül – 24 ankirinszer_ ismétlQdés 

jellemzQ. Ezeken a motívumokkal kapcsolódik a tankiráz-1 a TRF1 (telomeric repeat 

binding factor-1) fehérjéhez és képes poli-ADP-ribozilálására. Ezen keresztül 

valószín_leg gátolja a TRF1 funkcióját, mert a tankiráz1-et overexpresszáló sejtekben 

nem rövidült a telomerhossz (Smith és mtsai, 1998, Smith és de Lange, 2000).  

A tankiráz-2 a sejtmagon kívül helyezkedik el, eredetileg a Golgival kapcsolatban 

lévQ fehérjeként ismerték (Chi és Lodish, 2000, Lyons és mtsai, 2001). Minden eddig 

vizsgált szövetben megtalálható, overexpressziója 3-amino-benzamiddal (3AB) gátolható 

sejtnekrózishoz vezet (Kaminker és mtsai, 2001).  

A Ti-PARP 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioxin indukálható, cDNS-e egy 657 

aminosavból álló fehérjét kódol, molekulatömege 75 kDa. A Ti-PARP nagyfokú 

hasonlóságot mutat az RM1 és a TIL fehérjékhez, melyek közül az elQbbi a memória 

kialakulásában, az utóbbi a tumort infiltráló aktivált T sejtekben indukálódik. (Ma és 

mtsai, 2001)  

A géncsalád további tagokkal fog szaporodni a közeljövQben. Gilbert de Murcia 

személyes közlése szerint a fentieken kívül még 11 PARP-szer_ fehérjét találtak 

laboratóriumában, és minden fehérjéhez egy-egy gén tartozik. Ezek szerint legalább 18 

ilyen gén létezik. 

 

B. A PARP-1 enzimológiája 

A PARP által termelt poli-ADP-ribóz (PAR) polimerek metabolizmusa egy teljes 

szubsztrátciklust alkot. A PARP aktivációja és a polimerek szintézise után a PARP gátolt 

állapotba kerül, majd a poli(ADP-ribóz) glikohidroláz és az ADP-ribozil protein liáz 

enzimek távolítják el a polimereket. A PARP-1 felelQs a sejtbeli PARP aktivitás 95%-ért, 

az egyes izoformák aktivációja és inaktivációja különbözik, de jelenlegi tudásunk szerint 

enzimatikus viselkedésük nem.  

A PARP-1 fQleg egy- vagy kétszálú DNS törés hatására aktiválódik, de a DNS 

meghajlása is aktiváló hatású lehet (Gradwohl és mtsai, 1987, Sastry és Kun, 1990). A 

PARP-1 homodimereket alkot és a DNS törésekhez kapcsolódik az N-terminális cink 
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ujjainak segítségével. Ez indukálja a PARP-1 enzimatikus aktivációját (de Murcia és 

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

1995, Burkle, 2001, Smith, 2001).  

Leírták más aktivációs utat is a PARP-1 esetében. Primer patkány neuronokban a 

foszfolipáz C aktivációja következtében megnövekvQ 1,4,5,-triszfoszfát koncentráció 

hatására bekövetkezQ intracelluláris kalcium koncentráció növekedés vezet PARP 

aktivációhoz (Homburg és mtsai, 2000). Ez az útvonal a PARP gyors, DNS töréstQl 

független aktivációjához vezet, azonban részletei nem ismertek. 

Az aktivált PARP által katalizált enzimreakció a NAD+ hasításával kezdQdik ADP-

ribózra és nikotinamidra (NAD glikohidroláz lépés), majd az ADP-ribóz részt a PARP 

megfelelQ akceptor fehérjék glutamát oldalláncához csatolja és elágazó, néhány PAR 

egységtQl akár 200 egységnyi hosszúságú polimereket szintetizál (ADP-ribóz polimeráz 

aktivitás) (Virág és Szabó, 2002). Egyes szerzQk felvetik a lehetQségét, hogy a polimer 

hosszának mérésekor fellépQ technikai akadályok miatt a méretet a szerzQk alulbecslik, 

így az in vivo képzQdött polimerek hosszabbak is lehetnek (Gagne és mtsai, 2001). 

A PAR-nak több akceptorát azonosították, mint a hisztonok (Tanuma és mtsai, 

1985, Nagale, 1995) a nukleáris faktor kappa B (NF-mB), (Oliver és mtsai, 1999), B-

MYB (Cervellera és Salla, 2000), a DNS-dependens protein kináz (DNS-PK) (Ariumi és 

mtsai, 1999), p53 (Kumari és mtsai, 1998). A PAR-ban található negatív töltések 

megváltoztatják a PAR által módosított fehérje tulajdonságait. A hisztonokra kerülQ PAR 

taszítja a DNS negatív töltés_ foszfocsoportjait, ami a kromatinszerkezet fellazulásához 

vezet (Boulikas, 1990).  

Azonban a PAR egyik legfontosabb akceptora maga a PARP-1. A PAR a PARP-1 

automodifikációs doménjére kerül, ami a PARP-1 enzimatikus gátlásához, és a DNS-rQl 

történQ leválásához vezet (autoinhibíció) (Virág és Szabó, 2002).  

A PAR féléletideje egy perc körül van, mivel katabolizmusa igen gyors. A 

polimerek eltávolítása a poli(ADP-ribóz) glikohidroláz (PARG) feladata (Davidovich és 

mtsai, 2001). A PARG nagy sebességét annak köszönheti, hogy képes exo- és 

endoglikozidázként is m_ködni (Brochu és mtsai, 1994). Mivel a PARG Km értéke nagy 

fragmentek iránt jóval kisebb, mint a kisebbek felé, ezért a PAR bontásánál az enzim 
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elQször a nagyobb darabokat hasítja le és csak azután tér rá a kisebbekre, ami jelentQsen 

lecsökkenti a teljes PAR eltávolításához szükséges idQt. A PARG, bár kis mennyiségben 

van jelen a sejtekben, magas specifikus aktivitása miatt képes a nagyságrendekkel 

nagyobb mennyiségben lévQ PARP által szintetizált PAR gyors lebontására (Jonsson és 

mtsai, 1988). A PARG gátlása, a PARP hiper-ADP-ribozilált állapotához vezet, és 

következményesen a PARP gátlását eredményezi (Ying és Swanson, 2000, Ying és mtsai, 

2001, Bakondi és mtsai, 2003).  

A közvetlenül a fehérjéhez kapcsolódó utolsó, ún. proximális ADP-ribóz egységet 

az ADP-ribozil protein liáz távolítja el (Oka és mtsai, 1984). Jacobson eredményei 

azonban azt mutatják, hogy ezt a funkciót a PARG is képes ellátni (Jacobson, személyes 

közlés). 

A PARP aktivitás sejtbeli szabályzása több szinten zajlik le. ErQteljes, hosszan ható 

genotoxikus stressz estén a PARP mennyisége változik a sejtben, ezek transzkripciós és 

poszttranszkripciós szabályzásra utalnak (Bergeron és mtsai, 1997, Tramontano és mtsai, 

2000, Doucet-Chabeaud és mtsai, 2001). A kutatások az Sp1 transzkripciós faktor 

szerepét vetették fel a PARP transzkripciójában (Bergeron és mtsai, 1997). 

A poszttranszlációs módosítások közül ki kell emelni az auto-poli-ADP-ribozilációt 

(Kawaichi és mtsai, 1981), illetve a PKC általi foszforilációt (Tanaka és mtsai, 1987, 

Bauer és mtsai, 1992, 1994). Az in vivo jelen lévQ allosztérikus inhibitorok közül pedig ki 

kell emelnünk a nikotinamidot (a NAD+ hasítási terméke), illetve a purinokat, melyek 

ischaemia során érhetnek el PARP gátláshoz elégséges szintet (Virág és Szabó, 2001).  

 

C. A PARP-1 funkciói 

 A PARP esetében az elsQként leírt funkció a DNS repairben való részvétel volt. 

Azóta egyre több funkciót ismerünk meg, mely a poli-ADP-ribozilációhoz kapcsolódik. 

  

a) A PARP szerepe a genomi integritás fenntartásában, a DNS hibajavításban és a 

replikációban 

A genomi integritás fogalmán azt értjük, hogy a genomban található információ 

károsodás nélkül kerül továbbadásra a leánysejtekbe.  
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A PARP-pal kapcsolatos korai megfigyelések közé tartozik, hogy a PARP 

farmakológiai gátlása érzékenyíti a sejteket a genotoxikus stresszre, vagyis ionizáló 

sugárzás, vagy alkilálószerek hatására késik a DNS törések ligálása, emelkedik a 

testvérkromatidok cseréje (Park és mtsai, 1983). A testvérkromatidok cseréje akkor zajlik 

le, amikor a kijavítatlan DNS hibák akkumulálódnak, és emiatt leáll a replikáció 

(Screiber és mtsai, 1995). Hasonló eredmények születtek a PARP különbözQ molekuláris 

biológiai eszközökkel (antiszensz oligonukleotid technika, PARP DNS kötQ domén 

overexpresszió) történQ gátlásával is, illetve más DNS károsító hatásokra is, mint például 

a topoizomeráz I és II gátlása, vagy az UV sugárzás (Szabó és Virág, 2002). 

A sejtes rendszerek vizsgálata után PARP-1-/- egértörzsek megjelenése a fenti 

jelenségek in vivo vizsgálatát is lehetQvé tette. Hasonlóan a fenti kísérletekhez a 

PARP-1-/- egerek fokozottan érzékenyek voltak alkiláló ágensekkel, illetve ionizáló 

sugárzással szemben (de Murcia és mtsai, 1997). 

A fenti eredményeket magyarázza, hogy a PARP-1 a DNS repair rendszerek 

közül a báziskihasítási rendszerrel (BER – base excision repair) kapcsolatban áll. A BER 

m_ködése során a valamilyen módon módosított, így mutagén bázisok távolítódnak el és 

kerül a helyükre a megfelelQ bázis. A BER aktivációja során a bázisokat egy glikoziláz 

enzim ismeri fel, és hasítja a nuleotidok d-N glikozilkötését. Azonban a más módon 

képzQdött bázis nélküli hely önmagában is képes a BER aktivációjára. A BER-nek 

kétféle útvonala létezik. Amennyiben csak egy bázis helyettesítésérQl van szó, akkor 

„short patch repair”-rQl, amennyiben több egymás utáni (10-15 nukleotid) cseréjérQl van 

szó, akkor „long patch repair”-rQl beszélünk. EmlQs szervezetekre a short patch repair 

jellemzQbb, amely során egy-egy enzim elQször a bázis nélküli nukleotid 5’ oldalán hasít, 

majd a másik a 3’ oldalon. Az így keletkezQ rést a DNS polimeráz d foltozza be, és a 

DNS ligáz köti össze az elvágott szálat. A long patch repair akkor aktiválódik, amikor a 

short patch repair elakad. Ebben az esetben a hibás nukleotidot tartalmazó szál 

eltávolítódik az ép száltól és egy exonukleáz enzim kivágja a kitekert DNS szakaszt. A 

lyuk befoltozását nem csak a DNS polimeráz d végezheti el, hanem más DNS 

polimerázok is szerepet játszhatnak a folyamatban. A DNS szálak illesztése a DNS ligáz 

feladata (Lavrik és mtsai, 2001).  
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A PARP-/- egerekbQl származó fibroblasztok estében a PARP fehérje hiánya és a 

PARP aktivitás jelentQs csökkenése elsQsorban a long patch repair-t érintette, azonban 

jelentQsen, 50%-kal csökkentette a short patch repair-t is (Dantzer és mtsai, 2000). Meg 

kell azonban említeni, hogy a PARP gátlás nem inaktiválja a BER-t, mindössze lassítja 

beindulását (Soldatenkov és Smulson, 2000). A kései beindulás oka lehet, hogy a PARP 

kölcsönhat a BER-ben résztvevQ fehérjék egy részével, mint az XRCC1 (Masson és 

mtsai, 1998), a DNS polimeráz d. DNS ligáz III a cink ujj doméneken, vagy az 

automodifikációs doménben található BRCT motívumon keresztül (Szabó, 2000). Ezen 

kívül a PARP által szintetizált PAR felismerési szignálként szolgálhat a BER enzimeinek, 

illetve egyes szerzQk szerint a PAR a BER energiaforrásaként is funkcionálhat (Oei és 

Ziegler, 2000).  

PARP aktivációt tapasztalhatunk a sejtciklus során is több alkalommal, az eddigi 

eredmények szerint valószín_leg szintén a genomi integritás védelme érdekében.  

A replikáció során az MRC (multiprotein replication complex) kialakulásában is 

szerepet játszik a PARP (Dantzer és mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996). 

