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1. Bevezetés 

1.1 A poli(ADP-ribóz) polimeráz enzimek biokémiai jellemzése 

A poli(ADP-ribóz) polimeráz (PARP) aktivitást Pierre Chambon és 

munkatársai írták le 1963-ban (Chambon és mtsai, 1963), majd a PARP-1 

enzimet, amely az aktivitás jelentős részéért felelős, 1967-ben Shimizu és 

munkatársai jellemezték (Shimizu és mtsai, 1967). A PARP enzimek több 

doménből álló, multidomén fehérjék. Az értekezésben a PARP-1 és a 

PARP-2 enzimekkel foglalkozom. Mindkét enzim N-terminálisán a DNS 

kötéséhez szükséges szerkezeti elemeket találunk: a PARP-1-ben két cink 

ujj (a harmadik cink ujj motívum a dimerizációhoz szükséges), míg a PARP-

2-ben egy SAP domén segíti a DNS-sel történő kölcsönhatást (Ame és 

mtsai, 1999, Schreiber és mtsai, 2006). Ezt mindkét enzim esetében 

fehérje–fehérje kölcsönhatások kialakítására alkalmas domének követik, 

mint a BRCT domén a PARP-1-ben (Schreiber és mtsai, 2006). PARP-2-

ben az analóg szakaszon belül egyelőre nem írtak le ismert szerkezetű 

domén(eke)t. A PARP-1 és PARP-2 lokalizációját nukleáris és nukleoláris 

lokalizációs szignálok biztosítják (Schreiber és mtsai, 2006). 

A PARP-1 és a PARP-2 C-terminálisán található a PARP enzimekre 

jellemző katalitikus domén. Mindkét enzim NAD+-ot bont nikotinamidra 

(NAM) és ADP-ribózra (ADPR), majd a két enzim az ADPR monomerekből 

elágazó polimereket épít különböző akceptor fehérjékre (Schreiber és 

mtsai, 2006). A PARP-1 és a PARP-2 által létrehozott polimerek hosszúak 

lehetnek, akár 200 ADPR egység is alkothatja. A klasszikus elképzelés 

szerint a PARP-1 és -2 a DNS törésekhez kötődve aktiválódik (Altmeyer és 

mtsai, 2009). A PARP aktivitás nagy részéért (a sejt teljes alap és indukált 

PARP aktivitásának 85-90%-a) a PARP-1, míg a maradékért gyakorlatilag a 

PARP-2 felelős (Schreiber és mtsai, 2002). Ennek megfelelően, amikor 
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PARP aktivációról van szó, akkor sejtek össz-PARP aktivitását értem alatta 

(tulajdonképpen PARP-1 + PARP-2), míg a PARP-1, vagy PARP-2 gátlás 

az adott gén megszakítása során a PARP aktivitásban fellépő változásokra 

utal. 

A PAR polimerek életciklusa rövid, a féléletidejét 1 perc körülinek 

fogadja el az irodalom (Schreiber és mtsai, 2006). A PAR lebontásáért a 

poli(ADP-ribóz) glikohidroláz (PARG) és az ADP-ribozil liáz felelős (Kawaichi 

és mtsai, 1983, Ueda és mtsai, 1972). A PAR épülhet a PARP-1, vagy a PARP-2 

enzimre (autoPARiláció), illetve más fehérjékre (transzPARiláció). Az 

autoPARiláció gátolja a PARP-1-et és valószínűleg a PARP-2-t is, így 

visszacsatolási kört alakít ki, ami megakadályozza a túlzott PARP 

aktivációt. A PARP-1 autoPARilációjának meghatározása jó közelítéssel 

jellemzi a sejt vagy szövet teljes PARP aktivitását. A transzPARiláció a 

célfehérjék biológiai, biokémiai aktivitását befolyásolja (Schreiber és mtsai, 

2006). 

A klasszikus DNS törés mellett poszttranszlációs módosítások és 

különböző jelátviteli útvonalak is befolyásolják a sejtek PARP aktivitását. 

Ezek közül a később bemutatásra kerülő adatok értelmezéséhez a 

legfontosabb, hogy a PARP-1 acetilált fehérje, a p300/CBP-association 

factor (PCAF) és a p300 acetilálja, és acetilált formában aktív (Hassa és 

mtsai, 2005).  

 

1.2 A PARP enzimek által befolyásolt biológiai folyamatok 

Elsőként a PARP enzimek a PARP-1, majd később a PARP-2 és -3 DNS 

hibajavításban játszott szerepét ismerték fel (De Vos és mtsai, 2012). 

Jelenlegi ismereteink szerint a PARP-1 és -2 enzimek bár nem 

eszenciálisak a DNS hibajavítás megindulásához genotoxikus stressz (pl. 
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gyökök jelenléte, ionizáló sugárzás, stb.) esetén, de szükségesek a 

hatékony hibajavításhoz. A PAR polimerek kijelölik a DNS károsodás helyét 

és a DNS repair fehérjék számára kapcsolódási felszínt biztosítanak. A 

PARP-1 és a PARP-2 enzim szerepét leírták az egyszálú és kétszálú 

törések javításában, illetve a báziskihasítással járó javítási folyamatokban 

(De Vos és mtsai, 2012). 

A PARP aktiváció mértéke befolyásolja a sejtek további sorsát. 

Amennyiben a DNS sérülése javítható a PARP aktiváció hozzájárul az 

hatékony DNS hibajavításhoz. Amennyiben a DNS sérülés nagymértékű a 

túlzott PARP aktiváció elhasználja a sejtek NAD+ készletét és a NAD+ 

újraszintézise pedig az ATP készletet meríti ki. Mivel az apoptózis sikeres 

végrehajtásához szükséges a sejtek normális energiatöltöttsége, ezért az 

energetikai katasztrófa állapotában lévő sejtekben az apoptózis nem megy 

végbe, így ezek a sejtek nekrózissal pusztulnak el. A PARP aktivitás 

gátlása megakadályozza az energetikai krízis kialakulását (Virag és Szabo, 

2002). 

A PARP-1 és a PARP-2 enzim több ponton is befolyásolja a 

génexpressziót. A PAR polimerek módosíthatják a kromatinszerkezetet és 

így a DNS hozzáférhetőségét. A PARP-1 és a PARP-2 transzkripciós 

kofaktorként enhanszer, promóter és inzulátor elemekhez kapcsolódhatnak 

és összetett génexpressziós változásokat okozhatnak (Kraus, 2008). A 

PARP enzimek és a transzkripció kapcsolatában több a megválaszolatlan 

kérdés. Nem ismert, hogy a PARP enzimek transzkripciós  kofaktor 

funkciójához szükséges-e az enzimatikus aktivitás. 

Az előbbiekben leírt folyamatok egyszerre jelennek meg különböző 

élettani és kórélettani folyamatokban (pl. gyulladásos folyamatok, vagy a 

gyök közvetítette események). A PARP-1 deléciója vagy PARP inhibitor 
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kezelés védelmet nyújt az oxidatív stresszel jellemezhető betegségek ellen 

(Virag és Szabo, 2002). A PARP-2 deléciója ezzel szemben csak részleges 

védelmet nyújt hasonló kórképekben eddig ismeretlen hatásmechnizmussal 

(Kofler és mtsai, 2006). A PARP-mediált citotoxicitással jellemezhető 

betegségek száma jelentős. Etiológiájukat tekintve vegyesek, gyakoriak 

köztük a gyulladásos betegségek vagy egyes gyógyszerek (pl. 

citosztatikumok) mellékhatásaként jelentkezik a PARP aktiváció. Ilyen 

citosztatikum például a kísérleteinkben alkalmazott doxorubicin (DOX), ami 

antraciklin típusú citosztatikum. A mitokondriális elektrontranszport lánc a 

DOX-ot részlegesen szemikinonná redukálja, a mitokondriumból kikerülő 

szemikinon kinonná oxidálódik, az elektront a környezetébe leadja és így 

szabadgyököket generál (Davies és Doroshow, 1986, Doroshow és Davies, 

1986). A szabadgyökök DNS szálak töréséhez és a PARP-1 aktivációjához 

vezetnek, ami több útvonalon (pl. a mitokondriális funkció károsítása) 

keresztül a kardiomiociták, az erek simaizmai, illetve az endotél sejtek 

diszfunkcióját eredményezik (Davies és Doroshow, 1986, Doroshow és 

Davies, 1986). 

 

1.3. A poli(ADP-ribóz) polimeráz enzimek metabolikus szerepe 

A PARP-1 és a PARP-2 enzimek metabolizmust szabályzó szerepe több 

elemi jelenségre vezethető vissza. 

 

1.3.1 A PARP aktiváció akut metabolikus hatásai és a mitokondriális 

poli(ADP-ribozil)áció 

Nagymértékű, akut genotoxikus stressz a DNS-függő PARP enzimek 

aktiválásán keresztül a sejtek NAD+ szintjének drasztikus csökkenéséhez, 

és következményesen az ATP szint csökkenéséhez vezet (Virag és Szabo, 
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2002). Ezen felül NAD+ hiányában lelassul a glikolízis asztrocitákban, 

májban, vesékben és a központi idegrendszerben (Ying és mtsai, 2002). 

A PARP-1 aktiváció rontja a mitokondriális funkciót, bár jelenleg nem 

tudjuk pontosan meghatározni, hogy ez a NAD+ szint csökkenéséből, a 

glikolízis lassulásából, vagy a PARP-1 valamilyen direkt hatásából adódik. 

