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Roviditések jegyzéke

A magyarra nehezen fordithat6 kifejezéseket angolul tiintetem fel a roviditések jegyzékében és

a dolgozatban.

ADP adenozin-difoszfat

ADPr ADP-rib6z

aNHEJ alternativ nem-homolog végek 6sszekaplcsolasa
ANOVA variancia-analizis

AP-1 aktivator fehérje 1

ARH ADP-ribozil hidrolaz

ARTD ADP-ribozil transzferaz

ATP adenozin-5'-trifoszfat

BCIP 5-bromo-4-klor-indolil-foszfat

BER baziskivago hibajavitas

BPE szarvasmarha hipofizis kivonat

BRCAL/2 eml6rakra érzékenyitd fehérje 1/2

BRCT BRCAI C terminalis domén

BrduU brom-deoxiuridin

BSA szarvasmarha szérum albumin

CAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

CARD14 kaszpaz toborzasi domént tartalmaz6 fehérje 14
CCCH cisztein-cisztein-cisztein-hisztamin

CCL*CC kemokin (C-C motivum) ligandum

CD* differencialodasi klaszter

cDNS komplementer DNS

CISH kromogeén in situ hibridizacio

cNHEJ klasszikus nem-homolég végek 6sszekapcsolasa
CXCL* kemokin (C-X-C motivum) ligandum
CYP19A1 citokrém P450, 19-es csalad, A-alcsalad, 1-es tipus
DAB 3,3'-diaminobenzidin

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenil-indol

DC dendritikus sejt



DEMAB
DEVD
DHT
DMSO
DNA-PK
DNS
DSB
DTT
EAE
EDTA
EGTA
ELISA
ERa
FDA
FFPE
FoxP3
GAPDH
GO
GPER1
H&E
hBD-2
HDL
hEGF
HEPES
HLA
HPF
HPV
HPV-Ker
HR

HRP
HRR
HSD17B3/11
HYE
IFN-*

Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
kaszpaz hasito hely

dihidrotesztoszteron

dimetil-szulfoxid

DNS-fiiggd fehérje kinaz

dezoxiribonukleinsav

kettdsszali DNS-torés

ditiotreitol

kisérletes autoimmun enkephalomielitisz
etilén-diamin-tetraecetsav

egtazic sav

enzimhez kotétt immunoszorbens proba
Osztrogén receptor alfa

Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosag
formalin-fixalt paraffinba-agyazott

forkhead box P3 transzkripcios faktor
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
génontologia

G-proteinhez kapcsolt 0sztrogén receptor 1
hematoxilin-eozin

human béta-defenzin-2

nagy stirtiségii lipoprotein

human rekombinans epidermalis ndvekedési faktor
N-(2-hidroxietil) piperazin- N'-(2-etanszulfonsav)
human leukocita antigén

nagy felbontasti mezd

human papilloma virus

human immortalizalt keratinocita sejtvonal
homolog rekombinécio

tormaperoxidaz

homoldg rekombindacios javitas
17B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz-3/11
hisztidin-tirozin-glutamat

interferon



IHC immunhisztokémia

IkB inhibitor kappa B

IL-* interleukin

IMQ imikimod

iINOS indukalhato nitrogén-oxid szintaz

K* keratin

kDa kilodalton

KO knock-out

LDL kis stirtiségii lipoprotein

LNA lezart/kotott nukleinsav

LPR long patch repair

LPS lipopoliszacharid

MAR mono(ADP rib6z)

MARIlécio mono(ADP-ribozil)acio

mDC mieloid dendritikus sejt

MHC 6 hisztokompatibilitasi komplex

MMEJ mikrohomologiaval kozvetitett végek csatolasa

MMR nem Osszeilld bazisparok javitasa

mRNS messenger ribonukleinsav

NAD" nikotinamid-adenin-dinukleotid

NBT nitroblue tetrazolium

NCBI GEO National Center for Biotechnology Information Gene Expression
Omnibus

NER nukleotidkivagd hibajavitas

NF-AT T-sejtek nuklearis faktora

NFKBIA nuklearis faktor-kappa-B inhibitor alfa

NFKBIZ nuklearis faktor-kappa-B inhibitor zéta

NF-xB nuklearis faktor-kappa B

NHEJ nem-homoloég DNS-végeket 6sszekapcsolo javitas

NHEK normal humén epidermalis keratinocita

NLS nukleéris lokalizacios szignal

NMPA The National Medical Products Administration

PAR poli(ADP rib6z)

PARG poli(ADP-ribdz) glikohidrolaz
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PARilécio6
PARP
PASI

PBS
pCMV
pDC
PKC
pLKO
PMA
PMSF
PPAR
PPARYy
PSORS
PTM
PUVA
REL
RIN
RNA-seq
RNS
ROS
RT-qgPCR
RXR
SDS
SEM
SFM
ShRNS
Spl

SPF
SPR
SRB
SRD5A1/2
SREBP1
SSA
SSB

poli(ADP-ribozil)acio

poli(ADP-rib6z) polimeraz

psoriasis teriileti és sulyossagi index
fosztat puffer

uborka mozaikvirus vektor

plazmacitoid dendritikus sejt

protein kinaz C

replikacié-inkompetens lentiviralis vektor
forbol-mirisztat-acetat
fenil-metil-szulfonil-fluorid

peroxiszoéma proliferator-aktivalt receptor
peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma
psoriasisra val6 fogékonysagi 16kusz
poszttranszlacios modositas
pszoralen+UV-A

protoonkogén

ribonukleinsav integritasi szam
RNS-szekvenalas

ribonukleinsav

reaktiv oxigéngyokok

reverz transzkripciot kovetd kvantitativ polimeraz lancreakcio

retinoid X-receptor
natrium-dodecil-szulfat

atlag szoras

keratinocita szérummentes médium
rovid hajtii-szerkezetli RNS
specificity protein 1

specifikus patogén mentes

short patch repair

szulforodamin B

szteroid Sa-reduktaz 1/2

szterol regulalt elemet kotd fehérje 1
egyszali DNS szalparositas

egyszali DNS torés



SSBR egyszali DNS torés javitas

StARD5 StAR-related lipid transfer protein 5

Tc* citotoxikus T-sejt

TCA triklor-ecetsav

Th* helper/segito T-sejt

TLR toll-szerii receptor

TNFa tumor nekrozis faktor alfa

TNKS1/2 tankiraz1/2

TRAF6 tumor nekrozis faktor receptorhoz kapcsolddo faktor 6
Treg regulatorikus T-sejt

Tris trisz(hidroximetil)-aminometan

TRPA1 tranziens receptor potencial ankirin 1
TRPV1 tranziens receptor potencial vanilloid 1
uv* ultraibolya sugarzas

VEGF vaszkularis endotelialis novekedési faktor
WGR triptofan-glicin-arginin domén

WHO Egészségiigyi Vilagszervezet

WT vad tipusu

WWE triptofan-triptofan-glutamin domén
XRCC1 X-ray repair cross complementing protein 1
YY1 Yin Yang 1

ZF* cink-ujj



I. Bevezetés

1.1. A PARP enzimek és a gyulladas kapcsolata

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) enzimcsalad tagjai altal Kkatalizalt
poszttranszlacios fehérje modositast, az ADP-ribozilaciot elséként a dezoxiribonukleinsav
(DNS) torések hibajavitasa soran detektaltak. Az utobbi évtizedek kutatdsai azonban szamos
olyan fizioldgiai folyamatra is ravilagitottak, amelyben a PARP-oknak jelentds szerepe van.
Ezek kozé tartozik tobbek kozott a transzkripceid, transzlacid, sejt differenciacio, sejthalal,
valamint a sejtmetabolizmus szabalyozasa [1].

A sejtekben mérheté PARP aktivitast szinte teljesen lefedi a PARP1 (85-90%) és a
PARP2 (5-15%) aktivitasa. A két enzim szerkezeti és funkciobeli hasonlésaguk ellenére eltérd
biologiai szereppel birnak [2, 3]. PARP aktivalodast, illetve ADP-ribozilaciot szamos
gyulladésos folyamatban is leirtak. A PARP1 delécioja egerekben csokkent mértékii gyulladast
eredményezett T helper 2 (Th2) tipust gyulladasos modellekben, mint amilyen az asztma [4],
az allergias léguti gyulladas [5, 6], az akut pankreatitisz [7], a kolitisz [8], valamint bérben a
kontakt hiperszenzitivitas [9-11] egér modelljei. A PARP2 gyulladasban betdltott szerepérol
még kevés informacid all rendelkezésre, viszont eddigi ismereteink alapjan ugy tiinik, hogy
Th2 tipusti gyulladiasokban a PARP2-nek nincs, vagy nem ismert a szerepe. Altalanos
tapasztalat viszont, hogy a PARP aktivitas gatlasa Gn. pan-PARP inhibitorokkal, amelyek a
PARP1 mellett a PARP2-t, st a PARP3-at is gatoljak, gyulladasgatlast eredményez nemcsak

allat modellekben, hanem emberben is [12].
1.2. A pikkelysomor

A psoriasis (pikkelysomor) egy kronikus, immun-medialt, gyulladdasos boérbetegség,
psoriasis patogenezise bonyolult folyamat, amelyben feltehetéen az aktivalt T-sejtek az
els6dleges modulatorok, ezen beliil is a Thl és a Thl7 tipusu sejtek a legfontosabbak a
gyulladas inicializalasaban és fenntartasaban is [13, 14]. A pikkelysomor azonban nem
magyarazhatd kizardlag a T-sejt aktivacio alapjan, és valoszinl, hogy mas, nem-klasszikus
immunsejtek, példaul az epidermalis keratinocitak igen fontos szerepet jatszanak a betegség
kifejez6désében [15]. A psoriasis kialakulasanak konkrét oka még mindig nem tisztazott, igy a

betegségnek nincs végleges gyogymodja. Jelenleg a leghatékonyabb eljards a psoriasis

crer
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jelentds attorést jelentett a betegség gyogyitdsaban. Azonban a bioldgiai terapidnak szamos
mellékhatasa van, igy folyamatos az igény 0jfajta megoldasokra a psoriasis kezelésében [16].
A psoriasis egér modelljeinek megjelenései hozzajarultak ahhoz, hogy boéviiljenek ismereteink

a betegség patomechanizmusarol és altala hatékonyabb terapiakat lehessen 1étrehozni [17, 18].

A poli(ADP-riboz)-t (PAR) kimutattdk normal bérben keratinocitakban, szOrtiisz6
sejtekben, ér endotél sejtekben, faggyumirigy sejtekben, szubkutan zsirsejtekben, ami azt jelzi,
hogy a PAR szabalyozhatja az élettani funkciokat ezekben a sejttipusokban [19]. A PARP1
aktivaciojat mar leirtak a bor tobb patofiziologiai allapotaban, mint a napégés, melanoma [19],
kontakt hiperszenzitivitas [10]. A PARP2 lehetséges szerepérdl azonban a borben keveset
tudunk, viszont a PARP1-gyel ellentétben a PARP2 nem vesz részt a kontakt hiperszenzitivitasi
reakcioban [10], tehat a PARP2 eltér6 szerepet tolthet be a bor patofiziologiajaban. Mivel Thl
¢s Th17 tipusu gyulladasos folyamatokban a PARP-ok szerepe kevésbé ismert, ezért PhD
munkam soran azt a célt tliztiik ki, hogy karakterizaljuk mind a PARP1, mind a PARP2 szerepét
psoriasis-ban.
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I1. Irodalmi attekintés

2.1. A PARP enzimcsalad és az ADP-ribozilacio
2.1.1. A PARP enzimcsalad jellemzése

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) enzimcsalad tagjai az ADP-ribozilacionak
nevezett poszttranszlaciés modositast (PTM) katalizaljak, mely soran a PARP enzimek
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD™) hasitdsa révén felszabadulo6 ADP-rib6z (ADPr)
egységeket csatolnak célfehérjék aminosav oldallancaihoz. Ez egy filogenetikailag
nagymértékben konzervalt PTM, mely mind prokariétédkban, mind eukariotakban jelen van, az
¢lesztégomba kivételével [20]. A DNS karosodas hatasara aktivalodo ADP-ribozilaciot Pierre
Chambon ¢és munkatérsai fedezték fel 1963-ban, majd 1967-ben azonositottak az elsé ADP-
ribozilaciot végzo enzimet, a PARP1-et [21, 22] Mintegy 30 évvel késébb, PARP1 knock-out
(PARP17") egerekben rezidualis, DNS-fiiggd PARP aktivitist mutattak ki, és ez a felismerés
vezetett a PARP2 azonositasahoz [23].

Ma mar a PARP enzimek csalddjanak 17, szerkezetileg és funkciondlisan is valtozatos
tagjat ismerjiikk emberben, melyek mindegyikében megtalalhaté a konzervalt, Gn. ,PARP
szekvencia”, amely az enzimek aktiv centrumaban helyezkedik el [24]. Torténelmileg a PARP
enzimek dsszes tagjat a PARP1 polimeraz aktivitasa alapjan nevezték el, annak ellenére, hogy
a csalad nem minden tagja végez polimerizaciot. Eppen ezért, Hottiger és munkatarsai 2010-
ben egy Uj nevezéktant javasoltak, amely a PARP-okat bakterialis diftéria toxin-szerit ADP-
ribozil transzferazok (ARTD) néven emliti. Ez az elnevezés a fehérjék alapvetd transzferaz-
aktivitasan alapul, valamint azon, hogy a PARP-ok katalitikus magja, a ,,PARP domén”, nagy
szerkezeti hasonlosdgot mutat a diftéria toxinnal [25, 26]. Ez a nevezéktan azonban nem
gyoOkeresedett meg eléggé az enzimcsaladdal foglalkoz6 kutatok korében, igy tovabbra is
PARP-okként hivatkozunk rajuk. Az PARP doménen beliil harom aminosav, a hisztidin-tirozin-
glutamat (HYE) katalitikus triad talalhato, amelybdl az els6 két aminosav fontos a NAD™
kotddése szempontjabol, mig a glutamat a katalizisben jatszik szerepet [27]. A HY E motivumon
beliili szubsztituciok miatt a PARP enzimek koziil csak a PARP1, PARP2, a tankiraz-1 (TNKS1
vagy PARP5a) ¢és tankiraz-2 (TNKS2 vagy PARPS5b), amelyek tényleges polimeraz aktivitast
végeznek [28]. Egyes PARP-ok, mint a PARP3, PARP4, PARP6, PARP10, PARP14, PARP15
¢s PARP16, csak mono(ADP-ribozil)aciot (MARilacid) katalizalnak, melynek soran egyetlen
ADPr egységet csatolnak a célfehérjékhez [29, 30]. A PARP9-rdl sokaig feltételezték, hogy
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katalitikusan inaktiv, de mara bebizonyosodott, hogy szintén MAR-aktivitassal rendelkezik
[31]. A PARP13 esetében viszont még nem irtak le enzimatikus aktivitast [32]. A katalitikus
aktivitasért felelos kozos PARP domén mellett a PARP csalad tagjai tovabbi, kevésbé konzervalt
doménekkel 1is rendelkeznek, amelyek a fehérje-fehérje vagy fehérje-nukleinsav
kolcsonhatasokhoz és a PARP-ok aktivalasahoz/szabalyozasdhoz sziikségesek [33]. Domén
architektrajuk alapjan a PARP-ok 6t alcsaladba sorolhatok:
1. DNS-fiiggé enzimek: DNS torések hatdsara aktivalédnak. DNS-koté doménjiikkel
kotédnek a DNS-hez, ahol részt vesznek a torések hibajavitasdban azaltal, hogy a
karosodas helyén egyes célfehérjéket ADP-ribozilalnak, amely jelként szolgal mas

hibajavito fehérjéknek. E csoport tagjai a PARP1, PARP2 és a PARP3 [34].

2. Tankirdzok: un. ankirin domént tartalmaznak, amely a fehérje-fehérje kolcsonhatasokért
felelds. Rendelkeznek tovabba egy jellegzetes, Un. steril alfa modul (SAM) doménnal,

amely a homo- vagy heterodimerizacidohoz sziikséges. Befolyasoljak a telomer extenziot

crer

3. CCCH -domént tartalmazo PARP-ok: cisztein-cisztein-cisztein-hisztamin (CCCH) cink-
ujj domént, és triptofan-triptofan-glutamin (WWE) PAR-k6t6 domént tartalmaznak,
funkcioik kevésbé ismertek. Ebbe a csoportba tartozik a PARP7, PARP12 ¢és PARP13
[36].

4. Makro-PARP-ok: két vagy harom makrodomént tartalmaznak, ezek a PARP9, PARP14
¢s PARP15. A makrodomének kotddni tudnak az ADP-riboz egységekhez ¢és

val6szintileg befolyasoljadk a PAR metabolizmusat [37].

5. A nem klasszifikalt PARP-ok: a PARP4, PARP6, PARPS, PARP10, PARP11 és PARP16
nem rendelkeznek k6z6s domén tartomanyokkal és nem illeszkednek az el6zd csoportok

egyikébe sem (1.abra) [38, 39].
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A PARP csalad tagjai Katalitikus

4
5 aktivitas
4 cink-ujj motivum BRCT ~ WGR PARP ]
S -PARP1 1 poli
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< CCCH _ VWWE PARP
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»| PARP10 g — ] mono
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= WWE _ PARP
t| PARP11 — 3= mono
£ 122 99129 3
Zz| PARP
PARP16 — mono
1 95 273

1. abra. Poli(ADP-riboz) polimerazok domén strukturdja (szerkesztve Li, 2014 nyoman)

A PARP csalad tagjainak szerkezetét a kiilonbozo szinekkel jelolt domének épitik fel. A kek szin a
Jjellegzetes ,, PARP domént” jeloli, amely a csalad minden tagjaban kézos. A reprezentativ domének, mint
példaul a makrodomének, WWE-domének vagy PAR-k6td cinkujjak szelektiven felismerik az ADP-riboz
kiilonbozo formdit, a PAR-t és a MAR-t [40].

Réviditések: WWE (triptofan-triptofan-glutamin domén), PAR (poli(ADP-ribéz)), MAR (mono (ADP-
riboz)), CCCH (cisztein-cisztein-cisztein-hisztamin domén), ANK (ankirin), SAM (steril alfa modul
domén), BRCT (BRCAI C termindlis domén) WGR (triptofan-glicin-arginin domén)

A PARP-fehérjék meérete és intracellularis lokalizécidja is kiilonbozd, ami a PARP
funkciok valtozatossagat jelzi. A PARP-ok mérete 36,38 kDa (PARP16) és 202,8 kDa (PARP14)
kozott mozog [41], és elsdsorban a sejtmagban lokalizalodnak, de leirtak mar PARP aktivitast
a citoplazmaban, Golgiban €s a mitokondriumban is. Emellett, a PARP4 része az un. vault
részecskéknek, amelyek citoplazmatikus ribonukleoprotein komplexek. A tankirdzokat

eredetileg egy telomerikus komplex részeként azonositottdk, de a citoplazmaban is
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megtalalhatoak, mint a Golgi-komplexben lokalizalt periférias membranfehérjék. A PARP16 a
magburokban taldlhato. Egyes PARP-ok pl. a PARP10 elhelyezkedését befolydsolja a
sejtciklus, igy bizonyos, kizarolag citoplazmatikusnak gondolt PARP-ok eltéré koriilmények
kozott a sejtmagban is elhelyezkedhetnek, viszont egyes PARP enzimek szubcellularis

lokalizacioja ismeretlen [42, 43]
2.1.2. Az ADP- ribozilacio folyamata

Az ADP-ribozilacié soran tehat a PARP-ok NAD" molekuldkat hasitanak, és az igy
keletkezd ADPr egységeket csatoljak a célfehérjékhez, mikdzben nikotinamid (NAM) szabadul
fel. Az ADP-ribozilacié nukleofil oxigén-, nitrogén- vagy kéntartalmi aminosav-oldallancokon
torténik, ilyenek az aszpartat, glutamat, lizin, cisztein, szerin €s arginin oldalldncok [44],
amelynek révén N-, O- vagy S-glikozidos kotés jon 1étre az aminosavak ¢és a rib6z molekula
kozott. PARilacid soran az aktivalt PARP enzimek az ADP-rib6z egységek polimerizaciojat
katalizaljak a(1 — 2) O-glikozidos kotéseken keresztiil, amely soran lineéris vagy elagazo
lancokat épitenek fel néhany, vagy akar 200 ADP-rib6z egységbdl [45]. A PARilacio torténhet
magukon a PARP-okon (autoPARilacio), és mas akceptor fehérjéken (transzPARilécio) [46].

Mivel a PAR polimerek nagy stirtiségii negativ toltést hordoznak, a PARilaci6 dramaian
megvaltoztathatja a célfehérje biofizikai tulajdonségait, és a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat
[47]. A PARP ismert szubsztratjai koz¢ tartozik a topoizomerdz I, a ribonukleinsav (RNS)-
polimeraz II, a DNS-polimerazok, egyes transzkripcios faktorok, hisztonok, nagy mobilitast
fehérjek, p53 és DNS-fliggd kinazok. A PARilacio6 az 6sszes elobb emlitett szubsztrat aktivitasat
modulalja, befolyasolva a DNS-replikaci6 €s a transzkripci6 folyamatait is [48]. A PARiléacio
a foszforilacidhoz és az ubikvitinaciohoz hasonldan reverzibilis PTM, igy idedlis kozvetitdje a
a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) és az ADP-ribozil hidroldzok (ARH). A PARG egy
makrodomén enzim, amely a PAR alegységeket 0sszekotd riboz-riboz glikozidos kotéseket
hasitja. A PAR-t a PARG gyorsan lebontja, ami a polimer féléletidejét koriilbeliil 1 percre
korlatozza. A PARG azonban nem tudja felhasitani azt a kotést, amely az els6 ADPr egységet a
célfehérjéhez koti. Az ARHI1 viszont éppen a MAR eltavolitasaért felel, és emellett aminosav
specificitast mutat az argininre, mig az ARH3 képes exoglikolitikusan is hidrolizalni a PAR-t,

kiilondsen a szerin-modifikalt célpontokrol [49, 50] (2. abra).
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2. abra. Az ADP-ribozildacio folyamatiban részt vevo enzimatikus tevékenységek sematikus
dbrazoldsa

Az ADP-ribozilacio egy dinamikus folyamat, amelyben a polimer lancok PAR alegységeinek glikozidos
koteseit a PARG bontja, a mono-ADPr-t pedig az ARH hasitja [51].

Rovidités: NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid)

A sejtekben detektalhatdo PARilacio 85-90%-¢ért a PARPI1 felelés, mig a maradék 10-
15% a PARP2-hoz kotheto, igy az 6ssz-PARP aktivitas szempontjabol a PARP enzimcsaldd mas
tagjainak szerepe margindlis [2, 3]. Bar a PARP aktivitds leginkdbb a DNS hibajavitasi
folyamatokban betoltott szerepérdl ismert, mara vilagossa valt, hogy szdmos mas biologiai
folyamat szabalyozéasaban is részt vesz [52]. A PARilaci6 dontd szerepet jatszik a genom
integritdsanak fenntartasaban, replikacio és sejtciklus szabalyozéasaban, a transzkripcidban és
az RNS-anyagcserében, a gyulladdsban és az immunitasban, sejthaldl és sejtanyagcsere
szabalyozasaban. Ennek megfelelden a PARP-ok szamos patofiziologiai folyamat résztvevdi is
lehetnek, amelyek koziil a legjelentdsebbek a karcinogenezis, a gyulladasos ¢és
neurodegenerativ betegségek, valamint a metabolikus betegségek [53]. Meg kell emliteni, hogy
sok esetben a PARP-ok altal szabalyozott folyamatokban a PARP-ok enzimatikus aktivitasa
nem vesz részt, hanem maganak a fehérjének a jelenléte kozvetiti a hatést, de ez valdsziniileg

attol is fiigg, hogy milyen rendszerben vizsgaltak az adott folyamatot. Példaul, azt tobb esetben
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kimutattak, hogy a PARP1 a nuklearis faktor-kappa B (NF-kB) kofaktora [54-56], de arrol maig
nincs konszenzus, hogy PARilacio torténik-e az NF-xB altal szabalyozott transzkripcids

folyamatokban [57].

