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2. ROVIDITESEK

A nehézkesen magyarra fordithat6 kifejezések a listdban angolul szerepelnek

AFU: arbitary fluorescence unit
AIF: apoptézis indukalé faktor
AMC: aminometil-kumarin
AMPK: AMP aktivalt protein kindz
AP-2: Activating protein 2
ATM: ataxia-teleangiectasia gén fehérjeterméke
BER: baziskihasitdsi DNS-hibajavitas
CAMKIIS: kdlcium-kalmodulin-fiiggd protein kindz
116
CBP: CREB-kot6 fehérje
CDK: ciklin-fiiggd kinaz
CHAPS: 3-[(3—kolamidopropil)-dimetilammonium]-
1-propanszulfonat hidrat
CHS: kontakt hiperszenzitivitas
¢NOS: konstitutiv nitrogén-monoxid szintdz
CPM: percenkénti beiitésszdm
¢-PTIO: (karboxi-2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimida-
zolin-1-oxil-3-oxid)
DAF-2: 4,5-diaminofluoreszcein
DiOCq(3): 3,3 dihexiloxakarbocianin jodid
DLBCL: diffuz nagy B-sejtes limfoma
DMSO: dimetil-szulfoxid
DNA-PK: DNS-fiiggd protein kindz
DTT: ditiotreitol
ECL: enhanced chemiluminescence
EDTA: etilén-diamin-tetraacetat
ELISA: enzimhez kapcsolt immunszorbens
vizsgdlatok
eNOS: endotelidlis nitrogén-monoxid szintaz
ERK 1/2: extracellularis szigndl altal szabalyozott
kindz 1/2
FCS: fotalis borjisavé
GSH: redukalt glutation
*H-NAD": tricialt nikotinsavamid-adenin-dinukleotid

HE: hidroetidin

hnRNP: heterogén magi ribonukleoprotein

HR: homol6g rekombindcié

HTAB: hexadecil-trimetil-ammoénium-bromid

I/R: ischaemia-reperfiizié

ICAM-1: intercelluldris adhéziés molekula-1

IGF-I: inzulinszerti novekedési faktor

IL: interleukin

iNOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid szintdz

IP: immunprecipiticié

i.p.: intraperitonedlis

JNKT1: c-Jun-N-termindlis kindz 1

L-NAME: N°-nitro-l-arginin metilészter

L-NNMA: N°-monometil-l-arginin

LPS: lipopoliszacharid

MAPK: mitogén aktivalt protein kindz

MIP-1, MIP-2: makrofdg inflammatorikus

protein-1, -2

MMP: métrix metalloproteindz

MNNG: N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin

MOPS: 3-(N-morfolino)-propanszulfonsav

MPO: mieloperoxidaz

MRC: multiprotein replikdcids komplex

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetraz6lium-bromid

MYVP: {6 vault fehérje

NAC: N-acetilcisztein

NAD" : nikotinsavamid adenin dinukleotid

NF-xB: nukledris faktor kappa B

NHEJ: nem homolég rekombinéci6

NMDA: N-metil-D-aszpartat

nNOS: neurondlis nitrogén-monoxid szintdz

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintdz

PAR: poli(ADP-rib6z)

PARG: poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz



PARP: poli(ADP-rib6z) polimeraz

PI: propidium jodid

PKC: protein kinaz C

PMSF: fenil-metilszulfonil-fluorid

PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat

ROI: reaktiv oxigén intermedier

RNI: reaktiv nitrogén intermedier

SDS-PAGE: natrium dodecil-szulfat poliakrilamid
gélelektroforézis

SPARP: short PARP

STZ: sztreptozotocin

TBP: TATA binding protein

TCA: triklérecetsav

TIMP: szoveti metalloproteindz inhibitor
TMB: 3,3,5,5 -tetrametil-benzidin

TNFa: tumor nekrézis faktor o

TRF1: telomeric repeat binding factor-1
UIM: ubikvitin interakciés motivum

UVB sugirzas: ultraibolya B sugarzas
VEGTF: vaszkuldris endotelidlis novekedési faktor
vPARP: vault PARP

XRCC1: X-ray cross-complementing group 1



3. BEVEZETES
3.1. A poli(ADP-riboz) metabolizmus
3.1.1. A poli(ADP-riboz) polimerdz (PARP) enzimcsaldd

A PARP géncsaldd elsoként felfedezett tagja a PARP-1 [poli(ADP-rib6z) polimeraz-
1] (EC 2.4.2.30). Ez az enzim az egyik legnagyobb mennyiségii sejtmagi fehérje, mely a
nukleoplazmdban fordul eld. Sejtosztédaskor a centroszémdban és a kromoszémdkon
lokalizalodik, mérete 116 kDa. Széleskortien elterjedt és konzervalt enzim az eukaridtdk
kozott. Ennek ellenére eddig nem sikeriilt kimutatni Saccharomyces cerevisie-ben és
Schizosaccharomyces pombe-ban, illetve differencidlédott granulocitdkban. A legnagyobb
foki konzervaltsagot egy 50 aminosavbdl all6 PARP-ra jellemzd szekvencia (PARP
signature sequence) mutatja, mely a katalitikus doménben taldlhat6 és a gerincesek korében
csaknem azonos (Virdg és Szabd, 2002). A PARP-1-nek szdmos kolcsonhaté partnerét
azonositottdk: a PARP enzimcsaldd mds tagjai (PARP-1, PARP-2, PARP-3), hisztonok,
HMG (high mobility group) proteinek, centromer-kotd fehérjék, DNS-fiiggd protein kindz-
komplex alegységek, p300/CBP, Mediator alegységek, RNS polimeraz II, transzkripcids
faktorok, kindzok, stb. (Hassa és Hottiger, 2008).

A PARP-1 knockout (PARP—l'/') fibroblasztokban sikeriilt kimutatni tovabbi, bar
alacsony mértékii PARP aktivitast (Shieh és mtsai., 1998). Ez a felismerés vezetett a
tovabbi PARP izoformdk felfedezéséhez. Az izoformak megegyeznek a PARP katalitikus
domén jelenlétében, illetve a katalitikus domén jellemz0 szerkezetében.

Az sPARP (PARP-1b) molekulatomege 55 kDa, szekvencidja a PARP-1 katalitikus
doménjével egyezik meg. Az irodalom nem egységes abban, hogy az sPARP a PARP-1
alternativ splice varidnsa-e, vagy onallé gén terméke. Aktivacidjdhoz nem sziikséges DNS
torés. Azonban a genotoxikus stresszt kdvetden - eddig ismeretlen mddon - aktivalédik az
SPARP (Sallmann és mtsai., 2000).

A PARP-2 mérete 62 kDa és 40% homoldgiat mutat a PARP-1-gyel. Hidnyzik beldle
az automodifikdciés domén, azonban képes auto-poli-ADP-ribozilaciéra. Ez az enzim
rendelkezik egy SAP (scaffold-associated protein) motivummal, mely a kromoszémak AT-
gazdag, un. SAR (scaffold-attachment regions) régidihoz val6é kotddést segitik eld. Ezek a
régidk a transzkripciondlisan aktiv kromatinnal kapcsolatosak (Aravind és mtsai., 2000). A

PARP-2 részt vesz a DNS repair rendszerek (Schreiber és mtsai., 2002) és a centromerek



milkodésében (Saxena és mtsai., 2002). Mas vizsgélatok in vivo is bizonyitottak fontossagat
a DNS javitdsdban és az egyedfejlodésben (de Murcia és mtsai., 2003). A sejthaldlban
betoltott szerepe szovettipusonként eltérd lehet (Kofler és mtsai., 2006)

A PARP-3 molekulatomege 67 kDa, a centroszéméban lokalizalodik (Augustin és
mtsai., 2003). Szovetspecifikus expresszidt mutat, legnagyobb mennyiségben a vdzizomban
taldlhat6, mig a timuszban, a vékony- és a vastagbélben fordul eld legkisebb mennyiségben
(Urbanek és mtsai., 2002).

A vault PARP (VPARP, PARP-4) a legnagyobb méretiit PARP (192 kDa), egyarant
megtaldlhat a citoplazmdaban és a nukledris métrixban. A citoszolban ribonukleoprotein
partikulumokban (,,vault’-okban) és vVPARP pdélcikdkban taldlhaté (Kickhoefer és mitsai.,
1999; Liu és mtsai., 2004). A VPARP az ,f6 vault fehérjét” (MVP-t), képes poli-ADP-
ribozildlni. A sejtbeli VPARP egy része nukledris, illetve a mitotikus orséhoz lokalizalodik
(Kickhoefer és mtsai., 1999).

A tankiraz-1 (PARP-5a) a telomerek meghosszabbitdsaért felelds telomerazzal all
kapcsolatban (Smith és mtsai., 1998). A telomerekben és a mitotikus centroszémékban
helyezkedik el. Szerkezetére — a katalitikus doménen kiviill — 24 ankirinszerti ismétlédés
jellemz6, melyek fehérje-fehérje kolcsonhatdsok kozvetitésében jatszanak szerepet.
Ezekkel a motivumokkal kapcsolddik a tankirdz-1 a TRF1 (telomeric repeat binding factor-
1) fehérjéhez és képes annak poli-ADP-ribozildldsara. (Smith és mtsai., 1998, Smith és de
Lange, 2000). A C-termindlisan taldlhaté steril alfa motivum (SAM) a homo- és
heterodimerizaciot (tankirdz-2-vel) segiti el6 (Hassa és mtsai., 2006).

A tankiraz-2-t (PARP-5b) eredetileg a Golgival kapcsolatban 1évé fehérjeként
ismerték (Chi és Lodish, 2000; Lyons és mtsai., 2001), megtaldlhaté még ezen kiviil az
endoszémakban, a sejtmagban, a nukledris membranban és annak porusaiban, a
pericentrioldris métrixban és a telomerekben.

A Ti-PARP (PARP-7) 23.,78-tetraklorodibenzo-p-dioxinnal indukélhato,
molekulatomege 75 kDa. Nagyfoku hasonldsdgot mutat az RM1 és a TIL fehérjékkel,
melyek koziil az elobbi a memoria kialakuldsdban, az utébbi a tumort infiltrdlé aktivalt T

sejtekben indukalédik. (Ma és mtsai., 2001).



Ame és mtsai. (2004) in silico vizsgélatokkal 18 PARP fehérjét azonositottak,
azonban Otto és mtsai. (2005) szerint az Ame €s mtsai. altal kozolt PARP-5¢ csupédn a
tankiraz-2  (PARP-5b) génjének trunkdlt terméke, allélikus varidnsa, vagy
szekvenalasi/klénozasi hiba. Ezért Otto és mtsai. (2005) szerint a PARP enzimcsalad 17
tagbdl all. A fentieken kiviil djabb doméneket taldlhatunk a tovdbbi tagok esetében, a
leggyakoribb a WEE domén, mely a PARP-7;-11;-12;-13; és PARP-14 enzimekben fordul
eld, az ubikvitindlassal kapcsolatos fehérjékre jellemz6. A PARP-10 -ben ubikvitin
interakciés motivum (UIM) taldlhat6. A PARP-7, PARP-8 és a PARP-13 egy cink-ujjal
rendelkezik, mig a PARP-12 -ben 3 cink-ujj taldlhat6, amely nem azonos a PARP-1 és a
DNS-ligiz III cink-ujjaival. A PARP-10 és PARP-15 RNS felismerd motivuméval (RRM)

RNS-kotésre képes. Ez a motivum szamos RNS-kotd fehérjében megtaldlhaté [heterogén
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3.1.2. A poli(ADP-riboz) polimerdz 1 (PARP-1) szerkezete és mitkodése

A PARP-1 jellegzetesen modularis felépitésii. N-termindlisan taldljuk a DNS-koto
domént, melyben harom cink-k6td motivum (Langelier €s mtsai., 2007) és egy nukledris
lokalizacios szigndl helyezkedik el. A két N-termindlisan elhelyezkedd cink-ujj els6sorban
a DNS kotést szolgalja, mig a harmadik cink-koté motivum a PARP-1 dimerizécidjat segiti
eld (Langelier és mtsai., 2007). A DNS-kot6 doménban taldlhaté a kaszpdz-3 hasitohely
(C3), melynél az apoptotikus sejthaldl sordn kettéhasitédik a PARP-1. A DNS-koto
domént6l C-termindlis irdnyban az automodifikdciés domén taldlhat6, benne egy BRCT
motivummal, amely szdmos, a DNS hibajavitasban €s a sejtciklus ellendrzésében résztvevo
fehérjében eld6fordul. Szerepét foszforilacio-fiiggd fehérje-fehérje kolcsonhatdsokban
valdszintsitik (Glover és mtsai., 2004). A katalitikus domén a molekula C-terminalisan
talalhatd. Ennek részét képezi egy WGR domén, melyet konzervalt kozponti motivumardl
neveztek el (W/G/R). A katalitikus doménben talalhaté az 50 aminosavbdl 4ll6 (hPARP:
859-908), PARP-ra jellemzd szekvencia (PARP signature sequence), mely a gerincesek
korében csaknem azonos (Virdg és Szabd, 2002). Ez a szekvencia tartalmazza a NAD"
akceptorhelyeket, illetve a polimerszintézis inicializacidjdhoz, elongéicidjdhoz sziikséges,

valamint az eldgazasok kialakitasaért felelds aminosavakat (2. dbra).

DNS koto Automodifikdcids Katalitikus
domén domén domén
N(@n1)zn §&[ zn3)g(BRCT)g WeR J[ PARP )C
1 375 525 1014

C
Catalytic ~

€ Catalytic

2.abra A PARP-1 vdzlatos doménszerkezeti képe és a PARP-1 homodimer kapcsoloddsa
a harmadik cink-koto motivumon keresztiil (Langelier és mtsai., 2007)

A PARP adltal termelt poli(ADP-rib6z) (PAR) polimerek metabolizmusa egy teljes
szubsztratciklust alkot. Az aktivaciét kovetd polimerszintézis utidn, az automodifikdcid

kovetkeztében a PARP gdtolt éllapotba keriil. A polimereket a poli(ADP-rib6z)

-9.-



glikohidroldz (PARG), az ADP-ribozil hidroldz 3 (ARH3) és az ADP-ribozil protein lidz
enzimek tdvolitjdk el.

A PARP-1 fdleg egy- vagy kétszali DNS-torés hatdsara aktivalodik, de a DNS
meghajldsa is aktivalé hatdsu lehet (Gradwohl és mtsai., 1987; Sastry é€s Kun, 1990). A
PARP-1 homodimereket alkot és a DNS-torésekhez kapcsolddik, az N-termindlis cink-
ujjainak segitségével. Ez indukdlja a PARP-1 enzimatikus aktiviciéjat (de Murcia és
mtsai., 1994; de Murcia és de Murcia, 1994; Lindahl és mtsai., 1995; Schreiber és mtsai.,
1995; Burkle, 2001).

A PARP-1 esetében mds aktiviacios utat is leirtak. Primer patkdny neuronokban a
foszfolipiz C  aktivdcidja kovetkeztében megndvekvd inozitol-1,4,5-triszfoszfat
koncentracié hatdsdra bekovetkezd intracelluldris kdlcium koncentracié-ndvekedés vezet
PARP aktiviciéhoz (Homburg és mtsai., 2000).

A duplaszali DNS-en kiviil egyéb molekuldk is (poliaminok, Ca®*, Mg**, ATP)
pozitiv vagy negativ hatdssal lehetnek a PARP-1 katalitikus aktivitdsara. A fiziol6gids ATP
koncentraci6 szinte teljesen megakadalyozza a PARP-1 automodifikaciéjat (Kim és mtsai.,
2004), viszont a transz-ADP-ribozilaciéra nincs hatassal (Bauer és mtsai., 2005).

A PARP-1 miikodését a poli(ADP-ribdz) glikohidroldz (PARG) enzim kozvetleniil is
képes befolydsolni. A PARG katalitikus doménjén keresztiil kapcsolédni tud a PARP-1
automodifikaciés doménjével, ezdltal részlegesen géitolja annak aktivitasat (Keil és mtsai.,
2006).

Az aktivalt PARP 4ltal Kkatalizdlt enzimreakci6 a NAD® ADP-ribézra és
nikotinamidra torténd hasitdsaval kezdddik (NAD™ glikohidroldz 1épés), majd az ADP-
rib6z részt a PARP megfeleld akceptor fehérjék glutamét oldallancdhoz csatolja és elagazo,
néhiany PAR egységtdl akar 200 egységnyi hosszusagu polimereket szintetizdl (Virdg és
Szabd, 2002). Az ADP-rib6z egységeket glikozidos rib6z-rib6z kotésekkel kapcsolja ssze
(D’Amours és mtsai., 1999). A nem stimuldlt sejtekben dltaldban kis mennyiségii PAR
talalhaté (D’Amours és mtsai., 1999; Wielckens és mtsai., 1982; Bredehorst és mtsai.,
1978), mennyisége genotoxikus stressz és mitotikus stimulus hatdsara 10-500-szorosédra n6
(Ziegler és mtsai., 2000). Ennek sordn a sejt NAD" tartalma 5-15 perc alatt 10-20%-kal

csokken (Goldwin és mtsai., 1978). Mivel az ATP esszencidlis a NAD" -szintézishez, a
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fenti folyamat ATP depléci6hoz is vezet (D’ Amours és mtsai., 1999; Wielckens és mtsai.,
1982; Beredehorst és mtsai., 1978).

A poli-ADP-ribozilacionak tobb akceptorat azonositottdk, mint a hisztonok (Tanuma
€s mtsai., 1985; Nagale, 1995) a nukledris faktor kappa B (NF-xB), (Oliver és mitsai.,
1999), B-MYB (Cervellera és Salla, 2000), a DNS-fiiggd protein kindz (DNS-PK) (Ariumi
és mtsai., 1999), p53 (Kumari és mtsai., 1998). A PAR-ban taldlhaté negativ toltések
megvdltoztatjdk a PAR 4ltal médositott fehérje tulajdonsdgait. A hisztonokra keriild PAR
taszitja a DNS negativ toltésti foszfocsoportjait, ami a kromatinszerkezet fellazuldsahoz
vezet (Boulikas, 1990).

A poli-ADP-ribozilacié egyik legfontosabb akceptora maga a PARP-1. A PAR a
PARP-1 DNS kotd -, valamint automodifikdciés doménjére keriil (Desmarais és mtsai.,
1991), ami a PARP-1 enzimatikus gitlasidhoz, és a DNS-rdl torténd levildsdhoz vezet
(autoinhibicid) (Virdg és Szabd, 2002).

A genotoxikus stimulus hatdsdra termelddott PAR féléletideje egy perc koriil van,
mivel katabolizmusa igen gyors (Alvarez-Gonzalez €és mtsai., 1989), mig konstitutivan
jelen 1évé ADP-rib6z polimerek féléletideje ennél sokkal hosszabb: 7,7 6ra (Alvarez-
Gonzalez és mtsai., 1989; Alvarez-Gonzalez és mtsai., 1987).

A polimerek eltavolitdsaért elsésorban a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG)
enzim felelés. A PARG, bar kis mennyiségben van jelen a sejtekben, magas specifikus
aktivitdsa miatt képes a nagysdgrendekkel nagyobb mennyiségben 1évé PARP Adltal
szintetizalt PAR gyors lebontdsara (Jonsson és mtsai., 1988). Exo- és endoglikoziddzként is
mikodni (Brochu és mtsai., 1994). A PARG gétlisa, a PARP hiper-ADP-ribozilalt
allapotdhoz vezet, és kovetkezményesen a PARP gatlasat eredményezheti (Ying és
Swanson, 2000, Ying és mtsai.,, 2001). Nemrégiben fedezték fel, hogy az ADP-rib6z
polimerek katabolizmusdban az ADP-ribozil hidroldz 3 (ARH3) (Oka és mtsai., 2006)
enzim is részt vesz, azonban pontos szerepe még kevéssé ismert. A fehérjéhez kozvetleniil
kapcsolddo utolsd, un. proximalis ADP-ribdz egységet az ADP-ribozil protein lidz tdvolitja
el (Oka és mtsai., 1984).

A PARP aktivités sejtbeli szabdlyozdasa tobb szinten zajlik le. Erételjes, hosszan haté
genotoxikus stressz esetén a PARP mennyisége valtozik a sejtben, ezek transzkripcios és

poszttranszkripcids szabdlyozdsra utalnak (Bergeron és mtsai., 1997). A kutatdsok az Spl
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transzkripcios faktor szerepét vetették fel a PARP transzkripcigjaban (Bergeron és mitsai,
1997). A poszttranszlaciés modositdsok koziil ki kell emelniink az auto-poli-ADP-
ribozilaciot (Kawaichi és mtsai., 1981), illetve a protein kindz C (PKC) altali foszforilaciot
(Tanaka és mtsai., 1987, Bauer és mtsai., 1992, 1994). Az in vivo jelen 1évo allosztérikus
inhibitorok koziil a nikotinamid (a NAD" hasitdsi terméke), illetve a purinok a
legjelentdsebbek, melyek ischaemia sordn érhetnek el PARP gétldshoz elégséges szintet

(Virag és Szabo, 2001).

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

Tobb protein kindzrdl kimutattdk, hogy képes befolydsolni a PARP-1 aktivitdsat
fehérje-fehérje kolcsonhatds, vagy foszforilacié altal. A foszforilacié hatdsa egyarant lehet
aktivalo [ERK 1/2 (Kauppinen és mtsai., 2006), JNK1 (Zhang és mtsai., 2007), AMPK
(Walker és mtsai., 2006)], illetve gétlé [PKC (Tanaka és mtsai., 1987), DNA-PK (Ariumi
és mtsai., 1999)] hatésu.

