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1. BEVEZETES

1.1. A poli(ADP-riboz) metabolizmus

A PARP enzimcsaldd legjobban tanulminyozott tagja a PARP-1
[poli(ADP-rib6z) polimerdz-1] (EC 2.4.2.30), mérete 116 kDa. Ez az enzim az
egyik legnagyobb mennyiségben megtaldlhaté sejtmagi fehérje, mely a
nukleoplazmiban fordul eld, sejtosztodaskor a centroszOmdban és a
kromoszomékon lokalizalodik. Széleskortien elterjedt €s konzervalt enzim az
eukariotak kozott.

A PARP-1 foleg egy- vagy kétszalu DNS torés hatdsara aktivalodik,
homodimereket alkot, és a DNS-torésekhez kapcsolddik. Az aktivalt PARP a
NAD" -ot ADP-rib6zra és nikotinamidra hasitja, majd az ADP-rib6z részt a
megfeleld0 akceptor fehérjék glutamat oldallancdhoz csatolja és elagazo,
néhany PAR egységtdl akar 200 egységnyi hossziusigu polimereket
szintetizdl. Az aktiviciot kovetd polimerszintézis utdn az automodifikacid
kovetkeztében a PARP gatolt allapotba keriill. A polimereket a poli(ADP-
rib6z) glikohidroldz (PARG) az ADP-ribozil hidrolaz 3 (ARH3) és az ADP-
ribozil protein lidz enzimek tavolitjak el.

A PARP-1-nek szerepe van a genomi integritds fenntartdsaban, a
replikdcioban, a génexpresszid, a kromatinszerkezet és differencidcid

szabélyozasdban és a sejthaldlban.

1.2. A PARP-1 enzim szerepe a sejthaldlban

A sejtek elhaldsanak tobb tipusat kiilonboztetjiik meg: alapvetden
morfologiai jellemzOk alapjan beszéliink apoptozisrol, nekrdzisrol és
autofigiarol. A PARP aktivaciot a DNS kérosité szerek citotoxikus hatdsaval

el0szor Berger és munkatéarsai hoztdk Osszefiiggésbe (,,PARP Ongyilkossidg”



modell). Eszerint a PARP aktivacié hatdsira a sejt NAD" készlete a PAR
szintézis miatt lecsokken. A NAD" képzddés ATP igényes, igy elfogy a sejt
ATP készlete. Az ATP hidnya gatolja az ATP igényes folyamatokat, a NAD"
hidnya pedig a mitokondrialis elektrontranszportlancot allitja le, ami a
mitokondridlis membranpotencial 6sszeomlidsdhoz vezet. A fenti folyamatok
eredményeképpen sejt diszfunkcid, végiil sejtpusztulds kovetkezik be. A poli-
ADP-ribozilaci6 és a nekrotikus sejthaldl kapcsolata fiigg a sejttipustol és az
adott sejt metabolikus 4llapotatol.

Egy masik elképzelés szerint a PARP-1 talzott aktivacidja sordn
keletkezO0 ADP-rib6z polimerek indukaljdk az apoptdzis indukalo faktor (AIF)
transzlokdcigjit a mitokondriumbdl a sejtmagba, ami DNS fragmentaciot és
sejthaldlt okoz. A polimerek onmagukban is citotoxikus hatdsuak lehetnek,
citotoxikus hatasuk a polimer méretének novekedésével fokozodik.

Az apoptozis legtobb formdjdhoz a PARP nem sziikséges, azonban
hasitdsa nélkiilozhetetlen az apoptdzis zavartalan lezajlasdhoz. A PARP
szerepet jatszik az autofdgia folyamataiban is. Hatdsa sejttipus- 4s

stimulusfiiggést mutat.

1.3. A poli-ADP-ribozildcio f6bb stimulusai
A fokozott poli-ADP-ribozildcié fObb stimulusai lehetnek: UV

sugarzds, radioaktiv sugarzds, topoizomerdz mérgek, oxidativ stressz €s a
DNS alkilaloszerek.

Reaktiv oxigén/nitrogén intermedierek [pl.: szuperoxid anion-gyok
(0,"), a hidrogén-peroxid (H,0,), a hidroxil gyok (OH’), a nitrogén-monoxid
(NOe¢) ¢és a peroxinitrit (ONOQOY)] termelodését tapasztaltdk példaul
gyulladdsos folyamatokban, sugarzasnak kitett sejtes és  szoveti

rendszerekben, ischaemia-reperfunddlt szivben, mijban, vesében €és agyban.



Tobbféleképpen is képesek karositani a szoveteket: a DNS torésen kiviil
gatoljak a mitokondridlis 1€gzési lanc folyamatat, lipid peroxidaciot okoznak,
1oncsatorndk mitkodését gatoljak, €s fehérjéket oxidalnak.

Az alkilaloszerek [metil-metan-szulfonat, N-metil-N’-nitro-N-
nitrozoguanidin (MNNG), nitrogén- €s kénmustir] elsésorban a DNS
nukleofil csoportjait tdmadjak meg. Legaldbb 12-féle alkilalt bazist vagy
foszfotriésztert hoznak létre, melyek koziil legjelentésebb az O°-alkilguanin.
Ezek a modositdsok hibds bazisparosodashoz, vagy DNS toréshez
vezethetnek, mutacidkat okozhatnak, valamint zavart szenvedhet a
transzkripcid, a replikacié és a rekombinacié. Az alkilalészerek reakcidba
1épnek a fehérjék tiolcsoportjaival is, kdrositva azok funkcigjat. Ezen az elven
miikodik az alkilcsoportok eltdvolitdsat végz6é O°-metilguanin metiltranszferdz
enzim is, mely a metilcsoport atvételekor irreverzibilisen inaktivalodik
(,,ongyilkos enzim”). Az utébbi években tobb eredmény utal arra, hogy az
MNNG nem csupédn egy laboratériumban alkalmazott vegyiilet, megtalalhato

példaul a dohanyfiistben és a jol atsiitott hisokban is.

