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Absztrakt

Az ADP-ribozilaci6 egy poszttranszlacios fehérje modositas, amely szdmos bioldgiai folyamat
szabalyozasaban vesz részt, tobbek kozott a DNS hibajavitas, transzkripcid és transzlacio,
sejtmetabolizmus és energiahéztartas, lipid szintézis, sejtdifferenciacid, valamint immunvalasz

¢s gyulladés bizonyos utvonalaiban.

Az ADP-ribozilaciot végzo enzimek (mas néven PARP-ok) farmakoldgiai és daganatterapias
szempontbol kiilonos jelentdséggel birnak, ugyanis az utdébbi években tobb PARP inhibitor
kapta meg a Food and Drug Administration (FDA) engedélyét klinikai alkalmazésra.
Elsddleges indikéaciojuk az ovarium és emld karcindmadk terdpidja. Azonban, mivel szamtalan
in vivo és in vitro tanulmany bizonyitja, hogy a PARP inhibitorok kiilonb6z6 gyulladasos
utvonalakat is képesek gatolni, felmeriilt a PARP inhibitorok gyulladdsgatlé indikécioban valo

alkalmazhatdsadganak lehetdsége.

Az atépias dermatitisz, vagy mas néven ckcéma, az egyik leggyakoribb gyulladasos
bdrbetegség. Az ekcéma egy 2-es tipusu gyulladas, melyre jellemzd az interleukin (IL)4, IL13,
illetve az Un. thymic stromal lymphopoietin (TSLP) emelkedett szintje a 1ézids bdrben.
Transzkriptomikai analizisek a PARP enzimek expresszidjanak novekedését mutattdk ki
ekcémas betegek 1€zi6s borében, igy feltételezziik, hogy a PARP aktivacio szerepet jatszhat az

ekcémara jellemz0d gyulladas kialakulasaban.

Munkénk sordn azt a célt tlztiik ki, hogy megvizsgaljuk, hogyan befolyasoljadk klinikailag
alkalmazott PARP inhibitorok, a rucaparib €s a talazoparib, a bérben kialakul6d gyulladast az
ekcéma egy széles korben alkalmazott modelljében, a kalcipotriol altal indukalt gyulladasban
BALB/c egerekben. Az inhibitorok hatédsait az érintett bdrmintak szovettani, gén- €és fehérje-

expresszios vizsgalataiban értékeltiik.



Roviditések jegyzéke

AD Atbpids dermatitisz
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ANOVA Varianciaanalizis
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1. Bevezetés

1.1. A human boér felépitése

A bOr az emberi test legnagyobb szerve, mely a test teljes felszinét beboritd szovetrétegként
szolgal. Szamos funkcioval rendelkezik, beleértve a mechanikus, fizikai, kémiai védelmet, a
test ¢élettani szabalyozasat és az érzékelést is. Biztositja a ho- és vizhaztartds egyensulyat a
verejtéktermelés ¢és az erek tagassdganak szabalyozdsa révén. Részt vesz az
immunvédekezésben, tovabba érzékszervi funkciokat is ellat, mivel specialis idegvégzdodései

érzékelik a hdmérsékletet, a nyomast és a fajdalmat.!

A bor szerkezetileg harom rétegbdl épiil fel, melyek a kdvetkezOk: epidermisz (hdm), a dermisz
(irha) és a zsirszovetben gazdag hipodermisz (boralja). Ezen rétegek felépités és funkcid
szempontjabol is eltéroek. A dermisz és epidermisz a cutis-t, mig a hipodermisz a subcutis-t

alkotja. A bér vastagsagat az anatomiai régié befolyasolja.! (1.4bra)

1.1.1. Epidermisz

Az epidermisz a bor legkiilsé rétege egy tobbrétegli, elszarusod6 laphdm, mely leginkabb
keratinocita sejtekbdl all, melyek folyamatos proliferacios €s differenciacids cikluson mennek
keresztiil. Az epidermisz 6t kiilonboz6 rétegként kiilonithetd el. A dermisz feldli els6 réteg a
legmélyebb réteg, a bazalis (stratum basale), mas néven germinativ réteg. Itt talalhatoak a
folyamatosan o0sztodo keratinocitdk €s a melanocitdk, amelyek 4altal termelt pigmentek
védelmet nyujtanak az ultraibolya (UV) sugarzassal szemben.! A bazilis réteget kdveti a
,tiskés réteg” (stratum spinosum), ahol a dendritikus sejtek és Langerhans sejtek talalalhatoak,
melyek az immunvalasz kialakitasaban vesznek részt. Majd ezt koveti a ,,szemcsés réteg”
(stratum granulosum), a ,,vilagos réteg” (stratum lucidum), valamint a szaruréteg (stratum
corneum).” A szaruréteg in. korneocitakbol all. A korneociték sejtmag nélkiili, terminalisan
differencidlodott keratinocitdk, melyek hamlas soran folyamatosan levéalnak a bor felszinérdl,
mikozben az alsobb rétegek feldl potlodnak. A korneocitdk kis molekuldkat, ugynevezett
természetes hidratdlo faktorokat tartalmaznak, amelyek kis mennyiségli vizet szivnak fel a
korneocitakba, ezaltal hidrataljak a bort. A természetes hidratald faktorok a hisztidinben gazdag

fehérje, az um. filaggrin lebomlasabodl szarmazé vizoldékony vegyiiletek, amelyek feleldsek a
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szerkezetét. Az epidermisz épsége elengedhetetlen ahhoz, hogy a bor fizikai és kémiai gatként
(barrierként) hatékonyan tudjon miikodni. A lapos szarusejtek téglafalszertien rendezédnek a
lipidben gazdag extracellularis matrixban, ezaltal 1étrehozva a bor vizallo gatjat. A stratum
corneum abnormalis parakeratdzisa soran a keranocitdk érési folyamata az epidermisz ezen
rétegében hianyos. Ez a koros allapot megjelenhet pikkelysomorben (psoriasis) vagy
laphamsejtes karcindmaban. A barrier réteg diszfunkcidja, melynek kovetkezményeként

fokozodik a transzepidermalis vizvesztés, az atopias dermatitisz egyik fontos jellemzdje.>
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1.4bra. A human boér felépitése
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1.1.2. Dermisz

Az epidermisz alatt helyezkedik el a dermisz, amely kotdszovetben gazdag és biztositja a bor
szerkezeti integritasat és rugalmassagat. Két rétegre oszthato: papillaris és retikularis dermiszre.
A papillaris dermisz laza kotészovetet, kapillarisokat és érzéidegeket tartalmaz, eldsegitve a
tdpanyagcserét és az érzékelést. A mélyebb retikularis dermisz siirli, szabalytalan k6tdszovetbol
épil fel, amelyben verejtékmirigyek, faggyumirigyek, szOrtliszOk, vér- és nyirokerek
talalhatok. Ez a réteg fibroblasztokat is tartalmaz, amelyek kollagént és elasztint termelnek. A
dermisz legfontosabb alkotoeleme a kollagén, kulcsszerepet jatszik a bor struktirdjanak és

szilardsaganak fenntartasaban.*



1.1.3. Hipodermisz

A hipodermisz foként zsirszovetbdl és kotdszovetbol all és hdszigetelést, energiaraktarozast,
valamint parnazast biztosit az izmok és csontok szamara. Ezen kiviil 6sszekapcsolja és rogziti

a dermiszt a mélyebb szovetekkel és nagyobb ereket és nyirokereket tartalmaz.’

