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2. RÖVIDÍTÉSEK 
A magyarra csak nehézkesen fordítható kifejezések angolul szerepelnek.

AIF: apoptózis indukáló faktor 

ALP: alkalikus foszfatáz 

ARH3: ADP-ribozil hidroláz 3 

ATM: ataxia telangiectasia mutated 

ATP: adenozin-trifoszfát 

BAL: B agressive lymphoma 

BER: bázis excíziós DNS javítás 

BMP: csont morfogén fehérje  

BRCT: BRCA1 C terminális domén 

CAT: kataláz  

COPD: chronic obstructive pulmonary 

disease 

CSE: cigarettafüst kivonat  

DDB2: damaged DNA binding protein 2 

DMMB: dimetil-metilénkék  

DMSO: dimetil-szulfoxid 

Dnmt1: DNS metiltranszferáz 1  

ECIS: Elecric Cell-substrate Impedance 

Sensing 

FBS: fötális borjúsavó  

GPX: glutation peroxidáz 

GSH: redukált glutation 

HBSS: Hank’s balanced salt solution 

IFN: interferon  

IL: interleukin 

JNK: c-Jun N-terminális kináz 

LDH: laktát-dehidrogenáz 

MSC: mesenchymalis őssejtek 

NAD+: nikotinamid-adenin dinukleotid 

NER: nukleotid excíziós DNS javítás 

NFκB: nukleáris faktor kappa B 

NHEJ: non-homologous end joining 

NLS: nukleáris lokalizációs szignál 

NOX: NADPH oxidáz 

PAR: poli(ADP-ribóz)  

PARG: poli(ADP-ribóz) glikohidroláz 

PARP: poli(ADP-ribóz) polimeráz 

PCR: polimeráz láncreakció 

PEG: polietilén-glikol 

RNS: reaktív nitrogén intermedierek 

ROS: reaktív oxigén intermedierek 

Runx2: Runt-related transcription factor 2  

SDS: nátrium-dodecil-szulfát 

SOD: szuperoxid dizmutáz 

TBARS: tiobarbiturát reaktív anyag 

TNF-α: tumor nekrózis faktor alfa 

TRF1: telomeric repeat binding factor-1 

WGR: triptofán-glicin-arginin domén 

XRCC1: X-ray repair cross-

complementing protein 1
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3. BEVEZETÉS 

3.1. A poli(ADP-ribóz) polimeráz enzimcsalád  

 A poli(ADP-ribóz) polimerázok (PARP-ok, más néven ADP-ribozil transzferázok, 

ARTD-k) jellemzően eukariótákban és kivételesen egyes prokariótákban előforduló enzimek, 

melyek akceptor fehérjék ADP-ribozilációját katalizálják (Vyas et al., 2013). A poli-ADP-

riboziláció kutatása az 1960-as években indult. Ekkor fedezték fel, hogy egy sejtmagban 

található enzim NAD+ felhasználásával nukleinsavszerű molekula, poli(ADP-ribóz) [PAR] 

szintézisére képes (Chambon et al., 1963; Nishizuka et al., 1967). Ez az enzim a poli(ADP-

ribóz) polimeráz, későbbi nevén PARP-1, sokáig az egyetlen ismert tagja volt a 

fehérjecsaládnak. Ma a PARP enzimcsaládnak 17 tagja ismert, a fehérjecsalád tagjait külön 

gén kódolja, de mindegyikük tartalmazza a konzervált, 50 aminosavból álló, PARP-okra 

jellemző szekvenciát (PARP signature sequence) a katalitikus doménen belül (Amé et al., 

2004; Kim et al., 2005). Ez a PARP-okra jellemző szekvencia a gerincesek körében 100%-os 

homológiát mutat (Virág és Szabó, 2002). Az enzimcsalád tagjait doménszerkezetük és az 

aminosavszekvencia hasonlóságai alapján több alcsaládba sorolják, különböző 

munkacsoportok különböző besorolást használnak (Otto et al., 2005; Vyas et al., 2013; 

Hottiger et al. 2010).    

A humán PARP-1fehérjét kódoló gén az 1-es kromoszómán található, a fehérje 1014 

aminosavból áll, molekulatömege 113 kDa (Meyer et al., 2006; Amé et al., 2004). Az enzim 

felépítésére három fő szerkezeti elem jellemző: a DNS-kö tő domén  (DBD, 1-374 

aminosavak), az automodifikációs domén (375-525 aminosavak) és a katalitikus domén (526-

1014 aminosavak) (Langelier et al., 2008). Az N terminális részen található DNS-kötő domén 

két Zn-ujj domént tartalmaz, melyek különböző DNS struktúrákhoz kötődnek. Ezen felül a 

DNS kötő doménben található még egy nukleáris lokalizációs szignál (NLS) és egy kaszpáz-3 

hasítóhely (DEVD: Asp-Glu-Val-Asp) (Virág és Szabó, 2002; Langelier et al., 2008). Egy 

harmadik Zn-ujj motívum meglétét is leírták az N-terminális részen, de ez önmagában nem 

kötődik a DNS-hez, hanem az enzim DNS általi aktiválódásához szükséges (Langelier et al., 

2011; Tao et al., 2008). Az automodifikációs doménen belül egy BRCT domén (BRCA1 C 

terminális domén) található, mely gyakran előfordul a DNS hibajavításban szereplő és a 

sejtciklust szabályozó enzimekben (Virág és Szabó, 2002). A BRCT domén felelős a fehérje-

fehérje kölcsönhatásokért a PARP-1 és a DNS hibajavító enzimek illetve egyéb kölcsönható 

fehérjék között (Langelier et al., 2008). A fehérje C-terminális részéhez közel található egy 

erősen konzervált WGR (triptofán-glicin-arginin) domén, melynek pontos funkciója még nem 
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tisztázott, de nélkülözhetetlen a PARP-1 aktivációjához. Újabb kutatások alapján valószínűleg 

a domének közötti kölcsönhatásban van szerepe (Langelier és Pascal, 2013). A katalitikus 

domén a molekula C-terminális végén helyezkedik el. Ez az eukarióták körében erősen 

konzervált régió, mely a NAD+ szubsztrát megkötéséért és a polimer szintéziséért felelős 

(Virág és Szabó, 2002). A humán PARP-1 doménszerkezetét az 1. ábra mutatja. A PARP-1 

szerepet játszik a DNS hibajavításban, a sejtciklus ellenőrzésében, a transzkripció 

szabályozásában, a sejthalál útvonalak szabályozásában és számos egyéb folyamatban (Meyer 

et al., 2006).  

 
1. ábra A humán PARP-1 doménszerkezete (Altmeyer et al., 2009 nyomán) 
Az enzim három fő doménből épül fel: DNS-kötő domén (DBD), automodifikációs domén 
(AD) és katalitikus domén (WGR/CAT). Az N terminális részen található DNS-kötő domén 
három Zn-ujj domént, egy nukleáris lokalizációs szignált (NLS) és egy kaszpáz-3 hasítóhelyet 
tartalmaz. Az automodifikációs doménen belül egy BRCT domén található, melynek szerepe 
van a fehérje-fehérje kölcsönhatásokban a PARP-1 és a DNS hibajavító enzimek illetve egyéb 
kölcsönható fehérjék között. A fehérje C-terminális részéhez közel található WGR domén a 
domének közötti kölcsönhatásban fontos. A katalitikus domén (CAT) a NAD+ szubsztrát 
megkötéséért és a polimer szintéziséért felelős. 
  

A PARP-2 felfedezéséhez az vezetett, hogy PARP-1 knockout egerekből származó 

embrionális fibroblasztokban DNS függő PARP aktivitást sikerült kimutatni (Shieh et al, 

1998; Amé et al., 1999). A PARP-2 a fehérjecsalád másik olyan tagja, mely nagymértékben 

aktiválódik DNS törés hatására, de aktivitása csupán 10 %-át teszi ki a teljes PARP 

aktivitásnak. A PARP-2 fehérje 570 aminosavból áll, molekulatömege 65 kDa, a kódoló gén a 

14-es kromoszómán található (Amé et al. 1999). A fehérje doménszerkezete hasonló a PARP-

1-éhez, de nem tartalmaz automodifikációs domént (ettől függetlenül képes 

automodifikációra), katalitikus doménje 69 %-os hasonlóságot mutat a PARP-1 katalitikus 

doménjével (Amé et al., 2004). Az N terminális domén felelős a DNS kötésért, és nukleáris 

lokalizációs szignált tartalmaz. A PARP-1-gyel ellentétben a PARP-2 nem DNS törésekhez, 

hanem a nukleotid hiányos részekhez „gap”-ekhez kötődik. További fontos különbség, hogy a 

PARP-1 leginkább a H1 hisztonokat, a PARP-2 pedig a H2B hisztonokat ADP-ribozilálja. A 

két enzim tehát különböző DNS szerkezetekhez és eltérő kromatin struktúrákhoz kötődik, 

ennek megfelelően a DNS hibajavításban betöltött szerepük is eltérő (Schreiber et al., 2006). 

A PARP-1 és a PARP-2 együttes jelenlétére és aktivitására van szükség a hatékony bázis 
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kivágásos DNS javításhoz (BER) (Schreiber et al., 2002). A mindkét génre knockout egerek 

(parp-1-/- parp-2-/-) életképtelenek, az egyedfejlődés korai stádiumában elpusztulnak, ami azt 

jelzi, hogy a poli-ADP-ribozilációnak kiemelkedő szerepe van a korai embriogenezisben is 

(Amé et al., 2004). A PARP-2 enzim szerepét kimutatták ezen felül a spermiogenezisben 

(Dantzer et al., 2006),  adipocita differenciációban (Bai et al., 2007) valamint transzkripciós 

regulátorként szerepel az energia metabolizmusban (Bai et al., 2012). 

 A PARP-3 enzim a DNS függő PARP-ok harmadik tagja, kódoló génje a 3-as 

kromoszómán található, a fehérje molekulatömege 67 kDa. Két különböző splice variánsa 

van, egyik 533, másik 540 aminosavból áll. Az enzim a centroszóma egyik fő alkotóeleme, a 

leány centriolumokban lokalizálódik, ott kölcsönható partnere a PARP-1. A PARP-3 a 

mitózisban és a sejtciklus szabályozásában vesz részt, overexpressziójának hatására a sejtek 

G1/S fázisban megrekedtek (Augustin et al., 2003).  

 A vault PARP (vPARP, PARP-4) génje a 13-as kromoszómán található, a fehérje 1724 

aminosavból épül fel, molekulatömege 193 kDa, ez az enzimcsalád legnagyobb 

molekulatömegű tagja. Eredetileg a citoszolikus ribonukleoprotein partikulumok, vault-ok 

alkotójaként írták le, tisztított vault-okban ADP-ribozilálja saját magát és az MVP-t (major 

vault protein) (Kickhoefer et al., 1999). A vPARP egy része a sejtmagban a mitotikus orsóban 

helyezkedik el (Kickhoefer et al., 1999), így feltételezhetően a ribonukleoprotein 

partikulumoktól független szerepe is lehet a sejtben (Liu et al., 2004).     

A tankiráz-1 (TRF1 interacting, ankyrin-related ADP-ribose polymerase) enzimet, más 

néven PARP-5a-t, a humán TRF1 (telomeric repeat binding factor-1) kölcsönható 

partnereként írták le először (Smith et al., 1998). A kódoló gén a 8-as kromoszómán található 

(Zhu et al., 1998), a fehérje 1327 aminosavból áll, molekulatömege 142 kDa. Ez az enzim 

volt a PARP enzimcsalád másodikként leírt tagja (Meyer et al., 2006). A kromoszómák 

telomer régiójában lokalizálódik, középső doménjében 24 ankyrin ismétlődés található, mely 

a fehérje-fehérje kölcsönhatásokban játszik szerepet (Smith et al., 1998). Az enzim C 

terminális része a PARP-1 katalitikus doménjével mutat homológiát. A rekombináns tankiráz 

PARP aktivitással rendelkezik in vitro, és ADP-ribozilálja mind a TRF1-et, de maga a 

tankiráz is akceptor fehérjeként szolgálhat (Smith et al., 1998), így az ADP-ribozilációnak 

szerepe lehet a telomeráz aktivitás szabályozásában. A tankiráz sejtciklustól függően a 

citoplazmában is jelen van, és a MAPK (mitogen activated protein kinase) általi foszforiláció 

növeli ADP-ribozilációs aktivitását (Chi és Lodish, 2000). Így a PAPR-1-től és PARP-2-től 

eltérően a tankiráz nem a DNS törések hatására aktiválódik, hanem aktivitását a 

foszforiláltsági állapota befolyásolja.  
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A tankiráz-2 (PARP-5b) génje a 10-es kromoszómán található, a fehérje 1166 

aminosavból áll, molekulatömege 127 kDa. Szekvenciája 85 %-ban megegyezik a tankiráz-1 

szekvenciájával (Amé et al., 2004). Eredetileg a Grb14 (Growth factor receptor-bound protein 

14) adapter molekula kölcsönható partnereként írták le (Lyons et al., 2000), mely a 

citoplazmában, a Golgi apparátushoz kötődve található. Így feltehetőleg a vezikuláris 

transzportban van szerepe. A fehérje overexpressziója kaszpáz-független sejthalált indukál 

(Kaminker et al., 2001). A tankiráz-1 és -2 többféle sejtkompartmentben jelen van, 

mindkettőnél jellemző motívum az ankyrin szekvenciák és a SAM (sterile alpha motif) domén 

megléte, melyekkel több fehérjéből álló komplexek létrehozására képesek. Így scaffold 

fehérjeként fontos szerepük lehet, a PARP domén jelenléte pedig ADP-riboziláció révén 

szabályozási lehetőséget biztosít a nagy fehérje komplexek kialakulása illetve disszociációja 

során (De Rycker et al., 2003). Amé et al. (2004) egy harmadik tankirázt is azonosított 

(tankiráz-3), de mások szerint ez a tankiráz-2 trunkált verziója vagy allélvariánsa (Otto et al., 

2005).  

A TiPARP (PARP-7) génje a 3-as kromoszómán található, a fehérje 657 aminosavból 

áll, molekulatömege 76 kDa. Egérsejtekben fedezték fel, 2,3,7,8-tatraklorodibenzol-p-dioxán 

(TCDD) kezelés hatására nagymértékben nőtt az expressziója, nevét is innen kapta: TCCD 

inducible PARP (Ma et al., 2001). A TiPARP szerepe tisztázatlan, szerepe lehet a T-sejtes 

immunválaszban és a tumorképződésben (Amé et al., 2004), patkány RM1 génnel mutatott 

homológia alpján feltételezik hatását a memória kialakulásában (Matsuo et al., 2000),  mások 

szerint a glükoneogenezisben van szerepe (Diani-Moore et al., 2010).  

Az enzimcsalád többi tagja kevésbé jellemzett, szerepük kevésbé tisztázott. Néhány 

PARP enzim (PARP-6, -8, -11 és -16) funkciója alig ismert. Egyes PARP-okban a jellegzetes 

katalitikus domén mellett változatos domének jelennek meg, ami arra enged következtetni, 

hogy biológiai funkciójuk szerteágazó (Amé et al., 2004). Leggyakoribb a WWE domén 

előford u lása, ö t PARP enzimb en, a PARP-7, PARP-11, PARP-12 (ZC3HDC1), PARP-13 

(ZC3HAV1) és PARP-14 enzimben fordul elő (Amé et al., 2004). A domén az elnevezését a 

leginkább konzervált aminosavjairól (triptofán (W) és glutamát (E)) kapta. A WWE domén 

egy PAR k ö tő motívum, a d omént tartalmazó tizenkét humán fehérje leginkább két 

funkcionális csoportba tartozik: az ubiquitinációhoz illetve a PARilációhoz kapcsolódó 

fehérjék csoportjába. A domén előfordulása utalhat a poli-ADP-riboziláció és az ubiquitinálás 

közötti funkcionális kapcsolatra (Wang et al., 2012). További kapcsolatra utal az 

ubiquitinációval az, hogy a PARP-10 UIM (Ubiquitin Interacting Motif) szekvenciát 

tartalmaz (Amé et al., 2004). A PARP-10 megtalálható a sejtmagban és a citoplazmában is, 
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míg egy része a nukleoluszokban helyezkedik el. Ez utóbbi CDK-2 általi foszforiláció révén 

aktiválódik, és feltételezhetően szerepet játszik a sejtproliferációban (Chou et al., 2006).   

 A PARP enzimek egy külön csoportját képezik a makroPARP-ok (vagy BAL-PARP-

ok). A PARP-9 (BAL1), PARP-14 (BAL2) és PARP-15 (BAL3) sorolható ide (Cho et al., 

2009; Vyas et al., 2013), melyek szerkezetében kettő (PAPR-9 és -15) vagy akár három 

(PARP-14) tandem elhelyezkedő makrodomén is található. Ezek közül elsőként a PARP-9-et 

írták le, mely magas szintű expressziót mutatott diffúz nagy B sejtes lymphoma betegekben 

(innen a BAL, B agressive lymphoma elnevezés) (Aguilar et al., 2000). A PARP-14-et 

ezenkívül fokális adhéziós molekulaként is leírták (Vyas et al., 2013). A makrodomének 

széleskörű előfordulása és erősen konzervált szekvenciája alapján feltételezhető, hogy 

alapvető sejtfolyamatokban tölthet be szerepet (Allen et al., 2003). Néhány makrodoménról 

kimutatták, hogy képes kölcsönhatásba lépni az ADP-ribózzal és a poli-ADP-ribózzal is, így 

ez a motívum is PAR kötő modulként tartható számon (Ahel et al., 2009; Gottschalk et al., 

2009; Karras et al., 2005).  

A PARP-7, -8 és -13 egy Zn-ujj motívumot tartalmaz, a PARP-12 három Zn-ujj 

domént, de ezek különböznek a PARP-1-ben található Zn-ujj doménektől.  A PARP-10 és 

PARP-15 RRM motívumot (RNA recognition motif) tartalmaz, mely számos RNS kötő 

fehérjében megtalálható, így például a heterogén nukleáris ribonukleoproteinekben (hnRNP), 

az alternatív splicing szabályozásában szereplő fehérjékben és a kis nukleáris 

ribonukleoproteinekben (snRNP) (Amé et al., 2004). A PARP-13 (ZC3HAV1, ZAP) szerepét 

leírták a virális génexpresszió gátlásában (Guo et al., 2004). A TPT1 (TRPT1, tRNS 2’-

foszfotranszferáz-1, ARTD18) enzimet is a PARP-ok közé sorolják (Hottiger et al., 2009). Ez 

a NAD+ fü g g ő enzim a tRNS splicingjában vesz részt, ADP-ribóz 1”-2” ciklikus foszfátot 

szintetizál (Spinelli et al., 1998; Steiger et al., 2005 ). 

 A különböző PARP enzimek a fent említett domének segítségével képesek specifikus 

kölcsönhatásokat létrehozni más jelátviteli útvonalakban szereplő fehérjékkel. Érdekes 

jellemzője az enzimcsaládnak továbbá az is, hogy egymással valamint a PAR polimerrel is 

képesek kölcsönhatásba lépni, mely még sokszínűbbé és egyben bonyolultabbá teszi a 

PARiláció hatásmechanizmusát a sejtválasz során (Amé et al., 2004). A poli(ADP-ribóz) 

polimeráz enzimcsalád tagjainak doménszerkezetét az 2. ábra mutatja.  
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2. ábra A poli(ADP-ribóz) polimeráz enzimcsalád doménszerkezete és javasolt egységes 
nomenklatúrája (Hottiger et al., 2010 nyomán) 
ART: A PARP enzimcsalád minden tagjára jellemző, a molekula C-terminális végén 
elhelyezkedő katalitikus domén az eukarióták körében erősen konzervált régió, a NAD+ 
szubsztrát megkötéséért és a polimer szintéziséért felelős. Ezen felül a PARP-okban számos 
egyéb domén található, melyek közül az alább felsoroltak a leggyakoribbak. PRD: PARP 
szabályozó domén (PARP regulatory domain). WGR: triptofán-glicin-arginin domén. BRCT: 
BRCA1 karboxi-terminális domén. ZF: Zn-ujj domén. RRM: RNS felismerő motívum. SAM: 
sterile alpha motif. ARD: ankyrin repeat domain. HPS: hisztidin-prolin-szerin régió. WWE: 
PAR kötő motívum (triptofán (W) és glutamát (E)). UIM: ubiquitin interaction motif. GRD: 
glycine-rich domain.  
 

3.2. A poli(ADP-ribóz) metabolizmus 

3.2.1. A poli(ADP-ribóz) polimer szintézise 

 Az ADP-riboziláció egy filogenetikailag ősi reakciómechanizmus, mely négy fő 

csoportra osztható: mono-ADP-riboziláció, poli-ADP-riboziláció, ADP-ciklizáció és O-acetil-

ADP-ribóz képzése (Hassa et al., 2006). A poli-ADP-riboziláció (PARiláció) olyan 

poszttranszlációs proteinmódosítás, melyet a poli(ADP-ribóz) polimeráz (PARP) enzimek 

katalizálnak. A PARP-ok és így a PARiláció az élesztők kivételével minden eukarióta 

élőlényben előfordulnak, bár néhányan beszámoltak arról, hogy poli-ADP-riboziláció-szerű 

reakciók lejátszódnak archaebaktériumokban is, annak ellenére, hogy az archae genomban 

eddig nem találtak poli(ADP-ribóz) enzimek kódolásáéer felelős géneket (Hassa et al., 2006;´ 

Faraone-Mennela et al., 1998).  
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3. ábra A PAR metabolizmusa (Rouleau et al., 2004 nyomán) 
A PARP-1 a NAD+-ot nikotinamidra és ADP-ribózra bontja, majd az ADP-ribóz egységeket 
kovalensen kapcsolja megfelelő akceptor fehérjékhez. A poli(ADP-ribóz) szintézisének 
három lépése (piros nyilakkal jelezve): (1) az akceptor fehérje mono-ADP-ribozilációja, (2) 
elongáció (3) a polimer elágazódása 20-50 ADP-ribóz egységenként. A negatív töltésű PAR 
polimer féléletideje rövid a PARG enzim általi gyors lebontásnak köszönhetően (zöld nyilak). 

