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2. ROVIDITESEK

A magyarra csak nehézkesen fordithat6 kifejezések angolul szerepelnek.

AIF: apopt6zis indukald faktor

ALP: alkalikus foszfataz

ARH3: ADP-ribozil hidrolaz 3

ATM: ataxia telangiectasia mutated
ATP: adenozin-trifoszfat

BAL.: B agressive lymphoma

BER: bazis excizids DNS javitas
BMP: csont morfogén fehérje

BRCT: BRCAL C terminalis domen
CAT: katalaz

COPD: chronic obstructive pulmonary
disease

CSE: cigarettafist kivonat

DDB2: damaged DNA binding protein 2
DMMB: dimetil-metilénkék

DMSO: dimetil-szulfoxid

Dnmtl: DNS metiltranszferaz 1

ECIS: Elecric Cell-substrate Impedance
Sensing

FBS: fotalis borjusavo

GPX: glutation peroxidaz

GSH: redukalt glutation

HBSS: Hank’s balanced salt solution
IFN: interferon

IL: interleukin

JNK: c-Jun N-termindlis kinaz

LDH: laktat-dehidrogenaz

MSC: mesenchymalis 6ssejtek

NAD": nikotinamid-adenin dinukleotid
NER: nukleotid exciziés DNS javitas
NF«B: nuklearis faktor kappa B
NHEJ: non-homologous end joining
NLS: nukleéris lokalizaciés szignal
NOX: NADPH oxidaz

PAR: poli(ADP-rib6z)

PARG: poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz
PARP: poli(ADP-rib6z) polimeraz
PCR: polimeraz lancreakcid

PEG: polietilén-glikol

RNS: reaktiv nitrogén intermedierek
ROS: reaktiv oxigén intermedierek
Runx2: Runt-related transcription factor 2
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SOD: szuperoxid dizmutéaz

TBARS: tiobarbiturat reaktiv anyag
TNF-o: tumor nekr0zis faktor alfa
TRF1: telomeric repeat binding factor-1
WGR: triptofan-glicin-arginin domén
XRCC1: X-ray repair cross-

complementing protein 1



3. BEVEZETES

3.1. A poli(ADP-rib6z) polimeréz enzimcsalad

A poli(ADP-rib6z) polimerdzok (PARP-ok, mas néven ADP-ribozil transzferazok,
ARTD-K) jellemzden eukaridtakban és kivételesen egyes prokariotakban el6forduld enzimek,
melyek akceptor fehérjék ADP-ribozilaciojat katalizaljak (Vyas et al., 2013). A poli-ADP-
ribozilacié kutatdsa az 1960-as években indult. Ekkor fedezték fel, hogy egy sejtmagban
talalhaté enzim NAD" felhasznaldsaval nukleinsavszerii molekula, poli(ADP-ribdz) [PAR]
szintézisére képes (Chambon et al., 1963; Nishizuka et al., 1967). Ez az enzim a poli(ADP-
rib6z) polimeraz, késébbi nevén PARP-1, sokaig az egyetlen ismert tagja volt a
fehérjecsaladnak. Ma a PARP enzimcsaladnak 17 tagja ismert, a fehérjecsalad tagjait kilon
gén kodolja, de mindegyikiik tartalmazza a konzervalt, 50 aminosavbdl all6, PARP-okra
jellemz6 szekvenciat (PARP signature sequence) a katalitikus doménen belul (Amé et al.,
2004; Kim et al., 2005). Ez a PARP-okra jellemz6 szekvencia a gerincesek korében 100%-0s
homoldgiat mutat (Virdg és Szabd, 2002). Az enzimcsalad tagjait doménszerkezetik és az
aminosavszekvencia hasonlésagai alapjan tébb  alcsalddba  soroljak, kiilonb6z6
munkacsoportok kiilonb6zé besorolast haszndlnak (Otto et al., 2005; Vyas et al., 2013;
Hottiger et al. 2010).

A human PARP-1fehérjét kddolé gén az 1-es kromoszoéman talalhatd, a fehérje 1014
aminosavbol all, molekulatomege 113 kDa (Meyer et al., 2006; Amé et al., 2004). Az enzim
felépitésére harom f6 szerkezeti elem jellemzé: a DNS-ké ¢ domén (DBD, 1-374
aminosavak), az automodifikacidés domén (375-525 aminosavak) és a katalitikus domén (526-
1014 aminosavak) (Langelier et al., 2008). Az N terminalis részen taldlhato DNS-ko6t6 domén
két Zn-ujj domeént tartalmaz, melyek kiilonb6z6 DNS struktarakhoz kotédnek. Ezen feliil a
DNS koté doménben talalhaté még egy nuklearis lokalizacios szignal (NLS) és egy kaszpaz-3
hasitohely (DEVD: Asp-Glu-Val-Asp) (Virag és Szabo, 2002; Langelier et al., 2008). Egy
harmadik Zn-ujj motivum meglétét is leirtdk az N-terminalis részen, de ez 6nmagaban nem
kotédik a DNS-hez, hanem az enzim DNS altali aktivalédasahoz sziikséges (Langelier et al.,
2011; Tao et al., 2008). Az automodifikaciés doménen belil egy BRCT domén (BRCA1 C
terminalis domén) talalhatd, mely gyakran eléfordul a DNS hibajavitasban szerepl6 és a
sejtciklust szabalyozé enzimekben (Virag és Szabo, 2002). A BRCT domén felelés a fehérje-
fehérje kolcsdonhatasokért a PARP-1 és a DNS hibajavité enzimek illetve egyéb kdlcsonhatd
fehérjék kozott (Langelier et al., 2008). A fehérje C-termindlis részéhez kozel talalhaté egy

er6sen konzervalt WGR (triptofan-glicin-arginin) domeén, melynek pontos funkcidja még nem



tisztazott, de nélkillézhetetlen a PARP-1 aktivaciojahoz. Ujabb kutatasok alapjan valosziniileg
a domének kozotti kdlcsonhatasban van szerepe (Langelier és Pascal, 2013). A katalitikus
domén a molekula C-termindlis végén helyezkedik el. Ez az eukariotik korében erésen
konzervalt régio, mely a NAD" szubsztrat megkotéséért és a polimer szintéziséért felelds
(Virég és Szabd, 2002). A huméan PARP-1 doménszerkezetét az 1. dbra mutatja. A PARP-1
szerepet jatszik a DNS hibajavitasban, a sejtciklus ellendrzésében, a transzkripcid
szabalyozésaban, a sejthalal Gtvonalak szabalyozasaban és szamos egyéb folyamatban (Meyer
et al., 2006).

DBD AD WGR/CAT
A ) A
( A B _c ) - g - \
1 214 373 464 533 634 663 1014
hPARP1 Fl FIRRNESY Ful BRCT WGR Catalytic Domain

1. &bra A human PARP-1 doménszerkezete (Altmeyer et al., 2009 nyoman)

Az enzim harom f6 doménbd6l épiil fel: DNS-k6t6 domén (DBD), automodifikaciés domén
(AD) és katalitikus domén (WGR/CAT). Az N terminalis részen talalhaté DNS-k6t6 domén
harom Zn-ujj domént, egy nukleéaris lokalizacios szignalt (NLS) és egy kaszpaz-3 hasitéhelyet
tartalmaz. Az automodifikaciés doménen belil egy BRCT domén talalhato, melynek szerepe
van a fehérje-fehérje kdlcsonhatasokban a PARP-1 és a DNS hibajavité enzimek illetve egyéb
kolcsonhato fehérjék kozott. A fehérje C-termindlis részéhez kozel taldlhato WGR domén a
domének kozotti kélcsonhatasban fontos. A Katalitikus domén (CAT) a NAD" szubsztrat
megkotéséért és a polimer szintéziséért felelds.

A PARP-2 felfedezéséhez az vezetett, hogy PARP-1 knockout egerekbdl szarmazo
embrionalis fibroblasztokban DNS fiiggd PARP aktivitast sikeriilt kimutatni (Shieh et al,
1998; Ame et al., 1999). A PARP-2 a fehérjecsalad mésik olyan tagja, mely nagymértékben
aktivalodik DNS torés hatdsara, de aktivitdsa csupan 10 %-at teszi ki a teljes PARP
aktivitasnak. A PARP-2 fehérje 570 aminosavbol all, molekulatémege 65 kDa, a kodol6 gén a
14-es kromoszoman talalhaté (Amé et al. 1999). A fehérje doménszerkezete hasonl6 a PARP-
1-éhez, de nem tartalmaz automodifikdciés domént (ett6l fliggetleniil képes
automodifikacidra), katalitikus doménje 69 %-0s hasonldésagot mutat a PARP-1 katalitikus
doménjével (Amé et al., 2004). Az N terminalis domén felelés a DNS kotésért, és nuklearis
lokaliz&cids szignalt tartalmaz. A PARP-1-gyel ellentétben a PARP-2 nem DNS térésekhez,
hanem a nukleotid hianyos részekhez ,,gap”-ekhez kotédik. Tovabbi fontos kiilonbség, hogy a
PARP-1 legink&bb a H1 hisztonokat, a PARP-2 pedig a H2B hisztonokat ADP-ribozildlja. A
két enzim tehat kiillonbozé6 DNS szerkezetekhez és eltérd kromatin struktarakhoz kotédik,
ennek megfeleléen a DNS hibajavitdshan betdltott szerepiik is eltéré (Schreiber et al., 2006).
A PARP-1 és a PARP-2 egyiittes jelenlétére és aktivitdsara van szikség a hatékony bazis



kivadgasos DNS javitdshoz (BER) (Schreiber et al., 2002). A mindkét génre knockout egerek
(parp-17" parp-27) életképtelenek, az egyedfejlédés korai stadiuméban elpusztulnak, ami azt
jelzi, hogy a poli-ADP-ribozilacionak kiemelkedd szerepe van a korai embriogenezisben is
(Amé et al., 2004). A PARP-2 enzim szerepét kimutattdk ezen fellil a spermiogenezisben
(Dantzer et al., 2006), adipocita differenciacioban (Bai et al., 2007) valamint transzkripcids
regulatorként szerepel az energia metabolizmusban (Bai et al., 2012).

A PARP-3 enzim a DNS fiigg6 PARP-ok harmadik tagja, kodold génje a 3-as
kromoszomén talalhatd, a fehérje molekulatdmege 67 kDa. Két kiilonb6z6 splice variansa
van, egyik 533, masik 540 aminosavbdl &ll. Az enzim a centroszéma egyik 6 alkotoeleme, a
ledny centriolumokban lokaliz&lodik, ott kdlcsénhat6 partnere a PARP-1. A PARP-3 a
mitozishan és a sejtciklus szabalyozasaban vesz részt, overexpresszidjanak hatasara a sejtek
G1/S fazisban megrekedtek (Augustin et al., 2003).

A vault PARP (VPARP, PARP-4) génje a 13-as kromoszdman talalhatd, a fehérje 1724
aminosavbol épul fel, molekulatdmege 193 kDa, ez az enzimcsaldd legnhagyobb
molekulatomegii tagja. Eredetileg a citoszolikus ribonukleoprotein partikulumok, vault-ok
alkotojaként irtak le, tisztitott vault-okban ADP-ribozilalja sajat magéat és az MVP-t (major
vault protein) (Kickhoefer et al., 1999). A vVPARP egy része a sejtmagban a mitotikus orsdban
helyezkedik el (Kickhoefer et al., 1999), igy feltételezhetden a ribonukleoprotein
partikulumoktol fuggetlen szerepe is lehet a sejtben (Liu et al., 2004).

A tankiraz-1 (TRF1 interacting, ankyrin-related ADP-ribose polymerase) enzimet, mas
néven PARP-5a-t, a human TRF1 (telomeric repeat binding factor-1) koélcsdnhat6
partnereként irtak le el6szor (Smith et al., 1998). A kddold gén a 8-as kromoszoman talalhato
(Zhu et al., 1998), a fehérje 1327 aminosavbol all, molekulatomege 142 kDa. Ez az enzim
volt a PARP enzimcsalad masodikként leirt tagja (Meyer et al., 2006). A kromoszomak
telomer régidjaban lokalizalodik, kozépsé doménjében 24 ankyrin ismétlédés talalhato, mely
a fehérje-fehérje kolcsdnhatasokban jatszik szerepet (Smith et al., 1998). Az enzim C
termindlis része a PARP-1 katalitikus doménjével mutat homoldgiat. A rekombinans tankiraz
PARP aktivitassal rendelkezik in vitro, és ADP-ribozildlja mind a TRF1-et, de maga a
tankirdz is akceptor fehérjeként szolgalhat (Smith et al., 1998), igy az ADP-ribozilaciénak
szerepe lehet a telomeraz aktivitdas szabalyozasaban. A tankirdz sejtciklustol fiiggéen a
citoplazmaban is jelen van, és a MAPK (mitogen activated protein kinase) altali foszforilacio
noveli ADP-ribozilacids aktivitasat (Chi és Lodish, 2000). igy a PAPR-1-t6l és PARP-2-t51
eltérfen a tankiraz nem a DNS torések hatasira aktivalodik, hanem aktivitdsat a

foszforilaltsagi allapota befolyasolja.



A tankiraz-2 (PARP-5b) génje a 10-es kromoszéman talalhatd, a fehérje 1166
aminosavbol all, molekulatomege 127 kDa. Szekvenciaja 85 %-ban megegyezik a tankirdz-1
szekvencidjaval (Amé et al., 2004). Eredetileg a Grb14 (Growth factor receptor-bound protein
14) adapter molekula kdlcsonhatd partnereként irtak le (Lyons et al.,, 2000), mely a
citoplazmaban, a Golgi apparatushoz kotédve talalhaté. gy feltehetéleg a vezikularis
transzportban van szerepe. A fehérje overexpresszidja kaszpaz-fuggetlen sejthalélt indukal
(Kaminker et al.,, 2001). A tankirdz-1 és -2 tobbféle sejtkompartmentben jelen van,
mindketténél jellemz6 motivum az ankyrin szekvencidk és a SAM (sterile alpha motif) domén
megléte, melyekkel tobb fehérjébsl allo komplexek létrenozasara képesek. Igy scaffold
fehérjeként fontos szereplk lehet, a PARP domén jelenléte pedig ADP-ribozilacio révén
szabalyozasi lehetdséget biztosit a nagy fehérje komplexek kialakulasa illetve disszociacioja
soran (De Rycker et al., 2003). Amé et al. (2004) egy harmadik tankirdzt is azonositott
(tankirdz-3), de masok szerint ez a tankiraz-2 trunkalt verzidja vagy allélvariansa (Otto et al.,
2005).

A TiIPARP (PARP-7) génje a 3-as kromoszoman talalhatd, a fehérje 657 aminosavhol
all, molekulatémege 76 kDa. Egérsejtekben fedeztek fel, 2,3,7,8-tatraklorodibenzol-p-dioxan
(TCDD) kezelés hatasara nagymértékben nétt az expresszidja, nevét is innen kapta: TCCD
inducible PARP (Ma et al., 2001). A TiPARP szerepe tisztazatlan, szerepe lehet a T-sejtes
immunvalaszban és a tumorképz6édésben (Amé et al., 2004), patkdny RM1 génnel mutatott
homoldgia alpjan feltételezik hatasat a memoria kialakulasaban (Matsuo et al., 2000), masok
szerint a gluikoneogenezisben van szerepe (Diani-Moore et al., 2010).

Az enzimcsalad tébbi tagja kevésbé jellemzett, szerepiik kevéshé tisztazott. Néhany
PARP enzim (PARP-6, -8, -11 és -16) funkcioja alig ismert. Egyes PARP-okban a jellegzetes
katalitikus domén mellett valtozatos domének jelennek meg, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy biologiai funkciojuk szertedgazd (Amé et al., 2004). Leggyakoribb a WWE domén
eléford udsa, 6t PARP enzimb e, a PARP-7, PARP-11, PARP-12 (ZC3HDC1), PARP-13
(ZC3HAV1) és PARP-14 enzimben fordul el6 (Amé et al., 2004). A domén az elnevezését a
leginkdbb konzervalt aminosavjairdl (triptofan (W) és glutamat (E)) kapta. A WWE domén
egy PAR k &6t motivum, a d enént tartalmazo tizenkét humén fehérje leginkabb két
funkciondlis csoportba tartozik: az ubiquitinaciohoz illetve a PARIlaciohoz kapcsoldédd
fehérjék csoportjaba. A domén el6fordulasa utalhat a poli-ADP-ribozil4ci6 és az ubiquitinlas
kozotti  funkciondlis kapcsolatra (Wang et al., 2012). Tovabbi kapcsolatra utal az
ubiquitindcioval az, hogy a PARP-10 UIM (Ubiquitin Interacting Motif) szekvenciat
tartalmaz (Amé et al., 2004). A PARP-10 megtaldlhaté a sejtmagban és a citoplazméban is,
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mig egy része a nukleoluszokban helyezkedik el. Ez utébbi CDK-2 altali foszforil&cio révén
aktivalodik, és feltételezheten szerepet jatszik a sejtproliferacioban (Chou et al., 2006).

A PARP enzimek egy kilon csoportjat képezik a makroPARP-ok (vagy BAL-PARP-
ok). A PARP-9 (BAL1), PARP-14 (BAL2) és PARP-15 (BAL3) sorolhat6 ide (Cho et al.,
2009; Vyas et al., 2013), melyek szerkezetében kett6 (PAPR-9 és -15) vagy akar harom
(PARP-14) tandem elhelyezkedé makrodomén is talalhat6. Ezek koziil els6ként a PARP-9-et
irtak le, mely magas szintii expressziot mutatott diffuz nagy B sejtes lymphoma betegekben
(innen a BAL, B agressive lymphoma elnevezés) (Aguilar et al., 2000). A PARP-14-et
ezenkivil fokalis adhézios molekulaként is leirtdk (Vyas et al., 2013). A makrodomének
sz¢leskorli el6fordulasa és erésen konzervalt szekvencidja alapjan feltételezhetd, hogy
alapvetd sejtfolyamatokban tolthet be szerepet (Allen et al., 2003). Nehany makrodoménrol
kimutattak, hogy képes kdlcsdnhatasba lépni az ADP-ribdzzal és a poli-ADP-rib6zzal is, igy
ez a motivum is PAR ko6té modulként tarthaté szamon (Ahel et al., 2009; Gottschalk et al.,
2009; Karras et al., 2005).

A PARP-7, -8 és -13 egy Zn-ujj motivumot tartalmaz, a PARP-12 harom Zn-ujj
domént, de ezek kulonbéznek a PARP-1-ben talalhatd Zn-ujj doménekt6l. A PARP-10 és
PARP-15 RRM motivumot (RNA recognition motif) tartalmaz, mely szamos RNS kotd
fehérjében megtalalhatd, igy példaul a heterogén nukleéris ribonukleoproteinekben (hnRNP),
az alternativ splicing szabalyozasaban szereplé fehérjékben ¢és a kis nuklearis
ribonukleoproteinekben (SNRNP) (Amé et al., 2004). A PARP-13 (ZC3HAV1, ZAP) szerepét
leirtdk a virdlis génexpresszid gatlasdban (Guo et al., 2004). A TPT1 (TRPT1, tRNS 2’-
foszfotranszferaz-1, ARTD18) enzimet is a PARP-ok kdzé soroljak (Hottiger et al., 2009). Ez
a NAD" fiiggdenzim a tRNS splicingjaban vesz részt, ADP-rib6z 1”-2” ciklikus foszfatot
szintetizal (Spinelli et al., 1998; Steiger et al., 2005 ).

A kiilonb6zo PARP enzimek a fent emlitett domének segitségével képesek specifikus
kodlcsonhatasokat létrehozni mas jelatviteli Gtvonalakban szerepld fehérjékkel. Erdekes
jellemzdje az enzimcsaladnak tovabba az is, hogy egymassal valamint a PAR polimerrel is
képesek kolcsonhatasba 1épni, mely még sokszinlibbé €s egyben bonyolultabbd teszi a
PARilaci6 hatasmechanizmusat a sejtvalasz soran (Amé et al., 2004). A poli(ADP-ribdz)

polimeraz enzimcsalad tagjainak doménszerkezetét az 2. dbra mutatja.
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2. dbra A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzimcsaldd doménszerkezete €s javasolt egységes
nomenklataraja (Hottiger et al., 2010 nyomén)

ART: A PARP enzimcsaladd minden tagjara jellemz6, a molekula C-terminalis végén
elhelyezkedd katalitikus domén az eukariotdk korében erdsen konzervalt régi6, a NAD"
szubsztrat megkotéséért és a polimer szintéziséért felel6s. Ezen felill a PARP-okban szdmos
egyéb domén talalhatd, melyek kozil az alabb felsoroltak a leggyakoribbak. PRD: PARP
szabalyoz6 domén (PARP regulatory domain). WGR: triptofan-glicin-arginin domén. BRCT:
BRCAL1 karboxi-terminalis domén. ZF: Zn-ujj domén. RRM: RNS felismeré motivum. SAM:
sterile alpha motif. ARD: ankyrin repeat domain. HPS: hisztidin-prolin-szerin régi6. WWE:
PAR ko6t6 motivum (triptofan (W) és glutamat (E)). UIM: ubiquitin interaction motif. GRD:
glycine-rich domain.

3.2. A poli(ADP-rib6z) metabolizmus
3.2.1. A poli(ADP-rib6z) polimer szintézise

Az ADP-ribozilacié egy filogenetikailag 6si reakcidmechanizmus, mely négy f6
csoportra oszthatd: mono-ADP-ribozilécio, poli-ADP-ribozilacio, ADP-ciklizacio és O-acetil-
ADP-ribbz képzése (Hassa et al., 2006). A poli-ADP-ribozilaci6 (PARilacié) olyan
poszttranszlacios proteinmddositds, melyet a poli(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) enzimek
katalizadlnak. A PARP-ok és igy a PARIlacio az éleszték kivételével minden eukariota
¢l6lényben eléfordulnak, bar néhanyan beszamoltak arrél, hogy poli-ADP-ribozilacié-szerti
reakciok lejatszdédnak archaebaktériumokban is, annak ellenére, hogy az archae genomban
eddig nem talaltak poli(ADP-rib6z) enzimek kodolasaéer felelés géneket (Hassa et al., 2006;
Faraone-Mennela et al., 1998).
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3. &bra A PAR metabolizmusa (Rouleau et al., 2004 nyoman)

A PARP-1 a NAD"-ot nikotinamidra és ADP-ribdzra bontja, majd az ADP-ribdz egységeket
kovalensen kapcsolja megfelelé akceptor fehérjékhez. A poli(ADP-rib6z) szintézisének
harom lépése (piros nyilakkal jelezve): (1) az akceptor fehérje mono-ADP-ribozilacioja, (2)
elongécid (3) a polimer eldgazddasa 20-50 ADP-rib6z egységenként. A negativ toltésti PAR
polimer féléletideje rovid a PARG enzim altali gyors lebontasnak készonhetden (z61d nyilak).

