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1. Bevezetés
1.1 A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzimek biokémiai jellemzése

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) aktivitast Pierre Chambon és
munkatarsai irtak le 1963-ban (Chambon és mtsai, 1963), majd a PARP-1
enzimet, amely az aktivitas jelentés részéért felelés, 1967-ben Shimizu és
munkatarsai jellemezték (Shimizu és mtsai, 1967). A PARP enzimek tobb
doménbdl allo, multidomén fehérjék. Az értekezésben a PARP-1 és a
PARP-2 enzimekkel foglalkozom. Mindkét enzim N-terminalisan a DNS
kotéséhez szukséges szerkezeti elemeket talalunk: a PARP-1-ben két cink
ujj (a harmadik cink ujj motivum a dimerizaciéhoz sziikséges), mig a PARP-
2-ben egy SAP domén segiti a DNS-sel torténd kolcsdnhatast (Ame és
mtsai, 1999, Schreiber és mtsai, 2006). Ezt mindkét enzim esetében
fehérje—fehérje kolcsdnhatasok kialakitasara alkalmas domének kovetik,
mint a BRCT domén a PARP-1-ben (Schreiber és mtsai, 2006). PARP-2-
ben az analdég szakaszon belul egyel6re nem irtak le ismert szerkezetl
domén(eke)t. A PARP-1 és PARP-2 lokalizaciéjat nuklearis és nukleolaris
lokalizacios szignalok biztositjak (Schreiber és mtsai, 2006).

A PARP-1 és a PARP-2 C-terminalisan talalhato a PARP enzimekre
jellemzé katalitikus domén. Mindkét enzim NAD'-ot bont nikotinamidra
(NAM) és ADP-ribézra (ADPR), majd a két enzim az ADPR monomerekbdl
elagazd polimereket épit kulonbozé akceptor fehérjékre (Schreiber és
mtsai, 2006). A PARP-1 és a PARP-2 altal létrehozott polimerek hosszuak
lehetnek, akar 200 ADPR egység is alkothatja. A klasszikus elképzelés
szerint a PARP-1 és -2 a DNS térésekhez kotédve aktivalodik (Altmeyer és
mtsai, 2009). A PARP aktivitas nagy részéért (a sejt teljes alap és indukalt
PARP aktivitdsanak 85-90%-a) a PARP-1, mig a maradékért gyakorlatilag a

PARP-2 felelb6s (Schreiber és mtsai, 2002). Ennek megfeleléen, amikor
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PARP aktivaciérdl van sz, akkor sejtek 6ssz-PARP aktivitasat értem alatta
(tulajdonképpen PARP-1 + PARP-2), mig a PARP-1, vagy PARP-2 gatlas
az adott gén megszakitasa soran a PARP aktivitasban fellép6 valtozasokra
utal.

A PAR polimerek életciklusa rovid, a féléletidejét 1 perc koérulinek
fogadja el az irodalom (Schreiber és mtsai, 2006). A PAR lebontasaért a
poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) és az ADP-ribozil liaz felelés (Kawaichi
és mtsai, 1983, Ueda és mtsai, 1972). A PAR épulhet a PARP-1, vagy a PARP-2
enzimre (autoPARIilacio), illetve mas fehérjékre (transzPARilacid). Az
autoPARIilacio gatolja a PARP-1-et és valoszinileg a PARP-2-t is, igy
visszacsatolasi kort alakit ki, ami megakadalyozza a tulzott PARP
aktivaciot. A PARP-1 autoPARIilaciéjanak meghatarozasa jo kozelitéssel
jellemzi a sejt vagy szovet telies PARP aktivitasat. A transzPARilacié a
célfehérjék biologiai, biokémiai aktivitasat befolyasolja (Schreiber és mtsai,
2006).

A klasszikus DNS torés mellett poszttranszlaciéos mobdositasok és
kllonb6z6é jelatviteli utvonalak is befolyasoljak a sejtek PARP aktivitasat.
Ezek kozul a késObb bemutatasra kerul6 adatok értelmezéséhez a
legfontosabb, hogy a PARP-1 acetilalt fehérje, a p300/CBP-association
factor (PCAF) és a p300 acetilalja, és acetilalt formaban aktiv (Hassa és
mtsai, 2005).

1.2 A PARP enzimek altal befolyasolt bioldgiai folyamatok

Els6ként a PARP enzimek a PARP-1, majd késébb a PARP-2 és -3 DNS
hibajavitasban jatszott szerepét ismerték fel (De Vos és mtsai, 2012).
Jelenlegi ismereteink szerint a PARP-1 és -2 enzimek bar nem

eszencialisak a DNS hibajavitas megindulasahoz genotoxikus stressz (pl.
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gyokok jelenléte, ionizalé sugarzas, stb.) esetén, de szUkségesek a
hatékony hibajavitashoz. A PAR polimerek kijeldlik a DNS karosodas helyét
és a DNS repair fehérjék szamara kapcsolddasi felszint biztositanak. A
PARP-1 és a PARP-2 enzim szerepét leirtak az egyszalu és kétszalu
torések javitasaban, illetve a baziskihasitassal jar6 javitasi folyamatokban
(De Vos és mtsai, 2012).

A PARP aktivacid meértéke befolyasolja a sejtek tovabbi sorsat.
Amennyiben a DNS sérulése javithato a PARP aktivacio hozzajarul az
hatékony DNS hibajavitdshoz. Amennyiben a DNS sértlés nagymértéki a
tulzott PARP aktivacié elhasznalja a sejtek NAD® készletét és a NAD®
ujraszintézise pedig az ATP készletet meriti ki. Mivel az apoptdzis sikeres
végrehajtasahoz sziukséges a sejtek normalis energiatoltotisége, ezeért az
energetikai katasztréfa allapotaban 1évé sejtekben az apoptdzis nem megy
végbe, igy ezek a sejtek nekrozissal pusztulnak el. A PARP aktivitas
gatlasa megakadalyozza az energetikai krizis kialakulasat (Virag és Szabo,
2002).

A PARP-1 és a PARP-2 enzim tobb ponton is befolyasolja a
génexpressziot. A PAR polimerek modosithatjak a kromatinszerkezetet és
igy a DNS hozzaférhet6ségét. A PARP-1 és a PARP-2 transzkripcids
kofaktorként enhanszer, promoter és inzulator elemekhez kapcsolodhatnak
eés Osszetett génexpresszios valtozasokat okozhatnak (Kraus, 2008). A
PARP enzimek és a transzkripcio kapcsolataban tobb a megvalaszolatlan
kérdés. Nem ismert, hogy a PARP enzimek transzkripciés kofaktor
funkciéjahoz szukséges-e az enzimatikus aktivitas.

Az el6bbiekben leirt folyamatok egyszerre jelennek meg kuloénbdzé
élettani és korélettani folyamatokban (pl. gyulladasos folyamatok, vagy a

gyok kozvetitette események). A PARP-1 delécioja vagy PARP inhibitor
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kezelés védelmet nyujt az oxidativ stresszel jellemezhetd betegségek ellen
(Virag és Szabo, 2002). A PARP-2 delécidja ezzel szemben csak részleges
védelmet nyujt hasonld kérképekben eddig ismeretlen hatasmechnizmussal
(Kofler és mtsai, 2006). A PARP-medialt citotoxicitassal jellemezhet6
betegségek szama jelent6s. Etioldgiajukat tekintve vegyesek, gyakoriak
koztlk a gyulladasos betegségek vagy egyes gyodgyszerek (pl.
citosztatikumok) mellékhatasaként jelentkezik a PARP aktivacio. llyen
citosztatikum példaul a kisérleteinkben alkalmazott doxorubicin (DOX), ami
antraciklin tipusu citosztatikum. A mitokondrialis elektrontranszport lanc a
DOX-ot részlegesen szemikinonna redukalja, a mitokondriumbdl kikerul6
szemikinon kinonna oxidalodik, az elektront a kornyezetébe leadja és igy
szabadgyokdket general (Davies és Doroshow, 1986, Doroshow és Davies,
1986). A szabadgyokok DNS szalak toréséhez és a PARP-1 aktivaciojahoz
vezetnek, ami tdbb dtvonalon (pl. a mitokondridlis funkcié karositasa)
keresztlul a kardiomiocitak, az erek simaizmai, illetve az endotél sejtek
diszfunkcidjat eredményezik (Davies és Doroshow, 1986, Doroshow és
Davies, 1986).

1.3. A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzimek metabolikus szerepe
A PARP-1 és a PARP-2 enzimek metabolizmust szabalyz6 szerepe tobb

elemi jelenségre vezethet6 vissza.

1.3.1 A PARP aktivacié akut metabolikus hatasai és a mitokondrialis
poli(ADP-ribozil)acié

Nagymértéki, akut genotoxikus stressz a DNS-figgé PARP enzimek
aktivalasan keresztll a sejtek NAD" szintjének drasztikus cs6kkenéséhez,

és kovetkezményesen az ATP szint csOkkenéséhez vezet (Virag és Szabo,
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2002). Ezen felil NAD" hianyaban lelassul a glikolizis asztrocitakban,
majban, vesékben és a kdzponti idegrendszerben (Ying és mtsai, 2002).