1.2. Atopias dermatitisz

Az atopids dermatitisz (AD) az egyik leggyakoribb, kronikusan fennallo gyulladasos
borbetegség, amely kiilonbozo kornyezeti ingerek hatdsara a bor hiperreaktivitasaval jar. Ez
egy iddszakos, nem fert6zd, viszketéssel jard borgyulladds, melyet méas néven endogén
ekcémanak is neveznek. Az Un. 2-es tipust citokinek, mint az interleukin(IL)-4 ¢és IL-13,
valamint az IL-17 és az IL-22 a legfontosabb immunolégiai faktorok az AD-re jellemzo
gyulladas kialakitdsdban €s fenntartasaban. Ezt allatkisérletek és az érintett betegekben tortént
vizsgalatok is alatdmasztjak. A betegség etioldgidja nem teljesen tisztdzott, szamos kornyezeti

és genetikai tényezd jatszik szerepet a kialakuldsaban.5”’

A Lkivilrél befelé” modell szerint a bér barrier funkcidjdnak ¢és a keratinocitdk
differencidlodasanak velesziiletett defektusai lehetdvé teszik antigének behatoldsat, ami az
immunvalaszt elinditja (gyulladas, allergias reakciok). Ezzel szemben az epidermalis, ,,beliilrdl
kifel¢” elmélet szerint a 2-es tipusu segitd T (Th2) sejtek aktivalodasa és az azt kovetd

immunolégiai lancreakci6 eredményezi az AD fenotipus kialakulasat.®

1.2.1. Az AD szovettani jellemzoi

Az AD jellemzdi az epidermalis barrier nem megfelelé miikodése és szaraz bor kialakulasa,
melyek kdvetkeztében a boron idoérdl idore gyulladasos, viszketd 1€zidk jelennek meg, valamint
jellemzdé az immunglobulin (Ig)E-mediélt érzékenység is bizonyos ételekkel és kornyezeti
allergénekkel szemben. Az akut ekcémas 1€zidk szovettani jellemzdi kozé tartozik az
epidermisz sejtjei kozott megjelend 6déma (spongidzis), valamint a dermiszben az erek koriil
kialakulé immunsejtes infiltraci6, amely limfocitdkbdl, makrofagokbol, dendritikus sejtekbdl
¢s eozinofil granulocitdkbdl all. A szubakut és kronikus, a fokozott viszketés kovetkeztében
kivakart plakkok esetén az epidermisz megvastagszik és annak felsd rétege hipertrofidssa

valik.” (2.4bra)



2.abra. Az AD szovettani jellemzo6i. Az A panelen az akut ekcémas 16ziobol szarmazd szdovettani
mintan végzett Hematoxilin és Eozin (H&E) festés alapjan jol lathato az epidermiszben kialakulo
spongiozis (nyil). A B panel kronikus 16ziobol szarmazo mintan végzett H&E festés eredményét mutatja,
melyen lathatd az epidermisz jelentés megvastagodasa, a csillag pedig a dermiszben a jelentOs

immunsejtes infiltraciot mutatja.’

1.2.2. Az AD epidemioldgiaja és életminéségre gyakorolt hatasai

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) szerint legalabb 230 millié ember szenved AD-ban a
vilagon. Az AD legnagyobb aranyban a csecsemoket és gyerekeket érinti, de egyre gyakoribb
a felnéttek korében is. El6forduldsa hasonlé az Egyesiilt Allamokban, Eurdpaban és Japanban
is és egyre novekvd tendencidt mutat, ahogyan mas atopids betegségek is, mint példaul az
asztma.'® El6fordulasi gyakorisaga jelenleg a gyermekek korében 11,3-12,7%, mig a felnéttek

esetében 6,9-7,6% kozotti értékeket mutat.'!

Az AD legnagyobb ismert kockazati tényezdje az 6roklddd genetikai hajlam. Amennyiben az
egyik sziilonél barmilyen atdpids betegség jelen van, a gyermekeknél az AD kialakuldsanak
kockazata 1,5-szeresére nd, ha az egyik vagy mindkét sziil6 AD-ban szenved, a kockéazat akar
harom-6tszorosére is néhet. A kdrnyezeti kockazati tényezok koziil a legfontosabb az alacsony
UV-fény expozicid vagy a szaraz €ghajlati viszonyok, a cukorban és tobbszordsen telitetlen

zsirsavakban gazdag étrend és az 5 éves kor eldtti ismételt antibiotikum hasznélat is.'°

A borbetegségekkel kiizdd betegek sok féle tiinetet tapasztalhatnak, melyek sok esetben
kifejezetten hatranyosan érintik mindennapjaikat, jelentdsen rontva ezen betegek
¢letmindségét. A bOrszarazsag, viszketés €s egyeb fizikai tiinetei mellett az ¢letmindség

romlasaban a betegséggel jaro esztétikai problémak is szerepet jatszanak, hiszen beilleszkedési
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zavarokhoz vezethetnek, amely komoly pszichés terhet is jelenthet a betegeknek. Mindemellett
a betegség jelentds anyagi terhet is jelent az érintett csaladok és a tirsadalom szamaéra is,

ugyanis, az egészségiigyi ellatas koltségei szamottevd gazdasagi terhelést okoznak.'?

1.2.3. Korélettan

Az AD-ben a bor védorétege tobb mechanizmus révén is karosodhat, mint példaul genetikai
tényezOk (pl. filaggrin mutacio) és gyulladasos folyamatok. A barrier funkcidzavara eldsegiti a
gyulladés fokozddasat, az allergének bejutdsat, tovabba ndoveli a fertézésekre vald hajlamot.
Tovabba, az epidermalis barrier diszfunkcidja sordn megemelkedhet a bdér pH értéke,
csOkkenhet a vizmegtartod képesség és ndvekedhet az ateresztoképesség a kis molekulatdmegii
vegyiiletek szdmara. Molekularis szinten jellemzé az epidermalis keratinocitdk csokkent
felszinén a Staphylococcus aureus talsulya jellemzd. Az AD esetén a bor gyulladasa féként a
CD4" Th sejtek és dendritikus sejtek aktivalasaval jar. Az AD-s léziokban szamos gén
kifejezddése megvaltozik, kiilondsen azok, amelyek a keratinocitak és T-sejtek miikodéséhez
kapcsolddnak. A Th2 (IL-4, IL-10, IL-13) és Th22-sejtek (IL-22) jellemzd gyulladasos
citokinek szekrécioja fokozodik, illetve megnd az tn. ,,thymic stromal lymphopoetin” (TSLP)
expresszioja is az AD-s bérben, ami azon kiviil, hogy képes fokozni a Th2 tipusu citokinek
expressziojat, az AD-re jellemz0 viszketés kialakitasaban is fontos faktor. Az IL-4 és IL-13
tulzott termelddése csokkenti az FLG expressziojat, ami a bor védekezd funkcidjanak

karosodasahoz vezethet.'? (3. abra).

A barriert érintd karosodas soran Un. alarminok is felszabadulnak, amelyek aktivaljak a

gyulladasos dendritikus sejteket és elinditjak a Th2-sejtek altal kdzvetitett gyulladast.'”
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3. abra. Barrier diszfunkcié. A keratinocitdk szamos immun-modulans citokint, példaul thymic
stromal lymphopoietint (TSLP), IL-25-6t és IL-33-at allitanak eld. Ezek a citokinek 2-es tipusu
immunvalaszt indukalnak. A 2-es tipust citokinek (IL-4, IL-13) pedig a filaggrin (FLG) expresszidjanak
csOkkentésével tovabb rontjak a barrier funkciot. Ezen felill, ezek a citokinek kozvetleniil az
idegvégzddésekre is hatnak és ezaltal viszketést indukalnak.'

IgE, immunglobulin E; Th: segité T-sejt.

1.2.4. Genetikai tényezok az AD kialakulasaban

A filaggrin (FLG) fehérjét kodold gén az 1g2 kromoszoman. A pro-FLG polimerek
proteolitikus hasitds ¢és defoszforilacid6 kovetkeztében FLG monomerekké alakulnak,
szerepe. A filaggrin bomlasa soran keletkezett urokdnsav és a pirrolidin-karbonsav

hozzajarulnak a bér savas pH-janak fenntartasahoz és a stratum corneum hidrataltsagahoz.”

