
A reaktív oxigéngyökök (ROS) által okozott káro-
sodások fontos szerepet játszanak számos betegség
patogenézisében [1-3]. Különbözô forrásokból szár-
mazhatnak a szabadgyökök, pl. a xantin oxidáz
rendszerbôl [1], a mitokondriális respirációs lánc
tökéletlen mûködése következtében [2], az arahi-
donsav-anyagcsere cikloxigenáz útvonalából [3] és
a fagocitáló sejtek átmeneti respirációs aktivitás-
fokozódása következtében, amelyek aztán – számos
egyéb károsodás mellett – egyszálú DNS-töréseket
okoznak [4]. A poli-(ADP-ribóz) polimeráz (PARP,
EC 2.4.2.30) multifunkcionális nukleáris enzim [5],

amelyet az egyszálú DNS-törések aktiválnak, és
amely NAD+-ot használva szubsztrátumként külön-
bözô nukleáris fehérjéken, például hisztonokon és
saját magán kovalensen kapcsolt, elágazó láncú
poli-(ADP-ribóz)-szálakat szintetizál. A PARP-1
szerepet játszik a kromatin remodeling folyama-
tában, a DNS-hibajavításban, a genomikus stabilitás
megôrzésében; s ezeket a szerepeket részben poli-
ADP-riboziláló aktivitása révén éri el [5]. Enyhe
DNS-károsodás esetén a PARP-1 szükséges a hiba-
javításhoz [6], de oxidatív stressz során, amikor a
nagy mennyiségû DNS-törés a PARP-1 túlzott
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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.

Sümegi Balázs
Pécsi Tudományegyetem, Általános Orvosi Kar,
Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, 7624 Pécs,
Szigeti út 12., E-mail: balazs.sumegi@aok.pte.hu

Összefoglalás

A korábban elfogadott nézetek szerint a poli-(ADP-
ribóz) polimeráz-1 (PARP) gátlószerei megakadá-
lyozzák az enzim oxidatív stressz során történô akti-
válódása következtében kilalakuló NAD+- és ATP-
depléciót, valamint a következményes nekrotikus
sejthalált. Ugyanakkor, saját korábbi eredményeink
arra mutattak, hogy a PARP katalizálta ADP-ribozilá-
ció hatással lehet jelátviteli útvonalakra, amelyeknek
a túlélésben meghatározó szerepük lehet.
Sejtkultúrában a PARP-aktivitást ismert farmakoló-
giai ágenssel (PJ-34), illetve nemfarmakológiai úton,
nevezetesen siRNS segítségével történô elnyomással,
valamint a PARP N-terminális DNS-kötô domén-
jének (PARP-DBD) transzdomináns expressziójával
gátoltuk, majd a sejteket oxidatív stressznek tettük ki.
A PARP gátlása megvédte a sejteket az oxidatív
károsodásoktól, miközben indukálta az Akt kináz
foszforilációját, ezáltal aktiválódását. Az Akt
aktiválódásának gátlása PI3- vagy Src kináz-
inhibitorokkal a PARP-gátlás citoprotektív hatása
ellen dolgozott, miközben ezek a gátlószerek nem
befolyásolták a NAD+-depléciót.  Következésképpen,
a PARP-gátlás következtében fellépô Akt-aktiváció
jelentôs mértékben felelôs a PARP-gátlók oxidatív
stresszben mutatott citoprotektív hatásáért.
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aktivációját okozza, az enzim depletálhatja a NAD+-
ot, illetve a NAD+ reszintézisének nagy ener-
giaigénye miatt az ATP-t is, ami sejthalált eredmé-
nyez [7]. A PARP-inhibitorok védenek a mio-
kardiális [8] és neuronális [9] ischemia, akut tüdô-
gyulladás [10], akut szeptikus sokk [11], zimogén-
indukálta többszervi elégtelenség [12] és diabetikus
pankreászkárosodás [13] ellen, mutatva, milyen
jelentôs a túlzott PARP-1-aktiváció szerepe a sejt-
halál kiváltásában. A klasszikus elképzelés szerint a
PARP-inhibitorok a NAD+- és ATP-depléció meg-
akadályozásával védenek az oxidatív stressz ellen,
de néhány új adat a citoprotekció egy sokkal
összetettebb mechanizmusát sugalja [14, 15].

