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BEVEZETES

A PARP-ok szupercsaladja

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) enzimek kiilonb6z6
fehérjék poli(ADP-ribdz)ilaciojat (PARilacio) katalizaljak. Az
enzimek a polimerek felépitéséhez NAD" molekulakat hasznalnak. A
PARP-ok szupercsaladjanak emberben 17 tagja ismert, mindegyiket
kiilonboz6 gének kodoljak. A PARP enzimek katalitikus doménje az
evollicid sordn jelentés konzervaltsagot mutat. A fehérjék
PARilaciojat els6sorban DNS-torések aktivaljak. A legfontosabb
enzim ebben a folyamatban a PARP-1. A PARilacid soran felépiilé
PAR polimerek életideje igen révid, ugyanis a poli(ADP-rib6z)
glikohidrolaz (PARG) enzim gyorsan lebontja azokat.

Eddigi ismereteink alapjan a PARP-ok kozill a PARP-1, a
PARP-2, valamint a PARP-3 az egyeduli olyan PARP enzim,
melyek aktivitasat els6sorban DNS-térések stimulaljak. A PARP-2 a
sejtek 0sszes PARP aktivitasanak kb. 5-15%-aért felel.

A PARP-2 gén és PARP-2 fehérje szerkezete

A PARP-2 kbédol6 génje emberben a 14-es kromoszdman
taldlhatd. A PARP-2 szekvenciaja nagyfokd homolégiat mutat a
kiilonb6z6 emlds fajokban.

A PARP-2 gén transzlacidja egy 62 kDa nagysagu fehérjét
eredményez. A PARP-2 fehérje 3 doménre oszthatd fel. A fehérje N-
termindlis végén talalhaté a DNS-k6t6 domén, amelyet az E domén,

végul pedig az F domén (katalitikus domén) kovet. A fehérje auto-



PARilacioja az E doménen torténik, valamint ez a domén felelds a
fehérje-fehérje interakciok kialakulasaért is. A C-terminalis F domén
tartalmazza a PARP-okra jellemzé un. PARP-szekvenciat, amely a
katalitikus helyeket hordozza. A PARP-1 és a PARP-2 katalitikus
doménjei kozott 69%-os a hasonlésdg. Azonban a PARP-2
haromdimenzios szerkezetében megfigyelhetd egy olyan hurok

jelenléte, amely a PARP-1 szerkezetébdl hianyzik.

A PARP-2 génexpressziés mintazata

A PARP-2 szOveti expresszidja eltér a PARP-1 és a PARP-3
szOveti expresszids mintdzatatol. A PARP-2 expresszidjat
megvizsgaltak egerekben, magzati és Gjszilott korban. Magzathan a
PARP-2 expresszija nagyon magas volt a csecsemémirigyben,
valamint a majban is. Ugyancsak intenziv PARP-2 expresszi6t irtak
le az agy egyes teriletein, valamint a vesekéregben, a lépben, a
mellékvesékben, a gyomorban, a bélhamsejtekben és a herékben is.

Emberben kicsit eltéré génexpresszios mintazat figyelhetd
meg. Intenziv a PARP-2 expresszibja a vazizomszdvetben, az
agyban, a szivben, a herékben, a hasnyalmirigyben, a vesékben, a
méhlepényben, a petefészkekben és a 1épben. Alacsonyabb a PARP-
2 expresszioja a tidokben, a fehérvérsejtekben, az emésztd

traktusban, a csecsemOmirigyben és a majban.

A PARP-2-vel kélcsonhat6 fehérjék
Affinitas-tisztitast kovetd tomegspektrometrias analizis

soran odsszesen 42 olyan fehérjét azonositottak, amely a PARP-2-vel
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kolcsdnhathat. Ezen fehérjék kozott megtalaljuk a sejtciklus, a
sejthaldl, a DNS hibajavitas, a DNS replikacio, a transzkripcio, a
metabolizmus, az energia haztartds és az RNS metabolizmus
szabalyozasaban résztvevd fehérjéket. Ezen fehérjéknek egy része a

PARP-1 enzimmel is kdlcsdnhatasban allhat.