A PARP-1 expresszió és aktivitás fordított arányosságot mutat a 

mitokondriális I, II, III és IV komplexek aktivitásával (Canuelo és mtsai, 

2011, Klaidman és mtsai, 2003). A PARG bizonyos izoformái és az ADP-

ribozilhidroláz-3 (ARH3) jelen vannak a mitokondriumban (Niere és mtsai, 

2008). Vagyis a PARilációs ciklusból a PAR-t eltávolító enzimek 

megtalálhatóak a mitokondriumban, azonban a PAR-t szintetizáló 

enzim(ek)et nem tudtak minden kétséget kizáró módon kimutatni. Nem 

egyértelműek az akceptor fehérjékre vonatkozó eredmények sem, mert a 

preparálás során aktív, magi PARP-okkal kerülhetnek kapcsolatba a 

mitokondriális fehérjék (Lai és mtsai, 2008). Niere és munkatársai (Niere és 

mtsai, 2008) egy mesterséges, rövidített PARP fehérjeláncot és 

mitokondriális lokalizációs szignált tartalmazó konstrukt segítségével 

kimutatták, hogy a PARP aktivitás növelése a mitokondriumban a 

mitokondriális funkció zavarához vezetett, a glikolítikus fluxus változása 

nélkül. A mesterségesen indukált mitokondriális PARiláció csökkenti a 

mitokondriális aktivitást, vagyis ha létezik mitokondriális PARiláció, annak 

mindenképpen jelentős hatása van a mitokondriális aktivitás szabályzására. 

 

1.3.2. PARP enzimek és metabolikus másodlagos jelátvieli útvonalak 

kölcsönhatásai 

A PARP-1 aktivitás összefüggést mutat az AMP-aktivált kináz (AMPK) 

(Walker és mtsai, 2006)és az mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) 
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útvonallal (Munoz-Gamez és mtsai, 2009), melyek közül az AMPK-val 

fogunk részletesen foglalkozni. Az AMPK több alegységből álló kináz, 

amely képes a sejtek energiatöltöttségének érzékelésére. Az ATP/AMP 

arány csökkenése, azaz növekvő AMP koncentráció az AMPK 

aktivációjához vezet, ami fokozza a mitokondriális biogenezist. A PARP-1 

és az AMPK egyrészt fizikai kölcsönhatásban van egymással. Másrészt, a 

két enzim aktivitása egymást potencírozó hatást mutat - az AMPK aktiváció 

növeli a PARP-1 aktivitását és fordítva. 

 

1.3.3 A poli(ADP-ribóz) polimeráz enzimekkel kölcsönható 

metabolikus regulátorok: a peroxiszóma proliferátor aktivált receptor-

γ (PPARγ) 

A PARP-1 több magreceptorral is kölcsönhat (pl. retionoid X receptor, 

tiroid receptor vagy ösztrogén receptor) (Ju és mtsai, 2006, Miyamoto és 

mtsai, 1999). A magreceptor dimerek az egyes gének promótereiben 

található specifikus válaszadó szekvenciákhoz kapcsolódnak jellegzetes 

DNS-kötő doménjükkel (Francis és mtsai, 2003). A magreceptorokhoz 

nagyszámú kofaktor kapcsolódik, amelyek a magreceptorok ligandkötésétől 

függően kicserélhetőek. Ligand hiányában a magreceptorokhoz 

represszorok kapcsolódnak, míg a ligand bekötődése a represszorok 

leválását és koaktivátor molekulák kötődését okozza (Francis és mtsai, 

2003). A magreceptorok aktivitásában bekövetkező változás a 

génexpressziós mintázat átrendeződéséhez vezet. A magreceptorok 

ligandjai gyakran hormonok, a metabolizmus közti termékei, vagy a táplálék 

bizonyos összetevői, vagyis a magreceptorok elősegítik a sejtek szövetek 

alkalmazkodását a metabolizmus, vagy a táplálékbevitel változásaihoz 

(Francis és mtsai, 2003). 
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A PPAR-ok közé tartozik a PPARα, a PPARβ/δ és a PPARγ receptorok 

tartoznak (Fajas és mtsai, 2001). Mindhárom receptor dimert alkot a 

retinoid X-receptorral (RXR). Bár mindhárom receptor szerteágazó 

metabolikus szereppel bír, a PPARα elsősorban a máj, a PPARβ/δ (a 

továbbiakban PPARδ) pedig a harántcsíkolt izmok lipid háztartását, míg a 

PPARγ (NR1C3) a fehér zsírszövet működését és differenciálódását 

szabályozza (Fajas és mtsai, 2001). A PPARγ-t kisméretű lipofil ligandok 

aktiválják, például a táplálékból, vagy metabolikus útvonalakból származó 

zsírsavak, vagy az antidiabetikus tiazolidindionok. A PPARγ-RXR dimer az 

energia, a lipid és a glükóz homeosztázist befolyásoló gének expresszióját 

szabályozza (Fajas és mtsai, 2001). 

 

1.3.4 A poli(ADP-ribóz) polimeráz enzimekkel kölcsönható 

metabolikus regulátorok: a SIRT1 

A sirtuin (SIRT) enzimek családjába 7 fehérje tartozik, közülük a 

legjobban a SIRT1 enzimet jellemezték. A SIRT1 egy NAD+ függő, III. 

típusú deacetiláz enzim, amely a magreceptorok kofaktoraként működik. Az 

acetilcsoport lehasításával egyidőben az enzim egy NAD+ molekulát elhasít 

ADP-ribózra és nikotinamidra, majd a lehasított acetilcsoportot az ADP-

ribózhoz köti O-acetil-ADP-ribózt hozva létre (Canto és Auwerx, 2012). 

SIRT1 NAD+-ra vonatkoztatott Km értéke a sejtek fiziológiás NAD+ 

szintjéhez közel esik, vagyis valószínű, hogy a sejtek NAD+ 

koncentrációjának változása szabályozza a SIRT1 enzim aktivitását (Canto 

és Auwerx, 2012). A SIRT1 aktiváció az éhezéshez való alkalmazkodás 

jellegzetes biokémiai történése. A gyors, NAD+-függő szabályozáson kívül a 

SIRT1 expressziója is követi a tápanyag ellátottságot. A SIRT1 

promóterének aktivitását több transzkripciós faktor befolyásolja, melyek 
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közül éhezés során a CREB (cAMP response element binding protein), 

PPAR-ok, vagy a FOXO-k fokozzák a SIRT1 expressziót, míg a magas 

glükóz szint (megfelelő tápláltság) által aktivált faktorok, mint a ChREBP 

(carbohydrate response element binding protein) a SIRT1 expresszió 

negatív regulátorai (Noriega és mtsai, 2011). 

A SIRT1 aktiváció a sejtek metabolikus adaptációját segíti elő stressz 

állapotokban a génexpresszió átalakításával. A SIRT1 számos 

transzkripciós faktor deacetilálására és aktiválására képes (pl. peroxisome 

proliferator activated receptor γ coactivator: PGC1α, PPAR-ok, sterol 

regulatory element binding protein (SREBP)-1, liver X receptor (LXR), 

FOXO-k, CREB, CREB regulated transcription coactivator-2 (CRTC2)) és 

ennek megfeleően a zsírsavak és a szénhidrátok oxidációját indukálja 

(Canto és Auwerx, 2012). Ebben a folyamatban központi szerepe van a 

mitokondriális biogenezis aktivációjának a májban, a BAT-ban (barna 

zsírszövetben) és a harántcsíkolt izomban. A harántcsíkolt izomban a 

SIRT1 aktiváció az oxidatív I. típusú (lassú), illetve IIa típusú rostok 

megjelenésének kedvez (Canto és Auwerx, 2012). A pankreász béta-

sejtjeiben a SIRT1 overexpressziója a mitokondriális funkció ugrásszerű 

javulásához és az inzulin szekréció növekedéséhez vezet (Moynihan és 

mtsai, 2005). 

 

1.3.5 A PARP enzimek ismert metabolikus funkciói 

A legelső megfigyeléseket, amelyek a PARP enzimeket metabolikus 

folyamatokhoz kötötték, a fehér zsírszövet vizsgálata során tették. Janssen 

és Hilz (Janssen és Hilz, 1989) kimutatta, hogy 3T3-L1 preadipociták 

differenciálódás során PAR keletkezik. Amikor Zhao-Qi Wang és 

munkatársai 1995-ben elkészítették az első PARP-1 knockout egértörzset, 
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azt találták, hogy a PARP-1 deléciója a testsúly és a fehérzsír depók 

méretének növekedését okozta (Wang és mtsai, 1995). Smulson és 

munkatársai 3T3-L1 sejtek differenciációját vizsgálva kimutatta, hogy a 

PARP-1 aktivitása szükséges a sejtek megfelelő zsírsejt-irányú 

differenciációjához (Smulson és mtsai, 1995). 

A PARP-1 túlaktiváció és a mitokondriális funkció romlása között az 

összefüggést Virág László és munkatársai tárták fel (Virag és mtsai, 1998), 

ez volt az első utalás arra, hogy a PARP-1 és a mitokondriális aktivitás 

között összefüggés van. Azonban sokáig a PARP-1 és a mitokondrium 

kapcsolatát egyirányúnak ismertük, ahol a PARP-1 aktiváció rontja a 

mitokondriális funkciót. A SIRT1 és a PARP-1 kapcsolatát - amelyet a 

disszertációban tárgyalni fogok - először Zhang (Zhang, 2003) vetette fel, 

majd azt, hogy a PARP-1 – SIRT1 kapcsolatnak lehet metabolikus vetülete 

először Asher és munkatársai mutatták ki (Asher és mtsai, 2010). 

 

2. Célkitűzések 

Munkánk során az alábbi kérdésekre kerestünk választ: 

 

1. A PARP-1 enzim hogyan befolyásolja a metabolikus szervek, 

szövetek működését? 

2. A PARP-2 enzim hogyan befolyásolja a metabolikus szervek, 

szövetek működését? 

3. Képes védelmet nyújtani a PARP-2 deléciója oxidatív károsodás 

ellen? 
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3. Kísérleti módszerek áttekintése 

3.1 In vivo kísérletek 

A kísérletekben használt PARP-1+/+ és PARP-1-/-, illetve a PARP-2+/+ és 

PARP-2-/- egerek heterozigóta keresztezésekből származtak, míg a 

farmakológiai kísérletekben (i.p. 10 mg/kg PJ34 BID, 5 napon át) C57Bl6 

hím egereket használtam. Az állatok normál (chow) vagy magas 

zsírtartalmú táplálékot (60% hiperkalorikus diéta) kaptak. Az egerek 87,5% 

C57/Bl6J 12,5% SV126 háttéren voltak.  

