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Roviditések jegyzéke:

PARP ... poly(ADP-ribose) polymerase

PAR ..o, poly(ADP-ribose)

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

SIRNA ... kis interferdlé6 RNS

FCS.oo fotéis calf serum

BRCAI1/2...ieeeeeenn mellrdk asszociélt gén-1 és -2

FKHR ....cooeiiiiiieieee forkhead homolog rhabdomyosarcoma transkripciés faktorok
INK c-Jun N-terminal kin4z

FOXO3a....ccoovvvevieeiens Forkhead-related transkripciés faktor
GFP...oooveeieeeeee, green fluorescent protein

AKt/PKB .....cooeevieeieene protein kindz B

GSKo.ooioeeeeeeeeeee, glikogén szintdz kinaz

MTT oo, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide
ECL .o enhanced chemiluminescence

PAR ..o, poly(ADP-ribose)

PI3-kinase.........ccccceuvenneee. phosphatidylinositol 3-kiniz

MPT....oiiiiiiiiieiee Mitochondridlis Permeabilitds Tranzicid
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Bevezetés

A nukledris poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) enzim DNS kdrosoddsok esetén
aktivalodik(1). A DNS egyes illetve kettds szdlu torése indukalja az elagaz6 lanca ADP-rib6z
polimerek képzddését, melyek nukledris fehérjékhez, mint példaul a hisztonok, vagy magahoz
a PARP enzimhez kapcsolédnak. Ennek a folyamatnak az aktivdléddsa a DNS repair korai
jele. Kutatdsok bizonyitottak a PARP-1 enzim oxidative stresszben nyujtott védo hatasat is.(2)
Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a PARP-1 enzim gétldsa fogékonyabba teszi a sejteket
DNS karosité hatdsok irdnt (3). A PARP-1 inhibitorok e késdi hatdsdnak oka feltehetéen a
PARP-1 enzim DNS-kédrosodast érzékeld funkcidjanak elvesztése. Csokken a PARP-1 egyes,
illetve kettds szali DNS torések érzékelése, €s javul a DNS repair hatékonysiga és a
sejttalélés. Kimutattdk, hogy mellrdk sejtek génlés 2 (BRCA 1,2) karosoddssal kiilondsen
érzékenyek a PARP gatldsra, mivel ezekben, a sejtekben hibds a kettds szald DNS torések
repair mechanizmusa(4). Ezen adatok alapjan elmondhatd, hogy a PARP-1 enzim gitldsa
hatékony terdpids stratégia lehet, nemcsak a BRCA muticioval rendelkezd tumoroknal,
hanem olyan egyéb tumorok esetében is, ahol a homol6g rekombinaciés DNS repair ttvonal
valamiként kdrosodott (5). Mindemellett az is bizonyitott, hogy a PARP enzim gatldsa sordan
kiilonboz6 foszforilacids folyamatok is aktivdlédnak, melyek kiilonb6z6 szovetekben az AKT
aktivalasdhoz vezetnek (6,7,8). Ennek hatdsara fenndll a lehet6ség, hogy a tumor terdpidban a
PARP inhibitorok hatdsédra aktivalédik a phosphatidylinositol-3 kindz (PI-3K)/AKT jelatviteli
utvonal, mely olyan folyamatok inaktivdlasdhoz vezethet, mint a glikogén szintdz kinaz-3,
caspase-3, caspase-9, BAD vagy forkhead homolég rhabdomioszarkéma(FKHR)
transzkripcids faktor (9), minek kovetkeztében citosztatikum rezisztencia alakulhat ki. A
Taxol egy széles korben alkalmazott citosztatikum. Hatdsmechanizmusét a tubulin dimerek

