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Bevezetés

A poli(ADP-ribdz) polimeraz-1 enzimatikus tulajdonsagai

Poli(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1) a poli(ADP-rib6z) polimerdazok (PARP-0k)
szupercsaladjaba tartozik. Egy multidomén feheérje, amely az N-terminalis végen DNS-ko6td
domenbdl, egy automodifik&cios domenbdl és a C-terminalis végen egy katalitikus doménbdél
épul fel. A katalitikus domén ADP-rib6z egységekbdl poli(ADP-ribdz) polimereket (PAR)
képez.

A PARP-1 katalitikus miikodése a DNS-karosodashoz és szignal molekula szerepéhez
kapcsolt. A PARP-1 képes az egy- és kétszalu DNS torések felismerésére, a DNS-hez
kapcsoladik, aktivalodik és a NAD*-molekulakbdl ADP-rib6z egységeket allit el6. Az ADP-
ribdz egységeket kovalensen kapcsolja kilonbdz6 célfeherjékhez, lineéris vagy elagazé PAR
polimereket kialakitva.

Fiziologias korulmények kdzott a PARP-1 enzimatikus aktivitasa nagyon alacsony, de
kilénb6z6 allosztérikus aktivatorok jelenléte, mint példaul egy- és kétszalu DNS torések,
DNS—fehérje keresztkotesek, keresztalakok, valamint nukleoszémak, duplaszald DNS
szekvencidk és kiilonbdz6 feherje partnerek nagymértékben ndvelhetik a PARP-1 aktivitast. A
legjobban jellemzett PARP-1 aktivator a szabad gyokok okozta DNS torés, ami szamos
kilénb6z6 hatast okoz a sejtekben. Az intenziv oxidativ stressz okozta, kiterjedt PARP
aktivacio kimeritheti a sejt NAD*/ATP raktarat, ezzel blokkolva az apoptézist és nekrozis
kialakulasat idézi el6. Tovabba a reaktiv gyokok szerepet jatszhatnak még mas sejtes

folyamatok egész soraban ugymint, sejt szignalizacio, genom integritas vagy transzkripcio.

Reaktiv gyokok okozta oxidativ stressz: a PARP-1 aktivatorai

Az oxidativ stressz a ROS (reaktiv oxigén gyokok) és/vagy RNS (reaktiv nitrogén
gyokok) illetve a limitdlt antioxidans védekez6 rendszer kozotti egyensuly megbomlésa.
Kémiai értelemben a parositatlan elektronnal rendelkez6 molekulakat vagy elemeket
nevezzilk szabad gyoknek. Bioldgiai értelemben a szabad gyokok, nem rendelkeznek
mindannyian parositatlan elektronnal, azonban nagyon reaktiv tulajdonsaggal birnak.
Kémiailag a szabad gyokok és szarmazékaik a kozponti atomtdl fuggden két csoportba

sorolhatdk, ugymint reaktiv oxigén gyokok és reaktiv nitrogén gyokok. A szabad gyokok



szarmazékaik egy id6ben és azonos helyen keletkeznek, igy egyuttesen fejtik ki hatasukat a
sejtekre.

A reaktiv gyokok kozott a hidroxil gyok, a hidrogén-peroxid és a peroxinitrit a
legreaktivabb. A hidroxil gyok reaktivitasa nagyon magas ezeért igen rovid életi. Nagyon erds
oxidalo agens, amely nagy sebességgel reagal a legtdbb szerves és szervetlen vegyiilettel a
sejtekben. A hidrogén-peroxid ugyan nem gyok definicid szerint, de szintén kérositja a
sejteket. Vizes oldatban spotén disszocial és konnyen athatol a biol6giai membranokon. Ezzel
ellentétben a superoxid gyok viszonylag stabil és folyamatosan jelen van, illetve alacsony
reakcio sebességgel reagél a bioldgiai vegylletekkel. A superoxid képes reagalni a nitrogen-
monoxiddal és egy er06s oxdialé agenst alakit ki, nevezetesen a peroxinitritet, amely —
protonécié soran — hiroxil gyokre és nitrogén.dioxidra bomlik. igy megtamadja a szulfhidril

csoportokat és nagyon sokféle biomolekulat, amelyek karosodast okoznak a sejtekben.

A reaktiv gyokok endogén forrasai

A sejteket nagy mennyiségben éri ROS és RNS mind exogén mind pedig endogén
forrasbol. Az endogén eredetli gyokok folyamatosan termel6dnek és a sejtek teljes
élettartaman keresztil jelen vannak. Legfontosabb forrasaikat az alabbiakban targyaljuk.

Mitokondrium A legkiemelkedébb ROS termel6 sejtszervecske a mitokondrium.

Mitokondrium a terminalis oxidaci6 és az oxidativ foszforilacid helyszine. A
mitokondriumbdl kiszivaroghatnak elektronok az I-es és Ill-as komplex révén és igy az
oxigén superoxidda redukalddik. A két komplex kozul kizardlag a Ill-as komplex képes a
elektront kiszivarogtatni a membranok kozotti térbe. Ennek eredményeként tébb kilonb6z6
oxigén szarmazék alkul ki (pl.: hidrogén peroxid).