Az állatok táplálékfogyasztását és súlygyarapodását minden héten 

ugyanazon a napon mértük. Az egereken orális/intraperitoneális 

glükóztolerancia (ipGTT/OGTT), intraperitoneális inzulintolerancia (ipITT), 

az intraperitoneális piruvát tolerancia (ipPTT), euglikémiás-

hiperinzulinémiás clamp, a hidegtolerancia és indirekt kalorimetria 

kísérleteket végeztünk el.  

A kísérletben négy kohortot alakítottunk ki PARP-2+/+ és PARP-2-/- kontroll 

(CTL), illetve PARP-2+/+ és PARP-2-/- doxorubicin (DOX) kezelt csoportokat. 

A DOX kezelt állatok i.p. 25 mg/kg DOX-ot kaptak, majd az aortákat a 

kezelést követő 2. napon eltávolítottuk funkcionális és biokémiai vizsgálatok 

céljából. Az érfunkció vizsgálatokat izometrikus kontraktilis erőmérő 

apparátussal határoztuk meg. 
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3.2 Sejtes kísérletek 

Kísérleteinkben PARP-1+/+, PARP-1-/-, PARP-2+/+, PARP-2-/-, SIRT1+/+, 

SIRT1-/- primer embrionális fibroblasztokat (MEF-eket), 3T3-L1 

preadipocitákat, HEK293T, scPARP-2, illetve shPARP-2 C2C12 

mioblasztokat és scPARP2, illetve shPARP-2 MOVAS sejteket használtunk. 

A MEF sejtek zsírsejt irányú differenciációjához a MEF sejteket 

konfluenciáig növesztettük, majd differenciációs médiumot tettünk a 

sejtekre (DMEM (1 g/L glükóz) 10% NCS 5 μM troglitazone (TZD), 5 μM 

dexamethasone (Dex), 500 μM IBMX and 10 μg/ml inzulin), míg a kontroll 

sejtek 10% FCS DMEM (1 g/L glükóz) 0,21% DMSO médiumot kaptak. A 

médiumot két naponta cseréltük, a differenciáció nyolc napig tartott. 

A C2C12 sejtek differenciációját DMEM-ben (4,5 g/l glükóz, 10% FCS) 

tartottuk fenn, differenciációjukat a szérumszint csökkentésével indítottuk 

be (2% ló szérum). A sejteket két nappal a differenciáció megindítása után 

kezeltük farmakológiai szerekkel. 

 

3.3 Molekuláris biológiai és biokémiai módszerek 

A transzaktiváció vizsgálata - A transzkripciós faktorok transzaktivációjának 

meghatározására luciferáz riporter esszét alkalmaztunk. A PPAR 

receptorok aktivitásának meghatározására HEK293T sejteket 

transzfektáltuk az egyes receptorokkal és egy mesterséges PPAR 

válaszadó konstrukttal. Az ösztrogén receptor β (ERβ) aktivitás 

meghatározása hasonló módon történt, HEK293T sejteket ERβ receptorral 

és ER válaszadó szekvenciát tartalmazó luciferáz konstrukttal történt. A 

SIRT1 promóter aktivitás meghatározására a SIRT1 deléciós mutánsokat 

tartalmazó luciferáz riporter konstruktokkal transzfektáltunk HEK293T és 
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MOVAS sejteket. A luciferáz aktivitást a β-galaktozidáz aktivitásra 

normalizáltuk. 

Áramlási citometria - A differenciált MEF-eket nílusvörös festékkel festettük 

(20 µg/ml, 5 perc), majd a sejteket mostuk, tripszineztük és áramlási 

citometriai vizsgálatnak vetettük alá. A hidroetidin festéssel a sejtek 

szuperoxid termelését vizsgáltuk. 

SDS-PAGE, Western blot - A sejteket, vagy szöveteket lízis pufferben (50 

mM Tris, 100 mM KCl, 1 mM EDTA, 1% NP40, 5 mM NAM, 1 mM Na-

butirát, proteáz inhibitor koktél (Sigma, 100x hígítás) pH 7,4) feltártuk, majd 

a fehérjéket SDS-PAGE eljárással elválasztottuk és nitrocellulóz 

membránra blotoltuk, elsődleges és másodlagos antitesttel kezeltük, majd 

ECL technikával előhívtuk.  

Immunprecipitáció – A sejteket lízispufferben feltártuk, majd a lizátumokból 

immunprecipitáltuk anti-PGC1α, anti-FOXO1, anti-tubulin és anti-Ndufa9 

antitesttel. A precipitátumot két részre osztottuk, SDS-PAGE-et és Western 

blotot hajtottunk végre, az egyik membránt anti-acetil-lizin antitesttel, míg a 

másikat az immunprecipitációhoz használt antitesttel hívtuk elő (az 

immunprecipitált fehérjére normalizáláshoz). 

Sejtmag izolálás izomrostokból – A preparálást Edelman és mtsai (Edelman 

és mtsai, 1965)szerint végeztük el.  

RT-qPCR és qPCR - Sejtekből és szövetekből teljes RNS-t Trizol 

reagenssel tisztítottunk, majd 2 µg RNS-t reverz transzkripcióval írtunk át 

cDNS-sé. A specifikus cDNS-ek mennyiségét hígítás után kvantitatív PCR-

ral (qPCR) határoztuk meg. Sejtekből és szövetekből teljes DNS-t (genomi 

és mitokondriális DNS-t is tartalmazó preparátum) proteináz K emésztést 

követő fenol-kloroformos extrakcióval tisztítottuk és qPCR-ral vizsgáltuk. 
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Kromatin immunprecipitáció - A kromatin fixálása és feltördelése után a 

kromatin egyes részeit antitestekkel gyűjtöttük össze. Minden mintából 

vettünk a teljes kromatin tartalmazó ún. „input”-ot. A PARP-2 kötődésének 

kimutatására PARP-2 specifikus antitestet, a PPARγ kötődésének 

kimutatására PPARγ specifikus antitestet használtunk, míg a nem 

specifikus kötődés meghatározására egy nem specifikus antitestet (MMP9-

re/MRE11-re/TNF-R1-re specifikus antitestet) és egy antitestet nem 

tartalmazó mintát alkalmaztunk. Az összegyűjtött kromatin darabokat 

specifikus primerpárokkal qPCR reakciókkal vizsgáltuk. Az egyes 

antitestekkel kapott ct értékeket a input (totál) értékekre normalizáltuk.  

PARP aktivitás meghatározása - A PARP aktivitás jellemzésére több 

módszert használtunk. Egyrészt Western blot vagy immunhisztokémiai 

technikával mutattuk ki a PAR szinteket sejtekből, illetve szövetekből. 

Másrészt tríciált NAD+ beépülését határoztuk meg és ezzel jellemeztük a 

PARP aktivitást. A módszer lényege, hogy a stimulált sejteket egy digitonint 

és 3H-NAD+-ot tartalmazó oldatba helyezzük tíz percre, majd TCA-val 

kicsapjuk a fehérjéket és a hozzákapcsolódó PAR polimereket. A be nem 

épült 3H-NAD+-ot elmostuk, majd a csapadékot feloldva a beépült 3H 

radioaktivitást szcintillációs számlálóval meghatároztuk. 

Sejtek oxigénfogyasztásának meghatározása - A sejtek oxigénfogyasztását 

a Seahorse Biosciences XF24, vagy XF96 készülékével (Seahrose 

Biosciences, North Billerica, MA, USA) mértük meg. 

NAD+ meghatározás - A NAD+ meghatározására vagy kolorimetriás 

eljárást, vagy tömegspektrometriai (MS) módszert használtunk. 

Sejtfrakcionálást végeztünk a NAD+ sejten belüli eloszlásának vizsgálatára.  
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Egyéb biokémiai eljárások 

A szabad zsírsav és a triglicerid szintek meghatározására kolorimetriás 

kiteket használtunk. Az inzulintartalmat ELISA módszerrel mértük 

(Mercodia, Uppsala, Svédország). A szabadgyök termelődés jellemzésére 

malondialdehid-assayt használtuk. A máj lipid tartalmának 

meghatározására Floch-extrakciót végeztünk, majd a lipideket biokémiai 

módszerekkel, vagy súlyméréssel határoztuk meg. 

 

3.4 Szekvencia összehasonlítás 

Több gerinces faj SIRT1 promóterének a szekvenciáját a Pubmed-ről 

gyűjtöttük össze. Az első 300 bp-os szakaszt (-1 - -300) a ClustalW 

algoritmus segítségével hasonlítottuk össze. 

 

3.5 Mikroszkópia 

Hematoxilin-eozin (HE) festés – HE festést 7 μm formalin fixált 

metszeteken végeztük. 

Immunhisztokémia – Az immunhisztokémiai protokollt 7 μm formalin fixált 

metszeteken anti-F4/80 antitest (Serotec, Raleigh, NC, USA, 1:100, DAB 

előhívás), anti-PAR (1:500, DAB előhívás), simaizom aktin (SMA, 

Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK, 1:300, DAB), illetve inzulin DAKO 

primer antitestek felhasználásával végeztük el. Az inzulinra festett 

metszeteket lefotóztunk és a szigetszervek méretét Image J szoftverrel 

megmértük. 
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Oil Red-O festés (ORO) – 1% ORO-val festettünk formalin fixált sejteket, 

majd PBS-sel kimostunk a többlet festéket. 

TUNEL assay – A DNS töréseket terminális deoxiribonukleotidil transzferáz 

enzim segítségével digoxigenin kapcsolt dUTP-vel jelöltük, amit digoxigenin 

antitesttel mutattunk ki. 