Ariumi és mtsai. (1998) HTLV-1-gyel fertdzott T-sejtvonalakon kimutattdk a
PARP szerinen torténd foszforilacidjat in vivo. A PARP foszforildcigja nem fert6zott
sejtvonalakon nem volt megfigyelhetd, ezért feltételezhetd, hogy a kinaz a fert6zés hatdsara
indukdlodik. A foszforilaci6 nem befolydsolta a PARP aktivitdsat, sét apoptotikus
kaszpazok altali hasitdsat sem. Mértékét nem befolyasolta a DNS jelenléte, vagy hidnya
(Ariumi és mtsai., 1998).

A mitogén aktivalt protein kindzok (MAPK) koziil az extracellularis szignal altal
szabdlyozott kindz 2 (ERK2) Kauppinen és mtsai. (2006) szerint sziikséges a maximalis
PARP-aktivicibhoz. Rekombindns humin PARP enzimmel végzett vizsgédlataikban
alkalikus foszfatdzzal torténd inkubdcié hatdsara csokkent a PARP aktivitisa. A PARP
aktivitds ERK 1-gyel, vagy ERK 2-vel torténd inkubdcidval visszaallithat6 volt (Kauppinen
€s mtsai., 2006). Ez a jelenség magyardzatot adhat az ERK inhibitorok sejtpusztuldst
csokkentd hatdsaira ischaemia-reperfizidt kovetden (Alessandrini és mtsai., 1999).

A hidrogén-peroxid altal kivaltott nem apoptotikus sejthaldl f6 végrehajtoja a c-
Jun-N-termindlis kindz 1 (JNK1). Zhang és mtsai. (2007) eredményei szerint a folyamatban
bekovetkezd PARP-1 aktivicidé is a JNKI1 pozitiv szabdlyozdsa alatt 4ll, mivel a JNK1
gatlasdnak hatdsara jelentdsen csokkent a hidrogén-peroxid dltal indukalt PARP-aktivécid.

A fentieket aldtdmasztja a JNKI1 nukledris transzlokiciéja és kozvetlen fehérje-fehérje
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kolcsonhatds a JNK1 és a PARP-1 kozott; valamint az in vitro kindz assay —vel sikeriilt
kimutatni a PARP-1 JNK1 éltali foszforilacigjat. A JNK1 gatldsa nem befolydsolta a
kezdeti PARP-aktivaciét, viszont gitolta a PARP-1 hosszantartd aktivitidsat (Zhang és
mtsai., 2007). Andreone és mtsai. (2003) szerint a PARP-1 a JNK aktivacion keresztiil
moduldlja az AP-1 transzkripcios faktor (cJun és cFos éltal alkotott dimer) aktivitasat.

Az AMP-fiiggd protein kindz (AMPK) egy szerin/treonin specifikus protein
kindz. Aktivaciéja az AMP:ATP ardany megvéltozdsanak hatdsara kovetkezik be, célja az
energiaegyensuly helyredllitdsa, az ATP igényes folyamatok gatldsdval és az ATP szintézis
fokozasdval (Carling, 2004). Walker és mtsai. (2006) - intesztindlis epitél sejteken - fizikai
kolcsonhatést talaltak a PARP-1 és az AMPK kozott, valamint kimutattdk, hogy az AMPK
altali PARP-1 foszforil4ci6 fokozza a PARP-1 aktivitdsat.

A DNS-fiiggd protein kindz (DNA-PK) képes kozvetleniil kapcsolédni a PARP-1-
hez, ezdltal gitolni annak aktivitasat, illetve képes a PARP-1 DNS-fiiggd foszforil4cidjara
is. A DNA-PK PARP-gitl6 hatésa fiiggetlen annak foszforilaci6jatol, mivel a szerzOk ATP

hidnyédban is tapasztaltdk a gétl hatdst (Ariumi €s mtsai., 1999).

3.1.3.1. A protein kinaz C enzimcsalad

A protein kindz C enzimcsalddba szerin/treonin specifikus protein kindzok
tartoznak, melyek szdmos sejttipus kiilonb6z6 jelatviteli folyamataiban jatszanak szerepet.
Alapvetd szerepilk van példaul a sejtproliferacié, az apoptdzis és a citoszkeleton
atrendez0dés szabdlyozdsiban. Jelenleg 12 PKC izoenzimet ismeriink, melyeket
kofaktorigényiik alapjan hdrom alcsaladba sorolnak. Az egyes izoformdk eltérnek
aktivaciéjukban, szoveti megoszlasukban €s szubsztratspecificitdsukban. A PKC-k inaktiv
allapotban a citoplazmdban taldlhatok, aktivaci6juk sordn reverzibilisen membranhoz
kotédnek. Aktivalédasukhoz - alcsaladtol fiiggden - foszfatidil szerin, diacil-glicerol és
Ca2" sziikséges.

Tanaka és mtsai (1987) in vitro vizsgalataiban a PKC foszforildlta a PARP-1-et és
gatolta annak aktivitdsat. A szerzok két mdsik kindz hatdsat is megvizsgaltdk. A CAM-
kinaz II esetében a PKC-hez képest gyengébb jelet kaptak, mig a PKA esetében nem
mutattak ki PARP-1 foszforildciét. Bauer és mtsai. (1992) tisztitott PKCa és PKCP

segitségével in vitro vizsgaltdk a tisztitott PARP-1 foszforilacigjat. A foszforilaci6 a PARP
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aktivitdsdnak és DNS-kotésének gétldsat okozta, mig a PARP DNS-hez valé kotddése
gitolta a foszforilaciot. Bauer és mtsai. (2001) megvizsgdltdk a PARP-1 cdc-2 altali
foszforilacidjanak lehetdségét is. Ebben az esetben nem tapasztaltak foszforilacids jelet,
viszont a PARP-1 jelenléte jelentdsen fokozta a H1 hiszton cdc-2 altali foszforilacidjat.

Beckert és mtsai. (2006) a VEGF (vaszkuldris endotelidlis novekedési faktor)
expresszigjat vizsgaltadk HUVEC sejteken. Az IGF-1 (inzulinszerli novekedési faktor)
serkentette a VEGF expressziéjat, amit az ERK-1, a foszfatidil-3-inozitol kindz és protein
kinaz C gatloszerek megakadalyoztak, mig a PARP-1 gatldsa fokozta a VEGF expressziot.
Az IGF-I hatdsdra fokozodott a PARP-1 foszforildcidja és csokkent az aktivitdsa. A
gatloszerekkel végzett vizsgalatok alapjan a PARP foszforilacidjat a PKC végzi (Beckert és
mtsai., 2006).

3.2. A poli-ADP-ribozildcio biologia szerepe
3.2.1. A PARP szerepe a DNS hibajavitdsban

A PARP-pal kapcsolatos korai megfigyelések kozé tartozik, hogy a PARP
farmakoldgiai gétldsa érzékenyiti a sejteket a genotoxikus stresszre.

A DNS-torés hatasara automodifikdlédé PARP dimer levalik a DNS-r6l (Ferro és
mtsai., 1982), lehetové téve annak hozzaférhetdségét a javitdé enzimek szaméara. A PARP-1
automodifikdcidja egyarant gitolja a PARP-1 katalitikus aktivitdsat és mdodosithatja
fehérje-fehérje interakciokban val6 részvételét (D’ Amours és mtsai., 1999).

A fenti eredményeket magyarazza, hogy a PARP-1 kapcsolatban all a baziskihasitasi
DNS-hibajavité rendszerrel (BER — base excision repair). A BER-nek kétféle tutvonala
létezik. Amennyiben csak egy bazis helyettesitésérdl van szd, akkor ,,short patch repair”-
rdl, tobb (10-15) egymads utdni nukleotid cseréje esetén pedig ,Jlong patch repair’-rol
beszéliink. Emlds szervezetekre a short patch repair jellemzoébb, a long patch repair akkor
aktivalédik, amikor a short patch repair elakad. A PARP-17" egerekb8l szdrmazd
fibroblasztok estében a PARP-1 fehérje hidnya és a PARP aktivitds jelentds csokkenése
elsOsorban a long patch repair-t érintette, azonban jelentdsen, 50%-kal csokkentette a short
patch repair-t is (Dantzer és mtsai, 2000). Ezzel szemben Vodenicharov és mtsai. (2000) a
hibajavitasi képességben nem taldltak kiilonbséget rontgensugarzasnak Kkitett, illetve
MNNG-vel kezelt PARP-1 ** és PARP-1 7 primer sejtek vizsgalatakor. Soldatenkov és

Smulson (2000) szerint a PARP gétlds nem inaktivdlja a BER-t, mindossze lassitja

-14 -



beinduldsat. A kései beindulds oka lehet, hogy a PARP kolcsonhat a BER-ben résztvevo
fehérjék egy részével. Parsons és mtsai. (2005) ugy gondoljdk, hogy ha a sejt
javitokapacitasit meghaladé szdmu egyszalu torés keletkezik, a PARP-1 egymads utdn
tobbszor kapcsolddik a DNS-hez és levalik onnan, amig a hiba ki nem javitédik, megelozve
ezzel a kettds torések létrejottét. A BER esszencialis fehérjéivel [XRCC1 (Tebbs €s mtsai.,
1999), DNS polimerdaz B (Gu és mtsai., 1994), DNS ligdaz IIla] ellentétben a PARP-1
hidnya nem okoz embriondlis letalitdst (Wang és mtsai., 1995; de Murcia és mtsai., 1997).
A PARP-1 jelenléte és/vagy aktivitdsa tehat nem elengedhetetlen az alapszinti, endogén
DNS karosodds esetén, viszont sziikséges az ennél nagyobb mértékii DNS sériilések
kijavitisdhoz. PARP inhibitor kezelések elonydsek a malignus melanoma kemoterdpia
soran, melyek a baziskihasitdsos DNS hibajavitds gétldsaval eldsegitik a temozolomidhez
hasonlé, DNS karosité vegyiiletek citotoxikus hatdsat (Tentori és mitsai., 2003; 2005).
Ellenkezd esetben a PARP a kemoterdpids szerekkel szembeni rezisztenciit okoz, a DNS
hibajavitas eldsegitésével (Kasper é€s mtsai., 2007).

A PARP-1 -nek szerepe van a duplaszdli DNS torések javitisdban is. Emlds
sejtekben a duplaszald DNS torések kijavitasnak két f6 modja 1étezik: homolég — (HR) és
nem homolég rekombindcié (NHEJ). A javitds mddjardl a sejtciklus dllapota dont. A
PARP-1 szerepét illetden ellentmondasos eredmények sziilettek (Noel és mtsai., 2003;
Nevaldine és mtsai., 1997). Wang és mtsai. (2006) szerint 1étezik egy alternativ ttvonal (B-
NHEJ), aminek tagjai a PARP-1, az XRCC1 és a DNS ligéz III.

A replikdcié soran az MRC (multiprotein replikdciés komplex) kialakuldsdban is
szerepet jatszik a PARP (Dantzer és mtsai, 1998, Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996). A
PARP szerepét a replikdcidban a legtobben, mint molekuldris kapcsolét képzelik el, amely
a DNS szintézis helyszinén a hibakat, toréseket jelzi, ledllitja a replikécidt, illetve elinditja a
hibajavitast (Dantzer és mtsai, 1998; Ziegler és Oei, 2001; Soldatenkov és Smulson, 2000).

PARP-aktivaciét tapasztalhatunk a sejtciklus sordn is tobb alkalommal, az eddigi
eredmények szerint valdszinlileg szintén a genomi integritds védelme érdekében. Az
ellenérzési pontok kulcsfehérjéi koziil a PARP-1 kolcsonhat az ataxia-teleangiectasia gén
fehérjetermékével (ATM), a DNS-fiiggd protein kindzzal (DNA-PK), a p53 fehérjével
(Smith és Jackson, 1999) és a ciklinfiiggd kindzokkal (CDK) (Masutani és mtsai., 1999). A

PARP-1 az osztédds sordn a kromoszomadkkal és a centroszomdlis fehérjékkel (Cenpa,
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Cenpb, Bub3) asszocidl (Saxena és mtsai., 2002; Kanai és mtsai, 2000), sejtosztédds sordn
torténd gatlasa kromoszomaszegregécids problémakkal jar, gyakoriva védlnak az aneuploid

vagy tetraploid sejtek (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996).

3.2.2. A poli-ADP-ribozildcié szerepe a differencidcio, a kromatinszerkezet és
génexpresszio szabdlyozdsdban

A legtobb PARP-1-gyel kapcsolatos vizsgdlat a fehérje DNS hibajavitisban és
sejthaldlban betoltott szerepére irdnyult, mig a PARP-1 fizioldgids koriilmények kozotti
funkcidja kezdetben kevesebb figyelmet kapott. A stimulélatlan sejtekben jelenlévé PARP-
1 ,.hattéraktivitds” azonban fontos szerepet jatszik a génexpresszié szabdlyozédsdban a
differencidcié sordn és specifikus sejtvdlaszokban. (Kraus és mtsai., 2003). A PARP
Exley és mtsai., 1987; Francis és mtsai., 1983), a melanomasejtek differencidléddsaban
(Durkacz és mtsai.,, 1992), mesenchyma (Nishio €s mtsai, 1983) és trophoblast sejtek
differencidloddsaban (Masutani és mtsai, 2001). A PARP-1 fehérje mennyisége minden
esetben korrelaciét mutatott a differenciacié folyamatdval, azonban j6 okunk van
feltételezni, hogy hasonléan az ivarsejt-differencidciohoz (di Megilo és mtsai, 2003) a
PARG mennyiségének valtozdsa is szdmottevo tényezd lehet.

A PARP-1-nek in vivo fontos szerepe van a kromatinszerkezet moduldldsdban is,
viszont aktivitdsanak hatdsai a kromatinszerkezetre és transzkripciéra eltéréek lehetnek a
kiilonbozé kromatinkdrnyezetben 1év6 gének esetében. Képes kozvetleniil médositani a
hisztonokat (D’ Amours és mtsai., 1999), a médositas elsdsorban a H1 és H2B hisztonokat
érinti (Huletsky és mtsai.,, 1989). Ezen kiviil anionos poli(ADP-rib6z) matrixot képez,
amely koti a hisztonokat, eldsegitve ezzel a magasabb szervezddésii kromatinstruktira
dekondenzaciojat (Mathis és Althaus, 1987).

A PARP-1 nukleoszéma-koto fehérjeként is funkciondl. A H1 hisztonhoz hasonld
modon kotddik a nukleoszomdkhoz (a DNS kilépési helyénél és az 0Osszekdtd DNS
szakaszon), képes a transzkripci6 gatlasara (Kim és mtsai., 2004). Ebben a folyamatban a
molekula DNS-k6té doménje jatszik szerepet a katalitikus doménnel egyiittmikodve. Nem
sziikséges azonban a PARP-1 enzimatikus aktivitdsa, s6t NAD" hozzdadédsdra a kromatin

dekondenzicidja kovetkezik be (Wacker és mtsai., 2007). Krishnakumar és mtsai. (2008)
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szerint a H1 hiszton és a PARP-1 elhelyezkedése a nukleoszomakon ellentétes mintdzatot
mutat szdmos RNS polimerdz II promoter esetében.

A PARP-1 tehdt mind a kromatin kondenzdciéban, mind pedig annak
dekondenzacidjaban szerepet jatszik, aktivitdsa az aktudlis fizioldgiai szigndloktol fiigg. A
PARP gétldsa fokozza a DNS metil4cidjit és megvaltoztatja annak mintdzatit, mely szintén
fontos a kromatinszerkezet szervezddése szempontjabdl (Robertson, 2002; Zardo és Caiafa,
1998). Valészintileg a PARP-aktivacio felelos a H1 hisztonok HMGB (high mobility group
B) fehérjékre vald kicserélodéséért génspecifikus transzkripcids aktivacié soran (Haince és
mtsai., 2006). Neurondlis differencidcié sordn a PARP-1 aktivdcidja sziikséges a
korepresszor komplex disszocidcidjdhoz €s a transzkripciés aktiviator komlex
Osszeszerelodéséhez (Ju és mtsai, 2004). A szerzok szerint a PARP-1 kalcium-kalmodulin-
fliggd protein kindz 116 éltali foszforilacidja az enzim aktivacidjahoz vezet.

A PARP-1 enhancer/promoter szabdlyozé komplexek részét képezi, a DNS-hez
kozvetleniil kotddik, vagy mas, DNS kotd faktorokkal asszocidlédik (Akiyama és mtsai.,
2001). Tobb transzkripcids faktorrél mutattdk ki, hogy asszocidlédik a PARP-pal, ezek az
AP-2 (Kannan, 1999), az YY1 (Oei és mtsai., 1997), az oct-1 (Nie és mtsai., 1998), a TEF-
1 (Butler és Ordahl, 1999), és a B-MYB (Cervellera és Sala, 2000). A PARP-1 bizonyos
esetekben transzkripcids koaktivatorként funkciondl, serkenti a transzkripcids faktorok
aktivitasat (Hassa és Hottiger, 2002), més esetekben azonban a transzkripciéra gatlé médon
hat (Butler és Ordahl, 1999): gitolja példdul az YY1 és a TBP DNS-ko6tését (D’ Amours és
mtsai., 1999; Hassa és Hottiger, 2002). A PARP-1 enzimatikus aktivitisa nem minden
esetben sziikséges hatdsdnak kifejtéséhez (Butler és Ordahl, 1999; Hassa és Hottiger,
2002). Részletesen jellemzett a PARP kolcsonhatdsa az NF-kB transzkripcios faktorral. Az
NF-«B egy indukdlhaté transzrkipcids faktor csaldd, mely dontd szerepet jatszik a
gyulladdsos folyamatokban és az immunvalaszban résztvevé gének (citokinek, sejtadhézids
molekuldk, komplement-faktorok €és szdmos immunreceptor) expresszidjanak
szabalyozdsaban. Ezen kiviil az NF-xB szdmos sejtfolyamat (apoptozis, sejtproliferacio,

differenciacid) szabdlyozdsdban is részt vesz.
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3.2.3. A poli-ADP-ribozildcio szerepe a sejthaldlban

A sejtek elhaldsdnak tobb tipusit kiilonboztetjiik meg: alapvetden morfoldgiai
jellemzok alapjan beszéliink apoptdzisrdl, nekrdzisrdl és autofagiardl. Az apoptozis €s a
nekrézis nem egymastdl élesen elkiiloniilé folyamatok, sokkal inkdbb arrél van sz, hogy
egy skdla két szélét képviselik. A nekrotikus sejthaldlra jellemz6 a sejttérfogat novekedése,
a plazmamembran integritdsdnak megsziinése és a sejttartalom kiszabaduldsa (Edinger és
Thompson, 2004). Ez utébbi ,,szivargds” gyulladast serkentd hatdsi. Ezzel szemben, az
apoptozist a kompakt sejtmorfologia, a kromatin kondenzacidja, a sejtmembran épségnek
megorzése, illetve az apoptotikus sejtek fagocitdzissal torténd gyors eltdvolitdsa jellemzi.
Az autofdgiat autofagoszomdk kialakuldsa jellemzi, melyek tdlzott felhalmozddasa egy
alternativ programozott sejthaldlhoz vezet.

A PARP aktivaciét a DNS karosité szerek citotoxikus hatdsdval el0szor Berger és
munkatérsai (1983, 1986) hoztdk osszefiiggésbe (,,PARP ongyilkossag” modell). Eszerint a
PARP aktivéci6 hatdsdra a sejt NAD" készlete a PAR szintézis miatt lecsokken. A NAD"
képzddés ATP-igényes, igy elfogy a sejt ATP készlete. Az ATP hidnya gatolja az ATP
igényes folyamatokat, mint a glikolizis kezdeti 1épései, a NAD" hidnya pedig a
mitokondridlis elektrontranszportldncot allitja le, ami a mitokondridlis membranpotenciéal
0sszeomldsdhoz vezet. Ilyen koriilmények kozott a mitokondridlis F1/FO ATPaz enzim
ATPéaz-ként kezd miikodni, ami az ATP mennyiség és a sejtbeli energia tovabbi
csokkenéséhez vezet (Virdg €s mtsai, 1998a, Ha és Snyder, 1999). A fenti folyamatok
eredményeképpen sejt diszfunkcid, végiil sejtpusztulds kovetkezik be (Berger és mitsai.,
1985).

A poli-ADP-ribozilacié és a nekrotikus sejthaldl kapcsolata fiigg a sejttipustol és az
adott sejt metabolikus allapotatél (Hassa és Hottiger, 2008). A proliferdlé sejtekben szinte
kizarélag - a citoplazméban zajlé - aerob glikolizis megy végbe. A nem proliferdld sejtek
ATP szintjikk fenntartdsara tobbféle energiaforrdst haszndlnak (aminosavak, lipidek), az
ATP nagy részét a mitokondriumban zajlé oxidativ foszforilaciobol nyerik. A PARP-1
nukledris aktivdciéjanak hatdsdra a magi és a citoplazmatikus NAD*-készletek csokkenése
tapasztalhatd, mig a mitokondridlis NAD'-szint vdltozatlan marad, igy a glikolizis
akaddlyozott, viszont az oxidativ foszforildcié nem (Zong és mtsai., 2004). A fenti jelenség

miatt a nem proliferdlo sejtek rezisztensek, vagy kevésbé érzékenyek az ATP deplécidra és
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a sejthaldlra azonos koriilmények kozott (Zong és mtsai., 2004; Zong €s mtsai., 2006). A
poli-ADP-ribozilacié fontos szerepet jdtszik a nekrotikus sejthaldlban példdul endotél- és
epitelidlis sejtek, valamint szdmos neurondlis sejttipus esetében, mig a hepatocitdkban nincs
jelentdsége (Hassa és Hottiger, 2006; Jagtap és mtsai., 2005). A PARP gétlasa a nekrotikus
sejthaldlt az apoptdzis irdnydba tereli, ezért a PARP-nak é4tkapcsolé szerepe van a két
sejthaldlforma kozott.

