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1. BEVEZETES

1.1. Poli(ADP-rib6z) metabolizmus

A poli(ADP-ribozil)acié egy dinamikus poszttranszlaciés mddositds, melynek szerepet
tulajdonitanak olyan bioldgiai folyamatokban, mint a genomi integritds fenntartdsa, replikacio-,
génexpresszio-, kromatinszerkezet- és differencidcio szabalyozdsa valamint sejthaldl. A jelenség
emlds sejtekben, novényekben és alacsonyabbrendii eukaridtikban egyardnt megfigyelhetd,
hidnyzik azonban az élesztOkben és a termindlisan differenciddott granulocitdkban.

A fehérjemoddositast a poli(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) enzimcsalad tagjai katalizéljak.
A csaldd legjobban tanulményozott tagja a PARP-1. Ez a 116 kDa méreti enzim az egyik
legnagyobb mennyiségben el6forduld sejtmagi fehérje. A PARP-1 fOleg egy- vagy kétszdlu DNS
torés hatdsdra aktivalodik, homodimereket alkot, és a DNS-torésekhez kapcsolddik. Az aktivalt
PARP-1 a NAD"-ot nikotinamidra és ADP-ribozra hasitja, majd az ADP-rib6z részt a megfeleld
akceptor fehérjék glutamét vagy aszpartat oldalldncdhoz csatolja és eldgazd, néhany ADP-ribdz
egységtdl akar 200 egységnyi hosszisdgi polimereket szintetizal.

Eddig tobb mint 30 PARP-1 szubsztratot azonositottak: hisztonok, DNS ligdz, DNS
polimerdaz, DNS topoizomerdz, DNS-dependens protein kindz, transzkripcidsi faktorok, DNS
maga. Ilyenkor a polimerek a fehérje automodifikaciés doménjara keriilnek, melynek
kovetkeztében a PARP-1 inaktivalddik és levalik a DNS-r6l.

A poli(ADP-rib6z) polimerek életideje nagyon rovid. Lebontdsukat a poli(ADP-rib6z)
glikohidroldz (PARG), az ADP-ribozil hidroldz (ARH3) és az ADP-ribozil protein lidz enzimek

végzik.

1.2. A PARG altalanos szerepe

Béar Miwa €s Sugimura mdr 1971-ben leirtdk a PARG-ot, még jelenleg is kevés ismerettel
rendelkeziink sejtekben betoltott pontos funkcidjarél. A 2000-es évek elejéig tobb in vitro
rendszerben is azt taldltdk, hogy a tanninok (gallotannin, ellagitannin) potencidlis géatldszerei
lehetnek a PARG-nak. A tanninvegyiiletek természetben eléforduld, vizoldékony polifenolok.
Szerkezetiik alapjan két f6 csoportra oszthatjuk 6ket: kondenzalt és hidrolizdlhaté tanninokra. A

legegyszeriibb hidrolizdlhat6 tanninok a gallotanninok, melyek a galluszsavnak gliikk6zzal



észtrifikdlt vegyiiletei. Ezek a feltételezett PARG gatloszerek két, PARP-1-medidlt citotoxikus
rendszerben is védelmet nyujtottak: N-metil-D-aszpartait (NMDA)-val stimulélt idegsejtekben
illetve oxidativ kdrosodast szenvedett HaCaT keratinocitdkban. Ut6bbi esetben a poli(ADP-rib6z)
polimerek felhalmoz6dodaséardl is beszamoltak.

A gallotannin €s a tobbi tanninvegyiilet szaimos jotékony - gyulladdscsokkentd, antiviralis
- hatdsat mar régéta ismerjilk. A gyulladdscsokkentd hatds hétterében a tanninok gyokfogo
tulajdonsdga éllhat, emellett megfigyelték, hogy bizonyos gyulladdsos medidtorok - citokinek,
indukdlhaté nitrogén-monoxid szintdz (iNOS) ciklooxigendz-2 (COX-2) szintézisét is gatoljak.
Ezeket a megfigyeléseket elsdsorban mononuklearis sejtekben illetve makrofagokban vizsgaltak,

nincs irodalmi adatunk epitél-, endotélsejtekre vonatkoz6 hatdsukrol.

1.3. A poli-ADP-ribozilacio sokrétii biolgiai szerepe

1.3.1. A PARP-1 és PARG szerepe a DNS hibajavitasban

Szamos tanulmdny tdmasztja ald, hogy oszt6do sejteket ért kismértékii DNS kéarosodds
esetén a poli-ADP-ribozilaci6 jelentds mértékben hozzdjarul a sejtek tiléléséhez. A PARP-1-et
emiatt tuilélési faktornak tekintik ezekben a modellekben.

Endogén reaktiv oxigéngyokok, oxidativ dgensek, ionizdl6 sugarzas egy- illetve kétszalu
DNS torést okoznak. Ugyanilyen torések keletkezek DNS hibajavitds, rekombindcié illetve
replikdcié sordn is. Bazis kivagdsos hibajavitds sordn a DNS glikoziddz és endonukledzok a
sériilés helyén atmenetileg szintén egyszali DNS torést okoznak.

DNS torés hatasara PARP-1 aktivacio torténik és a sériilés helyén a hisztonok poli-ADP-
ribozildléddsa a kromatinszerkezet dtmeneti fellazuldsit eredményezi, igy a DNS konnyebben
hozzéaférhetové vilik a hibajavité enzimek szdmdra. Az egyszalu hibajavitds egyik kulcsfehérjéje
az XRCC-1 szintén szubsztritja a PARP-1-nek. Ez a fehérje, bar enzimaktivitissal nem
rendelkezik, feliiletén kihorgonyzasi lehetdséget biztosit a DNS ligdz illetve a DNS polimerdz
szamdra, melyek végiil elvégzik a hibajavitast. Megfigyelések szerint a PARP-1 fehérje hidnya
illetve enzimatikus gatldsa a DNS hibajavitdsi folyamatokat jelentés mértékben lassitja.

A PARG enzim hibajavitasi folyamatokban betoltott szerepének tisztazdsa még jelenleg is
zajlik. Bebizonyitottdk, hogy a PARG kolcsonhat az XRCC-1-gyel és megfigyelték, hogy y-

sugdrzassal illetve alkilalo dgensekkel szemben a PARG hidnyos egerek érzékenyebbek.



1.3.2. PARP-1 szerepe a sejthalalban

A sejtek elhaldsanak tobb tipusét kiilonboztetjiik meg: alapvetden morfoldgiai jellemzOk
alapjan beszéliink apopt6zisrol, nekrozisrdl €s autofagidrdl. A nekrotikus sejthaldlra jellemzd a
sejttérfogat novekedése, a plazmamembrdn integritdsdnak megsziinése és a sejttartalom
kiszabaduldsa. Ez a ,,szivargds” gyulladdsos folyamatot indukdlhat a sejt kornyezetében. Ezzel
szemben az apoptdzisra a kompakt sejtmorfolégia, a kromatin kondenzicidja, a sejtmembrin
épségének megdrzése, illetve az apoptotikus sejtek fagocitdzissal torténd gyors eltdvolitasa
jellemzd. Az autofagiat autofagoszémak kialakuldsa jellemzi, melyek tilzott felhalmozddésa egy
alternativ programozott sejthaldlhoz vezet. Szemben a nekrozissal, az apoptdzis egy
energiaigényes folyamat melynek klasszikus medidtorai a kaszpdazok (cysteine-aspartic acid
proteases), melyek specifikus protedz aktivitdsuk révén inaktivilnak meghatdrozott sejtes
folyamatokat. Ennek egyik példdja a PARP-1 kaszpdz-3 és kaszpdz-7 altal torténd hasitdsa az
apoptotikus folyamat kezdeti fazisdban. Az ily médon inaktivdlédott PARP-1 a késdbbiekben, a
DNS DNazokkal torténd feldaraboléddsa sordn, nem fog hidbaval6 hibajavitdsi folyamatokat
»inditvdnyozni”, igy nem fog energidt fogyasztani és az amuigy ATP-fiiggd apoptétikus
folyamatok rendben lezajlanak.