A PARP-0k az aktivaciot kovetden NAD'-ot hasznalnak szubsztratként, azt
nikotinamidra és ADP-rib6zra bontjak, majd az ADP-rib6z egységeket kovalensen kapcsoljak
megfeleld akceptor fehérjékhez, és elagazo homopolimereket szintetizalnak. A reakcio
reverzibilis, a polimerek lebontésat a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG), az ADP-ribozil
hidroldz 3 (ARH3) és az ADP-ribozil protein lidz végzi (Blrkle és Virag, 2013). A PARP-1
aktivaciojanak els6 1épéseként az enzim az egyik Zn-ujj doménjével a DNS-hez kotodik. Ez
elosegiti a DNS-kot6 és a katalitikus domén kozotti kdlesonhatast az enzim dimerizacioja
révén. Ennek kovetkeztében a konformacidvaltozas kovetkezik be a katalitikus doménen
beliil, ami megnoveli az enzim affinitasat a NAD™ irant, és a PARP gyors automodifikacidja
kodvetkezik be az automodifikacios domen meghatérozott oldallancain. Ezt tovabbi ADP-rib6z
egységek beéplilése révén a polimer hosszabbitasa kdveti (Altmeyer et al., 2009; Hassa et al,

2006). A PAR polimerek metabolizmusét a 3. &bra mutatja be.
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A PARP-1 szerkezetében megtaldlhaté harom cink-ujj motivum szerepe eltéré a
kiilonboz6 DNS karosodasok felismerésében és az enzim aktivaciojaban. Az N-terminalishoz
legkozelebb es6 cink-ujj (FI) megléte elengedhetetlen az enzim aktiviciojahoz. A masodik
cink-ujj doménnek (FII) nagyobb az affinitasa a szabad DNS végzédésekhez, igy az egyszall
DNS-torésekhez valo specifikus kotédésben jatszik szerepet (Ikejima et al., 1990; Gradwohl
et al., 1990; Langelier és Pascal, 2013). A harmadik cink-ujj (FIII) motivum a DNS-ko6t6
domén és a katalitikus domén kdlcsonhatdsdhoz sziikséges és a PARP-1 dimerizacidjat segiti
elé (Langelier et al., 2008).

Az enzim Aaltal szintetizalt polimerekben az ADP-rib6z egységek rib6z-ribdz 1°-2’
glikozidos kotéssel kapcsolodnak egymashoz (Hassa et al., 2006). A polimerek hosszisaga a
néhany egységnyit6l akar 200 egységnyiig is terjedhet (Virdg és Szabd, 2002), 20-50
egységenként talalhaté elagazasokkal. Az eldgazd polimerek szerkezete meglehetsen
komplex (Hassa et al., 2006), Minaga és Kun (1983) vizsgalatai alapjan bizonyos tipusu
polimer lancok helikalis szerkezetet mutathatnak.

Poli-ADP-ribozil4ciés akceptor helyként a fehérjek glutamat, aszpartadt és lizin
oldallancai szerepelhetnek (Ogata et al, 1980; Suzuki et al., 1986; Altmeyer et al., 2009). In
vivo koriilmények kozott a legnagyobb mennyiségben eléfordulo PARIlalt fehérje maga a
PARP-1. Az auto-poli-ADP-ribozilacié az enzim gatlasat eredményezi, igy szabalyozo
szerepe van (Virag és Szabd, 2002). Tébb mas fehérje is szolgalhat akceptor fehérjeként a
PARilaci6 soran, eddig tobb mint 200 sejtmagi fehérjét talaltak, melyhez in vitro
korulmények kozott kovalensen kapcsolddhat a PAR (Hassa et al., 2006). Ilyen target fehérjék
lehetnek a hisztonok (Tanuma et al., 1985), transzkripcios faktorok, a DNS repliké&cidban és a
jelatviteli folyamatokban részt vevé fehérjek, tobbek kozott az NFxB (Oliver et al., 1999), a
p53 (Wesierska-Gadek et al.,, 1996; Mendoza-Alvarez és Alvarez-Gonzalez, 2001), a
topoizomeraz | (Afriat et al., 2013) és a topoizomeraz Il (Scovassi et al., 1993), DNS ligazok
(Ohashi et al., 1983), DNS polimerazok (Yoshihara et al., 1985) és DNS fiiggé protein
kindzok (Ariumi et al., 1999). Az ADP-rib6z egységek merete és negativ toltése miatt a
PARilaci6 jelentés mértékben befolyasolja a célfehérjék fiziko-kémiai tulajdonsagait, ezaltal
azok stabilitasat, aktivitasat és kdlcsdnhatasait.

A konstitutiv PAR szintje stimulélatlan sejtekben altalaban alacsony, lebomlasa lassu,
feléletideje 7,7 h. Mitotikus stimulusok vagy DNS torés hataséra azonban a PARP aktivitas és
a polimer mennyisége 10-500-szorosara nd, mikozben a NAD® szintje csokken. A
genotoxikus stressz hatasara szintetizalodott polimer lebomlasa sokkal gyorsabb, féléletideje
kevesebb, mint 1 perc (Wielckens et al., 1983; D’ Amours et al., 1999).
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3.2.2. A PAR polimer lebontasa

A poli-ADP-ribozilacié reverzibilis, dinamikus folyamat, a polimerek féléletideje
meglehetdsen rovid, lebomlasuk a szintézis kezdete utan szinte azonnal elkezdédik, ami arra
utal, hogy a poli(ADP-rib6z) metabolizmusban részt vevé enzimek szigorl szabalyozas alatt
allnak (Virég és Szabd, 2002; Hassa et al., 2006).

Elsésorban a PARG végzi a polimer lebontasat, kozponti szerepét az is igazolja, hogy
a gén inaktivaldsa a PAR felhalmozodésa révén egerekben korai embriondlis letalitast okoz
(Koh et al., 2004).
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4. abra A PARG enzimek vazlatos doménszerkezete (Meyer et al., 2007 nyoman, modositva)
Alternativ splicing révén a kodold génrdl tobbféle mRNS, igy tobb fehérje izoforma
képzodik. A PARG-111 izoforma mellett humén sejtekben megtalalhaté egy 102 és egy 99
kDa molekulatomegli izoforma is. Emellett a PARG-60 és -55 is ©6nall6 izoforménak
bizonyult, mely utébbi a PARG-60 alternativ transzlcios iniciacioja révén expresszalodik.

A PARG a linearis és az elagaz6 polimerek hidrolizisét egyarant katalizalja,
elsésorban exoglikozidaz aktivitasa révén, bar rendelkezik endoglikoziddz aktivitassal IS
(Braun et al., 1994). A PARP-okkal ellentétben a PARG enzimet egyetlen gén kodolja, génje
a 10-es kromoszoman helyezkedik el. Alternativ splicing révén a feherjének legaldbb négy
izoformdja létezik, melyeknek sejten beliili megoszlasa eltéré. A teljes hosszusagi PARG-111
izoforma a sejtmagban taldlhato, a rovidebb PARG-102, PARG-99 pedig a citoszoban
(Meyer-Ficca et al., 2004). Leirtdk egy 60 kDa molekulatomegti, katalitikusan aktiv forma
jelenlétét is, melyet kordbban csupan a nagyobb méreti PARG izoformakbol létrejott
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proteolitikus fragmentnek veéltek (Meyer et al., 2006). Késébb igazoltdk, hogy a PARG-60
egy a sejtmagban és a mitokondriumban talalhaté 6nallé izoforma. Ezen felul beszamoltak
egy mitokondridlis PARG-55 modosulatrol is, mely a PARG-60 alternativ transzlacios
inicidcidja réven expresszalodik (Meyer et al., 2007). A PARG mRNS splice variansokat és a
fehérjék szerkezetét a 4. dbra mutatja.

Az ADP-ribozil hidrolaz 3 (ARH3) egy 39 kDa molekulatomegii fehérje, mely
szerkezetileg alapvetéen kilonbozik a PARG-t0l, azonban a katalitikus domen felépitésében
mutat némi hasonlosagot és képes a poli(ADP-rib6z) polimert ADP-rib6z monomerekke
bontani (Oka et al., 2006). A mitokondrialis PAR lebontasat elsésorban az ARH3 enzim végzi
(Niere et al., 2012).

3.3. PARP-1 aktivaciot kivaltd hatasok
3.3.1. DNS-torés

Korabban a PARIlacié ,.kdzponti dogmaja” az volt, hogy a PARP-1 DNS karosodas
hatasara aktivalodik. Igy az UV sugarzas, radioaktiv sugarzas, oxidativ stressz és a DNS
alkilaloszerek PARP-1 aktivaciot és PAR polimer szintézist indukalnak. Eppen ezért a
kutatasok soran sejtes modellekben PARP-1 aktivalasara altalanosan elterjedt volt a reaktiv
oxigén/nitrogén intermedierek (ROS/RNS) valamint DNS alkilal6 szerek hasznélata (Burkle
és Virag, 2013).

A ROS/RNS vegylletek kozvetlenil okoznak DNS torést és ezzel egyutt PARP
aktivaciot. A vegyuletcsoport tagjai kozil a PARIlacié kapcsan leginkabb a hidrogén-peroxid
(H202), a hidroxil gyok (sOH), a szuperoxid (*O,-) és a peroxinitrit (ONOO-) hatdsat
tanulmanyoztak.

A DNS alkilaloszerek alkalmazasa széles korben elterjedt a daganat kemoterapiaban.
A hatdsmechanizmusuk felderitésére alkalmazott két klasszikus vegyulet az MNNG (N-metil-
N’-nitro-N-nitrozoguanidin) és az MMS (metil-metan-szulfonat). Az alkilalé szerek kozvetett
modon, a hibajavitoé rendszer kézremiikodésével aktivaljak a PARP-ot ugy, hogy a DNS
bazisait nukleofil szubsztiticids reakcid révén metilcsoport hozzaadasaval modositjak, a
metilalt bazisokat a DNS glikozilazok eltavolitjak, majd az AP (apurin/apirimidin)
endonukledz hasitja a DNS-t és egy nick-et hoz létre, ami a PARP-ot aktivéalja (Wyatt és
Pittman, 2006).

A DNS-torés altal indukalt PARP aktivacio érdekes vonatkozasa, hogy a transzkripcid

sordn a topoizomerdz IIp altal létrehozott kétszali DNS torések PARP-1 aktivaciot
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indukéltak. A két enzim kozott 1évo kapcsolat alapjan igy feltételezhetd, hogy a PARP-1-nek
szerepe van a transzkripcié szabalyozasaban (Ju és Rosenfeld, 2006).

3.3.2. Egyeb (,,alternativ’”) PARP-1 aktival6 mechanizmusok

Szamos vizsgélat 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 régidk, az ugynevezett kruciform struktarak, hajtii
szerkezetek) is PARP-1 aktivaciot okoznak (Lonskaya et al., 2005).

A protein kindzok altali foszforilacié is szabéalyozhatja a PARP-1 aktivitasat. A
foszforilacid lehet aktival6 hatasi, mint példaul az ERK % (Kauppinen et al., 2006) és a JINK1
(Zhang et al., 2007) esetén. A foszforilacié gatld hatésat irtdk le a PKC esetén (Hegediis et al.,
2008). Leirtdk a PARP-1 acetilacio (Hassa et al., 2005) illetve mono-ADP-ribozilacié (Loseva
et al,, 2010) &ltali ativaciojat is. A jelatviteli utvonalakban szereplé fehérjék kovalens
mddositas nélkil, kozvetlen feherje-fehérje kdlcsdnhatéas réven is befolyasolhatjdk a PARP-1
aktivitadsat (Cohen-Armon et al., 2007). A kiilonboz6 poszttranszlacios modositasok nem csak
a PARP-1 aktivitasat, hanem az egyéb fehérjékkel valé kdlcsonhatasat is mddositjak (Hassa et
al., 2005).

3.4. A PARilacio fiziologiai szerepe és patofiziologiai jelentosége

3.4.1. DNS hibajavitas és a genom integritas fenntartasa

Az orokitéanyagot kddold DNS stabilitasanak €s integritdsdnak megdrzése alapvetd
fontossagl a szervezet egészsége szempontjabol. A DNS-t folyamatosan érik olyan
intracellularis (a normal metabolizmus termékei) és extracellularis (ionizalé sugarzés, kémiai
agensek) hatasok, melyek mddosithatjak a kémiai allapotat, igy mutéacidkat, kromoszoma
rendellenességeket, sejthalalt vagy betegségeket okozhatnak (Robert et al., 2013). A DNS
hibdinak gyors detektalasa és azok javitasa elengedhetetlen. Mar a PARIl&cié korai leirasanal
(Chambon et al., 1963) emlitést tettek arrdl, hogy a reakciot katalizalé enzim DNS-fugg6
modon mikodik. Késébb szamos tanulmanyban bizonyitottak, hogy a PARP-1 gatlasa
érzékenyiti a sejteket a genotoxikus artalmakra (Kupper et al., 1995; Ding és Smulson, 1994).
A PARP-1"" egerek életképesek és fertilisek, normal fenotipust mutatnak, DNS karosit6
hatasokra azonban sokkal érzékenyebbek a vad tipusti egereknél. A PARP-17" egerek esetén

genotoxikus stressz hatdsara nagyobb a mortalitds, fokozodik a testvér kromatidak
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kicserélédésének mértéke és a kromoszomatorések szama (de Murcia et al., 1997; Trucco et
al., 1998). Erdekes mddon stlyos DNS kéarosodas esetén a PARilacio ellenkezd hatast valthat
Ki. A nagymértékii PARP aktivitds ugyanis NAD" és kovetkezményes ATP depléciéhoz
vezet, €s a sejt energiakészleteinek kimeriilése miatt karosodnak a sejtek. Ez esetben a PARP
inhibitorok a sejtek tulélését segitik elé (Berger et al., 1983).

A PARP-1-nek szerepe van az egyszali DNS-torés javitdsdban, a BER
javitbmechanizmusban, a homoldég rekombinacidban, a nem-homoldg DNS végek
Osszekapcsolasaban (NHEJ, non-homologous end joining) és a nukleotid kivagasos
hibajavitdsban (NER, nucleotide excision repair) (Robert et al., 2013). Mortusewitz et al.,
(2007) modellje szerint a PARP-1 a DNS-kot6 doménen keresztiil a DNS-t6réshez kot6dik,
dimerizéalodik és auto-poli-ADP-ribozilalodik. A polimerekhez ,,masodik hulldmban” tovabbi
PARP molekulak kotdédhetnek BRCT doménjiik révén, melyet tovabbi PAR szintézis kovet.
A PAR polimerek egyrészt hozzajarulnak a kromatin szerkezet fellazulasdhoz, masrészt nagy
affinitast kotOhelyek biztositasaval egyfajta kihorgonyzo felliletet nydjtanak a hibajavitasban
szereplé enzimek sz&mara, igy tulajdonképpen egy multiprotein haldzat alapjat képezik. Az
auto-poli-ADP-ribozilacio inaktivalja a PARP-1-et, mely ezt k dvetben levalik a DNS-rél,
helyet adva a hibajavitast végz6 enzimeknek (Mortusewitz et al., 2007). A hibajavito
enzimkomplex kialakulasanak egyszertsitett modelljét az 5. abra szemlélteti. A fehérje
komplex kialakulasa soran a DNS hibajavitasban részt vevé fehérjék egy része kovalens
mddon PARilalodhat, mas része a PAR-koté domének segitségével nem-kovalens kotéssel
kapcsolodik a polimerekhez. Egyre bdviil azon motivumok szama, melyekrdl igazoltak, hogy
nagy affinitassal képesek kotddni a PAR polimerekhez. Ide sorolhaté a PAR-k6t6 motivum
(PBM, PAR-binding motif), a glicin- és arginingazdag domén (GAR, glycine and arginine-
rich domain), az RNS-k6t6 domén (RBD, RNA-binding domain), a makrodomén, a PAR-kot6
cink-ujj (PBZ, PAR-binding zinc finger) és a WWE domén (Krietsch et al., 2013). Nem
tisztazott azonban az, hogy ezek a fehérjék pontosan hogyan koordinalédnak a komplexben.
A PAR lebontdsa révén a komplex szétesik, igy elindulhatnak a hibajavitasi folyamat
kovetkezo Iépései (Robert et al., 2013; Gibson és Kraus, 2012). A PARG enzim aktivitasa és a
polimerek lebontdsa szintén elengedhetetlen a hatékony DNS hibajavitdshoz. A 110 kDa
sejtmagi PARG izoforma hianyaban az egerek fokozottan érzékenyek voltak az alkilalé
szerekre és a y-sugérzasra (Cortes et al., 2004). Szubletalis d6zisi H,0, hatdsara a PARG
csendesitett sejtekben szintén csékkent a DNS hibajavitas hatékonysaga (Erdélyi et al., 2009).
Mind a PAR képzodése mind pedig a lebontasa, illetve ezek megfelelé dinamikaja, vagyis a
PARP és a PARG 6sszehangolt mitkkodése sziikséges a hatékony DNS hibajavitashoz.
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A baziskivagasos DNS hibajavitas (BER) az elsddleges javitdmechanizmus a sériilt
bazisok és az egyszali DNS torések javitasaban. A folyamat soran specifikus DNS
glikozilazok eltavolitjdk a maodositott bazisokat, az AP endonukleazok hasitjdk a
foszfodiészter kotést és egy egyszali DNS torest, nick-et hoznak létre. Ez a tovabbiakban a
short-patch repair (egyetlen nukleotid cseréje), vagy a long-patch repair mechanizmussal
(t6bb nukleotid cseréje) javitodik.
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5. &bra DNS-torés érzékelése és a BER hibajavitd enzimkomplex kialakulasa PARIl&cio révén
(Mortusewitz et al., 2007)

A PARP-1 a DNS-kot6 doménen keresztiil a DNS-toréshez kotddik, dimerizalodik és auto-
poli-ADP-ribozilalodik. A polimerekhez Gjabb PARP-1 molekulak kotédhetnek BRCT
doménjik révén, melyet tovabbi PAR szintézis kdvet. A PAR polimerek egyrészt
hozzajarulnak a kromatin szerkezet fellazulasahoz, masrészt nagy affinitasu kotdhelyek
biztositasaval kihorgonyzo felletet nyujtanak a hibajavitasban szerepld enzimek szamara. Az
auto-poli-ADP-ribozilacio inaktivalja a PARP-1-et, mely ezt kovetden levalik a DNS-rél,
helyet adva a hibajavitast végz6 enzimeknek. A PARP-2 szerepét is leirtdk a BER
hibajavitasban, de masféle kinetikaval k @6d k a sériilt DNS-hez ¢és a hibajavitas késdbbi
folymataiban vesz részt.

A PARP-1 szerepét leginkabb a long-patch mechanizmus soran sikerilt kdzvetlen
bizonyitéekokkal aldtdmasztani. Kolcsonhatast mutattak ki a PARP-1és az XRCC (a BER
rendszer adapter fehérjéje) valamint az Aprataxin kozott. Kimutattdk, hogy a PARP-1
szabalyozza tébbek kdzott a DNS polimeraz 3, a DNS ligaz 111, a condensin és a 8-oxoguanin
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DNS glikozildaz (OGGL1) aktivitasat, és igy meghatarozo szerepe van a DNS hibajavitasban
(Lavrik et al., 2001; Prasad et al., 2001; EI-Kamisy et al., 2003; Heale et al., 2006; Harris et
al., 2009; Noren Hooten et al., 2011). Ezzel szemben mas munkacsoportok vizsgalatai alapjan
a PARP-1 hianya nem csokkenti a BER mechanizmus hatékonysagat. A csokkent PAR
szintézis inkabb mas sejtfolyamatokra tett hatasa miatt érzékenyitheti a sejteket a genotoxikus
stresszre (Vodenicharov et al., 2000). Strém munkacsoportja szerint a PARP inhibitorokkal
elért csokkent mértékii hibajavitas magyarazhato azzal, hogy a gatloszer jelenlétében a PARP-
1 a DNS végekhez kotddve marad, akadalyozva ezzel a hibajavitas tovabbi 1épéseit (Strom et
al., 2011). Ugyanez a munkacsoport irta le az XRCC1 és a PARP-1 koz6tti szintetikus
letalitast, az XRCCL1 deficiens sejtek ugyanis hiperérzékenyek a PARP gatloszerrel vald
kezelésre.

A PARP-1 szerepét leirtdk a kétszali DNS-torés javitdsaban is, mely kétféle
mechanizmussal jatszédhat le, homoldg rekombinacdval vagy NHEJ mechanizmussal. A
homoldg rekombinacid sordn igazoltak, hogy a PARP-1 aktivdlja az ATM (ataxia

telangiectasia mutated) kinazt, mely foszforilalja a javitorendszer fehérjéit (6. &bra).
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6. &bra ATM- és PAR-fiiggd jelatviteli utvonalak dsszefiiggése (Haince et al., 2007 nyomdn)
(A) Az ATM és a PARP-1 DNS torések hatdsara aktivalédik. (B) A PAR polimerek
akkumulacibja vagy az ATM kinadz aktivitasat fokozza, vagy a targetfehérjék konnyebb
hozzaférhetdségét teszi lehetdvé, igy befolyasolja az ATM funkcidjat és a targetfehérjék
foszforilacigjat. (C) A csokkent PAR akkumulacié csokkenti az ATM-fiiggd foszforilaciot.
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A PARP-1 hidnya vagy gatlasa kovetkeztében csokkent a p53, az SMC (structural
maintenance of chromosomes) és ayH2AX ATM -fiiggé foszforilacidja (Haince et al., 2007).
A folyamat soran a PARIlaci6 fontos szerepére utal a PARP-1 (vagy PARP-2) és ATM dupla
knockout egerek embrionalis letalitasa is (Huber et al., 2004).

Kimutattdk a PARP-1 szerepét az alternativ NHEJ (A-NHEJ) mechanizmusban is. A
PARP-1 a Ku fehérjékkel vetélkedik a szabad DNS végekért. A Ku nagyobb affinitassal
kotédik a DNS-hez, igy az NHEJ klasszikus GUtvonalaban (C-NHEJ) akadalyozza a PARP-1
kotédését. A PARP-1 és az A-NHEJ atvonal akkor kap szerepet, amikor a klasszikus Gtvonal
faktorai (kilondsen a Ku) nem allnak rendelkezésre kelld6 mennyiségben. A folyamatban a
PARP-1 és a DNS ligaz Il szerepel (7. &bra), valamint kimutattdk a DNS-fliggé protein kinaz
katalitikus alegységének  poli-ADP-ribozilacio &ltali aktivalodasat, mely a hibajavitas
tovabbi folyamatait inditja el (Wang et al., 2006).
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7. &bra Az NHEJ (nem homolog DNS végek dsszekapcsolasa) és az alternativ NHEJ 1épései
(Grabarz et al., 2012 nyoman)

Az NHEJ mechanizmus soran a Ku70/Ku80 heterodimer kotédik a szabad DNS végekhez és
elosegiti a hibajavitast. Az alternativ NHEJ (az dbran A-EJ) mechanizmus fliggetlen a Ku
fehérjéktol, a folyamatban PARP-1 és a DNS ligaz 111 szerepét irték le.