A PARP-1 aktivacié rontja a mitokondrialis funkciot, bar jelenleg nem
tudjuk pontosan meghatarozni, hogy ez a NAD" szint cstkkenésébdl, a
glikolizis lassulasabdl, vagy a PARP-1 valamilyen direkt hatasabdl adodik.
A PARP-1 expresszid és aktivitas forditott aranyossagot mutat a
mitokondrialis I, Il, Il és IV komplexek aktivitasaval (Canuelo és mtsai,
2011, Klaidman és mtsai, 2003). A PARG bizonyos izoformai és az ADP-
ribozilhidrolaz-3 (ARH3) jelen vannak a mitokondriumban (Niere és mtsai,
2008). Vagyis a PARilacios ciklusbél a PAR-t eltavolité enzimek
megtalalhatéak a mitokondriumban, azonban a PAR-t szintetizald
enzim(ek)et nem tudtak minden kétséget kizar6 modon kimutatni. Nem
egyértelmliek az akceptor fehérjékre vonatkozé eredmények sem, mert a
preparalas soran aktiv, magi PARP-okkal kerulhetnek kapcsolatba a
mitokondrialis fehérjék (Lai és mtsai, 2008). Niere és munkatarsai (Niere és
mtsai, 2008) egy mesterséges, roviditett PARP fehérjelancot és
mitokondrialis lokalizaciés szignalt tartalmaz6é konstrukt segitségével
kimutattak, hogy a PARP aktivitas novelése a mitokondriumban a
mitokondrialis funkcié zavarahoz vezetett, a glikolitikus fluxus valtozasa
nélkal. A mesterségesen indukalt mitokondrialis PARilacio csokkenti a
mitokondrialis aktivitast, vagyis ha létezik mitokondrialis PARIlacié, annak

mindenképpen jelentds hatasa van a mitokondrialis aktivitas szabalyzasara.

1.3.2. PARP enzimek és metabolikus masodlagos jelatvieli utvonalak
kolcsonhatasai
A PARP-1 aktivitas 6sszeflggést mutat az AMP-aktivalt kinaz (AMPK)

(Walker és mtsai, 2006)és az mTOR (mammalian Target Of Rapamycin)
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utvonallal (Munoz-Gamez és mtsai, 2009), melyek kozul az AMPK-val
fogunk részletesen foglalkozni. Az AMPK tébb alegységbdl allé kinaz,
amely képes a sejtek energiatoltottségének érzékelésére. Az ATP/AMP
arany csoOkkenése, azaz novekvd6 AMP koncentraci6 az AMPK
aktivaciojahoz vezet, ami fokozza a mitokondrialis biogenezist. A PARP-1
és az AMPK egyrészt fizikai kdlcsonhatasban van egymassal. Masrészt, a
két enzim aktivitasa egymast potenciroz6 hatast mutat - az AMPK aktivacio

noveli a PARP-1 aktivitasat és forditva.

1.3.3 A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzimekkel kdlcsonhatd
metabolikus regulatorok: a peroxiszoéma proliferator aktivalt receptor-
Y (PPARY)

A PARP-1 tébb magreceptorral is kdlcsdnhat (pl. retionoid X receptor,
tiroid receptor vagy Osztrogén receptor) (Ju és mtsai, 2006, Miyamoto és
mtsai, 1999). A magreceptor dimerek az egyes gének promotereiben
talalhatd specifikus valaszadoé szekvenciakhoz kapcsoldodnak jellegzetes
DNS-k6t6 doménjukkel (Francis és mtsai, 2003). A magreceptorokhoz
nagyszamu kofaktor kapcsolddik, amelyek a magreceptorok ligandkotésétdl
fuggbéen kicserélhetbéek. Ligand hianyaban a magreceptorokhoz
represszorok kapcsolodnak, mig a ligand bekotédése a represszorok
levalasat és koaktivator molekulak kotédését okozza (Francis és mitsai,
2003). A magreceptorok aktivitasaban bekdvetkez6 valtozas a
génexpresszios mintazat atrendezddéséhez vezet. A magreceptorok
ligandjai gyakran hormonok, a metabolizmus kozti termékei, vagy a taplalék
bizonyos Osszetevdi, vagyis a magreceptorok elésegitik a sejtek szovetek
alkalmazkodasat a metabolizmus, vagy a taplalékbevitel valtozasaihoz

(Francis és mtsai, 2003).
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A PPAR-ok kozé tartozik a PPARa, a PPARB/® és a PPARYy receptorok
tartoznak (Fajas és mtsai, 2001). Mindharom receptor dimert alkot a
retinoid X-receptorral (RXR). Bar mindharom receptor szerteagazoé
metabolikus szereppel bir, a PPARa elsésorban a maj, a PPARB/S (a
tovabbiakban PPAR®) pedig a harantcsikolt izmok lipid haztartasat, mig a
PPARy (NR1C3) a fehér zsirszOovet mikodését és differencialodasat
szabalyozza (Fajas és mtsai, 2001). A PPARy-t kisméretl lipofil ligandok
aktivaljak, példaul a taplalékbol, vagy metabolikus utvonalakbdl szarmazé
zsirsavak, vagy az antidiabetikus tiazolidindionok. A PPARy-RXR dimer az
energia, a lipid és a glikéz homeosztazist befolyasolé gének expressziojat

szabalyozza (Fajas és mtsai, 2001).

1.3.4 A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzimekkel kdlcsonhaté
metabolikus regulatorok: a SIRT1

A sirtuin (SIRT) enzimek csaladjaba 7 fehérje tartozik, kozuluk a
legjobban a SIRT1 enzimet jellemezték. A SIRT1 egy NAD" fiiggé, lIl.
tipusu deacetilaz enzim, amely a magreceptorok kofaktoraként mikodik. Az
acetilcsoport lehasitasaval egyidében az enzim egy NAD" molekulat elhasit
ADP-ribézra és nikotinamidra, majd a lehasitott acetilcsoportot az ADP-
rib6zhoz koti O-acetil-ADP-rib6zt hozva létre (Canto és Auwerx, 2012).
SIRT1 NAD'-ra vonatkoztatott Km értéke a sejtek fiziologias NAD'
szintighez kozel esik, vagyis valészinli, hogy a sejtek NAD"
és Auwerx, 2012). A SIRT1 aktivacio az éhezéshez valé alkalmazkodas
jellegzetes biokémiai torténése. A gyors, NAD'-fliggd szabalyozason kivil a
SIRT1 expresszidja is koveti a tapanyag ellatottsagot. A SIRT1

promoterének aktivitasat tobb transzkripcios faktor befolyasolja, melyek
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kozul éhezés soran a CREB (cAMP response element binding protein),
PPAR-ok, vagy a FOXO-k fokozzak a SIRT1 expressziét, mig a magas
glikéz szint (megfeleld taplaltsag) altal aktivalt faktorok, mint a ChREBP
(carbohydrate response element binding protein) a SIRT1 expresszio
negativ regulatorai (Noriega és mtsai, 2011).

allapotokban a génexpresszid atalakitasaval. A SIRT1 szamos
transzkripcids faktor deacetilalasara és aktivalasara képes (pl. peroxisome
proliferator activated receptor y coactivator: PGC1a, PPAR-ok, sterol
regulatory element binding protein (SREBP)-1, liver X receptor (LXR),
FOXO-k, CREB, CREB regulated transcription coactivator-2 (CRTC2)) és
ennek megfeleben a zsirsavak és a szénhidratok oxidaciojat indukalja
(Canto és Auwerx, 2012). Ebben a folyamatban kdzponti szerepe van a
mitokondrialis biogenezis aktivacidjanak a majban, a BAT-ban (barna
zsirszovetben) és a harantcsikolt izomban. A harantcsikolt izomban a
SIRT1 aktivacid az oxidativ I. tipusu (lassu), illetve lla tipusu rostok
megjelenésének kedvez (Canto és Auwerx, 2012). A pankreasz béta-
sejtieiben a SIRT1 overexpresszidja a mitokondrialis funkcié ugrasszeri
javulasahoz és az inzulin szekrécid novekedéséhez vezet (Moynihan és
mtsai, 2005).

1.3.5 A PARP enzimek ismert metabolikus funkcioi

A legelsé megfigyeléseket, amelyek a PARP enzimeket metabolikus
folyamatokhoz kototték, a fehér zsirszovet vizsgalata soran tették. Janssen
és Hilz (Janssen és Hilz, 1989) kimutatta, hogy 3T3-L1 preadipocitak
differencialédas soran PAR keletkezik. Amikor Zhao-Qi Wang és

munkatarsai 1995-ben elkészitették az els6 PARP-1 knockout egértorzset,



dc_792 13

azt talaltak, hogy a PARP-1 delécidja a testsuly és a fehérzsir depok
méretének ndvekedését okozta (Wang és mitsai, 1995). Smulson és

,,,,,,

PARP-1 aktivitasa szikséges a sejtek megfeleld zsirsejt-iranyu

A PARP-1 tulaktivacio és a mitokondrialis funkcid romlasa kozott az
osszeflggést Virag Laszlé és munkatarsai tartak fel (Virag és mtsai, 1998),
ez volt az els6 utalas arra, hogy a PARP-1 és a mitokondrialis aktivitas
kozott dsszefliggés van. Azonban sokaig a PARP-1 és a mitokondrium
kapcsolatat egyiranyunak ismertuk, ahol a PARP-1 aktivacido rontja a
mitokondrialis funkciét. A SIRT1 és a PARP-1 kapcsolatat - amelyet a
disszertacioban targyalni fogok - el6szor Zhang (Zhang, 2003) vetette fel,
majd azt, hogy a PARP-1 — SIRT1 kapcsolatnak lehet metabolikus vetulete

el6szor Asher és munkatarsai mutattak ki (Asher és mtsai, 2010).

2. Célkitiizések

Munkank soran az alabbi kérdésekre kerestunk valaszt:

1. A PARP-1 enzim hogyan befolyasolja a metabolikus szervek,
szovetek mukodeését?

2. A PARP-2 enzim hogyan befolyasolja a metabolikus szervek,
szdvetek mikodését?

3. Képes védelmet nyujtani a PARP-2 delécidja oxidativ karosodas

ellen?

10
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3. Kisérleti médszerek attekintése

3.1 In vivo kisérletek

A kisérletekben hasznalt PARP-1"" és PARP-17, illetve a PARP-2"" és
PARP-2" egerek heterozigota keresztezésekbdl szarmaztak, mig a
farmakologiai kisérletekben (i.p. 10 mg/kg PJ34 BID, 5 napon at) C57BI6
him egereket hasznaltam. Az allatok normal (chow) vagy magas
zsirtartalmu taplalékot (60% hiperkalorikus diéta) kaptak. Az egerek 87,5%
C57/BI6J 12,5% SV126 hattéren voltak.