A PARP aktiviciét a DNS kérosité szerek citotoxikus hatdsdval eloszor Berger és
munkatdrsai hoztdk Osszefiiggésbe. Eszerint, fokozott mértékii DNS karosodas tilzott PARP
aktivdciét eredményez, melynek kovetkeztében a sejt NAD*-készlete a polimer szintézis miatt
nagymértékben lecsokken. A NAD" djraszintézise energiaigényes folyamat, kovetkezésképpen a
sejt ATP készlete is lecsokken. Az ATP hidnya géitolja a glikolizis kezdeti 1épéseit, a NAD*
hidnya pedig a mitokondridlis elektrontranszportldncot déllitja le, ami a mitokondrélis
membranpotencidl dsszeomldsdhoz vezet. A fenti folyamatok eredményeképpen sejt-diszfunkcio,
majd sejtpusztulds kovetkezik be. Ezt a jelenséget mar szamos betegség patomechanizmusaban
leirtdk: neurodegenerativ betegségek, kardiovaszkuldris diszfunkcio, gyulladas kiilonb6z6 formadi.
A PARP-1 farmakologai gatldsa vagy genetikai hidnya markans védelmet nyujtott ebben a sejt-
,ongyilkossdgi” modellben, emellett megfigyelték a sejtek apoptdzisra valé nagyobb hajlamat is

(1. abra).
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1. abra A DNS karosodds mértéke meghatarozza a sejt tovabbi sorsat: tulélés, apoptdzis vagy
nekrézis. Gyenge mértékli DNS karosodds esetén a poli-ADP-ribozilacié segiti a DNS
hibajavitdst és a sejt talél (1. utvonal). Ha azonban nem tud megbirkdzni a hibdkkal a sejt
beinditja apoptotikus-sejthaldl programjat (2. utvonal). Nagymértékli DNS karosodds esetén
fokozott PARP-aktivécio, kovetkezésképpen fokozott NAD™- és ATP-fogyas kovetkezik be, ami
a sejthaldl nekrotikus formdjdhoz vezet (3. utvonal). A PARP-1 farmakolégiai gétldsa vagy
genetikai hidnya apoptétikus irdnyba tereli a folyamatokat (szaggatott nyil) mivel az elégtelen
DNS-hibajavitds (1. tutvonal) vagy tilzott PARP-1 aktivicié elmaraddsa megdrzi a sejt
energiakészletét az apoptotikus folyamatok szdmara (3. utvonal) (Virdg és Szabd, 2002).

Az apoptézis kaszpdzoktdl fiiggetlen utvonaldban Kkitiintetett szerepe van a
mitokondriumnak. Nemrégiben tisztaztdk az AIF (apoptosis-inducing factor) szerepét: nyugalmi
allapotban az AIF a mitokondium kiilsd és bels6 membranja kozott helyezkedik el és feltehetéen
oxidoreduktdz funkciéval bir. Bizonyos koriilmények kozott azonban, az AIF a mitokondiumbdl
kiszabadul, a sejtmagba transzlokdlédik és részt vesz a DNS fragmentdlédasaban (6nmagdaban
nem képes nukledzként viselkedni, ezt a hat4st endonukledzok sejtmagba torténd ,,toborzasaval”
illetve azokkal valo kolcsonhatasa révén képes kifejteni). Néhdny évvel ezel6tt megfigyelték,
hogy PARP-1 deficiens egerekbdl szarmaz6 primer fibroblasztokban DNS karosité N-metil-N-
nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG) kezelést kovetden - melyrdl ismert, hogy PARP-1 aktivélo
hatdsui - az AIF sejtmagba torténd transzlokdcidja elmarad. Valina és Ted Dawson

munkacsoportja szerint a poli(ADP-rib6z) polimerek fontos szerepet jatszanak az AIF dltal

szabalyozott apoptétikus folyamatban.



1.3.3. A PARP-1 szerepe a transzkripcié szabalyozasaban és a gyulladasban

A PARP-1 fehérje kolcsonhatasat, illetve szabédlyoz6 szerepét mar szamos transzkripcios
faktorral kapcsolatban tisztaztak: AP-2, YY1, Oct-1, TEF-1, B-MYB stb. Szdmos kozlemény
foglalkozik a PARP-1 két - a gyulladdsos medidtorok expresszigjaban kulcsszerepet jdtszo -
transzkripcios faktor: az NF-kB és az AP-1 kolcsonhatdsdval. Az NF-kB esetében ennek a
kolcsonhatdsnak egyik legnyilvanvalébb bizonyitéka, hogy a PARP-1 hidnyos egerekben az

NF-xB-dependens gyulladdsos meditatorok expresszidja elmarad.

Citokinek

A citokinek olyan gyulladdsos medidtorok melyeket elsésorban endotél-, epitélsejtek
valamint makrofdgok termelnek és a sejtek kozotti kommunikdcidban jatszanak fontos szerepet.
Alapvetéen fehérjeszerkezetiiek, sejtfelszini receptorokon keresztiil fejtik ki hatdsukat és
elsdsorban NF-kB, valamint AP-1 aktivdcion keresztiil fokozzak vagy gatoljak tovabbi citokinek,
kemokinek, illetve azok receptorainak expresszidjit. A tiidd lokalis gyulladdsos folyamatainak
szabdlyozdsdban jelentds szerepet jatszik két kulcsfontossdgu citokin: a tumor nekrézis faktor-

alfa (TNFo) és az interleukin-1béta (IL-1J).

Kemokinek

A kemokinek 8-12 kDa méretli, bazikus fehérjék melyek legfontosabb feladata a
fehérvérsejtek migracidjanak szabdlyozasa. Kozel 50 kemokint és 19 kemokinreceptort ismeriink.
A gyulladdsos kemokinek feladata, hogy a monocitdkat, leukocidkat és neutrofileket az

érpalyakbol a szovetek felé irdnyitsdk és gyulladds sordn azok elvdndorlasdt megakadalyozzak.

