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BEVEZETES

PARP-1, Poli(ADP-ribéz) polimeraz 1

PARP-1, poli(ADP-rib6z) polimeraz 1 a PARP csalad egyik f6 izoformaja, ez a csalad
emberben 17, egérben 16 fehérjébol all. Egy folyamatosan termel6dd sejtmagi és
mitokondrialis fehérje jol ismert szereppel kiilonbozé sejtes funkciokban, mint példaul
DNS (dezoxiribonukleinsav) hibajavitasban, jelatviteli folyamatokban, kiillonb6zé sejtahalal
utvonalakban es kiilonb6z6 koros folyamatokban mint égés, szepszis, cukorbetegség es rak.
A PARP altal szabalyozott legtobb funkcio oxidativ stresszhez kapcsolt. A PARP-1
aktivacioja oxidativ stimulus hatasara poli(ADP-rib6z) egységek kovalens kapcsolasat
jelenti egyrészt sajat magara az enzimre, illetve célfehérjékre NAD™ felhasznalasa mellett.
A PARP-1 "talaktivacioja” NAD® szint csokkenéshez vezet, amely befolyisolja a
mitokondrialis elektron transzportot és amennyiben tovabbra is fennall, nekrotikus

sejthalalhoz vezet.

Mas PARP-ok

A Kkatalitikus domén 6sszehasonlité analizisen alapulva, 17 emlés fehérjét soroltak be a
PARP-ok kozé (Ame et al., 2004).

A PARP-2-t PARP hianyos egér embrionalis fibroblasztjaban fedezték fel, amely a sejt
maradék PARP aktivitasaért volt felelés (Shieh et al., 1998; Ame et al., 1999). Sejtmagi
enzim, kristalyszerkezete a PARP-1-hez nagyon hasonlo. PARP-2 hianyos egerek késést
mutattak a DNS tores javitasaban, ami PARP-1 hianyos egerekben megfigyeltekhez volt
hasonlo (de Murcia et al. 2003; Schreiber, 2002).

A PARP-3 egy mono-ADP ribozilaz, amely egy fontos eleme a centroszoémanak, ez az
enzim a leanycentriolumokban talalhato a sejtciklus folyaman (Augustin et al., 2003). A
PARP-3 kolcsonhatasban van a PARP-1-gyel ami kapcsolatot feltételez a DNS karosodas
ellendérzési rendszere és a mitotikus ellenérzépont kozott. A vPARP (PARP-4), a PARP



csalad legnagyobb meretii tagja amely mono-ADP ribozilacioval bir. Része az un. Vault
részecskéknek, amelyek RNS-ket es fehérjéket tartalmazo ribonukleoprotein (RNP)
komplexek. Szintén a sejtmagban lokalizalodik és a mitotikus orsoval kapcsolt.

Smith es kollégai altal elnevezett PARP-5 vagy Tankiraz-1 egy TRF-kolcsonhato, ankirin-
kapcsolt ADP-rib6z polimeraz (Smith et al., 1998). Sejtmagi eredetii, de szintén
megtalalhato a citoplazmaban, aktivitasat a mitogén-aktivalt-fehérje-kinazok (MAPK)
modositjak.

A TiPARP-ot vagy PARP-7 -et a 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioxin kezelés utani
messzendzser RNS expresszios mintazatanak analizisekor talaltak. Ez egy mono-ADP
ribozilaz és egyiitt talalhato a setmagban az AHR-rel (aril hidrokarbon receptor), ami egy
szintetikus hidrokarbon és egyéb mas ligandok altal aktivalt transzkripcios faktor.

A PARP csalad mas tagjai amirél a korabbiakban még nem tettink emlitést
csoportosithatok mint CCCH-tipusa PARP-ok, makro PARP-0k, és egyéb PARP-ok. A
CCCH-csoport tartalmazza a PARP-12-t és -13-at, és a korabban bemutatott tiPARP-ot.
Ezek hasonlésagot mutatnak a CCCH-szerii cink ujjakban, a WWE-ben (Triptofan: W,
Glutamat: E aminosavak) és a katalitikus doménben. Az an. makro domén PARP-ok vagy
BAL PARP-ok csoportjaba, a PARP-9, -14, -15 (BAL 1, 2, 3) tartoznak. A makrodomének
konzervalt domének az allatvilagban, melyek képesek PAR kotésére. A PARP-9-et diffuz
orias B-sejtes limfomas betegekben (DLB-CL) irtak le "differential display” metodikat
alkalmazva. A PARP-14-nek a fokalis adhézios molekulak forgalmaban van szerepe és az
aktin stressz filamentumok végén lokalizalodik (Vyas et. al., 2013).

Egyéb PARPok-hoz tartozik a PARP-6, -8, -10, -11, -16. Funkciojuk kevéssé ismert. A
PARP-6 egy mono(ADP-ribozil) transzferaz es végbélrakos betegekben talaltak meg. A
PARP-10 gatolja a c-myc-et, egy transzkripcios faktort és szerepe van a sejtproliferacioban
(Yu et. al., 2005). A PARP-16 kristalyszerkezetét Karlberg mutatta ki (Karlberg et. al.,
2012) ami auto-ADP ribozilacios aktivitast mutatott.

A PARP csalad doménstrukturajara alapozva kiilonb6z6 kapcsolatok lehetségesek a
kiilonbo6z6 sejtalkotokban. Tovabba, a PARP-1 kolcsonhat a PARP-2-vel vagy a PARP-3-al
¢s a Tankiraz 1-gyel és 2-vel (Cook et al., 2002), ami tovabb szélesiti a lehetséges biologiali
funkciojukat.



A Poli(ADP-rib6z) metabolizmus

Poli(ADP-rib6z), pADPY szintézis

A poli(ADP-ribozilacio) egy kovalens, reverzibilis modifikacio amelyben a PARP poli-
ADP-rib6z egységeket kapcsol célfehérjékre NAD™-ot hasznalva szubsztratként. Torténeti
szempontbol nézve, 1963-ban Chambon azt kozolte, hogy van egy enzimatikus aktivitas
amely felelés a PAR polimer szintéziséért ami NAD™-ot igényel (Chambon et al., 1963). Ez
az uttoré munka egy yj teriiletet hozott 1étre a kutatasban.