 

A PARP-ok az aktivációt követően NAD+-ot használnak szubsztrátként, azt 

nikotinamidra és ADP-ribózra bontják, majd az ADP-ribóz egységeket kovalensen kapcsolják 

megfelelő akceptor fehérjékhez, és elágazó homopolimereket szintetizálnak. A reakció 

reverzibilis, a polimerek lebontását a poli(ADP-ribóz) glikohidroláz (PARG), az ADP-ribozil 

hidroláz 3 (ARH3) és az ADP-ribozil protein liáz végzi  (Bürkle és Virág, 2013). A PARP-1 

aktivációjának első lépéseként az enzim az egyik Zn-ujj doménjével a DNS-hez kötődik. Ez 

elősegíti a DNS-kötő és a katalitikus domén közötti kölcsönhatást az enzim dimerizációja 

révén. Ennek következtében a konformációváltozás következik be a katalitikus doménen 

belül, ami megnöveli az enzim affinitását a NAD+ iránt, és a PARP gyors automodifikációja 

következik be az automodifikációs domén meghatározott oldalláncain. Ezt további ADP-ribóz 

egységek beépülése révén a polimer hosszabbítása követi (Altmeyer et al., 2009; Hassa et al, 

2006). A PAR polimerek metabolizmusát a 3. ábra mutatja be.  
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A PARP-1 szerkezetében megtalálható három cink-ujj motívum szerepe eltérő a 

különböző DNS károsodások felismerésében és az enzim aktivációjában. Az N-terminálishoz 

legközelebb eső cink-ujj (FI) megléte elengedhetetlen az enzim aktivációjához. A második 

cink-ujj doménnek (FII) nagyobb az affinitása a szabad DNS végződésekhez, így az egyszálú 

DNS-törésekhez való specifikus kötődésben játszik szerepet (Ikejima et al., 1990; Gradwohl 

et al., 1990; Langelier és Pascal, 2013). A harmadik cink-ujj (FIII) motívum a DNS-kötő 

domén és a katalitikus domén kölcsönhatásához szükséges és a PARP-1 dimerizációját segíti 

elő (Langelier et al., 2008).  

Az enzim által szintetizált polimerekben az ADP-ribóz egységek ribóz-ribóz 1’-2’ 

glikozidos kötéssel kapcsolódnak egymáshoz (Hassa et al., 2006). A polimerek hosszúsága a 

néhány egységnyitől akár 200 egységnyiig is terjedhet (Virág és Szabó, 2002), 20-50 

egységenként található elágazásokkal. Az elágazó polimerek szerkezete meglehetősen 

komplex (Hassa et al., 2006), Minaga és Kun (1983) vizsgálatai alapján bizonyos típusú 

polimer láncok  helikális szerkezetet mutathatnak. 

Poli-ADP-ribozilációs akceptor helyként a fehérjék glutamát, aszpartát és lizin 

oldalláncai szerepelhetnek (Ogata et al, 1980; Suzuki et al., 1986; Altmeyer et al., 2009). In 

vivo körülmények között a legnagyobb mennyiségben előforduló PARilált fehérje maga a 

PARP-1. Az auto-poli-ADP-riboziláció az enzim gátlását eredményezi, így szabályozó 

szerepe van (Virág és Szabó, 2002). Több más fehérje is szolgálhat akceptor fehérjeként a 

PARiláció során, eddig több mint 200 sejtmagi fehérjét találtak, melyhez in vitro 

körülmények között kovalensen kapcsolódhat a PAR (Hassa et al., 2006). Ilyen target fehérjék 

lehetnek a hisztonok (Tanuma et al., 1985), transzkripciós faktorok, a DNS replikációban és a 

jelátviteli folyamatokban részt vevő fehérjék, többek között az NFκB (Oliver et al., 1999), a 

p53 (Wesierska-Gadek et al., 1996; Mendoza-Alvarez és Alvarez-Gonzalez, 2001), a 

topoizomeráz I (Afriat et al., 2013) és a topoizomeráz II (Scovassi et al., 1993), DNS ligázok 

(Ohashi et al., 1983), DNS polimerázok (Yoshihara et al., 1985) és DNS függő protein 

kinázok (Ariumi et al., 1999). Az ADP-ribóz egységek mérete és negatív töltése miatt a 

PARiláció jelentős mértékben befolyásolja a célfehérjék fiziko-kémiai tulajdonságait, ezáltal 

azok stabilitását, aktivitását és kölcsönhatásait.  

A konstitutív PAR szintje stimulálatlan sejtekben általában alacsony, lebomlása lassú, 

féléletideje 7,7 h. Mitotikus stimulusok vagy DNS törés hatására azonban a PARP aktivitás és 

a polimer mennyisége 10-500-szorosára nő, miközben a NAD+ szintje csökken. A 

genotoxikus stressz hatására szintetizálódott polimer lebomlása 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 lebontása 

 A poli-ADP-riboziláció reverzibilis, dinamikus folyamat, a polimerek féléletideje 

meglehetősen rövid, lebomlásuk a szintézis kezdete után szinte azonnal elkezdődik, ami arra 

utal, hogy a poli(ADP-ribóz) metabolizmusban részt vevő enzimek szigorú szabályozás  alatt 

állnak (Virág és Szabó, 2002; Hassa et al., 2006).   

Elsősorban a PARG végzi a polimer lebontását, központi szerepét az is igazolja, hogy 

a gén inaktiválása a PAR felhalmozódása révén egerekben korai embrionális letalitást okoz 

(Koh et al., 2004). 

 

 
4. ábra A PARG enzimek vázlatos doménszerkezete (Meyer et al., 2007 nyomán, módosítva) 
Alternatív splicing révén a kódoló génről többféle mRNS, így több fehérje izoforma 
képződik. A PARG-111 izoforma mellett humán sejtekben megtalálható egy 102 és egy 99 
kDa molekulatömegű izoforma is. Emellett a PARG-60 és -55 is önálló izoformának 
bizonyult, mely utóbbi a PARG-60 alternatív transzlációs iniciációja révén expresszálódik.   
 

 A PARG a lineáris és az elágazó polimerek hidrolízisét egyaránt katalizálja, 

elsősorban exoglikozidáz aktivitása révén, bár rendelkezik endoglikozidáz aktivitással is 

(Braun et al., 1994).  A PARP-okkal ellentétben a PARG enzimet egyetlen gén kódolja, génje 

a 10-es kromoszómán helyezkedik el. Alternatív splicing révén a fehérjének legalább négy 

izoformája létezik, melyeknek sejten belüli megoszlása eltérő. A teljes hosszúságú PARG-111 

izoforma a sejtmagban található, a rövidebb PARG-102, PARG-99 pedig a citoszoban 

(Meyer-Ficca et al., 2004). Leírták egy 60 kDa molekulatömegű, katalitikusan aktív forma 

jelenlétét is, melyet korábban csupán a nagyobb méretű PARG izoformákból létrejött 
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proteolitikus fragmentnek véltek (Meyer et al., 2006). Később igazolták, hogy a PARG-60 

egy a sejtmagban és a mitokondriumban található önálló izoforma. Ezen felül beszámoltak 

egy mitokondriális PARG-55 módosulatról is, mely a PARG-60 alternatív transzlációs 

iniciációja révén expresszálódik (Meyer et al., 2007). A PARG mRNS splice variánsokat és a 

fehérjék szerkezetét a 4. ábra mutatja.  

Az ADP-ribozil hidroláz 3 (ARH3) egy 39 kDa molekulatömegű fehérje, mely 

szerkezetileg alapvetően különbözik a PARG-tól, azonban a katalitikus domén felépítésében 

mutat némi hasonlóságot és képes a poli(ADP-ribóz) polimert ADP-ribóz monomerekké 

bontani (Oka et al., 2006). A mitokondriális PAR lebontását elsősorban az ARH3 enzim végzi 

(Niere et al., 2012).   

  

3.3. PARP-1 aktivációt kiváltó hatások 

3.3.1. DNS-törés 

Korábban a PARiláció „központi dogmája” az volt, hogy a PARP-1 DNS károsodás 

hatására aktiválódik. Így az UV sugárzás, radioaktív sugárzás, oxidatív stressz és a DNS 

alkilálószerek PARP-1 aktivációt és PAR polimer szintézist indukálnak. Éppen ezért a 

kutatások során sejtes modellekben PARP-1 aktiválására általánosan elterjedt volt a reaktív 

oxigén/nitrogén intermedierek (ROS/RNS) valamint DNS alkiláló szerek használata (Bürkle 

és Virág, 2013).  

A ROS/RNS vegyületek közvetlenül okoznak DNS törést és ezzel együtt PARP 

aktivációt. A vegyületcsoport tagjai közül a PARiláció kapcsán leginkább a hidrogén-peroxid 

(H2O2), a hidroxil gyök (•OH), a szuperoxid (•O2-) és a peroxinitrit (ONOO-) hatását 

tanulmányozták.  

A DNS alkilálószerek alkalmazása széles körben elterjedt a daganat kemoterápiában. 

A hatásmechanizmusuk felderítésére alkalmazott két klasszikus vegyület az MNNG (N-metil-

N′-nitro-N-nitrozoguanidin) és az MMS (metil-metán-szulfonát). Az alkiláló szerek közvetett 

módon, a hibajavító rendszer közreműködésével aktiválják a PARP-ot úgy, hogy a DNS 

bázisait nukleofil szubsztitúciós reakció révén metilcsoport hozzáadásával módosítják, a 

metilált bázisokat a DNS glikozilázok eltávolítják, majd az AP (apurin/apirimidin) 

endonukleáz hasítja a DNS-t és egy nick-et hoz létre, ami a PARP-ot aktiválja (Wyatt és 

Pittman, 2006).       

A DNS-törés által indukált PARP aktiváció érdekes vonatkozása, hogy a transzkripció 

során a topoizomeráz IIβ által létrehozott kétszálú DNS törések PARP-1 aktivációt 
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indukáltak. A két enzim között lévő kapcsolat alapján így feltételezhető, hogy a PARP-1-nek 

szerepe van a transzkripció szabályozásában (Ju és Rosenfeld, 2006). 

 

3.3.2. Egyéb („alternatív”) PARP-1 aktiváló mechanizmusok  

 Számos vizsgálat bizonyítja, hogy a génexpresszióval kapcsolatos kromatin szerkezeti 

átrendeződései révén a PARP-1 DNS törés hiányában is aktiválódhat. A DNS meghajlása és 

egyéb nem-B-DNS struktúrák (egyszálú régiók, az úgynevezett kruciform struktúrák, hajtű 

szerkezetek) is PARP-1 aktivációt okoznak (Lonskaya et al., 2005).  

 A protein kinázok általi foszforiláció is szabályozhatja a PARP-1 aktivitását. A 

foszforiláció lehet aktiváló hatású, mint például az ERK ½ (Kauppinen et al., 2006) és a JNK1 

(Zhang et al., 2007) esetén. A foszforiláció gátló hatását írták le a PKC esetén (Hegedűs et al., 

2008). Leírták a PARP-1 acetiláció (Hassa et al., 2005) illetve mono-ADP-riboziláció (Loseva 

et al., 2010) általi ativációját is. A jelátviteli útvonalakban szereplő fehérjék kovalens 

módosítás nélkül, közvetlen fehérje-fehérje kölcsönhatás révén is befolyásolhatják a PARP-1 

aktivitását (Cohen-Armon et al., 2007). A különböző poszttranszlációs módosítások nem csak 

a PARP-1 aktivitását, hanem az egyéb fehérjékkel való kölcsönhatását is módosítják (Hassa et 

al., 2005). 

 

3.4. A PARiláció fiziológiai szerepe és patofiziológiai jelentősége 

3.4.1. DNS hibajavítás és a genom integritás fenntartása 

 Az örökítőanyagot kódoló DNS stabilitásának és integritásának megőrzése alapvető 

fontosságú a szervezet egészsége szempontjából. A DNS-t folyamatosan érik olyan 

intracelluláris (a normál metabolizmus termékei) és extracelluláris (ionizáló sugárzás, kémiai 

ágensek) hatások, melyek módosíthatják a kémiai állapotát, így mutációkat, kromoszóma 

rendellenességeket, sejthalált vagy betegségeket okozhatnak (Robert et al., 2013). A DNS 

hibáinak gyors detektálása és azok javítása elengedhetetlen. Már a PARiláció korai leírásánál 

(Chambon et al., 1963) említést tettek arról, hogy a reakciót katalizáló enzim DNS-függő 

módon működik. Később számos tanulmányban bizonyították, hogy a PARP-1 gátlása 

érzékenyíti a sejteket a genotoxikus ártalmakra (Küpper et al., 1995; Ding és Smulson, 1994). 

A PARP-1-/- egerek életképesek és fertilisek, normál fenotípust mutatnak, DNS károsító 

hatásokra azonban sokkal érzékenyebbek a vad típusú egereknél. A PARP-1-/- egerek esetén 

genotoxikus stressz hatására nagyobb a mortalitás, fokozódik a testvér kromatidák 
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kicserélődésének mértéke és a kromoszómatörések száma (de Murcia et al., 1997; Trucco et 

al., 1998). Érdekes módon súlyos DNS károsodás esetén a PARiláció ellenkező hatást válthat 

ki. A nagymértékű PARP aktivitás ugyanis NAD+ és következményes ATP deplécióhoz 

vezet, és a sejt energiakészleteinek kimerülése miatt károsodnak a sejtek. Ez esetben a PARP 

inhibitorok a sejtek túlélését segítik elő (Berger et al., 1983).  

A PARP-1-nek szerepe van az egyszálú DNS-törés javításában, a BER 

javítómechanizmusban, a homológ rekombinációban, a nem-homológ DNS végek 

összekapcsolásában (NHEJ, non-homologous end joining) és a nukleotid kivágásos 

hibajavításban (NER, nucleotide excision repair) (Robert et al., 2013). Mortusewitz et al., 

(2007) modellje szerint a PARP-1 a DNS-kötő doménen keresztül a DNS-töréshez kötődik, 

dimerizálódik és auto-poli-ADP-ribozilálódik. A polimerekhez „második hullámban” további 

PARP molekulák kötődhetnek BRCT doménjük révén, melyet további PAR szintézis követ. 

A PAR polimerek egyrészt hozzájárulnak a kromatin szerkezet fellazulásához, másrészt nagy 

affinitású kötőhelyek biztosításával egyfajta kihorgonyzó felületet nyújtanak a hibajavításban 

szereplő enzimek számára, így tulajdonképpen egy multiprotein hálózat alapját képezik. Az 

auto-poli-ADP-riboziláció inaktiválja a PARP-1-et, mely ezt k övetően leválik  a DNS-ről, 

helyet adva a hibajavítást végző enzimeknek (Mortusewitz et al., 2007).  A hibajavító 

enzimkomplex kialakulásának egyszerűsített modelljét az 5. ábra szemlélteti. A fehérje 

komplex kialakulása során a DNS hibajavításban részt vevő fehérjék egy része kovalens 

módon PARilálódhat, más része a PAR-kötő domének segítségével nem-kovalens kötéssel 

kapcsolódik a polimerekhez. Egyre bővül azon motívumok száma, melyekről igazolták, hogy 

nagy affinitással képesek kötődni a PAR polimerekhez. Ide sorolható a PAR-kötő motívum 

(PBM, PAR-binding motif), a glicin- és arginingazdag domén (GAR, glycine and arginine-

rich domain), az RNS-kötő domén (RBD, RNA-binding domain), a makrodomén, a PAR-kötő 

cink-ujj (PBZ, PAR-binding zinc finger) és a WWE domén (Krietsch et al., 2013). Nem 

tisztázott azonban az, hogy ezek a fehérjék pontosan hogyan koordinálódnak a komplexben. 

A PAR lebontása révén a komplex szétesik, így elindulhatnak a hibajavítási folyamat 

következő lépései (Robert et al., 2013; Gibson és Kraus, 2012). A PARG enzim aktivitása és a 

polimerek lebontása szintén elengedhetetlen a hatékony DNS hibajavításhoz. A 110 kDa 

sejtmagi PARG izoforma hiányában az egerek fokozottan érzékenyek voltak az alkiláló 

szerekre és a γ-sugárzásra (Cortes et al., 2004). Szubletális dózisú H2O2 hatására a PARG 

csendesített sejtekben szintén csökkent a DNS hibajavítás hatékonysága (Erdélyi et al., 2009). 

Mind a PAR képződése mind pedig a lebontása, illetve ezek megfelelő dinamikája, vagyis a 

PARP és a PARG összehangolt működése szükséges a hatékony DNS hibajavításhoz.  
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A báziskivágásos DNS hibajavítás (BER) az elsődleges javítómechanizmus a sérült 

bázisok és az egyszálú DNS törések javításában. A folyamat során specifikus DNS 

glikozilázok eltávolítják a módosított bázisokat, az AP endonukleázok hasítják a 

foszfodiészter kötést és egy egyszálú DNS törést, nick-et hoznak létre. Ez a továbbiakban a 

short-patch repair (egyetlen nukleotid cseréje), vagy a long-patch repair mechanizmussal 

(több nukleotid cseréje) javítódik.  

 
5. ábra DNS-törés érzékelése és a BER hibajavító enzimkomplex kialakulása PARiláció révén 
(Mortusewitz et al., 2007) 
A PARP-1 a DNS-kötő doménen keresztül a DNS-töréshez kötődik, dimerizálódik és auto-
poli-ADP-ribozilálódik. A polimerekhez újabb PARP-1 molekulák kötődhetnek BRCT 
doménjük révén, melyet további PAR szintézis követ. A PAR polimerek egyrészt 
hozzájárulnak a kromatin szerkezet fellazulásához, másrészt nagy affinitású kötőhelyek 
biztosításával kihorgonyzó felületet nyújtanak a hibajavításban szereplő enzimek számára. Az 
auto-poli-ADP-riboziláció inaktiválja a PARP-1-et, mely ezt követően leválik a DNS-ről, 
helyet adva a hibajavítást végző enzimeknek. A PARP-2 szerepét is leírták a BER 
hibajavításban, de másféle kinetikával k ötőd ik  a sérült DNS-hez és a hibajavítás későbbi 
folymataiban vesz részt. 

 

A PARP-1 szerepét leginkább a long-patch mechanizmus során sikerült közvetlen 

bizonyítékokkal alátámasztani. Kölcsönhatást mutattak ki a PARP-1és az XRCC (a BER 

rendszer adapter fehérjéje) valamint az Aprataxin között. Kimutatták, hogy a PARP-1 

szabályozza többek között a DNS polimeráz β, a DNS ligáz III, a condensin és a 8-oxoguanin 
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DNS glikoziláz (OGG1) aktivitását, és így meghatározó szerepe van a DNS hibajavításban 

(Lavrik et al., 2001; Prasad et al., 2001; El-Kamisy et al., 2003; Heale et al., 2006; Harris et 

al., 2009; Noren Hooten et al., 2011). Ezzel szemben más munkacsoportok vizsgálatai alapján 

a PARP-1 hiánya nem csökkenti a BER mechanizmus hatékonyságát. A csökkent PAR 

szintézis inkább más sejtfolyamatokra tett hatása miatt érzékenyítheti a sejteket a genotoxikus 

stresszre (Vodenicharov et al., 2000). Ström munkacsoportja szerint a PARP inhibitorokkal 

elért csökkent mértékű hibajavítás magyarázható azzal, hogy a gátlószer jelenlétében a PARP-

1 a DNS végekhez kötődve marad, akadályozva ezzel a hibajavítás további lépéseit (Ström et 

al., 2011). Ugyanez a munkacsoport írta le az XRCC1 és a PARP-1 közötti szintetikus 

letalitást, az XRCC1 deficiens sejtek ugyanis hiperérzékenyek a PARP gátlószerrel való 

kezelésre.   

A PARP-1 szerepét leírták a kétszálú DNS-törés javításában is, mely kétféle 

mechanizmussal játszódhat le, homológ rekombinácóval vagy NHEJ mechanizmussal.  A 

homológ rekombináció során igazolták, hogy a PARP-1 aktiválja az ATM (ataxia 

telangiectasia mutated) kinázt, mely foszforilálja a javítórendszer fehérjéit (6. ábra).  

 
6. ábra  ATM- és PAR-függő jelátviteli útvonalak összefüggése (Haince et al., 2007 nyomán) 
(A) Az ATM és a PARP-1 DNS törések hatására aktiválódik. (B) A PAR polimerek 
akkumulációja vagy az ATM kináz aktivitását fokozza, vagy  a targetfehérjék könnyebb 
hozzáférhetőségét teszi lehetővé, így befolyásolja az ATM funkcióját és a targetfehérjék 
foszforilációját. (C) A csökkent PAR akkumuláció csökkenti az ATM-függő foszforilációt. 
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 A PARP-1 hiánya vagy gátlása következtében csökkent a p53, az SMC (structural 

maintenance of chromosomes) és a γH2AX ATM -függő foszforilációja (Haince et al., 2007). 

A folyamat során a PARiláció fontos szerepére utal a PARP-1 (vagy PARP-2) és ATM dupla 

knockout egerek embrionális letalitása is (Huber et al., 2004).  

Kimutatták a PARP-1 szerepét az alternatív NHEJ (A-NHEJ) mechanizmusban is. A 

PARP-1 a Ku fehérjékkel vetélkedik a szabad DNS végekért. A Ku nagyobb affinitással 

kötődik a DNS-hez, így az NHEJ klasszikus útvonalában (C-NHEJ) akadályozza a PARP-1 

kötődését.  A PARP-1 és az A-NHEJ útvonal akkor kap szerepet, amikor a klasszikus útvonal 

faktorai (különösen a Ku) nem állnak rendelkezésre kellő mennyiségben. A folyamatban a 

PARP-1 és a DNS ligáz III szerepel (7. ábra), valamint kimutatták a DNS-függő protein kináz 

katalitikus alegységének   poli-ADP-riboziláció általi aktiválódását, mely a hibajavítás 

további folyamatait indítja el (Wang et al., 2006).     

 
7. ábra Az NHEJ (nem homológ DNS végek összekapcsolása) és az alternatív NHEJ lépései 
(Grabarz et al., 2012 nyomán) 
Az NHEJ mechanizmus során a Ku70/Ku80 heterodimer kötődik a szabad DNS végekhez és 
elősegíti a hibajavítást. Az alternatív NHEJ (az ábrán A-EJ) mechanizmus független a Ku 
fehérjéktől, a folyamatban PARP-1 és a DNS ligáz III szerepét írták le.  
 

A legtöbb duplaszálú DNS-törés javításában részt vevő fehérje nagy része vagy csak a 

homológ rekombinációban, vagy csak az NHEJ mechanizmusban szerepel. Vannak azonban 

olyanok is, melyek mindkét útvonalban részt vesznek, ilyen például az MRN 

(Mre11/Rad50/NBS1) komplex, a BRCA1, a hiszton H2AX, az ATM, a DNS-függő protein 

kináz katalitikus alegysége (DNA-PKcs) és a PARP-1 is.  A javítómechanizmus módja függ a 
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sejtciklustól és feltehetően a mindkét útvonalban szereplő faktoroknak, vélhetőleg a PARP-1-

nek is szabályozó szerepük van a DNS hibajavítás útvonalának eldöntésében (Shrivastav et 

al., 2008; Grabarz et al., 2012).      

 A NER hibajavító mechanizmusban a PARP-1 szerepe nem teljesen tisztázott. A NER 

az UV által okozott DNS károsodások (főként timin-dimerek és 6-4 fotoproduktumok) 

javításának mechanizmusa. A folyamatban több mint 30 fehérje vesz részt, melyek a DNS 

károsodás helyén eltávolítanak egy 20-30 nukleotidnyi egyszálú szakaszt, majd az ép szálat 

templátként használva kijavítják a sérülést. A NER-nek két altípusa van: a transzkripció 

kapcsolt NER (TC-NER, transcription coupled NER), mely a transzkripcióra kerülő régiók 

hibajavítását végzi, és a konstitutívan aktív, teljes genomra kiterjedő NER (GG-NER, global 

genome NER). Ez utóbbi során a DDB2 (damaged DNA binding protein 2) kulcsfontosságú a 

sérülések felismerésében. Kimutatták a PARP-1 kölcsönhatását a DDB2 fehérjével a DNS 

károsodás helyén. A folyamatban a DDB2 aktiválja a PARP-1-et, ugyanakkor ez az egyik 

targetfehérje a PARiláció során. A PARP-1csendesítése vagy farmakológiai gátlása 

csökkentette a hibajavítás hatékonyságát (Robu et al., 2013; Pines et al., 2012; Luijsterburg et 

al., 2012). 

