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Bevezetés

A PARP enzimek és a gyulladas kapcsolata

A poli(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) enzimcsalad tagjai altal katalizalt
poszttranszlacios fehérje modositast, az ADP-ribozilaciot elsdként a dezoxiribonukleinsav
(DNS) torések hibajavitasa soran detektaltak. Az utdbbi évtizedek kutatdsai azonban szamos
olyan fiziologiai folyamatra is ravilagitottak, amelyben a PARP-oknak jelentds szerepe van.
Ezek koz¢é tartozik tobbek kozott a transzkripceid, transzlacid, sejt differenciacid, sejthalal,
valamint a sejtmetabolizmus szabalyozasa.

A sejtekben mérheté PARP aktivitast szinte teljesen lefedi a PARP1 (85-90%) ¢és a
PARP2 (5-15%) aktivitasa. A két enzim szerkezeti és funkcidbeli hasonlosaguk ellenére eltérd
bioldgiai szereppel birnak. PARP aktivalodast, illetve ADP-ribozildciot szamos gyulladasos
folyamatban is leirtak. A PARP1 delécidja egerekben csokkent mértékii gyulladast
eredményezett T helper 2 (Th2) tipusu gyulladasos modellekben, mint amilyen az asztma, az
allergids léguti gyulladas, az akut pankreatitisz, a kolitisz, valamint bérben a kontakt
hiperszenzitivitds egér modelljei. A PARP2 gyulladasban betdltott szerepérél még kevés
informécio all rendelkezésre, viszont eddigi ismereteink alapjan gy tiinik, hogy Th2 tipusu
gyulladasokban a PARP2-nek nincs, vagy nem ismert a szerepe. Altalanos tapasztalat viszont,
hogy a PARP aktivitds géitladsa Gn. pan-PARP inhibitorokkal, amelyek a PARP1 mellett a
PARP2-t, s6t a PARP3-at is gatoljak, gyulladasgatlast eredményez nemcsak allat modellekben,

hanem emberben is.

A pikkelysomor

A psoriasis (pikkelysomor) egy kronikus, immun-medialt, gyulladdsos bdrbetegség,
psoriasis patogenezise bonyolult folyamat, amelyben feltehetden az aktivalt T-sejtek az
elsédleges modulatorok, ezen beliil is a Thl és a Thl7 tipust sejtek a legfontosabbak a
gyulladas inicializaldsédban és fenntartdsdban is. A pikkelysomor azonban nem magyarazhatd
kizarolag a T-sejt aktivacio alapjan, és valoszinli, hogy mas, nem-klasszikus immunsejtek,
példaul az epidermalis keratinocitdk igen fontos szerepet jatszanak a betegség kifejezédésében.
A psoriasis kialakuldsanak konkrét oka még mindig nem tisztazott, igy a betegségnek nincs
termelt citokineket célzd bioldgiai agensekkel torténik, amely jelentds attdrést jelentett a

betegség gyogyitasaban. Azonban a biologiai terapidnak szamos mellékhatdsa van, igy
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folyamatos az igény ujfajta megoldasokra a psoriasis kezelésében. A psoriasis egér
modelljeinek megjelenései hozzajarultak ahhoz, hogy bdviiljenek ismereteink a betegség

patomechanizmusaroél és altala hatékonyabb terapiakat lehessen Iétrehozni.

A poli(ADP-rib6z)-t (PAR) kimutattdk normal borben keratinocitdkban, szOrtiisz6
sejtekben, ér endotél sejtekben, faggyumirigy sejtekben, szubkutan zsirsejtekben, ami azt jelzi,
hogy a PAR szabalyozhatja az élettani funkciokat ezekben a sejttipusokban. A PARP1
aktivaciojat mar leirtdk a bor tobb patofizioldgiai allapotaban, mint a napégés, melanoma,
kontakt hiperszenzitivitas. A PARP2 lehetséges szerepérdl azonban a bdérben keveset tudunk,
viszont a PARP1-gyel ellentétben a PARP2 nem vesz részt a kontakt hiperszenzitivitasi
Th17 tipusu gyulladdsos folyamatokban a PARP-ok szerepe kevésbé ismert, ezért PhD munkdm
soran azt a célt tliztlik ki, hogy karakterizaljuk mind a PARP1, mind a PARP2 szerepét psoriasis-

ban.



Célkituzések

Munkank sordn a PARP1 ¢és a PARP2 lehetséges szerepét kivantuk feltarni a psoriasis-
ra jellemz6é gyulladas szabalyozasaban, és arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon a
PARP1 ¢és/vagy a PARP2 diszreguléacidja részt vehet-e a pikkelysomor patomechanizmusaban.

Szamos irodalmi adat mutatja, hogy a PARP1 elsésorban a Th2 tipusu gyulladas
kialakuldséban jatszhat szerepet, mivel a PARP1 delécidja a gyulladas mértékének csokkenését
eredményezte szdmos Th2 tipusu gyulladasos folyamat egér modelljében. Ezzel szemben a
PARP?2 gyulladasban betoltott szerepérdl joval kevesebb adattal rendelkeziink, azonban eddigi
ismereteink alapjan azt feltételeztiik, hogy a PARP1 és a PARP2 szerepe eltér6 lehet a gyulladas
szabalyozasaban, mivel a PARP2-nek a Th2 tipust gyulladasos folyamatokban nem ismert a

szerepe.

Munkank elsé részében tarsszerzéink PARP17- egereken vizsgaltak az imikimod altal
indukalt psoriasis modellt, ahol az irodalmi adatokkal ellentétben a PARP1-et gyulladasgétlo
faktorként azonositottdk, és a tiinetek sulyosbodasat tapasztaltdk. Ezek alapjan tovabbi

vizsgélatainkhoz a kovetkezd célokat tiiztik ki:

1. Psoriasis-os betegek bor biopszidiban a PARP1 expresszidjanak vizsgalata.
2. In vitro sejtkulturas kisérletekben keratinocitdk imikimod kezelésre ¢s PARP

gatlasra adott reakcigjanak tanulmanyozasa.