Az Adllatok taplalékfogyasztasat és sulygyarapodasat minden héten
ugyanazon a napon meértuk. Az egereken oralis/intraperitonealis
glukéztolerancia (ipGTT/OGTT), intraperitonealis inzulintolerancia (ipITT),
az intraperitonealis piruvat  tolerancia (ipPTT), euglikémias-
hiperinzulinémias clamp, a hidegtolerancia és indirekt kalorimetria
kisérleteket végeztunk el.

A kisérletben négy kohortot alakitottunk ki PARP-2"* és PARP-2" kontroll
(CTL), illetve PARP-2""* és PARP-2"" doxorubicin (DOX) kezelt csoportokat.
A DOX kezelt allatok i.p. 25 mg/kg DOX-ot kaptak, majd az aortakat a
kezelést kdvetd 2. napon eltavolitottuk funkcionalis és biokémiai vizsgalatok
céljabol. Az érfunkcido vizsgalatokat izometrikus kontraktilis eréméré

apparatussal hataroztuk meg.

11



dc_792 13

3.2 Sejtes kisérletek

Kisérleteinkben PARP-1*"*, PARP-17, PARP-2"", PARP-2", SIRT1",
SIRT1" primer embriondlis fibroblasztokat (MEF-eket), 3T3-L1
preadipocitakat, HEK293T, scPARP-2, illetve shPARP-2 C2C12
mioblasztokat és scPARP2, illetve shPARP-2 MOVAS sejteket hasznaltunk.
A MEF sejtek zsirsejt iranyu differenciaciojahoz a MEF sejteket
konfluenciaig novesztettuk, majd differenciacios médiumot tettunk a
sejtekre (DMEM (1 g/L glukéz) 10% NCS 5 uM troglitazone (TZD), 5 uM
dexamethasone (Dex), 500 yM IBMX and 10 pg/ml inzulin), mig a kontroll
sejtek 10% FCS DMEM (1 g/L glukéz) 0,21% DMSO médiumot kaptak. A

médiumot két naponta cseréltlk, a differenciacié nyolc napig tartott.

tartottuk fenn, differenciaciojukat a szérumszint csokkentésével inditottuk
be (2% 16 szérum). A sejteket két nappal a differenciacié meginditasa utan

kezeltuk farmakologiai szerekkel.

3.3 Molekularis biolégiai és biokémiai médszerek

A transzaktivacio vizsgalata - A transzkripcios faktorok transzaktivaciojanak
meghatarozasara luciferaz riporter esszét alkalmaztunk. A PPAR
receptorok aktivitdsanak meghatarozasara HEK293T sejteket
transzfektaltuk az egyes receptorokkal és egy mesterséges PPAR
valaszadé konstrukttal. Az 0Osztrogén receptor B (ERB) aktivitas
meghatarozasa hasonlé médon tortént, HEK293T sejteket ER[B receptorral
és ER valaszad6 szekvenciat tartalmazo luciferaz konstrukttal tortént. A
SIRT1 promoter aktivitds meghatarozasara a SIRT1 deléciés mutansokat

tartalmazoé luciferaz riporter konstruktokkal transzfektaltunk HEK293T és

12
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MOVAS sejteket. A luciferaz aktivitast a p-galaktozidaz aktivitasra

normalizaltuk.

Aramléasi citometria - A differencialt MEF-eket nilusvords festékkel festettiik
(20 pg/ml, 5 perc), majd a sejteket mostuk, tripszineztik és aramiasi
citometriai vizsgalatnak vetettuk ala. A hidroetidin festéssel a sejtek

szuperoxid termelését vizsgaltuk.

SDS-PAGE, Western blot - A sejteket, vagy szoveteket lizis pufferben (50
mM Tris, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1% NP40, 5 mM NAM, 1 mM Na-
butirat, proteaz inhibitor koktél (Sigma, 100x higitas) pH 7,4) feltartuk, majd
a fehériegket SDS-PAGE eljarassal elvalasztottuk és nitrocelluloz
membranra blotoltuk, elsédleges és masodlagos antitesttel kezeltuk, majd
ECL technikaval el6hivtuk.

Immunprecipitacio — A sejteket lizispufferben feltartuk, majd a lizatumokbal
immunprecipitaltuk anti-PGC1a, anti-FOXO1, anti-tubulin és anti-Ndufa9
antitesttel. A precipitatumot két részre osztottuk, SDS-PAGE-et és Western
blotot hajtottunk végre, az egyik membrant anti-acetil-lizin antitesttel, mig a
masikat az immunprecipitaciohoz hasznalt antitesttel hivtuk el6 (az

immunprecipitalt fehérjére normalizalashoz).

Sejtmag izolalas izomrostokbdl — A preparalast Edelman és mtsai (Edelman

és mtsai, 1965)szerint végeztik el.

RT-gPCR és gPCR - Sejtekbdl és szdvetekbdl teljes RNS-t Trizol
reagenssel tisztitottunk, majd 2 uyg RNS-t reverz transzkripciéval irtunk at
cDNS-sé. A specifikus cDNS-ek mennyiségét higitas utan kvantitativ PCR-
ral (QPCR) hataroztuk meg. Sejtekbdl és szdvetekbdl teljes DNS-t (genomi
és mitokondrialis DNS-t is tartalmazo preparatum) proteinaz K emésztést

kovet6 fenol-kloroformos extrakcioval tisztitottuk és gPCR-ral vizsgaltuk.
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Kromatin immunprecipitacié - A kromatin fixalasa és feltérdelése utan a
kromatin egyes részeit antitestekkel gyQjtottuk ossze. Minden mintabol
vettink a teljes kromatin tartalmazoé un. ,input’-ot. A PARP-2 kotédésének
kimutatasara PARP-2 specifikus antitestet, a PPARy koétédésének
kimutatasara PPARy specifikus antitestet hasznaltunk, mig a nem
specifikus kotédés meghatarozasara egy nem specifikus antitestet (MMP9-
re/MRE11-re/TNF-R1-re specifikus antitestet) és egy antitestet nem
tartalmazé mintat alkalmaztunk. Az 0sszegydjtott kromatin darabokat
specifikus primerparokkal qPCR reakcidkkal vizsgaltuk. Az egyes

antitestekkel kapott c, értékeket a input (total) értékekre normalizaltuk.

PARP aktivitas meghatarozasa - A PARP aktivitas jellemzésére tobb
modszert hasznaltunk. Egyrészt Western blot vagy immunhisztokémiai
technikaval mutattuk ki a PAR szinteket sejtekbdl, illetve szovetekbdl.
Masrészt tricialt NAD" beépilését hataroztuk meg és ezzel jellemeztik a
PARP aktivitast. A modszer Iényege, hogy a stimulalt sejteket egy digitonint
és °H-NAD*-ot tartalmazé oldatba helyezziik tiz percre, majd TCA-val
kicsapjuk a fehérjéket és a hozzakapcsolodd PAR polimereket. A be nem
épllt *H-NAD*-ot elmostuk, majd a csapadékot feloldva a beépiilt °H

radioaktivitast szcintillacios szamlaloval meghataroztuk.

Sejtek oxigénfogyasztasanak meghatarozasa - A sejtek oxigénfogyasztasat
a Seahorse Biosciences XF24, vagy XF96 készllékével (Seahrose

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

NAD® meghatarozas - A NAD" meghatarozasara vagy kolorimetrias
eljarast, vagy tomegspektrometriai (MS) moddszert hasznaltunk.

Sejtfrakcionalast végeztiink a NAD" sejten beliili eloszlasanak vizsgalatara.
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Egyéb biokémiai eljarasok

A szabad zsirsav és a triglicerid szintek meghatarozasara kolorimetrias
kiteket hasznaltunk. Az inzulintartalmat ELISA mddszerrel mértik
(Mercodia, Uppsala, Svédorszag). A szabadgydk termel6dés jellemzésére
malondialdehid-assayt hasznaltuk. A maj lipid tartalmanak
meghatarozasara Floch-extrakcidét végeztink, majd a lipideket biokémiai

modszerekkel, vagy sulyméréssel hataroztuk meg.

3.4 Szekvencia 6sszehasonlitas
Tdbb gerinces faj SIRT1 promoéterének a szekvenciajat a Pubmed-rél
gyljtottik ossze. Az els6é 300 bp-os szakaszt (1 - "300) a ClustalW

algoritmus segitségével hasonlitottuk 0ssze.

3.5 Mikroszkoépia
Hematoxilin-eozin (HE) festés — HE festést 7 um formalin fixalt

metszeteken végeztuk.

Immunhisztokémia — Az immunhisztokémiai protokollt 7 pm formalin fixalt
metszeteken anti-F4/80 antitest (Serotec, Raleigh, NC, USA, 1:100, DAB
el6hivas), anti-PAR (1:500, DAB el6hivas), simaizom aktin (SMA,
Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK, 1:300, DAB), illetve inzulin DAKO
primer antitestek felhasznalasaval végeztuk el. Az inzulinra festett
metszeteket lefotoztunk és a szigetszervek méretét Image J szoftverrel

megmertuk.
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Oil Red-O festés (ORO) — 1% ORO-val festettink formalin fixalt sejteket,
majd PBS-sel kimostunk a tobblet festéket.

TUNEL assay — A DNS toréseket terminalis deoxiribonukleotidil transzferaz
enzim segitségeével digoxigenin kapcsolt dUTP-vel jeloltuk, amit digoxigenin

antitesttel mutattunk ki.

Szukcinat dehidrogendz (SDH) festés — A lassu rostok kimutatdsara

hasznalt szovetkémiai modszer.

Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM) — A vizsgalatok glutaraldehid

fixalt preparatumokon torténtek az ICS-ben (Strasbourg, Franciaorszag).

3.6 Statisztikai feldolgozas
Két csoport Osszehasonlitasara parositatlan  kétszéli  t-tesztet
alkalmaztunk. Tobb csoport 6sszehasonlitasara Anova tesztet hasznaltuk,

ahol a szignifikanciat post-hoc tesztekkel szamitottuk ki.
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4. Eredmények
4.1. Hogyan befolyasolja a PARP-1 enzim a metabolikus szervek,
szovetek miikodését?

+/+

A PARP-1" egerek testsulygyarapodasa a PARP-1"* allatokhoz képest
lassuibb volt, ami mégott metabolikus eltéréseket gyanitottunk. A PARP-1"
egerek tapanyagfogyasztasa magasabb volt, mint vad tipusu tarsaiké,
azonban a boncolas a zsirszovet csokkent mennyiségét mutatta ki, ami az
energiaegyensuly zavarara utalt. Indirekt kalorimetriaval kimutattuk, hogy a
PARP-1" allatok tobb oxigént fogyasztanak az aktiv periédusokban a
PARP-1""" egerekhez képest, illetve az RQ értékilk magasabb, mint vad
tipusu tarsaiké, ami egyutt a biolégiai oxidacio és a glukoz felhasznalas
megemelkedésére utalt. A PARP-1"* és PARP-1" egerek gliikéz
toleranciaja javult.

Az inzulinérzékenységet hiperinzulinémias-euglikémias clamp-ben
vizsgalatuk, ahol az euglikémiahoz szikséges glukoz infuzid sebessége
kisebb volt a PARP-1" egerekben. Amikor az allatokat 60%-0s
hiperkalorikus magas zsirtartalmu diétat (HFD-t) kaptak a PARP-1"" egerek
kisebb mértékben hiztak el és a glukéz toleranciajuk, illetve inzulin
szenzitivitasuk is kevésbé karosodott a HFD soran, mint a PARP-1*"
egereknek. Ezen kivil a PARP-1" egerekben a HFD diéta végén
alacsonyabb volt a szérum szabad zsirsav szint. Mindezek a valtozasok
kothetbek a mitokondrialis aktivitas novekedéséhez is, ezért két fontos, az
energia leadasban szerepet jatszé szervben (izom és BAT) megvizsgaltuk
a mitokondrialis aktivitas paramétereit.

A PARP-1" egerekben a BAT élénkpiros szine és tdmegének
novekedése utalt a mitokondridlis aktivitas emelkedésére, amelyet

elektronmikroszkopos eljarassal és a mitokondrialis DNS mennyiségének,
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illetve a mitokondrialis funkciohoz kapcsolodé gének és fehérjék
expressziojanak meghatarozasaval erdsitettink meg. A harantcsikolt
izomban (m. gastrocnemiusban) szukcinat dehidrogenaz hisztokémiai
eljarassal, illetve a mitokondrialis funkcidhoz kapcsolodd gének és fehérjék
expressziojanak meghatarozasaval mutattuk ki a mitokondrialis aktivitas
novekedéseére.

A SIRT1 kiemelten fontos a mitokondrialis aktivitas szabalyzasaban,
illetve a SIRT1 és a PARP-1 kozotti kapcsolatot mar tobb szerzd is
valészinlsitette ezért megvizsgaltuk, hogy a PARP-1" egerekben
magasabb-e a SIRT1 aktivitAs a BAT-ban és a harantcsikolt izomban.
Mindkét szervben a PARP-1 delécidoja csOkkentette a PARP aktivitast,
megndvelte a NAD" szintet és megemelte a SIRT1 aktivitasat, amit a
PGC1a és a FOXO1 deacetilacioja jelzett. Emellett a SIRT1 fehérje
mennyiségének jelentés novekedését is tapasztaltuk. Ezekbdl a
megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a PARP-1 delécidja a NAD"
szint megnovelésén keresztul a SIRT1 aktivitasat és/vagy expressziojat
indukalja.

A jelenség vizsgalatat sejtes modelleken folytattuk. HEK293T sejtekben
shRNS segitségével depletaltuk a PARP-1-et, ami a NAD" szint és a SIRT1
aktivitdas emelkedésével jart hasonldan az egerekben tapasztalt
valtozasokhoz. Bar a SIRT1 mennyisége in vivo novekedett a PARP-1
deplécioja kapcsan, a HEK293T sejtekben nem tapasztaltunk kulonbseget.
Ez arra utal, hogy valdsziniileg a NAD" szint emelkedése az elsédleges oka
a SIRT1 aktivitas novekedésének. A mitokondrialis funkcié markereit
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a PARP-1 depléci6 hatasara a
mitokondrialis DNS mennyisége, egyes mitokondrialis gének expresszidja,

illetve a sejtek oxigénfogyasztasa megné. Ha a SIRT1-et is depletaltuk,
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akkor az el6bbi fiziologias paraméterek valtozasa elmaradt. Ez arra utal,
hogy a PARP-1 delécioja altal kivaltott mitokondrialis biogenezis
indukciéban kdézponti szerepe van a SIRT1 aktivitas emelkedésének.
Hasonlé valtozasokat tapasztaltunk primer PARP-17 MEF sejtekben.

Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy a PARP-1 deplécidéja NAD"
szint emelkedéséhez és a SIRT1 indukcidjahoz vezet. Logikusan adddik a
kérdés, hogy PARP inhibitor adasa hasonld fenotipust alakit-e ki, mint a
PARP-1 delécioja. A jelenség vizsgalatara izomrostokka differencialt
C2C12 mioblasztokat kezeltink 1 yM PJ34 PARP inhibitorral. A PJ34
gatolta a PARP-1 aktivitast, ezzel parhuzamosan idé- és dozisfiggd mddon
a NAD" szint emelkedését okozta, illetve aktivalta a SIRT1 enzimet, azaz
hasonléan m(kodott, mint a PARP-1 genetikai inaktivalasa. A SIRT1
delécidja, vagy csendesitése felflUggesztette a PJ34 hatasat. A PJ34 a
SIRT1 aktivacion keresztul tehat a mitokondrialis biogenezis indukciojahoz
vezet, amit a mitokondridlis gének expresszidjanak és a sejtek
oxigénfogyasztasanak emelkedése jellemzett. Alatamasztja
eredményeinket, hogy SIRT1 knockout MEF-ekben a PJ34 nem képes
kivaltani a mitokondrialis biogenezis indukcidjat.

C57/Bl6d him egereket kezeltunk PJ34-gyel (10 mg/kg BID 5 napig),
majd a m. gastrocnemiusban megvizsgaltuk, hogy a PARP gatlas hatasat.
A PJ34 kezelés hatékonyan gatolta a PARP aktivitast, ami a NAD" szint és
a SIRT1 aktivitds ndvekedésével jart egyutt. A PJ34 kezelt allatokban a
szeérum triglicerid és szabad zsirsav szintje lecsokkent. Ezek a valtozasok
egyutt jartak a m. gastrocnemius expresszidés mintazatanak a valtozasaval,
ami az izmokban a PJ34 kezelés hatasara megnovekvé mitokondrialis

biogenezisre utal.
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Meghataroztuk a  PARP  aktivitast C57/BI6J egerek  m.
gastrocnemiusaban 24 oOras é€hezés, illetve 12 hetes HFD diéta
(hiperkalorikus, 60% zsirtartalom) utan. Az éhezés hatdsara a PARP
aktivitas lecsokkent, mig a kalorikus terhelés hatasara a PARP aktivitas és
a PARP-1 szintje megnd, vagyis ugy tinik a PARP-1 valamilyen mddon
képes reagalni a tapanyag ellatottsagra is. Tovabba kimutattuk, hogy a
PARP-1 delécidja sem a SIRT2, sem a SIRT3 aktivitasat nem valtoztatja

meg.

4.2. Hogyan befolyasolja a PARP-2 enzim a metabolikus szervek,
szovetek miikodését?

A PARP-2 enzim, szerkezetében és tobb funkciéjaban hasonlit a PARP-
1-re, ezért hasonl6 metabolikus fenotipizalast végeztink el a PARP-2
torzsén is. A PARP-2" egerek alacsonyabb teststlydak vad tipusu
tarsaiknal azonos taplalékfelvétel és kisebb meértékii spontan mozgas
ellenére. A PARP-2" egerek oxigénfogyasztasa nem volt szignifikansan
magasabb, mint a PARP-2"" allatoké, bar tendencidjaban novekedést
mutatott. A sotét (aktiv) periodusban a PARP-27 allatok RQ értéke a vad
tipusu egerekhez képest csokkent, ami emelkedett zsirsav oxidaciora utalt.

A kisebb testsuly egyik kézenfekvé oka lehet, hogy csOkken a
szervezetben a tarolt zsir mennyisége. A vizsgalt depok kisebbek voltak a
PARP-2"" egerekben, s6t a modellként kivalasztott epididimalis
zsirszOvetben a zsirsejtek meérete is kisebb volt, ami az adipocitak
diszfunkcidjara utalhat. A PPARYy izoformak és a PPARy altal vezérelt
gének expresszidjat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a PPARYy izoformak
expresszidja nem valtozott, azonban a PPARYy fliggd gének expresszidja

jelentdsen lecsokkent. Azon kisérleteinkben, ahol PARP-2"* és PARP-2"
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MEF-eket differencialtattunk zsirsejtekké és azt tapasztaltuk, hogy a PARP-
2 hianyaban a differenciacié mértéke lecsdkken, mint azt az Oil-Red O
festés, a FACS mérés, a lipid tartalom, vagy PPARy flggé gének
expressziojanak meghatarozasa mutatja.