Nyugalomban 1év6 sejtekben az akceptor proteinek mono- vagy oligo-ADP-ribozilaltak,
mig stresssz koriilmények kozott, mint példaul genotoxikus stimulus alatt, a fehérjék poli-
ADP-ribozilaltak.

Szamos fehérje célpontja a PARilacionak, mint példaul RNS/DNS polimerdzok,
Topoizomeraz 1II, p53, PCNA csak, hogy néhanyat emlitsiink. ADP riboz egységek
hozzaadadsa megvaltoztatja a fehérje nettd toltését ami egy megvaltozott funkcidt

eredményez. Ez altalanossagban gatolja a DNS-kotés képességét. (D'Amours et al. 1999).

Poli(ADP-rib6z) lebontas: poli(ADP-riboz) glikohidrolaz és egyéb enzimek amelyek
PAR-t bontanak

Mono- ¢és poli-(ADP-rib6z) egységek eltavolithatdak PAR-bontdé enzimekkel. Azt
becsiilték, hogy a PAR ¢letideje kevesebb mint 1 perc, amely egy szigoruan szabalyozott
szintézist és lebontast feltételez. A lebontd enzimek f6 tagja a poli(ADP-riboz)
glikohidrolaz (PARG), melynek gén szintl inaktivacidja letalitast okoz a korai embrionalis
¢letben egerekben (Koh et al., 2004). Erdélyi es munkatarsai munkajukban elegansan
prezentaltdk, hogy a PARG egy apoptozisbol nekrozis irdnyba torténd atkapcsoloként
szolgal oxidativ stressz alatt (Erdélyi et al., 2009).



A PARP-1 biolégiai funkcidi

A PARP-1 szerepe a differenciacioban és génexpresszioban

A differencidcio az a folyamat amely altal egy sejt egy sejttipusbol egy masikba valtozik at,
specifikus feladatokat teljesitve, 0j funkcidkat szerezve vagy masokat elvesztve. Példaul, a
mioszatelit vagy szatelit sejtek a vazizomsejtek eldalakjai amelyek aktivacié soran ujra
belépnek a sejtciklusba, elkezdik az osztédasukat és miotubulusokka differencialédnak.

A PARP-rol kimutattdk, hogy valtozatos mehanizmusokkal részt vesz kiilonféle
transzkripcids folyamatokban, mint kromatin szerkezet modosito, illetve mint DNS-kotd
transzkripcids faktorok ¢s DNS-metilacié szabalyozoja.

A kromatin egy DNS-fehérje komplex, a kodolt infomacio szerkezeti alapja, ami
genomialis DNS-b6l, magi hisztonokbol (H2 H2A, H2B, H3, és H4), kapcsolo
hisztonokbol (H1), és mas kromatin-kapcsolt fehérjékbdl all. Egy feltételezett utja annak
ahogy a PARP-1 szabalyozza a kromatin szerkezetet és transzkripciot, az a kromatinhoz
kotodo fehérjék illetve a PARP-1 PARilacidja, amely befolyasolja a kromatinszerkezetet. A
hisztonok célfehérjék a PARP-1 in vitro megkotésében és szabalyozzak a PARP-1
enzimatikus aktivitasat (Pinnola et al., 2007; Kotova et al., 2011).

A PARP-1 szerepe a DNS hibajavitiasban

A PARP-1 szerepe kulcsfontossagi a sejt DNS integritasdnak es stabilitdsanak a
fentartdsaban. A DNS-t folymatos intracelluldris (normal anyagcsere termékek) és
extracellularis (sugarzas, kémiai agensek, h6 sokk) hatasok érik amelyek megvaltoztatjak a
sejt kémiai allapotat befolyasolva a DNS-t. Ezek mutacidokat, kromoszoma
rendellenességeket vagy sejthalalt okozhatnak. A PARP-1 gatlasa érzékenyiti a sejteket
genotoxikus stimulusra (Kiipper et al., 1995; Ding and Smulson, 1994). PARP /" egér
ugyan ¢élet- és szaporodd-képes normalis fenotipussal, azonban rendkiviil érzékeny ionizald

sugarzasra es alkilalo szerekre (de Murcia et al., 1997).



A bazis Kivagasos/egyszalu torés javitasi folyamata (BER/SSBR)

A DNS egyszalu torés az elsédleges mehanizmus a karosodott bazisok es egyszalu torések
javitasara. A vad tipusu es PARP-1 hidanyos sejtek vizsgalata betekintést adott a PARP-1
szerepére a javitasi folyamatban. A PARP-1 kolcsonhatasban all a DNS polimeraz B-val
ami fontos kovetkezményekkel bir. A PARP-1 hianyos sejtekbdl szarmazé sejtkivonat nem
volt képes a Long Patch Repair-re, és csokkent hatast mutatott a Short Patch Repair
folyamatara (Dantzer et al., 2000).

A DNS duplaszala torés (DSBs) hibajavitasa HR es NHEJ altal

A duplaszalu toérésnek (DBS) vannak a legkomolyabb kovetkezményei. A dupla szall torés
kivalthato ionizald sugarzas, rakellenes gyogyszerek vagy éppen reaktiv oxigén/nitrogén
vegyiiletekkel. A természet 1étrehozott két mehanizmust amely kozbelép amikor ezek a
hatasok kialakulnak, ezek a homolég rekombinacid6 (HR) es nem homoldog DNS végek
osszekapcsolasa (NHEJ). HR akkor aktivalodik amikor az NHEJ folyamat gatlas alatt 4ll;
HR-hez PARP-1 jelenléte sziikséges (Hochegger et al., 2006).

Az NHEJ két csoportra oszthatd: klasszikus NHEJ (C-NHEJ) és alternativ NHEJ (A-EJ)
fiiggden a KU70-KUB8O0 részvételétdl. Amikor a C-NHEJ nem képes miikodni, ugy az A-EJ
veszi at a javitast. A PARP-1 es a KU fehérjék kozott versengés van a DNS-ért. Ha a KU
nem hozzaférhetd, akkor a PARP-1 jatszik aktiv szerepet az A-NHEJ-ben.