A PARP-1 szerepe a gyulladasos valaszban

Szdmos tanulmédny bemutatta, hogy PARP gatldszerek jelenlétében bizonyos kemokinek
és citokinek expresszidja kisebb mértékii. PARP-1 hidnyos egerekbdl szarmazé fibroblasztokban
lipopoliszacharid (LPS) és interferon-gamma (IFN-y) kezelés hatdsara az iNOS expresszidja
elmaradt. A PARP-1 gédtldsa mindemellett gétolta sejtadhéziés molekuldk (ICAM-1, P-szelektin,
E-szelektin) expresszigjat citokinnal stimuldlt endotélsejtekben. Kemokinek és adhézids
molekuldk csokkent mértékii expresszidja okozhatja gyulladdsos immunsejtek kisebb mértékii

vandorldsat, mely végeredményben csokkenti a gyulladdsos vélasz kialakulasat.



de Murcia munkacsoportja figyelte meg elsdként, hogy PARP-1 hidnyos dllatokban az
endotoxin rezisztencia hatterében az NF-kB csokkent mértékii transzaktivacidja szerepelhet.
Mindemellett, TNFo kezelés hatdsdra az NF-xB nukledris transzlokdcidja nem mutatott eltérést
vad tipusu és knock out egyedekben, viszont a transzkripcids faktor DNS-hez valé kotodése
elmaradt a PARP-1 hidnyos sejtekben. Igy bizonyitottdk elészor, hogy a PARP-1 sziikséges az
NF-xB dltal szabdlyozott génexpresszids folyamatokban. Az irodalmi adatok alapjan dgy tiinik,
hogy a PARP-1 és az NF-xB kozotti interakciohoz nincs sziikség a PARP-1 katalitikus
aktivitisara, de az NF-xB-nek a konszenzus szekvencidhoz kotddéséhez sziikséges PARP
enzimaktivitas.

A PARP-1 szerepét az AP-1 medidlt transzkripiciéban is valdszintsitik. Zingarelli és
munkatdrsai megfigyelték, hogy oxidativ stressznek kitett, illetve IL-1-gyel kezelt PARP-1
deficiens fibroblasztokban kisebb mértékii az AP-1 aktivicié. Microarray kisérletekben azt
tapasztaltdk, hogy az AP-1 medidlt gyulladdsos medidtorok és hdsokk-fehérjék expresszidja
megvaltozik PARP-1 deficiens allatokban.

Mindezekbdl latszik, hogy a PARP-1 és a poli-ADP-ribozildcié a gyulladdsos vélasz
kialakitasdban fontos szerepet jdtszik, mindemellett annak mechanizmusa és mértéke nagyfoku
sejt-, szoveti- és stimulus-dependencidt mutat. Emellett nincs irodalmi adat a PARG esetleges

szerepérdl ezekben a gyulladdsos modellekben.
2. CELKITUZES
Munkénk sordn az alabbi kérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul:

2.1  Egy PARP-1 specifikus gétlészer, a PJ34, illetve a PARG inhibitor, gallotannin, hatdsanak
vizsgalata TNFa és IL-1B indukalt citokin és kemokin-expresszi6 szabalyozdsdban A549

tiido epitélsejtekben.

2.2 A PARP-1 és a PARG szerepének vizsgélata hidrogén-peroxid altal kivaltott sejthaldlban
A549 sejtekben.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejtvonalak és kezelések

A Kkisérleteket A549, human II-es tipusu tiid0 epitélsejteken végeztiik. A PJ34-et
(a PARP-1 specifikus gatloszerét) 10 pM-os mig a gallotannint (GT) 30 uM-os
végkoncentricidban alkalmaztuk; az elokezelések minden esetben fél oOrdig tartottak. A citokin
stimuldciét 20 ng/ml TNFo-val illetve 5 ng/ml IL-1B-val hajtottuk végre. A kezelések alatt,
illetve eldtt a sejteket 12 6rdn at FBS-mentes tdpoldatban tartottuk. A lentivirusok eldallitasara
HEK?293T sejteket hasznédltunk. A mezenchimdlis Ossejteket koldokzsindrbol izolaltuk és 10%
FBS-t tartalmaz6 DMEM tédpoldatban tenyésztettiik, a donor megfeleld tdjékoztatdsa utdn (DE
OEC Etikai Bizottsag, 2754-2008 engedélyeztetési szam).

3.2. Lentivirusok termeltetése és az A549 sejtek fertézése

shRNS-medidlt stabil géncsendesitéshez a Sigma dltal forgalmazott lentivirus alapu
rendszert valasztottuk. Az 6t kiilonb6zd, PARP-1 illetve PARG specifikus short-hairpin RNS-t,
(shRNS) pLKO.1-puro lentivirusba klénozva, illetve baktériumsejtekbe transzformélva szereztiik
be. A baktériumsejteket felszaporitottuk majd plazmidot tisztitottunk beldliik a gyartd utasitisa
szerint. Ezeket a plazmidokat el6szor tranziens modon PEI reagens segitségével HEK293T
sejtekbe transzfektaltuk majd a csendesités hatékonysagat PCR, illetve Western blot technikéval
ellendriztiik. A kapott eredmények alapjan a PARP-1 és a PARG csendesitést legjobban kialakité
szekvencidkat kivalasztottuk €s csomagold plazmidokkal kotranszfektidltuk HEK293T sejtekbe.
48 6ra mulva a sejtek feliiliszojat begyljtottiik majd 45 wm-es nitrocellul6z sziirdn atszirtiik. A
virustiter meghatdrozasdhoz A549 sejteket haszndltunk. A fert6zést kovetden 48 drdval a sejteket
puromicinnel szelektdltuk majd hét nappal késobb a sejteket fixdltuk, hemotoxilinnal
megfestettiik végiil a telepek megszamoltuk. A kapott telepszdm, a higitds valamit a kiinduldsi
sejtszdmok alapjdn meghatdroztuk a virustitert. PARP-1 és PARG gének stabil
géncsendesitésének kialakitdsahoz 10 MOI-val fertéztik a sejteket, 24 o6rdn keresztiil, majd

S ug/ml puromicin jelenlétében szelektdltunk. A kontroll sejtvonal esetében iires, gatld

szekvenciat nem tartalmazo plazmidot haszndltunk.



3.3. Macroarray

A TNFo/IL-1B indukélt kemokin és citokin génexpresszids valtozdst nylon membran
alapd tematikus makroarray (Superarray) segitségével vizsgéltuk. A 4 6rds kezelést kovetden a
sejtekbdl RNS-t izoldltunk SV Total RNA Isolation Sytem (Promega) kit segitségével, a gyartd
utasitdsa szerint. Az RNS tisztasdgat é€s koncentracidjat fotometridsan hataroztuk meg. A cDNS
préba szintéziséhez a makroarray kit GEAprimer mixét és reverz transzkriptdzat hasznaltuk. A
PCR-ral torténd cDNS amplifikdcié utdn a probdkat a membranhoz hibridizaltuk. Az egyes gének
relativ expressziés vaéltozasat az [B-aktin és GAPDH intenzitisdhoz normadltuk, az egyes

csoportokat pedig a kezeletlen kontrollhoz hasonlitottuk.

3.4. RNS izolalas és RT-PCR

A totdl RNS izoldlast a tovdbbiakban TRIZOL reagenssel végeztik. Az RNS
koncentricigjit és tisztasdgat fotometridsan hatdroztuk meg, majd 2 pg totdl RNS-t reverz
transzkripciéval cDNS-be irtunk 37°C-on egy o6rdn keresztiil. A kemokin és citokin valamint a
PARP-1 és PARG mRNS vizsgédlatdhoz a cDNS-eket PCR reakcioval amplifikaltuk. A PCR
termékeket mérettdl fliggéen 1-2% agardéz gélen valasztottuk el, majd etidium-bromid festést
alkalmazva, UV fényben detektdltuk azokat. A PCR reakcidkhoz haszndlt primereket a UniGene

adatbdzisa alapjan terveztiik.