stabilizdcidjan keresztiil fejti ki, ezéltal a sejteket G2-M fézisban tartja (10,11,12). A Taxol
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hatdsainak kialakuldsdban a kindz rendszerek aktivdldsa (13) is fontos szerepet jatszik. Ezek
segitségével szabdlyozhaté a tumor szuppresszor gének és a citokinek expresszidja (14).
Kimutattdk, hogy a paclitaxel Raf-1 kindz aktivalédasat is okozza, mely a bcl-2 anti-
apoptotikus fehérje foszforilacidjaért, és ez 4ltal inaktivalodasaért felelds. Ezaltal a Taxolnak
direkt mitokondridlis hatdsa is van. Ezek mellet a paclitaxel citoszélikus Ca®* szint
valtozdsokat indukal (15), kivélthat mitokondridlis permeabilitds tranzicidt, nagyszamu
reaktiv oxigén szabadgyok képzOdést is generdlhat a tumor sejtek cytokrom oxidase
komplexén(16). A Taxol indukélta sejthaldl folyamatdban fontos szerepet jatszik a c-Jun N-
terminal kindz (JNK) aktivdldsa, amely az AKT aktivizacié gatlasan keresztiil és a forkhead
kapcsolt transzkripcids faktorok nukledris akkumuldcidjan keresztiil fejti ki hatdsat. A
FOXO03a nukledris transzlokacidja (17) elOsegiti az apoptosis indukélé faktor a Bim, egy
kizar6lag BH-3 domént tartalmazé Bcl-2 proapoptotikus fehérje, expresszidjat (18).
Bizonyitott, hogy az AKT overexpreszié védo hatdsu a Taxol indukalta sejthaldlban. Ebben a
folyamatban taldn az AKT fiiggd FOXO foszforilacio jatszik szerepet, amely stabilizdlja a 14-
3-3-fehéje FOXO kotddését, és ez dltal meggatolja annak nukledris transzportjat (19). Ennek
kovetkeztében gatlodik a FOXO fiiggd gének, mint példdul Bim transzkripcidja (20).
Munkénk sordn bizonyitjuk, hogy a PARP-1 gatldsa paclitaxel indukdlta sejthaldl
rezisztenciat okoz tumor sejtekben, és hogy ebben a folyamatban kiilondsen fontos szerepe
van a PI3K/AKTt jelétviteli ttvonal aktivdlasdnak. Munkdnk sordn nagy hangsulyt fektettiink a
T24 hdélyagtumor sejtek vizsgdlatara. Taxol alapi kemoterdpia napjaink egyik legfontosabb
salvage terdpidja az urotélium daganatainak (21). Ahhoz, hogy a Taxol fontosabb szerepet
kaphasson a hdlyagtumorok kezelésében fontos, lenne a Taxol rezisztencidjdnak csokkentése.
Vizsgdlatainkkal kimutattuk, hogy T24 hdlyagtumor sejteken a paclitaxel rezisztencia fontos
oka lehet az AKT foszforilacié hatasara tortént BAD foszforidcié is, valamint a

mitokondridlis membréanrendszer integritdsdnak fennmaraddsa.
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Ceélkitiizések
1. Vizsgalni kivantuk, hogy igaz-e az a nézet, miszerint a Taxol kozvetve indukal

mitokondridlis permeabilitds tranziciét, cytochrome-c kidramlast, caspase-3 -, és
PARP aktivaciot.

2. Kisérleteink sordn szerettiink volna paclitaxel terapia rezisztenciit indukélni. Korabbi
munkdink és irodalmi adatok szerint adott koriilmények kozott a PARP-inhibitorok
képesek sejtvédd hatdst mutatni. A PARP-1 enzim gatldsdan keresztiil kivaltott
citoprotektiv hatdst vizsgaltuk kiilonboz6 sejtvonalakon.

3. Ki akartuk deriteni, hogy milyen lehetséges folyamatok jatszanak szerepet a PARP-1
inhibicié citoprotektiv hatdsaban. Vizsgaltuk a NAD" és az ATP deplécioét és a
kiilonbozo jelatviteli utvonalakat.

