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Irodalmi attekintés
A gyulladas folyamata

A gyulladas folyamatat mar az 0korban leirtak. Hippokratész (i. e. 460 — i. e. 377
koriil) megfigyelte, hogy a gyodgyuldsi folyamatok elsé 1épése a gyulladas. Aulus
Cornelius Celsus (i. e. 30 - i. u. 45) rémai ir6 pedig feljegyezte a gyulladas Gt tiinete
koziil négyet: vorosség, melegség, duzzanat és fajdalom. Az 6tddik tiinet leirdsat, a

funkci6 kiesést Galenosz (i. u. 129 - i. u. 200) nevéhez kotjiik.

A gyulladéas az immunrendszer vélasza a testet érd karos hatasokra, mint a sériilés,
a patogének ¢és a toxinok. A gyulladds szerepe a sériilést okozd dgens elimindlasa és a
gyogyuldsi  folyamatok beinditdsa. Jellemzéi az emelkedett véraramlas,
sejtmetabolizmus, vazodilatacid, mediatorok felszabaduldsa, 6déma ¢és immunsejtek

infiltracioja a gyulladt tertiletre.

A gyulladast szabalyoz6 f0 folyamatok: a gyulladdsi mintdzat felismerése,
szignalutvonalak aktivalodasa, ezek szabdlyozzak a kiilonboz0 mediatorok és
transzkripcids faktorok miikodését, ezaltal a homeosztazis és a patogének elleni
védelem szabalyozoi is egyben, valamint a gyulladasos markerek megjelenése. A
sériilés helyére elsoként neutrofil granulocitak és makrofagok vandorolnak. Ezt kovetik
a monocitak és a limfocitdk (NK-, T- és B-sejtek) valamint a hizosejtek. Az akut
gyulladas a szervezet védekezése szempontjabol egy hasznos folyamat, addig
kronikussd valdsa betegségek kialakulasdhoz vezethet. Ezért a gyulladas

megszlinésének szabalyozésa kiemelten fontos.
Makrofag polarizacio és a ROS kapcsolata

A makrofagok a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer nélkiilozhetetlen
fagocita €és antigén prezentdlo sejtjei. A makrofagokat polarizaciojuk alapjan tobb
csoportba lehet sorolni, az egyszertiség kedvéért itt csak két csoportot fogunk emliteni.
Gyulladasos makrofagok (M1) altaldban valamilyen fert6zés, vagy sériilés soran
alakulnak ki. A polarizaciot indukalhatja bakterialis lipopoliszacharid, interferon
gamma stb. Gyulladasos citokineket és kemokineket termelnek valamint ennek a
polarizacionak a markere az indukélhatd nitrogén-monoxid szintaz (iNOS) amely
nitrogén-monoxidot (NO) termel. Funkcidjukat tekintve baktericid, tumoricid és

fagocita feladatokat latnak el, azonban olyan kronikus betegségekkel is 0sszefiiggésbe



hoztak, mint az obezitas, metabolikus szindroma vagy a diabétesz. Az alternativan
aktivalodott (M2) makrofagok amelyek polarizaciojat interleukin-4 (IL-4) illetve
interleukin-10 (IL-10) is kivalthatja immunszupressziv, angiogenetikus hatasuk van,
valamint a sebgyogyulast is szabalyozzak. Patologids folyamatokban is részt vehetnek,
mint példaul a tumor promoécid, dermatitis vagy az asztma melynek soran {6 forrasai a
reaktiv oxigén ¢és nitrogéntartalmu intermediereknek (ROS és RNS). A ROS és RNS
fiziologias koriilmények kozott szignalmolekuldkként miikodnek, taltermelddésiik
azonban patologids folyamatokhoz, illetve sejthaldlhoz vezetnek. Amikor a reaktiv
intermedierek €s az antioxidans rendszer kozotti egyensuly a ROS/RNS javara felborul,
akkor oxidativ stresszrdl besz¢liink. A ROS/RNS képesek a sejtek biomolekuléit (DNS,
fehérje, lipid) karositani, és ez altal sejt és szovet diszfunkciot eldidézni. A makrofagok

c ey

oxidativ stressznek.
ROS altal indukalt sejthalal folyamatok

Az oxidativ stressz lehetséges kimenetelei kozott szerepel a sejthalal, amely
gyulladashoz és szervi diszfunkcidhoz vezet. Az apoptozis egy jol karakterizalt
programozott sejthalal forma. A sejt zsugorodasat az apoptotikus testek keletkezése
kdveti, majd a sejtmag zsugorodik és fragmentalodik, végiil a sejt apoptotikus testekké
esik szét. Az apoptotikus testek bekebelezését a fagocita sejtek végzik. Az apoptdzist
kiilso, illetve belsd stimulusok is indukalhatjak, ilyenek péld4ul a halal ligandumok
(kiils), DNS karosodas, ER stressz és a mitokondrialis utvonal (bels6k). A sejthalal
kivitelezésében az effektor fehérjék, a kaszpazok vesznek részt, a kaszpazok aszpartil
proteaz fehérjék. Megkiilonboztetiink iniciator (kaszpaz-2, 8, 9, 10) illetve effektor
(kaszpaz-3, 6, 7) kaszpéazokat. A kaszpazok egy masik csoportjaba a kaszpaz-1, 4, 5,

11, 12 tartozik, amelyek a gyulladés szabalyozasaban vesznek részt.

A nekrozist eredetileg egy véletlenszerii és szabalyozatlan sejthalal formaként
irtak le, amely extrém kiils6 tényezOk hatasira kovetkezik be. A programozott és
véletlenszerti sejthaldlon kiviill még egy sor egyéb sejthalal forma létezik. Ezeket a
sejthalal utvonalakat altaldban szabélyozott sejthaldl formaknak nevezziik, mivel

valamilyen szignalitvonal irdnyitja a lefolyasukat.

A nekroptozis egy szabalyozott sejthalal forma, amely fenotipusosan inkébb a

nekrozisra hasonlit. A receptor medialt szignaltranszdukciot a RIPK és MLKL kinazok



kozvetitik. Nekroptdzis soran kaszpaz-8 aktivaciot figyelhetiink meg azonban az

effektor kaszpaz (kaszpaz-3) hasitdsa nem torténik meg.

Ferroptozis sejthaldl soran letdlis mennyiségli lipid hidroxiperoxidok
szaporodnak fel a sejtben, ami egy nem-apoptotikus fenotipust sejthalalhoz vezet.
Oxidativ stressz soran szabad vas jelenlétében Fenton reakcion keresztiil hidroxil gyok
keletkezik, amely az egyik legreaktivabb szabadgyok, igy karosithatja a sejt DNS,

fehérje és lipid molekulait.