 A PARilációnak a programozott DNS károsodásban is szerepe van, így a PARP-1 

szabályozó szerepet tölt be a B és T sejtek érésében, és a spermiogenezisben (Robert et al., 

2013). 

 

3.4.2. A PARP-1 szerepe a sejthalál útvonalak szabályozásában 

 Számos vizsgálat bizonyította, hogy a PARP-1-nek szerepe van a DNS hibajavításban, 

így genotoxikus stressz során segíti a sejtek túlélését. Súlyos DNS károsodás esetén azonban a 

PARiláció ellenkező hatást válthat ki. A PARP-1 aktivációt a sejthalállal először Berger és 

munkacsoportja hozta összefüggésbe. A nagymértékű PARP aktivitás ugyanis NAD+ 

deplécióhoz vezet. Így a NAD+ függő metabolikus útvonalak (glikolízis és mitokondriális 

légzési lánc) működése, ezzel együtt az ATP termelés csökken, és a sejt energiakészleteinek 

kimerülése miatt károsodnak a sejtek (Berger-féle „öngyilkossági modell”). Ez esetben a 

PARP-1 gátlása kedvezően hat a sejtek túlélésére (Berger et al., 1983).  A csökkent NAD+ 

szint központi szerepét támasztja alá, hogy a PARP-1 függő sejthalál során a citromsav-ciklus 

szubsztrátjai vagy extracelluláris NAD+ hozzáadása az energetikai folyamatok javítása által 

segítette a sejtek túlélését (Ying et al., 2002; Erdélyi et al., 2009; Alano et al., 2010).  

 A későbbiekben a PARP-1 szerepét több sejthalál útvonalban igazolták. Az 

apoptotikus sejthalál egyik fő biokémiai jellemzője a hasított PARP megjelenése. Apoptózis 
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során a PARP-1-et a kaszpáz-3 vagy a kaszpáz-7 egy 24 kDa (N terminális, DNS kötő domént 

tartalmazó) és egy 89 kDa molekulatömegű (C terminális) fragmentre hasítja (Kauffmann et 

al., 1993). A hasítás révén a DNS-kötő és a katalitikus domén elválik egymástól, így az enzim 

inaktiválódik. A C-terminális fragmentum gátolja a PARP-1 homodimerizációját és a PARP 

aktivációt. Az N-terminális darab megtartja DNS-kötő képességét, de gátolja a hasítatlan 

PARP-1 katalitikus aktivitását (Kim et al., 2000; D’Amours et al., 2001). Az apoptózis 

mechanizmusában elengedhetetlen lépés a PARP-1 inaktiválódása. Ennek szerepe az lehet, 

hogy gátolja a PARP aktivációt a későbbi DNS fragmentáció során, így megakadályozza az 

ATP depléciót és a nekrózist (Herceg és Wang, 1999). Többen vizsgálták, hogy a PARP-1-

nek van-e szabályozó szerepe is az apoptózis korai, kaszpáz aktivációt megelőző szakaszában. 

Az inhibitorok alkalmazása ellentmondásos eredményekre vezetett. Bizonyos esetekben a 

PARP-1 gátlása gátolta az apotózist (Shiokawa et al., 1997), más esetekben fokozta (Ray et 

al., 1992; Payne et al., 1998), vagy nem módosította a folyamatot (Watson et al., 1995). Több 

munkacsoport eredménye azt mutatta, hogy a PARP-1 knockout és vad típusú egerekből 

származó sejtek nem mutattak különbséget sem az extrinsic, sem az intrinsic apoptózisban 

(Wang et al., 1997; Virág et al. 1998; Oliver et al., 1998). Összességében a PARP-1 hasítása 

elengedhetetlen az apoptózishoz, de maga a PARP-1 nem játszik meghatározó szerepet a 

folyamatban.  

   Általánosan elfogadott nézet, hogy a PARP-1-nek kulcsszerepe van a nekroptózis 

során (Virág et al., 2013). Virág és mtsai. kimutatták, hogy nagy koncentrációjú oxigén és 

nitrogén intermedierek a PARP-1 nagymértékű aktivációja miatt nekrózist váltottak ki, míg a 

PARP inhibitorok jelenléte illetve a gén kiütése a sejthalál módját az apoptózis felé tolta el. 

Amellett, hogy igazolták a PARP-1 szerepét a nekrózisban, elsőként mutattak rá a nekrózis 

szabályozott voltára (Virág et al., 1998a,b). A továbbiakban több munkacsoport igazolta ezt a 

hipotézist különböző modellekben (Filipovic et al., 1999; Ha és Snyder, 1999; Tentori et al., 

2001). Osztódó sejtekben oxidatív stressz és kemoterápiás szerek által kiváltott sejthalál során 

kimutatták, hogy a PARP-1 indukálja a nekrózist. Valószínűleg a PARP-1 aktivitása miatti 

NAD+ szint csökkenés révén a RIP1 (receptor-interacting protein 1), a TRAF2 (tumor 

necrosis factor receptor-associated factor 2), majd a JNK (c-Jun N-terminal kinase) 

aktiválódása váltja ki a mitokondriális membrán depolarizációt és az AIF (apoptosis inducing 

factor) transzlokációját a mitokondriumból a sejtmagba (Xu et al., 2006). Az AIF egy 62 kDa 

molekulatömegű NADH oxidáz, melynek nagy része a mitokondriális intermembrán térben 

található, a belső membránhoz kötötten. Az AIF hasítását a kalpainok végzik, az így keletkező 

57 kDa hasított forma mitokondriumokból való kijutását a Bax (Bcl-2-associated X protein) 
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segíti elő. Az AIF tartalmaz egy nukleáris lokalizációs szignálszekvenciát (NLS) is, így a 

citoplazmába kerülő AIF a sejtmagba transzlokálódik, ahol a ciklofilin-A-val és a H2AX-szel 

komplexet képezve kromatin kondenzációt, DNS degradációt indukál (Moubarak et al., 2007; 

Delavallée et al., 2011). Egyes vizsgálatok szerint a p53-nak is szerepe van a PARP-1 által 

indukált nekrózisban, de a pontos molekuláris mechanizmus még nem tisztázott (Elkholi és 

Chipuk, 2014). Érdekes módon a TNFR1 (TNF Receptor-1) által kiváltott nekrózisban 

(melyben a RIP1 szintén központi szerepet játszik) a PARP-1aktivációja a jelátviteli útvonal 

egy későbbi eseménye, és nincs szabályozó funkciója (Delavallée et al., 2011; Sosna et al., 

2012).  

 A parthanatos egy olyan különálló kaszpáz-független sejthalálforma, melyben a PAR 

polimerek felhalmozódása indukál sejthalált. Kortikális neuronokban mutatták ki, hogy in 

vitro szintetizált PAR polimerek bejuttatása sejtekbe a polimerek méretétől és komplexitásától 

függő mértékben sejthalált indukált. A PARG enzim overexpressziója, a polimerek elleni 

neutralizáló ellenanyag valamint a polimerek előkezelése foszfodiészteráz vagy PARG 

enzimmel csökkentette a sejthalál mértékét, így maga a polimer bizonyult „toxikusnak”. A 

parthanatos során szintén kulcsfontosságú tényező a PARP-1 nagymértékű aktivációja, de 

nem a sejtek NAD+ illetve ATP szintjének csökkenése a sejthalál elsődleges oka (Andrabi et 

al., 2006). Parthanatos során az AIF kijutása nem kalpain-függő, és a teljes, 62 kDa fehérje 

transzlokációját figyelték meg (Wang et al., 2009). Kimutatták, hogy az AIF kis része (20%) a 

mitokondrium külső membránjához kapcsolódik a citoszolikus oldalon, és ennek gyors 

transzlokációja a sejtmagba elegendő a sejthalál kiváltásához (Yu et al., 2009). A PAR 

polimerek nagy affinitással képesek az AIF C-terminális doménjéhez kötődni, ez valószínűleg 

az AIF konformáció változását idézi elő és csökkenti az affinitását a mitokondriális 

membránhoz, így az gyorsan a citoszolba kerülhet. Nem tisztázott, hogy a PAR akceptor 

fehérjéhez kötötten vagy szabad PAR formában jut ki a sejtmagból, de a PAR-AIF kötődés 

szükséges az AIF transzlokációjához, a PAR kötésben részt vevő oldalláncok mutációja 

ugyanis meggátolta a PAR kötődését, az AIF transzlokációt és a sejthalált (Wang et al., 2011). 

A PARP-1 és az AIF szabályozó szerepet játszik mind a nekrózisban, mind a parthanatosban, 

az előbbit főként osztódó sejtekben mutatták ki, ahol a glikolitikus útvonal a meghatározó, 

míg az utóbbit leginkább neuronokban igazolták (Wang et al., 2009). 

 Tápanyaghiány, DNS károsodás, oxidatív stressz és különböző patofiziológiás 

körülmények esetén a sejtekben autofágia indulhat el, melyre morfológiailag jellemző a 

citoplazmatikus vakuolumok kialakulása, ahol a makromolekulák és sejtorganellumok 

lebontása és újrahasznosítása zajlik. Az autofágiát egyrészt egy kaszpáz-független 
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sejthalálformaként írták le, mely szerepet játszik a D. melanogaster egyedfejlődésében (Berry 

és Baehrecke, 2007), illetve bizonyos tumorsejtek pusztulása során, különösen az apoptózist 

szabályozó molekulák (Bax, Bak, kaszpázok) hiányában (Fazi et al., 2008). Másrészt viszont 

egyre inkább úgy tartják, hogy az autofágiának citoprotektív szerepe van, és kedvezőtlen 

körülmények között segítheti a sejtek túlélését az oxidatívan károsodott sejtalkotók 

lebontásával és az energiaháztartás helyreállításával (Liu és Leonardo, 2007; Kroemer és 

Levine, 2008; Galluzzi et al., 2012). Kimutatták, hogy a tápanyaghiányos körülmények között 

képződő reaktív oxigén intermediereknek, különösen a hidrogén-peroxidnak szabályozó 

szerepe van a folyamatban és elengedhetetlen az autofágia indukciójához (Scherz-Shouval et 

al., 2007). A PARP-1 szerepét kimutatták tápanyaghiánnyal indukált autofágia során, ahol a 

PARP-1 aktivációt valószínűleg a képződött ROS által okozott DNS-törés váltotta ki. A 

PARP-1 hiánya vagy gátlása késleltette az autofágiát és fokozta az apoptózis mértékét 

(Rodríguez-Vargas et al., 2012). Különösen nagy hangsúlyt kaphat az autofágia és annak 

gátlása tumorsejtekben, hiszen ez egy gyakran aktiválódó túlélési mechanizmus a kemoterápia 

vagy sugárkezelés esetén. PARP-1-/- sejtekben és PARP inhibitorok jelenlétében doxorubicin 

kezelés hatására kisebb volt az autofágia mértéke, mint a vad típusú sejtekben (Munoz-Gámez 

et al., 2009). MCF-7 sejtekben az autofágia gátlása növelte az apoptózis mértékét, ami arra 

utal, hogy tumoros sejtekben ez egy túlélést segítő mechanizmus (Yoon et al., 2012).  

 Igazolták a PARiláció szabályozó szerepét a nekroptózisban, a parthanatosban és az 

autofágiában. Nem tisztázott azonban, hogy hogyan befolyásolja az extrinsic és intrinsic 

apoptotikus útvonalakat.  Nem vizsgálták szerepét egyéb sejthalál folyamatokban, mint 

például az entosis, a mitotikus katasztrófa, az anoikis és a piroptozis. Mivel a PARP-1 

rendelkezik DNS-től független funkcióval is, nem zárható ki, hogy olyan sejthalál 

útvonalakban is szerepel, melyek nem közvetlenül a DNS károsodáshoz kapcsolódnak (pl. 

mitotikus katasztrófa).  

  



25 
 

 
 8. ábra A poli(ADP-ribóz) polimeráz „molekuláris kapcsoló” szerepe  (Weaver és Yang, 
2013 nyomán, módosítva) 
A PARP-1 túlzott mértékű aktivációja NAD+ és ATP deplécióhoz vezethet. A PAR polimer 
szintjének megemelkedése kiválthat nekrózist, autofágiát vagy parthanatost. A PARiláció 
inaktiválja a kaszpáz-8-at, így gátolja az apoptotikus jelátviteli folyamatokat. Ezzel szemben 
az aktivált kaszpázok hasítják a PARP-1-et, a hasított termék gátolja a hasítatlan PARP-1 
katalitikus aktivitását, és a NAD+ és ATP szint megőrzése mellett apoptózis indukálódik.   
 
 
A PARP enzimcsalád változatos sejtbeli előfordulása, illetve a PARiláció kapcsolata egyéb 

szabályozó fehérjékkel (kinázokkal, foszfatázokkal) és jelátviteli molekulákkal (kálcium 

szignalizáció elemei) felveti annak lehetőségét, hogy egyéb sejthalál útvonalakban is szerepet 

játszhat (Virág et al., 2013). Tekintve a PARP-1 sokrétű szerepét, úgy vélik, hogy egyfajta 

„molekuláris kapcsolóként” szolgál a különböző sejthalál útvonalak szabályozásában (8. 

ábra), és a sejthalál folyamatok kimenetele a DNS károsodás súlyosságától, a sejt energetikai 

állapotától és a PARiláció mértékétől függ (Weaver és Yang, 2013). 

3.4.3. A génexpresszió és differenciáció szabályozása 

Az egyedfejlődés, a sejtek differenciációja során és a különböző környezeti tényezők 

hatására meghatározott gének meghatározott időben aktiválódnak illetve kapcsolnak ki. 

Mindez több szinten zajló és szigorúan szabályozott folyamatok révén valósul meg. A 

transzkripciós szintű szabályozásban alapvető tényező a kromatin szerkezete és 

hozzáférhetősége, az eukromatikus és heterokromatikus régiók dinamikus átrendeződése. A 

kromatinszerkezet és így a transzkripció szabályozható a hiszton fehérjék kovalens 
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módosítása (acetiláció, metiláció) által, a nukleoszómákat összekötő H1 hiszton, a HP1 

(heterochromatin-associated protein 1) illetve a PARP-1 kötődése révén (Kim et al., 2004).   

 A PARP-1 szerepét hosszú ideig leginkább a DNS hibajavításban és a sejthalálban 

vizsgálták. A sejtmagban a hisztonokon kívül a PARP-1 a legnagyobb mennyiségben 

előforduló fehérje, mely a sejt nyugalmi állapotában nagyrészt a kromoszómák mentén és 

nukleoluszokban, kromatinhoz kötődve található (Thomas és Tulin, 2013). Több kísérletben 

kimutatták, hogy a PARP-1 gátlása számos sejttípusban befolyásolja különböző stimulusokra 

adott génexpressziós mintázatot. Így például PARP-1 csendesítés hatására IFN-γ-val kezelt 

THP-1 sejtekben nőtt az MHC II expressziója (Qu et al., 1994), RAW sejtekben IFN-γ és LPS 

(lipopoliszacharid) stimuláció hatására a nikotinamid gátolta a NO szintáz expresszióját 

(Pellat-Deceunynck et al., 1994).  A PARP-1 gátlása vagy a gén kiütése csökkentette a P-

szelektin és az ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) expresszióját, és így ischemia 

reperfúziós modellben gátolta a neutrofil granulociták által okozott szöveti sérülést (Zingarelli 

et al., 1998). PARP-1 hiányos sejtekben csökken az NFκB által szabályozott gének 

transzkripciója, és a PARP-1 knockout egerek rezisztensek az LPS által indukált endotoxikus 

sokkra (Oliver et al., 1999).  

A kromatinszerkezet és transzkripció PARP-1 általi szabályozásának lehetséges 

mechanizmusára két elmélet született. A PARP-1 egyrészt ADP-ribozilálhatja a kromatinhoz 

kötődő fehérjéket, így például a hisztonokat, és ez destabilizálja a kromatin komponensek 

kölcsönhatását a DNS-sel (Poirier et al., 1982; Aubin et al., 1983). Másrészt a PARP-1 auto-

poli-ADP-ribozilációja vezethet a kromatin fellazulásához, hiszen in vivo körülmények között 

maga a PARP-1 a PARiláció elsődleges akceptor fehérjéje. Kimutatták, hogy a hisztonok és 

más kromatin fehérjék kovalensen PARilálódhatnak, de ez nem nélkülözhetetlen a 

kromatinszerkezet PARP-1 általi szabályozásához (Kim et al., 2004). Teljes proteom 

analízissel számos fehérjét azonosítottak, melyek nem-kovalens módon nagy affinitással 

kötődnek a PAR polimerekhez. Ezek a fehérjék hat nagy csoportba sorolhatók: a DNS 

hibajavításban, a DNS replikációban, a sejtciklus szabályozásában, a 

kromoszómaszerveződésben, a fehérje szintézisben és az mRNS metabolizmusban részt vevő 

fehérjék (Gagné et al., 2008). Kimutatták, hogy a nem-kovalens kölcsönhatást a fehérjék és a 

PAR polimerek között befolyásolja a polimerek hossza (Fahrer et al., 2007). A PARP-1 

szabályozó szerepe tehát a sejtmagi folyamatokban alapvetően abból ered, hogy a kovalens 

vagy nem-kovalens módon módosított (PARilált) fehérjék disszociálnak a nukleinsavról. A 

fehérjék nukleinsavról való leválasztásában két hatás szerepelhet: az elekrosztatikus taszítás a 
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neg atív  töltésű  PAR p olimer és a DNS/RNS k özö tt, valamint a DNS/RNS-kötő domének 

eltakarása (D’Amours et al., 1999).      

 A H1 hisztonhoz hasonlóan az enzimatikusan inaktív PARP-1 (NAD+ hiányában, 

automodifikáció nélkül) a kromatin kondenzációját, kompakt szerkezet kialakulását segíti elő. 

A PARP-1 és a H1 hasonló nukleoszóma kötő sajátosságokkal rendelkezik in vitro, de in vivo 

körülmények között eltérő szerepük van a génexpresszió irányításában. A H1 és a PARP-1 

ugyanis verseng a nukleoszóma kötőhelyekért és eltérő nukleoszóma frakciókhoz illetve 

kromatin doménekhez kötődnek (Kim et al., 2004). A PARP-1 aktiválódása vezet a kromatin 

szerkezetének fellazulásához. Korábban az volt az elfogadott nézet, hogy a PARP-1 DNS 

károsodás hatására aktiválódik, később kimutatták, hogy DNS-törés hiányában is aktiválódhat 

az enzim. A jelenlegi modell szerint (9. ábra) a transzkripció során a nukleoszóma fehérjéi 

szabályozzák a PARP aktivitását (Kim et al., 2004). Kimutatták a PARP-1 szinte minden gén 

promoterénél jelen van, ahol aktív transzkripció zajlik, és kötődik a nukleoszóma 

hisztonjaihoz, legnagyobb affinitással a H3-hoz és H4-hez. A Drosophylában H2Av hiszton 

variáns (az emlős H2Ax és a H2Az homológja) a gének promoter régiójában található, és ez 

felelős a PARP-1 pozicionálásáért és aktiválódásáért, a PARP-1 ugyanis nagy affinitással 

kötődik a hiszton variánst tartalmazó nukleoszómákhoz, mert a H2A hiszton variánst 

tartalmazó nukleoszóma nyitottabb konfigurációjú, és így könnyebben hozzáférhetőek a H3 és 

H4 hisztonok. A H2A hiszton gátolja a PARP aktivitást. A H2Ax (illetve H2Av) 

foszforilációja szabályozza a PARP-1 aktivitását azáltal, hogy erősebb lesz a kötődés a 

PARP-1 C-terminálisa és a H4 között, a H4 kötődése pedig allosztérikusan aktiválja a PARP-

ot. A PAR polimerek negatív töltéseik révén megváltoztatják a nukleoszóma szerkezetét, egy 

nyitottabb konfiguráció létrejöttét, ezáltal a kromatin fellazulását segítik elő (Pinnola et al., 

2007; Kotova et al., 2011; Thomas és Tulin, 2013).         



28 
 

 

9. ábra A PARP-1 H2Av általi szabályozásának modellje (Kotova et al., 2011 nyomán)  
A H2Av variánst tartalmazó nukleoszómához nagy affinitással kötődik a PARP-1. A H2Av 
hiszton foszforilációja megváltoztatja a nukleoszóma konformációját és PARP-1 aktivációt 
vált ki. A PAR polimerek negatív töltéseik révén egy nyitottabb konfiguráció létrejöttét, 
ezáltal a kromatin fellazulását segítik elő. 

 

A kromatin fellazításán kívül a PARP-1 a transzkripció szabályozásának egyéb 

lépéseiben is részt vesz. A PARiláció befolyásolja a hnRNP (heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins) mRNS-hez való kötődését, így a splicing szabályozásában is szerepe van 

(Ji és Tulin, 2009). A PARP-1 koregulátorként működve szabályozza a transzkripciós 

faktorok kötődését a kromatinhoz. Bizonyos esetekben ehhez szükség van az enzim 

aktivitására, így például a HES (hairy and enhancer of split-1 transzkripciós faktor) és Elk1 

(ETS domain-containing protein) esetén (Ju et al., 2004; Cohen-Armon et al., 2007), más 

esetekben (pl. NFκB) nem szükséges a PARP-1 aktivitása, fehérje-fehérje kölcsönhatás révén 

valósul meg a szabályozó szerep (Hassa et al., 2001). A PARP-1 a DNS metilációt is 

befolyásolja, így a génexpresszió epigenetikus szabályozásában is szerepe van (Caiafa et al., 

2009). A DNS metiltranszferáz 1 (Dnmt1) két PAR-kötő doménje révén, nem-kovalens 

módon nagy affinitással kötődik a hosszú és elágazó PAR polimerekhez. A PAR polimerek 

megkötése gátolja a DNS metiltranszferáz aktivitást (Reale et al., 2005). A PARP-1 ezen felül 

a Dnmt1 expresszióját is szabályozza úgy, hogy a PARilált PARP-1 a Dnmt1 promoteréhez 
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kötődve megakadályozza annak metilációját. A PARG overexpresszió a tumorsejtekre 

jellemző megváltozott DNS metilációt okozott, a megfelelő PAR szint, a PARP-1 és a PARG 

kiegyensúlyozott működése tehát szükséges a megfelelő DNS metilációs és génexpressziós 

mintázat kialakításához (Zampieri et al., 2009).   

Számos differenciálódási folyamatban kimutatták a PAPR-1 szerepét, így többek 

között a B-sejtek differenciációjában (Exley et al., 1987), a granulocita-makrofág progenitor 

sejtek makrofág irányú differenciációjában (Francis et al., 1983), csirke mesenchymális sejtek  

chondrocita irányú differenciációja során (Nakanishi és Uyeki, 1985; Zákány et al., 2007), a 

dendritikus sejtek érésében (Aldinucci et al., 2007) és a Th2 sejtek differenciációjában 

(Sambucci et al., 2013). Ezen felül szerepet játszik az angiogenezisben (Caldini et al., 2011), 

az adipogén differenciációban (Erener et al., 2012) és az embrionális őssejtek 

differenciációjában is (Gao et al., 2009). 

