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Rövidítések jegyzéke: 

PARP …………………..poly(ADP-ribose) polymerase 

PAR ..................................poly(ADP-ribose) 

PARP-DBD ......................N-terminal DNS kötı domainje aPARP-nak  

siRNA...............................kis interferáló RNS  

FCS...................................fötáis calf serum  

BRCA1/2..........................mellrák asszociált gén-1 és -2 

FKHR ...............................forkhead homolog rhabdomyosarcoma transkripciós faktorok 

JNK...................................c-Jun N-terminal kináz  

FOXO3a ...........................Forkhead-related transkripciós faktor 

GFP...................................green fluorescent protein  

Akt/PKB...........................protein kináz B 

GSK..................................glikogén szintáz kináz  

MTT .................................3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide  

ECL ..................................enhanced chemiluminescence  

PAR ..................................poly(ADP-ribose) 

PI3-kinase.........................phosphatidylinositol 3-kináz  

MPT..................................Mitochondriális Permeabilitás Tranzíció 
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Bevezetés 

A nukleáris poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) enzim DNS károsodások esetén 

aktiválódik(1). A DNS egyes illetve kettıs szálú törése indukálja az elágazó láncú ADP-ribóz 

polimerek képzıdését, melyek nukleáris fehérjékhez, mint például a hisztonok, vagy magához 

a PARP enzimhez kapcsolódnak. Ennek a folyamatnak az aktiválódása a DNS repair korai 

jele. Kutatások bizonyították a PARP-1 enzim oxidatíve stresszben nyújtott védı hatását is.(2) 

Ezek alapján feltételezhetjük, hogy a PARP-1 enzim gátlása fogékonyabbá teszi a sejteket 

DNS károsító hatások iránt (3). A PARP-1 inhibitorok e késıi hatásának oka feltehetıen a 

PARP-1 enzim DNS-károsodást érzékelı funkciójának elvesztése. Csökken a PARP-1 egyes, 

illetve kettıs szálú DNS törések érzékelése, és javul a DNS repair hatékonysága és a 

sejttúlélés. Kimutatták, hogy mellrák sejtek gén1és 2 (BRCA 1,2) károsodással különösen 

érzékenyek a PARP gátlásra, mivel ezekben, a sejtekben hibás a kettıs szálú DNS törések 

repair mechanizmusa(4). Ezen adatok alapján elmondható, hogy a PARP-1 enzim gátlása 

hatékony terápiás stratégia lehet, nemcsak a BRCA mutációval rendelkezı tumoroknál, 

hanem olyan egyéb tumorok esetében is, ahol a homológ rekombinációs DNS repair útvonal 

valamiként károsodott (5). Mindemellett az is bizonyított, hogy a PARP enzim gátlása során 

különbözı foszforilációs folyamatok is aktiválódnak, melyek különbözı szövetekben az AKT 

aktiválásához vezetnek (6,7,8). Ennek hatására fennáll a lehetıség, hogy a tumor terápiában a 

PARP inhibitorok hatására aktiválódik a phosphatidylinositol-3 kináz (PI-3K)/AKT jelátviteli 

útvonal, mely olyan folyamatok inaktiválásához vezethet, mint a glikogén szintáz kináz-3, 

caspase-3, caspase-9, BAD vagy forkhead homológ rhabdomioszarkóma(FKHR) 

transzkripciós faktor (9), minek következtében citosztatikum rezisztencia alakulhat ki. A 

Taxol egy széles körben alkalmazott citosztatikum. Hatásmechanizmusát a tubulin dimerek 

stabilizációján keresztül fejti ki, ezáltal a sejteket G2-M fázisban tartja (10,11,12). A Taxol 
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hatásainak kialakulásában a kináz rendszerek aktiválása (13) is fontos szerepet játszik. Ezek 

segítségével szabályozható a tumor szuppresszor gének és a citokinek expressziója (14). 