A PARP1 esetében a psoriasis modell vizsgdlata sordn tapasztaltak hatisara szerettiik
volna megvizsgalni, vajon a PARP2-nek is lehet-e szerepe a pikkelysomor kialakuldsaban.

Ennek feltarasa érdekében munkénk masodik részében a kovetkezd célokat fogalmaztuk meg:

l. Psoriasis-os betegek bor biopszidiban a PARP2 expresszidjanak vizsgalata.

2. A psoriasis egér modelljének, az imikimod 4&ltal indukalt bdrgyulladasnak a
tanulmanyozasa PARP2"" egereken.

3. In vitro sejtkultiras kisérletekben a PARP2”" egerekben kialakul6 fenotipus mogott
rejld molekularis mechanizmusok vizsgalata PARP2 csendesitett keratinocita

sejtekben.



Anyagok és modszerek

Sejttenyésztés

A sejtes vizsgalatokat human immortalizalt keratinocita sejtvonalon (HPV-Ker)
végeztilk, amelyet a szegedi Creative Laboratory munkatarsai hoztak létre. Ehhez rutin
plasztikai mitét soran egy egészséges személytol vett mintdbol normal human epidermalis
keratinocitakat (NHEK) nyertek ki, ezt kdvetden a sejteket transzfektaltak a human papilléma
virus (HPV) E6/16 onkogént tartalmaz6 uborka mozaikvirus vektor (pCMV) segitségével. 70
passzazson at tartd folyamatos tenyésztéssel hoztak 1étre 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), 1% penicillin/streptomicinnel és 1% L-glutamin oldattal
egészitettlink ki.

A PARP2-csendesitett HPV-Ker keratinocitdkat (shPARP2) és a negativ kontroll
keratinocitakat (scPARP2) az elébbiekben leirt 6sszetételli keratinocita-SFM tapfolyadékban
tartottuk fenn, amelyet transzfektalt sejtek szelekcidjanak fenntartasa érdekében még 2,5 pg/ml
puromicin-dihidrokloriddal egészitettiink ki.

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

atmoszféraju sejttenyésztd inkubatorban tartottuk.

Géncsendesités

A PARP2 géncsendesitett HPV-Ker keratinocitak (shPARP2) létrehozésdhoz egy eldre
megtervezett, a PARP2-t célzo rovid hajtli-szerkezeti RNS (shRNS) pLKO.1 vektorba
klonozott és lentivirus hordozoba csomagolt partikulumokat hasznaltunk. A negativ kontroll
HPV-Ker sejteket (scPARP2) egy nem-célzott shRNS szekvenciadt tartalmazd lentivirdlis
partikulumokkal torténd transzdukcioval hoztuk létre. A pLKO.1 vektor puromicin rezisztencia
gént is kozvetitett, igy a transzdukcidt kovetden a puromicin-rezisztens sejteket 2,5 pg/ml
puromicin-dihidrokloriddal szelektéaltuk.

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

¢s RT-qPCR modszert hasznaltunk.



HPV-Ker sejtek differencialtatasa

A HPV-Ker scPARP2 ¢és shPARP2 keratinocitak differencialtatasahoz a sejteket 6-lyukt
tenyésztdedénybe szélesztettiik (6x10° sejt/lyuk) vagy Petri-csészékbe (22,1 cm? 1,4x10°
sejt/csésze) helyeztiik. Harom nap utén, illetve Petri-csészében négy nap eltelte utan, egy nappal
azutan, hogy a sejttenyészet elérte a teljes konfluenciat, a tapfolyadékot kicseréltiik, és a sejtek
differenciéltatasat 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 (200 ng/ml) és TNFa (10 ng/ml) kezelést a differencidl6 médiumban alkalmaztuk.

HPV-Ker sejtek osszefehérje mennyiség valtozasanak vizsgalata

festést alkalmaztunk, amely az O0sszfehérje-tartalom valtozasat méri a sejtekben, ami korrelal
proliferacidjukkal. A sejteket 96-lyuka lemezbe szélesztettik (2X10* sejt/lyuk), majd
imikimoddal (100 pM) 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
kovetden SRB oldattal (0,4% (m/V) 1%-0s ecetsavban) festettilk meg. A nem kotott festéket
1%-0s ecetsavval torténd mosdssal tavolitottuk el. A kotott festéket 10 mM Tris bazissal

oldottuk fel. Az abszorbanciat 540 nm-en olvastuk le spektrofotométer segitségével.

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 sejteken IL17A +TNFa kezelést alkalmaztunk, 6 6ran
keresztiil. A kezelés végeztével a sejteket PBS-el mostuk, tripszin alkalmazaséaval
felemésztettiik a Petri-csészék aljardl, majd Gjabb PBS-es mosast kovetéen a sejteket
centrifugéltuk 10000 x g-n 5 percig. Ezutdn a sejteket 5 ml jéghideg 70%-o0s etanollal
cseppenként, lassii 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 térzsoldatot adtunk a pufferhez (1
ul/minta), és 20 percig inkubdltuk sotétben. A sejtciklus-elemzést NovoCyte aramlési

citométerrel végeztiik.



NF-kB aktivitas vizsgalata

A HPV-Ker sc és shPARP2 sejteket 6-lyuk tenyésztéedényekbe (TPP, 1,5X10°
sejt/lyuk) szélesztettilk, majd a sejteken exemesztan (5 pM-24h) elokezelés elvégzése utan
IL17A+TNFa egyiittes kezelést alkalmaztunk, 6 oran keresztiil. A sejtekbdl a fehérjéket a
Complete Lysis Buffer AM2 segitségével extrahaltuk, és a feliilisz6 fehérjetartalmat Pierce
BCA protein assay kit segitségével hataroztuk meg. Az NF-xB p65 alegység aktivaciojat
minden egyes mintdbol szarmazd 4 pg teljes sejtfehérje kivonatban hataroztuk meg a
TransAM™ NF«B p65 Chemi Kits segitségével, a gyartd utasitdsai szerint. A készlethez
mellékelt forbol-mirisztat-acetatot (PMA), €s kalcium-ionoforral kezelt Jurkat magkivonatot
hasznéltuk pozitiv kontrollként az NFkB p65 aktivaldsara. A lumineszcenciat Spark 10M

mikrolemez olvasdval mértik.