PARP-1 a nukleotid kivagasos javitasban

A f6 mehanizmus pro- és eukaridtdkban az UV-indukalt DNS kérosodéasban a nukleotid
kivagasos javitdis (NER). Mutacid6 a hibajavitdsi rendszer tagjaiban xeroderma
pigmenosummal, Cockayne szindromaval és trichothiodystrophytival asszocialt. Robu és
munkatarsai bemutattak, hogy PARP-1 egyiitt miikodik a DDB2 (DNS-k&to fehérje 2)-vel
es XPC (xeroderma pigmentézum csoport C)-vel az UV-karosodott 1ézioknal (Robu et al.,



2013; Luijsterburg et al., 2012; Pines et al., 2012).
PARP-1 a mitokondriumban

Ambar a tudoményos kozélet megosztott a PARP-1 mitokondrialis jelenlétét illetden
(MtPARP-1) jelentés mennyiségii adat all rendelkezésre ami alatamasztja az elképzelést és
a PARP-1 szerepét a mitokondridlis DNS hibajavitdsban, bioenergetikdban ¢és
mitokondrialis sejthalal utvonalakban (Masmoudi et al., 1998; Du et al., 2003; Rossi et al.,
2009; Brunyanszki et al., 2016). SIRNA altali PARP-1 csendesités A549 sejtekben illetve
KO egerek szoveteinek hasznalata megnovekedett mitokondrialis biogenezist es hibajavitd

folyamatokat mutatott (Szczesny et al., 2014).

A PARP-1 sejthalalban betoltott szerepe

A PARP-1 szerepét leirtdk kiilonb6zd sejthaldl formakban mint példaul apoptdzisban,
nekrozisban, partanatoszban es autofagiaban (Galluzzi et al., 2012). A DNS torés aktivalja
a PARP-1-et melynek szerepe van a javitasi folyamatban. A enzim folyamatos
aktivalodasa, amely nagy mennyiségli poli(ADP-rib6z)-t eredményez, felelés a gyors
sejthalalért a lecsokkent NAD" raktar es ATP szintézis miatt.

Az apoptozis egy szigortian szabalyozott folyamat, ami sejt zsugorodassal, kromatin
kondenzaciéval es DNS fragmentéacioval, sejtmembran kitiiremkedéssel es sejtalkotok
lebontasaval jar egyiitt. Az apoptdzis két alcsoportra oszthato: a, kiilsé amely sejten kiviili
ligandokkal aktivalhatd es b, belsd amely sejten beliili stresszorokkal, mint példaul DNS
karosodassal vagy mitokondridlis onkogén faktorokkal aktivalhatd. Az apoptdzis egyik
fémjelzdje a PARP-1 hasitas a kaszpaz-3 es kaszpaz-9 éltal. Ez a két kaszpaz a PARP-1-et
két részre hasitja: egy 24 kilodaltonos, aktiv, a DNS ko6td domént tartalmazd N-termindlis
és egy 89 kilodaltonos C-terminalis katalitikus domént tartalmazd aktivitast elvesztd
doménekre. (Tewari et al., 1995).

Nekrozis vagy az j nevezéktan alapjan a nekroptozis, egy szabalyozott folyamat, amelyet
korabban egy passziv, szabalyozatlan utnak gondoltak a sejthaldlban. PARP-1 tulzott

aktivacioja altali bekdvetkezett nekrdzis szamos patofizioldgids folyamatban ismert. Nagy



aktivaciojat okozzak.

Partanatosz, amely a PAR ¢és a gorog eredetli halal szobdl ered, szintén egy sejthalal forma.
Ez a folyamat egy magi DNS karosodas es PARP-1 aktivaci6 altali sejthalalforma ami az
egyiitt, amelyben foszfatidil-szerin sejtmembranbol vald kifordulasaval, mitokondrialis
membranpotencial csokkenéssel, kromatin kondenzacioval, és az apoptodzisban is
megfigyelhetd sejtzsugorodassal jar azzal a kiilonbséggel, hogy a sejtek megtartjak a
sejtmembranjuk integritasat, kaszpazok aktivalodasa nélkil és 50 kilodalton DNS
fragmentumok megjelenése mellett. Az AIF transzlokdcid nem tortént meg PARP-1
knockout fibroblasztokban.

Az autofagiat egy onvédelmi mehanizmusnak gondoljak ami segiti a sejteket abban, hogy
fenntartsdk az energia homeosztazisukat a sériilt sejtalkotok lebontdsa soran. Szamos
indukdlo tényez6é valthat ki autofagiat, mint példdul oxidativ stressz, DNS karosodas,
¢hezés. PARP-1, ahogy az a fentiekben targyalva volt, aktivalt az oxidativ stressz vagy
DNS karosodas alatt amely fliggéen az intenzitastol szintén aktivalhatja az autofagias

folyamatokat.

A PARP-1 szerepe a patofiziolégiaban

A kiegyensulyozatlan sejtciklus szabdlyozés, sejtosztddas vagy DNS-javitds fontos
jellemvonasai a tumorképzddésnek. A PARP-1,-2,-3 enzimek genetikai kilitése vagy ezen
enzimek farmakologiai gatlasa nem stressz korilmények kozott nem vezet lényeges
fiziologiai kovetkezményekhez vagy rak kialakuldsdhoz. Azonban amikor stressz
koriilmény 1ép fel az instabilitdas megndvekszik. PARP-17/" egerek teljes testfeliiletre
alkalmazott y-sugarzas vagy N-methyl-N-nitroso urea (MNU) kezelés utan instabilitast
mutattak a genomban. A PARP-17/ egerekbol szarmazo sejtek nagy érzékenységet mutattak
MNU-val szemben (de Murcia et al., 1997, Rouleau et al., 2007).