Kölcsönhat az MRC több komponensével, a DNS polimeráz c-val és d-val, a DNS 

primázzal, a DNS helikázzal, a DNS ligázzal, a topoizomeráz I és II-vel (Dantzer és 

mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996). Ezeken a fehérjéken kívül Simbulan-

Rosenthal és mtsai (1996) 15 féle poli-ADP-ribozilálódó fehérjét mutattak ki az MRC 

komplexbQl. A PARP a DNS replikációs villában lokalizálódik, onnan tisztítható (de 

Murcia és mtsai, 1986). A PARP szerepét a replikációban a legtöbben mint molekuláris 

kapcsolót képzelik el, amely a DNS szintézis helyszínén a hibákat, töréseket jelzi, 

leállítja a replikációt, illetve elindítja a hibajavítást (Dantzer és mtsai, 1998, Ziegler és 

Oei, Soldatenkov és Smulson, 2000).  

A sejtciklus ellenQrzési pontjaiban is szerepe lehet a PARP-nak. Az ellenQrzési 

pontok kulcsfehérjéi közül a PARP kölcsönhat az ataxia-teleangiectasia gén 

fehérjeterméke (ATM), az ATR, a DNS függQ protein kináz (DNA-PK), és a p53 

fehérjékkel (Smith és Jackson, 1999). A p53 fehérje esetében a PARP szükséges a p53 

gyors felszaporodásához, szekvenciaspecifikus DNS kötéséhez, illetve transzkripciós 

aktivitásához. A p53 felszaporodása pedig a sejtciklus leállásához vezet (Soldatenkov és 
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Smulson, 2000). Masutani és mtsai (1999) in vitro vizsgálatokkal kimutatták, hogy a 

PARP ezen kívül a ciklin függQ kinázok (CDK) aktivitásának gátlásával csökkentheti a 

retinoblasztóma fehérje foszforiláltságát, ami a sejtciklus közvetlen blokkolásához vezet. 

A PARP gátlása a sejtosztódás során kromoszómaszegregációs problémákkal jár, 

gyakorivá válnak az aneuploid vagy tetraploid sejtek (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 

1996). A PARP-1 az osztódás során a kromoszómákkal és a centroszómális fehérjékkel 

(Cenpa, Cenpb, Bub3) asszociál (Saxena és mtsai, 2002, Kanai és mtsai, 2000). PAR 

festéssel a profázisban lévQ sejtek erQsen festQdnek, a festQdés a kromoszómák alakját 

rajzolja ki (Bakondi és mtsai, 2002). Olyan sejtekben, ahol elQzQleg a PARP-ot gátolták a 

gamma sugárzás rendellenes rekombinációhoz vezetett (le Rhun és mtsai, 1998).  

 

b) A PARP a génexpresszió és a differenciálódás szabályzásában 

A sejtdifferenciáció során egy specializálatlan multi-, vagy pluripotens sejtbQl a 

génexpressziós mintázatának átrendezQdésével egy adott feladat ellátására alkalmas 

erQteljesen specializált sejtek jönnek létre. Egy QssejtbQl többféle sejttípus alakulhat ki 

több átmeneti alakon keresztül.  

A PARP szerepét leírták a vérképzési rendszer sejtjeinek differenciációjában 

(Bahtia és mtsai, 1995, Exley és mtsai, 1987, Francis és mtsai, 1983, Morioka és mtsai, 

1979, Sugiura és mtsai, 1984, Terada és mtsai, 1979), a melanomasejtek 

differenciálódásában (Durkacz és mtsai, 1992), mesenchyma (Nishio és mtsai, 1983, 

Cherney és mtsai, 1985) és trophoblast sejtek differenciálódásában (Masutani és mtsai, 

2001). A PARP szerepével  együtt vetQdött fel a PARG szerepe a hímiversejtek 

differenciációjának koordinálásában (di Megilo és mtsai, 2003, Quesda és mtsai, 1996). 

A PARP fehérjemennyisége minden esetben korrelációt mutatott a differenciáció 

folyamatával, azonban jó okunk van feltételezni, hogy hasonlóan az 

ivarsejtdifferenciációhoz, a PARG mennyiségének változása is számottevQ tényezQ lehet. 

Több transzkripciós faktorról mutatták ki, hogy asszociálódik 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 
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TEF-1 esetében sikerült kimutatni, hogy a transzkripciós faktorok aktivitásához 

szükséges a PARP és sikerült a komplex által specifikusan aktivált gének azonosítása is. 

Az elQzQeknél részletesebben jellemzett a PARP kölcsönhatása az NFmB 

transzkripciós faktorral. Az NFmB nyugalmi állapotában trimerként a citoplazmában 

található, ahol aktiváció hatására a trimer inhibitorikus tagja (IkB) foszforilálódik , majd 

leválik és proteolítikusan lebomlik. A felszabadult NFmB dimer (p50 és p65) a magba 

transzlokálódik, az NFmB válaszadó szekvenciákhoz kapcsolódik és az iniciációs 

komplex tagjaival asszociálódva különbözQ gének expresszióját fokozza. Az NFmB által 

regulált gének közé tartozik több proinflammatorikus gén is, mint az iNOS, vagy a 

proinflammatorikus citokinek (TNFc, IFNi, stb.).  

Az IkB foszforilációját, leválását és az NFmB dimer magi transzlokációját nem 

érinti a PARP genomi deléciója, azonban ekkor az NFmB nem képes a válaszadó 

szekvenciákhoz kapcsolódásra (Oliver és mtsai, 1999). Vagyis a PARP az NFmB 

preiniciációs komplex része, feltételezhetQen kölcsönhat az NFmB mindkét alegységével 

(Hassa és mtsai, 2001) és hiányában nem megy végbe az NFmB aktivációja. 

Érdekes kérdés, hogy a PARP aktivitása transzkripciót aktiváló hatású-e, leállítja-

e, vagy nem érinti a transzkripciót. Az irodalom nem egységes ezzel a problémával 

kapcsolatban. In vitro módszerekkel vizsgálva az NFmB és a PARP kapcsolatát Hassa és 

munkatársai (2001) azt találták, hogy csak az NFmB és a PARP fizikai kapcsolata 

szükséges a transzkripció megindításához. Velük ellentétben Chang és Alvarez-Gonzales 

(2001) kísérletei szerint az NFmB DNS-hez kapcsolódása NAD+ függQ volt, ami 

szerintük az NFmB poli-ADP-ribozilácójához volt köthetQ.  

A sejtes rendszerek vizsgálata sem ad egyértelm_ választ a PARP aktivitás és az 

NFmB függQ transzkripció kapcsolatáról. A PARP aktivitás gátlása több sejttípuson az 

NFmB függQ expresszió csökkenését eredményezte. Citokin stimulált HUVEC sejteken 

(humán umbilikális véna endothel sejtek) a PARP gátlása egyes adhéziós molekulák 

(ICAM-1, P-szelektin, E-szelektin) (Zingarelli és mtsai, 1998, Sharp és mtsai, 2001), 

illetve a citokin stimulált iNOS expressziót csökkentette (Hautschildt és mtsai, 1991, 

Pellat-Deceunynck és mtsai, 1994, Szabó és mtsai, 1998). Immunostimulált nyúl 
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szinoviális fibroblasztok 3AB kezelése a kollagenáz expresszió csökkenéséhez vezet 

(Ehrlich és mtsai, 1995). Azonban magas cukorkoncentrációval stimulált endotelsejteken, 

ahol szintén kimutatható NFmB aktiváció, a PARP gátlása nem vezet az NFmB aktiváció 

gátlásához (Soriano és mtsai, 2001). Más modellekben in vivo vizsgálatok során PARP 

gátlás hatására egyes citokinek mennyisége csökkenést mutat (Soriano és mtsai, 2002). 

A PARP által regulált gének feltérképezésében a DNS chip technika alkalmazása 

egyre nagyobb szerepet kap. Ezzel a technikával vizsgálva fibroblasztok génexpressziós 

mintázatát 91 PARP gátlás hatására expressziós változást mutató gént azonosítottak 

(Simbulan-Rosenthal és mtsai, 2000). Immunostimulált glia sejtek génexpressziós 

mintázatát hasonló módszerrel vizsgálva Ha és mtsai (2002) azt találták, hogy 

immunstimulus után több, gyulladásban szerepet játszó gén expressziója csökkent 

stimulálás után a PARP-/- sejtekben a vad típushoz képest. 

Fontos megemlítenünk, hogy a hiszonokon lévQ PAR-nak szerepe lehet a 

kromatinszerkezet fellazításában és ezáltal a génexpresszió elQsegítésében (Althaus és 

mtsai, 1994) is.  

 

c) A PARP szerepe a sejthalál során 

A sejtelhalásának két típusát különböztetjük meg: alapvetQen morfológiai jellemzQk 

alapján beszélünk apoptózisról, illetve onkózisról (onkózis megnevezéssel illetjük az 

eredetileg nekrózisnak nevezett folyamatot, mert a nekrózis fogalmán a post mortem 

sejthalált értik.). A két sejthalálforma nem egymástól élesen elkülönülQ folyamat, sokkal 

inkább arról van szó, hogy egy skála két szélsQértékét képviselik.  

A PARP aktivációt a DNS károsító szerek citotoxikus hatásával elQször Berger és 

munkatársai (1983, 1986) hozták összefüggésbe. Eszerint a PARP aktiváció hatására a 

sejt NAD+ készlete a PAR szintézis miatt lecsökken. A NAD+ képzQdés ATP igényes, így 

a foszforibozil transzferáz és a mononukleotid adenilil transzferáz által katalizált reakciók 

során elfogy a sejt ATP készlete. Az ATP hiánya gátolja az ATP igényes folyamatokat, 

mint a glikolízis kezdeti lépései, a NAD+ hiánya pedig a mitokondriális 

elektrontranszportláncot állítja le, ami a mitokondriális membránpotenciál 

összeomlásához vezet. Ilyen körülmények között a mitokondriális F1/F0 ATPáz enzim 
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ATPáz-ként kezd m_ködni, ami az ATP mennyiség és a sejtbeli energia további 

csökkenéséhez vezet (Virág és mtsai, 1998a, Ha és Snyder, 1999).  

Az apoptózist jellemzi a kompakt sejtmorfológia, a kromatin kondenzációja, a 

sejtmembrán épségnek megQrzése, illetve az apoptotikus sejtek gyors eltávolítása 

fagocitózissal. Apoptózis indukálható bizonyos ligandokkal (Fas ligand, TNF, TRAIL), a 

DNS károsításával (alkiláló szerek, ionizáló sugárzás, oxidatív stressz), illetve a 

mitokondriumra ható szerekkel. Az apoptózis során aktiválódó jellemzQ fehérjék a 

kaszpáz enzimrendszer (cysteinyl-aspartate-specific proteases), illetve bizonyos 

mitokondriális apoptotikus faktorok (pl. citokróm c, apoptózis indukáló faktor – AIF, 

SMAC-DIABLO).  

Az apoptózis korai lépései során a PARP-1-et a kaszpáz-7 vagy 3 elhasítja, egy 

89 kDa (p89) és egy 24 kDa (p24) fragmentre (Tewari és mtsai, 1995, Germain és mtsai, 

1999). A PARP-1-hez hasonlóan a PARP-2 is elhasítódik apoptózisban, azonban a 

hasítását a kaszpáz-8 végzi (Benchoua és mtsai, 2002). Mindkét esetben a hasítás úgy 

zajlik le, hogy a katalitikus és a DNS kötQ domén elválik egymástól, ami az enzim 

inaktiválódásához vezet. A PARP-1-bQl létrejövQ fragmentek közül a p89 gátolja a PARP 

homoasszociációját, a p24 pedig a PARP DNS kötését (Kim és mtsai, 2000a, b, 

D`Amours és mtsai, 2001).  

A fentiekbQl kit_nik, hogy a PARP aktivitás és aktiválódás erQteljesen gátlódik az 

apoptózis kezdeti szakaszában. E gátlás jelentQsége az lehet, hogy kivédi a PARP 

aktivációt az apoptózis késQbbi szakaszában lejátszódó DNS fragmentáció során, így 

megQrzi a sejtek NAD+ és energiakészletét (Herceg és Wang, 1999) az energiaigényes 

további apoptotikus folyamatok számára.  

A PARP szerepe az apoptózisban nem tisztázott, gátlása az apoptózis során 

egyaránt gátolta (Tanaka és mtsai, 1995, Richardson és mtsai, 1999), vagy fokozta 

(Tentori és mtsai, 1999), vagy nem befolyásolta (Watson és mtsai, 1995) a folyamatot.  

A PARP szerepe a PARP-1 génhiányos egerek megjelenése után vált molekuláris 

szinten vizsgálhatóvá. A PARP-/- egerekbQl származó sejtek (hepatociták, timociták, 

primer neuronok) érzékenysége hasonló volt Fas liganddal, TNFc/val, etopoziddal, 

dexametazonnal kiváltott apoptózisban, mint a PARP+/+ sejteké (Leist és mtsai, 1997a, 
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Wang ZQ és mtsai, 1997, Virág és mtsai, 1998b). A PARP-/- egerek embrionális és 

posztnatális fejlQdése is zavartalan, ami szintén arra utal, hogy az apoptózis zavartalan 

lefolyású (Wang és mtsai, 1995).  