Az FLG gén null mutacidja soran a bdr stratum corneum rétege karosodott, jelentdsen ndvelve
ezzel az AD kialakuldsanak kockazatat. A homozigdta FLG mutédciok sulyosabb, korabban
jelentkezd és hosszabb ideig fennallo6 AD-hez vezethetnek. Az eurdpai népesség koriilbeliil
10%-a hordozza a heterozigdta mutaciot, ami a FLG fehérje mennyiségében 50%-o0s csokkenést
okoz. Fontos megjegyezni, hogy az AD nem csak az FLG mutaciokra vezethetd vissza. Japan
¢s koreai betegek korében az FLG mutdciok eldforduldsa alacsonyabb, mint a nyugati
populacioknal. Emellett az FLG-null allélt hordozok koriilbeliil 40%-andl nem alakulnak ki az
AD tipikus tiinetei, tovabba vannak egyének, akik rendelkeznek FLG mutacioval és AD-ben

szenvednek, viszont idével kinovik a betegséget.”
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Az AD megnovekedett kockazata Osszefiiggésbe hozhatdé azon gének polimorfizmusaval,
melyek a Th2 sejtek jelatviteli mechanizmusanak modosuldsat eredményezik. A 2-es tipusu
citokin receptorok funkcionyerd polimorfizmusa szintén szerepet jatszik az AD folyamataban.
A legtjabb tanulményok azt is kimutattak, hogy a D vitamin receptor polimorfizmusai ¢és a
citokrom P450 enzimcsalad (CYP) egyes tagjainak valtozatai is kapcsolatban allnak az AD-

vel.”8

1.2.5. Klinikai megjelenés és kezelés

Az AD harom klinikai szakaszra oszthato: csecsemdkori (0-2 éves kor), gyermekkori (3-10 éves
kor) és felndttkori (11 éves kortdl 23 éves korig, illetve ennél kés6bb megjelend) fazisokra.
Mindegyik stadiumot jellegzetes morfologiai tiinetek és testtaji lokalizacid jellemzi, bar az

egyes szakaszok kozott eléfordulhatnak atfedések.'*

Az AD-re jellemz6 tipikus borelvaltozasok, kiilonbozé morfoldgidjh, erythemads, pikkelyes és
rendszerint viszketd 1éziok képében jelennek meg. A betegség altaldban az elsé életévben
kezdddik, voroses papulék, foltok vagy plakkok formdjaban jelentkezik az arcon, fejboron, a
torzson és a végtagokon. Idésebb gyermekeknél elsdsorban a hajlatokban jelennek meg a
bdrelvaltozasok, mig felndtteknél a végtagokon szaraz és hamld foltok figyelhetdek meg.

(4.4abra) A tlinetek altalaban 1-2 hétig tartanak, de az allapot gyakorisaga valtozo6 lehet. Az

id6jarasi koriilmények, allergének és a stressz mind hozzajarulnak a tiinetek sulyosbodésahoz. '

- r

4. abra. Az AD megjelenése. Az els6 életévben kialakuldo AD-re jellemzoek az erythemds papulak,
foltok és plakkok, melyek foként az arcon (A), valamint a térzson és végtagokon jelentkeznek (B). A C

panel az AD-ben szenvedd idosebb gyermekek hajlito feliiletein megjelend borelvaltozasait mutatja,
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mig a D panel az AD-ben szenvedd felnbttek végtagjain eléforduld szaraz, pikkelyes foltokat
abrazolja."

srer

szabott kezelést kell alkalmazni, figyelembe véve a 1€ziok eloszlasat €és sulyossagat, illetve a
beteg ¢letkorat is. A betegség kontrollalasdhoz a f6 farmakologiai kezelések mellett fontos a
megfeleld borapolas, a kivalto tényezok felismerése és megsziintetése, tovabba a beteg oktatasa.
A boérapolas és krémek hasznalata segithet megdrizni a bor viztartalmat, ezaltal javithatja a
barrier funkciojat €s enyhitheti a viszketést. Egyes esetekben, fényterapia, valamint fizioldgias
lipideket, els6sorban kiilonféle ceramidok keverékeit tartalmazé kendcsok is alkalmazhatdak a
megjelenés helyén, melyek a bor hidrataltsagadnak fokozasa révén csokkenthetik az AD tiineteit,
elsdsorban a viszketést. Amennyiben ezek nem bizonyulnak hatékonynak, gyogyszeres,
elsdsorban gliikkokortikoid tipust szteroidokat tartalmaz6 krémek hasznélatdra van sziikség.
Sulyosabb esetekben szisztémas megkozelitést alkalmaznak, melyek gyulladascsokkentd és
immunszuppressziv hatassal birnak. Ezek koziil a takrolimus, a ciklosporin A, szisztémas
gliikokortikoidok a leggyakoribbak.!® Ezen szerek azonban nem specifikusan célozzak az AD-
ben fennallé immun diszreguldcios folyamatokat és komoly mellékhatésaik lehetnek, példaul
m4j- és veseelégtelenség. Ennél specifikusabb terdpias megoldasokat kinalnak a biologiai
terapias, példaul a monoklondlis 1L-4, -13, -22, -31 receptor elleni antitestek, melyek sok
esetben igen hatékonyan tudnak miikodni, azonban az erés immunszuppressziv hatasuk miatt
ezen terapidknak sulyos mellékhatasaik lehetnek, foként kiilonféle bakteridlis, virusos és
gombias fertézések, illetve a mar meglévé tiinetek tovabbi romlasa.!” Az AD patogenezisének

mélyebb megismerése hatékonyabb terapias megoldasokhoz vezethetne a betegek szamara.

1.3. ADP-ribozilacio és a PARP enzimcsalad

A poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) enzimcsalad tagjai katalizaljak az ADP-ribozilacios
poszttranszlaciés modositasokat a sejtekben. Ennek soran a PARP enzimek nikotinamid-
adenin-dinukleotidot (NAD™) molekulat hasitanak ADP-ribdzra és nikotinamidra, majd az igy
felszabadult ADP-rib6z egységeket kapcsoljak a célfehérjék aminosav (szerin, glutamat,
aszparat, arginin, lizin vagy cisztein) oldallancaihoz. (5.abra) Az ADP-ribozilacio folyamata
kulcsszerepet tolt be kiillonbozé bioldgiai funkcidk szabalyozasaban, ezek kdzé tartozik a DNS-
hibajavitas, a transzkripcié, a sejtmetabolizmus, a mitokondrialis funkciok, gyulladisos

folyamatok, oxidativ stressz és egyes immunsejtek érési folyamatanak szabalyozasa.'®
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5. abra. Az ADP-ribozilacié szabalyozasiaban részt vevdé enzimatikus aktivitisok sematikus
abrazolasa. Az ADP-ribozilacié folyamata soran a PARP enzimek NAD* molekulakat hasitanak,
mikdzben nikotinamid (NAM), ADP-rib6z egységek keletkeznek, amelyeket a PARP-ok a célfehérjek

oldallancaihoz kapcsolodnak.™®

Az emberi szervezetben mar 17, szerkezetileg és funkciondlisan is eltéré PARP enzimet
azonositottak. A PARP-ok két 0 kategoriaba sorolhatoak az altaluk katalizalt ADP-ribozilacios
folyamattdl fiiggéen: mono- vagy oligo-ADP-ribozilazok és a poli-ADP-ribozilazok. A
PARP1, PARP2 és PARP5a/PARPS5b (mas néven tankirazok 1 és 2) azok, amelyek ADP-rib6z
polimereket szintetizalnak, az enzimcsalad tobbi tagja minddssze egy (mono), vagy max. 8-10
(oligo) ADP-riboz egységbdl allo lancot kapcsol a fehérjék megfeleld oldallancaihoz. Az ADP-
ribozilacid, hasonléan mas poszttranszlacidés modositdsokhoz, képes befolyasolni a modositott

fehérjék biokémiai jellemzdit és funkcioit.*8,%

A PARP csalad elséként azonositott tagja a PARP1%, mely a sejtekben mérhetd poli(ADP-
ribozilacio) mintegy 85-95%-aért felelds és aktivitdsait a DNS torések hibajavitdsa soran
mutattak ki eldszor. A PARP2-t mintegy 30 évvel a PARPI utén fedezték fel?® és ez adott
lendiiletet kés6bb az enzimcsalad tobbi tagjanak azonositdsdhoz. A PARP2-nek tulajdonitjak a
sejtek teljes poli(ADP-riboz)ilaz aktivitasanak 5-15%-at. A PARPI-hez hasonldéan a PARP2

elsédleges aktivatora is a DNS molekula kirosodasa.?
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1.4. PARP inhibitorok

