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1. BEVEZETES

1.1. A poli(ADP-rib6z) polimeréz enzimcsalad

A poli(ADP-ribéz) polimerdzok (PARP-0k), jellemzden eukariotakban és kivételesen
egyes prokariotdkban eléforduld enzimek, melyek akceptor fehérjék ADP-ribozilacidjat
katalizaljak. Ma a PARP enzimcsaladnak 17 tagja ismert, a legjobban tanulmanyozott tagja
PARP-1. A humén PARP-1fehérjét kddold gén az 1-es kromoszdéman talalhatd, a fehérje 1014
aminosavbol all, molekulatémege 113 kDa. Az enzim felépitése harom f6 szerkezeti elemmel
jellemzheté: a DNS-kot6 domén, az automodifikdcios domén és a katalitikus domén. A
PARP-1 szerepet jatszik a DNS hibajavitasban, a genom integritdsdnak fenntartasaban, a
sejtciklus  ellenérzésében, a transzkripcid szabalyozasaban, a sejthalal utvonalak

szabalyozasaban és szamos egyéb folyamatban.

1.2. A poli(ADP-rib6z) metabolizmus

A poli-ADP-ribozilacié (PARIlacio) olyan poszttranszIlacios proteinmddositas, melyet
a poli(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) enzimek Kkatalizalnak. A PARP-ok az aktivaciot
kovetéen NAD'-ot hasznalnak szubsztratként, azt nikotinamidra és ADP-ribdzra bontjak,
majd az ADP-riboz egységeket kovalensen kapcsoljak megfeleld akceptor fehérjékhez, és
eldgazd homopolimereket szintetizalnak. A polimerek hosszisaga a néhany egységnyit6l akar
200 egységnyiig is terjedhet, 20-50 egységenként talalhaté elagazasokkal. Poli-ADP-
ribozilaciés akceptor helyként a fehérjék glutamat, aszpartdt és lizin oldallancai
szerepelhetnek. In vivo koriilmények kozott a legnagyobb mennyiségben eléfordulo PARilalt
fehérje maga a PARP-1. Az auto-poli-ADP-ribozilacié az enzim gétlasat eredményezi, igy
szabalyoz0 szerepe van. Az ADP-rib6z egységek mérete és negativ toltése miatt a PARIl&cio
jelentés mértékben befolydsolja a célfehérjék fiziko-kémiai tulajdonségait, ezaltal azok
stabilitasat, aktivitasat és kdlcsdnhatésait.

A poli-ADP-ribozilacié reverzibilis, dinamikus folyamat, a polimerek féléletideje
meglehetésen rovid, lebomlasuk a szintézis kezdete utan szinte azonnal elkezddédik, a
poli(ADP-rib6z) metabolizmusban részt vevo enzimek szigoru szabalyozas alatt &llnak. A
polimerek lebontasi reakcioit a poli(ADP-rib6z) glikohidroldz (PARG), és az ADP-ribozil
hidrolaz 3 katalizalja (ARH3).



1.3. PARP-1 aktivaciot kivalto hatasok

Korébban a PARIlacio ,kdzponti dogméja” az volt, hogy a PARP-1 DNS kérosodas
hatasara aktivalodik. Igy az UV sugarzas, radioaktiv sugarzas, oxidativ stressz és a DNS
alkilaloszerek PAR polimer szintézist indukdlnak. A ROS/RNS vegylletek kdzvetlenil
okoznak DNS torést és ezzel egyutt PARP aktivacidét. A vegyuletcsoport tagjai kozil a
PARilacio kapcsan leginkabb a hidrogén-peroxid (H,O5), a hidroxil gydk (¢«OH), a szuperoxid
(*O,-) és a peroxinitrit (ONOO-) hatasat tanulmanyoztak. A DNS-torés altal indukalt PARP
aktivacio érdekes vonatkozésa, hogy a transzkripcid soran a topoizomeraz IP altal létrehozott
kétszalu DNS torések PARP-1 aktivaciot indukaltak. A két enzim kozott 1évé kapcesolat
alapjan igy feltételezhetd, hogy a PARP-1-nek szerepe van a transzkripcio szabalyozasaban.

Szamos vizsgalat bizonyitja, hogy a génexpresszidval kapcsolatos kromatin szerkezeti
atrendezddései révén a PARP-1 DNS torés hianyaban is aktivalédhat. A DNS meghajlasa és
egyéb nem-B-DNS struktdrak (egyszalu régiok, az ugynevezett kruciform struktarak, hajtii
szerkezetek) is PARP-1 aktivaciét okoznak. A protein kindzok altali foszforilacié is
szabalyozhatja a PARP-1 aktivitasat. Leirtak a PARP-1 acetilacié illetve mono-ADP-
ribozilacié Altali ativaciojat is. A jelatviteli utvonalakban szereplé fehérjék kovalens
mddosités nélkil, kozvetlen feherje-fehérje kdlcsdnhatéas réven is befolyasolhatjdk a PARP-1
aktivitasat.

1.4. A PARIlacid fizioldgiai szerepe

1.4.1. DNS hibajavitas és a genom integritas fenntartasa

A PARP-1-nek szerepe van az egyszalu DNS-torés javitasaban, baziskihasitasos DNS
hibajavitdsban (BER), a homoldg rekombinaciéban, a nem-homolég DNS végek
Osszekapcsolasaban (NHEJ) és a nukleotid kivagasos hibajavitdsban (NER). A PARP-1 a
DNS-kot6 doménen keresztiil a DNS-toréshez kotédik, dimerizalodik és auto-poli-ADP-
ribozilalodik. A PAR polimerek egyrészt hozzajarulnak a kromatin szerkezet fellazulasahoz,
masrészt nagy affinitasu kotdhelyek biztositasaval egyfajta kihorgonyz6 feliiletet nytjtanak a
hibajavitasban szerepld enzimek szamara, igy tulajdonképpen egy multiprotein halozat alapjat
képezik. Az auto-poli-ADP-ribozilacié inaktivalja a PARP-1-ct, mely ezt kovet6en levalik a
DNS-16l, helyet adva a hibajavitast végzé enzimeknek. A PAR lebontasa révén a komplex
szétesik, igy elindulhatnak a hibajavitasi folyamat kovetkez6 1épései. A PARP és a PARG

0sszehangolt, szabalyozott mitkodése sziikséges a hatékony DNS hibajavitashoz.



1.4.2. A PARP-1 szerepe a sejthalél utvonalak szab&lyozasédban

Apoptozis sordn a PARP-1-et a kaszpazok egy 24 kDa és egy 89 kDa molekulatomegti
fragmentre hasitjak. A hasitas révén az enzim inaktivalodik, ami a késébbi DNS fragmentacio
soran megakadalyozza az ATP depléciot és a nekrozist. Maga a PARP-1 nem jatszik
szabalyoz0 szerepet az apoptozis korai, kaszpaz aktivaciot megel6z6 szakaszaban, de hasitasa
elengedhetetlen az apoptdzishoz.

A PARP-1-nek kulcsszerepe van a szabalyozott nekrozis soran. Valoszintileg a PARP-
1 nagymértékii aktivitasa miatti NAD" szint csokkenés révén a RIP1, a TRAF2, majd a JNK
aktivalodasa véltja ki a mitokondrialis membran depolarizéciot és az AlF hasitasat, majd az
57 kDa hasitott AIF fragment transzlokacidjat a mitokondriumbdl a sejtmagba. A sejtmagban
az AIF a ciklofilin-A-val és a H2AX-szel komplexet képezve kromatin kondenzaciot, DNS
degradaciot indukal.

A parthanatos soran a PAR polimerek felhalmozodésa indukal sejthalalt. A PAR
polimerek nagy affinitassal képesek az AlF C-terminalis doménjéhez kotédni, ez valosziniileg
az AIF konforméaci6 valtozasat idézi el6 és csokkenti az affinitdsait a mitokondrialis
membranhoz, igy az gyorsan a citoszolba kerllhet. Parthanatos sorén a teljes, 62 kDa AlF
transzlokacidjat figyelték meg.

A PARP-1 szerepét kimutattdk tapanyaghiannyal indukalt autofagia soran, ahol a
PARP-1 aktivaciot valosziniileg a képz6dott ROS altal okozott DNS-torés valtotta Kki.
Kuléndsen nagy hangsulyt kaphat az autofagia és annak gatlasa tumorsejtekben, hiszen ez egy
gyakran aktivalédoé talélési mechanizmus a kemoterapia vagy sugarkezelés esetén.