Szukcinát dehidrogenáz (SDH) festés – A lassú rostok kimutatására 

használt szövetkémiai módszer. 

Transzmissziós elektronmikroszkópia (TEM) – A vizsgálatok glutáraldehid 

fixált preparátumokon történtek az ICS-ben (Strasbourg, Franciaország). 

 

3.6 Statisztikai feldolgozás 

Két csoport összehasonlítására párosítatlan kétszélű t-tesztet 

alkalmaztunk. Több csoport összehasonlítására Anova tesztet használtuk, 

ahol a szignifikanciát post-hoc tesztekkel számítottuk ki. 
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4. Eredmények  

4.1. Hogyan befolyásolja a PARP-1 enzim a metabolikus szervek, 

szövetek működését? 

A PARP-1-/- egerek testsúlygyarapodása a PARP-1+/+ állatokhoz képest 

lassúbb volt, ami mögött metabolikus eltéréseket gyanítottunk. A PARP-1-/- 

egerek tápanyagfogyasztása magasabb volt, mint vad típusú társaiké, 

azonban a boncolás a zsírszövet csökkent mennyiségét mutatta ki, ami az 

energiaegyensúly zavarára utalt. Indirekt kalorimetriával kimutattuk, hogy a 

PARP-1-/- állatok több oxigént fogyasztanak az aktív periódusokban a 

PARP-1+/+ egerekhez képest, illetve az RQ értékük magasabb, mint vad 

típusú társaiké, ami együtt a biológiai oxidáció és a glükóz felhasználás 

megemelkedésére utalt. A PARP-1+/+ és PARP-1-/- egerek glükóz 

toleranciája javult. 

Az inzulinérzékenységet hiperinzulinémiás-euglikémiás clamp-ben 

vizsgálatuk, ahol az euglikémiához szükséges glükóz infúzió sebessége 

kisebb volt a PARP-1-/- egerekben. Amikor az állatokat 60%-os 

hiperkalorikus magas zsírtartalmú diétát (HFD-t) kaptak a PARP-1-/- egerek 

kisebb mértékben híztak el és a glükóz toleranciájuk, illetve inzulin 

szenzitivitásuk is kevésbé károsodott a HFD során, mint a PARP-1+/+ 

egereknek. Ezen kívül a PARP-1-/- egerekben a HFD diéta végén 

alacsonyabb volt a szérum szabad zsírsav szint. Mindezek a változások 

köthetőek a mitokondriális aktivitás növekedéséhez is, ezért két fontos, az 

energia leadásban szerepet játszó szervben (izom és BAT) megvizsgáltuk 

a mitokondriális aktivitás paramétereit. 

A PARP-1-/- egerekben a BAT élénkpiros színe és tömegének 

növekedése utalt a mitokondriális aktivitás emelkedésére, amelyet 

elektronmikroszkópos eljárással és a mitokondriális DNS mennyiségének, 
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illetve a mitokondriális funkcióhoz kapcsolódó gének és fehérjék 

expressziójának meghatározásával erősítettünk meg. A harántcsíkolt 

izomban (m. gastrocnemiusban) szukcinát dehidrogenáz hisztokémiai 

eljárással, illetve a mitokondriális funkcióhoz kapcsolódó gének és fehérjék 

expressziójának meghatározásával mutattuk ki a mitokondriális aktivitás 

növekedésére. 

A SIRT1 kiemelten fontos a mitokondriális aktivitás szabályzásában, 

illetve a SIRT1 és a PARP-1 közötti kapcsolatot már több szerző is 

valószínűsítette ezért megvizsgáltuk, hogy a PARP-1-/- egerekben 

magasabb-e a SIRT1 aktivitás a BAT-ban és a harántcsíkolt izomban. 

Mindkét szervben a PARP-1 deléciója csökkentette a PARP aktivitást, 

megnövelte a NAD+ szintet és megemelte a SIRT1 aktivitását, amit a 

PGC1α és a FOXO1 deacetilációja jelzett. Emellett a SIRT1 fehérje 

mennyiségének jelentős növekedését is tapasztaltuk. Ezekből a 

megfigyelésekből arra következtettünk, hogy a PARP-1 deléciója a NAD+ 

szint megnövelésén keresztül a SIRT1 aktivitását és/vagy expresszióját 

indukálja. 

A jelenség vizsgálatát sejtes modelleken folytattuk. HEK293T sejtekben 

shRNS segítségével depletáltuk a PARP-1-et, ami a NAD+ szint és a SIRT1 

aktivitás emelkedésével járt hasonlóan az egerekben tapasztalt 

változásokhoz. Bár a SIRT1 mennyisége in vivo növekedett a PARP-1 

depléciója kapcsán, a HEK293T sejtekben nem tapasztaltunk különbséget. 

Ez arra utal, hogy valószínűleg a NAD+ szint emelkedése az elsődleges oka 

a SIRT1 aktivitás növekedésének. A mitokondriális funkció markereit 

megvizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a PARP-1 depléció hatására a 

mitokondriális DNS mennyisége, egyes mitokondriális gének expressziója, 

illetve a sejtek oxigénfogyasztása megnő. Ha a SIRT1-et is depletáltuk, 
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akkor az előbbi fiziológiás paraméterek változása elmaradt. Ez arra utal, 

hogy a PARP-1 deléciója által kiváltott mitokondriális biogenezis 

indukcióban központi szerepe van a SIRT1 aktivitás emelkedésének. 

Hasonló változásokat tapasztaltunk primer PARP-1-/- MEF sejtekben. 

Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy a PARP-1 depléciója NAD+ 

szint emelkedéséhez és a SIRT1 indukciójához vezet. Logikusan adódik a 

kérdés, hogy PARP inhibitor adása hasonló fenotípust alakít-e ki, mint a 

PARP-1 deléciója. A jelenség vizsgálatára izomrostokká differenciált 

C2C12 mioblasztokat kezeltünk 1 µM PJ34 PARP inhibitorral. A PJ34 

gátolta a PARP-1 aktivitást, ezzel párhuzamosan idő- és dózisfüggő módon 

a NAD+ szint emelkedését okozta, illetve aktiválta a SIRT1 enzimet, azaz 

hasonlóan működött, mint a PARP-1 genetikai inaktiválása. A SIRT1 

deléciója, vagy csendesítése felfüggesztette a PJ34 hatását. A PJ34 a 

SIRT1 aktiváción keresztül tehát a mitokondriális biogenezis indukciójához 

vezet, amit a mitokondriális gének expressziójának és a sejtek 

oxigénfogyasztásának emelkedése jellemzett. Alátámasztja 

eredményeinket, hogy SIRT1 knockout MEF-ekben a PJ34 nem képes 

kiváltani a mitokondriális biogenezis indukcióját. 

C57/Bl6J hím egereket kezeltünk PJ34-gyel (10 mg/kg BID 5 napig), 

majd a m. gastrocnemiusban megvizsgáltuk, hogy a PARP gátlás hatását. 

A PJ34 kezelés hatékonyan gátolta a PARP aktivitást, ami a NAD+ szint és 

a SIRT1 aktivitás növekedésével járt együtt. A PJ34 kezelt állatokban a 

szérum triglicerid és szabad zsírsav szintje lecsökkent. Ezek a változások 

együtt jártak a m. gastrocnemius expressziós mintázatának a változásával, 

ami az izmokban a PJ34 kezelés hatására megnövekvő mitokondriális 

biogenezisre utal. 
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Meghatároztuk a PARP aktivitást C57/Bl6J egerek m. 

gastrocnemiusában 24 órás éhezés, illetve 12 hetes HFD diéta 

(hiperkalorikus, 60% zsírtartalom) után. Az éhezés hatására a PARP 

aktivitás lecsökkent, míg a kalorikus terhelés hatására a PARP aktivitás és 

a PARP-1 szintje megnő, vagyis úgy tűnik a PARP-1 valamilyen módon 

képes reagálni a tápanyag ellátottságra is. Továbbá kimutattuk, hogy a 

PARP-1 deléciója sem a SIRT2, sem a SIRT3 aktivitását nem változtatja 

meg.  

 

4.2. Hogyan befolyásolja a PARP-2 enzim a metabolikus szervek, 

szövetek működését? 

A PARP-2 enzim, szerkezetében és több funkciójában hasonlít a PARP-

1-re, ezért hasonló metabolikus fenotipizálást végeztünk el a PARP-2 

törzsön is. A PARP-2-/- egerek alacsonyabb testsúlyúak vad típusú 

társaiknál azonos táplálékfelvétel és kisebb mértékű spontán mozgás 

ellenére. A PARP-2-/- egerek oxigénfogyasztása nem volt szignifikánsan 

magasabb, mint a PARP-2+/+ állatoké, bár tendenciájában növekedést 

mutatott. A sötét (aktív) periódusban a PARP-2-/- állatok RQ értéke a vad 

típusú egerekhez képest csökkent, ami emelkedett zsírsav oxidációra utalt. 

A kisebb testsúly egyik kézenfekvő oka lehet, hogy csökken a 

szervezetben a tárolt zsír mennyisége. A vizsgált depók kisebbek voltak a 

PARP-2-/- egerekben, sőt a modellként kiválasztott epididimális 

zsírszövetben a zsírsejtek mérete is kisebb volt, ami az adipociták 

diszfunkciójára utalhat. A PPARγ izoformák és a PPARγ által vezérelt 

gének expresszióját vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a PPARγ izoformák 

expressziója nem változott, azonban a PPARγ függő gének expressziója 

jelentősen lecsökkent. Azon kísérleteinkben, ahol PARP-2+/+ és PARP-2-/- 
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MEF-eket differenciáltattunk zsírsejtekké és azt tapasztaltuk, hogy a PARP-

2 hiányában a differenciáció mértéke lecsökken, mint azt az Oil-Red O 

festés, a FACS mérés, a lipid tartalom, vagy PPARγ függő gének 

expressziójának meghatározása mutatja. 