A sejtek citokin és 0sztradiol koncentracidjanak meghatarozasa

A kiilonbozd kezeléseknek kitett HPV-Ker sc és shPARP2 sejtek feliiluszoit
Osszegytjtottiik, és kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kitek segitségével hataroztuk
meg a feliiluszok IL6, IL23A, IL17C és osztradiol koncentracidjat. Az ELISA-hoz hasznalt
Osszes anyagot a kitek biztositottak €s minden lépést szigoruan a gyartd utasitdsai szerint
kovettiink. A kiilonbozé gyartok altal leirt protokollok kiilonbozdsége miatt egy altalanos
Osszefoglalot ismertetek az ELISA mérések folyamatarol.

A készletekben talalhatd ELISA mikrolemezeket elézetesen bevontdk egy specifikus
antitesttel. Az eldre elkészitett standardokat és a mintdkat a megfeleldé mélyedésekbe
pipettaztuk és eltérd ideig inkubaltuk. Egyes kiteknél ezt a 1épést elsddleges antitesttel valo
inkubaciod eldzte meg. Ezt kovetden a kiillonb6zd citokin vagy 6sztradiol konjugatummal vald
inkubécio kovetkezett, majd tobbszori moséasokat végeztink. Minden egyes mélyedésbe
hidrogén-peroxid és egy kromogén, a tetrametilbenzidin egyenlé ardnyu keverékét adtuk,
amely szinreakcioval jart. A szinreakciot kénsav hozzaadasaval leéllitottuk, €s az abszorbanciat
azonnal leolvastuk a megadott hullimhosszon, spektrofotométer segitségével. A citokinek és
Osztradiol mennyiségét pg/ml-ben vagy ng/L-ben hataroztuk meg a standard gorbe segitségével.

Az IL23A ¢és IL17C nem volt kimutathat¢6 a feliiluszéban, igy ez nem keriil bemutatésra.



Immuncitokémia

A HPV-Ker sc és shPARP2 sejteket 24-lyuku tenyésztéedénybe helyezett kor alakt tiveg
feddlemezek feliiletére (4x10* sejt/fedélemez) novesztettiik és 48 oOras Osztradiol (1nM)
elokezelés utan IL17A+TNFa-t adtunk hozzajuk. A kezelés lejartat kovetden a sejteket PBS-
sel ovatosan mostuk, majd jéghideg metanolban 10 percig -20 °C-on fixaltuk. A fixalas utdn 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 o6rédn keresztiil
szobahOmérsékleten, majd primer antitesttel inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on. Masnap a
sejteket haromszor mostuk PBS-sel, és a mintdkhoz fluoroforral jelolt masodlagos ellenanyagot
adtunk 1 ordn at. A sejtmagokat DAPI-val tettilk 1athatova 10 perces festést kdvetden. A
fed6lemezeket 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 készitettiik.

RNS-izolalas és RT-qPCR

A sejteket 6-lyuka edénybe (TPP, 2,5x10° sejt/lyuk) helyeztiik, majd a sejtekbdl total
RNS-t izolaltunk TRIzol reagenssel a gyarté utasitasainak megfelelden. Az RNS-
szekvenalashoz hasznalt RNS-mintdkat a Qiagen RNeasy Kitjével izolaltuk a gyartd utasitasa
ellendriztiik és Ambion DNase I-el kezeltiik, annak érdekében, hogy a nem kivant DNS-t
eltavolitsuk mintainkbol, majd 1 pg RNS-mintat hasznéltunk reverz transzkripcidra a High-
Capacity cDNS Reverse Transcription Kit segitségével.

Az RT-qPCR-reakciokat fluoreszcens jelolésti egyszalu oligonukleotidokkal, azaz
TagMan probakkal és a TagMan Gene Expression Master Mix protokoll segitségével végeztiik
el Light-Cycler 480 Real-Time PCR késziilékkel. Belsé kontrollként gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenazt (GAPDH) hasznaltuk.

RNS-szekvenalas (RNA-Seq)

A teljes korti transzkriptom adatok kinyerése érdekében nagy dateresztOképességii
mRNS-szekvenalasi elemzést végeztiink I[llumina szekvenalo platformon. A total RNS mintak
mindségét Agilent BioAnalyzerrel ellendriztik az Eukaryotic Total RNA Nano Kit
hasznalataval a gyartd protokolljanak megfeleléen. Azokat a mintdkat fogadtuk el a

konyvtarkészitési folyamathoz, amelyek >7 RNS integritasi szam (RIN) értékkel rendelkeztek.

8



Az RNA-Seq konyvtarakat totdl RNS-bél Ultra II RNA Sample Prep kit segitségével
készitettiik el a gyartd protokolljanak megfeleléen. Roviden, a poly-A RNS-eket oligo-dT
konjugalt magneses gyongyokkel rogzitettiik, majd az mRNS-eket mostuk és 94 Celsius fokon
fragmentaltuk. Az elsd szalu cDNS-t véletlenszer(i priming reverz transzkripcioval hoztuk 1étre,
majd a masodik szal szintézisét kdvetden 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 dusit6 PCR-ben amplifikaltuk, és végiil szekvenalé konyvtarakat hoztunk
létre. A szekvenalast Illumina NextSeq 500 miiszeren végeztiik, 75 ciklusos egyvégi
szekvenalassal. Az adatelemzéshez a nyers szekvenaldsi adatokat (fastq) a GRCh38 human
referencia genom verziojahoz igazitottuk a HISAT?2 algoritmus segitségével, ¢s BAM féjlokat
hoztunk létre. A downstream elemzést a StrandNGS szoftverrel végeztik (www.strand-
ngs.com). A BAM fijlokat a DESeq szoftverbe importaltuk, a normalizdlashoz a DESeq
algoritmust hasznaltuk. Moderalt t-probat hasznaltunk Benjamini-Hochberg FDR-rel a
kiilonb6z6é koriilmények kozott expresszalddd gének meghatarozasara. A CytoScape v3.4
szoftvert a ClueGo v2.3.5. alkalmazassal, a tilreprezentalt génontoldgiai (GO) kifejezések
azonositasara hasznaltuk. A kiilonb6zden expresszalodo gének listajat és a GO biologiai
folyamatok adatbazisat felhasznalva kétoldalas hipergeometriai tesztet végeztiink Bonferroni
korrekcioval. Az RNS szekvenalds adatai elérheték a BioProject adatbazisban:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA8S9321.