Egy masik elképzelés szerint a PARP-1 tulzott aktivacidja indukdlja az apoptdzis
indukdlé faktor (AIF) transzlokdciéjat a mitokondriumbdl a sejtmagba, ami DNS-
fragmentaciot €s sejthalédlt okoz. A PARP-1 enzim gétldsa, vagy hidnya megakadalyozta az
AIF felszabadulésat, illetve magi transzlokécidjat (Yu és mitsai., 2002). Az AIF egy
filogenetikailag konzervalt flavoenzim, a mitokondrium két membranja kozotti térben
helyezkedik el, a sejthaldlt eldsegitd, és az ellen véddé tulajdonsdgokkal egyarant
rendelkezik (van Empel és mtsai., 2005). Az AIF a citoplazmaba jutva a ciklofillin A - val
egyesiilve aktiv DN-4zt képez, ami a magba transzlokalédva DNS-fragmentaciét okoz (Yu
és mtsai., 2002; Ye és mtsai., 2002). PARP-17" sejtekkel €s PARP inhibitorokkal végzett
vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy az AIF transzlokaciéja PARP-1 -fiiggd folyamat (Yu
és mtsai., 2002). Yu és mtsai (2006) eredményei alapjan az AIF transzlokacidjat a PAR
polimerek valtjdk ki. A PAR polimerek képesek kapcsolddni szamos, apoptdzissal és DNS-
hibajavitdssal kapcsolatos fehérjével (p53, p21, DNS ligaz III, XRCC1, DNS polimeriz ¢,
iNOS, NF-«B p52, Ku70, DNS-PK) (Pleschke és mtsai., 2000). A polimerek 6nmagukban
is citotoxikus hatdsuak lehetnek (Andrabi és mtsai., 2006), citotoxikus hatdsuk a polimer
méretének novekedésével fokozddik.

Az apoptdzis korai 1épései sordn a PARP-1-et a kaszpdz-7 vagy 3 elhasitja, egy 85
kDa (p85) és egy 25 kDa (p25) méretli fragmentre (Tewari és mtsai., 1995, Germain és
mtsai., 1999), igy a katalitikus és a DNS koté domén elvalik egymast6l, ami az enzim
inaktivalodasdhoz vezet. Ezen inaktivicid jelentOsége az lehet, hogy megel6zi a PARP-
aktivaciot az apoptdzis késObbi szakaszdban lejatsz6dé DNS fragmenticié sordn, igy
meg0rzi a sejtek energiakészletét (Herceg és Wang, 1999). A folyamatnak ezen kiviil
szerepe lehet a felesleges DNS hibajavitds megel6zésében is (Soldani és Scovassi, 2002).

A PARP-1 szerepe az apoptozisban nem tisztazott, gatldsa az apoptdzis sordn

bizonyos esetekben gitolta (Tanaka és mtsai., 1995; Richardson és mtsai.,, 1999), mas
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vizsgalatokban fokozta (Tentori és mtsai., 1999), vagy nem befolydsolta (Watson és mtsai.,
1995) a folyamatot. Osszességében megallapithaté, hogy az apoptézis legtobb formdjihoz a
PARP nem sziikséges, azonban hasitdsa nélkiilozhetetlen az apoptdzis zavartalan
lezajlasdhoz. PARP gatlasat vagy genetikai ablacidjat az apoptdzis, a nekrozis, illetve a
DNS repair szempontjabdl a 3. dbran foglaltuk Ossze.

Az autofagia egy, a sejtekben dllanddan jelenlévd folyamat, mely a sejt fehérjéinek és
oraganellumainak  folyamatos  megujuldsdt  biztositja, = valamint a  sejtek
stresszadaptacidjahoz is hozzdjarul. A folyamat sordn a degradécidra szant molekulat vagy
sejtszervecskét  kettds membrdn zdrja koriill, autofagoszoma keletkezik. Az
autofagoszomdval egyesiild endoszomdlis és lizoszomdlis hidroldzok emésztik meg annak
tartalmat. Az autofagoszémdk tuilzott felhalmozdddsa egy alternativ programozott
sejthaldlhoz vezet. A PARP szerepet jatszik az autofdgia folyamataiban is. Xu és mitsai.
(2006) eredményei alapjdn a PARP gatlasa csokkentette az autofdgids sejthaldlt LPS-sel
stimulédlt makrofagok esetében. Ezzel szemben, ionizdlé sugirzdsnak kitett H460 tiidorak
sejtvonalon a PARP-gétlds az apoptozis €s az autofigia fokozdéddsat okozta (Albert és

mtsai., 2007).

—— DNS kirosodas,
3. abra A PARP-1 szerepe az apoptozisban és |
a nekrozisban. M Lo
B . , oL gyenge nem javithato eroteljes
Gyenge DNS-kdrosodés utdn a PARP aktivacio
a hibajavité rendszerek aktivdldsan keresztiil a l
sejt  tdléléséhez  jarul hozza (bal oldali PARP akfivicis  PARP aktivicié PARP
folyamatsor). Ha a repair rendszerek nem talaktivicié
tudnak megbirk6zni a hibdk mennyiségével, a \ ’/{
sejt ehl’ldlt‘]'a'l az apoptozis programjat €s ol ol clégtelen NAD|
elpusztul (kozépsd folyamatsor). Azonban az DNS javitas ATP |
eroteljes, tulzott mértékli DNS karosodds a l
sejtek NAD"- és ATP-tartalmanak A y
L . . . a sejt talél pS3 medialt Nekrézis
elhasznélasdval lehetetlenné teszik az apoptdzis apoptozis

végbemenetelét, igy nekrotikus sejthalalt valt ki

(jobb oldali folyamatsor). A PARP gatldsa mind a jobb, mind a bal 4grél a kozépsdre tereli
a sejtek sorsat (piros nyilak), vagyis a sejtek apoptdzisat okozza. Az apoptotikus és a
nekrotikus sejthaldl koziil az elobbi a szervezet szdmara kevésbé megterhelO, ezért
onmagaban egy ilyen valtds terdpids elonyt jelenthet. A sejthaldl tipusat befolydsolhatja a
stimulus fajtdja, idOtartama és erOssége, a sejt metabolikus dllapota, valamint
sejttipusonként is véltozhat (Virdg és mtsai., 2005).
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3.3. A poli-ADP-ribozildcio fobb stimulusai
A fokozott poli-ADP-ribozilaci6 fobb stimulusai lehetnek: UV sugdrzas,

radioaktiv sugarzds, topoizomerdaz mérgek, oxidativ stressz és a DNS alkildlészerek.

3.3.1. Oxidativ/nitrozativ stressz

Reaktiv oxigén/nitrogén intermedierek termelddését tapasztaltdk példdul gyulladasos
folyamatokban, sugarzdsnak kitett sejtes és szoveti rendszerekben, ischaemia-reperfundalt
szivben, mdjban, vesében és agyban (Kloner és mtsai., 1989; Krippeit-Drews és mitsai.,
1994). Tobbféleképpen is képesek karositani a szoveteket: a DNS torésen kiviil gatoljak a
mitokondridlis 1€gzési lanc folyamatat, lipid peroxidacidt okoznak, ioncsatornak miikodését
gatoljak és fehérjéket oxiddlnak. Az ebbe a vegyiiletcsoportba tartozo, legalaposabban
tanulményozott reaktiv intermedierek: szuperoxid anion-gydk (O,"), a hidrogén-peroxid

(H,0,), a hidroxil gyok (OH"), a nitrogén-monoxid (NO-) és a peroxinitrit (ONOQO").

3.3.2. DNS alkildloszerek

Az alkildloszerek [metil-metdn-szulfoniat, N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin
(MNNG), nitrogén- és kénmustdr] elsdsorban a DNS nukleofil csoportjait tdimadjak meg,
legaldbb 12-féle alkilalt bazist vagy foszfotriésztert hoznak 1étre (Singer €s Kusmierek,
1982), melyek koziil legjelentdsebb az O°-alkilguanin (Margison és mitsai., 2002). Ezek a
modositdsok hibds bdazisparosodashoz, vagy DNS-toréshez vezethetnek, mutdcidkat
okozhatnak, valamint zavart szenvedhet a transzkripcid, a replikacié €s a rekombindcid. Az
alkildlészerek reakcioba lépnek a fehérjék tiolcsoportjaival is, kdrositva azok funkcidjat.
Ezen az elven mikodik az alkilcsoportok eltdvolitisdt végzé O°-metilguanin
metiltranszferdz enzim is, mely a metilcsoport atvételekor irreverzibilisen inaktivalédik
(,,ongyilkos enzim”) (Samson €s Cairns, 1977). Az utébbi évek eredményei arra utalnak,
hogy az MNNG nem csupdn egy laboratériumban alkalmazott vegyiilet, megtaldlhaté
példaul a dohdnyfiistben (Zhu és mtsai, 2003) és a jol atsiitdtt hdsokban (The Sidney

Kimmel Comprehensive Cancer Center at Johns Hopkins, 2002).

3.4. A poli-ADP-ribozildcio patofiziologiai jelentdsége
Szamos idegrendszeri rendellenességrdl (Parkinson kor, ischaemids stroke, traumads

agysériilés) feltételezik, hogy kialakuldsukért az oxidativ stressz tehetd feleldssé
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(Woodhouse és Dianov, 2008), melyet a PARP-1 kozvetit. Tovabbd a PARP-1-nek szerepe
van a szivinfarktusban, kiilonb6z6 gyulladdsos megbetegedésekben, STZ altal kivaltott
diabéteszben, ischaemia-reperfizids sériilésekben, traumédban és sokkban (Virdg és Szabo
2002). A poli-ADP-ribozilacié farmakoldgiai gatldsa jelentOsen javitja az illetd
betegségmodellekben a legfontosabb klinikai és laboratériumi paramétereket (infarktus
teriilet, gyulladdsos sejtek migracidja, gyulladdsos citokinek termelddése, szervfunkcidk).
A fenti eredményeket a PARP-1 deficiens egerekkel, ischaemia-reperfizios és gyulladdsos

betegségmodellekben végzett vizsgalatok is megerodsitik (Virdg €s Szabd 2002).

34.1. A poli-ADP-ribozildcio szerepe ischaemia-reperfiizioban és gyulladdsos
folyamatokban

Az ischaemia-reperfiiziés (I/R) sériilés szervtranszplanticid, miokardidlis infarktus,
stroke és szdmos sokkszindroma sordn megfigyelheté (Weinberg, 1991). A leginkédbb
veszélyeztetett sejtek kozé tartoznak a nagy oxigén- és energiaigényll sejtek. A szoveti
sériilés stlyossdga elsdsorban az ischaemia idétartamétdl fiigg (Weinberg, 1991; Massberg
€s Messmer, 1998). A keletkez6 rendellenességek fO oka az, hogy az elégtelen
oxigénellatds sordn a sejtek nem képesek fenntartani a megfeleld6 ATP szintet. Lelassul a
sejtmembranban taldlhaté aktiv ioncsatorndk miikodése, ezéltal novekszik a membran
permedbilitdsa, megvaltozik példdul a K*, Na*, illetve Ca®* ionok eloszldsa. A Na*-K*
ATP-4z csokkent miikodésének hatdsdra megnovekszik a Na* ionok mennyisége a sejtben,
aminek hatdsdra vizbedramlds torténik. A megnovekedd ic. kdlciumszint kiillonbdzo
protedzok aktivicidja dltal hozz4djarul a szoveti sériiléshez és a sejthaldlhoz. A hipoxia és az
i.c. kdlciumszint emelkedése egyarant megvaltoztatja a mitokondridlis 1égzési lanc
funkci6jat, aminek hatdsdra megnovekszik a reaktiv oxigén intermedierek (ROI)
mennyisége. A hipoxids koriilmények kozott a nagy energiatartalmu foszfatok AMP-vé és
hipoxantinnd alakulnak. A hipoxantin akkumulélédik, - a reperfizié sordn, a xantin oxiddz
hatdsara - urea és szuperoxid anion keletkezik beldle (van Wijk és Hageman, 2005). Ezen
kiviil, neutrofilek vandorolnak a teriiletre, ami tovabbi reaktiv intermedierek keletkezés€hez
vezet (van Wijk és Hageman, 2005). A fehérvérsejtek citokineket/kemokineket is
termelnek, aminek hatdsara tovabbi immunsejtek érkeznek a sériilt teriiletre, ez Ujabb

szabadgyok-termeléshez  vezet. Stroke-ban és  neurodegenerativ  betegségekben
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megfigyelték, hogy az oxidativ foszforildcié gatlasa serkenti a glutamdt termelését. A
glutamat az NMDA (N-metil-D-aszpartdt) receptorhoz kotddve stimuldlja az i.c.
kalciumszint novekedését. A megnovekedett i.c. kdlciumszint a neurondlis nitrogén-
monoxid szintdz (nNOS) aktivaciéjdhoz vezet. Az NO szuperoxiddal egyesiilve
peroxinitritet képez (Zhang és mtsai., 1994), ami szintén DNS-torést okoz. Lathatjuk tehét,
hogy mind az ischaemia, mind pedig a reperfiizi6 szabadgyokok termelddéséhez vezet. A
reperfuzié sziikségszerli a szovet tilélése szempontjabol, viszont tovabbi szoveti sériilés
elindit6ja is. Ez az un. reflow paradoxon.

Halmosi és mtsai. (2001) PARP inhibitorok (3-aminobenzamid, nikotinamid, BGP-
15) védd hatdsat tapasztaltdk ischaemia-reperfuzié soran kialakulé lipid-peroxidécidval,
fehérje-oxidacioval é€s DNS torések kialakuldsdval szemben is. A PARP inhibitorok
hatdsdra csokkent az ischaemia-reperfuzié-indukélta mitokondridlis ROI-termelés, igy
megeldzhetd volt a 1€gzési lanc inaktivacidja. Kovacs €s mtsai. (2005) eredményei szerint a
PARP inhibitorok ischaemia-reperfiizioban megfigyelhet6 véddhatdsidban PI3-kindz/Akt
utvonal aktivdldsa és az ehhez kapcsolédo folyamatok is legaldbb olyan fontosak, mint a
sejt energiametabolitjainak megorzése.

A DNS torések hatdsdra aktivalodik a PARP, melynek eredményeképpen a sejt
energiakészletének tovabbi csokkenése, az AIF nukledris transzlokiciéja (Yu és mitsai.,
2002), a mitokondridlis funkciok PAR 4ltali géatlasa (Cipriani és mtsai., 2005), a talélést
el0segitd faktorok csokkent expresszidja (Chiarugi, 2002) és gyulladdsos medidtorok
fokozott expresszidja (Chiarugi és Moskowitz, 2003) figyelhetd meg. A PARP
patofizioldgids szerepét szamos gyulladdsos betegségmodellben igazoltdk: streptozotocin-
indukélt diabetes (Pieper és mtsai., 1999), zymosan-indukélt vaszkuldris rendellenesség
(Szabo és mtsai., 1997), endotoxin dltal kivaltott szeptikus sokk (Oliver és mtsai., 1999).

Irodalmi adatok alapjan a PARP-1 két, a gyulladdsos medidtorok expresszidjaban
kulcsszerepet jatszé transzkripcids faktor [NF-xB (Oliver és mtsai., 1999) és az AP-1
(Andreone és mtsai., 2003)] aktivitdsat is fokozza. Valészintisitik, hogy a PARP-1 része a
fenti transzkripciés faktorokat tartalmazd transzkriptoszomdknak, ezaltal hosszdjarul a
gyulladdsos medidtorok szintéziséhez (Virdg, 2005). A PARP gitlasa csokkenti a
granulocita infiltraciét és az iNOS expresszidjat (ezéltal a reaktiv nitrogén intermedierek

keletkezését) (Boulares és mtsai., 2003).

-23 -



Gyulladdsos stimulus hatdsdra Hassa és mtsai. (2005) a PARP-1 p300/CREB-kot6
fehérje 4ltali acetilacigjat figyelték meg, ez a moddositds sziikséges az NF-xB
aktivaciéjahoz. Az NF-kB nyugalmi allapotdban trimerként a citoplazmaban taldlhat6, ahol
aktivacié (IL-1, TNFa, virdlis fehérjék, bakteridlis LPS, forbol észterek, UV, stb.) hatdsara
a trimer inhibitorikus tagja (IkB) foszforildlodik, majd levélik és proteolitikusan lebomlik.
A felszabadult NF-kB dimer (leggyakrabban p50 és p65) a magba transzlokalodik, a kB
valaszad6 szekvencidkhoz kapcsolédik és az inicidciés komplex tagjaival asszocidlodva
kiilonbozd gének expresszigjat fokozza. A PARP-1 az NF-xB mindkét alegységével
kolcsonhat, s ehhez Hassa és mtsai. (2001) szerint nem sziikséges sem a PARP-1
enzimatikus aktivitdsa, sem pedig DNS-koté képessége; mig Chang és Alvarez-Gonzales
(2001) kisérletei szerint az NF-kB DNS-hez kapcsoléddsa NAD*-fiiggd volt, ami szerintiik
az NF-kB poli-ADP-ribozildc6jdhoz volt kothetd. Perkins és mtsai. (1997) szerint az NF-
kB-fiiggd géneknek csak egy része (iINOS, TNFa) PARP-1 -fiiggd, valamint bizonyos
esetekben a PARP-1 szerepét mas specifikus koaktivatorok vehetik at, valosziniileg sejt- és

stimulus-fiiggd moédon (Hassa és Hottiger, 2002).

3.4.2. A PARP aktivdcio lehetséges szerepe a bor korélettandban

Kimutattdk, hogy tobb borbetegség (napégés utan kialakuld eritéma, kontakt
hiperszenzitivitasi reakcid, psoriasis) kialakuldsdban is fontos szerepet jatszanak a reaktiv
oxigén/nitrogén intermedierek (Virdg és mtsai., 2002). A nitrogén-monoxid (NO) a borben
kiillonboz6 fiziologids folyamatokban jatszik szerepet, a keringés szabdlyozdsatdl a
melanogenezisig. A bérben az NO tobb forrdasbdl is szarmazhat. Az endotelidlis nitrogén-
monoxid szintdz (eNOS) fontos szerepet jatszik a keringés szabdlyozdsdban (Feron, 1999).
A legtobb borben eléforduld sejttipusrdl kimutattdk, hogy megfeleld stimulus (gyulladdsos
citokinek, LPS) hatdsdra képesek NO termelésére (Virdg és mitsai., 2002). Feleslegben
termelddve, szuperoxiddal egyesiilve peroxinitritet képez, ami sokk, gyulladds és
ischaemia-reperfiizié sordn szoveti karosodast okoz. Az NO sorsa attél fiigg, hogy a sejt
aktualis fiziologiai dllapota mennyire kedvez a peroxinitrit képzddésének. A peroxinitrit
DNS-torést okoz, ami PARP-aktivicidhoz vezet, a PARP tulzott aktivicidja pedig
sejtpusztuldst eredményez. A kontakt hiperszenzitivitds (CHS) effektor fazisdban -

keratinocitdkban és Langerhans sejtekben - Ross és mtsai. (1998) az iNOS expresszidjdnak
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emelkedését tapasztaltdk, ezért valdszinilisithetd, hogy CHS reakcid sordn az NO hozzdjarul
a szoveti sériiléshez. Az NO jelenléte azonban nem minden kordllapotban negativ a
szervezet szamdara. A sebgydgyulds sordn termelddé NO hozzijarul a folyamathoz (Efron
€s mtsai., 2000), s6t iNOS deficiens egereken elhtiz6d6 sebzarddast tapasztaltak (Yamasaki
€s mtsai., 1998), ami adenovirdlis géntranszferrel bevitt iNOS génnel kivédhetd volt. A
peroxinitrit reakcidba 1ép a tiolokkal (Radi és mtsai., 1991a), elinditja a lipid-peroxidéciét
(Radi és mtsai., 1991b) és DNS torést okoz (Salgo és mtsai., 1995). A bor kiilonb6z6
gyulladdsos folyamataiban keletkezd peroxinitrit PARP aktivaciét okozhat, a PARP részt
vesz a peroxinitrit citotoxikus hatdsdnak kozvetitésében (Szab6 és mtsai., 2001). A szerzok
CHS reakciéban is kimutattdk a PARP aktivacigjat, azonban az UVB sugarzdsnak Kkitett
boérben is megfigyelhetd peroxinitrit termelddése.