2.2. APARP1

2.2.1. A PARPI szerkezete

A PARPI1 sejtmagi fehérje, amely 1014 aminosav hosszu, teljes molekulatomege
kortilbeliil 113 kDa és a fehérjét kddold gén emberben az 1-es kromoszoman taldlhatd. A
PARP1 a PARP enzimcsalad legnagyobb mennyiségben expresszalodo és legjobban vizsgalt
tagja. Szerkezetileg 3 funkcionalis doménbdl all, egy N-terminalis DNS-koté doménbdl, egy
automodifikacios doménbdl és egy C-terminalis katalitikus doménbdl (CAT) [58] (3. abra).

N-terminalis DNS-k6t6 domén  Automodifikacidos domén Katalitikus domén

o , , PARP =

PARP1 ~ = zFi & 2zFu ¥ S NLS § §zFIIE £ BRCT ¥ 2 WGR g B el 3| =
'II \‘\
DEVD

3.abra. A PARPI szerkezetének és funkciondlis doménjeinek sémdja

A PARPI 3 f6 doménje: az N-terminalis DNS-koté domén, automodifikdcios domén, és C-terminalis
katalitikus domen, valamint ezen beliil a konzervalt ,, PARP szekvencia” lathato [58].

Roviditések: WGR (triptofan-glicin-arginin domén), BRCT (BRCAI C terminalis domén), NLS
(nuklearis lokalizacios szignal), DEVD (kaszpaz hasito hely), ZF (cink-ujj)

Az N-termindlis DNS-k6t6 doménban harom cink-ujj talalhato, nevezetesen a ZF1, ZFII
¢és ZFIII. A ZFI és a ZFII a DNS karosodasi helyek felismeréséhez és kotddéséhez sziikséges,
mig a ZFIII fontos szerepet jatszik az enzim DNS kotés utani aktivalasaban [58]. Szintén az N-
termindlis régioban talalhat6 egy nukledris lokalizacids szekvencia (NLS), ami a PARP1-et a
sejtmagba iranyitja. Itt talalhatd a kaszpaz hasitasi hely (DEVD), ahol a kaszpazok apoptozis
soran hasitjdk a PARPlet. A PARP1 kotddése a karosodott DNS molekuldhoz a PARPI
enzimatikus aktivitasat akar 500-szorosara is novelheti [59, 60]. A kdzponti automodifikacios
domén glutamat és lizin aminosavakban gazdag, amelyeken a PARP1 6nmagat képes PARilélni.
Ebben a régioban talalhatéo a BRCT (BRCA1 C terminalis domén) motivum ¢és a triptofan-
glicin- és arginin-gazdag WGR domén [61]. A BRCT motivum, mely szdmos DNS hibajavito
fehérjében is megtalalhato, befolyasolja a fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat, a WGR domén
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pedig a katalitikus domén DNS-fiiggd aktivitasat szabalyozza. A CAT domén a konzervalt
"PARP szekvenciat” tartalmazza, amely a NAD' akceptorhelybdl és a PAR szintézis

crer

2.2.2. A PARPI biologiai funkcioi

A PARP1 a DNS-torések egyik legfontosabb szenzora a sejtekben, mely kulcsszerepet
jatszik a DNS hibajavitasanak térbeli és idObeli szervezésében és a genom integritdsanak
fenntartasaban [63]. A PARP részt vesz az egyszali DNS torésekre (SSB) valaszul végzett
baziskivagasos javitasban (BER), és a BER-komplex egyik Osszetevdje, amely a DNS ligaz I11-
bol, a DNS polimerdaz béta és az XRCC1 fehérjébol all [64]. Sejtmentes rendszerekben
kimutattdk, hogy a nem modositott PARP enzim szorosan k6tddik a DNS szalszakadasokhoz,
majd az autoPARiléaciot kovetden felszabadul, és lehetdvé teszi a javitdé enzim hozzaférését a
sériilt DNS-hez [65, 66]. A PARP1 szdmos mas hibajavitasi mechanizmusban is részt vesz,
ilyen a nukleotid kivdgasos hibajavitds (NER), a klasszikus nem-homoldg végek
Osszekapcsolasa (cNHEJ), az alternativ nem-homolog végek Osszekapcsoldsa (aNHEJ), a
mikrohomologiaval kozvetitett végek csatolasa (MMEJ), a homoldég rekombinacio (HR),
valamint a nem 0sszeilld bazisparok javitasa (MMR) és a replikacios villa stabilitdsanak
fenntartasa [67]. Alacsony fokti DNS-karosodas esetén a PARP1 tulélési faktorként miikodik,
amely eldsegiti a DNS-karosodas javitasat. Ezzel szemben nagyfokti DNS-karosodas esetén a
PARP1 hiperaktivacidja a sejtek NAD' és ATP szintjének kimeriiléséhez, és ezzel egyiitt
mitokondridlis diszfunkcidhoz és az energiahdztartas zavarahoz vezet, mely folyamat végiil a
sejt elhalasaval végzdédhet [44]. llyen médon a PARPI1 hiperaktivacidja szdmos betegség,
tobbek kozott a stroke [68], neurodegenerativ betegségek [69], a cukorbetegség [70] és szamos
mas gyulladasos betegség [71] patogenezisében is szerepet jatszhat. Ezen feliil, tobb tanulmany
tamasztja ala, hogy a PARP1 aktivacidja fontos patomachanikai tényezé akut miokardidlis
infarktus esetén fellépd iszkémia, és az azt kovetd reperfuzid szovetkarositd hatasaban.
Iszkémia/reperfiizio esetén ugyanis hirtelen megnd a keringésben az oxigén- ¢és
nitrogéntartalmu reaktiv gyokok mennyisége, amely DNS karosodashoz és PARP aktivaciohoz

vezet a keringd leukocitakban [72].
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2.2.3. A PARPI szerepe a gyulladas szabdlyozdsdaban

Szamos adat utal arra, hogy a PARP1 szerepet jatszik a gyulladéas kialakulésaban,
ugyanis PARP17 vagy PARP inhibitorokkal kezelt egerekben lényegesen enyhébb foku
gyulladas alakult ki példaul az asztma [4], kolitisz [8], reumatoid artritisz [73], akut
pankreatitisz [7], akut léguti gyulladas [5, 6] vagy a kontakt hiperszenzitivitas [9-11]
modelljeiben. Ezek hatterében kiilonb6z6, PARP1 altal medialt immunszabalyozasi folyamatok
allnak.

A PARPI tobb pro-inflammatoérikus transzkripcids faktorral is kdlcsonhat. Ezek koziil
a legfontosabb az NF-kB, valamint az aktivalt T-sejtek nuklearis faktora (NF-AT), az aktivator
protein 1 (AP-1),aYinYang 1 (YY1), és az Spl [74] (4. abra). Az NF-«B alapvet6 fontossagu
a gyulladasos citokinek transzkripcidjanak szabalyozasaban. A PARPI az NF-kB-vel
komplexet képezve segiti az NF-«kB target gének promotereinek aktivaciojat [75]. Ezt mutatja
példaul, hogy lipopoliszachariddal (LPS) kezelt PARP1” egerekben csokkent az NF-kB
aktivacidja és az indukalhato nitrogén-oxid szintaz (iNOS), interleukin (IL) 6 és tumor nekrézis
faktor alfa (TNFa) expresszidja a peritonealis makrofagokban [76].

A PARP1 elsdsorban a Th2 tipust gyulladas kialakuldsaban jatszik szerepet, ugyanis
PARP1 hidnyéban a naiv CD4" sejteknek csokken a képessége a Th2 iranyu differencialodasra,
amit jol mutat az IL4" sejtek alacsony szama Th2 polarizaciés koriilmények kozott a PARP17
egerekben [77]. A PARPI modulalja a CD4" sejtek regulatorikus T-sejt (Treg) iranyu
differencilodasat is [78, 79], mivel PARP17 egerek 1épében és a nyirokcsomékban megnd a
CD4*CD25%/Foxp3* Treg sejtek szdma, bar maguknak a Treg sejteknek a funkcidiban nem
tapasztaltak valtozast [79]. Eddigi adatok alapjan ugy tiinik, hogy a PARP1 viszont nem
befolyasolja sem a Thl [77], sem a Th17 iranyu differenciaciot [79].

Ezeken feliil, a PARP1 szabalyozza a dendritikus sejtek (DCk) érési folyamatat a DCk-
ben az IL10 és IL12 termelésének, illetve az NF-kB transzaktivacionak a szabalyozasaval [80].

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a PARP1 az immunvaélasz fontos szabalyozoja,

amelynek terapias relevancija lehet.
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4. abra. A PARPI biologiai szerepének sokrétiiségét bemutato vazlat (Szerkesztve Swindall,
2013 nyoman)

A PARPI részt vesz tobbek kozott a DNS-javitas, kromatin modositas, gyulladas, sejthaldl és
transzkripcio  szabdlyozasaban [81].

Roviditések: XRCC1 (X-ray repair cross complementing protein 1), YY1 (Yin Yang 1), NF-AT (T-sejtek
nukledris faktora), Spl (specificity protein 1), AP1 (aktivator fehérje 1), NF-xkB (nuklearis faktor-kappa
B), ROS (reaktiv oxigéngyokok), INOS (indukadlhato nitrogén-oxid szintdz), TNFa (tumor nekrozis faktor
alfa), NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid), ATP (adenozin-5'-trifoszfat), SSB (egyszalii DNS torés),
BER (bdziskivago hibajavitdas), DSB (kettdsszalit DNS-térés), SPR (short patch repair), LPR (long patch
repair)

2.3. A PARP2
2.3.1. A PARP? szerkezete

A humén PARP2 egy 62 kDa-os magi fehérje, amely 570 aminosavbol all. Az enzimet
kodold gén emberben a 14. kromoszéma hossz karjan a 14q11.2 régioban taldlhaté. Erdekes
mdédon a PARP2 fehérje két izoformdjat azonositottdk, melynek kialakuldsa alternativ
splicingra vezethetd vissza, azonban ennek funkcionalis jelent6sége nem ismert. A PARP2

szerkezetét tekintve az N-terminalis DNS-k6t6 doménbdl, a kozponti WGR doménbdl és a C-
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terminalis katalitikus doménbdl all [82]. A PARP2 N-terminalis doménje nem tartalmaz cink-
ujj motivumokat, hanem egy erdsen bazikus DNS-kotd domént (DBD), valamint nuklearis és
nukleolaris lokalizacids szigndlokat. A PARP2 DBD-je tehat szerkezetileg kiilonbozik a
PARP1-ét6l, ami valoszinlileg az egyes enzimek altal felismert DNS-struktardk kozotti
kiilonbségeket tiikrozi. Ennek megfeleloen a PARP1-gyel ellentétben a PARP2 kevésbé
hatékonyan kotédik az egyszali DNS-torésekhez, ehelyett inkabb réseket, un. ,,gap”
struktirakat ismer fel. A PARP2 WGR doménje szerkezetében homolog a PARP1-ével, de
homodimerizaciét, DNS-karosodastol fiiggd autoPARiléaciot €s fehérje-fehérje interakcidkat
kozvetit, olyan funkcidkat, amelyeket a PARP1 BRCT motivumot hordoz6 doménjének
tulajdonitanak [83]. A kaszpaz-3 hasadasi hely hatarozza meg a hatarvonalat a DBD és a WGR
domén kozott, amely homoldég a PARP1 WGR doménjével. A PARP2 C-terminalis katalitikus
doménje megkozelitdleg 69%-os homologiat mutat a PARP1 katalitikus doménjével [2] (5.

abra).

N-terminalis DNS-k6té domén C-terminalis katalitikus domén

PARP2 —-3NLSS = WGR

196

o PARP_ R 2
<+  szekvencia ¥ I©

570

5. abra A human PARP?2 fehérje doménszerkezetének sematikus dabrdzoldsa

A PARP?2 az N-termindalis DNS-k6td domeénbdl, amely a PARPI-tdl eltéréen nem tartalmaz cink-ujj
motivumokat, a kozponti WGR doménbdl és a C-terminalis katalitikus doménbdl all [58].

Roviditések: WGR (triptofan-glicin-arginin domén), NLS (nukledris lokalizacios szignal)

2.3.2. A PARP?2 biologiai funkcioi

A PARPI és a PARP2 funkcidiban szdmos atfedés van a DNS-kdrosodasra adott
sejtvalaszban. Példdul mindkét fehérje heterodimerizalodik és tobb kozos nukledris
kotdpartneriik is van [83]. Mindkét enzim egyarant részt vesz az SSBR folyamataban, azonban
a PARP1 a duplaszalu DNS torések (DBS) hibajavitasdban is részt vesz, vagy a DNS-fliggd
fehérje kinazzal (DNA-PK) val6 kdlcsonhatason keresztiil, vagy a NHEJ Gtvonalon keresztiil
[84]. A PARPI1-nek ¢és a PARP2-nek k6zos partnereik vannak az SSBR és BER utvonalakon,
bar a PARP2-nek egyedi partnerei is vannak, példaul a TRF-2 telomerikus fehérje [85, 86]. A
PARP1 és PARP2 kettds knock-out (KO) egerek nem életképesek, az embrié mar a gasztrulaciod
kezdetén elhal, ami aldtdmasztja a PARP1 és PARP2 szerepét az embrionalis fejlodésben [24].
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Mindkét PARP modulalja a kromatin szerkezetet a hiszton fehérjék PARilalasa révén, de mig a
PARP2 a H2B hisztont, addig a PARP1 leginkabb a H1 hisztont célozza meg [87].

A két enzim nagyfoku szerkezeti és funkcidbeli hasonlosaguk ellenére kiilonbozo
is részt vesz, beleértve a timocitakat [89], eritrocitdkat [90], adipocitakat [91] és a
spermatocitikat [92]. Erdekes moédon, ezeket a sejtdifferenciaciés folyamatokat a PARP2
kiilonb6z6 mechanizmusok révén szabalyozza. A timocitak €s az eritrocitak esetében a PARP2
DNS hibajavité funkcidja kozvetiti a hatdst. Adipogenezis sordan a PARP2 a peroxiszéma
proliferator aktivalt receptor y (PPARY) transzkripcios faktor kofaktoraként funkcional,
spermatogenezis soran pedig a PARP1-gyel kozdsen a kromatin remodelinget szabalyozza [93].
Ujabb kutatasok a PARP1 és a PARP2 koordinalt szerepét mutatjak a T-sejtek szamanak és
miitkodésének fenntartdsdban [94], valamint a B-sejtek fejlddésének ¢és funkcidinak
elésegitésében [95]. Olyan egerekben, amelyekben T-sejt specifikus kondiciondlis delécidval a
PARP1-et és PARP2-t is kiiitotték, a T-sejt érés defektje, és a periférids vérben a CD4" és CD8"
T-sejtek csokkent szama volt megfigyelheté [94]. Olyan egerekben pedig, ahol B-sejt
specifikusan tortént a PARP1 és PARP2 delécioja, a B-sejtek csontveldi fejlddése karosodott,
ami a csontveld atmeneti és follikularis zonajaban a B-sejtek szamdnak csokkenéséhez vezetett

[95].
2.3.3. Metabolikus szabdlyozds

A PARP2 transzkripcios regulatorként is miikodik, €s ezaltal részt vesz a metabolikus
homeosztazis szabalyozdsaban. A PARP2 a PPARYy pozitiv regulatoraként szabalyozza az
szabalyozza azaltal, hogy a SIRT1, az oxidativ metabolizmus egyik legfontosabb regulatora
promoterének represszoraként funkciondl. A PARP2 delécigja hatasara egerekben novekszik a
vazizomban ¢és mdjban is a SIRT1 aktivitdsa, ami eldsegiti a mitokondridlis biogenezist €s
ezltal a sejtanyagcsere fokozodik. Ezzel 6sszefiiggésben a PARP2” egerek védettek a magas
zsirtartalmu diéta altal indukalt elhizassal szemben [96].

Ezeken feliil, PARP2”" egerek méjiban és vazizmaiban is atalakul a koleszterol
metabolizmus a szterol regulédlt elemet kot fehérje (SREBP)1, a lipid metabolizmus f6
transzkripcids faktora aktivitadsanak novekedésének kovetkeztében. Ennek hatdsara méjban és

az izomban is megndvekedett a felhalmozott koleszterol mennyisége, valamint majban megndtt
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az LDL/HDL lipoproteinek aranya [97], a vazizomban pedig az androgén szteroidok fokozott
szintézisét irtak le a PARP2 delécié hatasara [98].

A PARPI1 és a PARP2 szamos transzkripcids faktor, koztiik olyan nukleéris receptorok,
mint PPAR ¢és az 0Osztrogén receptor (ER) o kofaktoraként miikodik. A PPAR-ok
heterodimerizalodnak a retinoid X-receptorral (RXR), és igy kotédnek a DNS-hez [99]. A
PPAR-ok az energia-, lipid- és gliikoz homeosztazis szabalyozasdban részt vevd gének
nagyszamu csoportjanak expressziojat szabalyozzak [2]. Kiilonb6zé hormonok, mint az inzulin
[100], 6sztrogének [101-103], androgének [104], progeszteron [105], mesterséges szteroidok
¢s D-vitamin [98] modosithatjak a PARP1 és PARP2 expressziojat és aktivitasat. Ezek az adatok

pedig a hormonhatasok PARP-fiiggd visszacsatolasos szabalyozasara utalnak [106].
2.3.4. PARP?2 szerepe a gyulladdasos folyamatok szabdlyozdsaban

A PARP2 gyulladasban betdltott szerepérdl joval kevesebb adat all rendelkezésre, mint
a PARP1 esetében. Az eddigi ismereteink alapjan ugy tlinik, hogy a Th2 tipust gyulladasos
folyamatokban a PARP1-gyel ellentétben a PARP2-nek nincs szerepe. Viszont a szkler6zis
multiplex modelljében, a Th17 sejtek altal medialt experimentalis autoimmun enkefalitiszben,
PARP2” egerekben csokkent az idegrendszeri gyulladds mértéke, mérsékelt neuronalis
gyulladést és limfocita infiltraciot mutattak és az egerek védettek voltak a fokalis agyi iszkémia
ellen [107]. Valamint a PARP2 expresszidjdnak specifikus antiszensz oligonukleotidokkal
torténd gatlasa csokkentette a gyulladast a kronikus vastagbélgyulladds IL-10-hianyos egér
modelljében [108, 109].

A PARP1 ¢és a PARP2 hozzajarulasa a gyulladashoz eltérd; a PARP1 delécidja szinte
teljesen megsziinteti a gyulladast, mig a PARP2 csak részleges védelmet nyujt a gyulladésos
korképek egy korlatozott csoportjdban a PARP1-hez képest [3]. A gyulladdsos medidtorok egy
ko6zos csoportjat beleértve az iNOS-t, IL-1B-t, TNFo-t, a PARP1 és a PARP2 egyarant
szabalyozza, ami arra utal, hogy ez a két enzim részben atfedd mechanizmusokon keresztiil
moduldlja a gyulladast [2]. A PARP1/2 éltal kozvetitett pro-inflammatorikus valaszok nem
korlatozodnak a velesziiletett immunrendszer sejtjeire, hanem mas sejttipusokban, példaul az

endotélsejtekben és a fibroblasztokban is relevans szerepet jatszanak [110].
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2.4. PARP inhibitorok
2.4.1. A PARP inhibitorok hatasmechanizmusa

A PARP enzimek, kiilonosen a PARP1 ¢és a PARP2 nélkiilozhetetlenek az egyszalit DNS-
torések javitasaban. Ezen enzimek gatldsa tartés egyszalu torésekhez vezet, ami a DNS
replikacié soran kettdsszalu torések felhalmozddasat okozza, és végiil a sejtciklus ledllasahoz
vagy sejthalalhoz vezet [111]. Kozel két évtizeddel ezel6tt kis molekulaji nikotinamid-
analogokrol kimutattidk, hogy gatoljak a PARilacidt és fokozzak a DNS-karosité dimetil-szulfat
citotoxicitasat [112, 113]. Az ezt kovetd gyogyszerkutatasi erdfeszitések a klinikai PARP
inhibitorok (PARP1), koztiik a veliparib (Abbvie), a rucaparib (Pfizer/Clovis), az olaparib
(KuDOS/AstraZeneca) és a niraparib (Merck/Tesaro) kifejlesztésé¢hez vezettek. Ujabban egy
masodik generacios, hatékonyabb PARPI-t, a talazoparibot (Lead/Biomarin/Medivation/Pfizer)
is forgalomba hoztak [114].

A farmakologiai PARPi-k szerkezetileg a nikotinamidot utanozzak, és két altalanos hatasuk
van: (i) a PARP-ok katalitikus gatlasa, azaz a PARilacio megakadalyozasa és (ii) a PARP-0k
rogzitése vagy "csapdaba ejtése" a karosodott DNS-en. Bar a PARP-0k csapdaba ejtését
magyarazo pontos mechanizmusok még mindig nem tisztazottak, két lehetdség latszik: (i) a
PARPi vagy az autoPARilacio gatlasaval megakadalyozza a PARP-0K felszabadulasat a DNS-
r6l, vagy (i1)) a PARPi katalitikus helyhez valo kotddése alloszterikus valtozasokat okoz a
PARP-ok szerkezetében, ami noveli a DNS-aviditast. Akarhogy is, a csapdaba esett PARP-0k
megakasztjak a replikacios villak elérehaladasat [115].