3.5. Valés idejii mRNS analizis
A kvantitativ. PCR-t ABI PRISM 7500 detektdl6 rendszerrel végeztiik (Applied
Biosystems). A SYBR Green Master Mix reagenst az Applied Biosystem-t0l szereztiik be és az

AACt

altaluk javasolt protokollt kovettiik. Az mRNS relativ mennyiségét a 2 modszer segitségével

hatdroztuk meg, belsd kontrollként B-aktint hasznélva.

3.6. Sejtmag Kivonat preparalasa EMSA analizishez

A sejteket a kezelést kovetden PBS-sel mostuk, majd felkapartuk és centrifugaldssal
Osszegyujtottiik. A sejteket hipotonids ,,A” pufferben (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KClI, 0.1
mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, protedz gitlészerek) szuszpendaltuk
majd jégen 4llni hagytuk 15 percen keresztiil. 0.5% Nonidet P-40 (NP-40) hozzdadésat kdvetden
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rovid ideig erdteljesen vortexeltiik majd centrifugiltuk. A csapadékot -mely tartalmazta a
sejtmagokat - hipertonids ,,B” pufferben (20 mM HEPES pH 7.9, 420 mM NaCl, 0.5 mM EDTA,
0.5 mM EGTA, ImM DTT, 0.5 mM PMSF, protedz gatlok) inkubdltuk tovabb, jégen, idonkénti
vortexeléssel. A sejtmag extraktumot ezek utdn centrifugaldssal a feliiluszobdl nyertiik ki. A
fehérjék koncentraciojat Coomassie Plus Protein Assay (Pierce Biotechnologie) reagens

segitségével hatdroztuk meg.

3.7. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Az oligonukleotid probakat kit segitségével jeloltiik (Biotin 3’End DNA labeling kit;
Pierce Biotechnologie Inc.) majd hibridizaltuk. A  gél-shift elvégzését LightShift
Chemiluminescent EMSA kit (Pierce Biotechnologie Inc.) segitségével hajtottuk végre, kovetve a
gyart utasitdsait. A sejtmag kivonat-nukleinsav komplexet nem-denaturdlé gélben futtattuk 1
oran keresztiil, 100V fesziiltséget alkalmazva. A gélt ezutdn Bio Bond-Plus nylon membanra
transzferdltuk majd UV-keresztkotével rogzitettik a DNS-t. A membdn iires kotOhelyeit
blokkoltuk, majd streptavidin peroxiddzzal inkubdltuk. A detektéldst, intenziv mosdst kovetden,

kemiluminenszcens szubsztrattal végeztiik.

3.8. Western blot vizsgalat

A poli(ADP-rib6z) polimerek vizsgdlatdhoz 8%-os SDS poliakrilamid gélt hasznaltunk.
Minden egyéb vizsgélat sordn 10%-0s SDS-poliakrilamid gélt alkalmaztunk. Mintanként 20 g
fehérjét vittiink gélre. Az elvélasztast kovetden a gélt nitrocellul6z membranra blottoltuk, majd
annak nemkotd helyeit 5%-os sovany tejpor oldattal blokkoltuk. Az els6dleges antitesteket 1%-os
sovany tejporos TBSTw oldatban, egy éjszakdn keresztiil, 1000-szeres higitdsban alkalmaztuk.
Maisnap, intenziv mosast kovetden a membrant peroxiddzzal konjugalt anti-egér-IgG vagy anit-
nyul-IgG antitesttel inkubdltuk 5000-szeres higitdsban egy ordn keresztiil. Mosdst kovetden,

kemilumineszcens szubsztratot alkalmazva a jeleket fényérzékeny filmmel detektaltuk.

3.9. Immunofluoreszcens festés
Az NF-xB sejtmagi lokalizaci6jat NF-xB p65 elleni antitesttel vizsgaltuk. A poli(ADP-
rib6z) polimerek detektdldsdhoz monoklonélis anti-poli(ADP-rib6z) ellenanyagot hasznaltunk. A

sejteket liveg feddlemezen novesztettiik, kezelést kovetéen PBS-sel mostuk majd felszalld
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alkoholsorral fixaltuk. A sejteket ezutin PBS-sel rehidraltuk, majd 16szérumot tartalmazé PBS-
TritonX (PBSTx) oldattal egy 6rdn 4t szobahdmérsékleten blokkoltuk. Az els¢ antitestet blokkol6
oldatban higitottuk, egy éjszakdn keresztil 4°C-on inkubéltuk. Mosést kovetben biotinnal
konjugalt anti-egér-, illetve anti-nyul IgG ellenanyagot hasznéltunk, blokkol6 oldatban higitva. A
biotint egy harmadik 1épésben, mosast kdvetden, streptavidin-Alexa488-al (Molecular Probes)
detektaltuk. A feddlemezeket anti-fade médiummal rogzitettik tidrgylemezre és kamerdval

felszerelt fluoszcens mikroszkoppal (Zeiss Axiolab) vizsgéltuk.

3.10. A poli(ADP-ribdz) polimerek immuncitokémiai vizsgalata

A gatld RNS-sel fert6zott A549 sejtek funkcio-kiesését hidrogén-peroxid kezelést kovetd
poli(ADP-rib6z) polimer detektdldssal vizsgaltuk. Kezelést kovetden a fedflemezre novesztett
sejteket PBS-el mostuk, majd metanollal 10 percig fixdltuk. A sejtek endogén peroxidaz
aktivitdsat hidrogén-peroxid - metanolos kezeléssel elimindltuk. Mosast kovetden a sejteket 1%
BSA-t tartalmazé PBSTx-el blokkoltuk, majd polimer ellenes antitesttel inkubdltuk. Masodik
ellenanyagként anti-egér-biotin ellenanyagot hasznéltunk, blokkolé oldatban higitva. Mosast
kovetoen az antitesteket ABC detektal6 rendszerrel (Vector Laboratiries), 3,3’-diaminobenzidén
(DAB) szubsztrattal detektdltuk. A feddlemezeket Mowiol-lal rogzitettiik targylemezre, majd

kamerdval felszerelt fénymikroszképpal vizsgaltuk.

3.11. Foszfataz aktivitas mérése

A protein foszfatiz 1 (PP1) és 2A (PP2A) Kkatalitikus alegységeit nyul-vazizombdl
prepardltuk. A foszfatdzokat 5 percig elOinkubaltuk kiilonboz6 koncentracioju GT-al majd
aktivitisukat *’P-vel jelzett miozin konnyiilinc kindz szubsztrdt jelenlétében mértiik. A
szubsztratb6l felszabadulé >*P-t a fehérjék triklor-ecetsavval (TCA) torténd kicsapdsat és

centrifugdlasat kovetden a feliiliszobdl folyadékszcintillacios szamlaloval mértiik meg.

3.12. ABTS-assay

Az antioxidans kapacitds méréséhez ABTS ™ dekolorizdciés mddszert alkalmaztuk. A 2,2’-
azino-bisz-(3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav)-at (ABTS) egy éjszakdan 4t sotétben kalium-
perszulfattal gyokké generdltuk. Madésnap, a keletkezett intenziv zo6ld szinii terméket

Glicin-HClI-dal higitottuk. 96 lyukd mikrotiter lemezben 140 pl higitott ABTS" oldathoz 10 pl
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vizsgdlni kivant anyagot mértiink. Az elszintelenedés mértéke ardnyos volt a vizsgdlt anyag
antioxidans kapacitdsaval. Referencidnak L-aszkorinsavat haszndltunk. Az oldat abszorbancidjit

405 nm-es hulldmhosszon mikroplate olvasdval mértiik.