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 pufferben (50 mM Tris, 150
mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% natrium dezoxikolat, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM
NazVOs4, 1 mM NaF, 1 mM PMSEF, protedz inhibitor koktél) jégen tartva 0sszegytijtottiik. A
sejtlizatumokban 1évé DNS-fehérje komplexeket szonifikéacid segitségével bontottuk fel 15 sec.
1d6k6zonként 3x20 impulzust adva. A fehérje izolatumokat 10 perces, 10000 x g-n, 4 °C-on
végzett centrifugalassal vélasztottuk el a tormelékektdl. A fehérjekoncentraciot a Pierce BCA

protein assay kit segitségével hataroztuk meg.

Sejtfrakcionalas

A citoszolikus és nuklearis fehérjefrakciok elvalasztasahoz a sejteket jéghideg PBS-sel

mostuk, dsszegytjtottiik és 4 °C-on 3000 x g-n 10 percig centrifugaltuk. A pelleteket 600 pl A


http://www.strand-ngs.com/
http://www.strand-ngs.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA889321

pufterben (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 vortexeltiik, és tripankék festéssel vizsgaltuk az ¢ép
sejtmagokat. Ezt kdovetden a lizatumokat 4 °C-on 15 000 x g-n 1 percig centrifugaltuk, és ezt a
feliiluszot, mint citoszolos frakcidt hasznaltuk. A pelleteket 400 ul A pufferrel mostuk, majd
ismét ti segitségével tovabb lizaltuk. Ezutan 4 °C-on 15 000 x g-n 1 percig centrifugaltuk a
pelleteket 400 ul 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 szonifikéaltuk (3X20
impulzus, 15 s idokozonként), 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

segitségével hatdroztuk meg.

Western blot

A fehérje lizatumokat 5x SDS mintapufferben (310 mM Tris-HCI, pH 6,8, 50% glicerin,
10% SDS, 100 mM DTT, 0,01% bromfenol-kék), 2-merkaptoetanollal kiegészitve 10 percig
100°C-on forraltuk. A fehérje extraktumokat (25-35ug) 8-10%-o0s poliakrilamid gélen méret
szerint elvalasztottuk és nitrocelluléz membréanra transzferaltuk. A membranokat 5% BSA-
TBStween Vagy 5% zsirmentes tejpor-TBStween oldattal 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten
blokkoltuk, majd 4 °C-on egy ¢éjszakdn at primer antitestekkel inkubaltuk. Masnap a
membranokat az elsddleges antitesre specifikus peroxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel
inkubaltuk 1 6rdn at, szobahdmérsékleten. A jeleket fokozott kemilumineszcens reakcioval
vizualizaltuk és ChemiDocTM Touch gép segitségével rogzitettiik. A sdvokat denzitometridval

szamszerisitettilk az Image lab 5.2.1 szoftver segitségével.

Allatkisérletek

Kisérleti egerek

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
(DEMAB) altal regisztralt engedély alapjan (nyilvantartdsi szam: 15/2016/DEMAB), a
vonatkoz6 torvény, kormanyrendelet és Eurdpai Unios eldirdsokat betartva végeztiik.

Kisérleteinkhez heterozigota keresztezésekbdl szarmazo, CS7BL/6J genetikai hattert
PARP2"* és PARP27" egereket alkalmaztunk. Az egerek tenyésztése és tartdsa a Debreceni

Egyetem Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet Elettudomanyi Epiilet Kisérleti
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Allathazaban (nyilvantartasi szama: III/4-KAT/2015) tortént. Minden ketrecben legfeljebb hat
egeret helyeztek el, amelyek standard blokk méretliek (365 x 207 x 140 mm, 530 cm?2 feliilet;
1284 L Eurostandard II. tipus. L, Techniplastol beszerezve) voltak, valamint Lignocel Select
Fine alommal bélelték ki. Az egerek papirhengereket kaptak a kornyezetiik gazdagitasara. A
sOtét-vilagos napszakok kontrollalt, 12-12 o6ras ciklusban kovették egymast, valamint a
hémérséklet egyenletesen 22 + 1 °C volt. Az allatok szabadon hozzaférhettek a taplalékhoz és
sterilizalt csapvizhez. A ketreceket hetente egyszer, ugyanazon a napon cserélték és az allattarto
létesitményt allatorvos feliigyelte. Az allatok tenyésztése SPF (specifikus korokozomentes)
mindsitéshi részlegen tortént. A kisérleteinkhez csak him egereket véalasztottunk ki 8-16 hetes

korukban, majd a kisérletek soran az egereket elkiilonitve helyeztiik el.

A psoriasis egér modellje - az IMQ dltal kivaltott dermatitisz

Az IMQ modell létrehozasdhoz az egereket eldszor kezelési csoportokra osztottuk
(PARP2"* CTL n=6 IMQ n=8 EXE+IMQ n=8; PARP2"" CTL n=5 IMQ n=7 EXE+IMQ n=7).
A him egerek hatarol 2x2 cm-es teriileten szdrtelenitd krém segitségével eltavolitottuk a szort,
a borfeliilet ovatos kezelése mellett, hogy sériilést ne okozzunk. Ezt kdvetden az egereket
naponta 62,5 mg 5%-os imikimod-tartalmt Aldara krémmel vagy vehikulum krémmel kezeltiik
4 napon at, hogy eldidézziik a pikkelysomor-szert elvaltozasokat. Az aromataz gatlasahoz 500
uM dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldott exemesztan oldatot alkalmaztuk az egerek szdrtelen
boérén 30 perccel az Aldara kezelés eldtt, naponta egyszer. Az elvaltozasok sulyossagat,
beleértve a bor megvastagodasat, az erythema és a hamlas mértékét, két tapasztalt, fliggetlen
borgyodgyasz naponta pontozta egy 0-t6l 4-ig terjedd skalan, ahol a 0 a tiinetmentességet, a 4
pedig a legsulyosabb tiineteket jeldlte. Az 5. napon, feldldozas el6tt 2 6raval az egerek BrdU
oldatot (100 mg/ttkg) kaptak intraperitonedlisan, majd a feldldozds utan az érintett

borteriileteket kimetszettiik tovabbi szovettani vizsgéalatokhoz.