Kísérletesen bizonyított, hogy a PARP-aktiváció
hozzájárulhat a mitokondriális károsodások [16] és
a mitokondriális ROS-termelés [17] megnöve-
kedéséhez, mutatva, hogy a PARP a magon kívüli
folyamatokat is képes befolyásolni. Friss eredmé-
nyek szerint létezik mitokondriális PARP, ami gátol-
ható PARP-1-inhibitorokkal [18], ezért, fontos azt
tisztázni, hogy a mitokondriumvédelem a mitokon-
driális ADP-ribozilációs folyamatok gátlásának
egyenes következménye, vagy a nukleáris PARP-1
befolyásol olyan – egyelôre nem tisztázott – mecha-
nizmusokat, amelyek a mitokondriális protekciót
eredményezik. Saját korábbi eredményeink szerint
PARP-inhibitorok az Akt foszforilációját, ezáltal
aktivációját eredményezték lipopoliszahariddal
kezelt egerek májában, tüdejében és lépében, ami
annak lehetôségét veti fel, hogy a PARP-inhibitorok
védô hatása a PI3-kináz/Akt útvonalon keresztül
mediálódik [19]. Ezek a megfigyelések arra mutat-
nak, hogy a PARP-inhibitorok védô hatása sokkal
összetettebb lehet, mint a NAD+- és ATP-depléció
megakadályozása, mivel az Akt kináz képes számos
regulátorfehérje, így a GSK-3β, a kaszpáz-9, a BAD
vagy a FKHR foszforilálására [20], amely folyama-

tok közrejátszanak a mitokondriális membránrend-
szerek stabilizálásában [21, 22].

Módszerek
A PARP DNS-kötô doménjének transzdomináns exp-
ressziója. A PARP N-terminális DNS-kötô domén-
jének kódoló régióját (PARPN214, 1-214 aminosavak
[23]) PCR technikával kierôsítettük és „in-frame”
pEGFP-C1/N3 vektorokba illesztettük be Hind III és
EcoRI restrikciós enzimekkel. Annak érdekében,
hogy a zöld fluoreszcens fehérjeét (GFP) tartalmazó
PARP-N214 a magba juthasson, az erôsítéshez nuk-
leáris lokalizációs szignált (NLS) kódoló PCR-pri-
mert alkalmaztunk. A rekombináns pPARPGFP-
C1/N3 vektorokat tranziensen transzfektáltuk WRL-
68 humán májsejttvonalba Lipofectamine2000 segít-
ségével. Hatásos transzdomináns expresszió ér-
dekében egy második transzfekciót is végeztünk.

A PARP-1 szuppressziója kis interferáló RNS (siRNS)
technikával. WRL-68 sejteket tranziensen transzfektál-
tunk a PARP-1 szuppressziójára tervezett siRNs-sel
Lipofectamine2000 segítségével. A PARP hatásos el-
nyomása érdekében még két transzfekciót végeztünk.

Western blot analízis. A sejteket 3 órán át H2O2-tar-
talmú médiumban tartottuk inhibitorok jelenlé-
tében és távollétében, majd proteáz- és foszfatáz-
gátlót tartalmazó pufferben homogenizáltuk. Zse-
benként 35 µg fehérjét vittünk fel 12%-os poliakril-
amid-gélre, és blottolást követôen a nitrocellulóz-
membránt 5%-os zsírmentes tejben 1:1000 arány-
ban higított primer antitestoldatban inkubáltuk
4°C-on egy éjszakán át. A második antitest torma-
gyökér peroxidáz enzimhez konjugált anti-nyúl
IgG volt, a vizualizálást SuperSignal West Pico
kemilumineszcenciás szubsztrátum használatával
végeztük. Minden kísérletet négyszer ismételtünk.

Fluoreszcens mikroszkópia. A vad típusú vagy transz-
fektált WRL-68 sejteket poli-L-lizinnel borított



(2,5–5 µg/cm2) üvegfedôlemezekre tenyésztettük.
A kezelések után a lemezeket mostuk, a sejteket
JC-1 membránpotenciál-függô festékkel feltöltöt-
tük 10 percig, majd ColorView CCD kamerával és
analySISR szoftverrel felszerelt Olympus BX61
fluoreszcens mikroszkóppal fényképeket készítet-
tünk 60-szoros nagyítású objektív alatt. A GFP flu-
oreszcenciához 450–490 nm gerjesztési és >520nm
emissziós (zöld) fényszûrôket használtunk. JC-1
fluoreszcenciához ugyanarról a látómezôrôl 546
nm bandpass gerjesztési és >590 nm emissziós
(piros), majd zöld fényszûrôvel készült kép.