Eredményinek a PPARy rendszer csokkent mikodésére utaltak.
Riporter assay-ket végeztunk PPAR-specifikus riporter konstrukttal PARP-
2-t depletalt HEK293T sejtekben. A PARP-2 deplécidé drasztikusan
csOkkentette a PPARYy specifikus alap- és ligand-aktivalt transzaktivaciot. A
PARP-2 overexpresszioja megemeli a PPARy alapaktivitasat, azonban a
maximalis aktivitdst nem befolyasolja. Erdekes médon a PPARa és a
PAPRB/® fluggd transzaktivaciot a PARP-2 a PPARy-hoz képest
ellentétesen, mig nem befolyasolta az dsztrogén receptor-p-t (ERB). A
riporter assay-k eredményei arra utalnak, hogy a PARP-2 a PPARy
transzkripcids rendszer tagja és valoszinldleg kozvetlenil a DNS-hez
kapcsolédik  kdozel a  PPARy-RXR  dimerhez, amit kromatin
immunprecipitacids kisérletekkel igazoltunk.

A kisebb testsuly addédhat még a szervezet energia leadasanak a
megemelkedésébdl is, ennek megfeleléen megvizsgaltuk az energia
leadasban szerepet jatszé szerveket, mint a BAT, a harantcsikolt izom és a
maj. Bar a PARP-1 knockout egerekben, illetve a PARP inhibitor kezelés
hatasara a BAT aktivitasa megemelkedik, azonban a PARP-2 — annak
ellenére, hogy delécidja a SIRT1 fehérje mennyiségének ndvekedéséhez
vezet — ugy tlnik, nem befolyasolja a BAT mikodését.

Jellegzetes energia leadasra alkalmas szOvet a harantcsikolt izom,

+/+

amely vizsgalatara PARP-2"* és PARP-2" egerek m. gastrocnemius izmat,
illetve PARP-2 csendesitett (shPARP-2) és kontroll (scPARP-2) C2C12

sejteket hasznaltunk. A PARP-2 deplécidéja a harantcsikolt izmokban az
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izotipusvaltas jeleit mutatja, megjelennek az I. tipusu, mitokondriumokban
gazdag, lassu rostok, amit a génexpresszid atrendezdédése, az mtDNS
mennyiségének novekedése, az elektronmikroszopos és az SDH
hisztokémiai vizsgalatok jeleznek. Ezt megerdsiti, hogy az egerek
kifaradasig tartd futtatdsa (forced running) sordn a PARP-2"" egerek
hosszabb tavot tesznek meg, mint vad tipusu tarsaik.

A PARP-2 delécidja nem valtoztatja meg jelentésen az izomrostok 0ssz-
PARP aktivitasat, a NAD" szint, a SIRT1 expresszio és a SIRT1 aktivitas
fokozédik. Ez arra utal, hogy a PARP-2 delécidja, a PARP-1 deléciotdl
eltér6 moédon képes a SIRT1 aktivalasara. Elvégeztik az elébbiekben
részletezett méréseket PARP-2 csendesitett C2C12 sejtekben is. Ebben a
modellben a PARP-2 deplécidja nem vezetett sem a PARP aktivitas, sem a
NAD" szint névekedéséhez. Az egerekben tapasztaltakhoz hasonloan a
PARP-2 deplécidja a SIRT1 mRNS és fehérjeszint és a SIRT1 aktivitas
novekedéséhez vezetett, ami arra utalt, hogy a PARP-2 valdszinlleg a
SIRT1 expressziot szabalyozza.

Riporter kisérletekben kimutattuk, hogy a PARP-2 deplécidja indukalja a
SIRT1 promoterét. A legrovidebb konstrukt (“1-91 régiét tartalmazo) a
hosszabbakkal azonos mddon valaszol, ami arra utal, hogy ehhez a
régiohoz kotédik a PARP-2. Ezzel a feltételezéssel 6sszhangban kromatin
immunprecipitacioval kimutattuk, hogy a PARP-2 valdban fizikailag kotédik
elérhetd SIRT1 promoter szekvenciakat azt tapasztaltuk, hogy a SIRT1
promoéter transzkripciés origbhoz kozel es6é része nagymértékben
konzervalt az eml6sok kozott.

A majban is megvizsgaltuk indukalédik-e a mitokondrialis biogenezis.

Elektronmikroszkopos vizsgalattal és a mitokondrialis DNS mennyiségének
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meghatarozasaval kimutattuk, hogy a mitokondridlis aktivitas megné a
PARP-2" egerekben. A majban is azt tapasztaltuk, hogy a SIRT1
fehérjemennyisége és ennek megfeleléen a SIRT1 aktivitasa is fokozodik.
A PARP-2" egerek majaban alacsonyabb tarolt triglicerid szintet talaltunk,
ami megemelkedd energia leadasra utal, amit alatamaszt, hogy a majban
megnétt az oxidativ metabolizmusra jellemzé gének expresszidja. Ugy tiinik
tenat, hogy a PARP-2 delécidja kovetkeztében fellepd energialeadas
célszerve a harantcsikolt izom és a ma;.

A PARP-2 delécidja a metabolikus profil javulasahoz vezetett, amibdl
adodott a kérdés, hogy a metabolikus kihivasokra, mint pl. a magas
zsirtartalmu diéta, adott valaszt milyen mértékben befolyasolja a PARP-2
hianya. Az allatokat magas zsirtartalmu diétaval (HFD, 60% hiperkalorikus
diéta) etettiik kilenc héten at. A PARP-2" allatok testtdmege vad tipusu
tarsaikhoz képest kevésbé nétt a kezelés soran, ami a fehérzsir depdk
aranyosan kisebb méretével magyarazhatd. A fehér zsir depok kisebb
mérete azonban nem vezetett a majban fokozott lipid lerakodashoz, ami a
magasabb energia leadasra vezethetd vissza. Ezzel parhuzamosan a
harantcsikolt izomban tobb, az energia leadashoz vezetd gén expresszidja
magasabb volt, mint a vad tipusu allatokban, ami azt valészindsiti, hogy ez
a szovet — nagy tomege miatt - elsédleges szerepet jatszik a szervezet
energia leadasban. Ezzel parhuzamosan javult az allatok inzulin
szenzitivitasa, ami szintén a metabolizmus oxidativ iranyba toloédasaval
magyarazhato.

Bar a PARP-2" egerek inzulinérzékenysége javulé tendenciat mutatott,
a glukéz érzékenység azonban meglepé mddon romlott, ami a glukoz-
indukalt inzulin felszabadulas zavarara volt visszavezethet6. Bar a

PARP-2" egerek pankredszaban normal (chow) tapon nem tapasztaltunk
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valtozast, HFD adasa esetében a PARP-2" egerek béta-sejtiei nem voltak
képesek hiperplaziaval kompenzalni az emelkedd inzulin iranti igényt.
Vagyis a PARP-2" egerek szigetszerve HFD adasa esetén nem nétt meg,
amire a pankreasz sulyanak valtozasabdl, szovettani és biokémiai
vizsgalatokbol kovetkeztettink. Fontos megjegyezni, hogy a PARP-1
egerekben a pankreatikus-duodenalis homeobox-1 (PDX1) csoOkkent
expressziojat tapasztaltuk. A PDX1 megfelel6 mikodése elengedhetetlen a
béta-sejt proliferaciohoz. A PARP-2"" egerek pancreasaban a SIRT1 mRNS
mennyisége és fehérje expresszidja magasabb volt. A SIRT1 deacetilalja
és aktivalja a FOXO1 enzimet, ami a PDX1 expresszio csokkenéséhez és a
hiperplasztikus valasz elmaradasahoz vezet, ami esetlunkben is lehetséges
magyarazat.

A PARP-1 knockout egereken végzett kisérletsorozathoz hasonléan
megvizsgaltuk a SIRT2 és SIRT3 aktivitasanak valtozasat a PARP-2
delécidja esetén is. Sem a harantcsikolt izomban, sem a majban nem
valtozott a SIRT2 és SIRT3 célfehériék acetilaltsaga. Itt szeretném

kiemelni, hogy az alkalmazott metabolikus modellekben nem tapasztaltuk a

ey

4.3 Képes védelmet nyujtani a PARP-2 delécidja oxidativ karosodas
ellen?

A mitokondrialis funkcié karosodasa gyakori kisérdjelensége az oxidativ
stresszel jellemezhetd betegségeknek, ezért a mitokondridlis funkcio
javitasa ilyen esetekben el6segiti a tulélést. A PARP-2 delécidja a SIRT1
expresszio és aktivitas indukcidjan keresztul a mitokondrialis biogenezis

indukciojahoz vezet — vagyis a PARP-2 delécioja védelmet nyujthat az

24



dc_792 13

oxidativ stressz-indukalt sejtelhalas ellen. Ezt az elméletet akut doxorubicin
(DOX)-indukalt vaszkularis karosodas modellben probaltuk ki.

PARP-2""* és PARP-2" egereket kezeltiink 25 mg/kg DOX-szal, vagy
vehikulummal (fiziolégias sooldat) és a kezelés utan két nappal
megvizsgaltuk az aortak kontraktilitdsat norepinefrin, szerotonin és KCI
hatasara. Bar a vehikulum kezelt PARP-2** és PARP-2" egerek ereinek
kontraktilitasa kozott nem talaltunk kulonbséget, a DOX kezelés mindharom
vazokonstriktor anyag hatasat rontotta, ami ellen a PARP-2" egerek
részleges védelmet élveztek, ami a simaizom sejtek érintettségeére utal. Ezt
ellenérzendd simaizom aktinra (SMA) specifikus antitesttel megfestettik az
allatok aortajat és azt tapasztaltuk, hogy a simaizom marker jele lecsokken
a PARP-2""" egerek aortajaban, ami az el6z6 eredményekkel dsszhangban
a simaizom sejtek pusztulasara utal két napos DOX kezelés utan, amit a
PARP-2 hianya részlegesen kived.