Kimutatták, hogy a paclitaxel Raf-1 kináz aktiválódását is okozza, mely a bcl-2 anti-

apoptotikus fehérje foszforilációjáért, és ez által inaktiválódásáért felelıs. Ezáltal a Taxolnak 

direkt mitokondriális hatása is van. Ezek mellet a paclitaxel citoszólikus Ca2+ szint 

változásokat indukál (15), kiválthat mitokondriális permeabilitás tranzíciót, nagyszámú 

reaktív oxigén szabadgyök képzıdést is generálhat a tumor sejtek cytokrom oxidase 

komplexén(16). A Taxol indukálta sejthalál folyamatában fontos szerepet játszik a c-Jun N-

terminal kináz (JNK) aktiválása, amely az AKT aktivizáció gátlásán keresztül és a forkhead 

kapcsolt transzkripciós faktorok nukleáris akkumulációján keresztül fejti ki hatását. A 

FOXO3a nukleáris transzlokációja (17) elısegíti az apoptosis indukáló faktor a Bim, egy 

kizárólag BH-3 domént tartalmazó Bcl-2 proapoptotikus fehérje, expresszióját (18). 

Bizonyított, hogy az AKT overexpreszió védı hatású a Taxol indukálta sejthalálban. Ebben a 

folyamatban talán az AKT függı FOXO foszforiláció játszik szerepet, amely stabilizálja a 14-

3-3-fehéje FOXO kötıdését, és ez által meggátolja annak nukleáris transzportját (19). Ennek 

következtében gátlódik a FOXO függı gének, mint például Bim transzkripciója (20). 

Munkánk során bizonyítjuk, hogy a PARP-1 gátlása paclitaxel indukálta sejthalál 

rezisztenciát okoz tumor sejtekben, és hogy ebben a folyamatban különösen fontos szerepe 

van a PI3K/AKt jelátviteli útvonal aktiválásának. Munkánk során nagy hangsúlyt fektettünk a 

T24 hólyagtumor sejtek vizsgálatára. Taxol alapú kemoterápia napjaink egyik legfontosabb 

salvage terápiája az urotélium daganatainak (21). Ahhoz, hogy a Taxol fontosabb szerepet 

kaphasson a hólyagtumorok kezelésében fontos, lenne a Taxol rezisztenciájának csökkentése. 

Vizsgálatainkkal kimutattuk, hogy T24 hólyagtumor sejteken a paclitaxel rezisztencia fontos 

oka lehet az AKT foszforiláció hatására történt BAD foszforiáció is, valamint a 

mitokondriális membránrendszer integritásának fennmaradása.  
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Célkitőzések 

1. Vizsgálni kívántuk, hogy igaz-e az a nézet, miszerint a Taxol közvetve indukál 

mitokondriális permeabilitás tranzíciót, cytochrome-c kiáramlást, caspase-3 -, és 

PARP aktivációt. 

2. Kísérleteink során szerettünk volna paclitaxel terápia rezisztenciát indukálni. Korábbi 

munkáink és irodalmi adatok szerint adott körülmények között a PARP-inhibitorok 

képesek sejtvédı hatást mutatni. A PARP-1 enzim gátlásán keresztül kiváltott 

citoprotektív hatást vizsgáltuk különbözı sejtvonalakon.  

3. Ki akartuk deríteni, hogy milyen lehetséges folyamatok játszanak szerepet a PARP-1 

inhibíció citoprotektív hatásában. Vizsgáltuk a NAD+ és az ATP depléciót és a 

különbözı jelátviteli útvonalakat.  

4. Mivel hólyagtumor esetében gyakori a Taxol rezisztencia, T24 humán tranzícionális 

sejtes hólyagtumor sejtvonalon vizsgáltuk, hogy miként befolyásolja a sejtek túlélését 

a PI3K/AKT jelátviteli útvonal aktiválása illetve gátlása. Munkánk során a PI3K/AKT 

útvonal aktiválásához egy PARP-1 gátló molekulát (PJ 34) használtunk, míg e 

jelátviteli útvonal gátlására speciális, a kereskedelmi forgalomban kapható inhibitort 

használtunk. (LY294002)  

5. Kíváncsiak voltunk, hogy létezik-e kapcsolat a PI3K/AKT jelátviteli útvonal aktivitása 

és a mitochondriális apoptotikus útvonal aktivitása között T24 hólyagtumor sejtekben. 