1.4.1. A PARP inhibitorok hatismechanizmusa daganatokban

A PARPI1 ¢és PARP2 tehat kulcsfontossagu szerepet jatszik elsdsorban az egyszalu DNS-torések
hibajavitasi folyamataban. Képesek felismerni a DNS-torések helyét és a DNS molekuldhoz
kotddve ADP-riboz polimereket szintetizalnak, sajat magukon vagy hiszton fehérjéken ¢és
ezaltal odavonzzdk a DNS hibajavitasban résztvevo enzimeket, faktorokat, végsé soron
beinditva a hibajavitasi Utvonalat. A 2000-es évek elején jottek ra a kutatok arra, hogy
amennyiben a sejtekben az egyszalit DNS-torések javitdsi mechanizmusa nem megfeleléen
miikodik (pl. a PARP aktivitas elégtelensége miatt), akkor a sejtek egy masik hibajavitasi
folyamatot, az in. homoldg rekombinacids javitasi utvonalat inditjak be, ezaltal biztositva a
sejtek talélését.?

A homolég rekombindcids hibajavitasi folyamatban kiemelkedd szerepe van a BRCALI ¢és
BRCA2, az in. ,,emlédaganat hajlammal dsszefiiggs” gének 4ltal kodolt fehérjéknek.?® A 2010-
es években deriilt ki, hogy az eml6- és petefészek-daganatoknak kb. 30-50%-aban a BRCA1/2
gének mutacidja és ezzel egyiitt a homolog rekombinécids folyamatok diszfunkcidja fordul
el6.?8 igy ezekben a BRCA1/2 mutans daganatsejtekben a PARP inhibitorok alkalmazasa a
sejtekben instabilitast, a sejtciklus megallasat és végiil sejthalalt okoz. Ezt a jelenséget
szintetikus letalitasnak nevezik, melynek felismerése vezetett oda, hogy az amerikai Elelmezés
és Gyogyszeripari Ugyndkség (Food and Drug Administration - FDA) a kozelmultban mar négy
PARP inhibitor, az olaparib (Lynparza; AstraZeneca), niraparib (Zejula; Tesaro), rucaparib
(Rubraca; Clovis Oncology) és talazoparib (Talzenna; Pfizer), alkalmazasat hagyta jova
PARP inhibitorokrol Iényeges kiemelni, hogy a PARP1-et és PARP2-t egyforman gétoljak, ami
nem meglepd, hiszen a két enzim katalitikus doménje mintegy 60%-o0s szekvencia homologiat
mutat.?® A daganatterapiaban ez az egyiittes gatlds nem eldnytelen, figyelembe véve, hogy a

PARP1 és PARP2 szerepe a DNS hibajavitasban nagymértékben hasonlo.
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1.4.2. A PARP inhibitorok hatasai nem-onkologiai korképekben

A PARP inhibitorok klinikai elérhetésége megnyitotta a kapukat az olyan térekvések elott,
amelyek ezeket a szereket nem-onkologiai betegségek kezelésében is szeretnék kiprobalni.
kiilonosen olyan esetekben, ahol a DNS karosodas és a gyulladasos folyamatok jelentds

szerepet jatszanak a korkép kialakulasaban és lefolyasaban.*

Azt mar a 90-es évek végén a PARP inhibitorok elsé generacids tagjainal is felismerték, hogy
a PARP aktivitas gatlasa gyulladdscsokkentd hatassal bir®!, ez még joval azelétt tortént, hogy a

PARP-ok daganatterapiai jelentdségét felfedezték volna.

Ugyanis a PARP-ok talzott aktivacidja fokozhatja a gyulladasos mediatorok (pl. TNF-a, IL-1P
és IL-6) termelédését.'® Ez torténhet pl. nagymértékii oxidativ stressz soran, amikor reaktiv
oxigén- és nitrogéntartalmu gyokok (ROS, RNS) halmozddnak fel és kiterjedt DNS karosodast
okoznak.®? A PARP-ok hiperaktivacioja emellett elfogyaszthatja a sejtek NAD* készleteit, ami
az ATP-szint kimeriiléséhez és ebbdl adoddan energiadeficithez vezethet a sejtekben, ami akar
nekrozist, a gyulladdsos sejthalalt idézheti eld. Ilyenkor a sejtekben felhalmozott karositd
anyagok a kornyezd szovetekbe jutnak, ahol tovabbi karosodast és gyulladasos reakciot

valtanak ki.33

Szamos gyulladasos folyamatban kimutattdk PARP aktivaciot és az ADP-ribozilacio jelenlétét.
Ennek megfeleléen, sorra ndtt azoknak a tanulmanyoknak a szédma, amelyek kisérletes
allatmodellekben a PARP inhibitorok gyulladascsokkentd hatasat mutattdk meg. Ezek kozé
tartoznak a teljesség igénye nélkiill neuroldgiai betegségek (sztrok, neurotrauma,
neurodegeneracio), szeptikus sokk, akut maj elégtelenség, miokardidlis infarktus, artritisz,
kolitisz, asztma, valamint érrendszeri problémak, pl. cukorbetegség szovodményeként, és
atheroszklerdzis esetén.®® Ezeken kiviil, munkacsoportunk nemrégiben a PARP inhibitorok,
elsdsorban a talazoparib és rucaparib, jotékony hatdsat mutatta ki egy gyakori gyulladasos
bérbetegség, a pikkelysomor egy egérmodelljében.®* Szintén egy wijabb tanulméany az ADP-

ribozilacié novekedésének mértékét mutatta meg AD-s betegek 16zids bérében.>®
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2. Célkituzés

Az AD egy kronikus, gyulladdasos bdrbetegség, amely szamos genetikai, kornyezeti és
immunoldgiai tényez6 hatasara alakul ki és jelentds negativ hatassal van az érintett betegek

¢letmindségére.

Az AD patomechanizmusa pontosan még nem tisztazott, a PARP enzimek, f6képp a PARP1 és
PARP2, kiemelked? szerepet toltenek be DNS karosodasok hibajavitasi folyamataiban, tovabba
ezek aktivitdsanak gatlasa daganatos kezelésekben mar jol ismert citotoxikus hatast fejt ki. Igy

ma mar négy PARP inhibitor kapta meg az FDA engedélyét daganatterapias indikécioban.

Ezen feliil, megnovekedett PARP aktivitast szdmos gyulladasos folyamatban is leirtak, mind
allatmodellekben, mind humén betegekben. Ezzel 6sszhangban, az elmult 25 évben a PARP

inhibitorok gyulladascsdkkentd hatdsat szdmtalan tanulmény mutatta meg.

Munkacsoportunk adatai és mas irodalmi adatok arra utalnak, hogy a PARP aktivitas
fokozddasa hozzajarulhat a bérben kialakulo kronikus, gyulladasos allapotokhoz, mint példaul

a pikkelysomor vagy az AD.
Ezek alapjan munkénk soran arra kérdésre kerestiik a valaszt, hogy

1. Hogyan befolyasoljak a PARP inhibitorok az AD-re jellemzé gyulladast
egerekben?

2. Milyen hatast gyakorol a talazoparib a Kkalcipotriol hatisira megemelkedett
gyulladasos mediatorok szintjére a borben?

3. Hogyan befolydsoljak a PARP inhibitorok a Th2 tipusu citokinek gén- és

fehérjeexpressziojat az AD modellben?