A makrofagoknak kiemelt szerepiik van a ROS és RNS termelésben valamint a
patogének eliminaldsaban. Az oxidativ stressz a sejthalal kiilonb6z6 formait indithatja
el, ezek a makrofagokban is végbemennek. Ennek elkeriilése érdekében kiilonbozo
védekezési mechanizmusokat fejlesztettek ki, amelyeket a bevezetés késdbbi

szakaszaban, illetve a kutatasi eredményeim felhasznalasaval szeretnék bemutatni.
A poli-ADP-ribozilacié

A fehérjék mono- és poli-ADP-ribozilacidja egy reverzibilis poszttranszlacios
mobdositas, amely kiilonb6z6 bioldgiai folyamatok szabalyozasdban vesz részt. Ezek
koziil kiemelendd a genom stabilitdsdnak megdrzése, a transzkripcid szabalyozasa, az
energia metabolizmus és a sejthalal. A folyamatot végzd enzimeknek emberben 17
tagjat ismerjiik jelenleg. Az aktivalt PARP a nikotinamid-adenin-dinukleotidot (NAD™)
hasitja nikotinamidra és ADP-ribézra, majd az ADP-rib6z monomerekbdl elagazo

lanct polimereket szintetizal az akceptor fehérjéken.

A PARP csalad legintenzivebben tanulmanyozott tagja a 116kDa molekulatomegii
PARP-1 (ismert még, mint poli(ADP-ribdz) szintetaz és poli(ADP-rib6z) transzferaz),
ami egy eukaridtdkban altalanosan eléforduld sejtmagi fehérje. A molekula harom f6
domént tartalmaz: N-termindlisan elhelyezkedd DNS kotd domén, auto modifikacios
domén, C-terminalisan elhelyezkedd katalitikus domén. Ezen kiviil még tartalmaz
egy nuklearis lokalizacios szignalt (NLS) ami tartalmazza a kaszpaz-3 hasito
szekvencigjat is, illetve a fehérjékkel vald kolcsonhatas kialakitasaban részt vevo
BRCT motivumot is. A fehérje erdsen konzervalt, 92%-os homol6giat mutat az emberi
€s az egér aminosav szekvencidban. A legnagyobb egyezést a katalitikus doménben
talaljuk, a kiilonbozo gerinces fajok kozott 100%-os egyezést mutat az 50 aminosav
hosszisagh PARPss (PARP signature sequence). A PARP-1 képes kolcsonhatés
kialakitasara mas PARP enzimekkel is (PARP-1, PARP-2), a DNS hibajavitast végzd
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enzimekkel (XRCCI1, DNS polimeraz-p, DNS-ligaz III) valamint mas Sejtmagi
fehérjékkel is, mint példaul: hisztonok és telomer. Nick szenzorként funkcional,
azonban nemcsak a DNS torés, illetve a DNS kdvetkezményes meghajlasa vezethet
PARP-1 aktivacidhoz.Patkany primer neuronokon inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3)
indukalt Ca®* felszabadulas soran PARP aktivéaciot figyeltek meg. A PARP-1 aktivitasa

expresszios szinten is szabalyzodik az Spl és Sp3 transzkripcids faktorok révén.

A PARP-1 a NAD"-ot nikotinamidra és ADP-ribdzra hasitja, majd az ADP-riboz
egységeket kovalensen kapcsolja az akceptor proteinek glutamat, szerin oldalldncaira.
PAR polimerek eltavolitasaért foleg a poli(ADP-ribdz) glikohidrolaz (PARG) enzim a
felelos. A fehérjéhez kapcsolodd ADP-ribdz monomert az ADP-ribozil protein liaz

tavolitja el.

PARP-1 KO sejtekben azt tapasztaltak, hogy a short patch repair polimerizacios
hatasfoka mintegy felére csokkent mig a long patch repair szinte teljesen hatastalan volt.
A PARP-1 kdlcsonhat az XRCC1 enzimmel, amely esszencidlis az SSB-k javitasaban.
A PARP-1-nek nincs DNS javito funkcidja azonban a BER mas esszencialis
enzimjeivel is k6lcsonhat, mint példaul a DNS ligaz I1la-val és a DNS polimeraz (3-val.
A kettds szalu DNS torések (Double Strand Break, DSB) javitasanak két mechanizmusa
van emlds sejtekben, a homolog rekombinacié (HDR) és a nem homolég DNS-vég
osszekapcsolas (NHEJ). A PARP-1 az XRCC1 ¢és DNS ligaz III komplexszel
egylittmiikodve kapcsolodik a DNS-hez amikor az NHEJ komponensei nem allnak
rendelkezésre, €s egy alternativ Utvonalat 1étrehozva szerepelnek a hibajavitasban. A
PARP-1 komponense a replikacids komplexnek, szerepét ugy képzelhetjiik el, mint egy
“szenzort”, ami jelzi a DNS karosodast. Eldsegiti a replikacids villa lassuldsat, és

lehetdvé teszi a hibajavitas megkezdéseét.

A PARP-1-nek kiemelt szerepe van a sejthalalban is. Az apoptdzis
végbemeneteléhez az ATP mennyisége nem csokkenhet egy bizonyos szint ald. PARP
enzimek szubsztratja a NAD" - ami az ATP szintézis nélkiilozhetetlen molekuldja, a
PARP-1 éppen ezért molekularis kapcsoloként funkcional a sejthaldl soran. Apoptdzis
soran a kaszpaz-3 proteolitikusan hasitja a fehérjéket, és egyik szubsztratja a PARP-1.
A PARP-1 talaktivacidja azonban karos a sejt talélése szempontjabol, a NAD*
felhasznalasaval ATP deplécidhoz vezet, valamint mitokondridlis diszfunkciot

eredményez, ezaltal egy nekrozisra hasonlito sejthalalt indukal. Lathato, hogy a PARP-



1 aktivacioja nélkiilozhetetlen a sejt tiléléséhez genotoxicitas indukalta sejthalal soran,
azonban PCD soran az inaktivalodasara van sziikség, hogy a sejt elkertiilje a stlyosabb
sejthalal format. A PARP-1 altal kozvetitett sejthaldl taldn legérdekesebb forméja a
parthanatos. A nevét is az enzim altal katalizalt reakciorol kapta. (A PAR a poli(ADP-
rib6z) polimerre, Thanatos pedig a halal Istenére utal a gorég mitologiabol.) A
programozott sejthalalformak koz¢ soroljuk, tehat megkiilonboztetjiik a nekroptozistol
elsdsorban a szabalyozads szempontjabol. Parthanatos soran a sejthalalt a PARP-1
indukalja a mitokondriumbdl a sejtmagba. Az AIF transzlokédcidja azonban nem
magyarazta a sejtmagban bekdvetkez6 fragmentaciot, a DNS hasitasaért a MIF nukleaz

a felel6s. Lathatjuk, hogy a PARP-1-nek fontos szerepe van a sejthalal szabalyozasaban.



Célkitiizés

A PARP-1 enzimnek jelent6s szerepe jut a DNS hibajavitasban, a transzkripcio
szabalyozasaban és a sejthalal folyamataban egyarant. Mindezek mellett a PARP-1-nek
kdzponti szerepe van az immunsejtek gyulladasos folyamatainak szabalyozasaban. Mig
a DNS javitasanak mechanizmusa, ¢s a PARP-1 medialt sejthalal teriiletén az irodalmi
ismereteink igen széleskoriiek, addig a PARP-1 szerepérdl a makrofagok oxidativ
stresszel szembeni rezisztencidjanak kilakuldsarol keveset tudunk. Ezért munkank

soran célul tuztuk ki az alabbiakat:

1) A kilonboz6 polarizaltsagh makrofagok H202-al szembeni érzékenységének

vizsgalata.
2) H20; rezisztens M1 makrofagok génexpresszios paneljének vizsgalata.