A legtdbb duplaszali DNS-torés javitasaban részt vevo fehérje nagy része vagy csak a
homoldg rekombinécidban, vagy csak az NHEJ mechanizmusban szerepel. Vannak azonban
olyanok is, melyek mindkét dtvonalban részt vesznek, ilyen példdul az MRN
(Mrell/Rad50/NBS1) komplex, a BRCAL, a hiszton H2AX, az ATM, a DNS-fiiggé protein
kinz katalitikus alegysége (DNA-PKcs) és a PARP-1 is. A javitdmechanizmus mddja fiigg a
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sejtciklustdl és feltehetden a mindkét utvonalban szereplé faktoroknak, vélhetdleg a PARP-1-
nek is szabalyozd szerepiik van a DNS hibajavitas Utvonalanak elddntésében (Shrivastav et
al., 2008; Grabarz et al., 2012).

A NER hibajavité mechanizmusban a PARP-1 szerepe nem teljesen tisztzott. A NER
az UV Aaltal okozott DNS kéarosodasok (foként timin-dimerek és 6-4 fotoproduktumok)
javitasanak mechanizmusa. A folyamatban tobb mint 30 fehérje vesz részt, melyek a DNS
karosodas helyen eltavolitanak egy 20-30 nukleotidnyi egyszal( szakaszt, majd az ép szélat
templatként hasznélva kijavitjak a sérulést. A NER-nek két altipusa van: a transzkripcio
kapcsolt NER (TC-NER, transcription coupled NER), mely a transzkripciora keriilé régiok
hibajavitasat végzi, és a konstitutivan aktiv, teljes genomra kiterjedé6 NER (GG-NER, global
genome NER). Ez utébbi soran a DDB2 (damaged DNA binding protein 2) kulcsfontossagu a
sérulések felismerésében. Kimutattdk a PARP-1 kodlcsonhatasat a DDB2 fehérjével a DNS
karosodas helyén. A folyamatban a DDB2 aktivélja a PARP-1-et, ugyanakkor ez az egyik
targetfehérje a PARilacid6 sordan. A PARP-1csendesitése vagy farmakologiai gatlasa
csokkentette a hibajavitas hatékonysagat (Robu et al., 2013; Pines et al., 2012; Luijsterburg et
al., 2012).

A PARIl&cidnak a programozott DNS kérosodasban is szerepe van, igy a PARP-1
szabalyoz0 szerepet tolt be a B és T sejtek érésében, és a spermiogenezisben (Robert et al.,
2013).

3.4.2. A PARP-1 szerepe a sejthalél Gtvonalak szabalyozasédban

Szamos vizsgalat bizonyitotta, hogy a PARP-1-nek szerepe van a DNS hibajavitasban,
igy genotoxikus stressz soran segiti a sejtek tulélését. Sulyos DNS karosodas esetén azonban a
PARilaci6 ellenkez6 hatast valthat ki. A PARP-1 aktivaciot a sejthalallal eloszOr Berger és
munkacsoportja hozta Osszefliggésbe. A nagymértéki PARP aktivitds ugyanis NAD"
depléciohoz vezet. igy a NAD" fiiggé metabolikus utvonalak (glikolizis és mitokondrilis
légzési lanc) mikodése, ezzel egyiitt az ATP termelés csokken, és a sejt energiakészleteinek
Kimerilése miatt karosodnak a sejtek (Berger-féle ,,0ngyilkossagi modell”). Ez esetben a
PARP-1 gitlasa kedvezden hat a sejtek talélésére (Berger et al., 1983). A csokkent NAD"
szint kdzponti szerepét tamasztja ala, hogy a PARP-1 fligg6 sejthalél soran a citromsav-ciklus
szubsztratjai vagy extracellularis NAD" hozzaadasa az energetikai folyamatok javitasa altal
segitette a sejtek tulélését (Ying et al., 2002; Erdélyi et al., 2009; Alano et al., 2010).

A késObbiekben a PARP-1 szerepét tobb sejthaldl Gtvonalban igazoltdk. Az
apoptotikus sejthalal egyik f6 biokémiai jellemzdje a hasitott PARP megjelenése. Apoptdzis
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soran a PARP-1-et a kaszpaz-3 vagy a kaszpaz-7 egy 24 kDa (N terminalis, DNS kot6é domént
tartalmazo) és egy 89 kDa molekulatomegii (C terminalis) fragmentre hasitja (Kauffmann et
al., 1993). A hasitas révén a DNS-kot6 és a katalitikus domén elvalik egymastol, igy az enzim
inaktivalodik. A C-termindlis fragmentum gétolja a PARP-1 homodimerizacidjat és a PARP
aktivaciot. Az N-terminalis darab megtartja DNS-koté képességét, de gatolja a hasitatlan
PARP-1 Kkatalitikus aktivitasat (Kim et al., 2000; D’Amours et al., 2001). Az apopt6zis
mechanizmusaban elengedhetetlen Iépés a PARP-1 inaktivalodasa. Ennek szerepe az lehet,
hogy gatolja a PARP aktivaciot a késébbi DNS fragmentacié soréan, igy megakadalyozza az
ATP deplécidt és a nekrdzist (Herceg és Wang, 1999). Tébben vizsgaltak, hogy a PARP-1-
nek van-e szabalyozo szerepe is az apoptdzis korai, kaszpéz aktivaciot megel6z6 szakaszaban.
Az inhibitorok alkalmazésa ellentmondasos eredményekre vezetett. Bizonyos esetekben a
PARP-1 géatlasa gatolta az apotdzist (Shiokawa et al., 1997), més esetekben fokozta (Ray et
al., 1992; Payne et al., 1998), vagy nem maodositotta a folyamatot (Watson et al., 1995). Tébb
munkacsoport eredménye azt mutatta, hogy a PARP-1 knockout és vad tipusi egerekbol
szarmazo sejtek nem mutattak kilonbséget sem az extrinsic, sem az intrinsic apopt6zisbhan
(Wang et al., 1997; Virag et al. 1998; Oliver et al., 1998). Osszességében a PARP-1 hasitasa
elengedhetetlen az apopt6zishoz, de maga a PARP-1 nem jatszik meghatarozd szerepet a
folyamatban.

Altalanosan elfogadott nézet, hogy a PARP-1-nek kulcsszerepe van a nekroptdzis
soran (Virag et al., 2013). Virdg és mtsai. kimutattak, hogy nagy koncentracioju oxigén és
nitrogén intermedierek a PARP-1 nagymértékii aktivacioja miatt nekrozist valtottak ki, mig a
PARP inhibitorok jelenléte illetve a gén kiutése a sejthalal mddjat az apoptdzis felé tolta el.
Amellett, hogy igazoltdk a PARP-1 szerepét a nekrdzisban, elséként mutattak ra a nekrozis
szabalyozott voltara (Virag et al., 1998a,b). A tovabbiakban tébb munkacsoport igazolta ezt a
hipotézist kiilonb6z6 modellekben (Filipovic et al., 1999; Ha és Snyder, 1999; Tentori et al.,
2001). Osztodd sejtekben oxidativ stressz és kemoterapids szerek altal kivaltott sejthalal soran
kimutattak, hogy a PARP-1 indukélja a nekrozist. Valoszintileg a PARP-1 aktivitadsa miatti
NAD" szint csokkenés révén a RIP1 (receptor-interacting protein 1), a TRAF2 (tumor
necrosis factor receptor-associated factor 2), majd a JNK (c-Jun N-terminal Kkinase)
aktivalodasa valtja ki a mitokondrialis membran depolarizaciot és az AlF (apoptosis inducing
factor) transzlokacidjat a mitokondriumbdl a sejtmagba (Xu et al., 2006). Az AlF egy 62 kDa
molekulatomegii NADH oxiddz, melynek nagy része a mitokondriélis intermembran térben
talalhatd, a bels6 membranhoz kototten. Az AlF hasitasat a kalpainok végzik, az igy keletkez6
57 kDa hasitott forma mitokondriumokbdl valé kijutasat a Bax (Bcl-2-associated X protein)
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segiti el6. Az AIF tartalmaz egy nuklearis lokalizacios szignélszekvenciat (NLS) is, igy a
citoplazmaba keriild AIF a sejtmagba transzlokalddik, ahol a ciklofilin-A-val és a H2AX-szel
komplexet képezve kromatin kondenzaciot, DNS degradaciot indukal (Moubarak et al., 2007;
Delavallée et al., 2011). Egyes vizsgalatok szerint a p53-nak is szerepe van a PARP-1 altal
indukalt nekrézisban, de a pontos molekularis mechanizmus még nem tisztazott (Elkholi és
Chipuk, 2014). Erdekes modon a TNFR1 (TNF Receptor-1) altal kivaltott nekrézisban
(melyben a RIP1 szintén kozponti szerepet jatszik) a PARP-1aktivacioja a jelatviteli Gtvonal
egy késObbi eseménye, és nincs szabalyozd funkcidja (Delavallée et al., 2011; Sosna et al.,
2012).

A parthanatos egy olyan kilonallé kaszpéz-figgetlen sejthalalforma, melyben a PAR
polimerek felhalmozddasa indukél sejthalalt. Kortikalis neuronokban mutattdk ki, hogy in
vitro szintetizalt PAR polimerek bejuttatasa sejtekbe a polimerek méretét6l és komplexitasatol
fuggé mértékben sejthalalt indukalt. A PARG enzim overexpresszidja, a polimerek elleni
neutralizalo ellenanyag valamint a polimerek elékezelése foszfodiészteraz vagy PARG
enzimmel csokkentette a sejthalal mértekét, igy maga a polimer bizonyult ,toxikusnak”. A
parthanatos sordn szintén kulcsfontossagu tényezé a PARP-1 nagymértékii aktivacioja, de
nem a sejtek NAD" illetve ATP szintjének csokkenése a sejthalal elsédleges oka (Andrabi et
al., 2006). Parthanatos sordn az AIF kijutasa nem kalpain-figg6, és a teljes, 62 kDa fehérje
transzlokacidjat figyelték meg (Wang et al., 2009). Kimutattak, hogy az AlF Kis része (20%) a
mitokondrium kiils6 membranjahoz kapcsolodik a citoszolikus oldalon, és ennek gyors
transzlokacidja a sejtmagba elegendé a sejthalal kivaltasahoz (Yu et al., 2009). A PAR
polimerek nagy affinitassal képesek az AlF C-terminalis doménjéhez kotédni, ez valoszintileg
az AIF konformaci6 valtozasat idézi elé és csokkenti az affinitdsat a mitokondrialis
membranhoz, igy az gyorsan a citoszolba keriilhet. Nem tisztazott, hogy a PAR akceptor
fehérjéhez kototten vagy szabad PAR forméban jut ki a sejtmagbdl, de a PAR-AIF kotédés
sziikseges az AIF transzlokécidjadhoz, a PAR koétésben részt vevo oldallancok mutéacidja
ugyanis meggatolta a PAR kot6dését, az AIF transzlokaciot és a sejthalalt (Wang et al., 2011).
A PARP-1 és az AlF szabalyozé szerepet jatszik mind a nekrézisban, mind a parthanatosban,
az el6bbit foként 0sztodod sejtekben mutattak ki, ahol a glikolitikus utvonal a meghatéarozo,
mig az utdbbit leginkabb neuronokban igazoltadk (Wang et al., 2009).

Téapanyaghiany, DNS karosodas, oxidativ stressz és kilonboz6 patofiziologias
kortlmények esetén a sejtekben autofdgia indulhat el, melyre morfologiailag jellemz6 a
citoplazmatikus vakuolumok kialakuldsa, ahol a makromolekuldk és sejtorganellumok
lebontdsa és (jrahasznositdsa zajlik. Az autofagiat egyrészt egy kaszpaz-fliggetlen
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sejthalalformaként irtak le, mely szerepet jatszik a D. melanogaster egyedfejlédésében (Berry
és Baehrecke, 2007), illetve bizonyos tumorsejtek pusztulasa soran, kiiléndsen az apoptdzist
szabalyoz6 molekulak (Bax, Bak, kaszpazok) hianyaban (Fazi et al., 2008). Masrészt viszont
egyre inkabb Ugy tartjak, hogy az autofagianak citoprotektiv szerepe van, és kedvezotlen
korilmények kozott segitheti a sejtek tuléléset az oxidativan karosodott sejtalkotok
lebontasaval és az energiahaztartas helyreallitdsaval (Liu és Leonardo, 2007; Kroemer és
Levine, 2008; Galluzzi et al., 2012). Kimutattak, hogy a tdpanyaghianyos korilmények kdzott
képz6d6 reaktiv oxigén intermediereknek, kiilonosen a hidrogén-peroxidnak szabalyozd
szerepe van a folyamatban és elengedhetetlen az autofagia indukciojahoz (Scherz-Shouval et
al., 2007). A PARP-1 szerepét kimutattak tdpanyaghiannyal indukalt autofagia soran, ahol a
PARP-1 aktivaciot valosziniileg a képzodott ROS Aaltal okozott DNS-torés valtotta ki, A
PARP-1 hianya vagy gétlasa késleltette az autofagiat és fokozta az apoptdzis mértékét
(Rodriguez-Vargas et al., 2012). Kulondsen nagy hangsulyt kaphat az autofagia és annak
gatlasa tumorsejtekben, hiszen ez egy gyakran aktivalodo talélési mechanizmus a kemoterapia
vagy sugarkezelés esetén. PARP-17" sejtekben és PARP inhibitorok jelenlétében doxorubicin
kezelés hatésara kisebb volt az autofagia mértéke, mint a vad tipusu sejtekben (Munoz-Gamez
et al., 2009). MCF-7 sejtekben az autofagia gatlasa ndvelte az apopt6zis mértékét, ami arra
utal, hogy tumoros sejtekben ez egy tulélést segité mechanizmus (Yoon et al., 2012).

Igazoltdk a PARilacié szabalyozd szerepét a nekroptozisban, a parthanatosban és az
autofagiaban. Nem tisztazott azonban, hogy hogyan befolyésolja az extrinsic és intrinsic
apoptotikus Gtvonalakat. Nem vizsgaltdk szerepét egyéb sejthaldl folyamatokban, mint
példaul az entosis, a mitotikus katasztrofa, az anoikis és a piroptozis. Mivel a PARP-1
rendelkezik DNS-t6l fiiggetlen funkcioval is, nem zarhatdo ki, hogy olyan sejthalal
utvonalakban is szerepel, melyek nem kozvetlenll a DNS kérosodashoz kapcsolodnak (pl.
mitotikus katasztréfa).
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8. abra A poli(ADP-ribdz) polimeraz ,,molekularis kapcsolé™ szerepe (Weaver és Yang,
2013 nyoman, modositva)

A PARP-1 thlzott mértékii aktivacidja NAD" és ATP depléciohoz vezethet. A PAR polimer
szintjének megemelkedése kivalthat nekrézist, autofagiat vagy parthanatost. A PARilacio
inaktivalja a kaszpaz-8-at, igy gatolja az apoptotikus jelatviteli folyamatokat. Ezzel szemben
az aktivalt kaszpazok hasitjdk a PARP-1-et, a hasitott termék gatolja a hasitatlan PARP-1
katalitikus aktivitasat, és a NAD" és ATP szint megérzése mellett apoptozis indukalodik.

A PARP enzimcsalad valtozatos sejtbeli eléfordulasa, illetve a PARIl&cié kapcsolata egyéb
szabalyoz6 fehérjékkel (kindzokkal, foszfatdzokkal) és jelatviteli molekuldkkal (kalcium
szignalizaci6 elemei) felveti annak lehetdségét, hogy egyéb sejthalal Gitvonalakban is szerepet
jatszhat (Virdg et al., 2013). Tekintve a PARP-1 sokrétii szerepét, ugy vélik, hogy egyfajta
,molekuldris kapcsoloként” szolgal a kiilonbozd sejthaldl utvonalak szabalyozasdban (8.
abra), és a sejthalal folyamatok kimenetele a DNS karosodas sulyossagatdl, a sejt energetikali
allapotétdl és a PARIl&cidé mértékétdl figg (Weaver és Yang, 2013).

3.4.3. A génexpresszio es differenciacio szabalyozasa

Az egyedfejlodés, a sejtek differenciacioja soran és a kiilonbozé kdrnyezeti tényezok
hatasara meghatarozott gének meghatarozott idében aktivalodnak illetve kapcsolnak Ki.
Mindez tobb szinten zajlé és szigortan szabalyozott folyamatok révén valosul meg. A
transzkripcios szintll szabalyozasban alapveté tényez6 a kromatin szerkezete és
hozzéaférhetésége, az eukromatikus és heterokromatikus régiok dinamikus atrendez6dése. A

kromatinszerkezet és igy a transzkripcié szabalyozhaté a hiszton fehérjék kovalens
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modositasa (acetilacio, metilacio) altal, a nukleoszomakat 6sszekéto H1 hiszton, a HP1
(heterochromatin-associated protein 1) illetve a PARP-1 kotddése révén (Kim et al., 2004).

A PARP-1 szerepét hosszu ideig leginkabb a DNS hibajavitasban és a sejthalalban
vizsgaltdk. A sejtmagban a hisztonokon Kivil a PARP-1 a legnagyobb mennyiségben
eléforduld fehérje, mely a sejt nyugalmi allapotaban nagyrészt a kromoszomék mentén és
nukleoluszokban, kromatinhoz kétédve talalhaté (Thomas és Tulin, 2013). Tobb kisérletben
kimutattak, hogy a PARP-1 gatlasa szamos sejttipusban befolyasolja kiilonb6z6 stimulusokra
adott génexpresszios mintazatot. gy példaul PARP-1 csendesités hatasara IFN-y-val kezelt
THP-1 sejtekben n6tt az MHC II expresszioja (Qu et al., 1994), RAW sejtekben IFN-y és LPS
(lipopoliszacharid) stimuldcié hatdsara a nikotinamid gatolta a NO szintdz expressziojat
(Pellat-Deceunynck et al., 1994). A PARP-1 gatldsa vagy a gén Kiltése csokkentette a P-
szelektin és az ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) expresszidjat, és igy ischemia
reperflziés modellben gatolta a neutrofil granulociték altal okozott szdveti sérilést (Zingarelli
et al, 1998). PARP-1 hianyos sejtekben csokken az NdB altal szabalyozott gének
transzkripcidja, és a PARP-1 knockout egerek rezisztensek az LPS altal indukalt endotoxikus
sokkra (Oliver et al., 1999).

A kromatinszerkezet és transzkripci6 PARP-1 altali szabalyozéasanak lehetséges
mechanizmuséra két elmélet sziletett. A PARP-1 egyrészt ADP-ribozilalhatja a kromatinhoz
kot6doé fehérjéket, igy példaul a hisztonokat, és ez destabilizilja a kromatin komponensek
kdlcsonhatdsat a DNS-sel (Poirier et al., 1982; Aubin et al., 1983). Méasrészt a PARP-1 auto-
poli-ADP-ribozilacidja vezethet a kromatin fellazuldséhoz, hiszen in vivo koriilmények kdzott
maga a PARP-1 a PARilaci6 elsédleges akceptor fehérjéje. Kimutattak, hogy a hisztonok és
mas kromatin fehérjék kovalensen PARIlalédhatnak, de ez nem nélkilozhetetlen a
kromatinszerkezet PARP-1 altali szabalyozasahoz (Kim et al., 2004). Teljes proteom
analizissel szdmos fehérjét azonositottak, melyek nem-kovalens modon nagy affinitassal
kotédnek a PAR polimerekhez. Ezek a fehérjék hat nagy csoportba sorolhatok: a DNS
hibajavitdisban, a  DNS  replikacioban, a  sejtciklus  szabdlyozasadban, a
kromoszdémaszervezddésben, a fehérje szintézisben és az mRNS metabolizmusban részt vevo
fehérjék (Gagné et al., 2008). Kimutattak, hogy a nem-kovalens kélcsonhatést a fehérjék és a
PAR polimerek kozott befolydsolja a polimerek hossza (Fahrer et al., 2007). A PARP-1
szabalyoz0 szerepe tehat a sejtmagi folyamatokban alapvetéen abbdl ered, hogy a kovalens
vagy nem-kovalens médon médositott (PARIlalt) fehérjék disszocialnak a nukleinsavrol. A
fehérjék nukleinsavrol valo levalasztasadban két hatés szerepelhet: az elekrosztatikus taszités a
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neg aiv toltésit PAR p dimer és a DNS/RNS k &o t, valamint a DNS/RNS-k6t6 domének
eltakardsa (D’ Amours et al., 1999).

A H1 hisztonhoz hasonléan az enzimatikusan inaktiv PARP-1 (NAD" hianyaban,
automodifikécio nélkil) a kromatin kondenzécidjat, kompakt szerkezet kialakuldsat segiti el6.
A PARP-1 és a H1 hasonl6 nukleoszoma koté sajatossagokkal rendelkezik in vitro, de in vivo
koriilmények kozott eltérd szerepiik van a génexpresszid iranyitasaban. A H1 és a PARP-1
ugyanis verseng a nukleoszoma kotohelyekért és eltéré nukleoszéma frakciokhoz illetve
kromatin doménekhez kotédnek (Kim et al., 2004). A PARP-1 aktivalodasa vezet a kromatin
szerkezetének fellazulasahoz. Korébban az volt az elfogadott nézet, hogy a PARP-1 DNS
karosodas hatasara aktivalodik, kés6bb kimutattak, hogy DNS-torés hidnyéaban is aktivalodhat
az enzim. A jelenlegi modell szerint (9. &bra) a transzkripcid soran a nukleoszéma feherjéi
szabalyozzak a PARP aktivitasat (Kim et al., 2004). Kimutattak a PARP-1 szinte minden gén
promoterénél jelen van, ahol aktiv transzkripcidé zajlik, és kotddik a nukleoszoma
hisztonjaihoz, legnagyobb affinitassal a H3-hoz és H4-hez. A Drosophyldban H2Av hiszton
varians (az emlés H2Ax és a H2Az homologja) a gének promoter régiojaban talalhato, és ez
felelés a PARP-1 poziciondlasaért és aktivalodaséért, a PARP-1 ugyanis nagy affinitassal
kotédik a hiszton varianst tartalmazé nukleoszémékhoz, mert a H2A hiszton varianst
tartalmaz6 nukleoszoéma nyitottabb konfiguracioju, és igy kdnnyebben hozzaférhetéek a H3 és
H4 hisztonok. A H2A hiszton gatolja a PARP aktivitdst. A H2Ax (illetve H2Av)
foszforilacidja szabalyozza a PARP-1 aktivitasat azaltal, hogy er6sebb lesz a kotédés a
PARP-1 C-terminalisa és a H4 kozott, a H4 kotddése pedig allosztérikusan aktivalja a PARP-
ot. A PAR polimerek negativ toltéseik révén megvaltoztatjak a nukleoszoma szerkezetét, egy
nyitottabb konfiguracio létrejottét, ezltal a kromatin fellazuldsat segitik elé (Pinnola et al.,
2007; Kotova et al., 2011; Thomas és Tulin, 2013).
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9. &bra A PARP-1 H2Av éltali szabalyozasdnak modellje (Kotova et al., 2011 nyomén)

A H2Av varianst tartalmazé nukleoszoméahoz nagy affinitassal kotédik a PARP-1. A H2Av
hiszton foszforilacidja megvéltoztatja a nukleoszoma konformaciojat és PARP-1 aktivaciot
valt ki. A PAR polimerek negativ toltéseik révén egy nyitottabb konfiguréacid Iétrejottét,
ezaltal a kromatin fellazulasat segitik el6.