A peroxinitritnek szdmos borbetegségben van szerepe. Ezek koziil az egyik legtobbet
vizsgélt elvéltozas a napégés utan kialakuld eritéma. Az ultraibolya B sugarzds onmagéban
is DNS torést okoz, valamint NO - és szuperoxid-termelddést indukdl az endotél sejtekben
és a keratinocitdkban (Deliconstantinos és mtsai, 1995, 1996a, 1996b, 1996¢c). Az UVB
sugéarzas aktivalni képes az NO - €s szuperoxid-termelddésért felelds enzimeket (cNOS és a
xantin-oxiddz) (Deliconstantinos €és mtsai., 1996a). Az NO-bol és a szuperoxidbdl
peroxinitrit keletkezik, ami felelds lehet a napégés kovetkeztében kialakulé eritéméért.
Jacobson és mtsai. (2001) rontgen sugdrzds hatdsdra a sejt NAD® koncentrdciéjdnak
jelentds csokkenését tapasztaltak, ami szintén a PARP-1 aktivaciéjanak kovetkezménye.

Bo6r homogenizatumbdl - Western blottal vagy ELISA-val - szdmos betegségben
mutattak ki nitrotirozint, mint az in vivo peroxinitrit termel6dés bizonyitékat. Tobbek
kozott peroxinitrittel kezelt patkdnybOrben (Greenacre és mitsai, 1999), égésben
(Rawlingson és mtsai, 2000), kréonikus UVB sugarzds utdn (Hattoni és mtsai, 1996),
ischaemia-reperfiiziés karosodasban (Um és mtsai, 1999), sikeriilt nitrotirozint detektalni.
Immun-hisztokémids vizsgédlatokban féleg az epidermiszben észlelték a nitrotirozint
(Ormerod és mtsai, 1999).

Az aktiv PARP az NF-kB-t aktivdlva, gyulladdsos mediatorok képzddéséhez vezet, a
PARP gatlasa csokkenti a gyulladdst, ezéltal elénydos nem fert6z6 gyulladédsos

folyamatokban: napégés okozta eritéma, CHS.

-25-



4. CELKITUZES

Munkénk sordn az alabbi harom témakor koré csoportositottuk kérdéseinket.

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

citotoxicitasban

1. Citotoxikus-e az MNNG timocitdkon?

2. Hogyan befolyésolja a poli-ADP-ribozilacié az MNNG 4dltal kivaltott sejthaldl
lefolydsat?

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

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

1. Van-e szerepe a protein kindz C -nek az MNNG 4dltal kivéltott citotoxicitds
szabalyozdsaban?
2. Befolyasolja-e a protein kindz C a PARP-1 enzim mukodését?

A  PARP-1 szerepének vizsgalata a Kkontakt hiperszenzitivitas gyulladasos
folyamataiban

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

2. Van-e szerepe a PARP aktivacionak irritativ dermatitisben?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Anyagok

A DAF-2 —t, a propidium jodidot (PI), a hidroetidint (HE), a 3,3 dihexiloxakarbocianin
jodidot (DiOCg(3)) és a Streptavidine-Alexa-Fluor488-at a Molecular Probes-t6l (Eugene,
OR, USA) vésdroltuk. A nitrotirozin antitestet Dr. Wim Buurmantél (University of
Maastricht) kaptuk, a késdbbiekben pedig az Upstate Biotechnology-tél (Lake Placid, NY)
vasaroltuk. Az RPMI-1640 tapfolyadékot, a hidrogén-peroxidot, a DMSO-t, az EDTA-t, az
EGTA-t, a HEPES-t, a digitonint, az SDS-t, a CHAPS-ot, a brémfenol kék-et, az RN4z A-t,
a protedz inhibitor koktélt, a PMSF-et, a proteindz K-t, a NAD"-ot, a Triton X-100 -at, a
fotalis borjisavot, az oxazolont, az MTT-t, a PMA-t, a NaF-ot, a Na,VO; -ot, a HTAB-ot, a
MOPS-ot, a NaNj -ot, a foszfoszerin elleni antitestet, a ditiotreitolt, a TMB-t, a poli-lizint, a
torma-peroxiddzzal jelolt szekunder antitesteket, az MNNG-t, a redukélt glutationt (GSH),
az N-acetilciszteint (NAC), PEG-SOD-ot, PEG-kataldzt és az indukdlhat6 nitrogén-
monoxid szintdz (iNOS) elleni antitestet a Sigma-Aldrich-tél (St. Louis, MO, USA)
szereztiink be. A PARP specifikus gatlasara a fenantridion-alapi PJ34-et (Jagtap és mitsai,
2002) hasznaltuk (Inotek Pharmaceuticals, Beverly, MA, USA). A szabad gyokok in vivo
befogdsdra ferroporfirin alapu szert, az FP15-6t haszndltuk (Inotek Pharmaceuticals,
Beverly, MA, USA). Az agarézt, a PKC inhibitorokat, a Sepharose - protein A-t, az
aminometil-kumarinnnal konjugélt tetrapeptid kaszpaz szubsztritot (DEVD-AMC), a c-
PTIO-t (karboxi-2-fenil-4,4,5,5 tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid), az L-NAME-t (NG -
nitro-l-arginin metilészter) és az L-NNMA-t (NG -monometil-l-arginin), a Calbiochem-
Merck-tél (Darmstadt, Germany) szereztiik be. A C57BL6, CD1 egértorzseket a Charles-
River -t6l vasaroltuk. A KCI-t, a MgCl,-t, a CaCl,-t, a Tris-t, a Tris—HCI-t, a glicerolt, az
acetont, a maratott tirgylemezeket, a TCA-t, a NaOH-ot, a NaCl-ot, az etanolt, a metanolt
€s az ecetsavat a SPEKTRUM-3D Kft. (Debrecen)-t8l vasdroltuk. A poliakrilamidot, a
nitrocellul6z membrant és a molekulaméret markereket a Bio-Rad Kft-tdl szereztiik be. A
kemilumineszcencia elohivé oldatot az Amersham Pharmacia Biotech-t6l (Vienna, Austria)
vésiroltuk. A "H-NAD' -ot és a P-ATP-t Izinta Kft-t§l vasdroltuk. A 2X SDS
mintapuffert, a zselatin - €s kazein zimografids géleket, a renaturdlé puffert és az elohivo
puffert az Invitrogen-t6l (Carlsbad, CA, USA) szereztiik be. A Cryochrome Blue matrix-ot
€s a Hypermount feddoldatot a Shandon-t6l (Pittsburgh, PA, USA) vasaroltuk. A Nuclear
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Fast Red-et a Vector Laboratories-t6l (Burlingame, CA, USA) szereztiik be. Az ELISA
kiteket az R&D System-t6l (Minneapolis, MN) vésaroltuk. Az oliva olajat (SPAR) az

Intersparban szereztiik be.

5.2. Modszerek
5.2.1. Allatkisérletek

Az éllatkisérleteket az Amerikai Egyesiilt Allamok Egészségiigyi Intézete (NIH) 4ltal
kiadott ,,Utmutaté laboratériumi allatok gondozdsardl €s haszndlatar6l” cimii ajanldsok
figyelembevételével végeztik. A kezelési protokollokat az Intézményi Allatkisérleti
Bizottsag jovahagyta. Az éllatokat minden esetben igény szerinti taplalék - és vizfelvétel,
valamint 12 6rds megvildgitdsi ciklusok mellett 21-23 °C-on tartottuk. Az dallatok

megérkezése utdn 3-7 napot hagytunk az alkalmazkodéshoz.

5.2.1.1. Timocita prepardlds

A timocitdk prepardldsat a mar leirtak szerint végeztiik (Bai és mtsai., 2001). Hat-
nyolc hetes him C57BL6 egerek (Charles-River) timuszat hasznaltuk kisérleteinkben. Az
allatokat CO;-belélegeztetéssel tdlaltattuk, majd a mellkas megnyitdsa utdn kivagtuk a
timuszt. A timuszt drothdlon préseltiikk 4t, igy nyertiink 6ndllé sejtekbdl allé timocita
preparatumot. A sejteket RPMI-1640 médiumban (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
tartottuk, melyet 10% fotélis borjisavoval egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO,

atmoszféraban tartottuk.

5.2.1.2. Kontakt hiperszenzitivitdsi vizsgdlata

30 db ndéstény CD1 egeret (Charles-River) véletlenszerlien harom csoportba osztottunk
(kontroll, CHS, CHS+PJ34). Leborotvéaltuk hasoldalukat, majd a borotvalt bérfeliileten
100-100 pl (0,2 m/v %, aceton:oliva olaj 1:4 ardnyud elegyében oldva) oxazolonnal
szenzitizaltuk oket. A kontroll allatok hasat aceton:oliva olaj 1:4 aranyu elegyével kentiik
be. Egy héttel a szenzitizicié utdn az egereket i.p. kezeltik PJ34 (10 mg/kg, PBS-ben
oldva) PARP inhibitorral (CHS+PJ34 csoport) vagy PBS-sel (kontroll és CHS csoport). Ezt

kovetden 10-10 pl oxazolont kentiink az dllatok mindkét fiilének mindkét oldaldra. 24 ora
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elteltével Mitutoyo Absolute ID-C112BS vastagsagmérdvel megmértiik a fiilek vastagsagat

és szovetmintat vettiink tovabbi vizsgalatok céljabol.

5.2.1.3. Irritativ dermatitis vizsgdlata

16 db ndstény CDI1 egeret (Charles-River) véletlenszerlien két csoportba osztottunk (CHS,
CHS+PJ34). Az dllatok mindkét fiilének mindkét oldalara 10-10 pl PMA-t (forbol-
mirisztat-acetat; 0,05 m/v%, acetonban oldva) kentiink. Ezt kovetéen az egereket i.p.
kezeltiik PJ34 (10 mg/kg, PBS-ben oldva) PARP-inhibitorral (CHS+PJ34 csoport) vagy
PBS-sel (CHS csoport). Hat 6ra elteltével Mitutoyo Absolute ID-C112BS vastagsdgmérovel

megmértiik a fiilek vastagsagit és szovetmintdt vettiink tovabbi vizsgalatok céljabol.

5.2.2. Nitrogén-monoxid felszabadulds detektdldsa

A nitrogén-monoxid mennyiségét fluorimetrids DAF-2 mddszerrel mértiikk, Kojima és
mtsai. (1998) leirdsa alapjan. A moddszer a zolden fluoreszkdld triazolofluoreszcein
detektdldsan alapszik, ami a nitrogén-monoxid és a 4,5-diaminofluoreszcein (DAF-2)
reakcidjaban keletkezik. A DAF-2-t (1 uM) kiilonboz6 ideig (4-24h) inkubédltuk MNNG
kiilonbozé koncentracidival. A fluoreszcencidt Fluoroskan Ascent FL microplate
fluoriméteren (Thermo Labsystems) detektdltuk (EX: 485 nm, EM: 527 nm).

A nitrogén-monoxid termelddését a nitrit és nitrat mennyiségének detektalasival is nyomon
kovettiik, melyek vizes oldatban a nitrogén-monoxid stabil végtermékei. A nitrit és nitrat
egyiittes koncentracidjat Griess-Ilosvay reakcioban detektédltuk (Liaudet és mtsai. 2002),
melynek sordn a keletkezett nitratot nitritté redukaltuk nitrat-reduktiz (160 mU/ml) és
NADH (34 ng/ml) segitségével (2h, 37 °C), majd 100-100 ul mintamennyiséghez 100-100
ul  Griess-reagenst [0.1% naftil-etilén-diamin-dihidroklorid (vizben oldva) és 1%
szulfanilamid (5% H3POy4- ben) 1:1 aranyu elegye]. Az abszorbanciat 550 nm-en mértiik
Multiskan MS microplate olvasén (Thermo Labsystems). A nitrit koncentrdciok

meghatdrozasa kalibracids gorbe alapjan tortént.
5.2.3. Nitrotirozin kimutatdsa immunfluoreszcencia segitségével

A fehérjék tirozil oldalldncainak nitrdlédasidt az aldbbi, standard immunfluoreszcens

protokol alapjdn végeztiik. A sejteket 10 percig jéghideg, 95%-o0s etanolban fixaltuk. A
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rehidracié PBS-ben tortént. A feddlemezeket 5%-os kecskeszérummal blokkoltuk 1 6rdn
keresztiil. Ezt kovetden mintdinkat 4 °C-on, egy éjszakan at inkubaltuk poliklondlis anti-
nitrotirozin ellenanyaggal (1:300). 5x5 perc PBS-sel valé mosast kovetden a feddlemezeket
biotinilalt, kecskében termeltetett, anti-nydl IgG antitesttel inkubdltuk (1:200, 1 h,
szobahOmérséklet). A PBS-ben tortént mosasi 1épéseket (5x5 perc) kdvetden a mintdkat
streptavidin-AlexaFluor 488 konjugatummal inkubaltuk (30 perc, szobahdmérséklet), majd

Zeiss Axiolab fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk.

5.2.4. Western blot

A tirozin nitrdlédds, az iNOS expresszid, a poli(ADP-rib6z) akkumulécio
detektdlasa, a PARP foszforilacidjanak meghatdrozasa (IP mintakbol) és a PKC izoformék
azonositasa Western blot mdédszerrel tortént. A miiveleteket Pfeiffer és mtsai. (2001) leirasa
alapjan végeztiik. A kezelések elvégzése utdn homogenizdltuk a sejteket, majd
gélelektroforézist végeztiink, 10%-os (tirozin nitrdlodds, iNOS expresszid), vagy 8%-os
(6sszes tobbi esetben) SDS-poliakrilamid gélben. Ezt kovetden a gélben 1év0 mintdinkat
nitrocellul6z membranra transzferdltunk [transzfer puffer: 25mM Tris/HCI, pH 8.3, 192mM
glicin, 0,02% (m/v) SDS, és 20% (v/v) metanol] 250mA &ramerdsségen, 90 percig. A
membran aspecifikus kotOhelyeit 5% zsirszegény tejporoldattal blokkoltuk, melyet 0,01%
TBST-ben oldottunk. A mosasi lépések (2x5 perc) utdn monoklondlis, vagy poliklonélis
nyul anti-nitrotirozin (tirozin nitral6das), nyul anti-egér iNOS (iINOS expresszio) antitesttel
inkubdltuk a membranokat. A primer antitesteket 1% tejport tartalmazé6 TBST-ben
oldottuk. A membranokat 2x15 percig mostuk TBST-vel, majd 1 6ran keresztiil inkubaltuk
a torma-peroxiddzzal jelolt szekunder antitesttel [anti-nydl-IgG (anti-nitrotirozin, anti-
iINOS, anti-PKC antitestek, anti-PARP antitest), anti-egér-IgG (anti-foszfoszerin, anti-PAR)
1% tejport tartalmazé TBST-ben oldva]. A membranokat 3x20 percig mostuk TBST-vel,
eredményeinket kemilumineszcencia el6hivéo oldattal (Amersham Pharmacia Biotech,

Vienna, Austria), rontgenfilmen tettiik lathat6va.

5.2.5. Egyszdlu DNS torések kimutatdsa
A DNS toréseket comet assay-vel mutattuk ki, Singh és mtsai. (1998) leirdsa alapjan.
Az eljaras a karosodott DNS azon tulajdonsdgén alapszik, hogy konnyebben hurkolédik ki

€s mozdul el elektromos erdtérben, mint az ép DNS. A sejteket agarézba dgyaztuk, lizaltuk,
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majd elektromos erdtérbe helyeztilk. A maganyag karosodds hatdsdra iistokosszerlien
elnyulik (innen az eljards neve), mig az ép DNS a sejt eredeti helyén marad.

Maratott targylemezekre (Spektrum 3D, Debrecen, Hungary) 1% normaél
olvadaspontu agardzt rétegeztiink. A timocitdkat MNNG-vel (10 uM, 20 min, 37 °C) vagy
a pozitiv kontrollként hasznalt hidrogén-peroxiddal kezeltiik. A sejteket (10° sejt/lemez)
alacsony olvaddspontid agar6zba kevertiikk, és az agarézzal fedett tirgylemezekre
rétegeztiik. A gél megszilarduldsa utdn 1 6ran ét, 4 °C-on lizaltuk mintdinkat (2.5 M NacCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton X-100 pH 10.0). A targylemezeket
ezutan futtatokadba helyeztiik, és alkalikus elektroforézis pufferben (300 mM NaOH, 1
mM EDTA) 30 percig ekvilibraltuk, majd elektromos erdteret kapcsoltunk a kadra (25
perc, 300 mA). A targylemezeket 0.4M Tris (pH 7.5) pufferben 10 percig ekvilibraltuk,
majd etidium bromiddal (10 pg/ml) festettik. Eredményeinket fluoreszcens
mikroszképidval detektéltuk. Feldllitottunk egy vizudlis értékelési rendszert:

0=¢€p sejtek, a teljes DNS allomdny a feji részben taldlhatd, farok nincs;

I=enyhe DNS karosodas, legtobb DNS a feji részben;

2=a DNS-tartalom kb. fele a farki részben;

3=a DNS nagy része a farki részben taldlhatd, de még latszik a fej;

4=erdsen karosodott sejtek a teljes DNS dllomény a farki részben taldlhato.
Lemezenként legaldbb 25 sejtet soroltunk be a fenti kategéridk valamelyikébe.

Eredményeinket hisztogrammon abrazoltuk.

5.2.6. Radioaktiv PARP aktivitdsmérés

A sejtlizaitumok PARP aktivitdsat a klasszikus modszerrel hataroztuk meg, amely a
'H-NAD® TCA-val kicsaphaté fehérjefrakcioba valé beépiilésének a meghatdrozdsan
alapszik (Virdg és mtsai, 1999).

A sejteket 20 percig MNNG-vel kezeltiik, majd a médiumot 0,5 ml aktivitismérd
pufferre cseréltiik (56 mM HEPES, pH 7.5, 28 mM KCI, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl,,
0,01% digitonin, 0,125 uM NAD" és 0,5 pCi/ml *H-NAD"), és 30 percen 4t 37 °C-on
inkubdltuk a timocitdkat. A sejtfehérjéket 200 pl jéghideg 50%-o0s TCA-val kicsaptuk és 4
6ran 4t 4°C-on inkubdltuk. Centrifugéldst (10000 RPM, 10 perc) kovetden a csapadékot
kétszer mostuk 500 ul 5% TCA-val, majd 250 ul 2% SDS/0,1 N NaOH oldatban, 37°C-on
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egy éjszakdn &t szolubilizdltuk. A csovek tartalmét 6,5 ml Scintisafe Plus szcintillacios
folyadékhoz adtuk (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) és a radioaktivitdst
folyadékszcintillacids szamlaléval mértilk meg (Wallac, Gaithersburg, MD, USA).

5.2.7. A mitokondridlis membrdn depolarizdciojdnak és a szuperoxid termelodésének
kimutatdsa

A mitokondridlis membranpotencidl véltozdsat aramlédsi citometridval vizsgaltuk,
FACS-Calibur citométeren (Becton-Dickinson, San Jose, CA), 3,3’-dihexiloxakarbocianin-
jodiddal [DiOCg(3)] festett sejtekben (Virdg és mtsai, 1998b). A festék kationos lipofil
karakterli, melyet a mitokondriumba transzportdl a negativ mitokondrialis
membranpotencidl, és igy az a mitokondridlis matrixban ddsul fel. Ezért csokkend
mitokondridlis membranpotencidl a sejt csokkend fluoreszcencidjat eredményezi. A
festéket 37°C-on, 15 percig tarté inkubdcié sordn 40 nM koncentrdcidéban alkalmaztuk,
majd PBS-sel tortén6 mosds utan detektdltuk eredményeinket.

A mitokondridlis szuperoxid termelést szintén dramlési citometridval hataroztuk meg
hidroetidium (HE) felhasznalasaval (2 uM, 15 perc, 37 °C), amit a szuperoxid erdsen
fluoreszkdl6 etidiumma alakit. A mérést ebben az esetben is PBS-sel torténd mosas eldzte

meg.

5.2.8. Kaszpdz-3 aktivitds mérése

A kaszpaz-3 aktivitdst a Vanags és mtsai. (1996) altal leirt médon végeztiik el az aldbbi
modositasokkal (Virdg és mtsai, 1998a). Hat 6raval az MNNG kezelés megkezdése utn a
timocitdkat lizis pufferben lizaltuk (10 mM HEPES pH 7,25; 0,1% w/v CHAPS, 5 mM
ditiotreitol, 2 mM EDTA, 10 pg/ml aprotinin, 20 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml pepstatin A, 1
mM PMSF). A lizatumokhoz 1:1 ardnyban reakciopuffert adtunk (100 mM HEPES pH
7,25; 10% szachar6z, 5 mM ditiotreitol, 0,1% CHAPS,), amely 50 uM-os
végkoncentricioban tartalmazta az aminometil-kumarinnnal konjugdlt tetrapeptid kaszpaz
szubsztratot (DEVD-AMC) (Calbiochem, San Diego, CA, USA), mellyel 1 6rdn at
inkubdltuk. Az AMC fluoreszcencidjat Fluoroskan Ascent FL microplate fluoriméteren

detektéaltuk (EX: 390 nm, EM: 460 nm).

-32-



5.2.9. A DNS fragmentdcio kimutatdsa (DNS létra képzodése)

Az internukleoszomdlis DNS fragmentaciot agar6z gélelektroforézissel mutattuk ki,
az Eastman (1995) dltal leirt médon. Két szdzalékos agar6z gélt ontéttiink, majd a gél
megszilarduldsa utdn a fési feletti részt levagtuk. Az iires részbe 1% agardz gélt ontottiink,
mely 2% SDS-t és 64 ng/ml proteindz K-t tartalmazott. 2x10° sejtet 20 ul mintapufferben
(5% vlv glicerol, 10 mM Tris, pH 8,0, 0,05% bromfenol kék, 5 mg/ml RNaz A) vittiik fel a
gélre. Az elektroforézist 60 V fesziiltség mellett 12 6ran 4t végeztiik, majd a gélt 2 pg/ml

etidium bromiddal festettilk meg, a felesleges festéket desztillalt vizzel mostuk ki.