4. Mivel hélyagtumor esetében gyakori a Taxol rezisztencia, T24 humén tranzicionélis
sejtes holyagtumor sejtvonalon vizsgaltuk, hogy miként befolydsolja a sejtek tulélését
a PI3K/AKT jelétviteli utvonal aktivalasa illetve gatldsa. Munkank sordn a PI3K/AKT
utvonal aktivdlasdhoz egy PARP-1 gitl6 molekuldt (PJ 34) hasznaltunk, mig e
jelatviteli utvonal gatldsara specidlis, a kereskedelmi forgalomban kaphat6 inhibitort
hasznaltunk. (LY294002)

5. Kivancsiak voltunk, hogy létezik-e kapcsolat a PI3K/AKT jelatviteli utvonal aktivitdsa
€s a mitochondridlis apoptotikus utvonal aktivitdsa kozott T24 holyagtumor sejtekben.
Ezért vizsgaltuk a BAD phosphoril4cidt, a cytochrome-c kidramldst és a caspase-3

aktivitast.
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Anyagok és Modszerek

Anyagok: Phosphatidylinositol-3 kindz (PI-3K) inhibitor LY-294002, poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP-1) inhibitor PJ-34, protease inhibitor cocktail, és a sejtkultirdhoz
sziikkséges anyagok a Sigma-Aldrich Kft (Budapest, Hungary) szdrmaztak. A vizsgalatok
soran a kovetkezo antitesteket hasznaltuk: anti-Akt, anti-phospho-Akt, anti-phospho-glycogen
synthase kinase-38 (GSK), anti-phospho Bad, anti-Bad (Cell Signalling Technology, Beverly,

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

Allatok. Kisérleteink sordn Wistar patkdnyokkal dolgoztunk, melyeket a Charles River
Hungary Breeding Ltd.-t6l vaséaroltunk. (Budapest, Magyarorszdg). Minden éllatkisérletet az

allatok tartdsaval és haszndlatdval foglalkozo etikai alapelveknek megfelelden végeztiink.

Sejtkultirak. T24 human hélyag carcinoma sejteket és Hela human méhnyakrak sejteket az
American Type Culture Collection-tdl szereztik be, és 2 mM L-glutamint, 1%
antibiotikum/antimikotikumot, valamint 10 % {otdlis borjisavét tartalmaz6 DMEM
médiumban inkubdltuk 37°C-on 5% CO, tartalmi atmoszféraban. A sejteket 3 naponta

passzaltuk.

Western blott analizis. Sejtkultirakbol készitett mintakat vizsgdltunk. A sziikséges
kezelések utdn a sejteket homogenizédltunk 500 ml 50 mM Tris, pH 7.80, és 500 ul 2x
Laemmli mintapuffer keverékében, 5 percig forraltuk, majd lehiités utan 5 percig 10000 g-vel
centrifugdltuk. A feliiliszébdl zsebenként 35 ug fehérjét vittiink fel 10%-os poliakrilamid
gélre, és blottolast kovetden a nitrocelluléz membrant 3 % zsirmentes tejben 1:1000 ardnyban

higitott primer antitest oldatban inkubdltuk 4°C-on egy éjszakdan at. A madsodik antitest
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tormagyokér peroxiddz-konjugdlt anti-nydl vagy anti-egér IgG volt, a vizualizalast
rontgenfilmen, SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce Chemical,

Rockford, IL) haszndlataval végeztiik. A kisérleteket minimum haromszor ismételtiik.

Izolalt mitokondrium vizsgalata. Patkany majbdl standard mddszerekkel (22) izolaltunk
mitokondriumot, amelyet aztdn Percoll-gradienscentrifugaldssal tisztitottunk. Az MPT-t az ezt
kiséré duzzadast fényszoras-véaltozdsban megnyilvanulé kovetésével , citokrom-c (cyt-c)
felszabaduldst immuno-blotting technikdval torténd detektdldsaval és egy sajat fejlesztésii

enzimatikus moédszerrel (22) mutattuk ki.

Sejthalal mérése. A sejteket 10" sejt per well siiriiségben 96-lyukd tdlcdkon kezeltiik,
paclitaxellel, PJ34-el és LY-294002-el a kisérleteknek megfeleld koncentracidkban illetve
ideig. (l4sd 4braalairdsok) majd a médiumot lecseréltik 0.5% MTT" tartalmd médiumra.
Tovdbbi 3 6rds inkubdcié utdn Anthos Labtech 2010 ELISA leolvaséval 550nm
hullamhosszon megmértiik a képzddott kék formazan festék mennyiségét, amely ardnyos volt

az €10 sejtek szamaval.