3.13. DHR-assay
Tesztvegyiiletek peroxinitrit gyokbefogd képességét dihidrorodamin festék (DHR123)

oxidécidjanak kovetésével mértiik fluorimetridsan (ex/em: 485/527) mikroplate lemezen.

3.14. PARP aktivitas mérése

A sejteket 6 lyukd edényben tenyésztettiik és 20 perc hidrogén-peroxid kezelést kbvetden
a médiumot 0,5 ml aktivitismérd pufferre cseréltilk: 56 mM Hepes pH 7.5, 28 mM KCl, 28 mM
NaCl, 2 mM MgCl,, 0.01% digitonin és 0.125 uM *H-NAD". 30 perccel késObb a sejteket
begytjtottik és jéghideg, 50%-os TCA-val kicsaptuk. A csapadékot 2% SDS, 0.1 M NaOH
oldatban egy éjszakdn 4t szolubilizaltuk, a beépiilt radioaktivitdst folyadékszcintillacids

szamlaloval mértiik.

3.15. A sejtek életképességének vizsgalata (MTT teszt)

A sejteket 96 lyuki tenyésztéedényben novesztettiik. Hidrogén-peroxid kezelést kovetden
a sejtekhez metil-tiazol-tetrazolium (MTT) reagenst adtunk 0,5 mg/ml végkoncentraciéban. Egy
ora elteltével a médiumot a sejtekrdl eltavolitottuk, a keletkezett foramzéan kristdlyokat dimetil-
szulfoxidban (DMSO) feloldottuk. Az oldat szinét fotometridsan mértilk 550 nm-es

hullamhosszon.

3.16. Intracellularis NAD* szint meghatarozasa

A sejteket 6 lyuku tenyésztéedényben novesztettiik, hidrogén-peroxid kezelést kovetden
0,5 M perklorsavval extrahaltuk, majd 3 M KOH/125mM Gly-Gly pufferben (pH 7.4)
neutralizéltuk. Centrifugdldst kovetden a feliiliszot reakcidpufferbe mértik (1 mM 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil-tetrazolium bromid, 0.9 mM fenazine metaszulfat, 13 U/ml alkohol
dehidrogendz, 100 mM nikotinamid és 5.7 % etanol 61 mM Gly-Gly pufferben pH 7.4). A

keletkezett szin intenzitdsat 10 perc elteltével, 560 nm-es hullimhosszon, fotométerrel hataroztuk
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meg. Az intracelluldris NAD" tartalmat standard gorbe segitségével 4llapitottuk meg, annak

csokkenését kezeletlen sejtekhez viszonyitva szazalékosan fejeztiik ki.

3.17. Intracellularis ATP szint meghatarozasa
Az intracelluldris ATP koncentrdciét luminometrids moddszerrel, ApoSENSOR Cell
Viability Assay Kit (BioVision) kit segitségével hatdroztuk meg, kovetve a gyartd utasitisit. Az

ATP szint csokkenést a kezeletlen sejtekhez viszonyitottuk €s szdzalékosan fejeztiik ki.

3.18. Klonogén-assay

Szuszpenzidban 1év0 sejteket 1 6rdn 4t hidrogén-peroxiddal kezeltiik 37°C-on. Mosdst
kovetden a sejteket 6 lyuku tenyésztdedénybe szélesztettiik novekvd higitdssal. Tiz nappal
késobb a sejteket 4%-os formalinnal fixaltuk, majd hemotoxilinnal festettiik 10 percig. Mosast

kovetden a tenyésztdedényeket megszaritottuk és a kolonidkat megszamoltuk.

3.19. Propidium-jodid felvétel
Hidrogén-peroxid kezelést kbvetden a sejteket 5 pg/ml propidium jodiddal inkubaltuk 15
percig. Ezt kovetdéen a mar usz6 €s a még letapadt sejteket begyljtottiik, centrifugdltuk, PBS-el

mostuk, majd dramldsi citometridval elemeztiik.

3.20. Kaszpaz aktivitas meghatarozasa

Kaszpdz-3-szerli aktivitdst fluorogén tetrapeptid-amino-4-metilkumarin  szubsztrat
segitségével mértiik. Hidrogén-peroxid kezelést kovetden a mar sz és a még letapadt sejteket
begyjtottiik, PBS-sel mostuk, majd lizdltuk 6ket. A lizdtumhoz reakcidpuffert mértiink mely
tartalmazta a kaszpdz-3 specifikus DEVD-AMC szubsztitot. A reakciét 37°C-on egy Ordn at
folytattuk, majd mértiik a kihasadt AMC fluoreszcencidjat (ex/em: 380/460).

3.21. DNS fragmentacié kimutatasa

Az internukleoszomdlis DNS fragmentdciét kvantitative médon, ELISA technikdval
hatdroztuk meg kit (Cell Death Detection ELISA Plus; Roche Molecular Biochemicals)
segitségével, kovetve a gyartd utasitdsait. Kezelést kovetden a mar uszé és a még letapadt

sejteket begyljtottiik, 1izis pufferben szuszpendaltuk, majd 30 percig dllni hagytuk. A sejtmagok
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tilepitése utdn a citoplazmatikus mononukleoszoma- €s oligonukleoszoéma-asszocidlt hiszton-

DNS komplexeket ELISA technikdval, fotometridsan, ABTS" szubsztrattal (405 nm) detektdltuk.

3.22. Giemsa festés
A sejteket liveg fedélemezen novesztettik majd a hidrogén-peroxid kezelést kovetden
PBS-el mostuk és 4%-os formalinnal fixadltuk 6ket. Mosast kdvetden a sejteket May-Griinwald-

Giemsa oldattal festettiik 10 percig, majd kameraval felszerelt mikroszkoppal vizsgéltuk Oket.

3.23. Mitokondrialis membranpotencial mérése
Hidrogén-peroxid kezelést kovetden a sejteket PBS-el mostuk majd 1 puM JC-1,
mitokondridlis membdnpotencidl-szenzitiv festékkel 30 percen keresztiil toltottiik. A sejteket

ezutdn kameraval felszerelt fluoreszcens mikroszkdpban vizsgaltuk.

3.24. Comet analizis

DNS egyszalu torése utdn a sejtek alkalikus kozegben, elektroforézist kdvetden jellegzetes
,,ustokos” képzoddményt mutatnak. Szuszpenzidban 1€vé sejteket kezeltiink hidrogén-peroxiddal,
majd alacsony olvaddsponti agardzba dgyaztuk Oket iiveg feddlemezen. Az agardz
megszilarduldsa utdn a sejteket 1izal6 oldatba helyeztiik. Az elektroforézist kovetden a sejteket

etidium-bromiddal festettiik és kameraval felszerelt fluoreszcens mikroszkdppal vizsgéltuk.