A PARP-2 szerepe a DNS hibajavitasban és a genom
integritasanak fenntartasaban

A PARP-2" (PARP-2 knock-out) egerek talérzékenyek
ionizal6 sugarzassal és alkilalé reagensekkel szemben, valamint
sejtjeikben a PARP-2 hianya kromoszoma-tdrések kialakulasahoz
vezet. A PARP-2 a PARP-1 mellett a sejtekben a DNS-térések
szenzoraként miikodik. Normalis esetben a DNS-torések az SSBR
vagy a BER hibajavitd Gtvonalon keresztill kijavitddnak. A549
sejtekben a PARP-2 hianya nem befolyasolja jelentdsen az SSBR
Utvonalat, azonban egerekben a BER U(tvonal lelassul PARP-2
hianydban. A PARP-2 kolcsénhat a BER ttvonalban szerepld
kiilonbozé faktorokkal, mint pl. az XRCCI1, a DNS polimeraz £
valamint a DNS ligaz Ill. Ezek faktorok a PARP-1-gyel is
kdlcsdnhatasban allnak. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PARP-1
és a PARP-2 egyarant fontos szerepléi az SSBR/BER utvonalaknak.
Ezt megerdsiti az a megfigyelés, miszerint a PARP-1"PARP-2"
egerek nem életképesek. A PARP-1 és PARP-2 aktivitasanak
kiilonb6z6 célpontjai vannak a DNS-en és a kromatinban. Mig a
PARP-1-et els6sorban egyszala DNS-torések aktivaljak, a PARP-2
inkabb a DNS molekuldn kialakul6é résekhez kotédik. Ezen feliil



leirtdk mar a PARP-2 esetleges szerepét kettSs szalu DNS-t6rések
hibajavitasaban is. Valamint a PARP-2 aktivitdsa sziikséges a

kromoszomak szerkezetének fenntartasahoz is.

A PARP-2 szerepe a spermiogenezis folyamataban

A PARP-2 expresszidja igen magas a herékben. PARP-2
hianyos egerekben a spermiogenezis folyamata komoly zavart
szenved, emiatt ezen egerek heréi kisebb méretiieck és csokken a him
allatok nemzoképessége. Feltehetéen a spermiogenezis zavaranak
hatterében a genom integritds fenntartdsdban bekovetkezd

rendellenesség allhat.

A PARP-2 szerepe a timocitdk érésében és a gyulladas
szabalyozasaban

A PARP-2 expresszidja figyelemreméltban magas a
csecsemOmirigy azon régiodiban, ahol a timocitak érési folyamata
zajlik. PARP-2" egerekben a timocitdk szama fele a vad tipus(
egerekben, valamint a PARP-1" egerekben 16v8 timocitak szaménak.
A timocitdk szdmaban bekovetkezd csOkkenés oka nem a sejtek
lelassult osztodasi rataja, hanem inkabb a CD4'CD8" sejtek csokkent
talélésével hozhatd dsszefliggésbe.

A PARP-2 hidnya gatolja az asztrocitak aktivaciojat és
védelmet biztosit vastagbélgyulladassal szemben. A PARP-2 hianya
gatolja bizonyos, a gyulladas kialakulasanak folyamataban szerepld

gének (pl. INOS, IL-15, TNF ) expresszidjat.



A PARP-2 szerepe a génexpresszio szabalyozasaban

A PARP-2 a kromatin szerkezetét modosithatja azaltal,
hogy kozvetett mddon szabalyozza olyan gének expresszidjat, mint a
Mest vagy a HNF4. A PARP-2 kozvetlen DNS kd&tés révén is részt
vehet a génexpresszié szabalyozasaban, és ezaltal szabalyozza a
kiilonbozd tipusi RNS-ek expresszidjat. A PARP-2 kélcsonhat a
nukleofoszmin/B23 komplexszel, ami az rRNS transzkripcidjaban
vesz részt.