5.2.10. Citotoxicitds meghatdrozdsa (propidium jodid felvétel)

Az MNNG kezelés altal kivéltott sejtpusztuldst propidium jodid (PI) felvétellel
hatdroztuk meg (Bai és mtsai, 2001). A timocitdkat 2,5 pg/ml PI oldattal festettiik 15
percen at, majd PBS-sel végzett mosds utdn dramlasi citometridval analizaltuk a mintékat.
A citotoxicitast a kovetkezd képlet segitségével szamitottuk: 100x(T-C)/(100-C), ahol a T a
PI pozitiv sejtek szdzalékat jelenti a mintdkban, mig a C a kontroll mintaban a PI pozitiv

sejtek ardnyat.

5.2.11. Citotoxicitds meghatdrozdsa (MTT redukcios modszer)

Az MNNG kezelés hatdsat a sejtek életképességére 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
difeniltetrazolium-bromid (MTT) redukciés modszerrel (Hussain és mtsai.,, 1993) is
vizsgdltuk Virdg L. (1995) leirdsa alapjdn, egy eltéréssel: mivel szuszpenzids sejtekkel
dolgoztunk, a kezelések elvégzése utidn a sejteket Eppendorf csovekbe gyiijtottiik,

centrifugaltuk, majd a médium leszivasa utan dimetil-szulfoxidban (DMSO) vettiik fel.

5.2.12. Immunprecipitdcio

A PARP-1 foszforilaciéjanak detektdldsat immunprecipitdcioval végeztik. A
kezelések elvégzése utdn a sejteket lizaltuk [50 mM Tris—HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1%
Triton-X 100, 1 mM EDTA, protedz inhibitor koktél (100x), 1 mM NaF, 1 mM Na,VOs],
majd szonikdltuk (20 s). Mintdinkat 50 pl 50%-os Sepharose - protein A gyanta
hozzdaddsaval eldtisztitottuk (1h, 4 °C), majd centrifugdlast kovetdéen a feliiliszékhoz

adtuk a PARP elleni antitestet (4 pg/500 pl minta), amivel 4 °C-on, 90 percen at tartd
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inkubdciét végeztiink. Ezt kovetéen 50 pl 50%-os Sepharose-proteinA gyantdt adtunk
mintdinkhoz, ezzel 1 6rdn at, 4°C-on tortént az inkubdcid. Végiil mintdinkat 3x1 ml
mintapufferrel [5S0 mM Tris—HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1% Triton-X 100, 1 mM EDTA,
protedz inhibitor koktél (100x), 1 mM NaF, 1 mM Na,VOs;] mostuk, majd a pelletet SDS
mintapufferrel elegyitettiik €s az antitestek kotéseinek megsziintetése céljabol felfoztiik (10
perc, 100 °C). Ezutan foszfoszerin elleni antitesttel Western blotot végeztiink. A vizsgalatot
foszfoszerin elleni antitesttel immunprecipitdlva és PARP elleni antitesttel Western blotot

végezve is elvégeztiik.

5.2.13. PKC izoformdk lokalizdcidjdanak vizsgdlata immunfluoreszcencidval

Az immunfluoreszcencids vizsgédlatainkhoz a sejteket poli-lizinnel bevont
lemezeken immobilizaltuk. Etanolos fixdlast kovetéen vizsgélatainkhoz a Western blot
mddszernél is haszndlt PKC elleni antitesteket alkalmaztuk. Immunfluoreszcens jelolésre
FITC-cel konjugalt szekunder antitestet hasznaltunk. A magokat DAPI-val festettiik. A
felvételeket Zeiss LSM 510 META konfokalis mikroszkoppal készitettiik. Z-szeleteket

készitettiink, dbrdinkon a magok kozépsikjaban késziilt felvételeket mutatjuk be.

5.2.14. In vitro foszforildcio

Ebben a vizsgalatban tisztitott PARP-1 enzimet foszforildltunk tisztitott cPKC
eleggyel (alfa, béta €s gamma izoformdk keveréke), HEPES tartalmu assay pufferben [200
mM HEPES pH 7.5; 100 mM MgCl,, 10 mM ditiotreitol (DTT)]. A PKC elegyet PKC
tarol6 pufferben higitottuk (20 mM HEPES pH7.5; 1 mM EGTA; 1 mM EDTA; 1 mM
DTT; 25% glicerin; 0.02 % NaNs; 0.05% Triton X-100), végkoncentracidja 0.1 pg/ml volt.
Az enzimet 0,65 mM CaCl, és foszfatidil-szerin — diolein micelldk hozzaadasaval
aktivéltuk. Mintdnként 5 pl ATP elegyet haszndltunk [0,998 mM ATP és 20-szorosédra
higitott **P-ATP (270 CPM/pmol)]. Mintdinkat 20, 50, vagy 90 percig inkubltuk, 30 °C-
on. Negativ kontrollként PKC nélkiili mintdt alkalmaztunk. Mintdinkat SDS mintapufferrel
elegyitettiik, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink, 8 %-os gélen. A géleket

megszaritottuk, majd az eredményeket autoradiografiaval detektaltuk.
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5.2.15. Metalloproteindz zimogrdfia

A kezelések elvégzése utan nyert szovetmintat TNC pufferben homogenizéltuk (50
mM Tris, 0,15 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 0,05% Brij-35, 0,02% NaNs, pH 7,4) (Koyama és
mtsai. 2000), majd a tormeléket centrifugdldssal eltavolitottuk. A fehérjekoncentraciét
Bradford mddszerével hatiroztuk meg. A homogenizdtumokat ezutin 2X SDS
mintapufferrel kevertiik 6ssze (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), és szobahdmérsékleten
inkubdltuk 15 percen 4t. Az igy elkészitett mintdkbdl 7,5 pg fehérjét zselatin vagy kazein
zimografids gélekre (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) vittiink fel. A géleket a futtatds (125
V, 90 min) utin renaturalé pufferben (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 30 percig razattuk,
majd az aktiv proteindzok el6hivasat 37 °C-on végeztiik egy éjszakan 4t el6hivé pufferben
(Invitrogen). Az emésztetlen szubsztratot Brilliant Blue festékkel festettik meg (0,1%
Coomassie Brilliant Blue, 45,5% metanol, 9% ecetsav). Bizonyitandd, hogy az emésztés
utdn megjelend siavok Ca’*-fiiged protedzoknak felelnek meg, replikdtum géleket Ca™*-

mentes pufferben (20 mM EDTA) hivtunk eld.

5.2.16. Peroxiddz aktivitds mérése

Cryochrome Blue matrix-ba (Shandon, Pittsburgh, PA, USA) 4gyazott szovetekbol 6 pm
vastagsdgi szeleteket vagtunk. Az A (0.8 mM diamino-benzidin — tetrahidroklorid; 121
mM Na-acetét desztilllt vizben oldva) és B (1.8 mM hidrogén-peroxid desztillalt vizben
oldva) oldatok 1:50 ardnyu elegyét a mintdinkra mértiik. A reakciot 10 percen at végeztiik
szobahOmérsékleten. A targylemezeket kétszer mostuk desztillalt vizzel, majd egy 6ran at,
szobahOmérsékleten héttérfestést végeztiink Nuclear Fast Red-del (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). A targylemezeket desztillalt vizzel mostuk, majd dehidréltuk és
lefedtiik (Hypermount, Shandon).

5.2.17. Citokin expresszio vizsgdlata ELISA modszerrel
Az egérfiilekbdl késziilt lizatumokban citokinek (TNFa, IL-1B) és kemokinek (MIP-1a,
MIP2) expressziojat vizsgaltuk ELISA kitek (R&D System, Minneapolis, MN)

segitségével. Vizsgalatainkat a kitek protokoljai alapjan végeztiik.
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5.2.18. Mieloperoxiddz aktivitds mérése

Az egérfiilleket 600 pl homogenizdld pufferben [125 mg hexadecil-trimetil-ammodnium-
bromid (HTAB) 25 ml 10 mM MOPS] 6sszeturmixoltuk, majd centrifugéltuk (5 perc, 13
000 RPM). A mieloperoxiddz aktivitds mérését 1 mM hidrogén-peroxid jelenlétében NAPP
pufferben (250 ml 80 mM NaH,PO4-H,0 oldat pH-jat 80 mM Na,HPO4-7H,O —val pH
5,5-re allitottuk be) végeztik, TMB (3,9 mg/ml, DMSO-ban oldva, majd 1:8 ardnyban
elegyitve NAPP pufferrel) szubsztrattal. Az MPO aktivitdst 650 nm-en, fotometridsan
detektaltuk. Eredményeinket fehérjetartalomra vonatkoztattuk. A feliiliszé fehérjetartalmat

Comassie reagenssel hatdroztuk meg.

5.2.19. Statisztikai analizis

Minden kisérletet legaldbb hirom alkalommal végeztiink el, kiillonb6zd napokon. A
szignifikancia meghatdrozasdra a Student ¢ tesztet alkalmaztuk, és a p<0,05 értékeket
tekintettiik szignifikdnsnak. A comet assay statisztikai analiziséhez a Mann és Whitney -

féle U-tesztet hasznaltuk.

-36 -



6. EREDMENYEK

6.1. MNNG kezelés hatdsdra bekivetkezo tirozin nitrdlds és PARP aktivdcio vizsgdlata

Mas sejttipusok esetében mér ismert volt, hogy az MNNG aktivalja a DNS torés
- PARP aktivicié dtvonalat (Juarez-Salinas és mtsai., 1979), ezért megvizsgaltuk, hogy
rendelkezik-e hasonldé hatdssal timocitdkon. Az MNNG jelentdés mértékii nekrotikus
sejtpusztulast (PI felvétel) eredményezett, ami a PARP gatlészerrel és a tiolos
antioxiddnsokkal kivédhetd volt (4. dbra). Ezzel egyidejlileg azonban a PARP gatlasanak
hatdsdra emelkedtek az apoptotikus paraméterek (6. és 7. dbra). A tiolos antioxiddnsok - a
PARP inhibitorhoz hasonldéan - az alapérték ala csokkentették az MNNG éltal kivaltott
PARP aktivitasat (8. dbra). Az alkalmazott antioxiddansok védelmet nyujtottak az MNNG
altal okozott DNS torések ellen is, mig a PARP inhibitor PJ34 a DNS torést nem
befolydsolta (9. dbra). MNNG kezelés hatdsara hasonlé mitokondridlis véltozdsokat
tapasztaltunk, mint kordbban, az oxidativ stressznek kitett timocitdkon (10. dbra). Mivel az
MNNG hatdsai a fenti folyamatokban hasonléak az oxidativ stressz hatdsaihoz,
feltételeztiik, hogy az MNNG hatdsmechanizmusédban is szerepet jatszik az oxidativ stressz.
Az MNNG molekula tartalmaz egy nitrozocsoportot, ezért elképzelhetOnek tartottuk, hogy
a szerves nitrozo-vegyiiletekhez hasonléan az MNNG bomldsa sordn is keletkezhet
nitrogén-monoxid. Az MNNG vizes oldatdban koncentraciofiiggd nitrit/nitrat termelddést
tapasztaltunk, ami az MNNG-b6l torténéd NO-felszabaduldsra wutal (12/A. d&bra).
Eredményeinket az NO-specifikus DAF-2 nevii, fluorogén probéval erdsitettiik meg. (12/B.
abra).

Feltételezéseink kozott az is szerepelt, hogy az MNNG-b6l szarmazé NO a
sejtben 1év0 szuperoxiddal egyesiilve peroxinitrit képzddéséhez vezethet. A peroxinitrit
kozismerten nitralni képes a fehérjék tirozin és triptofan oldallancait, valamint a DNS
guanin bézisait (Ischiropoulos, 2003). Az MNNG-vel kezelt sejtek er6s immunopozitivitdst
mutattak nitrotirozinra (12/C. és D. dbra), amely ddzis- és idofiiggést mutatott (12/D. dbra).
Pozitiv kontrollként peroxinitritet hasznaltunk, amelynél hasonldé nitrdldsi mintdzatot
latunk, mint az MNNG esetében (12/D. dbra). A fenti adatok alapjan feltételezhetd, hogy az
MNNG-bdl NO szabadul fel, ami szuperoxiddal egyesiilve peroxinitritet képez MNNG-vel
kezelt timocitdkban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a timocitdkban peroxinitrit felelds

az MNNG 4ltal okozott fehérje nitralasért. A nitrogén-monoxid szintdz (NOS) inhibitor L-
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NMMA alkalmazasa nem befolydsolta az MNNG altal kivéltott DNS torést €s citotoxicitast
(13/A. és B. abra), az MNNG kezelés hatasara nem indukalédott az iNOS timocitakban
(13/C abra). Eredményeink arra utalnak, hogy az endogén NO termelésnek nincs szerepe a
folyamatban.

A tovabbi kisérleteinkben alkalmazott sejtpermedbilis szuperoxid-diszmutaz,
kataldz, cPTIO (NO scavenger) ¢és FP-15 (peroxinitrit bomldsat katalizdld
porfirinszarmazék) egyike sem volt képes gatolni az MNNG adltal okozott DNS torést és
citotoxicitast (13/A. és B. dbra). Ezek alapjan elmondhatd, hogy az MNNG indukalta
citotoxicitdsban nem jatszik szerepet sem az NO, sem a szuperoxid, sem pedig az ezek

egyesiiléseként keletkezd peroxinitrit.

6.1.1. Az MNNG dltal okozott sejtpusztulds és PARP aktivdcio tanulmdnyozdsa

Az MNNG citotoxikus hatdsit timocitdkon a sejtek propidium jodid felvételével
vizsgaltuk, ami az elhalt sejteket festi, mivel ép sejtmembranon nem képes athatolni. Azt
talaltuk, hogy mar egy viszonylag alacsony MNNG koncentracié is koncentraciofiiggd
citotoxicitast okoz (4. dbra). Osszehasonlitdsképpen, korabbi kozlemények adatai szerint
100-500 uM MNNG koncentréci6 volt citotoxikus hatdst adherens epitelidlis, neurondlis €s
fibroblaszt sejteken (Ha és Snyder, 1999; Ying és mtsai., 2001; Yu és mitsai.; 2002).
Glutationnal, N-acetilciszteinnel, vagy a PARP inhibitor PJ-34-gyel tortént elokezelésekkel
meggatolhat6 volt az MNNG citotoxikus hatdsa. Eredményeink szerint az oxidativ stressz
€s a PARP aktivacio szerepet jatszik az MNNG citotoxikus hatdsdban timocitdkon. Mig a
tiolos antioxiddnsok védOhatdsa a hosszabbtavi kezelések (24h) alkalmazdsakor is

érvényesiilt, a PARP gétlészer hatdsa kevésbé volt kifejezett 24 6ra elteltével. (5. dbra).
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abra harom fiiggetlen kisérlet atlagidt mutatja, eredményeink szords — és szignifikancia
értékei megfeleldek voltak, azokat itt, a 3D dbrdzolds miatt nem tudtuk feltiintetni.
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5.abra Inkubdcios idé szerepe a PARP-gdtlds és a GSH citoprotektiv hatdsdban

A timocitdkat 30 percen at elokezeltilk GSH-val vagy PJ34-gyel, ezt 4 6rds MNNG kezelés
(10 uM) kovette. A citotoxicitast kozvetleniil az MNNG kezelés utan, vagy tovabbi 20 6ra
elteltével (24 h) mértikk (**P<0,01, ***P<0,005 a 4 6ras, MNNG-vel kezelt mintdkhoz
viszonyitva és "P<0,05, "™ P<0,005 a 24 6rds, MNNG-vel kezelt mintdkhoz viszonyitva).
Az dbra harom fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja (£SD).
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Kordbbi vizsgédlatainkban peroxinitrit vagy hidrogén-peroxid kezelés hatasira bekovetkezd
PARP aktivicié eredményeképpen az eredetileg apoptotikus sejthaldl helyett nekrézist
tapasztaltunk (Virdg és mtsai., 1998b,c). E megfigyelést mds laboratériumok tapasztalatai
is megerdsitették (Cole és Perez-Polo, 2002; Filipovic és mtsai., 1999; Ha és Snyder,
1999). A PARP szerepét a sejthaldlban PARP knock out, vagy PARP inhibitorokkal kezelt
vad tipust timocitdkkal végzett vizsgdlataink is bizonyitjdk. A PARP gatldsa vagy
genetikai inaktivacidja a nekrotikus paraméterek csokkenését (PI felvétel), és ezzel
egyidejiileg az apoptotikus paraméterek (kaszpdz-aktivacié, DNS fragmentacio)
fokozodasat (Virdg és mtsai., 1998/b,c) eredményezte.

Megvizsgaltuk, hogy az MNNG altal stimuldlt PARP aktivicionak vannak-e az
oxidativ stressz indukdlta PARP aktivaciéhoz hasonl6 kovetkezményei. Alacsony MNNG
koncentraci6 alkalmazdsa esetén emelkedett kaszpdz aktivitdst mértiink, mig magasabb
MNNG koncentraciok hatdsara a kaszpaz aktivitds csokkenését tapasztaltuk. (6. dbra). PJ-

34-gyel torténd elOkezelés hatdsdra timocitidkban az MNNG indukélta kaszpdz-aktivacio

emelkedett.
6. abra MNNG hatdsa a
5 1200 - —O— PJ-34 kaszgciz-a” ‘aktivitcisra
L 000 | —@— Kontroll A timocitdk 6 o6rdas MNNG
vy kezelését kovetden tetrapeptid
£ 500 kaszpdzszubsztrait ~ aminometil-
é kumarin konjugatuméanak
S 600 - (DEVD-AMC) hidrolizisét fluo-
N rimetrids moddon meghatdrozva
) Zopas P PP
2 400 mértiik a kaszpaz-aktivitist. Egy
b o kétfazisu gorbét kaptunk:
X200 ot alacsonyabb ~ MNNG  kon-
o centrdciok  esetében novekvo
0 2 40 60 80 kaszpdz-aktivitast tapasztaltunk,

MNNG koncentracio (HM) ami az MNNG koncentracid

emelkedésével az alapérték ald

csokket. A PARP-ot gatl6 PJ-34 alkalmazdsa (30 perces elokezelés) esetén magasabb

kaszpdz-aktivitast tapasztaltunk. (*p<0,05; ** p<0,01 a PJ34-gyel eldkezelt kontrollhoz

képest; *p<0,05; ™ p<0,01 a kontrollhoz képest). Az dbra hirom fiiggetlen mérés atlagat
mutatja (£SD)
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Az apoptotikus sejthaldl egy masik jellemz6 eseménye az internukleoszomadlis DNS
fragmentacid, amely agaréz gélelektroforézis segitségével vizsgdlhat6. A kaszpaz-
aktivitdshoz hasonléan a DNS fragmentacio6 is csokkend tendenciat mutatott magas MNNG
koncentraciok esetén, amelyet a PARP gatloszer alkalmazdsa ebben az esetben is

ellensuilyozni tudott (7. dbra).

PR N T ———

-

-

L3 ) i

7. abra DNS fragmentdcio vizsgdlata.

A timocitdkat hat 6rdn at kezeltik 10 pM MNNG-vel. Egyes mintakat (+) PARP
inhibitorral (1 uM PJ34) kezeltiink el6, 30 percen &at. Az internukleoszomélis DNS
fragmentaciot agardz gélelektroforézissel mutattuk ki, a ,,Mddszerek” fejezetben leirtak
szerint. Az apoptotikus sejtek szdmdra a sdvok intenzitdsabol kovetkeztethetiink. Alacsony
MNNG koncentrdciok hatdsdra a sdvok intenzitdsa novekszik, nagy MNNG
koncentraciokndl viszont megszlnik (-). PARP gatlészer (PJ-34) alkalmazasakor (+) a
savok intenzitdsa az MNNG koncentracié novekedésével nd, ami az apoptotikus sejtek
szamanak novekedésére utal. Az dbran bemutatott eredmények harom fiiggetlen kisérlet
eredményeit szemléltetik.
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Az MNNG PARP aktivaciot okozott timocitdkban, ami mind a tiolos antioxidansokkal,
mind pedig a PARP inhibitorral gatolhato volt (8. dbra).
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8.4abra PARP aktivdcio vizsgdlata

Az egyes mintdkat 30 percig el0kezeltiink SmM NAC-cal, 5 mM GSH-val, illetve a PARP
inhibitor 2 uM PJ-34-gyel. Az MNNG-kezelés (0-80 uM) 20 percig tartott. A PARP
aktivaciojat a radioaktiv NAD" beépiilésének mérésével kovettiik nyomon, a ,,Mddszerek”
fejezetben leirtak szerint. A PARP aktivitds az MNNG koncentracié fiiggvényében
véltozott (0-80 uM) (* p<0,05, ** p<0,01 a kontrollhoz képest). A PARP aktivitasa
antioxidansokkal (SmM NAC, 5 mM GSH), illetve PARP inhibitor (2 uM PJ-34)
alkalmazdsaval jelentds mértékben csokkenthetd volt (*p<0,01 a 80 puM MNNG
kezeléshez képest). (CPM: percenkénti beiitésszam) Az dbra négy fiiggetlen kisérlet atlagat
mutatja (£SD).