2.4.2. Szintetikus letalitas a HRR-hiany és a PARP-gatlas kozott

A PARPi-okat a klinikumban széles korben alkalmazzak a rak kiilonb6z6 formainak
kezelésére, mivel eldsegitik mind a citosztatikus szerek, mint a ciszplatin és a besugarzas
hatékonysagat [116, 117]. A PARPi-0K a szintetikus letalitas koncepcidja alapjan miikddnek.
Egy évtizeddel ezeldtt felismerték, hogy a HRR hidnyos sejtek, melyek klasszikusan a BRCA1
¢s BRCA2 mutaciokhoz kapcsolddnak, rendkiviil érzékenyek a PARP-gatlas citotoxikus
hatasaira [118, 119]. A szintetikus letalitas esetében a PARPi-0k és a HRR hibak kozotti
feltételezett mechanizmus, hogy az endogén modon keletkezett SSB-k javitdsdnak gatldsa
PARP inhibitor jelenlétében Gsszeomlott replikdcios villdkhoz és replikdcidhoz kapcsolodo
DSB-khez vezet, amelyek javitasahoz HRR-re van sziikség. HRR hidnyéaban ezek a sériilések

letalisnak bizonyulnak, vagy azért, mert fennmaradnak, vagy csak alternativ, hibara hajlamos
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utvonalakkal, koztilk a nem-homolog végek Osszekapcsoldsa (NHEJ) és az egyszalu DNS
szalparositassal (SSA) javithatok, ami stlyos genomialis instabilitashoz és sejthalalhoz vezet
[120]. A szintetikus letalitas indukcidja a szelektiv tumorcélzas lehetdségét kinalja, mely
szamos gyogyszergyartd cég érdeklodését élesztette fel a monoterapidban alkalmazhatd
PARPi-ok irant, végiil tobb tucat klinikai vizsgalat utdin az Amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerligyi Hatosag (FDA) négy PARPi-t (olaparib, niraparib, talazoparib és rucaparib)
engedélyezett a BRCA-muticioval rendelkezé eldrehaladott petefészek- ¢és emlddaganatos
betegek kezelésére [121]. Valamint Kinaban két, helyben fejlesztett PARPI-t, a fuzuloparibot
123]. Meg kell azonban jegyezni, hogy a jelenleg klinikumban alkalmazott PARPi-ok mind a
PARP1-et, a PARP2-t és a PARP3-t is gatoljak, tehat in. pan-inhibitorok. A PARPi-ok
hatasmechanizmusa a rakos sejtekben kifejtett hatasuk tekintetében viszont ugy tiinik, hogy

nagyrészt a PARP1 mitkodésén alapul [121].
2.4.3 A PARP inhibitorok egyéb alkalmazasi lehetoségei

Bér a jelenleg forgalomban 1évé PARPi-0k klinikai fejlesztése az onkologiara 6sszpontosit,
érdemes lehetne egyéb betegségekben is megvizsgalni alkalmazasukat, kiilondsen azon
betegségek esetében, ahol a DNS-karosodas a patofiziologiai valasz részét képezi [124].

A 90-es évek kozepén a stroke [125, 126] ¢és miokardialis infarktus [127]
patomechanizmusat vizsgald tanulményok hatdsdra megfogalmazddott a kutatokban az a
koncepcid, hogy a PARPi-ok citoprotektiv és/vagy gyulladascsokkentd szerként is
alkalmazhatok lehetnek. Azon korallapotok listaja, ahol a preklinikai vizsgalatok a PARP-gatlas
kedvezd hatasat mutatjak igen hosszl, és magaban foglalja a neuroldgiai betegségeket (pl.
stroke, neurotrauma, neurodegeneracid), a kritikus betegségek kiillonb6z6 formait (pl. szeptikus
sokk, akut tiidéelégtelenség, akut majelégtelenség), a reperfuzidval Osszefiiggd szoveti
karosodasokat (pl. szivinfarktust kdvetden), a gyulladasos betegségeket (arthritisz, kolitisz,
asztma) és az ¢érrendszeri betegségeket (diabéteszes szovddmények, atheroszklerdzis).
Mindezen betegségek esetében a PARP aktivacid valosziniileg DNS torések kovetkezménye,
intermedierek (oxidansok ¢€s szabad gyokok) képzodése miatt alakul ki [128]. Ugyanakkor a
PARP aktivalodasanak mas, nem DNS-karosodas-fliggd mechanizmusai is ismertek [129]; és

az is elképzelhetd, hogy a bazalis PARP-aktivitasnak is lehet patofiziologiai szerepe [124].
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2.5. Psoriasis

2.5.1. A bor szerkezete

A bor testiink legnagyobb szerve és egyben elsddleges védelmi vonala a kornyezeti
artalmakkal szemben. A bdrnek harom rétege van: epidermisz (ham), dermisz (irha) és
hipodermis (bdralja). Mindegyik réteg tobb sejttipusbol tevodik Ossze, amelyek egyedi és
egymast kiegészitd funkciokkal tdmogatjak a bor homeosztazisat [130]. Az epidermisz a bor
kiilsé rétege, amely legnagyobb részt keratinocitakat, ezen feliill melanocitdkat, valamint az
antigén-prezentald Langerhans-sejteket €s a mechanoreceptorként funkcionalé Merkel-sejteket
tartalmazza [131]. Magénak az epidermisznek 6t rétegét kiilonboztetjiik meg, melyek a dermisz
feldl indulva a stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum és a
stratum corneum [132]. Az epidermisz 90%-at a keratinocitak teszik ki, amelyek folyamatos
megujulason mennek keresztiil. A stratum basale intenziven proliferalé keratinocitai a
borfelszin felé vezetd ut soran differencidlodnak, és kialakitjak a stratum corneum jellegzetes
lapos sejtjeit, melyek a bor felszinén lassan elhalnak és lehamlanak. Ezeket a mar termindlisan
differencialoédott keratinocitdkat folyamatosan potoljak a boér belsé rétegeibdl vandorlo
differencial6doé keratinocitdk, mialatt keratin filamentumokat és lipideket valasztanak ki, €s
ezaltal hatékony gatat képeznek az idegen anyagok és fert6z6 agensek szervezetbe jutdsa ellen,

¢s minimalizaljak a bér nedvességvesztését [133, 134] (6. abra).
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Az epidermisz felépitése

Terminalisan
Stratum corneum differencialodo
keratinocitak
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Stratum basale
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6. abra. Az epidermisz felépitése

Az epidermiszt 5 kiilonbozo réteg alkotja, ahol a keratinocitak a bazalis rétegbdl indulva folyamatos
megujulason mennek keresztiil.

2.5.2. A psoriasis epidemiologidja és életmindségre gyakorolt hatdsai

A pikkelysomor az egyik leggyakoribb kronikus, gyulladasos bdrbetegség, amely
jelentds fizikai és lelki terhet is jelent a betegeknek. A jol lathatd borelvaltozasok negativ
reakciot valthatnak ki méasokban, ami a betegséggel egyiittjard pszichés teher f6 okozdja. Mas
kronikus betegségekkel — tobbek kozott a daganatos betegségek, szivinfarktus €s a pangasos
szivelégtelenség — vald Osszehasonlitds soran csak a depresszid és a kronikus tiidobetegség
rontotta jobban a pszicholdgiai életmindséget, mint a pikkelysomor. A psoriasis életmindségre
gyakorolt ilyen mértékii negativ hatasa foként az olyan, betegek altal rendszeresen emlitett,
tiinetekkel allhat 0sszefliggésben, mint a fajdalom, viszketés, vérzés és az ég6 érzés [135, 136].
2014-ben az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a WHA67.9. szdmu hatarozat értelmében a
pikkelysomort sulyos, nem-fert6zé betegségként ismerte el és megallapitotta, hogy ndvekvo
epidemiologiai jellege miatt jelentds, globalis kozegészségligyi terhet jelent a vilag népességére
[137]. Eurépaban és Eszak-Amerikdban a pikkelysomor eléfordulasi gyakorisaga atlagosan
2%, mely kisgyermekkorban alacsonyabb, majd az életkor elérehaladtaval novekszik [138]. A
betegek koriilbeliil 70-80%-anak csak enyhék a tiinetei, amely lokalis terapiaval kezelhetd
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[139]. Az éghajlat, a napkitettség és az etnikai hovatartozas feltételezhetéen befolyasolja a
pikkelysomor tlineteinek stlyossagat, télen altaldban sulyosbodik, nyaron pedig javul a
betegség lefolyasa [140]. A pikkelysomor sajnos nagyon gyakran egyiittjar mas krénikus, és
sok esetben sulyos megbetegedés kialakulasaval is. Ezen tarsbetegségek kozé tartozik az
psoriasis-os arthritisz, a metabolikus szindroma vagy ennek egyes komponensei, a nem-
alkoholos szteatohepatitisz, kardiovaszkularis betegségek, a Crohn-betegség, a T-sejtes bor

limfoma, valamint mentalis zavarok, leggyakrabban a depresszio6 és a szorongas [141-143].
2.5.3. Genetikai tényezok a pikkelysomor kialakuldsaban

A psoriasis kialakuldsaban az 6rokletesség jelenti a legfébb kockézati tényezot [144].
Ezt bizonyitja, hogy egypetéjli ikrek esetében két-haromszor nagyobb esélye van a psoriasis
megjelenésének, mint kétpetéjii ikrek esetében [145]. A psoriasis-ban szenvedd betegek
(gyermekek és felndttek) koriilbeliil 30%-anak van érintett els6fokti rokona [ 146]. Asszociacios
analizisek 9 olyan genomi l0kuszt azonositottak, amelyek a betegség kialakuldséval
Osszefliggésbe hozhatdk, melyeket egyiittesen PSORS-nak (psoriasis susceptibility locus)
neveztek el [147]. Koziiliik a legfontosabb a PSORS1, mely a 6 hisztokompatibilitasi komplex
(MHC) région beliil helyezkedik el a genomban, és a psoriasis-ra vald genetikai hajlam mintegy
35-50 %-aért tehetd feleldssé [148]. A PSORS1 lokuszon beliil azonositott a HLA-C*06:02
allél pedig a legdominansabb kockézati gén a psoriasis kialakuldsara, amelyet a korai kezdetli
(40 éves kor elbtt megjelend) psoriasis-ban szenvedd betegek akar 60%-a hordoz. Erdekesség
azonban, hogy a kés6i kezdetli (40 éves kor utan megjelend) pikkelysomort és a betegség
pusztularis megjelenésli formait nem lehet dsszefiiggésbe hozni a HLA-C*06:02 all¢éllal [149].

A genom szintll asszociacids vizsgalatok szamos meta-analizisét kovetden, ma mar
tobb, mint 80 ) PSORS-l0kuszt azonositottak kiilonb6zd populaciokon végzett vizsgalatok
soran [150]. Ezek kozott szdmos olyan gén taldlhato, amelyek az NF-kB jelatviteli kaszkad
komponenseit kodoljak, mint példaul a protoonkogén c-Rel (REL), az NF-kB inhibitor zéta
(NFKBIZ), az NF-kB inhibitor alfa (NFKBIA), a tumor nekrézis faktor receptorhoz kapcsolodo
faktor 6 (TRAF6) és a kaszpaz toborzasi domént tartalmazé fehérje 14 (CARD14) [151, 152].
Tobb olyan gént is azonositottak, amely a velesziiletett és adaptiv immunrendszerben szerepet
jatszo fehérjéket kodol: TNFa, az I. tipusu interferon (IFN-I), az IL12 és 1L23. Ezen feliil a
Th17 limfociték és a citotoxikus T17 limfocitak (Tc17) fejlodését €s polarizacidjat befolyasolo
fehérjéket kodolo géneket is talaltak [153, 154].
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2.5.4. Klinikai megjelenés

A pikkelysomor leggyakoribb forméja a plakkos psoriasis (psoriasis vulgaris), amely az
esetek nagy tobbségét, akar 90%-at teszi ki. Megjelenését tekintve a kisebb erythemas,
pikkelyes papulaktol a nagy, €lesen koriilhatarolt, emelkedett, voros vagy fehér pikkelyes
plakkokig terjedhetnek, amelyek leggyakrabban szimmetrikusan oszlanak el a térd, a kdnyok,
a fejbdr, a glutealis redd €és a lumboszakralis régid teriiletén [155, 156] (7. abra). A kdrmok is
¢érintettek lehetnek, kiilondsen, ha kronikus iziileti gyulladas is jelen van, valamint
alkalmanként a pikkelysomoér a szdjnyalkahartydn vagy a nyelven is jelentkezhet [157]. A
kronikus plakkos psoriasis két kiilonbozo altipusat irtak le: I-es tipusu psoriasis, amely 40 éves
kor eldtt jelentkezik €s a betegek 75%-at teszi ki. Ezek az egyének nagyobb valdszinliséggel
szenvednek a betegség sulyosabb lefolyasdban, gyakran szisztémas kezelést igényelnek,
pozitivak a HLA-Cw*06:02 allélra és csaladi halmozodast mutatnak. A Il-es tipusi
pikkelysomor a betegek kb. 25%-at érinti és 40 éves kor utan jelentkezik eldszor [158]. A
pikkelysomor egyéb altipusai a guttalt pikkelysomor (psoriasis guttata), amelyet pikkelyes,
konnycsepp alaku foltok jellemeznek; az inverz psoriasis, mas néven flexuralis pikkelysomor,
amely altaldban a bdrredokben talalhatd; pusztularis pikkelysomor és az eritrodermikus
pikkelysomor (psoriasis erythroderma), amely a pikkelysomor ritka, de nagyon stlyos valtozata

[143, 159].
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7. dbra. A psoriasis klinikai megjelenése

(a) A psoriasis leggyakoribb megjelenési formaja a psoriasis vulgaris, vagy plakk tipusu psoriasis, mely
tipikusan a térd, a konydk, a fejbor, a glutedlis red6 és a lumboszakralis régio teriiletén alakul ki. (b)
Jellemzdi az élesen koriilhatarolt, vordses szinii, néhol eziistds, hamlo plakkok az érintett borfeliileten.
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2.5.5. Szoveti patologia

A pikkelysomoros plakkok felszini pikkelyesedést mutatnak, mivel a szaruréteg a
korosan differencialodott keratinocitdkbol alakul ki, amelyek rendellenesen megtartjdk a
sejtmagot (parakeratozis), valamint a fokozott keratinocita proliferacio és elégtelen
differencialodas kovetkeztében az epidermisz megvastagodik (akant6zis) [160]. A megvaltozott
epidermalis sejtciklus miatt a pikkelysomords bor keratinocitai mar 6-8 nap alatt elérik a bor
felszinét a bazalis rétegbdl indulva, mig a normal bor esetében ez az id6 koriilbeliil 40 nap
[161]. Valamint, a bazalis keratinocitakban a sejtciklus 311 6rardl 36 orara révidiil psoriasis-
ban, ami a keratinocita proliferacio jelentds felgyorsulasat jelzi [162].

A citoszkeletalis fehérjeprofil valtozasa, vagyis a keratinok expresszidjanak médosulasa
is jellemz6é a pikkelysomords epidermiszben. A korai differencidlodas markereinek, mint
amilyen a stratum spinosum-ra jellemz6 keratin 1/10 (K1/K10), expresszioja csokken, mig a
keratin 6/16 (K6/K16) expresszidja novekszik, amely a keratinocitdk erdsen aktivalt és
proliferativ stadiumara utal [163]. Ezen kiviil, a transzglutaminéaz 1 expresszioja novekszik, mig
a késoi differencidloddsi markerek (filaggrin, lorikrin és kaszpdz-14) expresszidjanak
csOkkenése figyelhetdé meg a pikkelysomoros 1ézidkban [160, 164].

A 1€zi6s borben jellemzéen lecsokken vagy hianyzik a stratum granulosum, amelyben
normdl esetben a keratinocitdk termindlis differencialodasa megkezddédik. A pikkelysomor
fontos szovettani jellemzdje az epidermisz dermisz felé iranyuld nyulvanyainak elongacigja
(papillomatosis) is. Jol lathato a 1ézidk szovettani képén az immunsejtes infiltracid, mely a
dermisz fels6 rétegében els6sorban dendritikus sejtekbdl (DC) és CD4" Th sejtekbdl, az
epidermiszben pedig f6leg CD8" T sejtekbdl tevédik 6ssze [165, 166]. I1d6nként az
epidermiszben megfigyelhetéek neutrofil granulocitdk felhalmozddésai is a parakeratdtikus
pikkelyekben (Munro-féle mikroabscesszusok), vagy az esetlegesen a stratum spinosum-ban
kialakul6d pusztuldkban (Kogoj-féle mikropusztuldk) [167]. A dermadlis erek megnyulnak,
kanyargdssa valnak, ezen erek jelentds kitagulasa okozza a pikkelysomoros 1€ziok vords szinét.
Ehhez jarul hozza a keratinocitdk altal termelt vaszkularis endotelidlis novekedési faktor
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angiogenezist indukal [168-170] (8. abra).
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8. dbra. A pikkelysomoros lézio szovettani jellemzdi

A jellegzetes pikkelysémoros epidermiszben akantozis, hiperkeratozis és a ham nyulvanyainak
elongacioja figyelheté meg. (A, normal bor és B, pikkelysémords bor; hematoxilin-eozin festés). A
lézioban a kitagult erek a bor papilldinak csiucsaiba nyulnak (B, nyilak), illetve vegyes gyulladadsos
infiltratum lathato, amelyben neutrofilek halmozodnak fel az epidermiszben (B, csillag). A stratum
corneum-ban megtartott sejtrmagok szintén jellemzéek a psoriasis-os bor elvaltozasara (D, csillag). A
normal borrel ellentétben, CD3 immunhisztokémiai festés jelentos szamu T sejtet mutat ki a
pikkelysomdros dermiszben és az epidermiszben (D, nyilak) [139].

Rovidités: CD3 (3. differencialasi klaszter)
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2.5.6. A psoriasis immun-patogenezise

A psoriasis-t elsésorban egy immun-medialt betegségnek tekintjiik [171], amit jol
mutat, hogy a pikkelysomoros betegeken végzett genomszinti vizsgalatok talnyomorészt
immunrendszeri géneket azonositottak a diszregulalt gének kozott [172, 173]. Eddigi
ismereteink szerint, a pikkelysomor patomechanizmusdban mind a velesziiletett, mind az
adaptiv immunitasnak a zavara is szerepet jatszik [143].

A kiilonb6z6 genetikai és kornyezeti hatdsokra aktivalodd plazmacitoid dendritikus
sejtek (pDC) pro-inflammatorikus citokineket, koztiik IFNa-t, IFNy-t, TNFa-t, IL1B-t és IL6-
ot termelnek, amelyek ezt kovetden a mieloid dendritikus sejtek (mDC) aktivaciojaban vesznek
részt. Az aktivalt mDC-k IL12-t, TNFa-t és IL23-at termelnek, amelyek ezt kovetden aktivaljak
a Thl és Th17 sejteket, amire ezek a sejtek elsésorban TNFa, IL17, IL21 és IL22 fokozott
aktivalt allapotava alakitjak, amelyek igy antimikrobidlis peptideket és kiillonféle citokineket,
kemokineket koztiik IL6-ot, a kemokin ligand 8-at (CXCL8/IL8), TNFat termelnek, amelyek
fenntartjadk a mDC-k folyamatos aktivalt allapotat, ezzel kialakitva a psoriasis-ra jellemzd

kronikus, amplifikacios gyulladasos ciklust [174, 175].

2.5.7. A keratinocitdik szerepe psoriasisban

Hosszl 1d6n keresztiil a keratinocitakat csupan végrehajtonak tekintették a psoriasis
patomechanizmusaban, melyek az immunsejtek funkciodinak ellatadsahoz asszisztalnak [15,
176]. Ma mar azonban tudjuk, hogy a keratinocitdk a bdr korai immunvédekezési
mechanizmusainak kulcsfontossagu szerepldi [177], amelyek alapvetd szerepet jatszanak a
pikkelysomor kezdeti és fenntarto fazisaban egyarant. A keratinocitak szamos stimulus, példaul
DC és T sejt eredetii pro-inflammatorikus citokinek, hatasara képesek aktivalt allapotba keriilni.
[178]. Az aktivalt keratinocitak hiperproliferativak, és jelentds mennyiségli kemokint
valasztanak ki (pl. CXCL1/2/3, CXCL8, CXCL9/10/11, CCL2 ¢és CCL20), ami az iniciacid
helyére vonzza a leukocitakat (pl. neutrofilek, Th17 sejtek) DCk-et és makrofagokat; valamint
antimikrobialis peptideket (pl. SI00A7/8/9/12, hBD2 és LL37) is termelnek, amelyek egyrészt
kemotaktikus faktorként miikodnek, masrészt formaljak az immunsejtek, DCk €s makrofagok
funkcioit. Ezen kiviil, a keratinocitdk a fibroblasztokkal és az endotélsejtekkel egyiitt, az
keresztiil szOveti reorganizaciohoz vezetnek [179-181] (9. abra). A keratinocitdk és az

immunsejtek, kiilondsen a Th17 sejtek, kozotti interakeid tehat a pikkelysdmor iniciaciojat és
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fenntartasat is segiti, amelynek részét képezi a keratinocitak hiperproliferacioja és aberrans

.....

példaul neutrofilek infiltracidja [178, 182, 183].
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9. abra. A keratinocitik szerepe a pikkelysomor patogenezisében

Ez az abra a pikkelysomér koros folyamatat foként a keratinocitak szemszégébol mutatia be. A
keratinocitakat szamos kérnyezeti tényezo stimulalhatja, majd az igy aktivalt keratinocitik nukleinsav
fragmentumokat és antimikrobialis peptideket szabaditanak fel, amelyek aktivailjak a pDC-ket és késdbb

crer

az epidermalis hiperplazia, a velesziiletett immunitas, a szoveti reorganizacio stb. szempontjabol [176].
P perp g ipontj

Roviditések: mDC (mieloid dendritikus sejt), pDC (plazmacitoid dendritikus sejt), IL (interleukin), TNF
(tumor nekrozis faktor), Th (helper/segito T-sejt), IFN (interferon), HbD2-LL37 (antimikrobialis
peptidek), CXCL (kemokin (C-X-C motivum) ligandum), CCL (kemokin (C-C motivum) ligandum)

2.5.8. Az IL17 citokin csalad szerepe psoriasis-ban

Az IL23A/IL17 citokin tengelyt a pikkelysomor egyik f6 mozgatdérugdjanak tekintik.
Az IL23A kulcsfontossagu szerepet jatszik az IL17-termeld Th17 sejtek aktivaciojaban, illetve
aktivalt allapotuk fenntartasaban [181]. Eredetileg csak az immunsejt-eredetli IL23 A-t tartottak
a psoriasis patomechanizmusa szempontjabol fontosnak, de az utobbi évek tanulmanyai
bebizonyitottak, hogy a keratinocitdk altal termelt IL23 A mar 6nmagaban is elég pikkelysomor

jellegli dermatitisz inicidciojdhoz egerekben [184].
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Az IL17 citokin csalad hat tagbol all: IL17A (kozismert nevén IL17), IL17B, IL17C,
IL17D, IL17E (IL25) és az IL17F. Az IL17A a pikkelysomor patogenezise szempontjabol a
legrelevansabb tag. Az IL17A a keratinocitdkon 1évd receptoraihoz kotddve stimuldlja a
keratinocitak antimikrobialis peptid, citokin és kemokin termelését [185]. Masrészt, az IL17A
kozvetve is epidermalis hiperplaziat idézhet el6 azaltal, hogy a keratinocitakban indukalja az
IL19 és 1136 expressziot [182, 185]. Kevesebb figyelem iranyult az IL17 csalad tobbi tagjara
annak ellenére, hogy valamennyien expresszalédnak pikkelysomorods elvaltozasokban. Az
IL23-hoz hasonldan az IL17E (IL25) is immunsejtekb6l és keratinocitakbol szarmazik, amely
kimutathatd a pikkelysomords 1éziok epidermalis rétegében [186]. Az IL17C egy
tulnyomorészt keratinocitak altal termelt citokin [186], melynek expresszidja nemcsak
pikkelysomorben, de atopids dermatitiszben is megemelkedik [187]. Az IL17C keratinocita
specifikus tultermelése egerekben spontan pikkelysomor-szeri elvaltozasok kialakulasat
eredményezi [188].