1.4. Protein kindzok szerepe a PARP-1 enzim mitkodésének szabdlyozdsdban

Tobb protein kindzrdl kimutattdk, hogy képes befolyasolni a PARP-1
aktivitasit fehérje-fehérje kolcsonhatds, vagy foszforilacio éaltal. A
foszforilaci6 hatisa egyarant lehet aktivalé (ERK 1/2, JNK1, AMPK ), illetve
gatlo (PKC, DNA-PK ) hatdsu.

A protein kindz C enzimcsalddba szerin/treonin specifikus protein
kinazok tartoznak, melyek szdmos sejttipus kiilonbozo  jelatviteli
folyamataiban jatszanak szerepet. Alapvetd szerepilk van példaul a
sejtproliferacio, az apoptozis €s a citoszkeleton atrendezddés szabdlyoziséaban.

Jelenleg 12 PKC izoenzimet ismeriink, melyeket kofaktorigényiik alapjan
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harom alcsaladba sorolnak. Az egyes izoformdk eltérnek aktivacidjukban,
szoveti megoszlasukban €s szubsztratspecificitisukban. A PKC-k inaktiv
allapotban a citoplazmdban taldlhatok, aktivacidjuk sordn reverzibilisen
membranhoz kotodnek. Aktivalodasukhoz - alcsaladtdl fiiggden - foszfatidil-
szerin, diacil-glicerol és Ca* sziikséges.

Irodalmi adatok alapjan a PKC in vitro foszforildlja a PARP-1-et. A
foszforilaci6 a PARP aktivitdsanak és DNS-kotésének gatlasat okozza, mig a

PARP DNS-hez val6 kotodése gétolja a foszforilaciot.

1.5. A PARP-1 szerepe gyulladdsos folyamatokban

A PARP patofizioldgids szerepét szamos gyulladdsos betegségmodellben
igazoltak: streptozotocin-indukalt diabetes, zymosan-indukalt vaszkuldris
rendellenesség, endotoxin indukalta szeptikus sokk. Irodalmi adatok alapjan a
PARP-1 két, a gyulladdsos medidtorok expresszidjaban kulcsszerepet jatszo
transzkripcios faktor (NFxB és az AP-1) aktivitasat is fokozza. A PARP
gatlasa csokkenti a granulocita infiltraciot €s az iINOS expresszidjat (ezéltal a
reaktiv nitrogén intermedierek keletkezését). A PARP-1 az NFxB mindkét
alegységével kolcsonhat, azonban az NFxB-fliggd géneknek csak egy része
(INOS, TNFao) PARP-1 fiiggd, valamint bizonyos esetekben a PARP-1
szerepét mas specifikus koaktivatorok vehetik at, valdszinlileg sejt- €s

stimulus-fliggd médon.

1.6. A PARP aktivdcio lehetséges szerepe a bor korélettandban

Kimutattak, hogy tobb bdrbetegség (napégés utin kialakuld eritéma,
kontakt hiperszenzitivitasi reakcio, psoriasis) kialakuldsaban is fontos szerepet
jatszanak a reaktiv oxigén/nitrogén intermedierek. A nitrogén monoxid (NO) a

borben kiillonb6z6 fizioldgids folyamatokban jatszik szerepet, a keringés
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szabdlyozasatol a melanogenezisig. Azonban feleslegben termelddve -
szuperoxiddal egyesiilve - peroxinitritet képez, ami sokk, gyulladds és
ischaemia-reperfuzié sordn szoveti kdrosodast okoz. Az NO sorsa attdl fiigg,
hogy a sejt aktudlis fizioldgiai allapota mennyire kedvez a peroxinitrit
képzodésének. A peroxinitrit DNS torést okoz, ami PARP-aktivacidhoz vezet,
a PARP tilzott aktiviacidja pedig sejtpusztuldst eredményez. A kontakt
hiperszenzitivitds (CHS) effektor fazisdban keratinocitdkban €és Langerhans
sejtekben az 1NOS expresszidjanak emelkedését tapasztaltdk, ezért
valdszinlisithetd, hogy CHS reakcié sordn az NO hozzdjarul a szoveti
sériiléshez. Az NO jelenléte azonban nem minden koéréllapotban negativ a
szervezet szamdra. A sebgydgyulds sordn termelddd NO hozzdjarul a
folyamathoz, sot iNOS deficiens egereken elhuzodo sebzarddast tapasztaltak.
A bor kiilonbozd gyulladdsos folyamataiban keletkezO peroxinitrit PARP
aktiviaciot okozhat. A szerzok CHS reakcioban is kimutattdk a PARP
aktivaciojat, ezen kiviill az UVB sugarzdsnak kitett borben is megfigyelheto
peroxinitrit termelddése. Az aktiv PARP - az NFkB-t aktivdlva - gyulladdsos
medidtorok képzddéséhez vezet, a PARP gatldsa csokkenti a gyulladast,
ezdltal elOdnyds nem fert6z0 gyulladdsos folyamatokban: napégés okozta

eritéma, CHS.



2. CELKITUZES

Munkank sorédn az aldbbi harom témakor koré csoportositottuk kérdéseinket.

A poli-ADP-ribozilacié szerepének vizsgalata az MNNG altal kivaltott

citotoxicitasban

1. Citotoxikus-e az MNNG timocitakon?

2. Hogyan befolyésolja a poli-ADP-ribozilacié az MNNG dltal kivaltott
sejthalal lefolyasat?

3. Van-e szerepe a szekunder oxidativ stressznek az MNNG citotoxikus

hatasaban?