Eredményinek a PPARγ rendszer csökkent működésére utaltak. 

Riporter assay-ket végeztünk PPAR-specifikus riporter konstrukttal PARP-

2-t depletált HEK293T sejtekben. A PARP-2 depléció drasztikusan 

csökkentette a PPARγ specifikus alap- és ligand-aktivált transzaktivációt. A 

PARP-2 overexpressziója megemeli a PPARγ alapaktivitását, azonban a 

maximális aktivitást nem befolyásolja. Érdekes módon a PPARα és a 

PAPRβ/δ függő transzaktivációt a PARP-2 a PPARγ-hoz képest 

ellentétesen, míg nem befolyásolta az ösztrogén receptor-β-t (ERβ). A 

riporter assay-k eredményei arra utalnak, hogy a PARP-2 a PPARγ 

transzkripciós rendszer tagja és valószínűleg közvetlenül a DNS-hez 

kapcsolódik közel a PPARγ-RXR dimerhez, amit kromatin 

immunprecipitációs kísérletekkel igazoltunk.  

A kisebb testsúly adódhat még a szervezet energia leadásának a 

megemelkedéséből is, ennek megfelelően megvizsgáltuk az energia 

leadásban szerepet játszó szerveket, mint a BAT, a harántcsíkolt izom és a 

máj. Bár a PARP-1 knockout egerekben, illetve a PARP inhibitor kezelés 

hatására a BAT aktivitása megemelkedik, azonban a PARP-2 – annak 

ellenére, hogy deléciója a SIRT1 fehérje mennyiségének növekedéséhez 

vezet – úgy tűnik, nem befolyásolja a BAT működését.  

Jellegzetes energia leadásra alkalmas szövet a harántcsíkolt izom, 

amely vizsgálatára PARP-2+/+ és PARP-2-/- egerek m. gastrocnemius izmát, 

illetve PARP-2 csendesített (shPARP-2) és kontroll (scPARP-2) C2C12 

sejteket használtunk. A PARP-2 depléciója a harántcsíkolt izmokban az 
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izotípusváltás jeleit mutatja, megjelennek az I. típusú, mitokondriumokban 

gazdag, lassú rostok, amit a génexpresszió átrendeződése, az mtDNS 

mennyiségének növekedése, az elektronmikroszópos és az SDH 

hisztokémiai vizsgálatok jeleznek. Ezt megerősíti, hogy az egerek 

kifáradásig tartó futtatása (forced running) során a PARP-2-/- egerek 

hosszabb távot tesznek meg, mint vad típusú társaik. 

A PARP-2 deléciója nem változtatja meg jelentősen az izomrostok össz-

PARP aktivitását, a NAD+ szint, a SIRT1 expresszió és a SIRT1 aktivitás 

fokozódik. Ez arra utal, hogy a PARP-2 deléciója, a PARP-1 deléciótól 

eltérő módon képes a SIRT1 aktiválására. Elvégeztük az előbbiekben 

részletezett méréseket PARP-2 csendesített C2C12 sejtekben is. Ebben a 

modellben a PARP-2 depléciója nem vezetett sem a PARP aktivitás, sem a 

NAD+ szint növekedéséhez. Az egerekben tapasztaltakhoz hasonlóan a 

PARP-2 depléciója a SIRT1 mRNS és fehérjeszint és a SIRT1 aktivitás 

növekedéséhez vezetett, ami arra utalt, hogy a PARP-2 valószínűleg a 

SIRT1 expressziót szabályozza.  

Riporter kísérletekben kimutattuk, hogy a PARP-2 depléciója indukálja a 

SIRT1 promóterét. A legrövidebb konstrukt (-1--91 régiót tartalmazó) a 

hosszabbakkal azonos módon válaszol, ami arra utal, hogy ehhez a 

régióhoz kötődik a PARP-2. Ezzel a feltételezéssel összhangban kromatin 

immunprecipitációval kimutattuk, hogy a PARP-2 valóban fizikailag kötődik 

a humán SIRT1 -1--91 régiójába. Összehasonlítva az NCBI honlapján 

elérhető SIRT1 promóter szekvenciákat azt tapasztaltuk, hogy a SIRT1 

promóter transzkripciós origóhoz közel eső része nagymértékben 

konzervált az emlősök között. 

A májban is megvizsgáltuk indukálódik-e a mitokondriális biogenezis. 

Elektronmikroszkópos vizsgálattal és a mitokondriális DNS mennyiségének 
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meghatározásával kimutattuk, hogy a mitokondriális aktivitás megnő a 

PARP-2-/- egerekben. A májban is azt tapasztaltuk, hogy a SIRT1 

fehérjemennyisége és ennek megfelelően a SIRT1 aktivitása is fokozódik. 

A PARP-2-/- egerek májában alacsonyabb tárolt triglicerid szintet találtunk, 

ami megemelkedő energia leadásra utal, amit alátámaszt, hogy a májban 

megnőtt az oxidatív metabolizmusra jellemző gének expressziója. Úgy tűnik 

tehát, hogy a PARP-2 deléciója következtében fellépő energialeadás 

célszerve a harántcsíkolt izom és a máj. 

A PARP-2 deléciója a metabolikus profil javulásához vezetett, amiből 

adódott a kérdés, hogy a metabolikus kihívásokra, mint pl. a magas 

zsírtartalmú diéta, adott választ milyen mértékben befolyásolja a PARP-2 

hiánya. Az állatokat magas zsírtartalmú diétával (HFD, 60% hiperkalorikus 

diéta) etettük kilenc héten át. A PARP-2-/- állatok testtömege vad típusú 

társaikhoz képest kevésbé nőtt a kezelés során, ami a fehérzsír depók 

arányosan kisebb méretével magyarázható. A fehér zsír depók kisebb 

mérete azonban nem vezetett a májban fokozott lipid lerakódáshoz, ami a 

magasabb energia leadásra vezethető vissza. Ezzel párhuzamosan a 

harántcsíkolt izomban több, az energia leadáshoz vezető gén expressziója 

magasabb volt, mint a vad típusú állatokban, ami azt valószínűsíti, hogy ez 

a szövet – nagy tömege miatt - elsődleges szerepet játszik a szervezet 

energia leadásban. Ezzel párhuzamosan javult az állatok inzulin 

szenzitivitása, ami szintén a metabolizmus oxidatív irányba tolódásával 

magyarázható. 

Bár a PARP-2-/- egerek inzulinérzékenysége javuló tendenciát mutatott, 

a glükóz érzékenység azonban meglepő módon romlott, ami a glükóz-

indukált inzulin felszabadulás zavarára volt visszavezethető. Bár a  

PARP-2-/- egerek pankreászában normál (chow) tápon nem tapasztaltunk 
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változást, HFD adása esetében a PARP-2-/- egerek béta-sejtjei nem voltak 

képesek hiperpláziával kompenzálni az emelkedő inzulin iránti igényt. 

Vagyis a PARP-2-/- egerek szigetszerve HFD adása esetén nem nőtt meg, 

amire a pankreász súlyának változásából, szövettani és biokémiai 

vizsgálatokból következtettünk. Fontos megjegyezni, hogy a PARP-1 

deléciójának nincs negatív hatása a szigetszerv működésére. A PARP-2-/- 

egerekben a pankreatikus-duodenális homeobox-1 (PDX1) csökkent 

expresszióját tapasztaltuk. A PDX1 megfelelő működése elengedhetetlen a 

béta-sejt proliferációhoz. A PARP-2-/- egerek pancreasában a SIRT1 mRNS 

mennyisége és fehérje expressziója magasabb volt. A SIRT1 deacetilálja 

és aktiválja a FOXO1 enzimet, ami a PDX1 expresszió csökkenéséhez és a 

hiperplasztikus válasz elmaradásához vezet, ami esetünkben is lehetséges 

magyarázat. 

A PARP-1 knockout egereken végzett kísérletsorozathoz hasonlóan 

megvizsgáltuk a SIRT2 és SIRT3 aktivitásának változását a PARP-2 

deléciója esetén is. Sem a harántcsíkolt izomban, sem a májban nem 

változott a SIRT2 és SIRT3 célfehérjék acetiláltsága. Itt szeretném 

kiemelni, hogy az alkalmazott metabolikus modellekben nem tapasztaltuk a 

DNS törések akkumulációját a PARP-1 vagy a PARP-2 deléciója során.  

 

4.3  Képes védelmet nyújtani a PARP-2 deléciója oxidatív károsodás 

ellen? 

A mitokondriális funkció károsodása gyakori kísérőjelensége az oxidatív 

stresszel jellemezhető betegségeknek, ezért a mitokondriális funkció 

javítása ilyen esetekben elősegíti a túlélést. A PARP-2 deléciója a SIRT1 

expresszió és aktivitás indukcióján keresztül a mitokondriális biogenezis 

indukciójához vezet – vagyis a PARP-2 deléciója védelmet nyújthat az 
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oxidatív stressz-indukált sejtelhalás ellen. Ezt az elméletet akut doxorubicin 

(DOX)-indukált vaszkuláris károsodás modellben próbáltuk ki. 

PARP-2+/+ és PARP-2-/- egereket kezeltünk 25 mg/kg DOX-szal, vagy 

vehikulummal (fiziológiás sóoldat) és a kezelés után két nappal 

megvizsgáltuk az aorták kontraktilitását norepinefrin, szerotonin és KCl 

hatására. Bár a vehikulum kezelt PARP-2+/+ és PARP-2-/- egerek ereinek 

kontraktilitása között nem találtunk különbséget, a DOX kezelés mindhárom 

vazokonstriktor anyag hatását rontotta, ami ellen a PARP-2-/- egerek 

részleges védelmet élveztek, ami a simaizom sejtek érintettségére utal. Ezt 

ellenőrzendő simaizom aktinra (SMA) specifikus antitesttel megfestettük az 

állatok aortáját és azt tapasztaltuk, hogy a simaizom marker jele lecsökken 

a PARP-2+/+ egerek aortájában, ami az előző eredményekkel összhangban 

a simaizom sejtek pusztulására utal két napos DOX kezelés után, amit a 

PARP-2 hiánya részlegesen kivéd. 