6.1.2. DNS torés és mitokondridlis paraméterek vizsgdlata MNNG-vel kezelt timocitdakban
A DNS torést comet assay-vel detektaltuk. A kezeletlen sejtek kerek morfologiat
mutattak, tehat maganyaguk a sejtmagban maradt. Ezzel szemben MNNG (10 uM) kezelés
hatdsdra jelentds DNS kdrosoddst tapasztaltunk, amit az iistokds-szerli morfolégia mutat (9.
abra). Szélesspektrumd antioxiddnsok [glutation és N-acetilcisztein (5-5 mM)]
megakadalyoztdk a DNS torések kialakuldsit, a PARP inhibitor PJ34 azonban nem volt

hatdssal erre a paraméterre (9. dbra).
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9. abra. MNNG dltal kivdltott DNS torés

Egyes mintakat 30 percig eldkezeltiink SmM NAC-cal, 5 mM GSH-val, illetve a PARP
inhibitor PJ-34-gyel (2 uM). A timocitdkat 10 uM MNNG-vel 20 percen at kezeltiikk. A
DNS torést comet assay-vel detektdltuk. Megfigyelhetd a kezeletlen sejtek magjinak ép
morfoldgidja, mig az MNNG-vel kezelt sejtek jelentés DNS-kdrosodast szenvedtek. Tiol
antioxiddnsok (NAC, GSH) alkalmazasdval az MNNG okozta DNS-torés kivédhetd volt, a
PARP inhibitor (PJ-34) alkalmazadsa a DNS karosodds mértékét nem befolydsolta. A kapott
képek értékelésére egy vizudlis értékeld — skdlat dllitottunk fel, a ,,Mddszerek” fejezetben
leirtak alapjan. Eredményeinket hisztogrammokon dbrdzoltuk és reprezentativ
mikrofotografidkat mutatunk be, melyek harom fiiggetlen kisérlet eredményeit szemléltetik.

Korabbi vizsgalataink alapjdn a peroxinitrit, vagy hidrogén-peroxid 4ltal
kivaltott nekrotikus sejthaldlt mitokondridlis valtozdsok is kisérik, mint példdul a
mitokondridlis membran depolarizaciéja, szekunder szuperoxid termelés €s a mitokondrium
szerkezeti sériilése (Virdg és mtsai., 1998b). Ezenkiviil azt is bizonyitottdk, hogy ezeket a
valtozdsokat timocitdkban a PARP aktivicidja okozza (Virdg és mtsai., 1998b).
Megvizsgaltuk, hogy vajon az MNNG indukél-e mitokondridlis membran-depolarizaciot és
szekunder szuperoxid termelést. MNNG kezelés hatdsdra hasonlé mitokondridlis

véaltozdsokat tapasztaltunk, mint kordbban, az oxidativ stressznek kitett timocitdkon (10.

abra).
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Az MNNG dltal kivadltott mitokondridlis depolarizdcio és mitokondridlis
szuperoxid termelés vizsgdlata dramldsi citometridval.
A timocitdkat 30 percen 4t elokezeltiik PJ34-gyel, GSH-val, vagy NAC-cal, majd a sejteket
MNNG-vel kezeltik 3 6rdn at. A mitokondridlis membran depolarizacidjat DiOg(3)
fluoreszcens festékkel vizsgédltuk (A). A fluoreszcencia intenzitdsdnak csokkenése a
mitokondridlis membranpotencidl csokkenésére utal. A mitokondridlis szuperoxid-termelés
vizsgalata sordn hidroetidiummal festettikk a sejteket (B), melyet a szuperoxid erdsen
fluoreszkdl6 etidiumma alakit. Az dbrdn bemutatott eredmények hiarom fiiggetlen kisérlet



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

A glutationszintézis sebesség-meghatarozé 1€pését a gamma-glutamil cisztein szintdz enzim

katalizdlja. Ez az enzim specifikusan gatolhaté butionin-szulfoximinnel (BSO). Megfelel

ideig tart6 BSO kezeléssel depletdlhaté az intracelluldris glutation. A BSO (300 puM)

kezelés valamelyest csokkentette az MNNG citotoxikus hatasat (11. dbra, A panel). A

glutationkezelést kovetden PBS-sel mosva a sejteket, nem tapasztaltuk a GSH citoprotektiv

hatdsat (11. dbra, B panel)
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11. abra Az intra- és extracelluldris glutation-deplécio hatdisa az MNNG dltal

kivdltott citotoxicitdsra.

Az MNNG citotoxikus hatdsat (10 uM és 20 uM, 4 6ra) négy 6rds BSO elokezelést
kovetden is vizsgaltuk (A). (* p<0,05, a 20 pM MNNG-vel kezelt mintdhoz viszonyitva,
#p<0,05 a 40 pM MNNG-vel kezelt mintdhoz képest). Ezen kiviil tanulmédnyoztuk az
extracellularis GSH eltavolitasdnak hatdsat is, melynek sordn a GSH el6kezelést kovetden a
sejteket PBS-sel mostuk, majd 20 uM MNNGe-el kezeltiikk (B panel, utolsé oszlop). (**
p<0,01, a 20 uM MNNG-vel kezelt mintdhoz viszonyitva, az abrdk négy parhuzamos
kisérlet atlagat mutatjdk + S.D.)

6.1.4. Az MNNG-bol felszabadulo NO hatdsainak vizsgdlata

Az MNNG molekula tartalmaz egy nitrozo csoportot, ezért elképzelhetonek tartottuk, hogy
a szerves nitrozo-vegyiiletekhez hasonléan az MNNG bomldsa sordn is keletkezhet
nitrogén-monoxid. Az MNNG vizes oldatdban koncentraciofiiggd nitrit/nitrat termelddést
tapasztaltunk, ami az MNNG-b6l torténd NO felszabaduldsra utal (12/A. dbra).
Eredményeinket az NO-specifikus, DAF-2 nevii fluorogén préobdval erdsitettiik meg. (12/B.

- 45 -



abra). Feltételezéseink kozott az is szerepelt, hogy az MNNG-bdl szdrmazé NO a sejtben
1évé szuperoxiddal egyesiilve peroxinitrit képzddéséhez vezethet. A peroxinitrit
kozismerten nitrdlni képes a fehérjék tirozin és triptofan oldallancait, valamint a DNS
guanin bazisait (Ischiropoulos, 2003). Az MNNG-vel kezelt sejtek erés immunopozitivitast
mutattak nitrotirozinra (12/C. és D. dbra), amely ddzis- és 1dofiiggést mutatott (12/D. dbra).
Pozitiv kontrollként peroxinitritet haszndltunk, amelynél hasonlé nitrdldsi mintazatot

lattunk, mint az MNNG esetében.
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12. abra A felszabadulé NO hatdsai MNNG-vel kezelt timocitdkon

Az MNNG-t PBS-ben higitva, sejtmentes rendszerben 4 Ordan dt inkubdaltuk
szobahOmérsékleten (A és B). A nitrit-tartalmat Griess reakcidval (A), az NO-t pedig a
DAF-2 fluoreszcencidjanak detektdldasaval mértik. Az A és B panelen bemutatott
eredmények hirom fiiggetlen kisérlet 4tlagit (£SD) mutatjak, *p<0,05, **p<0,001, a
kontrollhoz képest. A C és D panelen bemutatott vizsgilatokhoz 1 6rds (C) vagy 1 és 2 6rds
(D) MNNG kezelést végeztiink timocitidkon. A fehérjéken végbemend tirozin nitral6dast
immunfluoreszcens festéssel (C) és Western blottal (D) detektaltuk.

Az el6zbéekben bemutattuk, hogy az MNNG bomldsa sordn nitrogén-monoxid
keletkezik, amely szuperoxiddal egyesiilve peroxinitritet képezhet. Eredményeink alapjan
val6szintsithetd tovabbd, hogy mind a peroxinitrit, mind pedig az MNNG citotoxikus

hatdsdban szerepe van a PARP aktiviciojanak (Berger és mtsai., 1983; Virag és mitsai.,
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2003). Ezért megvizsgaltuk, hogy szerepet jatszik-e a peroxinitrit az MNNG citotoxikus
hatdsaban. Feltevésiink mellett szl a tiolos antioxiddansok védOhatisa az MNNG altal
okozott DNS toréssel és citotoxicitdssal szemben. Ismert viszont, hogy a GSH és a NAC a
reaktiv oxigén — €s nitrogén intermedierek (ROI é€s RNI) mellett az alkil gyokok befogasara
is képesek, ezért megvizsgiltuk specifikus ROI és RNI inhibitorok hatdsat is.
Kisérleteinkben sejtpermedbilis szuperoxid-diszmutazt, katalazt, cPTIO-t (NO scavenger),
L-NMMA-t (NOS inhibitor), és FP-15-6t (peroxinitrit bomldsat Kkatalizald
porfirinszarmazék) alkalmaztunk. (13/A. dbra). Az MNNG éltal okozott DNS torést és
citotoxicitdst nem volt képes megakadédlyozni egyik altalunk alkalmazott anyag sem. Fenti
megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy az MNNG indukalta citotoxicitdsban nem
jatszik szerepet sem az NO, sem a szuperoxid, sem pedig az ezek egyesiiléseként keletkezd

peroxinitrit (13/B. 4bra).
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13. Abra A szuperoxid, a nitrogén-monoxid és a peroxinitrit szerepének vizsgdlata
az MNNG citotoxikus hatdsdban

A timocitdkat 30 percig PEG-SOD-dal (200 U/ml), PEG-katal4zzal (Kat., 800 U/ml), PEG-
SOD és PEG-kataldz kombinécidjaval, cPTIO-val (300 uM), L-NMMA-val FP-15-tel (1
ug/ml) és pozitiv kontrollként GSH-val kezeltiik el6. Hisz perces MNNG (10 uM) kezelést
kovetden comet assay-t végeztiink (A). A citotoxicitdst 4 ora elteltével vizsgaltunk (B)
(**p<0,01 a kontrollhoz képest). A B panel harom fiiggetlen kisérlet atlagat (£S.D.)
mutatja. Az iNOS expresszidjanak vizsgdlatait Western blottal végeztiik (C). Egy, illetve
négy o6rds MNNG kezelést alkalmaztunk (M1, M4). Pozitiv kontrollként interferon-
gammaval és lipopoliszachariddal kezelt egér peritonedlis makrofagok lizdtumat hasznaltuk
(MF).

iNOS Bl
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6.2. A protein kindz C szerepe az MNNG dltal kivaltott citotoxicitds szabdlyozdsdban

Kordbbi adataink alapjdn az MNNG kezelés timocitdkban DNS torések
keletkezéséhez és ezaltal a PARP-1 enzim aktivaci6éjdhoz vezet (Bai és mtsai., 2007).
Irodalmi adatok szerint a PKC képes a PARP-1 in vitro foszforilaciéjara (Bauer és mtsai.,
1992; Tanaka és mtsai., 1987). Megvizsgaltuk, hogy képes-e a PKC in vivo is foszforildlni
a PARP-1-et, és ha igen, akkor hatdssal van-e ez a foszforilaci6 az MNNG indukélta PARP
aktivaciora, illetve a sejtek életképességére.

A timocitdkban el6fordulé PKC izoformakat Western blot mddszerrel hatdroztuk
meg. Eredményeink azt mutatjdk, hogy egér timocitdkban az Osszes éltalunk vizsgélt PKC
izoforma expresszalddik (14/A. abra).

Megvizsgaltuk a tisztitott PARP-1 in vitro foszforilacigjat is tisztitott PKC enzimek
altal. A PKC enzimeket tartalmazé elegy a klasszikus PKC izoformdkat (alfa, béta és
gamma) tartalmazta. Radioaktiv jelolésre gamma helyzetben jelolt 32p_ATP -t hasznéltunk.
Mintdinkat 20, 50, vagy 90 percig inkubdltuk, 30 °C-on. Negativ kontrollként PKC nélkiili
mintdt alkalmaztunk. Mintdinkat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk el,

majd az eredményeket autoradiografidaval detektéltuk. (14/B. dbra).
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14. Abra PKC izoformdk expresszioja timocitdkban és PARP in vitro foszforildcioja

A timocitakban el6fordul6 PKC izoformédkat Western blot médszerrel hatdroztuk meg (A).
A PARRP in vitro foszforilacidjat autoradiografiaval detektaltuk (B). A foszforilaciét 20, 50,
vagy 90 percig végeztiik, 30 °C-on. Negativ kontrollként PKC nélkiili mintdt alkalmaztunk
(CO’, C20°, C50°, C90’). A PO’, P20°, P50’, P90’ jelolésti mintdk tartalmaztdk a PKC
enzimeket, a szdmok az inkubdcids idOket jelolik percben kifejezve. Az dbran bemutatott
eredmények harom fiiggetlen kisérlet eredményeit szemléltetik.
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6.2.1. A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG dltal kivdltott PARP aktivdciora

Két rendszerben vizsgiltuk a PKC hatdsait az MNNG indukdlta PARP
aktivaciora. Az egyik a tricidlt NAD' beépiilésének vizsgdlatdan alapulé PARP
aktivitdsmérés (15/A abra), a mésik pedig a PARP aktivacié eredményeképpen 1étrejovo
polimerek mennyiségét detektdlé Western blot mddszer (15/B dbra). MNNG-vel kezelve a
timocitdkat - kordbbi eredményeinknek megfelelden - jelentds mértékli PARP aktivéciét
tapasztaltunk, melyet megakadélyozott a PARP gatloszer PJ34 egyidejli alkalmazasa (15/A.
abra). A PKC aktivator PMA-val (forbol-12-mirisztat-13-acetat) tortént elokezelés hatasara
az MNNG altal kivéltott PARP aktivacié gatlasit tapasztaltuk. Ezzel 6sszhangban a
keletkez0 ADP-rib6z polimerek mennyiségének szignifikdns csokkenését tapasztaltuk a
PMA-val kezelt sejtekben (15/B.dbra). A PMA PARP-gitlé hatdsa kiilonb6zé mértékben
ellensilyozhaté volt PKC inhibitorok alkalmazédsidval. A széles spektrumi GF109203X
(bizindolmaleimid-1) - ami a PKCa-, Br-, Pn-, y-, 0-, és & izoformdkat gdtolja -
nagymértékben csokkentette a PMA hatdsat, mig csupdn a klasszikus PKC enzimekre hat6

G06976 alkalmazésdval részleges gatlast tudtunk elérni (15. dbra).
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15. abra A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG indukdlta PARP aktivdciora

A sejteket MNNG-vel kezeltik (20 uM, 10 perc). A PMA (100 nM) és a PJ34 (2 uM)
eldkezelések 30 percig tartottak. A PKC inhibitorokkal torténd elOkezelések (G66976,
GF109203X) a PMA kezelést megeldzden, 30 percig tartottak. A PARP aktivitdsat a tri-
ciummal jelzett NAD" beépiilésének mérésével hatdroztuk meg (A). MNNG kezelés hata-
sara szignifikdnsan fokozdédott a PARP aktivitdsa (**P<0,01 a kontrollhoz viszonyitva). A
PMA elOkezelés szignifikdnsan csokkentette az MNNG indukélta PARP aktivaciot. A PKC
inhibitorokkal tortént eldokezelések kiilonb6z6 mértékben ellensilyoztdk a PMA hatésat
(+*P<0,01; *P<0,05). Az A panel négy fiiggetlen kisérlet atlagat (+SD) mutatja.
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6.2.2. A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG dltal kivdltott citotoxicitdsra

Annak kideritésére, hogy milyen mddon befolydsolja a PKC aktivicidja az
MNNG citotoxikus hatdsat, a sejthaldl kiilonb6z6 paramétereit vizsgaltuk MNNG-vel
kezelt sejteken. A kezelések elvégzése utan meghatdroztuk a sejtek életképességét, mértiik
a nekrotikus sejthaldlra utal6 propidium jodid felvételt, valamint az apoptdzis markereként
ismert kaszpaz-3 aktivaciot.

Az MNNG kezelés szignifikdnsan csokkentette a sejtek életképességét és novelte
a nekrotikus sejtek szaméat (16/B.abra). A PARP gatloszerrel végzett vizsgalataink alapjan a
sejtpusztuldsban szerepet jatszik a PARP aktivicidja (16/A. és B. dbra). A PMA-val tortént
el0kezelés szintén gitolta az MNNG kezelés hatdsdra bekdvetkezd timocita nekrdzist, ez
Osszhangban van PARP gitl6 hatdsaval is (16/A és B dbra). Kordabbi - PARP-fiiggo
sejthaléllal kapcsolatos, egér timocitdkon végzett - vizsgédlataink szerint a nekrdzist
gatolhatjuk PARP inhibitorokkal (Virdg és mtsai., 1998b,c), ezédltal megdrizhetjiikk a sejt
NAD" - és ATP-készleteit, igy emelhet a sejtek energiaszintje. Megfigyeléseink szerint az
ép sejtek és az apoptotikus sejtek szdma novekszik, a nekrotikus sejtek szama csokken a
PARP gatlasdnak, vagy genetikai inaktivdcidjdnak hatdsdra (Virdg és mtsai., 1998b,c).
PMA jelenlétében az MNNG-vel kezelt sejtekben emelkedett kaszpaz aktivitdst mértiink
(16/C abra). A PMA hatasat csokkenteni tudtuk az alkalmazott PKC inhibitorokkal
(GF109203X, G66976) (16/A és B dbra).

6.2.3. A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG indukdlta DNS torésre

Kivancsiak voltunk, hogy a PKC aktivicidja befolyédsolja-e a PARP aktivaci6hoz
vezetd folyamatokat, vagy kozvetleniil a PARP aktivaci6jara hat. Ennek kideritésére
vizsgaltuk, hogy befolydsoljdk-e a PKC-re haté aktivalo -, illetve géatlészerek az MNNG-
indukdlta DNS torést. Vizsgdlatainkat comet assay mddszerrel végeztiik. Eredményeink
szerint sem a PMA sem pedig a PKC inhibitorok nem befolydsoljdk az MNNG hatasara
1étrejovo DNS torést (17. dbra). Pozitiv kontrollként glutationt (GSH) hasznéltunk, mely a
6.1. fejezetben leirtaknak megfelelden megakaddlyozta az MNNG adltal kivaltott DNS
torést. Ezek az eredmények megerdsitik azt a feltevésiinket, miszerint a PKC nem a PARP

aktivaciohoz vezetd folyamatokat, hanem magat a PARP aktivaciot befolyésolja.
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16. abra A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG indukdlta citotoxicitdsra.

A sejteket 4 6ran at kezeltiik 10 uM (A,C), illetve 20 uM (B) MNNG-vel. A PMA-val (100
nM) és a PJ43-gyel torténd eldkezelést 30 percig végeztilk. A PKC inhibitorokkal torténd
elékezelések (G06976, GF109203X) a PMA kezelést megeldzden torténtek, 30 percig
tartottak. A sejtek életképességét MTT teszttel (A), a citotoxicitast pedig a sejtek PI
felvételével (B) vizsgaltuk. Az apoptotikus sejthaldl jellemz6 paraméterét, a kaszpaz-3
aktivitdst fluoreszcens szubsztrdat segitségével kovettik nyomon (C). Az MNNG
szignifikdnsan csokkentette a sejtek életképességét (**P<0,01 a kontrollhoz viszonyitva),
és fokozta a nekrotikus sejthaldlt. A PMA és a PI34 szignifikdnsan (**P<0,01) csokkentette
az MNNG hatasiat. A PKC inhibitorok (G66976, GF109203X) ellensilyoztdk a PMA
hatdsit (eeP<0,01; *P<0,05). A PMA a nekrotikus sejthaldl csokkentésével egyidejiileg
fokozta az apoptotikus paramétereket (**P<0,01 a kontrollhoz viszonyitva, *P<0,01 a csak
MNNG-vel kezelt mintdhoz képest). A diagramok hiarom-hdarom fiiggetlen kisérlet atlagat
mutatjak (£S.D.)
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17. abra A PKC aktivdcio hatdsa az MNNG indukdlta DNS torésre (comet assay)

A sejteket 10 percen at kezeltik 20 uM MNNG-vel. A PMA-val (100 nM) és a PJ43-gyel
(3 uM) torténd eldkezelést 30 percig végeztiikk. A PKC inhibitorokkal torténd eldkezelések
(G66976, GF109203X) a PMA kezelést megelozoen torténtek, 30 percig tartottak. Sem a
PMA sem pedig a PKC inhibitorok nem befolydsoljdk az MNNG hatdsara 1étrejové DNS
torést. Pozitiv kontrollként glutationt (GSH) hasznéltunk. A reprezentativ képek harom
fiiggetlen kisérlet eredményét mutatjak.