A protein kinaz C szerepének vizsgilata az MINNG altal Kivaltott

citotoxicitas szabalyozasaban

1. Van-e szerepe a protein kindz C - nek az MNNG 4ltal kivaltott
citotoxicitas szabalyozdsaban?

2. Befolyasolja-e a protein kindz C a PARP-1 enzim miikodését?
A PARP-1 szerepének vizsgalata a kontakt hiperszenzitivitas gyulladasos
folyamataiban

1. Van-e szerepe a PARP aktivaciénak a CHS folyamataiban?

2. Van-e szerepe a PARP aktivacionak irritativ dermatitisben?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Allatkisérletek

Az dllatkisérletek az Amerikai Egyesiilt Allamok Egészségiigyi Intézete
(NIH) 4ltal kiadott ,,Utmutaté laboratériumi allatok gondozasardl és
hasznalatar6l” cimii ajanldsok figyelembevételével torténtek. A kezelési
protokollokat az Intézményi Allatkisérleti Bizottsdg jévahagyta. Az allatokat
minden esetben igény szerinti taplalék és vizfelvétel valamint 12 Ords
megvildgitasi ciklusok mellett, 21-23 °C-on tartottuk. Az dllatok megérkezése

utdn 3-7 napot hagytunk az alkalmazkodashoz.

3.1.1. Timocita prepardlds

Hat-nyolc hetes him C57BL6 egerek timuszat hasznéltuk kisérleteinkben.
Az allatokat széndioxid belélegeztetéssel tulaltattuk, majd a mellkas
megnyitdsa utdn kivagtuk a timuszt. A timuszt drothdlon préseltik at, igy
nyertiink 6nallé sejtekbol allo timocita prepardtumot. A sejteket RPMI-1640
médiumban tartottuk, melyet 10% fotalis borjisavoval egészitettiink ki. A

sejteket 37 °C-on, 5% CO, atmoszféraban tartottuk.

3.1.2. Kontakt hiperszenzitivitds vizsgdlata

Borotvalt hasi bdrfeliileten 100-100 pl oxazolonnal (0,2 m/v %,
aceton:oliva olaj 1:4 ardnyu elegyében oldva) szenzitizaltuk az 4llatokat. Egy
héttel a szenzitizacid utdn az egereket i.p. kezeltik PJ34 (10 mg/kg, PBS-ben
oldva) PARP-inhibitorral. Ezt kdvetoen 10-10 pl oxazolont kentiink az 4llatok
mindkét fiilének mindkét oldalara. A fiillek vastagsdgat 24 ora elteltével

mértiikk meg, és szovetmintat vettiink tovabbi vizsgalatok céljabol.



3.1.3. [Irritativ dermatitis vizsgdlata

Az allatok mindkét fiillének mindkét oldalara 10-10 ul PMA-t (forbol-
mirisztat-acetat, 0,05 m/v%, acetonban oldva) kentiink. Ezt kovetéen az
egereket 1.p. kezeltiik PJ34 (10 mg/kg, PBS-ben oldva) PARP inhibitorral. Hat
ora elteltével megmértiik a fiilek vastagsagat és szovetmintat vettiink tovabbi

vizsgalatok céljabol.

3.2.  Nitrogén-monoxid felszabadulds detektdldsa

A nitrogén-monoxid mennyiségét fluorimetrids DAF-2 mddszerrel
mértiik. Eredményeinket fluorimetridsan detektdltuk (EX: 485 nm, EM: 527
nm). A nitrogén-monoxid termelddését a nitrit és nitrdt mennyiségének
detektdlasaval is nyomon kovettiik, melyek vizes oldatban a nitrogén-monoxid
stabil végtermékei. A nitrit és nitrat egyiittes koncentraciojat Griess-Ilosvay

reakcidban detektaltuk. Az abszorbanciat 550 nm-en mértiik.

3.3.  Nitrotirozin kimutatdsa immunfluoreszcencia segitségével

A sejteket jéghideg, 95%-o0s etanolban fixaltuk. A rehidracié PBS-ben
tortént. A feddlemezeket kecskeszérummal blokkoltuk. Ezt kovetden
mintdinkat egy éjszakan 4t inkubdltuk poliklondlis anti-nitrotirozin
ellenanyaggal (1:300). A fedOlemezeket biotinildlt, kecskében termeltetett,
anti-nyul IgG antitesttel inkubaltuk (1:200, 1 h, szobahomérséklet). Mintakat
streptavidin-AlexaFluor 488 konjugdtummal inkubaltuk, majd fluoreszcens

mikroszkdppal vizsgaltuk.

3.4. Western blot
A tirozin nitrdlédas, az 1NOS expresszid, a poli(ADP-rib6z)

akkumulaci6 detektalasa, a PARP foszforilacigjdnak meghatidrozasa (IP



mintdkbdl) és a PKC izoformdk azonositdsa Western blot médszerrel tortént.
A primer antitesteket 1% tejport tartalmazé TBST-ben oldottuk, egy €jszakéin
at inkubdltuk mintdinkat. A torma-peroxiddzzal jelolt szekunder antitestekkel
val6 inkubécid 1 6rdn 4t tortént. Eredményeinket kemilumineszcencia eldhivé

oldattal, rontgenfilmen tettiik lathatéva.

3.5. Egyszdlu DNS torések kimutatdsa

A DNS toréseket comet assay-vel mutattuk ki. Az eljards a karosodott
DNS azon tulajdonsigén alapszik, hogy konnyebben hurkolédik ki és mozdul
el elektromos erdtérben, mint az ép DNS. A maganyag karosodés hataséara
tistokosszertien elnyulik (innen az eljards neve), mig az ép DNS a sejt eredeti
helyén marad. A sejteket agar6zba &4gyaztuk, lizdltuk, majd elektromos
erdtérbe helyeztiikk. A DNS-t etidium bromiddal (10 pg/ml) tettiik lathatova.
Eredményeinket fluoreszcens mikroszkopidval detektaltuk és egy vizudlis

értékelési rendszer segitségével értelmeztiik.