A DOX által termelt gyökök DNS töréseket hoznak létre, ami PARP 

aktivációhoz vezet és a sejtek NAD+ és ATP készletét elhasználva sejthalált 

indukál. A PARP-1 deléciója vagy a PARP gátlás a NAD+ és ATP készlet 

elhasználását akadályozza meg. Megvizsgáltuk, hogy a PARP-2 deléció 

esetében is hasonló módon jön-e létre védelem. További kísérleteinket 

PARP-2+/+ és PARP-2-/- egereken, illetve scPARP-2 és shPARP-2 MOVAS 

(egér aorta simaizom) sejteken végeztük el. Mint vártuk, aortákban, és 

MOVAS sejtekben a DOX kezelés gyöktermelést okozott, ami DNS 

törésekhez, PARP aktivációhoz és a NAD+ szint radikális csökkenéséhez 

vezetett, azonban a PARP-2 hiánya nem okozott jelentős különbséget egyik 

vizsgált paraméterben sem, ami arra utal, hogy a védelem mechanizmusa 

eltér a PARP-1 deléciójával elérhető védelemtől. 
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Alternatív lehetőségként megvizsgáltuk a SIRT1 expressziót és az azt 

követő eseményeket. Aortában és MOVAS sejtekben a PARP-2 deléciója a 

SIRT1 mennyiségének növekedését eredményezte a SIRT1 promóter 

aktivitásának növelésén kersztül. A SIRT1 expresszió emelkedése az 

aortában megnövelte a mitokondriális DNS mennyiségét és több, a 

mitokondriális oxidációhoz szükséges gén expresszióját, ami a 

mitokondriális funkció javulását jelzi. A sejtes modellben is a mitokondriális 

funkció javulását tapasztaltuk DOX kezelés után. 

 

5. Megbeszélés és perspektívák 

5.1. A PARP-1 és PARP-2 metabolikus szerepének molekuláris 

mechanizmusa 

Munkám során a PARP-1 és PARP-2 enzimek metabolikus szerepét 

vizsgáltuk. Értekezésemben bemutatott egér és sejtes modellekben a 

PARP-1 deléciója, vagy PARP gátlószer adása esetében a NAD+ szint 

emelkedését tapasztaltuk. Erre a legelfogadhatóbb magyarázatnak az 

tűnik, hogy a PARP-1 aktivitás (még stimulálatlan állapotban is!) jelentős 

mértékben használja a sejtek NAD+ készletét ezért a PARP-1 gátlása 

jelentős NAD+ megtakarítással jár. A PARP-1 affinitása a NAD+ iránt magas 

(Km = 20-60 µM), ami majd egy nagyságrenddel alacsonyabb a sejtek 

nyugalmi NAD+ koncentrációjánál (200-500 µM) (Houtkooper és mtsai, 

2010). Ez arra utal, hogy a NAD+ szint fiziológiás fluktuációja, sőt a PARP-1 

aktiváció által előidézett NAD+ szint csökkenés sem képes jelentős 

mértékben csökkenteni a PARP-1 aktivitását. A PARP-1 felelős a sejtek, 

szövetek össz-PARP aktivitásának 85-90%-ért (Schreiber és mtsai, 2002), 

amit kísérleteink is igazoltak, ezért érthető, hogy a PARP gátlószerek 

alkalmazása a PARP-1 delécióra jellemző fenotípust alakít ki. A 
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megemelkedő NAD+ szint aktiválja a SIRT1-et, mivel a SIRT1 érzékeny a 

NAD+ szint változásaira: Km értéke (150-200 µM) közel áll a nyugalmi 

NAD+ koncentrációhoz, azaz a NAD+ szint fluktuációja befolyásolhatja a 

SIRT1 aktivitását is (Houtkooper és mtsai, 2010). Ez arra is utal, hogy a 

PARP-1 és a SIRT1 között a molekuláris kapocs a NAD+ koncentráció 

változása. A nagyobb affinitású és hatékonyabb PARP-1 enzimmel 

versenyzik a kisebb affinitású SIRT1 a közös szubsztrátért. 

Ha megvizsgáljuk, hogy a SIRT1 reciprok módon képes-e befolyásolni a 

PARP-1 működését, azt tapasztaljuk, hogy a SIRT1 - az előbbiekben 

említett kinetikai jellemzői miatt - nem képes hatékonyan gátolni a PARP-1 

aktivitását a NAD+ szintek befolyásolásával. Kimutatták azonban, hogy a 

SIRT1 aktiváció valóban gátolja a PARP-1 aktivitást a PARP-1 

deacetilálásával (Rajamohan és mtsai, 2009). Belátható, hogy a SIRT1 és a 

PARP-1 kölcsönösen szabályozza egymás működését. Fontos kiemelni, 

hogy a fiziológiás/patofiziológiás hatások, amelyeket a PARP-1 

aktivációhoz köthetőek javarészt átfednek a SIRT1 gátlásához, vagy 

hiányához köthető fiziológiás/patofiziológiás folyamatokkal, ami arra utal, 

hogy a két enzim aktivitása közti „egyensúly” megbomlása több betegség 

kialakulásában is szerepet játszhat. 

A PARP-2 a PARP-1-hez hasonlóan NAD+-függő enzim, azonban 

PARP-2 kinetikai jellemzői inkább hasonlítanak a SIRT1-re: NAD+-ra 

vonatkoztatott KmPARP-1 > KmPARP-2 ~ KmSIRT1 (Houtkooper és mtsai, 2010), 

ezért valószínűtlen, hogy PARP-2 aktiváció megfelelő mértékben csökkenti 

a NAD+ szubsztrátot a SIRT1 elől. Minden alkalmazott modellben a PARP-2 

deléciója esetén a SIRT1 expresszió növekedését tapasztaltuk és 

kimutattuk, hogy a PARP-2 a SIRT1 promóter represszora. A PAPR-2 

hiányában a SIRT1 promóter aktiválódik és a SIRT1 fehérje 
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mennyiségének növekedése vezet a SIRT1 aktivitás indukciójához. A 

PARP-2 jelenlétét és transzkripciós aktivitását moduláló hatások egyelőre 

nem ismertek, azonban feltételezhető, hogy a környezet redox állapotát 

közvetíti. A SIRT1 expressziója, illetve a egyes SNP-k a SIRT1 génben 

összefüggést mutatnak az energialeadás, az inzulin szenzitivitás, az inzulin 

szekréció és az elhízásra való hajlam mértékével emberben (Canto és 

Auwerx, 2012), vagyis a SIRT1 promóterének aktivitása úgy tűnik fontos 

faktora a metabolikus adaptációnak, amiben a promótert szabályzó 

transzkripciós faktoroknak központi szerepe lehet. 

A PARP-2 más metabolikus transzkripciós faktorok működésébe is 

beavatkozik, a fehér zsírszövetben a PARP-2 hiányában az RXR-PPARγ 

dimer diszfunkcióját tapasztaltuk, ami lipodisztrófiához vezetett. Úgy tűnik, 

hogy a PARP-2 az RXR-PPARγ pozitív kofaktora, a PARP-2 jelenléte 

szükséges mind a PPARγ alapaktivitásához és ligandfüggő aktivációjához. 

A rendelkezése álló eredmények azt valószínűsítik, hogy a PARP-2 állandó 

kofaktora a RXR-PPARγ dimer környezetében kialakuló 

fehérjekomplexnek, amelyben szerep lehet egy nagymértékben konzervált 

magreceptor aktivációs motívumnak (LIQLL szekvencia) az E doménben. 

Bár a PARP-2 nem minden magreceptorral képes kölcsönhatásba lépni (pl. 

az ERβ receptor aktivitását nem befolyásolja a PARP-2 expresszió 

változása, míg a PPAR-ok vagy az ERα aktivitását igen), várhatóan más 

magreceptorok működését is módosíthatja a PARP-2, ennek megismerése, 

azonban további vizsgálatokat igényel. 

Milyen molekuláris mechanizmuson keresztül aktiválja az RXR-PPARγ 

dimert a PARP-2? A kromatin immunprecipitációs kísérletek arra utalnak, 

hogy a PARP-2 transzkripciós események során a DNS-hez kötődik, 

melyek között több abnormális szerkezet is található, mint a DNS kétszálú 
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törése (Kutuzov és mtsai, 2013). A PARP-2 által közvetített represszió 

molekuláris mechanizmusa valamivel jobban tisztázott, mint az aktiváció 

mechanizmusa. A PARP-2 a kormatin szerkezet zártabbá válását, a 

heterokromatin megjelenését segíti elő (Quenet és mtsai, 2008). A PARP-2 

az általa represszált promótereken az HDAC5 és HDAC7 hiszton-

deacetilázok, illetve a G9a hiszton metiltranszferáz akkumulációján 

keresztül alakít ki represszált kromatint, ami független a PARP-2 

enzimatikus aktivitásától (Liang és mtsai, 2013). Mások és saját 

megfigyeléseink arra utalnak, hogy a PARP-2 hiányában nagyfokú 

génexpressziós átrendeződés játszódik le, ami arra utal, hogy a PARP-2-ről 

a PARP-1-hez hasonló, szerteágazó transzkripciós tulajdonságokat fognak 

leírni a jövőben. 

 

5.2. PARP-1 és a PARP-2 enzimek szerepe metabolikus szövetekben 

A PARP-1 vagy a PARP-2 depléciója a harántcsíkolt izomban izotípus 

váltást okozott, az I. típus (lassú), oxidatív rostok aránya megnőtt a SIRT1 

aktiváció következtében. Ezek a változások hasonlóak a SIRT1 

farmakológiai aktiválásához. Itt kell, hogy rámutassak, egyedül a 

harántcsíkolt izomban azonos a két enzim deléciója által kialakított 

fenotípus. 