PeroxiszOmak A peroxiszomak szintén rendelkeznek ROS termel6 kepességgel. A f6
metabolikus folyamat, amely a peroxiszémakban a H,0, keletkezéséhez vezet az a zsirsavak
B-oxidacioja és a flavin oxidazok enzimatikus reakcidja. A reaktiv gyokok megjelenése lipid
peroxidaciéhoz, a peroxiszéma membran karosodasahoz és miikodésvesztéshez vezet.

Fagolizoszomak A fagolizoszémakban a kiilsé behatolok (pl.: bakterialis fert6zés) a reaktiv

gyokok hatasara pusztulnak el. A fagolizoszomak els6sorban (granulocitakban, monocitakban
and limfocitakban) fordulnak el6 és a gyulladas soran féként 6k az endogén forrasai a ROS-
nak. A stimul&cidt kdvetben a sejtek nagy mennyiségl ROS-t termelnek, amelyek elpusztitjak
a bekebelezett baktériumokat.



NO szintdz enzimek A nitrogén-oxid szintetaz enzimek (NOS) nitrogén-monoxidot allitanak

el6. A NOS enzimek L-argininb6l NO-t és L-citrullint allitanak el6 N-hidroxi-L-argininen
keresztll. A NOS-nak harom izotipusa van. Neurondlis NOS (nNOS, NOS-1), endotélias
NOS (eNOS, NOS-3) és az indukalhato NOS (iNOS or NOS-2). Az nNOS-t és az eNOS-t
kalcium szignal aktivalja, mig az iNOS az expresszié szintjén szabalyozddik. Az iNOS,
ellentétben az nNOS-sal és az eNOS-sal, magas koncentracioban termel NO-t. Az iNOS-nak

kiemelked6 szerepe van a gyulladésos folyamatok soran bekdvetkezd gyoktermelésben.

A reaktiv gyokoko karos hatasai

A reaktiv gyokok €16 sejtek olyan komponensiet képesek megtamadni, mint a telitetlen
zsirsavak, fehérjék és nukleinsavak.

A lipid peroxidacio olyan membran foszfolipideket eérint, amelyek telitetlen
zsirsavakat tartalmaznak. A lipidek peroxidacidja zavarja a membranok Ujraépilését oly
modon, hogy a fluiditds és permeabilitds, az ionok transzportjanak megvéaltozasat és a
metabolikus folyamatok gatlasat okozza.

Jelent6és mértékl a hidroxil, alkoxil és nitrogén-kézpontu gyokok okozta fehérje
karosodads. A fehérjék keresztilmehetnek az oxidacion ugy, hogy specifikus aminosav-
szarmazékok karosodnak vagy a negyedleges szerkezet degradalédik és fragmentalddik. A
fehérje karosodas kdvetkezménye az enzimatikus aktivitds elvesztése, ebb6l ered6en
megvaltoznak a sejtes funkciok.

A reaktiv gyokok DNS modositasokat is indukalhatnak, mint nukleotid bazisok
modositasat, egy- és kétszalu DNS toréseket, deoxiribdz karosodasokat, DNS-fehérje
keresztkotéseket és a DNS hibajavitd rendszer karosodasat.

A reaktiv gyokok indukalta oxidativ modositasok szerepet jatszhatnak a redox
szignalizacidban. Ezek a valtozdsok mddosithatjak a génexpressziot a redox szenzitiv
transzkripciés faktorokon Kkeresztul, udgymint NF-kB, AP-1, vagy ATF-2. Ezekrdl a
transzkripcids faktorokrol ismert, hogy kélcsonhatnak a PARP-1-gyel, azonban a legtdbb

esetben a kdlcsdnhatéds pontos molekularis hattere még nem tisztazott.

PARP-1 bioldgiai funkcidi

Mint korabban emlitettiik a PARP-1-nek sokféle bioldgiai funkcidja van, amely a DNS

repairrel kapcsolt, példaul bazis, nukleotid kivagésos hibajavitas es kétszali DNS torés
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javitdsa. Azonban a PARP-1 egyéb funkcidkal is rendelkezhet bizonyos biologiai
folyamtokban, dgymint vazokonstrikcid, asztrocita és mikroglia miikddés, hosszutavu
memoria, kardialis remodelling szabalyozéasa, gyulladas, dregedés, oxidativ metabolizmus és

transzkripcio.

A PARP-1 szerepe a transzkripcio szabalyozasdban

A gén expresszid szabalyozdsahoz a fehérje faktorok széles skélaja sziikséges,
amelyek modosithatjadk a kromatin szerkezetet. A PARP-1 szabalyozhatja a transzkripciot
insulator komponenseként, enhanszer/promoter szabalyoz6 komplexként, a kromatin
szerkezet modulatorakent és a transzkripcid koregulatoraként.

A PARP-1 m(ikddhet insulatorként. Az insulatorok DNS elemek, amelyek segitenek a
genomot egyedi szabalyozé egységekbe szervezni, ezaltal korlatozzak az enhancerek hatéasat a
promoteren vagy megakadalyozzak a heterokromatin kibontasat.