A PARP-2 kolcsonhat tovabba a magreceptorok csaladjanak
egyes tagjaival, mint pl. a PPAR receptorokkal. A PARP-2
hianyaban a PPARYy aktivacioja zavart szenved, mig a PPARa és a
PPARS aktivacioja Ggy tlinik, fokozadik.

Ezeken felil a PARP-2 kélcsonhat a TTF-1 transzkripcios

faktorral, ami altal befolyasolja a tiidoben a surfactant termelését.

A PARP-ok interakciéja a SIRT1-gyel és szerepik a
mitokondriélis metabolizmusban

A SIRT1 egy NAD" fiiggd fehérje deacetiliz enzim. A
SIRT1 szabalyozza a sejtekben a metabolikus folyamatokat azaltal,
hogy a sejtek NAD" szintjein keresztil érzékeli a sejtek
energiadllapotat. A SIRT1 deacetildlja és aktivalja a PGC-la és
FOXO1 metabolikus transzkripciés faktorokat. Ezen faktorok
aktivacioja fokozza a mitokondridlis biogenezist és az oxidativ
metabolizmust  azéltal, hogy hatdsukra novekszik szamos
mitokondrialis enzim expresszidja. A SIRT1 aktivitisinak NAD"

fliggése alapjan feltételezzilk, hogy a sejtek mas NAD® fiiggd
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enzimjeinek (pl. a PARP-oknak) a gatlasdval a SIRT1 szamara
felhasznalhatd6 NAD" mennyisége novekszik, és igy a sejtek NAD*
szintjén keresztil a SIRT1 aktivitasa szabalyozhatd. Szamos kisérlet
bizonyitotta, hogy valéban létezik ilyen kapcsolat a SIRT1 és a
PARP-1 kozdtt, és a PARP-1 géatlasaval a SIRT1 aktivitdsanak
novekedése érhetd el, és ennek kovetkeztében a sejtek mitokondridlis
aktivitasa is fokozodik. Azonban arrél nincs adat, hogy a PARP
csalad mas tagjai (pl. a PARP-2) is befolyassal lehet a SIRT1

aktivitasara és ezaltal a mitokondrialis metabolizmusra.

A PARP-2 szerepe oxidativ stresszhez kapcsolddd kdrképekben

A PARP-1-r6l tudjuk, hogy oxigén-tartalmi szabadgyokok
altal okozott DNS karosodas hatasara aktivalodik, és aktivacidja
soran katalizalja NAD'-molekulakb6l ADP-rib6z  polimerek
felépitését. A PARP-1 nagyfoku aktivacidja a sejtek NAD™ és ATP
készleteit felemészti, ami a sejtek halalahoz vezet, és ez a folyamat
nagymértékben hozzajarul az oxidativ stressz hatasara fellépd
szoveti karosodasok kialakulasahoz. A PARP-1 gétlasaval
kivédhet6ek az oxidativ stressz hatasara kialakulo kéros hatasok. A
sejtekben megndvekedett oxidativ stressz a f6 oka a doxorubicin
(DOX) kardiotoxicitasanak is.

A PARP-2-r6] ugyancsak tudjuk, hogy DNS-tdrések
aktivaljak. Szamos eredmény mutat arra, hogy a PARP-2 hianya
szintén védelmet ny(jt az oxidativ stresszel jaro korképek karos

hatasaival szemben, mint példaul agyi iszkémia reperflzié vagy



vastagbélgyulladas esetében. Azonban az ennek hatterében all6

mechanizmus nem tisztazott.



IRODALMI ATTEKINTES ES CELKITUZESEK

A SIRT1 aktivitaisa fokozza, illetve helyredllitia a
mitokondrialis aktivitast, és ez a hatas igen hasznos az oxidativ
stresszel jaré korképek esetében fellépé mitokondridlis karosodas
kivédésében. Szamos tanulmany bizonyitja, hogy a PARP-2 hianya
véd az ilyen oxidativ stressz altal okozott karosodassal szemben.
Ismert az is, hogy oxidativ stressznek kitett sejtekben a PARP-1 és a
SIRT1 kdlcsonhatasban all. Ezen megfigyelések arra biztattak
minket, hogy megvizsgaljuk egy PARP-2 — SIRT1 interakcié
lehetOségét.