Tekintve a PARP-1 sokrétli szerepét, ugy vélik, hogy egyfajta , molekularis
kapcsoloként” szolgal a kiilonbozd sejthalal Utvonalak szabalyozasaban és a sejthalal
folyamatok kimenetele a DNS karosodas sulyossagatol, a sejt energetikai allapotatol és a
PARilacio mértékétol fiigg.

1.4.3. A génexpresszio és differenciacio szabalyozédsa

A PARP-1 a sejt nyugalmi &llapotdban nagyrészt a kromoszémék mentén és
nukleoluszokban, kromatinhoz kotédve talalhaté. A PARP-1 gatlasa szamos sejttipusban
befolyasolja kiilonb6z6 stimulusokra adott génexpressziés mintazatot. A PARP-1 egyrészt
ADP-ribozilalhatja a kromatinhoz kot6do fehérjéket (pl. hisztonokat) és ez destabilizalja a
kromatin komponensek kolcsonhatasat a DNS-sel. Masrészt a PARP-1 auto-poli-ADP-

ribozilacidja vezethet a kromatin fellazulasahoz.



A PARilacionak a splicing szabalyozdsaban is szerepe van. Koregulatorként mitkdve
szabalyozza a transzkripcids faktorok kotédését a kromatinhoz. A PARP-1 a DNS metil4cio is

befolyasolasa révén a génexpresszid epigenetikus szabalyozasaban is részt vesz.

1.5. A dohanyfust altal okozott oxidativ karosodas

A dohanyfiist egy tobb ezer vegyiiletbdl 4ll6 komplex és valtozd dsszetételii aeroszol.
A tidében a dohanyzas altal okozott sejthaldl hozzjarul a COPD tlnet egyttes
kialakuldsdhoz, azonban a sejthalal formajat es ezek relativ szerepét tekintve ellentmondésos
eredményeket talalunk az irodalomban. A hossz( tavu dohanyzas masik kdvetkezménye lehet
a kronikus gyulladasi folyamatok kialakulasa és a csokkent védekezOképesség a léguti
fertézésekkel szemben. A dohédnyfist csokkenti az antivirdlis immunvédekezés és a
bakteridlis clearance hatékonységat, csokkenti a komplement mediélt fagocitézist és fokozza
az allergénpenetracio mértékeét.

A dohanyfust toxicitdsa nagyrészt az oxidativ stresszel kapcsolatos. A géazfazis rovid
¢lettartamu reaktiv oxigéngyokoket tartalmaz, foként szuperoxidot és nitrogén-monoxidot,
melyek reakci6jadbol az igen reaktiv peroxinitrit képzédhet. A részecskefazis hosszabb
élettartamu hidrokinonokban gazdag, melyek redox reakciokban tovabbi szuperoxid,
hidrogén-peroxid es hidroxil gyok képzéséhez jarulnak hozza, igy tartosan fennall6 oxidativ
stresszt eredményeznek.

A tidében a reaktiv oxigénvegyuletek eliminalasaban legfontosabb a GSH, a
szuperoxid lebontésat katalizdld6 SOD enzimek, a hidrogén-peroxid lebontasat végzé katalaz
(CAT), valamint egyéb, a GSH metabolizmushoz kapcsoldddé enzimek. Ez utobbi csoportba
tartoznak a glutation peroxidazok (GPX), a glutation reduktaz (GR), a glutamat cisztein ligaz
(GCL) és a glutation szintaz (GS). A hidrogén-peroxid eliminalasaban tiol-tartalmu fehérjék
is részt vesznek, human sejtekben a tioredoxinok (TRX) és a tioredoxin reduktdzok (TRR)
szerepét irtak le.

1.6. Mesenchymalis ossejtek (MSC, mesenchymal stem cells) és az osteogén differencidcio
jellemzése

A mesenchymalis dssejtek az egyedfejlodés korai szakaszdban megjelend, de a felndtt
szervezetben is jelenlévd non-hematopoetikus multipotens sejtek, melyek képesek
onmegujulasra és tobbféle iranyl differenciaciora. A differenciacios folyamatok tdbb
lépésben zajlanak le. Els6 1épésben a multipotens MSC sejtek elkdtelezddnek a differenciacio
iranyaba, az elkotelez6dést a megfelelé ,,mester” transzkripcios regulatorok szelektiv
expresszidja irdnyitja. A csontirdnyt differencidcid irdnyaba elkdtelez6dott osteoprogenitor
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sejtekben fokozddik az alkalikus foszfatdz, a csont szialoprotein (BSP, bone sialoprotein) és
az 1. tipust kollagén expresszidja, melynek réven létrejon az extracellularis kollagénben
gazdag matrix. Ezt az extracellularis matrix mineralizacidja koveti. Az oxidativ stressz és a
hypoxia is hatassal van a differenciacios folyamatokra. A differenciaciéban a ROS vegyiiletek
szerepét tekintve ellentmondasos eredményeket talalunk. Egyes megfigyelések szerint a ROS
vegyliletek gatoljak az osteogen differenciaciot, mig masok eredményei éppen azt bizonyitjak,
hogy a képz6dd ROS eldsegiti azt.

A PARIlacio szerepét szamos differencialédasi folyamatban kimutattak, sziikséges a
kromatin fellazitdsdhoz és kozvetleniil szabalyozza egyes transzkripcids faktorok kotddését a
kromatinhoz. Eddig nem vizsgaltdk viszont, hogy az osteogén differencidcié transzkripcids
szinti szabalyozasat barmilyen modon befolyasolja-e a PARP-1 aktivitas. Ezen felil
kimutattak, hogy az osteoblast sejtek nagy része elpusztul a végsé differenciacids allapot
elérése elott. Mivel a PARP-1-nek tdbbféle sejthalal utvonalban bizonyitottdk a szerepét,
szerettlk volna megvizsgélni, hogy van-e szabéalyozé funkciéja a csontiranyd

differenciacioban.



2. CELKITUZESEK

2.1. Célkitiizések 1.

A dohédnyzas altal okozott karosodasok alapvetden az oxidativ stresszre, illetve az
oxidan-antioxidans egyensuly felborulasara vezethetOk vissza. A cigarettafiistben jelen 1év6
illetve a sejtvalasz soran keletkezé6 ROS/RNS vegyiileteknek a DNS-re és egyéb sejtalkotokra
tett k&ros hatdsait szamos vizsgalatban leirtdk, de a DNS karosodéas érzékelése és a hibajavitd
mechanizmusok kevés figyelmet kaptak. A PARP-1 kulcsfontossagu szerepet jatszik a DNS-
torések érzékelésében és a hibajavitdé mechanizmusok elinditdsdban, valamint a sejthaldl
folyamatok szabalyozasaban. Vizsgalataink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Aktivalodik-e a PARP-1 CSE kezelés hatasara A549 sejtekben?
2. Mi a szerepe a PARP-1-nek a CSE altal kivaltott sejthalal szabalyozasaban?

2.2. Célkitiizések 1.

A mesenchymalis 6ssejtek és a SAOS-2 sejtek csont iranya differenciaciéjahoz
szamos gén szabalyozott expresszidja szikséges. A PARP-1 kulcsszerepet jatszik a genom
integritdsanak fenntartasaban, a kromatinszerkezet és a transzkripcié szabalyozasaban.
Vizsgalataink soran az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Van-e az oxidativ stressznek szerepe az MSC sejtek csontiranyu differenciacidjaban?
2. Hogyan befolyasolja a PARP-1 az osteogén differenciacios folyamatokat?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejttenyeésztés

Az A549 tiidéepithel sejteket RPMI 1640 médiumban tenyésztettiik, melyet 10% FBS-
sel (fotélis borjaszérum), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml
streptomycinnel egészitettiink ki. A humén cMSC sejtek tenyésztéséhez 1 g/l gliikoz tartalmu
DMEM médiumot hasznaltunk, melyet szintén 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml streptomycinnel egeészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO;
tartalom mellett tartottuk.

3.2. Cigarettafist kivonat (CSE) készitése

1 szal 100 mm hosszusagu, filter nélkili cigarettat (10 mg katrany, 0,8 mg nikotin, 10
mg szén-monoxid) meggyujtottunk, és vakuum segitségével 5 perc alatt a fistjét
atbuborékoltattuk 6 ml szérummentes tenyésztdmédiumon. A flistkivonatot atszlrtiik 0,22
pm-es szlirén, majd 10% FBS hozzaadasaval kaptuk a 100%-0snak nevezett cigarettaftist
kivonatot. Ezt a kivonatot sejttenyésztd médiummal higitva kaptuk a kezeléshez hasznilt
kiilonb6z6é koncentracioju (v/v%) oldatokat. A cigarettafiist kivonatot minden kisérlet eldtt

frissen készitettik.