A reaktiv oxigén es nitrogén gyokok (ROS-RNS) karositjak a sejteket és a sejtosszetevoket,

mint példdul fehérjéket, lipideket, nukleinsavakat. Filiggben az oxidativ stressz



sulyossagatol, ez indukalhat apoptozist, nekrozist vagy autofagiat. Ezek kiilonféle
betegségekkel hozhatdéak Osszefliggésbe, mint sziv- és ér-rendszeri megbetegedések,
neuroldgiai, immunoloégiai vagy cukorbetegséggel kapcsolt elvéltozasok (lasd, Virag es
Szabo 2002). A PARP-1-nek szintén szerepe van az energiahaztartasban mint metabolikus
szabalyozonak. PARP-17 egerekb6l szarmazd izom magasabb SIRT-1-el kapcsolt
mitokondrialis aktivitast (egy masik NAD® felhasznaldo enzim), megemlkedett gliikdz
eliminéciot és inzulin szenzitivitast mutatott (Bai and Canto 2012). A PARP-1 hosszu tava
farmakologiai gatlasa egerekben novelte az alloképességet a mitokondrium 1égzési lanc
komplexeinek szdmanak novelésén keresztiil illetve megndvelve a mitokondriélis 1égzés

kapacitasat. (Pirinen et al., 2012).

Oxidativ stressz mint a PARP-1 aktivacio kivaltoja

Mint ahogy azt mar emlitettiik kordbban, a PARP-1 legjobban vizsgalt aktivatora a szabad
gyokok altal kivaltott DNS kéarosodds. Hosszantart6 ROS-RNS képzddés egy emelkedett
PARP-1 aktiviciohoz vezet csdkkentve a sejt NAD" és ATP készletét., amely gatolja az
apoptodzist es serkenti a nekrézist.

A reaktiv oxigén és nitrogén intermedierekrdl tudjuk, hogy szdmos betegség kialakuldsdhoz
jarulnak hozza mint példaul rdkhoz, arteroszklerdzishoz, cukorbetegséghez, idegrendszeri
elvaltozasokhoz vagy ¢éppen az Oregedéshez. Nevezéktani szempontbol nézve a reaktiv
vegyliletek, mind a ROS mind az RNS, 0Osszefoglald elnevezések és két alcsoportra
oszthatdak, szabad gyokokre es nem szabad-gyokokre. A ROS osszefoglald név ami
magaban foglalja mind az oxigén gyokoket és szamos nem gydkszerli molekulat amelyek
onmagukban oxidaloé tulajdonsaguak és/vagy konnyen atalakithatoak gyokokké (HOCI,
HOBr, O3, ONOO™, '0,, H,0,). Masrészrdl, minden oxigén gyok ROS, viszont nem minden
ROS oxigén gyok. RNS szintén egy Osszefoglald elnevezés ami magéban foglalja a nitrogen
oxidot, nitrogen dioxid gyokoket, akarcsak a nem gyokokhez tartozd HNOj-t es NyO,.
Megkiilonboztethetiink endogén és exogén forrasokat. Az endogén forras a mitokondrium,
a peroxiszoma, a fagolizoszéma és az NO-t termel6 enzimek, az NO szintetazok.

A reaktiv oxigén intermedierek termelésének a f6 helye a mitokondrium, amely



folyamatosan energiaval latja el a sejtet es felelés a terminalis oxidacioért és az oxidativ
foszforilacioért. Az elektron transzport lancban (ETC) elektron (e') vandorol a bels6
membranon keresztiil mikdzben proton (H") gradiens alakul ki ami energiat szolgaltat az
ATP képzéséhez. Ebben a rendszerben az elektronok kiléphetnek a membranbol ami
oxigént redukalhat a Komplex I., II. és Ill.-ban szuperoxidot képezve. A peroxiszomak
tobbszords funcidval rendelkezé sejtalkotok eukaridtakban, amelyek zsirsavat oxidalnak az
a- ¢és P-oxidacio altal, részei az éter-foszfolipid bioszintézisének, aminosav
metabolizmusnak és poliamin oxidacionak. Kiilonbozd peroxiszomalis oxidazok
kiilonithetdek el melyek ROS-RNS-t generalnak. Fagolizoszomak tulajdonképpen reaktiv
intermediereket hasznalnak a kiils6 betolakodok lekiizdésére. Gyakorlatilag egy egyrétegii
membran fagoszoma ami egy lizoszomaval flazionalt. Szédmos fehérvérsejtben

megtalalhatoak, igy mint granulo-, mono-, és limfocitakban (Forman and Torres 2001).

Az oxidativ es nitrozativ stressz hatasa a PARP tekintetében

Altaldnossagban, ROS-ok és RNS-ek képesek a telitetlen zsirsavak, fehérjék és
nukleinsavak karositdsara megvatoztatva az O funkcidjukat amelyek diszfunkciohoz
vezetnek.

Peroxidacidé megvaltoztatja a lipidek membrandsszetételét amely fluiditds- ¢és
permeabilitasbeli kiillonbségekhez vezetnek. A melléktermékek a 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE) és az akrolein (Niki, 2009).

Fehérjék szintén oxidalodnak ROS/RNS stimulusra. Tirozin oldallincok modositasa
nitralds 4altal a negyedleges szerkezet valtozasaval és az enzimatikus aktivitas
csOkkenésével jar. Az oxidacid termékei az aldehidek, ketonok illetve karbonilalt fehérjék.
Egy masik nagyon fontos molekula amely szintén a reaktiv intermedierek kérositd hatasat
szenvedheti el a DNS, dezoxikribonukleinsav. Emberben naponta tobb ezer DNS karosodas
torténik, amelyek specifikus mehanizmusokkal javitodnak. Ilyen példaul a bazis kivagasos
vagy a nukleotidkivagasos javitds. Az, hogy vajon a javitas sikeres vagy nem attdl is fiigg,
hogy milyen aranya volt az oxidativ karositds, ami azt iS meghatarozza, hogy a sejt

apoptozis vagy a nekrdzis iranyaba indul-e ami PARP-1 aktivacioval kapcsolt. (Virag and



Szabo, 2002).
Fontos azonban megjegyezni, hogy az oxidativ stresszel szembeni érzékenység kiilonbozik
(glikéz oxidaz kezelés) megemeli a mitokondrialis DNS karosodast koncentracio fliggd

modon, mig ugyanezen koncentracid6 nem karositja a nukledris genetikai allomanyt

(Szczesny et al., 2013).