A kromatin fellazitasan Kkivil a PARP-1 a transzkripcié szabalyozasanak egyéb
Iépéseiben is részt vesz. A PARIlacid befolydsolja a hnRNP (heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins) MRNS-hez valo kotddését, igy a splicing szabalyozasaban is szerepe van
(Ji és Tulin, 2009). A PARP-1 koregulatorként miikodve szabdlyozza a transzkripcids
faktorok kotodését a kromatinhoz. Bizonyos esetekben ehhez sziikség van az enzim
aktivitasara, igy példaul a HES (hairy and enhancer of split-1 transzkripcids faktor) és Elk1
(ETS domain-containing protein) esetén (Ju et al., 2004; Cohen-Armon et al., 2007), mas
esetekben (pl. NFxB) nem sziikséges a PARP-1 aktivitasa, fehérje-fehérje kdlcsdnhatas révén
valésul meg a szabalyoz6 szerep (Hassa et al., 2001). A PARP-1 a DNS metilaciét is
befolyasolja, igy a génexpresszio epigenetikus szabalyozasaban is szerepe van (Caiafa et al.,
2009). A DNS metiltranszferdz 1 (Dnmtl) két PAR-ko6t6 doménje révén, nem-kovalens
modon nagy affinitassal kotodik a hossza és elagazdo PAR polimerekhez. A PAR polimerek
megkotése gatolja a DNS metiltranszferaz aktivitast (Reale et al., 2005). A PARP-1 ezen felil
a Dnmt1 expressziojat is szablyozza ugy, hogy a PARIlalt PARP-1 a Dnmtl promoteréhez
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kotddve megakadalyozza annak metilaciojat. A PARG overexpresszid a tumorsejtekre
jellemz6 megvaltozott DNS metilaciot okozott, a megfelelé PAR szint, a PARP-1 és a PARG
kiegyensulyozott miikodése tehat sziikséges a megfeleld6 DNS metilacios €S genexpresszios
mintazat kialakitasahoz (Zampieri et al., 2009).

Szamos differencialodasi folyamatban kimutattdk a PAPR-1 szerepét, igy tobbek
kozott a B-sejtek differenciaciojban (Exley et al., 1987), a granulocita-makrofag progenitor
sejtek makrofag iranyu differenciaciéjaban (Francis et al., 1983), csirke mesenchymalis sejtek
dendritikus sejtek érésében (Aldinucci et al., 2007) és a Th2 sejtek differenciaciéjaban
(Sambucci et al., 2013). Ezen felul szerepet jatszik az angiogenezisben (Caldini et al., 2011),
az adipogén differencidcioban (Erener et al., 2012) és az embrionalis &ssejtek
differenciaciéjaban is (Gao et al., 2009).

3.4.4. A PARilacio patofiziologiai jelentésége, a PARP-1 gétlas terdpids lehetéségei

Kezdetben a PARP-1-gyel kapcsolatos vizsgélatokban annak DNS hibajavito szerepe
kapott nagy hangsulyt. A PARP-1 kutatasa és a gatlészerek alkalmazésa a daganatellenes
terapiaban igy parhuzamosan fejlédott (Curtin és Szabo, 2013). Mar 1980-ban kimutatték,
hogy a 3-AB (3-aminobenzamid) a PARP-1 gatlasa révén hatékonyan gatolta a DNS
alkilalészer DMS (dimetil-szulfat) altal okozott DNS torések javitasat, igy ndvelte a DMS
citotoxicitdsat (Durkacz et al., 1980). Késébb tobb PARP gatloszert fejlesztettek ki, mely a
klinikai Kiprobalas fazisaba jutott. Legtobb esetben kombinalt terapiaban, mas gyogyszerekkel
(DNS metilal6é szerekkel, topoizomeraz | gatlokkal) egyitt, azok citotoxicitasat fokozandd,
alkalmaztdk a PARP gatloszereket. Bizonyos (pl. BRCA hianyos) daganattipusokban nem
milkodik megfelelden a homolég rekombindcios DNS hibajavitds, igy ezek a sejtek
hiperérzékenyek a PARP gatloszerekre, melyek dnmagukban sejthalalt okoznak a megfeleld
hibajavitasi rendszer szinte teljes hidnya miatt (Bryant et al., 2005). A BRCA muténs
tumorokban a PAPR gatldszerek monoterapidban valo alkalmazasa igéretes (Curtin és Szabd,
2013).

Szamos egyéb betegségben is leirtdk a PAPR-1 gyors és elh1iz6d6 aktivalodasat, mely
szovetkarosodashoz, kéros folyamatokhoz vezet (Virag és Szabd, 2002). Kimutattak a
PARIl&ci6 szerepét ischemia-reperfuzios modellben (Zingarelli et al., 1998; Liaudet et al.,
2001), hemorrhégias és szeptikus sokk esetén (Watts et al., 2001), diabetesben (Soriano et al.,
2001), a doxorubicin altal kivaltott szivelégtelenségben (Pacher et al., 2002) és gyulladasi
folyamatokban (Oliver et al., 1999; Bai et al., 2009). A PARP inhibitorok hatékonyak
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lehetnek a gyulladas és a szdveti sérilések csokkentésében, a szervfunkcidk javitdsaban
(Virag és Szabd, 2002).

3.5. A dohanyfust altal okozott oxidativ karosodas

A dohényflst egy tobb ezer vegyiiletbdl allo igen komplex és valtoz6 Gsszetételii
aeroszol, melyben az alkotéelemek dinamikusan oszlanak meg a részecske és a gaz fazis
kozott (Thorne és Adamson, 2013; Wooten et al., 2006). A legujabb mérések szerint a
cigarettaftistben 1évé komponensek szama tobb mint 5600 (Perfetti és Rodgman, 2011), ebbdl
158 vegytlet bizonyult toxikusnak, azon beliil 45 vegydletet talaltak, mely bizonyitottan vagy
vélhet6en karcinogén hatast (Fowles és Dybing, 2003). A policiklusos aromés hidrokarbonok
(PAH), a nitr6zaminok, az arzén, a kadmium és a krom karcinogén hatasu lehet (Thorne és
Adamson, 2013). A dohanyfist egyéb alkotok révén mas megbetegedésekhez is hozzajarul.
gy példaul az aldehideket (formaldehid, acetaldehid, akrilaldehid) a COPD (chronic
obstructive pulmonary disease) kialakuldsdval hoztdk Osszefuggésbe. A cigarettafiist
Osszetétele nagymértékben figg a dohany mindségétol és feldolgozasatol, az égéstél, a
cigaretta tervezésétdl, annak formajatol és a fiistsziir6tdl (Wooten et al., 2006; Roemer et al.,
2012). A kiserleti korilmenyek kozott hasznalt cigarettafiist kivonatok (CSE, cigarette smoke
extract) fizikai és kémiai tulajdonsagai és igy biologiai hatésai is eltéréek lehetnek a kivonat
készitésének modjatol fiiggden. Jelenleg még nem megoldott, de torekednek a dozis mérésére
a teljes fustkivonatok in vitro kisérletekben val6 hasznalatakor (Thorne és Adamson, 2013).

Legtobb tanulmany a cigarettafiist altal okozott sejthalélt, a gyulladasos folyamatokat,
a DNS karosodast és az oxidativ stresszt vizsgalja, melyek egyiittesen vezetnek a dohanyzas
altal okozott kiilonbozé betegségek kialakulasahoz. A dohanyzas &ltalanos oxidativ stresszt
Kivaltd hatasa révén szinte az egész szervezet milkodésére hat. A dohanyfiist gatolja a
sejtproliferaciot eés a sejtek regenerdcios képességét, igy késlelteti a gyomorfekély
gybgyulasat (Shin et al., 2002), hozzajarul az osteoporosis kialakulasahoz illetve az allapot
romlasahoz (Liu et al., 2001). A CSE gatolja az eNOS (endothelialis nitrogén-monoxid
szintaz) aktivitasat, csokkenti a nitrogén-monoxid termelést, igy az érrenszeri betegségek
egyik rizikéfaktora (Zhang et al., 2006; Ota et al., 1997; Imamura et al., 2007; Su et al.,
1998). A dohanyzas fokozza a myometrium kontraktilitdsat, igy noveli a koraszilés
kockazatat (Nakamoto et al., 2006).

A tiidBen a d & wés altal ok ot sejthaldl hozzdjarul a COPD tii et egyuttes
kialakuldsdhoz, azonban a sejthalal formajat es ezek relativ szerepét tekintve ellentmondasos

eredményeket talalunk az irodalomban. Az eltérések oka valosziniilleg az, hogy a kisérleti
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kérulmények, az alkalmazott CSE koncentracié és a vizsgalt sejttipusok kiilonbozéek. CSE
kezelés hatasara apoptozist mutattak ki HFL-1 human fibroblaszt sejtekben (Carnevali et al.,
2003; Sugiura et al., 2007), A549 alveolaris epithelsejtekben (Jiao et al., 2006; Ramage et al.,
2006), hBEC bronchialis epithel sejtekben (Tagawa et al., 2008). Mas vizsgalatok szerint
inkabb a nekrozis jellemz6 (Kode et al., 2006), illetve adott sejttipusban a sejthalal modja
lehet apoptdzis vagy nekrdzis, ami az alkalmazott CSE koncentraciotol fugg (Ishii et al.,
2001). Tud6biopsziakbdl szarmazd human primer fibroblaszt sejtek vizsgélata azt mutatta,
hogy CSE kezelés hatdsara nagy egyéni variancia tapasztalhatd a kiilonb6z6 sejtek
érzékenységében és a fibroblasztok apoptézisra vald hajlamaban. Ez magyarazhatja azt, hogy
nem minden dohanyzé emberben alakul ki emphysema (Baglole et al., 2006). Az akut
kezeléssel ellentétben a kronikus CSE kezelés mitokondrialis mutéciokat eredményezett,
emellett csokkentette a sejtek apoptozisra vald érzékenységét, igy a dohanyzéas artalmainak
Kitett szdvetekben szelekcios nyomast jelenthet a tumoros elvaltozasok kialakuldsa soran
(Chang et al., 2010). Mas vizsgalatban is kimutattdk, hogy a CSE kezelés DNS karosodast
okoz, de nem vezet apoptézishoz, igy a potencialisan onkogén mutéaciét hordozd sejtek
tulélése lehet6vé valik,, ami szintén eldsegiti a tumorok k alak ulasat (Liu et al., 2005). Az
autofagia morfoldgiai eés biokémiai paramétereit is sikerllt kimutatni CSE kezelés hatasara
Beas-2b human bronchialis epithelsejteken (Kim et al., 2008), COPD betegek mintaiban,
dohanyfiisttel kezelt egerekben és tiid6epithel sejtekben (Chen et al., 2008). Epithel sejtekben,
fibroblasztokban és makrofagokban szintén autofagiat valtott ki a cigarettafiist kezelés, és a
PARP-1 gatldsa a SIRT1 aktivaldsanak reven csokkentette a cigarettafiist altal kivaltott
autofagia mértékét (Hwang et al., 2010).

A hossz(tavl dohanyzds masik kovetkezménye lehet a kronikus gyulladasi
folyamatok kialakulasa és a csokkent védekezOképesség a léguti fertdzésekkel szemben. A
jelenségben a neutrofil és eozinofil granulocitak, a makrofagok és T-limfocitak szerepét
vizsgaltak leginkédbb. A CSE Altal indukalt proinflammatorikus citokintermelés tekintetében
ellentmondasosak az eredmények. A legtobb vizsgalat szerint a cigarettafust hatasara
fokozodik az NF-kB aktivitasa és a neutrofil infiltraciot eldsegité I1L-8 termelése in vivo és in
vitro modellekben is (Richter et al., 2002; Lixuan et al., 2010; Mortaz et al., 2009; Mio et al.,
1997; Yang et al., 2006; Kode et al., 2006; Li et al., 2007; Vassallo et al., 2008; Keatings et
al., 1996). Més proinflammatorikus citokinek (igy példaul az IL-1, IL-6, TNF-0) escén
azonban kevésbé egyértelmii a CSE hatasa. TObb esetben szamoltak be arrdl, hogy a
cigarettafiist ezen citokinek termelését is fokozta (Lixuan et al., 2010; Orosz et al., 2007;
Kode et al., 2006; ), ezzel ellentétben mas modellekben az IL-8 szint emelkedése mellett a

31



tobbi citokin szintjének csokkenését mutattak ki (Kent et al., 2008; Mortaz et al., 2009). Igy
az IL-8 expresszion keresztiil eldidézi a gyulladasos sejtek kemotaxisat, és gatolja a
velesziiletett immunvélaszt (Kent et al., 2008; Kulkarni et al., 2010). A citokintermelésre
gyakorolt hatdsa révén a CSE befolyasolja az immunsejtek kdrokozok altal kivaltott reakcidjat
is. Kimutattdk, hogy CSE jelenlétében csokken a pDC sejtek (plasmacytoid dendritikus
sejtek) TLR-9 (Toll-like receptor 9) ligand altal indukalt TNF-a, IL-6 €s IFN-a termelése, igy
csokken az antivirdlis immunvédekezés hatékonysaga (Mortaz et al., 2009). Streptococcus
pneumoniae fertézés esetén egerekben cigarettafiist hatasara csokkent a bakterialis clearance
hatékonysaga, alveolaris makrofagokban pedig csékkent a komplement medialt fagocit6zis
mértéke (Phipps et al., 2010). Bronchialis epithel sejtek esetén a dohanyfust kezelés
csokkentette a barrierfunkciot es fokozta az allergénpenetracié mértékét (Gangl et al., 2009).

Habéar a cigarettafiist szdmos karcinogén és egyéb artalmas vegyiiletet tartalmaz, a
kisérletes bizonyitékok arra utalnak, hogy a toxicitdsa nagyrészt az oxidativ stresszel
kapcsolatos. A szabadgyokok jelenlétét a cigarettafustben, az altaluk okozott oxidativ
karosodast tobb tanulmanyban kimutattak, és dsszefliiggésbe hoztak az oxidativ stresszt a
dohanyzas altal okozott megbetegedésekkel (Pryor et al., 1983; Church és Pryor, 1985; Zang
et al., 1995). Mind a sejthalal folyamatokban, mind az immunsejtek citokintermelésének
szabalyozdsdban kulcsszerepe van a cigarettafiist altal okozott oxidativ stressznek. Tébb
vizsgélatban igazoltak, hogy az antioxidansok csokkentik a gyulladasi folyamatokat (Kulkarni
et al., 2010) és védelmet jelentenek a sejtek talélésében, igy szerepet kaphatnak a kilonféle
tlnetegyuttesek kezelésében és megel6zésében (Kinnula, 2005; Onizawa et al., 2009; Kode et
al., 2008; Panda et al., 2000).

A dohényfiist gazfazisa rovid élettartamu reaktiv oxigéngyokdket tartalmaz, foként
szuperoxidot és nitrogén-monoxidot, melyek reakciojabdl az igen reaktiv peroxinitrit
képzddhet. A részecskefdzis ezzel szemben hosszabb élettartami hidrokinonokban gazdag,
melyek redox reakciokban tovabbi szuperoxid, hidrogén-peroxid és hidroxil gyok képzéséhez
jarulnak hozza, igy tartésan fennalld oxidativ stresszt eredményeznek (Aoshiba és Nagai,
2003; Church és Pryor, 1985). A hidrokinonok és a hidrogén-peroxid a sejtekbe jutva
feherjék, lipidek oxidativ modositasat idézik el6 és DNS kéarosodast okozhatnak (Nishio és
Watanabe, 1997; Asami et al., 1997; Liu et al., 2005; van der Vliet, 2006).

A tiidében hatékony védekezési mechanizmus alakult ki a reaktiv oxigénvegyiiletek
artalmatlanitasara. A ciszteinben gazdag glikoproteinekb6l allo mucin jelent6s szerepet jatszik
a légutak védelmének biztositasaban, és mennyisége megné oxidansokkal vald kezelés soran

(Baginski et al., 2006). A tiidében a GSH (redukalt glutation) szintén els6dleges fontossagu a
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reaktiv oxigénvegyiletek elimindlasaban. A légutak szOveteiben lipid- és vizoldékony
vitaminok is talalhatok, de ezek szerepe az oxidativ stresszben még nem tisztazott. A tiidében
emellett fontosak az antioxidans enzimek és thiol fehérjék, melyek jellemzden sejt- illetve
kompartment-specifikus elrendez6dést mutatnak (Kinnula, 2005). A SOD enzimek
(szuperoxid dizmutdzok) a szuperoxid lebontdsat katalizaljak, a citoszolikus CuzZnSOD, a
mitokondrialis MnSOD és az extracellularis ECSOD is nagy mennyiségben expresszalodik a
tidében (Kinnula és Crapo, 2003). A hidrogén-peroxid lebontasat végzo, a peroxiszomaban
elhelyezkedé katalaz (CAT), valamint egyéb, a GSH metabolizmushoz kapcsolodo enzimek
szintén fontos szerepet jatszanak. Ez utdbbi csoportba tartoznak a glutation peroxidazok
(GPX), a glutation reduktaz (GR), a glutamat cisztein lighz (GCL) és a glutation szintaz (GS).
A katalazzal ellentétben a GPX enzimek nemcsak a hidrogén-peroxid, de a lipid-peroxidok
lebontésat is képesek katalizalni. A glutamat cisztein ligaz és a glutation szintaz megfelelé
mitkodése a GSH szintézis miatt fontos, mig a glutation reduktaz az ,,oxidalt GSH” (GSSG)
gyors redukélasaban vesz részt (Kinnula, 2005). A hidrogén-peroxid eliminaldséban tiol-
tartalmu fehérjék is részt vesznek, huméan sejtekben a tioredoxinok (TRX) és a tioredoxin
reduktadzok (TRR) szerepét irtdk le (Tiitto et al., 2003). Az oxidativ stresszben szerepet jatszo
44 gén expresszidjanak vizsgélata soran kimutattak, hogy 16 gen expresszidja fokozodott a
dohdnyz6 emberekben a kontroll csoporthoz viszonyitva. A valtozas nagyrészt a GSH
metabolizmus enzimeit érintette (Hackett et al., 2003).

A dohényzas altal okozott megbetegedések hatterérdl egyre inkabb az az elfogadott
allaspont, hogy alapvetéen az oxidativ stresszre, illetve az oxidans-antioxidans egyensuly
felborulasara vezethetok vissza. A ROS/RNS vegyiiletek keletkezésének modjat és az ezek

eliminacidjaban részt vevo legfontosabb enzimeket a 10. dbra mutatja be.
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10. abra ROS/RNS vegylletek keletkezésének mddja dohanyzas soran és ezek eliminaciéjaban
részt vevé legfontosabb enzimek (Kinnula, 2005 nyoman)

*O,-: szuperoxid. H,O,: hidrogén-peroxid. «OH: hidroxil gyok. NO: nitrogén-monoxid. NOS:
nitrogén-monoxid szintaz. HOCI: hipoklorossav. ONOO-: peroxinitrit. RNS: reaktiv nitrogén
intermedierek. MMP: métrix metalloproteindz. TIMP: méatrix metalloproteindz szoveti
inhibitor. SOD: szuperoxid dizmutdz. GPX: glutation peroxidaz. GR: glutation reduktéz.
GSH: redukalt glutation. GCL: glutaméat cisztein ligdz. GST: glutation-S-transzferdz. GSSG:
oxidalt glutation. GS: glutation szintdz. yGT: y-glutamil-transzpeptidaz. MRP: multidrug
resistance protein. TRX: tioredoxin. PRX: peroxiredoxin. GRX: glutaredoxin. CAT: katalaz.
HO-1: hem-oxigenaz-1.

3.6. Mesenchymalis éssejtek (MSC, mesenchymal stem cells) és az osteogen differenciaciod
jellemzése

A mesenchymalis 6ssejtek az egyedfejlodés korai szakaszaban megjelend, de a felndtt
szervezetben is jelenlévé non-hematopoetikus multipotens sejtek, melyek képesek
onmegujulasra és tobbféle iranya differenciaciora (Chamberlain et al., 2007). Eldszor a
csontveloben irtdk le a mesenchymalis Gssejtek jelenlétét (Friedenstein et al.,, 1976), de
szamos mas szOvetben is megtalalhatoak, igy izolalhatoak neonatalis szovetekbdl (a placenta
bizonyos részei, kdldokzsinor) és felndtt szovetekbdl (zsirszovet, csontveld, periférids vér)
(Hass et al., 2011). Az ISCT (International Society for Cellular Therapy) allasfoglalasa
alapjan (Dominici et al., 2006) dssejtnek tekintjiik azokat a sejteket, melyek

- adherensek
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- felszinlkdén CD105, CD73 és CD90 antigének jelen vannak, de nem hordoznak
semmilyen vérképzd Os- és elddsejtekre, illetve a kiillonbozd vérsejtfejlodési sorokra
jellemz6 felszini markert (CD45, CD34, CD14, CD11b, CD7% €s CD19, HLA -DR)

- csont-, porc- és zsirsejtekké egyarant képesek differencialodni.

Multipotens jellegiiknél fogva a mesenchymalis 6ssejtek felhasznalasa igéretesnek tiinik a
regenerativ orvoslasban. Megfelel6 stimulusok hatésara az ¢ssejtek adott sejttipussa képesek
differencialédni, igy segitve a szOveti regenerdlddast és a szervfunkciok javulasat. A
differenciécids folyamatok tébb Iépésben zajlanak le. Elsé 1épésben a multipotens MSC sejtek
elkotelez6dnek a differencidcié irdnyaba, az elkdtelezddést a megfeleld ,,mester”
transzkripcids regulatorok szelektiv expresszidja iranyitja. llyen kulcsfontossagu
transzkripcios regulator a MyoD az izom, PPAR a zér, Sox9 a porc és Runx2 a csont
iranyd differenciacid soran. A csontiranyG differenciacié iranyaba elkotelez6dott
osteoprogenitor sejtekben a proliferacios stddiumot kovetden a mitotikus fazisbol kilépve
fokozodik az alkalikus foszfataz, a csont szialoprotein (BSP, bone sialoprotein) és az I. tipusd
kollagén expresszidja, melynek révén létrejon az extracellularis kollagénben gazdag matrix.
Ezt az extracelluléris matrix mineralizaciojaban fontos gének (osteokalcin, osteopontin,
kollagendz) expresszidjanak novekedése koveti, igy a maétrix a hidroxiapatit kristalyok
kirakodasa révén mineralizalédik (Jensen et al.,, 2010). Az osteogén differenciaciéban
tobbféle szignalizacios kaszkad szerepét irtak le, kozti a -katenin fiiggé Wnt jelatviteli
Utvonalat (D’Alimonte et al., 2013), a Hedgehog szignalizaciét (James et al., 2010), és a
NELL-1 jelatviteli Gtvonalat (James et al., 2012). Ezen felil tébb més jelatviteli dtvonal is
befolyasolhatja a differenciéciot, igy példaul a BMP (bone morphogenic protein) jelatviteli Gt
(Lamplot et al., 2013) és az IGF (inzulin-szeri novekedési faktor) szignalizacio (Giustina et
al., 2008). Tobb vizsgélatban talaltdk azt, hogy az oxidativ stressz és a hypoxia is hatassal van
a differencidcios folyamatokra. A mesenchymalis Gssejtek ugyanis szoveti koriilmények
kozott hypoxias mikrokornyezetben talalhatdk, igy a standard tenyésztési korilmények
dnmagukban oxidativ stresszt jelentenek, mely befolyasolja a sejtek proliferacids kapacitasat
és differenciacids képességét is (Hass et al., 2011). Tobben vizsgaltdk a ROS vegyiiletek
szerepét a differenciacidban, ezzel kapcsolatban ellentmondéasos eredményeket talalunk.
Egyes megfigyelések szerint a ROS vegyiletek gatoljak az osteogén differenciaciot (Chen et
al., 2008; Arai et al., 2007), mig masok eredményei éppen azt bizonyitjak, hogy a képz6do
ROS elosegiti azt. Kimutattak, hogy a NOX4 altal termelt szuperoxid szabalyozza a BMP2
expressziot és el6segiti a differenciaciot (Mandal et al., 2011), és vannak eredmények a

szuperoxid kalcifikéaciot fokozo szerepére is (Sutra et al., 2008).
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Az 6ssejtek mellett a SAOS-2 osteosarcoma sejtek is nagyon jo6 modellt nyGjtanak az
csont iranyt differenciacio késéi stadiumainak tanulmanyozasahoz, melyekben differencialo
stimulusok hatdsara szintén mineralizalt extracellularis matrix képzése figyelheté meg.
Vizsgalataink sordn a legfontosabb eredményeket mindkét sejttipusban igyekeztink
megerdsiteni.