DOX Kkezelés hatasdra a mitokondridlis membranok
kérosodnak a kardiovaszkularis rendszerben, ami ellen a PARP-1"
egerek védettek. Raadasul, tébb eredmény utal a SIRT1
védészerepére kardiovaszkularis karosodassal szemben. Ezek alapjan
azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a PARP-2 hidnya véd6 hatast

lehet a DOX altal okozott érrendszeri karosodasokkal szemben.

Tudomanyos céljaink voltak tehat:

1. Megallapitani, hogy a PARP-2 kdlcsdnhat-e a SIRT1-gyel.

2. Megvizsgalni, hogy a PARP-2 hianya védelmet ny(jt-e a

DOX éltal indukalt oxidativ karosodassal szemben.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtkultarak

Az egér eredetiit myoblastokat (C2C12 sejtek), valamint a
szintén egér eredetli aorta simaizomsejteket (MOVAS sejtek) 5%
szén-dioxidot tartalmazé atmoszféraban, 37°C-on tenyésztettiik
DMEM tenyésztofolyadékban. A  sejtek tenyésztéfolyadékat
kiegészitettiik 10% magzati marha szérummal, 100 U/ml penicillin /
100 pg/ml sztreptomicin antibiotikum-koktéllal, valamint MOVAS

sejetk esetében 0.2 mg/ml geneticinnel.

A C2C12 és MOVAS sejtek lentiviralis fertozése
A sejtekben a PARP-2-t lentiviralis vektorban bejuttatott
specifikus ShRNS-sel csendesitettiik. A fert6zott sejtek szelekcidja és

tovéabbi fenntartdsa puromicin-tartalma tenyészt6folyadékban tortént.

Allatkisérletek

A Kkisérletekhez C57/BI6] / SV129 Kkeresztez8désbdl
(87.5%/12.5%) szarmazod homozigota néstény PARP-2" és PARP-
2*1* egereket hasznaltunk. Az egereket véletlenszerfien 4 csoportba
osztottuk: PARP-2"" és PARP-2*"* kontrol (CTL), és PARP-2" és
PARP-2*"" DOX-nal kezelt. DOX kezelés soran 25 mg/kg DOX-t,
illetve a kontrol csoportokban séoldatokat alkalmaztunk. Két nappal

a DOX headéasa utan az egerekbdl az aortakat kimetszettiik.
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RNS preparalas és RT-gPCR

Az RNS preparalas TRIzol reagens alkalmazasaval tortént,
majd az RNS-t reverz transzkripcié soran atirtuk cDNS-sé. Az RT-
gPCR reakciokhoz a cDNS mintékat kihigitottuk.

Mitokondriélis DNS analizis
A mitokondrialis DNS meghatarozasa qPCR reakciokban

tortént.

Szbvettan
Az immunhisztokémiat 7 um vastagsagl, paraffinba
agyazott szdveti metszeteken végeztik, anti-PAR, anti-PARP-2 és

anti-simaizom-aktin (SMA) antitestek felhasznalasaval.

TUNEL analizis

A DNS-toréseket  terminalis  deoxiribonukleotidil
transzferdzzal (TdT) és egy digoxigeninnel jelolt dUTP-t tartalmaz6
deoxiribonukleotid keverékkel jeldltik. A detektalashoz peroxidaz-
konjugélt anti-digoxigenin antitestet hasznaltunk, és a peroxidaz

kimutatasa diamino-benzamid reakcioban tortént.
Malondialdehid mérés

A lipid peroxidacio és a sz6veti oxidativ stressz mértékének

meghatarozasa a malondialdehid képz6désének mérése révén tortént.
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PARP aktivitas mérés
A sejtlizatumokban a PARP aktivitas mérésének elve a *H-

NAD" izotop beépiilésének mérése TCA altal kicsaphat6 fehérjékbe.