3.3. May-Grinwald-Giemsa festes

A sejteket kezelést kovetden PBS pufferrel mostuk, majd metanollal fixaltuk 20 percig
-20 °C-on. Desztillalt vizzel torténd mosast kovetden 30 percig inkubéltuk az el6zdleg frissen
készitett May-Grunwald-Giemsa oldattal. A festés utan a fed6lemezeket haromszor mostuk
desztillalt vizzel, majd Zeiss Axiolab mikroszkdp illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera

segitségével készitettiink fotdkat a mintakral.

3.4. Koloniaképzo képesség meghatdrozasa

Tripszin-EDTA-val valo emésztést kovetden a sejtekbél 10%°/ml sejtszuszpenziot
készitettlink, majd kiillonbdzd koncentracioju fiistkivonattal kezeltiik 30 percig 37 °C-on. A
fiistkivonat eltavolitasa és friss sejttenyésztd médium hozzdadasa utan a sejteket 6 lyuku
tenyésztéedénybe raktuk 1x10° illetve 2,5x10%/lyuk sejtszamban. 10 napos tenyésztést
kovetéen a sejteket PBS-sel mostuk, 4%-os formaldehiddel 15 percig szobahémérsékleten
fixaltuk, majd hematoxilinnel festettik 10 percig. Alapos csapvizes mosas és szaritads utan
megszamoltuk a sejtkolonidkat, a klonogén aktivitast %-ban kifejezve adtuk meg a T/C x 100
képlet segitségével, ahol a T illetve C érték a kezelt illetve a kontroll sejtpopulaciok

kolénidinak szama.
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3.5. Viabilitasi assay (MTT redukcids assay)

. A kezelést kovetden MTT oldatot adtunk a sejtekhez 0,5 mg/ml végkoncentracidbban
és 1 oran keresztiil inkubaltuk o6ket. A feliilisz6 leszivdsa utdn a formazan kristalyokat
DMSO-ban oldottuk. Az abszorbanciat Multiskan MS Plate Reader segitségével 590 nm-en
mértiik. A viabilitast a kontroll %-aban adtuk meg A/Ax100 képlet segitségével, ahol A;
illetve A; a kezelt illetve a kontroll mintdk abszorbancija.

3.6. LDH aktivitds mérése

Az LDH altivitas mérésétt Cytotoxicity Detection Kit (Roche Applied Science,
Budadrs, Magyarorszag) segitségével végeztilk, a gyartd javaslatait kdvetve. Az egyes
kezelések esetén a citotoxicités értékét a maximalis LDH aktivitas szazalékaban adtuk meg.

3.7. Mitokondrialis membranpotencial mérése

A mitokondridlis membrén depolarizacié mértékét JC-1 fluoreszcens festékkel mertik.
A kezelés utan kétszer mostuk a sejteket HBSS pufferrel, majd 30 percig inkubaltuk 1 uM JC-
1 oldattal. A voros fluoreszcenciat 530g,/590em Nm-en, a zéld fluoreszcenciat 485g,/538gm M

hulldamhosszon mértiik Fluoroskan Ascent FL Plate Reader segitségével.

3.8. Sejtproliferacié mérése - ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing)

Az ECIS (Ap ped BioPh sics Inc., Troy, NY, USA) k sziilék K etorténd
sejtproliferaci6 mérés alapja az, hogy az elektrodok felszinén novesztett sejtek novelik az
ellenallast, igy a mért ellendllas ardnyos a sejtszammal. A sejteket 8W10E+ elektrodak
felszinén ndvesztettiik 3x10* sejt/lyuk sejtszamban, majd a kezelés ideje alatt 2 percenként
4000 Hz frekvencian mértuk az ellenallast. A rezisztencia értékeket a kezdeti idépontra

normalizalva tintettiik fel.

3.9. PAR és AIF kimutatasa immunfluoreszcens festéssel

Kezelést kovetden a sejteket PBS pufferrel mostuk, majd metanollal -20 °C-on 20
percig (PAR) vagy 4% formalinnal szobahomérsékleten 15 percig (AIF) fixaltuk. PBS-sel
végzett mosas utan a sejteket BSA-val blokkoltuk (1% BSA, PBS Triton X-100-ban oldva),
majd 2 oran at a blokkol6 oldatban higitott primer ellenanyaggal inkubaltuk. Az anti-AlF
ellenanyagot 1:200, az anti-PAR ellenanyagot 1:500 higitasban hasznaltuk. PBS-Triton X-100
oldattal torténd mosasok utan a fedélemezeket 1 ordig szekunder ellenanyaggal inkubaltuk
1:500 higitasban (AIF esetén anti-nyal 1gG - Alexa Fluor 488 konjugdtum, PAR esetén
biotinnal konjugalt anti-egér IgG). Ezt kovetden a fedélemezeket PBS-sel mostuk, majd PAR
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esetén Streptavidin-Alexa Fluor 488 konjugatumot adtunk a sejtekhez 30 percre 1:500
higitdsban. A magokat PAR esetén 2 pg/ml DAPI-val, AlF esetéen 5 uM propidium-jodiddal
festettik. PAR festésnél Zeiss Axiolab mikroszkop illetve Zeiss Axiocam digitdlis kamera
segitségével készitettlink fotokat a mintakrol. AIF festésnél a fotdkat Olympus FluoView
1000 konfokalis mikroszkdppal készitettiik.

3.10. Western blot

A kezelések utan hdromszor mostuk a sejteket hideg PBS pufferrel, majd 100 pl hideg
lizis pufferben kapartuk fel dket. Szonikalas, centrifugélds és forralas utan minden mintabol
25 pg feherjét vittiink fel 8% SDS-poliakrilamid gélre. Elektroforézist kvetéen a mintakat
nitrocelluléz membrénra transzferaltuk. A membran aspecifikus kotéhelyeit 5% zsirszegény
tejpor oldattal blokkoltuk. PBSTw oldattal torténd mosast kovetéen a membrant primer
ellenanyaggal inkubaltuk 2 6ran keresztll, az ellenanyagot 1% tejport tartalmazé PBSTw-ben
oldottuk. Ujabb moséas utan 1 6rdig inkubaltuk a membrant a torma-peroxidazzal jelélt
masodik antitesttel, majd kemilumineszcens szubsztrat hozzaadasa utan a kemilumineszcens

jelet FluorChem FC2 Imager késziilék segitségével detektaltuk.

3.11. Comet assay

Maratott felszinti targylemezre 1% normal olvadaspontu agardzt rétegeztink. A
sejteket 30 percig kezeltik kiilonb6z0 koncentracidoju cigarettafiist kivonattal. A DNS
hibajavitas hatékonysaganak vizsgalatdhoz a sejteket kezelés utan 1 6raig friss médiummal
inkubaltuk. Ezt kovetéen a sejteket 0,5% alacsony olvadaspontti agar6zba kevertiik és a
targylemezekre rétegeztiik (10° sejt/lemez). A sejtek lizise utan az elektroforézist alkalikus
oldatban végeztik. Ezt kovetéen a targylemezeket 10 percig ekvilibraltuk 0,4 M Tris
pufferben (pH 7,4), majd a sejtmagokat 10 pg/ml etidium-bromiddal festettik. A képek
kvantitativ kiértékelését CometScore software segitsegével végeztik.

3.12. Intracelluléris szuperoxid (O,") detektalasa és mérése

A kezelést kdvetden a sejteket kétszer mostuk HBSS pufferrel, majd 5 pM MitoSOX
Red illetve 20 pM dihidroetidium oldattal inkubaltuk 30 percig. A fluoreszcenciat
530ex/590em nm hullamhosszon meértiik Fluoroskan Ascent FL Plate Reader segitségével. A
mitokondrialis szuperoxid termelédését MitoSOX Red-et hasznalva vitalis festéssel is Ki
tudtuk mutatni. Ennek sorén a kezelést kovetéen kétszer mostuk a sejteket HBSS pufferrel,
majd 5 M MitoSOX Red oldattal 30 percig inkubaltuk. A fluoreszcens jelet Zeiss Axiolab
mikroszkop illetve Zeiss Axiocam digitélis kamera segitségével detektaltuk.
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3.13. Hidrogén-peroxid (H,0,) detektalasa

Az intracellularisan termel6dé hidrogén-peroxidot Amplex Red fluoreszcens proba
segitségével mértiik. A kezelést kdvetden a sejteket kétszer mostuk HBSS-sel, majd 50 uM
Amplex Ultra Red és 0,1 U/ml tormaperoxidaz oldattal (HBSS-ben oldva) inkubaltuk 30
percig. A fluoreszcenciat 530g«/590em Nm hullamhosszon mértiik Fluoroskan Ascent FL Plate
Reader segitségével. A koncentrécio értékeket H,O, kalibracids gorbe segitségével szdmoltuk

és fehérjetartalomra normaltuk.

