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Bevezetés

A gyulladas a test valasza a sejtet vagy szovetet ért sélriilésre, amely lehet valamilyen
toxin, patogén, vagy fizikai sériilés. Az akut gyulladas egy rovid folyamat, amely soran a
sériilt szovet begyogyul. A kronikus gyulladds ezzel szemben egy hosszu, regulédlatlan
folyamat, amely szoveti sériiléshez vezethet. A kronikus gyulladast Osszefiiggésbe hoztak
olyan betegségekkel, mint példaul az allergia, atheroszklerozis, rak, vagy az autoimmun
betegségek (Weiss, 2018). A gyulladas okozhat oxidativ stresszt az immunsejtek aktivalédasa
révén (Hardbower és mtsai., 2013), ahogy oxidativ stressz is okozhat gyulladast (Biswas,
2016). Gyulladas soran az immunsejtek aktivalodasanak kovetkezménye lehet a sejthalal

(apoptozis, nekroptozis) (Peltzer és Walczak, 2019).

A poli-ADP-ribozilacio (PARilacio) a sejt valasza a DNS karosodasra, amely a
poli(ADP-rib6z) polimerazok (PARP) altal katalizalt reakcio. A PARP-1 kotédik a DNS
kéarosodas helyére és PAR polimert hoz létre, amely szignalmolekulaként funkcional a DNS
hibajavitd enzimek szamara. Er6s DNS karosodds hatasara a PARP-1 tulaktivacioja
kovetkezik be, amely a nikotinamid adenin dinukleotid (NAD") és ATP deplécidjahoz vezet
(Henning és mtsai., 2018). Oxidativ stressz soran a termelédott reaktiv oxigén gyokok (ROS)
képesek aktivalni a PARP-1-et, majd egy nekrotikus szer(i sejthalalt indukalni (Cuzzocrea,

2005).

A makrofagok a velsziiletett és adaptiv immunrendszer fagocita €s antigén prezentalo
sejtjei, aktivaciojuk soran képesek ROS termelésére és ez altal a patogén eliminalasara (Li és
mtsai., 2015). A makrofagok magas rezisztenciat mutatnak a ROS-sal szemben, azonban
halalukat leirtak olyan betgeségekben mint a virusfertézés, tuberkulozis vagy a szepszis

(Robinson ¢és tmsai., 2019).

A PARP-1-nek fontos szerepe a DNS javitdsdban, a sejthaldl és a gyulladas
szabalyozasaban. PARP inhibitorokat sikeresen alkalmaztak daganatos megbetegedések
kezelésére, tovabba talzott PARP aktivaciot Osszefiiggésbe hoztak olyan gyulladésos
megbetegedésekkel, mint az atheroszklerdzis, neurodegenerativ betegségek vagy az asztma
(Pazzaglia ¢s Pioli, 2019). Lathatjuk, hogy a PARilacionak kozponti szerepe van a sejthalal és
a gyulladas szabalyozasaban, ezért fontos ennek a bioldgiai folyamatnak a minél jobb
megismerése. PARP gatloszereket mar sikeresen alkalmaztak daganatterapidban ezért mas
betegségmodellekben valdo megsimerésiik U terapias lehetdségeket nyithatnak meg. Ebben az

értekezésben is a PARP-1 altal indukalt sejthalal szerepét vizsgaltam oxidativ stressz soran.



Irodalmi attekintés

A gyulladas

A gyulladés folyamatat mar az 6kori egyiptomiak és gorogok is leirtak. Hippokratész (i.
e. 460 — i. e. 377 koriil) az idészdmitasunk eldtti 5. szdzadban felismerte, hogy a gyulladés a
sériilés utani gyogyulas els6é jele. Aulus Cornelius Celsus (i. e. 30 - i. u. 45) rémai ird
feljegyezte a gyulladas négy jelét: vorosség, melegség, duzzanat és fajdalom. Az 6todik tiinet
felismerését, a funkcio kiesését Galenosz (i. u. 129 - 1. u. 200), romai orvos nevéhez kothetjiik

(Granger és Senchenkova, 2010).

Jelenlegi ismereteink szerint a gyulladds az immunrendszer vélasza a testet ért karos
hatasokra, amelyek lehetnek patogének, sejtsériilés, toxinok hatdsa vagy éppen valamilyen
sugarzas. A gyulladas feladata a sériilést okozo6 agens eliminaldsa és a gyogyulasi folyamatok
beinditdsa. A gyulladas egy szigorian szabalyozott folyamat, ugyanakkor a kontrollalatlan
akut gyulladas kronikussa is alakulhat, és szerv diszfunkciéhoz vezethet (Chen és mitsali,
2018). A f6 folyamatok, amelyekkel a gyulladds jellemezhetd: emelkedett véraramlés,
sejtmetabolizmus, vazodilatacid, mediatorok felszabaduldsa, 6déma ¢és immunsejtek

infiltracidja a gyulladt tertiletre (Ferrero-Miliani és mtsai, 2007).

A gyulladasos vialasz, folyamata

Egy tipikus gyulladasi folyamat négy Osszetevobdl all (1. abra): gyulladastkivalto
stimulusok, az ezek detektalasara alkalmas szenzorok, a gyulladast kozvetité medidtorok és

ezek célpontjaul szolgald sejtek és szovetek (Medzhitov és mtsai., 2010).

Inflammatory Pathway

Inducers Sensors Mediators Target tissues

ar

/r TLR \I;F_LTLR

N 0\, TNF, IL-1, IL-6
"8
CCL2, CXCL8

Infection

Mast cell Dendritic cell
— ; —_— —_—
r LR Histamine
X | dl Bradykinin
) |
\)\ .";; W 3 |
Tissue damage
Macrophage

1. dbra: A gyulladdsban résztvevé komponensek. A gyulladasos folyamat lépései: az

inducerek, amely lehet fertozés vagy szovetkarosodas, ezt kéveti a gyulladast érzékelo sejtek
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aktivacioja (szenzorok). A gyulladasos jelet a mediatorok kozvetitik, melyeknek célpontjai a

kiilonbozé szévetek és sejtek (Lon és mtsal., 2012).

A gyulladasi mintazat felismerése

A gyulladasi mintdzatokat két tipusba tudjuk sorolni, az egyik a patogén asszocialt
molekuléaris mintazatok (PAMPs) (Leavy, 2015), a masik a sériilés asszocialt molekularis
mintdzat (DAMPs). Ezeket a mintazat felismerd receptorok (PRR) ismerik fel és inditanak el
egy szignalutvonalat, aminek kovetkeztében a szervezet valaszol a patogénre illetve a

sériilésre (Roh és Sohn, 2018).

A gyulladas szenzorai és szignalutvonalai

A PRR-ek altal elinditott szignalutvonalak szabalyozzak a kiilonb6zé mediatorok és
transzkripcids faktorok miikodését, ezaltal a homeosztazis és a patogének elleni védelem
szabalyozo6i is egyben (Heilmann és Allenspach, 2017). Ezek a szignalatvonalak harom fébb

csoportba sorolhatok:

NF-xB utvonal: a nukleéris-faktor kappa B transzkripcids faktor az immunrendszer
szabalyozasanak egyik legfontosabb résztvevdje. Aktivalodasa soran transzlokalodik a
sejtmagba, ahol transzkripcios faktorként funkciondl és gének expresszidjat
szabalyozza. Ezek kozé tartoznak a gyulladasos citokinek, kemokinek, adhézids
fehérjék, enzimek, valamint a specifikus immunvalaszhoz sziikséges elemek, mint

példaul a f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) (Moynagh, 2005).

MAPK utvonal: a mitogén aktivalt fehérje kinazok (MAPK) egy foszforilacios
kaszkadot inditanak el, amelynek végén olyan folyamatokat szabalyoznak, mint a

sejtdifferenciacio, proliferacio és a sejthalal (Pearson és mtsai., 2001).

JAK/STAT utvonal: a membran asszocidlt Janus kindz (JAK) a megfeleld receptor
intracellularis oldalan aktivalodik a receptor telitddést kovetden majd a szignal
transzducer ¢és transzkripcié aktivator (STAT) fehérjék foszforilalasaval azok a
sejtmagba jutnak, ahol transzkripcios faktorokként miikodnek. Célpont génjeik kozott
szerepelnek interferonok és citokinek is, igy fontos szabalyozdéi a gyulladésos

folyamatoknak (O’Shea és mtsai., 2015).

A fent emlitett Utvonalak finomhangolasa kritikus a szervezet normalis milkddése

szempontjabol.  Diszregulaciojuk  sordn  kronikus  gyulladds,  kardiovaszkularis
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megbetegedések ¢és rak alakulhatnak ki (Yamamoto és Gaynor, 2015, Boengler és mtsai,
2008).

Gyulladdsos markerek

A normal és koros allapot elkiilonitésére bioldgiai markereket szoktunk alkalmazni,
melyek szintjéb6l betegségek jelenlétére tudunk kovetkeztetni. A gyulladasos markerek
mérésével olyan betegségeket diagnosztizalhatunk, mint példaul a veseelégtelenség (Carrero
¢s mtsai., 2008, Pecoits-Filho és mtsai., 2003), a kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD),
(Bhowmik és mtsai., 2000) vagy kardiovaszkularis megbetegedések (Pai és mtsai., 2004).

Citokinek: gyulladast fokozo és gyulladast csokkentd citokineket féleg az immunsejtek
szekretalnak (makrofagok, monocitak, T limfocitak stb.) (Salmiheimo és mtsai., 2016).
F6 szerepiik az immunsejtek toborzasa a sériilés helyére (Turner és mtsai., 2014) és
aktivitasuk fokozasa. Azonban a gyulladasos citokinek taltermelése szdveti és

szervkarosodast okozhat (Czaja, 2014).

Fehérjék és enzimek: emelkedett szintjiik a vérben gyulladdsos markerként funkcional.
Ilyen példaul a c-reaktiv protein (CRP) amely fert6zés soran jelenik meg, és a
komplement rendszer szabalyozéasaval segiti a szervezet védekezését a patogének ellen
(Sproston és Ashworth, 2018). Azonban a gyulladashoz kothetd fehérjék pl.: high-
mobility group protein 1 (HMGB-1), ciklooxigenaz-2 (COX-2) és az indukalhato
nitrogén oxid szintaz (iINOS) abnormalisan magas illetve hosszu ideig tarto jelenléte
kronikus betegségek kialakulasahoz vezetnek (Hernandez és mtsai., 2019, Mathew,
2011, Sonar és Lal, 2019).

Egyeb markerek: gyulladas sordn oxidativ stressz is keletkezik, illetve oxidativ stressz is
valthat ki gyulladast, ezért ennek a folyamatnak a markerei (glutation reduktaz (GR),
katalaz (CAT), szuperoxid dizmutaz (SOD), stb.) is megjelennek kronikus betegségek
soran (Park és mtsai., 2015, Siddiqui és mtsai., 2019).

A gyulladasban résztvevo sejttipusok

A gyulladésban résztvevd sejtek egy bonyolult hélézatot alkotnak. Teljes kora
attekintésiik bdven meghaladnd ennek a disszertdcionak a terjedelmét, ezért csak
érintélegesen emlitem Oket. A sériilés helyén 1évé immunsejtek (makrofagok és hizosejtek)

majd az endotél sejtek mediatorokat termelnek. Ezen medidtorok szabalyozzak az

crer
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kovetik a monocitak és a limfocitak (NK-, T- és B-sejtek) valamint a hizosejtek (Linthout és
mtsai., 2014). Szerepiik a velesziiletett és az adaptiv immunvalasz szabalyozasa, a gyulladas

megsziintetése (Fujiwara és Kobayashi, 2005).

A gyulladas megsziinése

Lathato, hogy mig az akut gyulladas a szervezet védekezése szempontjabol egy hasznos
folyamat, addig kronikusséd valasa betegségek kialakuldsdhoz vezethet. Ezért a gyulladés
megszliinésének szabalyozasa kiemelten fontos. Lipid, protein és peptid mediatorok
segitségével a szervezet képes a gyulladas kontrollalasara. Csokken a leukocita infiltracio,
megindul a neutrofilek apoptozisa és a makrofagok efferocitdzisa. Tovabba, a makrofagok
fenotipusvaltasa is megtorténik igy indukalva a sebgyodgyulast és az angiogenezist (Headland
¢és Norling, 2015).

Makrofag polarizacio

A makrofagok a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer nélkiil6zhetetlen fagocita és
antigén prezentald sejtjei. Magas plaszticitdsuknak koszonhetéen gyorsan képesek a
fenotipusuk valtoztatasara a kornyezet szignaljai fiiggvényében (Murray és Wynn, 2012).
Eredetiik alapjan két csoportba sorolhatjuk Oket: a szoveti makrofagok mint példaul a majban
a Kuppfer sejtek, az agyban a mikroglia vagy a tiiddben az alveolaris makrofdgok az
embrionalis fejlddés soran kialakuld progenitorokbol szarmaznak (Epelman és mtsai, 2014),
ugyanakkor a vérben keringd monocitak is képesek a sériilés helyére migralni és ott

makrofagokka differencialodni (Yang és mtsai., 2014).

A makrofagokat polarizaciojuk alapjan két csoportra szoktdk osztani: M1 és M2
makrofagok. Noha fenotipizalasuk ennél sokkal bonyolultabb €s ez a rendszerezés csak egy
széles spektrum két végletét reprezentalja, jo alapja lehet, hogy megértsiik ezt a funkciojaban
igen valtozatos sejttipust. Gyulladasos makrofagok (M1) altalaban valamilyen fertzés, vagy
sériilés soran alakulnak ki, a stimulus lehet valamilyen toll like receptor (TLR) ligand vagy
interferon y ( IFNy). A szignaltranszdukciot gyakran NF-«B (Liu és mtsai., 2017), illetve
STAT-1 (Iwata és mtsai., 2016) kozvetiti. A markerek kozott szerepel tumor nekrozis faktor
o ( TNFa), interleukin-6 (IL-6 ) ¢és iNOS (Lu és mtsai.,, 2015), funkcidojukat tekintve
baktericid, tumoricid és fagocita feladatokat latnak el, azonban olyan kronikus betegségekkel
is Osszefiiggésbe hoztdk, mint az obezitds, metabolikus szindroma vagy a diabétesz (Sica és

Mantovani, 2012). Az alternativan aktivalodott (M2) makrofagok polarizaciojat 1L-4/1L-13
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citokinek indukaljadk az IL-4 receptoron keresztiil, és a jelatvitel {6 regulatora a STAT-6
(Ohmori és Hamilton, 1998). Markerek kozott szerepel példaul az arginaz-1, CD206 (manndz
receptor) ¢€s a Fizz-1. Funkcidjukat tekintve immunszupressziv, angiogenetikus hatdsuk van,
valamint a sebgyogyulast is szabalyozzak (Campbell és mtsai., 2013). Patologias

folyamatokban is részt vehetnek, mint példaul a tumor promocid, dermatitis vagy az asztma

(Bosurgi és mtsai., 2010) (2 abra).

LPS or Bacteria

IFN-y

GM-CSF
TNF-a - _IL-10
IL-6 IL-4
IL-23 : e ‘ TGF-

® CD86 e
IL-1 ea \\ oYe IGF-1
IL-12p40 qt’. ----- aC PTX-3
IFN-I *® = o | PGE2
RNI 22 20 | MMP-9
ROI n & Fizz1
CXCL9 b, 7 ymie
CXCL10 cCL17
CXCL11 - L ccL22

Inflammatory macrophages

Tissue-healing macrophages

2. dabra: Makrofag polarizdcio osszefoglalasa. A makrofag polarizaciot gyakran két
fenotipussal szoktak jellemezni. Az M1 (gyulladasos) makrofagok kialakulasaért felelos
szignalok példaul az LPS vagy interferon y. Markerei kozétt szerepelnek a kiilonbozo
citokinek (11-6, TNF-a) illetve kemokinek (CXCL9, CXCLI10) valamint az iNOS. M2
(immunszupressziv) fenotipus legismertebb stimulusa az IL-4, illetve IL-10 és IL-13. Markerei
kozott szerepel az argindz-1 és mannoz receptor - 1 (CD206), valamint mdatrix

metalloproteindzok (Bosurgi és mtsai., 2010).

Az oxidativ stress és a makrofagok szerepe a gyoktermelésben

Reaktiv oxigén intermedierek (ROS) illetve reaktiv nitrogén intermedierek (RNS)
termelddése a  normalis  sejtfunkcid  része.  Fizioldgids  korilmények — kozott
szignalmolekulakként miikodnek, taltermelddésiik azonban patologias folyamatokhoz, illetve
sejthalalhoz vezetnek (Valko és mtsai., 2007). Amikor a keletkezé gyokok €s az antioxidans
rendszer kozotti egyensily a ROS/RNS javara felborul, akkor oxidativ stresszrdl beszéliink

(Birben és mtsai., 2012).