Sejtek oxigén fogyasztasanak mérése
A sejtek oxigén fogyasztasanak mérése egy XF96 oximéter

alkalmazasaval tortént (Seahorse Biosciences).

s z=7

A sejtek NAD® koncentracidjanak meghatarozasa egy
alkohol dehidrogenaz altal katalizalt enzimatikus reakciot kovetd

fotometrias mérésen alapult.

Luciferaz riporter aktivitas mérés

A sejteket olyan luciferdz riporter konstruktokkal
transzfektaltuk, ahol a luciferaz aktivitast a SIRT1 promoter régio6
delécios mutansainak aktivitasa szabalyozza. A luciferaz aktivitast a
mért luciferaz aktivitds és -galaktozidaz aktivitas hanyadosaként

adtuk meg.
Mitokondrialis membran potencial mérése

A mitokondrialis membran potencialt TMRE fluoreszcens

festéssel hataroztuk meg.
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Szuperoxid-gyokok termelédésének mérése
A szuperoxid-gyokok termel6dését hidroetidin fluoreszcens

méréssel hataroztuk meg.

Western blot analizis

A fehérjemintakat SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk,
majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk. Az altalunk hasznalt
elsédleges antitestek a kovetkezok voltak: anti-PARP-2, anti-SIRT1,
anti-B-aktin. A peroxidaz-konjugalt masodlagos  antitestek

kotodésének detektalasa kemilumineszcens reakcidban tortént.

Kromatin immunprecipitacio (ChlIP)

A sejtlizatumokbol kromatint preparaltunk. A kromatinhoz
kotédott fehérjéket specifikus PARP-2 és nem-specifikus MMP2
elleni antitestekkel immunprecipitaltuk. Majd az immunprecipitalt
kromatin fragmenteket qPCR reakcioban felerdsitettiik a SIRT1

promoter régidjara specifikus primer segitségével.

Statisztikai elemzés
A statisztikai kiilonbségeket a kiilonbdzd csoportok kozott
Student-féle t-probaval allapitottuk meg. A p<0.05 értékek jeldlnek

statisztikailag szignifikans kiilonbséget.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

A PARP-2 a SIRT1 promoter aktivitds represszidja révén
szabalyozza a mitokondrialis metabolizmust

Kisérleteink elézményei azon megfigyelések voltak,
miszerint a PARP-2"" egerek jellegzetes metabolikus tulajdonsagokat
mutatnak. A PARP-2" egerek a vad tipusti egerekhez képest sokkal
kisebbek és sovanyabbak. Ugyanakkor, a PARP-2"" egerek oxigén
fogyasztasa magasabb a vad tipustiakénal, ami intenzivebb oxidativ
metabolizmusra  utal.  Valamint a  PARP-2"  egerek
vazizomszovetében a mitokondriumok szama emelkedett, és emiatt
ezen egerek energia felhasznalasa is nagyobb. Ezeken felil a PARP-
27" egerek védettek a tdlzott taplalékbevitellel kialakitott elhizassal
szemben. Szamos tanulmany adatai alapjan tudjuk, hogy egerekben a
SIRT1 aktivacidja nyoman emelkedik az egerek energia
felhasznalasa és védettek lesznek a tdlzott taplalékbevitellel
kialakitott elhizassal szemben. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a
PARP-2" egerek a SIRTI1 aktivaciojara jellemzé metabolikus
tulajdonsagokat mutatjak. Az a tény, hogy a PARP-1 a SIRT1-gyel a
kozos magi NAD® készleten keresztiil kapcsolatban all, tovabb
erésitette azt a feltevésiinket, hogy a PARP-2 deplécidja hatdssal van
a SIRT1 aktivitasara.

Jelen tanulmany keretei kdzott megmutattuk, hogy val6ban
létezik kapcsolat a PARP-2 és a SIRT1 koz6tt. Azonban, a PARP-1-
gyel ellentétben, a PARP-2 hatasa a SIRT1 aktivitasara nem a sejtek

NAD" készletén keresztil valésul meg. Ezt alatamasztja az a
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megfigyelés, hogy a PARP-2 a sejtekben csak masodlagos PARP
aktivitast képvisel, vagyis nem befolydsolja jelent6sen a sejtek
NAD" szintjét.