Ezért vizsgáltuk a BAD phosphorilációt, a cytochrome-c kiáramlást és a caspase-3 

aktivitást. 
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Anyagok és Módszerek 

Anyagok: Phosphatidylinositol-3 kináz (PI-3K) inhibitor LY-294002, poly(ADP-ribose) 

polymerase (PARP-1) inhibitor PJ-34, protease inhibitor cocktail, és a sejtkultúrához 

szükséges anyagok a Sigma-Aldrich Kft (Budapest, Hungary) származtak. A vizsgálatok 

során a következı antitesteket használtuk: anti-Akt, anti-phospho-Akt, anti-phospho-glycogen 

synthase kinase-3ß (GSK), anti-phospho Bad, anti-Bad (Cell Signalling Technology, Beverly, 

MA); anti-egér IgG és anti-nyúl IgG (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Hungary) 

 

Állatok. Kísérleteink során Wistar patkányokkal dolgoztunk, melyeket a Charles River 

Hungary Breeding Ltd.-tıl vásároltunk. (Budapest, Magyarország). Minden állatkísérletet az 

állatok tartásával és használatával foglalkozó etikai alapelveknek megfelelıen végeztünk. 

 

Sejtkultúrák. T24 human hólyag carcinoma sejteket és Hela human méhnyakrák sejteket az 

American Type Culture Collection-tıl szereztük be, és 2 mM L-glutamint, 1% 

antibiotikum/antimikotikumot, valamint 10 % fötális borjúsavót tartalmazó DMEM 

médiumban inkubáltuk 37°C-on 5% CO2 tartalmú atmoszférában. A sejteket 3 naponta 

passzáltuk. 

 

Western blott analízis. Sejtkultúrákból készített mintákat vizsgáltunk. A szükséges 

kezelések után a sejteket homogenizáltunk 500 ml 50 mM Tris, pH 7.80, és 500 µl 2x 

Laemmli mintapuffer keverékében, 5 percig forraltuk, majd lehőtés után 5 percig 10000 g-vel 

centrifugáltuk. A felülúszóból zsebenként 35 µg fehérjét vittünk fel 10%-os poliakrilamid 

gélre, és blottolást követıen a nitrocellulóz membránt 3 % zsírmentes tejben 1:1000 arányban 

higított primer antitest oldatban inkubáltuk 4°C-on egy éjszakán át. A második antitest 
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tormagyökér peroxidáz-konjugált anti-nyúl vagy anti-egér IgG volt, a vizualizálást 

röntgenfilmen, SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce Chemical, 

Rockford, IL) használatával végeztük. A kísérleteket minimum háromszor ismételtük.  

 

Izolált mitokondrium vizsgálata. Patkány májból standard módszerekkel (22) izoláltunk 

mitokondriumot, amelyet aztán Percoll-gradienscentrifugálással tisztítottunk. Az MPT-t az ezt 

kísérı duzzadást fényszórás-változásban megnyilvánuló követésével , citokróm-c (cyt-c) 

felszabadulást immuno-blotting technikával történı detektálásával és egy saját fejlesztéső 

enzimatikus módszerrel (22) mutattuk ki. 

 

Sejthalál mérése. A sejteket 104 sejt per well sőrőségben 96-lyukú tálcákon kezeltük, 

paclitaxellel, PJ34-el és LY-294002-el a kísérleteknek megfelelı koncentrációkban illetve 

ideig. (lásd ábraaláírások) majd a médiumot lecseréltük 0.5% MTT+ tartalmú médiumra. 

További 3 órás inkubáció után Anthos Labtech 2010 ELISA leolvasóval 550nm 

hullámhosszon megmértük a képzıdött kék formazán festék mennyiségét, amely arányos volt 

az élı sejtek számával. 