A PARP inhibitorok klinikai elérhetdsége lehetdvé teszi, hogy a daganatterapian feliil 4}, nem-

onkoldgiai betegségekben is kiprobalasnak vegyek ald dket. Eredményeinkkel igy nemcsak a

crer

is Uj célpontok azonositdsdhoz jarulhatunk hozza.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti egerek

Kutatdsaink soran BALB/c egértorzset hasznéltunk, amelyeket a Debreceni Egyetem
Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet Elettudomanyi Epiiletének Kisérleti Allathazaban
(nyilvantartasi szam: I11/4-KAT/2015) voltak tenyésztve és fenntartva. Az allatok standard
méretli ketrecekben keriiltek elhelyezésre (365 x 207 x 140 mm, 530 cm? feliilet; 1284 L
Eurostandard II. tipus, Techniplast gyartmany), amelyeket Lignocel Select Fine (J. Rettenmaier
und Sohne) alommal béleltiink ki. A kornyezeti gazdagitds érdekében az allatok szdmara

papirhengereket biztositottunk.

Az éllathazban a vilagitasi ciklusok szigortian ellendrzottek voltak, az allatok 12-12 6ras sotét-
vilagos periddusokban valtakozva voltak tartva. A hémérséklet 22 + 1 °C-on volt stabilizalva.
Az egerek szamdra szabad hozzaférést biztositottunk mind a taplalékhoz, mind a sterilizalt
csapvizhez. A ketrecek tisztitdsa és az alom cseréje hetente, azonos idOpontban tortént. Az
allath4z folyamatos allatorvosi feliigyelet mellett miikodik és SPF (specifikus korokozomentes)

mindsitésii részleggel is rendelkezik.

3.2. Kalcipotriol altal indukalt AD modell

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga (DEMAB) éltal
jovahagyott engedély alapjan végeztikk (nyilvantartasi szam: 5/2023/DEMAB), a hatélyos

jogszabalyok, kormanyrendeletek €s az Europai Uni6 allatjoléti iranyelveinek megfelelden.

A kisérletekhez 8-16 hetes him egereket haszndltunk. A vizsgéalatok soran az allatokat
elkiilonitve helyeztiik el, biztositva ezzel a megfigyelések pontos végrehajtasat és a kisérleti
eredmények megbizhatosagat. Két nappal a kisérlet megkezdése eldtt az allatok hatan egy kb.
2 cm?’-es teriiletrdl a szért borotva, majd azt kdvetden kereskedelmi forgalomban kaphato Veet
szortelenitd krémmel tavolitottuk el, a gyartoi utasitasokat kdvetve. Az egerek minden nap 200
ul intraperitonedlis (i.p.) injekcidt kaptak vagy vivoanyagbol (VEH) (4% dimetil-szulfoxid, 5%
polietilénglikol 300 foszfattal pufferolt sooldatban (PBS) oldva) vagy a kovetkez6 PARP-
1y36

inhibitorok valamelyikébél: talazoparib (S7048) oldat (2 mg-kg'-nap')*®, az irodalomban

kordbban alkalmazott hasonld dézistartomany alapjan; rucaparib (S4948) (50 mg-kg'-nap™)*’
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oldat (Selleck Chemicals, Houston, TX, USA). Az injekcié beadasa utan 1 6réval az egerek
szortelenitett borére 40 pul MC903 oldatot (kalcipotriol; 2700, Tocris Bioscience/Bio-
Techne/R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; 4 nmol kalcipotriol 96%-o0s etanolban oldva)
vagy 40 pl tiszta 96%-os etanolt vittiink fel hét egymast kdvetd napon. Ilyen modon Gsszesen
négy kezelési csoportot alakitottunk ki az allatokbol: 1. VEH 1i.p. injekcié + CTL etanollal
kezelt; 2. VEH i.p. injekcio + kalcipotriollal (CALCI) kezelt; 3. rucaparib (RUCA) i.p. injekcid
+ CALCI-val kezelt; 4. talazoparib (TAL) i.p. injekcid6 + CALCI-val kezelt. A kisérlet
nyolcadik napjan az egereket tulaltatdsos modon terminaltuk és a kezelt borfeliiletekbol

mintakat vettiink tovabbi vizsgalatok céljara.

3.3. Egérbor mintak szovettani vizsgalata

A vizsgalat sordn a BALB/c egerekbdl kimetszett és paraffinba agyazott szovetmintak
elemzéséhez hematoxilin-eozin (H&E) festési eljarast alkalmaztunk. Ez a modszer az egyik
legelterjedtebb ¢és legszélesebb korben hasznalt festési technika a szdvettani gyakorlatban,

amely lehetové teszi a szovetrészek sejtjeinek €s strukturainak mikroszkdpos vizsgalatat.

A magfestési eljarasok alapja, hogy a bazikus festékek ionos kdlcsonhatas révén kotddnek a
DNS-hez. Az oxidalt hematoxilin aluminiumsokkal alkotott komplexe kék szinii, bazikus
jellegli pacfestéket hoz 1étre, amely a sejtmagokat festi meg. Az eozin az extracellularis
matrixot €s a citoplazma savanyl komponenseit rozsaszinre festi, igy kontrasztos képet biztosit

a szOveti mintazatok megkiilonboztetéséhez.

A H&E festési eljaras sordn eldszor a metszeteket deparaffinoztuk, majd rehidraltuk sorozatos
apolaros, majd poléaros oldoszerekkel torténd oblitéssel (xilol, 96%-0s etanol, 70%-os etanol,
aceton, majd desztillalt viz). Ezutan kovetkezett a magfestés 10 percig hematoxilinnel, majd
oblités utan 0.1% eozin-oldattal 1 percig festettiilk a metszeteket. Ezt kovetden a metszeteket
viztelenitettiik etanol higitasi sorozattal, majd acetonos és xilolos 4ztatassal. A viztelenitett

metszeteket lefedtiik és hagytuk megszaradni.

Tovéabbi vizsgéalatokhoz a festett metszeteket a PANNORAMIC konfokalis szkennerrel
(3DHISTECH Ltd, Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk. A szkennelést kovetden a
metszetek elemzése a Windows 11 operacios rendszeréhez késziilt SlideViewer 2.8 szoftverrel
(3DHISTECH Ltd.) tortént, amelyet az egérbdr epidermisz vastagsdganak mérésekor is
alkalmaztunk.
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3.4. Citokinek és kemokinek expresszios mintazatanak vizsgalata egérbérben

Az egérbor mintdkat kozvetleniil a kimetszés utan folyékony nitrogénbe helyeztiik, majd -80
°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. Az extrakciét megelézéen a szoveteket PBS-sel
lemostuk ¢és az egyes mintdk tomegét megmértilk. A homogenizacidhoz minden mintat
tizszeres mennyiségii protedzgatld koktélt (S8830, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
tartalmazé PBS-oldatba helyeztiink. A szovetek roncsoldsat és a fehérjék kinyerését
TissueLyser II késziilékkel (Qiagen, Hilden, Németorszadg) végeztik 5 mm atmérdji
rozsdamentes acélgyongyok hasznalataval. A mintdkat 30 hertz frekvencian, 8 percen at
homogenizaltuk a késziilekben. Ezt kovetden a homogenizatumokhoz 1 % Triton X-100 oldatot
adtunk, majd 5 percen keresztiil, 10000 x g-n, 4 °C-on centrifugaltuk, hogy eltavolitsuk a
sejttormeléket és a megmaradt szovetdarabokat. Az igy kapott feliilliszot hasznaltuk tovabbi
elemzésekre. A fehérjekoncentraciot a mintdkban Pierce BCA protein assay kit (23225, Thermo

Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk meg.

A mintak citokin és kemokin profiljanak meghatirozadsdhoz Proteome Profiler Array (No.
ARY006, R&D Systems/Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) kitet hasznaltunk. Ehhez a
kiilonbozé kezelési csoportok mintdibol azonos mennyiséget véve a csoportok mintait
egyesitettilk és az ilyen modon kapott mintakat alkalmaztuk az array membranokon. Az
elemzést a gyarto altal biztositott protokollnak megfeleléen végeztiik el. A kit nitrocelluloz
membranjai specifikus antitestekkel impregnalt pontokat tartalmaztak, amelyek lehetdvé tették

tobb kiilonbdzo citokin és kemokin egyidejli kimutatdsat az egyes mintakban.