3.25. A549 sejtek frakcionalasa Western blot analizishez

Hidrogén-peroxid kezelést kovetden a mar tszé és a még letapadt sejteket begyljtottiik,
PBS-el mostuk, majd 4 térfogategységnyi homogenizalé pufferben (0.5 M szaharéz, 20 mM
HEPES, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA és protedz gatlok) felvettiik 0ket. A sejtszuszpenziot
Dounce homogenizdtorral NP-40 jelenlétében tovdbb homogenizaltuk. A lizatumot
centrifugdltuk, a csapadékban 1évo sejtmagokat 3 térfogategységnyi ,,A” pufferben (0.5 M
szahar6z, 10 mM HEPES, pH 7.9, 3.3 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0.5 mM DTT és protedz gatlok)
szuszpendaltuk majd centrifugdltuk. A csapadékot ezutan 2,5 térfogat ,,B” pufferben (,,A” puffer,
kivéve 0.35 M szahar6z) szuszpendaltuk, centrifugaltuk, majd ismételten ,,B” pufferben felvettiik

és szonikaltuk. Igy nyertiik a ,nuclear” frakciét. A legelsd centrifugalds utén kapott feliildszot
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tekintettiik a ,,postnuclear” frakcidonak. A fehérje koncentraciéjait BCA moddszerrel hataroztuk

meg, majd, a kapott frakcidkat Western blot mddszerrel tovabb vizsgéltuk.

Statisztikai analizis

A kisérleteket legaldbb hdrom kiilonboz6 alkalommal elvégeztiik. A kapott eredményeket

Student t-tesztnek vetettiik ala. A p < 0.05 alatti értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

4.1. A PARP-1 specifikus gatloszer (PJ34), illetve a PARG inhibitor, gallotannin (GT),
hatasanak vizsgilata TNFa és IL-1P indukalt citokin és kemokin-expresszio

szabalyozasaban A549 tiido6 epitélsejtekben

4.1.1. A GT szignifikansan csokkentette kemokinek és citokinek génexpressziojat
immunstimulalt A549 sejtekben

A sejteket specifikus PARP-1 gatloszerrel (PJ34) és egy PARG inhibitor vegyiilettel
gallotanninnal (GT) kezeltiik el6, majd nylon-membran alapt tematikus makroarray segitségével
megvizsgéltuk azok hatdsat TNFo—val és IL-1B-val stimuldlt A549 sejtekben. A citokin kezelés
hatdsdra 12 gén expresszidja legaldbb kétszeresére nétt (CXCR4, IL-1a, IL-1B, IL-6, MCP-1,
MIP-3a, MIP-1, RANTES, MCP-2, ENA-78, GCP-2, Fracalkin) mig két citokin receptor
expresszidja (CCR4, CCRS5) csokkent A549 sejtekben. A GT, egyetlen kemokin gén kivételével
(MIP-3a), a génexpresszids valtozdsokat szignifikdns moédon gatolta. PJ34 eldkezelés hatdsara a
Fraktalkin gén expressziéja megemelkedett, azonban a tobbi gén expressziéja nem valtozott.
Eredményeinket RT-PCR technikdval is megerdsitettiik 7 kivélasztott gén esetében, illetve az IL-

8 kemokinnal kiegészitve.

4.1.2. A GT és a PJ34 csokkenti az NF-xB aktivacidjat, de eltéré médon

Az NF-xB és az AP-1 kulcsfontossagu transzkripciés faktorok a TNFo/IL-1f jelatviteli
utvonaldban €s szdmos kemokin és citokin génexpesszidjit szabalyozzdk. EMSA vizsgalattal
megéllapitottuk, hogy citokin kezelést kovetden az NF-kB hozzdkotddik konszenzus
szekvencidjdhoz. GT illetve PJ34 eldkezelést kovetden azonban ez a transzaktivacié elmarad.
Immuncitokémiai vizsgdlatokkal megdllapitottuk, hogy az NF-kB nukledris transzlokdcidja
zavartalan PJ34 jelenlétében, azonban GT jelenlétében elmarad. Ennek hétterében az éllhat, hogy
a GT gatolta az NF-xB inhibitor fehérjéinek (IkK) foszforilaciéjat a citoplazmaban és ily médon
azok nem vélnak le a transzkripcids faktorrol. Az NF-xkB GT altali gétldsa tehdt méar a
citoplazmdban megtorténik, az IxkB kindzok gatldsanak szintjén vagy még attdl is feljebb. PJ34
jelenlétében az NF-xB DNS-hez vald kotddése szintén elmaradt, arra utalva, hogy a PARP

aktivacio sziikségszerii a génexpresszids hatds kifejtéséhez.

17



Mivel azonban PJ34 jelenlétében nem tapasztunk jelentds kemokin-citokin
génexpresszios csOkkenést, feltételezziik, hogy az dltalunk valasztott modellben az AP-1

jelatviteli utvonala hangstlyosabb.

4.1.3. A GT fokozta a JNK-cJun atvonalat, gatolta azonban az AP-1 transzaktivaciot

Az activator protein-1 (AP-1) transzkripcids faktor dimer természetii, stimulus hidnyaban
a monomerjei (c-Jun, c-Fos, FosB, JunB, Fra-1, Fra-2 stb.) a citoplazmaban vagy akdr a magban
is megtaldlhatok. TNFo/IL1 kezelés hatdsara egy bonyolult foszforilacids kaszkad aktivalédik a
sejtekben. Ezek legfontosabb tagjait, a mitogén aktivélt protein kindzokat (MAPK), harom
nagyobb csoportba sorolhatjuk: JNK, p38MAPK és ERKI1/2. Ezek a kindzok foszforildcio
(MAPKK) révén aktivalodnak és targetjeiket szintén foszforildcidval aktivaljak. Ezek kozé a
target-fehérjék kozé tartoznak az AP-1 transzkripciés faktor monomerjei. A c-Jun a JNK altal
foszforildlédik, majd ennek kovetkeztében konformacids valtozason megy keresztiil, ami segiti a
dimerizaciét, majd a DNS-hez val6 kotodését. A549 sejtekben egy ,alap” AP-1 aktivitdst
detektaltunk EMSA-vizsgdlattal. Ez az aktivitds fokozhaté volt TNFo/IL1-B kezeléssel, amit a
PJ34 jelenléte nem befolydsolt, azonban GT jelenlétében megsziint. Western blot analizissel
kimutattuk a JNK és targetjének, a c-Jun-nak id8beni foszforilaciéjat. Erdekes médon a GT
onmagaban fokozta ezeknek a fehérjéknek a foszforilacidjat, ami nem volt tovabb novelhetd
citokin kezeléssel. Tudjuk, hogy c-Jun heterodimert alkothat az ATF2-vel is, mely fehérje
elsésorban a p38MAPK szubsztratja. TNFo/IL1-3 kezelés hatdsara megfigyeltiik mindkét fehérje
id6beni foszforilaciéjat, melyet a GT onmagédban is kivéltott és a citokinek jelenlétében tovabb
nem fokozott. Hasonlé eredményt kaptunk az ERK1/2 és annak egyik targetjének, a CREB-nek a
foszforildlodésat illetOen is.

Megadllapithaté tehdt hogy a GT Onmagédban is fokozza a MAPK jelatvitel egyes
kulcsfehérjéinek foszforilacidjit, ami citokinek jelenlétében tovabb nem fokozddik. A PJ34-nek

semmilyen hatdsa nem volt a foszforilacios folyamatokra illetve az AP-1 aktivéciora.