Endogén antioxidans rendszerek

Annak érdekében, hogy egy €16 sejt kozombositse az ROS/RNS termékeket, az €16 sejtek
antioxidans rendszerekkel ¢s molekuldkkal vannak ellatva. Fontos megemliteni azokat az
antioxidans forrasokat amelyekhez a taplalkozassal juthatunk hozza. Enzimek mint példaul
a kataldz (CAT), glutation peroxidaz (GPX) és a szuperoxid dizmutaz (SOD) eldsegitik a
ROS/RNS termékek detoxifikalasat. A SOD superoxidot alakit at hidrogén peroxidda, mig
a CAT és GPX a hidrogén peroxidot alakitja vizzé. Kétféle SOD kiilonboztethetd meg, Cu-
¢s Zn-SOD (SOD1) amelyek citoplazmatikus eredetiiek, illetve a Mn-SOD (SOD2) amely a
mitokondriumban talalhaté (McCord and Fridovich, 1968, Marklund, 1990). A CAT es

GPX a mitokondriumban es a citoszolban taldlhatoak.

A vazizom biolégiaja

Az élet egyik legalapvetdbb jelensége a mozgés. A test egészének vagy csak egy részének a
mozgatasa, példaul az emésztés folyamata, ahogyan a taplalék tovabbhalad a a
bélrendszerben, vagy a szem mozgatasa, csak, hogy néhanyat emlitsiink, nélkiilozhetetlen
az ¢élethez. Ezen funkciok végrehajtasara a természet kifejlesztette az izmot amely egy
nagyon Osszetett rendszer, azonban egy kozos funkcid jellemzi: 6sszehtizodds ami az aktin
es miozin molekularis mehanizmusan alapul.

Az izmokat feloszthatjuk harantcsikolt- es simaizomra. A harantcsikolt csoporton beliil két
tipus kiilonithetd el: vaz- és szivizom. Az el6bbi két altalanos tipusba sorolhat6: gyors €s

lassu rostok.
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Az 0sszehuzo ero molekularis szerkezete

A gerincesek izomzatdnak harantcsikolt megjelenése van ami tobbmagvu sejtekbdl all. A
sejten beliil egymassal parhuzamosan fut6 struktirak kiilonithetéek el amiket izomrostnak
neveznek. A miofibrillum hosszanti metszete egy jol karakterizalhato alap egységet mutat
amit szarkomérnek hivnak amely minden 2.3 pm-enként ismétlddik a rost mentén. Ennek a
szerkezetnek a felfedezése az 50-es és 60-as évek iittoré munkdjanak koszonhetd ami utat
nyitott a "sliding filament hypothesis" modelljéhez. Két filamentet kiilonitettek el: a
vastagot, amely féleg miozint tartalmazott és a vékonyt amely aktint, tropomiozint és
troponin komplexet tartalmazott. Az 1940-es években Szent-Gyorgyi Albert kimutatta,
hogy molekularis szinten az 0sszehuzodas aktin, miozin és ATP kolcsonhatasan alapul

amihez Mg?* sziikséges (1942).
A vazizom eredete

A véazizom a kdzépso csiralemezbdl, a mezodermabol fejlédik. A mezodermaban kialakulo
szomita egy komplex struktarat alkot, amiben a kiillonbozé sejtcsoportok kozotti

interakciok hatdsara Iétrejon az izomszovet.
A miogenezis sejtes alapja

1960-ban Alexander Mauro nevéhez fiiz6dik a béka izombol szarmazd osztdodasra képes
sejtek felfedezése (Mauro 1961) amiket szatelit sejteknek nevezte el, amelyek a karososdott
izomrostok regeneralodasaért és fenntartasaért felelnek (Hawke and Garry, 2001).
Stimulaciora (testmozgas, karosodas) kiillonbozd jelatviteli Utvonalak aktivalédnak
(TWEAK, NF- kB) amelyek hatasara ezek a sejtek osztodnak és mioblaszt sejtekké

differencialodnak, amelyekbdl aztan miotubulusok képzédnek.
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Harantcsikolt izomsejtek mint modell rendszerek

A leggyakrabban alkalmazott modell rendszer a miogenezis, szatelit sejt funkcid és
morfologia vizsgalataira a C2C12 sejtvonal (egér mioblaszt sejtek) amelyet a hetvenes
években izolaltak és amely konnyen differencialodik miotubulussa bizonyos koriilmények
kozott (Yaffe and Saxel, 1977). Viselkedésiik nagyon hasonl6 a szatelit sejtekéhez ezért is

hasznajak ezeket a sejteket mint model rendszer.
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Célkitiizések

Differencialodd izmosejtekben kimutattuk, hogy a PARP-1 fehérje expresszidja
szignifikansan lecsokken a mioblasztbdl miotubulussa torténd sejtek atalakulasa soran.
Mivel a PARP-1 aktivacio egyik f6 kivaltdja az oxidativ stressz ezért a kovetkez6 kérdések
meriiltek fel a munkam soran, vajon:
e a lecsokkent PARP-1 szint a miotubulusokban el6nyt jelenthet-e az oxidativ
kéarosodassal szemben?
e megvaltozik-e a mitokondridlis funkcid Osszehasonlitva a mioblasztot es a
miotubulust?
e farmakologiai PARP-1 gatlas hasonldé hatast mutat-e az expresszidbeli PARP-1
csOkkenés pozitiv hatasahoz?

e aPARP-1 gatlas hasznos lehet-e patologiai koriilményekben?
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Anyagok és modszerek

Reagensek. A kisérleteinkhez sziikséges reagenseket a Sigma-Aldrich- (St. Louis, MO,
USA) és a Life Technologiestol (Carlsbad, CA, USA) vasaroltuk.

Sejtkultara. A sejteket, nevezetesen a C2C12 (ATCC® CRL-1772™) L6 (ATCC®
CRL1458™) izom sejtvonalakat és a human monocita histiocita limféma sejtvonalat, U937
(ATCC® CRL-1593.2™) az American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
USA)-t6l szereztiik be.

Teljes sejtkivonat készités és Western blot. A sejtkivonat elkészitéséhez NP-40 puffert
(20 mM Tris—HCI, pH 8.8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 12 mM Na-
deoxycholate) hasznatunk. Fehérje koncentraciot Pierce BCA Protein Assay Reagent BCA
alapi metodikdjaval végeztik. A fehérjéket SDS-PAGE segitségével szeparaltuk és

nitorcellul6z membranra (Bio-Rad) transzferaltuk.