A PARP-1 legkorabban jellemzett hatasa a genomra a kromatin szerkezet médositasa
és a hiszton fehérjék PARIlacidja volt. A PARP-1 NAD" hianyaban torténd kotédése a
nukleoszdmakhoz, a nukleoszomak magasabb foku szerkezetekbe térténd rendez6dését inditja
el. NAD" jelenlétében, a PARP-1 automodifikalja énmagat és levalik a kromatinrél, ami a
kromatin Kitekeredését és a transzkripcid visszanyerését eredményezi in vitro.

Sok korai tanulmany leirta a PARP-1 kozvetlen hatasat a transzkripcid szabalyozasara.
Ebben az esetben a PARP-1 specifikus DNS szekvenciakhoz vagy szerkezetekhez koétédik a
szerepet.

A PARP-1-et tobb transzkripcios faktor esetében promoter-specifikus koregulatorként
(koaktivatorként vagy korepresszorként) azonositottak az NF-kB oldalon vagy a
magreceptorok esetében. A PARP-1 képes kolcsonhatni a gének enhanszereivel vagy
promotereivel  kdzvetlen  szekvencia-specifikus — kot6déssel,  transzkripcios — faktorok
Osszeszerelésével a DNS-kotOdéseik révén, kozvetlen kot6déssel DNS szerkezetekhez és
diddokhoz. A megfelel6 DNS-k6t6 faktorok a PARP-1-et a relevans cél promoterhez vonzzak,
ahol a PARP-1 tovabbi faktorok DNS-hez val6 kot6dését valthatja ki, igy stimuldlva az
enhanszoszémak kialakulasat és a transzkripcio aktivacidjat. A legtobb transzkripcids
faktornal a megfelel6 m(ikodés érdekeben a PARP-1 enzimatikus aktivitasa sziikséges a DNS-
kotédéshez (Spl, NFAT). A DNS-kot6 faktorok vagy a koregulator komplex mas
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komponensei a PARP-1- fiiggé PARIlacid targetjei. Ezek a tanulmanyok egyuttesen kiemelik
a PARP-1 koregulator funkcidjanak a sokféle mechanizmusat, amelyek val6szinleg
aktivator- és gén-specifikus médon véaltoznak. Ezen transzkripcios faktorok legtdbbje
kilénboz6 fizioldgiai és patofizioldgiai kortilményeket modulal, mint példaul gyulladas, sejt

differenciacio, sejt proliferacio, sejt adhezio vagy metabolikus szabalyozas.

A PARP-1 mediélta transzkripcios valtozasok gyulladasban

Sok tanulmany szerint, amelyekben a PARP-1 gént egerekben vizsgaltak, a PARP-1
farmakologias gatlasa vagy genetikai csendesitése gatolja a gyulladas kialakuldsat. A
gyulladasi betegségekkel szembeni védettséget a kilonboz6 transzkripcids faktorok
diszregulacidja okozza. A f6 transzkripcios faktorok, amelyek a gyulladas soran aktivalodnak
az NF-kB, AP-1 és ATF-2.

A p65 vagy RelA az NF-kB csalddhoz tartozik, amelyek tulajdonképpen minden
sejtben megtaldlhatéak, ahol ezek a gyulladasi folyamatok f6 szabalyozéi. Az NF-kB
transzkripcids faktor tartalmaz egy lokalizacios szignalt, amely a magba iranyitja az NF-kB-t,
ahol DNS-hez kotodik. A nem-stimulalt sejtekben ez a szignal egy inhibitor fehérje az IkB
mikodésenek koszonhetGen lefedett, amely a transzkripcios faktor citoplazmatikus
felhalmozddasat eredményezi. Citokin stimulacio soran az NF-kB-r6l levalik az IkB, amelyet
a sejtmagi transzlokacid kovet és az NF-kB irdnyitott gének transzkripcioja.

Az ATF-2 komplexet hoz létre a c-Jun-nal vagy 6nmagaval és az AP-1-kot6helyére
kotédik a DNS-en. A heterodimer komplex AP-1 a c-Fos, c-Jun vagy ATF-2 dimerizacidjabdl
alakul ki. Az extracellularis stressz &ltal indukalt gének az AP-1 aktivaciohoz kapcsoltan
alakitjak ki a sejt stressz elleni vélaszat. Az AP-l-et ezert sok szignal transzdukcids
folyamtban kritikus intermediernek tekintik. Oxidativ stressz soran az aktivélt p38“A"K
gyorsan athelyezédik a citoplazmabdl a sejtmagba és foszforilalja a szubsztratjait, Ggymint az
ATF-2 és a c-Jun vagy mas kinazokat. Az igy kialakult AP-1 transzkripcios faktor
hozzakotédhet a DNS-hez és elindul a transzkripcidja a gyulladasi géneknek.

A gyulladési citokinek, mint a TNFa, IL-13 a Thl fuggé gyulladas f6 szabalyozoi.
Ezek a citokinek tovabbi citokinek, kemokinek, adhéziés molekuldk, iNOS, ciklooxigenaz-2
és a matrix-metalloproteindzok expresszidjat indukalja. A PARP-1 gatlds vagy a PARP-1
csendesitése esetén a gyulladasi citokinek expresszidja lecsokken (MIP-1a, MIP-2, IL1j,



TNFa, and MCP-1). Ezek a citokinek és kemokinek NF-kB altal szabalyozottak, ezért az NF-
KB aktivitds szupresszidja valdszin(i magyarazatot ad ezen gének csokkent expresszidjara.