A DOX altal termelt gyokok DNS toréseket hoznak létre, ami PARP
aktivacidhoz vezet és a sejtek NAD" és ATP készletét elhasznalva sejthalalt
indukal. A PARP-1 delécioja vagy a PARP gatlas a NAD" és ATP készlet
elhasznalasat akadalyozza meg. Megvizsgaltuk, hogy a PARP-2 delécié
esetében is hasonldé modon jon-e létre védelem. Tovabbi kisérleteinket
PARP-2""* és PARP-2" egereken, illetve scPARP-2 és shPARP-2 MOVAS
(egér aorta simaizom) sejteken végeztuk el. Mint vartuk, aortakban, és
MOVAS sejtekben a DOX kezelés gyoktermelést okozott, ami DNS
torésekhez, PARP aktivacidhoz és a NAD" szint radikdlis csokkenéséhez
vezetett, azonban a PARP-2 hianya nem okozott jelent6s kilonbséget egyik

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

ey
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Alternativ lehetéségként megvizsgaltuk a SIRT1 expresszidt és az azt
kovetd eseményeket. Aortaban és MOVAS sejtekben a PARP-2 delécidja a
SIRT1 mennyiségének ndvekedését eredményezte a SIRT1 promoter
aktivitasanak novelésén kersztil. A SIRT1 expresszid emelkedése az
aortaban megnovelte a mitokondridlis DNS mennyiségét és tobb, a
mitokondrialis oxidacibhoz szikséges gén expresszidjat, ami a
mitokondrialis funkcio javulasat jelzi. A sejtes modellben is a mitokondrialis

funkcié javulasat tapasztaltuk DOX kezelés utan.

5. Megbeszélés és perspektivak
51. A PARP-1 és PARP-2 metabolikus szerepének molekularis
mechanizmusa

Munkam soran a PARP-1 és PARP-2 enzimek metabolikus szerepét
vizsgaltuk. Ertekezésemben bemutatott egér és sejtes modellekben a
PARP-1 delécioja, vagy PARP gatloszer adasa esetében a NAD" szint
emelkedését tapasztaltuk. Erre a legelfogadhatobb magyarazatnak az
tinik, hogy a PARP-1 aktivitas (még stimulalatlan allapotban is!) jelentés
mértékben hasznalja a sejtek NAD" készletét ezért a PARP-1 gatlasa
jelentés NAD™ megtakaritassal jar. A PARP-1 affinitasa a NAD" irant magas
(Km = 20-60 uM), ami majd egy nagysagrenddel alacsonyabb a sejtek
nyugalmi NAD® koncentraciojanal (200-500 pM) (Houtkooper és mtsai,
2010). Ez arra utal, hogy a NAD" szint fizioldgias fluktuacioja, s6t a PARP-1
aktivacio altal el6idézett NAD® szint csokkenés sem képes jelentSs
mértékben csdkkenteni a PARP-1 aktivitasat. A PARP-1 felel6s a sejtek,
szOvetek 6ssz-PARP aktivitasanak 85-90%-ért (Schreiber és mtsai, 2002),
amit kisérleteink is igazoltak, ezért érthet6, hogy a PARP gatldészerek

alkalmazasa a PARP-1 deléciora jellemz6 fenotipust alakit ki. A
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megemelkedé NAD" szint aktivalja a SIRT1-et, mivel a SIRT1 érzékeny a
NAD" szint valtozasaira: Km értéke (150-200 pyM) kozel all a nyugalmi
NAD" koncentraciéhoz, azaz a NAD" szint fluktuacidja befolyasolhatja a
SIRT1 aktivitasat is (Houtkooper és mtsai, 2010). Ez arra is utal, hogy a
PARP-1 és a SIRT1 kozott a molekularis kapocs a NAD™ koncentracio
valtozasa. A nagyobb affinitasu és hatékonyabb PARP-1 enzimmel
versenyzik a kisebb affinitasu SIRT1 a k6zos szubsztratért.

Ha megvizsgaljuk, hogy a SIRT1 reciprok modon képes-e befolyasolni a
PARP-1 mlkddését, azt tapasztaljuk, hogy a SIRT1 - az el6bbiekben
emlitett kinetikai jellemzd6i miatt - nem képes hatékonyan gatolni a PARP-1
aktivitasat a NAD" szintek befolyasolasaval. Kimutattak azonban, hogy a
SIRT1 aktivacié valdéban gatolla a PARP-1 aktivitast a PARP-1
deacetiladlasaval (Rajamohan és mtsai, 2009). Belathato, hogy a SIRT1 és a
PARP-1 kolcsondsen szabalyozza egymas mikodését. Fontos kiemelni,
hogy a fiziologias/patofiziolégias hatasok, amelyeket a PARP-1
aktivaciohoz kothetéek javarészt atfednek a SIRT1 gatlasahoz, vagy
hianyahoz kothetd fizioldgias/patofizioldgias folyamatokkal, ami arra utal,
hogy a két enzim aktivitdsa kozti ,egyensuly” megbomlasa tébb betegség
kialakulasaban is szerepet jatszhat.

A PARP-2 a PARP-1-hez hasonléan NAD'-fliggé enzim, azonban
PARP-2 kinetikai jellemzdi inkabb hasonlitanak a SIRT1-re: NAD-ra
vonatkoztatott Kmparp.1 > KMparp2 ~ Kmgrr1 (Houtkooper és mtsai, 2010),
ezért valoszin(tlen, hogy PARP-2 aktivacio megfelelé mértékben csdkkenti
a NAD" szubsztratot a SIRT1 eldl. Minden alkalmazott modellben a PARP-2
delécidja esetén a SIRT1 expresszid novekedését tapasztaltuk és
kimutattuk, hogy a PARP-2 a SIRT1 promoter represszora. A PAPR-2
hianyaban a SIRT1 prométer aktivalodik és a SIRT1 fehérje
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mennyiségének novekedése vezet a SIRT1 aktivitas indukciéjahoz. A
PARP-2 jelenlétét és transzkripcios aktivitasat modulalé hatasok egyelore
nem ismertek, azonban feltételezhet6, hogy a kdrnyezet redox allapotat
kozvetiti. A SIRT1 expresszidja, illetve a egyes SNP-k a SIRT1 génben
Osszefliggést mutatnak az energialeadas, az inzulin szenzitivitas, az inzulin
szekrécio és az elhizasra valé hajlam mértékével emberben (Canto és
Auwerx, 2012), vagyis a SIRT1 promoterének aktivitasa ugy tinik fontos
faktora a metabolikus adaptacionak, amiben a promotert szabalyzo
transzkripcios faktoroknak kozponti szerepe lehet.

A PARP-2 mas metabolikus transzkripciés faktorok mikodésébe is
beavatkozik, a fehér zsirszovetben a PARP-2 hianyaban az RXR-PPARy
dimer diszfunkcidjat tapasztaltuk, ami lipodisztréfidhoz vezetett. Ugy tlnik,
hogy a PARP-2 az RXR-PPARYy pozitiv kofaktora, a PARP-2 jelenléte
szukséges mind a PPARYy alapaktivitasahoz és ligandfuggd aktivacidjahoz.
A rendelkezése allé6 eredmények azt valoszindsitik, hogy a PARP-2 allando
kofaktora a RXR-PPARYy dimer kornyezetében kialakulo
fehérjekomplexnek, amelyben szerep lehet egy nagymértékben konzervalt
magreceptor aktivacidos motivumnak (LIQLL szekvencia) az E doménben.
Bar a PARP-2 nem minden magreceptorral képes kdlcsonhatasba Iépni (pl.
az ERPB receptor aktivitasat nem befolyasolja a PARP-2 expresszid
valtozasa, mig a PPAR-ok vagy az ERa aktivitasat igen), varhatéan mas
magreceptorok mikodeését is mdédosithatja a PARP-2, ennek megismerése,
azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Milyen molekularis mechanizmuson keresztul aktivalja az RXR-PPARy
dimert a PARP-2? A kromatin immunprecipitacios kisérletek arra utalnak,
hogy a PARP-2 transzkripcios események soran a DNS-hez kotédik,

melyek kozott tobb abnormalis szerkezet is talalhatd, mint a DNS kétszalu
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torése (Kutuzov és mtsai, 2013). A PARP-2 altal kozvetitett represszio
molekularis mechanizmusa valamivel jobban tisztazott, mint az aktivacio
mechanizmusa. A PARP-2 a kormatin szerkezet zartabba valasat, a
heterokromatin megjelenését seqiti el6 (Quenet és mtsai, 2008). A PARP-2
az altala represszalt prométereken az HDACS5 és HDAC7 hiszton-
deacetilazok, illetve a G9a hiszton metiltranszferaz akkumulaciojan
keresztul alakit ki represszalt kromatint, ami fuggetlen a PARP-2
enzimatikus aktivitasatol (Liang és mtsai, 2013). Masok és sajat
megfigyeléseink arra utalnak, hogy a PARP-2 hianyaban nagyfoku
geénexpresszios atrendezddés jatszodik le, ami arra utal, hogy a PARP-2-rél
a PARP-1-hez hasonld, szertedgazoé transzkripcids tulajdonsagokat fognak

leirni a jov6ben.

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

A PARP-1 vagy a PARP-2 deplécidja a harantcsikolt izomban izotipus
valtast okozott, az I. tipus (lassu), oxidativ rostok aranya megnétt a SIRT1
aktivacio kovetkeztében. Ezek a valtozasok hasonléak a SIRT1
farmakologiai aktivalasahoz. Itt kell, hogy ramutassak, egyedul a
harantcsikolt izomban azonos a két enzim delécidja altal kialakitott
fenotipus.