Az immunblot reakciokat a membranon ChemiDoc Touch Imaging System késziilékkel (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) detektaltuk. A képanalizist a CellProfiler 3.1.5 szoftverrel

végeztiik.*®

Az el6hivott membranok képein a kiilonbozd citokineknek megfelelé pontokat a kithez
mellékelt referencia sablon segitségével azonositottuk. A foltok elrendezését manuélisan
korrigdltuk a pontos illeszkedés érdekében. A szabad teriileteket szegmentaltuk és a foltok
méretét 3 pixellel noveltiik, hogy a szélek egyenetlenségeit kijavitsuk. A mért citokin jelek

intenzitasat a finomitott foltok korili teriileteken mértik.
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3.5. Citokin expresszié mérése az egerek bormintaiban ELISA modszerrel

Az egerek borszoveti homogenizatumaibdl szdrmazd fehérjemintdkban IL-4 szintjét
kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kit alkalmazasaval mértiikk meg: Mouse IL-4 ELISA
Kit — Quantikine (M4000B; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A mikrotiterlemezek
elére be voltak vonva egér IL-4 specifikus antitestekkel. A standard gorbéhez ¢és a mintak
elokészitéséhez a kitben biztositott higitdé puffert hasznaltunk. A mérést a kit technikai

utmutatdja szerint végeztiik el.

A mintakat kétszeresére higitottuk, hogy minimalizaljuk a matrix hatdsokat. A higitott mintakat
¢s standardokat az ELISA lemez megfeleld valytiba adagoltuk, majd 90 percen keresztiil 37

°C-on inkubaltuk. Az inkubaciot kdvetden a lemezeket kétszer mostuk mosopufferrel.

A mosasi 1épések utdn minden valytiba biotinnal jelzett masodlagos antitest oldatot
pipettaztunk, majd ezt tovabbi 60 perces inkubacio kovette (37°C-on). Ezt kovetéen a nem
kotddott komponenseket mosassal (3x) eltavolitottuk. Majd peroxidaz-enzimmel konjuglt

streptavidint adagoltunk a valyukba és 37 °C-on 30 percig inkubaltuk.

Az enzimreakciot H>O» és tetrametilbenzidin (TMB) oldat egyenlé aranyu keverékével
inditottuk el, amely szinreakciot eredményezett. A reakciot kénsav hozzdadasaval allitottuk le,
majd az abszorbanciat azonnal megmeértiik 450 nm hulldmhosszon spektrofotométerrel. A
citokin koncentraciokat a standard gorbék alapjan szamitottuk ki és az eredményeket

pikogramm per milliliter (pg/ml) egységben adtuk meg.

3.6. RNS-izolalas és RT-qPCR

Az egérborbdl szarmazd szovetmintakbol TRIzol reagens (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH, USA) hasznalataval izolaltunk RNS-t. Minden mintadhoz 1 ml TRIzol reagenst
adtunk. A szovetmintdk homogenizalasat TissueLyser II késziilékkel (Qiagen, Hilden,
Németorszag), 5 mm-es acélgyongyoket haszndlva, 30 Hz frekvencian, 8 percen at végeztiik.
Ezt kovetden a mintdkat 15.000 rpm-en, 4 °C-on, 15 percig centrifugéltuk a tormelékek
eltavolitasa érdekében. A feliiluszot tiszta csovekbe pipettaztuk, majd mintdnként 200 pl
kloroform hozziadésaval végeztiik el az RNS extrakciojat, 15.000 rpm-en, 4 °C-on, 10 perces
centrifugalassal segitve a fazisok elkiiloniilését. A felsd vizes fazisokat ismét tiszta csdvekbe
pipettaztuk, majd 500 pl izopropanolt adtunk a mintadkhoz, amellyel az RNS-t kicsaptuk az
oldatokbol. Az RNS-t centrifugalassal pelletaltuk a mintdkban (15.000 rpm, 4 °C-on, 30 perc),

22



majd a pelletet hdromszor mostuk 96%-os etanollal, végiil levegdn megszaritottuk és nukledz-

mentes vizben feloldottuk.

crer

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg. Az izolalt RNS-t Ambion
DNase I (Thermo Fisher Scientific, AM2222) enzimmel kezeltiik, hogy az esetleges genomikus
DNS-szennyezddéseket eltavolitsuk. Az RNS mintak reverz transzkripcidjahoz 1 pg RNS-t
High-Capacity cDNS Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
segitségével irtuk at cDNS-sé.

Az RT-qPCR-t TagMan probakkal és TagMan Gene Expression Master Mix protokollal
(4369016, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) végeztiik LightCycler 480 Real-
Time PCR késziilékben (Roche Applied Science, Basel, Svajc). A génexpresszios értékek
megallapitasdhoz a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) expresszidjat alkalmaztuk

normalizalasi kontrollként. A mérések soran alkalmazott probakat az 1. tablazat tartalmazza.

Gén neve Assay proba
IL-4 Mm00445259 ml
IL-13 Mm00434204 ml
GAPDH Mm99999915 gl

1.tablazat. A kutatds soran alkalmazott TagMan probadk és vizsgalt gének

3.7. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékeléséhez a GraphPad Prism 9.1.2. szoftvert (GraphPad Software, San Diego,
USA) hasznaltuk. Az elemzési folyamat elsd 1épésében az adatok normél vagy lognormal
eloszlasat Shapiro—Wilk-teszttel vizsgaltuk. Amennyiben két csoport adatait kellett
Osszehasonlitani, normal eloszlas esetén fiiggetlen, kétmintas t-probat végeztiink. Abban az
esetben, ha az adatok nem normal eloszlastak voltak, a Mann—Whitney-féle U-tesztet

hasznaltuk statisztikai vizsgalatra.

Tobb csoport Osszehasonlitdsandl a statisztikai moédszer kivélasztasat szintén az adatok
eloszlasa hatarozta meg. Normdl eloszlds esetén egyutas variancia-analizist (ANOVA)
alkalmaztunk, majd a csoportok kozotti kiilonbségek pontosabb értékelése érdekében Tukey-

féle post-hoc tesztet hajtottunk végre. Ha az adatok eloszldsa nem normal volt, Kruskal-Wallis-
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probat alkalmaztunk, amelyet Dunn- vagy Dunnett-teszt egészitett ki az egyes csoportok kozotti
eltérések megallapitdsara. Az egyes csoportok Osszehasonlitdsdban a statisztikai kiilonbséget

p<0,05 értéknél hatdroztuk meg.
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4. Eredmények

Kutatasunk soran a klinikailag is alkalmazott PARP-inhibitorok (rucaparib és talazoparib)
hatésait vizsgaltuk az AD kalcipotriol altal indukalt egérmodelljében. Kisérleteinkben
szOvettani vizsgalatokat végeztiink, illetve az AD gyulladdsos folyamataiban kiemelked6

jelentdségii citokinek expresszidjat vizsgaltuk, mind gén, mind fehérjék szintjén.

4.1. A PARP inhibitorok hatasara mérséklédtek a kalcipotriol altal indukalt AD

bortiinetei

Két, klinikai gyakorlatban hasznalt PARP inhibitor, a rucaparib €s a talazoparib hatasat a
kalcipotriol éltal indukalt AD modellre BALB/c egerekben vizsgaltuk. A kezeléseket 7 napon
keresztiil, naponta egyszer végeztiik el, melynek sordn az egereket eldszor intraperitonedlisan
beinjekcioztuk vagy rucaparib- (RUCA), vagy talazoparib-tartalmu (TAL), vagy hatéanyag
nélkiili oldoszerrel (VEH). Koriilbeliil egy ora elteltével pedig az egerek szortelenitett hatborét
vagy 96%-os etanollal (CTL), vagy 96%-os etanolban oldott kalcipotriollal kezeltiik. A
kalcipotriol a kezelés nyolcadik napjan a VEH CALCI csoporton illusztralva jol lathatd
gyulladasos tiineteket okozott a VEH CTL csoporthoz viszonyitva. Nevezetesen, a kezelt
borfeliilet megvastagoddsa, keményedése, szarazsaga, illetve a jelentés mértékii erythema,
vagyis vorosség, melyek a human AD tiineteire emlékeztetnek (6. abra). Az abran az is lathato,
hogy azokban az egerekben, amelyek i.p. injekcidban rucaparibot vagy talazoparibot kaptak a
kalcipotriolos kezelés mellett (RUCA CALCI, illetve TAL CALCI), joval kisebb mértékben
figyelhetOk meg az eldbb sorolt tiinetek.