A BAT-ban a PARP-1 deléciója – a SIRT1 farmakológiai szerekkel 

történő aktivációjához hasonlóan – megemelte a mitokondriális biogenezist. 

A BAT-ra jellemző magas mitokondriális aktivitás jelentős szabadgyök 

képződéssel jár, ami magas PARP aktivitást feltételez ebben a szövetben. 

Így nem meglepő, hogy a PARP-1 gátlása jelentős NAD+ koncentráció 

emelkedéssel jár, ami a SIRT1 aktivációjához vezet. Érdekes módon a 

PARP-2 deléciója nem fokozza a mitokondriális biogenezist a BAT-ban, ami 
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arra utal, hogy további szövetspecifikus transzkripciós faktorok 

szabályozzák a SIRT1 expresszióját. 

A májban a PARP-2 deléciója a mitokondriális biogenezis indukciójához 

vezetett és védett a lipid felhalmozódás ellen mind normál, mind HFD 

diétán. A PARP-1 deléciója ezzel szemben nem okoz SIRT1 aktivációt a 

májban, sőt PARP-1 knockout egerekben hepatosteatosis lép fel kalorikus 

terhelés esetén (Erener és mtsai, 2012) valószínűleg azért, mert a nem 

indukálódik a PARP-2 deléciójához hasonló mitokondriális védekezési 

mechanizmus. Ennek az oka feltételezhetően az, hogy a PARP-1 

expresszió igen alacsony a májban, vagyis kisebb NAD+ koncentráció és 

elhanyagolható SIRT1 aktivitás változások várhatóak, mint más 

szervekben. 

A PARP-2 deléciója a fehér zsírszövet csökkent működéséhez vezet az 

RXR-PPARγ dimer funkciójának a redukciója miatt. Ugyanakkor ez nem 

vezet a szérum TG és FFA szint emelkedéséhez valószínűleg a 

harántcsíkolt izomban történő lipid oxidáció mértékének növekedése miatt. 

Saját eredményeink arra utalnak, hogy kalorikus terhelés esetén a  

PARP-1-/- egerekben kevesebb zsír halmozódik fel. 

A pankreász béta-sejtjei esetében a PARP-1 hiánya véd az oxidatív 

stresszel jellemezhető állapotokban bekövetkező béta-sejt pusztulás ellen 

(Burkart és mtsai, 1999), mint a streptozotocin indukált diabétesz vagy a 

részleges pankreász eltávolítás, amit saját eredményeink is megerősítettek. 

A PARP-2 deléciója azonban csökkentette a béta-sejtek proliferatív 

kapacitását, ezért elmaradt a HFD által indukált kompenzatórikus béta-sejt 

hiperplázia, ami a pankreász csökkent endokrin funkciójához vezetett. A 

tapasztalt hatásokat a SIRT1 expresszió emelkedését követő FOXO1 

aktiválásnak és a következményes PDX1 expresszió csökkenésnek 
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tulajdonítjuk. Mindenképpen váratlan a pankreász hipofunkció a PARP-2-/- 

egerekben, mivel a SIRT1 overexpresszió a mitokondriális funkció 

javulásán keresztül a pankreászban az inzulin szekréciót fokozza (Bordone 

és mtsai, 2006, Moynihan és mtsai, 2005). Magyarázat lehet az 

ellentmondásra, hogy a két hatás eredője (PDX1 gátlás és a mitokondriális 

biogenezis indukciója) szabja meg a béta-sejtek viselkedését, amelyek 

eltérő arányban vannak jelen a két modellben. A PARP-2 delécióját követő 

kismértékű SIRT1 overexpresszió következtében fellépő FOXO1 

deacetiláció (és következményes PDX1 gátlás) túlsúlya miatt a proliferáció 

gátlás válik dominánssá. Ezzel szemben nagymértékű SIRT1 

overexpresszió esetén (a két megjelölt tanulmányban az expresszió ~30-

szoros növekedését tapasztalták) kifejezettebbé válik a mitokondriális 

funkció javulása. Természetesen nem zárható ki, hogy ismeretlen, PARP-2 

specifikus útvonalak játszanak szerepet a két egymástó eltérő hatás 

kialakításában. 

 

5.3. A farmakológiai PARP gátlás következményei  

A rövid távú PARP inhibitor kezelés előnyös metabolikus változásokat 

okozott, ami felveti a PARP inhibitorok ilyen irányú alkalmazhatóságát, 

azonban kérdésként vetődik fel, hogy milyen mértékben okozunk ezzel 

genomi instabilitást. Széles körben elfogadott tény, hogy a PARP-1 és a 

PARP-2 aktivitása szükséges a hatékony DNS hibajavításhoz stressz 

esetén, azonban úgy tűnik, hogy a külső stresszhatás nélkül a hatékony 

DNS hibajavításhoz nem szükséges a két enzim működése (De Vos és 

mtsai, 2012). Az általunk alkalmazott modellekben nem tapasztaltunk DNS 

hiba akkumulációt. A metabolikus betegségek azonban megemelkedett 
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oxidatív stresszel jellemezhetőek. Ezért a metabolikus betegségekben a 

hosszú távú PARP inhibitor kezelés biztonságosságát külön vizsgálni kell. 

A jelenleg ismert, illetve kereskedelmi forgalomban lévő PARP 

inhibitorok nem szelektívek az egyes PARP izoformákra (Wahlberg és 

mtsai, 2012). Emiatt a PARP inhibitorok hosszú távú alkalmazása során 

számíthatunk a szövetspecifikus hatások kevert megjelenésére annak 

ellenére, hogy az általunk elvégzett rövid távú PARP inhibitor kezelés során 

ezeket nem tapasztaltuk (pl. nem károsodott az endokrin pankreász). 

 

5.4. A PARP enzimek és energiaszenzor útvonalak kölcsönhatásai  

PARP-1 az irodalmi adatok alapján olyan jelátviteli útvonalakkal alakít ki 

kölcsönhatást, amelyek részt vesznek a mitokondriális biogenezis 

szabályzásában. Jelen munkában a PARP-1 és az AMPK közötti 

kapcsolatot vizsgáltuk. Mint a Bevezetőben tárgyaltuk, a PARP-1 és az 

AMPK egymással fizikailag kölcsönhat és képesek egymást kölcsönösen 

aktiválni (Walker és mtsai, 2006). Ennek megfelelően a PARP-1 deléció, 

illetve a PARP enzimek farmakológiai gátlása esetén több esetben az 

AMPK aktivitás enyhe csökkenését tapasztaltuk. A PARP-1 gátlás által 

indukált AMPK aktivitás változások metabolikus következményei 

ismeretlenek. 

 

5.5 A PARP enzimek és a metabolikus betegségek közti 

összefüggések 

Az általunk leírt biokémiai változások több fiziológiai folyamatba vagy 

betegségek patomechanizmusába is beavatkoznak. Ha az egész egyed 

szintjén vizsgáljuk a PARP enzimek energiaforgalomra gyakorolt hatását, 

azt figyelhetjük meg, hogy a PARP-1 vagy a PARP-2 eltávolítása eltolja az 
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energiaegyensúlyt a leadás irányába, ami a mitokondriális biogenezis 

indukciójához köthető. Másrészt a PARP-1 deléciója megnövelte a 

táplálékfelvételt, ami a hipotalamusz érintettségére utal. Ismert, hogy a 

PARP-1 deléciója esetén szétkapcsol a szervek saját cirkadián ritmusa az 

állat környezetének cirkadián ritmusától (Asher és mtsai, 2010), ami 

hiperfágiához vezethet. A szétkapcsolás oka valószínűleg a NAD+ szint és 

a SIRT1 aktivitás cirkadián ritmusának zavara lehet. A PARP-2 deléció 

esetében nem tapasztaltunk változásokat a cirkadián ritmus 

szabályzásában, illetve a táplálékfelvételben. 

A PARP-1 és a PARP-2 hiánya csökkenti a fehér zsírszövetben, illetve 

a PARP-2 hiánya csökkenti a májban történő lipid raktározást. Ennek 

megfelelően magas zsírtartalmú diétán ezen szövetekben kisebb 

mértékben növekszik a lipidek mennyisége a knockout egértörzsekben a 

vad típushoz képest. A nem raktározott lipidek azonban nem dúsulnak fel a 

szérumban valószínűleg azért, mert a mitokondriális biogenezis indukciója 

miatt a zsírsavak oxidációja emelkedik. Ezt támasztja alá, hogy a PARP-2 

deléciója az RQ érték csökkenéséhez vezet.  

A glükóz metabolizmusra kifejtett hatásban jelentős eltérés van a 

PARP-1 és a PARP-2 között. Az inzulin szenzitivitás javul a PARP-1 vagy a 

PARP-2 deléciója esetében, ami szintén a harántcsíkolt izomban 

bekövetkező mitokondriális biogenezis indukcióhoz köthető. A PARP-1 

knockout egerek szérum glükózszintje alacsonyabb és az RQ értéke 

magasabb, mint a vad típusú állatokban, ami fokozott glükóz oxidációra 

utal. Ezzel szemben a PARP-2-/- egerekben a szérum glükózszint 

emelkedik ami a pankreász béta-sejtjeinek csökkent hiperplasztikus 

válaszával és csökkent glükóz-indukált inzulin felszabadulással 

magyarázhatóak. 
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A PARP-1 deléciója és a rövid távú PARP inhibitor kezelés javuló 

metabolikus profilt eredményez, ami védelmet nyújt a hiperkalorikus 

táplálékbevitel által indukált elhízás és az ennek a talaján kialakuló II. 

típusú diabétesz ellen. Fontos kiemelni, hogy a PARP-1 deléció, vagy a 

PARP gátlás a diabétesz vaszkuláris diszfunkcióhoz köthető komplikációi 

(endoteliális diszfunkció, neuropátia, nefropátia és retinopátia) ellen is 

védelmet nyújt (Virag és Szabo, 2002). A PARP-1 deléció vagy a PARP 

gátlószerek alkalmazása anti-aterogén hatású, ami a PARP-1 gátlás anti-

inflammatorikus hatásán kívül metabolikus változásokhoz is köthető (Xu és 

mtsai, 2013). ApoE-/- környezetben aterogén diéta mellett PARP-1 gátlás 

hatására csökken az LDL és nő a HDL szint (Xu és mtsai, 2013). 