Az iNOS felel6s az NO szintezisért gyulladasi kortilmények kozott. Az iINOS az NF-
KB transzkripcios faktoron keresztil szabalyozott, ezért a PARP-1 gatlasa jol lathatd
csokkenest okoz az INOS expresszioban és igy a nitrozativ stresszben.

Az MMP-k nélkilozhetetlenek a sejtek kotdszoveti mozgéasaban. Az MMP-k a szabad
gyokok indukélta szerkezeti valtozédsok hatasra aktivalodhatnak. Az MMP aktivécié a
gyulladas soran megakadalyozhat6 a PARP-1 gatlasaval.

Az MMP-k szdveti inhibitorai (TIMP-ek), amelyek az MMP aktivitast szabalyozzak,
gyulladds sordn a fehérje szintjik lecsokken. A PARP gatlds képes megakadalyozni a
csokkenést és helyre allitani az egyensulyt a TIMP-ek és az MMP-k kozott.

A PARP-1 az oxidativ energia metabolizmus transzkripcids szabalyozasaban

SIRT-ek — az éleszt6 sir2 (silent mating-type information regulation 2) homologjai -
Ill-as tipust NAD'- fiigg6 hiszton deacetilazok osztalyaba tartoznak, amelyek kalorikus
restrikcio hatasara indukalédnak és hatassal vannak az Oregedésre, a transzkripcio
szabalyozésara, stressz rezisztenciara és az energia felhasznalas hatékonysagara egyarant.
Mindegyik esetben az intracellularis NAD" szint indukalja a SIRT1 aktivitast. Az aktivacio
sordn a SIRT1 olyan transzkripcids faktorokat kot meg és deacetildl, mint a PGC-1la és
FOXO1. A deacetilacié aktivalja ezeket a transzkripcids faktorokat és rajtuk keresztil
mitokondrialis biogenezis indukcidjahoz vezet vazizomban, méjban, barna zsirszévetben és
agyban. Ezekben a szdvetekben a zsirégetés, a glukolizis, gliikoneogenezis megemelkedik.
Tovabba vazizomban a SIRT1 aktivacio izomrost izotipus valtashoz vezet, ami az I-es tipusu
izomrotok (oxidativak, sok mitokondiumot tartalmaznak) szamanak a névekedéséhez vezet.

A SIRT1 aktivitdsa soran NAD"-ot hasznal, emiatt a SIRT1 kozvetleniil a sejtek
energia allapotat érzékeli, az intracellularis NAD*/NADH arany valtozasan keresztil. A
PARP-1 és a SIRT1 Ugytiinik, hogy kolcsonhat a kozos NAD™ szubsztratért valo versengésen
keresztiil. Fontos megemliteni, hogy a PARP-1 gyorsabb és hatékonyabb NAD™ fogyasztd,
mint a SIRT1. Ebbdl kovetkezik, hogy a PARP-1 aktivitdsa hatassal lehet a gének
transzkripcidjara a SIRT1 aktivitas modositasan keresztil. PARP-1 és -2 egy alap PARP
aktivitdssal rendelkeznek, amely a mitokondridlis oxidativ metabolizmusbol szarmazé

folyamatos oxidativ stressz hatasara inicializalodik. Ezért ezek a PARP enzimek folyamtosan
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NAD"-ot hasznalnak még fiziologias korilmények kozott is. Ujabb kutatasok szerint a NAD*
modositasan keresztiil a PARP-1 hatassal lehet mas NAD-fligg6 enzimekre is, Ugymint a
SIRT1-re.



Célkitdzes

PARP-1-r6l mar kordbban bizonyitottdk, hogy tdbb szinten is hatassal van a
transzkripciora és az oxidativ stresszre. Vizsgalataink soran a PARP-1 deplécio
transzkripciéra kifejtett hatdsat kivantuk vizsgalni kulénbdzd modellekben. Elséként az
oxazolon indukalt hiperszenzitivitasi reakciot vizsgaltuk. Ebben a modelben méar korabban
kimutattuk a PARP aktivacio és az oxidativ stressz kiemelkedd szerepét. Azonban a pontos
molekularis mechanizmus illetve hogy a PARP-1 vagy -2 a felelGs a gyulladasért, egyel6re
még nem ismert. Masrészt azt vizsgaltuk, hogy a PARP-1 szerepet jatszik-e az oxidativ
metabolizmusban és a SIRT1 aktivacio szabalyozasaban. Ahogyan mar a bevezet6ben is
utaltunk ra a PARP-1 és SIRT1 koélcsOnhatasara vannak adatok, azonban a lehetséges

metabolikus hatdsok még nem ismertek.

Céljaink a kovetkezbek voltak:

I. A PARP-1 szerepének viszgalata kontakt hiperszenzitivitashan:
* Meghatérozni a PARP-1 and -2 a szerepét az oxazolon indukalt CHS-ben.
» Az oxidativ stressz jellemzése az oxazolon indukalt CHS-ben.