Dawson és munkacsoportja azonban a szabad gyökök, alkiláló szerek, illetve 

NMDA által kiváltott apoptózisban bizonyította a PARP szerepét az AIF faktor 

mitokondriumból a sejtmagba való transzlokációjában (Yu és mtsai, 2002).  

Összességében megállapitható, hogy az apoptózis legtöbb formájához a PARP nem 

szükséges, azonban hasítása nélkülözhetetlen az apoptózis zavartalan végrehajtódásához. 

Az onkózisra - az apoptózissal ellentétben - a sejttérfogat növekedése, a 

plazmamembrán integritásának megsz_nése a sejttérfogat növekedése és a sejttartalom 

kiszabadulása jellemzQ. Ez utóbbi „szivárgás” gyulladást serkentQ hatású. 

Oxidánsokkal, illetve alkilálószerekkel kiváltott enyhe stimulus apoptotikus jelleg_, 

míg a koncentráció emelésével egyre inkább onkotikus jelekkel rendelkezQ sejthalált vált 

ki (Bonfoco és mtsai, 1995, Nicotera és mtsai, 1999). Az így beindított sejthalál 

jellegének meghatározásában (apoptotikus vagy onkotikus) mind az ATP, mind a NAD+ 

mennyisége meghatározó jelentQség_ (Coppola és mtsai, 1995, Corwley és mtsai, 2000, 

Klaidman és mtsai, 1996, Leist és mtsai, 1997b, 1999, Lelli és mtsai, 1998).  

A fentiek alapján a PARP aktiválódása az ATP/NAD+ szint csökkentése miatt 

gátolja az energiaigényes apoptózis beindulását és az onkózis felé tereli a sejtet. Ezen a 

területen az elsQ tanulmányok a PARP 

farmakológiai gátlószereinek a 

felhasználásával készültek (Szabó és 

Dawson, 1998, Watson és mtsai, 1995) és 

igazolták a fenti elméletet, vagyis a PARP 

gátlása gátolta az onkózist. PARP-/- egereken 

is hasonló eredmények születtek (Eliasson és 

mtsai, 1997).  

PARP gátlását vagy genetikai ablációját 

az apoptózis, az onkózis, illetve a DNS repair 

szempontjából a 2. ábrán foglaltuk össze. A 

2. ábra A PARP szerepe az 
apoptózisban és az onkózisban. 
Magyarázat a szövegben.  
Virág és Szabó (2002) nyomán. 
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DNS károsodás, illetve a PARP aktivitás mértékétQl függ a sejt sorsa a genotoxikus 

stressz után. Gyenge DNS károsodás után a PARP aktiváció a hibajavító rendszerek 

aktiválásán keresztül a sejt túléléséhez járul hozzá (bal oldali folyamatsor). Ha a repair 

rendszerek nem tudnak megbirkózni a hibák mennyiségével, a sejt elindítja az apoptózis 

programját és elpusztul (középsQ folyamatsor). Azonban az erQteljes, túlzott mérték_ 

DNS károsodás a sejtek NAD+ és ATP tartalmának elhasználásával lehetetlenné teszik az 

apoptózis végbemenetelét, így onkotikus sejthalált vált ki (jobb oldali folyamatsor). A 

PARP gátlása mind a jobb, mind a bal ágról a középsQre tereli a sejtek sorsát (piros 

nyilak), vagyis a sejtek apoptózisát okozza. Az apoptotikus és az onkotikus sejthalál 

közül az elQbbi a szervezet számára kevésbé megterhelQ, ezért önmagában egy ilyen 

váltás terápiás elQnyt jelenthet.  

 

3. Oxidatív stressz patológiai szerepe  

A. A peroxinitrit és a nitroxil kórélettani hatásai 

A peroxinitrit in vivo fiziológiai hatásairól elég részletes ismeretekkel 

rendelkezünk. Peroxinitrit termelQdését kimutatták szeptikus peritonitisben (Soriano és 

mtsai, 2002), hemorrágiás sokkban (Liaudet és mtsai, 2000a), diabetesben (Soriano és 

mtsai, 2001a, Szabó és mtsai,), mesenterikus ischaemiában (Liaudet és mtsai, 2000b), 

artritiszben, kolitiszben (Mabley és mtsai, 2002) és asztmában (Andreadis és mtsai, 

2003). Általánosságban a peroxinitrit túlzott termelQdése az ischaemia-reperfúziós 

károsodásra, a sokkra, illetve a gyulladásos folyamatokra jellemzQ. Habár a 

peroxinitritnek elsQsorban biokémiai hatásai vannak, emellett ki kell emeljük, hogy a 

peroxinitrit DNS törések létrehozásán keresztül PARP aktivációhoz vezet. 

In vivo vizsgálatok a nitroxillal kapcsolatban elsQsorban a keringési rendszerre 

gyakorolt hatására koncentráltak, azonban olyan adatok, melyek közvetlen kóroki 

szerepét bizonyítanák, nem állnak rendelkezésre.  

Szíven pozitív ionotrop és lusitrop hatása van a nitroxil kezelésnek, ami nem áll 

kapcsolatban a béta adrenerg jelátvitellel (Paolocci és mtsai, 2003). Ischaemia-

reperfuziós károsodás esetén a kontraktilitás és a sejtpusztulás mértékét csökkentette az 

NO- kezelés (Pagliaro és mtsai, 2003). Vannak azonban olyan megfigyelések is, melyek 
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szerint ischaemia-reperfúziós károsodás esetén az NO- kezelés ront a szívfunkciókon (Ma 

és mtsai, 1999), illetve növeli a neutrofil infiltrációt (Takahira és mtsai, 2001). 

Az NO- képes a szolubilis guanil ciklázhoz kapcsolódni, és az NO-hoz hasonlóan 

aktiválni azt, ami a rezisztenciaerek dilatációjához vezet (Irvine és mtsai, 2003, Wanstall 

és mtsai, 2001). 

 

B. Oxidatív stressz által kiváltott patológiás enzimaktiváció: PARP és mátrix 

metalloproteináz aktiváció  

Az oxidatív stressz által okozott változások közé tartozik egyes enzimek 

aktiválódása, mint a PARP és a mátrix metalloproteinázok (MMP). Mindkét 

enzimcsoport aktiválódása kapcsolódhat kórfolyamatokhoz.  

A patofiziológiás PARP aktiváció in vivo iniciátoráról keveset tudunk, csak az in 

vitro kísérletes eredményekbQl feltételezzük, hogy szabad gyökök, elsQsorban hidroxil 

gyökök és peroxinitrit játszanak központi szerepet aktiválódásában. Alátámasztja ezt az 

elméletet, hogy PARP aktiváció esetében emelkedett nitrotirozin festQdés mutatható ki, 

ami a nitrozatív stressz indikátora (Soriano és mtsai, 2002, Liaudet és mtsai, 2000a, 

Szabó és mtsai, 2002, Soriano és mtsai, 2001a, Liaudet és mtsai, 2000b, Mabley és mtsai, 

2002). A PARP aktiváció kimutatására az enzimreakció termékének, a PAR-nak a 

kimutatása (pl. immunhiszokémiai módszerrel) a legalkalmasabb.  

Az elQzQ fejezetben peroxinitrit termelQdéssel jellemzett kórfolyamatokhoz, 

(peritonitis, hemorrágiás sokk, diabetes, mesenterikus ischaemia, kolitisz) PARP 

aktiváció társul. Ezen kívül többek között a miokardiális infarktus, a szívtranszplanktáció 

(Endres és mtsai, 1998, Faro és mtsai, 2002, Fiorillo és mtsai, 2002, Szabó és mtsai, 

2002), a szeptikus sokk (Goldfarb és mtsai, 2002, Jagtap és mtsai, 2002, Soriano és mtsai, 

2002, Watts és mtsai, 2001), illetve az adult respiratorikus diszstressz szindróma (Liaudet 

és mtsai, 2002) kapcsán is mutattak ki PARP aktivációt. 

Az in vivo képzQdQ szabad gyökök DNS töréseket hoznak létre, amelyek a PARP 

aktivációján át egyrészt onkózist váltanak ki, másrészt azonban aktiválják az NFmB -t, és 

azon keresztül különbözQ gyulladásos citokinek termelését indítják el. Ezek a citokinek 

aktivált leukocitákat vonzanak a sérülés helye felé, és így felerQsítik az oxidatív stresszt. 
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Az elhalt sejtekbQl kiszabaduló anyagok szintén gyulladáskeltQ hatásúak, ami egy újabb 

pozitív visszacsatolás az elQbbi körbe. 

Számos tanulmány igazolja, hogy a PARP mind farmakológiai, mind molekuláris 

biológiai gátlása javítja több betegségmodell klinikai és laboratóriumi paramétereit 

(citokin termelQdés, túlélés, szervfunkciók, stb.). FeltételezhetQ, hogy a PARP gátlása 

esetén a PARP túlzott aktivációja miatt bekövetkezQ onkózis fordítható apoptózisba 

(Virág és Szabó, 2002).  

Egy másik – számunkra fontos – szabad gyökök által aktiválható enzimcsoport az 

mátrix metalloproteinázok (MMP-k) családja. Az MMP-k szerteágazó funkcióval 

rendelkezQ cink endopeptidázok. Bár különbözQ folyamatokban játszhatnak szerepet, 

elsQdleges szerepük az extracelluláris mátrix lebontása. Fiziológiás funkciójuk az 

extracelluláris mátrix újraépülésének biztosítása többek között az embrionális fejlQdés, a 

blasztociszta beágyazódása, szervek morfogenezise, az idegek növekedése, ovuláció, az 

endometrium ciklikus átrendezQdése, a hajfollikulus ciklusa, csontátépülés, angiogenezis 

során. Az MMP-k patofiziológiás aktivációja emellett szerepet játszik artritiszben, 

kardiovaszkuláris betegségekben, a vér-agy gát funkciózavaraiban, periodontális 

betegségekben, bQrulcerációkban, gyomorfekélyben, a kornea ulcerációjában, 

májfibrózisban, emfizémában, tüdQfibrózisban is (Nagase és Woessner, 1999). 

Az MMP-k inaktív proenzimek formájában szintetizálódnak. Az inaktivitásért a 

fehérje N-terminálisán található propeptid (autoinhibitorikus) doménben lévQ konzervált 

aminosavszekvencia cisztein oldallánca felelQs. Ez a cisztein a katalízisben eszenciális 

cink ionhoz kapcsolódik koordinatív kötéssel, és ezzel a cink iont katalitikusan inaktívvá 

teszi. Aktívvá az enzim akkor válik, amikor ez a kapcsolat felszakad.  

Az MMP aktivációnak két útját ismerjük. A történetileg elQször megismert út a 

véralvadáshoz vagy a komplement aktivációhoz hasonló proteolítikus aktiváció volt. 

Ebben az esetben az autoinhibitor domént valamilyen proteáz lehasítja. Azonban a 

véralvadáshoz vagy a komplement aktivációhoz hasonló rigid, konszekutív aktivációs 

rendszert nem találunk az MMP-k esetében. Akár nem az MMP-k közé sorolt proteináz is 

lehet aktiváló hatású (pl. a pro-MMP2-t aktiválhatja az MT1-MMP, de az urokináz-típusú 
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plazminogén aktivátor is). Proteolítikus aktiváció során változik az adott MMP 

molekulatömege, a kb. 8-12 kDa méret_ inhibitor domén lehasadása után. 

A proteolítikus aktiváció mellett a térszerkezetváltozás okozta aktivációs útvonalat 

is leirták. Ebben az esetben a zimogénben valamilyen térszerkezetváltozás vezet a 

kritikus koordinációs kötés felszakadásához. Ilyen hatás lehet erQs detergensek, 

merkurivegyületek (pl. az általános MMP aktivátor APMA), vagy reaktiv oxigén 

intermedierek (ROI), illetve peroxinitrit megjelenése (Grant és mtsai, 1992, Okamoto és 

mtsai, 2001, Springman és mtsai, 1990, Wang és mtsai, 2002, van Wart és Birkedal-

Hansen, 1990). Az ilyen jelleg_ aktiváció mechanizmusára Springman és mtsai (1990) a 

„cink-switch” megnevezést használja. 

A két aktivációs mód közötti különbséget a 3. ábra szemlélteti. 

 

Peroxinitrit esetében Okamoto és mtsai (2001) in vitro vizsgálatokra támaszkodva 

alkotott elméletet az MMP aktiváció mechanizmusára. Paradox módon a folyamat kezdQ 

lépéséhez antioxidáns hatású redukált glutation (GSH) szükséges. A peroxinitrit a GSH 

ciszteinjének szulfhidril csoportjával reakcióba lép és valószín_leg GSNO2-t képez, ami 

oxidálja a ciszteint leválasztva az eszenciális cinkionról az MMP-k aktivációjához vezet. 