3.4.4. A PARiláció patofiziológiai jelentősége, a PARP-1 gátlás terápiás lehetőségei  

  Kezdetben a PARP-1-gyel kapcsolatos vizsgálatokban annak DNS hibajavító szerepe 

kapott nagy hangsúlyt. A PARP-1 kutatása és a gátlószerek alkalmazása a daganatellenes 

terápiában így párhuzamosan fejlődött (Curtin és Szabó, 2013). Már 1980-ban kimutatták, 

hogy a 3-AB (3-aminobenzamid) a PARP-1 gátlása révén hatékonyan gátolta a DNS 

alkilálószer DMS (dimetil-szulfát) által okozott DNS törések javítását, így növelte a DMS 

citotoxicitását (Durkacz et al., 1980). Később több PARP gátlószert fejlesztettek ki, mely a 

klinikai kipróbálás fázisába jutott. Legtöbb esetben kombinált terápiában, más gyógyszerekkel 

(DNS metiláló szerekkel, topoizomeráz I gátlókkal) együtt, azok citotoxicitását fokozandó, 

alkalmazták a PARP gátlószereket. Bizonyos (pl. BRCA hiányos) daganattípusokban nem 

működik megfelelően a homológ rekombinációs DNS hibajavítás, így ezek a sejtek 

hiperérzékenyek a PARP gátlószerekre, melyek önmagukban sejthalált okoznak a megfelelő 

hibajavítási rendszer szinte teljes hiánya miatt (Bryant et al., 2005). A BRCA mutáns 

tumorokban a PAPR gátlószerek monoterápiában való alkalmazása ígéretes (Curtin és Szabó, 

2013).     

Számos egyéb betegségben is leírták a PAPR-1 gyors és elhúzódó aktiválódását, mely 

szövetkárosodáshoz, kóros folyamatokhoz vezet (Virág és Szabó, 2002).  Kimutatták a 

PARiláció szerepét ischemia-reperfúziós modellben (Zingarelli et al., 1998; Liaudet et al., 

2001), hemorrhágiás és szeptikus sokk esetén (Watts et al., 2001), diabetesben (Soriano et al., 

2001), a doxorubicin által kiváltott szívelégtelenségben (Pacher et al., 2002) és gyulladási 

folyamatokban (Oliver et al., 1999; Bai et al., 2009).  A PARP inhibitorok hatékonyak 
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lehetnek a gyulladás és a szöveti sérülések csökkentésében, a szervfunkciók javításában 

(Virág és Szabó, 2002). 

3.5. A dohányfüst által okozott oxidatív károsodás 

A dohányfüst egy több ezer vegyületből álló igen komplex és változó összetételű 

aeroszol, melyben az alkotóelemek dinamikusan oszlanak meg a részecske és a gáz fázis 

között (Thorne és Adamson, 2013; Wooten et al., 2006). A legújabb mérések szerint a 

cigarettafüstben lévő komponensek száma több mint 5600 (Perfetti és Rodgman, 2011), ebből 

158 vegyület bizonyult toxikusnak, azon belül 45 vegyületet találtak, mely bizonyítottan vagy 

vélhetően karcinogén hatású (Fowles és Dybing, 2003). A policiklusos aromás hidrokarbonok 

(PAH), a nitrózaminok, az arzén, a kadmium és a króm karcinogén hatású lehet (Thorne és 

Adamson, 2013). A dohányfüst egyéb alkotók révén más megbetegedésekhez is hozzájárul. 

Így például az aldehideket (formaldehid, acetaldehid, akrilaldehid) a COPD (chronic 

obstructive pulmonary disease) kialakulásával hozták összefüggésbe. A cigarettafüst 

összetétele nagymértékben függ a dohány minőségétől és feldolgozásától, az égéstől, a 

cigaretta tervezésétől, annak formájától és a füstszűrőtől (Wooten et al., 2006; Roemer et al., 

2012). A kísérleti körülmények között használt cigarettafüst kivonatok (CSE, cigarette smoke 

extract) fizikai és kémiai tulajdonságai és így biológiai hatásai is eltérőek lehetnek a kivonat 

készítésének módjától függően. Jelenleg még nem megoldott, de törekednek a dózis mérésére 

a teljes füstkivonatok in vitro kísérletekben való használatakor (Thorne és Adamson, 2013).  

Legtöbb tanulmány a cigarettafüst által okozott sejthalált, a gyulladásos folyamatokat, 

a DNS károsodást és az oxidatív stresszt vizsgálja, melyek együttesen vezetnek a dohányzás 

által okozott különböző betegségek kialakulásához. A dohányzás általános oxidatív stresszt 

kiváltó hatása révén szinte az egész szervezet működésére hat.  A dohányfüst gátolja a 

sejtproliferációt és a sejtek regenerációs képességét, így késlelteti a gyomorfekély 

gyógyulását (Shin et al., 2002), hozzájárul az osteoporosis kialakulásához illetve az állapot 

romlásához (Liu et al., 2001). A CSE gátolja az eNOS (endotheliális nitrogén-monoxid 

szintáz) aktivitását, csökkenti a nitrogén-monoxid termelést, így az érrenszeri betegségek 

egyik rizikófaktora (Zhang et al., 2006; Ota et al., 1997; Imamura et al., 2007; Su et al., 

1998). A dohányzás fokozza a myometrium kontraktilitását, így növeli a koraszülés 

kockázatát (Nakamoto et al., 2006).  

A tü d őben a d oh án yzás által ok ozo tt sejthalál hozzájárul a COPD tü net együttes 

kialakulásához, azonban a sejthalál formáját és ezek relatív szerepét tekintve ellentmondásos 

eredményeket találunk az irodalomban. Az eltérések oka valószínűleg az, hogy a kísérleti 
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körülmények, az alkalmazott CSE koncentráció és a vizsgált sejttípusok különbözőek. CSE 

kezelés hatására apoptózist mutattak ki HFL-1 humán fibroblaszt sejtekben (Carnevali et al., 

2003; Sugiura et al., 2007), A549 alveoláris epithelsejtekben (Jiao et al., 2006; Ramage et al., 

2006), hBEC bronchialis epithel sejtekben (Tagawa et al., 2008). Más vizsgálatok szerint 

inkább a nekrózis jellemző (Kode et al., 2006), illetve adott sejttípusban a sejthalál módja 

lehet apoptózis vagy nekrózis, ami az alkalmazott CSE koncentrációtól függ (Ishii et al., 

2001). Tüdőbiopsziákból származó humán primer fibroblaszt sejtek vizsgálata azt mutatta, 

hogy CSE kezelés hatására nagy egyéni variancia tapasztalható a különböző sejtek 

érzékenységében és a fibroblasztok apoptózisra való hajlamában. Ez magyarázhatja azt, hogy 

nem minden dohányzó emberben alakul ki emphysema (Baglole et al., 2006). Az akut 

kezeléssel ellentétben a krónikus CSE kezelés mitokondriális mutációkat eredményezett, 

emellett csökkentette a sejtek apoptózisra való érzékenységét, így a dohányzás ártalmainak 

kitett szövetekben szelekciós nyomást jelenthet a tumoros elváltozások kialakulása során 

(Chang et al., 2010). Más vizsgálatban is kimutatták, hogy a CSE kezelés DNS károsodást 

okoz, de nem vezet apoptózishoz, így a potenciálisan onkogén mutációt hordozó sejtek 

túlélése lehetővé válik , ami szintén elősegíti a tumorok k ialak ulását (Liu et al., 2005). Az 

autofágia morfológiai és biokémiai paramétereit is sikerült kimutatni CSE kezelés hatására 

Beas-2b humán bronchiális epithelsejteken (Kim et al., 2008), COPD betegek mintáiban, 

dohányfüsttel kezelt egerekben és tüdőepithel sejtekben (Chen et al., 2008). Epithel sejtekben, 

fibroblasztokban és makrofágokban szintén autofágiát váltott ki a cigarettafüst kezelés, és a 

PARP-1 gátlása a SIRT1 aktiválásának révén csökkentette a cigarettafüst által kiváltott 

autofágia mértékét (Hwang et al., 2010).  

A hosszútávú dohányzás másik következménye lehet a krónikus gyulladási 

folyamatok kialakulása és a csökkent védekezőképesség a légúti fertőzésekkel szemben. A 

jelenségben a neutrofil és eozinofil granulociták, a makrofágok és T-limfociták szerepét 

vizsgálták leginkább. A CSE által indukált proinflammatorikus citokintermelés tekintetében 

ellentmondásosak az eredmények. A legtöbb vizsgálat szerint a cigarettafüst hatására 

fokozódik az NF-κB aktivitása és a neutrofil infiltrációt elősegítő IL-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). Más proinflammatorikus citokinek (így például az IL-1, IL-6, TNF-α) esetén 

azonban kevésbé egyértelmű a CSE hatása. Több esetben számoltak be arról, hogy a 

cigarettafüst ezen citokinek termelését is fokozta (Lixuan et al., 2010; Orosz et al., 2007; 

Kode et al., 2006; ), ezzel ellentétben más modellekben az IL-8 szint emelkedése mellett a 
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többi citokin szintjének csökkenését mutatták ki (Kent et al., 2008; Mortaz et al., 2009). Így 

az IL-8 expresszión keresztül előidézi a gyulladásos sejtek kemotaxisát, és gátolja a 

veleszületett immunválaszt (Kent et al., 2008; Kulkarni et al., 2010). A citokintermelésre 

gyakorolt hatása révén a CSE befolyásolja az immunsejtek kórokozók által kiváltott reakcióját 

is. Kimutatták, hogy CSE jelenlétében csökken a pDC sejtek (plasmacytoid dendritikus 

sejtek) TLR-9 (Toll-like receptor 9) ligand által indukált TNF-α, IL-6 és IFN-α termelése, így 

csökken az antivirális immunvédekezés hatékonysága (Mortaz et al., 2009). Streptococcus 

pneumoniae fertőzés esetén egerekben cigarettafüst hatására csökkent a bakteriális clearance 

hatékonysága, alveoláris makrofágokban pedig csökkent a komplement mediált fagocitózis 

mértéke (Phipps et al., 2010). Bronchiális epithel sejtek esetén a dohányfüst kezelés 

csökkentette a barrierfunkciót és fokozta az allergénpenetráció mértékét (Gangl et al., 2009).  

Habár a cigarettafüst számos karcinogén és egyéb ártalmas vegyületet tartalmaz, a 

kísérletes bizonyítékok arra utalnak, hogy a toxicitása nagyrészt az oxidatív stresszel 

kapcsolatos. A szabadgyökök jelenlétét a cigarettafüstben, az általuk okozott oxidatív 

károsodást több tanulmányban kimutatták, és összefüggésbe hozták az oxidatív stresszt a 

dohányzás által okozott megbetegedésekkel (Pryor et al., 1983; Church és Pryor, 1985; Zang 

et al., 1995). Mind a sejthalál folyamatokban, mind az immunsejtek citokintermelésének 

szabályozásában kulcsszerepe van a cigarettafüst által okozott oxidatív stressznek. Több 

vizsgálatban igazolták, hogy az antioxidánsok csökkentik a gyulladási folyamatokat (Kulkarni 

et al., 2010) és védelmet jelentenek a sejtek túlélésében, így szerepet kaphatnak a különféle 

tünetegyüttesek kezelésében és megelőzésében (Kinnula, 2005; Onizawa et al., 2009; Kode et 

al., 2008; Panda et al., 2000).   

A dohányfüst gázfázisa rövid élettartamú reaktív oxigéngyököket tartalmaz, főként 

szuperoxidot és nitrogén-monoxidot, melyek reakciójából az igen reaktív peroxinitrit 

képződhet. A részecskefázis ezzel szemben hosszabb élettartamú hidrokinonokban gazdag, 

melyek redox reakciókban további szuperoxid, hidrogén-peroxid és hidroxil gyök képzéséhez 

járulnak hozzá, így tartósan fennálló oxidatív stresszt eredményeznek (Aoshiba és Nagai, 

2003; Church és Pryor, 1985). A hidrokinonok és a hidrogén-peroxid a sejtekbe jutva 

fehérjék, lipidek oxidatív módosítását idézik elő és DNS károsodást okozhatnak (Nishio és 

Watanabe, 1997; Asami et al., 1997; Liu et al., 2005; van der Vliet, 2006). 

A tüdőben hatékony védekezési mechanizmus alakult ki a reaktív oxigénvegyületek 

ártalmatlanítására. A ciszteinben gazdag glikoproteinekből álló mucin jelentős szerepet játszik 

a légutak védelmének biztosításában, és mennyisége megnő oxidánsokkal való kezelés során 

(Baginski et al., 2006). A tüdőben a GSH (redukált glutation) szintén elsődleges fontosságú a 
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reaktív oxigénvegyületek eliminálásában. A légutak szöveteiben lipid- és vízoldékony 

vitaminok is találhatók, de ezek szerepe az oxidatív stresszben még nem tisztázott. A tüdőben 

emellett fontosak az antioxidáns enzimek és thiol fehérjék, melyek jellemzően sejt- illetve 

kompartment-specifikus elrendeződést mutatnak (Kinnula, 2005). A SOD enzimek 

(szuperoxid dizmutázok) a szuperoxid lebontását katalizálják, a citoszolikus CuZnSOD, a 

mitokondriális MnSOD és az extracelluláris ECSOD is nagy mennyiségben expresszálódik a 

tüdőben (Kinnula és Crapo, 2003). A hidrogén-peroxid lebontását végző, a peroxiszomában 

elhelyezkedő kataláz (CAT), valamint egyéb, a GSH metabolizmushoz kapcsolódó enzimek 

szintén fontos szerepet játszanak. Ez utóbbi csoportba tartoznak a glutation peroxidázok 

(GPX), a glutation reduktáz (GR), a glutamát cisztein ligáz (GCL) és a glutation szintáz (GS). 

A katalázzal ellentétben a GPX enzimek nemcsak a hidrogén-peroxid, de a lipid-peroxidok 

lebontását is képesek katalizálni. A glutamát cisztein ligáz és a glutation szintáz megfelelő 

működése a GSH szintézis miatt fontos, míg a glutation reduktáz az „oxidált GSH” (GSSG) 

gyors redukálásában vesz részt (Kinnula, 2005). A hidrogén-peroxid eliminálásában tiol-

tartalmú fehérjék is részt vesznek, humán sejtekben a tioredoxinok (TRX) és a tioredoxin 

reduktázok (TRR) szerepét írták le (Tiitto et al., 2003). Az oxidatív stresszben szerepet játszó 

44 gén expressziójának vizsgálata során kimutatták, hogy 16 gén expressziója fokozódott a 

dohányzó emberekben a kontroll csoporthoz viszonyítva. A változás nagyrészt a GSH 

metabolizmus enzimeit érintette (Hackett et al., 2003).         

A dohányzás által okozott megbetegedések hátteréről egyre inkább az az elfogadott 

álláspont, hogy alapvetően az oxidatív stresszre, illetve az oxidáns-antioxidáns egyensúly 

felborulására vezethetők vissza. A ROS/RNS vegyületek keletkezésének módját és az ezek 

eliminációjában részt vevő legfontosabb enzimeket a 10. ábra mutatja be.    
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10. ábra ROS/RNS vegyületek keletkezésének módja dohányzás során és ezek eliminációjában 
részt vevő legfontosabb enzimek (Kinnula, 2005 nyomán) 
•O2-: szuperoxid. H2O2: hidrogén-peroxid. •OH: hidroxil gyök. NO: nitrogén-monoxid. NOS: 
nitrogén-monoxid szintáz. HOCl: hipoklórossav. ONOO-: peroxinitrit. RNS: reaktív nitrogén 
intermedierek. MMP: mátrix metalloproteináz. TIMP: mátrix metalloproteináz szöveti 
inhibitor. SOD: szuperoxid dizmutáz. GPX: glutation peroxidáz. GR: glutation reduktáz. 
GSH: redukált glutation. GCL: glutamát cisztein ligáz. GST: glutation-S-transzferáz. GSSG: 
oxidált glutation. GS: glutation szintáz. γGT:  γ-glutamil-transzpeptidáz. MRP: multidrug 
resistance protein. TRX: tioredoxin. PRX: peroxiredoxin. GRX: glutaredoxin. CAT: kataláz. 
HO-1: hem-oxigenáz-1. 
 
   

3.6. Mesenchymalis őssejtek (MSC, mesenchymal stem cells) és az osteogén differenciáció 

jellemzése 

 A mesenchymalis őssejtek az egyedfejlődés korai szakaszában megjelenő, de a felnőtt 

szervezetben is jelenlévő non-hematopoetikus multipotens sejtek, melyek képesek 

önmegújulásra és többféle irányú differenciációra (Chamberlain et al., 2007).  Először a 

csontvelőben írták le a mesenchymalis őssejtek jelenlétét (Friedenstein et al., 1976), de 

számos más szövetben is megtalálhatóak, így izolálhatóak neonatális szövetekből (a placenta 

bizonyos részei, köldökzsinór) és felnőtt szövetekből (zsírszövet, csontvelő, perifériás vér) 

(Hass et al., 2011). Az ISCT (International Society for Cellular Therapy) állásfoglalása 

alapján (Dominici et al., 2006) őssejtnek tekintjük azokat a sejteket, melyek   

- adherensek 
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- felszínükön CD105, CD73 és CD90 antigének jelen vannak, de nem hordoznak 

semmilyen vérképző ős- és elődsejtekre, illetve a különböző vérsejtfejlődési sorokra 

jellemző felszíni markert (CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79α és CD19, HLA -DR) 

- csont-, porc- és zsírsejtekké egyaránt képesek differenciálódni.  

Multipotens jellegüknél fogva a mesenchymalis őssejtek felhasználása ígéretesnek tűnik a 

regeneratív orvoslásban. Megfelelő stimulusok hatására az őssejtek adott sejttípussá képesek 

differenciálódni, így segítve a szöveti regenerálódást és a szervfunkciók javulását. A 

differenciációs folyamatok több lépésben zajlanak le. Első lépésben a multipotens MSC sejtek 

elköteleződnek a differenciáció irányába, az elköteleződést a megfelelő „mester” 

transzkripciós regulátorok szelektív expressziója irányítja. Ilyen kulcsfontosságú 

transzkripciós regulátor a MyoD az izom, PPARγ2 a zsír, Sox9 a porc és Runx2 a csont 

irányú differenciáció során. A csontirányú differenciáció irányába elköteleződött 

osteoprogenitor sejtekben a proliferációs stádiumot követően a mitotikus fázisból kilépve 

fokozódik az alkalikus foszfatáz, a csont szialoprotein (BSP, bone sialoprotein) és az I. típusú 

kollagén expressziója, melynek révén létrejön az extracelluláris kollagénben gazdag mátrix. 

Ezt az extracelluláris mátrix mineralizációjában fontos gének (osteokalcin, osteopontin, 

kollagenáz) expressziójának növekedése követi, így a mátrix a hidroxiapatit kristályok 

kirakódása révén mineralizálódik (Jensen et al., 2010). Az osteogén differenciációban 

többféle szignalizációs kaszkád szerepét írták le, köztük a β -katenin függő Wnt jelátviteli 

útvonalat (D’Alimonte et al., 2013), a Hedgehog szignalizációt (James et al., 2010), és  a 

NELL-1 jelátviteli útvonalat (James et al., 2012). Ezen felül több más jelátviteli útvonal is 

befolyásolhatja a differenciációt, így például a BMP (bone morphogenic protein) jelátviteli út 

(Lamplot et al., 2013) és az IGF (inzulin-szerű növekedési faktor) szignalizáció (Giustina et 

al., 2008). Több vizsgálatban találták azt, hogy az oxidatív stressz és a hypoxia is hatással van 

a differenciációs folyamatokra. A mesenchymalis őssejtek ugyanis szöveti körülmények 

között hypoxiás mikrokörnyezetben találhatók, így a standard tenyésztési körülmények 

önmagukban oxidatív stresszt jelentenek, mely befolyásolja a sejtek proliferációs kapacitását 

és differenciációs képességét is (Hass et al., 2011). Többen vizsgálták a ROS vegyületek 

szerepét a differenciációban, ezzel kapcsolatban ellentmondásos eredményeket találunk. 

Egyes megfigyelések szerint a ROS vegyületek gátolják az osteogén differenciációt (Chen et 

al., 2008; Arai et al., 2007), míg mások eredményei éppen azt bizonyítják, hogy a képződő 

ROS elősegíti azt. Kimutatták, hogy a NOX4 által termelt szuperoxid szabályozza a BMP2 

expressziót és elősegíti a differenciációt (Mandal et al., 2011), és vannak eredmények a 

szuperoxid kalcifikációt fokozó szerepére is (Sutra et al., 2008).  
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 Az őssejtek mellett a SAOS-2 osteosarcoma sejtek is nagyon jó modellt nyújtanak az 

csont irányú differenciáció késői stádiumainak tanulmányozásához, melyekben differenciáló 

stimulusok hatására szintén mineralizált extracelluláris mátrix képzése figyelhető meg. 

Vizsgálataink során a legfontosabb eredményeket mindkét sejttípusban igyekeztünk 

megerősíteni.  

 A PARiláció szerepét számos differenciálódási folyamatban kimutatták, szükséges a 

kromatin fellazításához és közvetlenül szabályozza egyes transzkripciós faktorok kötődését a 

kromatinhoz. Eddig nem vizsgálták viszont, hogy az osteogén differenciáció transzkripciós 

szintű szabályozását bármilyen módon befolyásolja-e a PARP-1 aktivitás. Ezen felül 

kimutatták, hogy az osteoblast sejtek nagy része elpusztul a végső differenciációs állapot 

elérése előtt (Javed  et al., 2 0 1 0 ). Miv el a PARP-1-nek többféle sejthalál útvonalban 

bizonyították a szerepét, szerettük volna megvizsgálni, hogy van-e szabályozó funkciója a 

csontirányú differenciációban.     
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4. CÉLKITŰZÉSEK 

4.1. Célkitűzések I.  

 A dohányzás által okozott károsodások alapvetően az oxidatív stresszre, illetve az 

oxidán-antioxidáns egyensúly felborulására vezethetők vissza. A cigarettafüstben jelen lévő 

illetve a sejtválasz során keletkező ROS/RNS vegyületeknek a DNS-re és egyéb sejtalkotókra 

tett káros hatásait számos vizsgálatban leírták, de a DNS károsodás érzékelése és a hibajavító 

mechanizmusok kevés figyelmet kaptak. A PARP-1 kulcsfontosságú szerepet játszik a DNS-

törések érzékelésében és a hibajavító mechanizmusok elindításában, valamint a sejthalál 

folyamatok szabályozásában. Vizsgálataink során az alábbi kérdésekre kerestük a választ: 

1. Aktiválódik-e a PARP-1 CSE kezelés hatására A549 sejtekben? 

2. Mi a szerepe a PARP-1-nek a CSE által kiváltott sejthalál szabályozásában? 

4.2. Célkitűzések II. 

  A mesenchymalis őssejtek és a SAOS-2 sejtek csont irányú differenciációjához 

számos gén szabályozott expressziója szükséges. A PARP-1 kulcsszerepet játszik a genom 

integritásának fenntartásában, a kromatinszerkezet és a transzkripció szabályozásában. 