3.6. Radioaktiv PARP aktivitdsmérés

A sejtlizitumok PARP-aktivitdsit a "H-NAD' TCA-val kicsaphat6
fehérjefrakcioba valo beépiilésének mérésével hataroztuk meg. A sejteket 20
percig MNNG-vel kezeltiik, majd a médiumot 0,5 ml aktivitismérd pufferre
cseréltiik, mely 0,5 pCi/ml *H-NAD"-ot tartalmazott. Harminc perc elteltével
a sejtfehérjéket jéghideg 50%-os TCA-val kicsaptuk. A csapadékot 2%
SDS/0,1 N NaOH oldatban szolubilizaltuk. A beépiilt radioaktivitast

folyadékszcintillacids szamldloval mértikk meg.
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3.7. A mitokondridlis membrdn depolarizdciodjdnak és a szuperoxid
termelddésének kimutatdsa
A mitokondridlis membranpotencidl valtozasat dramldsi citometridval
vizsgéltuk, FACS-Calibur citométeren, 3,3’-dihexiloxakarbocianin-jodiddal
[DiOC¢(3)] festett sejtekben.
A mitokondridlis szuperoxid termelést szintén &dramldsi citometridval
hatdroztuk meg hidroetidium (HE) felhasznaldasaval (2 uM, 15 perc, 37 °C),

amit a szuperoxid erdsen fluoreszkél6 etidiumma alakit.

3.8.  Kaszpdz-3 aktivitds mérése

Hat 6rdval az MNNG kezelés megkezdése utan lizéaltuk a timocitdkat. A
lizitumokhoz 1:1 ardnyban reakciopuffert adtunk, amely 50 uM-os
végkoncentracioban tartalmazta az aminometil-kumarinnnal konjugalt
tetrapeptid kaszpaz szubsztratot (DEVD-AMC), mellyel 1 6ran 4t inkubdltuk.
Eredményeinket fluorimetridsan detektiltuk (EX: 390 nm, EM: 460 nm).

3.9. A DNS fragmentdcio kimutatdsa (DNS létra képzodése)

Az internukleoszomalis DNS fragmentaciot agardz gélelektroforézissel
mutattuk ki. Két szazalékos agardz gélt ontottiink, majd a gél megszilardulasa
utin a fésu feletti részt levagtuk. Az iires részbe 1% agar6z gélt ontottiink. A
sejteket mintapufferrel elegyitve vittiink fel a gélre. Az elektroforézist

kovetden a gélt 2 pg/ml etidium bromiddal festettiik meg.

3.10. Citotoxicitds meghatdrozdsa (propidium jodid felvétel)
Az MNNG kezelés 4ltal kivaltott sejtpusztulast propidium jodid (PI)
felvétellel hataroztuk meg. A timocitdkat 2,5 ug/ml PI oldattal festettiik 15

percen at, majd PBS-sel végzett mosds utdn dramlési citometridval analizaltuk
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a mintdkat. A citotoxicitast a kovetkez0 képlet segitségével szamitottuk:
100x(T-C)/(100-C), ahol a T a PI pozitiv sejtek szazalékat jelenti a mintdkban,

mig a C a kontroll mintdban a PI pozitiv sejtek ardnyat.

3.11. Citotoxicitds meghatdrozdsa (MTT redukcios modszer)

Az MNNG kezelés hatasat a sejtek életképességére 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid (MTT) redukciés médszerrel is vizsgéltuk.
Mivel szuszpenzids sejtekkel dolgoztunk, a kezelések elvégzése utan a
sejteket Eppendorf csovekbe gyljtottilk, centrifugaltuk, majd a médium

leszivasa utan azokat dimetil-szulfoxidban (DMSO) vettiik fel.

3.12. Immunprecipitdcio

A PARP-1 foszforilacigjanak detektdlasat i1mmunprecipitacioval
végeztiik. A kezelések elvégzése utdn a sejteket lizaltuk, majd szonikéltuk.
Mintdinkat Sepharose - protein A gyanta hozzdaddsaval eldtisztitottuk. Az
immunprecipitdci6 PARP elleni antitesttel €s Sepharose-protein A gyantaval
tortént. Ezutan foszfoszerin elleni antitesttel Western blotot végeztiink. A
vizsgalatot foszfoszerin elleni antitesttel immunprecipitdlva és PARP elleni

antitesttel Western blotot végezve is elvégeztiik.

3.13. PKC izoformdk lokalizdciojanak vizsgdlata immunfluoreszcencidval

A sejteket poli-lizinnel bevont lemezeken immobilizéltuk. Etanolos
fixalast kovetoen vizsgalatainkhoz a Western blot mddszernél is hasznalt PKC
elleni antitesteket alkalmaztuk. Immunfluoreszcens jelolésre FITC-cel
konjugalt szekunder antitesteket hasznaltunk. A sejtmagokat DAPI-val
festettiik. A felvételeket Zeiss LSM 510 META konfokdlis mikroszképpal
készitettiik.
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3.14. Invitro foszforildcio

Tisztitott PARP-1 enzimet foszforildltunk tisztitott cPKC enzimek
elegyével (a, B és vy izoformdk keveréke), HEPES tartalmu assay pufferben. A
PKC elegy végkoncentricidja 0.1 pg/ml volt. Az enzimet CaCl, és foszfatidil-
szerin — diolein micelldk hozzdadaséaval aktivaltuk. Mintdnként 5 pul ATP
elegyet hasznaltunk [0,998 mM ATP és 20-szorosdra higitott **P-ATP (270
CPM/pmol)]. SDS-poliakrilamid gélelektroforézist kovetden eredményeinket

autoradiografiaval detektaltuk.