 Transzkripcids valtozasok jellemzese az oxazolon indukalt CHS soréan.

Il. A PARP-1 csendesitése vagy gatlasa okozta transzkripcids valtozasok vizsgalata:
 vazizomban, barna zsirszévetben, majban
 egér embrionalis fibroblasztokban,

» PARP-1 farmakologiai gatlasa PJ34 felhasznalasaval.



Anyagok és Moddszerek

Allatkisérletek

Az dllat kisérleteket a helyi eitkai bizottsag altal jovahagyott engedéllye (9/2008/DE
MAB) végeztiik.

Az oxazolon indukalta kontakt hiperszenzitivitasi reakciot homozigota PARP-1 és
PARP-2 géncsendesitett (KO) és a megfelel6 vad tipusu (VT) egereken kiviteleztik. A
néstény egereket 4 csoportba osztottuk (VT nem-szenzitizalt, VT-szenzitizalt, KO nem-
szenzitizalt, KO szenzitizalt).

A PMA indukalta irritativ dermatitis modelben a PMA-t (10 pl, 0.05% wi/v) néstény
egerek (csoportonként 6 egér) fuleinek mindkét oldalat kentiik. A fulvastagodas merését és
tovabbi biokémiai méréseinket 24 6raval az elicitacidt kovetben végeztik.

A metabolikus vizgalataink soran a him PARP-1*"* és PARP-1"" egereket ad libutum
maodon hasznaltuk. Az egerek ad libutum kaptak a vizet és taplalekot (10 kcal% of fat, Safe,
Augy, France).

PJ34 Kkezelés esetében, ez egerek 12 Odranként kaptak 10 mg/kg PJ34
intraperitonedlisan 5 napon keresztill. Az allatokat minden kisérlet végén CO,-dal vagy
cervikalis diszlokécioval 6ltiik meg 6 6ra éhezést kdvetéen (melyet reggel 8:00-kor kezdtiik),
majd a szoveteket mindegyes alkalommal ugyanabban az id6intervallumban gydjtottik be
(délutan 14:00 eés 15:00 kozott).

Egér embrionalis fibroblasztok preparalasa

PARP-1*" egerek keresztezését kovetGen a vemhes allatokat a parosodast kovetd 13
napon cervikalis diszlokacidval megdltuk. Eltavolitottuk az allatok embridval teli mehét aztan
az embriokat feldaraboltuk, majd trypsin-EDTA-val emésztettiik dket. A szdvet darabkéakat

petricsészékbe helyeztiik, amelyekbdl csak a fibroblast sejtek tapadtak ki.

Szdvettan és mikroszkopia
Haematoxilin-eozin (HE), és a kilonb6z6 hisztokémiai reakciokat (nitrotirozin
(Sigma), neutrofil elasztdz (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) és PAR elleni antitesteket

hasznaltunk (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)) 7 um-es szdveti metszeteken végeztik el.
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Mieloperoxidaz aktivitdsmereés
Mieloperoxidaz aktivitast (MPO) fulhomogenizatumokban végeztik

tetrametilbenzidin és hidrogén peroxidaz felhasznalaséval.

MMP aktivitasméreés
MMP aktivitast fll fehérje extraktuméban végeztik fluorescens festékkel jel6lt
zselatinnal (DQ gelatine, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

8-OHdG meghatarozas
8-OHdG meghatarozéshoz a Cell Biolabs altal forgalmazott kit-et hasznaltuk (San
Diego, CA, USA).

Protein karbonil mérés
Protein karbanil méréshez a Cayman Chemicals altal forgalmazott kit-et hasznaltuk
(Ann Harbour, Ml, USA).

Lipid peroxidacié merése
Lipid peroxidacié méréséhez a Cell Biolabs altal forgalmazott kit-et hasznéltuk (San
Diego, CA, USA).

RNS preparalas, reverz transzkripcio és qPCR

RNS preparalashoz TRIzol reagenst hasznéltunk (Invitrogen), az igy preparalt RNS-
b6l cDNS-t keszitettlink. A ¢cDNS mintdkat 10x higitdsban hasznaltuk kvantitativ PCR
(gPCR) reakcioban.

Transzkripcids faktor transzaktivacios vizsgéalat

A magi fehérjekivonatokat a Transfactor Extraction kit (Clontech, Mountain View,
CA, USA) segitsegével készitettik el. A transkripcios faktorok transzaktivaciojanak
mérésehez a TransFactor Inflammatory Profiling-1 kit-et (Clontech) hasznaltuk. A

meghatarozashoz 10 pg sejtmagi fehérje extraktumot hasznaltunk.
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mtDNS analizis
A mitokondriélis DNS-t gPCR reakcidban hataroztuk meg.

Statisztiaki analizis

Eredmenyeinket +SEM fejeztiik ki. A statisztikai szignifikanciat a csoportok kozoétt a
Student t-pobaval hataroztuk meg, p<0.05 jelenti a szignifikans kilonbséget. A szdrasokat
+/- SEM tuntettlk fel.
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Eredmények és megbeszélésiik

Szamos tanulmany bizonyitotta mar a PARP-1 fontos szerepét a transzkripcid
szabalyozédsdban. Célunk az volt, hogy tisztazzuk a PARP-1 transzkripcids szerepét bdr
gyulladasi folyamataiban és a SIRT1-fligg6 gének transzkripciojaban.