MTT viabilitasi préba. Az MTT mérést a kordbbiakban leirtak alapjan hajtottuk végre
(Ger6 et al., 2013).

LDH cititoxicitasi proba. Az LDH meghatédrozést a korabbiakban leirtak alapjan hajtottuk
végre (Gerd et al., 2014).

NAD" szint mérés. A teljes NAD" szint meghatirozaséhoz NAD/NADH Cell-Based
Assay Kit-et (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) hasznaltunk kdvetve a cég altal

javasolt protokollt.
Apoptozis/nekrozis meghatarozasa aramlasi citometriaval. A sejthalal mérésére PE

Annexin V Apoptosis Detection Kit I-et (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA)

hasznaltunk a cég altali javasollt protokollt kdvetve.
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Bioenergetikai analizis izolalt mitokondriumbol. A bionergetikai funkcid mérésére a
XF24 Extracellularis Flux Analyzatort (Seahorse Biosciences, North Billerica, MA)
alkalmaztuk. A mitokondrium izolalasdhoz és az extracellularis bioenergetikai analizishez a
korabban kozolt protokollokat hasznaltuk (Frezza et al., 2007; Rogers et al., 2011; Modis et
al., 2013).

Mitokondrialis membran potencial mérés. A mitokondridlis membran potencial
valtozasokat TMRE Membrane Potential Kit-tel mértiik (Life Technologies, Carlsbad,
California, USA) a cég protokollja alapjan illetve korabbi kozleményekre hagyatkozva
(Modis et al., 2013).

Fluorescens mikroszképia. Mioblasztokat és miotubulusokat 4% paraformaldehiddel
fixaltuk, majd 0.5% Triton-X-100-ban permeabilizaltuk és 0.5% Triton-X-100-ban 2.5% 16
szérumot tartalmazva blokkoltuk. Az elsddleges antitesteket 16 6ran at alkalmaztuk 4°C-on.
A mikroszkopos elemzéshez Photometric CoolSNAP HQ2-vel ellatott Nikon Eclipse 80i
fluorescens mikroszkopot illetve a képek értékeléséhez NIS-Elements BR 3.10 szoftvert
hasznaltunk (Nikon Instruments, Melville, NY, USA).

5
PARP-1 csendesités siRNA-val és a csendesitett sejtek bioenergetikai analizise. 1x10

sejtet illetve 40 nM PARP-1 specifikus siRNA-t (Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX,
USA) hasznaltunk a transzfekciohoz Lipofectamine™ 2000-t alkalmazva mint transzfekciés
reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kovetve a gyart6 protokolljat. XF24 Extracellular
Flux Analizatort alkalmaztunk a bioenergetikai paraméterek méréséhez (Maodis et al.,
2012).

A mioblasztok tranziens transzfekcioja PARP-1-vel. A mioblasztokat Lipofectamine
2000-¢l transzfektaltuk, teljes hosszusagi PARP-1 cDNS-t alkalmazva amely pCMV6-
Entry vektorba (Myc-DDK) volt inzertalva (Origene Technologies, Rockville, USA, MD) a

cég javaslatanak megfelelden.
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Proximity Ligation Assay (PLA). Az in situ fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasara
Duolink in situ (Olink Bioscience, Uppsala, Sweden) kit-et hasznaltunk kovetve a cég altal
megadott protokollt. A mikroszkopos elemzéshez Photometric CoolSNAP HQ2-vel ellatott
Nikon Eclipse 80i fluorescens mikroszkopot illetve a képek értékeléséhez NIS-Elements
BR 3.10 szoftvert hasznaltunk (Nikon Instruments, Melville, NY, USA).

Human izombiopszidk gyiijtése égett gyermekekbdl. 0-17 év kozotti 40% teljes
testfeliiletre vonatkoztatott égéses betegeket valasztottak a mintavételre akik 96 6ran beliil
érkeztek a Shriners Hospital for Children intézményébe. A betegek a korabbiakban kozolt
alapvet6 ellatasban részesiiltek (Herndon et al., 1998). A mintagytjtést és analizist az

intézményi "IRB" (Internal Review Board) hagyta jova.

Propranolol kezelés. A gyogyszeres kezelés a korabbiakban leirtak alapjan tortént
(Jeschke et al., 2007). Napi 4mg/kg propranololt kaptak a betegek az intézménybe

kertiléstd]l szamitva 10+1 honapig.

Western blot poli(ADP-ribéz)-ra. Az izommintakat homogenizalo pufferben vettiik fel
(50mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 1% Triton-X-100, 10mM EDTA, Proteaz Inhibitor
Koktél jelenlétében) €s a tovabbi analizist a kordbbiakban kozoltek alapjan végeztiik (Toth-

Zsamboki et al., 2006).

Immunhisztokémiai analizis. Az izom biopsziakbol 5 mikron vastagsagi fagyasztott
metszetek keriiltek felhasznéalasra. Elsddleges antitestek, amelyeket haszaltunk: 1) PAR
(Tulip egér monoklonalis anti-test, anti-human, 1:10), 2) CD-31 (DAKO egér monoklonalis
anti-test, anti-human, 1:200), 3) Von Willebrand faktor (DAKO egér monoklonalis anti-
test, anti-human, 1:200), 4) (DAKO nyul poliklonalis anti-test, anti-human, 1:4000).

PAR immunfestés. A metszeteket 7 percig avidin jelenlétében, majd az elsédleges

antitesttel (PAR) inkubaltuk egy o6ran keresztiil. Ezek utdn a masodlagos antitesttel vald
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inkubacio kovetkezett (LSAB2) 15 percig, majd egy masik 15 perc inkubalas tortént a
LSAB2 jelzo reagenssel (DAKO), majd ezt kovette a diaminobenzidine alkalmazasa (DAB,
DAKO) 5 percig.

Kettés immunfestés. A festés a kovetkezo kombinacidkban tortént: 1) PAR (FR) és CD-31
(DAB), 2) PAR (FR) és factor VIII-related antigen (DAB), 3) PAR (FR) és S-100 (DAB).

