PARP-gatlas: a mitokondrium védelmének uj atja

PARP inhibition: a novel pathway for mitochondrial protection
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Osszefoglalas

A korabban elfogadott nézetek szerint a poli-(ADP-
rib6z) polimeraz-1 (PARP) gétloszerei megakada-
lyozzak az enzim oxidativ stressz soran torténd akti-
valédasa kovetkeztében kilalakuld NAD'- és ATP-
depléciét, valamint a kovetkezményes nekrotikus
sejthalalt. Ugyanakkor, sajat kordbbi eredményeink
arra mutattak, hogy a PARP katalizalta ADP-ribozila-
ci6 hatassal lehet jelatviteli titvonalakra, amelyeknek
a talélésben meghatdrozd szerepiik lehet.
Sejtkultirdban a PARP-aktivitast ismert farmakolo-
giai agenssel (PJ-34), illetve nemfarmakoldgiai tton,
nevezetesen siRNS segitségével torténd elnyomassal,
valamint a PARP N-termindlis DNS-kot§ domén-
jének (PARP-DBD) transzdominédns expresszidjaval
gatoltuk, majd a sejteket oxidativ stressznek tettiik ki.
A PARP gétldsa megvédte a sejteket az oxidativ
karosodasoktdl, mikozben indukalta az Akt kinaz
foszforilacidjat, ezaltal aktivalédasat. Az Akt
aktivalédasanak gatlasa PI3- vagy Src kinadz-
inhibitorokkal a PARP-gatlas citoprotektiv hatasa
ellen dolgozott, mikozben ezek a gétloszerek nem
befolyasoltak a NAD"-depléciot. Kovetkezésképpen,
a PARP-gatlas kovetkeztében felléps Akt-aktivacio
jelentés mértékben felel6s a PARP-gatlok oxidativ
stresszben mutatott citoprotektiv hatasaért.

Siimegi, B.

University of Pécs, Medical School, Institute of
Biochemistry and Medical Biology, H-7624 Pécs,
Szigeti it 12., E-mail: balazs.sumegi@aok.pte.hu

Summary

According to the classical view, the cytoprotective
effect of inhibitors of poly(ADP-ribose) poly-
merase-1 (PARP) enzyme in oxidative stress was
based on the prevention of NAD" and ATP deple-
tion, and so the attenuation of necrotic cell death.
However, our previous data suggested that
PARP-catalyzed ADP ribosylations may affect sig-
naling pathways which can play a significant role
in cell survival. We inhibited PARP activity either
by a well-established pharmacological inhibitor
(PJ34) or by non-pharmacological means, namely
by suppressing PARP-1 expression by siRNA or
by transdominantly expressing N-terminal DNA-
binding domain of PARP-1 (PARP-DBD) in cell
culture before exposing the cells to oxidative
stress. PARP inhibition protected cells from oxida-
tive damages and induced the phosphorylation
and activation of Akt protein kinase. Inhibition of
Akt activation by specific inhibitors of PI-3- and
Src kinases counteracted the cytoprotective effect
of PARP inhibition, but did not affect NAD*
depletion. In conclusion, PARP-inhibition-
induced Akt activation is responsible in a consid-
erable extent for the cytoprotetcive properties of
PARP inhibitors in oxidative stress.

