Szakmai beszamol6 az OTKA 42973 tamogatott kutatasrol

A kutatas témaja a PARP-1 enzim miikddésenek tovabbi vizsgalata.

1./ A PARP/p53/Topoizomerazl harmas komplex vizsgalata. Elézetesen in vitro
kimutattuk a terner komplex keletkezésének lehetdségét in vitro immunoprecipitalassal. Ezt
most megerésitettilk Superose 12 oszlopon valo gélsziiressel, az elualt frakciok Western
blotjaival, mindharom fehérjére specifikus antitestek alkalmazéasaval. Relaxacios méréseket
végeztiink, a p53 és PARP Topoizomerazl enzimaktivitas novel6 hatasanak esetleges
szinergizmusanak elemzésére, de Ugy talaltam, hogy nincs szinergizmus és a p53 jobb
aktivator. Eras20 sejtekb6l szintén sikerllt kKimutatni a harmas komplexet. Ugyanakkor nem
talaltam olyan bioldgiai hatast melyet a harmas komplex jelenlétére foghattam volna. A
PARP/Topoizomerazl komplex Iétét megkérdsjelezték (Young, TM,et.al. JBC,
2004,279,11992), majd ugyanazon szerzék belattak tévedésik (Young, TM et al. JBC, 2004,
279, 39686). Végil Baumann, C. és mtsi.-nak siker(lt a terner komplexhez biologiai
jelenséget rendelni, miszerint a PARP antagonizalja a p53 Topoizomerazl fliggé homolog
rekombinacios hatasat (Baumann, C. et al, Nucl.Acid Res., 2006, 34, 1036). A
topors/p53/Topoisomerasel terner komplexben szereplé topors-rol kider(lt, hogy egy Sumol
E3 ligaz a p53 szaméra (FEBs Letters, 2005,579, 5007).

2. A PARP DNS kolcsonhatas, valamint az auto és transz ADP-ribozilalas vizsgéalata.

A PARP-1 enzimmiikddés tovabbi jellemzéséhez csonkitott és egy-pont mutansokat
terveztiink és a rekombinans fehérjéket el6allitottuk a bakulovirus rendszer hasznalataval és a
fehérjéket standard modszerek segitségével megtisztitottuk. Az egy vagy mindkét Zn ujj
hidnyos mutansok enzimaktivitadsa dramatikusan csokkent. A tovabbiakban az un. Cterminalis
PARP moleklat vizsgaltuk részletesebben, ahol mindkét Zn ujj hianyzik és a fehérje N-
terminalisa a két NLS szignal kozo6tt van. Kimutattuk, hogy az enzim aktivalhaté DNS-sel
vagy DNS szerkezetekkel, képes auto és transz ADP-ribozilalasra. Ha az un. Fiziologias
enzim assay kortlményei kozt merink, a Km értekek hasonldak a vad tipusu enziméhez
(10nM), a Vmax érték annak egy tizede. A DNS struktdrak koncentracié gorbéi nem kovetik
a Michaelis Menten goérbe alakjat. A KO0.5 értékek a 10-100 nM tartomanyba esnek. Ezek az
értékek magasabbak a vad tipusu enzim estében mért értékeknél. Mielétt eredményeink
publikaltak lettek volna megjelentek Lonskaja és mtsi (JBC, 2005, 280,17083) és Potaman és
mtsi (J.Mol.Biol., 2005,342, 609) kézleményei, melyek a PARP DNS struktira felismerésével
foglalkoznak és lenullaztak eredményeinket.

Az ATP-nek a PARP-1 enzimre val6 gatl6 hatasat vizsgaltuk. Kimutattam, hogy az ATP
fiziologias koncentracidban effektiven gatolja a PARP aktivitast. 1zolalt sejtmagok
hasznélataval kimuitattam azt is, hogy ha a DNS-t tordeljik, az 6tven szazalékos gatlast
okozo ATP koncentracié megné, de 10 mM alatt marad. Ez a megfigyelés szoros kapcsolatot
teremt az energiatermelés és a PARP metabolizmus kdzo6tt. Eredményeink megerésitik, hogy
kismértéki DNS karosodas még kivédhetdo, a sejtmagi ATP szint jelent6s kezdeti csokkenése
kell, hogy a PARP aktivalas nagymértékben lecsokkentse a cellularis NAD és ATP szinteket.
Ugy tiinik, hogy mitokondriumban termelt ATP hatékonyabban gatolja a PARP-ot mint a
glikolizisben termelt. Abbol a megfigyelésbdl,hogy az R34G mutans az ATP effektust nem
mutatja arra jutottunk, hogy az elsé Zn-ujjon lehet az ATP tamadaspontja. Masrészt
kimutattam, hogy a poliADP-rib6z polimert lebonté PARG enzim aktivitasat az ATP fokozza.
Ez a hatas hosszi PAR polimerek esetében kifejezettebb. Mindkeét effektust kimutattuk ugy
izolalt sejtmagok, mint permeabilizalt sejtek hasznalataval is. A PARP-1 sejtes aktivitasat
meghataroztuk az un. fiziologias PARP assay segitségével, a PARP, a PAR modositott



fehérjék mennyiségének 1D ill 2D Western blot-os elemzésével Ugy log fazisban néveked6
mint konfluens primer tlid6 sejtekben, valamint gyorsan névé tumor sejtekben, Ernest Kun
laborjaval kooperalva. A PARP aktivitasok nagy kilénbségeket mutatnak, a konfluens primer
sejteke a legalacsonyabb, mig jelentésen magasabb a ndvekedé primer ill. a tumor sejtekben.
Az eltéré PARP szinteket nem transzkripcids kilonbségek okozzak, hiszen real-time RT-
PCR-rel kimutattam, hogy a mRNS szintek azonosak konfluens primer és tumor sejtekben.
Ugyancsak 5-10 szeres PARP aktivitas ndvekedést tapasztaltunk két differencialddasi
modellben (myocite/myotube és 3T3LI fibroblaszt/adipocita), mig ezt nem tapasztaltuk a
HL60/granulocita atalakulés soran. A miocita rendszerrel Dr Charles Ordahl laborjaban
dolgoztam 2005 nyaran. Ugyanakkor folytattam az in vivo PARP FRET méréshez vezet6
kisérleteket. Sajnos a yellow-GFP-PARP komplex nem fluoreszkal. Mérete megfeleld, gy
PARP mind GFP antitesttel kimutathato. Talan a GFP rész atklonolasa az PARP N-
termindlisarol a C-terminusra feloldja a problémat.

3./ Més PARP témaban végzett, vagy el nem végzett munka.

Dr. Kénesi Erzsébet tdvozasa lelassitotta munkamat. Ezért és kisebb mértékben a valtozo
OTKA korulmények miatt a H1 foszforilalas téméajaban tervezett munka elmaradt. Ezt
részben karpotoljak a grant periddus elején elvégzett kooperacios munkak, melyeknek minden
esetben kdze van a PARP enzim muiikddéséhez. Az ATP kdtohelyen at hatd PARP inhibitorok
keresesénél kb. 50 a tirozin kinazok ATP kot helyére kifejlesztett inhibitort teszteltem és
kodziluk két lead molekulat talaltam.
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