3. ábra A pro-MMP aktiváció módjai 

Az inaktív pro-MMP esetében kiemeltük az 
autoinhibitor doménben található ciszteint és a 
cinknek csak az ezzel a ciszteinnel alkotott 
koordinatív kötését tüntettük fel. A csillag az 
aktiválódott katalitikus centrumot jelöli. 
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Wang és mtsai (2002) ezen elméletet bizonyítandó, peroxinitrittel perfundáltak izolált 

szívet és MMP aktivációt tapasztaltak, melyek közül a leghatározottabb az MMP2 volt. 

Az MMP-k a transzkripció szintjén is szabályozottak, expressziójuk fontos 

aktivátorai közé tartoznak a citokinek (Siwik és mtsai, 2000). 

MMP aktivációt több esetben is leírták már szívben és érrendszeri patológiás 

állapotokban, például szívelégtelenségben (Mann és Spinale, 1998, Spinale, 2002), egyes 

kardiomiopátiákban (Thomas és mtsai, 1998), ischaemia-reperfúziós károsodásban 

(Cheung és mtsai, 2000). A szívelégtelenség kialakulásában nagy jelentQséggel bír az 

extracelluláris mátrix lebontásának és felépítésének egyensúlyának megbomlása. A 

szívben az extracelluláris mátrix, illetve az azt felépítQ kollagén kiemelten fontos 

mechanikai szerepet játszik. Sérülése esetén a kardiomiociták „megcsúsznak” 

(cardiomyocyte slippage), ami ventrikuláris dilatációhoz, fokozatos kontraktilis 

diszfunkcióhoz és a szívfunkciók általános gyengüléséhez vezet (Mann és Spinale, 1998, 

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

 

C. A doxorubicin által okozott kardiomiopátia és a reaktív nitrogén intermedierek 

A doxorubicin egy széles spektrumú, antraciklin alapú, különbözQ szolid tumorok, 

limfómák, illetve leukémiák kezelésére használt citosztatikum (Blum és mtsai, 1974, 

Young és mtsai, 1981). A doxorubicin citosztatikus hatásmechanizmusában a 

legfontosabb a szer DNS két szála közé történQ interkalálódása és ezen keresztül a DNS 

replikáció gátlása (Smith és Bell, 1990). Azonban a doxorubicin klinikai gyakorlatban 

történQ felhasználásának gátja súlyos kardiotoxikus mellékhatása (Singal és mtsai, 1987, 

Singal és Iliskovic, 1998). Humán kumulativ dózisa, mely felett elfogadhatatlanul 

magassá válik a kardiotoxikus esetek aránya 550 mg/m2 (Siveski-Iliskovic és mtsai, 

1995).  

A kardiotoxicitás oka a doxorubicin mediált szabadgyök termelés (Davies és 

Doroshow, 1986, Doroshow és Davies, 1986). Az antracénszármázékok képesek kinon-

szemikinon átalakulásra. A redukciót a mitokondriális elektrontranszportlánc I. 

komplexében feltételezhetQen a NADH dehidrogenáz katalizálja (Davies és Doroshow, 

1986). A képzQdött szemikinon instabil vegyület és az elektronját könnyen továbbadja. 
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Kardiomiociták mitokondriumait doxorubicinnel kezelve kimutatható volt a szuperoxid 

anion, a hidrogén peroxid és a hidroxil gyök termelQdése (Doroshow és Davies, 1986). A 

szívben állandóan termelQdik kis mennyiség_ NO (Benyó és mtsai, 1991), ami a 

szuperoxid gyökkel reagálva peroxinitrit képzQdéséhez vezet. A doxorubicin 

kardiotoxikus hatása gyökfogó vegyületekkel csökkenthetQ (Siveski-Iliskovic és mtsai, 

1995). 

A doxorubicin génexpressziós átrendezQdést is okoz. Csökkenti a réz-cink 

szuperoxid diszmutáz expresszióját (Li és Singal, 2000), illetve több nem szív eredet_ 

sejtvonalban leírták NFmB aktiváló hatását (Andriollo 2003, Lavon 2003). 

A doxorubicin kezelés a szívizomsejtek energiaháztartását megzavarja, és 

károsítja a szívizomsejtek DNS állományát (Li és Singal, 2000). 
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IV. Célkit_zés 

 

Munkánk során az alábbi két témakör köré csoportosítottuk kérdéseinket. 

 

Az Angeli sóból felszabaduló nitroxil citotoxicitásának vizsgálata. 

1. Aktiválja-e a Angeli só a DNS törés - PARP aktiváció útvonalat? 

2. Hasonlít-e a Angeli só által kiváltott citotoxicitás a más oxidánsokkal (hidrogén 

peroxid, peroxinitrit) kiváltott sejthalálhoz? 

3. KépzQdik-e peroxinitrit Angeli só kezelés során? 

 

A doxorubicin által okozott kardiomiopátiában a szabad gyökök és a PARP 

szerepének vizsgálata 

1. A doxorubicin által okozott kardiomiopátiában aktiválódik-e a DNS törés - PARP 

aktiváció útvonal, és ez vezet-e sejtpusztuláshoz? 

2. Van-e mátrix metalloproteináz aktiváció a doxorubicin indukálta kardiomiopátiában a 

szívben? 
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V. Anyagok és módszerek 

 

1. Anyagok 

Az Angeli só (Na2N2O3, AS) nitroxil donor vegyületet a Cayman Chemical Co.-tQl 

(Ann Harbour, MI, USA) vásároltuk, a propidium jodidot (PI), a hidroetidint (HE) és a 

3,3’dihexiloxakarbocianin jodidot (Dio) pedig a Molecular Probes-tól (Eugene, OR, 

USA). Minden más vegyszert a Sigma-Aldrich-tól (St. Louis, MO, USA) szereztünk be, 

amennyiben másként nem jelezzük. A PARP specifikus gátlására a fenantridion-alapú 

PJ34-et használtuk (Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA). A szabad gyökök in 

vivo befogására az új ferroporfirin alapú szert, az FP15-öt használtuk (Inotek 

Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA). 

 

2. Állatok 

Az állatkísérletek az Amerikai Egyesült Államok Egészségügyi Intézete (NIH) által 

kiadott „Útmutató laboratóriumi állatok gondozásáról és használatáról” cím_ ajánlások 

figyelembevételével történtek. A kezelési protokollokat a DE OEC Állatkísérletes 

Bizottsága jóváhagyta. Az állatokat minden esetben igény szerinti táplálék és vízfelvétel 

és 12 órás megvilágítási ciklusok mellett, 21-23 oC-on tartottuk. Az állatok megérkezése 

után 3-7 napot hagytunk az alkalmazkodáshoz. 

 

A. Timocita preparálás és kezelés 

A timociták preparálását a már leírtak szerint végeztük (Virág és mtsai, 1998a). 

Hat-nyolc hetes hím C57BL6 egerek (Charles-River, Wilmington, MA, USA) tímuszát 

használtuk kísérleteinkben. Az állatokat széndioxid belélegeztetéssel túlaltattuk, majd a 

mellkas megnyitása után kivágtuk a tímuszt. A tímuszt dróthálón préseltük át, így 

nyertünk önálló sejtekbQl álló timocita preparátumot. A sejteket RPMI-1640 médiumban 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartottuk, melyet 10% fötális borjúsavóval egészítettünk 

ki. A sejteket 37 oC-on 5% CO2 atmoszférában tartottuk. Az AS-t PBS-ben (pH 11) 

oldottuk fel és a teljes térfogat 10%-ban adtuk a rendszerhez. Az AS hozzáadása nem 

változtatta meg jelentQsen a médium pH-ját. A kontroll mintákhoz olyan AS mintát 
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adtunk, amelyet egy héten át szobahQmérsékleten pH 7,0 PBS-ben inkubáltunk. 

Kísérleteinkben a lebomlott AS nem befolyásolta az általunk mért paramétereket. 

 

B. Akut doxorubicin kezelés 

Hím Balb/c egereket (25-30 g) egyszeri dózisban doxorubicinnel (DOX) 

kezeltünk (25 mg/kg i.p.). Az állatokat két nappal a kezelés megkezdése után használtuk 

az alább részletezett vizsgálatokra. A PJ34 (PARP inhibitor) kezelés egy órával a DOX 

beadása elQtt kezdQdött (20 mg/kg i.p.) és folytatódott a biokémiai kísérletek 

megkezdéséig (3X10 mg/kg/nap). Az FP15 kezelés (1 mg/kg/nap p.o., ivóvízbe keverve) 

két órával a DOX beinjektálása elQtt kezdQdött. A biokémiai mérésekhez a szívet és a 

szérumot használtuk. 

A szívfunkciók vizsgálatát, illetve az állatok követését kollegám, dr. Pacher Pál 

végezte. 

 

3. Módszerek 

A. Egyszálú DNS törések kimutatása 

A DNS töréseket comet assay-vel mutattuk ki a Trevigen (Gaithersburg, MD, USA) 

comet assay kitjének segítségével. Az eljárás a károsodott DNS azon tulajdonságán 

alapszik, hogy könnyebben hurkolódik ki és mozdul el elektromos erQtérben, mint az ép 

DNS. Ha a sejteket agarózba ágyazzuk, lizáljuk, majd elektromos erQtérbe helyezzük, a 

károsodott DNS-_ sejtek DNS-e üstökösszer_en elnyúlik (innen az eljárás neve), míg az 

ép DNS a sejt eredeti helyén marad.   

A timocitákat AS-sel kezeltük 20 percen át 37 oC-on. Majd jéghideg PBS-ben 

mostuk és PBS-ben szuszpendáltuk a sejteket úgy, hogy 105 sejt/ml oldatot kapjunk. A 

sejtszuszpenziókat alacsony olvadáspontú agarózba kevertük (42 oC-on) 1:10 arányban. 

EbbQl a szuszpenzióból 75 µl-t CometSlides tárgylemezekre szélesztettünk. A gél 

megszilárdulása után (4 °C, 20 perc) a tárgylemezeket lízis pufferbe helyeztük (2,5 M 

NaCl, 100 mM EDTA pH 10, 10 mM TRIS, 1% nátrium lauril szarkozinát, 1% Triton X-

100) egy órára. A mintákat a denaturáló pufferbe (0,6 g NaOH pH>13, 250 µl 200 mM 

EDTA 50 ml desztillált vízben) helyeztük a lízis után újabb egy órára 
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szobahQmérsékleten sötétben. A tárgylemezeket ezután futtatókádba helyeztük, és 

alkalikus elektroforézis pufferben (12 g NaOH, 2 ml 500mM EDTA pH 8, 1 liter 

desztillált vízben) ekvilibráltuk (lúgos közegben történQ ekvilibrálás során egyszálú 

törések növelik a DNS kihurkolódását, semleges pH-n pedig a kettQs szálú DNS törések 

növelik a mobilitást), majd elektromos erQteret kapcsoltunk a kádra (30 perc, 300 mA). A 

tárgylemezeken a DNS-t ezüstfestéssel tettük láthatóvá és Zeiss Axiolab mikroszkóppal 

vizsgáltuk. A kísérelt eredményét reprezentatív képek segítségével mutatjuk be. 

  

B. Radioaktív PARP aktivitásmérés  

A sejtlizátumok PARP aktivitását a klasszikus módszerrel határoztuk meg, amely a 
3H-NAD+ TCA-val kicsapható fehérjefrakcióba való beépülésének a meghatározásán 

alapszik (Virág és mtsai, 1998a).  

A timocitákat 30 percen át kezeltük elQ PARP inhibitorral. Ezt követQen AS-t 

adtunk a rendszerhez, amivel 20 percen át inkubáltuk a sejteket. A médiumot 0,5 ml 

aktivitásmérQ pufferre cseréltük (56 mM HEPES, pH 7,5, 28 mM KCl, 28 mM NaCl, 2 

mM MgCl2, 0,01% digitonin, 0,125 oM NAD+ és 0,5 oCi/ml 3H-NAD+), majd 30 percen 

át 37 oC-on inkubáltuk a timocitákat. A sejtfehérjéket 200 ol jéghideg 50%-os TCA-val 

kicsaptuk és 4 órán át 4oC-on inkubáltuk. A csapadékot kétszer 500 ol 5% TCA-val 

mostuk, majd 250 ol 2% SDS/0,1 N NaOH oldatban szolubilizáltuk 37oC-on egy 

éjszakán át. A csövek tartalmát 6,5 ml Scintisafe Plus szcintillációs folyadékhoz adtuk 

(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) és a radioaktivitást folyadékszcintillációs 

számlálóval mértük meg (Wallac, Gaithersburg, MD, USA). 