A reaktiv oxigéngyokok (ROS) altal okozott karo-
soddsok fontos szerepet jatszanak szamos betegség
patogenézisében [1-3]. Kiilonb6z6 forrdsokbodl szar-
mazhatnak a szabadgyodkok, pl. a xantin oxidaz
rendszerbdl [1], a mitokondrialis respiracids lanc
tokéletlen miikodése kovetkeztében [2], az arahi-
donsav-anyagcsere cikloxigenaz ttvonalabdl [3] és
a fagocital6 sejtek atmeneti respirdcios aktivitas-
fokozddasa kovetkeztében, amelyek aztan — szamos
egyéb karosodas mellett — egyszald DNS-toréseket
okoznak [4]. A poli-(ADP-rib6z) polimeraz (PARP,
EC 2.4.2.30) multifunkcionélis nuklearis enzim [5],
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amelyet az egyszali DNS-torések aktivdlnak, és
amely NAD"-ot hasznélva szubsztratumként kiilon-
b6z6 nukleéris fehérjéken, példaul hisztonokon és
sajat magan kovalensen kapcsolt, elagazd lancu
poli-(ADP-rib6z)-szalakat szintetizal. A PARP-1
szerepet jatszik a kromatin remodeling folyama-
tdban, a DNS-hibajavitasban, a genomikus stabilitas
megGrzésében; s ezeket a szerepeket részben poli-
ADP-ribozildlé aktivitasa révén éri el [5]. Enyhe
DNS-kérosodas esetén a PARP-1 sziikséges a hiba-
javitashoz [6], de oxidativ stressz soran, amikor a
nagy mennyiségli DNS-torés a PARP-1 tualzott
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aktivacidjat okozza, az enzim depletdlhatja a NAD-
ot, illetve a NAD* reszintézisének nagy ener-
giaigénye miatt az ATP-t is, ami sejthalalt eredmé-
nyez [7]. A PARP-inhibitorok védenek a mio-
kardialis [8] és neurondlis [9] ischemia, akut tid6-
gyulladas [10], akut szeptikus sokk [11], zimogén-
indukalta tobbszervi elégtelenség [12] és diabetikus
pankredszkarosodas [13] ellen, mutatva, milyen
jelent8s a tulzott PARP-1-aktivaci szerepe a sejt-
haldl kivaltasaban. A klasszikus elképzelés szerint a
PARP-inhibitorok a NAD*- és ATP-deplécié meg-
akadélyozasaval védenek az oxidativ stressz ellen,
de néhdny 1j adat a citoprotekci6 egy sokkal
Osszetettebb mechanizmusat sugalja [14, 15].

Kisérletesen bizonyitott, hogy a PARP-aktivacié
hozzéjarulhat a mitokondrialis kdrosodédsok [16] és
a mitokondridlis ROS-termelés [17] megnove-
kedéséhez, mutatva, hogy a PARP a magon kiviili
folyamatokat is képes befolyasolni. Friss eredmé-
nyek szerint 1étezik mitokondriélis PARP, ami gétol-
haté6 PARP-1-inhibitorokkal [18], ezért, fontos azt
tisztazni, hogy a mitokondriumvédelem a mitokon-
dridlis ADP-ribozilaciés folyamatok gatlasanak
egyenes kovetkezménye, vagy a nuklearis PARP-1
befolyasol olyan — egyel&re nem tisztazott — mecha-
nizmusokat, amelyek a mitokondridlis protekciét
eredményezik. Sajat kordbbi eredményeink szerint
PARP-inhibitorok az Akt foszforilacidjat, ezaltal
aktivacidjat eredményezték lipopoliszahariddal
kezelt egerek mdjaban, tiidejében és lépében, ami
annak lehetGségét veti fel, hogy a PARP-inhibitorok
védd hatdsa a PI3-kinaz/Akt ttvonalon keresztiil
medialédik [19]. Ezek a megfigyelések arra mutat-
nak, hogy a PARP-inhibitorok védd hatdsa sokkal
Osszetettebb lehet, mint a NAD*- és ATP-deplécio
megakadalyozasa, mivel az Akt kindz képes szdmos
reguldtorfehérje, igy a GSK-3p, a kaszpdz-9, a BAD
vagy a FKHR foszforilalasara [20], amely folyama-

tok kozrejatszanak a mitokondridlis membranrend-
szerek stabilizalasaban [21, 22].