Citokin profil meghatdrozdsa az egerek borében

Az egér bOrmintdkat a kimetszés utan azonnal folyékony nitrogénbe tettiik és
vizsgalataink megkezdéséig -80 °C-on taroltuk. A fehérje extrakcid elétt a szoveteket PBS-sel
leoblitettiik és tomegiiket megmértiik. A szoveteket 10X-es mennyiségli protedz inhibitor
koktélt tartalmazé PBS-ben homogenizaltuk, 5 mm-es rozsdamentes acélgyongyok
felhasznalasaval, 30 hertz frekvencian 8 percig TissueLyser II késziilék segitségével. Ezt

kovetden Triton X-100-at adtunk a mintdkhoz, hogy elérjiik az 1%-os végsd koncentraciot.
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Ezutan a mintakat 10000 x g-n 5 percig 4 °C-on centrifugdltuk a megmaradt boérszovetek
eltavolitasa érdekében. A feliiluszot eltettiik és a fehérjetartalmat Pierce BCA protein assay kit
segitségével mértilk meg. A kezelési csoporton beliili egyes mintakat 0sszevontuk, hogy
Osszesen 300 pg fehérjét kapjunk csoportonként. Az egér citokin profil meghatdrozasdhoz
hasznalt kit, az Un. citokin array gyartdja altal megadott protokoll szerint jartunk el. Az eldre
gyartott nitrocellul6z membranok pottyokben felvitt ellenanyagokat tartalmaztak, igy egyszerre
tobbféle citokin, kemokin meghatarozasat tették lehetove.

Az immunoblot képeket a ChemiDoc Touch Imaging System segitségével rogzitettiik
¢s vizualizaltuk. A képek elemzését a CellProfiler 3.1.5 programmal végeztiik. Az el6hivott
membranok képein 1évd pottydket a kitben biztositott sablonnal fedtiik le, amely a pottydk
meghatarozott elrendezését tartalmazta. A rogzitett antitestek helyét jelképezd koroket
manudlisan korrigaltuk, hogy maximalizaljuk a pontokkal val6 atfedést. A membran szabad,
fehér teriileteit szegmentaltuk és a rogzitett antitestek helyét szimbolizald korok méretének
megfeleld mérethatarral valasztottuk ki. A nyers foltok atfedéseit 3 pixellel kibdvitettiik, hogy
eltavolitsuk a szélek szabdlytalansagat, majd a kozponti pixeliikre zsugoritottunk. Az igy
pontositott foltokat a kézponti pixel kibdvitésével hoztuk létre, amig azok az eredeti citokin
membranon 1évé foltokat lefedték. Az eredeti képeken 1évo citokin jeleket a finomitott pontok

kor alaku tertiletein belil mértik.

Tovabbi citokin meghatarozds ELISA modszerrel az egerek borében

Az egerek szoveti homogenizatumaibdl nyert fehérje mintdkbol TNFa, IL17A és IL17C
citokineket detektaltunk kereskedelmi forgalomban 1évé ELISA kitek segitségével. Az elore
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 '2-szeresére higitottuk, mig az egér IL17C esetében a mintakat
haromszorosara higitottuk, annak érdekében, hogy a matrix komponensek ne befolyasoljak az
eredményt. A standardot és a mintakat a megfelelé mélyedésekbe adagoltuk, €s 90 percig 37
°C-on inkubaltuk. A 90 perc elteltével a lemezeket 2X mostuk mosopufferrel, majd minden
egyes mélyedésbe biotinnal jelolt antitestet tartalmazo oldatot adtunk, majd 1 6ran at inkubaltuk
37 °C-on. Ezt kovetden a lemezeket 3 alkalommal mostuk. A mosas utan minden egyes
mélyedésbe peroxidazzal konjugalt streptavidint pipettaztunk és 30 percig inkubaltuk 37 °C-
on. A mélyedésbekbe H>O> és tetrametilbenzidin egyenld aranyu keverékét adtuk, amely

szinreakcidval jart. A szinreakciot kénsav hozziadasaval ledllitottuk, és az abszorbanciat
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azonnal, 450 nm-en, spektrofotométer segitségével mértiik le. A citokinek mennyiségét pg/ml-

ben hataroztuk meg a standard gorbe alapjan.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai elemzéseket formalinban fixalt, paraffinba dgyazott egér vagy
human bérmintakbol vagott 4 um vastagsdgi metszeteken hajtottuk végre. A formalinban fixalt
mintdkon hdindukalt antigén-visszanyerést végeztiink. EDTA puffert alkalmaztunk
mikrohullama siitében 15 percig, hogy a célfehérjék epitopjait feltarjuk. Az endogén peroxidaz
aktivitast 3%-os H202-dal 10 percig blokkoltuk. A blokkolas utan a szdveti metszeteket
specifikus primer antitestekkel inkubaltuk. A fehérjeexpressziot egér és nyul specifikus
HRP/DAB (ABC) detektalo THC kit segitségével mutattuk ki a gyartd protokollja szerint. A
negativ kontroll mintdk esetében az elsddleges antitesteket kihagytuk a protokollbdl. A brom-

deoxiuridin kimutatisara BrdU immunhisztokémiai kitet hasznaltunk.