4.1.4. A GT gatolja a protein foszfatazokat
GT jelenlétében tapasztalt fokozott foszforildcié hatterében protein foszfatdzok csokkent
aktivitdsat feltételeztiik. Ezért tisztitott protein foszfatdz 1 (PP1) és protein foszfatiz 2A (PP2A)

katalitikus alegységeinek aktivitdsdt mértiikk radioaktivan jelzett miozin konnylilanc szubsztat
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segitségével GT jelenlétében. A GT koncentriciofiiggd modon, jelentés mértékben gétolta a
PPlc-t, kisebb mértékben pedig a PP2Ac-t.
Val6szinlisitjik tehat, hogy a MAPK kindzok és azok szubsztratjainak fokozott

foszforilacidinak hattérben a GT protein foszfatdzokat gatl6 hatdsa huzodik.

4.1.5. A GT nem befolyasolja a poli-ADP-ribozilaciot az altalunk valasztott modellben

Immuncitokémiai és Western blot mddszerrel vizsgaltuk a citokinek és a GT poli-ADP-
rib6z metabolizmusra kifejtett hatdsat. Megéllapitottuk, hogy a citokinek nem fokozzdk a
poli(ADP-rib6z) polimerek szintézisét illetve, hogy a GT nem okozott polimer-akkumulaciot.

Az altalunk haszndlt modellben tehdt a poli-ADP-ribozilaciés metabolizmusnak nem
jutott kitiintetett szerep. Megjegyezziik azonban, hogy a rendelkezésiinkre &ll6 technikdk
segitségével csak ,,markdns” véltozdsokat tudunk kimutatni. A poli-ADP-ribozilaci6 egyedi
fehérjék szintjén torténd véltozdsat nem dallt modunkban tanulmdnyozni, igy ennek esetleges

szerepét helytelen lenne teljes mértékben elvetni.

4.1.6. A GT erdételjes antioxidans vegyiilet

A GT gyulladdscsokkentd szerepét részben magyardzhatja erdteljes antioxiddns
tulajdonsdga. Tekintve, hogy mindkét altalunk vizsgalt transzkripcids faktor redox-szenzitiv, ugy
gondoltuk, hogy a GT gyokfogd tulajdonsdgaval is hozzdjarulhat a sejtek redox-haztartdsanak
helyredllitdsahoz. Megvizsgéltuk mind a PJ34 mind a GT hatdsat kiilonb6zd antioxidans-mérd
rendszerekben (ABTS dekolorizacié és DHR-oxid4cié). A GT mindkét rendszerben erételjes
antioxiddnsnak bizonyult, a PJ34-nek szintén volt ilyen hatdsa azonban csak jéval, a

kisérleteinkben alkalmazott koncentracio felett.

4.2. A PARP-1 és a PARG szerepének vizsgalata hidrogén-peroxid altal Kivaltott
sejthalalban A549 sejtekben

4.2.1. Lentivirus alapa géncsendesitési médszerrel létrehoztuk a PARP-1 és PARG stabil
deplécigjat A549 sejtekben

A549 sejtek lentivirdlis partikulumokkal valo fertézésével stabil RNS interferencidt
valésitottunk meg. A leghatékonyabb, csendesitéshez sziikséges szekvencidkat eldzetesen

tranziens transzfekcidval vdlasztottuk ki. A virustiter meghatdrozdsat sejtes rendszerben
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végeztiilk. A kontroll sejtvonalat ,iires” lentivirussal fertdztilk. A géncsendesités hatdsossagat
mRNS szinten hagyomanyos RT-PCR-ral valamint valos idejii kvantitativ PCR-ral is elvégeztiik.
A PARP-1 fehérje deplécigjat Western blot technikdval mutattuk ki. Hozzdférhet antitest
hidnydban ugyanezt a PARG esetében nem tudtuk elvégezni. Immuncitokémai mddszerrel
azonban elvégeztiink egy funkcidkiesési vizsgdlatot melyben megéllapitottuk a PARG fehérje

hidnyat.

4.2.2. Az shPARG sejtek jelentos késéssel hidrolizaljak a poli(ADP-ribéz) polimereket

A sejtvonalak funkciondlis jellemzését immuncitokémiai és Western blot vizsgalatokkal is
elvégeztiik. A sejteket hidrogén-peroxiddal kezeltilk majd egy korai és egy késébbi iddpontban
vizsgéltuk a poli(ADP-rib6z) polimerek jelenlétét, arra specifikus antitesttel. Normal esetben, az
oxidans hatdsdra poli(ADP-rib6z) polimerek keletkeznek, elsésorban a PARP-1 miikodése
kovetkeztében. Ezeknek a polimereknek az életideje azonban meglehetdsen rovid, lebontdsuk
kulcsenzime a PARG. Kontroll és normal A549 sejtekben a kezelést kovetd korai idépontban
jelentds mennyiségii polimert detektdltunk a sejtmagban, melyeket a késébbi idopontban mar
nem lattunk. shPARP-1 sejtekben elmaradt a polimerek szintézise, sShPARG sejtekben viszont a
polimerek még a késobbi iddpontokban is masszivan jelen voltak. Kisérleteink alapjan
elmondhatd, hogy mind a PARP-1 mind a PARG gének csendesitése megteleld, valamint, hogy a
kontroll sejtvonal nem mutat eltérést a normadl sejtvonalhoz képest.

Emellett radioaktiv *H-NAD" beépiiléssel megvizsgiltuk az egyes sejtvonalak PARP
aktivitdsat. shPARP-1 sejtekben jelentds aktivitdscsokkentést tapasztaltunk alapdllapotban és
hidrogén-peroxid kezelést kdvetden is. Ezzel szemben az shPARG sejtek alapaktivitdst illetden
nem mutattak eltérést, viszont a hidrogén-peroxid kezelés utdn a PARP aktivitdsuk alacsonyabb

volt, kontroll sejtekhez viszonyitva. Ennek oka a PARP-1 fokozott auto-modifikalt dllapota lehet.

4.2.3. Az shPARP-1 és shPARG sejtek rezisztensek a hidrogén-peroxid altal Kkivaltott
sejthalallal szemben

A hidrogén-peroxid koncentriciofiiggd moddon csokkentette a kontroll sejtek
életképességét. A hidrogén-peroxid citotoxikus hatdsdval szemben az shPARP-1 nagyobb, az
shPARG sejtek kisebb, de szignifikdns védelmet mutattak. Hasonlé mint4zatot kaptunk a sejtek

intracelluldris NAD" illetve ATP szintjeinek mérése soran. Kontroll sejtekben a viabilités
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csokkenése kivédhetd volt trikarbonsav-ciklus-szubsztratokkal (piruvat és a-keto-glutarat), utalva
arra, hogy a magas hidrogén-peroxid koncentracié kovetkeztében a glikolitikus utvonal zavart
szenved. Emellett vizsgaltuk a mitokondridlis membranpontencidl valtozasat és azt tapasztaltuk,
hogy az mindkét géncsendesitett sejtvonalban még igen magas hidrogén-peroxid koncentracid

mellett is megdrzodott.