3.14. PARP-1 és PARG stabil csendesitése SAOS-2 osteosarcoma sejtvonalban

A PARP-1 és a PARG stabil csendesitése SAOS-2 sejtekben lentivirus alapu
maddszerrel tortént. A csendesitéshez PARP-1 illetve PARG specifikus short hairpin RNS-t
(shRNS-t) tartalmazé pLKO.1l-puro plazmidot hasznaltunk (TRCNO0000007929 illetve
TRCNO0000051307 Sigma Mission shRNS konstruktok). A kontroll sejtvonal esetén a
plazmid nem tartalmazott gatldo szekvenciat. A SAOS-2 sejteket a megfelelé plazmidot
hordozo lentivirusokkal fertdztiik 24 oran keresztiil, a fertozéshez alkalmazott virustiter 10

MOI volt. A fertdzott sejtek szelekcidjadhoz 5 pg/ml puromicint hasznaltunk 48 6ran keresztiil.

3.15. Human chorion eredetii mesenchymalis dssejtek (cMSC sejtek) izolaldsa

A huméan mesenchymalis &ssejtek izolaldsat etikai engedéllyel végeztiik (engedély
szama: DEOEC-RKEB-2946-2009). A csaszarmetszésbol szarmazo placentakat a Debreceni
Egyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikajardl kaptuk. A placentdkat HBSS pufferrel
mostuk, hogy a vér nagy részét eltvolitsuk. Az amnion és a kdlddkzsinér eltavolitdsa utan a
cotyledokat apré darabokra vagtuk, majd 270 U/ml Il. tipusi kollagenaz jelenlétében
emeésztettik. Sziirés, majd a Ficoll siriséggradiens centrifugalas utan a sejteket sejttenyésztd

médiumban szuszpendaltuk, majd 37 °C-on, 5% CO, tartalom mellett tenyésztettik.

3.16. cMSC sejtek fenotipizalasa és funkcionalis jellemzése
A placentabdl izolalt sejtek fenotipizalasat az ISCT (International Society for Cellular
Therapy) ajanlasa alapjan végeztik.

cMSC sejtek jellemzése felszini markereik alapjan

A mesenchymalis Ossejtekre jellemzd sejtfelszini antigének vizsgélatdt FACS analizis
segitségével végeztik. A sejteket tripszin-EDTA-val torténé emésztés utan HBSS pufferrel
mostuk, majd 30 percig jégen inkubaltuk az altalunk vizsgalt felszini antigének (CD34, CD45,
CD73, CD90, CD105, VWF, HLA-G) ellen termeltetett primer ellenanyaggal (10 pg/ml).
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Minden méresnél hasznaltunk izotipus kontrollokat (IgG1 és IgG2b). HBSS pufferrel torténd
mosas utan a sejteket masodlagos ellenanyaggal (anti mouse IgG-Alexa 546, 1:500
higitdsban) inkubaltuk 25 percig jégen, majd 1% formalin oldattal fixaltuk. A fluoreszcencia
intenzitdst BD FACS Calibur &ramléasi citométeren mértik FL2 csatornan, az adatokat BD
Multiset software segitségével értékeltiik.

A differencidcios képesség ellendrzése — osteogén differencidcio

Osteogén iranya differenciacio esetén a differencialdé médium 0Osszetétele: 1 g/l
glikoztartalmi DMEM, 10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 0,1 pM dexametazon, 50 pg/ml aszkorbinsav-2-foszfat, 10 mMB -glicerol-
foszfat, 50 nM D3 vitamin. Csont irany( differenciacié soran a Ca®* tartalmd extracellularis
matrixot kimutatdsara Alizarin voros festést alkalmaztunk a differenciacié 7., 14. és 21.
napjan. A sejteket PBS-sel mostuk, metanollal fixaltuk, majd Alizarin Red S oldattal
festettuk.

A differencidcios képesség ellendrzése — chondrogén differenciaciod

A chondrogén iranyt differenciacios képesség ellendrzése dimetil-metilénkék
(DMMB) festéssel tortent. A differencialdé médium 0Osszetétele: 4,5 g/l glikoztartalmi
DMEM, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 1 mM Na-piruvat,
10 ng/ml TGF-B1,ITS premix, 0,1 puM dexametazon, 50 pg/ml aszkorbinsav-2-foszfat, 40
pg/ml prolin. A sejteket tripszin-EDTA-val tortén6 emésztés utan differenciacios médiumban
szuszpendaltuk, majd 2,5x10° sejt/lyuk sejtszamban V-alju 96 lyuka tenyésztdedénybe
helyeztulk, és centrifugalassal (10 perc, 800g) a tenyésztdedény aljara gyijtottiik. A sejtek a
differencialédas sordn apr6 gomb alakt képzédményt alakitottak ki. A differenciacio 7., 14.
és 21. napjan a gomboket PBS-sel torténé mosas utan 4% formalinban fixaltuk, majd
paraffinba bedgyazva metszettik. A metszeteket a paraffin kioldasa utan 30 percig
szobah6mérsékleten 0,1% dimetil-metilénkékkel festettilk, majd Zeiss Axiolab mikroszkop
illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera segitsegével készitettiink fotokat a mintakrol.

A differencidacios képesség ellendrzése — adipogén differenciacio

Az adipogén irdnyd differenciacios képesség kimutatdsara Oil Red O festést
alkalmaztunk. A differencialé médium dsszetétele: 4,5 g/l glikdztartalmiu DMEM, 10% FBS,
2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 1 mM Na-piruvat, 1 pM
dexametazon, 200 uM indometacin, 500 uM IBMX (3-izobutil-1-metilxantin), 10 uM inzulin.

A sejteket PBS-sel mostuk, majd 4% formalinnal 15 percig szobahdmérsékleten fixaltuk,
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desztillalt vizzel mostuk, ezt kovetéen Oil Red O oldattal inkubaltuk. Desztillalt vizzel térténd
mosas utadn Zeiss Axiolab mikroszkdp illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera segitségével
készitettink fotokat a mintakrol.

3.17. Real-time PCR

A relativ génexpresszi6 mértékének meghatérozasat real-time PCR segitsegével
végeztik. Az RNS izolalast TRI reagens segitségével végeztiik. Reverz transzkripcioval 2 pg
RNS-t irtunk at cDNS-sé High Capacity cDNA reverse transcription kit felhasznalasaval. A
real-time kvantitativ PCR-t TagMan assay-vel végeztik 7500 Fast Real-Time PCR
készuléken (Applied Biosystems). A vizsgalt gének relativ expresszidjanak meghatarozasahoz
GAPDH-t (gliceraldehid-3- foszfat dehidrogenaz) valasztottunk haztartasi génként.

3.18. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai Kkiértékelést a dohanyfust hatasait vizsgald kisérletek esetén egyutas
Anova-val végeztiik. Az osteogen differenciacioval kapcsolatos eredmények kiértékelésénél t-
prébat hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A poli-ADP-ribozilaci6 mint talélési mechanizmus a dohanyfist &ltal kivaltott
sejthalalban

4.1.1. A cigarettafiist kivonat toxikus hatasai A549 sejtekre

Az A549 sejtek életképessége cigarettafiist kivonat (CSE) kezelés hatasara id6- €s
koncentraciofliggé modon csokkent. A sejtek pusztuldsa soran fokozott LDH aktivitést
tudtunk mérni a feltluszéban, azaz sérilt a plazmamembran integritdsa, ami a nekrézis egyik
jele. Az ECIS (Electric Cell-subsrate Impedance Sensing) mérések soran a CSE kezelés
jelentésen csokkentette a sejtek proliferacios képességét is. Mitokondrialis membran
depolarizéciét csupan a legmagasabb alkalmazott koncentracidk esetén tudtunk kimutatni.
Jelentés AIF transzlokdciot a legmagasabb koncentracidknal sem tapasztaltunk, az AIF

nagyrészt sejtmagon Kivili lokalizaciét mutatott.