3) A PARP-1 szerepének vizsgalata M1 makrofagok H202 rezisztencidjanak

kialakulasaban.

4) MI makrofagok metabolikus jellemzése oxidativ stressz soran.

A gyodgyszerkutatasban nagy jelentésége van a mar gyogyszerként forgalomba
helyezett szerek 1) betegségekben valo alkalmazasanak. A PARP-1 fontos szerepet tolt
be a sejthaldl szabdlyozasaban ezért olyan molekuldk felderitését tliztiik ki célul,

amelyeknek szerepiik lehet a parthanatos csokkentésében:
1) Citoprotektiv molekulak azonositasara alkalmas HCS modszer beallitasa.

2) Szirés elvégzése egy kis molekulakonyvtaron (<800) és a “hit” vegyiiletek

validélésa.
3) PARP gatloszerek azonositasa.

4) A gatlas mechanizmusanak jellemzése.



Anyagok és modszerek
Anyagok

A 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT), alacsony
olvadasponta agar6z (LM agar6z), antimycin, apomorfin, ciklopirox, Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM), f{6talis szarvasmarha szérum (FBS), H202,
interleukin-4  (IL-4)  karbonil-cianid-4-(trifluor-metoxi)-fenil-hidrazon  (FCCP),
lipopoliszacharid (LPS), NAD/NADH Quantitation Kit, oligomycin, propidium jodid
(PI), proteaz inhibitor koktél (PIC), RPMI-1640 medium a Sigma-Aldrich Kft-t6l
(Budapest, Magyarorszag) volt beszerezve. Az L-glutain és a penicillin/streptomicin a
Lonza Group AG-tdl szarmazik (Bézel, Svajc). A Seahorse kisérletekhez hasznalt
DMEM médiumot az Agilent-t6l vettiik (Santa Clara, CA, USA). A FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I-et a BD Pharmingen-t6l (San Jose, CA, USA) vasaroltuk. Az
alabbi antitesteket: anti-AlF antitest, anti-PARP-1 antitest, HRP-vel konjugalt anti-egér
IgG, HRP-vel konjugalt anti-nyul IgG a Cell Signaling Technologies-t61 (Danvers, MA,
USA), a peroxidaz konjugalt anti-p-aktin antitestet pedig a Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, TX, USA) vasaroltuk. Az anti-foszfo-H2AX antitestet a Trevigen
(Minneapolis, MN, USA) cégtdl vettiik. A monoklonalis anti-PAR antitest a Debreceni
Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében késziilt 10 H hibridoma sejtek feliiluszo6jabol
telitett ammonium-szulfat oldattal torténd tisztitassal. A membranok blokkolésdhoz
hasznalt sovany tejpor kereskedelmi forgalombol szarmazott. A Biontex Laboratories-
tol (Miinchen, Németorszag) vettiik a K4 transzfekcios rendszert. A PARP1-mCherry
OmicsLink expresszids plazmid a GeneCopoeia (Rockville, MD, USA) cégtdl
szarmazik. Az ATP A Screen-Well® FDA Approved Drug Library V2 molekula
konytar az Enzo Life Sciences Inc.-t61  (Farmingdale, NY, USA) véasaroltuk. A4’ ,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), a Hoechst 33342 és a Sytox Green az Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) cégtdl szarmazik. A qPCR-hez sziikséges reagenseket az alabbi
cégektol szereztiik be: a Trizol reagenst a Molecular Research Center-t6l (Cincinnati,
OH, USA) vettiikk. A High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et az Applied
Biosystems-t6l (Foster City, CA, USA), mig a 2X qPCRBIO Sygreen Mix Lo-ROX
reagenst a PCR Biosystems-t61 (London, Egyesiilt Kiralysag) vasaroltuk. A
rekombinans egér makrofag kolonia stimulalé faktort (M-CSF) az R&D System-t6l
(Minneapolis, MN, USA) vasaroltuk. Az ATP Bioluminescence Assay Kit II termék

a Roche Diagnostics cégtdl (Penzberg, Németorszag) van. A Hank's Balanced sdoldat
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(HBSS), a Lipofectamine 3000 és a SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate a Thermo Fisher Scientific-t6l (Vantaa, Finnorszag) szarmazik. Az alabbi
reagenseket a VWR International Kft-tdl (Debrecen, Magyarorszag) vasaroltuk:
dimetil-szulfoxidot (DMSO), fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF), glicerint,
merkapto-etanol, natrium-dodecil-szulfatot (SDS), natrium-hidroxid, Na2EDTA,
TrisHCI, Triton X-100

Moédszerek

A csontvelobdl szarmazoé makrofagok (BMDM) izolalasa, differencidlasa és

polarizacidja

A C57 egér (Debreceni Egyetem Elettudomanyi Epiilet Kisérleti Allathaz)
csontveld sejteket a Pineda-Torra és mtsai. publikdcioban leirtak szerint izolaltuk (I
Pineda-Torra és mtsi., 2015). Az egér csontveld makrofagok gytijtésének protokollja
Osszhangban volt a Helsinki Nyilatkozattal, és a Regionalis Kutatasi Etikai Bizottsag
jovahagyta (15/2016/DEMAB). A BMDM sejteket 10% héinaktivalt FBS-sel, 1% L-
glutaminnal, 1% penicillin-sztreptomicinnel és 25 ng/ml egér M-CSF-sel kiegészitve
DMEM-ben inkubaltuk (differencialé médium). A sejteket 37 °C-on és 5% CO2-ot
tartalmazd atmoszféraban tartottuk. A sejttenyészethez a 3. és az 5. napon friss
differeneciald6 médiumot adtunk. A 6. napon a sejteket teljesen differencialt
csontvel6bol szarmazd makrofagoknak tekintettiik. A sejteket 10 ng/ml LPS-sel vagy
5 ng/ml IL-4-gyel kezeltiik, hogy M1 vagy M2 polarizaciot indukaljunk.

HaCat sejtkultara

A HaCat sejteket (American Type Culture Collection (ATCC) Manassas, VA,
USA) 10% FBS-sel, 1% L-glutaminnal és 50 E/ml / 50 pg/ml penicillin / sztreptomicin
oldattal kiegészitett RPMI 1640-ben tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO2-ot tartalmazo

atmoszféraban.
Sejt életképesség vizsgalata (MTT esszé)

A sejtek életképességét MTT vizsgalattal mértiik. A sejtekhez 0,5 mg/ml MTT-
oldatot adtunk, és 30 percig inkubaltuk. A médiumot leszivtuk, és a formazan-
kristalyokat 100 pl DMSO-ban oldottuk fel. Az abszorbanciat 590 nm-en mértiik Tecan
Spark fotometrias késziiléken (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Svijc). Az

¢letképességet kiszamitottuk és a kontroll szazalékaban fejeztiik ki.
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A sejtkonfluencia és a propidium-jodid felvétel értékelése

A sejteket az Eredmények c. fejezeben taldlhatd dbrakon leirtak szerint kezeltiik,
mértiik a konfluenciat és reprezentativ képeket készitettiink a Tecan Spark plate olvaso
késziilék képalkotod funkcidjaval. A PI felvételi vizsgalatokhoz a sejteket 15 percig 5
pg/ml PI-dal inkubdltuk. A fluoreszcencia intenzitast 560 ex/620 em értéken mértiik

Tecan Spark plate olvasoval.
A sejthalal ,, high content” analizise (HCA)

Az 6sszes HCA kisérlethez a sejteket CellCarrier Ultra platek-en (Perkin Elmer,
Ealtham, MA, USA) tenyésztettiik. Festés utan a képeket Opera Phenix HCS (Perkin
Elmer, Ealtham, MA, USA) berendezéssel készitettiik, és az adatokat Harmony
szoftverrel (Perkin Elmer, Ealtham, MA, USA) elemeztiik.