6.2.4. A PARP-1 PKC dltali foszforildciojanak vizsgdlata

A PMA kezelést kovetéen a PARP-1 foszforildcigjat tapasztaltuk, amit az
alkalmazott PKC inhibitorok csokkentettek (18/A. 4bra). Mintdink PARP-1 -tartalmat
PARP-1 elleni antitesttel hatdroztuk meg (18/B. dbra).
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18. abra A PARP-1 invivo foszforildcidja
A timocitdkat PKC inhibitorokkal kezeltiik
30 percig, a PMA kezelést (100 nM, 30
perc) megeldzden. Immunprecipitdltuk a
PARP-1-et, majd P-Ser elleni antitesttel
Western blotot végeztiink (A). A PARP-1
foszforilacioja PMA hatdsdra novekszik. A
PMA hatdsat a PKC inhibitorok csokken-
tették. Mintdink Osszehasonlithatésdga érde-
kében, az elozovel parhuzamosan
elvégeztink egy masik Western blotot is,
PARP-1 elleni antitesttel (B). Foszfoszerin
elleni antitestte] immunprecipitdlva és PARP
elleni antitesttel Western blotot végezve
hasonl6 eredményeket kaptunk. (**P<0,01 a
kontrollhoz viszonyitva, "P<0,05, #P<0,01 a
PMA-val kezelt mintdhoz viszonyitva.)
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6.2.5. A PKC utvonal indirekt stimuldciojdanak hatdsa a PARP-aktivitdsra

A PMA az érettebb limfoid sejtpopulécidt képviseld splenocitdk esetében is PARP-
gitlé hatdstinak bizonyult (19/A dbra). A PKC jelatviteli ttvonaldnak ConA-val tortént
indirekt stimuldcidja (24 h) szintén a PARP gatlasdhoz vezetett, timocitdkon és
splenocitdkon egyardnt (19/B dabra). Immunfluoreszcens vizsgédlatban 24 6rds ConA

stimulus hatdsdra a PKC B1 nukledris transzlokacidjat tapasztaltuk (19/C édbra).
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19. abra A timocitdk aktivdciojdnak hatdsa a PARP-aktivitdsra.

A splenocitdk PMA-val torténd eldkezelése (30 perc), a timocitdkhoz hasonldéan gatolta a
PARP-aktivaciét (A). Timocitdkat és splenocitdkat 1, 6 és 24 6ran at Concanavalin A - val
(ConA) kezeltiink, melyet 10 perces MNNG kezelés (20 uM) kovetett. Az 1 - és 6 Ords
ConA kezelés nem befolydsolta a PARP-aktivitast, viszont a 24 6rds ConA kezelés hatdséara
jelentdsen csokkent az MNNG altal kivaltott PARP-aktivacié (B). [**P<0,01 a kontrollhoz
viszonyitva, "P<0,01 az MNNG-vel kezelt mintahoz viszonyitva (A és B panel)]. A 24
ordas ConA kezelést kovetden megfigyelhetd a PKC B; nukledris transzlokédcidja, amit a
6 6rds ConA kezelést kovetden nem tudtunk detektalni (C). A tobbi vizsgalt PKC izoforma
(o, B2, 0, €, §, 0, w) lokalizdcidjdban nem tapasztaltunk valtozdst, sem 6, sem 24 6rdig tartd
kezelés esetében. Az A és B diagramok hiarom-hdrom fliggetlen kisérlet atlagat mutatjak
(£S.D.), a reprezentativ képek harom fiiggetlen kisérlet eredményét mutatjak.
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6.3. A PARP-1 szerepe a kontakt hiperszenzitivitds gyulladasos folyamataiban

A kontakt hiperszenzitivitds (CHS) egy kés6i tipusu hiperszenzitivitdsi reakcio.
A CHS reakci6 két részre oszthatd: szenzitizacids fazisra és effektor fazisra. Utdbbiban
fontos szerepet jatszik a proinflammatorikus citokinek termelddése, limfocitdk és
granulocitdk infiltrdci6ja, melyhez erds oxidativ stressz tarsul. Irodalmi adatok alapjan a
poli(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) gatlasa, vagy a PARP-1 gén Kkiiitése jelentdsen
csokkenti a gyulladdsos reakcidkat (colitis, arthritis, uveitis). Jelen vizsgdlataink arra

irdnyultak, hogy feltarjuk a poli-ADP-ribozilacié szerepét CHS-ben.

6.3.1. PARP gdtloszer hatdsa a neutrofil infiltrdciora

Vizsgalataink elsO részében a PARP inhibitor PJ-34 (Jagtap és mtsai., 2002;
Jagtap és Szabo, 2005) hatdsat vizsgédltuk a Szabd és mtsai. (2001) altal kordbban leirt,
oxazolonnal kivéltott CHS egérmodellen. A preszenzitizalt allatok oxazolon kezelése a
fiilek duzzanatat okozta (20/A. és B. dbra). PJ-34 kezelés hatasara a fiillek duzzanata
jelentdsen mérséklodott, ami csokkent gyulladdsra utal (20/A. és B. dbra). A kotdszovetben
az infiltrdld gyulladdsos sejtek mennyiségét szoveti metszetekben enzimhisztokémiai
modszerrel, a peroxiddz aktivitdis mérésével hataroztuk meg (20/A. &bra). Mig
szovetlizaitumban a mieloperoxidaz (MPO) aktivitds meghatdrozasaval (Virag és mtsai.,
2004) mutattuk ki (20/C. dbra). PARP inhibitor alkalmazdsaval az infiltrdl6 sejtek szdma
csokkent (20/A. és C. abra).
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20. abra PARP gdtloszer hatdsa a neutrofil infiltrdciora

Oxazolonnal szenzitizdlt egerek fiilét oxazolonnal kezelve CHS reakciot indukaltunk. A
fiillekbdl készitett metszeteket hematoxilin-eozinnal festettiik és enzimhisztokémiai
modszerrel peroxidaz-pozitiv sejteket mutattunk ki (A). A PJ34 eldkezelés egyarant
csokkentette a fiillek duzzanatit és a peroxiddz-pozitiv sejtek szdmat. A fiilek
vastagoddsdnak (B) és a mieloperoxiddz aktivitisanak mérése megerdsiti a PARP-1
szerepét a CHS-ben (C). ***P<0,005 a kontrollhoz viszonyitva, #P<0,05 a CHS-hez képest
(B és C panel). A B és C panel harom-harom fiiggetlen kisérlet dtlagat mutatja (+S.E.M.), a
reprezentativ képek harom fiiggetlen kisérlet eredményét mutatjak.
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6.3.2. A PARP aktivdcio szerepe irritativ dermatitisben

Grabbe €s mtsai. (1996) szerint borfeliilettel érintkezd haptének nem antigén-
specifikus irritativ dermatitist is indukdlhatnak. Annak kideritésére, hogy a PARP gitlasa
meggatolja-e az irritativ dermatitist is, megvizsgaltuk a PJ34 hatdsat a PMA altal kivaltott
fiillvastagodasra. A PMA kisebb mértékii duzzanatot okozott, mint az oxazolon. A PARP
inhibitor szignifikdnsan - bar a CHS-ben tapasztalthoz képest kisebb mértékben -
csOkkentette a fiilek duzzanatat, €s gdtolta a sejtes infiltraciot (21. dbra). Eredményeink arra
utalnak, hogy a PARP mind az antigén 4ltal kivéltott, immunmedidlt gyulladdst, mind a

nem antigén-specifikus ltalanos gyulladdsos utvonalakat moduldlja.
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21. abra A PARP aktivdcio szerepe PMA dltal kivdltott irritativ dermatitisben

Az egerek fiileit 0,05% PMA-val kezeltiik 6 6rdn 4t, majd mértiik a fiilek vastagoddsat (A)
€s mintat vettiink mieloperoxiddiz (MPO) aktivitisméréshez (B). A PJ34 (10mg/kg i.p.)
hatdsdra szignifikdnsan (*** P<0,001) csokkent a fiilek duzzanata, illetve az MPO
aktivitdsa. A diagramok harom-harom fiiggetlen kisérlet dtlagat mutatjak (£S.E.M.).
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6.3.3. Citokin expresszio és MMP aktivdcio CHS-ben

Kordbbi vizsgdlataink szerint a PARP-1 citokinek expresszidjat szabalyozza
kiilonbozé gyulladdasos modellekben (Virdg és Szabd, 2002). A MIP-1a (a neutrofil
granulocitdk egyik legfontosabb kemoattraktdnsa) és mds proinflammatorikus
citokinek/kemokinek (MIP-2, TNFa, IL-1B) indukcidjat figyeltik meg oxazolon kezelés
hatdséra, ezek szintjét a PJ-34 kezelés mérsékelte (22/A. dbra).

Megvizsgaltuk, hogy szerepet jatszik-e a PARP-1 az MMP expresszi
szabdlyozdsaban CHS-ben. Az MMP termelésre kiilonbozd sejttipusok képesek, pl.:
fibroblasztok, epitél sejtek, makrofdgok, neutrofilek és limfocitdk. Ezek az enzimek
zimogén formdban expresszalddnak és mas proteolitikus enzimek aktivaljak Oket.
Szabadgyokok is képesek az MMP-k aktivalasara, szerkezeti valtozasokat okozva, teljes
hosszisagu aktiv . MMP enzimeket eredményezve. Az MMP-k aktivitdsat szoveti
metalloproteindz inhibitorok (TIMP-ek) ellensilyozzak.

Mintdink  matrix-metalloproteindiz (MMP) aktivitdsit zselatin  zimografia
segitségével vizsgaltuk. A szenzitizdlt egerek mintdiban egy 89-92 kDa molekulatomegii
sav intenzitdsidnak emelkedését tapasztaltuk, ami a PJ-34 kezelés hatdsara lecsokkent.
Hasonl6 hatést figyeltiink meg az MMP9 Western blot analizise sorédn is, mig az MMP
inhibitor TIMP2 esetében ellentétes valtozasokat tapasztaltunk (22/B. dbra).

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a PARP aktivitds szerepet jatszik a
gyulladds kifejlodésében CHS-ben. A PARP tobb ponton moduldlja a gyulladdsos
reakciokat: fokozza a leukocita migraciét, a gyulladdsos citokinek és kemokinek

termelddését, valamint fokozza az MMP-k expressziojat.
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22. abra Citokin expresszio és MMP aktivdcio CHS-ben

A fiilekbdl késziilt lizdtumokban citokinek (TNFa, IL-1B) és kemokinek (MIP-1a, MIP2)
expresszidjat vizsgéltuk ELISA moddszerrel (A). A CHS mintdkban minden vizsgalt citokin
€s kemokin expresszidja novekedett, és az emelkedést a PJ34 gétolta (***p<0,001, *p<0,05
a kontrollhoz képest; #p<0,05 a CHS-hez képest). A matrix metalloproteindzok
expresszidjat zimografia és Western blot mddszerekkel vizsgaltuk (B). Egy 89-92 kDa
méretll proteindz aktivitdst tapasztaltunk a gyulladt fiillekben. E sdv intenzitasa PJ34 kezelés
hatdsara csokkent. MMP9 elleni antitesttel végzett vizsgdlatainkban egy csekély mértékii
emelkedést tapasztaltunk az MMP9 expresszidjaban, ami valosziniisiti az MMP9 szerepét a
gyulladdsban. A TIMP2 fehérje expressziéja a CHS mintdkban csokkent (B), az expresszid
csOkkenését a PJ34 kezelés kis mértékben gatolta. Az A panel harom-hdrom fiiggetlen
kisérlet atlagat mutatja (£S.D.). A B panel harom-hdrom fiiggetlen kisérlet eredményét
mutatja.
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7. DISZKUSSZIO
7.1. MNNG kezelés hatdsa a tirozin nitrdldasra és PARP aktivdciora

Juarez-Salinas és mtsai. (1979) kimutattdk, hogy az MNNG DNS kérosité hatdsa a
PARP enzim aktivacidjahoz vezet, ezért az MNNG lett az egyik leggyakrabban alkalmazott
vegyiilet, melyet a PARP aktivicié mechanizmusdnak és szabdlyozdsdnak vizsgdlataiban
alkalmaznak. Munkacsoportunk kordbban jellemezte a PARP aktivaci6 szerepét az oxidativ
stressznek (peroxinitrit, hidrogén-peroxid, szuperoxid) Kkitett sejtek pusztuldsdban
timocitdkon (Virdg és mtsai., 1998b, 1999, 2003). Jelen munkankban kimutattuk, hogy az
MNNG éltal indukdlt sejthalal jellemzd tulajdonsdgai megegyeznek az oxidativ stressznek
kitett timocitdk esetében tapasztaltakkal. Mindkét rendszerben nekrotikus sejtpusztulds
torténik, amely jorészt a PARP aktivacigjatdl fiigg. Ezen kiviil, az MNNG PARP-fiiggd
mitokondridlis membran-depolarizidciét és mdasodlagos szabadgyok-termelést okozott,
melyek szintén jellemzdek oxidativ stressz esetében is (Virdg és mtsai., 1998b). Tovabba
PARP gatlészerek hatdsara, mind az MNNG -, mind pedig az oxidativ stressz altal kivaltott
sejthaldl sordn emelkedik a kaszpdz-aktivitds és a DNS-fragmentacio, ami azt mutatja, hogy
a PARP aktivicidja az apoptotikus sejthaldlt nekrézis irdnyaba tereli mind alkilalé, mind
oxidativ hatasok esetén.

Kivancsiak voltunk, hogy az NO és reaktiv oxigén- vagy nitrogén intermedierek
szerepet jatszanak-e az MNNG citotoxikus hatdsdban. Szamos nitrozo-vegyiiletb6l, mint a
streptozotocin és az S-nitrozo-L-glutation nitrogén-monoxid (NO) szabadul fel (Kwon és
mtsai., 1994; Tanaka és mtsai., 1995; Turk és mtsai., 1993). Ezért feltételeztiik, hogy az
MNNG-b4I szintén felszabadulhat NO, ami hozzijarulhat az MNNG éltal okozott DNS
karosodashoz és sejthaldlhoz. Eredményeink egyértelmiien bizonyitjdk, hogy az MNNG-
bdl vizes oldatban NO szabadul fel, bar ebben a sejtmentes rendszerben az NO keletkezése
viszonylag lassan zajlott. Sejtes rendszerben azonban a folyamat valdszinlileg sokkal
gyorsabban zajlik, az MNNG glutation és glutation-transzferdz hatdsdra torténd
metabolizmusa miatt (Niknahad és O’Brien, 1995). Elméletileg az is lehetséges, hogy az
MNNG indukélja az indukdlhat6 nitrogén-monoxid szintdz (iINOS) expresszidjat €s az igy
keletkezd NO a sejtben termel6dd szuperoxiddal egyesiilve peroxinitritet képezhet. Ez a
lehetéség azonban valdsziniitlennek tiinik. Nem sikeriilt kimutatnunk az iNOS

expresszidjat sem egy, sem pedig négy 6rds MNNG kezelést kovetden.
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Az NO 6nmagéban citoprotektiv hatdsu is lehet, viszont fokozott termel6dése soran,
a sejtben képzddo szuperoxiddal egyesiilve peroxinitritet képez, ami a fehérjék és a DNS
oxiddldsdval és nitrdldsdval citotoxikus hatdsd lehet (Beckman és Koppenol, 1996).
Peroxinitrit képzddhet az MNNG-vel kezelt timocitdkban is, ha az MNNG-bdl felszabadul6
NO egyesiil a sejtben képzddd szuperoxiddal. A fenti elképzelést igazolja, hogy Western
blottal és immunfluoreszcencidval nitrdlt fehérjéket mutattunk ki az MNNG-vel kezelt
timocitdkban. Az MNNG-vel kezelt sejtekben keletkezd peroxinitrit - legaldbb részben -
felelds lehet az MNNG citotoxikus hatdsaért. A fehérjék és a DNS oxidéacidja, vagy
nitrdldsa egyardnt kdrosithatja azok funkcigjat, ami Pacher és mitsai. (2007) szerint
hozzdjéarul a peroxinitrit-indukalta sejtpusztulashoz, bar a nitralas citotoxikus hatasat nehéz
bizonyitani. Azonban az A&ltalunk vizsgdlt rendszerben az MNNG kezelés hatdsara
megjelend nitralt fehérjék peroxinitrit képzodésére utalnak.

Eredményeink 0Osszefligghetnek a streptozotocin-indukdlta diabetessel is. A
streptozotocin szintén egy alkilalészer (Bhuyan, 1970) és NO szabadul fel beldle (Thomas
és Ramwell, 1989), ami PARP-fiiggd citotoxikus hatdst vélt ki a hasnydlmirigy
inzulintermelését végzd béta sejtekben (Wilson és mtsai., 1984). Az még nem ismert, hogy
a béta sejtek pusztuldsit kozvetlen DNS alkildlds, vagy a nitrozativ stressz 4ltal kivaltott
DNS t6rés okozza (Delaney és mtsai., 1995; Murata €s mtsai., 1999). A jelenség in vivo
vizsgalata azért sem konnyl, mert a streptozotocin indukdlhatja az iNOS-t, (Kolb és mtsai.,
1991; Lukic és mtsai., 1991), ami tovabb emeli a felszabadul6 NO mennyiségét.

Az extracelluldris tiolok véddhatdsa szintén gyokos mechanizmus jelenlétére utal az
MNNG-indukélta DNS-sériilés, PARP-aktivécié és sejthaldl folyamataiban. A lehetdséget,
miszerint az MNNG bomlédsa okozhatja reaktiv intermedierek termelddését, megerdsitik
Mikuni és mtsai. (1992) megfigyelései, akik hidroxil gyokot mutattak ki hidrogén-peroxid
€s MNNG elegyében, valamint hipoxantin/xantin oxiddz és MNNG elegyében. Ezen kiviil,
Blasiak és mtsai. (2002) az MNNG DNS-kdrosité hatdsat vizsgéltdk limfocitdkon comet
assay segitségével, melynek sordn a C-vitamin védOhatdsit tapasztaltidk. Mads
sejttipusokban azonban a C-vitamin nem befolydsolta az MNNG DNS-karosité hatdsat
(Robichova és Slamenova, 2002), ami aldatdimasztja a sejttipus-specifikus metabolizmus

jelentOségét.
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Romert és Jenssen (1987) szerint az MNNG citotoxikus hatdsdban a tiolok kettds
szerepet jatszanak. Egyrészt a nukleofil tiolok kozvetleniil, vagy kozvetve kdlcsonhatnak az
MNNG-vel és detoxifikdljak azt. Mdasrészt az intracelluldris glutation hatdsara végbemegy
az MNNG bioaktivici6ja, melynek sordn DNS-kdrosité hatdsi diazénium ion keletkezik
(Romert és Jenssen, 1987). Vizsgdlatainkban az intracelluldris glutation deplécidja
szignifikdns védelmet nyujtott az MNNG citotoxikus hatdsdval szemben, ami azt jelzi,
hogy a GSH/GST rendszer valéban az MNNG bioaktivacidjat szolgdlja az éltalunk vizsgalt
sejtekben. Kisérleti koriilményeink kozott az exogén tiolok valdszinileg az MNNG
extracelluldrisan torténd detoxifikacidjanak révén fejtették ki citoprotektiv hatisukat. Ezt
tdmasztja ald az a megfigyelésiink is, amikor a tiolokat az MNNG kezelés eldtt kimostuk a
sejtek tapfolyadékabdl. Ebben az esetben nem tapasztaltunk citoprotektiv hatast. A tiolok
védOhatdsa tehdt nem bizonyitja, hogy az MNNG citotoxicitdsanak héatterében
szabadgyokok éltal kozvetitett mechanizmus all. Ezen kiviil, szuperoxid-diszmutiz -,
katalaz -, vagy NO/peroxinitrit kozombositd anyagokat is alkalmaztunk, azonban egyik
sem gétolta az MNNG-indukélta DNS-torést.

Ezek alapjan elmondhatd, hogy az MNNG nem ROI/RNI termelddés révén okozza
a DNS-torést, a PARP-aktivaciot és a sejtpusztulast. Nitrogén-monoxid, reaktiv oxigén
intermedierek és peroxinitrit képzddik ugyan az MNNG-vel kezelt sejtekben, azonban ezek

nem befolyésoljak az MNNG éltal okozott DNS-torést €s sejthaldlt timocitak esetében.

7.2. A protein kindz C szerepe az MNNG dltal kivdltott citotoxicitds szabdlyozdsdban
Irodalmi adatok alapjan a PARP-1 kindzok szubsztratja lehet (Ruscetti és mitsai.,
1998; Ariumi és mtsai.,, 1999), ami felveti a PARP-aktivitas foszforilacié altali
szabdlyozdsanak lehetdségét. A PARP-1 szoros kapcsolatban dll a DNS-fiiggd protein
kindzzal (DNA-PK), amely Ruscetti és mtsai. (1998) szerint foszforildlja a PARP-1-et.
Ezen kiviil in vitro rendszerben, a tisztitott protein kindz C (PKC) foszforildlja a PARP-1-
et. A PARP-1 foszforildcidja gatolta az enzim DNS-kotését €s enzimatikus aktivitdsat
(Bauer és mtsai., 1992; Tanaka és mtsai., 1987). Azonban nem torténtek vizsgdlatok a
PARP-1 sejtes rendszerben torténd foszforildcidjdval kapcsolatban, igy nincsenek adatok
arra vonatkozdan, hogy a foszforilacio sejtes rendszerben is gatolja-e az enzim aktivitisat.