3.15.  Metalloproteindz zimogrdfia

A szdvetmintakat TNC pufferben homogenizaltuk. A
fehérjekoncentraciot  Bradford  moddszerével  hataroztuk meg. A
homogeniziatumokat ezutdn 2X SDS mintapufferrel kevertiik 6ssze, majd 7,5
png fehérjét vittiink fel zselatin vagy kazein zimografias gélekre. A géleket a
futtatds utan renaturdltuk, majd az aktiv proteinazok el0hivasat egy éjszakan at
végeztilk elohivd pufferben. Az emésztetlen szubsztratot Brilliant Blue
festékkel festettiik meg. Bizonyitand, hogy az emésztés utdn megjeleno
sdvok Ca**-fiiggd protedzoknak felelnek meg, replikdtum géleket Ca**-mentes

pufferben (20 mM EDTA) hivtunk el0.

3.16.  Peroxiddz aktivitds mérése

Cryochrome Blue matrix-ba dgyazott szovetekbdl 6 um vastagsagu szeleteket
vagtunk. A reakcidpufferben 10 percen at inkubaltuk mintdinkat. Egy 6réan at,
szobahOmérsékleten hattérfestést végeztiink Nuclear Fast Red-del. A

targylemezeket desztillalt vizzel mostuk, majd dehidraltuk és lefedtiik.
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3.17.  Citokin expresszio vizsgdlata ELISA mddszerrel

Az egérfiilekbdl késziilt lizatumokban citokinek (TNFa, IL-1B) és kemokinek
(MIP-1a, MIP2) expresszidjat vizsgaltuk ELISA kitek (R&D System,
Minneapolis, MN) segitségével. Vizsgalatainkat a kitek protokoljai alapjan

végeztik.

3.18. Mieloperoxiddz aktivitdas mérése

Az egérfiileket homogenizaldsa utan a mieloperoxidiz aktivitas mérését 1 mM
hidrogén-peroxid jelenlétében végeztik, TMB szubsztrittal. Az MPO
aktivitist 650 nm-en, fotometridsan detektidltuk. Eredményeinket

fehérjetartalomra vonatkoztattuk.

3.19. Statisztikai analizis

Minden kisérletet legalabb harom alkalommal végeztiink el kiilonb6z6 napon.
A szignifikancia meghatdrozasédra a Student ¢ tesztet alkalmaztuk, és a p<0,05
értékeket tekintettiik szignifikdnsnak. A comet assay statisztikai analiziséhez a

Mann és Whitney - féle U-tesztet hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. MNNG kezelés hatdsdra bekovetkezo tirozin nitrdlds és PARP aktivdcio
vizsgdlata

4.1.1. Az MNNG dltal okozott sejtpusztulas és PARP  aktivdcio
tanulmdnyozdsa

Mas sejttipusok esetében mar ismert volt, hogy az MNNG aktivélja a
DNS torés - PARP aktiviaci6o utvonalat, ezért megvizsgiltuk, hogy
rendelkezik-e hasonlé hatdssal timocitdkon. Az MNNG mar viszonylag
alacsony koncentricioban alkalmazva 1s jelent0s mértékii nekrotikus
sejtpusztulast (PI felvétel) eredményezett, ami a PARP géatloszerrel és a tiolos
antioxidansokkal kivédheto volt.

A PARP gatlasa tehit csokkentette a nekrotikus sejtpusztulést, viszont
ezzel egyidejliileg fokozta az apoptotikus sejthaldlt. Alacsony MNNG
koncentrdci6 alkalmazdsa esetén emelkedett kaszpdz aktivitist €s -
internukleoszomalis DNS fragmentaciét mértiink, mig magasabb MNNG
koncentriaciok hatdsdra mindkét paraméter csokkenését tapasztaltuk. PJ-34-
gyel torténo elOkezelés ellensulyozta az MNNG hatdsat. Az MNNG PARP
aktivaciot okozott timocitidkban, ami mind a tiolos antioxidansokkal, mind

pedig a PARP inhibitorral géitolhaté volt.

4.1.2. DNS torés és mitokondridlis paraméterek vizsgdlata MNNG-vel kezelt
timocitdkban
Az alkalmazott antioxiddnsok védelmet nyujtottak az MNNG A4ltal
okozott DNS torések ellen is, mig a PARP inhibitor PJ34 a DNS torést nem

befolyasolta.
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Kordbbi vizsgdlataink alapjén a peroxinitrit, vagy hidrogén-peroxid éltal
indukalt nekrotikus sejthaldlt mitokondridlis valtozdsok is kisérik, mint
példaul a mitokondridlis membrin depolarizicidja, szekunder szuperoxid
termelés €s a mitokondrium szerkezeti sériilése. Ezenkiviil azt is bizonyitottak,
hogy ezeket a valtozdsokat timocitdkban a PARP aktivacigja okozza. MNNG
kezelés hatdsdra hasonlé mitokondridlis valtozdsokat tapasztaltunk, mint

korabban, az oxidativ stressznek kitett timocitakon.

4.1.3. Az MNNG-bol felszabadulo NO hatdsainak vizsgdlata

Tobb megfigyelés is bizonyitja azt a lehetOséget, miszerint az MNNG
bomlasa reaktiv intermedierek termelddéséhez vezet. Az MNNG molekula
tartalmaz egy nitrozo csoportot, ezért elképzelhetOnek tartottuk, hogy a
szerves nitrozo-vegyiiletekhez hasonléan az MNNG bomldsa sordn is
keletkezhet nitrogén-monoxid. Az MNNG vizes oldatidban koncentraciofiiggod
nitrit/nitrat termel0dést tapasztaltunk, ami az MNNG-bOl tortén6 NO
felszabadulasra utal. Eredményeinket az NO-specifikus DAF-2 nevi,
fluorogén probaval erdsitettik meg. A fenti adatok alapjan feltételezheto,
hogy az MNNG-bOl NO szabadul fel, ami szuperoxiddal egyesiilve
peroxinitritet képez MNNG-vel kezelt timocitakban.