A mitokondriális biogenezis csökkenése jellemzi az öregedést. Az 

átlagoshoz képest magasabb PARP-1 aktivitás, alacsonyabb NAD+ szint és 

SIRT1 aktivitás jellemzi az idős embereket (Massudi és mtsai, 2012). 

Felvetődik, hogy a PARP-1 – SIRT1 – NAD+ tengely egyensúlyának az 

eltolódása szerepet játszhat mitokondriális aktivitás időskori 

csökkenésében és ezen keresztül hozzájárulhat több, az időskorra jellemző 

betegség kialakulásához (pl. diabétesz). Ezt a feltételezést megerősíti a 

PARP-1 knock-in egértörzs vizsgálata, ahol a PARP-1 extra kópiája bár 

javította a DNS javítás hatékonyságát, azonban emelte a mitokondriális 

diszfunkcióval jellemezhető betegségek incidenciáját (Mangerich és mtsai, 

2010). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PARP-1 – SIRT1 – NAD+ 

tengely egyensúlyának visszaállítása alkalmas lehet az egészségben 

eltöltött idő növelésére, illetve az életminőség javítására. A PARP-1 – 

SIRT1 arány befolyásolása talán a legperspektivikusabb az időskori 

mitokondriális diszfunkció javítására, mivel idős korban a DNS javítás 

deficienciával összefüggő malignitások megjelenése és proliferációja jóval 
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lassúbb, mint fiatalkorban, vagyis a PARP inhibitoroknak várhatóan 

kevesebb mellékhatása lehet. 

A PARP-1 fontos proinflammatórikus fehérje. Elsőként a PARP-1 és az 

NFκB közti kölcsönhatást írták le, azonban feloldatlan ellentmondás 

maradt, hogy a PARP-1 közvetlenül módosítja-e az általa regulált 

proinflammatorikus transzkripciós faktorokat. Ezt az ellentmondást oldották 

fel Kauppinen és munkatársai (Kauppinen és mtsai, 2013), amikor 

kimutatták, hogy a PARP-1 gátlás a NAD+ szint emelésével a SIRT1 

aktivitás emelkedéséhez vezet, a SIRT1 pedig az NFκB p65 alegységének 

deacetilálásával inaktiválja az NFκB dimert. Bár ez az egyetlen ismert 

példája annak, amikor a SIRT1 és PARP-1 kölcsönhatása közvetlenül 

szabályoz gyulladásos folyamatot, várhatóan más, hasonló útvonalakat is 

felismerhetnek a közeljövőben – erre utal, hogy a SIRT1 (anti-

inflammatórikus hatású) és a PARP-1 (proinflammatórikus hatású) 

antagonisztikus a gyulladás szabályzásában. 

 

5.6. A PARP és sirtuin enzimek kölcsönhatása oxidatív stresszre adott 

válasz során 

Az oxidatív stresszre adott válaszban megfigyelhető a PARP-1 és a 

SIRT1 közti kölcsönhatás. A PARP-1 enzimet aktiválja az oxidatív stressz, 

sőt a PARP-1 aktiválás – több útvonalon keresztül – az oxidatív stressz 

fokozódásához is vezet és sejthalál folyamatokat indít be (Virag és Szabo, 

2002). A SIRT1 aktiválás antagonisztikus hatású a PARP-1 aktivációhoz 

képest, mert (1) a sejtciklus megállása esetén apoptózist indukál; (2) 

fokozza több antioxidáns enzimek expresszióját mint a mangán szuperoxid 

diszmutáz vagy a kataláz; (3) visszaállítja az oxidatív stressz által károsított 

mitokondriális aktivitást; (4) illetve autofágiát indukál. A SIRT1 redox 
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szenzitív enzim, a SIRT1 karbonilációja, illetve a tiol-csoportok redox 

állapotának a megváltozása gátolja a SIRT1 enzimet. Számos esetben 

tapasztalható a SIRT1 és a PARP-1 kölcsönhatása magas oxidatív 

stresszel jellemezhető patológiás állapotokban. Ki szeretném emelni, hogy 

a SIRT1 aktivitás emelése, vagy a PARP aktivitás gátlása több – egyébként 

nehezen befolyásolható – neurológiai kórképben (pl. Huntington, Alzheimer 

vagy Parkinson betegség) javította a kísérleti állatok állapotát, ami ezekben 

az idősödő társadalmakat egyre jobban érintő betegségcsoportban jó 

kezelési alternatívát kínál (Chong és mtsai, 2012).  

A PARP-2 az oxidatív stresszre adott válaszban a PARP-1-hez 

hasonlóan viselkedik, deléciója azonban csak részleges védelmet nyújt 

oxidatív stresszel jellemezhető betegségekben, mint a cerebrális iszkémia 

vagy a kolítisz (Kofler és mtsai, 2006). A PARP-2 deléciója a SIRT1 

aktiválásán keresztül stabilizálja a mitokondriális funkciót és ezen keresztül 

fejti ki védő hatását. A védő hatás nem teljes mértékű, mert érintetlenül 

hagyja a folyamatosan működő PARP-1 enzimet. A SIRT1 promóterében 

található egyes SNP-k összefüggést mutatnak az oxidatív stresszel 

jellemezhető Parkinson-kór megjelenésének esélyével emberben (Zhang 

és mtsai, 2012), ami arra utal, hogy az oxidatív stresszel jellemezhető 

kórképek kialakulásában szerepet játszhat a SIRT1 promóter diszfunkciója, 

illetve a SIRT1 expresszió modulálása. 

Jelenleg több PARP inhibitor van a klinikai kipróbálás különböző 

fázisában. Különböző tumorok kemo- és radioterápiájában kerülnek ezek a 

szerek bevezetésre, mint kemo- és radioszenzitizáló szerek (Curtin és 

Szabo, 2013). A tumorsejteket jellegzetes metabolikus átrendeződések 

jellemzik, amelyet Warburg hatásként ismerünk. A tumorsejtek 

energiatermelésükben a glikolízisre támaszkodnak, míg a mitokondriális 
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oxidáció limitált, a mitokondriumok több, a tumorsejtek osztódásához 

elengedhetetlen intermedier szintézisét végzik. A mitokondriális oxidáció 

induktorai csökkentik a mitokondriumokban zajló metabolitok szintézisét 

ezáltal leállítják a sejtciklust és csökkentik a mitotikus potenciált. 

Eredményeink arra utalnak, hogy a PARP inhibitoroknak is lehet anti-

Warburg hatása, mivel indukálják a mitokondriális biogenezist. A PARP 

inhibitorok anti-Warburg hatása új támadáspontot (a metabolizmus 

befolyásolása) jelenthet, ami hozzáadódhat a kemo- és radioptencírozó 

hatásokhoz.  

 

Bár a PARP enzimek és a metabolikus szabályzó elemek 

kölcsönhatásának vizsgálata még csak a kezdeti lépéseket jelentik, látható, 

hogy több, nagy populációt érintő betegség (metabolikus, neurodegeneratív 

és tumoros megbetegedések) esetében központi szerepük lehet. A 

betegségek széles köre és az érintett betegek óriási száma, illetve a 

rövidesen megjelenő, és emberben alkalmazható PARP inhibitorok abba az 

irányba mutatnak, hogy az általunk bemutatott terület potenciálisan 

kiaknázható a terápiában. 
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7. Az értekezésben ismertetett új tudományos eredmények 

összefoglalása  

 
1. A PARP-1 deléciója vagy gátlása a NAD+ koncentráció emelésével 

aktiválja a SIRT1 enzimet, ami a mitokondriális biogenezis emelkedéséhez 

vezet a barna zsírszövetben és a harántcsíkolt izomban. 

 

2. A PARP-1 deléciója nem befolyásolja a SIRT2 és a SIRT3 enzimek 

aktivitását valószínűleg azért, mert a PARP-1 deléció csak a magi NAD+ 

kompartmentet érinti. 

 

3. A PARP-1 deléciót követő mitokondriális biogenezis emelkedés védelmet 

nyújt több metabolikus betegséggel szemben, mint az elhízás, vagy a II. 

típusú diabétesz. 

 

4. A rövid távú PARP gátlás a PARP-1 delécióhoz hasonló előnyös 

metabolikus változásokat hoz létre a harántcsíkolt izomban. 

 

5. A PARP-2 a SIRT1 promóterének represszora. A PARP-2 deléciója a 

SIRT1 expresszió és ezen keresztül a SIRT1 aktivitás növekedéséhez 

vezet. 

 

6. A PARP-2 deléciója és az ennek következtében megnő a SIRT1 aktivitás 

és mitokondriális biogenezis a harántcsíkolt izomban és a májban, ami az 

energialeadás irányába tolja el a szervezet energiaháztartását. 
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7. A PARP-2 deléciója az RXR-PPARγ dimer aktivitásának a gátlásán 

keresztül csökkenti a fehér zsírszövet lipid raktározását egerekben. A 

PARP-2 deléciója védelmet nyújt az obezitással szemben egér modellben. 

 

8. A PARP-2 deléciója a PDX1 aktivitásának gátlásán keresztül 

akadályozza a pankreász béta-sejtjeinek a magas zsírtartalmú diétára adott 

hiperplasztikus válaszát és így glükóz intoleranciához vezet. 

 

9. A PARP-2 deléciója részleges védelmet nyújt az doxorubicin kezelés 

ellen a SIRT1 indukció és a mitokondriális biogenezis következményes 

stabilizálódása miatt. 
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