Arrdl sincs informacionk, hogy a PARP-1 - PKC koélcsonhatds befolydsolja-e a sejthalalt.
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Munkdnk sordn megvizsgdltuk, hogy a PKC képes-e foszforildlni a PARP-1-et
sejtes rendszerben, és hogy ennek a mddositisnak van-e hatdsa a DNS-kdrosodds altal
indukalt sejthaldlra. Eredményeink alapjan sejtes rendszerben a PKC aktivéacidja gatolja a
PARP-1 aktivitdsat. PKC inhibitorokkal végzett vizsgélataink alapjan elmondhatd, hogy a
hatdsokért, legaldbb részben, a klasszikus (kalcium-fiiggd) PKC izoformdk feleldsek. A
PKC aktivitor és a gétloszerek a PARP-aktivaciora kifejtett hatdsokkal 6sszhangban a
sejthalélt is befolydsoljdk. A PARP-aktivitis PMA kezelés hatdsdra torténd gétlasa - a
PARP inhibitorokhoz hasonléan (Virdg és mtsai., 1995; 1998¢) - véd a nekrotikus sejthalal
ellen, és egyuttal a sejthaldlt az apoptotikus tutvonalakra tereli. Erre utal a PMA-val
elOkezelt sejtek megnovekedett kaszpdz-aktivitisa, MNNG kezelést kovetden. Hasonl6
megfigyeléseket tettiink az érett limfoid populaciot képviseld splenocitdkon is, viszont
Jurkat T limfoid sejtvonalon és adherens sejteken (A549 tiiddepitél sejtvonal, HaCaT
keratinocita sejtvonal) a jelenséget nem tudtuk kimutatni. Ezek alapjan elmondhatd, hogy
eredményeink Kkiterjeszthetdk érettebb limfoid sejtekre 1is, viszont transzformalt
sejtvonalakra nem.

A PKC jelatviteli utvonaldnak indirekt stimulécidja (pl.: aktivalt timocitdkban és
splenocitdkban) szintén a PARP gatldsdhoz vezetett 24 6rds stimuldciét kovetden. Azonban
1 és 6 6ras inkubdcié alkalmdval nem tapasztaltuk az MNNG-indukélta PARP-aktivitas
gatlasat. Innunfluoreszcens vizsgdlatban klasszikus PKC-k sejtbeli elhelyezkedését
vizsgadlva a PKC B, nukledris transzlokaciéjat tapasztaltuk, 24 6rds ConA stimulus hatdséra.
Kordbbi iddpontokban citoplazmatikus lokalizacigjat taldltuk. A fenti adatok alapjin
valosziniileg a PKC f; kozvetitheti a PARP-1 gatlasat aktivélt timocitdkban és
splenocitakban.

Eredményeink alapjan a PKC sejtes rendszerben is képes a PARP-1
foszforilacidjara, aktivitdsdnak gatldsdra, s ezdltal citoprotektiv hatdsi. Ez a felfedezés
szamos, a PKC, a PARP és a sejthaldl teriiletén megjelent eredményt megmagyaraz.
Szédmos korabbi cikkben kiilonbdz6 stimulusok (oxidansok, proinflammatorikus citokinek)
altal indukalt sejthaldl meggétolhaté volt a PKC-t aktivdlo forbolészterekkel (Byun és
mtsai., 2006; Mansat és mtsai., 1997; Yiang és mtsai., 2008), rdaddsul a PKC
overexpresszidja gétolta a sejthaldlt (Gubina és mtsai., 1998). Vaszkularis simaizom

sejteken hidrogén-peroxid éltal kivaltott oxidativ stresszben aktivdldédik a PKC és gétolja a
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sejthaldlt (Li és mtsai., 1999). Szdmos esetben a PKC inhibitorok fokozzdk a sejthaldlt
(Drew és mtsai., 1998; Kobayashi és mtsai., 1997). A PKC ezen kiviil véd a miokardialis
infarktussal szemben (Joyeux és mtsai., 1997), amelyben a miokardialis nekr6zis a PARP-1
talaktivacié kovetkezménye (Pacher és Szabd, 2007). A fenti Osszefiiggések ramutatnak
arra, hogy a PKC-nek fontos szerepe van kiilonb6z0d, oxidativ stressz okozta citotoxikus
folyamatok szabalyozasdban. Eredményeink alapjan valdszinUsithetjiik, hogy a PARP-1
aktivitdsdnak reguldcidja is részét képezi a PKC sejthaldl szabdlyozdsdban betoltott
szerepének. Emellett a PARP PKC dltali foszforilacidja a sejt més jelatviteli folyamataiban
is szerepet jatszhat. Példdul humén endotél sejteken az IGF-1 indukélta VEGF expresszio a
PKC éltali foszforilaci6 hatdsara gatléd6 PARP-aktivitdstol fiigg (Beckert €s mtsai., 2006).

Szdamos megfigyelés utal arra, hogy parhuzamos jelatviteli dtvonalak szintén
befolydsolhatjdk a sejthaldlt. A PMA hatasara bekovetkez6 PARP-foszforilaciét a Go6976
részlegesen, mig a GF109203X teljesen gétolta. Ezek az anyagok azonban nyilvdnvaldéan
nem csak a PARP foszforildci6jara vannak hatdssal, hanem mas, PARP-tdl fiiggetlen
modon is befolydsolhatjdk a sejtpusztuldas mértékét.

Erdemes megjegyezniink, hogy fibroblasztokban és humén monocitikban a PKC
a PARP-1 aktivicigjat okozza (Singh és mtsai., 1985a,b). A fenti ellentmondést
indokolhatja példdul az eltérd sejttipus és - kisérleti koriilmények. Azonban lehetséges,
hogy a PMA a PARP enyhe aktivécigjat okozza, ami PARP-1 automodifikaci6éjahoz vezet,
amirdl ismert, hogy gitolja az enzim miikodését. Ezt kovetéen az MNNG aéltal kivaltott
DNS-t6rés csupan enyhe PARP aktiviciot eredményez, a PARP igy nem tud tulaktivalodni
€s nekrozist okozni. Ennek a feltételezésnek az igazoldsa azonban tovdbbi vizsgalatokat
igényel.

A PARP is képes befolydsolni a PKC aktivitasat. A PARP inhibitorokkal végzett
vizsgalatok aldtdmasztjdk a PARP és a PKC kozotti fizikai kapcsolatot, a PARP gétlasa
gitolja a PKC aktivitasat (Riciarelli és mtsai., 1998). Rdadasul, a PARP befolyésolja a
MARCKS (myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate) fehérjék tulajdonsagait
is, melyek a PKC enzimek fontos szubsztratjai (Schmitz és mtsai., 1998; Chao és mtsai.,
1994). Magas extracellularis gliik6z-koncentracidonak kitett endotél sejtekben a PKC

aktivacidja is a PARP szabalyoz6 hatdsa alatt all (Du és mtsai., 2003).
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Eredményeink tehat a PARP-1 aktivitdsdnak PKC 4ltali szabédlyozdsat mutatjdk
egér timocitdkon. Elséként vizsgéltuk a PKC-re haté aktivalé-, illetve géitloszerek hatdsat
MNNG-indukélta nekrézisban. Vizsgélataink alapjan a PKC (legaldabb részben) a PARP
aktivitdsdnak szabdlyozdsdn keresztiill jatszik szerepet a sejthaldl moduldldsaban

timocitakon.

7.3. A PARP-1 szerepe a kontakt hiperszenzitivitds gyulladdsos folyamataiban

Munkédnk harmadik részében a PARP-1 szerepét vizsgdltuk a kontakt
hiperszenzitivitas (CHS) gyulladdsos folyamataiban. A PARP gatlasanak hatasara csokkent
az 0démaképzddés (fiilvastagodas) és az inflammatorikus sejtek migracidja a gyulladdsos
teriiletre. Kiilonbozé gyulladasokban, igy a CHS-ben is reaktiv oxigén — és nitrogén
intermedierek (ROI és RNI) keletkeznek, melyeknek fontos szerepe van az endotél
diszfunkcigjanak kialakitdsdban (Virdg és mtsai., 2002). Ezek az intermedierek
stimuldlhatjdk a DNS-torés - PARP-aktivacié tutvonalat, amely részt vesz az endotél
diszfunkcié kialakitdsdban (Soriano €s mtsai., 2001). Véleményiink szerint hasonl6
mechanizmusok dllnak a PARP-gétlas anti-inflammatorikus hatdsa mogott CHS-ben is.
Szdmos, a bdrben megtaldlhaté és oda véandorlé gyulladdsos sejt képes ROI és RNI
termelésére (Okayama, 2005; Trouba és mtsai., 2002; Virag és mtsai., 2002). Az oxidativ
stressz DNS-torést okozhat, ezdltal aktivdlhatja a PARP-1-et endotél sejtekben, ami a
NAD™ és az ATP deplécidjival endotelilis diszfunkci6 kialakuldsahoz vezethet. A PARP
inhibitorok kétféleképpen modosithatjdk a fenti folyamatot. Meggétolhatjdk az energia
metabolitok deplécigjat és csokkenthetik a gyulladds sordn termelédd ROI és RNI
mennyiségét. Mivel a legtobb reaktiv intermediert az infiltrdlé granulocitdk termelik, ezek
gyulladdsos teriiletre torténd migracidéjanak gatlasaval csokken a ROI/RNI mennyisége.
Eredményeink (peroxidaz festés, MPO aktivitds) is azt mutatjdk, hogy a PARP gatlasanak
hatdsara csokken a granulocitdk kilépése a keringésbol. A fehérvérsejtek érpalyabol valod
kilépését kiilonb6zd adhézidés molekuldk expresszidja kozvetiti a sejtfelszinen és az
endotélen. A PARP enzimek hatdssal vannak kiilonb6z6 adhéziés molekuldk, mint példaul
az ICAM-1 expresszidjara, endotél sejteken €s citokinnel stimuldlt HaCaT keratinocitdkon
(Szabd €s mtsai., 2001; Zingarelli és mtsai., 1998). Ezért valoszinii, hogy a PARP gatlasa

befolyédsolja az infiltralo sejtek adhézigjat az érendotélhez, ami hatdssal van a gyulladas
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mértékére CHS-ben. A PARP gatldsa a gyulladasos sejtekben csokkenti a gyulladdsos
mediatorok (citokinek, kemokinek, iNOS, stb.) expresszidjat is, a PARP-1 az NF-xB
transzkripcids faktor koaktivatoraként vesz részt a fenti folyamatokban.

A matrix metalloproteindzok (MMP) is gyulladdsos medidtornak tekinthetdk, mivel
az MMP inhibitorok gyulladdscsokkentd hatdsiat bizonyitottdk szdmos gyulladédsos
modellben, igy CHS-ben is (Hu és mtsai., 2007). Az MMP-k az infiltrdlé sejtek mozgasat
segitik az extracelluldris madtrixban. Az MMP9 expressziéja proinflammatorikus
citokinekkel (TNFa, IL-1f) indukélhat6é (Li és mtsai., 2007), termelésére tobb sejttipus is
képes: keratinocitdk (Lamar és mtsai., 2007), granulocitdk (Matsuzaki €s mtsai., 2006),
dendritikus sejtek (Zozulya és mtsai.,, 2007). Mivel az MMP-expressziét az NF-kB
szabdlyozza (Bond és mtsai., 1998), az MMP9 expresszidjanak PARP-inhibitorok 4ltali
gatlaisa is a PARP koaktivator szerepének kovetkezménye. Ezen kiviil, a TIMP-2
expresszigjanak csokkenése is MMP-aktivaci6hoz vezet.

A PMA-val kivaltott irritativ dermatitisben a PARP inhibitor szignifikdnsan - bar a
CHS-ben tapasztalthoz képest kisebb mértékben - csokkentette a fiilek duzzanatét, és
gatolta a sejtes infiltraciét (21. dbra). Eredményeink arra utalnak, hogy a PARP mind az
antigén altal kivaltott immunmedidlt gyulladdst, mind a nem antigén-specifikus dltalanos
gyulladdsos ttvonalakat modulédlja. Az el6zéekben bemutattuk, hogy a PMA kezelés
timocitdk esetében a PARP gatlasdhoz vezet. Felmeriilhet, hogy ebben az esetben is gitolja
a PMA a PARP aktivitasat, aminek kovetkezménye lehet PARP inhibitor kezelés kisebb
mértékili védelme a CHS-hez képest, valamint a gyulladdsos reakciok a PARP-tdl fiiggetlen
modon is kialakulhattak. Azonban az is lehetséges, hogy a PMA ebben az esetben nem
gitolja a PARP-ot, hiszen Jurkat T limfoid sejtvonalon és adherens sejteken (A549
tiidoepitél sejtvonal, HaCaT keratinocita sejtvonal) sem tudtunk PARP-gatlast kimutatni
PMA hatdsdra. Ezen kiviil, Singh és mtsai (1985a,b) fibroblasztokban és human
monocitidkban a PARP-1 aktivécidjat tapasztaltdk a PKC aktivacidjanak hatdséra.

Eredményeink alapjan a kontakt hiperszenzitivitasi reakciéban bekovetkezd
gyulladdsos folyamatokat a PARP-aktivitds kozvetiti. A PARP tobbféleképpen mddositja a
gyulladdsos reakciokat. Fokozza a fehérvérsejtek migracidjat, a gyulladdsos citokinek,

kemokinek és az MMP-k termelddését. Eredményeinket a 23. dbrdn foglaltuk 6ssze.

-65 -



Endotél sejt
Sejtdiszfunkcio
Véraram Aktivilt leukocita /"' T
O PARP aktivacio
v O-f\\/ t
Endotél [ | i”| | | \\ | {/T = DN tares
JMMP Névekvd vaszkuléris\
permeabilitas
!

FARF
aktivacid

Bor

Rezidens sejt

23. abra A PARP szerepe a CHS gyulladdsos folyamataiban

Aktivalt leukocitdk a matrix metalloproteindzok aktivitdsidnak kovetkeztében kilépnek az
érpalydbol. Reaktiv oxigén/nitrogén intermediereket, valamint proinflammatorikus
citokineket termelnek, melyek a rezidens - €s az infiltrdlé sejtekben aktivaljadk a PARP-ot.
A PARP aktivicidja hozzdjarul az NF-kB aktivicidjdhoz, ami a gyulladdsos medidtorok
transzkripcidjat szabalyozza. A ROI/RNI az endotél sejtekben és a bor rezidens sejtjeiben
PARP aktiviciot és kovetkezményes sejt-diszfunkciét okoz, amely megndvekedett
vaszkularis permedbilitishoz vezet.
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8. KONKLUZIOK

A poli-ADP-ribozilacié6 szerepének vizsgialata az MNNG altal kivaltott
citotoxicitasban

1. Az MNNG citotoxikus hatdsud timocitdkon.
2. A PARP enzimnek atkapcsol6 szerepe van az MNNG dltal kivéltott sejthaldlban.
3. Tiolos antioxiddnsok védelmet nytjtanak az MNNG dltal kivéltott citotoxicitdssal,

DNS-toréssel és PARP-aktivaciéval szemben

4. Az MNNG bomlésa sordn NO szabadul fel.

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

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

szuperoxid, sem pedig az ezek egyesiiléseként keletkezd peroxinitrit.

A protein kinaz C szerepének vizsgalata az MNNG altal Kivaltott citotoxicitas
szabalyozasaban
A PKC in vitro és in vivo is foszforildlja a PARP-1-et.
2. A protein kindz C gétolja a PARP-1-et egér timocitdkban.
3. A protein kindz C aktivicigja a PARP-1 gatlasan keresztiil csokkenti az MNNG

citotoxikus hatasat.

A PARP-1 szerepének vizsgalata a kontakt hiperszenzitivitas gyulladasos

folyamataiban

1. A PARP szerepet jatszik a CHS sorén kialakulé 6démaképzddés, a neutrofil
infiltracio, citokin expresszié és az MMP aktivéacié folyamataiban.

2. A PARP irritativ dermatitisben is befolydsolja a duzzanat €s neutrofil infiltracié
mértékét. Tehat a PARP mind az antigén éltal kivéltott immunmediélt gyulladést,

mind a nem antigén-specifikus dltalanos gyulladdsos ttvonalakat moduldlja.
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11. OSSZEFOGLALAS

Az MNNG egy alkildlé hatdst citosztatikum, mely kiilonb6z6 sejtekben fokozott
poli(ADP-ribozil)aciot okoz. Munkénk elsd részében az MNNG PARP-aktival6 és citotoxikus
hatdsanak mechanizmusat vizsgaltuk egér timocitdkban. MNNG kezelés hatasara DNS torést, a
PARP aktivitds novekedését, valamint nagy mértékii citotoxicitast figyeltiink meg. Ezek a
hatdsok megel6zhetdk voltak tiolos antioxiddnsokkal (glutation, N-acetilcisztein). A PARP
gatlasa csokkentette a nekrozist, és ezzel egyidejiileg fokozta az apoptotikus paramétereket. Az
MNNG vizes oldataban nitrit/nitrat keletkezését figyeltik meg, valamint MNNG-vel kezelt
timocitdkban jelentds mennyiségli nitrdlt fehérjét mutattunk ki, ami peroxinitrit képzodést
jelez. A timocitdkban az MNNG dltal kivaltott citotoxicitds hasonlit a peroxinitrit hatdsahoz,
ezért megvizsgaltuk, hogy a peroxinitrit felelés-e az MNNG citotoxikus hatdsaiért. Tovabbi
vizsgdlatainkban azt tapasztaltuk, hogy sem az NO, sem a peroxinitrit kozvetleniil nem
befolydsolja az MNNG citotoxikus hatdsat.

Béar a PARP-I foleg DNS sériilés hatdsara aktivalodik, de lefrtak alternativ (foszforilacié
révén bekovetkezd) aktivaciot is. Ismert volt, hogy a protein kindz C (PKC) in vitro képes
foszforildlni a PARP-1-et. Munkédnk sordn bebizonyitottuk, hogy ez a foszforildcié az élo
szervezetben is végbemegy, hatdsara a PARP-1 gatolt miikodését figyeltiikk meg. Citotoxicitasi
vizsgalatainkban a PKC aktivaci6ja csokkentette a sejtpusztuldst. A PKC aktivator forbolészter
citoprotektiv hatdsa PKC gatlészerekkel kivédhetd volt. Ennek alapjan elmondhat6, hogy az
MNNG 4ltal kivaltott DNS torés PARP aktivacidhoz és PARP fiiggd sejthaldlhoz vezet. A
PKC a PARP-1 foszforilacidjaval gatolja annak aktivitdsat és ennek révén citoprotektiv hatdsu.

A kontakt hiperszenzitivitds (CHS) egy késleltetett hiperszenzitivitdsi reakcié. Fontos
szerepet jatszik benne a proinflammatorikus citokinek termelddése, limfocitdk €s granulocitak
infiltracidja, melyhez erds oxidativ stressz tarsul. Irodalmi adatok alapjan a poli(ADP-rib6z)
polimeraz gétlasa vagy hidnya jelentdsen csokkenti a gyulladdsos reakciokat. A PARP-1 CHS-
ben betoltott szerepét oxazolonnal szenzitizdlt egérmodellen vizsgdltuk. A PARP gitldsa
mérsékelte az Odémaképzdodést, az infiltrdld sejtek szdmat, a proinflammatorikus
citokinek/kemokinek indukcidjat és a matrix-metalloproteindz (MMP) aktivitdst is. A PARP
gatlasa kisebb mértékben csokkentette a gyulladést irritativ dermatitisben, ami arra utal, hogy a
PARP mind az antigén specifikus immunvalaszt, mind az &ltaldnos gyulladdsos utvonalakat

modulélja.
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12. SUMMARY
MNNG is an alkylating agent, which induces enhanced poly(ADP-ribosyl)ation

in different cell types. In the first part of our work we have investigated the mechanism of
the PARP-activating and citotoxic effects of MNNG. After MNNG treatment, DNA
breakage, increased PARP activity and cytotoxicity could be observed. These effects have
been abolished by pretreatment of the cells with thiol antioxidants (glutathione or N-
acetylcysteine). Inhibition of PARP decreased necrosis but apoptotic parameters increased
simultaneously. In aqueous solution of MNNG we found nitrite/nitrate production.
Moreover, in MNNG-treated thymocytes intense protein tyrosine nitration could be
observed. As MNNGe-induced cytotoxicity in thymocytes showed many similarities to
peroxynitrite-induced cell death, therefore we have investigated whether peroxynitrite was
responsible for the cytotoxicity induced by MNNG. We found that neither NO nor
peroxynitrite contributed to MNNG-induced cytotoxicity.

Although PARP-1 is activated mainly by DNA damage, alternative
phosphorylation-dependent activation has also been described. It is known, that protein
kinase C (PKC) is able to phosphorylate PARP-1 in vitro. In our work, we showed PKC-
mediated phosphorylation also takes place in a cellular setting leading to inhibition of
PARP-1 activity and to reduced cytotoxicity. Cytoprotective effect of PKC-activating
phorbol ester was reversed by PKC inhibitors. Our results demonstrate that MNNG-
induced DNA breakage leads to PARP activation and PARP-dependent cytotoxicity. PKC
inhibits PARP activation by phosphorylation, and thus exerts a cytoprotective effect.

Contact hypersensitivity (CHS) is a form of delayed type of hypersensitivity.
Production of proinflammatory cytokines, cellular infiltration by Ilymphocytes and
granulocytes are important events of this process. Infiltration is accompanied by strong
oxidative stress. Inhibition of PARP activity or knocking out the PARP-1 gene has been
shown to suppress inflammatory reactions. We have investigated the role of PARP-1 in the
mouse model of oxazolone-induced CHS. Inhibition of PARP decreased edema, the
number of infiltrating cells, induction of proinflammatory cytokines and activity of matrix
metalloproteinases. The PARP inhibitor had similar but milder effect in irritant dermatitis
indicating that PARP modulates both the antigen-specific immune response and the general

inflammatory pathways.
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