Az oxidativ stresszt els6ként Helmut Sies német kutaté fogalmazta meg az 1985-ben

megjelent Oxidative stress cimii konyvében (Sies, 1985). A harom legjelentésebb ROS a
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szervezetben a szuperoxid anion (O2), hidroxil gyok (‘OH) és a hidrogén peroxid (H202). A
szuperoxid termelésért jelentés mértékben a mitokondrium a felelds. Az oxidativ foszforilacio
soran az elektronokat a molekuléris oxigén veszi fel, és proton jelenlétében igy viz keletkezik.
Kis mennyiségben azonban szuperoxid anion is keletkezik a folyamat soran (Drose és Brandt,
2012). H20, keletkezhet a NADPH oxidaz enzimek miikodése kézben (Dupuy és mitsai.,
1991), illetve a szuperoxid diszmutaz (SOD) altal katalizalt reakci6 alkalmaval is (Juarez és
mtsai., 2008). A legreaktivabb ROS a hidroxil gydk, mely leginkabb H202-bol keletkezik
Fenton reakcio révén (Puppo €és Halliwell, 1988). Az oxigén tartalmt gyokok mellett nitrogén
tartalmuak is keletkeznek a sejtben. Egyik ilyen a peroxinitrit (ONOQO), amely szuperoxidbol
¢s NO-bol keletkezik (Valez és mtsai., 2013). Ezek a reaktiv molekuldk képesek a sejtek
biomolekulait (DNS, fehérje, lipid) karositani, és ez altal sejt és szovet diszfunkciot eléidézni
(Afonso és mtsai., 2007). Az aerob él6lények antioxidans rendszereket fejlesztettek ki a
keletkezd ROS k6zombositésére. A mitokondrium a ROS {6 forrasa, a keletkezd szuperoxid
az els6dleges ROS ami ebben a sejtorganellumban képzddik. A szuperoxid H2O>-d4 alakitasat
a szuperoxid dizmutazok végzik (Holley és mtsai., 2012). A SOD altal 1étrehozott H20,-0t
tobbek kozott a katalaz semlegesiti. A katalaz egy hem-tartalmu enzim, amely a H20.-ot
molekularis oxigénre és vizre bontja gyokképzodés nélkiil (Goyal és Basak, 2010). A
glutation (GSH) magas szinten expresszalodik, képes a H»0, detoxifikalasara glutation
peroxidaz-1 (GPx1) fliggd moddon (Quintana-Cabrera ¢és Bolanos, 2013). A
peroxiredoxin/tioredoxin rendszerek is képesek a H2O: eltdvolitasara, tioredoxin, tioredoxin
reduktaz és NADPH kapcsolt enzimreakcié révén. A tioredoxin rendszer a glutation
rendszerrel is képes egyiittmiikodni, egymas elektronakceptoraiként mikodve (Lu és
Holmgren, 2014). A tioredoxin rendszer az elsédleges antioxidans rendszer olyan sejtekben
ahol a katalaz vagy a glutation rendszer alacsony szinten expresszakodik, példaul

hasnyamirigy -sejtjei (Stancill és mtsai., 2019).

Polarizaciojuk soran az M1 makrofagok bakteridlis stimulusra nagy mennyiségii NO-t
termelnek (Xue és mtsai., 2018). Ennek koszonhetden képesek fenntartani a gyulladasos
kozeget és megkiizdeni a patogénekkel. A makrofagok nem csak termeldi a magas ROS/RNS
eliminaldsidban van szerepiik, hanem a fizioldgids kornyezet helyreallitasaban is, ezért
képesnek kell lenniiik elviselni az altaluk Iétrehozott ROS-ban és RNS-ben gazdag

kdrnyezetet.
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Az oxidativ stress dltal kivaltott sejthaldl és lehetséges mechanizmusai

Az oxidativ stressz lehetséges kimenetelei kozott szerepel a sejthaldl, amely
gyulladashoz és szervi diszfunkcidhoz vezet. Az oxidativ stressz a mértékétdl és a sejttipustol

fliggden a sejthalal kiillonboz6 formai indukalodhatnak (3. dbra):

Apoptozis: programozott sejthalal forma, amely évtizedek ota a kutatok figyelmének
kozéppontjaban all. Folyamata jol karakterizalt, a sejt zsugorodasat az apoptotikus
testek keletkezése koveti, majd a sejtmag zsugorodik és fragmentalodik, végiil a sejt
apoptotikus testekké esik szét. Ezeket az apoptotikus testeket fagocita sejtek kebelezik
be igy minimalizdlva a sejt kornyezetének karosodasat (Kerr és mtsai., 1972). Az
apoptozist kiilso, illetve belsd stimulusok is indukalhatjak, ilyenek példaul a halal
ligandumok (kiils6), DNS karosodas, ER stressz és a mitokondrialis utvonal (belsék)
(Ferri és Kroemer, 2001). A sejthalal kivitelezésében az effektor fehérjék, a kaszpazok
vesznek részt. A kaszpdzok aszpartil protedz fehérjék. Funkcidjukat és célpont
fehérjéiket tekintve megkiilonboztetiink iniciator (kaszpaz-2, 8, 9, 10) illetve effektor
(kaszpaz-3, 6, 7) kaszpéazokat amelyek az apoptdzis végrehajtdsaban vesznek részt. A
kaszpazok egy masik csoportjaba a kaszpaz-1, 4, 5, 11, 12 tartozik, amelyek a gyulladas

szabalyozasaban vesznek részt (Shalini és mtsai., 2015).

H20:> kezelés hatasara példaul p53 medialt apoptozist figyeltek meg glioma sejtekben
(Datta és mtsai., 2002). A p53 nuklearis transzlokacioja volt megfigyelhet6 DNS
kérosodas hatdsara, amely egy sor mas proapoptotikus gén expresszidjanak
emelkedésével jar (PUMA, NOXA) (Uberti és mtsai., 1999). A mitokondrium kiilsé
membranjanak permeabilitdsa révén citokrom c, AIF €s Smac/Diablo proapoptotikus
fehérjék felszabadulasa kovetkezik be (Circu és Aw, 2010). Az endoplazmas retikulum
(ER) kiilonosen érzékeny a redox homeosztazis valtozasara. Oxidativ stressz sordn az
ER diszfunkcioja miatt a fehérje folding nem tud tokéletesen végbemenni (van der Vlies
és mtsai., 2003), illetve az ER-bol felszabadulé Ca?* elindithatja a mitokondriélis

sejthalal utvonalat (Orrenius és mtsai., 2015).

Mivel a mitokondrium az egyik f6 forrasa a ROS-nak ezért a ROS altal indukalt
karositd hatdsoknak is az elsddleges célpontja, mitokondridlis DNS ¢és fehérjék
oxidalasa révén. Kiilsé forrasbol szdrmazo apoptdzis indukdld anyagok és a ROS
kapcsolatat is leirtak. A TNF-a a receptorahoz kdtddve ROS termelédést indukal, amely

gyulladashoz és ezen keresztiil TNF-a expresszidhoz vezethet, igy egy oOngerjeszto
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folyamat alakul ki, aminek a vége a sejthalal (Blaser és mtsai., 2016). A felsorolt
folyamatok érzékelik a kornyezetben, illetve a sejtben végbemend redox valtozasokat,

és inicialjak az apoptdzist.

Nekrozis: eredetileg egy véletlenszerli €s szabdlyozatlan sejthaldl formaként irtak le,
amely extrém kiilsé tényezok hatdsara kovetkezik be. A sejt megdagad, a
membranintegritdas megszinik és a sejttartalom a kornyezetbe liriil (Syntichaki és
Tavernarakis, 2002). Ma szamos szabalyozott nekrotikus folyamatot is ismeriink (lasd
alabb).

A szervezetben végbemend sejthalal formakat nem lehet élesen elkiiloniteni egymastol.
A programozott ¢és véletlenszerii sejthalalon kiviil még egy sor egyéb sejthalal forma létezik.
Ezeket a sejthaldl utvonalakat altaldban szabalyozott sejthalal forméknak nevezziik, mivel
valamilyen szignalitvonal iranyitja a lefolyasukat, és ezért modosithaté is a folyamat
kimenetele. A részvevo molekuldk és a fenotipusuk szerint atfedhetnek az apoptédzissal és a

nekrozissal is. Ilyen jol ismert folymatok példaul a:

Nekroptozis: egy szabalyozott sejthalal forma, amely fenotipusosan inkabb a nekrdzisra
hasonlit, azonban receptorhoz kdéthetd az iniciacidja (tumornekrdzis faktor receptor
(TNFR)) (Vercammen és mtsai., 1997, Kaiser ¢s mtsai., 2013). A receptor medialt
szignaltranszdukciot a receptor-kélcsonhatdsban 1€vé szerin/teonin protein kinaz
(RIPK) ¢és vegyes vonal-kindz doménszerti fehérje (MLKL) kinazok kozvetitik. Mig a
kaszpaz-8 apoptdzis soran hasitja az effektor kaszpazokat, nekroptdzis sordn inaktiv

marad és a kaszpaz-3 hasitasa sem torténik meg (Yuan és mtsai., 2016).

Ferroptozis: e sejthalal soran letalis mennyiségii lipid hidroxiperoxidok szaporodnak fel
a sejtben (Stockwell és mtsai., 2017), ami egy nem-apoptotikus fenotipust sejthalalhoz
vezet (Dixon és mtsai., 2012). Oxidativ stressz soran szabad vas jelenlétében Fenton
reakcion keresztiil hidroxil gyok keletkezik, amely az egyik legreaktivabb szabadgydk,
igy karosithatja a sejt DNS, fehérje és lipid molekulait (Zhao, 2019).

Autofagias sejthalal: a folyamat alkalmaval a sejthalalt az autofagias rendszer inditja el,
amely alap esetben a sejt egy védekezo és talélo folyamata (Pagotto és mtsai., 2017),
miukodése transzkripcidsan €s poszttranszlaciosan is szigorian szabalyozott (Galluzzi és
mtsai., 2017). Az autofagia alapvetden egy tulélési mechanizmus, és az autofagids
sejthalal kifejezést csak késdbb vezették be, mikor kisérletesen is sikeriilt bizonyitani az

autofagias rendszer szerepét a sejthalal beinditasaban (Bialik és mtsai., 2018).
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Piroptozis: egy kaszpaz medialt sejthaldl forma, amit eldszér a monocita/makrofag
sejtekben irtak le. Azota kideriilt, hogy mas sejttipusokban is lejatszodik (Galluzzi és
mtsai., 2018). A piroptozisnak szerepe van az intracellularis baktériumok elleni
védekezésben (Jorgensen és Miao, 2015). A piroptozis soran kialakul6 inflammaszéma
fontos szerepet jatszik a gyulladéasos citokinek felszabaditasaban, a proteolizist a

kaszpaz-1 végzi. Az apoptozissal ellentéteben gyulladést okoz és sejtlizis kovetkezik be

(Bergsbaken és mtsai., 2009).
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3. dabra: Sejthaldl kiilonbozd formdinak az osszefoglaldsa. A sejthaldlt legegyszeriibben két
formadra oszthatjuk;, nekrozis és programozott sejthaldl. A programozott sejthaldl lehet
kaszpaz fiiggé amelyet apoptozisnak neveziink. A kaszpdz fiiggetlen programozott sejthalal
formait  tovabbi  alcsoportokra  oszthatjiuk  (apoptozis  szerii,  nekroptozis  és

autofagias)(Galluzzi és mtsai., 2018).

A korabbi bekezdésekben attekintettiik, egyrészt, hogy a makrofagok hogyan vesznek
részt a ROS és RNS termelésben, masrészt megismertilk a szerepiiket a patogének
eliminaldsdban és a gyulladasban. Azt is megbeszéltiik, hogy a keletkezett oxidativ stressz

milyen sejthalal tipusokat indukéalhat. Ezek a sejthaldl folyamatok természetesen a
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makrofagokban is végbemehetnek (Robinson és mtsai., 2019). Ennek elkeriilése érdekében
kiilonb6z6é védekezési mechanizmusokat fejlesztettek ki, amelyeket az lrodalmi dttekintés c.
fejezet késobbi szakaszaban, illetve a kutatasi eredményeim bemutatdsaval szeretnék

ismertetni.
A poli-ADP-ribozilacié

A poli(ADP-riboz) polimerdz 1 enzim

A fehérjék mono- ¢és poli-ADP-ribozilacidja egy reverzibilis poszttranszlacios
modositas, amely kiilonbozé biologiai folyamatok szabalyozésaban vesz részt. Ezek koziil
kiemelendd a genom stabilitdsdnak megdrzése, a transzkripcid szabdlyozdsa, az energia
metabolizmus ¢€s a sejthalal. A folyamatot végz0 enzimeknek emberben 17 tagjat ismerjik
jelenleg (Hottiger, 2010.). Az aktivalt Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) a nikotinamid-
adenin-dinukleotidot (NAD") hasitja nikotinamidra és ADP-ribézra, majd az ADP-riboz

monomerekbdl elagazd lanca polimereket szintetizal az akceptor fehérjéken (Rack és mtsai.,
2020.).

A PARP csalad legintenzivebben tanulmanyozott tagja a 116 kDa molekulatomegii
PARP-1 (ismert még, mint poli(ADP-rib6z) szintetaz és poli(ADP-ribdz) transzferaz), ami
egy eukaridtdkban altalanosan el6fordulod sejtmagi fehérje (Virdg és Szabd, 2002.). Miikodése
mara mar jol ismert. A molekula harom f6 domént tartalmaz (4. abra). Az els6, az N-
terminalisan elhelyezkedd6 DNS koté domén, amely két cink-ujj motivumot tartalmaz
(Petrucco, 2003.). A harmadik cink-ujj teszi lehetové a PARP-1 homodimer Iétrejottét
(Langelier és mtsai, 2007.). A masodik domén az auto modifikacidés domén ami a PARP-1
auto-PARilacidjat végzi és a DNS koté motivumtdl C-terminalisan helyezkedik el. A
harmadik a C-terminalisan elhelyezkedé katalitikus domén (de Murcia és Shall, 2000.).
Fontos még megemliteni a nukleéris lokalizacios szignalt (NLS) ami tartalmazza a kaszpéz-3
hasité szekvencigjat is (Nguewa és mtsai., 2003), illetve a fehérjékkel valo kolcsonhatas
kialakitasaban részt vevé BRCT (BRCA1 C terminus) motivumot (Loeffler és mtsai., 2011).
A fehérje erdsen konzervalt, 92%-os homoldgiat mutat az emberi és az egér aminosav
szekvenciaban. A legnagyobb egyezést a katalitikus doménben talaljuk, a kiillonb6z0 gerinces
fajok kozott 100%-os egyezést mutat az 50 aminosav hosszusagu PARPss (PARP signature
sequence) (Virag és Szabd, 2002). PARP-1 KO egérbdl szarmazé sejttenyészetben DNS
kérositd kezelés hatasara PARilaciot tudtak kimutatni, igy feltételezték mas PARP enzimek

1étezését is (Shieh és mtsai., 1988).
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A PARP-1 képes kolcsonhatés kialakitasdra mas PARP enzimekkel is (PARP-1, PARP-
2), a DNS hibajavitast végzé enzimekkel (XRCC1, DNS polimeraz-f, DNS-ligdz III)
valamint mas sejtmagi fehérjékkel is, mint példaul: hisztonok és telomer fehérjék (Amé és

mtsai. 2004).
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4. abra: A PARP-1 domén szerkezete. A PARP-1 fehérje harom f6 doménre oszthato: DNS-

Kotd -, automodifikacios -, és kataliktikus domén (Kamaletdinova és mtsai., 2019).

A PARP-1 aktivalasaért féleg a DNS karosodas a felelds. Nick szenzorként funkcional,
kotédik a DNS-hez és poli(ADP-ribdz) szintézist végez (de Murcia és mtsai., 1997). Nemcsak
a DNS torés vezethet PARP-1 aktivacidhoz. Aktivacidjat megfigyelték patkany primer
neuronokon inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3) indukalt Ca®" felszabadulas soran is (Homburg és
mtsai., 2000). A PARP-1 aktivitasanak szabalyozasa expresszids szinten is megvalosul.
Szisztémas gyulladasos valasz soran az expresszioja megemelkedik (Czapski és mtsai., 2013).

A gén promoterében az Spl és Sp3 transzkripcids faktorok kotddését irtak le (Zaniolo és

mtsai., 2005).

A poli-ADP-ribolizdcié metabolizmusa

A PARP-1 a NAD"-ot nikotinamidra és ADP-ribozra hasitja, majd az ADP-riboz
egységeket kovalensen kapcsolja az akceptor proteinek glutamat és szerin oldallancaira. A
polimer hossza néhanytol akar 200 egységig terjedhet, ami igen nagy negativ toltést ad a
fehérjének (Virag és Szabo, 2002). A PAR polimerek eltavolitasaért féleg a poli(ADP-rib6z)
glikohidroldz (PARG) enzim a felelds. Egyetlen gén kodolja, aminek alternativ splice
variansai egy nuklearis ¢€s harom citoszolikus izoformat hoznak Ilétre. A PAR
katabolizmusban még szerepe van az ADP-ribozilhidroldz 3 (ARH 3) enzimnek is, amely a
mitokondrialis PAR lebontasaért felelos (Niere és mtsai, 2012). A PARG viszonylag kis
mennyiségben van jelen a sejtben, de nagy aktivitast mutat a PAR irdnyaba, igy képes a
PARP-1 altal szintetizalt polimereket gyorsan lebontani. Nagyobb affinitast mutat a hosszabb
polimerek felé igy eldszor ezeket bontja endoglikozid4z aktivitasa révén. Exoglikozidazként
is képes funkciondlni, ilyenkor a kisebb polimerekrdl egyesével hasitja le az ADP-riboz
egységeket (Virdg és Szabd, 2002). A fehérjéhez kapcsolodd6 ADP-rib6éz monomert az ADP-
ribozil protein liaz tavolitja el. (Oka és mtsai, 1984) (5. abra).
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5. dbra: A poli-ADP-ribozilicié folyamata. A NAD" molekulakbdl ADP-ribéz monomerek
osszekapcsoldsaval épiil a PAR polimer, amelyek szintéziséért a PARP enzimcsalad tagjai a
felelosek. Az igy késziilt polimereket akceptor fehérjékhez kapcsoljak. A polimer lebontdsdaért
a PARG enzim a felelés (David és misai., 2009).