Az IL17 receptorok alegységei az IL17RA, IL17RB, IL17RC, IL17RD ¢és IL17RE,
melyek altalaban heterodimerként funkcionalnak. Az IL17A, -F, -C, és —E valamennyien olyan
heterodimer receptoron keresztiil hatnak, amelynek egyik alegysége az IL17RA. Nemrégiben
Moos és munkatarsai olyan egereken vizsgaltak a pikkelysomor-szerii gyulladas kialakulasat,
amelyek kiilonb6z6 sejttipusaiban, mint a keratinocitakban, T-sejtekben, neutrofilekben vagy
makrofagokban, kondicionalis delécidval specifikusan kititotték az IL17RA-t. Azt talaltak,
hogy csak a keratinocita-specifikus IL17RA delécio volt hatékony a bdrgyulladas
sulyossaganak csokkentésében [189]. Ez alapjan arra kovetkeztettek, hogy a keratinocitak az
els6dleges IL17-reszponziv sejtek a psoriasis-ra jellemz6 gyulladas kialakulasa soran. Ezen
feliil, a keratinocitak az IL.22, TNFa, IL19 ¢és IL20 receptorainak tobbségét is expresszaljak
[185].

2.5.9. Az NF-kB jelatviteli ut szerepe psoriasis-ban

Az immunsejtek és a keratinocitak ko6zotti kommunikacio egyik legfontosabb
kozvetitdje a psoriasis patogenezisében az NF-kB jelatviteli Gt [190], mivel az NF-«kB-t
aktivaljak a legfontosabb, pikkelysomorre jellemz6 citokinek, mint példaul a TNFo vagy az
IL17A [191, 192]. Az NF-xB a legtobb sejt citoplazmajaban inaktiv formaban, az inhibitor
kappa B-hez (IxB) kotodve talalhato. Intracellularis vagy extracellularis ingerek hatasara az
IkB lebomlik, és az igy levalo NF-xB p65 alegysége foszforilalodik, belép a sejtmagba, ahol
beinditja a célgénjei transzkripcidjat [193, 194]. A foszforilalt p65 nincs jelen a normal bér
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epidermiszében, ellentétben a pikkelysomoros plakkok epidermiszével, ahol magas a
foszforilalt p65 szintje, ami szorosan korreldl az epidermalis hiperplazia fokaval [195]. Az
utvonal jelentdségét az is mutatja, hogy a TNFa-t célzd etanercept jelentésen gatolja a p65
foszforilacigjat az epidermiszben, aminek hatasara mérséklodik az epidermalis hiperplazia, a
keratinocita differenciacio markerei normalizal6dnak és altalaban javul a pikkelysomor klinikali

megjelenése [196] (10. abra). Emellett szamos genom szintli asszociacids vizsgalat
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10.dbra. Az NF-kB aktividcio kozponti szerepet jatszik a pikkelysomor patomechanizmusdaban

T6bb sejttipus, koztiik a keratinocitik és a makrofigok is pro-inflammatorikus medidtorok
felszabaditdsaval aktivaljak a dendritikus sejteket. Az IL12 és IL23 termelés a naiv T-sejtek Thl és Th17
iranyu differencidlodasat eredményezi. Kiilonbozé interleukinok, az IFN és a TNF Th sejtek altali
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példaul az etanercept, és az IL12(23-blokkolok, mint példdaul az ustekinumab [198].

Roviditések: IL (interleukin), TNF (tumor nekrozis faktor), IFN (interferon), Th (T helper/segitd sejt),
NF-xB (nuklearis faktor-kappa B)

2.5.10. A pikkelysomor terapids lehetéségei

Mivel a pikkelysomor kronikus betegség, altaldban hosszu tava kezelésre van sziikség
a betegek terdpiaja soran. A pikkelysomornek kiilonb6zd stlyossaghi formai vannak, ennek

értékelésére szolgal az Gn. PASI skéla, ami a psoriasis teriileti és sulyossagi index. Ez négy
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anatomiai hely értékelését foglalja magaban: fej, karok, torzs és labak, ¢s mindegyiknél a
jellemzd elvaltozasokat értékelik, mint a hdmléas, a bor vastagsagdnak és pirossaganak, az
erythema-nak a mértéke. A maximalisan elérhetd pontszam 72, ami a betegség legsulyosabb,
teljesen kifejl6dott forméajat jelenti [199, 200]. A betegek 80%-a azonban enyhe vagy kdzepesen
sulyos pikkelysomdrben szenved. Sok esetben Osszetett kezelésre van sziikség, amely gyakran
a mellékhatdsok magas kockézatdval jar [201]. A pikkelysomor hagyomanyos kezelési
lehetdségei koz¢ tartoznak a helyi terdpidk: kortikoszteroid-tartalmi krémek, D-vitamin-
analogok ¢€s a fényterapia, amelynek soran ultraibolya B (UVB) és ultraibolya A (UVA)
sugarzast egyiittesen alkalmaznak, vagy az UVA sugarzast fényérzékenyitd gyogyszerrel
(pszoralén) kombindcioban is szoktadk hasznalni (PUVA). Abban az esetben, ha a betegség
sulyosabba valik, szisztémds gyogyszeres terapiat (metotrexat, retinoidok és ciklosporin)
szlikséges alkalmazni. Ezek azonban toxikus tiineteket okozhatnak, emiatt korldtozzak hosszl
tavl alkalmazasukat [202, 203].

A biologiai gyogyszerek bevezetése forradalmasitotta a pikkelysomor mérsékelt és
sulyos formdinak kezelését [204]. A TNFa, az IL23 ¢s az IL17 elleni bioldgiai készitmények
tartoznak a monoklondlis antitestek vagy inhibitorok, amelyek a TNFo-t (infliximab,
adalimumab; certolizumab pegol, etanercept), az 1L.23/IL12p40-t (ustekinumab), az IL23-at
(guselkumab, tildrakizumab, risankizumab) vagy az IL17-et (secukinumab, ixekizumab,
brodalumab) célozzak [16, 205]. Azonban ezeknek a biologiai szereknek az alkalmazisa
sokszor kockazatot jelent a betegre nézve. Szamos mellékhatasuk van, valamint egy id6 utan
csokken a hatékonysaguk és fenyeget a kitjulas veszélye a szerek abbahagyasa utan, igy ezek
a tényezOk mind folyamatosan arra 6sztonzik a tudosokat, hogy 1) terapias lehetdségek utan

kutassanak [176].

2.5.11. Az imikimod altal indukalt psoriasis modell

A megfelelé preklinikai allatmodellek hidnya sokdig akadalyozta a pikkelysomor
patogenezisének kisérleti in vivo kutatdsat, tekintettel arra, hogy ez a betegség kizarolag az
embereket €rinti, bar egyes majom fajoknal pikkelysomords plakkok spontan kialakuldsat mar
leirtdk [206, 207]. Ahogy genetikai és molekuldris biologiai ismereteink szaporodtak a
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1963-ban irtak le a betegség elsé allatmodelljét [209, 210], és azdta mintegy 1600 olyan
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publikécid jelent meg, amelyben a pikkelysomor valamelyik allatmodelljét tanulméanyoztak
[211].

Az imikimod (IMQ) egy toll-like receptor (TLR) 7/8 agonista, amely erds
immunogenitdssal bir. Az 5%-o0s IMQ-tartalmi Aldara krémet a humén papillomavirus okozta
borelvaltozasok, aktinikus keratozisok ¢€s bazalsejtes karcinomdk kezelésére hasznaljak,
azonban érdekes modon, mellékhatasként pikkelysomor-szerti kitdréseket figyeltek meg az arra
hajlamos egyénekben az Aldara alkalmazésa soran [212, 213]. Azbta, hogy 2009-ben van der
Fits és munkatarsai el0szor publikaltdk, hogy az IMQ folyamatos epikutdn alkalmazasa
egerekben a pikkelysomorhoz hasonld borgyulladast okoz, az IMQ altal kivaltott akut
dermatitisz a psoriasis legszélesebb korben hasznalt allatmodellje lett [214]. Az IMQ altal
okozott elvaltozasokat erythema, az epidermisz megvastagodasa, hamlas, akantdzis,
parakeratdzis és angiogenezis jellemzi. A 1ézidban a gyulladasos infiltratum CD4" T-sejtekbdl,
CDI1l1c" DCk-bdl és pDCk-bdl all. Kimutattak, hogy az egerekben az IL23p19 és az IL17RA
hianya szinte teljesen kivédi a dermatitisz kialakuldsat, ami bizonyitja, hogy a human
betegséghez hasonloan az IMQ altal indukalt bérbetegség kialakulasa is az 1L23/IL17 tengely
fliggvénye [214].

Az IMQ modell eldnye a gyulladdsos reakcio akut jellege, és hogy viszonylag olcsé és
csak helyi alkalmazast igényel [215]. Hatranya azonban, hogy szisztémas, gyulladasos
immunvalaszt idézhet eld, amelynek kdvetkeztében splenomegéalia és limfadenopatia alakulhat
ki, valamint az alkalmazéds helyének vakarddzésa kisebesedést és az epidermisz talzott
megvastagodasat eredményezheti [216].

A psoriasis kialakulasat befolyasol6 tényezok rendkiviili sokfélesége kizarja egyetlen f6
ok kijelolését. Mindegyik egér modellnek megvannak a maga erdsségei €s korlatai, amelyek
els6sorban az emberi és az egérbdr kozatti jelentds morfoldgiai kiilonbségekbdl adodnak, ezért
a laboratoriumi allatok nem tekinthetdk a betegséget teljesen pontosan tiikkr6z6 modelleknek.
Mindazonaltal, az egér in vivo modellek segitségével jelentésen bdviiltek a pikkelysomor

okairdl, patogenezisérdl és kezelési lehetdségeirdl rendelkezésre allo ismereteink [17, 18].
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III. Célkitiizések

Munkank sordn a PARP1 és a PARP2 lehetséges szerepét kivantuk feltarni a psoriasis-
ra jellemzo gyulladéas szabalyozasaban, és arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon a

PARPI1 ¢és/vagy a PARP2 diszregulacioja részt vehet-e a pikkelysomor patomechanizmusaban.

Szdmos irodalmi adat mutatja, hogy a PARPI els6ésorban a Th2 tipust gyulladas
kialakulasaban jatszhat szerepet, mivel a PARP1 delécidja a gyulladds mértékének csokkenését
eredményezte szamos Th2 tipusu gyulladasos folyamat egér modelljében. Ezzel szemben a
PARP2 gyulladasban betoltott szerepérdl joval kevesebb adattal rendelkeziink, azonban eddigi
ismereteink alapjan azt feltételeztiik, hogy a PARP1 és a PARP2 szerepe eltérd lehet a gyulladas
szabalyozasaban, mivel a PARP2-nek a Th2 tipusu gyulladasos folyamatokban nem ismert a

SZerepe.

Munkaénk elsé részében tarsszerzdink PARP17 egereken vizsgaltdk az imikimod altal
indukalt psoriasis modellt, ahol az irodalmi adatokkal ellentétben a PARP1-et gyulladasgatlo
faktorként azonositottak, és a tiinetek stlyosbodasat tapasztaltdk. Ezek alapjan tovabbi

vizsgalatainkhoz a kovetkezo célokat tiiztiik ki:

1. Psoriasis-os betegek bor biopsziaiban a PARP1 expressziojanak vizsgalata.
2. In vitro sejtkultaras kisérletekben keratinocitak imikimod kezelésre és PARP gatlasra

adott reakcidjanak tanulmanyozasa.

A PARP1 esetében a psoriasis modell vizsgalata soran tapasztaltak hatasara szerettiik
volna megvizsgalni, vajon a PARP2-nek is lehet-e szerepe a pikkelysomor kialakulasaban.

Ennek feltarasa érdekében munkank masodik részében a kdvetkez6 célokat fogalmaztuk meg:

1. Psoriasis-os betegek bor biopsziaiban a PARP2 expressziojanak vizsgalata.

2. A psoriasis egér modelljének, az imikimod &ltal indukalt bérgyulladasnak a
tanulményozasa PARP2” egereken.

3. In vitro sejtkultaras kisérletekben a PARP27 egerekben kialakulé fenotipus mogott

rejlé molekularis mechanizmusok vizsgalata PARP2 csendesitett keratinocita sejtekben.
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IV. Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok

Munkank soran a 1. tablazatban feltiintetett anyagokat hasznaltuk, a megjeldlt
koncentracioban és inkubacids idovel. Az IL17A és TNFa kezelést egyiittesen alkalmaztuk a
sejtek kezelése sordn, 6 6ran keresztiil a megjeldlt koncentraciokban. Ezekkel az anyagokkal
72 oras kezelést csak a sejtek differencialtatasa soran végeztiink. A Western blot, a reverz
transzkripciot kovetd kvantitativ polimeraz lancreakcid (RT-qPCR) és az enzimhez kotott
(ELISA) probak soran alkalmazott kezelések az

immunoszorbens sejtvonalak és

abrafeliratokban vannak jeldlve.

Anyag Koncentracio Kezelés Gyarté és cikkszam
idotartam
IL17A 200 ng/ml 6 ora/72 6ra R&D Systems/Bio-Techne;
7955-IL
TNFa 10 ng/ml 6 o0ra/72 ora | Millipore- Sigma-Aldrich; GF023
Talazoparib (TAL) | 10 uM/ 50 uM 48 ora Selleck Chemicals Gmbh.; S7048
Olaparib (OLA) 1 uM 3 ora Selleck Chemicals Gmbh.; S1060
Rucaparib (RUCA) 1 uM 3 ora Merck/Sigma-Aldrich; PZ0036
UPF1069 (UPF) 10 uM/20 pM 48 oOra Merck/Sigma-Aldrich; U6010
PJ34 3 uM 3 ora Merck; P4365
IMQ 100 pM 3 ora Millipore- Sigma-Aldrich; 401020
AMGI810 100 nM 3 ora Tocris/Bio-Techne; 2316
G0 6976 2 uM 3 6ra Merck; 365250
Exemesztan (EXE) 5uM 24 ora Merck/Sigma-Aldrich; PZ0006
Osztradiol (E2) I ntM 48 ora Merck/Sigma-Aldrich; E1024

1. tablazat. A kisérleteink soran alkalmazott anyagok, valamint alkalmazott koncentraciojuk
és a kezelési idok listaja
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4.2. Sejttenyésztés

A sejtes vizsgalatokat huméan immortalizalt keratinocita sejtvonalon (HPV-Ker)
végeztilk, amelyet a szegedi Creative Laboratory munkatarsai hoztak 1étre. Ehhez rutin
plasztikai miitét sordn egy egészséges személytdl vett mintdbol normdl human epidermalis
keratinocitakat (NHEK) nyertek ki, ezt kovetden a sejteket transzfektaltak a humén papilloma
virus (HPV) E6/16 onkogént tartalmazé uborka mozaikvirus vektor (pCMV) segitségével. 70
passzazson at tartd folyamatos tenyésztéssel hoztak Iétre a stabil sejtvonalat.

A HPV-Ker sejteket keratinocita szérummentes médiumban (SFM) tenyésztettiik,
amelyet szarvasmarha hipofizis kivonattal (BPE) (50 pg/ml), human rekombindns epidermalis
novekedési faktorral (rEGF) (5 ng/ml) (Gibco, Thermo-Fisher Scientific, 17005042), 1%
penicillin/streptomicinnel (Merck KGaA; P4333, Darmstadt, Németorszdg) és 1% L-glutamin
oldattal (Merck, 59202C) egészitettiink ki.

A PARP2-csendesitett HPV-Ker keratinocitdkat (shPARP2) és a negativ kontroll
keratinocitakat (scPARP2) az el6bbiekben leirt dsszetételli keratinocita-SFM tapfolyadékban
tartottuk fenn, amelyet transzfektalt sejtek szelekciojanak fenntartasa érdekében még 2,5 pg/ml
puromicin-dihidrokloriddal (Gibco, Thermo Fisher Scientific, A1113803) egészitettiink ki.

A sejteket standard laboratoriumi koriilmények kozott, 37 °C-on, 5% (v/v) szén-dioxid

atmoszféraju sejttenyésztd inkubatorban tartottuk.

4.3. Géncsendesités

A PARP2 géncsendesitett HPV-Ker keratinocitak (shPARP2) létrehozdsdhoz egy eldre
megtervezett, a PARP2-t célz6 rovid hajtli-szerkezeti RNS (shRNS) (célszekvencia:
ACTATCTGATTCAGCTATTAG; klon azonosito: TRCNO0000235599; ref. szekvencia:
NM _005484) pLKO.1 vektorba klonozott €s lentivirus hordozdba (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) csomagolt partikulumokat hasznaltunk. A negativ kontroll HPV-Ker sejteket
(scPARP2) egy nem-célzott shRNS szekvenciat tartalmazdé (SHCOI6H; Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) lentiviralis partikulumokkal torténd transzdukcidval hoztuk 1étre. A
pLKO.1 vektor puromicin rezisztencia gént is kozvetitett, igy a transzdukcidt kovetden a
puromicin-rezisztens sejteket 2,5 pg/ml puromicin-dihidrokloriddal szelektaltuk.

A csendesités sikerességét €s tovabbi kisérleteink soran a csendesités fennalldsat mind
mRNS, mind pedig fehérjeszinten is rendszeres idokdzonként vizsgaltuk, ehhez Western blot

¢s RT-qPCR moddszert hasznaltunk.
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4.4. HPV-Ker sejtek differencialtatasa

A HPV-Ker scPARP2 ¢és shPARP2 keratinocitak differencialtatasdhoz a sejteket 6-lyukt
tenyésztdedénybe szélesztettiik (6x10° sejt/lyuk) vagy Petri-csészékbe (22,1 cm? 1,4x10°
sejt/csésze) helyeztiik. Harom nap utdn, illetve Petri-csészében négy nap eltelte utan, egy nappal
azutan, hogy a sejttenyészet elérte a teljes konfluenciat, a tapfolyadékot kicseréltiik, és a sejtek
differencialtatasat human rEGF (5 ng/ml), BPE (50 pg/ml), valamint 1,7 mM Ca?'-nal
kiegészitett keratinocita-SFM médiummal inditottuk el és 3 nap elteltével allitottuk le. Az

IL17A és TNFa kezelést a differenciald6 médiumban alkalmaztuk.

4.5. HPV-Ker sejtek osszefehérje mennyiség valtozasanak vizsgalata

festést alkalmaztunk, amely az Osszfehérje-tartalom valtozasat méri a sejtekben, ami korrelal
proliferacidjukkal. A sejteket 96-lyuku lemezbe szélesztettik (2X10* sejt/lyuk), majd
imikimoddal (100 uM) és PARP-inhibitorokkal (OLA-1 uM, PJ34-3 uM vagy RUCA-1 uM)
vagy az inhibitorok nélkiil csak IMQ-dal kezeltiik, 3 6ran keresztiil. A kezelés végén a sejteket
50%-os triklor-ecetsavval (TCA) fixaltuk és 4 °C-on 1 6rdig inkubaltuk. A sejtek mosasat
kovetéen SRB oldattal (0,4% (m/V) 1%-os ecetsavban) festettiik meg. A nem kotott festéket
1%-0s ecetsavval torténd mosassal tavolitottuk el. A kotott festéket 10 mM Tris bazissal
oldottuk fel.

Az abszorbancidt 540 nm-en olvastuk le spektrofotométer segitségével (Thermo

Labsystems Multiskan MS, Walthman, MA, USA).
4.6. Keratinocitak sejtciklus analizise

A HPV-Ker sc és shPARP2 sejteket Petri-csészékbe (TPP, 60,1 cm?, 9X10° sejt/petri)
szélesztettiik, majd 24 ora elteltével a sejteket IL17A+TNFa-val kezeltiik az 1. tdblazatban
megjelolt koncentracidban ¢€s ideig. A kezelés végeztével a sejteket PBS-el mostuk, tripszin
alkalmazaséaval felemésztettiik a Petri-csészék aljarol, majd tjabb PBS-es mosast kdvetden a
sejteket centrifugaltuk 10000 x g-n 5 percig. Ezutan a sejteket 5 ml jéghideg 70%-o0s etanollal
cseppenként, lassi vortexelés mellett fixaltuk, majd egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk, és
masnap lecentrifugaltuk 10000 x g-n 5 percig. A sejteket 1% BSA-PBS pufferben
reszuszpendaltuk, mostuk, majd 100 pg/ml propidium-jodid torzsoldatot (Invitrogen
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Corporation; VI13242B Carlsbad, CA, US) adtunk a pufferhez (1 pl/minta), és 20 percig
inkubaltuk sotétben.
A sejtciklus-elemzést NovoCyte aramlasi citométerrel (ACEA Biosciences, Inc, Agilent,

Santa Clara, CA, US.) végeztik.

4.7. NF-kB aktivitas vizsgalata

A HPV-Ker sc és shPARP2 sejteket 6-lyukt tenyésztéedényekbe (TPP, 1,5X10°
sejt/lyuk) szélesztettiik, majd a sejteken exemesztan eldkezelés elvégzése utan IL17A+TNFa
egylittes kezelést alkalmaztunk az 1. tdblazatban feltiintetett koncentracioban ¢és ideig. A
sejtekbdl a fehérjéket a Complete Lysis Buffer AM2 (TransAM™ NFkB p65 Chemi Kits,
40097) segitségével extrahaltuk, ¢és a feliiluszo fehérjetartalmat Pierce BCA protein assay kit
(Thermo Fisher Scientific; 23225) segitségével hataroztuk meg. Az NF-«kB p65 alegység
aktivaciojat minden egyes mintabol szarmazo 4 pg teljes sejtfehérje kivonatban hataroztuk meg
a TransAM™ NF«B p65 Chemi Kits (Active Motif; 40097, Carlsbad, CA, USA) segitségével,
a gyart6 utasitasai szerint. A készlethez mellékelt forbol-mirisztat-acetdtot (PMA), és kalcium-
ionoforral kezelt Jurkat magkivonatot hasznaltuk pozitiv kontrollként az NFkB p65
aktivalasara.

A lumineszcencidt Spark 10M mikrolemez olvasoval (Tecan, Mannedorf, Svajc) mértiik.
4.8. A sejtek citokin és osztradiol koncentraciojanak meghatarozasa

A kiilonbozd kezeléseknek kitett HPV-Ker sc ¢és shPARP2 sejtek feliiluszoit
Osszegylijtottiik, és kereskedelmi forgalomban kaphatd ELISA kitek (2. tablazat) segitségével
hataroztuk meg a feliiliszok 1L6, IL23A, IL17C ¢és 6sztradiol koncentraciojat. Az ELISA-hoz
hasznalt Osszes anyagot a kitek biztositottak és minden 1épést szigortan a gyartd utasitasai
szerint kovettlink. A kiilonb6z6 gyartok altal leirt protokollok kiilonbozdsége miatt egy
altalanos 6sszefoglalot ismertetek az ELISA mérések folyamatarol.

A készletekben talalhato ELISA mikrolemezeket elézetesen bevontdk egy specifikus
antitesttel. Az elére elkészitett standardokat és a mintdkat a megfeleld6 mélyedésekbe
pipettaztuk és eltérd ideig inkubaltuk. Egyes kiteknél ezt a 1épést els6dleges antitesttel valod
inkubaci6 eldzte meg. Ezt kdvetden a kiilonb6zo citokin vagy Osztradiol konjugatummal valo
inkubaci6é kovetkezett, majd tobbszori mosasokat végeztiink. Minden egyes mélyedésbe

hidrogén-peroxid és egy kromogén, a tetrametilbenzidin egyenld ardnyl keverékét adtuk,
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amely szinreakcioval jart. A szinreakciot kénsav hozzdadasaval leallitottuk, és az abszorbanciat
azonnal leolvastuk a megadott hullimhosszon, spektrofotométer segitségével.