Moédszerek

A PARP DNS-koté doménjének transzdomindns exp-
ressziéja. A PARP N-termindlis DNS-kot6 domén-
jének kodolo régidjat (PARPN214, 1-214 aminosavak
[23]) PCR technikédval kierdsitettiik és ,in-frame”
pEGFP-C1/N3 vektorokba illesztettiik be Hind III és
EcoRI restrikcids enzimekkel. Annak érdekében,
hogy a zold fluoreszcens fehérjeét (GFP) tartalmazé
PARP-N214 a magba juthasson, az ergsitéshez nuk-
learis lokalizaciés szignalt (NLS) kédolé PCR-pri-
mert alkalmaztunk. A rekombindns pPARPGFP-
C1/N3 vektorokat tranziensen transzfektaltuk WRL-
68 human méjsejttvonalba Lipofectamine2000 segit-
ségével. Hatdsos transzdominans expresszi6é ér-
dekében egy masodik transzfekciét is végeztiink.

A PARP-1 szuppresszidja kis interferdlo RNS (siRNS)
technikdval. WRL-68 sejteket tranziensen transzfektdl-
tunk a PARP-1 szuppresszidjara tervezett siRNs-sel
Lipofectamine2000 segitségével. A PARP hatésos el-
nyomasa érdekében még két transzfekciot végeztiink.

Western blot analizis. A sejteket 3 6ran at H,O,-tar-
talmd médiumban tartottuk inhibitorok jelenlé-
tében és tavollétében, majd protedz- és foszfataz-
gatlot tartalmazo pufferben homogenizaltuk. Zse-
benként 35 ng fehérjét vittiink fel 12%-os poliakril-
amid-gélre, és blottolast kovetSen a nitrocelluléz-
membrant 5%-os zsirmentes tejben 1:1000 arany-
ban higitott primer antitestoldatban inkubéaltuk
4°C-on egy éjszakan at. A masodik antitest torma-
gyokér peroxiddz enzimhez konjugélt anti-nytl
IgG volt, a vizualizalast SuperSignal West Pico
kemilumineszcencids szubsztratum hasznélataval
végeztiik. Minden kisérletet négyszer ismételtiink.

Fluoreszcens mikroszkdpia. A vad tipust vagy transz-
fektalt WRL-68 sejteket poli-L-lizinnel boritott
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(2,5-5 pg/cm?) iivegfedSlemezekre tenyésztettiik.
A kezelések utdn a lemezeket mostuk, a sejteket
JC-1 membranpotenciél-fiiggs festékkel feltoltot-
ttik 10 percig, majd ColorView CCD kameraval és
analySISR szoftverrel felszerelt Olympus BX61
fluoreszcens mikroszképpal fényképeket készitet-
tiink 60-szoros nagyitast objektiv alatt. A GFP flu-
oreszcenciahoz 450-490 nm gerjesztési és >520nm
emisszids (zold) fénysziir6ket haszndltunk. JC-1
fluoreszcencidhoz ugyanarrdl a latomezordél 546
nm bandpass gerjesztési és >590 nm emisszids
(piros), majd zold fénysziirGvel késziilt kép.

Eredmények

Az 1. dbra mutatja a nuklearis lokalizacids szignal-
bol, a PARP DBS-koté doménjébdl és a zold fluo-
reszcens fehérjébdl allo kétféle fuzids fehérjét (1.
dbra, A), amelyeket a PARP aktivitdsanak nemfar-
makolégiai tton torténd kompetitiv gatlasara ké-
szitettiink. A GFP kovetkeztében fluoreszcens mik-
roszkoppal jol lathatd, hogy transzfekciot kovetSen
a fuzios fehérje valoban bejutott a magba (az NLS-
nak koszonhetSen) (1. dbra, C,D), mig az iires plaz-
middal transzfektalt sejtben a GFP egyenletesen
oszlott el a sejten beliil. (1. dbra, B). A PARP-1 fehér-
je elnyomasara tervezett PARP-siRNS révén jelen-
tésen lecsokkent a PARP fehérje mennyisége WRL-
68 sejtekben a transzfekcioét kovetSen (1. dbra, E),
tovabba az is latszik, hogy sem az oxidativ stressz,
sem a farmakoldgiai inhibitor jelenléte nem befo-
lyasolta a PARP fehérje expresszidjat sem normdl
koriilmények kozott sem siRNS mddszerrel végzett
szuppresszio soran (1. dbra, E).