A PARP-1 szerepe a DNS hibajavitasban

Az egyszalu DNS torés (Single Strand Break, SSB) hibajavitasanak f6 mechanizmusa a
BER (bazis excizios repair), két fo utvonala a “short patch- és a “long patch repair”. Short
patch repair esetén egy bazis helyettesitésérdl beszéliink, long patch repair soran tobb egymas
utani nukleotid reszintézise torténik. 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 (Dantzer és mtsai., 2000). Ennek az eredménynek ellentmond, hogy
rontgensugarzassal kezelt PARP-1 KO sejtekben nem taldltak abnormalis miikddést a
hibajavitasban (Vodenicharov és mtsai., 2000). Ujabb eredmények alapjan elmondhato, hogy
a PARP-1 gatlasa csokkenti az SSB javitas kapacitasat. A PARP-1 kolcsonhat az X-ray repair
cross-complementing protein 1 (XRCC1) enzimmel, amely esszencialis az SSB-k javitasaban.

A PARP-1-nek nincs DNS javitd funkcidja azonban a BER mas esszencidlis enzimjeivel is
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kolcsonhat, mint példaul a DNS ligaz Illa-val és a DNS polimeraz B-val (Caldecott és mtsai.,
1996).

A kettds szalit DNS torések (Double Strand Break, DSB) javitasanak két mechanizmusa
van emlds sejtekben, a homoldg rekombinicié6 (HDR) és a nem homoldég DNS-vég
Osszekapcsolas (NHEJ). A PARP-1 az XRCC1 ¢és DNS ligaz III komplexszel egyiittmiikodve
kapcsoldédik a DNS-hez amikor az NHEJ komponensei nem allnak rendelkezésre, ¢és egy
alternativ Gtvonalat létrehozva szerepelnek a hibajavitasban (Wang és mtsai., 2006). A PARP-
1 komponense a replikacidés komplexnek, szerepét tigy képzelhetjiik el, mint egy “szenzort”,
ami jelzi a DNS karosodast (Dantzer és mtsai., 1998). El6segiti a replikacios villa lassulasat,

¢s lehetévé teszi a hibajavitas megkezdését (Sugimura és mtsai., 2008).

A PARP-1 szerepe a sejthaldlban

A korébbi fejezetekben részletesen atnéztiik a fontosabb sejthalal forméakat és ezeknek a
szabalyozasat. Egy régebbi tanulmény szerint, a sejt ATP szintje hatdrozza meg, hogy
apoptdzis vagy nekrozis lesz a sejthaldl formaja. Az apoptdzis végbemeneteléhez az ATP
mennyisége nem csokkenhet egy bizonyos szint ala (Leist és mtsai., 1997). Mivel a PARP
enzimek szubsztratja a NAD" — ami az ATP szintézis nélkiilozhetetlen molekulaja — a kutatok
figyelmét felkeltette ennek az enzimcsalddnak a szerepe és intenziv kutatds kovetkezett a
PARP-ok sejthalalban betoltott szerepének a felderitésére. A PARP-1 molekularis

kapcsoloként viselkedik a sejthalal szabalyozasaban (Los és mtsai., 2002).

Apoptozis soran a kaszpaz-3 proteolitikusan hasitja a fehérjéket, és egyik szubsztratja a
PARP-1 (Jimenez és mitsai., 2002). A TNF-o és anti-FAS ellenanyag altal indukalt
programozott sejthalal lejatszodasahoz azonban nincs sziikség a PARP-1-re (Wang és mtsai.,
1997). A PARP-1 tulaktivacioja azonban karos a sejt tGlélése szempontjabol, a NAD*
felhasznalasaval ATP deplécidhoz vezet (Ha és Snyder, 1999), valamint mitokondridlis
diszfunkciot eredményez, ezaltal egy nekrozisra hasonlito sejthalalt indukal (Virag és mtsai.,
1998a). TNF-a altal indukalt apoptdzis nem jatszodott le kaszpaz rezisztens PARP-1-et
expresszalo sejtekben, sot a sejthaldl mértéke fokozddott és nekrotikus fenotipust mutatott
(Herceg és Wang, 1999). Lathato, hogy a PARP-1 aktivacidja nélkiilozhetetlen a sejt
tuléléséhez genotoxicitas indukalta sejthalal soran, azonban programozott sejthalal soran az
inaktivalodasara van sziikség, hogy a sejt elkeriilje a stlyosabb sejthalal format. Glutamat
indukalta nekroptozist még a kezelés utan 8 oraval is lehetett gatolni PJ34-gyel (PARP
inhibitor), a PARP-1 nem a sejthalal inicialasaért volt felel6s, hanem a lefolyasaért. A PARP
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aktivaciot necrostatin-1-gyel lehetett gatolni, ami igazolta, hogy a PARP-1-t6]l upstream
elhelyezkedd szignalizacio felelés a PARP-1 aktivalodasaért (Xu és mtsai., 2010). Kés6bb
azonositottak tumor nekrozis faktor-fliggd apoptozis indukaldé ligand (TRAIL) altal
szabalyzott sejthalal soran a PARP-1 RIPK-1 ¢és RIPK-3 fiiggését. Savas kozegben a TRAIL
programozott nekrdzist indukal ahol a RIPK-1 és RIPK-3 kinazok a PARP-1 upstream

mediatorai (Jouan-Lanhouet és mtsai., 2012).

A PARP-1 altal kozvetitett sejthalal talan legérdekesebb forméja a parthanatos. A nevét
is az enzim altal katalizalt reakciorol kapta. (A PAR a poli(ADP-rib6z) polimerre, Thanatos
pedig a haldl Istenére utal a gordg mitologiabol.) A programozott sejthaldlformak kozé
soroljuk, tehat megkiilonboztetjiik a nekroptozistol elsésorban a szabalyozas szempontjabol.
Parthanatos soran a sejthalalt a PARP-1 aktivacidja valtja ki, a termelddott PAR kotédik az
mtsai., 2011). A PAR kijutasa a magbol kritikus a sejthalal lejatszodasa szempontjabol, mivel
a polimer toxikus a sejtekre (Wang és mtsai., 2009). Az AIF transzlokacioja azonban nem
magyarazta a sejtmagban bekovetkezd fragmentaciot, a DNS hasitasaért a makrofdg migraciod

inhibitor faktor (MIF) nukleaz a felelés (Wang és mtsai., 2016).

Lathatjuk, hogy a PARP-1-nek fontos szerepe van a sejthaldl szabalyozasiaban. A
legfontosabb utvonalak, amelyeket szabalyozni képes a sejt ATP mennyisége, az AIF medialt

Parthanatos és kiilonb6z0 kindzok altal szabalyozott szignalutvonalak.
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Célkitiuzés

A PARP-1 enzimnek jelentds szerepe jut a DNS hibajavitasban, a transzkripcio
szabalyozasaban és a sejthalal folyamataban egyarant. Mindezek mellett a PARP-1-nek
kozponti szerepe van az immunsejtek gyulladasos folyamatainak szabalyozasdban. Mig a
DNS javitdsanak mechanizmusa, és a PARP-1 medidlt sejthaldl teriiletén az irodalmi
ismereteink igen széleskoriiek, addig a PARP-1 szerepérdl a makrofagok oxidativ stresszel
szembeni rezisztenciajanak kilakulasarol keveset tudunk. Ezért munkank soran célul tiiztiik ki

az alabbiakat:
1) A kiilonboz6 polarizaltsaga makrofagok HoO2-dal szembeni érzékenységének vizsgalatat.
2) H20: rezisztens M1 makrofagok génexpresszios paneljének vizsgalatat.

3) A PARP-1 szerepének vizsgalatat M1 makrofagok H202 rezisztenciajanak

kialakuldsaban.

4) M1 makrofagok metabolikus jellemzését oxidativ stressz soran.

A gyogyszerkutatadsban nagy jelentdsége van a mar gyogyszerként forgalomba helyezett
szerek 0j betegségekben vald alkalmazasanak. A PARP-1 fontos szerepet tolt be a sejthalal
szabalyozasaban ezért olyan molekulak felderitését tiztiik ki célul, amelyeknek szerepiik lehet

a parthanatos csokkentésében. Ehhez az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1) Citoprotektiv molekulak azonositasara alkalmas HCS modszer beallitasat.

2) Sziirés elvégzését egy kis molekulakonyvtaron (<800) és a “hit” vegyiiletek validalasat.
3) PARP gatloszerek azonositasat.

4) A gatlas mechanizmusanak jellemzését.
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Anyagok és modszerek

Anyagok

A 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT), az alacsony
olvadasponta agar6z (LM agardz), az antimycin, az apomorfin, a ciclopirox, a Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM), a fotalis szarvasmarha szérum (FBS), a H20,, az
interleukin-4  (IL-4), a karbonil-cianid-4-(trifluor-metoxi)-fenil-hidrazon  (FCCP), a
lipopoliszacharid (LPS), a NAD/NADH Quantitation Kit, az oligomycin, a propidium jodid
(PI), a protedz inhibitor koktél (PIC), és az RPMI-1640 médium a Sigma-Aldrich Kft-t6l
(Budapest, Magyarorszag) szereztilk be. Az L-glutamin és a penicillin/streptomicin a Lonza
Group AG-t6l (Bazel, Svajc) szarmazott. 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 anti-AlF
antitestet, az anti-PARP-1 antitestet, a HRP-vel konjugalt anti-egér IgG-t, a HRP-vel
konjugalt anti-nyul IgG-t a Cell Signaling Technologies-t6l (Danvers, MA, USA), a peroxidaz
konjugalt anti-p-aktin antitestet pedig a Santa Cruz Biotechnology-t6l (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
keészilt 10 H hibridoma sejtek feliiluszojabol telitett ammonium-szulfat oldattal torténd
tisztitassal. A membranok blokkoldsdhoz hasznélt sovany tejpor kereskedelmi forgalombol
szarmazott. A Biontex Laboratories-tol (Miinchen, Németorszag) vettiik a K4 transzfekcios
rendszert. A PARP1-mCherry OmicsLink expresszios plazmid a GeneCopoeia (Rockville,
MD, USA) cégtdl szarmazott. Az ATP A Screen-Well® FDA Approved Drug Library V2
molekula konytarat az Enzo Life Sciences Inc. cégtél (Farmingdale, NY, USA) vasaroltuk. A
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), a Hoechst 33342 és a Sytox Green az Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) cégtél szarmazik. A qPCR-hez sziikséges reagenseket az alabbi
cégektdl szereztiik be: a Trizol reagenst a Molecular Research Center-t6l (Cincinnati, OH,
USA), a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et az Applied Biosystems-t6l
(Foster City, CA, USA), mig a 2X gPCRBIO Sygreen Mix Lo-ROX reagenst a PCR
Biosystems-tdl (London, Egyesiilt Kiralysag) vasaroltuk. A rekombinans egér makrofag
kolonia stimulal6 faktort (M-CSF) az R&D System-t61 (Minneapolis, MN, USA) vasaroltuk.
Az ATP Bioluminescence Assay Kit II termék a Roche Diagnostics cégtdl (Penzberg,
Németorszag) vasaroltuk. A Hank's Balanced s6oldat (HBSS), a Lipofectamine 3000 ¢és a
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SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate a Thermo Fisher Scientific-tél
(Vantaa, Finnorszag) szarmazott. A dimetil-szulfoxidot (DMSQO), a fenilmetilszulfonil-
fluoridot (PMSF), a glicerint, a merkapto-etanol, a natrium-dodecil-szulfatot (SDS), a
natrium-hidroxidot, a Na;EDTA-t, a TrisHCI-t, a Triton X-100-at a VWR International Kft-

tol (Debrecen, Magyarorszag) vasaroltuk.
Meédszerek

A csontvelobdl szarmazo makrofagok (BMDM) izoldldsa, differencidldsa és polarizdcidja

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

HaCaT sejtkultira

A HaCaT sejteket (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 10% FBS-sel, 1% L-
glutaminnal és 50 E/ml / 50 pg/ml penicillin / sztreptomicin oldattal kiegészitett RPMI 1640

médiumban tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO»-ot tartalmaz6 atmoszféraban.

Sejit 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 ul
DMSO-ban oldottuk fel. Az abszorbanciat 590 nm-en mértiik Tecan Spark fotometrids
késziiléken (Tecan Group Ltd., Méannedorf, Svijc). Az ¢letképességet kiszamitottuk €s a

kontroll szdzalékaban fejeztiik ki.

BMDM sejteket 24 oraig polarizaltunk 10 ng/mL LPS-sel vagy 5 ng/mL II-4-gyel. A
sejthalalt 1 mM H202-dal indukaltuk ijabb 24 6rara majd MTT esszét végeztiink.
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percig. A sejthalalt 200 uM H202-dal indukaltuk 8 6raig és MTT esszét végeztiink.

A sejtkonfluencia és a propidium-jodid felvétel értékelése

A BMDM sejteket 24 oraig polarizaltuk 10 ng/mL LPS-sel vagy 5 ng/mL IL-4-gyel
majd 1 mM H20,-dal kezeltiik 6ket ujabb 24 6rara. A konfluenciat és reprezentativ képeket
készitettiink a Tecan Spark plate olvasd késziilék képalkotd funkcidjaval. A PI felvételi
vizsgalatokhoz a sejteket 15 percig 5 pg/ml PI-dal inkubaltuk. A fluoreszcencia intenzitast

560 ex / 620 em értéken mértiik Tecan Spark plate olvaséval.

A sejthalal ,,high content” analizise (HCA)

Az Osszes 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 BMDM sejteket 24 6raig elokezeltiik 10 ng/mL LPS-sel majd sejthalalt indukaltunk 1
mM H20»-dal 0, 4, 8, 24 ¢6raig. A kezelés utan a sejteket PBS-sel mostuk ¢és vitalisan festettiik
Hoechst-tel és FITC Annexin V Apoptozis Detection Kit I-gyel a gyartd utasitasainak
megfelelden. A képeket 10x-es levegds objektivvel készitettik. A nukledris és a
citoplazmatikus régiokat Hoechst intenzitas alapjan szegmentéltuk. Az atlagos fluoreszcencia
intenzitast (MFI) kiszamitottuk a FITC sejtteriiletén és a PI esetében a sejtmag teriiletén. Az
MFT alapjan harom sejt alcsoportot azonositottunk: €16 (kettds negativ), apoptotikus (Annexin

V - FITC pozitiv és PI negativ) és nekrotikus (PI pozitiv) sejtek.

RNS izolalas, reverz transzkripcio és kvantitativ valos idejii PCR

BMDM sejteket 0, 4, 8, 24 oraig kezeltik 10 ng/mL LPS-sel majd génexpresszios
vizsgalatot végeztink mRNS szinten qPCR-rel. A teljes RNS izolalast Trizol modszerrel
végeztilk. 2 pg RNS-t hasznaltunk a reverz transzkripciohoz az atirast nagy kapacitast High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel végeztiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. A
valos idejli kvantitativ PCR-t a 2X qPCRBIO Sygreen Mix Lo-ROX ¢és a Roche Lightcycler
48011 (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Németorszag) késziilék alkalmazasaval végeztiik.

A felhasznalt primerek szekvenciajat az alabbi tablazat mutatja.
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1. tablazat: A qPCR kisérletekhez hasznalt primerek

Gén név Gén szimbélum | primer szekvencia (5" - 3")
Forward | TGCCCCCAACTATTACCCCA
Katalaz Cat
Reverse | TCCGCACCTGAGTGACATTG
Forward | TGGCACTTGCGTGAATGTTG
Glutation reduktaz Gsr
Reverse | CGTGCATGAATTCCGAGTGC
Forward | TGTGACTGCTGGAAAGGACG
Szuperoxid dizmutaz 1 Sodl
Reverse | CATGGACCACCATTGTACGG
Forward | GAGAACCCAAAGGAGAGTTGCT
Szuperoxid dizmutaz 2 Sod2
Reverse | CTTATTGAAGCCAAGCCAGCC
Forward | GCTGGTGGTTTCACCTTCCT
Tioredoxin reduktaz Txnrdl
Reverse | TTTTTGTTCGGCTTCAGGGC
Forward | TGTCCCACGGAGATCATTGC
Peroxiredoxin 1 Prdx1
Reverse | GGGTGTGTTAATCCATGCCAG
Forward | GGAGCTGCTCATCTTCAACC
Poly (ADP-ribéz) polimeraz Parpl
Reverse | GCAGTGACATCCCCAGTACA
) Forward | AGAAACTGGTGCCCTTGGTG
Apoptozis indukal6 faktor Aif
Reverse | TGCTGGAACAAGTTGCCTGG
Forward | CCAAGATCGCCTCCAGCCTA
BCL2-antagonist/Killer 1 Bakl
Reverse | CACGCTGGTAGACGTACAGG
Forward | GAGCTTGGAACGGTACGCTAA
Kaszpaz 3 Casp3
Reverse | CCCAGAGTCCACTGACTTGC

SDS-PAGE és Western blot

A BMDM sejteket 24 oraig kezeltiink 10 ng/mL LPS-sel, majd a sejteket lizaltuk és a
PARP-1 fehérje szintjét Western blot modszerrel detektaltuk. A BMDM sejteket 10 ng/mL
LPS-sel elokezeltiik 24 orara és PARilaciot valtottunk ki 10 perces H202 (1 mM) kezeléssel.
A PARilaciot Western blottal detektaltuk. 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-fehérjékbdl azonos mennyiséget vittiink fel 8%-0s SDS-poliakrilamid gélre, majd 100
V-on 90 percig poliakrilamid elektroforézist (PAGE) végeztiink. A fehérjéket nitrocelluloz
membranra transzferaltuk 400 mA aramerdsséggel 90 percig. A membranok blokkolasat 5%-
os sovany tejpor 1X PBST pufferben oldott oldataval végeztiik 1 6ran at szobahdmérsékleten.
A membranokat PAR (10H klon), PARP-1 és B-aktin elleni antitestekkel inkubaltuk egy

¢jszakan at 4 °C-on. A kovetkezd napon a membrianokat — az elsddleges antitesteknek
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megfeleléoen — HRP-vel konjugalt szekunder antitestekben inkubaltuk 2 oOran at
szobahdmérsékleten. Az egyes Iépések kozott a membrant 1X PBST-vel mostuk két
alkalommal 5 percig, majd 1X PBS pufferben 5 percig Az antitestek kotodését
kemilumineszcencias modszerrel detektaltuk Chemidoc Touch gél dokumentacios rendszerrel
(Bio-Rad Laboratories Irvine, CA, USA) SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent

reagens felhasznalasaval.