Annexin V-propidium-jodid kettds festés

A kezelés utan a sejteket PBS-sel mostuk és vitalisan festettiik Hoechst-tel és
FITC Annexin V Apoptozis Detection Kit I-gyel a gyartd utasitdsainak megfelelden. A
képeket 10x-es levegds objektivvel készitettiik. A nuklearis és a citoplazmatikus
régiokat Hoechst intenzitds alapjan szegmentaltuk. Az atlagos fluoreszcencia
intenzitast (MFI) kiszamitottuk a FITC sejtteriiletén és a PI esetében a sejtmag tertiletén.
Az MFI alapjan harom sejt alcsoportot azonositottunk: €16 (kettds negativ), apoptotikus

(Annexin V - FITC pozitiv és PI negativ) és nekrotikus (PI pozitiv) sejtek.
RNS izolalés, reverz transzkripcid és kvantitativ valds idejiit PCR

A teljes RNS izolalast Trizol médszerrel végeztiik. 2 pg RNS-t hasznaltunk a
reverz transzkripcidhoz az atirdst nagy kapacitasu High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit-tel végeztik a gyartd utasitasainak megfeleléen. A valds idejl
kvantitativ PCR-t a 2X gPCRBIO Sygreen Mix Lo-ROX és a Roche Lightcycler 48011
(Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Németorszag) késziilék alkalmazasaval

végeztik.
SDS-PAGE és Western blot

A fehérjék méret szerinti elvalasztasa érdekében a hideg lizispufferben (62,5 mM
Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 10% glicerin, 715 mM 2-merkapto-etanol, 1 mM PMSF

(fenilmetilszulfonil-fluorid), proteaz inhibitor koktél) feltart teljes-fehérjékbol azonos
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mennyiséget vittiink fel 8%-0s SDS-poliakrilamid gélre, majd 100 V-on 90 percig
poliakrilamid elektroforézist (PAGE) végeztiink. A fehérjéket nitrocellul6z membranra
transzferdltuk 400 mA é4ramerdsséggel 90 percig. A membranok blokkolasat 5%-0s
sovany tejpor 1X PBST pufferben oldott oldataval végeztik 1 oOrdn at
szobahémérsékleten. A membranokat PAR (10H klon), PARP-1 és B-aktin elleni
antitestekkel inkubaltuk egy ¢éjszakan at 4 °C-on. A kovetkez6 napon a membranokat —
az elsddleges antitesteknek megfeleléen — HRP-vel konjugalt szekunder antitestekben
inkubaltuk 2 6ran &t szobahdmérsékleten. Az egyes 1épések kozott a membrant 1X
PBST-vel mostuk két alkalommal 5 percig, majd 1X PBS pufferben 5 percig Az
antitestek kotddését kemilumineszcencids modszerrel detektaltuk Chemidoc Touch gél
dokumentacios rendszerrel (Bio-Rad Laboratories Irvine, CA, USA) SuperSignal™

West Pico Chemiluminescent reagens felhasznalasaval.
NAD™ és ATP esszé

A relativ NAD* tartalmat NAD/NADH Quantitation Kit-tel hataroztuk meg a
gyart6 utasitdsainak megfeleléen. Az abszorbanciat a fehérjetartalomra normalizaltuk.
A relativ ATP-tartalmat ATP Bioluminescence Assay Kit Il-vel hataroztuk meg a
gyartd utasitasai szerint. Az ATP-tartalmat normalizaltuk a fehérjetartalomra. A

méréseket Tecan Spark plate olvason mértiik (Tecan, Méannedorf, Svéjc).
Az extracellularis acidifikacio és az oxigén fogyasztasi rata mérése

Az egér csontvel6i sejteket Seahorse XF96 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) sejttenyészto plate-en differenciltattuk, majd az Eredmények c. fejezetben
talalhat 4bra alapjan az ott leirtak szerint kezeltiikk. A médium leszivasat kovetden, a
sejteket 1 oran at inkubaltuk XF assay taptalaj-modositott DMEM-ben (pH 7,4), 4,5 g/l
gliikozzal kiegészitve. Az oxigénfogyasztasi sebességet (OCR) €s az extracellularis
savanyodasi sebességet (ECAR) XF96 extracellularis fluxus analizatorral (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) hataroztuk meg. Mitokondridlis stressz tesztet
hajtottunk végre oligomicin (2 uM), FCCP (4 uM) és antimycin (10 uM) szekvencialis
hozzaadasaval. Minden egyes vegyiilet hozzaadasa utan négyszer mértiik az OCR-t (5
perc/mérés). A masodlagos metabolikus paramétereket (ATP-hez kotott 1€gzés,
maximalis 1égzési kapacitas, 1€gzési tartalék kapacitas) a Dranka és mtsi. publikacidban

leirtak szerint szamitottuk ki (B P Dranka és mtsi., 2011).
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A timocita sejthalal elemzése aramlasi citometriaval

A timocita izolalast a Hegediis és mtsi. publikdcioban leirtak szerint hajtottuk
végre (C Hegedls és mtsi., 2008). A C57 / Bl6 egereket (Debreceni Egyetem
Elettudomanyi Epiilet Kisérleti Allathaz) 4-6 hetes korukban terminltuk, majd a
timuszokat aszeptikusan boncoltuk, jéghideg RPMI 1640 médiumba helyeztiik, és
rozsdamentes acél drothalon, 100 pm-es nejlonsziirén atsziirtiik egysejtli szuszpenzid
eldallitasa céljabol. A timocitakat 2x106/ml striséglire higitottuk RPMI 1640
médiummal, ezt kovetden 100 pl-t 96 lyuk plate-re helyeztiink. Kezelést kovetden a
sejteket 5 percig 1,25 ug/ml Pl-dal festettiik, és a sejthalalt Acea NovoCyte (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA) aramlési citométerrel mértiik.
PARP1-mCherry transzfekcioja HaCat sejtekbe