A citokinek és Osztradiol mennyiségét pg/ml-ben vagy ng/L-ben hatdroztuk meg a
standard gorbe segitségével. Az IL23A ¢és IL17C nem volt kimutathato a feliiluszéban, igy ez

nem keril bemutatasra.

Human citokin és osztradiol ELISA kit Gyarto és cikkszam
Human IL6 Quantikine ELISA Kit R&D Systems; D6050
Estradiol Parameter Assay Kit R&D Systems; KGE014
Human IL23 ELISA Kit Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.; EH3270
Human IL17C ELISA Kit Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.; EH14723

2. tablazat. Kisérleteink soran alkalmazott human citokin és osztradiol kimutatasara
alkalmas ELISA kitek

4.9. Immuncitokémia

A HPV-Ker sc és shPARP2 sejteket 24-lyuku tenyésztéedénybe helyezett kor alaku tiveg
feddlemezek feliiletére (4x10* sejt/feddlemez) ndvesztettiik és 48 oras dsztradiol el6kezelés
utan IL17A+TNFa-t adtunk hozzajuk. A kezelés lejartat kovetden a sejteket PBS-sel 6vatosan
mostuk, majd jéghideg metanolban 10 percig -20 °C-on fixaltuk. A fixalas utan a sejteket
haromszor mostuk PBS-sel, majd 1% Triton X-100 - PBS oldattal permeabilizaltuk 10 percig.
A sejteket PBS-ben oldott 1% BSA oldattal blokkoltuk 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten,
majd primer antitesttel inkubaltuk egy éjszakdn 4t 4 °C-on. Masnap a sejteket haromszor
mostuk PBS-sel, és a mintdkhoz fluoroforral jeldlt masodlagos ellenanyagot adtunk 1 6ran 4t
(3. tablazat). A sejtmagokat DAPI-val (NucBlue Fixed Cell ReadyProbes Reagent, 1:10),
R37606, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) tettiik lathatova 10 perces festést
kovetden. A fedélemezeket Mowiol/Dabco oldatban (49:1) ragasztottuk targylemezekhez.

A képek elkészitéséhez Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk és a
felvételeket a LAS AFv3.1.3 szoftverrel (Wetzlar, Németorszag) készitettiik.

Antitest Higitas Gyarto és cikkszam
Anti-IkBa L35A5 (amino- 1:400 Cell Signaling Technology;
terminalis antigén) 4814
Anti-egér 1gG Alexa Fluor 1:500 Invitrogen; A-11001
488 konjugalt

3. tablazat. Immuncitokémia kisérletek soran alkamazott elsédleges és mdsodlagos antitest
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4.10. RNS-izolalas és RT-qPCR

A sejteket 6-lyukt edénybe (TPP, 2,5x10° sejt/lyuk) helyeztiik, majd a sejtekbd] total
RNS-t izoldltunk TRIzol reagenssel (TR 118; Molecular Reserch Center, Inc., Cincinnati, OH,
USA) a gyarto utasitasainak megfeleléen. Az RNS-szekvenaldshoz hasznalt RNS-mintékat a
Qiagen (Hilden, Németorszag) RNeasy Kitjével izolaltuk a gyartod utasitdsa szerint. Az RNS
Scientific, Waltham, MA, USA) ellendriztiikk ¢s Ambion DNase I-el (AM2222; Thermo Fisher
Scientific; Waltham, MA, USA) kezeltik, annak érdekében, hogy a nem kivant DNS-t
eltavolitsuk mintainkbol, majd 1 pg RNS-mintat hasznaltunk reverz transzkripcidra a High-
Capacity cDNS Reverse Transcription Kit (4368813, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) segitségével.

Az RT-qPCR-reakciokat fluoreszcens jelolésti egyszali oligonukleotidokkal, azaz
TagMan probéakkal és a TagMan Gene Expression Master Mix protokoll (7Thermo Fisher
Scientific, 4369016) segitségével végeztik el Light-Cycler 480 Real-Time PCR késziilékkel
(Roche Applied Science, Basel, Svajc). Belsé kontrollként gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenazt (GAPDH) (assay ID: Hs02786624_gl) hasznaltuk. Munkénk soran felhasznalt

tovabbi probakat a 4. tablazat tartalmazza.

Gén neve Assay proba

KRT10 Hs00166289 ml
1L23 Hs00372324 ml
PARP2 Hs00193931 ml
IL6 Hs00174131 ml
IL17A Hs00174383 ml
IL1B Hs01555410 ml
IL8 Hs00174103 ml

4. tablazat. Kisérleteink soran vizsgalt gének és az alkalmazott TagMan probak listija

4.11. RNS-szekvenalas (RNA-Seq)

A teljes korli transzkriptom adatok kinyerése érdekében nagy ateresztOképességii
mRNS-szekvenalasi elemzést végeztiink Illumina szekvenalo platformon. A total RNS mintak
mindségét Agilent BioAnalyzerrel ellendriztiik az FEukaryotic Total RNA Nano Kit

hasznalataval a gyartd protokolljdnak megfeleléen. Azokat a mintdkat fogadtuk el a
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konyvtarkészitési folyamathoz, amelyek >7 RNS integritasi szam (RIN) értékkel rendelkeztek.
Az RNA-Seq konyvtarakat totdl RNS-bol Ultra II RNA Sample Prep kit (New England,
BioLabs) segitségével készitettiik el a gyartd protokolljanak megfelelden. Roviden, a poly-A
RNS-eket oligo-dT konjugalt magneses gyongyokkel rogzitettiik, majd az mRNS-eket mostuk
¢s 94 Celsius fokon fragmentaltuk. Az elsé szala cDNS-t véletlenszerii priming reverz
transzkripcidval hoztuk 1étre, majd a masodik szal szintézisét kovetden kettds szali cDNS-t
allitottunk eld. A végek javitasat kovetden, a poly-A RNS-ek és az adapter-ligacios 1épéseket
kovetden az adapterrel ligalt fragmentumokat dusitd6 PCR-ben amplifikaltuk, és végiil
szekvenald konyvtarakat hoztunk Iétre. A szekvenalast Illumina NextSeq 500 miiszeren
végeztik, 75 ciklusos egyvégii szekvendldssal. Az adatelemzéshez a nyers szekvenalasi
adatokat (fastq) a GRCh38 human referencia genom verzidjdhoz igazitottuk a HISAT2
algoritmus segitségével, és BAM fajlokat hoztunk létre. A downstream elemzést a StrandNGS

szoftverrel végeztiik (www.strand-ngs.com). A BAM f4jlokat a DESeq szoftverbe importaltuk,

a normalizdlashoz a DESeq algoritmust hasznaltuk. Moderalt t-probat hasznaltunk Benjamini-
Hochberg FDR-rel a kiilonb6z6 koriilmények kozott expresszalodd gének meghatarozasara. A
CytoScape v3.4 szoftvert a ClueGo v2.3.5. alkalmazassal, a tulreprezentalt génontologiai (GO)
kifejezések azonositdsara hasznaltuk. A kiilonbozéen expresszalodd gének listdjat és a GO
bioldgiai folyamatok adatbazisat felhasznalva kétoldalas hipergeometriai tesztet végeztiink
Bonferroni korrekcioval. Az RNS szekvenalds adatai elérhetdk a BioProject adatbazisban:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA8Z9321.

4.12. Fehérje extrakcio

A HPV-Ker sejteket Petri-csészékbe (TPP, 22,1 cm?, 2x10° sejt/csésze) szélesztettiik. A
kezelések lejartat kovetden a sejteket PBS-el mostuk, majd lizis puftferben (50 mM Tris, 150
mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% natrium dezoxikolat, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM
Na3VOs, 1 mM NaF, 1 mM PMSEF, proteaz inhibitor koktél) jégen tartva Osszegytijtottiik. A
sejtlizatumokban 1évé DNS-fehérje komplexeket szonifikacio (Branson Sonifier) segitségével
bontottuk fel 15 sec. idékdzonként 3x20 impulzust adva. A fehérje izolatumokat 10 perces,
10000 x g-n, 4 °C-on végzett centrifugalassal valasztottuk el a tormelékektdl. A
fehérjekoncentraciot a Pierce BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific; 23225)

segitségével hataroztuk meg.
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4.13. Sejtfrakcionalas

A citoszolikus és nuklearis fehérjefrakciok elvalasztasahoz a sejteket jéghideg PBS-sel
mostuk, 0sszegyljtottiik és 4 °C-on 3000 x g-n 10 percig centrifugaltuk. A pelleteket 600 ul A
pufferben (10 mM HEPES - pH 7,9; 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT,
protedz inhibitorok és 0,5 % Nonidet-P) homogenizaltuk, és 1 ml-es fecskenddvel 26-G tiit
hasznalva lizaltuk. A lizatumokat vortexeltiilk, ¢és tripankék festéssel vizsgaltuk az ¢ép
sejtmagokat. Ezt kdvetden a lizatumokat 4 °C-on 15 000 x g-n 1 percig centrifugaltuk, és ezt a
feliiluszot, mint citoszolos frakciot hasznaltuk. A pelleteket 400 pl A pufferrel mostuk, majd
ismét tl segitségével tovabb lizaltuk. Ezutan 4 °C-on 15 000 x g-n 1 percig centrifugaltuk a
pelleteket 400 pl B pufferben (20 mM HEPES - pH 7. 9; 420 mM NACI, 0,5 mM EDTA, 0,5
mM EGTA, 1 mM DTT és protedz inhibitorok), majd jégen tartva szonifikaltuk (3X20
impulzus, 15 s idékozonként), ezt kovetden 4 °C-on 12 000 x g-n 10 percig centrifugaltuk, igy
kaptuk meg a nuklearis frakciot. A fehérjekoncentraciot a Pierce BCA protein assay kit (7hermo

Fisher Scientific;, 23225) segitségével hataroztuk meg.

4.14. Western blot

A fehérje lizdtumokat 5x SDS mintapufferben (310 mM Tris-HCI, pH 6,8, 50% glicerin,
10% SDS, 100 mM DTT, 0,01% brémfenol-kék), 2-merkaptoetanollal kiegészitve 10 percig
100 °C-on forraltuk. A fehérje extraktumokat (25-35ug) 8-10%-0s poliakrilamid gélen méret
szerint elvalasztottuk és nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranokat 5% BSA-
TBStween vagy 5% zsirmentes tejpor-TBStween oldattal 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten
blokkoltuk, majd 4 °C-on egy éjszakan at primer antitestekkel inkubaltuk. Mdasnap a
membranokat az elsddleges antitesre specifikus peroxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel
inkubaltuk 1 6rédn at, szobahdmérsékleten (5. tablazat).

A jeleket fokozott kemilumineszcens reakcidval vizualizaltuk és ChemiDocTM Touch
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) gép segitségével rogzitettik. A savokat denzitometridval
szdmszerlsitettiik az Image lab 5.2.1 szoftver (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével.
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Antitest Higitas Gyarto és cikkszam
Anti-poli(ADP)riboz 1:1000 Enzo Life Sciences; BML-SA216-
0100
Anti-PARP2 1:1000 Enzo Life Sciences; ALX-210-899-
R100
Anti-RelA/NFKB p65 1:1000 Novus Biologicals; NB100-82086
Anti-CYP19A1 1:1000 Novus Biologicals; NBP2-80415
Anti-rekombinans citokeratin 1:1000 Abcam; ab76318
10
Anti-1L23 1:1000 Abcam; ab45420
Anti-B-aktin-peroxidaz 1:20000 Merck; A3854
Anti-Hiszton H1 1:1000 Merck; 05-457
Anti-egér IgG HRP-konjugalt 1:2000 Merck; A9044
Anti-nyul IgG HRP-konjugalt 1:2000 Cell Signaling Technology; 7074S

5.tablazat. Western blot soran hasznalt elsodleges és masodlagos antitestek és az alkalmazott
higitasuk

4.15. Allatkisérletek

4.15.1. Kisérleti egerek

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
(DEMAB) altal regisztralt engedély alapjan (nyilvantartasi szam: 15/2016/DEMAB), a
vonatkoz6 térvény, korméanyrendelet és Eurdpai Unids eldirasokat betartva végeztiik.

Kisérleteinkhez heterozigota keresztezésekbdl szdrmazo, C57BL/6J genetikai hatter(i
PARP2"* és PARP27 egereket [217] alkalmaztunk. Az egerek tenyésztése és tartisa a
Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis Biolégiai Intézet Elettudomanyi Epiilet Kisérleti
Allathazaban (nyilvantartasi szama: III/4-KAT/2015) tortént. Minden ketrecben legfeljebb hat
egeret helyeztek el, amelyek standard blokk méretiiek (365 x 207 x 140 mm, 530 cm? feliilet;
1284 L Eurostandard II. tipus. L, Techniplastol beszerezve) voltak, valamint Lignocel Select
Fine (J. Rettenmaier und Séhne) alommal bélelték ki. Az egerek papirhengereket kaptak a
kornyezetiik gazdagitasara. A sotét-vildgos napszakok kontrollalt, 12-12 6ras ciklusban
kovették egymast, valamint a hdmérséklet egyenletesen 22 + 1 °C volt. Az éllatok szabadon
hozzaférhettek a taplalekhoz és sterilizalt csapvizhez. A ketreceket hetente egyszer, ugyanazon
a napon cserélték ¢és az allattartd 1étesitményt allatorvos feliigyelte. Az allatok tenyésztése SPF

(specifikus korokozomentes) mindsitésii részlegen tortént. A kisérleteinkhez csak him egereket
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valasztottunk ki 8-16 hetes korukban, majd a kisérletek soran az egereket elkiilonitve helyeztiik

el.

4.15.2. A psoriasis egér modellje - az IMQ dltal kivaltott dermatitisz

Az IMQ modell 1étrehozasahoz az egereket eldszor kezelési csoportokra osztottuk,

ennek felosztasat a 6. tablazat tartalmazza.

Kezelési csoportok darabszama

Genotipus CTL IMQ EXE+IMQ
PARP2'* 6 8 8
PARP2"- 5 7 7

6. tablazat. Az eltérd genotipusu egerek szama kiilonbozo kezelési csoportokban

A him egerek hatardl 2 x 2 cm-es teriileten szdrtelenitd krém segitségével eltavolitottuk
a szOrt, a borfelillet 6vatos kezelése mellett, hogy sériilést ne okozzunk. Ezt kdvetéen az
egereket naponta 62,5 mg 5%-os imikimod-tartalmi Aldara krémmel (Meda AB) vagy
vehikulum krémmel kezeltiik 4 napon 4t, hogy eldidézziik a pikkelysomor-szeri elvaltozasokat.
Az aromatdz gatlasdhoz 500 pM dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldott exemesztan oldatot
alkalmaztuk az egerek szortelen borén 30 perccel az Aldara kezelés el6tt, naponta egyszer. Az
elvaltozasok stlyossagat, beleértve a boér megvastagodasat, az erythema €s a hamlas mértékét,
két tapasztalt, fiiggetlen borgydgyasz naponta pontozta egy 0-t6l 4-ig terjedd skalan, ahol a 0 a
tiinetmentességet, a 4 pedig a legstlyosabb tiineteket jeldlte. Az 5. napon, felaldozas eldtt 2
oraval az egerek BrdU oldatot (100 mg/ttkg) kaptak intraperitonealisan, majd a felaldozés utan

az érintett bortertileteket kimetszettiik tovabbi szdvettani vizsgalatokhoz.

4.15.3. Citokin profil meghatdarozdsa az egerek borében

Az egér bOrmintdkat a kimetszés utan azonnal foly¢kony nitrogénbe tettiik és
vizsgalataink megkezdéséig -80 °C-on taroltuk. A fehérje extrakcid elétt a szoveteket PBS-sel
ledblitettiik és tomegiiket megmértiik. A szdveteket 10X-es mennyiségli protedz inhibitor
koktélt (S8830, Merck KGaA, Darmstadt, Néemetorszag) tartalmazd PBS-ben homogenizaltuk,
5 mm-es rozsdamentes acélgyongyok felhasznélasaval, 30 hertz frekvencian 8 percig
TissueLyser 11 késziilék (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével. Ezt kdvetden Triton X-

100-at adtunk a mintakhoz, hogy elérjiik az 1%-os végsé koncentraciot. Ezutan a mintakat
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10000 % g-n 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk a megmaradt borszovetek eltdvolitasa érdekében.
A feliiluszot eltettiik és a fehérjetartalmat Pierce BCA protein assay kit segitségével mértiik
meg. A kezelési csoporton beliili egyes mintdkat 6sszevontuk, hogy 6sszesen 300 pg fehérjét
kapjunk csoportonként. Az egér citokin profil meghatarozasdhoz hasznalt kit, az tn. citokin
array (Proteome Profiler Array, No. ARY006, R&D Systems/Bio-Techne, Minneapolis, MN,
USA) gyartdja altal megadott protokoll szerint jartunk el. Az eldére gyartott nitrocelluldz
membranok pottyokben felvitt ellenanyagokat tartalmaztak, igy egyszerre tobbféle citokin,
kemokin meghatarozasat tették lehetdvé.

Az immunoblot képeket a ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) segitségével rogzitettiik és vizualizaltuk. A képek elemzését a CellProfiler 3.1.5
programmal végeztiik [218]. Az el6hivott membranok képein 1évo pottydket a kitben biztositott
sablonnal fedtiik le, amely a pottydok meghatdrozott elrendezését tartalmazta. A rogzitett
antitestek helyét jelképezd koroket manudlisan korrigaltuk, hogy maximalizaljuk a pontokkal
valé atfedést. A membran szabad, fehér teriileteit szegmentaltuk és a rogzitett antitestek helyét
szimbolizal6 korok méretének megfelelé mérethatarral valasztottuk ki. A nyers foltok atfedéseit
3 pixellel kibdvitettiik, hogy eltavolitsuk a szélek szabalytalansagat, majd a kézponti pixeliikre
zsugoritottunk. Az igy pontositott foltokat a kozponti pixel kibdvitésével hoztuk 1étre, amig
azok az eredeti citokin membranon 1évd foltokat lefedték. Az eredeti képeken 1évo citokin

jeleket a finomitott pontok kor alaku teriiletein beliil mértiik.

4.15.4. Tovabbi citokin meghatarozds ELISA modszerrel az egerek borében

Az egerek szoveti homogenizatumaibdl nyert fehérje mintakbol TNFa, IL17A és IL17C
citokineket detektaltunk kereskedelmi forgalomban 1évé ELISA kitek segitségével (7.
tablazat). Az elére csomagolt ELISA mikrolemezek egér TNFa, IL17A vagy IL17C specifikus
antitesttel voltak bevonva. A standard és minta higitasokat mintahigitasi pufferben készitettiik.
Az egér IL17A ¢és egér TNFa esetében a mintakat Y2-szeresére higitottuk, mig az egér IL17C
esetében a mintdkat haromszoroséra higitottuk, annak érdekében, hogy a matrix komponensek
ne befolyasoljadk az eredményt. A standardot és a mintdkat a megfeleld6 mélyedésekbe
adagoltuk, és 90 percig 37 °C-on inkubaltuk. A 90 perc elteltével a lemezeket 2X mostuk
mosopufferrel, majd minden egyes mélyedésbe biotinnal jel6lt antitestet tartalmazo oldatot
adtunk, majd 1 6ran at inkubaltuk 37 °C-on. Ezt kovetden a lemezeket 3 alkalommal mostuk.
A mosas utdn minden egyes mélyedésbe peroxiddzzal konjugalt streptavidint pipettaztunk és

30 percig inkubaltuk 37 °C-on. A mélyedésbekbe H2O: és tetrametilbenzidin egyenld aranyu
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keverékét adtuk, amely szinreakcioval jart. A szinreakciot kénsav hozzaadasaval leallitottuk, és
az abszorbanciat azonnal, 450 nm-en, spektrofotométer segitségével mértiik le. A citokinek

mennyiségét pg/ml-ben hataroztuk meg a standard gorbe alapjan.

Egér citokin ELISA kit Gyarto és cikkszam
Egér IL17C ELK Biotechnology Co.; ELK6078
Egér TNF-a

Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.; EM0183

Eger IL-17A Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.; EM1624

7. tablazat. Meghatdrozott egér citokinek kimutatasahoz hasznalt ELISA kitek
4.16. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai elemzéseket formalinban fixalt, paraffinba dgyazott egér vagy
human bérmintakbol vagott 4 um vastagsdgt metszeteken hajtottuk végre. A formalinban fixalt
mintakon héindukalt antigén-visszanyerést végeztiink. EDTA puffert (Reanal, Magyarorszag,
1 mM, pH 8,0) alkalmaztunk mikrohulldmu siitében 15 percig, hogy a célfehérjék epitdpjait
feltarjuk. Az endogén peroxiddz aktivitast 3%-os HxO;-dal (Merck KGaA) 10 percig
blokkoltuk. A blokkolas utan a szoveti metszeteket specifikus primer antitestekkel inkubaltuk.
A felhasznalt antitestek listajat a 8. tablazat tartalmazza. A fehérjeexpresszidt egér és nyul
specifikus HRP/DAB (ABC) detektald IHC kit (Abcam; ab64264) segitségével mutattuk ki a
gyartd protokollja szerint. A negativ kontroll mintdk esetében az elsddleges antitesteket
kihagytuk a protokollbdl. A brém-deoxiuridin kimutatasara BrdU immunhisztokémiai kitet

hasznéltunk (ab125306, Abcam).
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Antitest Gyarto és cikkszam
RelA/NFkB p65 (p Ser276) Novus Biologicals; NB100-82086
CYPI9A1 Novus Biologicals; NBP2-80415
Citokeratin 10 Abcam; ab76318
Involucrin Covance; PRB140C
IL6 Abcam; ab6672
PARPI1 Abcam; ab227244

8. tablazat. Immunhisztokémiai vizsgalataink soran alkalmazott specifikus antitestek

4.17. Human mintakon végzett kisérlet

4.17.1. Kromogén in situ hibridizdcio (CISH)

A borbiopszidkat pikkelysomords betegektdl €s egészséges, plasztikai mitéten atesett
személyektdl vették a Debreceni Egyetem Borgyodgyészati Klinika orvosai a Helsinki
Nyilatkozat elveinek megfelelden. A vizsgalatot a Debreceni Egyetem etikai bizottsaga hagyta
jova (regisztracios szam: 50935/2012/EKU (776/P1/2012, modositva a V/2072-2 /2020/EKU
szam alatt). A mintat ado személyeket elézetesen megfeleld modon tajékoztattak, és Ok
beleegyezésiiket adtak a bérmintaikrol késziilt képek kozzétételéhez.