Humén mintiakon végzett kisérlet

Kromogén in situ hibridizdacio (CISH)

A boérbiopszidkat pikkelysomords betegektdl és egészséges, plasztikai miitéten atesett
személyektdl vették a Debreceni Egyetem Borgyodgyészati Klinika orvosai a Helsinki
Nyilatkozat elveinek megfelelen. A vizsgalatot a Debreceni Egyetem etikai bizottsdga hagyta
jova (regisztracios szam: 50935/2012/EKU (776/P1/2012, mddositva a V/2072-2 /2020/EKU
szam alatt). A mintdt add személyeket eldzetesen megfeleld mddon tdjeékoztattdk, és Ok
beleegyezésiiket adtdk a bérmintaikrol késziilt képek kozzétételéhez.

A klinikai bérmintdkban a PARP2 mRNS-ének expressziojat vizsgaltuk. A mintak 5
pikkelysomords beteg tiinetes fejbOrébdl és 4 egészséges egyén normal fejborébol szarmaztak.
Annak érdekében, hogy a PARP2 mRNS-t kimutassuk a metszetekben in situ hibridizaciot
alkalmaztunk. A CISH-t formalin-fixalt paraffinba-agyazott (FFPE) mintak 5 um vastagsagu
metszetein végeztilk. 100 nM dupla digoxigeninnel jelolt PARP2 specifikus vagy egy nem
specifikus mRNS negativ kontroll Un. lezart/k6tott nukleinsavat (LNA) tartalmazd probat
hasznaltunk a gyart6 utasitasai szerint. A metszeteket 2x proteindz K oldattal kezeltiik 15 percig,
majd 100 nM elézetesen linearizalt (90 °C-on 4 percig) proba keveréket 1xISH pufferben
higitva alkalmaztuk. A hibridizaciot 53 °C-on végeztilk a PARP2 specifikus és 57 °C-on a
negativ kontroll LNA probaval 60 percig, hibridizaciés. A vizualizacidhoz alkalikus

foszfatazzal konjugalt digoxigenin antitestet és nitroblue tetrazolium /5-bromo-4-klér-indolil-
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foszfat (NBT/BCIP) kromogén szubsztratot alkalmaztunk 2 6ran keresztiil 30 °C-on. A
targylemezeket stabil folyékony nuklearis vordssel festettiik és a ragasztd egyben konzervald
anyaggal, az FEukitt oldattal fedtiik be, majd fedélemezt raktunk ra. A képeket Leica
DM200LED mikroszkoppal készitettiik.

In silico analizis

A PARPI1 vizsgalata sordn a humén pikkelysomords 1€zids borbol végzett RNS-
szekvenalasi adatokat a National Center for Biotechnology Information Gene Expression
Omnibus (NCBI GEO) nyilvanos adatbazisabol nyertiik (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 16zids borébol szarmazo, mas csoportok altal mar kozzétett transzkriptomikai adatokat
hasznaltuk, szintén az NCBO GEO adatbazisabol

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

nyert adatokat hasznaltuk a hétérképek 1étrehozasahoz.

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

Statisztikai analizis

A statisztikai értékeléshez GraphPad Prism programot hasznaltunk. El6szor az adatok
eloszlasat Shapiro-Wilk teszt segitségével elemeztiik. Két csoport 6sszehasonlitidsa esetében
fliggetlen mintds t-probat alkalmaztunk, akkor, ha a Shapiro-Wilk-teszt normal eloszlast
mutatott. Nem normal eloszlas esetén Mann-Whitney-tesztet alkalmaztunk. Ha ketténél tobb
csoportot hasonlitottunk 0Ossze, és normal volt az eloszlds, egyutas ANOVA tesztet
alkalmaztunk, amelyet Tukey-féle post-hoc teszt kovetett. Amennyiben az adatok nem mutattak
normdl 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 szdmat (n) az &brafeliratokban

tintettem fel.
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Eredmények

A PARP1 expresszioja csokken psoriasis-ban

Munkank elsé felében a PARP1 lehetséges szerepét szerettiik volna felderiteni psoriasis-
ban. Ennek elsd 1épéseként, tarsszerzdink PARP1™* és PARP17- him egerek borén
tanulmanyoztak az IMQ altal indukalt borgyulladast. 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 expresszidja psoriasis-ban. Azt
talaltuk, hogy pikkelysomoros betegek 1€zios boérében csokkent a PARP1 expresszidja az
egészséges egyének hasonld anatdmiai régidibdl szdrmazd normal boérmintaiban detektalt
expressziohoz képest. Hasonlo6 csokkenést talaltunk a PARP1 expresszidjaban, amikor az NCBI
GEO adatbazisban publikusan hozzaférhetd, human pikkelysomords 1€zids borbdl végzett
RNS-szekvenalasi adatokat in silico analizaltunk. Immunhisztokémiai vizsgélatok az IMQ-dal
kezelt PARP1*/* egerek bérében ugyancsak a PARP1 expresszio csdkkenését mutattik, bar nem
szignifikdns mértékben. 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 PARP1 expresszio
csokkenésének talan patomechanikai szerepe lehet, amely tdmogatja a psoriasis-ra jellemzd
gyulladasos folyamatokat, és ez ellentmond az egyéb gyulladdsos folyamatokban

tapasztaltaknak.

PARP inhibitorok alkalmazasa imikimoddal kombinacioban fokozza a Kkeratinocita

proliferaciot és citokin termelést

A psoriasis patogenezisében a keratinocitakban zajlé koros folyamatok kozponti
szerepet jatszanak. Mivel szdvettani vizsgdlataink az epidermadlis keratinocitdkban magas
PARP1 expressziot mutattak, human keratinocita sejtkultarakat, a HPV-Ker sejteket alkalmazva
szerettiilk volna kideriteni a PARP1 expresszio jelentdségét pikkelysomor-szeri gyulladésos
valaszban. Sejttipustol fiiggden a PARPI a sejtekben mérheté PARP-aktivitas akar 85-90%-at
is lefedi; ezért sejtkulturas kisérleteinkben PARP inhibitorokat (olaparib, rucaparib és PJ34)
alkalmaztunk a PARPI blokkolasara. A sejtekben a PARP aktivitas ellendrzésére az egyik
legbiztosabb moddszer az ADP-rib6éz polimerek detektdlasa PAR elleni antitesttel. A

15



reprezentativ Western blot képen lathatd egyrészt, hogy a HPV-Ker keratinocitdkat IMQ-dal
kezelve megnd a PARilacid6 mértéke a vehikulummal kezelt kontrol sejtekhez viszonyitva.
Masrészt lathatd, mindharom, altalunk hasznalt PARP inhibitor hatékonyan tudja csokkenteni
a PARilaciot a sejtekben. SRB festést alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy az altalunk hasznalt

koncentracioban és idOtartam alatt az IMQ Onmagaban nem befolyasolta a sejtek

crer

crer

dal kombinécioban alkalmaztuk.