 

C. Immunodotblot alapú poli(ADP-ribóz)meghatározás 

A PARP aktiváció eredményeként a sejtfehérjék egy része poli-ADP-ribozilálódik, 

amely kimutatható specifikus antitest segítségével (Affar és mtsai, 1998). A timocitákat 

elQinkubáltuk 3AB-dal (2 mM) vagy médiummal 30 percig. A sejteket 30 percen át 

kezeltük AS-val, majd centrifugáltuk és lizáltuk RIPA pufferben, melyet NaOH-dal és 

EDTA-val egészítettünk ki (Tris 50 mM, NP-40 1%, Na-deoxycholate 0,25%, NaCl 150 

mM, PMSF 1 mM, aprotinin, leupeptin, pepstatin 1 og/ml each, Na3VO4 1 mM, NaF 1 
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mM, NaOH 0,4 M, EDTA 10 mM). A mintákból fehérjekoncentrációt mértünk (BCA 

protein assay kit, Pierce, Rockford, IL, USA), majd 20 og fehérjét vittünk fel Hybond N+ 

membránra (Amersham Pharmacia, Little Chalfont, England) dot-blot technikával. A 

blotot 0,4 M NaOH oldatban mostuk 20 percig, majd átmostuk PBST-ben. A membránt 

tejpor 5%-os PBST oldatával blokkoltuk egy órán át. A poli(ADP-ribóz)–t anti-

poli(ADP-ribóz) elleni antitesttel mutattuk ki (1:400, Alexis, Lausen, Switzerland). A 

membránt PBST-vel háromszor mostuk, majd peroxidázzal jelzett második antitesttel 

inkubáltuk (Boehringer-Mannheim). Újabb háromszori PBST és egyszeri PBS mosás 

után az immunkomplex által szolgáltatott jelet ECL-lel (Pierce) detektáltuk.  

 

D. Citotoxicitás meghatározása  

Az AS kezelés által kiváltott sejtpusztulást propidium jodid (PI) felvétellel 

határoztuk meg (Virág és mtsai, 1998a). A sejteket elQször PARP inhibitorral kezeltük 30 

percen át, melyet AS kezelés követett 4 órán át. A timocitákat ezután 2,5 og/ml PI 

oldattal festettük 15 percen át, majd PBS mosás után és áramlási citometriával analizáltuk 

a mintákat. A citotoxicitást a következQ képlet segítségével számítottuk: 100*(T-C)/(100-

C), ahol a T a PI pozitív sejtek százalékát jelenti a mintákban, míg a C a kontroll 

mintában a normális sejtek arányát. 

 

E. Annexin-FITC - propidium jodid kettQs jelölés 

Az Annexin-FITC - propidium jodid kettQs jelölést a Virág és mtsai (1998a) alapján 

végeztük el. Három órával az AS kezelés után a sejteket PBS-ben mostuk és 105 sejtet 

5 ol Annexin V-FITC-cel és 5og/ml PI-dal Annexin kötQ pufferben (10 mM Hepes, 

pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2) festettük szobahQmérsékleten. A mintákhoz 15 

perc elteltével 400 ol Annexin kötQ puffert adtunk, majd a mintákat azonnal áramlási 

citometriával elemeztük. 

 

F. A mitokondriális membrán depolarizációjának és a szuperoxid termelés kimutatása  

A mitokondriális membránpotenciál változását áramlási citometriával vizsgáltuk 

3,3’dihexiloxakarbocianin jodid (Dio) festett sejtekben (Virág és mtsai, 1999). A 
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festéshez használt festék kationos lipofil karakter_, melyet a mitokondriumba transzprotál 

a negatív mitokondriális membránpotenciál, és az így a mitokondriális mátrixban dúsul 

fel. Ezért csökkenQ mitokondriális membránpotenciál a sejt csökkenQ fluoreszcenciáját 

eredményezi. 

A mitokondriális szuperoxid termelést szintén áramlási citometriával határoztuk 

meg hidroetidium (HE) felhasználásával. Ez a fluoreszcens festék szenzitív szuperoxid 

jelenlétére, a szuperoxid gyök a hidroetidiumot erQsen fluoreszkáló etidiummá alakítja.    

A timocitákat azonos módon kezeltük, mint a citotoxicitási mérések esetében, 

azonban a sejteket 40 nM Dio-val és 1 oM HE-nel festettük 15 percen át, majd PBS-sel 

mostuk Qket, és Facs-Calibur cytométeren analizáltuk a mintákat. 

 

G. Kaszpáz-3 aktivitás mérése 

A kaszpáz-3 aktivitást a Virág és mtsai (1998b) által leírt módon végeztük el  az 

alábbi módosításokkal. Hat órával az AS kezelés megkezdése után timocitákat a lízis 

pufferben lizáltuk (10 mM HEPES, 0,1% w/v CHAPS, 5 mM ditiotreitol, 2 mM EDTA, 

10 µg/ml aprotinin, 20 µg/ml  leupeptin, 10 µg/ml  pepstatin A, 1 mM PMSF, pH 7,25). 

A lizátumokhoz reakciópuffert adtunk (100 mM HEPES, 10% w/v sucrose, 5 mM 

dithiothreitol, 0,1% w/v CHAPS, pH 7,25), amely 300 µM-os végkoncentrációban 

tartalmazta a tetrapeptid pNA konjugátum szubsztrátot (DEVD-pNA), mellyel 1 órán át 

inkubáltuk. A pNA abszorbanciáját spektrofotometriásan mértük és pNA standard 

görbéhez viszonyítottuk.  

 

H. A DNS fragmentáció kimutatása (DNS létra képzQdése)  

A DNS létra képzQdésének kimutatására a timocitákat az elQbbiekben leírtak szerint 

kezeltük hat órán át. 

Az internukleoszomális DNS fragmentációt agaróz gélelektroforézissel mutattuk ki. 

Két százalékos agaróz gélt öntöttünk, majd a gél megszilárdulása után a fés_ feletti részt 

levágtuk. Az üres részbe 1% agaróz gélt öntöttünk, mely 2% SDS-t és 64 og/ml 

proteinase K-t tartalmazott. 2 X 106 sejtet 20 ol mintapufferben (5% v/v glicerol, 10 mM 

Tris, pH 8,0, 0,05% brómfenol kék, 5 mg/ml RNáz A) vittünk fel a gélre. Az 
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elektroforézist 60 V feszültség mellett 13 órán át végeztük, majd a gélt 2 og/ml etidium 

bromiddal festettük meg, és a felesleges festéket desztillált vízzel mostuk ki. 

 

I. Nitrotirozin kimutatása Western blot segítségével  

A sejteket 30 percen át különbözQ koncentrációjú AS-val és peroxinitrittel 

kezeltük, majd RIPA pufferben lizáltuk. 15 og fehérjét SDS-PAGE segítségével 

elválasztottunk és nitrocellulóz membránra transzferáltunk. A fehérjékben lévQ 

nitrotirozint nyúl anti-nitrotirozin antitesttel mutattuk ki (2 og/ml) (Upstate 

Biotechnology, Lake Placid, NY). A monoklonális egér anti-nyúl második antitest 

hozzáadása után a reakciót ECL technikával hívtuk elQ.  

 

J. Szérum laktát dehidrogenáz és kreatin kináz aktivitásának meghatározása  

Két nappal a DOX kezelés után az egerek vena cava inferiorából vért vettünk a. A 

vért hagytuk megalvadni, és a szérumot használtuk az enzimaktivitások 

meghatározásához. A laktát dehidrogenáz és kreatin kináz aktivitást kolorimetriás 

aktivitásmérQ kitekkel mértük (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA). Az LDH és CK 

aktivitásokat U/L dimenzióban fejeztük ki. 

 

K. Metalloproteináz zimográfia 

Két nappal a DOX kezelés megkezdése után az egerek szívét fiziológiás sóoldattal 

perfundáltuk, majd kimetszettük. Az így nyert szövetmintát TNC pufferben 

homogenizáltuk (50 mM Tris, 0,15 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 0,05% Brij 35, 0,02% 

NaN3, pH 7,4) (Koyama és mtsai. 2000), majd a törmeléket centrifugálással 

eltávolítottuk. A fehérjekoncentrációt Bradford módszerével határoztuk meg. A 

homogenizátumokat ezután 2X SDS mintapufferrel kevertük össze (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA), és szobahQmérsékleten inkubáltuk 15 percen át. Az így elkészített mintákból 

7,5 og fehérjét zselatin vagy kazein zimográfiás gélekre (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

vittünk fel (125 V, 90 min). A géleket a futtatás után renaturáló pufferben renaturáltuk 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 30 percig állandó rázatás alatt, majd az aktív 

proteinázok elQhívását 37 oC-on végeztük éjszakán át elQhívó pufferben (Invitrogen). Az 
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emésztetlen szubsztrátot Brilliant Blue festékkel festettük meg (0,1% Coomassie Brilliant 

Blue, 45,5% metanol, 9% ecetsav). Bizonyítandó, hogy az emésztés után megjelenQ 

sávok Ca2+ függQ proteázoknak felelnek meg, replikátum géleket Ca2+ mentes pufferben 

(20 mM EDTA) hívtunk elQ. 

 

4. Statisztikai analízis  

Minden kísérletet három alkalommal végeztünk el különbözQ napon. A 

szignifikancia meghatározására a Student t tesztet alkalmaztuk, és a p<0,05 értékeket 

tekintettük szignifikánsnak. 
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VI. Eredmények 

 

1. A nitroxil által kiváltott timocita sejthalál vizsgálata  

 

A. DNS törés és PARP aktiváció 

Az irodalomban leírtak alapján az AS képes egyszálú DNS törések létrehozására 

(Ohshima és mtsai, 1998, 1999). Az egyszálú DNS törések kialakulása a PARP aktiváció 

elsQ lépése. A PARP ezeket az egyszálú DNS töréseket érzékeli, és kötQdik hozzájuk 

DNS kötQ doménjének segítségével. A PARP DNS-hez kötQdése az enzim 

aktiválódásához vezet. 

A timociták genomi DNS-ének törését comet assay segítségével mutattuk ki. Az 

alkalikus lízis során a genomi DNS kihurkolódik, és a kihurkolódás mértéke arányos a 

DNS károsodásának a mértékével. Az elektroforézis során pedig a lazább, jobban 

kihurkolódott DNS nagyobb távolságra képes elmozdulni, mint a kompakt DNS, vagyis 

összességében a DNS elmozdulásának távolsága arányos a DNS károsodásának 

mértékével.  

A kontroll timociták esetében nem tapasztaltunk DNS törést, nem történt DNS 

elmozdulás. AS kezelés (200 oM) hatására a sejtekben a genomi DNS-ben egyszálú 

törések jelentek meg (4. ábra).  

Az AS kezelés során kialakuló egyszálú DNS törések meglétének bizonyítása 

után vizsgáltuk, hogy ezek a törések aktiválják-e a PARP-ot. A PARP aktivációt 

digitoninnal permeabilizált sejteken a hagyományos radioaktív NAD+ beépülésének 

mérésével, illetve a képzQdött PAR specifikus antitesttel történQ kimutatásával vizsgáltuk 

sejtlizátumokon.  

A permeabilizált timocitákban AS kezelés hatására megnövekedett a TCA-val 

kicsapható tríciált fehérjék mennyisége, ami a PARP aktivitás megemelkedésére utal. Az 

aktivitás specificitását 3AB elQkezeléssel igazoltuk, amely a kontroll érték alá 

csökkentette a mért jelet (4. ábra, A panel).  

A specifikus antitesttel történQ kimutatáshoz a sejteket NaOH-ot tartalmazó RIPA 

pufferben lizáltuk, majd dot blot-ot készítettünk, nylon membrán felhasználásával. Az 
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aspecifikus kötQhelyek tejporos blokkolása után a polimereket specifikus antitesttel 

mutattuk ki. A tríciált NAD+ beépülését mérQ radioaktív módszerhez hasonló eredményre 

jutottunk (4. ábra C panel). A PARP aktiváció jelentQs emelkedését tapasztaljuk 200 oM 

AS kezelés hatására, a folt denzitása pedig az AS koncentráció növelésével arányosan 

növekedett. A PARP inhibitor 3AB elQkezelés szintén a kontroll értéken tartotta a PARP 

aktivitást ebben az esetben is (4. ábra B és C panel). 
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4. ábra A DNS törés – PARP aktiváció útvonal aktiválódása Angeli só kezelés során. 
A panel. A timocitákat 200 oM AS-sel kezeltük 20 percen át. A sejteket agaróz gélbe 
ágyaztuk, majd lizáltuk. A DNS kihurkolódását alkalikus pH-n végzett elektroforézissel 
idéztük elQ. Az Angeli só kezelés egyszálú DNS töréseket okozott. B és C panel. A 
timocitákat 30 percen át elQkezeltük 2 mM 3AB-vel, majd 30 percen át különbözQ 
koncentrációjú AS-sel inkubáltuk. A sejteket digitoninnal permeabilizáltuk és a PARP 
aktivitást jelzett szusztrát (biotinilált NAD+-ot a B panelen, vagy triciált NAD+-ot a C 
panelen) beépülésének követésével határoztuk meg. A mért aktivitás specificitását 3AB 
kezeléssel igazoltuk. 
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B. A nitroxil által kiváltott citotoxicitás és mitokondriális változások vizsgálata 

A PARP aktivációja oxidánsokkal (hidrogén peroxid, peroxinitrit) több 

sejtvonalon, illetve timocitákon onkotikus sejthalálhoz vezetett. A PARP gátlásával a 

nekrózis apoptózisba fordítható (Virág és Szabó, 2002). A nekrózis során a 

mitokondrium membránpotenciálja összeomlik, ennek következtében a respirációs lánc 

tagjai elektronjaikat elsQsorban az oxigénnek leadva szabad gyököket hoznak létre. Ez a 

folyamat a szekunder szuperoxid termelés. 