4.1.2. CSE kezelés hatasa a PAR akkumulaciora

Ahhoz, hogy a PARP-1 mint els6dleges PAR szintetizalo enzim, valamint a PARG mint
elsédleges PAR lebontd enzim szerepét tisztazzuk a CSE altal kivaltott sejthalalban, olyan
A549 sejteket hasznaltunk, melyekben lentiviralis rendszerrel stabilan csendesitettik ezen
enzimeket (shPARP-1 illetve shPARG sejtvonalak). A kontroll vektort tartalmazé A549
sejtekben CSE hatasara kismértékli PAR akkumulacié mutathaté ki immunfluoreszcencidval,
mig a PARP-1 csendesitett sejtekben - a varakozasnak megfeleléen - PAR nem detektélhato.
PARG csendesités esetén erdteljesebb a PAR akkumulécid, és kisebb CSE koncentracio
esetén is detektalhatd. Western blot technikaval is megerdsitettiik az immunfluoreszcenciaval
kapott eredményeket, bar ez utobbi mddszer esetén (a modszer érzékenyebb voltanak
koszonhetéen) kismértékli PAR szignal a PARP-1 csendesitett sejtekben is jelen volt, jelezve,
hogy a csendesités hatékonysdga nem 100%. Az immunfestés és a Western blot
eredményeibél levonhatd egyik fontos kovetkeztetés az, hogy a cigarettafiist kezelés a
sejtekben aktivalja a PARP-1-et, ezaltal PAR képzddést indukal, valamint hogy az A549
sejtekben megfelelden miikodik a PARG altali polimer lebontas.

4.1.3. PARP-1 és PARG csendesités hatasanak vizsgalata a CSE altal indukalt sejthalalban
Ezt kovetéen az a kérdés vet6dott fel, hogy a PARP-1 és a PARG szabalyozza-e a

CSE altal kivaltott sejthalalt. A CSE kezelés hatdsara bekovetkezd morfoldgiai valtozasokat

May-Grinwald-Giemsa festéssel vizsgaltuk. Alacsonyabb CSE koncentracié (5%) esetén az

els6ként megfigyelhetd morfoldgiai valtozas a sejtek megduzzadésa és a citoplazma halvany
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festodése, ami a nekrézis egyik jellemzdje. Nagy CSE koncentracio esetén (20%) a sejtek
zome felvalt, a fed6lemezen letapadva maradok pedig kompakt morfoldgiat mutattak, de nem
volt jele a sejtmag fragmentalodasanak. Mindezen valtozasok a PARP-1 és a PARG
csendesités esetén alacsonyabb CSE koncentracionadl mutatkoztak, azaz a csendesitett
sejtvonalak a kontroll sejtvonalhoz képest fokozott érzékenységet mutattak a kezelés soran.
Ezzel 6sszhangban az életképesség mérés soran is azt tapasztaltuk, hogy a PJ34 eldkezelés, a
PARP-1 és PARG csendesités is fokozta a CSE sejtekre gyakorolt hatasat. A feltilisz6ban
mért LDH aktivitds szintén szignifikansan magasabb volt mind az shPARP-1, mind az
SshPARG sejtvonalban, azaz nagyobb mértékben sériilt a plazmamembran.

Kovetkezd Iépésben azt kivantuk megvizsgalni, hogy a sejthaladl fentebb leirt
morfologiai és biokémiai jellemz6i mellett a sejtek hosszu tavu proliferacios kapacitasa is
csokken-e. A klonogén assay eredményei szerint a CSE kezelés csokkentette a sejtek
proliferacids képességét, és ez tovabb csdkkent a PARP-1 és a PARG csendesitéssel.

4.1.4. APARP-1 és a PARG szerepe a CSE altal kivaltott DNS karosodés javitasaban

A PARIlacié egyszali DNS torések javitdsdban betoltott kdzponti szerepének
ismeretében kézenfekvonek tiint azt feltételezni, hogy a PARP-1 és a PARG csendesités
¢érzékenyitd hatasa a sejthalalban és a proliferacié gatldsban a DNS hibajavitds csokkent
hatékonysdga miatt tapasztalhat6. Hipotézisiinket alkalikus comet assay segitségével
igazoltuk. A CSE kezelés hatésara keletkezd DNS torések hatékonyan és viszonylag gyorsan
javitédtak a kontroll A549 sejtvonalban, mig a PARP-1 és a PARG csendesitett sejtekben a
javitas hatékonysaga szignifikansan csokkent.

4.1.5. CSE kezelés hatasara intracellularisan képzodoé ROS mérése

Felvetddott a kérdés, hogy a flistkivonat mely komponense indukal PAR képzddést. A
fiistkivonat szamos reaktiv gyokot és nem gyok természeti alkotot tartalmaz, melyek DNS
torést és PARP aktivaciot okozhatnak. Ezen feliil a CSE karosité hatasara adott sejtvalasz
folyaman, intracellularisan is képzddhetnek reaktiv oxigén gyokok. A sejtekben termelddd
szuperoxidot szuperoxid-érzékeny fluoreszcens festékekkel, dihidroetidiummal illetve
MitoSOX Red-del detektaltuk. A mérések szerint a CSE-velt kezelt sejtekben id6-€s
koncentraciofliggé modon nétt az intracelluldrisan termel6dd szuperoxid mennyisége. A
MitoSOX Red vitalis festésre is alkalmas, igy mikroszkdpos technikaval is tudtuk igazolni a
szuperoxid termel6dést. A festékek hozzaadasa el6tt a sejtekr6l eltavolitottuk a CSE-t, igy a

festékek oxidacidjat és a fluoreszcens jelet teljes mértékben a sejtekben, valosziniileg
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mitokondridlisan termelddd szuperoxid valtotta ki, nem pedig a flistkivonatban jelen 1évo

szuperoxid.

4.1.6. Szuperoxid és hidrogén-peroxid szerepének vizsgalata a CSE altal kivaltott PARP
aktivacioban és sejthalalban

A fiistkivonatban jelen 1évo, illetve a sejtek altal termelt ROS vegyiiletek koziil
valosziniileg a hidrogén-peroxidnak van kdzponti szerepe a DNS torésben és a PARP-1
aktivdlasaban.  Western blot analizissel kimutattuk, hogy a CSE A&ltal indukdlt PAR
akkumulaciot jelentds mértékben fokozta a szuperoxid dizmutdz, még kifejezettebb
mértékben a sejtpermedbilis (PEG-gel konjugalt) SOD. A katalaz jelenléte - akar nativ, akar
PEG-gel konjugalt formaban - viszont visszaszoritotta a PAR szintézist. A katalaz SOD
jelenlétében is hatékonyan gatolta a SOD altal okozott fokozott PAR szintézist. A szuperoxid-
dizmutaz jelenlétében tapasztalhato PARP-1 aktivaciét tehat a hidrogén-peroxid képzodése
okozza. Az életképességi vizsgalatok hasonlo eredményt mutattak. A PARP inhibitor PJ34 és
a SOD (kiléndsen a PEG-gel konjugalt forma) érzékenyitette a sejteket a CSE kezelés soran,
jelenlétiikben szignifikansan csokkent a sejtek viabilitasa. Ezzel szemben a kataldz jelenléte
védelmet nyujtott a CSE toxikus hatasaval szemben.

4.2. Hidrogén-peroxid &ltal indukalt poli-ADP-ribozilacié szabalyozo szerepe az osteogén

differenciacio soran bekévetkezo sejthalalban

4.2.1. Choriondlis mesenchymalis dssejtek (cMSC) fenotipizalasa és funkcionalis jellemzése

A placentébol izolalt sejtek fenotipizalasat az ISCT (International Society for Cellular
Therapy) ajanlasa alapjan végeztiik. A mesenchymalis 6ssejtekre jellemzo sejtfelszini antigén
mintdzatot FACS analizis segitségével hataroztuk meg. Az izolalt cMSC sejtek felszinén jelen
van az 6ssejtekre jellemzé CD73, CD90 és CD105, és nem hordoznak felsziniikon vérképzé
Os- és elddsejtekre jellemzo felszini markert, endothel felszini markert €s trophoblaszt markert
(CD45-, CD34-, VWF- és HLA-G-negativak)..