A transzfekciohoz a PARPI-mCherry OmicsLink expressziés plazmidot
hasznaltuk. A HaCat-sejteket az el6z6 nap ibidi 8-lyuka p-kamrékba (ibidi GmbH,
Grifelfing, Németorszag) helyeztiik. Két oraval a transzfekcio eldtt a sejteket a K4
transzfekcids rendszer K4-szorzo reagensével kezeltiik majd Lipofectamine 3000-rel
1:1 pg/ul ardnyban kevert plazmid DNS-sel (300 ng/well) inkubaltuk. A médiumot 5
oréval késobb normadl, 1/200 K4-szorz6t tartalmazd taptalajra cseréltiik. A sejteket

mikroirradiacios kisérlethez hasznaltuk 36-48 oraval késobb.
Mikroirradiacio és képelemzés

A lézeres mikroirradidciot (IR) Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkdppal (Leica
Microsystems, Wetzlar, Németorszag) végeztiik a LAS X szoftver FRAP moduljanak
felhasznalasaval. A HaCat sejteket 10 pg/ml Hoechst 33342-vel egyiitt inkubaltuk,
majd a médiumot FluoroBright-ra cseréltiik, amely a vizsgalt vegyiileteket tartalmazta,
Hoechst nélkiil. A képeket Leica HC PL Apo CS 40x / NA 0,85 széaraz objektivvel
készitettiik 99,94 um atmérdjii lyukon 1,6 um optikai szeletvastagsaggal. A zoom

tényezdt 2x-re allitottuk, és a képkockakat 400 Hz kétiranyt szkenneléssel, 1024x256
px digitalis felbontassal készitettiik. Az mCherry gerjesztésére 552 nm-es OPSL l1ézert

405 nm-es didda 1ézert 3,5%-os teljesitményre allitottuk, és a LAS X PointBleach
funkcidja segitségével 2 masodpercig sugaraztuk be a mag egy pontjan. Negyven el6-
besugarzasi képet gyljtottiink 328 ms-onként. Az IR utdn 200 képet készitettiink a

besugarzas el6tti idészakban hasznalt beallitasokkal.
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Immunfluoreszcens festés és fluoreszcens mikroszkopia

A sejteket Cell Carrier Ultra plate-ekben (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)
tenyésztettilk. A sejteket az dbrakon lathatd modon kezeltiik, majd PBS pufferrel
torténd mosast kovetden metanollal 20 percig -20 °C-on fixaltuk PAR polimer (10H
klon) és PARP-1 antitestek hasznalata esetében, vagy 4% PFA-ban fixaltuk
szobahdmérsékleten 15 percig AIF és YH2AX festéshez. A sejteket ezutan haromszor
mostuk PBS-sel, majd 0,5% Triton-X-et tartalmazé PBS-ben permeabilizaltuk 5 percig,
¢s 60 percig 1% BSA-t tartalmazd PBS-sel blokkoltuk. A sejteket blokkol6 oldatban
higitott primer antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on, enyhe rdzatas mellett.
Haromszor végzett PBS-ses mosas utan a sejteket 45 percig inkubaltuk a szekunder
antitesttel és DAPI-val (2 pg/ml) PBS-ben. A sejteket haromszor PBS-sel mostuk, és
PBS-ben tartottuk a fluoreszcens mikroszkopidig. A képalkotdst Opera Phenix
rendszerrel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) végeztiik. Az Osszes képelemzést a
Harmony szoftverrel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) végeztiik.

Comet esszée

Az alkalikus comet esszét Trevigen FLARETM (Trevigen, Gaithersburg, MD,
USA) targylemezek felhasznalasaval végeztiik, a gyartd utasitdsainak és a Kovacs és
mtsi. publikdcioban leirtaknak megfelelden (K Kovacs és mitsi.,, 2012), néhany
modositassal az aldbbiak szerint: a tripszines kezeléstkdvetden 105 HaCat sejtet
elokezeltink DMSO-val (vivéanyag), apomorfinnal (10 uM) vagy ciklopiroxszal (10
uM) 1 oran at. H202-dal kezeltiik a sejtekhez 200 uM végkoncentracioban 10 percig.
Ezutan a sejteket 4 °C-on centrifugaltuk és 1 ml jéghideg PBS-ben szuszpendaltuk. A
sejtszuszpenzidhoz (40 ul) 400 pl olvadt LM agardzt (1%, 37 °C) adtunk, majd a
sejtszuszpenzid-agardz keverékbol 40 pl-t azonnal egy Trevigen FLARETM
targylemezre pipettaztuk. A targylemezeket 4 °C-on so6tétben tartottuk 30 percig, majd
hideg Lysis Solution oldatba (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA) meritettiik. Egy
¢jszakan 4t tartd lizis utdn a targylemezeket 3 x 30 percig szobahOmérsékleten
elektroforézis pufferben (0,03 M NaOH, 2 mM Na2EDTA, pH ~ 12.3) inkubaltuk. Az
elektroforézist 4 °C-on, 30 percig, 20 V-on végeztiik. Miutan a targylemezt desztillalt
vizben leoblitettiik és semlegesitettiik, a sejtmagokat 10 pg/ml PI oldattal 30 percig
festettiik. Desztillalt vizzel végzett mosast kovetéen a targylemezeket

szobahOmeérsékleten szaritottuk, hogy a sejtek ugyanarra a sikra keriiljenek. Az elemzés
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elétt egy vékony réteg olvadt 1% LM agar6zt pipettaztunk a targylemezekre a hattér
fluoreszcencia csokkentése érdekében. A képeket a Leica SP8 Confocal mikroszkoppal

készitettiik. A képeket Open Comet szoftverrel elemeztiik.
PARPI kromatinkotési vizsgalat (PARPI csapdazasi vizsgalat)

A HaCat sejteket Cell Carrier Ultra lemezeken (Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA) tenyésztettiik. A sejteket az dbrakban leirtak szerint kezeltiik. Ezutan a sejteket
0,2% Triton X-100-ban 2 percig jégen extrahaltuk, metanollal -20 °C-on fixaltuk és
PARPI antitesttel festettiik, a Michalena és mitsi. publikdcioban leirtak szerint (J
Michelena és mtsi. 2018).

Kalcein dequenching esszé (intracellularis vas-kelatképzodés kimutatdsa)

A HaCat sejteket 250 nM kalcein-AM-mel inkubaltuk egy oran at. A sejteket
kétszer mostuk 0,4 mM kalciumot és magnéziumot tartalmazé HBSS-sel, és 30 percig
inkubaltuk, hogy a hasitatlan kalcein-AM diffundaljon a sejtekbdl. A médiumot HBSS-
re cseréltiik, amely 2,5 pg/ml Pl-ot tartalmazott, majd a sejteket tovabbi 30 percig
inkubaltuk, hogy a PI kiegyensulyozddjon a tapkozeg és a sejt belseje kdzott. Mind a
kalcein, mind a PI fluoreszcenciat kinetikailag rogzitettiik. A felvétel harom szakaszbol
allt. A kezdeti 15 perces kiegyenlitési periodus utan 10 uM ciklopiroxot vagy
apomorfint injektaltunk a kijelolt lyukakba a miiszer injektor szivattyjaval. Ezt
kovetden a kalcein fluoreszcencia csokkentését 30 percig kovettiik. Végil egy
harmadik fazist, amelyben 200 uM H202-t injektaltunk a kijeldlt lyukakba, és annak
az intracellularis labilis vaskészletre gyakorolt hatdasat a kalcein fluoreszcencia

valtozasaként figyeltiik meg 45 percig.
Statisztikai analizis

Az elsddleges adatokat atlagként 3-5 fiiggetlen kisérlet szordsaval adtuk meg. A
statisztikai elemzést a GraphPad Prism 8§ alkalmazéasaval végeztiik, amint az az
Eredmények c. fejezet 4bra alairasaiban szerepel. A 0,05 alatti P értékeket

szignifikansnak tekintettiik.
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Eredmények