A PARP-1 szerepe oxazolon indukalta kontakt hiperszenzitivitasi reakciéban

Az oxazolon indukalta kontakt hiperszenzitivitasi reakcié jellemzése PARP-17" és
PARP2™ egerekben

Oxazolon kezelést kdvetben az els6 jol mérhetd fizikai paramétere a CHS-nek a
fulvastagodas, amely az 6déme mértékét jelzi. A fulvastagodast az OXA kezelést kovetden 24
6ra elteltével hataroztuk meg. Az OXA kezelt PARP-1*"* egerek fiile vastagabb volt, mint a
hordozé-anyaggal kezelt allatok eseetében, mig az OXA indukalt PARP-17" egereknek a fiile
szignifikdnsan kevésbé vastagodott. Ellentétben a PARP-2 egerknél nem tapasztaltunk
szignifikans valtozast a kezelt csoportok kozott.

A neutrofil infiltracio jellmz6je a mieloperoxidaz aktivitas, amely kénnyen mérhetd és
felhasznalhatd az infiltracié mértékének a jellemzésére. PARP-1"" egerekben az MPO
aktivitas csokkent, ugyanakkor a PARP-27" egerekben nem tapasztaltunk valtozast. A PARP-
17 fenotipus esetén a védelem mértéke hasonlé volt a PARP inhibitor (PJ34) esetében
tapsztaltakhoz. A szévettani viszgalatok az OXA kezelt PARP-17 egerekben csokkent
inflammatorikus sejt infiltraciot mutatott, mely hasonl6é volt a fllvastagodas soran kapott
eredményeinkhez és az MPO aktivitashoz. Sejtspecifikus markereket hasznalva féként
neutrofil infiltraciot figyeltink meg.

Az Oxazolon erés irritativ tulajdonsagokkal rendelkezik, ezért irritativ dermatitis
modellben vizsgaltuk a PARP-1 esetleges véd6 hatasat. Hasonléan korabbi
megfigyeléseinkhez, amikor PJ34-gyel gatoluk a PARP-kat, a PARP-17" egerek szintén
részleges védettséget mutattak a PMA indukalta irritativ dermatitis ellen. Ezzel ellentétben a
PARP-2 genetikai csendesitése nem volt hatassal az irritativ dermatitis mértékére. Ugy tiinik,
mind az irritativ, mind az immunoldgiai komponensre hat a PARP-1 hianya. Mivel azt az

eredményeket kaptuk, hogy a PARP-2-nek nincs funkcionalis szerepe sem a CHS-ben, sem
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pedig az irritativ dermatitis modellben ezért a tovabbi vizsgalatainkbol kizartuk a PARP-2

egereket

A PARP-1"" egerekben csokken az oxidativ/nitrozativ stressz

A leukocita infiltracio altaldban ROS és RNS termelésével parosul. Ezek a szabad
gyokok redox szenzitiv transzkripcids faktorokat befolyasolnak, amelyek arra 0szténoztek
minket, hogy megvizsgaljuk az oxidativ stresszt és az ahhoz kapcsol6dé biokémiai
eseményeket OXA indukalt CHS-ben.

Meghataroztuk a NOS enzimek expressziojat. Mind az eNOS, mind az iNOS izoforma
expresszalddik alacsony szinten a fllben, azonban csak az iNOS indukalodik OXA kezelés
hataséra, s6t az iINOS aktivécié alacsonyabb a PARP-1"" egerekben. Az iNOS tinik a f6 NO
forrasnak a model rendszerlinkben, amely megegyezik masok altal megfigyelt eredményekkel
mas gyulladasi folyamatokban. A nitozativ stressz egy masik jellegzetessége a feherjék tirozin
oldallancainak a nitralasa, amely kimutathaté volt a vad tipust egyedekben, mig a PARP-1""
egerekben alacsonyabb mérték volt.

A nitrozativ stressz markans reaktiv oxigén gyoktermeléssel tarsul. CHS-ben a
megemlekedett ROS szintet emelkedett lipid, fehérje és DNS bazis oxidacio jellemzi,
amelyek csokkent mértékiiek PARP-17" egerekben.

Az oxidativ és nitrozativ stressz DNS torést indukalhat és ez altal PARP aktivaciot.
Ezért megvizsgaltuk a DNS torést TUNEL mddszerrel. A DNS torések PARP-1*"* egerek
keratinocitaiban, endotél sejtjeiben és leukocitaiban jelentek meg, mig a PARP-17" mintakban
jelent6sen kevesebb volt a TUNEL pozitiv sejtek szdma. A DNS torések PARP-1
aktivaciéhoz vezetnek, ez PAR megjelenését eredmenyezi, amely hasonlé mintézatot

mutatott, mint a DNS torés.