A cMSC sejtek osteogén iranyu differenciacios képességét az extracellularis kalcium
depoziciot kimutaté Alizarin Red S festéssel ellendriztiik. A sejteket osteogén differencialo
médiumban inkubalva mar 7 nap utan detektalhaté az extracelluléris kalcium kivalasztas. Az
adipogén iranyl differencidciot Oil Red O festéssel vizsgaltuk. A sejtek a harmadik naptdl
kezdve egyre nagyobb mennyiségben lipidcseppeket halmoztak fel a citoplazmaban. A porc
irdnyu differencidciot specidlis V alju tenyésztéedényekben, differencialdé médium

jelenlétében végeztiik. A sejtek mar a differenciacio els6 napjan gomb alakll struktarat
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alakitottak ki. A differencidcié ellendrzésére a porcgdmbokbdl készitett metszeteken DMMB
(dimetil-metilénkék) festéssel mutattuk ki a chondrogenezis soran szintetizalédott szulfatalt

glik6zamino-glikanokat.

4.2.2. Reaktiv oxigén vegyuletek (ROS) keletkezése sziikséges a SAOS-2 sejtek csontiranyd
differenciécidjahoz

A SAOS-2 sejtek a differencialé médium hatdsara osteogén irdnyba differencialddtak,
melyet igazol az osteogén differenciacidban szerepet jatszé gének (Runx2, osterix, BMP2,
osteopontin) expresszioés szintjének emelkedése, a Ca** felhalmozddas az extracellularis
matrixban, valamint az alkalikus foszfataz aktivitdsanak emelkedése. Az osteogén
differencidciénak egyik érdekes velejaroja volt a sejtek redox egyensulyanak véltozdsa. A
differenciacio els6 két napjan a sejtekben termel6dé hidrogén-peroxid mennyisége Kis
mertékben, de szignifikdnsan csokkent, a differenciacid késébbi idészakaban pedig
emelkedett. Hasonl6 tendenciét figyelhettink meg a lipidperoxidacié mértékének valtozésa
soran is. A gyokfogok jelenlétében végzett kisérletek azt mutatjdk, hogy ezen redox
egyensulybeli valtozasoknak funkcionalis jelent6ségiik van a differenciacié sorén, és
szabalyozzak a differencidciot. Redukalt glutation vagy katalaz jelenléte szignifikansan
csokkentette az extracellularis Ca** mennyiségét. A kataliz koncentraciofiiggé modon gétolta
a differencidciot, mind az extracellularis kalcium depoziciét, mind az alkalikus foszfataz
aktivitasat jelentés mértékben csokkentette. Ezen kiviil a csontiranyu differencidcioban
szerepld marker gének expresszidjat is csOkkentette vagy késleltette az expresszio

novekedését.

4.2.3. Az osteogén differenciacio sorédn a PAR akkumul&cio korrelaciot mutat a ROS
képzodessel

A reaktiv oxigén intermedierek DNS karosité hatasuk révén aktivalhatjadk a PARP-1
enzimet. A PAR szintje a differenciacio elsé két napjan csokkent, ezt kovetden emelkedést
mutatott. A PAR szint valtozasanak tendencidja hasonld volt a hidrogén-peroxid
termelédésben megfigyelt valtozasokhoz, lineédris regresszios analizis alapjan korrelacio
mutathatoki a PAR és a hidrogén-peroxid termel6dés (R=0,78), valamint a PAR és a TBARS
értékek (R=0,76) koz06tt. Katalaz jelenlétében a PAR szint emelkedése id6ben eltolodott, a

differenciacié sordn csak késdbb volt kimutathaté nagyobb mennyiségben.
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4.2.4. A differencidcio soran keletkezé hidrogén-peroxidnak szerepe van a sejthalalban

A differencidcid soran jelent6s mértékii sejtpusztulas figyelhetd6 meg, mely a
differenciacié masodik napjan kezdédik és mértéke fokozatosan né a differenciacio hatodik
napjaig. Hoechst/propidium-jodid festéssel kromatin kondenzécidé, Annexin V/propidium-
jodid festéssel foszfatidil-szerin externalizacio mutathatd ki, mely alapjan a sejthalal formaja
leginkabb apoptdzis. Az apoptotikus sejtek mellett a propidium-jodid felvételt mutat6
nekrotikus sejtek szama is jelentés mértékben nott a differenciacio elérehaladtaval. Apoptdzis
soran a PARP-1-et a kaszpaz-3 vagy -7 hasitja, a hasitott PARP megjelenését is detektalni
tudtuk Western blottal. Az altalanos kaszpazgéatld (z-VAD-fmk) csak részben csdkkentette a
sejthalal mértékét, jelenlétében a sejthalal formaja inkabb a nekrézis felé tolodott el. A
redukalt glutation és a katalaz szignifikansan ndvelte a sejtek életképességét a differenciacio
soréan, csokkentették mind az apoptozis, mind a nekrdzis mértékét, katalaz jelenlétében pedig

minimalis mennyiségii hasitott PARP volt csak detektalhato.

4.2.5. A PARP-1 és a PARG stabil csendesitése SAOS-2 sejtekben

Eddigi megfigyelésink alapjan a hidrogén-peroxid termelédésnek ¢és a redox
egyensulynak fontos szerepe van az osteogén differenciacioban. Ismert tovabba, hogy a
PARP-1 enzim és a PARilacio kozponti szerepet jatszik kiillonboz6 sejthalal folyamatokban.
fgy feltételezhets, hogy a PARP-1 enzimnek szabéalyozé szerepe lehet a differenciacio soran
bekovetkez6 sejthalalban. Ennek vizsgalataira a PARP-1 és PARG enzimeket stabilan
csendesitettik SAOS-2 sejtvonalban. Az igy létrehozott shPARP-1, shPARG valamint
kontroll (CTL, csendesitd szekvenciat nem hordozd) sejtvonalakban a PARP-1 illetve a
PARG mRNS szintjét real-time PCR mddszerrel hataroztuk meg. A kontroll (CTL) sejtekben
a PARP-1 és a PARG expresszidja nem kilonbozott a SAOS-2 sejtvonalban mért értékektol.
A PARP-1 mRNS mennyisége az shPARP-1 sejtvonalban a kontroll sejtek értékéhez
viszonyitva a felére csokkent. A csendesités hatékonysaganak ndvelésere tett probalkozésaink
soran a sejtek életképessége drasztikusan csokkent, a PARP-1 enzim jelenléte SAOS-2
sejtekben nélkilozhetetlen az életképességhez. A PARG csendesités esetén nagyobb
hatékonysagot sikertlt elérniink, a sejtek proliferacios képességének megtartasa mellett. A
PARP-1 csendesités hatékonysagat Western blottal is ellendriztik. A sejtek funkciondlis
jellemzéséhez 10 perc hidrogén-peroxid kezelést, majd 30 perc regeneraciot kdvetéen PAR
akkumulaciot detektaltunk immuncitokémiaval és Western blot technikdval. A PARP-1

csendesitett sejtekben hidrogén-peroxid kezelés hatasara szignifikansan kevesebb PAR
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detektalhaté immunfestéssel és Western blottal is. A PARG csendesitett sejtekben a

polimerek lebontasa szenved zavart, 30 perc utan is jelentds mennyiségii polimer detektalhato.

4.2.6. A PARP-1 és a PARG szabalyozza a SAOS-2 sejtek csontiranyu differenciaciojat

A PARP-1 és a PARG csendesités hatadsara modosult a PAR akkumulacié mintazata a
SAQOS-2 sejtek csontiranyu differenciacidja soran. Mindharom sejtvonalban megfigyelhetd
volt az extracellularis kalcium depozicid, az ALP aktivitas fokozddasa, de a valtozasok
kiilonboz6 mértékben és mas kinetikdval zajlottak le. A kontroll sejtvonalhoz képest a PARP-
1 csendesitett sejtekben kés6ébb indul meg a mineralizacio, kisebb a kalcium depozicio
mértéke. Az ALP aktivitds mindkét csendesitett vonalban kisebb, mint a kontroll sejtvonalban
mért értékek. A PARP-1 és a PARG csendesités az osteogén differenciacié markergénjeinek
expressziojat is befolyasolta. A szabalyozo szerepet bet6lté Runx2 és az osterix MRNS szintje
a csendesitett vonalakban nem mutatott jelentds eltérést a kontroll sejtvonalhoz képest. A
BMP2 és az osteopontin expresszidja viszont a PARP-1 és a PARG csendesitett sejtekben is
fokozodott.