Az AS kezelés a timociták koncentrációfüggQ nekrózisához vezetett (5. ábra). A 

K3Fe(CN)6 és TEMPOL gyökfogókkal történQ elQkezelés megvédte a timocitákat az AS 

által indukált sejtpusztulástól (5. ábra), amibQl arra következtethetünk, hogy a 

felszabaduló nitroxil hatására lépett fel citotoxicitás. Az intracelluláris kalcium 

megkötése a sejtpermeábilis BAPTA kalcium kelátor vegyülettel szignifikáns védQ hatást 

mutatott hasonlóan a PARP inhibitor 3AB-hez (5. ábra). 

A citotoxicitás jellemzésére Annexin-FITC és PI kettQs festést is végeztünk. A PI 

pozitív sejtek a permeabilizálódó sejthártyájú, pusztuló sejteket jelentik, az Annexin 

pedig az apoptózis során a sejtmembrán külsQ oldalára kerülQ foszfatidil-szerinhez 

kötQdik az apoptotikus sejteket jelölve meg. Ilyen módon a FITC - PI kettQs festéssel az 

AS-sel kezelt sejtek három populációt képeznek: a FITC és PI negatív normál, a PI 

pozitív onkotikus (vagy késQi apoptotikus), illetve a FITC pozitív és PI negatív 

apoptotikus sejtek populációját. Azonban három órás AS kezelés után valószín_tlen késQi 

onkotikus sejtek jelenléte, ezért a dupla pozitív sejtek valószín_leg az nekrotikus sejteket 

jelenítik meg. A timocitákat 150 oM AS-val kezelve a onkotikus (66%) és apoptotikus 

(26%) sejtek aránya megnQ a kontroll mintában mérthez képest. 3AB elQkezelés 

csökkenti az onkotikus sejtek arányát (40%) megnövelve az apoptotikus (39%) és a 

normál sejtek arányát (21%) (5. ábra C panel). 

Kísérleteinkben a timociták AS kezelése (150oM) után a mitokondriális 

membránpotenciál lecsökkent (alacsonyabb Dio fluoreszcencia), illetve ezzel 

párhuzamosan megnövekedett a szekunder szuperoxid produkció (emelkedett HE 

fluoreszcencia) (6. ábra D panel). A PARP gátlása 3AB-val szignifikánsan csökkentette 

az AS indukálta mitokondriális elváltozásokat (6. ábra). 
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5. ábra Az AS indukálta 
citotoxicitás jellemzése. 
A panel. Az AS kezelés 
során fellépQ citotoxicitást 
PI felvétellel vizsgáltuk. A 
sejteket különbözQ koncent-
rációban AS-sel kezeltük, 
majd 4 órával késQbb PI 
festést végeztünk. Az AS 
kezelés koncentrációfüggQ 
sejtpusztuláshoz vezetett.  
B panel. A timocitákat 30 
perces elQkezelést kaptak az 
egyes anyagokkal (3AB – 
2mM, BAPTA – 5 oM, 1 
mM TEMPOL, 1mM 
K3Fe(CN)6), majd 4 órán át 
AS-sel indukáltuk Qket, amit 
PI festés követett. A 
sejtpusztulás szabadgyökfo-
gókkal, kalcium kelátorral 
és PARP gátlószerrel 
gátolható volt. * p<0.05 a 
kotrollhoz képest. 
C panel. A timocitákat fél 
órán át elQkezeltük 2mM 
3AB-vel, majd 3 órán át 
kezeltük 150 oM AS-sel. A 
sejteket Annexin-FITC – PI 
kettQs festéssel vizsgáltuk. 
A bemutatott eredmény egy 
reprezentatív mérés 
eredményét mutatja. 
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6. ábra Az AS kezelés által okozott mitokondriális elváltozások. 

Az AS által kiváltott sejthalált a peroxinitrittel kiváltott sejthalálhoz hasonló mito-
kondriális változások jellemzik. A timocitákat fél órán át elQkezeltük 2 mM 3AB-vel, 
majd 4 órán át inkubáltuk 150 oM AS jelenlétében. A mitokondriális elváltozásokat 
ezután HE és Dio festéssel vizsgáltuk. A mitokondriális membránpotneciál összeomlása, 
illetve a szekunder szuperoxidtermelés csökkenthetQ volt, de nem volt megakadályozható 
PARP gátlással. A bemutatott eredmény egy reprezentatív mérés eredményét mutatja. 
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C. Nitroxil által kiváltott timocita sejthalál vizsgálata 

 
A DNS törés, illetve ezen keresztül a PARP aktiváció energetikai katasztrófa 

révén a sejtek nekrózisát okozzák. Az irodalmi adatok szerint ilyen esetekben a PARP 

gátlása a sejtek nekrózisát apoptózisba tereli. Az apoptózis jellemzQ biokémiai markerei 

közül a kaszpáz–3 aktivációját és a DNS létra képzQdését vizsgáltuk. A kaszpáz–3 

aktivációja nitroxil hatására enyhe emelkedést, majd egy plató fázis után csökkenést 

mutatott. A PARP inhibitor 3AB mellett a kaszpáz–3 aktivitás hamarabb kezdett 

emelkedni, és jóval magasabb értéket ért el, mint az inhibitor nélküli mintáknál. (7. ábra, 

A panel) 

A DNS fragmentációja szintén az apoptózisra jellemzQ folyamat, mely könnyen 

vizsgálható, a genomi DNS agaróz gélen történQ elválasztásával. Amennyiben minden 

vályúba ugyanannyi DNS–t viszünk fel, akkor az egyes oszlopokban az elektroforézis 

során létrejövQ létra denzitása jellemezni fogja a mintában lévQ apoptotikus–, illetve 

onkotikus sejtek arányát. Minél sötétebb egy adott oszlop, annál nagyobb az apoptotikus 

sejtek aránya. 

AS kezelés hatására (100oM) megemelkedett az apoptotikus sejtek aránya mind a 

3AB kezelt, mind a kezeletlen sejtekben (ez összhangban áll a kaszpáz mérés 

eredményével). Az AS koncentráció további emelésével a létra intenzitása csökken a 

kontroll sejtek esetében, azonban a 3AB kezelt sejtek létráinak intenzitása emelkedik, 

csökkenést csak 600 oM AS–nál láthatunk. (7. ábra, B panel) 
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7. ábra. Angeli só kezelt timociták sejthalálának jellemzQi 
A panel. A timocitákat 30 percen át elQkezeltük 2mM 3AB-vel, majd 6 órán át 
inkubáltuk AS-sel. A sejteket lizáltuk, a kaszpáz-3 aktivitást a DEVD-pNA 
szubsztrátból felszabaduló pNA fotometriás mérésével határoztuk meg.  
B panel. A timocitákat ugyanolyan módon kezeltük, mint a kaszpáz-3 aktivitás 
meghatározásához. A 6 órás inkubáció után 2 X 106 sejtet vittünk fel 2% agaróz gélre. 
A 13 órás elektroforézis során (60 V) a mintákon SDS-t és proteináz K-t futtattunk 
keresztül. A gélt etidium bromiddal festettük meg. 
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D. Tirozin nitrálódás vizsgálata 

Hogy kizárjuk annak a lehetQségét, hogy a nitroxil által kiváltott citotoxicitás 

során valójában a nitroxilból képzQdQ peroxinitrit által indukált sejthalált látjuk, Western 

blotot készítettünk AS kezelt timocitákból nitrotirozin ellenes antitest felhasználásával. 

Kísérleti rendszerünkben nem találtunk jelentQs fehérjenitrálódást, míg pozitív 

kontrollunk – peroxinitrittel kezelt timociták – erQteljes jelet adott (8. ábra). A nitrálódás 

hiánya arra utal, hogy peroxinitrit nem képzQdött a kísérletek során, így valószín_, hogy 

az eredmények tisztán az NO- biológiai hatásait tükrözik. 

 

 
8. ábra Nitrotirozin képzQdés hiánya AS-sel kezelt timocitákban. 
A timocitákat 1 órán át AS-val, vagy peroxinitrittel kezeltük, RIPA pufferben lizáltuk. 
A lizátumokból 15 og-ot 10% akrilamid gélen elválasztottunk, majd nitrocellulóz 
membránra blotoltuk. Anti-nitrotirozin antitesttel vizsgáltuk a fehérjék nitrálódását. 
Az AS-sel kezelt mintákban nem tapasztaltunk jelentQs nitrotirozin képzQdést 
ellentétben a pozitív kontroll peroxinitrit kezelt sejtekkel. 
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2. A PARP és szabad gyökök szerepe a doxorubicin által okozott 

kardiomiopátiában   

 

A. Szabad gyökök és a PARP szerepe kardiomiociták doxorubicin által kiváltott 

elhalásában 

A szívizomsejtek pusztulása in vivo jól jellemezhetQ bizonyos szérum 

markerenzimek (CK és LDH) aktivitásváltozásának követésével. A CK a szívizomsejtek 

pusztulásának korai markere, míg az LDH szérumszintje hosszabb idQ után éri el 

maximumát.  

Két napos doxorubicin kezelés mind a CK, mind az LDH szérumszintjét 

megemelte (9. ábra). Ezek az enzimaktivitás értékek jelentQs szívizomsejtkárosodást 

jeleznek doxorubicin kezelés hatására. Mind az FP15, mind a PJ34 elQkezelés meggátolta 

mind a CK, mind az LDH szint emelkedését. Vagyis a DOX kezelés során fellépQ 

sejtelhalás patomechanizmusában mind szabad gyökök, mind a PARP aktiváció szerepet 

játszhat.  
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9. ábra CK és LDH aktivitás doxorubicinnal kezelt egerek szérumában. 
A DOX kezelés a szérum CK és LDH aktivitását szignifikánsan megemelte, a 
kardiomiociták jelentQs mértékben károsodtak. Mind az FP15, mind a PJ34 a kontroll 
szinten tartotta mindkét markerenzim aktivitását.  
A. panel – A CK aktivitás változása PJ34 és FP15 kezelés hatására;  
B. panel – LDH aktivitás változása PJ34 és FP15 kezelés hatására; # p<0.05 a kontrollhoz 
képest; * p<0.05 a DOX kezelthez képest. 
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B. Metalloproteináz aktiváció vizsgálata doxorubicin kardiomiopátiában 

Az aktív metalloproteinázokat zimográfiával azonosítottuk. A módszer kiválóan 

alkalmas többféle eredet_ mintából (sejtkultúra felülúszó, szerv, vagy szövetminták) az 

aktív proteázok azonosítására, felvilágosítást ad aktivitásuk mértékérQl, illetve 

molekulatömegükrQl. A gélekbe többféle szubsztrát építhetQ be (zselatin, kazein, 

kollagén), s ilyen módon az adott enzimek szubsztrátspecificitása is megállapítható.  

A kontroll szívekben nem, vagy alig láttunk MMP aktivitást. A DOX kezelés 

hatására mindkét kísérlet során megjelent egy 34 kDa molekulatömeg_ zselatináz enzim. 