A klinikai bérmintakban a PARP2 mRNS-ének expresszigjat vizsgaltuk. A mintdk 5
pikkelysomords beteg tiinetes fejborébdl és 4 egészséges egyén normal fejborébdl szarmaztak.
Annak érdekében, hogy a PARP2 mRNS-t kimutassuk a metszetekben in situ hibridizaciot
alkalmaztunk. A CISH-t formalin-fixalt paraffinba-dgyazott (FFPE) mintdk 5 pm vastagsagu
metszetein végeztiik. 100 nM dupla digoxigeninnel jelolt PARP2 specifikus (Custom LNA
Detection Probe, Cat. No: 3395005-3DIG, LCD0165598-BKG, Qiagen, Hilden, Németorszag)
vagy egy nem specifikus mRNS negativ kontroll (Scramble-ISH Custom LNA Detection Probe
IncRNS és mRNS, Cat. No: 3395085-3DIG LCD0000002-BDG, Qiagen) Un. lezart/kotott
nukleinsavat (LNA) tartalmazo6 probat hasznaltunk a gyarto utasitasai szerint. A metszeteket 2x
proteinaz K oldattal (FFPE ISH Buffer Set, Kat. sz.:339450, Qiagen) kezeltlik 15 percig, majd
100 nM eldzetesen linearizalt (90° C-on 4 percig) proba keveréket 1xISH pufferben (miRNA
ISH Buffer Set, Qiagen) higitva alkalmaztuk. A hibridizaciot 53°C-on végeztiik a PARP2
specifikus és 57°C-on a negativ kontroll LNA probaval 60 percig, hibridizacidés kamraban

(StatSpin ThermoBrite, Abbott Molecular, Chicago, IL, USA). A vizualizicidhoz alkalikus
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foszfatazzal konjugalt digoxigenin antitestet (Roche, Basel, Svajc) és nitroblue tetrazolium /5-
bromo-4-klor-indolil-foszfat (NBT/BCIP, Roche) kromogén szubsztratot alkalmaztunk 2 6ran
keresztiil 30°C-on. A targylemezeket stabil folyékony nuklearis vordssel (VWR, Radnor, PA,
USA) festettiik €s a ragasztd egyben konzerval6 anyaggal, az Eukitt oldattal (Sigma-Aldrich)
fedtiik be, majd fed6lemezt raktunk ra.

A képeket Leica DM200LED (Leica, Wetzlar, Németorszag) mikroszkoppal készitettiik.

4.18. In silico analizis

A PARPI1 vizsgalata soran a humaén pikkelysomords 1€zios borbdl végzett RNS-
szekvenalasi adatokat a National Center for Biotechnology Information Gene Expression
Omnibus (NCBI GEO) nyilvdnos adatbdzisdbol nyertik (GDS5260 / ILMN 1686871
(nih.gov); GDS4602 / 208644 at (nih.gov)). A pikkelysomor egér modelljeinek
Osszehasonlitdsdhoz szintén az NCBI GEO publikus adatbazisat alkalmaztuk (GDS3907 /

1435368 _a_at (nih.gov)). A PARP2 vizsgélata soran az egészséges borbdl és pikkelysomoros

betegek 1€zids borébdl szarmazo, mas csoportok altal mar kozzétett transzkriptomikai adatokat
hasznaltuk, szintén az NCBO GEO adatbazisabol

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE63980) [219], valamint az altalunk
elvégzett IL17A+TNFa-val kezelt sc és shPARP2 HPV-Ker sejtekbdl RNS-szekvenalassal

nyert adatokat hasznaltuk a hétérképek létrehozasahoz.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA889321)

4.19. Statisztikai analizis

A statisztikai értékeléshez GraphPad Prism (GraphPad software, San Diego, USA)
programot hasznaltunk. El6szor az adatok eloszldsat Shapiro-Wilk teszt segitségével
elemeztiik. Két csoport Osszehasonlitdsa esetében fliggetlen mintas t-probat alkalmaztunk,
akkor, ha a Shapiro-Wilk-teszt normal eloszlast mutatott. Nem normadl eloszlas esetén Mann-
Whitney-tesztet alkalmaztunk. Ha ketténél tobb csoportot hasonlitottunk 6ssze, €s normal volt
az eloszlas, egyutas ANOVA tesztet alkalmaztunk, amelyet Tukey-féle post-hoc teszt kovetett.
Amennyiben az adatok nem mutattak normal eloszlast, Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk,
amelyet Dunn post-hoc teszt vagy Dunnet post-hoc teszt egészitett ki. Az immunhisztokémiai
reakciok intenzitasat 0-3 skalan pontoztuk, majd a csoportok kozotti statisztikai elemzéshez
Khi-négyzet probat (x2) alkalmaztunk. A szignifikancia értékeket (p érték) és a replikdciok

szamat (n) az abrafeliratokban tiintetem fel.
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V. Eredmények

5.1. A PARP1 expresszioja csokken psoriasis-ban

Munkank elso felében a PARP1 lehetséges szerepét szerettiik volna felderiteni psoriasis-
ban. Ennek elsd 1épéseként, tarsszerzéink PARP1*" és PARP1” him egerek borén
tanulmanyoztdk az IMQ altal indukalt bérgyulladast. Az eddigi irodalmi adatok a PARP1
modellben, igy meglepd volt, hogy a kialakult dermatitisz sulyosabb volt a PARP17", mint a
PARP1"* egerekben (Kiss és mtsai, 2019: 1; 2A és 2B abra).

Ezutan kivancsiak voltunk, hogyan valtozik a PARP1 expresszioja psoriasis-ban. Azt
talaltuk, hogy pikkelysomords betegek 1ézios borében csokkent a PARP1 expresszidja az
egészséges egyének hasonld anatomiai régidibdl szdrmazd normdl boérmintdiban detektalt
expressziohoz képest. (11a abra). Hasonl6 csokkenést taldltunk a PARP1 expressziojaban,
amikor az NCBI GEO adatbazisban publikusan hozzaférhetd, human pikkelysomoros 1€zios
borbdl végzett RNS-szekvenaldsi adatokat in silico analizaltunk. Immunhisztokémiai
vizsgalatok az IMQ-dal kezelt PARP1"" egerek bérében ugyancsak a PARP1 expresszio
csokkenését mutattak, bar nem szignifikans mértékben (11b abra). Ugyanakkor, egy masik
publikus adathalmazban, amely a pikkelysomor egér modelljeit hasonlitotta 6ssze, azt talaltuk,
hogy a PARP1 expresszidjanak csokkenése altalanosan megfigyelhetd ezekben a modellekben.

Mindezek az adatok arra utalnak, hogy psoriasis-ban a PARPI1 expresszio
csokkenésének talan patomechanikai szerepe lehet, amely tdmogatja a psoriasis-ra jellemz6
gyulladdasos folyamatokat, ¢és ez ellentmond az egyéb gyulladdsos folyamatokban
tapasztaltaknak.
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11. dbra. Csokkent PARPI expresszio pikkelysomoros és IMQ-indukalt lézioban

a PARPI immunhisztokémia egészséges egyénektol szarmazo normal bormintakon (n=35), valamint
pikkelysomords betegek 1éziés bérmintdin (n=35), b illetve PARP1"" és PARP1”" (PARP1"" CTL n=10,
PARPI”* CTL n=10, PARPI"" IMQ n=11, PARPI”" IMQ n=9) egerek bérébdl késziilt metszeteken.
Jelolések: WC-PARP1"* CTL, PC-PARPI™" CTL, WP-PARP1""* IMQ, PP-PARPI"" IMQ. Méretsav: 100
um. Minden panelben khi-négyzet tesztet hasznaltunk a szignifikancia érték kiszamitasahoz, amelyet
Fisher-féle egzakt teszttel ujra vizsgaltunk.

5.2. PARP inhibitorok alkalmazasa imikimoddal kombinaciéban fokozza a keratinocita

proliferaciot és citokin termelést

A psoriasis patogenezisében a keratinocitakban zajlé koros folyamatok kozponti
szerepet jatszanak. Mivel szOvettani vizsgalataink az epidermalis keratinocitdkban magas
PARP1 expressziot mutattak, human keratinocita sejtkultirdkat, a HPV-Ker sejteket alkalmazva
szerettiik volna kideriteni a PARP1 expresszio jelentdségét pikkelysomor-szeri gyulladésos
vélaszban. Sejttipustol fiiggden a PARP1 a sejtekben mérhetd PARP-aktivitas akar 85-90%-at
is lefedi [2, 3]; ezért sejtkultiras kisérleteinkben PARP inhibitorokat (olaparib, rucaparib és
PJ34) alkalmaztunk a PARP1 blokkolasara. A sejtekben a PARP aktivitas ellendrzésére az egyik
legbiztosabb moddszer az ADP-ribdéz polimerek detektaldsa PAR elleni antitesttel. A
reprezentativ Western blot képen lathatd egyrészt, hogy a HPV-Ker keratinocitdkat IMQ-dal
kezelve megnd a PARilacié mértéke a vehikulummal kezelt kontrol sejtekhez viszonyitva.
Masrészt 1athatd, mindhdrom, altalunk hasznalt PARP inhibitor hatékonyan tudja csdkkenteni
a PARilaciot a sejtekben (12a abra). SRB festést alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy az altalunk

hasznélt koncentracidban és idétartam alatt az IMQ 6nmagaban nem befolyasolta a sejtek

crer

crer

dal kombinécidban alkalmaztuk (12b abra).
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12. dabra. A PARP inhibitorok és az imikimod kombindcidja indukdlja a keratinocitik
proliferaciojat

HPV-Ker sejteket vehikulummal (VEH), vagy imikimoddal (IMQ, 100 uM) és/vagy PARP inhibitorokkal
(olaparib-OLA, PJ34 vagy rucaparib-RUCA) kezeltiik az abran jelolt koncentraciokban, 3 oran
keresztiil. a A sejtekbdl total feheérjét izolaltunk, és a PAR polimereket Western blot technika segitségével

crer

* Kk gg *F* szignifikans kiilonbséget jelol az IMQ-dal kezelt és a tobbi csoport kézott, p<0,05, p<0,01,
illetve p<0,001 értéken. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel, majd Dunnet post-hoc
teszttel értékeltiik, ahol az IMQ-dal kezelt csoportot hasznaltuk referenciaként.

Ezen feliil, megvizsgaltuk néhdny, a pikkelysomdr szempontjabol relevans citokin
expressziojanak valtozasat is a HPV-Ker sejtekben IMQ kezelés és PARP gatlas hatasara. Az
IMQ kezelés hatasara jelentésen megnétt a keratinocitdkban az IL1B, IL6, IL8 és az IL23A
mRNS expresszidja. Raadasul, amikor az IMQ-dot a PARP inhibitorokkkal kombinalva
alkalmaztuk, a citokinek expresszidja tovabb fokozodott sejtekben, ami az IL6 és IL8 esetében
szignifikans kiilonbséget jelentett (13. abra). Ezek az adatok Osszhangban alltak in vivo

megfigyeléseinkkel.
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13. dbra. A farmakologiai PARP-gadtlas az imikimoddal egyiitt indukdlja a HPV-Ker
keratinocitak citokin termelését

HPV-Ker sejteket vehikulummal (VEH) vagy imikimoddal (IMQ, 100 uM) és/vagy PARP inhibitorokkal
(olaparib-OLA, PJ34 vagy rucaparib-RUCA) kezeltiik az abran megjeldlt koncentrdaciokban, 3 oran
keresztiil, majd az abran jelzett citokinek expressziojat RT-qPCR reakcio segitségével hataroztuk meg
(n=2). * ** ¢g *** szignifikans kiilonbséget jelol az IMQ-dal kezelt és a t6bbi csoport kozott p<0,05,
p<0,01, illetve p<0,001 értéken. A statisztikai szignifikancidt egyutas ANOVA teszttel, majd Dunnet
post-hoc teszttel értékeltiik, ahol az IMQ-dal kezelt csoportot hasznaltuk referenciaként.

5.3. A PARP1 hatasa a keratinocita proliferaciora fiigg a TRPV1 aktivitastol

A tranziens receptor potencidl vanilloid (TRPV)1, egy nem-szelektiv kation csatorna,
tobb, a psoriasis patomechanizmusaban érintett faktor pozitiv medidtoranak bizonyult [220-
222], ezért megvizsgaltuk, hogy vajon a TRPV1 gatlasaval felfiiggeszthetéek-e a PARP gétlas

karos hatasai IMQ kezelés mellett.
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SRB tesztekben azt talaltuk, hogy a HPV-Ker sejtek eldokezelése a TRPV1 specifikus
inhibitor AMG9810-zel megakadalyozta azt a ndvekedést a sejtek dsszfehérje mennyiségében,
elozetesen tapasztaltunk (14a abra). A TRPVI-et cAMP-fliggd protein kinazok, koztiik a
protein kindz C (PKC) foszforildlja és ezaltal szenzitizalja [223, 224]. A PKC a PARPI1
aktivitdsat is szabalyozza [225], ezért megvizsgaltuk, hogy a PKC inhibitor G66976
befolyasolja-e az IMQ és PARP gatlas hatasat a keratinocita proliferaciora, de ebben az esetben

nem tapasztaltunk valtozast (14b abra).
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14. dabra. A TRPVI1, de nem a PKC gatlasa blokkolja a PARP-gatlas dltal indukalt
keratinocota proliferdciot

a HPV-Ker sejteket vehikulummal (VEH) vagy imikimoddal (IMQ, 100 uM) vagy a TRPVI inhibitor
AMGI9810-el, vagy az AMG9810-et IMQ-dal és PARP inhibitorokkal (olaparib-OLA, PJ34 vagy
rucaparib-RUCA), egyiitt alkalmazva kezeltiik 3 oran keresztiil, majd a teljes fehérjetartalmat SRB
probakban mértiik meg (n=6-8). b HPV-Ker sejteket vehikulummal (VEH) vagy imikimoddal (IMQ, 100
uM) vagy a PKC inhibitor G66976-tal, vagy a G66976-ot IMQ-dal és PARP inhibitorokkal (olaparib-
OLA, PJ34 vagy rucaparib-RUCA), egyiitt alkalmazva kezeltiik 3 ordn keresztiil, majd a teljes
feherjetartalmat SRB probdakban mértiik meg (n=6-8). * ** és *** szignifikans kiilonbséget jeldl az
IMQ-dal kezelt és a tobbi csoport kozott p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001 értéken. A statisztikai
szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel, majd Dunnet post-hoc teszttel értékeltiik, ahol az IMQ-dal kezelt
csoportot hasznaltuk referenciaként. Az n.s.-nem szignifikans értéket jelol.

5.4. A PARP2 expresszioja megnovekszik pikkelysomoros betegek borében

Az elézéekben bemutatott eredmények fényében kivancsiak voltunk, hogy vajon a
PARP1 , kistestvérének”, a PARP2-nek lehet-e szerepe psoriasis-ban.

Ennek els6 1épéseként megvizsgaltuk a PARP2 expresszidjat pikkelysomoros betegek
1€zi6s borében és egészséges személyek hasonld régioibol szdrmazdé normal bérmintdiban

kromogén in situ hibridizaciés (CISH) mddszert alkalmazva. Normal bérben a PARP2 mRNS
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alacsony mértékii expressziojat figyeltik meg, viszont a pikkelysdmords epidermiszben

szignifikansan megnovekedett a PARP2 mRNS expresszio (15. abra)
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15. abra. Pikkelysomoros betegek borében a PARP2 expresszioja fokozodik

Pikkelysémords lézios borben és egészséges kontroll egyének normdl bérén in situ hibridizaciot
végeztiink (n=5/5). Mind a léziés, mind az egészséges mintak fejborbol szarmaztak. A jobb oldali képek
a bal oldali képek egy-egy részleteinek nagyitott metszetei, ahol a meretsav 50 um-nek felel meg. A lila
pottyok a PARP2 mRNS-ét jelzik. A pixel stiriiségét kék szincsatornaban a Fiji ImageJ szoftverrel mértiik.
Mivel a Shapiro-Wilk teszt normal eloszldst mutatott az egyes értékekben, pdrositatlan, kétmintas t-
probat hasznaltunk a statisztikai szignifikancia meghatarozasara. **p<0,01.

5.5. APARP2 delécioja csokkenti az IMQ altal kivaltott pikkelysomor-szeri borgyulladas

sulyossagat egerekben

Annak érdekében, hogy karakterizdljuk a PARP2 expresszid jelentOségét
pikkelysomorben, Gjra a pikkelysomor legismertebb egérmodelljét alkalmaztuk, az IMQ altal
kivaltott bérgyulladast PARP2”- és PARP2"* him egereken. A kisérlet 6todik napjan jol lathatéd
volt, hogy a kialakult elvaltozasok kevésbé voltak stilyosak az IMQ-dal kezelt PARP2”- (PP)
egerekben, mint az IMQ-dal kezelt vadtipusi (WP) egerekben (16a abra). A 1ézidk szovettani
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metszeteiben a hematoxilin-eozin (H&E) festés az IMQ altal kivaltott dermatitisz
jellegzetességeit mutatta a WP egerek 1€zi6s borében, mint példaul fokozott keratinocita
proliferacidt a bazalis rétegben, tagult kapillarisokat é¢s dermalis sejtes infiltraciot, viszont a PP
egerek metszeteiben ezek az elvaltozasok joval kisebb mértékben voltak megfigyelhetdk (16b
abra). Az epidermisz megvastagodasa kifejezettebb volt a WP egerek boérében, mint a PP
egerekében, a vehikulummal kezelt vad tipusi (WC) és PARP2” (PC) egerek bérével
Osszehasonlitdsban (16b abra). A PP egerek epidermiszében a WP egerekéhez képest jelentdsen
kevesebb BrdU-pozitiv sejtmag volt lathaté (16¢ abra), ami a PARP2” keratinocitak kisebb

proliferacids ratajara utal.
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WC a vadtipus kontroll (VEH) csoport; PC a PARP2-~ kontroll (VEH) csoport;
WP a vadtipus IMQ-kezelt csoport; PP a PARP2-- IMQ-kezelt csoport

16. abra. A PARP?2 hianya véd az IMQ dltal indukalt pikkelysomorrel szemben

A pikkelysomor-szerii bérgyulladast PARP2 és PARP2™ egerekben az 5%-os IMQ-tartalmii Aldara
krémmel indukaltuk az egerek szdrtelenitett hatborén. a A képek az elvaltozasokat mutatjak az 5. napon.
b H&E festést végeztiink az egerek [ézios metszetein, és a képeken az IMQ dltal kivaltott dermatitisz
Jellemzdit a kovetkezé modon jeléltiik: p = proliferalo bazdlis sejtek, ¢ = tagult kapillarisok, d =
dermadlis sejtes infiltratum. A borlézioinak epidermalis vastagsagat a Fiji ImageJ szoftverrel mértiik, és
csoportonként n=4-10 dtlag + SEM értékként abrazoltuk. ¢ A BrdU beépiilés detektdasaval jellemeztiik
mezoben (HPF) szamoltuk meg és dtlagoltuk minden egyes vizsgalt egér bormetszetében, és a
csoportonkénti dtlagot = SEM értékként dbrazoljuk. Méretsav: 100 um. A b és ¢ panelen, mivel a
Shapiro-Wilk teszt normal eloszlast mutatott, egyutas ANOVA tesztet alkalmaztunk, majd Tukey-féle
post-hoc tesztet végeztiink. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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A PP egerek borében kialakult mérsékeltebb gyulladast mutatja az IL17A és a TNFa
alacsonyabb szintje a PP egerek 1¢zios borlizatumaiban a WP egerekéhez képest (17a abra). A
1ézi6s metszetek immunhisztokémiai (IHC) elemzései azt mutatjdk, hogy a korai
differencialodast jelz6 involukrin a PP egerekben megodrizte jellegzetes expressziojat a stratum
spinosumban, mig a WP csoportban az involukrin expresszio az egész epidermiszre kiterjedt
(17b abra). Ezen kiviil, a késdi terminalis differencidlodas markere, a keratin 10 szignifikdnsan
magasabb expresszidt mutatott a PP egerek epidermiszében, mint a WP egerekben (17b abra).

Osszességében ezek az adatok a PARP2 szerepére utalnak a pikkelysomords

gyulladassal jaré keratinocita aktivacioban.
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WC a vadtipus kontroll (VEH) csoport;
PC a PARP2-- kontroll (VEH) csoport;
WP a vadtipus IMQ-kezelt csoport;
PP a PARP2-- IMQ-kezelt csoport

17. abra. Kisebb foku gyulladds és megtartott termindlis defferencidacio PARP2” egerek
borében IMQ kezelés sordan

A pikkelysomér-szerii bérgyulladdst PARP2"" és PARP2" egerekben az 5%-os IMQ-tartalmi; Aldara
krémmel indukdltuk az egerek szortelenitett hatborén. a Az IL174 és TNFo koncentraciokat az egerek
teljes borlizatumaiban ELISA mddszerrel mértiik meg. b A képek az egerek 1éziés borébdl végzett
involukrin (IVL) és keratin (K)10 IHC-t mutatjik. A WC a vad tipusii (PARP2""), vehikulummal
(kontrollal) kezelt egereket, a WP a vad tipusii (PARP2""), IMQ dltal kivaltott pikkelysémor-szerii
bérgyulladast mutaté egereket, a PC a PARP2”, vehikulummal (kontrollal) kezelt egereket, a PP a
PARP2", IMQ dltal kivaltott pikkelysomor-szerii bérgyulladdst mutaté egereket jeloli. Méretsav: 100
um. Az a panelen parositatlan, kétmintas t-probat hasznaltunk a statisztikai szignifikancia
meghatdarozasara. Az IHC reakciok intenzitasat 0-3 skalan pontoztuk, majd a csoportok kozétti
statisztikai elemzéshez y2 probat alkalmaztunk. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

5.6. A PARP2-depletalt human keratinocitak terminalis differencialodasa megtartott

marad a pikkelysomorre jellemzo citokinekkel valo kezelés utan

A PARP2 keratinocitdkban betoltott szerepének jellemzésére a PARP2-t HPV-Ker
human keratinocitdkban egy PARP2-specifikus shRNS-t tartalmazé lentiviralis vektor

alkalmazaséval csendesitettiink, ami a PARP2 fehérje expresszidjanak korilbelil 70%-os
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csokkenését eredményezte a shP2 HPV-Ker sejtekben a negativ kontroll szekvenciat hordozo
sc sejtekhez képest (18a dbra). Az sc és shP2 HPV-Ker sejteket IL17A és TNFa
a keratinocitdkban olyan transzkriptomikai valtozasokat indukal, amely jelentds korrelaciot

mutat a pikkelysomorre jellemz6é genomikai valtozasokkal [226].
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18. dabra. A PARP2 deplécio véd az IL17A és TNFa kdros hatdsaival szemben humdn
keratinocitikban

HPV-Ker human keratinocitakat transzfektaltunk vagy PARP2-specifikus shRNS-t vagy negativ kontroll
szekvenciat hordozo lentiviralis vektorokkal, igy létrehozva a PARP2-csendesitett shP2 HPV-ker
keratinocitakat és az sc kontroll keratinocitikat. a A csendesités hatékonysagat Western blottal
ellendriztiik. b Az sc és shP2 HPV-Ker sejteket 6 oran keresztiil kezeltiik vagy vehikulummal (VEH),
vagy 200 ng/ml IL174 és 10 ng/ml TNFo kombindciojaval, majd ezt kévetéen a mintakban a PARP2
fehérjeszintii expressziojat Western blot technikaval vizsgaltuk. ¢ A teljes konfluenciat elért sc és shP2
HPV-Ker sejteket IL174 és TNFa egyiittes jelenléte mellett differencialtattuk, majd Western blottal
meghatdroztuk a K10 expressziojat. d Az sc és shP2 sejtek sejtciklus analizisét dramldsi citométerrel
veégeztiik, ahol a sejteken vagy vehikulummal vagy IL17A+TNFa-val tortéend kezelést alkalmaztunk. A
hisztogrammok és a blottok harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ abrai. A blottok denzitometrids
kiertékelését ImageLab szoftverrel végeztiik. Az atlagos intenzitas értékeket a p-aktin ardnyaban
mutatjuk be, az sc sejtekhez viszonyitva, fold change +SEM formaban. A szignifikanciat *p<0,05,
*p<0,01 vagy ***p<0,001 értéknél allapitottuk meg.