A PARP-1 medialt gén expresszio OXA indukalt CHS-ben

A polimorfonukleéris sejtek infiltracioja proinflammatérikus citokinek és kemokinek
megjelenésevel tarsul. A CHS reakcio soran MIP-1a, MIP-2, IL-1B3, MCP-1 és TNFa gének
expresszi6inak az indukcidjat tapasztaltuk, amely jelentSsen alacsonyabb volt a PARP-17
egerekben. Tovabba hasonlo valtozasokat tapasztaltunk kilonbdz6 sejtadhézids molekulak

expresszidjaban is, ugymint az I-CAM, az L-CAM, a V-CAM és az E-Selectin.
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OXA kezelés hatasara MMP-9 aktivaciot is tapasztaltunk PARP-1"* egerekben, ami
csokkent a PARP-17 allatokban. A széveti inhibitor metallopoteinaz-2 expresszija — ami

+/+

ellenstlyozza az MMP aktivitast — csokkent a PARP-1"" egerekben, ami hozzajarulhat a
nagyobb MMP aktivitashoz. Ezzel szemben PARP-17" egerekben a TIMP-2 expresszié nem
csokkent.

Az iNOS, kemokinek, adhézios faktorok, MMP-9 és a TIMP2 dsszehangolt valtozasai
arra utaltak, hogy gén expresszids szinten kdzosen reuglalodnak. A PARP-1 nagyon sokféle
transzkripcids faktorral Iép kolcsonhatasba és modositja azok aktivitasat, ezaltal a gén
expressziot is. Ezért tobb kilonbdz6 transkripcids faktor aktivaciojat vizsgaltuk meg a
mintainkban. Két redox szenzitiv transzkripcios faktor estében talaltunk erds aktivaciot a
PARP-1""* egerekben OXA kezelés hatésara, a p65, amely az NF-kB csalad tagja és az ATF-2
esetében. A p65 aktivacidja PARP-17" egerekben elmarad, mig az ATF-2 aktivitas csak
kismértékben csokkent a PARP-17" egerekben.

A defektiv p65 aktivacié 0Osszhangban van szd&mos NF-kB célgén csokkent
expresszidjaval ilyenek az iINOS, adhézids faktorok és a citokinek. A kozvetlen molekuléris
kolcsonhatas a PARP-1 eés az NF-kB kozott mar bizonyitott mas modellekben. Azonban a
pontos molekularis mechanizmus, amelyen keresztil a PARP-1 befolyasolja az NF-kB-t meg
nem tisztazott. Ugy tlinik, hogy a PARP-1 az NF-kB DNS-kotésén keresztiil befolyasolja az
NF-kB transzaktivaciot de az nyitott kérdés, hogy a PARP-1 aktivacio dont6-e az NF-kB
transzkripcids aktivitasaban.

A DNS torés is hozzajarulhat a transzkripcio szabalyozasahoz a PARP-1-en keresztil.
Az 0Osztrogén receptor (ER) esetében igazoltdk, hogy az aktivicidja DNS torések
képzddesehez vezet. Ezek a DNS torések javitdsra szorulnak, hogy az ER-kapcsolt
transzkripcié megfeleléen mikdédjon. A PARP-1 aktivacio dont6 folyamat ezen torések
javitasaban. Ezeért elképzelhet6, hogy hasonlé mechanizmus szintén szerepet jatszhat az NF-
KB és ATF-2 aktivaciojaban.

A PARP-1-nek kodzponti szerepe van az oxidativ stressz szabalyozasdban a CHS
elicitacios fazisaban, és a gatlasa vagy genetikai csendesitése megakadalyozza a gyulladasnak
ezt az ongerjeszté képzGdését. Osszességében, ezek az eredmények a PARP inhibitorok

lehetséges terapias alkalmazhatosagat tamogatjak CHS-ben.
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A PARP-1 SIRT1 koélcsénhatés révén kialakulo transzkripcios valtozasok hatasa

PARP-17 egerek barna zsirszovetében és véazizomzataban indukalédik az oxidativ
metabolizmus géenjeinek az expresszioja.

Tobb kutatoé csoport igazolta a kapcsolatot a SIRT1 és PARP-1 kozoétt, amelyekben a
SIRT1 aktivacio gatolja a PARP-1 aktivitasat. Az élettani megfigyelések azt mutattak, hogy a
PARP-1"" egerekben oxidativ metabolizmus indukalédik, magasabb az oxigénfogyasztasuk,
kevesebb fehér zsirszovettel rendelkeznek, jobb a gliikoz tolerancijuk és alacsonyabb éhomi
vér glikoz szinttel rendelkeznek annak ellenére, hogy hasonl6 inzulin szinttel rendelkeznek,
mint a PARP-1*"* egerek. Ezeket a megfigyeléseket a magas zsirtartalmi taplalékon tartott
allatokon végzett megfigyelések is alatdmasztottak.

Mivel a PARP-1 jelentés NAD"® fogyaszté ezért Ggy gondoltuk, hogy a PARP-1
hianya megnovelheti a sejtek NAD™ tartalmat aktivalva a SIRT1-et, ami magyarazhatja a fent
emlitett valtozasokat. Ahhoz, hogy betekintést nyerjiink ezekbe a valtozasokba megvizsgaltuk
a SIRT1 aktivaciéra reagald gének expresszi6jat in vivo és sejtes modellben. A PARP-17
egerek barna zsirszovetében megnétt a mitokondriumok szama. A PARP-1"7" egerekben ezzel
az emelkedett mitokondrialis szammal 6sszhangban nétt a mitokodrialis uncoupling (UCP1
and UCP3), a zsirsav oxidaci6 (MCAD) és a respiraciés (Ndufa2, Ndufa3, Ndufb5, Cyt C,
COX17 és Deiodinase-2 (Dio2) gének expresszioja. Az izomrost izotipus gének (Troponin |
(Trop 1), Myosin heavy chain I (MHCI) expresszios analizise ndvekedést mutatott az oxidativ
izomrostok szaméaban.