Ezen feliil, megvizsgaltuk néhany, a pikkelysomor szempontjabdl relevans citokin
expressziojanak valtozasat is a HPV-Ker sejtekben IMQ kezelés és PARP gatlas hatasara. Az
IMQ kezelés hatasara jelentdsen megnétt a keratinocitdkban az IL1p, IL6, IL8 és az IL23A
mRNS expresszidja. Raadasul, amikor az IMQ-dot a PARP inhibitorokkkal kombindlva
alkalmaztuk, a citokinek expresszidja tovabb fokozodott sejtekben, ami az IL6 és IL8 esetében
szignifikans kiilonbséget jelentett. Ezek az adatok 0Osszhangban alltak in  vivo

megfigyeléseinkkel.

A PARP1 hatasa a Keratinocita proliferaciora fiigg a TRPV1 aktivitastol

A tranziens receptor potencial vanilloid (TRPV)1, egy nem-szelektiv kation csatorna,
tobb, a psoriasis patomechanizmusaban érintett faktor pozitiv mediatoranak bizonyult, ezért
megvizsgaltuk, hogy vajon a TRPV1 gatlasaval felfiiggeszthetdek-e a PARP gatlas karos
hatasai IMQ kezelés mellett.

SRB tesztekben azt talaltuk, hogy a HPV-Ker sejtek elékezelése a TRPV1 specifikus inhibitor
AMG9810-zel megakadalyozta azt a novekedést a sejtek Osszfehérje mennyiségében, illetve
tapasztaltunk. A TRPV1-et cAMP-fiiggd protein kinazok, koztiik a protein kinaz C (PKC)
foszforilalja és ezéltal szenzitizalja. A PKC a PARP1 aktivitdsat is szabalyozza, 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.

A PARP2 expresszioja megnovekszik pikkelysomoros betegek borében

Az elézdekben bemutatott eredmények fényében kivancsiak voltunk, hogy vajon a
PARP1 , kistestvérének”, a PARP2-nek lehet-e szerepe psoriasis-ban.
Ennek elsd 1épéseként megvizsgaltuk a PARP2 expresszidjat pikkelysomords betegek

1ézi6s borében €s egészséges személyek hasonld régioibol szdrmazoé normal boérmintdiban
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kromogén in situ hibridizaciés (CISH) modszert alkalmazva. Norméal bérben a PARP2 mRNS
alacsony mértékli expresszigjat figyeltik meg, viszont a pikkelysomords epidermiszben

szignifikansan megnovekedett a PARP2 mRNS expresszio.

A PARP2 delécidja csokkenti az IMQ altal kivaltott pikkelysomor-szeri borgyulladas

sulyossagat egerekben

Annak érdekében, hogy karakterizdljuk a PARP2 expresszid jelentdségét
pikkelysomorben, Gjra a pikkelysomor legismertebb egérmodelljét alkalmaztuk, az IMQ altal
kivaltott bérgyulladast PARP2”- és PARP2"* him egereken. A kisérlet 6todik napjan jol lathato
volt, hogy a kialakult elvaltozasok kevésbé voltak stlyosak az IMQ-dal kezelt PARP2”- (PP)
egerekben, mint az IMQ-dal kezelt vadtipusi (WP) egerekben. A 1ézidk szovettani metszeteiben
a hematoxilin-eozin (H&E) festés az IMQ altal kivaltott dermatitisz jellegzetességeit mutatta a
WP egerek 1€zios borében, mint példaul fokozott keratinocita proliferaciot a bazalis rétegben,
tagult kapillarisokat és dermalis sejtes infiltraciot, viszont a PP egerek metszeteiben ezek az
elvaltozasok joval kisebb mértékben voltak megfigyelhetok. Az epidermisz megvastagodasa
kifejezettebb volt a WP egerek bdrében, mint a PP egerekében, a vehikulummal kezelt vad
tipusti (WC) és PARP27~ (PC) egerek borével 6sszehasonlitisban. A PP egerek epidermiszében
a WP egerekéhez képest jelentdsen kevesebb BrdU-pozitiv sejtmag volt lathatd, ami a PARP2"
- keratinocitak kisebb proliferacios ratajara utal.

A PP egerek borében kialakult mérsékeltebb gyulladast mutatja az IL17A és a TNFa
alacsonyabb szintje a PP egerek 1ézios borlizatumaiban a WP egerekéhez képest. A 1€zios
metszetek immunhisztokémiai (IHC) elemzései azt mutatjak, hogy a korai differencialodast
jelzd involukrin a PP egerekben megodrizte jellegzetes expresszidjat a stratum spinosumban,
mig a WP csoportban az involukrin expresszid az egész epidermiszre kiterjedt. Ezen kiviil, a
késdi terminalis differencidlodds markere, a keratin 10 szignifikdnsan magasabb expressziot
mutatott a PP egerek epidermiszében, mint a WP egerekben.

Osszességében ezek az adatok a PARP2 szerepére utalnak a pikkelysomords

gyulladassal jar6 keratinocita aktivacioban.