NAD™" és ATP esszé

A BMDM sejteket elékezeltiik LPS-sel 24 6rara vagy 5 uM PJ34-gyel 60 percig, majd
H.0,-dal (1 mM) 120 percre. A relativ NAD™ tartalmat NAD/NADH Quantitation Kit-tel
hatdroztuk meg a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Az abszorbanciat a fehérjetartalomra
normalizaltuk. A BMDM sejteket elokezeltiik 10 ng/mL LPS-sel 24 6rara, vagy 5 uM PJ34-
gyel 60 percre. H.O2-dal (1 mM) 180 percig kezeltiik Oket. A relativ ATP-tartalmat ATP
Bioluminescence Assay Kit Il-vel hataroztuk meg a gyartd utasitisai szerint. A NAD" és az
ATP-tartalmat normalizaltuk a fehérjetartalomra. A méréseket Tecan Spark plate olvason

mértiik (Tecan, Ménnedorf, Svijc).

Az extracellularis acidifikdcio és az oxigén fogyasztasi rdata mérése

A BMDM sejteket Seahorse XF96 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
sejtteny€sztd plate-en differencidltattuk, majd 24 orara 10 ng/mL LPS-sel vagy 5 uM PJ34-
gyel elokezeltik, amit a H2O02 (1 mM) kezelés kovetett 120 percig. A médium leszivasat
kovetden, a sejteket 1 Oran at inkubaltuk XF assay taptalaj-modositott DMEM-ben (pH 7,4),
4,5 g/l glikozzal kiegészitve. Az oxigénfogyasztasi sebességet (OCR) és az extracellularis
savanyodasi sebességet (ECAR) XF96 extracellularis fluxus analizatorral (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) hataroztuk meg. Mitokondrialis stressz tesztet
hajtottunk végre oligomicin (2 pM), FCCP (4 uM) és antimycin (10 pM) szekvencidlis
hozzaadasaval. Minden egyes vegylilet hozzaadasa utdn négyszer mértiik az OCR-t (5
perc/mérés). A masodlagos metabolikus paramétereket (ATP-hez kotott 1égzés, maximalis
1égzési kapacitas, 1égzési tartalék kapacitas) a Dranka és mtsai. publikacioban leirtak szerint

szamitottuk ki (Dranka és mtsai., 2011).

A timocita sejthalal elemzése aramlasi citometridaval

A timocita izolalast a Hegedlis és mtsi. publikdcidban leirtak szerint hajtottuk végre

(Hegediis és mtsi., 2008). A C57 / Bl6 egereket (Debreceni Egyetem Elettudomanyi Epiilet
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Kisérleti Allathaz) 4-6 hetes korukban terminaltuk, majd a timuszokat aszeptikusan
boncoltuk, jéghideg RPMI 1640 médiumba helyeztiik, és rozsdamentes acél drothalon, 100
um-es nejlonsziirdn atszirtiik egysejtli szuszpenzid eldallitdsa céljabol. A timocitakat
2x10%/ml stirtiségiire higitottuk RPMI 1640 médiummal, ezt kdvetéen 100 pl-t 96 lyuku plate-
60 percig, majd sejthalalt indukaltunk 200 uM H20.-dal 4,5 6ran at. A sejteket 5 percig 1,25
pg/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 PARP1-mCherry OmicsLink expresszids plazmidot hasznaltuk. A
HaCaT-sejteket az el6z6 nap ibidi 8-lyuku p-kamrakba (ibidi GmbH, Gréifelfing,
Németorszag) helyeztiik. Két oraval a transzfekcid elétt a sejteket a K4 transzfekcids rendszer
K4-szorzé reagensével kezeltik majd Lipofectamine 3000-rel 1:1 pg/ul aranyban kevert
plazmid DNS-sel (300 ng/well) inkubaltuk. A médiumot 5 o6raval késébb normal, 1/200 K4-
szorzoét tartalmazo taptalajra cseréltiik. A sejteket mikroirradidcios kisérlethez hasznaltuk 36-

48 draval késobb.

Mikroirradidacio és képelemzés

A lézeres mikroirradiaciot (IR) Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkoppal (Leica
Microsystems, Wetzlar, Németorszag) végeztik 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 szaraz objektivvel készitettiik 99,94
um atmérdji lyukon 1,6 um optikai szeletvastagsaggal. A zoom tényezo6t 2x-re allitottuk, és a
képkockakat 400 Hz kétirdnyl szkenneléssel, 1024x256 px digitalis felbontassal készitettiik.
Az mCherry gerjesztésére 552 nm-es OPSL lézert hasznaltunk. A PARPI1-mCherry
teljesitményre allitottuk, és a LAS X PointBleach funkcidja segitségével 2 masodpercig
sugaraztuk be a mag egy pontjan. Negyven el6-besugarzasi képet gylijtottiink 328 ms-onként.
Az IR utan 200 képet készitettiink a besugarzas eldtti iddszakban hasznalt beallitasokkal.
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Immunfluoreszcens festés és fluoreszcens mikroszkopia

A sejteket Cell Carrier Ultra plate-ekben (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)
tenyésztettiik. PAR festéshez a HaCaT sejteket kiilonb6z6 ideig kezeltiik 200 uM H20,-dal
illetve elékezeltiik a ,.hit” vegyliletekkel (10 uM) 60 percig, majd H2O>-dal (200 uM) 10
percig. PARP-1 festéshez a HaCaT sejteket 60 percig kezeltiik el6 kiilonb6z6 szerekkel, majd
ujabb 60 percig kezeltiik ¢éket 200 uM H20,-dal a PARP-1 kromatinhoz kotése céljabol.
YH2AX festéshez a HaCaT sejteket apomorfinnal és ciclopirox-szal (10 uM), valamint PJ34-
gyel (5uM) elékezeltiik. A genotoxicitast 200 uM H20.-dal indukaltuk. AIF festéshez a
BMDM sejteket 1 mM H202-dal kezeltiik 4 orara. A kezelések lejarta utan a sejteket PBS
pufferrel torténd mosast kovetéen metanollal 20 percig -20 °C-on fixaltuk PAR polimer (10H
kléon) ¢és PARP-1 antitestek hasznalata esetében, vagy 4% PFA-ban fixaltuk
szobahdmérsékleten 15 percig AIF és YH2AX festéshez. A sejteket ezutdn haromszor mostuk
PBS-sel, majd 0,5% Triton-X-et tartalmazé PBS-ben permeabilizaltuk 5 percig, és 60 percig
1% BSA-t tartalmaz6 PBS-sel blokkoltuk. A sejteket blokkolo oldatban higitott primer
antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on, enyhe razatds mellett. Haromszor végzett
PBS-ses mosas utan a sejteket 45 percig inkubaltuk a szekunder antitesttel és DAPI-val (2
ug/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)
végeztilk. Az 0sszes képelemzést a Harmony szoftverrel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)

végeztik.

Comet esszé

Az alkalikus comet esszét Trevigen FLARE™ (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA)
targylemezek felhasznalasaval végeztiik, a gyartd utasitasainak ¢és a Kovacs és mtsai.
publikéacioban leirtaknak megfeleléen (Kovacs €s mitsai.,, 2012), néhany moddositassal az
alabbiak szerint: a tripszines kezeléstkovetéen 10° HaCaT sejtet el8kezeltink DMSO-val
(vivéanyag), apomorfinnal (10 uM) vagy ciclopiroxszal (10 uM) 1 oran at. H2O»-dal kezeltiik
a sejtekhez 200 uM végkoncentracidban 10 percig. Ezutan a sejteket 4 °C-on centrifugaltuk és
1 ml jéghideg PBS-ben szuszpendaltuk. A sejtszuszpenziohoz (40 pl) 400 pl olvadt LM
agarozt (1%, 37 °C) adtunk, majd a sejtszuszpenzid-agardz keverékbol 40 ul-t azonnal egy
Trevigen FLARE™ targylemezre pipettaztuk. A targylemezeket 4 °C-on sotétben tartottuk 30
percig, majd hideg Lysis Solution oldatba (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA) meritettiik.
Egy ¢éjszakan at tartdo lizis utdn a targylemezeket 3 X 30 percig szobahOmérsékleten

elektroforézis pufferben (0,03 M NaOH, 2 mM NaEDTA, pH ~ 12,3) inkubaltuk. Az
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elektroforézist 4 °C-on, 30 percig, 20 V-on végeztiik. Miutan a targylemezt desztillalt vizben
leoblitettilk és semlegesitettiik, a sejtmagokat 10 pg/ml PI oldattal 30 percig festettiik.
Desztillalt vizzel végzett mosést kdvetden a targylemezeket szobahdmérsékleten szaritottuk,
hogy a sejtek ugyanarra a sikra keriiljenek. Az elemzés elétt egy vékony réteg olvadt 1% LM
agarozt pipettdztunk a targylemezekre a hattér fluoreszcencia csokkentése érdekében. A
képeket a Leica SP8 Confocal mikroszkdppal készitettiik. A képeket Open Comet szoftverrel

elemeztiik.

PARPI kromatinkétési vizsgalat (PARPI csapdazasi vizsgalat)
A HaCaT sejteket Cell Carrier Ultra lemezeken (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)

tenyésztettilk. A sejteket az abrakban leirtak szerint kezeltiik. Ezutan a sejteket 0,2% Triton
X-100-ban 2 percig jégen extrahaltuk, metanollal -20 °C-on fixaltuk és PARP1 antitesttel

festettiik, a Michalena és mtsai. publikacidban leirtak szerint (Michelena és mtsai. 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
kiegyensulyozodjon a tapkozeg és a sejt belseje kozott. Mind a kalcein, mind a PI
fluoreszcenciat kinetikailag rogzitettiik. A felvétel harom szakaszbol allt. A kezdeti 15 perces
kiegyenlitési periddus utan 10 puM ciclopiroxot vagy apomorfint injektaltunk a kijelolt
lyukakba a miiszer injektor szivattyjaval. Ezt kovetden a kalcein fluoreszcencia csokkentését
30 percig kovettiik. Végiil egy harmadik fazist, amelyben 200 uM H202-0t injektaltunk a
kijelolt lyukakba, €s annak az intracelluldris labilis vaskészletre gyakorolt hatasat a kalcein

fluoreszcencia valtozasaként figyeltiik meg 45 percig.

Statisztikai analizis

Az elsédleges adatokat atlagként 3-5 fiiggetlen kisérlet szoérdsaval adtuk meg. A
statisztikai elemzést a GraphPad Prism 8 alkalmazaséaval 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

A makrofagok, mint a velesziiletett immunrendszer els6 védelmi vonala nem csak
termeldi, de célpontjai is a magas ROS tartalmu kdrnyezetnek. Sajat halaluk elkeriilésének
érdekében adaptalodniuk kell a gyulladdsos folyamatok sordn termelddott stresszhez.
Tovabbd nemcsak, mint védelmi vonal fontosak, hanem szerepiik nélkiilozhetetlen a
gyulladas csokkentéséhez és a sebgydgyulashoz is, ezért gyulladdsos (M 1) polarizéciojuk utan

antiinflammatorikus (M2) fenotipust vesznek fel.

Az M1 polarizalt makrofdgok fokozott rezisztenciat mutatnak H,O; kezeléssel szemben

Elsé 1épésként azt szerettik volna megvizsgalni, hogy a kiilonb6zd polarizacios
fenotipustt makrofagok mennyire rezisztensek a H>O» altal kivaltott sejthalallal szemben.
Vilasztasunk az MTT esszére esett, amely egy mitokondridlis respirdcion alapuld
¢letképesség mérés. A megfeleld kisérleti koriilmények beallitdsdhoz elészor a BMDM
sejteket 24 oraig kezeltiik kiilonboz6 koncentracioji H2O»-dal (6. abra). A 0,25, illetve 0,5
MM H20: kezelés hatasara az MTT esszé altal mért életképesség szignifikans emelkedést
mutatott. Ez magyarazhato azzal is, hogy oxidativ stresszre a sejtek aktivitasa megvaltozik,
igy a mitokondridlis respiracio is, de ez valdsziniileg nem jelent magasabb viabilitast ebben az
esetben. A 0,75 mM H20: kezelés hatasara sem volt még szignifikans valtozas, csak a
legmagasabb alkalmazott koncentracié (1 mM) okozott csokkenést a sejtek életképességében.
Osszességében elmondhaté, hogy a makrofagok polarizacié nélkiil is magas foku rezisztenciat

crer

valasztottuk a tovabbi mérésekhez.
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6. dbra: BMDM sejtek életképességének vizsgalata H>O: kezelést kiovetéen. A sejteket
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mértiik. Szignifikancia megallapitasara egy-utas ANOVA-t hasznaltunk Dunett poszt teszttel.
*p<0,05; **p<0,01.

Ezt kdvetéen az M1 és M2 makrofagok H20.-dal szembeni érzékenységét teszteltiik (7.
abra).

300 NS s

S # 500001 [@ Vehicle *
=)
b1 » 40000 HLPS
a = M IL-4
o N 30000
@ =
= 8]
kT € 20000+
‘I.Ll —

| Q- 10000-

Vehicle LPS IL-4 0
H202 CTL H2°2

7. dabra: Az M1 makrofagok rezisztensek a H:O: kezelésre. BMDM sejteket 24 ordig
elokezeltiik 10 ng/mL LPS-sel és 5 ng/mL IL-4-gyel majd 1 mM H202-dal kezeltiik vijabb 24
orara. Az életképességet MTT esszével (bal panel) mértiik. Szignifikancia megallapitasara
ket-utas ANOVA-t hasznaltunk Sidak poszt teszttel. *p<0,001 a kontrollal szemben (CTL) mig
#p<0,001 a H202 kezelt mintdval szemben. A nekrozist PI esszével (jobb panel) mértiik és a

szignifikancia megallapitasa ugyanigy tértént. *p<0,001, *p<0,001.

A sejteket LPS-sel és 1L-4-gyel kezeltiik 24 oran at, hogy M1, illetve M2 polarizaciot
valtsunk ki, majd H202-dal Gjabb 24 6raig kezeltiik a makrofagokat. Az életképességet MTT
esszével mértiik (7. abra bal panel). Az M1 makrofagok magas fokl rezisztenciat mutattak,

mig az M2 makrofagok H,O» szenzitvitdsa nem valtozott a polarizalatlan sejtekhez képest. Az
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M1 sejtek életképessége szignifikansan magasabb volt a H2O> kezelés ellenére, mint a
kezeletlen kontroll¢, ezért feltételeztiik, hogy az MTT esszé nem ad pontos eredményt. Ennek
a problémanak a felolddsdhoz ¢és a sejthalal igazolasahoz propidium jodid (PI) esszét
valasztottunk, amely a sériilt sejtmembran detektildsara alkalmas, igy nekrotikus, illetve
nekroptotikus paraméterként funkcional (7. abra jobb panel). H20, kezelés hatasara sokszoros
emelkedést tapasztaltunk a PI intenzitdsdban. Az M1 makrofagok esetében ez gyakorlatilag
nem kiilonbozott a kezeletlen kontrollhoz képest, igy mondhatjuk, hogy az M1 makrofagok
rezisztensek voltak 1 mM H;Oz-ra. Az M2 makrofagok ebben a mérésben sem kiilonboztek az
MO tarsaiktol. A sejthalalt szerettiik volna morfoldgiailag is igazolni, illetve ismert, hogy
massziv sejthaldl sordn a sejtek felvalasa altalanos jelenség. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara konfluencia vizsgalatot végeztiink Tecan Spark plate olvason (8. abra). A
makrofagok nagyon erdsen tapadnak a plate-hez. Morfologiailag a sejtek drasztikus
valtozdson mentek keresztiill (nem kvantitativ) a H2O2 kezelés hatdsara, ahol a sejtek
zsugorodasat lehetett megfigyelni, azonban az M1 makrofagok fenotipusa a kontrolléhoz volt
hasonl6. Nem volt szignifikans konfluencia valtozas sem a polarizacié soran, sem a H202

kezelés hatasara.
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LPS-sel és 5 ng/mL IL-4-gyel majd 1 mM H20:-dal kezeltiik vjabb 24 ordra. A konfluenciat
(bal panel) Tecan Spark plate olvasoval mértiik, szignifikans valtozdas nem tortént (két-utas
ANOVA). A reprezentativ képeket (jobb panel) is Tecan Spark plate olvasoval készitettiik,

morfometriai és statisztikai analizis nem tortént.