A PARP-1 szerepe a polarizalt makrofagok oxidativ stresszel szembeni

rezisztencia kialakitasaban

Az M1 polarizalt makrofagok fokozott rezisztenciat mutatnak H202 kezeléssel

szemben

Elsé 1épésként meghataroztuk a sejthaldlt kivalto H2O. koncentraciot. A
szignifikans viabilitas csokkenést az MTT essz¢é alapjan. Ezt a koncentraciot hasznaltuk
a tovabbiakban. Annak eldontésére, hogy a kiilonb6z6 polarizaltsaga makrofagok H20-
érzékenységében van-e kiilonbség BMDM sejteket elokezeltiink LPS-dal és IL-4-gyel
24 oran at. Ezutan a sejteket HoO»-dal kezeltiik és életképességet mértiink. Az M1
makrofagok rezisztensek voltak H.Oz-dal szemben. Az LPS okozta védelmet a
sejtpermeabilitasi esszé (PI felvétel) is igazolta, valamint a sejt kondenzacio is lathatod
volt a H202-dal kezelt sejteken, amit az LPS kezelés gatolt. A kisérletet Annexin V és
PI kettds festéssel is elvégeztiik, ahol nem tapasztaltunk Annexin- V egyszeresen
pozitiv festddést, valamint a PI felvétel mar a korai 6rdkban megtortént, ezért az

apoptotikus sejthalalt kizartuk.

Sejthalalt szabalyozé és antioxidans gének expresszios valtozasa M1 polarizacio

soran

Az LPS antinekrotikus hatasanak felderitésére qPCR mérést terveztiink, amivel
sejthalél és antioxidans gének expresszidjat vizsgaltuk. Az apoptozis markerek koziil
BCL2-antagonist/killer 1-et (Bakl) és a kaszpaz-1-at (Casp3) vizsgaltuk melyek nem
véltoztak, mig a parthanatos marekerei (Parpl és Aif) szignifikdnsan csokkentek. A
Parp-1 expresszidja fehérje szinten is csokkent, amit Western blot kisérlettel igazoltunk.
A H20-ot kozvetleniil katalizalo katalaz mellett a NADH/GSH-kapcsolt enzimek
koziil a thiredoxin-reduktaz-1 (Txnred-1), peroxiredoxin (Prxdl), glutation reduktaz
(Gsr) is, illetve a szekunder szuperoxid eltavolitasat végzo szuperoxid-dizmutazok
(Sod1 és Sod2) vizsgalatat is elvégeztiik. A kataldz enzim expresszidja az LPS kezelés
hatasara csokkent, ugyanez volt elmondhaté a Sodl-rdl is. A Txnrdl, Prxdl és Gsr
expresszioja szignifikdnsan emelkedett LPS kezelés hatasara, a legnagyobb emelkedést

a Sod2 expresszidjaban tapasztaltuk.
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Csokkent PARilacié és megtartott NAD™ szint M1 makrofagokban

A PARP-1 aktivitasait a PAR polimer detektalasaval végeztik. PARP-1 KO
BMDM sejteken H2O> kezelés hatasara nem volt detektalhato a polimer, igy igazoltuk,
hogy a PARilacioért a PARP-1 a felelés. M1 makrofagokban pedig csokkent PARP
aktivitast detektaltunk H2O2 kezelés soran. PARP talaktivacid sordn a sejtek NAD®
készlete teljesen kimeriil. Az intracellularis NAD* szint a HoO; kezelés hatasara szinte
nullara csokkent mig PARP-1 KO és LPS eldkezelt sejtekben szignifikdnsan magasabb
volt a szintje. Annak igazolasara, hogy a PARP-1 medialja a sejthalalt PI esszét
végeztiink. A PARP-1 KO sejtekben késleltetve jelent meg a nekrotikus populécié. Az
LPS elékezelt sejtek azonban rezisztensek voltak a H2O2-ra, igy feltételeztiik, hogy mas

mechanizmusok is részt vehetnek a rezisztencia kialakuldsaban.
AlF-tél fiiggetlen parthanatos gatlasa M1 makrofagokban

A parthanatos egyik markere a sejtmagi kondenzacid. Fluoreszcens
mikroszkopiaval HoO, kezelés hatdsara megfigyelhetd volt, amit az LPS és PJ34
elokezelés is gatolt. A parthanatos masik kanonikus markere az AIF transzlokacidja a
mitokondriumbol a sejtmagba. Konfokalis mikroszkopiaval nem sikeriilt az AIF magi

jelenlétét igazolnunk igy egy AIF-tdl fiiggetlen parthanatosrol beszélhetiink.

M1 makrofagok metabolizmusa az aerob glikolizis iranyaba tolodik, kozben a

mitokondrialis aktivitas csokken az ATP szint megtartasaval

H20: kezelés hatasara mitokondrialis diszfunkcio6 kovetkezik be és igy nem képes
az ATP szintézisére. A sejtek metabolikus allapotanak mérésére Seahorse analizist
végeztiink. A bazalis respiracié H202 kezelés hatdséara szignifikansan csokkent, amit
nem befolyasol az LPS és a PJ34 el6kezelés. Ugyanez mondhatd el az ATP-kapcsolt
mitokondrialis aktivitasrol is. Legdrasztikusabb csokkenést a H202 kezelés utan a
maximalis respirdcids €s a tartalék kapacitdsban mértiik, amellyel szemben a PJ34
elokezelés védett. Az LPS el6kezelés mar a kontroll mintdkban is drasztikusan
csokkentette ezeket a paramétereket igy értelemszertien a H2O> kezelés hatdsat nem
tudta ellenstlyozni gy, mint a PARP gitlds. Az LPS eldkezelés azonban
szignifikansan emelte a glikolizist és a proton produkcios ratat is. A sejtek

intracellularis ATP szintjének mérésére ATP esszét hasznaltunk. Az LPS és a PJ34
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elokezelt sejtekben szignifikansan magasabb volt az ATP szint a H>O,-dal kezelt

mintakhoz képest.
Citoprotektiv molekulak azonositasa HCS mddszerrel
Citoprotektiv molekulak sziirésére alkalmas HCS mddszer beallitasa