25



VEH CALCI

8
\s'

T
S 5

6. abra. PARP inhibitorok alkalmazasa mellett a kalcipotriol enyhébb tiineteket valtott ki az egerek
borén. Az AD-re jellemzé bortiineteket BALB/c egerekben naponta egyszer 4 nmol kalcipotriollal
torténd kezeléssel indukaltuk hét napon keresztiil. A tiszta 96%-os etanolos (CTL) vagy kalcipotriolos
helyi kezelés (CALCI) mellett az egerek naponta i.p. injekcioban vagy hatoanyag nélkiili oldoszert
(VEH), vagy rucaparibot (RUCA) (50 mg-kg”'-nap™), vagy talazoparibot (TAL) (2 mg'kg” -nap™) kaptak
(n=2-7). A felvételek kisérlet nyolcadik napjan kesziiltek.

A vizudlisan megfigyelhetd tiineteket a kezelt bormintdk szdvettani vizsgalataval is
megerodsitettiik. A paraffinba dgyazott mintdk metszetein hematoxilin és eozin (H&E) festési
eljarast alkalmazva jol lathat6 a VEH CALCI csoportban az epidermisz jelentds
megvastagodasa, a bazalis réteg keratinocitainak megndvekedett mértékill proliferacigja, illetve
a dermiszben értagulatok és nagyszamu immunsejtek besziirddése figyelhetdé meg (7.abra).
Ezzel szemben, ahogy az makroszkdpikusan is latszott, a RUCA CALCI és TAL CALCI
csoportban az epidermisz vastagodésa joval kisebb mértéki, illetve kisebb szdmban lathatéak

beszlirddott immunsejtek a dermiszben (7. abra).

VEH CTL EH CALCI RUCA CALCI TAL CALCI

7. abra. Az abran a kisérletben haszndlt egerek kezelt bérfeliiletérdl szarmazo metszetek H&E festése
lathato egy-egy reprezentativ felvételen, 20x-os nagyitasban régzitve.

Az egerek birében az epidermisz megvastagodasat kvantitativ modon is kifejeztiik, az egyes
egerek metszeteinek H&E felvételein az epidermisz hosszanti iranyl mérésével. Ahogy az a 8.

abran lathat6, a kalcipotriol mintegy haromszoros ndvekedést indukalt az epidermisz
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vastagsagaban a normal kontroll egerekhez (VEH CTL) képest, mig a rucaparibbal vagy

talazoparibbal kezelt egerek esetében ez a novekedés kb. kétszeres volt.
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8. abra. A PARP inhibitorok csokkentették a kalcipotriol hatdsdara bekovetkezd epidermadlis
megvastagodds mértékét. Az egyes kisérleti csoportokba tartozo valamennyi egér borében megmértiik
az epidermisz vastagsagat és az dtlagertékeket = SEM abrazoltuk. A statisztikai kiilonbségeket az egyes
csoportok kozott egyutas ANOVA-t Tukey-féle post hoc teszttel kiegészitve hataroztuk meg és a
szignifikancia értékeket a kovetkezo p értékeknél allapitottuk meg: * p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,001.

4.2. A talazoparib csokkentette a kalcipotriol hatasara megemelkedett gyulladasos

mediatorok szintjét a borben

Elészor szerettiink volna egy atfogd képet kapni arrdl, hogy a kalcipotriol hatdsara milyen
gyulladésos citokineknek és kemokineknek valtozik az expresszidja az egerek borében és hogy
ezt a PARP inhibitorok hogyan befolyasoljak. Ehhez minden egér kezelt bormint4jabol fehérjét
izolaltunk ¢és az egyes kisérleti csoportokba tartozd egerek fehérjemintdibol azonos
mennyiségeket kivéve Un. poolozott, kevert mintdkat hoztunk létre, majd egy kereskedelmi
forgalomban kaphato citokin array kit membranjaira vittlink fel a gyarté utasitdsainak

megfelelen (9. abra).
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9. abra. A kisérleti egerek borébol feherjét izolaltunk, majd az egy csoportba tartozo egerek mintdit
osszekevertiik, majd felvittiik a citokin array membranjaira az abran lathato modon. Az egyes duplikalt
pontok egy-egy citokin vagy kemokin expressziojat reprezentaljak.

Lathatd, hogy a kalcipotriol szdmos gyulladdsos mediator expressziojat megndvelte a kontroll
egerekhez (VEH CTL) képest, mig érdekes modon, f6képp a talazoparibbal kezelt egerek esetén
latszik csokkenés az egyes mediatorok szintjében. A membranon kifejlodott pontok atméroje,
illetve intenzitdsa ardnyos az adott medidtor expresszidjaval a mintdkban, ilyen modon

kvantifikalhat6 és az egyes csoportok dsszehasonlithatéak (10. abra).
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10. abra. A citokin array membranokon a foltok intenzitasat CellProfiler program segitségével
hataroztuk meg. A citokineket az array kit sablonjanak segitségével azonositottuk.
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Ez alapjan elmondhato, hogy a két PARP inhibitor koziil f6képp a talazoparib kezelés hatasara
szamos, a kalcipotriol hatdasara megndvekedett citokinnek és kemokinnek az expresszidja

csokkent az egerek boérében.

4.3. Mindkét PARP inhibitor csokkentette a Th2 tipusu citokinek gén- és

fehérjeexpresszidjat az AD modellben

Mivel az AD-re jellemz6 gyulladas kialakulasaban és fenntartasaban legfontosabb szerepe az
un. Th2 tipust citokineknek, az [L4-nek és IL-13-nak van, igy megvizsgaltuk az egerek borében

specifikusan ezeknek a citokineknek az expresszidjat gén- és fehérjeszinten is.
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11. abra. A PARP inhibitorok csokkentették a Th2 tipusu citokinek génexpressziojat a kalcipotriol
altal indukalt AD modellben. A génexpresszios értékek az egyes csoportokba tartozo egerekre kapott
normalizalt génexpressziok atlaga = SEM formdaban a VEH CALCI csoporthoz viszonyitva vannak
kifejezve és abrdazolva. Normalizalasi kontrollként az egyes mintak GAPDH expressziojat hasznaltuk. A
statisztikai kiilonbség megdllapitisara az egyes csoportok kézéott egyutas ANOVA-t hasznaltunk
Dunnett-féle post hoc teszttel kiegészitve. A * szignifikancia szint p<0,05 szinten lett meghatarozva.

Ebben az esetben viszont megéllapithato, hogy mind a rucaparib, mind a talazoparib

csokkentette az IL-4 és IL-13 génexpresszidjat (11. abra), illetve az IL-4 fehérje szintjét (12.
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abra) is a borben a kalcipotriol kezelés mellett csak vehiculum injekcidt kapott egerekhez

képest.
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12. abra. A PARP inhibitorok csékkentették az IL-4 szintjét az egerek borében a kalcipotriol dltal
indukalt AD modellben. Az IL-4 koncentrdciot az egyes egerek borébol izolalt fehérjemintikban ELISA
segitségevel mértiik meg és a koncentraciok datlaga £ SEM formaban fejeztiik ki. A statisztikai kiilonbség
megallapitasdra az egyes csoportok kozétt egyutas ANOVA-t hasznaltunk Dunnett-féle post hoc teszttel
kiegészitve. A szignifikancia szintek * p<0,05 és ** p<0,01 értékeken lettek meghatdarozva.