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
szintli szabalyozasat barmilyen mddon befolydsolja-e a PARP-1 aktivitds. Ezen felil
kimutattak, hogy az osteoblast sejtek nagy része elpusztul a végs6 differenciacios allapot
clérése elbétt (Javed et al., 2 0 1.0Miv ¢ a PARP-1-nek tobbféle sejthalal utvonalban
bizonyitottak a szerepét, szerettilk volna megvizsgalni, hogy van-e szabalyoz6 funkcidja a

csontirany( differenciacioban.
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4. CELKITUZESEK

4.1. Célkitiizések 1.

A dohényzas altal okozott karosodasok alapvetéen az oxidativ stresszre, illetve az
oxidan-antioxidans egyensuly felborulaséra 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 hatdsara A549 sejtekben?
2. Mi a szerepe a PARP-1-nek a CSE altal kivaltott sejthalal szabalyozasaban?

4.2. Célkitiizesek 1.

A mesenchymalis 6ssejtek €s 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?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Anyagok

Az RPMI 1640 médiumot, a penicillin-streptomycin oldatot, az L-glutamint, az FBS-t
és a molekulaméret markereket a Biocentert6l (Szeged, Magyarorszag) vasaroltuk. A 0,22 pm
sziirbket, a DMSO-t, a Triton X-100 oldatot, az etanolt, a metanolt, a Trist, a Tris-HCI-t, a
glicerolt, a maratott targylemezeket, a NaCl-ot, a Il. tipust kollagenazt, az izopropanolt és a
puromycint a VWR-t61 (Debrecen, Magyarorszag) szereztilk be. Az LDH kitet a Roche-t0l
(Budaérs, Magyarorszag), a biotinilalt anti-egér IgG-t a Vector Laboratories-tol, a 2-
merkaptoetanolt a Reanaltdl (Budapest, Magyarorszag), a May-Grinwald és a Giemsa oldatot
a Finomvegyszer Szovetkezettdl (Budapest, Magyarorszag), a formalint a Molar Chemicals-
tol (Budapest, Magyarorszag), az anti-AlF antitestet a Cell Signalingt6l (Danvers, MA, USA),
a Super Signal West Pico reagenst, az anti-egér 1gG — Alexa Fluor 546 és az anti-nyul IgG -
Alexa Fluor 488 konjugatumot, a Streptavidin-Alexa Fluor 488 konjugatumot, a propidium-
jodidot, a MitoSOX Redet, az Ampex Redet, a dihidroetidiumot, a CD45, CD73, CD105,
IgG1 és 1gG2a ellenanyagot a Life Technologies-t6l (Budapest, Magyarorszag), az agarozt, a
poliakrilamidot és a nitrocelluléz membrant a Bio-Rad-t6l (Budapest, Magyarorszag)
vasaroltuk. A Tripszin-EDTA oldatot, az MTT-t, a JC-1-et, a brémfenol-kéket, a DAPI-t, a
protedz inhibitorokat, a PMSF-et, a SOD-ot, a katalazt, a PEG-SOD-ot, PEG-katalazt, a
pLKO.1-puro vektort, a DMEM médiumot, a Histopaque-1077 oldatot, az antibiotikum-
antimikotikum oldatot, a dexametazont, az aszkorbinsav-2-foszfatot, ap -licerol-foszfatot, a
D3 vitamint, az Alizarin voros festéket, a dimetil-metilénkéket, a natrium-piruvat oldatot, az
ITS premix oldatot, a prolint, az Oil Red O festéket, az indometacint és az IBMX-et a Sigma
Aldrich-tél (St. Louis, MO, USA) vasaroltuk. A Steriflip szlir6ket a Merck Kft-t61 (Budapest,
Magyarorszag), az inzulin oldatot az Eli Lilly Nederland B.V. cégtdél (Hollandia), a CD90,
CD34 és HLA-G ellenanyagot a Soft Flow Hungary Kft-t61, a vWF ellenanyagot a Leica

Biosystems cégtdl (Newcastle, UK) szereztiik be.

5.2. Mdbdszerek

5.2.1. Sejttenyésztes

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 egészitettink ki. A humén cMSC sejtek tenyészteéséhez 1 g/l glikoz tartalmu
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DMEM médiumot hasznaltunk, melyet szintén 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml streptomycinnel egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO;

tartalom mellett tartottuk.

5.2.2. Cigarettafiist kivonat (CSE) készitése

A cigarettafust kKivonatot Su, Y. és mtsai (1998) modszere szerint készitettlik, némi
mddositéssal. 1 szl 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 fiistjét
atbuborékoltattuk 6 ml szérummentes tenyésztomédiumon. A flistkivonatot atszlrtiik 0,22
pm-es szlirén, majd 10% FBS hozzaadasaval kaptuk a 100%-0snak nevezett cigarettaflist
kivonatot. Ezt a kivonatot sejttenyészté médiummal higitva kaptuk a kezeléshez hasznalt
kiilonb6z6é koncentracioju (v/v%) oldatokat. A cigarettafiist kivonatot minden kisérlet eldtt

frissen készitettik.

5.2.3. May-Griinwald-Giemsa festés

A sejtek morfologiai valtozasait May-Grinwald-Giemsa festés segitségével
vizsgaltuk. A sejteket 24 lyuku tenyésztéedényben fedélemezen novesztettiik. PBS pufferrel
(1,059 mM KH;PQy, 155,172 mM NacCl, 2,966 mM Na;HPO,.7H,0, pH 7.,4) térténé mosast
kovetben a sejteket metanollal fixaltuk 20 percig -20 °C-on, majd desztillalt vizzel mostuk,
ezt kovetden pedig 30 percig inkubaltuk az el6zdleg frissen készitett May-Grinwald-Giemsa
oldattal (1:10 May-Grinwald, 1:10 Giemsa, desztillalt vizben). A festés utan a fed6élemezeket
haromszor mostuk desztillalt vizzel, majd Zeiss Axiolab mikroszk6p (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera segitségével készitettlink fotokat a

mintakrol.

5.2.4. Koloniaképzo képesség meghatdrozdsa

A sejtek klonogén aktivitdsdnak mérését a mar kordbban leirt mddszer (Erdélyi et al.,
2009) modositott valtozatdval végeztik. Tripszin-EDTA-val valé emésztést kovetéen a
sejtekb6l 10%/ml sejtszuszpenziot készitettiink, majd killonbdzé koncentracioji fiistkivonattal
kezeltiik 30 percig 37 °C-on. A fiistkivonat eltavolitasa és friss sejttenyészté médium
hozzéadasa utan a sejteket 6 lyuku tenyésztéedénybe raktuk 1x107 illetve 2,5x10%/Iyuk

sejtszamban. 10 napos tenyésztést kovetden a sejteket PBS-sel mostuk, 4%-o0s formaldehiddel
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15 percig szobahdmérsékleten fixaltuk, majd hematoxilinnel festettiik 10 percig. Alapos
csapvizes mosas és szaritas utdn 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 sejtpopulécidk koldniainak szama.

5.2.5. Viabilitasi assay (MTT redukcids assay)

A sejtek viabilitasat MTT redukcids assay segitségével hataroztuk meg (Erdélyi et al.,
2009). A sejteket 96 lyuku tenyésztéedényben novesztettik 10*/lyuk sejtszamban. A kezelést
kovetéen MTT oldatot adtunk a sejtekhez 0,5 mg/ml végkoncentracioban €és 1 6ran keresztiil
inkubaltuk 6ket. A feliluszo leszivasa utan a formazan kristalyokat dimetil-szulfoxidban
(DMSO) oldottuk (200 pl/lyuk). Az abszorbanciat Multiskan MS Plate Reader (Labsystems,
Vantaa, Finland) segitségével 590 nm-en mértik. A viabilitast a kontroll %-aban adtuk meg
AJAX100 képlet segitségével, ahol A: illetve A; a kezelt illetve a kontroll mintak
abszorbanciaja. Minden mérésnél 4 parhuzamost hasznaltunk, a kisérleteket minimum

haromszor ismételtik.

5.2.6. LDH aktivitds mérése

A plazmamembran integritdsdnak karosodasat a plazmamembran sériilése révén a
citoplazmabdl a feliluszoba jut6 LDH (laktat-dehidrogenaz) aktivitasanak mérésével
hataroztuk meg. A mérést Cytotoxicity Detection Kit (Roche Applied Science, Budaérs,
Magyarorszag) segitségével végeztilk, a gyartd javaslatait kdvetve. A sejteket 96 lyukd
tenyésztéedényben névesztettiik 10%/lyuk  sejtszamban. A kezelés utdn a sejteket
centrifugaltuk, majd 50 pl feltiliszot adtunk 50 pl frissen készitett reakcioelegyhez. 20 perc
inkubacid utan az abszorbanciat Multiskan MS Plate Reader (Labsystems, Vantaa, Finland)
segitségével 492 nm-en mértiik. A mérés soran a megfelel6 kezel6 oldatok szolgaltak
vakként, a sejttipusra jellemzé maximalis LDH aktivitast az 1% TritonX-100 segitségével
lizdlt sejtek ertéke adta meg. Az egyes kezelések esetén a citotoxicitas ertékét a maximalis
LDH aktivitds szazalékaban adtuk meg. Minden mérésnél 4 péarhuzamost hasznaltunk, a

kisérleteket minimum haromszor ismételtik.
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5.2.7. Mitokondrialis membranpotencial mérése

A mitokondridlis membrén depolarizacié mértékét JC-1 fluoreszcens festékkel mertik.
A JC-1 membranpermedbilis, kationos jellegli fluoreszcens festék, mely egészséges sejtek
mitokondriumaban aggregatumokat képezve vords fluoreszcencidt mutat. A mitokodrialis
membranpotencial csokkenése esetén azonban a citoplazméaban marad monomer formaban,
mely zéld fluoreszcenciat mutat. Igy a vords/zold flureszcencia aranyanak csokkenése a
mitokondridlis membran depolarizacidjat jelzi. A sejteket 96 lyuka tenyésztdedényben
novesztettiik 10%/lyuk sejtszamban. A kezelés utan kétszer mostuk a sejteket HBSS pufferrel
(5,33 mM KCI, 0,441 mM KH;PO,4, 4,17 mM NaHCO;, 137,93 mM NaCl, 0,338 mM
Na;HPO4, 5 mM D-glikoéz, pH7,4), majd 30 percig inkubaltuk 1 uM JC-1 oldattal. A vords
fluoreszcenciat 530gx/590em nm-en, a zo6ld fluoreszcenciat 485g4/538gm nm hulldmhosszon
mértiik Fluoroskan Ascent FL Plate Reader (Labsystems, Vantaa, Finland) segitségével.

Minden merésnél 4 parhuzamost hasznaltunk, a kisérleteket minimum haromszor ismételtik.

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

Az ECIS (Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) késziilékkel torténd
sejtproliferaci6 mérés alapja az, hogy az elektrodok felszinén novesztett sejtek novelik az
ellenalldst, igy a mért ellendllas ardnyos a sejtszammal. A sejteket 8W10E+ elektrodak
felszinén novesztettiik 3x10* sejt/lyuk sejtszamban, majd a kezelés ideje alatt 2 percenként
4000 Hz frekvencian mértiik az ellendllast. A rezisztencia értékeket a kezdeti idépontra

normalizalva tintettiik fel.

5.2.9. PAR és AIF kimutatasa immunfluoreszcens festéssel

Az AIF kimutatasat a mar korabban leirtak szerint végeztik (Erdélyi et al., 2009), a
PAR detektalasa szintén a kordbban leirtak szerint tortént, azzal az eltéréssel, hogy a
peroxidazzal konjugalt masodik antitest helyett fluoreszcens detektalast alkalmaztunk. A
sejteket 24-lyuku tenyésztéedényben fed6lemezen novesztettiik. PBS-sel torténd mosast
kovetéen a sejteket metanollal -20 °C-on 20 percig (PAR) vagy 4% formalinnal
szobahdmérsékleten 15 percig (AIF) fixaltuk. PBS-sel végzett mosas utan a sejteket BSA-val
blokkoltuk (1% BSA, PBS Triton X-100-ban oldva), majd 2 6ran at a blokkol6 oldatban
higitott primer ellenanyaggal inkubaltuk. Az anti-AlF ellenanyagot 1:200, az anti-PAR
ellenanyagot 1:500 higitdsban hasznéltuk. PBS-Triton X-100 oldattal torténé mosasok utan a
fed6lemezeket 1 oraig szekunder ellenanyaggal inkubaltuk 1:500 higitasban (AIF esetén anti-
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nyul IgG - Alexa Fluor 488 konjugatum, PAR esetén biotinnal konjugélt anti-egér 19gG). Ezt
kovetéen a fedélemezeket PBS-sel mostuk, majd PAR esetén Streptavidin-Alexa Fluor 488
konjugatumot adtunk a sejtekhez 30 percre 1:500 higitasban. A magokat PAR esetén 2 pg/ml
DAPI-val, AIF esetén 5 uM propidium-jodiddal festettiik. PAR festésnél Zeiss Axiolab
mikroszkop (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera
segitségével készitettlink fotokat a mintakrol. AIF festésnél a fotdkat Olympus FluoView

1000 (Olympus, Tokyo, Japan) konfokalis mikroszkdppal készitettik.

5.2.10. Western blot

A PAR kimutatasdhoz a Western blot analizist a mar korébban leirtak szerint végeztiik
(Erdélyi et al., 2009). A sejteket 6 lyuka tenyésztSedényben névesztettiik 5x10°/lyuk
sejtszamban. A kezelések utan hdromszor mostuk a sejteket hideg PBS pufferrel, majd 100 ul
hideg lizis pufferben [62.5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 10% glicerin, 715 mM 2-
merkapto-etanol, 1 mM PMSF (fenilmetilszulfonil-fluorid), proteaz inhibitorok] kapartuk fel
oket. Szonikalas, centrifugalas és forralas utan minden mintabdl 25 pg fehérjét vittiink fel 8%
SDS-poliakrilamid gélre. Elektroforézist kovetdéen a gélben 1évé mintakat nitrocelluloz
membranra transzferaltuk [transzfer puffer: 25 mM Tris/HCI (pH 8,3), 192 mM glicin, 0,02%
(m/v) SDS és 20% (v/v) metanol] 100V feszultségen 90 percig. A membran aspecifikus
kotéhelyeit 5% zsirszegény tejpor oldattal blokkoltuk, melyet 0,01% Tween 20 tartalma PBS-
ben (PBSTw) oldottunk. PBSTw oldattal t6rtén6 mosast kovetben a membrant primer
ellenanyaggal inkubaltuk 2 6ran keresztll, az ellenanyagot 1% tejport tartalmazé PBSTw-ben
oldottuk, 1:500 higitasban. Ujabb mosas utan 1 6raig inkubéaltuk a membrant a torma-
peroxidazzal jelolt mésodik antitesttel (anti-egér 1gG, 1:5000 higitasban, 1% tejpor tartalmu
PBSTw-ben oldva), ezutan PBSTw, majd PBS pufferrel mostuk, hogy eltavolitsuk a nem
kotédott ellenanyagot. Supersignal West- Pico kemilumineszcens szubsztrat (34087,
Kvalitex) hozzdadasa utdn a kemilumineszcens jelet FluorChem FC2 Imager késziilék

segitségével detektaltuk.

5.2.11. Comet assay

A DNS torés kimutatasa alkalikus Comet assay segitségével tortént. A Kisérletet a mar
korédbban leirtak szerint végeztik (Erdélyi et al., 2009). Az alkalikus Comet assay leginkabb
az egyszali DNS torések kimutatasara szolgal; a modszer azon alapul, hogy a kéarosodott

DNS konnyebben mozdul el elektromos erétérben, mint az ép DNS, igy a sejtek lizise és

42



elektroforézise utan iistokos formaju strukturat mutat. Maratott felszinii targylemezre 1%
normél olvadaspontl agar0zt rétegeztink. A sejteket tripszin-EDTA-val emésztettilk,
szuszpendaltuk, majd 30 percig kezeltiik kiilonboz6 koncentracioju cigarettafiist kivonattal. A
DNS hibajavitds hatékonysaganak vizsgalatahoz a sejteket kezelés utan 1 oOraig friss
médiummal inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket 0,5% alacsony olvadasponti agar6zba
kevertilk és a targylemezekre rétegeztik (10° sejt/lemez). A gél megszilardulasa utan lizis
kovetkezett 1 6ran at 4 °C-on [lizis puffer: 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10%
(v/v) DMSO, 1% Triton X-100 (v/v), pH 10,0]. Az elektroforézist alkalikus oldatban (300
mM NaOH, 1 mM EDTA) végeztik 25 percig 380 mA aramerdsséggel. Ezt kovetden a
targylemezeket 10 percig ekvilibraltuk 0,4 M Tris pufferben (pH 7,4), majd a sejtmagokat 10
pg/ml etidium-bromiddal festettlik. Zeiss Axiolab mikroszkop (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera segitségével készitettiink felvételeket a
mintakral, a kvantitativ kiértékelést CometScore software segitségével végeztik.

5.2.12. Intracellularis szuperoxid (O, ) detektalasa és mérése

Az intracellularis szuperoxid termelést kétféle fluoreszcens prébéaval detektéaltuk. A
dihidroetidium az etidium bromid membranpermeabilis, redukalt formaja, melyet a
szuperoxid 2-hidroxietidiumma képes oxidalni, és oxidalt formaban a DNS-hez kotédve voros
fluoreszcenciat mutat. A MitoSOX Red mitokondridlis szuperoxid indikator szintén egy
membranpermeabilis vegyulet, mely gyorsan és szelektiven a mitokondriumokba jut, ahol a
szuperoxid képes oxidalni, melynek kdvetkeztében vords fényt emittal. A sejteket 96 lyuku
tenyésztéedényben novesztettik 2x10*/lyuk sejtszamban. A kezelést kovetden a sejteket
kétszer mostuk HBSS pufferrel, majd 5 pM MitoSOX Red illetve 20 uM dihidroetidium
oldattal inkubaltuk 30 percig. A fluoreszcenciat 530g/590em nm hulldamhosszon mértik
Fluoroskan Ascent FL Plate Reader (Labsystems, Vantaa, Finland) segitségével. Minden
mérésnél 4 parhuzamost hasznaltunk, a kisérleteket minimum haromszor ismételtik. A
mitokondrialis szuperoxid termelédését MitoSOX Red-et hasznalva vitalis festéssel is Ki
tudtuk mutatni. Ennek soran a sejteket 24 lyuku tenyésztdéedényben, fedélemezeken
novesztettilk. A kezelést kovetben kétszer mostuk a sejteket HBSS pufferrel, majd 5 uM
MitoSOX Red oldattal 30 percig inkubaltuk. A fluoreszcens jelet Zeiss Axiolab mikroszkop

illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera segitségével detektaltuk.
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5.2.13. Hidrogén-peroxid (H,O;) detektalasa

Az intracellulérisan termel6d6 hidrogén-peroxidot Amplex Red segitségével mertik.
Tormaperoxiddz jelenlétében a hidrogén-peroxid reagal az Amplex Red-del (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine), és a reakcid terméke, a rezorufin voros fluoreszcenciat mutat. A
sejteket 96 lyuku tenyésztbedényben névesztettiik 2x10*/lyuk sejtszamban. A kezelést
kovetben 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
530ex/590em nm hulldmhosszon mértiik Fluoroskan Ascent FL Plate Reader (Labsystems,
Vantaa, Finland) segitségével. A koncentracio értékeket H,O, kalibracios gorbe segitségével
szamoltuk és fehérjetartalomra normaltuk. Minden mérésnél 4 parhuzamost hasznéltunk, a

kisérleteket minimum haromszor ismételtik.

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

A PARP-1 és a PARG stabil csendesitése SAOS-2 sejtekben lentivirus alapu
mddszerrel tortént, ahogyan egy masik munka sordn A549 sejtek esetén (Erdélyi et al., 2009).
A csendesitéshez PARP-1 illetve PARG specifikus short hairpin RNS-t (sShRNS-t) tartalmazé
pLKO.1-puro plazmidot hasznaltunk (TRCNO000007929 illetve TRCN0000051307 Sigma
Mission shRNS konstruktok). A kontroll sejtvonal esetén a plazmid nem tartalmazott gatlo
szekvenciat. A SAOS-2 sejteket a megfelelé plazmidot hordozé lentivirusokkal fertdztiik 24
oran keresztil, a fertdzéshez alkalmazott virustiter 10 MOI volt. A fertézott sejtek

szelekcidjahoz 5 pug/ml puromicint hasznaltunk 48 6ran keresztiil.

5.2.15. Human chorion eredetii mesenchymalis ossejtek (cMSC sejtek) izolaldsa

A human mesenchymalis Gssejtek izolalasat etikai engedéllyel végeztik (engedély
szama: DEOEC-RKEB-2946-2009). A csaszarmetszésbol szarmazo placentakat a Debreceni
Egyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikajarol 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
emeésztettilk 37 °C-on 2 6raig 100 rpm fordulatszammal razatva. Az igy kapott szuszpenziohol
az nagyobb méretli emésztetlen szovetdarabokat szliréssel tavolitottuk el, majd tovabbi sziirés
kovetkezett 100 um Steriflip vakumos sziir6kkel. A sejteket centrifugalas (4 °C, 10 perc, 1500
g) utan HBSS pufferrel szuszpendaltuk, majd a Ficoll stirliséggradiens centrifugalas

segitségével valasztottuk el a vorosvértestektdl. Az igy kapott sejteket HBSS pufferrel valo
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mosas utan sejttenyészté6 médiumban szuszpendaltuk, majd 37 °C-on, 5% CO; tartalom

mellett tenyésztettik.