Statisztikai analizis. A C2C12-, L6-, és U937-sejtek adatait kozépértékek = SEM and SD-
ként abrazoltuk. Egyutas ANOVA-t hasznaltunk a statisztikai analizisre illetve Tukey’s post-
hoc tesztet alkalmaztunk a szignifikancia meghatarozasara az egyes csoportok kozott. A
p<0.05 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak. A humén mintdk analiziséhez
nonparametrikus ANOVA tesztet illetve a Kruskal-Wallis post-hoz tesztet hasznaltunk ahol
a p<0.05 értekeket tekintettiik szignifikdnsnak.
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Eredmények

Mioblaszt differenciacio PARP-1 fehérje expresszio csokkenésével kisért jelenség

A C2C12 egy jol meghatarozott kisérleti modell az izomsejtek differnialodasahoz. Osztodo
mioblasztok kiillonboznek morfoldgidjukban, fehérje expresszids mintadzatukban a nem
0sztddd miotubulusokhoz képest. A valodi differencidlodas jellemzéséhez figyelemmel
kisértiik a transcription factor paired-box 7 (Pax7), a proliferating cell nuclear antigen
(PCNA), és a myogenin fehérjék expresszios mintazatat (Wang and Rudnicki 2012). Ezek
az eredmények hiien tiikrozik, hogy a differenciacié valdban lezajlik. Ezen feliil,
megfigyeltiik, hogy a PARP-1 expresszidja lecsokken a differencialt miotubulusokban.
Azért, hogy igazoljuk a megfigyelésiinket, miszerint a PARP-1 fehérje szintje lecsokken
differenciaci6 alkalmaval, egy masik sejtvonalat is alkalmaztunk az eredmények
igazolasara, nevezetesen patkanybodl szarmazo L6 sejteket (Hudson et al., 2014). Az L6
sejtekb6l szarmazo adatok kimutattak, hogy a differencialt sejtek csokkent PARP-1 szinttel
szintén egy csokkent PARP-1 fehérje szintet mutatott. Azt is kimutattuk, hogy ez a valtozas

nem a kontakt gatlds eredménye.

Differencialt miotubulusok rezisztensekké valnak oxidativ stresszel szemben

Azért, hogy megvizsgaljuk a PARP-1 gatlds hatasat, el0szor megallapitottuk a maximalis
Ez alapjan a tovabbi kisérletekhez 10uM-t valasztottunk mint a legmagasabb nem-toxikus
koncentracio.

Adataink szerint a miotubulusokban a mioblasztokhoz képest a PARP-1 fehérje szintje
csokkent és a H,O, kezelés kisebb fokii PARP-1 aktivaciét mutatott amelyet a PAR termék
Western blot analizisével igazoltunk teljes sejt extraktumot hasznalva.

A koOvetkezOkben 0Osszehasonlitottuk a mioblasztok es miotubulusok viabilitasbeli
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crer

mérve tapoldatbol valé LDH felszabaduldsat, az MTT formazannd torténd atalakitasat
illetve meghataroztuk a NAD" mennyiségét. Ahogy azt vartuk, a ndvekvé koncentracioji
H,O, a mioblasztokban LDH emelkedést mutatott, amelyet a PJ-34 PARP gatloszer
szignifikansan csokkentett. Hasonldan, egy szignifikans csokkenést figyeltunk meg a
mioblasztokban mind az MTT Aatalakitasdban, mind pedig a NAD" mennyisegének
vonatkozasaban az emelked6 H,O, kezelés hatasara. PJ34 el6kezelés csokkentette a HoO-
kérositd hatasat, amely csak kismértékt hatassal volt a miotubulusokra. A glukéz oxidaz
citotoxikus hatdsat szintén kivédte a PJ34 mioblasztokban koncentracio-fliggd modon.
Miotubulusokra a gluk6éz oxiddz csak magas koncentracidoban volt hatdssal. Elvégeztiink
egy hasonlo kisérletetsorozatot egy masik sejtvonalon, nevezetesen a patkanybol szarmazé
L6 sejteken amelyekbdl hasonld kovetkeztetéseket vontunk le, miszerint a miotubulusok
rezisztensebbek voltak ugyanazon koncentracioji H,O,-al és glukdz oxidazzal szemben.

Megfigyeléseinket, miszerint a miotubulusok ellendllobbak az oxidativ stresszel szemben,
tovabb igazoltuk aramlési citometriaval. Oxidans kezelésre, PJ34-vel val6 PARP gatlas
csOkkentette a sejthalalt, elsddlegesen csokkentve a nekrotikus és apoptotikus sejtek

aranyat, ami azt javasolja, hogy ennek a folyamatnak egy jelentds PARP-1 fiiggd

komponense van.

A miotubulusok mitokondrialis funkcidoja megtartott az oxidativ stressz alkalmaval

Extracellular Flux Analizissel vizsgaltuk meg a f6 mitokondridlis paramétereket
mioblasztbol és miotubulusbodl izolalt mitokondriumot dsszehasonlitva és azt talaltuk, hogy
a miotubulusoknak magasabb ATP termelésiik és emelkedett maximalis 1égzési kapacitasuk
volt a mioblasztokkal 6sszehasonlitva. A mioblasztokban szintén megfigyelhetd volt egy
fokozatos membran potencial csokkenés az oxidativ stimulus utan.

PARP-1 fehérje szint magasabb volt a mioblasztok nuklearis és mitokondrialis frakcidiban
a miotubulusokhoz képest.

Tranziens PARP-1 csendesitést alkalmazva vizsgalatokat folytattunk a bioenergetikai

paraméterek vonatkozéasaban is. Azt talaltuk, hogy a PARP-1 csendesités megnovelte mind
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az oxidativ foszforilaciot mind pedig a glikolitikus aktivitast
PARP-1 overexpresszioja oxidans kezeléssel szembeni érzékenység novekedésével jar

miotubulusokban

PARP-1-et overexpresszaltuk mioblasztban amelyet differencialtattunk miotubulussa,
annak érdekében, hogy megvizsgaljuk vajon a PARP-1 emelkedett szintje érzékenyiti
ezeket a sejteket az oxidativ stresszel szemben és azt talaltuk, hogy ezek a miotubulusok
érzékenyebbek lettek a hidrogén peroxid kezelésre: ezen sejtek magasabb LDH értéket

mutattak dsszehasonlitva az 6 kontrolljukhoz képest.