A kromatin immunprecipitacios kisérletek arra utaltak, hogy
a PARP-2 kozvetlenil a SIRT1 promoter proximalis, "1 - 91 bazis
mérések pedig kimutattdk, hogy a PARP-2 deplécidja a SIRT1
promoter aktivitisaban kétszeres emelkedést indukal. Ennek
megfeleléen a SIRT1 expresszidja, valamint a SIRT1 fehérje
mennyisége is jelent6sen emelkedett PARP-2 deplécidjanak
hatdsara. Kovetkezményesen, a mitokondrialis metabolizmus
szabalyozasaban részt vevé egyes gének (pl. MCAD, Ndufa2, Cyt C)
expresszidja is novekedett. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a
PARP-2 a SIRT1 promoterének negativ regulatora.

Mar korabban is leirtak a PARP-2 szerepét a transzkripcio
szabalyozaséban. A PARP-2"  egerek  csecsem&mirigyében
emelkedett a proapoptotikus NOXA fehérje expresszidja. Tiidéepitél
sejtekben a PARP-2 kélcsdnhat a TTF-1-gyel, és ezaltal szabalyozza
a surfactant protein-B expresszidjat. Tovabba csoportunk kimutatta,
hogy a PARP-2 a PPARy pozitiv regulatora, vagyis a PARP-2
hianyaban a zsirsejtek szintézise zavart szenved. Lényeges kiemelni,
hogy a SIRT1 géatolhatja a PPARy-t, igy ez is hozzajarulhat a PARP-
2 hianyaban fellépé lipid szintézis zavarahoz. A PARP-2
deplécidjnak hatasara tehat szamos elényds metabolikus tulajdonséag

alakul ki, a SIRT1 aktivacidjanak fokozddasa réveén.
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Osszefoglalva, eredményeink tovabb bdvitik a PARP-2
transzkripciés szabalyozo szerepével kapcsolatos ismereteinket,
mivel kimutattuk, hogy a PARP-2 szabalyozza a SIRT1 promoter
aktivitdsat. Ennek megfeleléen a PARP-2 deplécidja indukélja a
SIRT1 transzkripcidjat, valamint a mitokondrialis metabolizmust.
Mindazonaltal, a PARP-2 valosziniileg tovabbi transzkripcids
faktorokat is befolyasolhat, ezek felderitése tovabbi vizsgalatok
targyat fogja képezni. Azt azonban mindenképp ki kell emelniink,
hogy a kolcsdnhatast a PARP-2 és a SIRT1 promoter régidja kozott
ki tudtuk mutatni vazizomsejt kultlraban, vézizomszdvetben,
majban, valamint simaizomszovetben is. Ugy tiinik tehat, hogy ez a
szabalyoz6 mechanizmus széles kérben elterjedt, és filogenetikai
jelentdsége lehet. Bizonyos szovetekben viszont a PARP-2
deplécioja nyoman nem tapasztaltuk az energia felhasznalas
fokozodasat (pl. barna zsirszovet), ami arra utalhat, hogy esetenként
kiegészitd mechanizmusokra is sziikség lehet ahhoz, hogy a SIRT1
indukcidja ilyen jellegli hatdsban is megnyilvanuljon. Mindent
egybevetve, adataink alapjan javasoljuk PARP-2 specifikus
inhibitorok terapias felhasznalasat metabolikus kérképekben.

A PARP-2 depléciojanak szerepe a DOX Aaltal indukalt
vaszkularis simaizom karosodasban

Két nappal a DOX beadasa utan, az egerek vaszkularis
endotél és simaizom sejtjei karosodast szenvedtek, azonban a PARP-
27 egerekben a simaizom sejtek karosodasa joval kisebb mértékii

volt. Az endotél sejtek karosodasanak mértékében ezzel szemben
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nem volt kilonbség a PARP-2" és a vad tipust egerek kozétt. Ezen
kivil a vad tipust egerek aortaibol késziilt metszeteken DOX kezelés
hatésara csokkent a simaizom aktin immunreakci6, mig a PARP-27"
egerek esetében a reakci6 intenzitasa Iényegesen nem csdkkent DOX
kezelés hatdsara. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztettiink,
hogy a PARP-2 deplécidja megvédte a vaszkularis simaizom sejteket

a DOX kezelés karosito hatasaival szemben.