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

cMSC sejtek jellemzése felszini markereik alapjan

A mesenchymalis 6ssejtekre jellemz6 sejtfelszini antigének vizsgalatat FACS analizis
segitségével végeztik. A sejteket tripszin-EDTA-val torténé emésztés utan HBSS pufferrel
mostuk, majd HBSS-ben szuszpendaltuk és 30 percig jégen inkubaltuk az altalunk vizsgalt
felszini antigének (CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, vWF, HLA-G) ellen termeltetett
primer ellenanyaggal (10 pg/ml). Minden mérésnél hasznaltunk izotipus kontrollokat (IgG1
és 1gG2b). HBSS pufferrel torténé mosas utan a sejteket masodlagos ellenanyaggal (anti
mouse lgG-Alexa 546, 1:500 higitdsban) inkubaltuk 25 percig jégen. A nem kotédott
ellenanyagokat moséssal tavolitottuk el, majd 1% formalin oldattal fixaltuk a sejteket (15perc,
szobahomérséklet). A fluoreszcencia intenzitast BD FACS Calibur aramlasi citométeren

mértiik FL2 csatornén, az adatokat BD Multiset software segitségével értékeltik.

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. A sejteket 96 lyuk( tenyésztdedényben névesztettik 1,5x10*
sejt/lyuk sejtszamban, majd differencialtat6 médiumban tartottuk Oket. Csont iranya
differenciacié soran a sejtek Ca’* tartalml extracellularis métrixot vélasztanak ki, ennek
kimutatasara Alizarin voros festést alkalmaztunk a differenciacio 7., 14. és 21. napjan. A
sejteket PBS-sel mostuk, majd metanollal fixaltuk 30 percig szobahdmérsékleten. A metanol
eltavolitasa utdn 5 percig szobahdmérsékleten hagytuk szaradni, majd Alizarin Red S oldattal
(40 mM, pH 4,27) festettiik a mintakat szobahdmérsékleten 30 percig. Desztillalt vizzel
torténé mosas majd szaritas utan Zeiss Axiolab mikroszkop illetve Zeiss Axiocam digitalis

kamera segitségével készitettiink fotokat a mintakrol.
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A differencidcios képesség ellendrzése — chondrogén differenciacid

A chondrogén iranyt differenciacios képesség ellendrzése dimetil-metilénkek
(DMMB) festéssel tortént, ez a festési eljaras alkalmas az extracellularis matrix szulfatalt
glik6zamino-glikdn komponenseinek Kimutatasara. A differenciald médium dsszetétele: 4,5
g/l glukoztartalmd DMEM, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 200 pg/ml streptomycin,
1 mM Na-piruvat, 10 ng/ml TGF-B1, ITS premix, 0,1 pM dexametazon, 50 pg/ml
aszkorbinsav-2-foszfat, 40 pg/ml prolin. A sejteket tripszin-EDTA-val térténé emésztés utan
differenciaciés médiumban szuszpendaltuk, majd 2,5x10° sejt/lyuk sejtszamban V-alji 96
lyuku tenyésztéedénybe helyeztiik, és centrifugalassal (10 perc, 800g) a tenyésztéedény aljara
gyujtottiik. A sejtek a differencialodas soran apré gomb alaku képzoddményt alakitottak ki. A
differenciacié 7., 14. és 21. napjan a gdmboket PBS-sel torténé mosas utan 4% formalinban
fixaltuk, majd paraffinba bedgyazva metszettiik. A metszeteket a paraffin kioldasa utdn 30
percig szobahdmérsékleten 0,1% dimetil-metilénkékkel festettiik, majd Zeiss Axiolab
mikroszkop illetve Zeiss Axiocam digitdlis kamera segitségével készitettlink fotdkat a

mintakrol.

A differencidcios képesség ellendrzése — adipogén differenciaciod

Az adipogén irdnyd differenciacios képesség kimutatdsara Oil Red O festést
alkalmaztunk, mellyel kimutathatok a differencialodas sorén a citoplazmaban felhalmoz6dd
lipideseppek. A sejteket 24 lyuku tenyésztdedényben fedSlemezeken tenyésztettik 10°
sejt/lyuk sejtszamban. A 100% konfluencia elérése utan két nappal inditottuk a
differenciéltatast. A differencidlé médium 6sszetétele: 4,5 g/l glikdztartalmi DMEM, 10%
FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 1 mM Na-piruvat, 1
MM dexametazon, 200 puM indometacin, 500 puM IBMX (3-izobutil-1-metilxantin), 10 uM
inzulin. A differenciécio 7., 14. és 21. napjan Oil Red O festéssel tettiik lathatdva a sejtekben
felhalmozddd neutralis lipideket. A sejteket PBS-sel mostuk, majd 4% formalinnal 15 percig
szobahdmérsékleten fixaltuk. A fixalt sejteket desztillalt vizzel torténd mosés utan 30 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk Oil Red O oldattal [0,5% (m/v) Oil Red O izopropanolban
oldva, az igy kapott oldat 6 térfogategységét 4 térfogategyseg desztillalt vizzel elegyitettik
(6:4 Oil Red O:dH0)]. Desztillalt vizzel torténé mosas utan Zeiss Axiolab mikroszkop illetve
Zeiss Axiocam digitalis kamera segitségevel készitettiink fotokat a mintakrol.
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5.2.17. Real-time PCR

A relativ génexpresszid 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 (Life Technologies)
felhasznalasaval. A real-time kvantitativ PCR-t TagMan assay-vel végeztik 7500 Fast Real-
Time PCR készuléken (Applied Biosystems). A vizsgalt gének relativ expressziojanak
meghatarozasahoz GAPDH-t (gliceraldehid-3- foszfat dehidrogenaz) valasztottunk haztartasi
génkeént.

5.2.18. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai kiértékelést a dohanyfust hatasait vizsgald kisérletek esetén egyutas
Anova-val végeztiik. Az osteogén differenciacioval kapcsolatos eredmenyek kiértékelésénél t-
prébat hasznaltunk.
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6. EREDMENYEK

6.1. A poli-ADP-ribozilaci6 mint talélési mechanizmus a dohanyfust &ltal kivaltott

sejthalalban

6.1.1. A cigarettafust kivonat toxikus hatésai A549 sejtekre

Az MTT assay eredményei alapjan az A549 sejtek életképessége cigarettafiist kivonat
kezelés hataséra id6- és koncentraciofiiggé modon csokkent (11. dbra A). A sejtek pusztulasa
soran fokozott LDH aktivitast tudtunk mérni a feluliszéban (11. abra B), azaz sériilt a
plazmamembran integritdsa, ami a nekrozis egyik jele. Az ECIS mérések sordn azt
tapasztaltuk, hogy CSE kezelés jelentdsen csokkentette a sejtek proliferacios képességét is
(11. abra C). Mitokondridlis membran depolarizaciét azonban csupan a legmagasabb
alkalmazott koncentraciok esetén tudtunk kimutatni (11. bra D).
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11. abra CSE toxikus hatasai A549 sejtekre.

Az A549 sejteket 96 lyuku tenyésztéedényben novesztettiik 10* sejt/lyuk sejtszamban, majd
24 6raig kezeltiik a megadott koncentracioju cigarettafist kivonattal (A, B és D). (A) A sejtek
viabilitdsanak mérése MTT redukcids assay segitségével, az értékeket a kontroll szazalékaban
adtuk meg (6t fuggetelen Kisérlet atlaga + SE). (B) A sejtmembrén sériilésének mérése LDH
aktivitds meghatarozasaval. Az egyes értékeket a maximalis LDH aktivitas sz&zalék&ban
adtuk meg, harom kisérlet atlaga + SE van feltintetve. *80,05; ***P<0,001. (C) A sejteket
8W10E+ elektrodak felszinén novesztettik 3x10* sejt/lyuk sejtszamban, majd kiilonbdzd
koncentracioju CSE kivonattal kezeltiik, a kezelés ideje alatt ECIS késziilék segitségével 2
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percenként 4000 Hz frekvencian mértik az ellenallast. A rezisztencia értékeket a kezdeti
idépontra normalizalva tiintettiik fel (harom minta tlaga + SD). (D) A JC-1 festék vords/zold
fluoreszcencia ardnyanak csokkenése a mitokondrialis membran depolarizicidjat jelzi (tiz
kisérlet atlaga + SE). ***P<0,001.

Jelentés AIF transzlokaciot a legmagasabb koncentracioknal sem tapasztaltunk, az
AIF nagyrészt sejtmagon Kivili lokalizaciot mutatott, és AIF transzlokdci6 nem volt
Kimutathat6 (12. abra).
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12. &bra AIF lokalizicioja cigarettaflist kivonattal kezelt A549 sejtekben

A549 sejteket 24 6raig kezeltlink cigarettafiist kivonattal a megadott koncentraciokban, majd
az AlF-et (z6ld) immunfluoreszcenciaval jel6ltik, a sejtmagokat propidium-jodiddal (voros)
festettik. A hisztogramok mutatjdk a fluoreszcencia intenzitas eloszlasat a képeken jelolt
sdvok mentén.

6.1.2. CSE kezelés hatasa a PAR akkumulaciora

Ahhoz, hogy a PARP-1 mint elsédleges PAR szintetizalé enzim, valamint a PARG
mint elsdédleges PAR lebontd enzim szerepét tisztazzuk a CSE altal kivaltott sejthalalban,
olyan A549 sejteket hasznaltunk, melyekben lentiviralis rendszerrel stabilan csendesitettiik
ezen enzimeket (shPARP-1 illetve sShPARG sejtvonalak) (Erdélyi et al., 2009). A kontroll
vektort tartalmazd A549 sejtekben CSE hatasara kismértékii PAR akkumulacié mutathato ki
immunfluoreszcenciaval, mig a PARP-1 csendesitett sejtekben - a varakozasnak megfeleléen
- PAR nem detektalhaté (13. abra). PARG csendesités esetén erdteljesebb a PAR
akkumulacio, és kisebb CSE koncentracio esetén is detektalhatd. Az immunfluoreszcens
festés specificitasanak igazolasara egy specifikus PARP gatldszert, a PJ34-et alkalmaztuk,
mely gatolta a polimer képz6dést a CSE kezelés sordn. Western blot technikéaval is

meger6sitettiik az immunfluoreszcenciaval kapott eredményeket (13. &bra B), bar ez utobbi
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modszer esetén (a modszer érzékenyebb voltdnak koszonhetden) kismértékii PAR szignal a
PARP-1 csendesitett sejtekben is jelen volt, jelezve, hogy a csendesités hatékonysaga nem
100%.

A A549 A549 shPARP-1 AS549 shPARG
PAR DAPI PAR DAPI PAR DAPI
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13. abra PAR akkumulacio CSE kezelés hatasara A549 sejtekben

(A) Kontroll A549, shPARP-1 illetve shPARG sejteket feddlemezen novesztettiink, majd a
megadott koncentracidju cigarettafiist kivonattal kezeltik 30 percig. A PAR (z6ld) jelenlétét
specifikus antitesttel mutattuk ki, a magokat (kék) DAPI-val festettik. (B) Kontroll A549,
ShPARP-1 illetve shPARG sejteket 6 lyukl tenyésztéedényben nodvesztettiink, majd
cigarettafiist kivonattal kezeltik 30 percig az abrén jelolt koncentraciékban. A PAR
akkumuléciot Western blot segitségével mutattuk ki, endogén koptrollként -aktint
hasznaltunk.
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Az immunfestés és a Western blot eredményeibdl levonhato egyik fontos kdvetkeztetés az,
hogy a cigarettafust kezelés a sejtekben aktivilja a PARP-1-et, ezaltal PAR képz6dést

indukdl, valamint hogy az A549 sejtekben megfelelden miikodik a PARG altali polimer
lebontas.

6.1.3. PARP-1 és PARG csendesités hatdsanak vizsgalata a CSE altal indukalt sejthalalban

Ezt kovetben az a kérdés vet6dott fel, hogy a PARP-1 és a PARG szabalyozza-e a
CSE altal kivaltott sejthalalt. A CSE kezelés hatdsara bekovetkezd morfologiai valtozésokat
May-Griinwald-Giemsa festéssel vizsgaltuk.
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14. &bra PARP-1 és a PARG szerepe cigarettafiist kivonat altal indukalt sejthalélban

(A) Kontroll A549, shPARP-1 illetve shPARG sejteket a megadott koncentracioju
cigarettafiist kivonattal kezeltuk 24 draig. A morfologiai valtozasokat May-Grinwald-Giemsa
festéssel mutattuk ki. (B) 10 uM PJ34 el6kezelést (30 perc) kovetden A549 sejteket 24 Oraig
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kezeltiink a megadott koncentraciéju cigarettafiist kivonattal. A viabilitds értékeket a
kezeletlen kontroll %-&ban adtuk meg. (C és D) Kontroll A549, shPARP-1 illetve shPARG
sejteket 96 lyuku tenyésztdedényben novesztettiink, majd a megadott koncentracioja
cigarettafiist kivonattal kezeltik 24 o0rédig. A sejtek viabilitdsdt MTT assay-vel (C), a
sejtmembran sériilését LDH assay (D) segitsegével mértiik. A grafikonokon 3 kisérlet atlaga +
SE van feltiintetve. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Alacsonyabb CSE koncentracio (5%) esetén az els6ként megfigyelheté morfologiai
valtozas a sejtek megduzzadésa és a citoplazma halvany festddése, ami a nekrdzis vagy a
nekroptozis egyik jellemzdje. Nagy CSE koncentracio esetén (20%) a sejtek zome felvalt, a
fedélemezen letapadva maradok pedig kompakt morfologiat mutattak, de nem volt jele a
sejtmag fragmentalédasanak. Mindezen valtozasok a PARP-1 és a PARG csendesités esetén
alacsonyabb CSE koncentraciénal mutatkoztak, azaz a csendesitett sejtvonalak a kontroll
sejtvonalhoz képest fokozott érzékenységet mutattak a kezelés soran (14. dbra A).

Ezzel dsszhangban az életképesség mérés soran is azt tapasztaltuk, hogy a PJ34
clokezelés, a PARP-1 és PARG csendesités is fokozta a CSE sejtekre gyakorolt hatasat. A
fellluszéban mért LDH aktivitds szintén szignifikdnsan magasabb volt mind az shPARP-1,
mind az sShPARG sejtvonalban, azaz nagyobb mértékben sérilt a plazmamembran integritésa,

fokozottabb mértékii a nekrozis (14. abra B, C, D).
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15. 4bra CSE kivonat hatasidra A549 sejtek klonogén aktivitdsara, PARP-1 és PARG
befolyasold szerepe

30 percig kezeltik a sejteket a megadott koncentraciéju cigarettafist kivonattal, majd
sejttenyészté médiumban 6 lyuka tenyésztéedényben tenyésztettiik 10 napig. (A) A sejteket
hematoxilinnal festettiik, (B) a képzddd kolonidk megszamolasa utan a klonogén aktivitast a
kontroll sz&zalék&ban adtuk meg (harom parhuzamos étlaga + SD).

Kovetkezd Iépésben azt kivantuk megvizsgalni, hogy a sejthaladl fentebb leirt

morfologiai és biokémiai jellemzdi mellett a sejtek hossza tava proliferacios kapacitasa is
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csokken-e. A klonogén assay eredményei szerint a CSE kezelés csokkentette a sejtek
proliferacids képességét, és ez tovabb csokkent a PARP-1 és a PARG csendesitéssel. Azt

tapasztaltuk, hogy a PARG hidnya esetén nagyobb mértékii az érzékenyitd hatas (15. abra).

6.1.4. A PARP-1 és a PARG szerepe a CSE Altal kivaltott DNS k&rosodas javitdsaban

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 gatlasban 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 (16. &bra).
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16. &bra PARP-1 és PARG szerepe a CSE altal kivaltott DNS térésben és annak javitdsaban
A549 sejteket 30 percig kezeltlink 10% CSE kivonattal, majd 1 éran keresztil regeneralédtak
sejttenyészté médiumban. Az egyszala DNS toréseket alkalikus Comet assay segitségével
detektaltuk. (A) Mikroszkopos felvételek a sériilt DNS-r61 etidium-bromiddal torténd festést
kovetden. (B) A DNS torés kvantitativ kiértékelése (150 sejt atlaga = SD). ***P<0,001.

6.1.5. CSE kezelés hatasara intracellularisan képzodo ROS mérése

Felvetddott a kérdés, hogy a flistkivonat mely komponense indukal PAR képzddést. A
fiistkivonat szamos reaktiv gyokot és nem gyok természetii 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
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MitoSOX Red-del detektaltuk. A mérések szerint a CSE-velt kezelt sejtekben id6-€s

koncentraciofiiggd modon nétt az intracellularisan termelddd szuperoxid mennyisége (17.

abra). A MitoSOX Red vitalis festésre is alkalmas, igy mikroszkdpos technikaval is tudtuk

igazolni a szuperoxid termelddést.
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17. &bra Intracelluldris szuperoxid termelédés A549 sejtekben CSE kezelés hatasdra
(A) A sejtekben termel6dd szuperoxid kimutatisa fluoreszcens mikroszkdpiaval. A sejteket

fedélemezen novesztettiik, majd az dbrdn megadott koncentracioji CSE kivonattal kezeltiik 1,
6, 24 ¢és 48 oraig. A sejtekben termelddd szuperoxid oxidald hatdsira a MitoSOX Red
mitokondrialis szuperoxid indikator voros fényt emittal. (B és C) Az A549 sejteket 96 lyuku
tenyésztéedényben névesztettiik 2x10* sejt/lyuk sejtszamban, majd 6 o6rdig kezeltik a
megadott koncentrdcioju cigarettafiist kivonattal. A sejtek mosasa utdn két fluoreszcens
probaval mértilk a termel6dd szuperoxid mennyiségét: (B) dihidroetidiummal és (C)
MitoSOX Red-del. Harom fiiggetlen kisérlet atlaga + SE értékek szerepelnek a grafikonon.

**P<0,01; ***P<0,001.



A festékek hozzaadasa elbtt a sejtekrol eltavolitottuk a CSE-t, igy a festékek oxidacidjat és a
fluoreszcens jelet teljes mértékben a sejtekben, valdszinlileg mitokondridlisan termelédd

szuperoxid valtotta ki, nem pedig a fustkivonatban jelen 1év6 szuperoxid.

6.1.6. Szuperoxid és hidrogén-peroxid szerepének vizsgalata a CSE éltal kivaltott PARP
aktivacioban és sejthalalban

A fiistkivonatban jelen 1év0, illetve a sejtek altal termelt ROS vegyiiletek koziil valoszintileg a
hidrogén-peroxidnak van kozponti szerepe a DNS torésben és a PARP-1 aktivalasaban.
Western blot analizissel kimutattuk, hogy a CSE 4altal indukalt PAR akkumulaciot jelentds
mértékben fokozta a szuperoxid dizmutdz, még kifejezettebb mértékben a sejtpermeabilis
(PEG-gel konjugalt) SOD. A katalaz jelenléte - akér nativ, akar PEG-gel konjugalt forméaban -
viszont visszaszoritotta a PAR szintézist. A katalaz SOD jelenlétében is hatékonyan védett, és
gatolta a SOD Aéltal okozott fokozott PAR szintézist (18. dbra A). A szuperoxid-dizmutaz
jelenléteben tapasztalhaté PARP-1 aktivaciot tehat a hidrogén-peroxid képzddése okozza. Az
életképességi vizsgalatok hasonld eredményt mutattak. A PARP inhibitor PJ34 és a SOD
(kGl6ndsen a PEG-gel konjugalt forma) érzékenyitette a sejteket a CSE kezelés soran,
jelenlétiikben szignifikansan csokkent a sejtek viabilitasa. Ezzel szemben a kataldz jelenléte
védelmet nydjtott a CSE toxikus hataséval szemben (18. abra B).
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18. abra Szuperoxid és hidrogén-peroxid szerepe a flstkivonat altal indukalt PARP
aktivacioban és a CSE toxicitasaban

(A) shPARG A549 sejteket 6 lyukt tenyésztéedényben novesztettiink, 30 percig elékezeltiik
PJ34-gyel (1 O0puM), SOD-dal (2 kU/ml), katalazzal (2 kU/ml), SOD és katalaz
kombinécidjaval, PEG-SOD-dal (50 U/ml), PEG-katalazzal (1 kU/ml), illetve PEG-SOD és
PEG-kataldz kombin4cid6javal. Majd a sejteket 30 percig kezeltik 20% cigarettafiist
Kivonattal, és a PAR akkumulaciot Western blot eljarassal detektaltuk. Az abra egy
reprezentativ képet mutat be, a savok intenzitasat denzitometréalassal kvantifikaltuk, a -
aktinra normalizélt értékeket (harom flggetlen kisérlet atlaga + SE) tuntettink fel a
grafikonon. (B) Az A549 sejtek ¢életképességét az (A) részben leirt elokezelések és 24 oras
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idotartamia CSE (10%) kezelést kovetden mértiik. Harom fliggetlen kisérlet atlaga += SE
értékek szerepelnek a grafikonon. A kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva a CSE kezelés
dnmagaban szignifikansan csokkentette az életképességet (***R<0,001). A PARP gatloszerrel
és a gyokfogokkal elokezelt sejtek életképességét a CSE kezeléssel hasonlitottuk Gssze
(#P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001).

6.2. Hidrogen-peroxid &ltal indukalt poli-ADP-ribozilacié szabalyoz6 szerepe az osteogén

differenciacio soran bekévetkezo sejthalalban

6.2.1. Chorionalis mesenchymalis dssejtek (cMSC) fenotipizaldsa és funkciondlis jellemzése

A placentébol izolalt sejtek fenotipizalasat az ISCT (International Society for Cellular
Therapy) ajanlésa alapjan végeztiik. A mesenchymalis Ossejtekre jellemzé sejtfelszini antigén
mintdzatot FACS analizis segitségével hataroztuk meg. Az izolalt cMSC sejtek nem
hordoztak felsziniikon vérképzé Os- és elddsejtekre jellemzd felszini markert, endothel
felszini markert és trophoblaszt markert (CD45-, CD34-, VWF- és HLA-G-negativak).
Felszinlikdn jelen van viszont a CD73, CD90 és CD105. A cMSC sejtek felszini markereinek
vizsgalatat a 19. abra mutatja be.
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19. abra cMSC sejtek felszini antigén mintazatanak meghatarozasa aramlasi citometriaval

A mesenchymalis 0ssejtekre jellemzd sejtfelszini antigének vizsgalatat FACS analizis
segitségével végeztilk. Az altalunk vizsgalt felszini antigének: CD34, CD45, CD73, CD90,
CD105, VWF, HLA-G. A fluoreszcencia intenzitast BD FACS Calibur &ramlasi citométeren
mértiik FL2 csatornén, az adatokat BD Multiset software segitségével értékeltik.
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A cMSC sejtek osteogén iranyd differenciacios képességét az extracellularis kalcium
depoziciot kimutatdé Alizarin Red S festéssel ellendriztiik. A sejteket 21 napig inkubaltuk
osteogén differenciald mediumban, melyben mar 7 nap utan detektdlhaté az extracelluléris
kalcium kivalasztas (20. dbra A). Az adipogén iranyu differenciaciot Oil Red O festéssel
vizsgaltuk. A 21 napig tartd differenciacié alatt a sejtek a harmadik napt6l kezdve egyre
nagyobb mennyiségben lipidcseppeket halmoztak fel a citoplazméban (20. abra B). A porc
iranya differenciaciot specialis 'V alji  tenyésztdéedényekben, differencidldé médium
jelenlétében végeztikk. A sejtek mar a differenciacié els6 napjan gomb alakd struktdrat
alakitottak ki. A differenciacio ellendrzésére a porcgdmbokbdl készitett metszeteken DMMB
festéssel mutattuk ki a chondrogenezis soran szintetizalodott szulfatalt glikézamino-
glikénokat (20. &bra C).