A sejthaldl fenotipusdnak tovabbi jellemzésére Annexin V ¢és PI kettds festést
alkalmaztunk, amelyet automatizalt fluoreszcens mikroszkopiaval és “high-content image
analysis” segitségével (HCA) mértiink (9. abra). Az aldbbi szubpopulaciokat tudtuk

elkiiloniteni: €16 (kettdés negativ), apoptotikus (Annexin V pozitiv és PI negativ) valamint
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nekrotikus (kettds pozitiv). A H.O, kezelés hatasara a detektalhatd sejtmagok szama nem

valtozott. A kezelés korai szakaszdban (4 6ra) jelentOsen csokkent az €10 sejtek szama és

emelkedett a nekrotikus populacié (kozel 50%). Az id6 elérehaladtaval a nekrotikus sejtek

aranya tovabb novekedett, és nem volt detektalhatd az apoptotikus populacié emelkedése. Az

M1 makrofagokban a nekrotikus sejtek novekedése gyakorlatilag elhanyagolhato, volt igy

igazoltnak tekinthetjiik, hogy a sejthaldl formaja nekrozis, amely ellen az M1 polarizacid

rezisztenciat biztosit.
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9. dbra: Az M1 makrofagok rezisztencidja a nekrozis gatlisin keresztiil valosul meg.

BMDM sejteket 10 ng/mL LPS-sel polarizaltunk 24 ordra, illetve elékezelés nélkiil hagytuk.
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Sejthalalt 1 mM H>O2-dal indukadltunk a jelolt ideig. Sejteket vitalisan festettiik Hoechst,
Annexin V - FITC és PI festékekkel. A detektalast fluoreszcens mikroszkopiaval végeztiik és
HCA-val elemeztiik. EIG sejteknek tekintettiik az Annexin V és PI kettés negativ sejteket,
apoptotikusnak az Annexin V egyszeresen pozitivakat és nekrotikusnak az Annexin V és Pl
kettos pozitiv sejteket. Szignifikancia megallapitasara két-utas ANOVA-t hasznaltunk Sidak
poszt teszttel. ***p<0,001 a nulladik idéponttal szemben, mig **p<0,01 és *#p<0,001 a

vehicle mintaval szemben.

Sejthalalt szabalyozo és antioxidans gének expresszios valtozasa M1 polarizacio sordn
Az M1 polarizacié antinekrotikus hatdsdnak felderitésére egy sor sejthaldl és
antioxidans gén expressziojat vizsgaltuk LPS kezelés hatasara. A sejthalal gének apoptdzis

(kaszpaz-3 és Bak-1) és parthanatos (Aif és Parp-1) markerek voltak (10. abra).
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10. dbra: Sejthaldl asszocidalt gének expresszios vdltozdsa M1 polarizdciéo soran. BMDM

sejteket 10 ng/mL LPS-sel polarizaltunk a jelolt ideig. A sejthalal gének expressziojat gPCR-
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rel vizsgaltuk. A szignifikancia megallapitdasdra egy-utas ANOVA-t hasznadltunk Fischer LSD
poszt teszttel. **p<0,01; ***p<0,001 a nulladik idéponttal szemben.

Az apoptotikus gének expresszidjaban nem volt megfigyelhetd valtozas, mig az Aif és
Parp-1 szignifikans csokkenését figyelhettiik meg mRNS szinten, ami a parthanatos tvonal
gatlasat feltételezi és jelzi a Parp-1 kdzponti szerepét a sejthaldl szabalyozasaban. Western
blot kisérlettel igazoltuk, hogy a Parp-1 expresszidjanak csokkenése fehérje szinten is

megtorténik (11. dbra).
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11. dbra: Parp-1 expresszidjanak csokkenése fehérje szinten. BMDM sejteket 10 ng/mL
LPS-sel kezeltiink 24 ordig. A Parp-1 fehérje expressziojat Western blottal vizsgaltuk.

Szignifikancia megdllapitdsdra t-tesztet végeztiink. ***p<0,001.

Az oxidativ stressz szabalyozasaban fontosak a H»O»-ot kozvetleniil katalizal6 katalaz
mellett a NADH/GSH-kapcsolt enzimek (Txnrdl, Prxdl, Gsr) is, illetve a szekunder
szuperoxid eltavolitasat végzd szuperoxid-dizmutdzok (Sodl és Sod2). Meglepetésiinkre, a
kataldz enzim expresszidja az LPS kezelés hatasara csokkent, ugyanez volt elmondhat6 a
Sod1-rél is, amely a citoplazmatikus izoforma. A thiredoxin-reduktaz-1, peroxiredoxin és
glutation reduktaz expresszidja szignifikdnsan emelkedett LPS kezelés hatasara. Legnagyobb

emelkedést a mitokondrialis Sod2 expresszidjaban tapasztaltuk (12. abra).
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12. dabra: Antioxidins gének expresszidjanak valtozisa M1 polarizdcio sordan. BMDM
sejteket 10 ng/mL LPS-sel polarizaltunk a jelélt ideig. Az antioxiddns gének expresszidjat
gPCR-rel vizsgaltuk. A szignifikancia megallapitasara egy-utas ANOVA-t haszndltunk
Fischer LSD poszt teszttel. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 @ nulladik idéponttal szemben.

Csokkentett PARilacio és megtartott NAD" szint M1 makrofigokban

A PARP-1 expresszios szintjében bekdvetkezd csokkenés és a citoprotektivitas kozotti
Osszefiiggés igazolasa utan a kovetkezd 1€épés a PARP aktivacio mértékének vizsgalata volt.
PARP-1 vad tipust és PARP-1 KO egerekbdl szarmazo csontveldi sejteket differencialtattunk
BMDM sejtekké. A PARP-1 KO sejtekben, H202 kezelést kovetéen nem volt detektalhato a
PAR polimer Western blot médszerrel (13. abra), ami azt bizonyitja, hogy a PARilacioért a
PARP-1 a felelds. LPS eldkezelt vad tipusu sejtekben csokkent PARilacio volt megfigyelhetd

H20, kezelés hatasara.

39



PAR
aktin — N ——————
& 1.5-
=
&
o *
E 1.0
[
&
2 0.5-
3 N
[+F]
mo.o T Ll T T T T T T
HOy - + - + - + - +
LPS: - - + + - - + +

PARP-1 WT PARP-1 KO
13. dabra: Az M1 makrofigok csékkent PARildacioval valaszolnak az oxidativ stresszre.
Parp-1 vad tipusu (WT), illetve KO egerekbol szarmazo BMDM sejteket kezeletleniil
hagytunk, illetve 10 ng/mL LPS-sel kezeltiik. A PARilaciot 10 perces H2O2 (1 mM) kezeléssel
indukaltuk. A PAR polimert Western blotton detektaltuk. A szignifikancia meghatarozasara
egy-utas ANOVA-t haszndaltunk Sidak poszt teszttel. *p<0,001

A PARP hiperaktivacid egyik kovetkezménye, hogy a sejtek NAD™ tartalma kimertil.
H20- kezelés hatasara a sejtek NAD" szintje dramaian csokkent, mig a PARP-1 KO sejtekben
a valtozas csekély mértékll volt, amely statisztikailag nem volt szignifikans, tehat a PARP-1 a
f6 felhasznaldja az intracellularis NAD'-nak. LPS el6kezelt sejtek is képesek voltak a NAD™
szintjiiket megtartani, a legmagasabb NAD" szintet az LPS el6kezelt KO sejtek mutattak, ez

azonban nem volt statisztikailag szignifikans (14. abra).
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14. abra: Az M1 makrofigok megorzik a NAD™ tartalmukat. Parp-1 vad tipusu (WT), illetve
KO egerekbdl szarmazé BMDM sejteket kezeletleniil hagytunk, illetve 10 ng/mL LPS-sel
kezeltiik. PARP aktivaciot 1 mM H>O02-dal indukdltunk 2 oran at. Meghataroztuk a relativ
NAD* mennyiséget. A szignifikancia meghatarozdsara két-utas ANOVA-t haszndltunk Sidak
poszt teszitel. ***p<0,001 a kontrollal szemben (CTL) és *p<0,01 a vad tipussal (WT)

szemben.

Annak bizonyitasara, hogy a PARP-1 genetikai hianya nem csak a NAD" szintet tartja
meg, de antinekrotikus hatdsu is, nekrozis esszét végeztiink PARP-1 vad tipusti és PARP-1
KO sejteken LPS eldkezeléssel és anélkiil (15. &bra).
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15. dbra: Parp-1 fiiggd nekrotikus sejthalail BMDM sejtekben. Parp-1 vad tipusu (WT),
illetve KO egerekbol szarmazo BMDM sejteket kezeletleniil hagytunk, illetve 10 ng/mL LPS-
sel kezeltiink. Nekrozist 1 mM H>O2-dal indukaltunk az abran jelolt idopontokig. A nekrozist

41



Hoechst és PI vitdlis festést kovetéen fluoreszcens mikroszkopidaval detektaltuk és HCA-val
elemeztiik. A szignifikancia meghatarozasara két-utas ANOVA-t haszndltunk Sidak poszt
teszttel. Szignifikancia a vad tipusu kontrollal szemben, ahol *p<0,001. Szignifikancia a KO
és a KO+LPS kondiciok kozott, ahol #p<0,001.

A PARP-1 KO sejtekben késleltetve jelent meg a nekrotikus populacio, ami bizonyitja a
PARP-1 deplécio antinekrotikus hatasat. Azonban az LPS eldkezelés meggatolta a nekrotikus
populécié megjelenését mind a vad tipusu, mind a KO sejtekben. Ezért feltételezziik, hogy az
LPS hatdsa csak részben koOszonheto a PARP-1 gatlasnak és egyéb mechanizmusok is

szerepet jatszanak.

AIF fiiggetlen parthanatos gatlasa M1 makrofagokban

A PARP-1 medidlt nekrozisra gyakran hivatkoznak parthanatosként. Egyik markere a
sejtmagi morfologia megvaltozasa. Apoptdzis sordn a sejtmag zsugorodik, majd a sejthalal
késobbi szakaszaban fragmentalodik. Nekrozis soran a sejtmag duzzadasa figyelhetd meg. A
magi morfoldgia analizisére fluoreszcens mikroszkopidt haszndltunk, a magokat HCA
modszerrel klasszifikaltuk. BMDM sejteket H2O.-dal kezeltink 4 orara és a sejtmag
kondenzalodasat figyelhettiik meg. A sejtmagi kondenzaciot az LPS és a PJ34 (pan-PARP

inhibitor) eldkezelés teljesen megsziintette (16. abra).
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16. dabra: Parp-1 fiiggd magi kondenzdcio M1 makrofagokban. BMDM sejteket kezeletlentil
hagytunk, illetve elékezeltiink 10 ng/mL LPS-sel 24 érara vagy 5 uM PJ34-gyel 60 percre.
Sejthaldlt indukaltunk 1 mM H>O2-dal 4 ordra, majd a Sejtmagokat ﬁxdlds utan DAPI-val

modszerrel vegeztiik. A szignifikancia meghatarozasara ket-utas ANOVA-t hasznaltunk Sidak
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poszt teszttel. *p<0,001 a kontrollal (CTL) szemben és #p<0,001 a H20: kezelt mintdval

szemben.

Parthanatos soran a PAR polimer citoplazmatikus lokalizaciojat figyelték meg, ami az
AIF transzlokéciojat inditja el a mitokondriumbol a sejtmagba. Az AIF a MIF nukledz magi
lokalizaciojaért felel. Ennek a mechanizmusnak a felderitésére konfokalis mikroszkopiat
alkalmaztunk azonban nem sikeriilt sejtmagi AIF-et detektalnunk (17. abra), ezért a mi

modelliinkben egy AIF-fiiggetlen parthanatosrdl beszélhetiink.
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17. abra: BMDM sejtekben a Parp-1 dltal kozvetitett nekrozis AIF magi transzlokdciotol

erer

kezeléssel. A sejteket fixaltuk és AIF elleni antitesttel jeloltiik, a magokat DAPI-val festettiik.
A felvételeket konfokalis mikroszkopiaval készitettiik. A kivalasztott magokon az intenzitds
profilt ImageJ szoftverre! mértiik. A magi AIF intenzitast HCA-val elemeztiik, ahol minden
egyes pont egy mag AIF intenzitasat jeloli (1000 mag/kondicio). Szignifikancia

meghatarozasara t-tesztet végeztiink.
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M1 makrofagok metabolizmusa az aerob glikolizis iranydba tolodik, kiozben a

Mitokondridlis aktivitas csokken az ATP Szint megtartdsdaval

A H20; kezelés nemcsak a sejt NAD™ tartalmat képes depletdlni, de az ATP-t is. A
metabolikus valtozasok gyakran hatdssal vannak a sejt citotixicitas érzékenységére (pl.:
Warburg hatas tumorokban). A H;0; kezelés kdvetkezménye a mitokondridlis diszfunkcio,
amely PARP gatlassal csokkenthetd, igy a mitokondrium képes ATP szintézisére. A
metabolikus valtozasok felderitésére és az ATP szint mérésére Seahorse analizist és ATP
esszét alkalmaztunk. A Seahorse képes valos idében a glikolizis (ECAR) és a respiracio
(OCR) mérésére. Ezen felil még egy respirdcios stressztesztet is elvégeztiink, amibdl
szamolhaté az alap-, maximalis-, és a tartalék respiracié is. Az alap respiraciot €és a
stresszteszt eredményeit a 18-as abra mutatja be, baloldalon az LPS és PJ34 hatasa, mig a

jobb oldali panelen egy 2 6ras Ho.O2 kezelés LPS és PJ34 eldkezeléssel és nélkiile.
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18. abra: M1 makrofigok Seahorse analizise. BMDM sejteket kezeletleniil hagytunk, illetve
elokezeltiink 10 ng/mL LPS-sel 24 orara, vagy 5 uM PJ34-gyel 60 percre. Oxidativ stresszt 1
MM H202-dal indukadltunk 2 érara, majd Seahorse analizist végeztiink. A gérbék a stresszteszt

soran végzett mérési pontokat reprezentaljak.

A fehérjetartalomra valdé normalizalas utdn a szarmaztatott paramétereket az 19-es abra

mutatja be.
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19. dbra: Warburg metabolizmus M1 makrofagokban. BMDM sejteket kezeletleniil
hagytunk, illetve eldkezeltiink 10 ng/mL LPS-sel 24 ordra, vagy 5 uM PJ34-gyel 60 percre.
Oxidativ stresszt 1 mM H2O0z-dal indukaltunk 2 orara, majd Seahorse analizist végeztiink. A
kapott értékeket fehérje mennyiségre normaltuk. A szignifikancia meghatdarozdsara két-utas
ANOVA-¢t hasznaltunk Fischer LSD poszt teszttel. Szignifikancia a kezeletlen kontrollhoz
képest, ahol *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Szignifikancia a H>O>-dal kezelt csoporthoz
képest, ahol #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001.

A bazalis respirdcid, ami a sejt alap energia igényét mutatja, ami a mitokondrialis
proton atjarasbol szarmazik H.O, kezelés hatasara szignifikansan csokken, amit nem

befolyasol az LPS és a PJ34 clokezelés. Ugyanez mondhatdé el az ATP-kapcsolt
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mitokondrialis aktivitasrol is. Legdrasztikusabb csokkenést a H2O» kezelés utan a maximalis
respiracios (FCCP indukalta maximalis mitokondridlis aktivitds, ami jelzi, hogy a sejt
mitokondrialis aktivitisa mennyire névekedhet) és a tartalék kapacitasban (megmutatja, hogy
a sejt ,,elméleti maximum” mekkora mitokondridlis aktivitasra képes) mértiik, amellyel
szemben a PJ34 el0kezelés védett. Az LPS eldkezelés méar a kontroll mintakban is
drasztikusan csokkentette ezeket a paramétereket igy értelemszertien a H2O; kezelés hatasat
nem tudta ellenstlyozni gy, mint a PARP gatlds. Az LPS elékezelés azonban a glikolizist
(ECAR) szignifikansan megemelte, illetve a proton produkcidt (PPR) is, amely folyamatok
ATP forrasként mikodhetnek. A sejtek intracellularis ATP szintjének mérésére ATP esszét
hasznaltunk (20. abra). A 3 oras H20, kezelés hatasara a sejtek ATP szintje szinte nullara

csokkent, amit az LPS ¢és a PJ34 eldkezelés is szignifikdnsan magasabban tartott.
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20. abra: Az M1 makrofigok megtartott ATP szintet mutatnak H>O; kezelés utan. BMDM
sejteket kezeletleniil hagytunk, illetve eldkezeltiink 10 ng/mL LPS-sel 24 orara vagy 5 uM
PJ34-gyel 60 percre. Oxidativ stresszt 1 mM H>O2-Aal indukaltunk 3 érara majd relativ ATP
szintet mértiink, amit fehérje mennyiségre normalizaltunk. A szignifikancia meghatarozasara
ket-utas ANOVA-t hasznaltunk Fischer LSD poszt teszttel. Szignifikancia a kezeletlen
kontrollhoz képest, ahol ***p<0,001. Szignifikancia a H202-dal kezelt csoporthoz képest,
ahol #p<0,05; #p<0,01.