Vizsgálataink során az alábbi kérdésekre kerestük a választ: 

1. Van-e az oxidatív stressznek szerepe az MSC sejtek csontirányú differenciációjában? 

2. Hogyan befolyásolja a PARP-1 az osteogén differenciációs folyamatokat? 
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5. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 
5.1. Anyagok 

Az RPMI 1640 médiumot, a penicillin-streptomycin oldatot, az L-glutamint, az FBS-t 

és a molekulaméret markereket a Biocentertől (Szeged, Magyarország) vásároltuk. A 0,22 µm 

szűrőket, a DMSO-t, a Triton X-100 oldatot, az etanolt, a metanolt, a Trist, a Tris-HCl-t, a 

glicerolt, a maratott tárgylemezeket, a NaCl-ot, a II. típusú kollagenázt, az izopropanolt és a 

puromycint a VWR-től (Debrecen, Magyarország) szereztük be. Az LDH kitet a Roche-tól 

(Budaörs, Magyarország), a biotinilált anti-egér IgG-t a Vector Laboratories-tól, a 2-

merkaptoetanolt a Reanaltól (Budapest, Magyarország), a May-Grünwald és a Giemsa oldatot 

a Finomvegyszer Szövetkezettől (Budapest, Magyarország), a formalint a Molar Chemicals-

tól (Budapest, Magyarország), az anti-AIF antitestet a Cell Signalingtól (Danvers, MA, USA), 

a Super Signal West Pico reagenst, az anti-egér IgG – Alexa Fluor 546 és az anti-nyúl IgG - 

Alexa Fluor 488 konjugátumot, a Streptavidin-Alexa Fluor 488 konjugátumot, a propidium-

jodidot, a MitoSOX Redet, az Ampex Redet, a dihidroetidiumot, a CD45, CD73, CD105, 

IgG1 és IgG2a  ellenanyagot a Life Technologies-tól (Budapest, Magyarország), az agarózt, a 

poliakrilamidot és a nitrocellulóz membránt a Bio-Rad-tól (Budapest, Magyarország) 

vásároltuk. A Tripszin-EDTA oldatot, az MTT-t, a JC-1-et, a brómfenol-kéket, a DAPI-t, a 

proteáz inhibitorokat, a PMSF-et, a SOD-ot, a katalázt, a PEG-SOD-ot, PEG-katalázt, a 

pLKO.1-puro vektort, a DMEM médiumot, a Histopaque-1077 oldatot, az antibiotikum-

antimikotikum oldatot, a dexametazont, az aszkorbinsav-2-foszfátot, a β -licerol-foszfátot, a 

D3 vitamint, az Alizarin vörös festéket, a dimetil-metilénkéket, a nátrium-piruvát oldatot, az 

ITS premix oldatot, a prolint, az Oil Red O festéket, az indometacint és az IBMX-et a Sigma 

Aldrich-tól (St. Louis, MO, USA) vásároltuk. A Steriflip szűrőket a Merck Kft-től (Budapest, 

Magyarország), az inzulin oldatot az Eli Lilly Nederland B.V. cégtől (Hollandia), a CD90, 

CD34 és HLA-G ellenanyagot a Soft Flow Hungary Kft-től, a vWF ellenanyagot a Leica 

Biosystems cégtől (Newcastle, UK) szereztük be. 

 

5.2. Módszerek 

5.2.1. Sejttenyésztés 

Az A549 tüdőepithel sejteket RPMI 1640 médiumban tenyésztettük, melyet 10% FBS-

sel (fötális borjúszérum), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel és 100 µg/ml 

streptomycinnel egészítettünk ki.  A humán cMSC sejtek tenyésztéséhez 1 g/l glükóz tartalmú 
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DMEM médiumot használtunk, melyet szintén 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml 

penicillinnel és 100 µg/ml streptomycinnel egészítettünk ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO2 

tartalom mellett tartottuk.  

 

5.2.2. Cigarettafüst kivonat (CSE) készítése 

A cigarettafüst kivonatot Su, Y. és mtsai (1998) módszere szerint készítettük, némi 

módosítással. 1 szál 100 mm hosszúságú, filter nélküli cigarettát (10 mg kátrány, 0,8 mg 

nikotin, 10 mg szén-monoxid) meggyújtottunk, és vákuum segítségével 5 perc alatt a füstjét 

átbuborékoltattuk 6 ml szérummentes tenyésztőmédiumon.  A füstkivonatot átszűrtük 0,22 

µm-es szűrőn, majd 10% FBS hozzáadásával kaptuk a 100%-osnak nevezett cigarettafüst 

kivonatot. Ezt a kivonatot sejttenyésztő médiummal hígítva kaptuk a kezeléshez használt 

különböző koncentrációjú (v/v%) oldatokat. A cigarettafüst kivonatot minden kísérlet előtt 

frissen készítettük. 

 

5.2.3. May-Grünwald-Giemsa festés    

A sejtek morfológiai változásait May-Grünwald-Giemsa festés segítségével 

vizsgáltuk. A sejteket 24 lyukú tenyésztőedényben fedőlemezen növesztettük. PBS pufferrel 

(1,059 mM KH2PO4, 155,172 mM NaCl, 2,966 mM Na2HPO4.7H2O, pH 7,4) történő mosást 

követően a sejteket metanollal fixáltuk 20 percig -20 °C-on, majd desztillált vízzel mostuk, 

ezt követően pedig 30 percig inkubáltuk az előzőleg frissen készített May-Grünwald-Giemsa 

oldattal (1:10 May-Grünwald, 1:10 Giemsa, desztillált vízben). A festés után a fedőlemezeket 

háromszor mostuk desztillált vízzel, majd Zeiss Axiolab mikroszkóp (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany) illetve Zeiss Axiocam digitális kamera segítségével készítettünk fotókat a 

mintákról. 

 

5.2.4. Kolóniaképző képesség meghatározása 

A sejtek klonogén aktivitásának mérését a már korábban leírt módszer (Erdélyi et al., 

2009) módosított változatával végeztük. Tripszin-EDTA-val való emésztést követően a 

sejtekből 104/ml sejtszuszpenziót készítettünk, majd különböző koncentrációjú füstkivonattal 

kezeltük 30 percig 37 °C-on. A füstkivonat eltávolítása és friss sejttenyésztő médium 

hozzáadása után a sejteket 6 lyukú tenyésztőedénybe raktuk 1x102 illetve 2,5x103/lyuk 

sejtszámban. 10 napos tenyésztést követően a sejteket PBS-sel mostuk, 4%-os formaldehiddel 
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15 percig szobahőmérsékleten fixáltuk, majd hematoxilinnel festettük 10 percig. Alapos 

csapvizes mosás és szárítás után megszámoltuk a sejtkolóniákat, a klonogén aktivitást %-ban 

kifejezve adtuk meg a T/C x 100 képlet segítségével, ahol a T illetve C érték a kezelt illetve a 

kontroll sejtpopulációk kolóniáinak száma. 

 

5.2.5. Viabilitási assay (MTT redukciós assay) 

A sejtek viabilitását MTT redukciós assay segítségével határoztuk meg (Erdélyi et al., 

2009). A sejteket 96 lyukú tenyésztőedényben növesztettük 104/lyuk sejtszámban. A kezelést 

követően MTT oldatot adtunk a sejtekhez 0,5 mg/ml végkoncentrációban és 1 órán keresztül 

inkubáltuk őket. A felülúszó leszívása után a formazán kristályokat dimetil-szulfoxidban 

(DMSO) oldottuk (200 µl/lyuk). Az abszorbanciát Multiskan MS Plate Reader (Labsystems, 

Vantaa, Finland) segítségével 590 nm-en mértük. A viabilitást a kontroll %-ában adtuk meg 

At/Acx100 képlet segítségével, ahol At illetve Ac a kezelt illetve a kontroll minták 

abszorbanciája. Minden mérésnél 4 párhuzamost használtunk, a kísérleteket minimum 

háromszor ismételtük. 

 

5.2.6. LDH aktivitás mérése 

A plazmamembrán integritásának károsodását a plazmamembrán sérülése révén a 

citoplazmából a felülúszóba jutó LDH (laktát-dehidrogenáz) aktivitásának mérésével 

határoztuk meg. A mérést Cytotoxicity Detection Kit (Roche Applied Science, Budaörs, 

Magyarország) segítségével végeztük, a gyártó javaslatait követve. A sejteket 96 lyukú 

tenyésztőedényben növesztettük 104/lyuk sejtszámban. A kezelés után a sejteket 

centrifugáltuk, majd 50 µl felülúszót adtunk 50 µl frissen készített reakcióelegyhez. 20 perc 

inkubáció után az abszorbanciát Multiskan MS Plate Reader (Labsystems, Vantaa, Finland) 

segítségével 492 nm-en mértük. A mérés során a megfelelő kezelő oldatok szolgáltak 

vakként, a sejttípusra jellemző maximális LDH aktivitást az 1% TritonX-100 segítségével 

lizált sejtek értéke adta meg. Az egyes kezelések esetén a citotoxicitás értékét a maximális 

LDH aktivitás százalékában adtuk meg. Minden mérésnél 4 párhuzamost használtunk, a 

kísérleteket minimum háromszor ismételtük. 
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5.2.7. Mitokondriális membránpotenciál mérése 

A mitokondriális membrán depolarizáció mértékét JC-1 fluoreszcens festékkel mértük. 

A JC-1 membránpermeábilis, kationos jellegű fluoreszcens festék, mely egészséges sejtek 

mitokondriumában aggregátumokat képezve vörös fluoreszcenciát mutat. A mitokodriális 

membránpotenciál csökkenése esetén azonban a citoplazmában marad monomer formában, 

mely zöld fluoreszcenciát mutat. Így a vörös/zöld flureszcencia arányának csökkenése a 

mitokondriális membrán depolarizációját jelzi. A sejteket 96 lyukú tenyésztőedényben 

növesztettük 104/lyuk sejtszámban. A kezelés után kétszer mostuk a sejteket HBSS pufferrel 

(5,33 mM KCl, 0,441 mM KH2PO4, 4,17 mM NaHCO3, 137,93 mM NaCl, 0,338 mM 

Na2HPO4, 5 mM D-glükóz, pH7,4), majd 30 percig inkubáltuk 1 µM JC-1 oldattal. A vörös 

fluoreszcenciát 530Ex/590Em nm-en, a zöld fluoreszcenciát 485Ex/538Em nm hullámhosszon 

mértük Fluoroskan Ascent FL Plate Reader (Labsystems, Vantaa, Finland) segítségével. 

Minden mérésnél 4 párhuzamost használtunk, a kísérleteket minimum háromszor ismételtük. 

 

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

Az ECIS (Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) készülékkel történő 

sejtproliferáció mérés alapja az, hogy az elektródok felszínén növesztett sejtek növelik az 

ellenállást, így a mért ellenállás arányos a sejtszámmal. A sejteket 8W10E+ elektródák 

felszínén növesztettük 3x104 sejt/lyuk sejtszámban, majd a kezelés ideje alatt 2 percenként 

4000 Hz frekvencián mértük az ellenállást. A rezisztencia értékeket a kezdeti időpontra 

normalizálva tüntettük fel.  

 

5.2.9. PAR és AIF kimutatása immunfluoreszcens festéssel  

Az AIF kimutatását a már korábban leírtak szerint végeztük (Erdélyi et al., 2009), a 

PAR detektálása szintén a korábban leírtak szerint történt, azzal az eltéréssel, hogy a 

peroxidázzal konjugált második antitest helyett fluoreszcens detektálást alkalmaztunk. A 

sejteket 24-lyukú tenyésztőedényben fedőlemezen növesztettük. PBS-sel történő mosást 

követően a sejteket metanollal -20 °C-on 20 percig (PAR) vagy 4% formalinnal 

szobahőmérsékleten 15 percig (AIF) fixáltuk. PBS-sel végzett mosás után a sejteket BSA-val 

blokkoltuk (1% BSA, PBS Triton X-100-ban oldva), majd 2 órán át a blokkoló oldatban 

hígított primer ellenanyaggal inkubáltuk. Az anti-AIF ellenanyagot 1:200, az anti-PAR 

ellenanyagot 1:500 hígításban használtuk. PBS-Triton X-100 oldattal történő mosások után a 

fedőlemezeket 1 óráig szekunder ellenanyaggal inkubáltuk 1:500 hígításban (AIF esetén anti-
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nyúl IgG - Alexa Fluor 488 konjugátum, PAR esetén biotinnal konjugált anti-egér IgG). Ezt 

követően a fedőlemezeket PBS-sel mostuk, majd PAR esetén Streptavidin-Alexa Fluor 488 

konjugátumot adtunk a sejtekhez 30 percre 1:500 hígításban. A magokat PAR esetén 2 µg/ml 

DAPI-val, AIF esetén 5 µM propidium-jodiddal festettük. PAR festésnél Zeiss Axiolab 

mikroszkóp (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) illetve Zeiss Axiocam digitális kamera 

segítségével készítettünk fotókat a mintákról. AIF festésnél a fotókat Olympus FluoView 

1000 (Olympus, Tokyo, Japan) konfokális mikroszkóppal készítettük. 

 

5.2.10. Western blot 

A PAR kimutatásához a Western blot analízist a már korábban leírtak szerint végeztük 

(Erdélyi et al., 2009). A sejteket 6 lyukú tenyésztőedényben növesztettük 5x105/lyuk 

sejtszámban. A kezelések után háromszor mostuk a sejteket hideg PBS pufferrel, majd 100 µl 

hideg lízis pufferben [62.5 mM Tris-HCl (pH 6,8), 2% SDS, 10% glicerin, 715 mM 2-

merkapto-etanol, 1 mM PMSF (fenilmetilszulfonil-fluorid), proteáz inhibitorok] kapartuk fel 

őket. Szonikálás, centrifugálás és forralás után minden mintából 25 µg fehérjét vittünk fel 8% 

SDS-poliakrilamid gélre. Elektroforézist követően a gélben lévő mintákat nitrocellulóz 

membránra transzferáltuk [transzfer puffer: 25 mM Tris/HCl (pH 8,3), 192 mM glicin, 0,02% 

(m/v) SDS és 20% (v/v) metanol] 100V feszültségen 90 percig. A membrán aspecifikus 

kötőhelyeit 5% zsírszegény tejpor oldattal blokkoltuk, melyet 0,01% Tween 20 tartalmú PBS-

ben (PBSTw) oldottunk. PBSTw oldattal történő mosást követően a membránt primer 

ellenanyaggal inkubáltuk 2 órán keresztül, az ellenanyagot 1% tejport tartalmazó PBSTw-ben 

oldottuk, 1:500 hígításban. Újabb mosás után 1 óráig inkubáltuk a membránt a torma-

peroxidázzal jelölt második antitesttel (anti-egér IgG, 1:5000 hígításban, 1% tejpor tartalmú 

PBSTw-ben oldva), ezután PBSTw, majd PBS pufferrel mostuk, hogy eltávolítsuk a nem 

kötődött ellenanyagot. Supersignal West- Pico kemilumineszcens szubsztrát (34087, 

Kvalitex) hozzáadása után a kemilumineszcens jelet FluorChem FC2 Imager készülék 

segítségével detektáltuk. 

 

5.2.11. Comet assay 

A DNS törés kimutatása alkalikus Comet assay segítségével történt. A kísérletet a már 

korábban leírtak szerint végeztük (Erdélyi et al., 2009). Az alkalikus Comet assay leginkább 

az egyszálú DNS törések kimutatására szolgál; a módszer azon alapul, hogy a károsodott 

DNS könnyebben mozdul el elektromos erőtérben, mint az ép DNS, így a sejtek lízise és 
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elektroforézise után üstökös formájú struktúrát mutat. Maratott felszínű tárgylemezre 1% 

normál olvadáspontú agarózt rétegeztünk. A sejteket tripszin-EDTA-val emésztettük, 

szuszpendáltuk, majd 30 percig kezeltük különböző koncentrációjú cigarettafüst kivonattal. A 

DNS hibajavítás hatékonyságának vizsgálatához a sejteket kezelés után 1 óráig friss 

médiummal inkubáltuk. Ezt követően a sejteket 0,5% alacsony olvadáspontú agarózba 

kevertük és a tárgylemezekre rétegeztük (105 sejt/lemez). A gél megszilárdulása után lízis 

következett 1 órán át 4 °C-on [lízis 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) végeztük 25 percig 380 mA áramerősséggel. Ezt követően a 

tárgylemezeket 10 percig ekvilibráltuk 0,4 M Tris pufferben (pH 7,4), majd a sejtmagokat 10 

µg/ml etidium-bromiddal festettük.  Zeiss Axiolab mikroszkóp (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany) illetve Zeiss Axiocam digitális kamera segítségével készítettünk felvételeket a 

mintákról, a kvantitatív kiértékelést CometScore software segítségével végeztük.   

 

5.2.12. Intracelluláris szuperoxid (O2
.-

) detektálása és mérése 

Az intracelluláris szuperoxid termelést kétféle fluoreszcens próbával detektáltuk. A 

dihidroetidium az etidium bromid membránpermeábilis, redukált formája, melyet a 

szuperoxid 2-hidroxietidiummá képes oxidálni, és oxidált formában a DNS-hez kötődve vörös 

fluoreszcenciát mutat. A MitoSOX Red mitokondriális szuperoxid indikátor szintén egy 

membránpermeábilis vegyület, mely gyorsan és szelektíven a mitokondriumokba jut, ahol a 

szuperoxid képes oxidálni, melynek következtében vörös fényt emittál. A sejteket 96 lyukú 

tenyésztőedényben növesztettük 2x104/lyuk sejtszámban. A kezelést követően a sejteket 

kétszer mostuk HBSS pufferrel, majd 5 µM MitoSOX Red illetve 20 µM dihidroetidium 

oldattal inkubáltuk 30 percig. A fluoreszcenciát 530Ex/590Em nm hullámhosszon mértük 

Fluoroskan Ascent FL Plate Reader (Labsystems, Vantaa, Finland) segítségével. Minden 

mérésnél 4 párhuzamost használtunk, a kísérleteket minimum háromszor ismételtük. A 

mitokondriális szuperoxid termelődését MitoSOX Red-et használva vitális festéssel is ki 

tudtuk mutatni. Ennek során a sejteket 24 lyukú tenyésztőedényben, fedőlemezeken 

növesztettük. A kezelést követően kétszer mostuk a sejteket HBSS pufferrel, majd 5 µM 

MitoSOX Red oldattal 30 percig inkubáltuk. A fluoreszcens jelet Zeiss Axiolab mikroszkóp 

illetve Zeiss Axiocam digitális kamera segítségével detektáltuk. 
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5.2.13. Hidrogén-peroxid (H2O2) detektálása 

Az intracellulárisan termelődő hidrogén-peroxidot Amplex Red segítségével mértük. 

Tormaperoxidáz jelenlétében a hidrogén-peroxid reagál az Amplex Red-del (10-acetyl-3,7-

dihydroxyphenoxazine), és a reakció terméke, a rezorufin vörös fluoreszcenciát mutat. A 

sejteket 96 lyukú tenyésztőedényben növesztettük 2x104/lyuk sejtszámban. A kezelést 

követően a sejteket kétszer mostuk HBSS-sel, majd 50 µM Amplex Ultra Red és 0,1 U/ml  

tormaperoxidáz oldattal (HBSS-ben oldva) inkubáltuk 30 percig. A fluoreszcenciát 

530Ex/590Em nm hullámhosszon mértük Fluoroskan Ascent FL Plate Reader (Labsystems, 

Vantaa, Finland) segítségével. A koncentráció értékeket H2O2 kalibrációs görbe segítségével 

számoltuk és fehérjetartalomra normáltuk. Minden mérésnél 4 párhuzamost használtunk, a 

kísérleteket minimum háromszor ismételtük.  

 

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

A PARP-1 és a PARG stabil csendesítése SAOS-2 sejtekben lentivírus alapú 

módszerrel történt, ahogyan egy másik munka során A549 sejtek esetén (Erdélyi et al., 2009). 

A csendesítéshez PARP-1 illetve PARG specifikus short hairpin RNS-t (shRNS-t) tartalmazó 

pLKO.1-puro plazmidot használtunk (TRCN0000007929 illetve TRCN0000051307 Sigma 

Mission shRNS konstruktok). A kontroll sejtvonal esetén a plazmid nem tartalmazott gátló 

szekvenciát. A SAOS-2 sejteket a megfelelő plazmidot hordozó lentivírusokkal fertőztük 24 

órán keresztül, a fertőzéshez alkalmazott vírustiter 10 MOI volt. A fertőzött sejtek 

szelekciójához 5 µg/ml puromicint használtunk 48 órán keresztül.   

 

5.2.15. Humán chorion eredetű mesenchymalis őssejtek (cMSC sejtek) izolálása  

A humán mesenchymalis őssejtek izolálását etikai engedéllyel végeztük (engedély 

száma: DEOEC-RKEB-2946-2009). A császármetszésből származó placentákat a Debreceni 

Egyetem Szülészeti és Nőgyógyászati Klinikájáról kaptuk. A placentákat HBSS pufferrel 

mostuk, hogy a vér nagy részét eltávolítsuk. Az amnion és a köldökzsinór eltávolítása után a 

cotyledokat apró darabokra vágtuk, majd 270 U/ml II. típusú kollagenáz jelenlétében 

emésztettük 37 °C-on 2 óráig 100 rpm fordulatszámmal rázatva. Az így kapott szuszpenzióból 

az nagyobb méretű emésztetlen szövetdarabokat szűréssel távolítottuk el, majd további szűrés 

következett 100 µm Steriflip vákumos szűrőkkel. A sejteket centrifugálás (4 °C, 10 perc, 1500 

g) után HBSS pufferrel szuszpendáltuk, majd a Ficoll sűrűséggrádiens centrifugálás 

segítségével választottuk el a vörösvértestektől. Az így kapott sejteket HBSS pufferrel való 
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mosás után sejttenyésztő médiumban szuszpendáltuk, majd 37 °C-on, 5% CO2 tartalom 

mellett tenyésztettük.  

    

5.2.16. cMSC sejtek fenotipizálása és funkcionális jellemzése 

A placentából izolált sejtek fenotipizálását az ISCT (International Society for Cellular 

Therapy) ajánlása alapján végeztük.  

 

cMSC sejtek jellemzése felszíni markereik alapján 

A mesenchymalis őssejtekre jellemző sejtfelszíni antigének vizsgálatát FACS analízis 

segítségével végeztük. A sejteket tripszin-EDTA-val történő emésztés után HBSS pufferrel 

mostuk, majd HBSS-ben szuszpendáltuk és 30 percig jégen inkubáltuk az általunk vizsgált 

felszíni antigének (CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, vWF, HLA-G) ellen termeltetett 

primer ellenanyaggal (10 µg/ml). Minden mérésnél használtunk izotípus kontrollokat (IgG1 

és IgG2b). HBSS pufferrel történő mosás után a sejteket másodlagos ellenanyaggal (anti 

mouse IgG-Alexa 546, 1:500 hígításban) inkubáltuk 25 percig jégen. A nem kötődött 

ellenanyagokat mosással távolítottuk el, majd 1% formalin oldattal fixáltuk a sejteket (15perc, 

szobahőmérséklet). A fluoreszcencia intenzitást BD FACS Calibur áramlási citométeren 

mértük FL2 csatornán, az adatokat BD Multiset software segítségével értékeltük.  