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a PARP inhibitorok képesek csokkenteni az

AD kialakulédsaért felelds Th2 tipusi immunvalaszt, ugyanakkor még tovabbi vizsgalatok

crer

1s hasznalni.
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5. Megbeszélés

Az AD egy kronikus gyulladdsos borbetegség, amely kiilonosen gyermekkorban gyakori,
azonban felndtteknél is egyre elterjedtebb és amelyet jelenleg még nem lehet meggyogyitani,
csak tiinetileg kezelni féleg nem-specifikus gyulladascsokkentd terapiakkal.® A betegség
patogenezisében kulcsszerepet jatszik az epidermalis barrier diszfunkcioja és a Th2
immunvalasz szabdlyozasi zavara, amelyet tovabbi genetikai ¢és kornyezeti tényezok is
bonyolithatnak.** Mivel a korkép dsszetett, multifaktoridlis és patomechanizmusa még nem

teljesen feltart, tovabbi kutatasok sziikségesek az 1j, célzott terapidk kifejlesztése érdekében.

Jelenleg négy PARP inhibitort haszndlnak a klinikai gyakorlatban daganatterdpias
indikécioban, ezek az olaparib, rucaparib, niraparib €s a talazoparib. Emellett mar évtizedek 6ta
ismeretes a PARP inhibitorok gyulladdscsokkentd hatasa is, amelyet mar szdmos korképben
leirtak, elsdsorban allatmodellek alkalmazasaval. Munkacsoportunk nemrégiben irta le az
inhibitorok koziil a talazoparib jotékony hatdsat egy masik tipust gyulladdsos bdrbetegség, a
pikkelysomor egyik legszélesebb korben hasznalt allatmodelljében, az imiquimod éltal kivaltott
dermatitiszben egerekben®*, ami azt mutatja, hogy a PARP inhibitorok képesek a bér
gyulladasos folyamataiba beavatkozni in vivo. Egy masik tanulmany AD-s betegek 1€zids
bdrében a normal bérhoz képest nagyobb mennyiségben detektalt ADP-rib6z polimereket, ami
a PARP aktivitas novekedésére utal AD-ben.*®> Ezek alapjan kutatasunkban azzal a feltevéssel
¢ltiink, hogy a PARP inhibitorokkal befolyasolhatoak lehetnek az AD-re gyulladésos
folyamatok. Az AD egyik ismert modelljét, a kalcipotriol altal indukalt bérgyulladast
alkalmaztuk BALB/c egerekben és a PARP inhibitorok koziil a rucaparibot és talazoparibot
valasztottuk a kisérletekhez, mivel korabban a pikkelysomdr modellben is ezeket az inhibitorok
talaltuk a leghatékonyabbnak. Azt talaltuk, hogy mindkét inhibitor hatdsara az egerek bérén a
kalcipotriol hatasara kifejlédott vordses, megvastagodott, szaraz borléziok a PARP inhibitorok
alkalmazasa mellett joval enyhébb formaban alakultak ki. Ezt megerdsitette a 1ézidk szdvettani
képén is az epidermisz lathatoan kisebb mértékli megvastagodasa, illetve a dermalis
immunsejtes infiltracid is kevésbé volt megfigyelhetd. ElsOsorban a talazoparibbal kezelt
egerek borében a pro-inflammatorikus citokinek és kemokinek alacsonyabb szintjét detektaltuk
egy atfogo citokin array alkalmazéasaval. Az, hogy a talazoparib esetén nagyobb mértékii hatast
tapasztaltunk 6sszhangban van azzal a jol dokumentalt ténnyel, hogy a PARP inhibitorok koziil

a talazoparib a leghatékonyabb.*’ Viszont mindkét inhibitor szignifikansan csokkentette az AD-
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re jellemzo Th2 tipust citokinek, az IL-4 ¢és IL-13 mRNS expresszidjat, illetve az IL-4 fehérje

szintjét is a kalcipotriollal kezelt bérben.

Ismert, hogy az AD gyakran tarsul mas atopias tarsbetegségekkel, kiilondsen ételallergiaval és
sulyosabb esetekben asztméval*!, ami tovabb bonyolitja a betegség kezelését. Eredményeinket
kiilonosen fontos kontextusba helyezi, hogy szamos tanulmany kimutatta, hogy a PARP
enzimek szerepet jatszanak az asztma ¢s az allergids natha gyulladdsos folyamatainak
szabalyozasaban és elérehaladasaban.*? Ennek megfeleléen a PARP inhibitorok alkalmazésa az
asztma allatmodelljeiben terapias hatdsokat mutatott, mivel specifikusan befolyésolta egyes
immunsejtek toborzasat és modulalta az asztmahoz kapcsolodé citokinek termelését.*> Ezért a
PARP aktivitds gatlasa kiilonosen relevans lehet AD esetében, mivel a PARP inhibitorok
elényei kiemelten fontosak lehetnek az olyan AD-s betegek szdmara, akiknél mas atopias

tarsbetegségek is jelen vannak.

A PARP inhibitorok nem-onkologiai betegségekben valod atpozicionadldsdnak lehetdsége
intenziv kutatas targyat képezi.>* Tanulmanyunkban ravildgitunk ezeknek a gyogyszereknek az
AD-ban valo potencialis alkalmazasara, szem el6tt tartva, hogy még szamos megvalaszolatlan
kérdés van a PARP-ok pontos szerepérdl AD-ben, kiilondsen az immunmoduldns hatasaik
tekintetében. Igy ezeket a folyamatokat jovObeli vizsgalatainkban fogjuk mélyebben

tanulmanyozni.
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6. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Szanté Magdolnanak, aki
lehetdséget biztositott szamomra palyamunkdm elkészitéséhez. Koszondom a kutatds soran
nyujtott szakmai Utmutatasat, értékes tanacsait, odaad6 és segitokész munkajat, amelyek

jelentds mértékben hozzajarultak a munkdmhoz.

Koszonetet szeretnék mondani Prof. Dr. Virag Laszlénak, az Orvosi Vegytani Intézet

igazgatojanak, hogy lehetdséget biztositott tudomanyos munkam elvégzésére az intézetben.

Koszonettel tartozom a kutatécsoport Tagjainak is, akik a laboratoriumi munkak soran
segitettek a mérések kivitelezésében, valamint készséggel valaszoltak kérdéseimre és szakmai

tanacsokkal lattak el.

Végiil, halaval tartozom csaladdomnak és barataimnak a folyamatos tamogatasukért ¢€s

biztatasukeért.
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Fiiggelék

Onalloan elvégzett kisérletek:
*  Allatkisérletek (i.p. injekcié és az egerek hatbérének kezelése, mintavétel)
* Epidermisz vastagsaganak mérése
* RNS ¢és fehérjeizolalas egérborbol, az RNS és fehérjemintak koncentracidinak mérése
* ¢DNS atirasa RNS mintakbol, kvantitativ PCR
Segitséggel elvégzett kisérletek:
» Citokin array
 ELISA

* Eredmények kiértékelése
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NYILATKOZAT

a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kardnak hallgatoja ezennel

biintetdjogi feleldsségem tudatiban nyilatkozom és aldirassommal igazolom, hogy

.............................

.....................................

cimii palyamunkdm sajat, 6nalldé munkém; az abban hivatkozott nyomtatott és
elektronikus szakirodalom felhaszndlasa a szerz6i jogok nemzetkozi szabalyainak

megfelelden késziilt.
Tudomasul veszem, hogy palyamunka esetén plagiumnak szamit:

= s70 szerinti idézet kozlése idézbjel és hivatkozas megjeldlése nélkiil;

= tartalmi idézet hivatkozas megjelolése nélkiil;

= mas szerz4 publikalt gondolatainak sajat gondolatként valé feltiintetése.
Alulirott kijelentem, hogy a plagium fogalmat megismertem. Tudomésul veszem, hogy

plagium esetén palyamunkam visszautasitasra kertil.

Debrecen, 07025ev ........ O s hc')..r.z.[t.-....nap

alairas
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