A BAT-ban a PARP-1 delécioja — a SIRT1 farmakolégiai szerekkel
torténd aktivacidéjahoz hasonléan — megemelte a mitokondrialis biogenezist.
A BAT-ra jellemz6 magas mitokondrialis aktivitas jelentdés szabadgyok
képzbdéssel jar, ami magas PARP aktivitast feltételez ebben a szévetben.
igy nem meglepd, hogy a PARP-1 gatlasa jelentés NAD® koncentracié
emelkedéssel jar, ami a SIRT1 aktivacidjahoz vezet. Erdekes médon a

PARP-2 delécidja nem fokozza a mitokondrialis biogenezist a BAT-ban, ami
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arra utal, hogy tovabbi szovetspecifikus transzkripcios faktorok
szabalyozzak a SIRT1 expresszidjat.

A majban a PARP-2 delécidja a mitokondrialis biogenezis indukciéjahoz
vezetett és védett a lipid felhalmozddas ellen mind normal, mind HFD
diétan. A PARP-1 delécidja ezzel szemben nem okoz SIRT1 aktivaciot a
majban, s6t PARP-1 knockout egerekben hepatosteatosis 1ép fel kalorikus
terhelés esetén (Erener és mtsai, 2012) valdszinlleg azért, mert a nem
mechanizmus. Ennek az oka feltételezhetéen az, hogy a PARP-1
expresszio igen alacsony a majban, vagyis kisebb NAD" koncentracié és
elhanyagolhaté SIRT1 aktivitds valtozasok varhatéak, mint mas
szervekben.

A PARP-2 delécioja a fehér zsirszovet csokkent mikodéséhez vezet az
RXR-PPARy dimer funkcidjanak a redukcioja miatt. Ugyanakkor ez nem
vezet a szérum TG és FFA szint emelkedéséhez valdszinlleg a
harantcsikolt izomban torténdé lipid oxidacio mértékének novekedése miatt.
Sajat eredményeink arra utalnak, hogy kalorikus terhelés esetén a
PARP-1"" egerekben kevesebb zsir halmozadik fel.

A pankreasz béta-sejtjei esetében a PARP-1 hidanya véd az oxidativ
stresszel jellemezhetd allapotokban bekovetkezd béta-sejt pusztulas ellen
(Burkart és mtsai, 1999), mint a streptozotocin indukalt diabétesz vagy a
részleges pankreasz eltavolitas, amit sajat eredményeink is megerositettek.
A PARP-2 delécidja azonban csokkentette a béta-sejtek proliferativ
kapacitasat, ezért elmaradt a HFD altal indukalt kompenzatorikus béta-sejt
hiperplazia, ami a pankreasz csokkent endokrin funkcidjahoz vezetett. A
tapasztalt hatasokat a SIRT1 expresszio emelkedését kovetdé FOXO1

aktivalasnak és a kovetkezményes PDX1 expresszid csOkkenésnek
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tulajdonitjuk. Mindenképpen varatlan a pankreasz hipofunkcié a PARP-2"
egerekben, mivel a SIRT1 overexpresszid6 a mitokondridlis funkcié
javulasan keresztll a pankreaszban az inzulin szekréciot fokozza (Bordone
és mtsai, 2006, Moynihan és mtsai, 2005). Magyarazat lehet az
ellentmondasra, hogy a két hatas eredbje (PDX1 gatlas és a mitokondrialis
biogenezis indukcidja) szabja meg a béta-sejtek viselkedését, amelyek
eltér6 aranyban vannak jelen a két modellben. A PARP-2 deléciojat kovet6
kismértéki SIRT1 overexpresszid kovetkeztében fellépé FOXO1
deacetilacio (és kdvetkezményes PDX1 gatlas) tulsulya miatt a proliferacio
gatlas valik dominanssa. Ezzel szemben nagymértéki  SIRT1
overexpresszio esetén (a két megjeldlt tanulmanyban az expresszié ~30-
szoros novekedését tapasztaltak) kifejezettebbé valik a mitokondrialis
funkcio javulasa. Természetesen nem zarhato ki, hogy ismeretlen, PARP-2
specifikus utvonalak jatszanak szerepet a két egymastd eltéré hatas

kialakitasaban.

5.3. A farmakolégiai PARP gatlas kovetkezményei

A rovid tavu PARP inhibitor kezelés elébnyos metabolikus valtozasokat
okozott, ami felveti a PARP inhibitorok ilyen iranyu alkalmazhatésagat,
azonban kérdésként vetddik fel, hogy milyen mértékben okozunk ezzel
genomi instabilitast. Széles korben elfogadott tény, hogy a PARP-1 és a
PARP-2 aktivitdsa szikséges a hatékony DNS hibajavitdshoz stressz
esetén, azonban ugy tdnik, hogy a kulsé stresszhatas nélkul a hatékony
DNS hibajavitashoz nem szikséges a két enzim mikddése (De Vos és
mtsai, 2012). Az altalunk alkalmazott modellekben nem tapasztaltunk DNS

hiba akkumulaciét. A metabolikus betegségek azonban megemelkedett
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oxidativ stresszel jellemezhetbéek. Ezért a metabolikus betegségekben a
hosszu tavu PARP inhibitor kezelés biztonsagossagat kulon vizsgalni kell.
A jelenleg ismert, illetve kereskedelmi forgalomban Iévé PARP
inhibitorok nem szelektivek az egyes PARP izoformakra (Wahlberg és
mtsai, 2012). Emiatt a PARP inhibitorok hosszu tavu alkalmazasa soran
szamithatunk a szovetspecifikus hatasok kevert megjelenésére annak
ellenére, hogy az altalunk elvégzett rovid tavu PARP inhibitor kezelés soran

ezeket nem tapasztaltuk (pl. nem karosodott az endokrin pankreasz).

5.4. A PARP enzimek és energiaszenzor utvonalak kolcsonhatasai
PARP-1 az irodalmi adatok alapjan olyan jelatviteli utvonalakkal alakit ki
kolcsonhatast, amelyek részt vesznek a mitokondrialis biogenezis
szabalyzasaban. Jelen munkaban a PARP-1 és az AMPK kozaotti
kapcsolatot vizsgaltuk. Mint a Bevezet6ben targyaltuk, a PARP-1 és az
AMPK egymassal fizikailag kolcsonhat és képesek egymast kdlcsondsen
aktivalni (Walker és mtsai, 2006). Ennek megfeleléen a PARP-1 delécio,
illetve a PARP enzimek farmakolbgiai gatlasa esetén tobb esetben az
AMPK aktivitas enyhe csokkenését tapasztaltuk. A PARP-1 gatlas altal
indukalt AMPK aktivitas valtozasok metabolikus kovetkezményei

ismeretlenek.

55 A PARP enzimek és a metabolikus betegségek kozti
osszefiiggések

Az altalunk leirt biokémiai valtozasok tobb fiziolégiai folyamatba vagy
betegségek patomechanizmusaba is beavatkoznak. Ha az egész egyed
szintjén vizsgaljuk a PARP enzimek energiaforgalomra gyakorolt hatasat,

azt figyelhetjuk meg, hogy a PARP-1 vagy a PARP-2 eltavolitasa eltolja az
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energiaegyensulyt a leadas iranyaba, ami a mitokondridlis biogenezis
indukciéjahoz kothet6. Masrészt a PARP-1 delécidja megnovelte a
taplalékfelvételt, ami a hipotalamusz érintettségére utal. Ismert, hogy a
PARP-1 delécidja esetén szétkapcsol a szervek sajat cirkadian ritmusa az
allat kornyezetének cirkadian ritmusatél (Asher és mtsai, 2010), ami
hiperfagiahoz vezethet. A szétkapcsolas oka valdsziniileg a NAD" szint és
a SIRT1 aktivitas cirkadian ritmusanak zavara lehet. A PARP-2 deléci6
esetében nem tapasztaltunk valtozasokat a cirkadian ritmus
szabalyzasaban, illetve a taplalékfelvételben.

A PARP-1 és a PARP-2 hianya csdkkenti a fehér zsirszévetben, illetve
a PARP-2 hianya csokkenti a majban torténd lipid raktarozast. Ennek
megfeleléen magas zsirtartalmu diétdn ezen szdvetekben kisebb
meértékben ndvekszik a lipidek mennyisége a knockout egértdorzsekben a
vad tipushoz képest. A nem raktarozott lipidek azonban nem dusulnak fel a
szérumban valoszinlleg azért, mert a mitokondrialis biogenezis indukcioja
miatt a zsirsavak oxidaciéja emelkedik. Ezt tamasztja ala, hogy a PARP-2
delécidja az RQ érték csokkenéséhez vezet.

A glikéz metabolizmusra kifejtett hatasban jelentés eltérés van a
PARP-1 és a PARP-2 kdzott. Az inzulin szenzitivitas javul a PARP-1 vagy a
PARP-2 delécibéja esetében, ami szintén a harantcsikolt izomban
bekovetkez6 mitokondrialis biogenezis indukciohoz kothetd. A PARP-1
knockout egerek szérum glikozszintje alacsonyabb és az RQ értéke
magasabb, mint a vad tipusu allatokban, ami fokozott glikéz oxidaciéra
utal. Ezzel szemben a PARP-2” egerekben a szérum gliikkdzszint
emelkedik ami a pankreasz béta-sejtieinek csokkent hiperplasztikus
valaszaval és csokkent glukoz-indukalt inzulin  felszabadulassal

magyarazhatodak.
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A PARP-1 delécioja és a rovid tavu PARP inhibitor kezelés javuld
metabolikus profilt eredményez, ami védelmet nyujt a hiperkalorikus
taplalékbevitel altal indukalt elhizas és az ennek a talajan kialakulo 11
tipusu diabétesz ellen. Fontos kiemelni, hogy a PARP-1 delécio, vagy a
PARP gatlas a diabétesz vaszkularis diszfunkcidohoz kétheté komplikacioi
(endotelidlis diszfunkcid, neuropatia, nefropatia és retinopatia) ellen is
védelmet nyujt (Virag és Szabo, 2002). A PARP-1 delécié vagy a PARP
gatloszerek alkalmazasa anti-aterogén hatasu, ami a PARP-1 gatlas anti-
inflammatorikus hatasan kivil metabolikus valtozasokhoz is kéthet (Xu és
mtsai, 2013). ApoE™ kérnyezetben aterogén diéta mellett PARP-1 gatlas
hatasara csokken az LDL és né a HDL szint (Xu és mtsai, 2013).