Az IL17A és TNFa kezelés hatasara a keratinocitdk PARP2 expresszioja megnott (18b
abra). IL17A és TNFa jelenlétében differencialédva az shP2 keratinocitdk CK10 expresszidja

jelentésen magasabb volt, mint az sc keratinocitdké (18c abra). A sejtciklus elemzések soran
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az sc HPV-ker sejtekben az S-fazist sejtek aranyanak novekedését észleltiik IL17A + TNFa
kezelés hatdsara, de az shP2 sejtekben ez nem volt jellemzd (18d abra).

Ugy tiinik, hogy a human keratinocitdkban tapasztaltak 6sszevagnak a pikkelysomoros
betegek boOrében és a psoriasis IMQ-indukalt egér modelljében tapasztaltakkal a PARP2
funkciojat illetéen, ami arra G6sztonzott minket, hogy tovabb tanulmanyozzuk a PARP2

gyulladésos szabalyozasban betdltott szerepét.

5.6.1. A pro-inflammatorikus citokinek dltal kozvetitett NF-xB aktivacio gatolt PARP2

csendesitett keratinocitakban

A keratinocitadkban a PARP2 altal szabalyozott mechanizmusok megismerése érdekében
teljes korli transzkriptom elemzéseket végeztiink RNS-szekvenalassal az sc és shP2 HPV-Ker
sejtekben, amelyeket vagy vehikulummal vagy IL17A+TNFa-val kezeltiink. Tobb mint 300
diszregulalédod gént azonositottunk a vehikulummal kezelt sc és shP2 keratinocitak kozott. A
vehikulummal kezelt és az IL17A+TNFa-val kezelt sc HPV-Ker sejtek 6sszehasonlitdsakor 64
gén esetében talaltunk eltérd expressziot, szemben azzal a 20 génnel, amit a vehikulummal vagy
IL17A+TNFa-val kezelt shP2 sejtek Osszehasonlitdsa soran talaltunk. Ez az IL17A és TNFa
altal indukalt utvonalak szupresszidjara utal a PARP2-csendesitett keratinocitadkban. A TNFa
onmagaban vagy az [L.17A-val egyiittesen elsdsorban az NF-«xB aktivalasan keresztiil hat [227],
amely kritikus pro-inflammatorikus utvonal a pikkelysomor kialakulasaban. Valoban, 92
pikkelysomords és 82 normal bérmintabol szarmazd, mar publikélt RNS szekvenalasi adatok
in silico elemzése soran [219] azt talaltuk, hogy szdmos NF-kB célgén, koztiikk a CXCLS (IL8),
a CXCLI1, az IL23A, az IL6 és a koldnia stimul&lé faktor (CSF)2 fokozottan expresszalodik a
pikkelysomords borben. RNS szekvenalasi adatainkban az IL17A+TNFa kezelés hatdsara az
sc HPV-Ker sejtekben még annal is nagyobb mértékii indukciot talaltunk ezeknek a géneknek
az expresszidjaban, viszont az shP2 sejtekben ez az indukcio joval kisebb mértékii volt (19a
abra).

Ezek utan megvizsgaltuk a sejtek magi frakciojaban az NF-xB p65 alegységének
foszforilacigjat, ami az NF-«B aktivacio egyik indikatora, és IL17A és TNFa kezelés hatasara
valoban megndtt a p65 foszforilacio az sc sejtekben, de nem az shP2 sejtekben (19b abra).

Az NF-«B célgének koziil két markert valasztottunk a tovabbi vizsgalatainkhoz, az IL6-
ot és az [L23A-t, mivel mindkettét dsszefiiggésbe hoztdk a psoriasis-ra jellemz6 gyulladassal
human és egér modellekben is [10, 184, 228]. Eldszor RT-qPCR mérésekben validaltuk az RNS

szekvenalasi adatokat, amelyek megerdsitették, hogy az IL17A és a TNFa szignifikdnsan
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kisebb mértékben emelte az IL6 és IL23A mRNS expresszidjat az shP2 keratinocitakban, mint
az sc keratinocitdkban (19¢ abra). Emellett az IL17A+TNFa altal megnovelt IL6 szekrécid
(19d abra) és IL23A fehérje expresszio (19e abra) alacsonyabb volt a shP2 keratinocitakban,
mint az sc sejtekben.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PARP2 befolyasolja az NF-xB aktivitast és ezaltal
az NF-«B altal kozvetitett gyulladdsos itvonalakat is.
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19. abra A PARP?2 csendesitése gatolja az NF-kB aktivalodasat keratinocitakban

a A héterképeket egészséges egyenek és pikkelysomorés betegek lezios borébol késziilt, publikusan
elérhetd RNS szekvendalasi adataibol, valamint a vehikulummal (VEH) vagy IL17A+TNFo-val kezelt sc
és shP2 HPV-Ker sejtek RNS szekvendlasi adataibol készitettiik, és egyes NF-xB célgének expressziojat
mutatjdk. b Az NF-kB p65 alegységének foszforilaciojat Western blottal mutattuk ki a vehikulummal
vagy IL174A+TNFa-val kezelt sc és shP2 HPV-Ker sejtek magi frakciojaban. ¢ Az IL6 és IL234 mRNS
expressziojat RT-qPCR segitsegével mértiik (veprezentativ abra, n=2). Az IL6 és IL23A expressziot a
GAPDH expresszidjara normalizdltuk, és az sc-VEH sejtekben mért expressziohoz viszonyitva adtuk
meg. Az adatokat harom fiiggetlen mérés atlagaként + SEM dbrdzoljuk. d Az IL6 szekrécio mérését a
vehikulummal vagy IL17A+TNFo-val kezelt sc és shP2 keratinocitakbol ELISA-val végeztiik. Az adatok
négy biologiai replikatum eredményeit abrazoljak datlag = SEM formaban. e Az IL23A fehérje
expressziojat Western blot technikdaval mutattuk ki sc és shP2 HPV-Ker sejtekben VEH vagy
IL174A+TNFa-val térténd stimuldciot kévetden (reprezentativ abra, n=2). A blottok denzitometrdlasat
az ImageLab szoftverrel végeztiik el. Az atlagos intenzitas értékeket az aktin aranydban hatdaroztuk meg,
az sc-VEH sejtekhez viszonyitva, és az adatokat fold change +SEM formdban adtuk meg. A c-d-e
panelek esetében a csoportok kozotti dsszehasonlitast egyutas ANOVA teszttel végeztiik, amelyet Tukey-
féle post-hoc teszt kévetett. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5.6.2. A fokozott osztradiol termelés gatolja az NF-kB-t a PARP2-depletdlt keratinocitikban

Az RNS szekvenalasbol szarmazo adathalmaz vizsgalata soran a szteroidogenezis olyan
markereit (mint példaul a koleszterin transzporter StarD5) talaltuk, amelyek az shP2 HPV-Ker
sejtekben magas indukciot mutattak az sc sejtekhez képest (20a abra), ami 6sszhangban volt
korabbi vizsgalatainkkal, amelyek a PARP2-t a koleszterin- és szteroid homeosztazis
szabalyozasaval hoztak 0sszefiiggésbe [97, 98]. Ezen feliil, az shP2 sejtekben emelkedett a 17f-
hidroxiszteroid-dehidrogenaz-3-at kodolé HSD17B3 expresszidja is, amely az androszténdion
tesztoszteronna torténd atalakitasat katalizalja. Valamint a CYP19A1, amely a tesztoszteront
Osztrogénné alakitd aromatazt kodolja, és a G-proteinhez kapcsolt Osztrogén receptor 1
(GPERI1) expresszioja is indukalddott az shP2 sejtekben (20a abra), ami pedig a PARP2-
csendesitett keratinocitdk fokozott 6sztrogénvalaszara utal. Ezek a génexpresszios valtozasok
felkeltették érdeklddésiinket, mivel az Osztradiol (E2) [229, 230], a f6 humdan 0sztrogén ¢€s a
GPER1 [231] egyarant képesek gatolni az NF-kB aktivalodasat szamos szovetben. Igy
feltételezésiink az volt, hogy az NF-«B aktivacié gatlasa az Osztrogénhatds indukciojanak
kovetkezménye lehet az shP2 sejtekben.

Eldszor is megerdsitettilk, hogy a PARP2-csendesitett keratinocitdkban valdban
indukalodott az aromataz expresszidja (20b abra). Ezzel 6sszhangban, az shP2 HPV-Ker sejtek
feliiluszojaban szignifikansan magasabb dsztradiol koncentracidt mutattunk ki, mint az sc HPV-
Ker sejtek esetében (20c abra). Ezutan azt vizsgaltuk, hogy a PARP2 enzimatikus aktivitasa
szerepet jatszhat-e az Osztradiol termelés szabalyozasaban. Ebbdl a célbol a PARP2-t egy
specifikus inhibitorral, az UPF1069-el gatoltuk, ami a HPV-Ker sejtek 0sztradiol
talazoparib, amely a PARP1-nek és PARP2-nek is potens inhibitora, magasabb koncentracioban
alkalmazva, az UPF1069-hez képest kisebb, de mégis szignifikdns mértékli ndvekedést
eredményezett a HPV-Ker sejtek Osztradiol termelésében (20d abra). Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a PARP2 enzimatikus aktivitdsa, bar nem tisztdzott modon, de részt vesz az
aromataz aktivitasanak, és igy az 0sztradiol szintézisének a szabalyozasiban keratinocitdkban.

Amikor a HPV-Ker sejteket az IL17A és TNFa stimulacio eldtt 6sztradiol-t tartalmazé
médiumban tartottuk, alacsonyabb IL6 mRNS expressziot (20e abra) ¢és szekréciot (20f abra)
mértlink a kezelést kdvetden, mint dsztradiol nélkiil, ami azt jelzi, hogy az 6sztradiol valoban
gyulladascsokkentd hatast fejthet ki az IL17A+TNFa altal kivaltott valasz ellen

keratinocitakban.
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20. abra. A PARP2-depletdlt keratinocitik magasabb észtradiol szekrécidja gyulladasgatlo
hatadsu

a A hotérképek az osztrogének szintéziseben és miitkodésében részt vevo gének expressziojat mutatjdak a
vehikulummal (VEH) vagy IL17A+TNFa-val kezelt sc és shP2 HPV-Ker sejtekben. Harom biologiai
replikatumbol mért expressziok atlagat dabrdazoltuk. b Az aromatdiz expressziojat sc és shP2
keratinocitakban Western blot segitségével hatdroztuk meg. ¢ Az észtradiol (E2) szekrécio mérése sc és
shP2 HPV-Ker sejtek feliiliiszojabol ELISA modszerrel tortént. d A VEH-mal vagy a feltiintetett
koncentraciokban alkalmazott talazoparib-val (TAL) vagy UPF1069-el (UPF) 48 oran keresztiil kezelt
HPV-Ker sejtek feliiluszojabol az osztradiol mérése szintén ELISA-val tortént. Az eredményeket legalabb
harom bioldgiai ismétlés dtlaga + SEM mddon dbrazoljuk. e-f A HPV-Ker sejtek tapfolyadékat 1 nM
asztradiol-al egészitettiik ki a VEH-al vagy IL17A4 + TNFa-val térténd kezelés elott. Ezt kévetben az IL6
mRNS expressziojat RT-gPCR segitségével vizsgaltuk a sejtek extraktumaban, e a sejtek feliiluszojat
pedig az IL6 termelés mérésére hasznaltuk ELISA tesztekben. f Az adatok hdarom fiiggetlen mérés dtlaga
+ SEM-et jelentenek. A csoportok dsszehasonlitasdra a b és ¢ panelekben parositatlan, kétmintds t-
probat  hasznaltunk. A d-e-f panelekben egyutas ANOVA-t, majd Tukey-féle post-hoc tesztet
alkalmaztunk, mivel a Shapiro-Wilk teszt az adatok normalis eloszlasat mutatta. A szignifikanciat
*0<0,05, ¥**p<0,01 vagy ***p<0,001 értékeknél allapitottuk meg.

Kovetkezd 1épésben immunfluoreszcens technikaval annak az IxBo-nak a jelenlétét
vizsgaltuk a keratinocitak citoplazméjaban, amely az NF-kB-t a citoplazmaban lehorgonyozza,
¢s ezaltal megakadalyozza annak nukledris transzlokacidjat és az NF-xB célgének

transzkripcidjat. IL17A+TNFa kezelés hatasara az IkBa degradaciojat észleltiik az sc HPV-Ker
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sejtekben, ami az shP2 sejtekben Iényegesen kevésbe volt kifejezett (21 abra). Amikor azonban
az sc HPV-Ker sejtek a citokin stimulus el6tt Osztradiol eldkezelést kaptak, az IkBa
degradacioja kisebb mértékben ment végbe (21 abra), ami megerdsiti az IkBa degradacio

Osztradiol altal kozvetitett gatlasat mutatd korabbi eredményeket [230].

IkBo VEH IL17 + TNFo E2 +IL17 + TNFa
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21. dabra. Az oszradiol megakadalyozza a keratinocitakban az IxBa IL17A+TNFa hatdsdra
bekovetkezd degradacidjat

Konfokalis mikroszkoppal késziilt immunfluoreszcens felvételek mutatiak az IxBo-t az sc és shP2
sejtekben a feltiintetett kezelések mellett, ahol a méretsav: 50 um. A bemutatott adatok két fiiggetlen
kisérlet reprezentativ adatai. A fluoreszcencia intenzitasdt felvetelenként 50 sejtben mértiik, és dtlagos
intenzitas £ SEM formadban van dabrazolva. A kisérleteknél Kruskal-Wallis-tesztet alkalmaztunk. A
szignifikanciat *p<0,05, **p<0,01 vagy ***p<0,001 értékeknél allapitottuk meg.

Annak érdekében, hogy az 6sztradiol altal kifejtett védo hatéast funkcionalisan a PARP2
csendesités hatdsdhoz kotni tudjuk, gatoltuk a HPV-Ker sejtekben az §sztradiol szintézist az
aromatdz inhibitor exemesztan (EXE) alkalmazasaval. Azt talaltuk, hogy az NF-xB p65
alegységének aktivacidja IL17A és TNFa hatasara az shP2 sejtekben exemesztan eldkezelés
hatadsara az sc sejtekben mért szintre emelkedett (22a abra). Ezzel 6sszhangban, az exemesztan

alkalmazasa csokkentette az sc és shP2 HPV-Ker sejtek kozott eredetileg mért kiilonbséget az
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IL6 szekrécidban (22b abra) és az IL23A fehérje expresszioban az IL17A+TNFa kezelést

kovetden (22¢ abra).
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22. dbra. Exemesztan hatisara megné az NF-xB aktivacio a PARP2 depletalt
keratinocitakban

a Az NF-kB p65 aktivitast és b az IL6 szekréciot megmértiik az sc és shP2 HPV-Ker sejtekben VEH-al
vagy IL17A+TNFa-val torténd kezelést kovetden, illetve akkor, amikor az IL17A+TNFa kezelés elott a
sejteket 5 uM exemesztan-nal (EXE) elokezeltiik. Az abrak legalabb két fiiggetlen kisérlet atlagat + SEM
formaban mutatjak. ¢ Az IL23A fehérje expressziojat Western blot technikdaval hataroztuk meg a
sejtekben. A blottok denzitometralasat ImageLab szoftverrel készitettiik. Az atlagos intenzitas értékeket
az aktinhoz viszonyitott aranyként mutatjuk be, a VEH-al kezelt sc sejtekhez viszonyitva, harom fiiggetlen
kisérletbdl szarmazo fold change +SEM értékként kifejezve. Az b panel esetében lathato kisérletnél
egyutas ANOVA-t, majd Tukey-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk, mivel a Shapiro-Wilk teszt az adatok
normalis eloszlasat mutatta. A ¢ panelben lathato kisérletnél Kruskal-Wallis-tesztet alkalmaztunk. A
szignifikanciat *p<0,05, **p<0,01 vagy ***p<0,001 értéknél dallapitottuk meg.

Ugy tiinik tehat, hogy az dsztradiol szintézis gatlsa felszabaditotta az NF-kB aktivaci6
PARP2 depléci6 altal kozvetitett gatlasat a keratinocitdkban, ami arra utal, hogy a PARP2
csendesités gyulladascsokkentd hatasa a keratinocitakban valoban a fokozott Osztradiol

termelés kovetkezménye
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5.7. Az aromataz funkcié sziikséges a PARP2 altal kozvetitett gyulladascsokkento

hatashoz egerek bérében

Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a bor aromataz aktivitdsanak gatlasa az IMQ altal
kivaltott borgyulladast egereinkben. A PARP2™* és PARP2™ egerek egy-egy csoportjat
oldoszerrel (etanol) és IMQ-dal (WP és PP egerek) kezeltiik. Emellett ujabb csoportokat is
alkottunk a PARP2"* és PARP2”" egerekbdl, amelyek esetében az IMQ kezelést epikutan
alkalmazott exemesztan oldatos kezelés elozte meg (WPE ¢s PPE egerek).

Az exemesztan kezelés mind a PARP2™", mind a PARP2” egerek esetében megnovelte
az IMQ altal kivaltott elvaltozdsok kumulativ vizudlis pontszadmat (23a abra), ami arra utal,
hogy az aromatdz aktivitdsnak védd szerepe lehet a borben. Az exemesztan megsziintette a
PARP2 delécio gyulladascsokkentd hatdsdt az IMQ modellben, amit jol mutat az egerek
borlizdtumaibol meért, pikkelysdomor patomechanizmusa szempontjabol relevans citokinek
mennyiségének novekedése a PPE egerekben a PP egerekhez képest (23b abra). Az IL17C-t, a
psoriasis-os gyulladas egyik kozponti pro-inflammatérikus citokinjét [232] kiilon ELISA
mérésben hataroztuk meg a borlizdtumokbol, és hasonldan a citokin array-hez, itt is jelentds

novekedést talaltunk az exemesztan kezelés hatasara (23¢ abra).
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23. abra. Az aromataz aktivitas gatlasa fokozza az IMQ dltal kivaltott dermatitisz sulyossagat

a PARP2™" és PARP2" egerek szértelenitett hatbérét kezeltiik oldészerrel és IMQ-dal (WP és PP
egerek) vagy 500 uM exemesztan és IMQ-dal (WPE és PPE egerek), és a kialakult dermatitiszt a
kévetkezéképpen pontoztuk: erythema, epidermalis megvastagodas és hamlas, mindegyiket egy 0-4
skalan. A kumulativ pontszamot 0-12-es skalan adtuk meg. A csoportok ésszehasonlitasahoz (n=7-11
egér/csoport) kétutas ANOVA tesztet, majd Tukey-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. b A citokin array-
t a WP, PP, WPE és PPE csoportok egereinek teljes borébol nyert lizatumaiban a pro-inflammatorikus
és pikkelysomérrel kapcsolatos citokinek szemikvatitativ meghatarozasara hasznaltuk. Az egy csoportba
tartozo egerek borlizatumaibol azonos mennyiségek sszeadasdaval négy mintat hoztunk létre, amelyeket
a citokin array membranjaira felvittiink. Az adatok a membranokon detektalt pottyok atlagos
pixelstiriisegét mutatjak csoportonként. ¢ Az IL17C-t ELISA modszer segitségével hataroztuk meg
valamennyi egér borlizatumabol. A szignifikanciat *p<0,05, **p<0,01 vagy ***p<0,001 értéknél
dllapitottuk meg.

Az egerek 1ézios bOrébdl késziilt metszeteken immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink. A human keratinocitdkban talalt eredményeinkkel 6sszhangban, a PARP2™" egerek
epidermélis keratinocitidiban magasabb aromatdz expressziot taldltunk a PARP2"" egerekkel
Osszehasonlitva, fliggetleniil az alkalmazott kezeléstol (PP és PPE egerek vs. WP és WPE
egerek). Ugyancsak Osszevag az in vitro adatokkal, hogy a WP egereknél szignifikansan tobb
foszforilalt p65-pozitiv sejtmagot talaltunk az epidermiszben, mint a PP egereknél (24. abra).
Az aromatdz gatlasa azonban a p65 foszforilacid ugyancsak szignifikans novekedését

eredményezte a PPE egerek borében a PP egerekhez képest, aminek hatasdra megsziint az
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eredetileg mért kiilonbség a PARP2 knock-out és vadtipusu egércsoportok kozott a p65
aktivaciot illetden (24. abra). Ezen kiviil, az aromataz gatlas a keratinocitak differencidciojat
is negativan befolyasolta, amit az exemesztdnnal kezelt egerek epidermiszében a K10

expresszio csokkenése mutatott ki a csak IMQ-val kezelt egerekhez képest (24. abra).

Aromataz
(CYP19A1)

K10 foszforilalt p65-pozitiv sejtmag

Aromataz harom nagy felbontasi mezében
WP PP WP PP ke

WP a vadtipus etanol+IMQ-kezelt csoport; da ‘\ o Q } . *

PP a PARP2- etanol+IMQ-kezelt csoport; 9w/ W - [ .

WPE a vadtipus EXE+IMQ-kezelt csoport; ) . ) o= o

PPE a PARP2+- EXE+IMQ-kezelt csoport A c A '
WPE PPE WPE PPE

24. dbra. Az exemesztan megsziinteti a PARP2 delécio védo hatdasat az IMQ-indukadlt
pikkelysomorben

Immunhisztokémiai (IHC) analizisekben meghatdroztuk az aromataz, a foszforilalt NF-kB p65 alegység
és a keratin (K) 10 expressziojat a jelzett egércsoportok borében. Méretsav: 50 um. A K10 és az aromatadz
IHC reakciok intenzitasat 0-3 skalan pontoztuk, majd a csoportok kézotti statisztikai elemzéshez y2-
tesztet alkalmaztunk. A p65 foszforilacio értékeléséhez a pozitiv sejtmagokat minden egyes metszetben
harom nagy felbontasu mezében (HPF) szamoltuk meg, és a szamok dtlag értéket abrazoltuk az egyes
egerek metszeteinek esetében. A csoportok dsszehasonlitasiahoz egyutas ANOVA-t, majd Tukey-féle post-
hoc tesztet alkalmaztunk. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Osszefoglalva, ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PARP2” egerekben
megfigyelhetd védett fenotipus az IMQ altal kivaltott dermatitisz sulyossagaval szemben az

egerek borében megnovekedett aromatdz aktivitas kovetkeztében alakul ki, legalabbis részben.
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5.8. Az aromataz expresszioja csokken a human pikkelysomoros 1éziokban

Végiil megvizsgaltuk az aromataz expressziojait human borben is, ugyanazokat a
pikkelysomords €s egészséges mintakat hasznalva, amelyekben korabban a PARP2
expressziojat is elemeztiik. Az egészséges mintdkban az aromatdz magas expresszidjat talaltuk,
amely egyenletesen oszlott el az epidermisz rétegeiben, mig a pikkelysomoros epidermiszben
az aromataz expresszidja dsszességében csokkenést mutatott, és foleg a stratum granulosumra
korlatozodott (25. abra), amibdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a bor 6sztrogén bioszintézise
visszaszorul pikkelysomdrben. Ez a megfigyelés a fenti eredményekkel egyiitt arra utal, hogy
a PARP2 expresszio és az epidermalis keratinocitdk 0sztrogén szintézise kozott 0sszefliggés
lehet, amely hozzéjarulhat a lokalis gyulladasos folyamatok szabalyozasahoz a pikkelysomor

patomechanizmusa soran.

egészséges fejbor pikkelysomorés fejbor

Aromataz
(CYP19A1)

. 1 zusli
vizualis
E 2 pontszam O *%

25. abra. Csokkent aromataz expresszio a pikkelysomoros elvaltozasokban

THC vizsgalatot alkalmaztunk az aromatdaz expressziojanak meghatarozdasahoz pikkelysoméros betegek
és kontroll egyének egészséges borébdl szarmazo metszeteken (n=5/5). Mind a pikkelysémoros, mind az
egészséges mintdk az alanyok fejbori régiojabol szarmaztak. Méretsav: 100 um. Az IHC reakciok
intenzitasat 0-3 skalan pontoztuk, majd a csoportok kozotti statisztikai elemzéshez y2-tesztet
alkalmaztunk. **p<0,01.
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VI. Megbeszélés

A PARPI és a PARP2 az ADP-ribozilaciot, a fehérjék poszttranszlaciés modositadsainak
egyik tipusat katalizal6 enzimek csaladjaba tartozik. Katalitikus funkciojuk elsdédlegesen DNS-
torések hatasara aktivalodik, és igy a PARP1 és PARP2 sokaig csak a DNS-torések
hibajavitasdban betoltott kulcsfontossagl szerepérdl volt ismert.