A peroxinitrit nitrdlni képes a fehérjék tirozin és triptofan oldallancait,
valamint a DNS guanin bazisait. Az MNNG-vel kezelt sejtek erds
immunopozitivitdst mutattak nitrotirozinra, amely dozis- €s 1dofliggést
mutatott. A keletkezd peroxinitrit - legalabb részben - felelos lehet az MNNG
citotoxikus hatasaért.

Az MNNG kezelés hatasara nem indukdlddott az iNOS timocitakban.
Eredményeink arra utalnak, hogy az endogén NO termelésnek nincs szerepe a

folyamatban.
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4.1.4. Az intracelluldris és az extracelluldris GSH eltdvolitdsdnak hatdsa az
MNNG dltal kivdltott citotoxicitdsra

Vizsgalatainkban az intracelluldris glutation deplécidja szignifikans
védelmet nyujtott az MNNG citotoxikus hatdsaval szemben, ami azt jelzi,
hogy a GSH/GST rendszer az MNNG bioaktivaciojat szolgélja az altalunk
vizsgélt sejtekben. Kisérleti koriilményeink kozott az exogén tiolok
valészinlleg az MNNG extracelluldarisan torténd detoxifikacidjanak révén
fejtik ki citoprotektiv hatdsukat. Ezt tdmasztja ald az a vizsgalatunk is,
amelyben a tiolokat az MNNG kezelés elott kimostuk a sejtek
tapfolyadékabdl. Ebben az esetben nem tapasztaltunk citoprotektiv hatast. A
tiolok védOhatdsa tehdt nem bizonyitja, hogy az MNNG toxicitdsanak

hatterében szabadgyokok 4ltal kozvetitett mechanizmus all.

4.1.5. A szuperoxid, a nitrogén monoxid és a peroxinitrit szerepének
vizsgdlata az MNNG citotoxikus hatdsdban

Eredményeink alapjan valdszintisithetd, hogy mind a peroxinitrit, mind
pedig az MNNG citotoxikus hatdsdban szerepe van a PARP aktivacidjanak.
Ezért megvizsgaltuk, hogy szerepet jatszik-e a peroxinitrit az MNNG
citotoxikus hatasdban. Feltevésiink mellett sz6l a tiolos antioxidansok
védohatdsa az MNNG altal okozott DNS toréssel €s citotoxicitassal szemben.
Ismert viszont, hogy a GSH és a NAC a reaktiv oxigén — és nitrogén
intermedierek (ROI és RNI) mellett az alkil gyokok befogaséara is képesek,
ezért megvizsgaltuk specifikus ROI és RNI inhibitorok hatasat is. A
kisérletben alkalmazott sejtpermedbilis szuperoxid-diszmutdz, katalaz, cPTIO
(NO scavenger) és FP-15 (peroxinitrit bomlasat katalizald porfirinszarmazék)
egyike sem volt képes gatolni az MNNG 4ltal okozott DNS torést €s
citotoxicitast. Ezek alapjan elmondhatd, hogy az MNNG nem ROI/RNI

-17 -



termel0dés révén okozza a DNS-torést, a PARP-aktivaciot €s a sejtpusztulast.
Nitrogén-monoxid, reaktiv oxigén intermedierek €s peroxinitrit képzodik
ugyan az MNNG-vel kezelt sejtekben, azonban ezek nem befolyisoljdk az

MNNG éltal okozott DNS-torést és sejthalalt timocitdk esetében.

4.2. A protein kindz C szerepe az MNNG adltal kivdltott citotoxicitds
szabdlyozdsdaban

Irodalmi adatok szerint a PARP 1 tobb kindznak (AMPK, DNA-PK,
JNK, PKC) is szubsztratja lehet. In vitro vizsgalatok alapjan a PKC képes a
PARP-1 foszforilacigjéra.

Western blot médszerrel kimutattuk, hogy egér timocitdkban az Osszes
altalunk vizsgdlt PKC izoforma (a, Bi, B2, 0, € (, 0, n) expresszalodik.
Megerositettilk a PARP-1 PKC Altali in vitro foszforilaciojat is.

4.2.1. A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG dltal kivdltott PARP aktivdciora
MNNG-vel kezelve a timocitdkat, kordbbi eredményeinknek
megfeleloen, jelentds mértékli PARP aktivaciot tapasztaltunk, melyet
megakadédlyozott a PARP gatlészer PJ34 egyidejii alkalmazasa. A PKC
aktivator PMA-val (forbol-12-mirisztat-13-acetat) tortént elokezelés hatasara
az MNNG-indukélta PARP aktivaci6 gatlasat tapasztaltuk. Ezzel
Osszhangban, a keletkez0 ADP-rib6z polimerek mennyiségének szignifikdns
csokkenését tapasztaltuk a PMA-val kezelt sejtekben. A PMA PARP-gitlo
hatdsa kiillonb6z6 mért€kben ellensulyozhaté volt PKC inhibitorok

alkalmazasaval.
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4.2.2. A PKC aktivdcio hatdasa az MNNG dltal kivdltott citotoxicitdsra

A PKC aktivator és a gatloszerek a PARP-aktivaciora kifejtett
hatasokkal 0sszhangban a sejthaldlt is befolyasoljdk. A PARP-aktivitds PMA-
kezelés hatdsara torténo gétlasa - a PARP inhibitorokhoz hasonldan - véd a
nekrotikus sejtpusztulas ellen, egyuttal a sejthalalt az apoptotikus utvonalakra
tereli. A PMA hatasat csokkenteni tudtuk az alkalmazott PKC inhibitorokkal
(GF109203X, G66976). Hasonl6 megfigyeléseket tettiink az érett limfoid
populéciot képviselO splenocitakon is, viszont Jurkat T limfoid sejtvonalon és
adherens sejteken (A549 tiidOepitél sejtvonal, HaCaT keratinocita sejtvonal) a
jelenséget nem tudtuk kimutatni. Ezek alapjan elmondhat6, hogy
eredményeink kiterjeszthetOk érettebb limfoid sejtekre 1s, viszont

transzformalt sejtvonalakra nem.