4.2.7. A poli-ADP-ribozil&ci6 szabalyozza a csontiranyu differencidcio soran bekovetkezd
sejthalalt SAOS-2 sejtekben és mesenchymalis dssejtekben

A PARP-1 és PARG csendesités SAOS-2 sejtekben a differenciacié soran
bekovetkezé sejthalalra is hatassal volt. A PARP-1 csendesitett sejtek életképessége
szignifikdnsan nagyobb volt a differencidcié soran, mint a kontroll sejteké, azaz a PARP-1
hianyaban csokkent a differenciacié és az ehhez kapcsolt sejthalal (apoptdzis és nekrdzis)
mértéke. A PARG csendesités ezzel ellentétben csokkentette az életképességet a
differenciacié alatt, emellett a sejthalal formajat a nekrdzis felé tolta. A géncsendesités
apoptdzisra tett fent leirt hatasat a hasitott PARP megjelenésének mintazata is alatdmasztja. A
PARP-1 csendesitett sejtekben csak a differenciacid hatodik napjan jelent meg a hasitott
PARP detektalhatd mennyiségben. A PARG csendesitett sejtek esetén bar a harmadik napon
nagyobb volt a mennyisége, mint a kontroll sejtekben, de a kontroll sejtektdl eltérden a
differenciacié elérehaladtaval fokozatosan csokkend tendenciat mutatott. Human chorionalis
mesenchymalis Ossejteken (cMSC) szintén vizsgaltuk a hidrogén-peroxid altal induklt
PARilacié szerepét a csontiranyu differenciacidé soran bekovetkezd sejthalalban. A SAOS-2
sejtekhez hasonléan a ctMSC sejtek viabilitasa is csokken a differencidcio soran, apoptotikus
és nekrotikus sejtek megjelenése mutathato6 ki. Ezen sejtek esetén szintén katalazzal gatolhato,
hidrogén-peroxid fliggd sejthalalrol beszélhetiink. A katalaz, valamint az 5 pM PJ34
specifikus PARP-1 inhibitor csokkent mértékii kalcium depozici6 mutathatd ki. A SAOS-2
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sejtektdl eltéréen azonban az Ossejtekben a PJ34 jelenlétében fokozodott az apoptdzis

mértéke.
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5. DISZKUSSZIO

5.1. A poli-ADP-ribozilacio szabalyozé szerepe a cigarettafiist altal kivaltott sejthalalban

A dohényzas altalanos oxidativ stresszt kivaltd hatasa révén szinte az egész szervezet
mitkodésére hat. Legtobb kozlemény a cigarettafiist altal okozott sejthalalt, a gyulladdsos
folyamatokat, a DNS karosodast és az oxidativ stresszt vizsgalja, melyek egyuttesen vezetnek
a dohanyzas altal okozott kiilonb6z6 betegségek kialakulasahoz. Nem tisztazott azonban,
hogy a karosodott sejtekben milyen szabalyozé folyamatok zajlanak le a sejtek tulélése vagy a
sejthalal soran.

Vizsgéalataink sordn igazoltuk a cigarettaflist kivonat toxikus hatdsait A549 tiid6
epithel sejteken. A sejtek életképességét és proliferacios kapacitasat a CSE kivonat id6- és
koncentraciofliggé moédon csokkentette. A sejthalal azonban szokatlan forméban zajlik le,
apoptotikus és nekrotikus jellegek is megfigyelhetéek. Alacsonyabb CSE koncentraci6 esetén
(1,25-5%) a citoplazma duzzadasa figyelhetd meg, nekrotikus morfologiara emlékeztetve.
Nagyobb CSE koncentraciok esetén a letapadva maradd sejtek kompakt, zsugorodott
morfologiat mutatnak, de nem tapasztalhatd jelentds mértékli kromatin fragmentacio, és a
tipikusan apoptozisra utald kaszpaz aktivitds értéke sem nd. Ellentmond az apoptotikus
sejthalalnak az is, hogy magasabb CSE koncentréacid jelent6s sejtmembran sériilést és LDH
felszabadulast okoz. Az irodalomban is ellentmondasos eredményeket taladlunk a cigarettafiist
altal kivaltott sejthalal forméjat tekintve, de masok is beszamoltak a cigarettafiist altal okozott
DNS kérosodasrol az apoptozis tipikus jelei nélkil. Felmerilt az apoptdzis indukéld faktor
(AIF) szerepe a CSE altal okozott sejthaldlban és a parthanatos mint lehetséges sejthalal
forma. Jelentés mértékli AIF transzlokaciot a vizsgalt kezelési id6k esetén nem tudtunk
kimutatni, igy az AIF szerepe ebben a modellben kérdéses. A PARP-1 szerepét kevesen
vizsgaltdk a CSE hatdsainak tanulmanyozésa soran, bar néhanyan mutattak ki PARP
aktivaciot cigarettaflist kezelés hatasdra. A mi modellinkben szintén PAR akkumulaciot
tudtunk detektalni, mely a PARP-1 aktivalédasara utal (PARP-1 csendesitett sejteken és PJ34
specifikus gatloszer jelenlétében a CSE nem indukal polimer szintézist). A PARilacio kettds
szerepet tolthet be a sejthalal folyamatok szabalyozésaban. Kismértékii DNS karosodas esetén
elosegiti a DNS javitast és ezzel a sejt tulelését, nagymértékii karosodas esetén viszont
NAD'/ATP deplécid révén nekrozist, vagy AIF transzlokécié kivaltasa révén parthanatost
indukha A CSE altal okozo t sejtk #dosod 8b m a PARilacio ta ¢lést segité szerepe
igazolddott, mind a PARP-1, mind a PARG csendesités érzékenyitette a sejteket a
cigarettafiist toxikus hatdsaira. A CSE még a legmagasabb koncentracidban sem okozott
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olyan mértékii javithatatlan karosodast, mely a PARP-1 tllzott aktivici6jdhoz vezetett volna.
Ezek alapjan A549 sejtekben a cigarettafiist hatasara bekovetkezd sejthalalban a parthanatos
valosziniileg nem jatszik fontos szerepet.

A PARIilaci6 megfeleld egyenstlyanak talélést segitd szerepét mutatja, hogy a PARP-
1 és a PARG csendesitett sejtek esetén a kontroll sejtekhez képest kisebb az életképesség, a
proliferacids kapacitas és a DNS hibajavitas hatékonysaga. Latszolag ellentmondasos modon
a PAR szintézisét és lebontasat végzd két enzim csendesitése hasonld hatast eredményezett,
mely d&sszhangban van mas kutatocsoportok megfigyeléseivel. A hatékony DNS
hibajavitashoz ugyanis nemcsak a PAR szintézise, hanem annak lebontdsa, ezek megfeleld
dinamikdja, a PARP és a PARG 0sszehangolt miikodése sziikséges.

A PARP-1 leginkabb egyszali DNS torések hatdsara aktivalodik, az egyszali DNS
toréseket pedig foleg ROS/RNS vegyuletek és alkilald agensek okozzak. A cigarettafiist
szamos DNS karositd vegylletet tartalmaz. Més kutatdsi eredményekkel 6sszhangban a mi
eredményeik is a ROS, kllondsen a szuperoxid és hidrogén-peroxid kiemelt szerepét mutatjak
a CSE Aaltal okozott sejtkérositd hatdsokban. Maga a cigarettafust is tartalmaz ROS
vegylleteket, de egyéb oxidativ vegytletekkel torténd kezeléstol eltéréen a PAR akkumulacid
csak hosszabb kezelési idé utan (30-60 perc) volt detektalhat6. Ez arra utal, hogy a ROS
termelés része a sejt stresszvalaszanak CSE kezelést kovetéen. A mitokondrialis membran
depolarizacié és a MitoSOX Red mitokondriélis szuperoxid indikatorral kapott eredmények is
a mitokondrialis szuperoxid termel6dést tamasztjak ala. Intracellularis hidrogén-peroxid
termel6dés is kimutathatd volt CSE kezelés hatdsara. CAT jelenléte gétolta a PAR
akkumuléciot és fokozta a CSE kezelt sejtek életképességét, ezzel ellentétben SOD
jelenlétében jelentds mértékben fokozodott a PAR akkumulacio és drasztikusan csokkent a
viabilitds. Ez arra utal, hogy a szuperoxid atalakulasa hidrogén-peroxidda fokozza a DNS
torést és ez &ltal a PARP aktivaciot. Habar a fluoreszcens ROS prébak megbizhatdséga
megkérddjelezhetd, a SOD és CAT kezelés hatasai egyértelmiien azt mutatjadk, hogy a
szuperoxidnak és hidrogén-peroxidnak kulcsszerepe van a cigarettafiist altal okozott DNS
karosodasban és citotoxicitasban.