A Seahorse analizis alapjan elmondhatd, hogy a PJ34 a PARP gatlasan keresztiil képes a
mitokondridlis respiraciot megtartani oxidativ stressz sordn, igy biztositja a sejt szdmara az
elegenddé ATP mennyiséget. Ezzel szemben az LPS el6kezelés egy aerob glikolizist indukal és

a mitokondrialis funkcidokat csokkenti.
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Citoprotektiv molekulak azonositasa HCS maédszerrel

Az automatizalt mikroszkopia fejlodésével lehetdség nyilt a nagy ateresztOképességu
szlirovizsgalatok ¢és a képanalizis alapu fenotipizalas kombindlasara (HCS), ami uj
dimenziokat nyitott meg a gyogyszerkutatasban. Célunk egy parthanatost szabalyozo
molekulak szlirésére alkalmas modszer beallitasa és egy kisméretii (774 molekulat tartalmazo)

konyvtar tesztelése volt.

Citoprotektiv molekulak sziirésére alkalmas HCS madszer bedllitasa

Modellként HaCaT sejtvonalat valasztottuk mivel a H2O; altal indukalt PARP-1 fliggd
sejthalal mar jol jellemzett ezekben a sejtekben. Altalanos HCS optimalizalasi 1épéseket az
21-es abra mutatja be. Parthanatos markerként a sejtmembran permeabilitdsi esszéként
hasznalt Sytox Green fluoreszcens festéket valasztottunk. A festés és képalkotas
optimalizaldsa utan a képanalizis folyamatat allitottuk be Harmony szoftveren (22. dbra). A
képek szegmentalasat és az intenzitdas mérését kdvetden meghataroztuk a nekrotikus

populacid aranyat a teljes sejtszamhoz képest és a nekrozis %-aban fejeztiik ki.

Képalkotas: Képanalizis: Esszé optimalizalas:
Festés optimalizalasa *  Szegmentalas *  Platelés
Expozicios id6 |:> *  Intenzitds mérés :> optimalizalasa
beallitasa *  Fenotipizalas *  IdGtartam

*  Koncentracio
7

21. dbra: HCS bedllitdsinak lépései. Altalinos folyamatdbra egy HCS kisérlet bedllitdsihoz.
Elso lépéskent egy megbizhato markert kell keresni, ami a mi kisérleteink esetében a nekrozis
meéreésére alkalmas Sytox Green felvétel volt. Masodik lépésként a képanalizis optimalizalasat
kell elvégezni, majd az esszé kondicidinak optimalizalasat. Sziikség esetén a lépések
ismételhetoek, mig az esszé megfeleloen nagy kiilonbséget mutat a pozitiv és negativ

kontrollok kozott.

Inzenzitds mérés:
Szegmentalds: Hoechst ROI: sejtmag Sytox Green

Nekrotikus sejtek
I:> |:> |:> meghatarozasa

22. abra: HCS képanalizis fobb lépései. A képek szegmentadlasa a Hoechst csatorna alapjan

tortént. Morfologiai és intenzitas paraméterek hasznalataval a hibasan meghatarozott

sejtmagokat kivettiik az analizisbél. A nekrozis mértékét a Sytox Green csatorna
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intenzitasanak meghatarozasaval végeztiik. A teljes kép hisztogramjabol meghataroztuk azt az
intenzitast, ami folott nekrotikusnak tekintettiink egy sejtmagot. A nekrozis mértéket az alabbi

képlettel szamoltuk ki: nekrotikus magok szama/osszes sejtmag szama*100.

Az optimalizalas kovetkezd 1épése a kisérleti koriilmények meghatdrozasa volt (23.
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23. abra: HCS koriilményeinek optimalizalasa. HaCaT sejteket kezeletleniil hagytunk, illetve
5 uM PJ34-gyel elbkezeltiink 60 percig, majd nekrozist indukaltunk H>02-dal a feltiintetett
ideig illetve koncentracioban. A nekrozist Sytox Green esszével meértiik. Szignifikancia
meghatarozasara két-utas ANOVA-t hasznaltunk. Dunnett’s poszt tesztet hasznaltunk a
nulladik iddponthoz torténd szignifikancia meghatarozasara, ahol *p<0,001, illetve
Bonferroni tesztet a PJ34 és Vehicle csoportok kozti sszehasonlitashoz ahol *p<0,01 és

##0<0,001.

A koncentracid novelésével csak a 100 uM és a 200 uM H20> kezelés kozott
tapasztaltunk kinetikai kiilonbséget, a koncentracié tovabbi ndvelésével nem valtozott a

sejthalal mértéke, ezért a 400 pM-t és 600 uM-t elvetettik. A PARP fiiggés detektalasara
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PJ34 elokezelést alkalmaztunk. A sejthalal elsé 12 o6rdjdban tapasztaltunk jelentds
citoprotektivitast a PJ34 eldkezelt sejtekben, mig ez a védelem 16, illetve 24 6randl mar
elenyészd vagy teljesen el is tlinik. A szliréshez legmegfelelébbnek a 200 pM H202-ot és a 8

oras kezelést valasztottuk.

A HCS eredménye

A fentebb beadllitott esszét alkalmazva leszlrtiink egy FDA altal jévahagyott
molekulakat tartalmazo, 10 platebdl alldé molekulakonyvtarat. Minden plate-re az alabbi
kontrollokat helyeztiikk el, hogy a sziirés mindségét ellenérizni tudjuk: 4 kezeletlen lyuk
(negativ kontroll), 8 HoO2-dal kezelt lyuk (pozitiv kontroll) és 4 PJ34+H>0»-dal kezelt lyuk,
ami a sejthalal PARP fliggésének igazolasara szolgalt. Mindharom kontroll jol elkiilonithetd
volt, amit az 24-es abra bal panelén lathatunk. Minden plate-re kiszamoltuk a Z-factort (Z’) is
(24. abra jobb panel), amit HTS esszéknél vezettek be, hogy eldonthetd legyen az esszében
bekovetkezd valtozas elég nagy-e ahhoz, hogy a mérés megbizhaté eredményt adjon. Minden

plate esetében a Z’>0,5 értéket kaptunk, ami HCS esszénél kivalonak mondhato.
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24. dbra: HCS eredmények mindségellendrzése. Az egyes platek kontrolljainak értéke a
nekrozis %-aban kifejezve. Minden platen 4 kezeletlen (negativ kontroll), 8 H202-dal kezelt
(pozitiv kontroll) és 4 PJ34+H>02-dal kezelt (PARP fiiggés igazolasihoz) lyuk volt (bal
panel). Az esszé robusztussaganak meghatdrozasira a 4 negativ és a 8 pozitiv kontroll

felhaszndlasaval kiszamoltuk a Z-faktort, amely minden plate esetében nagyobb volt, mint 0,5
(jobb panel).

A “hit” vegyiiletek kivalasztdsdhoz a 10 plate eredményeit egy abraban Osszesitettiik
(25. abra). A plate-ek kozotti variancia kikiiszobolésére a nekrozis %-bol citoprotektivitas %o-
ot szamoltunk, és dot plot-on abrazoltuk. Az 50% folotti citoprotektivitast mutaté molekulakat

“hit” vegyiiletként definidltuk. Ennek a kritériumnak 20 molekula felelt meg.
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25. dbra: “Hit” vegyiiletek meghatdrozdsa. A dot ploton a sziirésben részt vevo dOsszes
molekula lathato, nekrozis % helyett citoprotektivitas %-aban kifejezve, hogy kizarjuk a platek
kozotti varianciabol adodo egyenetlenségeket. “Hit” vegyiiletként az 50 %-ndl nagyobb

citoprotektivitast mutato szereket valasztottuk.

“Hit” vegyiiletek validalasa

Megvizsgaltuk, hogy potencidlisan melyek azok a vegyiiletek, amelyek relevansak
lehetnek a tovabbi vizsgélatokban, tovabba manualisan is leellendriztiik a talalatokat. Az
idarubicin, doxorubicin, mitoxanthrone és epirubicin fals pozitivnak mutatkozott, mivel az
ezekkel a szerekkel kezelt sejtek csak nagyon gyenge jelet mutattak Hoechst festésben, ezért a
kép szegmentalasa sem volt mar tokéletes. Mind a négy szer DNS interkalalédé agens, ezért
interferadlnak az esszével, ezért a Hoechst és a Sytox Green festékek nukleinsavhoz torténd
kotddése zavart szenvedett. Tovabbi vegyiileteket szlirtiink ki az irodalom attekintésével, mar
publikalt citoprotektiv hatdsuk miatt. Végiil hét molekulat tartottunk meg tovabbi analizisre.
A hét szer bevonasaval jra elvégeztiikk a nekrozis esszét a szlirésben hasznalt 10 pM-0s
koncentracioval. Mind a hét molekula citoprotektivnek bizonyult, leghatékonyabbak az

apomorfin, ciclopirox és rifaximin voltak (26. abra).
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26. dbra: Hit vegyiiletek validdldsa. HaCaT sejteket kezeletleniil hagytunk (kontroll) illetve
10 uM, az abran feltiintetett szerrel kezeltiik 60 percig, majd sejthalalt indukaltunk 200 uM
H202-dal 8 oran at. A nekrozist Sytox Green esszével detektaltuk és HCA modszerrel
kvantaltuk. (A) Reprezentativ képek az esszébdl. A sejthalal mértéke nekrozis %-aban
kifejezve (bal panel). Szignifikancia meghatdrozasdara egy-utas ANOVA-t  hasznaltunk
Dunnett’s poszttel ahol ***p<0,001 a kontroll (CTL) mintdval szemben és *p<0,01,
###p<0,001 a H202-dal kezelt mintaval szemben. A szerek védo hatasanak abrazolasa a
citoprotektivitas %-dban kifejezve (jobb panel). Szignifikancia meghatarozasdra egy-utas
ANOVA-t hasznaltunk Dunnett’s poszt teszttel, ahol *p<0,05 és ***p<0,001.

A ciclopirox és az apomorfin PARP gatlo molekulak

Kovetkezd 1épésként azt vizsgaltuk meg, hogy mely szerek hatnak a PARilacio
folyamatara. Ezért HaCaT sejteket kiilonboz6 ideig kezeltink H202-dal majd
immunfluoreszcens PAR festést végeztiink (27. dbra). A PAR intenzitds ndvekedése 5 és 15
perc kozott volt a legjelentdsebb, ezért a tovabbi vizsgdlatokra a legnagyobb intenzitast

mutatd 10 perces kezelést valasztottuk, most mar a szerek jelenlétében (28. abra).
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27. abra: A PARildcio iddfiiggésének vizsgdlata. HaCaT sejtekben PARildciot indukaltunk
200 uM H202-dal a jelolt ideig. A sejteket fixaltuk, majd a képzodott PAR-t antitesttel jeloltiik.
A detektalast fluoreszcens mikroszkdpidval végeztiik. Atlag fluoreszcens intenzitdst
szamoltunk sejtmagonként (500 sejtmag/kondicio), és violin ploton dbrazoltuk az

eredményeket. Szignifikancia megallapitasara egy-utas ANOVA-t hasznaltunk Dunnett’s poszt
teszttel, ahol *p<0,001.
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28. dabra: A ciclopirox és az apomorfin gatoljak a H;0; dltal indukdlt PARildciot. HaCaT
sejteket a feltiintetett szerekkel (10 uM) kezeltiik 60 percig. A PARilaciot 200 uM H20-dal
indukaltuk 10 percig. A sejteket fixaltuk majd a képzodott PAR-t antitesttel jeloltiik. A
detektaldst fluoreszcens mikroszképidval végeztiik (reprezentativ képek a felsé panelen). Atlag

fluoreszcens intenzitast abrazoltunk lyukanként (also panel). Szignifikancia meghatarozdsdara
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egy-utas ANOVA-t hasznaltunk, Dunnett’s poszt teszttel ahol ***p<0,01 a kontrollal (CTL)
szemben és #p<0,05, valamint ##p<0,001 a H,O.-dal szemben..

A hét molekula koziil mindéssze az apomorfin és ciclopirox voltak azok, amelyek a
PARIiléciot gatoltdk, a formoterol kissé emelte, mig a tobbi szernek nem volt hatasa. Mivel az
apomorfin és a ciclopirox voltak azok, melyek PARP gatlé6 mechanizmussal védenek, és ezek
voltak a leghatékonyabbak a citoprotektivitasban is ezért feltételezhetjiilk, hogy a korai
szignalizacios utvonalakon haté molekuldk a leghatékonyabbak. Ezért tovabbi vizsgalatokra

és a mechanizmus felderitésére ezt a két molekulat valasztottuk.

A ciclopirox és az apomorfin citoprotektiv hatisanak farmakokinetikai vizsgalata HaCaT

sejteken és egér timocitikon

Annak érdekében, hogy a citoprotektivitast szélesebb korlien tudjuk jellemezni
meghataroztuk a cilopirox és apomorfin ICsp értékét (29. abra). Elvégeztiikk a mérést HaCaT
sejteken, de ezuttal a nekrdzis esszét életképesség esszére (MTT) cseréltiik. A sejteket
kiilonb6zé koncentracidju ciclopirox-szal ¢€s apomorfinnal kezeltikk, majd sejthalalt
indukaltunk H2O»-dal 8 oraig. Az ICso értékek 1,8 puM, illetve 9,2 uM voltak ciclopirox-ra és
apomorfinra. A citoprotektivitas altalanos jellegének bizonyitasara egér primer timocitakon is
elvégeztiik a kisérletet. A PARP altal kozvetitett nekrozis jol jellemzett ebben a sejttipusban.
Az 1Csp meghatarozasara, szuszpenzios sejtek 1évén, nem MTT-t, hanem PI esszét
alkalmaztunk. A timocitakat ebben az esszében 4,5 oraig kezeltiik H202-dal. Az ICso értékek
ebben a sejttipusban a kovetkezdképpen alakultak, 1,2 uM, illetve 0,35 pM ciclopirox-ra és

apomorfin-ra.
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29. abra: A ciclopirox és az apomorfin vizsgdalata HaCaT és egér timocita sejteken. HaCaT
sejteket (felsé panel) az dbrdan jelolt koncentrdcioju ciclopirox-szal és apomorfinnal
elékezeltiink 60 percig, majd sejthaldlt indukdltunk 200 uM H202-dal 8 ordra. A sejtek
életképessegét MTT esszével hatdaroztuk meg. A kontroll (CTL) és a H2O02 kozotti
szignifikancia meghatdrozasira a Welschs’s t-tesztet alkalmaztunk, ahol *p<0,05. A
citoprotektivitas mértékét a koncentracio fiiggvényében dbrazoltuk. Egér timocita sejteket
(also panel) a jelolt koncentrdacioju ciclopirox-szal és apomorfinnal elékezeltiink 60 percig,
majd sejthalalt indukaltunk 200 uM H202-dal 4,5 orara. A sejthalalt propidium jodid festést
kovetéen aramlasi citometriaval vizsgaltuk. A kontroll (CTL) és a H.O» kozétti szignifikancia
meghatadrozasara Welschs’s t-tesztet alkalmaztunk, ahol *p<0,001. A citoprotektivitas

mértékét a koncentrdcio fiiggvényében abrazoltuk.

oo

A sejthalal az egyik legszembetlindbb valtozéast a sejtmag morfoldgidjaban okozza.
Parthanatosban leirtdk a magi kondenzacidt, amit mi fluoreszcens mikroszkopiaval
detektaltunk és HCA modszerrel elemeztiink. A sejteket eldkezeltiik, majd 8 ords H20:
kezelést kovetden vitdlisan festettik a magokat Hoechst festékkel (30. abra). Mind az
apomorfin, mind a ciclopirox szignifikansan csokkentette a kondenzalt magok aranyat a

populécioban.
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30. @bra: A ciclopirox és az apomorfin véd a H>O; indukdlta sejtmagi kondenzdcio ellen.
HaCaT sejteket kezeletleniil hagytunk vagy 5 uM PJ34-gyel, 10 M apomorfinnal, illetve
ciclopirox-szal elékezeltiink 60 percig, majd sejthalalt indukaltunk 200 uM H202-dal 8 ordig.
A sejteket Hoechst-tel festettiik és fluoreszcens mikroszkopidaval detektaltuk, majd HCA
modszerrel elemeztiik. A sejtmagokat morfologidgjuk alapjan normadlis és kondenzalt
szubpopulaciokra  osztottuk.  Szignifikancia — meghatarozasara  egy-utas  ANOVA-t
alkalmaztunk. Dunnett’si poszt teszttel ahol ***p<0,0/ a kontrollal (CTL) szemben és

#p<0,01 és #¥p<0,001 a H.02-dal szemben.

A ciclopirox és az apomorfin gatoljak a ROS dltal indukalt PARP-1 kromatin kétodést

Felvetddott, hogy ezek a szerek a PARP gatlasan keresztiil hatnak-e, vagy attol
proximalisan, mar a DNS karosodast befolyasoljak. Els6 1épésként egy PARP-1 kromatin
kotés esszét végeztiink. A sejteket fixalas el6tt 0,2 %-0s PBS Triton-X-szel mostuk, hogy a
kromatinhoz nem kotott PARP-1-et eltavolitsuk, majd PARP-1 immunfluoreszcenciat

végeztiink (31. abra).
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31. abra: PARPI preextrakcio eltiavolitjia a kromatinhoz nem kotétt PARPI molekuldkat.
HaCaT sejteket kezeletleniil hagytunk, illetve preextrahaltunk 0,2% Triton X-szel, hogy a
kromatinhoz nem kotott PARP-1 molekuldkat eltavolitsuk. A sejteket fixaltuk, PARP-1-re
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specifikus antitesttel jeloltiik, majd fluoreszcens mikroszkopidaval detektaltuk. Az atlagos
fluoreszcens intenzitast violin ploton abrazoltuk (1000 sejtmag/kondicio). Szignifikancia

meghatadrozasahoz Welch's t-tesztet alkalmaztunk, ahol *p<0,001.