Megvizsgaltuk tobb gén expresszidjat a majban: ERRa, PPARa, PGC-1a, SREBP1,
Ndufa2, Ndufa3, cyt ¢, ATP5g1, MCAD, ACO, ACC1, ACC2, malic enzyme, PEPCK, GK
and G6Pase. A metabolikus gének expresszidjaban tapasztalt szignifikans valtozas hianya arra
utalt, hogy a PARP-1 hianya csak kicsiny metabolikus hatassal rendelkezik a majban, amit
magyarazhat az, hogy a majban expresszalodik a legalacsonyabb szinten a PARP-1

0sszehasonlitva a vdzizommal és a BAT-tel.
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Csokkent PARP-1 expresszié mellett egér embriondlis fibroblasztokban megné az
oxidativ metabolizmus.

In vivo megfigyeléseinket igazolandd kivancsiak voltunk, hogy a PARP-1 aktivitas
csokkenése a MEF-ban hasonl6 véltozasokat okoz-e az oxidativ metabolizmusban. A PARP
expresszid hianya a MEF sejtekben teljesen azonos expresszids valtozasokat mutatott az in
vivo eredményeinkkel a PGC-1a, Ndufb5, Cyt C, COX17, UCP-2, mCPT-1 és ACO gének

esetében.

A PARP aktivitads farmakoldgiai gatlasa er6siti az oxidativ metabolizmust a SIRT1-en
keresztil.

Mivel a PARP-1 ablacidja noveli a SIRT1 kapcsolt gének expresszidjat felvet6dott,
hogy a PARP-1 farmakoldgiai gatlasa okozhat-e hasonld valtozast. Az egereket PJ34-gyel (10
mg/kg) kezeltiik 5 napon keresztll. A vazizomban PJ34 hatdsara megn6tt a mitokondriaalis
gének expresszidja (Ndufa2, Ndufb5, UCP2 and UCP3), ami emelkedett mioglobin
expresszidval tarsult. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a PJ34 kezelés a PARP-1
géncsendesités altal indukalt oxidativ tulajdonsdgokhoz hasonlo fenotipust hoz létre.

Kisérleti eredményeink alatdmasztjdk azt az elméleti feltevést, miszerint a PARP-1
delécié a NAD" tartalom névekedésén keresztiil noveli és lehet6vé teszi a SIRT1 aktivaciot.
Tovabba az eredményeink azt is jelzik, hogy a kolcsénhatas a két fehérje kozott
farmakoldgiailag felhaszndhaté metabolikus betegségek kezelésében. Mivel sok SIRT1
szubsztrat, példaul PGC-1la, FOXO-k vagy p53 nagy jelent6séggel biré metabolikus
szabalyozd faktorok ezért nem meglepd, hogy a megndvekedé NAD®-szint és SIRT1
megndveli a mitokondridlis biogenezist és az oxidativ metabolizmust. 1ly médon a SIRT1
aktivacié modulélasaval a PARP-1 kOzvetett szerepet jatszik a sejt energia homeosztaziséért
felel6s genek expresszidjanak a szabalyozéaséaban.

A kolcsonhatas a PARP-1 és SIRT1 kdzott szamos egyeb tertletre is hatassal lehet,
ilyen példaul a cirkadian ritmus, a sejtproliferacio vagy az élethossz, amelyek tovabbi

kutatasok alapjait képezhetik.
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Kovetkeztetések

A PARP-1 szerepe oxazolon indukélta kontakt hiperszenzitivitdsban

1. APARP-1 a f6 szabalyoz6 a CHS-ben.

2. A PARP-1 kiemelkedd szerepet jatszik a ROS/RNS termelésben a CHS soran.

3. A PARP-1 az NF-kB és az ATF-2 (redox szenzitiv transzkirpcié faktorokon) keresztil
szabalyozza a gyulladéasi folyamtot a CHS sorén.

A PARP-1 SIRT1 koélcsonhatés révén kialakulo transzkripcios valtozasok hatasa

1. Vaziozmban a PARP-1 deplécié noveli a sejt NAD" tartalmat, amely megndvekedett
SIRT1 aktivécidval tarsul és izomrost izotipu valtast okoz.

2. Barna zsirszovetben a PARP-1 deplécié noveli a sejt NAD" tartalmat, ami emelkedett
mitokondrialis biogenezist és SIRT1 aktivaciot okoz.

3. Mgjban a PARP-1 csendesités nem okozzot valtozast a gen expresszidban

4. In vivo gén expresszios vizsgalatainkat in vitro is megerésitettik MEF-ekben.

5. A PARP-1 farmakologiai gatlasa a PARP-1 szomatikus depléciojahoz hasonlé fenotipust
alakit ki.
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