Eredmények
Az 1. ábra mutatja a nukleáris lokalizációs szignál-
ból, a PARP DBS-kötô doménjébôl és a zöld fluo-
reszcens fehérjébôl álló kétféle fúziós fehérjét (1.
ábra, A), amelyeket a PARP aktivitásának nemfar-
makológiai úton történô kompetitív gátlására ké-
szítettünk. A GFP következtében fluoreszcens mik-
roszkóppal jól látható, hogy transzfekciót követôen
a fúziós fehérje valóban bejutott a magba (az NLS-
nak köszönhetôen) (1. ábra, C,D), míg az üres plaz-
middal transzfektált sejtben a GFP egyenletesen
oszlott el a sejten belül. (1. ábra, B). A PARP-1 fehér-
je elnyomására tervezett PARP-siRNS révén jelen-
tôsen lecsökkent a PARP fehérje mennyisége WRL-
68 sejtekben a transzfekciót követôen (1. ábra, E),
továbbá az is látszik, hogy sem az oxidatív stressz,
sem a farmakológiai inhibitor jelenléte nem befo-
lyásolta a PARP fehérje expresszióját sem normál
körülmények között sem siRNS módszerrel végzett
szuppresszió során (1. ábra, E).

A 2. ábra mutatja, hogy a dokumentáltan citopro-
tektív Akt kináz oxidatív stressz hatására foszfo-
rilálódott, ezáltal aktiválódott. Aktiválódása kö-
vetkeztében megnôtt célfehérjéje, a GSK3β foszfo-
rilációja is. A PARP-gátló PJ-34 ugyancsak meg-
növelte mindkét fehérje foszforilációját oxidatív
stressz távollétében is, ugyanakkor, még erôtelje-
sebben megnövelte az Akt aktivációját oxidatív
stressz körülnényei között. A kináz jelátviteli folya-
matban az Akt elôtt álló PI-3 és Src kinázok in-
hibitorai érthetô módon megakadályozták az Akt
akár oxidatív stressz, akár PARP-gátló hatására be-
következô foszforilációját (2. ábra, A). A PJ-34 ha-
tásával teljesen azonos módon viselkedtek a PARP-
siRNS-, illetve a PARP-DBD-expresszáló sejtek. Mi-
vel ezekben a sejtekben a PARP folyamatos gátlás

alatt állt, ezért a sejtek kezelés nélkül a PJ-34-kezelt
sejtekre hasonlítottak (2. ábra, B). Ugyanakkor az
LY292002 és a PP2 ezekben a sejtekben is megaka-
dályozta az Akt aktivációját.

Az oxidatív stressz hatására bekövetkezô mitokon-
driális károsodások in vivo követésére a JC-1,
speciális membránpotenciál-függô mitokondriális
festéket alkalmaztuk. A festék megfelelô koncentrá-
cióban akkumulálódik a mitokondrium membrán-
jában, és piros fluoreszcenciát mutat. Enyhe depo-
larizáció során a membrán elengedi a festék egy
részét, és a fluoreszcenciája zöldre vált, míg a
membránpotenciál teljes elvesztésével elengedi az
összes festéket, és megszûnik a fluoreszcencia. Eny-
he oxidatív stressznek (0,3 mM H2O2 3 órán át) tet-
tünk ki vad típusú, valamint pEGFP, C1, N3
plazmiddal, illetve PARP-siRNS módszerrel tran-
szfektált WRL-68 májsejteket 10 µM PJ-34, 10 µM
LY294002 vagy 10 µM PP2 jelenlétében és hiá-
nyában. A kezelés után JC-1 festékkel töltöttük fel a
sejteket, és azonos területekrôl a mikroszkóp zöld és
piros csatornájában is készítettünk képeket róluk.
Az egészséges sejtekrôl készült képek élesek voltak,
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1. ábra A PARP DNS-kötô domén (PARP-DBD) transzdo-
mináns expressziójának hatása a hepatociták túlélésére. PARP-
DBD GFP fúziós fehérje konstrukciója (A). WRL-68 májsej-
teket pEGFP (B), C1pEGFP (C) vagy N3pEGFP (D) plazmid-
dal transzfektáltunk. A GFP fluoreszcenciáját fluoreszcens
mikroszkóppal detektáltuk. A WRL-68 májsejteket
PARP–siRNS módszerrel transzfektáltuk, majd 0,1 mM H2O2
vagy 1 mM H2O2 + 10 µM PJ-34 reagenssel kezeltük ôket 1
órán át. A PARP elnyomását anti-PARP primer antitest fel-
használásával, Western blot technikával detektáltuk (E). A fel-
vitt fehérjemennyiségek azonos voltát anti-aktin antitesttel
ellenôriztük. 1-3. minta: vad típusú sejtek; 4-6. minta: PARP-
siRNS módszerrel transzfektált sejtek.