A mitokondrialis biogenezis csOkkenése jellemzi az Oregedést. Az
atlagoshoz képest magasabb PARP-1 aktivitas, alacsonyabb NAD" szint és
SIRT1 aktivitas jellemzi az id6s embereket (Massudi és mtsai, 2012).
Felvetédik, hogy a PARP-1 — SIRT1 — NAD" tengely egyensulyanak az
eltolédasa  szerepet jatszhat  mitokondrialis  aktivitas  id&skori
csOkkenésében és ezen keresztul hozzajarulhat tobb, az idéskorra jellemz6
betegség kialakulasahoz (pl. diabétesz). Ezt a feltételezést megerésiti a
PARP-1 knock-in egértorzs vizsgalata, ahol a PARP-1 extra képiaja bar
javitotta a DNS javitas hatékonysagat, azonban emelte a mitokondrialis
diszfunkcioval jellemezhet6 betegségek incidenciajat (Mangerich és mtsai,
2010). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PARP-1 — SIRT1 — NAD"
tengely egyensulyanak visszaallitasa alkalmas lehet az egészségben
eltoltott id6 novelésére, illetve az életmindség javitasara. A PARP-1 —
SIRT1 arany befolyasolasa talan a legperspektivikusabb az id&skori
mitokondrialis diszfunkcio javitasara, mivel id6s korban a DNS javitas

deficienciaval dsszefuggd malignitasok megjelenése és proliferacidja jéval

34



dc_792 13

lassubb, mint fiatalkorban, vagyis a PARP inhibitoroknak varhatéan
kevesebb mellékhatasa lehet.

A PARP-1 fontos proinflammatorikus fehérje. Els6ként a PARP-1 és az
NFkB kozti kolcsonhatast irtak le, azonban feloldatlan ellentmondas
maradt, hogy a PARP-1 kozvetlenul modositja-e az altala regulalt
proinflammatorikus transzkripciés faktorokat. Ezt az ellentmondast oldottak
fel Kauppinen és munkatarsai (Kauppinen és mtsai, 2013), amikor
kimutattak, hogy a PARP-1 gatlas a NAD" szint emelésével a SIRT1
aktivitas emelkedéséhez vezet, a SIRT1 pedig az NFkB p65 alegységének
deacetilalasaval inaktivalja az NFkB dimert. Bar ez az egyetlen ismert
példaja annak, amikor a SIRT1 és PARP-1 kolcsdnhatasa kozvetlendl
szabalyoz gyulladasos folyamatot, varhatéan mas, hasonlé utvonalakat is
felismerhetnek a kozeljovében — erre utal, hogy a SIRT1 (anti-
inflammatorikus hatasu) és a PARP-1 (proinflammatérikus hatasu)

antagonisztikus a gyulladas szabalyzasaban.

5.6. A PARP és sirtuin enzimek kolcsonhatasa oxidativ stresszre adott
valasz soran

Az oxidativ stresszre adott valaszban megfigyelhet6é a PARP-1 és a
SIRT1 kozti kdlcsonhatas. A PARP-1 enzimet aktivalja az oxidativ stressz,
s6t a PARP-1 aktivalas — tobb utvonalon keresztul — az oxidativ stressz
fokozédasahoz is vezet és sejthalal folyamatokat indit be (Virag és Szabo,
2002). A SIRT1 aktivalas antagonisztikus hatasu a PARP-1 aktivaciohoz
képest, mert (1) a sejtciklus megallasa esetén apoptdzist indukal; (2)
fokozza tdbb antioxidans enzimek expresszidjat mint a mangan szuperoxid
diszmutaz vagy a katalaz; (3) visszaallitja az oxidativ stressz altal karositott

mitokondrialis aktivitast; (4) illetve autofagiat indukal. A SIRT1 redox
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szenzitiv enzim, a SIRT1 karbonilacidja, illetve a tiol-csoportok redox
allapotanak a megvaltozasa gatolja a SIRT1 enzimet. Szadmos esetben
tapasztalhaté a SIRT1 és a PARP-1 kolcsdnhatdsa magas oxidativ
stresszel jellemezhet6 patoldgias allapotokban. Ki szerethém emelni, hogy
a SIRT1 aktivitas emelése, vagy a PARP aktivitas gatlasa tdobb — egyébként
nehezen befolyasolhaté — neuroldgiai korképben (pl. Huntington, Alzheimer
vagy Parkinson betegséq) javitotta a kisérleti allatok allapotat, ami ezekben
az id6sod6 tarsadalmakat egyre jobban érinté betegségcsoportban jo
kezelési alternativat kinal (Chong és mtsai, 2012).

A PARP-2 az oxidativ stresszre adott valaszban a PARP-1-hez
hasonléan viselkedik, delécidja azonban csak részleges védelmet nyujt
oxidativ stresszel jellemezhet6 betegségekben, mint a cerebralis iszkémia
vagy a kolitisz (Kofler és mtsai, 2006). A PARP-2 delécidéja a SIRT1
aktivalasan keresztll stabilizalja a mitokondrialis funkciét és ezen keresztul
fejti ki véd6 hatasat. A véd6 hatas nem teljes mértékd, mert érintetlenul
hagyja a folyamatosan mikodé PARP-1 enzimet. A SIRT1 promoéterében
talalhaté egyes SNP-k Osszefuggést mutatnak az oxidativ stresszel
jellemezheté Parkinson-kér megjelenésének esélyével emberben (Zhang
és mtsai, 2012), ami arra utal, hogy az oxidativ stresszel jellemezhet6
korképek kialakulasaban szerepet jatszhat a SIRT1 promoéter diszfunkcidja,
illetve a SIRT1 expresszié modulalasa.

Jelenleg tobb PARP inhibitor van a klinikai kiprobalas kulonbozé
szerek bevezetésre, mint kemo- és radioszenzitizalé szerek (Curtin és
Szabo, 2013). A tumorsejteket jellegzetes metabolikus atrendezédések
jellemzik, amelyet Warburg hatasként ismerink. A tumorsejtek

energiatermelésukben a glikolizisre tamaszkodnak, mig a mitokondrialis
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oxidacio limitalt, a mitokondriumok tobb, a tumorsejtek osztédasahoz
elengedhetetlen intermedier szintézisét végzik. A mitokondrialis oxidacié
induktorai csokkentik a mitokondriumokban zajlé metabolitok szintézisét
ezaltal leallitiak a sejtciklust és csOkkentik a mitotikus potencialt.
Eredményeink arra utalnak, hogy a PARP inhibitoroknak is lehet anti-
Warburg hatasa, mivel indukaljak a mitokondrialis biogenezist. A PARP
inhibitorok anti-Warburg hatasa uj tamadaspontot (a metabolizmus
befolyasolasa) jelenthet, ami hozzaaddédhat a kemo- és radioptencirozo

hatasokhoz.

Bar a PARP enzimek és a metabolikus szabalyz6 elemek
kolcsonhatasanak vizsgalata még csak a kezdeti |épéseket jelentik, lathato,
hogy tobb, nagy populaciét érinté betegség (metabolikus, neurodegenerativ
és tumoros megbetegedések) esetében kozponti szerepiuk lehet. A
betegségek széles kore és az érintett betegek driasi szama, illetve a
rovidesen megjelend, és emberben alkalmazhatdé PARP inhibitorok abba az
iranyba mutatnak, hogy az altalunk bemutatott terulet potencialisan

kiaknazhato a terapiaban.
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7. Az értekezésben ismertetett Uj tudomanyos eredmények

osszefoglalasa

1. A PARP-1 delécioja vagy gatlasa a NAD® koncentracid emelésével
aktivalja a SIRT1 enzimet, ami a mitokondrialis biogenezis emelkedéséhez

vezet a barna zsirszovetben és a harantcsikolt izomban.

2. A PARP-1 delécidja nem befolyasolja a SIRT2 és a SIRT3 enzimek
aktivitasat valdszinlleg azért, mert a PARP-1 delécio csak a magi NAD*

kompartmentet érinti.

3. A PARP-1 deléciot kovetd mitokondrialis biogenezis emelkedés védelmet
nyujt tobb metabolikus betegséggel szemben, mint az elhizas, vagy a Il.

tipusu diabétesz.

4. A rovid tavu PARP gatlas a PARP-1 deléciohoz hasonlé el6nyos

metabolikus valtozasokat hoz létre a harantcsikolt izomban.

5. A PARP-2 a SIRT1 prométerének represszora. A PARP-2 delécidja a
SIRT1 expresszid és ezen keresztlil a SIRT1 aktivitas ndvekedéséhez

vezet.
6. A PARP-2 delécidja és az ennek kovetkeztében megnd a SIRT1 aktivitas

és mitokondrialis biogenezis a harantcsikolt izomban és a majban, ami az

energialeadas iranyaba tolja el a szervezet energiahaztartasat.
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7. A PARP-2 deléciéja az RXR-PPARy dimer aktivitasanak a gatlasan
keresztll csokkenti a fehér zsirszovet lipid raktarozasat egerekben. A

PARP-2 delécioja védelmet nyujt az obezitassal szemben egér modellben.

8. A PARP-2 delécidja a PDX1 aktivitasanak gatlasan keresztul
akadalyozza a pankreasz béta-sejtjeinek a magas zsirtartalmu diétara adott

hiperplasztikus valaszat és igy glukoz intoleranciahoz vezet.
9. A PARP-2 delécioja részleges védelmet nyujt az doxorubicin kezelés

ellen a SIRT1 indukcid és a mitokondridlis biogenezis kbévetkezményes

stabilizalddasa miatt.
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