A sávok denzitometrálásával megbecsültük az enzim aktivitásának változását, mely 

mintegy négyszeres aktivitásváltozást mutatott a DOX kezelt mintákban a kontrollhoz 

képest. Az FP15 kezelés meggátolta az MMP aktivitás megemelkedését ebben a 

modellben. A PARP aktivitás gátlása azonban nem vezetett az MMP aktivitás növekedés 

gátlásához. (10. ábra) 

Kazeináz aktivitást nem tudtunk kimutatni a mintákban. A zselatináz aktivitás 

Ca2+ függését replikátum gélek Ca2+ mentes elQhívó pufferben történQ elQhívással 

igazoltuk. 
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9. ábra Az MMP aktivitás változása akut doxorubicin modellben 
Az MMP aktivitás változását zimográfiával követtük. Az egerek szívét TNC pufferben 
homogenizáltuk, majd 7,5 og fehérjét zimográfiás gélen elválasztottunk. A gélekbQl az 
SDS-t eltávolítottuk, és Brij 35-re cseréltük (renaturálás). A géleket egy éjszakára 
kalcium tartalmú elQhívó pufferbe helyeztük, az emésztetlen szubsztrátot Coomassie 
Brilliant Blue festékkel festettük meg. DOX kezelés hatására mindkét esetben (A és B 
panel, DOX) szignifikáns MMP aktivitásnövekedést tapasztaltunk a kontrollhoz képest. 
PJ34 elQkezelés nem gátolta meg (A panel, DOX+PJ34), azonban FP15 elQkezelés 
meggátolta az MMP aktivitás megemelkedését (B panel, DOX+FP15).  
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VII. Diszkusszió 

1. A nitroxil citotoxicitásának vizsgálata 

Az NO egyelektronos redukciójával keletkezQ nitroxil elQállítására használt Angeli 

só (AS) koncentrációfüggQ módon citotoxikusnak bizonyult az általunk alkalmazott 

timocita modellben, hasonlóan a más sejtvonalon leírtakhoz (Chazotte-Aubert és mtsai, 

1999, Vaananen és mtsai, 2003, Wink és mtsai, 1998). Az irodalmi citotoxicitási adatok 

millimólos nagyságrend_ek, azonban az általunk timocitákon mért citotoxicitási értékeket 

a mikromólos tartományban tapasztaltuk. Az eltérés oka valószín_leg a timociták 

oxidatív hatásokkal szembeni eltérQ érzékenységébQl adódik. Hasonló nagyságrend_ 

különbségek mutatkoztak a peroxinitrittel, illetve hidrogén peroxiddal indukált 

citotoxicitás esetében timociták és más sejtvonalak (pl. fibroblasztok) között (Virág és 

mtsai, 1998a,b, Szabó és mtsai, 1998b). Ennek a jelenségnek a közvetlen oka egyelQre 

nem ismert. FeltételezhetQ, hogy a sejtek oxidatív stressz elleni védelme (antioxidánsok, 

peroxidázok és diszmutázok mennyisége) eltér az egyes sejttípusok között. Meg kell 

jegyezzük, hogy az éretlen T-sejtek (a timociták legnagyobb része) az apoptózis 

beindulásának határmezsgyéjén mozog a timuszban zajló szelekció során, vagyis bennük 

a sejthalál mechanizmusokat eleve könnyebb beindítani, mint más differenciált, vagy 

transzformált sejttípusok esetében.  

Az oxidatív stresszel kiváltott sejthalál útvonalak közül mi a DNS törés - PARP 

aktiváció - onkózis útvonalat vizsgáltuk. Az útvonal elsQ lépése a DNS szálak törése. Az 

alkalikus comet-assay-vel az irodalmi adatokhoz hasonlóan sikerült a DNS egyszálú 

törését igazolni (Ohshima és mtsai, 1998, 1999). Szintén sikerült kimutatnunk PARP 

aktivációt (dot-blot és 3H-NAD beépülés) AS stimuláció után, aminek szerepe van az AS 

citotoxicitás kialakításában, mert az AS által kiváltott citotoxicitás 3AB-vel gátolható 

volt. A PARP mediálta citotoxicitás kialakulásában szerepet játszik az intracelluláris 

kalcium koncentráció megváltozása is, amit kimutattak peroxinitrit-indukálta sejthalálban 

timocitákon és keratinocitákon is (Virág és mtsai, 1999, Bakondi és mtsai, 2003a). A 

sejtpermeábilis kalcium kelátor BAPTA-AM az AS kezelés esetében is szignifikáns védQ 

hatást mutatott citotoxicitással szemben.  
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Az oxidatív stressz hatására fellépQ károsodások egy része az intracelluláris 

kalcium homeosztázis felborulására vezethetQ vissza. FeltételezhetQ, hogy a károsodások 

kialakulásában elsQdlegesen a kalcium-hírvivQ rendszer módosulása játszik szerepet 

(Goldhaber, 1996, Goldhaber és Weiss, 1992). A megnövekedett kalciumszint okozhatja 

a specifikus proteázok aktiválódását, a citoszkeletális hálózat összeomlását, 

mitokondriális zavarokat, és a DNS károsodását (Nicotera, 1992). A megnövekedett 

kalciumszint a kromatinszerkezet fellazulásához vezet, így hozzáférhetQbbé teszi azt a 

proteázok (Nicotera és mtsai, 1994) és ennek következtében endonukleázok számára is 

(Villapontenau és mtsai, 1986). Az intrakromoszomális DNS hasításban szerepet játszó 

nukleázok szintén kalcium és magnézium függQek. Ki kell emelnünk, hogy a PARP 

aktiváció kezdQdhet az intracelluláris kalciumkoncentráció megemelkedésével (Homburg 

és mtsai, 2000), bár ennek az útvonalnak nem valószín_, hogy szerepe lenne a timociták 

sejthalálában. 

A PARP gátlás bár szignifikáns, de nem nagyfokú védelmet biztosított a nitroxil 

citotoxikus hatásával szemben (Virág és mtsai, 1998a,b). Azaz feltételezhetQen a DNS 

törés - PARP aktiváció – onkózis útvonal csak egy mechanizmus a nitroxil által indukált 

citotoxikus útvonalak közül (pl. kaszpázok és átmeneti fémion tartalmú komplexek 

inaktivációja).  

FelvetQdik a kérdés, hogy maga a nitroxil felelQs-e a tapasztalt citotoxicitásért, vagy 

esetleg más, az NO- -ból, vagy az NO- segítségével képzQdQ szabad gyök indítja-e el. 

Lehetséges, hogy a nitroxilból – hasonlóan az NO-hoz – peroxinitrit képzQdhet. Miranda 

és munkatársai (2001) eredményei szerint az Angeli só lebomlása során nem képez 

peroxinitritet. Espey és mtsai (2002) szerint a nitroxil hatásmechanizmusában humán 

sejteken nem vesz részt a peroxinitrit. Ezzel szemben Kirsch és de Groot (2002) 

eredményei szerint a nitroxil képes molekuláris oxigénnel peroxinitritet és hidroxil 

gyököket képezni. Hidroxil gyök képzQdésének a lehetQségét Ohshima és munkatársai is 

felvetették (1998, 1999). A peroxinitrit termelQdésének lehetQségét kísérleti 

rendszerünkben a timocita fehérjék tirozil oldalláncainak nitrálódásának kimutatásával 

vizsgáltuk Western bloton. Eredményeink szerint a nitroxil gyök nem nitrálja a 

sejtfehérjéket, vagyis nem valószín_ a peroxinitrit termelQdés.  
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A nitrálás hiányában valószín_síthetünk más biokémiai folyamatot, mint például a 

fehérjék ciszteinjeinek nitrozilálása, illetve oxidatív módosítása (Perrin és Koppenol, 

2000, Viner és mtsai, 1999, Kuhn és mtsai, 1999, Kuhn és Geddes, 1999, Stepien és 

mtsai, 2000). A nitroxil PARP-tól független citotoxicitásában szerepet játszhat tiol iránti 

reaktivitása (Bartberger és mtsai, 2001, Kim és mtsai, 1999, Shoeman és mtsai, 2000), 

illetve affinitása átmeneti fémek felé (Miranda és mtsai, 2003). Mindkét esetben a sejtbeli 

enzimek aktivitását változtathatja meg a nitroxil kezelés és ezen keresztül vezethet a sejt 

elpusztulásához. 

A nitroxil által indukált sejthalál a timocitákon hasonló jellegzetességeket mutatott 

más oxidánsokkal indukált sejthalálhoz: a mitokondriális membránpotenciál csökkenését 

okozta, illetve a szekunder szuperoxid termelés emelkedéséhez vezetett (Virág és mtsai, 

1998a,b). Virág és munkatársai (1998a,b) a membránpotenciál csökkenését az ATP-

NAD+ mennyiség csökkenésével, illetve az ezzel párhuzamosan kialakuló szekunder 

szuperoxidképzQdést pedig az elektrontranszportlánc szétkapcsolódásával magyarázzák. 

Ezek a folyamatok megelQzhetQek voltak a PARP gátlásával (Virág és mtsai, 1998a, 

1999).  

A nitroxil kezelés során megjelent mitokondriális eltérések csak részben voltak 

kiküszöbölhetQek PARP gátlással. Ez felveti, hogy más mechanizmusok is szerepet 

játszanak a mitokondriumban zajló folyamatokban. Az NO-hoz hasonló biológiai 

tulajdonságokkal rendelkezQ nitroxil képes lehet a mitokondrium fémtartalmú enzimeit, 

mint például a citokrómokat, vas-kén fehérjéket, illetve az elektrontranszportlánc további 

fehérjéit módosítani. Ez hasonlóan a mitokondriális membránpotenciál csökkenéséhez, 

illetve a légzési transzportlánc szétkapcsolásán keresztül szekunder szuperoxid 

termeléshez vezet. 

Az Angeli só kezelés apoptózishoz vezetett (DNS-fragmentáció, kaszpáz-3 

aktiváció), ami a koncentráció emelkedésével onkózisba váltott. Az apoptózis - onkózis 

kapcsoló m_ködése hasonló volt az eddig az irodalomban leírtakhoz, azonban kevésbé 

volt kifejezett váltás. A két sejthalálforma közötti váltás oka egyrészt valószín_leg a már 

leírt ATP-NAD+ mennyiség csökkenésével, illetve ezen folyamat gátlásával 

magyarázható. Másrészt lehetséges az AS kezelés az apoptózisban résztvevQ fehérjék (pl. 
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kaszpázok) aktivitását megváltoztatta, nitrálással, vagy oxidatív módosítással. A nitroxil 

indukálta kaszpáz-3 aktiváció nem igazán jellegezetes összehasonlítva például a 

peroxinitrittel, vagy hidrogén peroxiddal kiváltott kaszpáz-3 aktivációval. A 3AB-vel 

kezelt sejtek kaszpáz-3 aktivitása más esetekben jóval magasabbra emelkedett, mint az 

általunk mért esetében. A másik szokatlan jelenség a kaszpáz-3 aktivációval 

kapcsolatban, hogy a kontroll és a 3AB-vel kezelt sejtek aktivitása egyszerre esik, holott 

a 3AB-vel kezelt sejtekben olyan nitroxil koncentrációknál is magasabb aktivitást 

várnánk, ahol a kontroll sejtekben már nem találnánk mérhetQ kaszpáz-3 aktivitást. A 

kaszpázok nitroxil általi kémiai inaktivációja magyarázhatja a különbségeket a kaszpáz-3 

aktivációban. A nitroxil NO-hoz való hasonlósága miatt képes lehet az NO-hoz hasonló 

módon a kaszpázok inaktivációra (Mannick és mtsai, 1999). Hasonló módon a nitroxil 

kezelés megváltoztathatja a sejteken kívülrQl érkezQ jelátviteli utakat (pl. a Fas ligand 

jelpálya módosítása), ami a proapoptotikus szignálok csökkent hatékonyságához vezethet 

(Mannick és mtsai, 1997, Liu és Stamler, 1999). 

A nitroxil kiváltotta sejthalál lehetséges molekuláris mechanizmusait a 11. ábrán 

foglaltuk össze. 
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11. ábra A nitroxil kiváltotta sejthalál molekuláris mechanizmusainak 

összefoglalása 

A nitroxil citotoxicitásában többféle mechanizmus játszhat szerepet. Szürke alapon 

az általunk vizsgált jelenségeket jelöltük. Eredményeink PARP-tól független 

mechanizmusok jelenlétét és dominanciáját valószin_sitik.  

 

Eredményeink alapján esetleg magyarázható a kettQsség, amit az irodalomban a 

nitroxil hatásáról találhatunk a keringési rendszer ischaemia - reperfúziós károsodásával 

kapcsolatban. Egyes megfigyelések szerint a nitroxil kezelés javít a szívfunkciókon 

(Paolocci és mtsai, 2003, Pagliaro és mtsai, 2003), azonban mások szerint inkább ront 

(Ma és mtsai, 1999), illetve növeli a neutrofil infiltrációt (Takahira és mtsai, 2001). Az 

ellentmondás feloldására lehetQség, hogy más irodalmi adatok (Irvine és mtsai, 2003, 

Wanstall és mtsai, 2001) a nitroxil képes az NO értágító hatását kiváltani, vagyis 

alacsony koncentrációban az ischaemiás esemény alatt értágító hatású, majd a 

koncentrációját emelve citotoxikussá válik, amely citotoxicitásban a PARP aktivációnak 

is lehet szerepe.  
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2. A doxorubicin által okozott kardiomiopátia vizsgálata 

A doxorubicin kardiotoxikus hatásával kapcsolatos kutatások felvetették az RNI-k 

lehetséges szerepét (Siveski-Iliskovic és mtsai, 1995). Eredményeink szerint nitrotirozin 

festQdés tapasztalható a doxorubicinnel kezelt, és kardiomiopátiában szenvedQ egerek 

szívében, ami feltételezhetQen peroxinitrit képzQdését jelzi. A peroxinitrit képzQdéséhez 

szükséges NO termelQdésének forrása lehet az eNOS és az iNOS. NOS inhibitor 

szisztémás alkalmazásával csökkenthetQ a doxorubicin kardiotoxicitása (Mostafa és 

mtsai, 1999). Az eNOS állandóan jelen van a vaszkuláris rendszerben (Benyó és mtsai, 

1991). Az iNOS szerepére utal, hogy az iNOS-/- egerek védettek a doxorubicin hatásaival 

szemben. Az iNOS expresszióját, több citokin mellett az NFmB transzkripciós faktor 

szabályozza (Wang és Mardsen, 1995, Brattsand és Linden, 1996). Nem szívizom 

sejtekben ismert a doxorubicin NFmB aktiváló hatása (Wang és mtsai, 2002). 