és jelentôs mértékben volt bennük piros fluoresz-
cens komponens, ugyanakkor a károsodott sejtek
zölden fluoreszkáltak, és sokkal elmosódottabbak
voltak. H2O2 hatására jelentôsen károsodtak a sej-
tek, ami lecsökkent mitokondriális membránpoten-
ciálban is megnyilvánult. A PARP gátlása – füg-
getlenül a gátlás módjától – megakadályozta a H2O2

mitokondriumkárosító hatását, ugyanakkor, a spe-
cifikus kinázinhibitorok visszafordították a PARP-
gátlás védô hatását (3. ábra).

Mind a siRNS, mind a PARP-DBD konstrukció a
PARP-1 szekvenciája alapján készült, így kísér-
leteink nyomán egyértelmûvé vált, hogy a nuk-
leáris PARP aktivációja, és nem egyéb ADP-ribozi-
lációs folyamatok felelôsek az oxidatív stressz ki-
váltotta mitokondriális károsodás mediálásában.

Az is valószínûnek látszik, hogy a PARP aktivitása,
nem pedig a fehérje jelenléte az, ami a nekrotikus
sejthalál kiváltásához hozzájárul.Ugyanis mind-
három módszer, a farmakológiai gátlás, a fehérje
mennyiségének elnyomása, illetve a kompetitív, de
nem farmakológiai gátlás, a PARP-DBD transz-
domináns expressziója ugyanazokat a hatásokat
váltotta ki. Ráadásul, ez utolsó esetben a PARP-1
intakt módon jelen volt a sejtben, csupán versenge-
nie kellett a katalitikus aktivitással nem bíró PARP-
DBD fehérjével az egyszálú DNS-törésekhez való
kötôdésért. Mindezek alapján a PARP-1 fontos
terápiás célpont az összes oxidatív stresszel járó
megbetegedésben.
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2. ábra Az Akt útvonal aktiválódása oxidatív stressz, PARP-
gátlás és különbözô kinázinhibitorok hatására. Az Akt aktivá-
cióját és célfehérjéje, a GSK3β foszforilálódását tanulmányoz-
tuk WRL-68 májsejtekben foszforilációspecifikus primer an-
titestek (P-Ser473Akt és P-Ser9GSK3β) és Western blot mód-
szer segítségével. Vad típusú (A), illetve PARP-siRNS,
pEGFP, C1 vagy N3 konstrukciókkal kezelt (B) WRL-68
sejteket 1 órán át 1 mM H2O2, 10 µM PJ-34, 10 µM LY294002
vagy 10µM PP2 reagenssel, illetve az említett vegyületek kom-
binációjával kezeltük. Önmagában a LY294002 és a PP2 nem
befolyásolta a vizsgált fehérjék foszforilálódását (nincs doku-
mentálva). A felvitt fehérjemennyiségek azonos voltát anti-
aktin antitesttel ellenôriztük.

3. ábra (lásd a címlapon) PARP-gátlás és különbözô kináz-
inhibitorok hatása a mitokondriális membránpotenciálra oxi-
datív stresszben. Azonos mikroszkópos területrôl készült zöld és
piros fluoreszcens képeket szuperponáltunk, hogy az alábbi
kezelések mitokondriális membránpotenciálra történô hatását
demonstráljuk. WRL-68 májsejteket pEGFP, C1 vagy N3
plazmidokkal transzfektált májsejteket, valmint PARP-siRNS
módszerrel transzfektált májsejteket 3 órán át 0,3 mM H2O2, 10
µM PJ-34, 10 µM LY294002 vagy 10 µM PP2 reagenssel,
illetve az említett vegyületek kombinációjával kezeltük. A ke-
zelés után a sejteket mostuk, 10 percig JC-1 membránpotenciál-
függô festékkel töltöttük, majd fluoreszcens mikroszkópra szerelt
digitális kamera segítségével fényképeztük.