5.2. Hidrogen-peroxid &ltal indukalt poli-ADP-ribozilacié szabalyoz6 szerepe az osteogén
differenciacio soran bekévetkezo sejthalalban

A regenerativ orvoslasban el6térbe keriilt az dssejtek szerepe, melyek multipotens
jellegiiknél fogva megfeleld stimulusok hatasara kiilonféle sejtekké képesek differencialodni,

elosegitve ezzel a szoveti regeneralodast. Felhasznalasukhoz azonban elengedhetetlen a

24



differencidciés folyamatok szabalyozésédnak ismerete. Az osteogén differenciacio
folyamatanak és szabalyozasanak tanulmanyozasara megfeleld modellt nytjtanak a SAOS-2
osteosarcoma sejtek, melyek differencialé stimulusok hatasara szintén képesek mineralizalt
extracellularis matrix struktirak kialakitasara.

A SAQOS-2 sejtekben differencialé médium hatésara nétt az osteogén differenciacioban
szerepet jatszd genek (Runx2, osterix, BMP2, osteopontin) expresszids szintje es az alkalikus
foszfataz aktivitasa, valamint a Ca** felnalmozodas mutathat6 ki az extracellularis métrixban.
A differencidcid soran a sejtekben hidrogén-peroxid képzOodését detektaltuk, melynek
funkcionalis jelentdségét az mutatja, hogy katalaz jelenlétében szignifikansan csokkent az
extracellularis kalcium depozicio és az alkalikus foszfatdz aktivitas. A katalaz a csontiranyu
differenciacioban szereplé marker gének expressziojat is csokkentette vagy késleltette az
expresszid novekedését. A ROS osteogén differenciacioban bet6ltott szerepét tekintve az
ellentmondasos eredményeket taldlunk az irodalomban. Tdébb munkacsoport a ROS
vegyliletek gatlo hatasat mutatta ki. Mas vizsgalatok szerint a differenciacié soran képz6dé
ROS vegylleteknek pozitiv szabdlyoz6é szerepik van a folyamatban. Kimutattdk, hogy a
NOX4 4ltal termelt szuperoxid szabalyozza a BMP2 expressziot és eldsegiti a differenciaciot.
soran. Periodontalis ligamentum eredetii fibroblasztokban a hidrogén-peroxid ndvelte a
differenciaciés kapacitast a csontspecifikus transzkripcios faktorok expresszidjanak fokozasa
révén. Az osteogén differenciacio soran a ROS szintjének megemelkedése valoszinileg a
NADPH oxidazok, foként a NOX4 és NOX2 mikddésével hozhatd Osszefliggésbe.
Chondrogeén és adipogén differencidciéo kapcsan szintén leirtdk a reaktiv oxigénvegyiletek
szabalyozd szerepét, a redox szabalyozas tehat tobbféle differencialddasi Utvonalban szerepet
kap. A redox szabalyozds mibenlétérél azonban nem 4all rendelkezésre informacid, igy
feltételeztiik és megvizsgaltuk a PARIl&cié lehetséges szerepét.
korrelacié mutathato ki a PAR akkumulacio és a hidrogén-peroxid termelédés kozott. Katalaz
jelenlétében a PAR szint emelkedése idében eltolodott, igy a PARP aktivitast nagyrészt a
differenciacio soran a képz6d6 hidrogén-peroxid valtotta ki.

Az osteogén differencidcid soran a sejtek jelentés része elpusztul, amit mi is
megfigyeltink SAQOS-2 és MSC kultdrakban. A sejthalal formaja dontéen apoptozis, de
megjelentek nekrotikus sejtek is. Redukalt glutation és katalaz jelenlétében nétt a sejtek
viabilitasa, a sejthalalt tehat feltehet6leg a hidrogén-peroxid indukalta. Mivel a hidrogén-

peroxid termelédés és a PARilacio kozott kozvetlen kapcsolat all fenn, szerettiik volna
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megvizsgalni a PARIlacié szerepét az osteogén differenciacioban. Ennek érdekében a PARP-
1 és PARG enzimeket stabilan csendesitettiik SAOS-2 sejtvonalban. A hatékony PARP-1
csendesités a sejtek életképességének drasztikus csokkenésével jart, igy csak részleges, 50%-
os hatékonysdgu csendesitést sikerult elérnink. A PARP-1 és a PARG csendesitése
befolyasolta az extracellularis kalcium depozicié mértékét, és az ALP aktivitast. Az shPARP-
1 sejtekben kés6bb mutathaté ki a mineralizacié a kontroll sejtvonalhoz képest, és csokken az
ALP aktivitds is. A szabalyozd szerepet betolté Runx2 és az osterix mRNS szintje a
csendesitett vonalakban nem mutatott jelentds eltérést a kontroll sejtvonalhoz képest. A
BMP2 és az osteopontin expresszidja fokozodott a PARG és kismértékben a PARP-1
csendesitett sejtekben is. A PARP-1 illetve a PARIlacié szerepét leirtdk tobb transzkripcios
faktor szabdlyozasa esetén, de a Runx2 és az osteogén differencidcioban szerepld egyéb
transzkripcios faktorok esetén még nem vizsgaltak a hatasat.

A PARP-1 és a PARG sejthalalban betoltott szerepe alapjan feltételezhetd, hogy
befolyasolja a csontiranytl differencidcié soran bekovetkezd sejthalalt is. Az shPARP-1
sejtekben csokkent a differenciacié és az ehhez kapcsolt sejthaldl (apoptozis és nekrozis)
mértéke. A PARG csendesités ezzel ellentétben csokkentette az életképességet a
differenciécié alatt, emellett a sejthalal formajat a nekrozis felé tolta el. Tekintve a PARP-1
tulélést segitd szerepét enyhe oxidativ stressz soran, ebben a modellben a kis mennyisében
termel6dé hidrogén-peroxid termelés alapjan a PARP-1 hidnyaban fokozott sejtpusztulast
feltételeztik. Ezzel szemben a PARP-1 ebben a folyamatban a sejtpusztulast segiti eld. A
géncsendesitéssel kapott eredményeknek ellentmond az, hogy a cMSC sejtek esetén a PJ34
specifikus PARP-1 inhibitor hozzdadasa csokkentette a talélést (bar a munkacsoportunk
késébbi vizsgalatai soran alkalmazott alacsonyabb PJ34 koncentrdci6 nem cafolta a
géncsendesitéssel kapott eredményeket). A PARP-1 csendesités és gatlas valamint a PARP-1
¢s PARG csendesités ellentétes hatdsa alapjan feltételezhetd, hogy ebben a folyamatban
sokkal dsszetettebb a szabalyozasi folyamat, és a PARP aktivitison Kivil szerepet jatszhatnak
a fehérje-fehérje kolcsdnhatasok is. Mint ahogyan példaul az NF-xB aktivalasa esetén sincs
sziikség a PARP-1 enzimatikus aktivitasara, a kdlcsonhatéas fehérje-fehérje interakcié révén
valosul meg.

A ROS szerepét az osteogén differenciacié soran human chorionalis mesenchymalis
6ssejteken (cMSC) is meger6sitettilk. Ezekben a sejtekben szintén kataldzzal gatolhato,
hidrogén-peroxid fiiggd sejthalalt mutattunk ki. gy a hidrogén-peroxid az MSC sejtekben is

szerepet jatszik a differenciaciot kisérd sejthalalban. A SAOS-2 sejtektdl eltéréen azonban az
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6ssejtekben a PJ34 jelenlétében fokozodott az apoptdzis mértéke, azaz a PARP-1 talélést

segitd hatdsat tapasztaltuk.
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6. KONKLUZIOK

A poli-ADP-ribozilécié szabalyozd szerepe a cigarettafiist altal kivaltott sejthaldlban
1. A cigarettaflist toxikus hatasu az A549 sejtekre.

2. APARP-1 és a PARG csendesités is érzékenyiti a sejteket a dohanyfust citotoxikus
hatésaira.

3. PARP-1 és PARG hianyaban csékken a DNS hibajavitas hatékonysaga.

4. A cigarettafiist kezelés A549 sejtekben intracellularis ROS képzddéshez vezet.

5. Az intracellularis ROS képzddésnek kulcsszerepe van a dohanyfiist toxikus hatasaban.

Hidrogén-peroxid altal indukalt poli-ADP-ribozilacié szabalyozd szerepe az osteogén
differenciacio soran bekovetkezo sejthalalban

1. A human placentabdl izolalt sejtek felszini markereik alapjan éssejt jellegiick és képesek
osteogén, chondrogén és adipogén iranyu differenciaciora

sejthalalt indukal

3. A differenciaci6 soran termel6dé ROS PARP-1 aktivitast valt ki.

4. A PARilacionak szerepe van az osteogén differenciacid soran bekdvetkez6 sejthalal

szabalyozasaban.
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