Oxidativ stressz egy korai PARP-1 aktivaciohoz vezet U937 sejtekben

10 perces hidrogén peroxid kezelés (400 pM) PARP-1 aktivaciot indukalt (auto-PARilacio)
a sejtmagon kiviili térben ami foként mitokondridlis lokalizacidji volt. 3-24 oraval a
kezelés utan, Osszhangban mas tanulmanyokkal, magi PARP-1 aktivacié volt
megfigyelhetd. Mas patofiziologids események is megfigyelhetéek voltak mint példaul
mitokondridlis DNS karosodas, sejtes oxidansok felszaporoddsa és megvaltozott sejt

memban integritas.

B-adrenoceptor jelatvitel is szerepet jasztik a PARP-1 aktivacioban H:0:

kezelésben

U937 sejtek elokezelése a P-receptor antagonista propranolollal (10 uM) 10 perccel a
hidrogén peroxid kezelés eldtt szignifikansan csdkkentette szamos fehérje PARilaciojat,
beleértve magat a PARP-1 enzimet. A PARP-1 aktivacidjanak a szabalyozasa egy altalanos
jelenségnek tlinik ugyanis a propranolol gatolta a hidrogén peroxid okozta PARiléciot a

C2C12 mioblasztokban is.

A PARP-1 gatlas pozitiv hatasa égett betegekb6l vett izombiopsziakban
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Munkank soran Osszehasonlitottuk a PARP aktivaciot normal és az égés utan kiilonbozo
idépontban vett izom biopszia mintakbol. Az izombiopszidk mintavétele es analizise az
intezeti IRB 4ltal jovahagyott protokoll szerint zajlott. A PARilacié féleg a PARP-1-et
magat érintette 120 kilodaltonndl, ambar mas fehérjék is részesei voltak a PARilécios
folyamatoknak.

A PARP-1 immunohisztokémiai elemzése leginkdbb a kozépsd csoportot Erintette
Osszehasonlitva a kontrol csoporttal. A PARilacios jel elsédlegesen a kapillarisok
endothelsejtjeibodl volt szarmaztathatd és ko-lokalizalédott a CD-31-¢l és a VIII-antigénnel.
PAR pozitiv festés volt megfigyelheté a mononukledris és neuroglia sejtekben is ami az S-
100 festéssel mutattunk Ki.

Egy masik célja a tanulmanyunknak az volt, hogy kiértékeljiik a propranolol terapia hatasat
a PARP aktivaciora vonatkoztatva. A legfontosabb eredmény az volt, hogy a PARilacié
csokkent volt a propranolollal kezeltekben az égés utan eltelt idovel aranyosan azokhoz a

betegekhez képest akik nem kaptak propranolol kezelést.
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Jovobeli terveink

A kovetkezo kérdésekre keressiik a valaszt az elvégzett munkaval kapcsolatban: (a) mi a
szerepe mas PARP izoformaknak a differenciacié soran, (b) mi az a mehanizmus amelyen
keresztiil a glikolitikus aktivitas emelkedett PARP-1 csendesités utan, és (c) mi az oka,
hogy a PARP-1 fehérjeexpresszid csokkenése a differenciacio alatt sejttipus fiiggd. Erdekes
megemliteni, amit nemrégiben mutattak ki, hogy a PARP-2 gatlasakor mitokondrialis
biogenezis novekedést tapasztaltak (Mohamed et al., 2014). (d) Egett betegek kezelésében
hasznos lehetne megvizsgéalni, hogy antioxiddnsok vagy PARP inhibitorok alkalmazésa
mint kiegészito terapia a testedzés mellett, javitja-e a betegek allapotat illetve meghatarozni
azokat a molekularis kivalto tényezoket amelyek PARP aktivaciot idéznek elé; mindezeket

egy jobb terapias lehetdség reményében.
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Konkluziok

Tobbfele megkozelitési modszert alkalmazva elmondhatjuk, hogy a differenciacié soran
lezajlo  PARP-1 fehérje csokkenés C2C12 sejtekben az oxidativ stresszel szembeni
ellenalloképesség illetve mitokondridlis funkcid ndvekedésével jar egyiitt. Tisztaban
vagyunk azzal, hogy a PARP-1 szabalyozasa a mioblasztban es miotubulusban egy
specialis eset lehet, mivel a PARP-1-nek tobbféle szerepe is lehet a kiilonbozo
sejttipusokban.

Kimutattunk egy korai, mitokondrialis lokalizaciéju PARP-1 aktivaciot és a B-adrenoceptor
agonista propranolol PARilaciot gatlo szerepét.

Bebizonyitottuk, hogy PARP aktivacid zajlik le az égett betegek izomszdvetében, amelyre
a propranolol védo hatassal bir. Annak érdekében, hogy pontosan meghatarozzuk a PARP
mehanikai szerepét égéses betegekben, a jovoben megeldzd tanulmanyokra lesz sziikség
PARP gatloszerek alkalmazasaval.

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk:

e PARP-1 fehérje expresszigjanak jelentds csokkenése volt megfigyelhetd

e A miotubulusok csokkent PARP-1 szintje egy nagyobb oxidativ stresszel szembeni
reziszteniat eredményezett 6sszehasonlitva a mioblasztokkal

e A PARP-1-nek szerepe van az izomsejtek bioenergetikajanak szabalyozasdban mind
normdl mind oxidativ koriilmények kozott. Emelkedett mitokondridlis 1€gzési
paramétereket mutattunk ki olyan mioblasztokban amelyeket PARP-1 konstrukttal
csendesitettiink. Ez jelentheti, hogy a PARP-1 csendesités javitja a mitokondrialis
funkciot.

e U937 sejtekben kimutattuk, hogy van egy korai PARP-1 aktivacidé amely
mitokondrialis lokalizacioji ¢és ez gatolhatd a [-adrenoceptor agonista

propranolollal.
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