4.2.3. A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG indukdlta DNS torésre

Sem a PMA, sem pedig a PKC inhibitorok nem befolyasoltdk az
MNNG hatéséra 1étrejovo DNS torést. Pozitiv kontrollként glutationt (GSH)
hasznéltunk, mely a 4.1. fejezetben leirtaknak megfelelden megakadalyozta az
MNNG dltal kivéltott DNS torést. Ezek az eredmények meger0Ositik azt a
feltevésiinket, miszerint a PKC nem a PARP aktiviciéhoz vezeto

folyamatokat, hanem magét a PARP aktiviciot befolydsolja.

4.2.4. A PARP-1 PKC dltali foszforildciojdnak vizsgdlata

A PMA kezelés hatasara a PARP-1 foszforil4ciojat tapasztaltuk, amit az
alkalmazott PKC inhibitorok csokkentettek. Eredményeink alapjan tehat a
PKC sejtes rendszerben is képes a PARP-1 foszforilacidjara, aktivitdsanak
gatlasara, s ezaltal citoprotektiv hatasu. Ez a felfedezés szamos, a PKC, a

PARP és a sejthalal teriiletén megjelent eredményt megmagyardz. Szamos
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kordbbi cikkben kiilonb6zd stimulusok (oxiddnsok, proinflammatorikus
citokinek) altal indukdlt sejthaldl meggétolhaté volt a PKC-t aktivalo
forbolészterekkel, rdaddsul a PKC overexpresszidja gatolja a sejtpusztulast.
Szamos esetben a PKC inhibitorok fokozzdk a sejthalédlt. A PKC ezen kiviil
véd a miokardidlis infarktussal szemben, amelyben a miokardidlis nekrézis a
PARP-1 tulaktivaci6 kovetkezménye. Eredményeink alapjan
val6szinUsithetjiik, hogy a PARP-1 aktivitdsanak szabdlyozasa is részét képezi
a PKC sejthaldl reguldcidjdban betoltott szerepének. Emellett a PARP PKC
altali szabdlyozédsa a sejt mas jeldtviteli folyamataiban is szerepet jitszhat.
Példaul human endotél sejteken az IGF-1 indukdlta VEGF expresszi6 a PKC
altali foszforil4aci6 hatdsara gatlodé PARP-aktivitastol fiigg.

Erdemes megjegyezniink, hogy fibroblasztokban és  humdn
monocitidkban a PKC a PARP-1 aktiviciojat okozta. A fenti ellentmondést
okozhatja példaul a sejttipusok és a kisérleti koriilmények kiilonboz0sége. Az
is lehetséges, hogy a PMA a PARP enyhe aktivaciojat okozza, ami PARP-1
automodifikacigjahoz vezet, amirdl ismert, hogy az enzim gatlasat okozza. Ezt
kovetden az MNNG aéltal indukalt DNS-t6rés csupan enyhe PARP aktivaciot
okoz, a PARP igy nem tud tulaktivdlodni és nekrézist okozni. Ennek a
feltételezésnek az igazoldsa azonban tovéabbi vizsgdlatokat igényel.

A PARP és a PKC viszonyaval kapcsolatos megfigyelések szerint a
PARP is képes mddositani a PKC aktivitdsat. Rdadasul, a PARP befolyésolja
a MARCKS (myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate) fehérjék

tulajdonséagait is, melyek a PKC enzimek fontos szubsztratjai.

4.2.5. A PKC ttvonal indirekt stimuldcidjdnak hatdsa a PARP-aktivitdsra
A PKC jelatviteli utvonaldanak indirekt stimuldcidja (pl.: aktivalt

timocitadkban és splenocitdkban) szintén a PARP gatldsahoz vezetett.
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Klasszikus PKC-k sejtbeli elhelyezkedését vizsgdlva a PKC P1 nukledris
transzlokdcidjat tapasztaltuk. A tobbi vizsgédlt PKC izoforma (a, B2, 9, €, {, 6,
i) lokalizdciojaban nem tapasztaltunk valtozast. A fenti adatok alapjan
valészintlileg a PKC B, kozvetitheti a PARP-1 gatlasat aktivalt timocitdkban és
splenocitdkban, melyet PKC inhibitorokkal végzett vizsgéilataink is

megerdsitenek.

Eredményeink tehdt a PARP-1 aktivitdsanak PKC altali szabalyozésat
mutatjdk egér timocitdkon. Elsoként vizsgiltuk a PKC-re haté aktivalo-,
illetve gatloszerek hatdsit MNNG-indukélta nekrézisban. Vizsgdlataink
alapjan a PKC (legaldbb részben) a PARP aktivitdsanak szabalyozadsan

keresztiil jatszik szerepet a sejthaldl moduldlasaban timocitdkon.

4.3. A PARP-1 szerepe a kontakt hiperszenzitivitas gyulladdsos
Jolyamataiban

A kontakt hiperszenzitivitds (CHS) egy késdi tipusu hiperszenzitivitasi
reakci6. A CHS reakcio két részre oszthatd: szenzitizaciOs féazisra €s effektor
fazisra. Utobbiban fontos szerepet jatszik a proinflammatorikus citokinek
termelddése, limfocitdk és granulocitdk infiltracidja, melyhez erds oxidativ
stressz tarsul. Irodalmi adatok alapjan a poli(ADP-rib6z) polimerdaz (PARP)
gatlasa, vagy a PARP-1 gén kiiit€se jelentosen csokkenti a gyulladisos
reakciOkat (colitis, arthritis, uveitis). Jelen vizsgalataink arra irdnyultak, hogy

feltarjuk a poli-ADP-ribozil4cio6 szerepét CHS-ben.
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4.3.1. PARP gatloszer hatdsa a neutrofil infiltrdciora