20. Abra cMSC sejtek differenciacios képességének ellendrzése

(A) cMSC sejteket osteogén indukciés médiumban inkubaltunk, majd az extracellularis
kalcium depoziciét Alizarin Red S festéssel detektaltuk. (B) A sejtek az adipogén
differenciacié soran citoplazmatikus lipidcseppek felhalmozodasa figyelhetd meg, a lipidek
kimutatasara Oil Red O festést hasznaltunk. (C) A chondrogén differenciacié soran a sejtek
haromdimenzioés, gomb alakd strukturdba tomorulnek, az extracellularis matrixban
felhalmozott szulfatdlt glikézamino-glikanokat a gombokbdl készitett metszeteken DMMB
festéssel tettuk lathatova. A C panel bal oldali részén a differenciaci6 els6 napjan késziilt
metszet lathato.
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6.2.2. Reaktiv oxigén vegyuletek (ROS) keletkezése szilkseges a SAOS-2 sejtek csontiranyu
differenciécidjahoz

A SAOS-2 sejtek a differenciald6 médium hatasara osteogén irdnyba differencidlédtak,
melyet igazol az osteogén differenciacidban szerepet jatszé gének (Runx2, osterix, BMP2,
osteopontin) expresszids szintjének emelkedése (21. &bra A), a Ca?* felhalmoz6das az
extracellularis matrixban (19. abra B), valamint az alkalikus foszfataz aktivitadsdnak
emelkedése (21. abra C). Az osteogén differenciacionak egyik érdekes velejardja volt a sejtek
redox egyenstlydnak valtozasa. A differenciacio elsé két napjan a sejtekben termel6dd
hidrogén-peroxid mennyisége kis mértékben, de szignifikdnsan csokkent, a differenciacio
késobbi idoszakaban pedig emelkedett (21. dbra D). Hasonl6 tendenciat figyelhettiink meg a
lipidperoxidacio mértékének valtozasa soran is (21. abra E). A gyokfogok jelenlétében végzett
kisérletek azt mutatjdk, hogy ezen redox egyensulybeli valtozasoknak funkcionalis
jelent6ségiik van a differenciacio soran, €s szabalyozzak a differenciaciot. Redukalt glutation
vagy katalaz jelenléte szignifikansan csokkentette az extracellularis Ca** mennyiségét (21.
abra B). A katalaz koncentraciéfiiggé modon gatolta a differenciaciot, mind az extracelluléris
kalcium depozicié, mind az alkalikus foszfataz aktivitdsat jelentds mértékben csokkentette
(21. abra C). Ezen kiviil a csontiranyu differenciacioban szerepld marker gének expressziojat

is csokkentette vagy késleltette az expresszid novekedését (21. abra A).
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21. abra A csontiranyu differenciacié redox szabalyozasa SAOS-2 sejtekben

(A-C) SAOS-2 sejteket differenciacios médiumban inkubaltuk és vizsgaltuk a kataldz (1000
U/ml CAT) hatdsat a differenciaci6 mértékére. (A) SAOS-2 sejteket 4 cm @
tenyésztéedényekben novesztettlk, a konfluens sejteket differencidlé médiumban inkubaltuk
6 napig. A csontiranyu differenciacié markergénjeinek (Runx2, BMP2, osteopontin, osterix)
expresszidjat real-time PCR segitségével hatarozuk meg, a grafikonok a GAPDH-ra
normalizalt értékeket mutatjak be. (B) Az extracelluléris kalcium depozicio mértekét Alizarin
Red S festéssel hataroztuk meg. (C) Alkalikus foszfatdz (ALP) aktivitdsdnak fluorimetrias
meghatarozasa. (D) A differenciacio soran termel6dott hidrogén-peroxid merése Amplex Red
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prébaval. (E) Lipidperoxidacié mértékének spektrofotometrids meghatarozasa TBARS assay
segitségével. Harom fliggetlen kisérlet atlaga + SE értékek szerepelnek a grafikonokon.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 szignifikdns kiilonbséget jeldl a nulladik napi mintdkhoz
viszonyitva; 2P<0,05; °P<0,01; °P<0,001 szignifikans kiilsnbséget jelol az adott napi
differenciélt mintdkhoz (DIFF) viszonyitva.

6.2.3. Az osteogén differenciécié soran a PAR akkumulécié korreléciét mutat a ROS
képzodessel

A reaktiv oxigén intermedierek DNS karosité hatasuk révén aktivalhatjadk a PARP-1
enzimet. A PAR polimer akkumulacidjat Western blottal mutattuk ki a differenciacio soran. A
PAR szintje a differenciacioé elsé két napjan csokkent, ezt kovetden emelkedést mutatott (22.
abra A és B).
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(A és B) SAOS-2 sejteket 4 cm @ tenyéséitdényekben novesztettiik, a konfluens sejteket
differencialé médiumban inkubaltuk 6 napig. A PAR akkumuléciot Western blot segitségével
detektdltuk (A). A savok intenzitdsat denzitometralassal kvantifik@ltuk, a -aktinra
normalizalt értékeket (harom fuggetlen kisérlet atlaga + SE) tlntettiink fel a grafikonon (B).
*P<0,05; **P<0,01 szignifikdns kilénbséget jeldl a nulladik napi mintakhoz viszonyitva;
#P<0,05; bP<0,01szigniﬁké1ns kiilonbséget jeldl az adott napi differencidlt mintakhoz (DIFF)
viszonyitva. (C) Lineéris regresszios elemzes alapjan mutatott korrelacio a poli(ADP-rib6z)
mennyisége és a hidrogen-peroxid termel6dés és a TBARS értékek kozott.
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A PAR szint valtozasanak tendencigja hasonld volt a hidrogén-peroxid termelédésben
megfigyelt valtozadsokhoz, ami ok-okozati 6sszefuggésre utalhat. A lineéaris regresszios
analizis alapjan korrelacid6 mutathatoki a PAR és a hidrogén-peroxid termelédés (R=0,78),
valamint a PAR és a TBARS értékek (R=0,76) kdzott (22. abra C). Katalaz jelenlétében a
PAR szint emelkedése 1dOben eltolodott, a differenciacid soran csak késobb volt kimutathato

nagyobb mennyiségben (22. abra A és B).

6.2.4. A differencidcio soran keletkezd hidrogén-peroxidnak szerepe van a sejthalalban

A differenciacié soran jelentds mértékli sejtpusztulas figyelhetd meg, mely a
differenciacié masodik napjan kezdédik és mértéke fokozatosan né a differenciacio hatodik
napjaig (23. abra). Hoechst/propidium-jodid festéssel kromatin kondenzéacid, Annexin
V/propidium-jodid festéssel foszfatidil-szerin externalizacié mutathaté ki, mely alapjan a
sejthaldl formaja leginkdbb apopt6zis. Az apoptotikus sejtek mellett a propidium-jodid
felvételt mutaté nekrotikus sejtek szama is jelentds mértékben nott a differenciacio
elérehaladtaval (23. dbra A-D). Apoptozis sordn a PARP-1-et a kaszpaz-3 vagy -7 hasitja, a
hasitott PARP megjelenését is detektalni tudtuk Western blottal (23. abra E). Az &ltalanos
kaszpazgatlo (z-VAD-fmk) csak részben csokkentette a sejthaldl mértékét, jelenlétében a
sejthalal forméja inkabb a nekrozis felé tolodott el (23. dbra B-D). A redukalt glutation és a
katalaz szignifikansan novelte a sejtek életképességét a differenciacio sorén, csokkentették
mind az apopt6zis, mind a nekrdzis mértékét (23. abra B-D), kataldz jelenlétében pedig
minimalis mennyiségli hasitott PARP volt csak detektalhato (23. abra E).
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23. abra A SAQS-2 sejtekben apoptdzis és nekrozis indukalddik a differenciacié soran

(A) Sejthalal detektalasa differencialoddé SAOS-2 sejtekben Hoechst 33342/propidium-jodid
festéssel. (B-D) Annexin V/propidium-jodid detektélasa &ramlasi citometridval, a sejthaldl
jellemzése differencialédo sejtekben katalaz, redukalt glutation és z-VAD-fmk jelenlétében.
Az Annexin V és propidium-jodid negativitast mutat6 sejteket tekintettiik él6 sejteknek (B),
az Annexin V pozitivitdst mutatd (propidium-jodid pozitiv vagy negativ) sejteket tekintettik
apoptotikus sejteknek (C) és a propidium-jodid felvételt mutatdé Annexin V negativ sejteket
tekintettik nekrotikus sejteknek (D). Harom figgetlen Kisérlet &tlaga + SE értékek
szerepelnek a grafikonokon. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 szignifikans kiilonbséget jelol a
nulladik napi mintakhoz viszonyitva; ®P<0,05; "P<0,01; °P<0,001 szignifikéns kiilsnbséget
jelél az adott napi differencialt mintdkhoz (DIFF) viszonyitva.

6.2.5. 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 sejthalél 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
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PARG mRNS szintjét real-time PCR mddszerrel hataroztuk meg. A kontroll (CTL) sejtekben
a PARP-1 és a PARG expresszidja nem kilonbozétt a SAOS-2 sejtvonalban mért értékektol.
A PARP-1 mRNS mennyisége az shPARP-1 sejtvonalban a kontroll sejtek értékéhez
viszonyitva a felére csokkent (24. abra A). A csendesités hatékonysdganak novelésére tett
probalkozéasaink soran a sejtek életképessége drasztikusan csokkent, a PARP-1 enzim
jelenléte SAOS-2 sejtekben nélkuldzhetetlen az életképességhez. A PARG csendesités eseten
nagyobb hatékonysagot sikeriilt elérnink, a sejtek proliferacios képességének megtartasa
mellett (24. dbra B panel). Mas kozlésekkel dsszhangban (Erdélyi et al., 2009) a PARG
MRNS szintje kismeértékben megemelkedett a PARP-1 csendesitett sejtekben a kontroll
sejtvonalhoz képest, ez mutatja, hogy a két enzim befolyasolja egymas expresszidjat. A
PARP-1 csendesités hatékonysagat Western blottal is ellenériztiik (24. abra C). A sejtek
funkcionalis jellemzéséhez 10 perc hidrogén-peroxid kezelést, majd 30 perc regeneraciot
kovetéen PAR akkumulaciot detektaltunk immuncitokémiaval (24. dbra D) és Western blot
technikaval (24. abra E). A PARP-1 csendesitett sejtekben hidrogén-peroxid kezelés hatasara
szignifikdnsan kevesebb PAR detektalhatd immunfestéssel és Western blottal is. A PARG
csendesitett sejtekben a polimerek lebontasa szenved zavart, 30 perc utan is jelentOs

mennyiségli polimer detektalhato.
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24. abra PARP-1 illetve PARG csendesitett SAOS-2 sejtvonalak létrehozésa és jellemzése
SAOS-2 sejtekben lentiviralis rendszerrel stabilan csendesitettik a PARP-1 és a PARG
enzimet. Az igy létrehozott shPARP-1 illetve shPARG sejtvonalakban qPCR segitségével
meghataroztuk a PARP-1 és a PARG mRNS szintjét (A és B), Western blot modszerrel a
PARP-1 fehérjeszinjét (C). A sejtek funkciondlis jellemzéséhez 10 perc hidrogén-peroxid
kezelést, majd 30 perc regeneraciot kovetden PAR akkumulaciot detektaltunk
immuncitokémia (D) és Western blot technikaval (E). *P<0,05; ***P<0 001 szignifikans
killonbséget jelol a kezeletlen mintakhoz viszonyitva; aP<0,05, bP<0,01; szignifikans
kiilonbséget jelol a 10 perces hidrogén-peroxid kezelést kapott mintakhoz viszonyitva.
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6.2.6. A PARP-1 és a PARG szabalyozza a SAOS-2 sejtek csontiranyl differenciacidjat

A PARP-1 és a PARG csendesités hatadsara modosult a PAR akkumulacié mintazata a
megfigyelhetd volt az extracellularis kalcium depozicio, az ALP aktivitas fokozodasa, de a
valtozasok kiilonboz6 mértékben és mas Kinetikaval zajlottak le (25. &dbra B-D). A kontroll
sejtvonalhoz képest a PARP-1 csendesitett sejtekben kés6bb indul meg a mineralizacio,
Kisebb a kalcium depozicié mértéke (25. &bra B és C). Az ALP aktivitds mindkét csendesitett

vonalban kisebb, mint a kontroll sejtvonalban mért értékek (25. &bra D).
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25. abra PARP-1 és PARG csendesités hatasa SAOS-2 sejtek osteogén differenciacidjara
CTL, shPARP-1 és shPARG SAOS sejtekben osteogén differencidciét indukaltunk. (A)
Western blot technikdval mutattuk ki a poli(ADP-rib6z) polimer szintjének véaltozasat a
differencidcié soran. (B) Extracellularis kalcium depozicié kimutatdsa Alizarin Red S
festéssel. (C) A kalcium depozicié kvantitativ meghatarozéasa Alizarin Red S cetylpiridinium-
kloriddal torténd visszaoldasaval. (D) Alkalikus foszfataz (ALP) aktivitds mérése a
differenciacié soran. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 szignifikans kiilonbséget jelol a
nulladik napi mintakhoz viszonyitva; ®P<0,05; "P<0,01; °P<0,001 szignifikéns kiilsnbséget
jeldl a kontroll sejtekhez (CTL) viszonyitva.

A PARP-1 és a PARG csendesités az osteogén differenciacié markergénjeinek expresszidjat
is befolyasolta. A szabalyozé szerepet betolté Runx2 és az osterix mRNS szintje a

csendesitett vonalakban nem mutatott jelentés eltérést a kontroll sejtvonalhoz keépest. A
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BMP2 ¢és az osteopontin esetén ennek az ellenkezdjét tapasztaltuk, a PARP-1 és a PARG

csendesitett sejtekben is nétt az expresszidjuk (26. abra).
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26. &bra Az osteogén differenciacié markergénjeinek expresszidja PARP-1 és PARG
csendesitett SAOS-2 sejtekben

A sejteket 6 napig differencidld mediumban inkubaltuk. Az osteogén differenciacié
markergénjeinek (Runx2, osterix, osteopontin, BMP2) mRNS szintjét qPCR technikaval
hataroztuk meg, endogén kontrollként GAPDH-t hasznaltunk. <(R05; **P<0,01;
szignifikans kulonbséget jeldl a nulladik napi mintakhoz viszonyitva; ®P<0,05; °P<0,01;
szignifikéns kilonbséget jelol a kontroll sejtekhez (CTL) viszonyitva.

6.2.7. A poli-ADP-ribozilacio szabdlyozza a csontiranyu differencidcio soran bekévetkezd
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 differenciacidé és az ehhez kapcsolt sejthaldl (apoptdzis és nekrdzis)
A PARG csendesites ezzel
differenciacié alatt, emellett a sejthalal formajat a nekrézis felé tolta (27. &bra A-C). A

mértéke. ellentétben csokkentette az életképességet a

géncsendesités apoptozisra tett fent leirt hatasat a hasitott PARP megjelenésének mintazata is
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alatdmasztja. A PARP-1 csendesitett sejtekben csak a differencidcio hatodik napjan jelent
meg a hasitott PARP detektalhatd mennyisegben. A PARG csendesitett sejtek esetén bar a
harmadik napon nagyobb volt a mennyisége, mint a kontroll sejtekben, de a kontroll sejtektdl

eltéréen a differenciacio elérehaladtaval fokozatosan csokkend tendenciat mutatott (27. abra
D).
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27. &bra PARP-1 és PARG csendesités hatasa a differencidcio soran bekovetkezd sejthaldalra
SAOS-2 sejtekben

Kontroll, PARP-1 csendesitett és PARG csendesitett sejteket osteogén differenciald
médiumban inkubaltunk. (A-C) A sejthalal mértékét Annexin V/propidium-jodid festést
kovetéen aramlasi citometriaval hataroztuk meg. Az Annexin V és propidium-jodid
negativitdst mutato sejteket tekintettiik €16 sejteknek (A), az Annexin V pozitivitast mutatd
(propidium-jodid pozitiv vagy negativ) sejteket tekintettik apoptotikus sejteknek (B) és a
propidium-jodid felvételt mutatd Annexin V negativ sejteket tekintettlik nekrotikus sejteknek
(C). A grafikonon 3 fuiggetlen kisérlet atlagatSE szerepel. ¥®,05; **P<0,01; ***P<0,001
szignifikans kiilonbséget jeldl a nulladik napi mintdkhoz viszonyitva; *P<0,05; bp<0,01;
P<0,001 szignifikans kiilonbséget jeldl a kontroll sejtekhez (CTL) viszonyitva. (D) Hasitott
PARP detektalasa Western blot technikaval a differenciaciéo 3-6 napjain SAOS-2 CTL,
shPARP-1 és shPARG sejtekben.

Human chorionalis mesenchymalis dssejteken (¢cMSC) szintén vizsgaltuk a hidrogén-
peroxid altal indukalt PARilacio szerepét a csontiranyu differenciacié soran bekovetkezo
sejthalalban. A SAOS-2 sejtekhez hasonléan a cMSC sejtek viabilitasa is csokken a
differenciécid soréan, apoptotikus és nekrotikus sejtek megjelenése mutathatd ki.

68



A s Kontroll = DIFF B O Kontrol u DIFF

@ DIFF +1000 UmiCAT  © DIFF +5 pMPJ34 GDIFF + 1000 Uil CAT ~ ODIFF +5 pMPJ34
. 0,005 - 100 - a a
¥ - oo
=] 1 4 - d ™ - :
i 0,004 ) 80 m
2= =
% 0,003 5 604
= o e = i
£ 0,002 T 40 ,e,;;‘,|
Zc o i
= % 0,001 o 20 i
=g i
0,000 0
Differenciacio napjai Differenciacio napjai
C OKontrol = DFF D O Kontrol ®DIFF
oDIFF +1000 Wil CAT o DIFF + 5 pMPJ34 aDIFF +1000 Wil CAT o DIFF +5 pMPJ34
2 100 * 20 -
5 =
“ 60 3
= w 10
— 4
e 40 = .
£ 20 e 59 * e
2 - = o+ &
[ - -l'—L—. ks
‘?:' 0 4 = 0 -““ : !' 4
0 3 5 7
Differenciacié napjai Differenciacié napjai

28. &bra Hidrogén-peroxid &ltal indukdlt PARilacié szabdlyozza a cMSC sejtek

rrrrrr

Két kiilonb6zé donorbol izolalt cMSC sejtkultarat (cMSC1 és cMSC2) osteogén differenciéld
médiumban inkubaltunk hét napig. (A) Kalcium depozicié kvantitativ meghatarozésa Alizarin
Red S festéssel. (B-D) A sejthaldl mértékét Annexin V/propidium-jodid festést kdvetéen a
kordbban leirtak szerint &ramlasi citometridval hatéroztuk meg. A grafikonon 3 fliggetlen
Kisérlet atlagatSE szerepel. #P<0,01 szignifikans kilonbséget jelol a kontroll sejtekben a
nulladik napi kontrollhoz viszonyitv®,05P **P<0,01; ***P<0,001 szignifikans

kiilonbséget jelol az adott napi kontroll mintakhoz viszonyitva; P<0,05; °P<0,01; °P<0,001
szignifikéns kilonbséget jelol az adott napi differencialt mintakhoz (DIFF) viszonyitva.

Ezen sejtek esetén szintén katalazzal gatolhatd, hodrogén-peroxid-fliggd sejthalalrol
beszélhetink. Kataldz, valamint 5 puM PJ34 specifikus PARP-1 inhibitor jelenlétében
csokkent mértékt kalcium depozicid mutathato ki. A SAOS-2 sejtektdl eltéréen azonban az
Ossejtekben a PJ34 jelenlétében fokozodott az apoptozis mértéke. A cMSC sejteken végzett
Kisérleteket a 28. abra foglalja dssze.
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7. DISZKUSSZIO

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

A dohényzés altalanos oxidativ stresszt kivaltd hatasa révén szinte az egész szervezet
miikodésére hat. A dohanyflistnek az emberi szervezetre gyakorolt karos hatasait, az altala
okozott betegségeket részletesen jellemzi nagyon sok tanulmény. Legtdbb kozlemény a
cigarettafiist altal okozott sejthalélt, a gyulladasos folyamatokat, a DNS karosodast és az
oxidativ stresszt vizsgalja, melyek egyiittesen vezetnek a dohanyzas altal okozott kiilonb6z6
betegségek kialakuldsdhoz. Nem tisztazott azonban, hogy a karosodott sejtekben milyen
szabalyozd folyamatok zajlanak le a sejtek tulélése vagy a sejthalal soran. Az sem ismert
pontosan, hogy ezekben a sejtekben hogyan miitkddnek a talélést segitd javitbmechanizmusok,
és hogy milyen sejthalal format (apoptozis, nekrozis, autofagia) valt ki a cigarettafist.

Vizsgalataink sorén igazoltuk a cigarettafiist kivonat toxikus hatasait A549 tid6
epithel sejteken. A sejtek életképességét (11. &bra) és proliferacios kapacitasat (15. abra) a
CSE kivonat id6- és koncentraciofiiggé modon csokkentette. A sejthalal azonban szokatlan
formaban zajlik le, apoptotikus €s nekrotikus jellegek is megfigyelhetéek. Alacsonyabb CSE
koncentraci6 esetén (1,25-5%) a citoplazma duzzadasa figyelhet6 meg, nekrotikus
morfologidra emlékeztetve (14. abra). Nagyobb CSE koncentracidk esetén a letapadva
marad6 sejtek kompakt, zsugorodott morfologiat mutatnak, de nem tapasztalhatd jelentds
mértékii kromatin fragmentacio, és a tipikusan apoptdzisra utald kaszpaz aktivités értéke sem
n6 (nem mutatott adat). Ellentmond az apoptotikus sejthalélnak az is, hogy magasabb CSE
koncentracidé jelentés sejtmembran sériilést és LDH felszabadulast okoz (11. &bra). Az
irodalomban is ellentmondasos eredményeket talalunk a cigarettafust altal kivaltott sejthalal
formajat tekintve, de masok is beszamoltak a cigarettafiist altal okozott DNS ké&rosodasrol az
apoptdzis tipikus jelei nelkal (Liu et al., 2005). Felmerilt az apoptozis indukald faktor (AIF)
szerepe a CSE altal okozott sejthaldlban és a parthanatos mint lehetséges sejthalél forma.
Jelentés mértékii AIF transzlokaciot a vizsgalt kezelési id6k esetén nem tudtunk kimutatni,
igy az AIF szerepe ebben a modellben kérdéses. Parthanatos sordn a DNS karosodas PAR
szintézist indukal, a sejtmagbol kijuté PAR a mitokondriumokban az AlF-hez kot6dve valtja
ki annak transzlokaciojat (Wang et al., 2011). A PAR szintézis tehat egy kulcsfontossagu
esemény a parthanatos soran, csakugy mint mas sejthalal formak esetén is, igy szerettiik
volna megvizsgalni a PARIlacio szerepét a cigarettafiist altal kivaltott sejthaladlban. A PARP-1
szerepét kevesen vizsgaltak a CSE hatdsainak tanulmanyozasa soran, bar néhadnyan mutattak
ki PARP aktivaciot cigarettafiist kezelés hatasara (Kamp et al., 2001; Csiszar et al., 2009;

70



Hageman et al., 1998). CSE kezelés hatasara a mi modelliinkben szintén PAR akkumulaciot
tudtunk detektalni (13. abra), mely a PARP-1 aktivitasalodasara utal (PARP-1 csendesitett
sejteken és PJ34 specifikus gatldszer jelenlétében a CSE nem indukal polimer szintézist). A
PARilacié kett6s szerepet tolthet be a sejthalél folyamatok szabalyozaséban (Erdélyi et al.,
2009; Virag et al., 2002). Kis mértékiit DNS karosodas esetén elésegiti a DNS javitast és ezzel
a sejt tulélését, nagy mértékii karosodas esetén viszont NAD'/ATP deplécio révén nekrdzist
(Virég et al., 2002), vagy AlF transzlokacid kivaltasa révén parthanatost indukalhat (David et
al., 2009). A CSE altal okozott sejtkarosodasban a PARP aktivacio talélést segitd szerepe
igazolodott, a CSE még a legmagasabb koncentracioban sem okozott olyan mértéki
javithatatlan kérosodast, mely a PARP-1 tulzott aktivacidjdhoz vezetett volna. Ezek alapjan
A549 sejtekben a cigarettaflist hatasara bekdvetkezd sejthalalban a parthanatos valoszintileg
nem jatszik fontos szerepet.