 

A differenciációs képesség ellenőrzése – osteogén differenciáció 

Osteogén irányú differenciáció esetén a differenciáló médium összetétele: 1 g/l 

glükóztartalmú DMEM, 10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml 

streptomycin, 0,1 µM dexametazon, 50 µg/ml aszkorbinsav-2-foszfát, 10 mM β -glicerol-

foszfát, 50 nM D3 vitamin. A sejteket 96 lyukú tenyésztőedényben növesztettük 1,5x104 

sejt/lyuk sejtszámban, majd differenciáltató médiumban tartottuk őket. Csont irányú 

differenciáció során a sejtek Ca2+ tartalmú extracelluláris mátrixot választanak ki, ennek 

kimutatására Alizarin vörös festést alkalmaztunk a differenciáció 7., 14. és 21. napján. A 

sejteket PBS-sel mostuk, majd metanollal fixáltuk 30 percig szobahőmérsékleten. A metanol 

eltávolítása után 5 percig szobahőmérsékleten hagytuk száradni, majd Alizarin Red S oldattal 

(40 mM, pH 4,27) festettük a mintákat szobahőmérsékleten 30 percig. Desztillált vízzel 

történő mosás majd szárítás után Zeiss Axiolab mikroszkóp illetve Zeiss Axiocam digitális 

kamera segítségével készítettünk fotókat a mintákról.    
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A differenciációs képesség ellenőrzése – chondrogén differenciáció 

A chondrogén irányú differenciációs képesség ellenőrzése dimetil-metilénkék 

(DMMB) festéssel történt, ez a festési eljárás alkalmas az extracelluláris mátrix szulfatált 

glükózamino-glikán komponenseinek kimutatására. A differenciáló médium összetétele: 4,5 

g/l glükóztartalmú DMEM, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 

1 mM Na-piruvát, 10 ng/ml TGF-β1, ITS premix, 0,1 µM dexametazon, 50 µg/ml 

aszkorbinsav-2-foszfát, 40 µg/ml prolin. A sejteket tripszin-EDTA-val történő emésztés után 

differenciációs médiumban szuszpendáltuk, majd 2,5x105 sejt/lyuk sejtszámban V-aljú 96 

lyukú tenyésztőedénybe helyeztük, és centrifugálással (10 perc, 800g) a tenyésztőedény aljára 

gyűjtöttük. A sejtek a differenciálódás során apró gömb alakú képződményt alakítottak ki. A 

differenciáció 7., 14. és 21. napján a gömböket PBS-sel történő mosás után 4% formalinban 

fixáltuk, majd paraffinba beágyazva metszettük. A metszeteket a paraffin kioldása után 30 

percig szobahőmérsékleten 0,1% dimetil-metilénkékkel festettük, majd Zeiss Axiolab 

mikroszkóp illetve Zeiss Axiocam digitális kamera segítségével készítettünk fotókat a 

mintákról.  

 

A differenciációs képesség ellenőrzése – adipogén differenciáció 

Az adipogén irányú differenciációs képesség kimutatására Oil Red O festést 

alkalmaztunk, mellyel kimutathatók a differenciálódás során a citoplazmában felhalmozódó 

lipidcseppek. A sejteket 24 lyukú tenyésztőedényben fedőlemezeken tenyésztettük 105 

sejt/lyuk sejtszámban. A 100% konfluencia elérése után két nappal indítottuk a 

differenciáltatást. A differenciáló médium összetétele: 4,5 g/l glükóztartalmú DMEM, 10% 

FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 1 mM Na-piruvát, 1 

µM dexametazon, 200 µM indometacin, 500 µM IBMX (3-izobutil-1-metilxantin), 10 µM 

inzulin. A differenciáció 7., 14. és 21. napján Oil Red O festéssel tettük láthatóvá a sejtekben 

felhalmozódó neutrális lipideket. A sejteket PBS-sel mostuk, majd 4% formalinnal 15 percig 

szobahőmérsékleten fixáltuk. A fixált sejteket desztillált vízzel történő mosás után 30 percig 

szobahőmérsékleten inkubáltuk Oil Red O oldattal [0,5% (m/v) Oil Red O izopropanolban 

oldva, az így kapott oldat 6 térfogategységét 4 térfogategység desztillált vízzel elegyítettük 

(6:4 Oil Red O:dH2O)]. Desztillált vízzel történő mosás után Zeiss Axiolab mikroszkóp illetve 

Zeiss Axiocam digitális kamera segítségével készítettünk fotókat a mintákról.  
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5.2.17. Real-time PCR 

 A relatív génexpresszió mértékének meghatározását real-time PCR segítségével 

végeztük. Az RNS izolálást TRI reagens segítségével végeztük. Reverz transzkripcióval 2 µg 

RNS-t írtunk át cDNS-sé High Capacity cDNA reverse transcription kit (Life Technologies) 

felhasználásával. A real-time kvantitatív PCR-t TaqMan assay-vel végeztük 7500 Fast Real-

Time PCR készüléken (Applied Biosystems). A vizsgált gének relatív expressziójának 

meghatározásához GAPDH-t (gliceraldehid-3- foszfát dehidrogenáz) választottunk háztartási 

génként.  

 

5.2.18. Statisztikai kiértékelés 

 A statisztikai kiértékelést a dohányfüst hatásait vizsgáló kísérletek esetén egyutas 

Anova-val végeztük. Az osteogén differenciációval kapcsolatos eredmények kiértékelésénél t-

próbát használtunk.  
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6. EREDMÉNYEK 
 

6.1. A poli-ADP-riboziláció mint túlélési mechanizmus a dohányfüst által kiváltott 

sejthalálban 

6.1.1. A cigarettafüst kivonat toxikus hatásai A549 sejtekre 

Az MTT assay eredményei alapján az A549 sejtek életképessége cigarettafüst kivonat 

kezelés hatására idő- és koncentrációfüggő módon csökkent (11. ábra A). A sejtek pusztulása 

során fokozott LDH aktivitást tudtunk mérni a felülúszóban (11. ábra B), azaz sérült a 

plazmamembrán integritása, ami a nekrózis egyik jele. Az ECIS mérések során azt 

tapasztaltuk, hogy CSE kezelés jelentősen csökkentette a sejtek proliferációs képességét is 

(11. ábra C). Mitokondriális membrán depolarizációt azonban csupán a legmagasabb 

alkalmazott koncentrációk esetén tudtunk kimutatni (11. ábra D).  

 

11. ábra CSE toxikus hatásai A549 sejtekre.  
Az A549 sejteket 96 lyukú tenyésztőedényben növesztettük 104 sejt/lyuk sejtszámban, majd 
24 óráig kezeltük a megadott koncentrációjú cigarettafüst kivonattal (A, B és D). (A) A sejtek 
viabilitásának mérése MTT redukciós assay segítségével, az értékeket a kontroll százalékában 
adtuk meg (öt függetelen kísérlet átlaga ± SE). (B) A sejtmembrán sérülésének mérése LDH 
aktivitás meghatározásával. Az egyes értékeket a maximális LDH aktivitás százalékában 
adtuk meg, három kísérlet átlaga ± SE van feltüntetve. *P˂0,05; ***P˂0,001. (C) A sejteket 
8W10E+ elektródák felszínén növesztettük 3x104 sejt/lyuk sejtszámban, majd különböző 
koncentrációjú CSE kivonattal kezeltük, a kezelés ideje alatt ECIS készülék segítségével 2 
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percenként 4000 Hz frekvencián mértük az ellenállást. A rezisztencia értékeket a kezdeti 
időpontra normalizálva tüntettük fel (három minta átlaga ± SD). (D) A JC-1 festék vörös/zöld 
fluoreszcencia arányának csökkenése a mitokondriális membrán depolarizációját jelzi (tíz 
kísérlet átlaga ± SE). ***P˂0,001.  
 

Jelentős AIF transzlokációt a legmagasabb koncentrációknál sem tapasztaltunk, az 

AIF nagyrészt sejtmagon kívüli lokalizációt mutatott, és AIF transzlokáció nem volt 

kimutatható (12. ábra). 

 

12. ábra AIF lokalizációja cigarettafüst kivonattal kezelt A549 sejtekben 
A549 sejteket 24 óráig kezeltünk cigarettafüst kivonattal a megadott koncentrációkban, majd 
az AIF-et (zöld) immunfluoreszcenciával jelöltük, a sejtmagokat propidium-jodiddal (vörös) 
festettük. A hisztogramok mutatják a fluoreszcencia intenzitás eloszlását a képeken jelölt 
sávok mentén. 
 

6.1.2. CSE kezelés hatása a PAR akkumulációra 

Ahhoz, hogy a PARP-1 mint elsődleges PAR szintetizáló enzim, valamint a PARG 

mint elsődleges PAR lebontó enzim szerepét tisztázzuk a CSE által kiváltott sejthalálban, 

olyan A549 sejteket használtunk, melyekben lentivirális rendszerrel stabilan csendesítettük 

ezen enzimeket (shPARP-1 illetve shPARG sejtvonalak) (Erdélyi et al., 2009). A kontroll 

vektort tartalmazó A549 sejtekben CSE hatására kismértékű PAR akkumuláció mutatható ki 

immunfluoreszcenciával, míg a PARP-1 csendesített sejtekben - a várakozásnak megfelelően 

- PAR nem detektálható (13. ábra). PARG csendesítés esetén erőteljesebb a PAR 

akkumuláció, és kisebb CSE koncentráció esetén is detektálható. Az immunfluoreszcens 

festés specificitásának igazolására egy specifikus PARP gátlószert, a PJ34-et alkalmaztuk, 

mely gátolta a polimer képződést a CSE kezelés során. Western blot technikával is 

megerősítettük az immunfluoreszcenciával kapott eredményeket (13. ábra B), bár ez utóbbi 
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módszer esetén (a módszer érzékenyebb voltának köszönhetően) kismértékű PAR szignál a 

PARP-1 csendesített sejtekben is jelen volt, jelezve, hogy a csendesítés hatékonysága nem 

100%.  

 

 
13. ábra PAR akkumuláció CSE kezelés hatására A549 sejtekben 
(A) Kontroll A549, shPARP-1 illetve shPARG sejteket fedőlemezen növesztettünk, majd a 
megadott koncentrációjú cigarettafüst kivonattal kezeltük 30 percig. A PAR (zöld) jelenlétét 
specifikus antitesttel mutattuk ki, a magokat (kék) DAPI-val festettük. (B) Kontroll A549, 
shPARP-1 illetve shPARG sejteket 6 lyukú tenyésztőedényben növesztettünk, majd 
cigarettafüst kivonattal kezeltük 30 percig az ábrán jelölt koncentrációkban. A PAR 
akkumulációt Western blot segítségével mutattuk ki, endogén kontrollként β -aktint 
használtunk. 
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Az immunfestés és a Western blot eredményeiből levonható egyik fontos következtetés az, 

hogy a cigarettafüst kezelés a sejtekben aktiválja a PARP-1-et, ezáltal PAR képződést 

indukál, valamint hogy az A549 sejtekben megfelelően működik a PARG általi polimer 

lebontás. 

6.1.3. PARP-1 és PARG csendesítés hatásának vizsgálata a CSE által indukált sejthalálban 

Ezt követően az a kérdés vetődött fel, hogy a PARP-1 és a PARG szabályozza-e a 

CSE által kiváltott sejthalált. A CSE kezelés hatására bekövetkező morfológiai változásokat 

May-Grünwald-Giemsa festéssel vizsgáltuk.  

 

14. ábra PARP-1 és a PARG szerepe cigarettafüst kivonat által indukált sejthalálban 
(A) Kontroll A549, shPARP-1 illetve shPARG sejteket a megadott koncentrációjú 
cigarettafüst kivonattal kezeltük 24 óráig. A morfológiai változásokat May-Grünwald-Giemsa 
festéssel mutattuk ki. (B) 10 µM PJ34 előkezelést (30 perc) követően A549 sejteket 24 óráig 
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kezeltünk a megadott koncentrációjú cigarettafüst kivonattal. A viabilitás értékeket a 
kezeletlen kontroll %-ában adtuk meg. (C és D) Kontroll A549, shPARP-1 illetve shPARG 
sejteket 96 lyukú tenyésztőedényben növesztettünk, majd a megadott koncentrációjú 
cigarettafüst kivonattal kezeltük 24 óráig. A sejtek viabilitását MTT assay-vel (C), a 
sejtmembrán sérülését LDH assay (D) segítségével mértük. A grafikonokon 3 kísérlet átlaga ± 
SE van feltüntetve. *P˂0,05; **P˂0,01; ***P˂0,001.  
 

Alacsonyabb CSE koncentráció (5%) esetén az elsőként megfigyelhető morfológiai 

változás a sejtek megduzzadása és a citoplazma halvány festődése, ami a nekrózis vagy a 

nekroptózis egyik jellemzője. Nagy CSE koncentráció esetén (20%) a sejtek zöme felvált, a 

fedőlemezen letapadva maradók pedig kompakt morfológiát mutattak, de nem volt jele a 

sejtmag fragmentálódásának. Mindezen változások a PARP-1 és a PARG csendesítés esetén 

alacsonyabb CSE koncentrációnál mutatkoztak, azaz a csendesített sejtvonalak a kontroll 

sejtvonalhoz képest fokozott érzékenységet mutattak a kezelés során (14. ábra A).  

Ezzel összhangban az életképesség mérés során is azt tapasztaltuk, hogy a PJ34 

előkezelés, a PARP-1 és PARG csendesítés is fokozta a CSE sejtekre gyakorolt hatását. A 

felülúszóban mért LDH aktivitás szintén szignifikánsan magasabb volt mind az shPARP-1, 

mind az shPARG sejtvonalban, azaz nagyobb mértékben sérült a plazmamembrán integritása, 

fokozottabb mértékű a nekrózis (14. ábra B, C, D).  

 

 

15. ábra CSE kivonat hatására A549 sejtek klonogén aktivitására, PARP-1 és PARG 
befolyásoló szerepe 
30 percig kezeltük a sejteket a megadott koncentrációjú cigarettafüst kivonattal, majd 
sejttenyésztő médiumban 6 lyukú tenyésztőedényben tenyésztettük 10 napig. (A) A sejteket 
hematoxilinnal festettük, (B) a képződő kolóniák megszámolása után a klonogén aktivitást a 
kontroll százalékában adtuk meg (három párhuzamos átlaga ± SD).  
 

Következő lépésben azt kívántuk megvizsgálni, hogy a sejthalál fentebb leírt 

morfológiai és biokémiai jellemzői mellett a sejtek hosszú távú proliferációs kapacitása is 
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csökken-e. A klonogén assay eredményei szerint a CSE kezelés csökkentette a sejtek 

proliferációs képességét, és ez tovább csökkent a PARP-1 és a PARG csendesítéssel. Azt 

tapasztaltuk, hogy a PARG hiánya esetén nagyobb mértékű az érzékenyítő hatás (15. ábra). 

 

6.1.4. A PARP-1 és a PARG szerepe a CSE által kiváltott DNS károsodás javításában 

A PARiláció egyszálú DNS törések javításában betöltött központi szerepének 

ismeretében kézenfekvőnek tűnt azt feltételezni, hogy a PARP-1 és a PARG csendesítés 

érzékenyítő hatása a sejthalálban és a proliferáció gátlásban a DNS hibajavítás csökkent 

hatékonysága miatt tapasztalható. Hipotézisünket alkalikus comet assay segítségével 

igazoltuk. A CSE kezelés hatására keletkező DNS törések hatékonyan és viszonylag gyorsan 

javítódtak a kontroll A549 sejtvonalban, míg a PARP-1 és a PARG csendesített sejtekben a 

javítás hatékonysága szignifikánsan csökkent (16. ábra).  

 
16. ábra PARP-1 és PARG szerepe a CSE által kiváltott DNS törésben és annak javításában 
A549 sejteket 30 percig kezeltünk 10% CSE kivonattal, majd 1 órán keresztül regenerálódtak 
sejttenyésztő médiumban. Az egyszálú DNS töréseket alkalikus Comet assay segítségével 
detektáltuk. (A) Mikroszkópos felvételek a sérült DNS-ről etidium-bromiddal történő festést 
követően. (B) A DNS törés kvantitatív kiértékelése (150 sejt átlaga ± SD). ***P˂0,001.  
 

6.1.5. CSE kezelés hatására intracellulárisan képződő ROS mérése 

Felvetődött a kérdés, hogy a füstkivonat mely komponense indukál PAR képződést. A 

füstkivonat számos reaktív gyököt és nem gyök természetű alkotót tartalmaz, melyek DNS 

törést és PARP aktivációt okozhatnak. Ezen felül a CSE károsító hatására adott sejtválasz 

folyamán, intracellulárisan is képződhetnek reaktív oxigén gyökök. A sejtekben termelődő 

szuperoxidot szuperoxid-érzékeny fluoreszcens festékekkel, dihidroetidiummal illetve 
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MitoSOX Red-del detektáltuk. A mérések szerint a CSE-velt kezelt sejtekben idő-és 

koncentrációfüggő módon nőtt az intracellulárisan termelődő szuperoxid mennyisége (17. 

ábra). A MitoSOX Red vitális festésre is alkalmas, így mikroszkópos technikával is tudtuk 

igazolni a szuperoxid termelődést.  

 

 
17. ábra Intracelluláris szuperoxid termelődés A549 sejtekben CSE kezelés hatására 
(A) A sejtekben termelődő szuperoxid kimutatása fluoreszcens mikroszkópiával. A sejteket 
fedőlemezen növesztettük, majd az ábrán megadott koncentrációjú CSE kivonattal kezeltük 1, 
6, 24 és 48 óráig. A sejtekben termelődő szuperoxid oxidáló hatására a MitoSOX Red 
mitokondriális szuperoxid indikátor vörös fényt emittál. (B és C) Az A549 sejteket 96 lyukú 
tenyésztőedényben növesztettük 2x104 sejt/lyuk sejtszámban, majd 6 óráig kezeltük a 
megadott koncentrációjú cigarettafüst kivonattal. A sejtek mosása után két fluoreszcens 
próbával mértük a termelődő szuperoxid mennyiségét: (B) dihidroetidiummal és (C) 
MitoSOX Red-del. Három független kísérlet átlaga ± SE értékek szerepelnek a grafikonon. 
**P˂0,01; ***P˂0,001. 
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A festékek hozzáadása előtt a sejtekről eltávolítottuk a CSE-t, így a festékek oxidációját és a 

fluoreszcens jelet teljes mértékben a sejtekben, valószínűleg mitokondriálisan termelődő 

szuperoxid váltotta ki, nem pedig a füstkivonatban jelen lévő szuperoxid.  

 

6.1.6. Szuperoxid és hidrogén-peroxid szerepének vizsgálata a CSE által kiváltott PARP 

aktivációban és sejthalálban  

A füstkivonatban jelen lévő, illetve a sejtek által termelt ROS vegyületek közül valószínűleg a 

hidrogén-peroxidnak van központi szerepe a DNS törésben és a PARP-1 aktiválásában.  

Western blot analízissel kimutattuk, hogy a CSE által indukált PAR akkumulációt jelentős 

mértékben fokozta a szuperoxid dizmutáz, még kifejezettebb mértékben a sejtpermeábilis 

(PEG-gel konjugált) SOD. A kataláz jelenléte - akár natív, akár PEG-gel konjugált formában - 

viszont visszaszorította a PAR szintézist. A kataláz SOD jelenlétében is hatékonyan védett, és 

gátolta a SOD által okozott fokozott PAR szintézist (18. ábra A). A szuperoxid-dizmutáz 

jelenlétében tapasztalható PARP-1 aktivációt tehát a hidrogén-peroxid képződése okozza. Az 

életképességi vizsgálatok hasonló eredményt mutattak. A PARP inhibitor PJ34 és a SOD 

(különösen a PEG-gel konjugált forma) érzékenyítette a sejteket a CSE kezelés során, 

jelenlétükben szignifikánsan csökkent a sejtek viabilitása. Ezzel szemben a kataláz jelenléte 

védelmet nyújtott a CSE toxikus hatásával szemben (18. ábra B). 
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18. ábra Szuperoxid és hidrogén-peroxid szerepe a füstkivonat által indukált PARP 
aktivációban és a CSE toxicitásában 
(A) shPARG A549 sejteket 6 lyukú tenyésztőedényben növesztettünk, 30 percig előkezeltük 
PJ34-gyel (1 0  μM), SOD-dal (2 kU/ml), katalázzal (2 kU/ml), SOD és kataláz 
kombinációjával, PEG-SOD-dal (50 U/ml), PEG-katalázzal (1 kU/ml), illetve PEG-SOD és 
PEG-kataláz kombinációjával. Majd a sejteket 30 percig kezeltük 20% cigarettafüst 
kivonattal, és a PAR akkumulációt Western blot eljárással detektáltuk. Az ábra egy 
reprezentatív képet mutat be, a sávok intenzitását denzitometrálással kvantifikáltuk, a β-
aktinra normalizált értékeket (három független kísérlet átlaga ± SE) tüntettünk fel a 
grafikonon. (B) Az A549 sejtek életképességét az (A) részben leírt előkezelések és 24 órás 
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időtartamú CSE (10%) kezelést követően mértük. Három független kísérlet átlaga ± SE 
értékek szerepelnek a grafikonon. A kontroll sejtekkel összehasonlítva a CSE kezelés 
önmagában szignifikánsan csökkentette az életképességet (***P˂ 0,001). A PARP gátlószerrel 
és a gyökfogókkal előkezelt sejtek életképességét a CSE kezeléssel hasonlítottuk össze 
(#P˂0,05; ##P˂0,01; ###P˂0,001). 
 

 

6.2. Hidrogén-peroxid által indukált poli-ADP-riboziláció szabályozó szerepe az osteogén 

differenciáció során bekövetkező sejthalálban 

6.2.1. Chorionális mesenchymalis őssejtek (cMSC) fenotipizálása és funkcionális jellemzése 

 A placentából izolált sejtek fenotipizálását az ISCT (International Society for Cellular 

Therapy) ajánlása alapján végeztük. A mesenchymalis őssejtekre jellemző sejtfelszíni antigén 

mintázatot FACS analízis segítségével határoztuk meg. Az izolált cMSC sejtek nem 

hordoztak felszínükön vérképző ős- és elődsejtekre jellemző felszíni markert, endothel 

felszíni markert és trophoblaszt markert (CD45-, CD34-, vWF- és HLA-G-negatívak). 

Felszínükön jelen van viszont a CD73, CD90 és CD105. A cMSC sejtek felszíni markereinek 

vizsgálatát a 19. ábra mutatja be.  