A PARP-1 DNS ,nick” szenzorként mukodik, kotddik a DNS-hez és — autoPARilaciot
kovetden — le is valik a DNS-r6l. Bizonyos PARP inhibitorok, példaul az olaparib csapdaba
tudja ejteni a PARP-1-et a DNS torés helyén és PARP-1-DNS komplexet hoz létre. Mas
szerek, példaul a PJ34 mas mechanizmussal hatnak ezért nem hoznak 1étre ilyen komplexet.
HaCaT sejteket el6kezeltiink apomorfinnal és ciclopirox-szal valamint PARP inhibitorokkal
(olaparib és PJ34) illetve ezek kombinacidjaval. 60 perces H2O2 kezelés hatasara a PARP-1
kromatinhoz valo kotddése megemelkedett, amit az apomorfin és a ciclopirox gatoltak. Az
olaparib tovabb tudta fokozni a PARP-1 kromatin kotését, amit a szerek ugyancsak gatoltak,
mig a PJ34-nek nem volt hatdsa a PARP-1-DNS komplex kialakul4sara (32. 4bra).
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32. abra: A ciclopirox és apomorfin gdtolja a H;O:; dltal kivailtott PARP1 kromatin kotést.
HaCaT sejteket kezeletleniil hagytunk (vehicle) illetve 10 uM, az abran feltiintetett szerrel
kezeltiik 60 percig. PARP-1 kromatin kotédést indukaltunk 200 uM H>0.-dal 60 percig. A
sejteket  fixaltuk és PARP-l-re specifikus antitesttel jeloltiik, majd fluoreszcens
mikroszkopiaval detektaltuk. Az atlagos fluoreszcens intenzitast violin ploton abrazoltuk
(1000  sejtmag/kondicio).  Szignifikancia meghatdarozasahoz — Kruskall-Wallis  tesztet
hasznaltunk Dunn’s poszt teszttel, ahol *p<0,001 és #p<0,001.
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Annak eldontésére, hogy a szerek a PARP-1 kromatinhoz val6 kotédését befolyasoljak-
e vagy mas mechanizmussal gatolnak 1ézeres mikroirradidcios kisérletet végeztiink (33. abra).
mCherry-PARP-1-el transzfektalt sejtek sejtmagjan UV 1ézerrel kis ponton DNS karosodast
indukdltunk és a PARP-1 kotddését idoben kovettiik a mikroirradidcid teriiletén. A szerek
nem befolyasoltdk a PARP-1 megjelenését az UV-val sugarzott teriileten, tehat nem a PARP-
1-DNS kolcsonhatasat befolyasolhatjak.
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33. dabra: A ciclopirox és az apomorfin nem befolydsolja a PARP-1-DNS kélcsonhatdst.
HaCaT sejteket mCherry-PARP-1- konstrukttal transzfektaltunk 48 orara. A sejteket 10 uM
ciclopirox-szal illetve apomorfinnal és 10 ug/mL Hoechst-el kezeltiik 30 percig. A fehér nyillal
jelolt ponton mikroirradidciot végeztiink a 405 nm hullamhosszu lézerrel, és a PARP-1 DNS

karosodashoz valo kotodesét kovettiik idoben (felsé panel). A mért fluoreszcens intenzitast a

maximumra normalva abrazoltuk (also panel).
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A ciclopirox és az apomorfin gatoljak a H>O; indukdlta genotoxicitdst

Annak igazolasara, hogy mar a DNS karosodas szintjén, vagy azt megel6zden hatnak-e
a szerek, alkalikus comet esszét végeztiink, amit az egyszala DNS toréseket mutatja ki (34.

abra).
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34. abra: A ciclopirox és apomorfin gatolja a H>O:; dltal kivaltott egyszaliu DNS torések
kialakulasat. HaCaT sejteket kezeletleniil hagytunk vagy 10 M apomorfinnal illetve
ciclopirox-szal elékezeltiink 60 percig. Genotoxicitast indukaltunk 200 uM H202-dal 10
percig. Alkalikus comet esszét kovetden a sejtmagokat propidium jodid-dal festettiik és
konfokalis mikroszkoppal detektaltuk. A képek analizisét OpenComet szoftverrel végeztiik. A
momentumot (csova atlag-fej atlag) violin ploton dbrazoltuk (250 sejtmag/kondicio).
Szignifikancia meghatdrozasahoz Kruskal-Wallis tesztet haszndltunk Dunn’s poszt teszttel,

ahol *p<0,001 a kontrollal szemben (CTL) és #p<0,001 a H,0.-dal szemben.

Mind a két szer szignifikansan csokkentette a 10 perces H202 kezelés éltal indukalt DNS
kérosodast. A genotoxicitas tovabbi jellemzésére YH2AX immunfluoreszcenciat végeztiink,
ami a dupla szadlo DNS torések detektdldsara alkalmas modszer (35. 4bra). A sejteket
kiilonboz6 ideig kezeltiik H202-dal, és kovettiik a DNS kéarosodéas mértékét. HCA modszerrel
elemzésével. Normal sejtmagnak tekintettiik azokat a nukleuszokat, melyek nem mutattak
YH2AX festddést, sériilt magoknak pedig azokat, melyek YH2AX intenzitds ndvekedést
jeleztek, azonban nem mentek at morfoldgiai valtozason. Az erdsen sériilt magok
kezelés korai szakaszaban (1-2 6randl) a sejtek nagy szazaléka sériilt magi fenotipust mutatott,
amelyet az apomorfin és ciclopirox gatoltak. Késdbb (2 6ra utdn) mar megjelent az erésen
sériilt fenotipus is az eldkezelést nem kapott, illetve a PJ34-gyel eldkezelt sejtekben. Az

apomorfinnal és ciclopirox-szal el6kezelt sejtekben ez a fenotipus nem volt kimutathato.
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Tovéabba a PJ34-gyel elokezelt sejtek szignifikdnsan magasabb aranyban tartalmaztak erdsen
sériilt magokat az elégtelen PARP aktivacié miatt. Ez egy jabb bizonyiték arra, hogy az

apomorfin €s ciclopirox citoprotektivitasa a PARP aktivaciotdl proximalisan hat.
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35. dbra: A ciclopirox és az apomorfin gatolja a H>O: altal kivaltott duplaszalii DNS
torések kialakulasat. HaCaT sejteket kezeletleniil hagytunk vagy 10 uM apomorfinnal illetve
ciclopirox-szal elékezeltiink 60 percig. Genotoxicitast indukaltunk 200 uM H202-dal a jeldlt
ideig. A sejteket fixaltuk és yH2AX-re specifikus antitesttel jeloltiik, majd konfokalis
mikroszkopiaval detektaltuk. A kiértékelést HCA modszerrel végeztiik, ahol 3 szubpopulaciot
hataroztunk meg. Szignifikancia meghatarozasahoz két-utas ANOVA-t hasznaltunk Dunnett’s
poszt teszttel, ahol *p<0,05 és ***p<0,001 a nulla idéponthoz képest, illetve *p<0,05,
##p<0, 01 és ¥¥p<0,001 a szerek hatdsa a H20; kezelt mintdkhoz képest.

A ciclopirox és az apomorfin Fe** keldtorok

Mindkét szert jol tudtuk jellemezni a sejthaldl fenotipizaldsaval és a PARP-1 fiiggd
nekroézis mechanizmusénak vizsgéalatdn keresztiil. Ezek a mérések azonban még nem

magyaraztak meg, hogy ciclopirox és az apomofin miként gatolhatjak a H20: altal indukalt

59



genotoxicitast és ezaltal a PARP-1 fliggd sejthalalt. A H2O; altal indukalt sejthalal fontos
Iépése a hidroxil gyok képzddése Fenton reakcidval. Az igy keletkezett hidroxil gyokok
nagyfoki DNS karosité hatassal birnak, ezért logikus a felvetés, hogy a Fenton reakcid
gatlasaval magyarazhato-e a szerek genotoxicitas elleni védelme. Ennek tisztazasara ,kalcein
dequenching” esszét végeztiink. A Kkalcein-AM egy fluoreszcens festék, amelyet a sejtek
felvesznek, majd észterazok révén az acetoximetil (AM) csoportot lehasitjak, igy a szabad
kalcein fluoroforként funkciondl. Intracellularis vas a kalceint fluoreszcencidjat kioltja
(quencheli), mig vaskelatorok képesek a kioltast megeldzni (dequenching). A sejteket kalcein-
AM-mel feltoltottiik, majd egy orat inkubaltuk, hogy az intracellularis észterazok lehasitsak
az AM-et. A nem hasitott kalcein-AM-et kimostuk, majd a sejteket apomorfin-nal és
ciclopirox-szal kezeltiik 30 percig. Ezutan H202-ot adtunk a sejtekhez és idében kovettiik a
kalcein fluoreszcenciat. A kezelés hatasara a fluoreszcencia rohamosan csokkent, amit a
szerek képesek voltak dequenchelni, igaz kiilonb6z6 mértékben (36. abra). Tehat a ciclopirox

¢s az apomorfin valoban a vas kelatorokként mitkddnek.
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36. dbra: A ciclopirox és az apomorfin vas keldatorok. HaCaT sejteket 250 nM calcin-AM-
mel inkubadltunk 60 percig, majd a sejteket HBSS-sel mostuk kétszer, és 30 percig hagytuk
dllni, hogy az el nem hasitott kalcein-AM kidiffundalhasson. A sejteket ujra mostuk, és 30
percig allni hagytuk, majd fluoreszcens plate olvasoba helyeztiik, és innentél a kalceint
kinetikusan mértiik. 15 perces alapvonal felvételét kovetéen 10 uM DMSO-t, ciclopirox-ot
illetve apomorfinz injektaltunk az adott lyukakba, és tovabbi 30 percig folyt a mérés. Ezt
kovetéen 200 uM H>O2-ot injektaltunk a Ilyukakba és 45 percig kovettiik a kalcein

fluoreszcencia intenzitdsat.

60



Diszkusszio

A sejthalal tobb sulyos betegség jellemzdje, ezért intenziven kutatjak. Parthanatos soran
szovetkarosodas torténik egy sor betegségben, mint példaul szivinfarktus, sztrok és
iszkémia/reperfizio. A PARP-1 kettds szerepet jatszik a sejthaldl szabalyozasaban.
Aktivalodasa segiti a DNS karosodas kijavitasaért felelds enzimek miikddését igy segitve a
sejt tulélését. Gatlasaval a DNS karosodas felhalmozodasa kovetkeztében apoptozis
indukalodik, ezért lett a tumorok elleni harc egyik kiemelt 0j célpontja. Olyan kis
molekulakkal, amelyek a PARP-1 és PARP-2 DNS-el valo keresztkotését indukaljak,
sikeresen valtottak ki apoptozist tumorokban (Murai és mtsai., 2012). Magas foku oxidativ
stressz soran a parthanatos kozponti mediatoranak, a PARP-1-nek a tulzott aktivacidja
kovetkezik be, meggatolva ezzel az apoptozis lejatszodasat (Weaver és Yang, 2013). A PARP
inhibitorok (példaul: olaparib) nem csak a tumorok ellen bizonyultak hatdsosnak, hanem egy
sor oxidativ stressz altal indukalt betegségben citoprotektivek voltak, igy potencialis
gyogyszerjeloltek lehetnek ezekben a patologias folyamatokban (Berger és mtsai., 2018). Az
oxidativ stressz szamos patologids folyamatban megfigyelhetd. Ezek kozé tartozik példaul az
ateroszklerdzis, iszkémial/reperfizid és az obezitas is (Jomova és Valko, 2011). Oxidativ
stressz sordn felborul az egyenstly a ROS/RNS molekulak termelése és eliminalasa kozott,
kozben protein, lipid és DNS karosodas kovetkezik be (Dizdaroglu és Jaruga, 2012).
Amennyiben a stressz meghaladja a sejt védekezd kapacitasat, sejthalal kovetkezik be, amely
szoveti diszfunkcidhoz és patologias folyamatok kialakulasahoz vezet. A sejthaldl forméajat az
oxidativ stressz mértéke hatdrozza meg. Kisebb mértékli stressz kovetkezményei
reverzibilisek, mig nagyobb foku stressz hatasara a sejtek apoptotikus, illetve még intenzivebb

oxidativ stresszre nekrotikus sejthalallal reagalnak (Higuchi, 2003).

A PARP-1 szerepe a polarizalt makrofagok oxidativ stresszel szembeni

rezisztenciajanak kialakulasaban

Az aktivalt makrofagok (M1) termelik a legtobb ROS/RNS-t a szervezetben. Tulélésiik
érdekében rendelkezniiik kell azokkal a mechanizmusokkal, amelyek megvédik oket az
oxidativ stressz indukalta sejthalaltol. Munkank soran azt vizsgéltuk, hogy az aktivacid
hatdsara milyen valtozdsokon mennek at a sejtek, amelyek a talélésiiket szolgaljak. M1
stimulus (LPS) hatasara a sejtek rezisztenciat mutattak HoO> kezeléssel szemben, M2 (IL-4)
polarizaci6 sordn nem volt megfigyelhetd a rezisztencia kialakuldsa. El8szor a sejthalal

forméjanak jellemzését végeztik el. H20, kezelés hatdsara a  sejtmembran
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permeabilizalodasat figyeltik meg, ami nekrotikus fenotipusra utal. A PARP-1 éltal
kozvetitett nekrozis mar jol ismert (Virag és mtsai., 1998b), ezért elészér a PARP-1 enzim
szerepére fokuszaltunk. Sejthalal asszocialt gének expresszidjanak vizsgalatat qPCR-rel
végeztiik, melynek soran a PARP-1 és az AIF, a parthanatos két kulcsmolekuldjanak csokkent
expressziojat figyeltilk meg. A PARP-1 csokkenését fehérje szinten is tudtuk igazolni. Mivel
a PARP-1 nagy mennyiségben van jelen az eukariota sejtekben, ezért szabalyozdsdnak maodja
leggyakrabban az enziaktivitis szintjén torténik. Példaul az intracellularis Ca®
mobilizalasanak gatlasaval a PARP-1 aktivitasa is gatolhato volt (Bakondi és mtsai., 2003).
Ugyanakkor megfigyelték a PARP-1 expressziojanak csokkenését is  konfluens
sejtkultirakban (Zaniolo és mtsai., 2005), valamint differencialéodé izom sejtekben is (Olah és
mtsai., 2015). LPS-sel elkezelt makrofagokban H20, kezelés hatasara csokkent PARilacio és
nem csokkend NAD® szint volt mérhets. PARP-1 KO makrofigokon is elvégeztiik
ugyanezeket a kisérleteket, és a PARilacio hianyat, valamint megtartott NAD" szintet
tapasztaltunk. Sejthalal esszé (PI felvétel) soran azonban azt tapasztaltuk, hogy a PARP-1 KO
sejtekben is megjelenik a nekrotikus fenotipus, csak joval késobb. Az LPS-sel eldkezelt
sejtekben viszont nem volt detektdlhatd szignifikdns emelkedés a halott sejtek szamaban.
Ezért arra kovetkeztettiink, hogy mig a PARP-1 ,kiiités” késlelteti a nekrotikus sejthalalt a
fentebb leirt mechanizmussal, az LPS elékezelés rezisztenssé teszi a sejteket a HoOo-dal

szemben, ami mas mechanizmusok jelenlétére is utal.

A parthanatos masik kulcsmolekuldja az AIF, amely transzlokalodik a mitokondriumbol
a sejtmagba és DNS fragmentalodast indukal, ezaltal a sejtmag kondenzalodik (Galluzzi és
mtsai., 2018). Mivel az AIF nem rendelkezik endonukleaz aktivitassal, ezért feltételezték egy
masik molekula szerepét is. Kés6bb a Migracié Gatlo Faktort (MIF; migration inhibitory
factor) azonositottak AIF fiiggd DN-azként neuron sejtekben (Wang és mtsai., 2016).
Mikroszképos vizsgalataink sordn az LPS-sel és PJ-34-gyel elékezelt makrofagokban nem
figyeltiink meg sejtmagi kondenzaciét H20: kezelés hatdsara, azonban az AIF sejtmagba
Hasonloképpen mas munkacsoportok is beszdmoltak olyan PARP1 fliggd sejthalélrol,
melyben az AIF nem jatszott szerepet. Példaul retina pigment epitél sejtekben H2O2 kezelés
igazolni (Jang és mtsai., 2017). Az irodalmat attekintve a parthanatost altalaban, mint
neuronokban végbemend sejthalalt irtdk le. Jelenleg nem tisztazott, hogy ez a sejthaldlforma

neuron specifikus-e, ezért tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség. A mi modelliinkben a sejthalal
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formajat tekinthetjiik tigy, mint egy szabdlyozott nekrdzisba sorolhatd sejthalalforma, amit

AIF fiiggetlen parthanatosnak neveziink (Conrad és mtsai., 2016).

Munkank soran megfigyelhettiik tobb antioxidans gén (Sod2, Txnrdl, Prdx1, Gsr)
expresszidjanak novekedését LPS kezelés hatasara. Mivel LPS-sel aktivalt makrofagok
maguk is nagy mennyiségben termelnek ROS-t és RNS-t, ezért e gének expresszidjanak
emelkedése értelmezhetd Uigy, mint az oxidativ stressz elleni védekezés egy mechanizmusa. A
Txnrdl, Prdx1 és Gsr enzimek kulcsszerepet jatszanak az intracellularis H2O2 elimindlasaban
¢és a redox szingalizacié szabalyozasaban (Ledgerwood és mtsai., 2017, Netto és Antunes,
2016, Arteel és Sies, 2001). A Sod2 a szuperoxid diszmutaz mitokondridlis formaja. A
mitokondrium diszfunkcidja soran szuperoxid keletkezik, amelyet a Sod2 eliminal, igy védve
a sejtet (Cui és mtsai., 2016). A PARP-1 jelenlétét leirtak a mitokondriumban (Brunyanszki és
mtsai., 2016), illetve szerepét a mitokondrialis diszfunkcio létrejottében (Wen és mtsai.,
2018).