 

Caspase-3 aktivitás vizsgálat. A sejteket paclitaxellel kezeltük PJ-34 és/vagy LY294002 

(PI3K inhibitor) jelenlétében vagy hiányában. Kezeléseket követıen a sejteket 

homogenizáltuk és a protokolnak (22) megfelelıen fluoreszcens festékkel detektáltuk a 

caspase-3 aktivitás változásait. Kísérleteinket háromszor ismételtünk.  
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Nagy-nyomású folyadék-kromatográfia (HPLC). A minta oldatokat 150 µl/h sebességgel 

juttattuk az ionforrásba egy PEEK kapillárison keresztül (Upchurch Scientific Inc., Oak 

Harbor, WA). A tömegdetektálást atmoszférikus elektrospray ionizációs forrással felszerelt 

Bruker Esquire HCT ion csapda tömegspektrométerrel (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) 

végeztük. Szárítógázként 300 ºC nitrogént alkalmaztunk 12 l/min folyási sebességgel, a 

nebulizer nyomását 20 psi-ra állítottuk. Az adatgyőjtéshez Smart Parameter Setting beállítást, 

729 m/z céltömeget, 50-tıl 1200 m/z tartományt, 26000 m/z/s pásztázási sebességet és 200 

ms pásztázási idıt használtunk. 

 

Statisztikai analízis. Variancia analízist végeztünk, és az összes adatot az átlag ± S.E.M.-ként 

(a középérték közép hibája) adtuk meg. A párosítatlan Student-féle t teszttel ítéltük meg a 

szignifikáns különbségeket, és a 0,05 alatti p értékeket tekintettük szignifikánsnak. 
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 Eredmények 

1. A tumor terápiában, széles körben alkalmazott vegyületrıl, a Taxolról, kimutattuk, 

hogy µM-os koncentráció tartományban, magas citochrome-c kiáramlás, caspase-3 

aktivitás és PARP-1 aktiváció mellett, mitochondriális permeábilitás tranzíciót okoz. 

2. Kimutattuk, hogy a PARP-1 enzim gátlásával csökkenthetı a Taxol citotoxikus hatása 

is. Taxol kezelés hatására, a vizsgált összes koncentrációban, a kontroll sejtek 

mindegyike nagyobb érzékenységet mutatott, mint a csökkentett PARP-1 aktivitással 

rendelkezık. 

3. Bebizonyítottuk, hogy a PARP-1 gátlás által indukált AKT aktiváció jelenetıs 

szerepet játszik a PARP gátlók citoprotektív hatásában. Kimutattuk, hogy a PARP 

gátlók citoprotektív hatása két különbözı folyamaton keresztül érvényesül. Egyrészrıl 

a sejt energiaháztartásának fenntartásán keresztül, másrészrıl a PI3K/AKT, ismert 

túlélı jelátviteli útvonal, aktiválásán keresztül. 

4. T24, humán hólyagtumor sejtvonalon, a PI3K/AKT jelátviteli útvonal PJ 34-el történt 

aktivációja jelentısen gátolta a Taxol citotoxikus hatásának kialakulását. A specifikus 

phosphoinozitol-3 kináz gátló, ezzel szemben jelentısen növelte a Taxol sejtpusztító 

hatását. Ez a felfedezés lehetıséget nyújthat a közeljövıben arra, hogy a hólyagtumor 

kezelésben mindeddig háttérbe szorult Taxol kezelés, kiegészítve valamilyen AKT 

inhibitor kezeléssel, nagyobb teret nyerjen. 

5. Vizsgálataink során bizonyítottuk, hogy hólyagtumor sejtek esetében a Taxol 

rezisztenia fontos oka a PI3K/AKT jelátviteli út által indukált BAD phosphoriláció. A 

rezisztenica kialakulásában tehát kiemelkedıen fontos a mitokondriális 

membránrendszer integritásának fennmaradása. 
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