A PARilaci6 megfeleld egyenstlyanak talélést segitd szerepét mutatja, hogy a PARP-
1 és a PARG csendesitett sejtek esetén a kontroll sejtekhez képest kisebb az életképesség (14.
abra), a proliferaciés kapacitas (15. abra) és a DNS hibajavitas hatékonysdga (16. &bra).
Latszolag ellentmondasos modon a PAR szintézisét ¢és lebontasat végzé két enzim
csendesitése hasonld hatast eredményezett, mely 6sszhangban van méas kutatocsoportok
megfigyeléseivel (Fisher et al., 2007; Erdélyi et al., 2009). A hatékony DNS hibajavitashoz
ugyanis nemcsak a PAR szintézise, hanem annak lebontasa, ezek megfelelé dinamikaja, a
PARP ¢és a PARG 06sszehangolt mitkddése sziikséges.

Egyik célkitiizésiink volt, hogy a cigarettafiist mely komponensei okoznak DNS térést
és ezen keresztil PARP-1 aktivaciot. A PARP-1 leginkdbb egyszali DNS torések hatasara
aktivalodik, az egyszali DNS toréseket pedig leginkdbb ROS/RNS vegyuletek és alkilalo
agensek okozzadk. A cigarettafiist szamos DNS Kkarositd vegyiletet tartalmaz, koztik
policiklusos aromas szénhidrogéneket, nitr6zaminokat, ROS/RNS vegylleteket és
hidrokinonokat, mely utébbiak redox reakcidkban tovabbi szuperoxid, hidrogén-peroxid és
hidroxil gyok képzésehez jarulnak hozza (Aoshiba és Nagai, 2003; Church és Pryor, 1985).
Mas kutatasi eredményekkel @&sszhangban (Church és Pryor, 1985; Asami et al., 1997;
Kinnula, 2005) a mi eredményeik is a ROS, kuléndsen a szuperoxid és hidrogén-peroxid
kiemelt szerepét mutatjdk a CSE altal okozott sejtké&rositd hatasokban. Tobbféle ROS
detektalasra alkalmas fluoreszcens probaval kimutattuk a CSE kezelt sejtekben a ROS
képzddést a flistkivonat eltavolitasat kovetden is. Maga a cigarettafust is tartalmaz ROS
vegylileteket, de egyéb oxidativ vegyiiletekkel torténd kezeléstdl eltéréen a PAR akkumulécid
csak hosszabb kezelési id6 utan (30-60 perc) volt detektalhatd. Ez arra utal, hogy a ROS
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termelés része a sejt stresszvalaszanak CSE kezelést kovetéen. A mitokondridlis membran
depolarizacié (11. abra) és a MitoSOX Red mitokondridlis szuperoxid indikatorral kapott
eredmények (17. abra) is a mitokondrialis szuperoxid termelddést tamasztjak ala. Amplex Red
assay segitségével intracellularis hidrogén-peroxid termelédés is kimutathatd volt CSE
kezelés hatasara. A katalaz jelenléte gatolta a PAR akkumulaciot és fokozta a CSE kezelt
sejtek életképessegeét, ezzel ellentétben a szuperoxid dizmutaz jelenlétében jelentés mértékben
fokozddott a PAR akkumulacié és drasztikusan csokkent a viabilitas (18. &bra). Ez arra utal,
hogy a szuperoxid atalakulasa hidrogén-peroxidda fokozza a DNS torést és ez altal a PARP
aktivaciot. Habar a fluoreszcens ROS probak megbizhatdosaga megkérddjelezhetd (Zielonka
és Kalyanaraman, 2010), a SOD és CAT kezelés hatasai egyértelmiien azt mutatjak, hogy a
szuperoxidnak és hidrogén-peroxidnak kulcsszerepe van a cigarettafiist altal okozott DNS
karosodasban és citotoxicitasban. A poli-ADP-ribozil4ci6 szerepét a cigarettafiist altal okozott

sejthalalban a 29. abra foglalja dssze.

SEJTHALAL
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PARP-1 aktivécié/

29. abra A poli-ADP-ribozilaci6 szerepe a cigarettafiist altal okozott sejthalalban

A cigarettafiistben jelen 1évé és a stresszvalasz soran a sejtekben termelédé ROS
kulcsszerepet jatszik a DNS karosodasban és citotoxicitdsban. A hatékony DNS
hibajavitashoz, igy a sejtek tuléléséhez elengedhetetlen a PAR metabolizmus megfelel6
miikodése.



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

A regenerativ orvoslasban eldtérbe keriilt az 6ssejtek szerepe, melyek multipotens
jellegiiknél fogva megfeleld stimulusok hatasara kiilonféle sejtekké képesek differencialodni,
elosegitve ezzel a szoveti regeneralodast. Felhasznalasukhoz azonban elengedhetetlen a
differencidciés folyamatok szabalyozésédnak ismerete. Az osteogén differenciacio
folyamaténak és szabalyozdsinak tanulményozasara az Gssejtek mellett megfelelé modellt
nyujtanak a SAOS-2 osteosarcoma sejtek, melyek differencialé stimulusok hataséara szintén
képesek mineralizalt extracellularis matrix struktirak kialakitasara.

A SAOS-2 sejtekben differencial6 médium hataséra n6tt az osteogén differencidcidban
szerepet jatszd genek (Runx2, osterix, BMP2, osteopontin) expresszids szintje és az alkalikus
foszfataz aktivitasa, valamint a Ca®* felhalmozodéas mutathat6 ki az extracellularis matrixban
(21. &bra). A differenciacio sordn a sejtekben hidrogén-peroxid képzédését detektaltuk,
melynek funkciondlis jelentéségét az mutatja, hogy kataldz jelenlétében szignifikansan
csokkent az extracellularis kalcium depozicié és az alkalikus foszfatdz aktivitds. A katalaz a
csontiranyll differencidcioban szereplé marker gének expresszidjat is csokkentette vagy
késleltette az expresszid novekedését (21. abra). A ROS osteogén differenciacioban betdltott
szerepét tekintve az ellentmondasos eredményeket taladlunk az irodalomban. Tébb
munkacsoport a ROS vegyiiletek gatlé hatasat mutatta ki (Chen et al., 2008; Arai et al., 2007).
Mas vizsgalatok szerint a differenciacid soran képz6dd ROS vegyiileteknek pozitiv
szabalyoz0 szerepik van a folyamatban. Kimutattdk, hogy a NOX4 altal termelt szuperoxid
szabalyozza a BMP2 expressziot és elosegiti a differenciaciot (Mandal et al., 2011). A
(Sutra et al., 2008). Periodontalis ligamentum eredetii fibroblasztokban a hidrogén-peroxid
novelte a differencidcios kapacitast a csontspecifikus transzkripcids faktorok expresszidjanak
fokozéasa révén (Choe et al., 2012). Az osteogén differenciacio soran a ROS szintjének
megemelkedése valosziniileg a NADPH oxidazok, foként a NOX4 és NOX2 miikodésével
hozhato 6sszefiiggésbe (Mandal et al., 2011; Lai et al., 2012). Chondrogén és adipogén
differencidcié kapcsan szintén leirtak a reaktiv oxigénvegyuletek szabalyozo szerepét (Kim et
al., 2010; Schroder et al., 2009), a redox szabalyozas tehat tobbféle differencialédasi
utvonalban szerepet kap. A redox szabalyozas mibenlétér6l azonban nem all rendelkezésre
informéacid, igy feltételeztiik és megvizsgaltuk a PARIlacio lehetséges szerepét.

.....

képz6dd6 PAR mennyiségének valtozasa hasonld volt a hidrogén-peroxid termelédésben
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megfigyelt valtozasokkal, korrelacid mutathaté ki a PAR akkumulacié és a hidrogén-peroxid
termel6dés kozott (22. abra). Katalaz jelenlétében a PAR szint emelkedése id6ben eltolodott,
igy a PARP aktivitast nagyrészt a differenciacio soran a képz6d6 hidrogén-peroxid valtotta Ki.

Az osteogén differenciaciod soran a sejtek jelentds része elpusztul (Javed et al., 2010),
amit mi is megfigyeltink SAOS-2 és MSC kulturakban. A foszfatidil-szerin externalizacio, a
kromatin kondenzacio, a hasitott PARP megjelenése és az &ltalanos kaszpaz gatlé z-VAD-
fmk védo tulélést segitd hatasa alapjan a sejthalal formaja dontden apoptdzis, de megjelentek
nekrotikus sejtek is (propidium-jodid felvétel) (23. &bra). Redukalt glutation és katalaz
jelenlétében ndtt a sejtek viabilitasa, a sejthalalt tehat feltehetdleg a hidrogén-peroxid
indukélta. Mivel a hidrogén-peroxid termelddés és a PARilacio kozott kdzvetlen kapcesolat all
fenn, szerettlk volna megvizsgélni a PARIlacié szerepét az osteogén differenciacioban.
Ennek érdekében a PARP-1 és PARG enzimeket stabilan csendesitettik SAQOS-2
sejtvonalban. A hatékony PARP-1 csendesités a sejtek életképességének drasztikus
csokkenésével jart, igy csak részleges, 50%-0s hatékonysagu csendesitést sikerilt elérniink
(24. &bra). A PARP-1 és a PARG csendesitése befolyasolta az extracellularis kalcium
depozicid mertéket, és az ALP aktivitast. Az ShPARP-1 sejtekben késdbb mutathato ki a
mineralizacio a kontroll sejtvonalhoz képest, és csokken az ALP aktivitas is. Az shPARG
sejtekben a nagyobb mértékii a kalcium depozicid, mint a kontroll sejtekben, de alacsonyabb
az ALP aktivitas. (25. ébra). A szabalyozo szerepet betolté Runx?2 és az osterix mRNS szintje
a csendesitett vonalakban nem mutatott jelentés eltérést a kontroll sejtvonalhoz képest. A
BMP2 és az osteopontin expresszidja fokozdodott a PARG és kismértékben a PARP-1
csendesitett sejtekben is. A PARP-1 illetve a PARIlacio szerepét leirtdk tobb transzkripcios
faktor szabalyozasa esetén, de a Runx2 és az osteogén differenciacidban szereplé egyéb
transzkripcios faktorok esetén még nem vizsgaltak a hatasat.

A PARP-1 ¢és a PARG sejthalalban betoltott szerepe alapjan feltételezhetd, hogy
befolyasolja a csontiranyt differenciacié soran bekovetkezd sejthalalt is. Az shPARP-1
sejtekben csdkkent a differenciacié és az ehhez kapcsolt sejthalal (apopt6zis és nekrozis)
mértéke. A PARG csendesités ezzel ellentétben csokkentette az életképességet a
differenciécié alatt, emellett a sejthalal formjat a nekrdzis felé tolta el (27. abra). 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 el6. A PARP-1 és PARG csendesités ellentétes hatdsa alapjan feltételezhetd, hogy
ebben a folyamatban sokkal ¢sszetetteb a szabalyozési folyamat, és a PARP aktivitason kivil
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szerepet jatszhatnak a fehérje-fehérje kolcsonhatasok is. Mint ahogyan példaul az NF-xB
aktivalasa esetén sincs szilkség a PARP-1 enzimatikus aktivitasara, a kolcsonhatas fehérje-
fehérje interakcio révén valosul meg (Hassa et al., 2001).

A ROS szerepét az osteogén differenciacié soran human chorionalis mesenchymalis
6ssejteken (cMSC) is megerésitettitk. Ezekben a sejtekben szintén kataldzzal gatolhato,
hidrogén-peroxid fliggé sejthallt mutattunk ki. Igy a hidrogén-peroxid az MSC sejtekben is
szerepet jatszik a differenciaciot kisérd sejthalalban. A SAOS-2 sejtektdl eltéréen azonban az
6ssejtekben a PJ34 jelenlétében fokozddott az apoptdzis mértéke, azaz a PARP-1 talélest
segit6 hatasat tapasztaltuk (28. abra). A PARilacionak az osteogén differenciacioban betoltott
szerepét a 30. abra mutatja be.
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30. abra A poli-ADP-ribozilacio szerepe a csontiranyu differenciacioban
Az osteogén differenciacio soran termel6dé hidrogén-peroxid PARP aktivaciot valt ki. A
PARilacionak szabalyozo szerepe van a differenciacio soran bekovetkez6 sejthalélban.

Munkacsoportunk késdbb megjelent kozleménye alapjan vildgosabb kép rajzolodik ki
a PARP-1 osteogén differenciacioban betoltott szerepét illetéen. Korabbi munkaink sorén a
PJ34 specifikus PARP-1 inhibitort az irodalomban is elfogadott és széles kdrben alkalmazott
koncentracioban hasznaltuk. Az osteogen differenciacios modellben illetve az Gssejtekben
azonban valdszinilileg egyéb folyamatokra is hatdssal volt, hisz a kés6bbi munkak soran
alkalmazott alacsonyabb (1 pM) koncentracioban nem volt ellentmondds a PARP-1
csendesitéssel és a farmakoldgiai gatlassal kapott eredmények kozott. A PARP-1 csendesitése
¢és az inhibitorral kapott gatlds egyarant a differencidcié és az annak soran bekovetkezd

sejthalal mértékenek csokkenését eredményezte. Sikerlt kimutatni a PARP-1 és a p38
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kdlcsonhatdsat valamint a p38 PARP-1-fiiggd aktivacidjat. A p38 inhibitorok jelentos
mértékben csokkentettéek a differenciacio hatasfokat és segitették a sejtek talélését. A
csontiranyl differencidcioban a sejthalal szabélyozasa tehdt a PARP-1 — p38 dtvonalon
valosul meg (Robaszkiewitz et al., 2014). A csontiranyl differenciacié sordn a ROS és a
sejthalal fontossagat masok is igazoltak, emellett kimutattédk, hogy a nekrotikus és apoptotikus
sejtek ,kalcifikacios magként” funkcionalnak, a kalcium depozicié ezek kordl indul meg.
Nekrotikus sejtek vagy azok membranfrakcidjanak hozzdadasa jelentdés mértékben novelte a
kalcium depozicié mértékét (Fujita et al., 2014). PAR polimerek osteogén differencidcioban
betoltott alapvetd szerepét igazolja, hogy NMR spektroszkdpidval PAR polimereket mutattak
Ki a csont extracellularis matrixaban. EIméletik szerint a csontiranyu differenciacié soran a
nekrotizalo sejtekbdl kiszabadul a sejtek tartalma, ezzel egyitt a PAR az extracelluléaris
matrixba kertl a fejlédo csontban. A PAR nagy affinitassal kotédhet a kalciumhoz és a XillI
tipusi kollagénhez, és polimer szerkezete révén idealis scaffold a mineralizacio soran.
Feltételezik, hogy patologias kalcifikécios folyamatokban, példaul artéridk elmeszesedésében
hasonloképpen zajlik le a folyamat (Chow et al., 2014).

Kisérleteink soran a PARP-1 szerepét vizsgaltuk két teljesen eltéré folyamatban: a
dohényfiist karos hatasaiban és a csontdifferenciacioban. Mindkét folyamat esetén azt
talaltuk, hogy a PARIl&cié szabalyozo szerepet tolt be. A PARIlacié szerepeét, fiziologiai és
patofiziologiai jelentdségét szamos bioldgiai folyamatban igazoltak. Az altalunk vizsgalt
folyamatok egy-egy Ujabb példat szolgéltatnak arra, hogy a PARP-1 és a PARIlacié szerepe
igen sokrétii, €és amennyiben zavart szenved a PAR polimerek szintézise és lebontésa, azaz
felborul a PARIlacidé egyensulya, az fizioldgias és patofiziologias folyamatokat egyarant

mddosithat.
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8. KONKLUZIOK

A poli-ADP-ribozilacié szabalyozé szerepe a cigarettafiist altal kivaltott sejthalalban
1. A cigarettaflst toxikus hatasu az A549 sejtekre.

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

3. PARP-1 és PARG hianyaban csokken 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

differenciacié soran bekovetkezé sejthalalban

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

.....

hozzajarul a sejthalél kivaltasahoz.
3. A differenciacio soran termelédé ROS PARP-1 aktivitast valt Ki.

4. A PARilacionak szerepe van az osteogén differenciacio soran bekovetkezé sejthalal
szabalyozasaban.
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11. OSSZEFOGLALAS
A PARP-1 szerepet jatszik a DNS hibajavitasban, a genom integritasanak

fenntartasaban, a sejtciklus ellendrzésében, a transzkripcié szabalyozasaban, a sejthalal
Utvonalak szabalyozasaban és szamos egyéb folyamatban. Munkank elsé részében a PARP-1
szabalyoz0 szerepét vizsgéltuk a dohanyfust altal kivaltott sejthalalban. Vizsgalataink soran
igazoltuk a cigarettafust kivonat toxikus hatasait A549 tiidé epithel sejteken. A sejtek
¢letképességét és proliferacios kapacitasat a CSE kivonat id6- és koncentraciofiiggd modon
csokkentette. A cigarettaftist altal kivaltott sejthalal az apoptdzis és a nekrdzis jellemzéit is
mutatja. CSE kezelés hatadsdra PAR akkumuléciét tudtunk detektalni, mely a PARP-1
aktivalodasara utal (PARP-1 csendesitett sejteken és PJ34 specifikus gatldszer jelenlétében a
CSE nem indukal polimer szintézist). Kimutattuk, hogy mind a PARP-1, mind a PARG
csendesités érzékenyitette a sejteket a CSE toxikus hatdsaival szemben. Az érzékenyitd hatas
ezekben a sejtekben annak kdszonhetd, hogy a PARilacio egyensulyanak felboruldsa miatt
csokken a DNS hibajavitas hatékonysédga. Tovabbi vizsgélatainkban azt tapasztaltuk, hogy
A549 sejtekben a dohanyfiist kezelés intracellularis ROS képzdédést indukal. A szuperoxid
dizmutaz és katalaz jelenlétében végzett kisérletek azt bizonyitjak, hogy a szuperoxidnak és
hidrogén-peroxidnak kulcsszerepe van a cigarettaflist altal okozott DNS karosodésban és
citotoxicitasban.

Munkank masodik részében sz osteogén differenciacid soran bekdvetkezd sejthaldlban
vizsgaltuk a poli-ADP-ribozilacié szerepét. SAOS-2 osteosarcoma sejtekben és humén
chorionalis mesenchymalis 6ssejtekben indukaltunk csontiranyd differenciaciot. Kimutattuk,
hogy az osteogén differenciacid6 soran a sejtekben kis mennyiségii hidrogén-peroxid
termel6dik, mely poli(ADP-rib6z) szintézist indukal. A képz6d6 ROS szintje korrelaciot
mutat a PAR akkumulacié szintjével. Katalaz jelenléte gatolja a differencialodasi folyamatot,
igy a termel6dé hidrogén-peroxid szikséges a differenciaciohoz. A differenciacié soran
jelentds mértékii sejtpusztulds figyelhetd meg, a sejthaldl leginkabb apoptotikus jellegti.
PARP-1 és a PARG csendesitett SAOS-2 sejtekben némiképp mddosult a kalcium depozicio
¢s az ALP aktivitds, és jelentOs kiilonbségek mutathatok ki a sejthalal mértékében. Ez arra
utal, hogy a poli(ADP-ribdz) metabolizmus szabalyoz6 szerepet jatszik a csontiranyu

differenciacio soran bekovetkezo sejthalalban.

Targyszavak: PARP-1, poli-ADP-ribozilacié, ROS, dohanyfiist (CSE), osteogén
differenciécid, sejthalal
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12. SUMMARY

PARP-1 plays many roles in DNA repair, maintenance of genomic integrity, cell cycle
control, regulation of transcription and cell death pathways and in many other processes
including mediating cellular recovery following genotoxic stress, elimination of overly
damaged cells, and ensuring proper segregation of genetic material at cell division. In the first
part of our work we investigated the regulatory role of PARP-1 in cigarette smoke induced
cell death. We have shown that cigarette smoke extract is toxic to A549 lung epithelial cells.
CSE caused a concentration-dependent loss of viability and severaly impaired the
proliferative capacity. CSE-induced cell death takes place in an unusual form, combining
features of both necrosis and apoptosis. CSE caused an increase in celleular PAR content, as a
result of PARP-1 activation (no PAR signal could be detected in the shPARP-1 cell line and
in the presence of PJ34 specific PARP-1 inhibitor). Silencing PARP-1 or PARG sensitized
cells to the toxic effects of cigarette smoke and these sensitizing effects were due to DNA
repair defect. Next we could detect that cigarette smoke induces intracellular ROS production
in A549 cells. Experiments carried out in the presence of superoxide dismutase and catalase
revealed that superoxide and hydrogen-peroxide are key components in CSE induced NDA
damage and toxicity.

In the second part of our work we investigated the role of poly(ADP-ribosyl)ation in
osteogenic differentiation-associated cell death. Osteogenic differentiation was induced in
SAQS-2 osteosarcoma cells and human chorional mesenchymal cells. During osteogenic
differentiation, we could detect a small amount of ROS production which induces poly(ADP-
ribose) synthesis. PARylation correlates well with ROS production. Catalase inhibits
differentiation suggesting that ROS generation is essential for osteogenic differentiation. Cell
death is a physiological process during osteodifferentiation, the predominant form of cell
death is apoptosis. Downregulation of PARP-1 and PARG affected extracellular calcium
deposition, ALP activity and cell death. These findings suggest that poly(ADP-ribose)
metabolism regulates osteogenic differentiation-associated cell death.

Keywords: PARP-1, poly(ADP-ribozyl)ation, ROS, cigarette smoke (CSE), osteogenic

differentiation, cell death
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