Ahogy n6tt a PARP1-gyel kapcsolatos tanulmanyok szdma, ugy ismerték fel a kutatok,
hogy a PARP1 részt vesz szamos gyulladasos folyamat szabalyozasaban is [110]. APARP1 t6bb
pro-inflammatorikus transzkripciods faktor (pl. NF-xB) pozitiv modulatora, és az eddigi adatok
alapjan ugy tiinik, hogy féként a Th2 tipusu gyulladas kialakulasaban jatszik szerepet [77].
Ennek megfeleléen, a PARP1 genetikai delécioja vagy farmakoldgiai gatlasa
gyulladascsokkentd hatast eredményezett szdmos Th2 tipusu gyulladasos korkép kisérleti
modelljeiben [4-11].

A PARP2-vel kapcsolatos vizsgalatok a PARP1-hez képest korlatozott szamban
talalhatok az irodalomban, azonban az elmult évtized kutatasai alapjan egyre nyilvanvalobba
valik, hogy a PARP2 rendkiviil valtozatos fiziologiai folyamat szabalyozasaban t6lt be egyedi
funkciokat [233], amibe beletartozik a transzkripcio, sejt differenciacid, mitokondrialis
biogenezis, lipid €s szteroid bioszintézis €s a metabolikus homeosztazis szabalyozasa kiilonféle
sejtekben, szovetekben [2, 96, 106, 234]. Azonban a PARP2 gyulladasos folyamatokban
betoltott szerepérdl kevés adat all rendelkezésre, de az eddigi informéaciok alapjan ugy tiinik,
hogy a PARP1-gyel ellentétben a PARP2 Th2 tipust gyulladas szabalyozasdban nem vesz részt.

A psoriasis (pikkelysomor) az egyik leggyakoribb kronikus gyulladasos bdrbetegség,
amelynek sordn a bOron jellegzetes plakkok alakulnak ki az epidermalis keratinocitak tulzott
elfogadott magyarazat szerint a pikkelysomor kialakulasaért a Th sejtek bizonyos populacidi,
elsddlegesen a Th17 sejtek, altal medialt immunvalaszok feleldsek, amelynek kozvetitésében
az IL23/IL17 citokin tengelynek kozponti szerepe van a psoriasis-ra jellemzdé gyulladés
kialakulasaban [13, 14]. A pikkelysomor patomechanizmusa azonban komplex folyamat,
amelyben a Th sejtek szerepe nem kizardlagos, valdszinii, hogy az epidermalis keratinocitdknak
hasonloan fontos szerepe van a betegség megjelenésében. Szereplik lehet a gyulladas
inicidciojaban, fenntartdsdban és felerdsitésében is azaltal, hogy a T sejtek toborzdsaban,

megtartasaban és aktivalasaban részt vevo molekuldkat szekretalnak [235].
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Ertekezésem f6 célja az volt, hogy karakterizaljam a PARP1 és a PARP2 szerepét egy
Th17 tipust gyulladdsos folyamatban, a pikkelysomorben, kiilonds tekintettel a

keratinocitakban szabalyozott folyamatokra.

6.1. A PARP1 gatlasa felerésiti az imikimod altal indukalt folyamatokat keratinocita

sejtekben

Kisérleteink el6zményeként szolgaltak azok a tanulméanyok, amelyek a PARP1 szerepét
Th2 tipust gyulladasban jellemezték, viszont Th17-medialt gyulladasban a PARP1 lehetséges
szerepe kevéssé karakterizalt. {gy vizsgiltuk a PARP1 gatlasanak hatasat pikkelysomorre
jellemzo folyamatokban keratinocitakban.

Munkatérsaink azt talaltdk, hogy a PARP1 genetikai delécioja egerekben sulyosbitotta
a kialakult tiineteket a pikkelysomor imikimod altal indukalt kisérleti modelljében, ami
ellentmondasban volt az eddigi ismereteinkkel a PARP1 gyulladasban betoltott szerepét
illetden. Az ennek hatterében 4llo folyamatok megértéséhez elsé 1épésként szdvettani
vizsgalatokban megallapitottuk, hogy a PARP1 expresszidja csokken a pikkelysomoros betegek
1€zi6s epidermiszében normal bérhdz viszonyitva, ami az egérmodellben tapasztaltakkal egytitt
megerdsiti, hogy a PARP1 hianya hozz4ajarulhat a psoriasis-os gyulladas kialakulasahoz.

Ezek utdn in vitro humén keratinocita sejtkultirdkban, a HPV-Ker sejtekben
megmutattuk, hogy az IMQ-dal val6 kezelés PARP1 gatlassal valo kombindldsa megismételtee
az in vivo egér modellben kapott eredményeket, nevezetesen, hogy a PARP inhibitorok
inflammatorikus citokinek (IL6, IL1B, IL8, IL17 és IL23A) indukcidjara vonatkozoan.

Azt talaltuk, hogy a nem-szelektiv kation csatorna TRPV1 farmakologiai blokédja képes
volt felfiiggeszteni a PARP inhibitorok proliferaciét stimulalé hatdsat a HPV-Ker
keratinocitdkban. A TRPV1 bérszdveti expresszidja relative magas, €s kifejezédik nemcsak a
keratinocitdkban, de a periférias szenzoros idegrostokban ¢és a rezidens immunsejtekben is. A
TRPV1-et exogén és endogén gyulladdsos mediator képes aktivalni, amelynek hatisara a
tanulmanyok mar Osszefliggésbe hoztak a TRPVI1-et kronikus gyulladdsos borbetegségek,
koztik a pikkelysomor patomechanizmusaval, illetve a TRPV1 tultermelése psoriasis-os
1éziokban pozitivan korreldl a betegek viszketés érzetével [221, 236, 237]. Az IMQ altal
indukalt psoriasis modellben ugyancsak leirtdk mar a TRPV1 moduldl6 hatasat [220, 222].

Erdekes médon, az egyik tanulmanyban azt talaltak, hogy a tranziens receptor potencil ankirin
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(TRPA)1 kiiitott egerekben az IMQ altal kivaltott tiinetek stilyosabb formaban jelentek meg,
viszont TRPA1/TRPV1 kettds knock-out egerekben vagy TRPAl KO egerek TRPVI
inhibitorral val6 kezelése utan az IMQ-indukalt dermatitisz sulyossaga jelentdsen lecsokkent
[220], ami a TRPA1 és TRPV1 kozotti antagonisztikus kolcsdnhatasra utal az IMQ modellben.
Ugy gondoljuk, hogy hasonld antagonizmus lehet a PARP1 és a TRPV 1 kozott is, bar ennek a
kdlcsonhatasnak a jellemzése tovabbi kutatasok targyat kell, hogy képezze. A TRPV1 egyik
jellegzetes modulatora, a PKC, a PARP1 aktivitasat is befolyasolja [225], ezért megvizsgaltuk
azt a lehetdséget, hogy esetleg a PKC aktivitas is része lehet ennek a potencialis funkcionalis
kolcsonhatdsnak a PARP1 és a TRPV1 kozott. Azonban a PKC inhibitor alkalmazésa nem
befolyasolta a PARP inhibitorok keratinocita proliferaciot stimulald hatdsat modelliinkben.
Osszefoglalva, eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy a PARPI ellentétes szerepet
tolthet be a Thl7 tipusu gyulladasban, példaul pikkelysomorben, mint a Th2-medidlt
folyamatokban, és javasoljuk ennek a mechanizmusnak a mélyebb vizsgélatit a jovobeli

kutatasokban.

6.2. A PARP2 részt vesz a gyulladas kialakulasaban psoriasis-ban a keratinocitak

osztradiol bioszintézisének modulalasa révén

A PARP2 a PARPI1 utin a masodik legnagyobb PARP aktivitassal bir6 PARP a
sejtekben. Mivel elézetes eredményeinkben azt lattuk, hogy a PARP1-nek lehet szerepe
psoriasis-ban, ezért kutatdsunkban célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk, hogy a PARP2-nek
lehet-e szerepe pikkelysomorben.

Lattuk, hogy a PARP2 expresszidja megemelkedett a pikkelysomords betegek 1€zios
bérében. Az imikimod (IMQ) altal indukalt dermatitisz a PARP1” egereknél tapasztaltakkal
ellentétben PARP2” egerek esetében enyhébb formaban alakult ki, mint a vadtipusu egerekben,
ami arra utal, hogy a PARP1 és PARP2 eltér6 mechanizmusok szabalyozasaban vesz részt a
pikkelysomords gyulladasban. Megjegyzendd, hogy az IMQ altal kivaltott pikkelysémor
modell nem az elsé Th17-medialt folyamat, ahol a PARP17~ és PARP2" egerck ellentétes
fenotipust mutattak. Kisérletes autoimmun enkephalomielitiszben (EAE), a szklerdzis
multiplex egérmodelljében a PARP1 delécigja sulyosbitotta [238], mig a PARP2 delécioja
csOkkentette az EAE-re jellemzd idegrendszeri gyulladast [239], azonban ennek héatterében allo
folyamatok még tisztazasra szorulnak.

A PARP2-t egyediilallé mdédon a koleszterol és szteroid szintézis szamos aspektusaval

hoztak Gsszefiiggésbe, foként az intenziv lipid metabolizmust folytatd szovetekben [234]. A
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PARP2”- egerek vézizomzataban a 17p-dehidrogenaz-11 (HSD17B11), az androszteron
bioszintézisében részt vevé enzim, valamint a tesztoszteron még erdsebb androgén hatasu
dihidrotesztoszteronna (DHT) torténd atalakuldsat katalizalé Sa-reduktazok (SRDS5AI1, 2)
emelkedett expressziojat talaltdk [98]. Ennek kovetkeztében, a PARP2” egerek
vazizomzataban megnott a DHT szintje, anélkiil, hogy a DHT szisztémas szintje megvaltozott
volna [98].Valamint, a PARP2 része az androgén receptor jelatviteli uitvonaldnak a prosztataban
[121]. Jelen eredményeinkkel demonstraljuk, hogy a PARP2 genetikai delécidja vagy
deplécidja altal eredményezett védohatds pikkelysomor-szeri gyulladéssal szemben az

crer

NF-«B aktivacio osztradiol altal kozvetitett gatlasatol fligg (26. abra).
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26. abra. Eredményeink osszefoglalasa a PARPI és a PARP?2 szerepérdl psoriasisban

Eredményeink alapjin a PARPI és a PARP2 eltéré mechanizmusok szabalyozdsdban vesz részt a
pikkelysomoros gyulladasban. A PARP-gatlas leirt hatdsai a keratinocitikban a TRPV1 aktivitisanak
fiiggvénye volt. A PARP2 expresszio és az epidermdlis keratinocitak osztrogén szintézise kozott
osszefiiggés lehet, mely hozzdjarulhat a lokadlis gyulladasos folyamatok szabalyozdsahoz.

Roviditések: TRPV1 (tranziens receptor potencidl vanilloid 1), NF-kB (nuklearis faktor-kappa B)
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Az 0Osztrogének terapias potencidlja mar felmeriilt pikkelysomorben, de egy hosszu
tava, szisztémas Osztrogén terdpia kedvezoOtlen mellékhatdsokkal jarhat, €s igy szisztémas
Osztrogén kezelést még nem kiséreltek meg pikkelysomorben [240, 241]. Eredményeink alapjan
javasoljuk a keratinocitak sajat dsztrogén bioszintézisének fokozasat a PARP2 gatlasa tjan,

Az Osztrogéneknek komplex szerepe van az immunmodulacidban. Bar a pikkelysomor
altalaban javulni szokott terhességkor, és romlik a menopauza idején, a betegek kisebb része a
tiinetek sulyosbodasat tapasztalta terhesség alatt [242]. Az Osztrogének pozitiv hatdsa a
pikkelysomorre az Osztrogéneknek azzal a latszolagos képességével magyardzhatd, hogy
eltolodast tudnak Iétrehozni Th1/Th17 tipust immunitas fel6l Th2-medialt immunités iranyaba
[241]. Mindazonaltal, az O6sztrogén receptorok (ER) aktivitdsa jelentds fiiggést mutat az
Osztrogén dozisatdl és a modell rendszertdl, amiben tanulményoztak, és ennél fogva az ER
aktivacio az alkalmazott 6sztrogén koncentracidjatol fliggden a pro-inflammatorikus citokin
termelés novekedését vagy csokkenését is eredményezheti [243]. Az NF-kB aktivacié hatékony
gatlasahoz, és ezaltal gyulladdscsokkentd hatds eléréséhez sziikséges minimalis Osztradiol
koncentracié egy tanulmany szerint a 1071 M tartomanyban van [244], ami megkdzelitdleg
megfelel annak a koncentracionak, amelyet az sc és shP2 HPV-Ker sejtek feliiliszoiban
mértiink. Ezek alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a bor 6sztradiol szintjének kismértékii
novekedése is elegendd lehet a gyulladascsokkenté mechanizmusok beinditasahoz, mint ahogy
a PARP2-csendesitett keratinocitdkban lattuk. Valoszinli azonban, hogy a bér Osztradiol
szintjében jelentds intra- és interperszonalis eltérések lehetnek, igy az dsztrogének lehetséges
Erdekes adat, hogy az EAE modellben, ahol ugyancsak a PARP2 delécié kedvezd hatasat irtak
le, tobb tanulmany is beszamol az Osztrogének hasonld idegrendszeri anti-inflammatorikus
hatasarol [245-247], ami jol illeszkedik a mi adatainkhoz. Eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy a pikkelysomor progresszidja soran Thl és Th17 eredetii citokinek (mint példaul a TNFa
¢és IL17A) indukalhatjak a PARP2-t a keratinocitdkban, amely azutan géatolhatja az aromataz
aktivitast és az 0sztrogén szintézist, és ezzel hozzajarul az NF-xB aktivalodasdhoz. Azonban,
egy ilyen szabdlyozési kaszkdd mechanikus részleteinek meghatarozésa tovabbi vizsgalatok
targyat kell képezze.

Jelenleg a legsikeresebb terapidk a pikkelysomor ellen a bioldgiai agensek, amelyek az
IL17A-t vagy a TNFa-t célozzak, azonban a bioldgiai terapiaknak szamos kockézata lehet a
betegekre nézve, ezért folyamatos az igény a jobban toleralhatd megoldasok irant [16]. Ma mar

tobb PARP inhibitort hasznéalnak klinikai gyakorlatban, szisztémdas alkalmazas mellett egyes
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rucaparib  (Pfizer/Clovis), olaparib (KuDOS/AstraZeneca), niraparib (Merck/Tesaro),
talazoparib (Lead/Biomarin/Medivation/Pfizer), valamint a kinai NMPA éltal engedélyezett
fluzoparib és pamibarib [114, 122, 123]. Ezek un. pan-PARP inhibitorok, amelyek egyarant
c¢lozzak a PARP1-et, a PARP2-t €s valdsziniileg még mas PARP izoformakat is. Ezért a PARP2
szelektiv célzdsa nem hajthat6 végre a jelenleg alkalmazott PARP inhibitorokkal. Azonban jelen
eredményeinkkel megmutatjuk, hogy a pan-PARP inhibitor talazoparib ugyantgy képes a
keratinocitak osztradiol termelését fokozni, mint a PARP2 csendesitése vagy specifikus gatlasa
UPF1069-cel. Azt figyelembe véve, hogy eredményeink alapjan a PARP2 hianyanak kedvezo
hatasa pikkelysomorben valosziniileg a keratinocitdk megnovekedett dsztradiol szintézisének
kovetkezménye, adataink felvetik a PARP inhibitorok hasznalatanak lehetdségét a
pikkelysomor kezelésében. Természetesen, a PARP inhibitorok ilyen irdny( alkalmazhat6sagat
késdbbi tanulméanyok soran kell megvizsgalni és értékelni.

Osszefoglalva, egy eddig ismeretlen mechanizmust talaltunk, amellyel a PARP2 részt
vehet a gyulladasi folyamatok szabalyozasaban, és egyuttal azonositottunk egy potencialis
terapias targetet pikkelysomorben. Tanulmanyunk eldsegitheti a PARP2-specifikus inhibitorok
fejlesztésére tett erdfeszitéseket, €és javasoljuk tovabbi vizsgélatok elvégzését a PARP2

gyulladasban és immunszabalyozasban betoltott pontos szerepének tisztazasanak érdekében.
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VII. Osszefoglalas

A poli(ADP-rib6z) polimerdz enzimcsalad tagjaiként a PARP1 és a PARP2 a sejtek
PARP-aktivitdsanak tobbségéért felelds, €s aktivitasukat el0szor a DNS hibajavitasa soran irtak
le. Az elmult évtizedek kutatdsai azonban a PARP1 és PARP2 olyan valtozatos biologiai
funkcidit azonositottdk, mint a sejthalal, sejt differenciacio, a lipid homeosztazis, a
sejtenergetika és a gyulladds szabalyozdsa. PARP aktivaciot leirtak szdmos Th2-medialt
gyulladasos folyamatban, de a vizsgalatok foként a PARP1 szerepére koncentraltak, mig a
PARP2 gyulladasban betoltott szerepérdl kevés informacidval rendelkeziink. Munkéank soran
ezuttal egy Th17-medialt gyulladasos borbetegségben, a pikkelysomdrben vizsgaltuk meg a
PARP1 és PARP2 szerepét.

Elsoként tarsszerzOink segitségével megallapitottuk, hogy az eddigi ismereteinkkel
szemben, a PARP1 egy gyulladdscsokkentd faktor lehet pikkelysomdrben, mivel a betegség
imikimod 4ltal indukalt egér modelljében a PARP1 genetikai delécidja a tiinetek stilyosbodasat
eredményezte. Human mintdkban megmutattuk, hogy a PARP1 expresszioja csokken a
pikkelysomords 1éziokban a kontroll egyének bérmintaihoz képest. Az imikimoddal kezelt
HPV-Ker keratinocitdkban a PARP gatlas az in vivo eredményekkel 6sszhangban fokozta a
indukciojat. Valamint azt is megmutattuk, hogy a PARP-gatlas elébbi hatdsai a keratinocitdkban
a TRPVI aktivitdsanak fiiggvénye volt. Mindezek alapjan megéllapithatjuk, hogy a PARP1
szerepe eltérd lehet a Thl7 tipust gyulladds szabdlyozasaban attol, amit a Th2 tipusu
folyamatokban lathattuk. Ezzel szemben, a PARP2 mRNS expresszidjanak novekedését
enyhtiltek az imikimod altal indukalt psoriasis tiinetei egerekben. A PARP2 csendesitése human
keratinocitdkban megakadalyozta proliferaciojuk fokozodasat, megtartotta termindlis
differencialédasukat és csokkentette a gyulladdsos mediatorok termelését az IL17A és TNFa
kombinaciojaval torténd kezelést kovetden. Ezen megfigyelések hatterében azt talaltuk, hogy a
PARP2" egerek epidermiszében és a PARP2-hidnyos humén keratinocitakban az aromatiz
expresszio indukalddott, és az ebbdl eredd emelkedett dsztradiol termelés gatolta az NF-xB
aktivaciot, és ezaltal a gyulladast a keratinocitdkban. Szteroidogén valtozasokat leirtak mar
pikkelysomorben, mi ezeket a megfigyeléseket egészitjiik ki azzal, hogy megmutatjuk az
aromataz expresszidjanak csokkenését is pikkelysomords 1éziokban. Osszefoglalva, adataink a
PARP2-t az epidermalis keratinocitak Osztrogén bioszintézisének modulatoraként azonositjak,

amely relevans lehet a Th17 tipust gyulladasban.
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VIII. Summary

As a members of the poly(ADP-ribose) polymerase enzyme family, PARP1 and PARP2
are primarily responsible for the majority of cellular PARP activity, and their activity was first
described during DNA damage repair. However, research over the past decades has revealed
diverse biological functions of PARP1 and PARP2, including roles in cell death, cell
differentiation, lipid homeostasis, cellular energetics, and inflammation regulation. PARP
activation has been described in numerous Th2-mediated inflammatory processes, but
investigations have mainly focused on the role of PARP1, with limited information about the
role of PARP2 in inflammation. In our work, we examined the roles of PARP1 and PARP2 in a
Th17-mediated inflammatory skin disease, psoriasis.

Firstly, with the help of our co-authors, we found that contrary to our current knowledge,
PARP1 could unexpectedly act as an anti-inflammatory factor in psoriasis, as genetic deletion
of PARP1 worsened symptoms in a mouse model of imiquimod-induced psoriasis. In human
samples, we demonstrated that PARP1 expression decreases in psoriatic lesions compared to
skin samples from control individuals. In HPV-Ker keratinocytes treated with imiquimod,
PARP inhibition increased keratinocyte proliferation and induced the expression of certain pro-
inflammatory cytokines in line with in vivo results. Furthermore, we showed that the former
effects of PARP inhibition in keratinocytes were dependent on TRPV1 activity. Based on these
findings, we can conclude that the role of PARP1 in regulating Th17 type inflammation might
differ from what we observed in Th2 type processes.

In contrast, we observed an increase in PARP2 mRNA expression in lesional skin of
psoriasis patients and the deletion of PARP2 attenuated the imiquimod-induced psoriasis-like
dermatitis in mice. Silencing PARP2 in human keratinocytes prevented the increased
proliferation, maintained their terminal differentiation, and reduced the production of
inflammatory mediators following treatment with IL17A and TNFa. Behind these observations,
we found that aromatase expression was induced in PARP2”" mouse epidermis and PARP2
deficient human keratinocytes, leading to elevated estradiol production that inhibited NF-xB
activation and thereby inflammation in keratinocytes. Steroidogenic changes have been
described in psoriasis before, and our observations complement these findings by
demonstrating a decrease in aromatase expression in psoriatic lesions.

In summary, our data identify PARP2 as a modulator of estrogen biosynthesis in

epidermal keratinocytes, that may be relevant in Th17 type inflammation.
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