FeltételezhetQ, hogy ez a folyamat lezajlik szívizomsejtekben is, ami az iNOS fokozott 

expressziójához vezethet.  

A doxorubicin kémiai szerkezetébQl adódóan képes kinon-szemikinon átalakulásra 

a szívizomsejtek mitokondriumában. Ebben a redox ciklusban a szemikinon forma képes 

elektront átadni a környezetében lévQ anyagoknak ROI-kat hozva létre (Doroshow és 

Davies, 1986). A doxorubicin redox ciklusa közben keletkezQ ROI-k közül a 

legfontosabb a szuperoxid, a hidrogén peroxid és a hidroxil gyök termelQdése. A 

szuperoxid gyök a NOS által szintetizált NO-val képes peroxinitritet képezni. A 

peroxinitrit lebontását katalizáló FP15 kezelés megakadályozta a nitrotirozin képzQdését, 

vagyis in vivo hatékonyan bontotta a képzQdQ peroxinitritet. Fontos kiemelnünk, hogy 

mind a ROI-k, mind a peroxinitrit képes az NFmB aktiválására (Bowie és O'Neill, 2000).  

Az egerek kamrai szívfunkciói (pulzusszám, artériás középnyomás, kamrai 

végdiasztolés és kamrai végszisztolés nyomás, nyomásváltozás a kamraszisztolé és 

-diasztolé közben) a kezelés ötödik napjára jelentQsen romlottak. A szívfunkciók 

romlásának megakadályozására a PARP inhibitor PJ34-et és FP15-öt használtuk. 

Mindkét anyag a DOX által okozott szívfunkciókárosodás ellen hatott, azonban míg az 

FP15 teljes védelmet nyújtott a DOX ellen, addig a PJ34 szignifikáns, azonban korántsem 

teljes mérték_ védelmet biztosított. 
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A kardiomiociták sejthalálát vizsgálva mindkét vegyület ugyanolyan hatásfokkal 

védte ki az LDH és a CK szérumbeli aktivitásának onkotikus sejthalálra jellemzQ 

emelkedését. EbbQl feltételezhetQ, hogy a szívizomsejtek a szabadgyök képzQdés – DNS 

törés – PARP aktiváció – ATP és NAD+ depléció – onkózis útvonalon pusztulnak el 

(Pacher és mtsai, 2002). Okkal feltételezhetQ, hogy hasonlóan a más sejtes modellekben 

leírtakhoz (Virág és mtsai, 1998a,b, Szabó és mtsai, 1998b) a PARP gátlása - ebben az 

esetben is - az onkotikus sejteket apoptotózisba terelte. A PARP indukcióban részt vevQ 

szabad gyökök közé kell sorolnunk a peroxinitritet és a hidroxil gyököt. A szívfunkciók 

nem teljes javulásának oka lehet PARP gátlás esetében, hogy a szívizomsejtek 

mindenképpen elpusztulnak a szabad gyök túltermelés hatására, azonban a PARP gátlása 

mellett erre a szervezet számára kevésbé megterhelQ módon, apoptózissal kerül sor. 

Eredményeink egy új útvonalat tártak fel a doxorubicin indukálta kardiomiopátia 

patomechanizmusában. Kimutattuk egy 34 kDa MMP aktiválódását doxorubicin kezelés 

hatására. Az aktivációban szerepet játszik a szabad gyökök megjelenése, de 

eredményeink szerint a PARP szerepe nem valószín_ az általunk leírt aktiváció során.  

Az MMP aktivitás megjelenése a szívben önmagában nem meglepQ. 

Megjelenésüket több, a szívet érintQ kórfolyamatban, mint például szívelégtelenségben 

(Mann és Spinale, 1998, Spinale, 2002), illetve ischaemia - reperfúziós károsodás során 

(Cheung és mtsai, 2000) leírták már. 

Érdekes és lényeges kérdés, hogy a megjelenQ MMP aktivitás de novo expresszió, 

vagy oxidáns aktiváció eredménye-e. Az oxidáns aktiváció lehetQségét támasztja alá az 

emelkedett ROI és RNI szint. Újabb vizsgálataink (Bai és mtsai, 2003) során tovább 

vizsgáltuk a doxorubicin-indukálta MMP aktiváció mechanizmusát szívben. Western 

blottal igazoltuk, hogy a fent említett MMP mellett az MMP2 is jelen van és aktiválódik 

doxorubicin kezelés hatására. Aktivációja során az MMP2 mennyisége az idQvel 

arányosan növekszik, azonban az aktiváció során nem változik a fehérje molekulatömege. 

Ennek alapján úgy gondoljuk, hogy valamilyen okból egyes MMP-k expressziója 

indukálódik, majd a zimogén aktivációja oxidáns aktiválással történik a doxorubicin 

indukálta kardiomiopátiában. Más csoportoknak is sikerült aktiválódó MMP-k kimutatása 
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peroxinitrittel perfundált szívbQl (Wang és mtsai, 2002). Az általunk kimutatott 34 kDa 

MMP-t máshol még nem írták le.  

Az MMP expresszió induktoráról csak feltételezéseink lehetnek. Nincs olyan 

irodalmi adat, ami az NFmB szerepét felvetné az MMP-k transzkripciójával kapcsolatban. 

Azonban a doxorubicin kezelés az NFmB aktiválásával megváltoztathatja olyan citokinek 

expresszióját, amelyek indukálhatják az MMP-k expresszióját (Siwik és mtsai, 2000). 

Feltételezzük, hogy az aktiválódó MMP-k a szív extracelluláris mátrixának 

degenerációjával hozzájárulnak ahhoz, hogy a szívizomsejtek munkája rosszabb 

hatásfokkal adódik át a szívizomsejtek csúszása miatt. Ezáltal hozzájárulnak a 

doxorubicin által okozott kontraktilis diszfunkció kialakulásához. A doxorubicin által 

okozott kardiomiopátia hatásmechanizmusának a fenti eredmények fényében az 12. ábrán 

foglaltam össze. 
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11. ábra A doxorubicin-indukálta kardiomiopátia hatásmechanizmusa 

A doxorubicin kezelés kardiomiopátiás mellékhatásának középpontjában a különbözQ reaktív 

intermedierek (H2O2, OH, ONOO-) kialakulása áll. Ezek a gyökök részben a doxorubicin 

mitokondriális félredukciós ciklusa során keletkeznek, részben valószin_leg az iNOS NFmB 

függQ expresszióján át a termelQdQ NO és szuperoxid gyök reakciójából. Az oxidánsok egyrészt 

aktiválják a DNS törés – PARP aktiváció – onkózis útvonalat, másrészt MMP aktivációt és 

expressziót indítanak be. Ez utóbbi eseménysorról feltételezzük, hogy az extracelluláris mátrix 

degenerációjában, illetve ebbQl következQen a szívizomsejtek csúszásában kulminál és erQsíti a 

szívelégtelenséget.  
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A doxorubicin kardiotoxikus hatásának csökkentésére a klinikumban a 

dexrazoxane-t használják, ami hazánkban Cardioxane néven van forgalomban. A hazai 

klinikai gyakorlatban harminc év alatti betegek esetében tekintik indikáltnak 

alkalmazását. Hasonló módon csökkenthetQ a kardiotoxikus mellékhatás a doxorubicin 

adagolásának helyes beállításával is, többszöri alacsonyabb dózisban adva kevesebb 

számú nagyobb dózis helyett. Az FP15-szer_ vegyületek klinikai alkalmazása ezzel 

együtt perspektivikus lehet fiatal egyénekben. Ugyanis a fiatal betegek túlélése a kezelés 

után megközelíti a 30-40 évet, így érdemes komoly erQfeszítéseket tenni a kardiotoxikus 

hatás csökkentésére, amivel a beteg életminQsége jelentQsen javulhat.  

Az MMP aktiváció kórélettani jelentQségének megismeréséhez további 

vizsgálatokra van szükség. Azonban, ha bizonyítható a kóroki összefüggés az MMP 

aktiváció és a doxorubicin kardiotoxikus mellékhatása között, akkor új terápiás célpontot 

jelenthet a kardiotoxicitás megelQzésében. MMP gátlószerek alkalmazása a szolid 

tumorok doxorubicin terápiájában nemcsak a kardiotoxicitást csökkentheti, hanem 

egyúttal adjuváns hatásként a tumorok metasztázis képzQ képességét is visszafoghatja 

(Nagase és Woessner, 1999). 
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VIII. Konklúziók 

 

1. Az Angeli só kezelés egyszálú DNS töréseken keresztül PARP aktivációhoz vezet 

timocitákban. 

2. Az Angeli só kezelés a mitokondriális membránpotenciál összeomlásához, illetve 

szekunder szuperoxid termeléshez vezetett. 

3. Az Angeli só kezelés során nem képzQdik nitrotirozin, ami a peroxinitrit képzQdés 

hiányára utal. 

4. Eredményeink alapján, bár az Angeli só indukálta sejthalálban szerepet játszik a 

DNS törés - PARP aktiváció – NAD+ és ATP depléció – onkózis útvonal, nem 

olyan domináns a hatása, mint más ROI-k, vagy RNI-k esetében. 

5. Doxorubicin indukálta kardiomiopátiában kimutattuk a peroxintrit és a PARP 

aktiváció szerepét a szívizomsejtek onkotikus sejtpusztulásában. 

6. Doxorubicin indukálta kardiomiopátiában egy 34 kDa MMP aktivációját mutattunk 

ki. 

7. A 34 kDa MMP aktiváció szabad gyök indukált, és feltételezhetQ, hogy a 34 kDa 

MMP aktivációja térszerkezetének megváltozásával áll összefüggésben. 
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XI. Összefoglalás 

A nitrogén tartalmú reaktív intermedierek (RNI) biológiai hatásainak jellemzése 

napjaink szabad gyökökkel foglalkozó tudományának egyik fQ célja. Az eddig legjobban 

megismert RNI a peroxinitrit (ONOO-), mely a szuperoxid gyök és a nitrogén monoxid 

reakciójában keletkezik. Az ONOO- képes a fehérjék oldalláncainak módosítására, illetve 

a DNS szálainak törésére. Fokozott termelQdését kimutatták oxidatív stresszel járó 

megbetegedésekben. A DNS szálainak törése folytán a poli(ADP-ribóz) polimeráz 

(PARP) enzim aktiválódik, ami a repairen túlmenQleg a sejt energetikai rendszerének 

megzavarásával a sejt onkotikus halálához vezethet. A PARP gátlása az onkózist 

apoptózisba fordítja. Kísérleteink során vizsgáltuk egy RNI, a nitroxil, citotoxicitásának 

mechanizmusát. Kimutattuk, hogy timocita modellrendszerben a nitroxil egyszálú DNS 

törésekhez, illetve PARP aktivációhoz és mitokondriális zavarokhoz vezetett. A sejtek 

pusztulását csökkentette a PARP gátlása, ami együtt járt a sejthalál jegyeinek apoptotikus 

jelleg_vé válásával (DNS fragmentáció, kaszpáz-3 aktiváció, foszfatidil szerin 

expozíció). A nitroxil citotoxicitásában szerepet játszik a PARP aktiváció, azonban 

kísérleteink a PARP-tól független útvonalak dominanciáját mutatják.  

Megvizsgáltuk az RNI-k és a PARP aktiváció lehetséges szerepét egy in vivo 

modellben, a doxorubicin kiváltotta kardiotoxicitásban is. Doxorubicin kezelés hatására 

emelkedett nitrotirozin festQdés tapasztalható, ami peroxinitrit termelQdésre utal. A 

doxorubicin kezelés a szívizomsejtek pusztulásához vezetett, amit szérum markerezimek 

(CK, LDH) szintjének vizsgálatával követtünk. Mind a PARP gátlás, mind az RNI-k 

lebontása FP15 szer_, ferroporfirin alapú vegyületek alkalmazásával megakadályozta a 

sejtpusztulást. A kardiotoxicitás lehetséges új útvonalként mátrix metalloproteináz 

(MMP) aktivációt találtunk a szívben doxorubicin kezelés hatására. A 34 kDa MMP 

aktivációját RNI-k okozták. Eredményeink újabb bizonyítékot szolgáltattak az RNI - 

DNS törés - PARP aktiváció - onkózis útvonal kóroki szerepére. Munkánk felvetette az 

MMP-k, illetve a szabad gyökök MMP aktiváló képességének szerepét a doxorubicin-

indukálta kardiomiopátiában. 
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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. 

ONOO- 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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