 

19. ábra cMSC sejtek felszíni antigén mintázatának meghatározása áramlási citometriával 
A mesenchymalis őssejtekre jellemző sejtfelszíni antigének vizsgálatát FACS analízis 
segítségével végeztük. Az általunk vizsgált felszíni antigének: CD34, CD45, CD73, CD90, 
CD105, vWF, HLA-G.  A fluoreszcencia intenzitást BD FACS Calibur áramlási citométeren 
mértük FL2 csatornán, az adatokat BD Multiset software segítségével értékeltük.  
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 A cMSC sejtek osteogén irányú differenciációs képességét az extracelluláris kalcium 

depozíciót kimutató Alizarin Red S festéssel ellenőriztük. A sejteket 21 napig inkubáltuk 

osteogén differenciáló médiumban, melyben már 7 nap után detektálható az extracelluláris 

kalcium kiválasztás (20. ábra A). Az adipogén irányú differenciációt Oil Red O festéssel 

vizsgáltuk. A 21 napig tartó differenciáció alatt a sejtek a harmadik naptól kezdve egyre 

nagyobb mennyiségben lipidcseppeket halmoztak fel a citoplazmában (20. ábra B). A porc 

irányú differenciációt speciális V aljú tenyésztőedényekben, differenciáló médium 

jelenlétében végeztük. A sejtek már a differenciáció első napján gömb alakú struktúrát 

alakítottak ki. A differenciáció ellenőrzésére a porcgömbökből készített metszeteken DMMB  

festéssel mutattuk ki a chondrogenezis során szintetizálódott szulfatált glükózamino-

glikánokat (20. ábra C).  

 
20. ábra cMSC sejtek differenciációs képességének ellenőrzése 
(A) cMSC sejteket osteogén indukciós médiumban inkubáltunk, majd az extracelluláris 
kalcium depozíciót Alizarin Red S festéssel detektáltuk. (B) A sejtek az adipogén 
differenciáció során citoplazmatikus lipidcseppek felhalmozódása figyelhető meg, a lipidek 
kimutatására Oil Red O festést használtunk. (C) A chondrogén differenciáció során a sejtek 
háromdimenziós, gömb alakú struktúrába tömörülnek, az extracelluláris mátrixban 
felhalmozott szulfatált glükózamino-glikánokat a gömbökből készített metszeteken DMMB 
festéssel tettük láthatóvá. A C panel bal oldali részén a differenciáció első napján készült 
metszet látható. 
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6.2.2. Reaktív oxigén vegyületek (ROS) keletkezése szükséges a SAOS-2 sejtek csontirányú 

differenciációjához 

  A SAOS-2 sejtek a differenciáló médium hatására osteogén irányba differenciálódtak, 

melyet igazol az osteogén differenciációban szerepet játszó gének (Runx2, osterix, BMP2, 

osteopontin) expressziós szintjének emelkedése (21. ábra A), a Ca2+ felhalmozódás az 

extracelluláris mátrixban (19. ábra B), valamint az alkalikus foszfatáz aktivitásának 

emelkedése (21. ábra C). Az osteogén differenciációnak egyik érdekes velejárója volt a sejtek 

redox egyensúlyának változása. A differenciáció első két napján a sejtekben termelődő 

hidrogén-peroxid mennyisége kis mértékben, de szignifikánsan csökkent, a differenciáció 

későbbi időszakában pedig emelkedett (21. ábra D). Hasonló tendenciát figyelhettünk meg a 

lipidperoxidáció mértékének változása során is (21. ábra E). A gyökfogók jelenlétében végzett 

kísérletek azt mutatják, hogy ezen redox egyensúlybeli változásoknak funkcionális 

jelentőségük van a differenciáció során, és szabályozzák a differenciációt.  Redukált glutation 

vagy kataláz jelenléte szignifikánsan csökkentette az extracelluláris Ca2+ mennyiségét (21. 

ábra B). A kataláz koncentrációfüggő módon gátolta a differenciációt, mind az extracelluláris 

kalcium depozíció, mind az alkalikus foszfatáz aktivitását jelentős mértékben csökkentette 

(21. ábra C). Ezen kívül a csontirányú differenciációban szereplő marker gének expresszióját 

is csökkentette vagy késleltette az expresszió növekedését (21. ábra A). 
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21. ábra A csontirányú differenciáció redox szabályozása SAOS-2 sejtekben  
(A-C) SAOS-2 sejteket differenciációs médiumban inkubáltuk és vizsgáltuk a kataláz (1000 
U/ml CAT) hatását a differenciáció mértékére. (A) SAOS-2 sejteket 4 cm Ø 
tenyésztőedényekben növesztettük, a konfluens sejteket differenciáló médiumban inkubáltuk 
6 napig. A csontirányú differenciáció markergénjeinek (Runx2, BMP2, osteopontin, osterix) 
expresszióját real-time PCR segítségével határozuk meg, a grafikonok a GAPDH-ra 
normalizált értékeket mutatják be. (B) Az extracelluláris kalcium depozíció mértékét Alizarin 
Red S festéssel határoztuk meg. (C) Alkalikus foszfatáz (ALP) aktivitásának fluorimetriás 
meghatározása. (D) A differenciáció során termelődött hidrogén-peroxid mérése Amplex Red 
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próbával. (E) Lipidperoxidáció mértékének spektrofotometriás meghatározása TBARS assay 
segítségével. Három független kísérlet átlaga ± SE értékek szerepelnek a grafikonokon. 
*P˂0,05; **P˂0,01; ***P˂0,001 szignifikáns különbséget jelöl a nulladik napi mintákhoz 
viszonyítva; aP˂0,05; bP˂0,01; cP˂0,001 szignifikáns különbséget jelöl az adott napi 
differenciált mintákhoz (DIFF) viszonyítva.  
 

6.2.3. Az osteogén differenciáció során a PAR akkumuláció korrelációt mutat a ROS 

képződéssel 

A reaktív oxigén intermedierek DNS károsító hatásuk révén aktiválhatják a PARP-1 

enzimet. A PAR polimer akkumulációját Western blottal mutattuk ki a differenciáció során. A 

PAR szintje a differenciáció első két napján csökkent, ezt követően emelkedést mutatott (22. 

ábra A és B).   

 
22. ábra SAOS-2 sejtek csontirányú differenciációja termelődő hidrogén-peroxid poli(ADP-
ribóz) szintézist indukál 
(A és B) SAOS-2 sejteket 4 cm Ø tenyésztőedényekben növesztettük, a konfluens sejteket 
differenciáló médiumban inkubáltuk 6 napig. A PAR akkumulációt Western blot segítségével 
detektáltuk (A). A sávok intenzitását denzitometrálással kvantifikáltuk, a β -aktinra 
normalizált értékeket (három független kísérlet átlaga ± SE) tüntettünk fel a grafikonon (B). 
*P˂0,05; **P˂0,01 szignifikáns különbséget jelöl a nulladik napi mintákhoz viszonyítva; 
aP˂0,05; bP˂0,01szignifikáns különbséget jelöl az adott napi differenciált mintákhoz (DIFF) 
viszonyítva. (C) Lineáris regressziós elemzés alapján mutatott korreláció a poli(ADP-ribóz) 
mennyisége és a hidrogén-peroxid termelődés és a TBARS értékek között.   
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A PAR szint változásának tendenciája hasonló volt a hidrogén-peroxid termelődésben 

megfigyelt változásokhoz, ami ok-okozati összefüggésre utalhat. A lineáris regressziós 

analízis alapján korreláció mutathatóki a PAR és a hidrogén-peroxid termelődés (R=0,78), 

valamint a PAR és a TBARS értékek (R=0,76) között (22. ábra C). Kataláz jelenlétében a 

PAR szint emelkedése időben eltolódott, a differenciáció során csak később volt kimutatható 

nagyobb mennyiségben (22. ábra A és B). 

6.2.4. A differenciáció során keletkező hidrogén-peroxidnak szerepe van a sejthalálban 

A differenciáció során jelentős mértékű sejtpusztulás figyelhető meg, mely a 

differenciáció második napján kezdődik és mértéke fokozatosan nő a differenciáció hatodik 

napjáig (23. ábra).  Hoechst/propidium-jodid festéssel kromatin kondenzáció, Annexin 

V/propidium-jodid festéssel foszfatidil-szerin externalizáció mutatható ki, mely alapján a 

sejthalál formája leginkább apoptózis. Az apoptotikus sejtek mellett a propidium-jodid 

felvételt mutató nekrotikus sejtek száma is jelentős mértékben nőtt a differenciáció 

előrehaladtával (23. ábra A-D). Apoptózis során a PARP-1-et a kaszpáz-3 vagy -7 hasítja, a 

hasított PARP megjelenését is detektálni tudtuk Western blottal (23. ábra E). Az általános 

kaszpázgátló (z-VAD-fmk) csak részben csökkentette a sejthalál mértékét, jelenlétében a 

sejthalál formája inkább a nekrózis felé tolódott el (23. ábra B-D). A redukált glutation és a 

kataláz szignifikánsan növelte a sejtek életképességét a differenciáció során, csökkentették 

mind az apoptózis, mind a nekrózis mértékét (23. ábra B-D), kataláz jelenlétében pedig 

minimális mennyiségű hasított PARP volt csak detektálható (23. ábra E). 
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23. ábra A SAOS-2 sejtekben apoptózis és nekrózis indukálódik a differenciáció során 
(A) Sejthalál detektálása differenciálódó SAOS-2 sejtekben Hoechst 33342/propidium-jodid 
festéssel. (B-D) Annexin V/propidium-jodid detektálása áramlási citometriával, a sejthalál 
jellemzése differenciálódó sejtekben kataláz, redukált glutation és z-VAD-fmk jelenlétében. 
Az Annexin V és propidium-jodid negativitást mutató sejteket tekintettük élő sejteknek (B), 
az Annexin V pozitivitást mutató (propidium-jodid pozitív vagy negatív) sejteket tekintettük 
apoptotikus sejteknek (C) és a propidium-jodid felvételt mutató Annexin V negatív sejteket 
tekintettük nekrotikus sejteknek (D). Három független kísérlet átlaga ± SE értékek 
szerepelnek a grafikonokon. *P˂0,05; **P˂0,01; ***P˂0,001 szignifikáns különbséget jelöl a 
nulladik napi mintákhoz viszonyítva; aP˂0,05; bP˂0,01; cP˂0,001 szignifikáns különbséget 
jelöl az adott napi differenciált mintákhoz (DIFF) viszonyítva.  
 
 

6.2.5. A PARP-1 és a PARG stabil csendesítése SAOS-2 sejtekben 

 Eddigi megfigyelésünk alapján a hidrogén-peroxid termelődésnek és a redox 

egyensúlynak fontos szerepe van az osteogén differenciációban. Ismert továbbá, hogy a 

PARP-1 enzim és a PARiláció központi szerepet játszik különböző sejthalál folyamatokban. 

Így feltételezhető, hogy a PARP-1 enzimnek szabályozó szerepe lehet a differenciáció során 

bekövetkező sejthalálban. Ennek vizsgálatára a PARP-1 és PARG enzimeket stabilan 

csendesítettük SAOS-2 sejtvonalban. Az így létrehozott shPARP-1, shPARG valamint 

kontroll (CTL, csendesítő szekvenciát nem hordozó) sejtvonalakban a PARP-1 illetve a 
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PARG mRNS szintjét real-time PCR módszerrel határoztuk meg. A kontroll (CTL) sejtekben 

a PARP-1 és a PARG expressziója nem különbözött a SAOS-2 sejtvonalban mért értékektől. 

A PARP-1 mRNS mennyisége az shPARP-1 sejtvonalban a kontroll sejtek értékéhez 

viszonyítva a felére csökkent (24. ábra A). A csendesítés hatékonyságának növelésére tett 

próbálkozásaink során a sejtek életképessége drasztikusan csökkent, a PARP-1 enzim 

jelenléte SAOS-2 sejtekben nélkülözhetetlen az életképességhez.  A PARG csendesítés esetén 

nagyobb hatékonyságot sikerült elérnünk, a sejtek proliferációs képességének megtartása 

mellett (24. ábra B panel). Más közlésekkel összhangban (Erdélyi et al., 2009) a PARG 

mRNS szintje kismértékben megemelkedett a PARP-1 csendesített sejtekben a kontroll 

sejtvonalhoz képest, ez mutatja, hogy a két enzim befolyásolja egymás expresszióját. A 

PARP-1 csendesítés hatékonyságát Western blottal is ellenőriztük (24. ábra C). A sejtek 

funkcionális jellemzéséhez 10 perc hidrogén-peroxid kezelést, majd 30 perc regenerációt 

követően PAR akkumulációt detektáltunk immuncitokémiával (24. ábra D) és Western blot 

technikával (24. ábra E). A PARP-1 csendesített sejtekben hidrogén-peroxid kezelés hatására 

szignifikánsan kevesebb PAR detektálható immunfestéssel és Western blottal is. A PARG 

csendesített sejtekben a polimerek lebontása szenved zavart, 30 perc után is jelentős 

mennyiségű polimer detektálható. 
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24. ábra PARP-1 illetve PARG csendesített SAOS-2 sejtvonalak létrehozása és jellemzése  
SAOS-2 sejtekben lentivirális rendszerrel stabilan csendesítettük a PARP-1 és a PARG 
enzimet. Az így létrehozott shPARP-1 illetve shPARG sejtvonalakban qPCR segítségével 
meghatároztuk a PARP-1 és a PARG mRNS szintjét (A és B), Western blot módszerrel a 
PARP-1 fehérjeszinjét (C). A sejtek funkcionális jellemzéséhez 10 perc hidrogén-peroxid 
kezelést, majd 30 perc regenerációt követően PAR akkumulációt detektáltunk 
immuncitokémia (D) és Western blot technikával (E). *P˂0,05; ***P˂0,001 szignifikáns 
különbséget jelöl a kezeletlen mintákhoz viszonyítva; aP˂0,05; bP˂0,01; szignifikáns 
különbséget jelöl a 10 perces hidrogén-peroxid kezelést kapott mintákhoz viszonyítva. 
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6.2.6. A PARP-1 és a PARG szabályozza a SAOS-2 sejtek csontirányú differenciációját 

 A PARP-1 és a PARG csendesítés hatására módosult a PAR akkumuláció mintázata a 

SAOS-2 sejtek csontirányú differenciációja során (25. ábra A). Mindhárom sejtvonalban 

megfigyelhető volt az extracelluláris kalcium depozíció, az ALP aktivitás fokozódása, de a 

változások különböző mértékben és más kinetikával zajlottak le (25. ábra B-D). A kontroll 

sejtvonalhoz képest a PARP-1 csendesített sejtekben később indul meg a mineralizáció, 

kisebb a kalcium depozíció mértéke (25. ábra B és C). Az ALP aktivitás mindkét csendesített 

vonalban kisebb, mint a kontroll sejtvonalban mért értékek (25. ábra D). 

 

25. ábra PARP-1 és PARG csendesítés hatása SAOS-2 sejtek osteogén differenciációjára 
CTL, shPARP-1 és shPARG SAOS sejtekben osteogén differenciációt indukáltunk. (A) 
Western blot technikával mutattuk ki a poli(ADP-ribóz) polimer szintjének változását a 
differenciáció során. (B) Extracelluláris kalcium depozíció kimutatása Alizarin Red S 
festéssel. (C) A kalcium depozíció kvantitatív meghatározása Alizarin Red S cetylpiridinium-
kloriddal történő visszaoldásával. (D) Alkalikus foszfatáz (ALP) aktivitás mérése a 
differenciáció során. *P˂0,05; **P˂0,01; ***P˂0,001 szignifikáns különbséget jelöl a 
nulladik napi mintákhoz viszonyítva; aP˂0,05; bP˂0,01; cP˂0,001 szignifikáns különbséget 
jelöl a kontroll sejtekhez (CTL) viszonyítva.    
 
 
A PARP-1 és a PARG csendesítés az osteogén differenciáció markergénjeinek expresszióját 

is befolyásolta. A szabályozó szerepet betöltő Runx2 és az osterix mRNS szintje a 

csendesített vonalakban nem mutatott jelentős eltérést a kontroll sejtvonalhoz képest. A 
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BMP2 és az osteopontin esetén ennek az ellenkezőjét tapasztaltuk, a PARP-1 és a PARG 

csendesített sejtekben is nőtt az expressziójuk (26. ábra).    

 

 
26. ábra Az osteogén differenciáció markergénjeinek expressziója PARP-1 és PARG 
csendesített SAOS-2 sejtekben 
A sejteket 6 napig differenciáló médiumban inkubáltuk. Az osteogén differenciáció 
markergénjeinek (Runx2, osterix, osteopontin, BMP2) mRNS szintjét qPCR technikával 
határoztuk meg, endogén kontrollként GAPDH-t használtunk. *P˂0,05; **P˂0,01; 
szignifikáns különbséget jelöl a nulladik napi mintákhoz viszonyítva; aP˂0,05; bP˂0,01; 
szignifikáns különbséget jelöl a kontroll sejtekhez (CTL) viszonyítva. 
 

6.2.7. A poli-ADP-riboziláció szabályozza a csontirányú differenciáció során bekövetkező 

sejthalált SAOS-2 sejtekben és mesenchymalis őssejtekben 

 A PARP-1 és PARG csendesítés SAOS-2 sejtekben a differenciáció során 

bekövetkező sejthalálra is hatással volt. A PARP-1 csendesített sejtek életképessége 

szignifikánsan nagyobb volt a differenciáció során, mint a kontroll sejteké, azaz a PARP-1 

hiányában csökkent a differenciáció és az ehhez kapcsolt sejthalál (apoptózis és nekrózis) 

mértéke. A PARG csendesítés ezzel ellentétben csökkentette az életképességet a 

differenciáció alatt, emellett a sejthalál formáját a nekrózis felé tolta (27. ábra A-C). A 

géncsendesítés apoptózisra tett fent leírt hatását a hasított PARP megjelenésének mintázata is 
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alátámasztja. A PARP-1 csendesített sejtekben csak a differenciáció hatodik napján jelent 

meg a hasított PARP detektálható mennyiségben. A PARG csendesített sejtek esetén bár a 

harmadik napon nagyobb volt a mennyisége, mint a kontroll sejtekben, de a kontroll sejtektől 

eltérően a differenciáció előrehaladtával fokozatosan csökkenő tendenciát mutatott (27. ábra 

D).  

 
27. ábra PARP-1 és PARG csendesítés hatása a differenciáció során bekövetkező sejthalálra 
SAOS-2 sejtekben  
Kontroll, PARP-1 csendesített és PARG csendesített sejteket osteogén differenciáló 
médiumban inkubáltunk. (A-C) A sejthalál mértékét Annexin V/propidium-jodid festést 
követően áramlási citometriával határoztuk meg. Az Annexin V és propidium-jodid 
negativitást mutató sejteket tekintettük élő sejteknek (A), az Annexin V pozitivitást mutató 
(propidium-jodid pozitív vagy negatív) sejteket tekintettük apoptotikus sejteknek (B) és a 
propidium-jodid felvételt mutató Annexin V negatív sejteket tekintettük nekrotikus sejteknek 
(C). A grafikonon 3 független kísérlet átlaga±SE szerepel. *P˂0,05; **P˂0,01; ***P˂0,001 
szignifikáns különbséget jelöl a nulladik napi mintákhoz viszonyítva; aP˂0,05; bP˂0,01; 
cP˂0,001 szignifikáns különbséget jelöl a kontroll sejtekhez (CTL) viszonyítva. (D) Hasított 
PARP detektálása Western blot technikával a differenciáció 3-6 napjain SAOS-2 CTL, 
shPARP-1 és shPARG sejtekben.  
 

 

Humán chorionális mesenchymalis őssejteken (cMSC) szintén vizsgáltuk a hidrogén-

peroxid által indukált PARiláció szerepét a csontirányú differenciáció során bekövetkező 

sejthalálban. A SAOS-2 sejtekhez hasonlóan a cMSC sejtek viabilitása is csökken a 

differenciáció során, apoptotikus és nekrotikus sejtek megjelenése mutatható ki.  
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28. ábra Hidrogén-peroxid által indukált PARiláció szabályozza a cMSC sejtek 
differenciációját és a differenciáció során bekövetkező sejthalált  
Két különböző donorból izolált cMSC sejtkultúrát (cMSC1 és cMSC2) osteogén differenciáló 
médiumban inkubáltunk hét napig. (A) Kalcium depozíció kvantitatív meghatározása Alizarin 
Red S festéssel. (B-D) A sejthalál mértékét Annexin V/propidium-jodid festést követően a 
korábban leírtak szerint áramlási citometriával határoztuk meg. A grafikonon 3 független 
kísérlet átlaga±SE szerepel. ##P˂0,01 szignifikáns különbséget jelöl a kontroll sejtekben a 
nulladik napi kontrollhoz viszonyítva *P˂0,05; **P˂0,01; ***P˂0,001 szignifikáns 
különbséget jelöl az adott napi kontroll mintákhoz viszonyítva; aP˂0,05; bP˂0,01; cP˂0,001 
szignifikáns különbséget jelöl az adott napi differenciált mintákhoz (DIFF) viszonyítva. 
 
 
Ezen sejtek esetén szintén katalázzal gátolható, hodrogén-peroxid-függő sejthalálról 

beszélhetünk. Kataláz, valamint 5 µM PJ34 specifikus PARP-1 inhibitor jelenlétében 

csökkent mértékű kalcium depozíció mutatható ki.  A SAOS-2 sejtektől eltérően azonban az 

őssejtekben a PJ34 jelenlétében fokozódott az apoptózis mértéke. A cMSC sejteken végzett 

kísérleteket a 28. ábra foglalja össze. 
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7. DISZKUSSZIÓ 

7.1. A poli-ADP-riboziláció szabályozó szerepe a cigarettafüst által kiváltott sejthalálban 

A dohányzás általános oxidatív stresszt kiváltó hatása révén szinte az egész szervezet 

működésére hat. A dohányfüstnek az emberi szervezetre gyakorolt káros hatásait, az általa 

okozott betegségeket részletesen jellemzi nagyon sok tanulmány. Legtöbb közlemény a 

cigarettafüst által okozott sejthalált, a gyulladásos folyamatokat, a DNS károsodást és az 

oxidatív stresszt vizsgálja, melyek együttesen vezetnek a dohányzás által okozott különböző 

betegségek kialakulásához. Nem tisztázott azonban, hogy a károsodott sejtekben milyen 

szabályozó folyamatok zajlanak le a sejtek túlélése vagy a sejthalál során. Az sem ismert 

pontosan, hogy ezekben a sejtekben hogyan működnek a túlélést segítő javítómechanizmusok, 

és hogy milyen sejthalál formát (apoptózis, nekrózis, autofágia) vált ki a cigarettafüst.  