A PARP-2 deplécidja nem befolyasolja a sejtekben a PARP
aktivitast

DOX hatasara a sejtekben szabad gyokok képzddnek,
amelyek DNS tdréseket okoznak. A DNS térések hatasara PARP-ok
aktivalédnak. A PARP-1 gétlasa vagy deplécidja révén a DOX éltal
okozott karos hatasok kivédhetéek. Mivel a PARP-2 is egy PARP,
amely DNS torések hatasara aktivalodhat, célul tiztik ki, hogy
megvizsgaljuk a PARP-2 szerepét a DOX altal kivaltott PARP
aktivacioban.

Azt tapasztaltuk, hogy a PARP-2 deplécidja nem
befolyasolja a sejtekben a DOX kezelés hatasara fellépd DNS torés —
PARP aktivacié — NAD" deplécio — sejthalal Gtvonalat. Ezek alapjan
megallapithatjuk, hogy a PARP-2 hianya megvédi az ereket a DOX
altal okozott kéaros hatasokkal szemben anélkil, hogy megzavarna a
sejtekben a PARP aktivaciot.
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A PARP-2 deplécioja kovetkeztében fellépé SIRT1 aktivacié véd
a DOX toxicitasaval szemben

A fenti eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a
PARP-2 deplécidja kovetkeztében kialakuldé védé hatas mas
mechanizmus szerint zajlik, mint a PARP-1 gatlasa esetén lattuk.
Mivel ismeretes, hogy a DOX a mitokondrialis funkcidkat karositja,
és ennek megeldzése kivanatos lehet a karos hatasok kivédése
szempontjabol, ezért megvizsgaltuk a mitokondrialis folyamatokat
szabalyozo Gtvonalakat.

A SIRT1 aktivacioja fokozza a mitokondrialis biogenezist.
Ahogy azt kordbban leirtuk, a PARP-2 deplécidjanak hatasara
novekszik a SIRT1 aktivitasa, ezért feltételeztiik, hogy ebben az
esetben ez is kozrejatszhat a védo hatés kialakulasaban.

A PARP-2" egerek aortaiban, valamint a PARP-2 depletalt
sejtekben valdban megndvekedett a SIRT1 expresszidja és a SIRT1
fehérje mennyisége. Ez a ndvekedés pedig a SIRT1 promoterének
nagyobb aktivitasanak eredménye. Ezutan megvizsgaltuk a
mitokondrialis funkcidkat. A PARP-2 depléciéjanak hatésara az
aortakban és a simaizom sejtekben emelkedett a mitokondrialis DNS
mennyisége. Valamint nétt egyes, mitokondridlis oxidacioban
szerepet jatsz6 gének (FOXO1, ATP5gl, ndufa2, ndufb5)
expresszidja, még DOX kezelés mellett is. Ezek az adatok intenziv
mitokondridlis biogenezisre utaltak. Ezek mellett megvizsgaltuk a
sejtek oxigén fogyasztasat és mitokondrialis membranpotencialjukat
is. DOX kezelés el6tt a PARP-2 depletélt sejtek oxigénfogyasztasa

magasabb volt. Bar a DOX kezelés csdkkentette az oxigénfogyasztas
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mértékét mindkét sejtvonal, a kezdeti kiilonbség megmaradt. A DOX
koncentracio novekedésével parhuzamosan a kontrol sejtvonal
mitokondridlis membranpotencialja emelkedett, ami mitokondrialis
hiperpolarizacié kdvetkezménye lehet, ami pedig az apoptdzis egy
korai jele. A PARP-2 depletalt sejtvonalban ilyen jellegii hatast nem
tapasztaltunk DOX kezelés soran, ami megtartott mitokondrialis
funkciokra utal.