A 2. dbra mutatja, hogy a dokumentaltan citopro-
tektiv Akt kindz oxidativ stressz hatasara foszfo-
rildlédott, ezaltal aktivalodott. Aktivalodasa ko-
vetkeztében megndétt célfehérjéje, a GSK3B foszfo-
rildcidja is. A PARP-gatlé PJ-34 ugyancsak meg-
novelte mindkét fehérje foszforilacidjat oxidativ
stressz tavollétében is, ugyanakkor, még erételje-
sebben megndvelte az Akt aktivacidjat oxidativ
stressz koriilnényei kozott. A kinaz jelatviteli folya-
matban az Akt el6tt 4ll6 PI-3 és Src kindzok in-
hibitorai érthet6 médon megakadalyoztdk az Akt
akar oxidativ stressz, akar PARP-gatl6 hatasara be-
kovetkez§ foszforilacidjat (2. dbra, A). A PJ-34 ha-
tasaval teljesen azonos médon viselkedtek a PARP-
siRNS-, illetve a PARP-DBD-expresszal6 sejtek. Mi-
vel ezekben a sejtekben a PARP folyamatos gatlas
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1. abra A PARP DNS-kité domén (PARP-DBD) transzdo-
mindns expresszidjanak hatdsa a hepatocitik tiilélésére. PARP-
DBD GFP fiizids fehérje konstrukcidja (A). WRL-68 mijsej-
teket pEGFP (B), CIpEGFP (C) vagy N3pEGFP (D) plazmid-
dal transzfektdltunk. A GFP fluoreszcencidjit fluoreszcens
mikroszkoppal ~ detektdltuk. A~ WRL-68  mdjsejteket
PARP-siRNS médszerrel transzfektdltuk, majd 0,1 mM H,0,
vagy 1 mM H202 + 10 uM PJ-34 reagenssel kezeltiik oket 1
ordn dt. A PARP elnyomisit anti-PARP primer antitest fel-
hasznildsdval, Western blot technikdval detektdltuk (E). A fel-
vitt fehérjemennyiségek azonos voltdt anti-aktin antitesttel
ellendriztiik. 1-3. minta: vad tipusii sejtek; 4-6. minta: PARP-
siRNS médszerrel transzfektdlt sejtek.

alatt allt, ezért a sejtek kezelés nélkiil a PJ-34-kezelt
sejtekre hasonlitottak (2. dbra, B). Ugyanakkor az
LY292002 és a PP2 ezekben a sejtekben is megaka-
dalyozta az Akt aktivacigjat.

Az oxidativ stressz hatdséra bekovetkezé mitokon-
drialis karosodasok in vivo kovetésére a JC-1,
specidlis membranpotencial-fiiggé mitokondrialis
festéket alkalmaztuk. A festék megfelel§ koncentra-
ciéban akkumulélédik a mitokondrium membran-
jaban, és piros fluoreszcenciat mutat. Enyhe depo-
larizacié soran a membran elengedi a festék egy
részét, és a fluoreszcencidja zoldre valt, mig a
membranpotencial teljes elvesztésével elengedi az
Osszes festéket, és megsziinik a fluoreszcencia. Eny-
he oxidativ stressznek (0,3 mM H,O, 3 6ran at) tet-
tink ki vad tipusd, valamint pEGFP, C1, N3
plazmiddal, illetve PARP-siRNS modszerrel tran-
szfektalt WRL-68 madjsejteket 10 uM PJ-34, 10 pM
LY294002 vagy 10 uM PP2 jelenlétében és hia-
nydban. A kezelés utan JC-1 festékkel toltottiik fel a
sejteket, és azonos teriiletekrdl a mikroszkép zold és
piros csatorndjaban is készitettiink képeket roluk.
Az egészséges sejtekrdl késziilt képek élesek voltak,
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2. abra Az Akt titvonal aktivdloddsa oxidativ stressz, PARP-
gatlds és kiilonbozd kindzinhibitorok hatdsira. Az Akt aktivi-
ciéjat és célfehérjéje, a GSK3P foszforilalodasat tanulmanyoz-
tuk WRL-68 madjsejtekben foszforildciéspecifikus primer an-
titestek (P-Ser473Akt és P-Ser9GSK3p) és Western blot mod-
szer segitségével. Vad tipusii (A), illetve PARP-siRNS,
pEGFP, C1 wvagy N3 konstrukciékkal kezelt (B) WRL-68
sejteket 1 6rdn dt 1 mM H,O,, 10 uM PJ-34, 10 uM LY294002
vagy 10uM PP2 reagenssel, illetve az emlitett vegyiiletek kom-
bindcidjdval kezeltiik. Onmagdban a LY294002 és a PP2 nem
befolydsolta a vizsgdlt fehérjék foszforildlodasat (nincs doku-
mentdlva). A felvitt fehérjemennyiségek azonos voltdt anti-
aktin antitesttel ellendriztiik.