A sziiréshez a HaCat sejtvonalat valasztottuk modellnek, mivel a PARP-1 altal
kozvetitett sejthalal jol jellemzett ezen a sejtvonalon, és citoprotektivitas szempontjabol
is relevans modell. A sejthalal detektalasara a sejtmembran permeabilitds mérésére
alkalmas Sytox Green festéket valasztottuk. A mérést Opera Phenix High Content
Screening System késziiléken végeztiik a képanalizis pedig Harmony szoftverrel tortént.
A kisérleti koriilmények bedllitasahoz tobb H202 koncentriciot és iddpontot is
kiprobaltunk. A szliréshez a legmegfelelobbnek a 200 uM H202 kezelést talaltuk 8 oran
at. A bedllitott esszével leszilirtiink egy az FDA 4ltal jovahagyott 10 plate-bdl allo
molekulakonyvtarat. A Z-faktor minden plate esetében nagyobb volt, mint 0,5, ami
HCS-nél kivalo értéknek szamit. Az 50 % folotti citoprotektivitast eléré molekulakat
mint “hit” vegyiiletek definidltuk. “Hit” vegyiiletnek 20 molekula felelt meg, amibdl az
irodalmi attekintés utan 7-et tartottunk meg tovabbi vizsgalatra. A validalast a HCS
koriilményeinek megfeleléen végeztiik, de mar 3 ismétlésben. Mind a 7 molekula

citoprotektivnek bizonyult.
A ciclopirox és az apomorfin PARP gatlo molekulak

A hét molekula koziil szerettiik volna kivalasztani a PARP gatlokat, ezért PAR
immunfluoreszcenciat végeztiink. A 7 szer kozil minddssze a ciclopirox és az

apomorfin gatoltdk a PARilaciot 10 perces H202 kezelést kdvetden.

Annak kideritésére, hogy ezek a szerek a PARP-1 enzimet gatoljak-e, esetleg a
PARP-1 DNS-sel val6 kolcsonhatasat befolyasoljak-e, vagy attdl proximalisan hatnak,
PARP-1 kromatin kotés esszét végeztiink. Bizonyos PARP gatloszerek, példaul az
olaparib csapdaba ejtik a PARP-1-et a DNS torés helyén és PARP-1-DNS komplexet
hoznak 1étre. HaCat sejteket el6kezeltiink olaparibbal és PJ34-gyel (nem okoz PARP-
1 csapdazast), illetve ciclopirox-szal és apomorfinnal. 60 perces H20: kezelést
kovetden a PARP-1 kromatin kotése emelkedett, amit a ciclopirox €s az apomorfin is
csokkentettek. Az olaparib tovabb fokozta a PARP-1 DNS kotédését HoO» kezelést
kovetden, amit a két szer ugyancsak csokkentett. A PJ34 nem befolyasolta a PARP-1
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kromatin kotodését. Annak eldontésére, hogy a szerek a PARP-1 kromatinhoz valo
kotédését befolyasoljak-e vagy mas mechanizmussal gatolnak 1ézeres mikroirradiacios
kisérletet végeztiink. A PARP-1 megjelenését iddben kovettiik a mikroirradiacio
teriiletén, a szerek nem befolyasoltdk a PARP-1 megjelenését a besugarzott teriileten,
tehat nem a PARP-1 és a DNS kozotti kolcsonhatast befolyasoljak, hanem a ROS altal
indukalt DNS kéarosodast.

A ciclopirox és az apomorfin gatoljak a H20: altal indukalt genotoxicitast

A ciclopirox és az apomorfin is csokkentette a 10 perces H202 kezelés altal
indukalt DNS torést (comet essz¢). H.O» kezelés hatdsara a korai szakaszban a sériilt
populacié magas ardnyban volt jelen, és az id0 eldrehaladtaval az erdsen sériilt
populacié is megjelent. A ciclopirox €s az apomorfin szignifikdnsan csokkentette a
sériilt és erdsen sériilt populacid aranyat. A comet essz¢ és a mikroszkopos felvételek

alapjan elmondhatjuk, hogy ez a két szer véd a H20, genotoxicitasa ellen.
A ciclopirox és apomorfin Fe?* kelatorokként hatnak

Mindkét szert jol tudtuk jellemezni a sejthalal fenotipizalasaval és a PARP-1
fliggd nekrozis mechanizmuséanak vizsgélatan keresztiil. A H20; altal indukalt sejthalal
fontos 1épése a hidroxil gyok képzddése Fenton reakcioval. Az igy keletkezett hidroxil
gyokok nagymértékben képesek karositani a DNS-t, igy felmertilt a kérdés, hogy ezek
a szerek a Fenton reakcio gatlasan keresztiil fejtik ki a H>O: altal indukalt genotoxicitas
elleni védelmiiket. Ennek tisztazaséra calcein “dequenching” esszét végeztiink. A H20:
kezelés hatdsara a fluoreszcencia rohamosan csokkent, amit a szerek képesek voltak

dequenchelni.
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Diszkusszio

A PARP-1 szerepe a polarizalt makrofagok oxidativ stresszel szembeni

rezisztenciajanak kialakulasaban

Az aktivalt makrofagok a szervezet egyik f6 ROS/RNS termel6i. Tulélésiikhoz
sziikségesek azok a mechanizmusok, amelyek megvédik Oket. Munkénk soradn azt
vizsgaltuk, hogy polarizacidjuk sordn milyen valtozasokon mennek at, amelyek a
tulélésiiket szolgaljak. Az M1 makrofagok rezisztensek voltak H2O2-dal szemben, mig
M2 tarsaik nem. A sejtmembran permeabilizalodasa azt mutatta, hogy a sejthalal
nekrozis volt. A polarizacié sordn a parthanatos két kulcs molekuldjanak (PARP-1 és
AIF) a csokkenését figyeltik meg mRNS szinten. A PARP-1 fehérje szinten is
szignifikans csokkenést mutatott LPS kezelés hatasara. A PARP-1 fehérje szintjének
csokkenését leirtak konfluens sejtkulturdban €s differencidlodo izom sejtekben is. A
PARP-1 expresszidjanak csokkenése korrelal az oxidativ stressz elleni rezisztencia
novekedésével ezekben a modellekben is. Tobb antioxidans gén (Txnrdl, Prxdl, Gsr)
mRNS szintje is szignikansan emelkedett valamint legnagyobb mértékben a Sod2 is,
amely a mitokondridlis izoforméja az enzimnek. M1 makrofagokban H20: kezelés
hatasara csokkent PARilacidt és megtartott NAD™ szintet mértiink. PARP-1 KO
sejteken is elvégeztikk a kisérletet, ami igazolta, hogy a PARilacioért és a NAD*
felhasznalasaért a PARP-1 a felelds. Sejthalal esszével igazoltuk a PARP-1 szabélyozo
szerepét H2O2 kezelést kovetden, azonban mig a PARP-1 KO sejtek egy lassabb
kinetikaval haltak meg, az LPS eldkezelt sejtek rezisztensek voltak H.O»-dal szemben.
Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a PARP-1 cs6kkenésén kiviil mas mechanizmusok is
részt vesznek a rezisztencia kialakuldasaban példaul a fentebb emlitett antioxidans gének
emelkedett expresszidja. A parthanatos masik fontos résztvevdje az AIF ami
transzlokalodik a mitokondriumbol a sejtmagba. Modelliinkben nem sikeriilt magi AIF
jelenlétet igazolni. A sejtmag kondenzacidja megtortént HoO» kezelés hatasara, amit az
LPS elékezelés meggatolt. A mitokondrium kdzponti szerepet tolt be a sejt életében.
Az anyagcserében betoltott kozponti szerepe révén képes a sejtek érzékenységét
szabalyozni kiilonb6z0d stressz helyzetekben. Az oxidativ foszforilacid csokkenését és
az aerob glikolizis novekedését tapasztaltuk LPS kezelt makrofagokban. Tumor sejtek
kemorezisztencidjat noveli a mitokondridlis aktivitds csokkenése és a glikolizis