A PARP-2 deplécio hatasara bekovetkezd SIRT1 aktivacio,
és ennek kovetkeztében megndtt mitokondrialis biogenezis tehat
hozzajarulhatott a DOX altal okozott karos hatasok elleni véd6 hatas
kialakulasaban a vaszkularis rendszerben. A SIRT1 aktivacidjanak
védo szerepét mar korabban is leirtdk a kardiovaszkularis
rendszerben, de ez az elsé olyan alkalom, amikor ez kdzvetlen
transzkripcids szabalyozas Gtjan valdsult meg. Ez a mechanizmus
egy Uj maddszert kinal az oxidativ stressz altal okozott karos hatasok
kivédésében. Valamint valosziniileg hozzajarulhatott mas oxidativ
stresszel jard korképekben is a PARP-2 deplécidja nyoman kialakult
védo hatashoz.

Eredményeink alapjan felmeril PARP-2 specifikus
inhibitorok terdpias alkalmazdsanak lehetésége a DOX kezelés
kovetkeztében kialakuld6 mellékhatasok kivédésére. Jelenleg ilyen
célra a dexrazoxant hasznaljdk (Cardioxane, Novartis). Azonban
ennek hasznalatat mellékhatasai miatt jelentdsen korlatoztak, és csak
felndttek esetében alkalmazhaté megfelelé koriilmények kozott. A
PARP-2 specifikus inhibitorok alkalmazasaval ezek a korlatok

esetleg kikiiszobolhetoek lehetnek.
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Azonban a PARP-2 specifikus inhibitorok fejlesztése
nehézségekbe (tkozik, mivel a PARP-2 szerkezete nagymértékben
hasonlit a PARP-1 szerkezetéhez, igy nem lehet kizarni bizonyos
fokl PARP-1 gatlast sem az ilyen hatast vegyiiletek alkalmazésa
esetén. A ma elérhetd leginkabb PARP-2 szelektiv inhibitor, az UPF-
1069, 60-szor nagyobb mértékben gatolja a PARP-2-t, mint a PARP-
1-et. A PARP-2 szelektiv gatlas annal is inkabb kivanatos lehet,
mivel igy talan nem kell szdmolnunk a PARP-fiiggé DNS hibajavitd
utvonalak jelent6s zavaraval, hiszen a PARP-2 a sejtek PARP
aktivitdsanak csak 5-15%-aért felel.

Osszefoglalva, az eredményeink azt mutatjdk, hogy a
PARP-2 deplécidja kdvetkeztében megemelkedett SIRT1 aktivitas és
mitokondridlis  biogenezis alkalmas lehet a mitokondriélis
diszfunkcio kivédésére, nemcsak a kardiovaszkularis rendszerben,

hanem mas szovetekben is.
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KOVETKEZTETESEK

1. A PARP-2 a SIRT1 aktivitdsat kozvetlen promoter
kélcsdnhatas Utjan szabalyozza.

2. A PARP-2 a SIRT1 promoterének represszora.

3. A PARP-2 delécidja vagy deplécidja a SIRTL1 aktivitas,
ezaltal pedig a mitokondridlis biogenezis fokozodasat
eredményezi.

4. A PARP-2 delécigjanak vagy deplécidjanak elényds
metabolikus hatésai vannak, ami a megnovekedett SIRT1
aktivitas kdvetkezménye.

5. A PARP-2 depléci6 vagy deléci6 kovetkeztében
megnovekedett  mitokondrialis  biogenezis egy  (j
megkdzelitést jelent az oxidativ stressz hatasara kialakulo
karos hatasok kivédésében.

6. Munkank nyoman felvetédik PARP-2 specifikus inhibitorok
alkalmazasanak  lehetésége  metabolikus  korképek
terapiajaban, valamint a DOX altal  okozott

kardiovaszkularis karosodas csékkentésére.

Munkankat a TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0024 szam( projekt
tdmogatta. A projekt az Eurdpai Uni6 tdmogatdsaval, az Europai

Szocialis Alap téarsfinanszirozasaval val6sult meg.
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