Vizsgálataink során igazoltuk a cigarettafüst kivonat toxikus hatásait A549 tüdő 

epithel sejteken. A sejtek életképességét (11. ábra) és proliferációs kapacitását (15. ábra) a 

CSE kivonat idő- és koncentrációfüggő módon csökkentette. A sejthalál azonban szokatlan 

formában zajlik le, apoptotikus és nekrotikus jellegek is megfigyelhetőek. Alacsonyabb CSE 

koncentráció esetén (1,25-5%) a citoplazma duzzadása figyelhető meg, nekrotikus 

morfológiára emlékeztetve (14. ábra). Nagyobb CSE koncentrációk esetén a letapadva 

maradó sejtek kompakt, zsugorodott morfológiát mutatnak, de nem tapasztalható jelentős 

mértékű kromatin fragmentáció, és a tipikusan apoptózisra utaló kaszpáz aktivitás értéke sem 

nő (nem mutatott adat). Ellentmond az apoptotikus sejthalálnak az is, hogy magasabb CSE 

koncentráció jelentős sejtmembrán sérülést és LDH felszabadulást okoz (11. ábra). Az 

irodalomban is ellentmondásos eredményeket találunk a cigarettafüst által kiváltott sejthalál 

formáját tekintve, de mások is beszámoltak a cigarettafüst által okozott DNS károsodásról az 

apoptózis tipikus jelei nélkül (Liu et al., 2005). Felmerült az apoptózis indukáló faktor (AIF) 

szerepe a CSE által okozott sejthalálban és a parthanatos mint lehetséges sejthalál forma. 

Jelentős mértékű AIF transzlokációt a vizsgált kezelési idők esetén nem tudtunk kimutatni, 

így az AIF szerepe ebben a modellben kérdéses. Parthanatos során a DNS károsodás PAR 

szintézist indukál, a sejtmagból kijutó PAR a mitokondriumokban az AIF-hez kötődve váltja 

ki annak transzlokációját (Wang et al., 2011). A PAR szintézis tehát egy kulcsfontosságú 

esemény a parthanatos során, csakúgy mint más sejthalál formák esetén is,  így szerettük 

volna megvizsgálni a PARiláció szerepét a cigarettafüst által kiváltott sejthalálban. A PARP-1 

szerepét kevesen vizsgálták a CSE hatásainak tanulmányozása során, bár néhányan mutattak 

ki PARP aktivációt cigarettafüst kezelés hatására (Kamp et al., 2001; Csiszar et al., 2009; 
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Hageman et al., 1998). CSE kezelés hatására a mi modellünkben szintén PAR akkumulációt 

tudtunk detektálni (13. ábra), mely a PARP-1 aktivitásálódására utal (PARP-1 csendesített 

sejteken és PJ34 specifikus gátlószer jelenlétében a CSE nem indukál polimer szintézist). A 

PARiláció kettős szerepet tölthet be a sejthalál folyamatok szabályozásában (Erdélyi et al., 

2009; Virág et al., 2002). Kis mértékű DNS károsodás esetén elősegíti a DNS javítást és ezzel 

a sejt túlélését, nagy mértékű károsodás esetén viszont NAD+/ATP depléció révén nekrózist 

(Virág et al., 2002), vagy AIF transzlokáció kiváltása révén parthanatost indukálhat (David et 

al., 2009).  A CSE által okozott sejtkárosodásban a PARP aktiváció túlélést segítő szerepe 

igazolódott, a CSE még a legmagasabb koncentrációban sem okozott olyan mértékű 

javíthatatlan károsodást, mely a PARP-1 túlzott aktivációjához vezetett volna.  Ezek alapján 

A549 sejtekben a cigarettafüst hatására bekövetkező sejthalálban a parthanatos valószínűleg 

nem játszik fontos szerepet.  

A PARiláció megfelelő egyensúlyának túlélést segítő szerepét mutatja, hogy a PARP-

1 és a PARG csendesített sejtek esetén a kontroll sejtekhez képest kisebb az életképesség (14. 

ábra), a proliferációs kapacitás (15. ábra) és a DNS hibajavítás hatékonysága (16. ábra). 

Látszólag ellentmondásos módon a PAR szintézisét és lebontását végző két enzim 

csendesítése hasonló hatást eredményezett, mely összhangban van más kutatócsoportok 

megfigyeléseivel (Fisher et al., 2007; Erdélyi et al., 2009). A hatékony DNS hibajavításhoz 

ugyanis nemcsak a PAR szintézise, hanem annak lebontása, ezek megfelelő dinamikája, a 

PARP és a PARG összehangolt működése szükséges.  

Egyik célkitűzésünk volt, hogy a cigarettafüst mely komponensei okoznak DNS törést 

és ezen keresztül PARP-1 aktivációt. A PARP-1 leginkább egyszálú DNS törések hatására 

aktiválódik, az egyszálú DNS töréseket pedig leginkább ROS/RNS vegyületek és alkiláló 

ágensek okozzák. A cigarettafüst számos DNS károsító vegyületet tartalmaz, köztük 

policiklusos aromás szénhidrogéneket, nitrózaminokat, ROS/RNS vegyületeket és 

hidrokinonokat, mely utóbbiak redox reakciókban további szuperoxid, hidrogén-peroxid és 

hidroxil gyök képzéséhez járulnak hozzá (Aoshiba és Nagai, 2003; Church és Pryor, 1985). 

Más kutatási eredményekkel összhangban (Church és Pryor, 1985; Asami et al., 1997; 

Kinnula, 2005) a mi eredményeik is a ROS, különösen a szuperoxid és hidrogén-peroxid 

kiemelt szerepét mutatják a CSE által okozott sejtkárosító hatásokban. Többféle ROS 

detektálásra alkalmas fluoreszcens próbával kimutattuk a CSE kezelt sejtekben a ROS 

képződést a füstkivonat eltávolítását követően is. Maga a cigarettafüst is tartalmaz ROS 

vegyületeket, de egyéb oxidatív vegyületekkel történő kezeléstől eltérően a PAR akkumuláció 

csak hosszabb kezelési idő után (30-60 perc) volt detektálható.  Ez arra utal, hogy a ROS 
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termelés része a sejt stresszválaszának CSE kezelést követően. A mitokondriális membrán 

depolarizáció (11. ábra) és a MitoSOX Red mitokondriális szuperoxid indikátorral kapott 

eredmények (17. ábra) is a mitokondriális szuperoxid termelődést támasztják alá. Amplex Red 

assay segítségével intracelluláris hidrogén-peroxid termelődés is kimutatható volt CSE 

kezelés hatására. A kataláz jelenléte gátolta a PAR akkumulációt és fokozta a CSE kezelt 

sejtek életképességét, ezzel ellentétben a szuperoxid dizmutáz jelenlétében jelentős mértékben 

fokozódott a PAR akkumuláció és drasztikusan csökkent a viabilitás (18. ábra). Ez arra utal, 

hogy a szuperoxid átalakulása hidrogén-peroxiddá fokozza a DNS törést és ez által a PARP 

aktivációt. Habár a fluoreszcens ROS próbák megbízhatósága megkérdőjelezhető (Zielonka 

és Kalyanaraman, 2010), a SOD és CAT kezelés hatásai egyértelműen azt mutatják, hogy a 

szuperoxidnak és hidrogén-peroxidnak kulcsszerepe van a cigarettafüst által okozott DNS 

károsodásban és citotoxicitásban. A poli-ADP-riboziláció szerepét a cigarettafüst által okozott 

sejthalálban a 29. ábra foglalja össze.  

 

 
29. ábra A poli-ADP-riboziláció szerepe a cigarettafüst által okozott sejthalálban 
A cigarettafüstben jelen lévő és a stresszválasz során a sejtekben termelődő ROS 
kulcsszerepet játszik a DNS károsodásban és citotoxicitásban. A hatékony DNS 
hibajavításhoz, így a sejtek túléléséhez elengedhetetlen a PAR metabolizmus megfelelő 
működése. 
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7.2. Hidrogén-peroxid által indukált poli-ADP-riboziláció szabályozó szerepe az osteogén 

differenciáció során bekövetkező sejthalálban 

 A regeneratív orvoslásban előtérbe került az őssejtek szerepe, melyek multipotens 

jellegüknél fogva megfelelő stimulusok hatására különféle sejtekké képesek differenciálódni, 

elősegítve ezzel a szöveti regenerálódást. Felhasználásukhoz azonban elengedhetetlen a 

differenciációs folyamatok szabályozásának ismerete. Az osteogén differenciáció 

folyamatának és szabályozásának tanulmányozására az őssejtek mellett megfelelő modellt 

nyújtanak a SAOS-2 osteosarcoma sejtek, melyek differenciáló stimulusok hatására szintén 

képesek mineralizált extracelluláris mátrix struktúrák kialakítására.  

 A SAOS-2 sejtekben differenciáló médium hatására nőtt az osteogén differenciációban 

szerepet játszó gének (Runx2, osterix, BMP2, osteopontin) expressziós szintje és az alkalikus 

foszfatáz aktivitása, valamint a Ca2+ felhalmozódás mutatható ki az extracelluláris mátrixban 

(21. ábra). A differenciáció során a sejtekben hidrogén-peroxid képződését detektáltuk, 

melynek funkcionális jelentőségét az mutatja, hogy kataláz jelenlétében szignifikánsan 

csökkent az extracelluláris kalcium depozíció és az alkalikus foszfatáz aktivitás. A kataláz a 

csontirányú differenciációban szereplő marker gének expresszióját is csökkentette vagy 

késleltette az expresszió növekedését (21. ábra). A ROS osteogén differenciációban betöltött 

szerepét tekintve az ellentmondásos eredményeket találunk az irodalomban. Több 

munkacsoport a ROS vegyületek gátló hatását mutatta ki (Chen et al., 2008; Arai et al., 2007). 

Más vizsgálatok szerint a differenciáció során képződő ROS vegyületeknek pozitív 

szabályozó szerepük van a folyamatban. Kimutatták, hogy a NOX4 által termelt szuperoxid 

szabályozza a BMP2 expressziót és elősegíti a differenciációt (Mandal et al., 2011). A 

szuperoxid fokozta a kalcifikációt vaszkuláris simaizom sejtek osteogén differenciációja során 

(Sutra et al., 2008). Periodontális ligamentum eredetű fibroblasztokban a hidrogén-peroxid 

növelte a differenciációs kapacitást a csontspecifikus transzkripciós faktorok expressziójának 

fokozása révén (Choe et al., 2012). Az osteogén differenciáció során a ROS szintjének 

megemelkedése valószínűleg a NADPH oxidázok, főként a NOX4 és NOX2 működésével 

hozható összefüggésbe (Mandal et al., 2011; Lai et al., 2012). Chondrogén és adipogén 

differenciáció kapcsán szintén leírták a reaktív oxigénvegyületek szabályozó szerepét (Kim et 

al., 2010; Schröder et al., 2009), a redox szabályozás tehát többféle differenciálódási 

útvonalban szerepet kap. A redox szabályozás mibenlétéről azonban nem áll rendelkezésre 

információ, így feltételeztük és megvizsgáltuk a PARiláció lehetséges szerepét. 

 SAOS-2 sejtek osteogén differenciációja során PAR akkumulációt mutattunk ki. A 

képződő PAR mennyiségének változása hasonló volt a hidrogén-peroxid termelődésben 
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megfigyelt változásokkal, korreláció mutatható ki a PAR akkumuláció és a hidrogén-peroxid 

termelődés között (22. ábra). Kataláz jelenlétében a PAR szint emelkedése időben eltolódott, 

így a PARP aktivitást nagyrészt a differenciáció során a képződő hidrogén-peroxid váltotta ki.  

 Az osteogén differenciáció során a sejtek jelentős része elpusztul (Javed et al., 2010), 

amit mi is megfigyeltünk SAOS-2 és MSC kultúrákban. A foszfatidil-szerin externalizáció, a 

kromatin kondenzáció, a hasított PARP megjelenése és az általános kaszpáz gátló z-VAD-

fmk védő túlélést segítő hatása alapján a sejthalál formája döntően apoptózis, de megjelentek 

nekrotikus sejtek is (propidium-jodid felvétel) (23. ábra). Redukált glutation és kataláz 

jelenlétében nőtt a sejtek viabilitása, a sejthalált tehát feltehetőleg a hidrogén-peroxid 

indukálta. Mivel a hidrogén-peroxid termelődés és a PARiláció között közvetlen kapcsolat áll 

fenn, szerettük volna megvizsgálni a PARiláció szerepét az osteogén differenciációban. 

Ennek érdekében a PARP-1 és PARG enzimeket stabilan csendesítettük SAOS-2 

sejtvonalban. A hatékony PARP-1 csendesítés a sejtek életképességének drasztikus 

csökkenésével járt, így csak részleges, 50%-os hatékonyságú csendesítést sikerült elérnünk 

(24. ábra). A PARP-1 és a PARG csendesítése befolyásolta az extracelluláris kalcium 

depozíció mértékét, és az ALP aktivitást. Az shPARP-1 sejtekben később mutatható ki a 

mineralizáció a kontroll sejtvonalhoz képest, és csökken az ALP aktivitás is. Az shPARG 

sejtekben a nagyobb mértékű a kalcium depozíció, mint a kontroll sejtekben, de alacsonyabb 

az ALP aktivitás. (25. ábra). A szabályozó szerepet betöltő Runx2 és az osterix mRNS szintje 

a csendesített vonalakban nem mutatott jelentős eltérést a kontroll sejtvonalhoz képest. A 

BMP2 és az osteopontin expressziója fokozódott a PARG és kismértékben a PARP-1 

csendesített sejtekben is. A PARP-1 illetve a PARiláció szerepét leírták több transzkripciós 

faktor szabályozása esetén, de a Runx2 és az osteogén differenciációban szereplő egyéb 

transzkripciós faktorok esetén még nem vizsgálták a hatását.  

  A PARP-1 és a PARG sejthalálban betöltött szerepe alapján feltételezhető, hogy 

befolyásolja a csontirányú differenciáció során bekövetkező sejthalált is. Az shPARP-1 

sejtekben csökkent a differenciáció és az ehhez kapcsolt sejthalál (apoptózis és nekrózis) 

mértéke. A PARG csendesítés ezzel ellentétben csökkentette az életképességet a 

differenciáció alatt, emellett a sejthalál formáját a nekrózis felé tolta el (27. ábra). Tekintve a 

PARP-1 túlélést segítő szerepét enyhe oxidatív stressz során, ebben a modellben a kis 

mennyisében termelődő hidrogén-peroxid termelés alapján a PARP-1 hiányában fokozott 

sejtpusztulást feltételeztük. Ezzel szemben a PARP-1 ebben a folyamatban a sejtpusztulást 

segíti elő. A PARP-1 és PARG csendesítés ellentétes hatása alapján feltételezhető, hogy 

ebben a folyamatban sokkal összetetteb a szabályozási folyamat, és a PARP aktivitáson kívül 
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szerepet játszhatnak a fehérje-fehérje kölcsönhatások is. Mint ahogyan például az NF-κB 

aktiválása esetén sincs szükség a PARP-1 enzimatikus aktivitására, a kölcsönhatás fehérje-

fehérje interakció révén valósul meg (Hassa et al., 2001). 

 A ROS szerepét az osteogén differenciáció során humán chorionális mesenchymalis 

őssejteken (cMSC) is megerősítettük. Ezekben a sejtekben szintén katalázzal gátolható, 

hidrogén-peroxid függő sejthalált mutattunk ki. Így a hidrogén-peroxid az MSC sejtekben is 

szerepet játszik a differenciációt kísérő sejthalálban. A SAOS-2 sejtektől eltérően azonban az 

őssejtekben a PJ34 jelenlétében fokozódott az apoptózis mértéke, azaz a PARP-1 túlélést 

segítő hatását tapasztaltuk (28. ábra). A PARilációnak az osteogén differenciációban betöltött 

szerepét a 30. ábra mutatja be.  

 

30. ábra A poli-ADP-riboziláció szerepe a csontirányú differenciációban 
Az osteogén differenciáció során termelődő hidrogén-peroxid PARP aktivációt vált ki. A 
PARilációnak szabályozó szerepe van a differenciáció során bekövetkező sejthalálban. 
 
 

Munkacsoportunk később megjelent közleménye alapján világosabb kép rajzolódik ki 

a PARP-1 osteogén differenciációban betöltött szerepét illetően. Korábbi munkáink során a 

PJ34 specifikus PARP-1 inhibitort az irodalomban is elfogadott és széles körben alkalmazott 

koncentrációban használtuk. Az osteogén differenciációs modellben illetve az őssejtekben 

azonban valószínűleg egyéb folyamatokra is hatással volt, hisz a későbbi munkák során 

alkalmazott alacsonyabb (1 µM) koncentrációban nem volt ellentmondás a PARP-1 

csendesítéssel és a farmakológiai gátlással kapott eredmények között. A PARP-1 csendesítése 

és az inhibitorral kapott gátlás egyaránt a differenciáció és az annak során bekövetkező 

sejthalál mértékének csökkenését eredményezte. Sikerült kimutatni a PARP-1 és a p38 
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kölcsönhatását valamint a p38 PARP-1-függő aktivációját.  A p38 inhibitorok jelentős 

mértékben csökkentették a differenciáció hatásfokát és segítették a sejtek túlélését. A 

csontirányú differenciációban a sejthalál szabályozása tehát a PARP-1 – p38 útvonalon 

valósul meg (Robaszkiewitz et al., 2014). A csontirányú differenciáció során a ROS és a 

sejthalál fontosságát mások is igazolták, emellett kimutatták, hogy a nekrotikus és apoptotikus 

sejtek „kalcifikációs magként” funkcionálnak, a kalcium depozíció ezek körül indul meg. 

Nekrotikus sejtek vagy azok membránfrakciójának hozzáadása jelentős mértékben növelte a 

kalcium depozíció mértékét (Fujita et al., 2014). PAR polimerek osteogén differenciációban 

betöltött alapvető szerepét igazolja, hogy NMR spektroszkópiával PAR polimereket mutattak 

ki a csont extracelluláris mátrixában. Elméletük szerint a csontirányú differenciáció során a 

nekrotizáló sejtekből kiszabadul a sejtek tartalma, ezzel együtt a PAR az extracelluláris 

mátrixba kerül a fejlődő csontban. A PAR nagy affinitással kötődhet a kalciumhoz és a XII 

típusú kollagénhez, és polimer szerkezete révén ideális scaffold a mineralizáció során. 

Feltételezik, hogy patológiás kalcifikációs folyamatokban, például artériák elmeszesedésében 

hasonlóképpen zajlik le a folyamat (Chow et al., 2014).  

 Kísérleteink során a PARP-1 szerepét vizsgáltuk két teljesen eltérő folyamatban: a 

dohányfüst káros hatásaiban és a csontdifferenciációban. Mindkét folyamat esetén azt 

találtuk, hogy a PARiláció szabályozó szerepet tölt be. A PARiláció szerepét, fiziológiai és 

patofiziológiai jelentőségét számos biológiai folyamatban igazolták. Az általunk vizsgált 

folyamatok egy-egy újabb példát szolgáltatnak arra, hogy a PARP-1 és a PARiláció szerepe 

igen sokrétű, és amennyiben zavart szenved a PAR polimerek szintézise és lebontása, azaz 

felborul a PARiláció egyensúlya, az fiziológiás és patofiziológiás folyamatokat egyaránt 

módosíthat.   
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8. KONKLÚZIÓK 
 

A poli-ADP-riboziláció szabályozó szerepe a cigarettafüst által kiváltott sejthalálban 

1. A cigarettafüst toxikus hatású az A549 sejtekre. 

2. A PARP-1 és a PARG csendesítés is érzékenyíti a sejteket a dohányfüst citotoxikus 

hatásaira. 

3. PARP-1 és PARG hiányában csökken a DNS hibajavítás hatékonysága.  

4. A cigarettafüst kezelés A549 sejtekben intracelluláris ROS képződéshez vezet. 

5. Az intracelluláris ROS képződésnek kulcsszerepe van a dohányfüst toxikus hatásában. 

 

Hidrogén-peroxid által indukált poli-ADP-riboziláció szabályozó szerepe az osteogén 

differenciáció során bekövetkező sejthalálban 

1. A humán placentából izolált sejtek felszíni markereik alapján őssejt jellegűek és képesek 

osteogén, chondrogén és adipogén irányú differenciációra 

2. SAOS-2 sejtek osteogén differenciációja során hidrogén-peroxid termelődik, mely 

hozzájárul a sejthalál kiváltásához. 

3. A differenciáció során termelődő ROS PARP-1 aktivitást vált ki. 

4. A PARilációnak szerepe van az osteogén differenciáció során bekövetkező sejthalál 

szabályozásában. 
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11. ÖSSZEFOGLALÁS 
 A PARP-1 szerepet játszik a DNS hibajavításban, a genom integritásának 

fenntartásában, a sejtciklus ellenőrzésében, a transzkripció szabályozásában, a sejthalál 

útvonalak szabályozásában és számos egyéb folyamatban. Munkánk első részében a PARP-1 

szabályozó szerepét vizsgáltuk a dohányfüst által kiváltott sejthalálban. Vizsgálataink során 

igazoltuk a cigarettafüst kivonat toxikus hatásait A549 tüdő epithel sejteken. A sejtek 

életképességét és proliferációs kapacitását a CSE kivonat idő- és koncentrációfüggő módon 

csökkentette. A cigarettafüst által kiváltott sejthalál az apoptózis és a nekrózis jellemzőit is 

mutatja. CSE kezelés hatására PAR akkumulációt tudtunk detektálni, mely a PARP-1 

aktiválódására utal (PARP-1 csendesített sejteken és PJ34 specifikus gátlószer jelenlétében a 

CSE nem indukál polimer szintézist).  Kimutattuk, hogy mind a PARP-1, mind a PARG 

csendesítés érzékenyítette a sejteket a CSE toxikus hatásaival szemben. Az érzékenyítő hatás 

ezekben a sejtekben annak köszönhető, hogy a PARiláció egyensúlyának felborulása miatt 

csökken a DNS hibajavítás hatékonysága.  További vizsgálatainkban azt tapasztaltuk, hogy 

A549 sejtekben a dohányfüst kezelés intracelluláris ROS képződést indukál. A szuperoxid 

dizmutáz és kataláz jelenlétében végzett kísérletek azt bizonyítják, hogy a szuperoxidnak és 

hidrogén-peroxidnak kulcsszerepe van a cigarettafüst által okozott DNS károsodásban és 

citotoxicitásban.  

 Munkánk második részében sz osteogén differenciáció során bekövetkező sejthalálban 

vizsgáltuk a poli-ADP-riboziláció szerepét. SAOS-2 osteosarcoma sejtekben és humán 

chorionális mesenchymalis őssejtekben indukáltunk csontirányú differenciációt. Kimutattuk, 

hogy az osteogén differenciáció során a sejtekben kis mennyiségű hidrogén-peroxid 

termelődik, mely poli(ADP-ribóz) szintézist indukál. A képződő ROS szintje korrelációt 

mutat a PAR akkumuláció szintjével. Kataláz jelenléte gátolja a differenciálódási folyamatot, 

így a termelődő hidrogén-peroxid szükséges a differenciációhoz. A differenciáció során 

jelentős mértékű sejtpusztulás figyelhető meg, a sejthalál leginkább apoptotikus jellegű. 

PARP-1 és a PARG csendesített SAOS-2 sejtekben némiképp módosult a kalcium depozíció 

és az ALP aktivitás, és jelentős különbségek mutathatók ki a sejthalál mértékében. Ez arra 

utal, hogy a poli(ADP-ribóz) metabolizmus szabályozó szerepet játszik a csontirányú 

differenciáció során bekövetkező sejthalálban. 

 

Tárgyszavak: PARP-1, poli-ADP-riboziláció, ROS, dohányfüst (CSE), osteogén 

differenciáció, sejthalál 
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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 

SAOS-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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