emelkedése (Warburg hatéds). Ez a metabolikus valtas segitheti a makrofagok ttlélését
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az oxidativ stresszel szemben, mivel a csokkent mitokondrialis aktivitas csokkenti a

szekunder ROS termelés lehetdségét.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az M1 makrofigok H20,-dal szembeni
rezisztenciajanak kialakulasat egy tobb 1épcsds folyamattal magyarazhatjuk. A PARP-
1 expressziojanak ¢€s aktivalddasasnak csokkenése, az antioxidans enzimek szintjének
emelkedése és a mitokondrialis aktivitas csokkenése egyarant hozzajarulnak a védelem

kialakuldsahoz.
Citoprotektiv molekulak azonositasa HCS modszerrel

A PARP inhibitorok nem csak a tumorok elleni kiizdelemben, de az oxidativ
stressz altal kivaltott sejthaldlban is potencidlis gyogyszerjeloltek lehetnek. Munkank
soran beallitottunk egy citoprotektiv molekulak szlirésére alkalmas HCS modszert. A
szurést egy FDA altal jovahagyott molekulakonyvtaron végeztilk, amiben 774
molekulat vizsgaltunk. Két molekula (ciklopirox és apomorfin) bizonyult PARP
gatlonak, ezért ezt a két molekulat vizsgaltuk tovabb. Mindkét molekula gatolta a
PARP-1 DNS-hez valokotodését HoO, kezelés hatdsara, azonban nem befolyasolta a
mikroirradiacié és az MNNG altal kivaltott DNS torés indukalta PARP-1 kotodést.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a ROS indukalta DNS karosodas keletkezését
gatoljak ezek a szerek. Az egyszalu és kétszalt DNS torések mértékét csokkentették a
vegylletek igy bizonyossagot nyertiink, hogy a PARP-1 aktivaciojatol proximalisan
hatnak. A ciclopirox és apomorfin vas kelalo képességét vizsgalva azt talaltuk, hogy

mindkét szer képes volt megkdtni az intracellularis szabad Fe?* molekulékat.

Elmondhatjuk, hogy sikeresen bedllitottunk egy citoprotektiv molekulak
szlirésére alkalmas HCS modszert és a szlrés eredményeként tobb potencialis
gyogyszermolekulat azonositottunk. Két molekula, a ciklopirox és az apomorfin védd
mechanizmusat jellemeztiik, mégpedig, hogy a Fenton reakci6 gatlasaval mar a PARP
aktivaciotol proximalisan fejtik ki védé hatasukat. Erdemes lehet elgondolkodni ennek

a két szernek az oxidativ stressz elleni felhasznalasan a jovoben.

21



Konklazidk

A PARP-1 szerepe a polarizalt makrofagok oxidativ stresszel szembeni

rezisztenciajanak kialakulasaban
1) LPS-sel elékezelt makrofagok rezisztensek H2O2-dal szemben.

2) Antioxidans és sejthalal gének expressziojanak valtozasa LPS-sel kezelt

makrofagokban.

3) Csokkent PARP aktivitas és megtartott NAD* szint M1 makrofagokban H20>

kezelés soran.
4) AIF-t6l fiiggetlen parthanatos H.O> kezelés soran.

5) MI1 makrofagok aerob glikolizisbdl nyerik az energiat és csokkent mitokondrialis

aktivitast mutatnak.
Citoprotektiv molekulik azonositasa HCS mddszerrel
1) Beallitottunk egy citoprotektiv molekulak sziirésére alkalmas HCS modszert.

2) A 20 “hit” vegyiiletb6l 7 volt eddig még ismeretlen citoprotektiv molekula,

amelyeket sikertilt validalnunk.
3) A 7 vizsgalt molekulabol a ciclopirox és az apomorfin PARP gatlok.
4) A ciclopirox és apomorfin gatoljak a H20: altal okozott genotoxicitast.

5) A ciclopirox és apomorfin Fe?* keldtorok, igy gatoljidk a Fenton reakci6 4ltal

kivaltott gyoktermelést.
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Osszefoglalas

A poli-ADP-ribozilaciénak kozponti szerepe van az oxidativ stressz altal kivaltott
sejthalal szabalyozasaban. Oxidativ stressz soran gyulladas és szdveti karosodas és
szerv diszfunkci6 1ép fel. Ezen folyamatok jobb megértése segithet minket az olyan
betegségek hatékonyabb kezelésében, mint a diabétesz, atherosclerosis vagy az

iszkémia/reperfuzio.

Az oxidativ stresszt okozdo ROS és RNS molekulak {6 forrasai a makrofagok.
Tulélésiikhoz adaptalodniuk kell a magas ROS tartalmi kornyezethez. Munkank soran
felderitettiik, hogy a gyulladasos makrofagok milyen molekularis mechanizmusokat
fejlesztettek ki ennek érdekében. LPS eldkezelt makrofagok rezisztensek voltak H20:
kezelésre. A védelem kialakulasaért harom f6 mechanizmus a felelés. PARP-1
expressziojanak és aktivacidjanak csokkenésével képesek elkeriilni a NAD™ szint
drasztikus csokkenését €s a metabolikus katasztrofat H2O2 kezelés sordn. A védelem
egy masik mechanizmusa az antioxidans gének emelkedett expresszidja. Végiil a sejtek
egy metabolikus valtozassal is alkalmazkodnak az oxidativ stresszhez ahol a

mitokondrialis aktivitas csokken, és emelkedik az aerob glikolizis (Warburg hatas).

A gyogyszerfejlesztés kiilonosen fontos a modern orvostudoméanyban. Célul
tlztiik ki olyan sejtvédd molekuldk azonositasat, amelyek képesek a PARP-1 altal
szabalyozott nekrozis csokkentésére. Az FDA altal jovahagyott molekulakonyvtarban
7 citoprotektiv molekulat azonositottunk és validaltunk HCS modszerrel. A ciclopirox-
ot és az apomorfint azonositottuk, mint PARP gatlokat. Az emlitett két szer nem
kozvetleniil a PARP-1 enzimet gatoltak, hanem attdl proximalisan mar a DNS
karosodas kialakulasat akadalyoztdk meg. Mind a két szer kelatorként funkcional, és a

Fe?* altal katalizalt Fenton reakci gatlasaval védi a sejteket.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a PARP-1 kdzponti szerepet tlt be oxidativ
stressz altal kivaltott betegségekben. Gatlasaval elkeriilhetd a sejthalél, ezért fontos a
PARP-1 szabalyzd szerepének jobb megismerése €s olyan molekuldk fejlesztése,
amelyek képesek az enzim altal szabdlyozott utvonalat gatolni. A PARP gatlok
fejlesztése igéretes megoldasnak tlinik nem csak a tumorok elleni kiizdelemben, hanem

egyeb patologias folyamatok kezelésében is.
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