A mitokondrium kulcsszerepét a parthanatosban fentebb targyaltuk. Az AIF
vesz, amelyek a sejthalal szabalyzasanak szempontjabol kritikusak. Tumorsejtekben
megfigyelték a mitokondrialis aktivitds csokkenését és ezzel parhuzamosan az aerob glikolizis
emelkedését, ami a sejtek kemorezisztenciajat eredményezi (Samudio és mtsai., 2009). Ennek
felderitésére meghataroztuk az extracellularis acidifikaciot (ECAR) és az oxigén fogyasztast
(OCR), igy betekintést nyerhettiink a glikolizis és oxidativ foszforilacié valtozasaba. LPS-sel
elékezelt sejtekben a bazalis respiracidé nem valtozott, azonban a maximalis és tartalék
kapacitds dramaian csokkent, ami a mitokondridlis aktivitds drasztikus csokkenésére utal,
ugyanakkor a glikolitikus aktivitds nagymértékben emelkedett. A metabolizmusban
bekovetkezett, glikolizis irdnydba torténd eltolodads csokkentheti a mitokondrialis
diszfunkciobdl eredé masodlagos oxidativ stressz lehetdségét. Hipoxia indukalta glikolitikus
emelkedést (Warburg hatas) figyeltek meg amely az ATP szint megtartdsat eredményezte.
Hipoxia indukalo faktor-1 (HIF-1) null sejtek rezisztensek voltak a hipoxia indukalta ROS
termelésre és apoptozisra (Kim és mtsai., 2006, Semenza, 2007). Feltételezhetjiik, hogy M1
makrofagokban is hasonlo szerepe lehet a metabolikus Gjraprogramozéasnak, magyarazhatja az

emelkedett ATP szintet illetve a masodlagos gyoktermelés csokkenését.

E munkank 6sszegzéseként elmondhatjuk, hogy makrofagokban H,O, kezelés hatasara
AlF-tdl fliggetlen parthanatos megy végbe, melynek iniciaciojaért a PARP-1 a felelds. Az
LPS-sel aktivalt makrofagok rezisztensnek mutatkoztak ebben a modellben, aminek a
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hatterében 3 f6 mechanizmust sikeriilt jellemezniink: 1.) a PARP-1 expresszidjanak
csokkenése, 2.) antioxidans gének expresszidjanak emelkedése és 3.) a metabolizmus
glikolitikus irdnyba torténd valtasa. A PARP-1 aktivitas csokkenése emelkedett NAD™ és
ATP szintet eredményezett, valamint a mitokondridlis diszfunkciét is csOkkentette. Az
antioxidans gének emelkedésével a makrofagok képesek az altaluk termelt ROS és RNS
kozombositésére. A glikolizis irdnyaba torténd valtdssal ugyancsak a mitokondriumban
keletkezd gyokok termelését tudjak csokkenteni. Fontos megemliteniink, hogy a rezisztencia
kialakuldsa egy tobb szinten ¢és sejtszervben lejatszodo folyamat. A sejtmagi, citoplazmatikus
¢s mitokondrialis folyamatok egyiittes szabalyozasa vezet a rezisztencia kialakulasdhoz

(Osszefoglalo dbra 1.).
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Osszefoglalé dbra 1.: Az LPS citoprotektivitisanak molekuldris hdttere. M1 makrofigok
H202-dal szembeni rezisztencidjanak kialakuldsaért harom f6 mechanizmus a felelds. 1.) Sod2
és mas antioxidans gének expresszojanak emelkedése. 2.) Parp-1 expresszojanak csokkenése.

3.) Metabolikus valtozasok (Warburg effektus).
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Citoprotektiv molekulak azonositasa HCS maédszerrel

Munkénk soran bedllitottunk egy HCS moddszert parthanatos gatldé molekulak
azonositasara. A sejthalal detektalasara egy sejtmembran permeabilitasi esszét alkalmaztunk.
A sejt impermeabilis Sytox Green csak a nekrotikus sejtmagokat festi, mig a Hoechst
fluorofér minden sejtmag detektaldsara alkalmas, és lehetévé teszi a mikroszkopos képek
szegmentalasat. A két festék kombinacioja alkalmas a nekrotikus populécié aranyanak
mérésére. A szlirést egy kis molekulakdnyvtaron (774 molekula) végeztiik el. Minden plate
mérése soran a Z’ (Z faktor) nagyobb volt, mint 0,5, ami egy kivald értéknek szamit
szirOvizsgalatok soran, igy az esszé alkalmasnak bizonyult citoprotektiv molekulak
detektalasara. A sztrés soran 20 molekulat talaltunk, amelyeknek a citoprotektivitasa
magasabb volt, mint 50%. Az irodalom attekintése utan az azonositott vegyiileteket biologiai
funkciojuk alapjan csoportositottuk, és kivalasztottuk azokat a vegyiileteket, amelyeket

tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala.

Az elsd ilyen csoportba az adrenerg receptorok jelatvitelében résztvevd molekuldk
kertiltek. A prazosin és fentolamin a-adrenerg receptort blokkol, mig a formoterol f2-receptor
agonista. Makrofagokban a HMGB-1 felszabadulas PARilacio fliiggd (Ditsworth és mtsai.,
2007), egy masik tanulmany szerint pedig a f-adrenerg receptor a HMGB-1-t] upstream
helyezkedik el (Liu és mtsai., 2017). Ezek alapjan lehetséges, hogy a makrofagok HMGB-1
felszabadulasat a receptor agonistdk a PARP1 gatlasa révén csokkentik. A prazosint leirtak,
mint p53-fiiggd apoptdzist indukald szert (Yang és mtsai., 2011), valamint a fentolamint is
vizsgaltak, mint tumor ellenes agenst (Ho és mtsai., 2015). A molekulak citoprotektiv hatasa

nem ismert, ezért érdemes lehet ket vizsgélni a jovdben.

Az idarubicint, doxorubicint, epirubicint €s mitoxantrone-t, mint DNS lancok k&zé
interkalal6do szereket, kizartuk a tovéabbi analizisbdl. A mikroszkopos képek ellendrzése
soran azt tapasztaltuk, hogy ezek a szerek interferaltak az esszével. A sejtmagok festddése
nem volt megfeleld, feltehetéen a szerek interkalalodo tulajdonsaga miatt, igy nem tették

lehetdvé a fluorofdrok kotddését a DNS-hez.

A rifaximin, rifapentin €s primakvin is DNS-hez kot6dé molekulak, melyeket
antibiotikumként alkalmaznak. Feltételeztiik, hogy a DNS ¢és a PARP-1 k6zotti interakciot is e
tulajdonsaguk révén tudjak gatolni, de egyik szer sem mutatott PARilacio gatlast az
immunfluoreszcens vizsgalatok soran, ezért feltételezzilk, hogy a PARP aktivaciotol

disztalisan hatnak. Oxidativ stressz sordn AS549 sejtekben a PARG géncsendesités
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citoprotektiv volt (Erdélyi és mtsai., 2009). Lehetséges, hogy a PAR lebomlasat vagy a
sejtmagbdl vald kiszabaduldsat gatoljak ezek a szerek. A tovabbiakban érdemes lehet veliik
foglalkozni. Két masik antibiotikum is citoprotektivnek bizonyult, hatdsmechanizmusukban
azonban eltérnek az elobb emlitettektol. A tigeciklin a transzlaciot gatolja, mig a ceftibutén a

bakterialis sejtfal szintézisét. Citoprotektiv hatasuknak a mechanizmusa ismeretlen.

A nisoldipin és amrinone kalcium csatorna blokkolok. Mivel az oxidativ stressz altal
kivaltott sejthaldlban a kalcium szignalizaciora sziikség van a PARP-1 aktivacidjahoz (Virag
¢s mtsai., 1999), valamint a PARP-1 aktivacio is okoz intracellularis kalcium felszabadulast
¢s mitokondridlis diszfunkciot (Biirkle és Virdg, 2013), ezért nem zarhat6 ki, hogy ennek a két
szernek a citoprotektiv hatasaban is a kalcium jel és a PARP1 kapcsolatdinak megszakitasa
¢rhetd tetten. A szertralin és a fluoxetin a szerotonin visszavételét (reuptake) gétoljak
neuronokban, ami a kalcium homeosztazist is szabalyozhatja (Chang és mtsai., 2017), de

citoprotektiv hatdsuk mechanizmusa egyel6re ismeretlen.

A lehetséges hatasmechanizmusokat a ciclopirox és apomorfin esetében vizsgaltuk a
legmélyrehatobban. A PAR immunfestés alapjan ez a két szer gatolta a PARP aktivitast.
Csokkentették a PARP-1 H20» altal indukalt kromatin kotédését, azonban mikroirradiacios
kisérletben nem gatoltdk ezt a folyamatot. Ezért kijelenhetjiik, hogy ezek a szerek nem a
PARP-1 - DNS komplex kialakulasat gatoljak, hanem ettdl proximalisan hatva, valdsziniileg a
DNS kérosodas létrejottét eldézik meg. Ezért egyszall és kétszalo DNS torés jelenlétét
vizsgaltuk. A szerek jelenlétében nem, vagy csak csokkent mértékben volt detektalhato a
H>O> genotoxicitdsa. Az apomorfin egy dopamin agonista, amit Parkinson kor kezelésére
hasznalnak (Pessoa és mtsai., 2018). Ismeretes, hogy a dopamin B-adrenoreceptoron keresztiil
gatolja az LPS altal indukalt gyulladasos citokin (IL-12) termelést makrofagokban (Hasko és
mtsai., 2002). Ezek alapjan felmeriil, hogy a szer citoprotektiv hatasa is adrenerg receptor

jelatviteli szabalyozéasan keresztiil torténik.

Oxidativ stressz soran Fe?* jelenlétében hidroxil gyok keletkezik. A katekol vegyiiletek
képesek vas kelatorként funkcionalni és gatolni a Fenton reakciot (Sanchez és mtsai., 2005).
A tradicionalis vas kelator deferasirox csokkenti az oxidativ stresszt transzfizio soran (Saigo
és mtsai., 2013). Mivel a deferasirox is citoprotektivnak bizonyult a sziirésiink soran, és a
ciclopiroxot is leirtdk mar, mint vas kelatort (Eberhard és mtsai., 2009), ezért a vas kelalo
képességét vizsgaltuk a tovabbiakban. A ciclopirox és az apomorfin is képes volt kalcein
»dequenchelésre”, igy megallapithatjuk, hogy vas keldtorként mitkodnek a modelliinkben.
Mivel a hidroxil gydk féléletideje igen rovid, ezért a sejten beliil nem képes nagy tavolsagokat
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megtenni (Roots és Okada, 1975). A vas els6sorban a citoplazmaban talalhat6, azonban
leirtak jelenlétét a sejtmagban is (Surguladze és mtsai., 2005), ami magyarazhatja e szerek
genotoxicitast csokkentd hatdsat is. Méasik fontos vastarold sejtszervecske a mitokondrium
(Ward és Cloonan., 2019). Ciclopirox és apomorfin jelenlétében a mitokondrialis szuperoxid
termel6dése csokkent HaCaT sejtekben. Ezt okozhatja, ha ezek a szerek a mitokondriumba is
bejutnak, illetve a PARP-1 altal indukalt mitokondrialis diszfunkciot is csokkenthetik a
sejtmagi utvonalon keresztiil. Munkank soran beallitottunk egy HCS modszert, amely
alkalmas parthanatos gatlé molekulak azonositasara. Egy relative kis molekulakonyvtarbol is
sikeriilt néhany szert azonositanunk. A ciclopirox €s az apomorfin bizonyultak a legpotensebb
citoprotektiv molekulaknak, amelyek a vas keldldsa révén képesek gatolni az oxidativ stressz
altal okozott DNS karosodast (Osszefoglalo abra 2.). A tobbi molekula altal nytjtott védelmi
mechanizmusnak a feltarasa is igéretesnek tlinik, azonban e szerek vizsgalata talmutat jelen

tanulmany keretein.
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Osszefoglalé dbra 2.: Az apomorfin és ciclopirox citoprotektiv mechanizmusdnak
osszefoglalasa. HCS modszerrel azonositottuk az apomorfint és a ciclopiroxot mint
citoprotektiv molekulakat. Mindkét molekula PARP gatlonak bizonyultak, hatasukat azonban
a PARP-1-161 proximalisan fejtik ki. Fe** kelatorokként gatoljak a Fenton reakciot, ezdltal

csokkentik a hidroxil gyokok termelodését és a DNS kdrosodas mértéket.
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Osszefoglalas

A poli-ADP-ribozilacionak kozponti szerepe van az oxidativ stressz altal kivaltott
sejthalal szabalyozasaban. Oxidativ stressz soran gyulladas és szoveti karosodas és szerv
diszfunkcio 1ép fel. Ezen folyamatok jobb megértése segithet minket az olyan betegségek

hatékonyabb kezelésében, mint a diabétesz, ateroszklerozis vagy az iszkémia/reperfuzio.

Az oxidativ stresszt okozd ROS ¢és RNS molekuldk f6 forrdsai a makrofagok.
Tulélésiikhoz adaptalodniuk kell a magas ROS tartalmi kornyezethez. Munkank soran
felderitettiik, hogy a gyulladdsos makrofagok milyen molekuldris mechanizmusokat
fejlesztettek ki ennek érdekében. Az LPS-sel elékezelt makrofagok rezisztensek voltak H2O»
kezelésre. A védelem kialakulasaért harom f6 mechanizmus a felelés. A PARP-1
expressziojanak és aktivacidjanak csokkenésével képesek elkeriilni a NAD™ szint drasztikus
csokkenését és a metabolikus katasztrofat HoO2 kezelés soran. A védelem egy masik
mechanizmusa az antioxidans gének emelkedett expresszidja. Végiil a sejtek egy metabolikus
valtozassal is alkalmazkodnak az oxidativ stresszhez, ahol a mitokondriélis aktivitas csokken

¢s emelkedik az aerob glikolizis (Warburg hatas).

A gyogyszerfejlesztés kiillondsen fontos a modern orvostudoméanyban. Célul tliztiik ki
olyan sejtvédd molekuldk azonositasat, amelyek képesek a PARP-1 altal szabalyozott
nekrozis csokkentésére. Az FDA altal jovadhagyott molekulakonyvtarban 7 citoprotektiv
molekulat azonositottunk, és validaltunk HCS mddszerrel. A ciclopirox-ot €s az apomorfint
azonositottuk, mint PARP gatlokat. Az emlitett két szer nem kozvetleniil a PARP-1 enzimet
gatoltadk, hanem attdl proximalisan mar a DNS kérosodas kialakuldsat akadalyoztdk meg.
Mind a két szer kelatorként funkcional, és a Fe?* 4ltal katalizalt Fenton reakcio gatlasaval védi

a sejteket.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a PARP-1 kdzponti szerepet tlt be oxidativ stressz
altal kivaltott betegségekben. Gatlasaval elkeriilhetd a sejthalal, ezért fontos a PARP-1
szabalyzd szerepének jobb megismerése és olyan molekuldk fejlesztése, amelyek képesek az
enzim altal szabalyozott utvonalat gatolni. A PARP gatlok fejlesztése igéretes megoldasnak
tinik nemcsak a tumorok elleni kiizdelemben, hanem egyéb patologids folyamatok

kezelésében is.

68



Summary

Poly-ADP ribosylation plays a central role in the regulation of oxidative stress-induced
cell death. During oxidative stress, inflammation, tissue damage and organ dysfunction occur.
A better understanding of these processes may help us to treat diseases such as diabetes,

atherosclerosis, or ischemia/reperfusion more effectively.

The main sources of ROS and RNS molecules that cause oxidative stress are
macrophages. These cells must adapt to a high ROS environment to survive. We explored
molecular mechanisms underlying oxidative stress resistance developed by inflammatory
macrophages. LPS pretreated macrophages were resistant to H.O. treatment. Three main
mechanisms are responsible for the development of protection. By decreasing PARP-1
expression and activation, macrophages are able to avoid a drastic decrease in NAD™ levels
and metabolic catastrophe during H20. treatment. Another mechanism of protection is
increased expression of antioxidant genes. Finally, cells also adapt to oxidative stress through
a metabolic change where mitochondrial activity decreases and aerobic glycolysis increases
(Warburg effect).

Drug development is especially important in modern medicine. We aimed to identify
cell protective molecules capable of reducing PARP-1-regulated necrosis. In the FDA-
approved molecular library, 7 cytoprotective molecules were identified and validated by the
HCS method. Ciclopirox and apomorphine were identified as PARP inhibitors. These two
agents did not directly inhibit the PARP-1 enzyme but prevented the development of DNA
damage proximal to PARP1. Both agents function as chelators and protect cells by inhibiting

the Fe?*-catalyzed Fenton reaction.

To sum up, PARP-1 plays a central role in oxidative stress-induced diseases. The
development of PARP inhibitors seems to be a promising solution not only in the fight against

tumors but also in the treatment of oxidative stress-related pathological processes.

69



Targyszavak / Key words

makrofag / macrophage
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citoprotektivitas / cytoprotection
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