Caspase-3 aktivitas vizsgalat. A sejteket paclitaxellel kezeltik PJ-34 és/vagy LY294002
(PI3K inhibitor) jelenlétében vagy hidnydban. Kezeléseket kovetden a sejteket
homogenizaltuk és a protokolnak (22) megfelelden fluoreszcens festékkel detektaltuk a

caspase-3 aktivitds valtozasait. Kisérleteinket haromszor ismételtiink.
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Nagy-nyomasu folyadék-kromatografia (HPLC). A minta oldatokat 150 ul/h sebességgel
juttattuk az ionforrasba egy PEEK kapillarison keresztiil (Upchurch Scientific Inc., Oak
Harbor, WA). A tomegdetektédlast atmoszférikus elektrospray ionizdcids forrassal felszerelt
Bruker Esquire HCT ion csapda tomegspektrométerrel (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
végeztilk. Szaritogazként 300 °C nitrogént alkalmaztunk 12 1/min folydsi sebességgel, a
nebulizer nyomdsat 20 psi-ra allitottuk. Az adatgyljtéshez Smart Parameter Setting beallitést,
729 m/z céltomeget, 50-t61 1200 m/z tartomanyt, 26000 m/z/s pasztazasi sebességet é€s 200

ms pasztazasi idot hasznaltunk.

Statisztikai analizis. Variancia analizist végeztiink, és az Osszes adatot az atlag + S.E.M.-ként
(a kozépérték kozép hibdja) adtuk meg. A pdrositatlan Student-féle t teszttel itéltiik meg a

szignifikdns kiilonbségeket, és a 0,05 alatti p értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.
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Eredmények

10

A tumor terdpidban, széles korben alkalmazott vegyiiletrdl, a Taxolrdl, kimutattuk,
hogy uM-os koncentricié tartomdnyban, magas citochrome-c kidramlés, caspase-3
aktivitds és PARP-1 aktivaci6 mellett, mitochondridlis permedbilitds tranziciét okoz.
Kimutattuk, hogy a PARP-1 enzim gatlasaval csokkenthetd a Taxol citotoxikus hatdsa
is. Taxol kezelés hatdsdra, a vizsgalt Osszes koncentricidban, a kontroll sejtek
mindegyike nagyobb érzékenységet mutatott, mint a csokkentett PARP-1 aktivitassal
rendelkezOk.

Bebizonyitottuk, hogy a PARP-1 gitlds altal indukédlt AKT aktivacio jelenetds
szerepet jatszik a PARP gétlok citoprotektiv hatdsdban. Kimutattuk, hogy a PARP
gatlok citoprotektiv hatdsa két kiilonboz6 folyamaton keresztiil érvényesiil. Egyrészrol
a sejt energiahdztartdsdnak fenntartdsan keresztiil, masrészrél a PI3K/AKT, ismert
talélo jelatviteli dtvonal, aktivdlasan keresztiil.

T24, human hélyagtumor sejtvonalon, a PI3K/AKT jelatviteli utvonal PJ 34-el tortént
aktivacioja jelentOsen gatolta a Taxol citotoxikus hatdsanak kialakulasat. A specifikus
phosphoinozitol-3 kindz gitlo, ezzel szemben jelentOsen novelte a Taxol sejtpusztitd
hatasat. Ez a felfedezés lehetOséget nyujthat a kdzeljovOben arra, hogy a holyagtumor
kezelésben mindeddig hattérbe szorult Taxol kezelés, kiegészitve valamilyen AKT
inhibitor kezeléssel, nagyobb teret nyerjen.

Vizsgdlataink sordn bizonyitottuk, hogy hodlyagtumor sejtek esetében a Taxol
rezisztenia fontos oka a PI3K/AKT jeldtviteli ut 4ltal indukalt BAD phosphorildcié. A
rezisztenica kialakulasaban tehat kiemelkedéen fontos a  mitokondrialis

membranrendszer integritdsanak fennmaradasa.
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