4.2.4. A PARP-1 és a PARG osszehangolt miikodése szabalyozza az apoptozis-nekrozis
atmenetet oxidativ agenssel kivaltott sejthalalban

A sejthaldl tipusdnak meghatdrozdsa végett el6szor a sejtek plazmamembén-
integritdsdnak valtozdsat vizsgdltuk. Hidrogén-peroxid kezelést kovetéen a kontroll sejtek
koncentraciofiiggd médon egyre nagyobb propidium-jodid felvétellel vélaszoltak. Az shPARP-1
sejtek még nagy koncentracio esetén is ép membrannal rendelkeztek, az shPARG sejtek esetében
szintén szignifikdns védelmet tapasztaltunk. Ezzel parhuzamosan vizsgiltunk néhdny,
apoptozisra jellemzd paramétert: DNS fragmentaciot és kaszpaz aktivitast. Novekvd hidrogén-
peroxid kezelés hatdsara a kontroll sejtekben egyre nagyobb mértékii DNS fragmentéciét €s
kaszpdz aktivitast tapasztaltunk; adott koncentraci6 felett azonban ezek az apoptdzisra jellemzé
paraméterek jelentds mértékben csokkentek (ugyanezeknél a hidrogén-peroxid koncentracidknal
azonban jelentésen nétt a propidium-jodid felvétel). sShAPARP-1 és shPARG sejtekben azonban ez
az ,,atcsapds” csak joval magasabb koncentraciondl jelentkezett.

Mindemellett megfigyeltiik, hogy az shPARG sejtek érzékenyebbek voltak apoptdzissal

szemben.

4.2.5. A549 sejtekben a hidrogén-peroxid kaszpaz dependens és AIF independens apoptozist
okoz

Az apoptézis tipusdnak megéllapitdsa végett eldszor vizsgadltuk a DNS fragmentéciot
kaszpaz gatlészer, zVAD-fmk jelenlétében. Megallapitottuk, hogy mindhdrom sejttipusban a
kaszpazgatlészer koncentracidfiiggd modon védett a DNS fragmentdloddsdval szemben. A
legtijabb kutatdsi eredmények szerint a poli-ADP-ribozildcionak fontos szerepe van az AIF
medialt apoptozisban. Ezért mindhirom sejttipusban megvizsgaltuk az AIF transzlokéciot

novekvé hidrogén-peroxid koncentracid mellett. Konfokalis mikroszképidval végzett
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vizsgélataink szerint az AIF sejtmagi transzlokdciéja mindhdrom sejttipusban elmarad. Mindezt
sejtfrakciondldssal és Western blot vizsgalattal is megerdsitettiik.

A PARG és PARP-1 fehérjék hidnya tehat védelmet nyujtott nagy dozisu hidrogén-
peroxiddal kivéltott nekrdzissal szemben €s fokozta az apoptétikus paraméterek értékeit. PARP-1
esetében mindez megfelel a mér kordbban leirt irodalmi adatoknak. Nagyfoku DNS kérosodas
esetén a PARP tilzott aktivdcidja fokozott NAD™ és ATP szint csokkenést eredményez, mely
energetikai katasztr6fdhoz vezet €s nekrotikus sejthaldlt okoz. shPARP-1 sejtekben mindez
elmarad. shPARG sejtekben a rezisztencia hatterében az automodifikdlt és ezaltal inaktiv

PARP-1 éllhat.

4.2.6. Az oxidativ stressz altal okozott DNS torés javitasahoz a PARP-1 és a PARG
osszehangolt miikodése sziikséges

A poli-ADP-ribozilacié szerepét legkordbban a DNS hibajavitasban feltételezték. Comet
analizissel tortént vizsgéltaink alapjan elmondhaté, hogy a hidrogén-peroxid kezelés -
koncentraciofiiggd moédon - DNS torést okoz. Ez a torés azonban normadl koriilmények kozott,
hibajavité rendszerek Osszehangolt mikodése folytdn kb. egy o6rdan beliil kijavitodik. Azt
tapasztaltuk, hogy az shPARP-1 sejtekben a javitds folyamata elhizdédik. shPARG sejtekben az
altalunk vizsgalt idOpontban még egyaltalin nem tapasztaltuk a hibdk kijavitdsit. Ez a
megfigyelésiink Osszhangban dllt a klonogenitdsi-assay-vel kapott eredményiinkkel, melyben
megallapitottuk, hogy az shPARG sejtek hosszutava tulélése oxidativ kdrosodast kovetden

jelentés mértékben romlik.
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5. OSSZEFOGLALAS

A poli-ADP-ribozil4cid, melyet poli(ADP-rib6z) polimerazok (PARP) katalizdlnak, egy
reverzibilis poszttranszlacids modositas fehérjék glutamdt és aszpartdt oldalldncdn. A jelenséget
elsésorban DNS kdrosodast kovetden figyelhetjik meg, melyet okozhat ionizdlé sugérzas,
alkilal6 és oxidativ dgens. A DNS torés hatdsara aktivalédott PARP-1 szubsztritjabol, a NAD'-
bol ADP-ribozt hasit ki, és ezekbdl az egységekbdl hosszu, eldgazé lancot szintetizdl. A folyamat
reverzibilitdsaért elsdsorban a poli(ADP-rib6z) glikohidroldz (PARG) felel, mely ADP-riboz
egységekre bontja a lancot.

Kisérleteink els6 felében a poli-ADP-ribozilacié esetleges szabdlyozé mechanizmusat
vizsgaltuk citokinekkel stimuldlt A549 sejtekben. A sejteket specifikus PARP-1 gatloszerrel
(PJ34) és egy PARG inhibitor vegyiilettel (gallotannin, GT) kezeltiik el6. A citokin kezelés
hatdsara kemokinek €s tovabbi citokin gének expresszidja jelentds mértékben nott, melyet a GT
fokozottabb, a PJ34 pedig kis mértékben gatolt. A citokinek génexpresszids hatasukat az NF-xB
és az AP-1 transzkripcids faktorokon keresztiil fejtették ki. Mind a GT, mind a PJ34 gitolta a

/////

torténd transzlokdcidjat, mig a PJ34 gitolta az NF-xB DNS-hez val6 kotodését. A GT gatolta az
AP-1 DNS-hez val6 kotédését is, ez a hatds a citokin kezelés hidnyaban is fenndllt. Erdekes
médon azonban, a GT 6nmagdban is kivaltotta az AP-1 egyik komponensének, a cJun-nak a
foszforildlodasat, sét indukdlta a JNK, p38MAPK ¢és ERK valamint azok targetjeinek
foszforildlodéasat. Feltételezziik, hogy a jelenség hatterében foszfatiz enzimek (PP1 és PP2A)
gdtlasa all. Megallapitottuk tovabbd, hogy a citokin kezelés nem okozott jelentds poli-ADP-rib6z
szintézist, a polimerek akkumulaciéjat pedig nem tudtuk megfigyelni GT jelenlétében.

A PARG tovébbi vizsgdlata céljabol stabil géncsendesitést valdsitottunk meg AS549
sejtekben. Mind a PARG, mind a PARP-1 gén csendesitése rezisztenciat okozott nagy ddzisu
hidrogén peroxid kezeléssel kivdltott citotoxicitdssal szemben. Ez a védelem azonban csak
rovidtavon érvényesiilt. Megfigyeltiik, hogy alacsonyabb, apoptdzist indukélé hidrogén peroxid
kezeléssel szemben mind a PARG, mind a PARP-1 csendesitett sejtek érzékenyebbek, ennek
hétterében pedig azok elégtelen DNS hibajavitdsat igazoltuk. Az apoptozist az dltalunk vizsgalt
rendszerben kaszpdz-fiiggének és az AlIF-fiiggetlennek taldltuk. A PARP-1 és a PARG
csendesitett sejtvonalak hasonl6 viselkedése arra utal, hogy a PARG hidnya fokozza a PARP-1

g4tl6 hatdsu auto-poli-ADP-ribozilacigjat.
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