A PARP gatlasdanak  hatdsdra csokken az  6démaképzOdés
(fillvastagodds) és az inflammatorikus sejtek migracidja a gyulladésos
teriiletre. Kiillonb6zd gyulladasokban, igy a CHS-ben is reaktiv oxigén — és
nitrogén intermedierek (ROI és RNI) keletkeznek. Ezek az intermedierek
stimuldlhatjdk a DNS-torés - PARP-aktivici6 tutvonalat, amely részt vesz az
endotél diszfunkcid kialakitidsdban. Mivel a legtobb reaktiv intermediert az
infiltrdlé  granulocitdk termelik, ezek gyulladdsos teriiletre tOrténo
migracidjanak gétlasival csokken a ROI/RNI mennyisége. Eredményeink
(peroxidaz festés, MPO aktivitds) valéban azt mutatjadk, hogy a PARP

gatlasdnak hatdsdra csokken a granulocitdk kilépése a keringésbol.

4.3.2. Citokin expresszio és MMP aktivdcio CHS-ben

Korébbi vizsgalataink szerint a PARP-1 - az NFkB transzkripcios faktor
koaktivatoraként - citokinek expresszidjat szabalyozza kiilonb6zd gyulladasos
modellekben. A MIP-la (a neutrofil granulocitik egyik legfontosabb
kemoattraktdnsa) és mas proinflammatorikus citokinek/kemokinek (MIP-2,
TNFa, IL-1B) indukcigjat figyeltik meg oxazolon kezelés hatdsdra, ezek
szintjét a PJ-34 kezelés mérsékelte.

A matrix metalloproteindzok (MMP) is gyulladdsos medidtornak
tekinthetOk, mivel az MMP inhibitorok gyulladdscsokkentd hat4sat
bizonyitottak szdmos gyulladdsos modellben, igy CHS-ben is. Az MMP-k az
infiltral6 sejtek mozgasat segitik az extracellularis matrixban. Az MMP9
expresszidja proinflammatorikus citokinekkel (TNFa, IL-1B) indukalhatd,
termelésére tobb sejttipus is képes. Az MMP-k aktivitdsat szoveti
metalloproteindz inhibitorok (TIMP-ek) ellensulyozzdk. A szenzitizalt egerek

mintdiban a matrix-metalloproteindz (MMP) expresszidjdnak és aktivitdsanak
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emelkedését tapasztaltuk, ami a PJ-34 kezelés hatdséara lecsokkent. Az MMP
inhibitor TIMP2 esetében ellentétes valtozasokat tapasztaltunk. Mivel az
MMP-expressziot az NFkB szabdlyozza, az MMP9 expresszidjdnak PARP-
inhibitorok altali gatldsa is a PARP koaktivéitor szerepének kovetkezménye.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a PARP aktivitds szerepet jatszik a
gyulladas kifejlodésében CHS-ben. A PARP t6bb ponton moduladlja a
gyulladasos reakciokat: fokozza a leukocita migraciot, a gyulladasos citokinek

¢és kemokinek termelddését, valamint fokozza az MMP-k expresszidjat.

4.3.3. A PARP aktivdcio szerepe irritativ dermatitisben

Borfeliilettel érintkez0 haptének nem antigén-specifikus irritativ
dermatitist is indukalhatnak. Megvizsgéltuk a PJ34 hatasait a PMA altal
kivaltott fiilvastagodasra. A PMA kisebb mértékli duzzanatot okozott, mint az
oxazolon. A PARP inhibitor szignifikdnsan - bar a CHS-ben tapasztalthoz
képest kisebb mértékben - csokkentette a fillek duzzanatit, és gatolta a sejtes
infiltraciot. Eredményeink arra utalnak, hogy a PARP mind az antigén 4ltal
kivaltott, immunmedidlt gyulladast, mind a nem antigén-specifikus dltalanos

gyulladasos utvonalakat modulélja.
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5. KONKLUZIOK

A poli-ADP-ribozilacié szerepének vizsgalata az MNNG altal kivaltott

citotoxicitasban

1. Az MNNG citotoxikus hatasu timocitdkon.

2. A PARP enzimnek atkapcsol6 szerepe van az MNNG altal kivéltott
sejthaldlban.

3. Tiolos antioxiddnsok védelmet nytjtanak az MNNG altal kivéltott
citotoxicitassal, DNS-toréssel és PARP-aktivacidoval szemben.

4. Az MNNG bomlasa sordn NO szabadul fel.

S. Az NO a sejtben keletkez6 szuperoxiddal peroxinitritet képez, ami
tirozin nitralodast okozhat.

6. Az MNNG citotoxikus hatdsdban nem jatszik szerepet sem az NO, sem

a szuperoxid, sem pedig az ezek egyesiiléseként keletkezd peroxinitrit.

A protein kinaz C szerepének vizsgalata az MNNG altal kivaltott
citotoxicitas szabalyozasaban

1.
2.
3.

A PKC in vitro €s in vivo 1s foszforildlja a PARP-1-et.
A protein kindz C gatolja a PARP-1-et egér timocitakban.
A protein kindz C aktivacidja a PARP-1 gatlasan keresztiil csokkenti az

MNNG citotoxikus hatasat.

A PARP-1 szerepének vizsgalata a kontakt hiperszenzitivitas gyulladasos

folyamataiban

A PARP szerepet jatszik a CHS soran kialakul6é 6démaképz0dés, a
neutrofil infiltracid, citokin expresszié és az MMP aktivacio

folyamataiban.
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A PARP irritativ dermatitisben is befolydsolja a duzzanat €s neutrofil
infiltracié mértékét. Tehat a PARP mind az antigén altal kivaltott,
immunmedidlt gyulladast, mind a nem antigén-specifikus dltalanos

gyulladasos utvonalakat moduldlja.
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