és jelent6s mértékben volt benniik piros fluoresz-
cens komponens, ugyanakkor a karosodott sejtek
zOlden fluoreszkaltak, és sokkal elmosddottabbak
voltak. H,O, hataséra jelent6sen karosodtak a sej-
tek, ami lecsokkent mitokondridlis membranpoten-
cidlban is megnyilvanult. A PARP gatlasa — fiig-
getlentil a gatlas modjatél — megakadalyozta a H,O,
mitokondriumkarosité hatdsat, ugyanakkor, a spe-
cifikus kinazinhibitorok visszaforditottdk a PARP-
gatlas védd hatasat (3. dbra).

Mind a siRNS, mind a PARP-DBD konstrukcié a
PARP-1 szekvencidja alapjan késziilt, igy kisér-
leteink nyoman egyértelmtivé valt, hogy a nuk-
learis PARP aktivacidja, és nem egyéb ADP-ribozi-
laciés folyamatok felelések az oxidativ stressz ki-
valtotta mitokondridlis karosodds medidlasaban.

3. dbra (lasd a cimlapon) PARP-gitlds és kiilonbozd kindz-
inhibitorok hatdsa a mitokondridlis membrinpotencidlra oxi-
dativ stresszben. Azonos mikroszkdpos teriiletrdl késziilt zold és
piros fluoreszcens képeket szuperpondltunk, hogy az aldbbi
kezelések mitokondridlis membrdanpotencidlra torténd hatdsdt
demonstriljuk. WRL-68 mijsejteket pEGFP, C1 vagy N3
plazmidokkal transzfektdlt mdjsejteket, valmint PARP-siRNS
mddszerrel transzfektdlt mdjsejteket 3 érdn dt 0,3 mM H,0O,, 10
uM PJ-34, 10 uM LY294002 vagy 10 uM PP2 reagenssel,
zelés utdn a sejteket mostuk, 10 percig JC-1 membrdanpotencidl-
fiiggd festékkel toltottiik, majd fluoreszcens mikroszképra szerelt
digitdlis kamera segitségével fényképeztiik.

Az is valoszintinek latszik, hogy a PARP aktivitasa,
nem pedig a fehérje jelenléte az, ami a nekrotikus
sejthaldl kivaltdsdhoz hozzdjarul.Ugyanis mind-
harom moédszer, a farmakologiai gatlas, a fehérje
mennyiségének elnyomasa, illetve a kompetitiv, de
nem farmakolégiai gatldas, a PARP-DBD transz-
domindns expresszidja ugyanazokat a hatasokat
valtotta ki. Rdadasul, ez utolsé esetben a PARP-1
intakt médon jelen volt a sejtben, csupan versenge-
nie kellett a katalitikus aktivitadssal nem biré PARP-
DBD fehérjével az egyszali DNS-térésekhez vald
kotédésért. Mindezek alapjan a PARP-1 fontos
terapias célpont az Osszes oxidativ stresszel jard
megbetegedésben.
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