A PARP2-depletalt human keratinocitak terminalis differencialodasa megtartott marad

a pikkelysomorre jellemzo citokinekkel valo kezelés utan

A PARP2 keratinocitakban betoltott szerepének jellemzeésére a PARP2-t HPV-Ker
human keratinocitdkban egy PARP2-specifikus shRNS-t tartalmazo lentivirdlis vektor

alkalmazaséaval csendesitettiink, ami a PARP2 fehérje expressziojanak koriilbeliil 70%-o0s
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csOkkenését eredményezte a shP2 HPV-Ker sejtekben a negativ kontroll szekvencidt hordozo
sc sejtekhez képest. Az sc és shP2 HPV-Ker sejteket IL17A és TNFa kombinacidjaval
stimuldltuk, mivel kordbban leirtdk, hogy az IL17A ¢és TNFa szinergista hatisa a
keratinocitakban olyan transzkriptomikai valtozasokat indukal, amely jelentds korrelaciot
mutat a pikkelysomorre jellemzd genomikai valtozasokkal. Az IL17A és TNFa kezelés hatdsara
a keratinocitdk PARP2 expresszidja megnétt. IL17A és TNFa jelenlétében differencidlodva az
shP2 keratinocitak CK10 expresszidja jelentdsen magasabb volt, mint az sc keratinocitaké. A
sejtciklus elemzések soran az sc HPV-ker sejtekben az S-fazisu sejtek aranyanak novekedését
észleltiik IL17A + TNFa kezelés hataséara, de az shP2 sejtekben ez nem volt jellemzd.

Ugy tiinik, hogy a human keratinocitdkban tapasztaltak 6sszevagnak a pikkelysomords
betegek borében ¢€s a psoriasis IMQ-indukalt egér modelljében tapasztaltakkal a PARP2
funkcigjat illetden, ami arra Osztonzott minket, hogy tovabb tanulmanyozzuk a PARP2

gyulladéasos szabalyozasban betdltott szerepét.

A pro-inflammatorikus citokinek dltal kozvetitett NF-kB aktivdcio gatolt PARP?2 csendesitett

keratinocitakban

A keratinocitdkban a PARP2 altal szabalyozott mechanizmusok megismerése érdekében
teljes kor transzkriptom elemzéseket végeztiink RNS-szekvenalassal az sc és shP2 HPV-Ker
sejtekben, amelyeket vagy vehikulummal vagy IL17A+TNFa-val kezeltiink. Tobb mint 300
diszregulal6do gént azonositottunk a vehikulummal kezelt sc és shP2 keratinocitdk kozott. A
vehikulummal kezelt és az IL17A+TNFa-val kezelt sc HPV-Ker sejtek 6sszehasonlitdsakor 64
gén esetében talaltunk eltérd expresszidt, szemben azzal a 20 génnel, amit a vehikulummal vagy
IL17A+TNFa-val kezelt shP2 sejtek Osszehasonlitasa soran talaltunk. Ez az IL17A és TNFa
altal indukalt utvonalak szupresszidjara utal a PARP2-csendesitett keratinocitdkban. A TNFa
Onmagéaban vagy az IL17A-val egyiittesen elsdsorban az NF-kB aktivaldsan keresztiil hat,
amely kritikus pro-inflammatorikus Utvonal a pikkelysomor kialakuldsaban. Valoban, 92
pikkelysdmords €s 82 normal bormintabol szarmazo, mar publikalt RNS szekvenalasi adatok
in silico elemzése soran azt talaltuk, hogy szamos NF-kB célgén, koztiik a CXCLS8 (IL8), a
CXCL1, az IL23A, az IL6 és a kolonia stimuléld faktor (CSF)2 fokozottan expresszalodik a
pikkelysomords bérben. RNS szekvenalasi adatainkban az IL17A+TNFa kezelés hatasara az
sc HPV-Ker sejtekben még annal is nagyobb mértékii indukciot talaltunk ezeknek a géneknek

az expressziojaban, viszont az shP2 sejtekben ez az indukcio joval kisebb mértéki volt.
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Ezek utan megvizsgaltuk a sejtek magi frakciojaban az NF-xB p65 alegységének
foszforilacigjat, ami az NF-«kB aktivacio egyik indikatora, és IL17A és TNFa kezelés hatasara
valoban megnott a p65 foszforilacio az sc sejtekben, de nem az shP2 sejtekben.

Az NF-kB célgének koziil két markert valasztottunk a tovabbi vizsgalatainkhoz, az IL6-
ot és az IL23A-t, mivel mindkettdt 0sszefliggésbe hoztak a psoriasis-ra jellemz6 gyulladéassal
human és egér modellekben is. E16szor RT-qPCR mérésekben validaltuk az RNS szekvenalasi
adatokat, amelyek megerdsitették, hogy az IL17A €s a TNFa szignifikansan kisebb mértékben
emelte az IL6 ¢és IL23A mRNS expressziojat az shP2 keratinocitakban, mint az sc
keratinocitakban. Emellett az IL17A+TNFa altal megnovelt IL6 szekrécio és IL23A fehérje
expresszid alacsonyabb volt a shP2 keratinocitdkban, mint az sc sejtekben.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PARP2 befolyéasolja az NF-«xB aktivitast és ezaltal
az NF-«B éltal kozvetitett gyulladdsos Gitvonalakat is.

A fokozott dsztradiol termelés gatolja az NF-kB-t a PARP2-depletdlt keratinocitikban

Az RNS szekvenalasbol szarmaz6 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, ami 0sszhangban volt korabbi
vizsgalatainkkal, amelyek a PARP2-t a koleszterin- és szteroid homeosztazis szabalyozéaséaval
hoztdk 0Osszefliggésbe. Ezen feliil, az shP2 sejtekben emelkedett a 17B-hidroxiszteroid-
dehidrogenaz-3-at kddol6 HSD17B3 expressziodja 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 (GPER1)
expresszidja is indukalodott az shP2 sejtekben, ami pedig a PARP2-csendesitett keratinocitak
fokozott Osztrogénvalaszdra wutal. Ezek a génexpresszids valtozasok felkeltették
érdeklddéstinket, mivel az dsztradiol (E2), a f6 human 6sztrogén és a GPER1 egyarant képesek
gatolni az NF-kB aktivalodasat szamos szovetben. gy feltételezésiink az volt, hogy az NF-kB
aktivacio gatlasa az Osztrogénhatas indukciojanak kovetkezménye lehet az shP2 sejtekben.

Elészor is megerdsitettilk, hogy a PARP2-csendesitett keratinocitdkban valdban
indukalodott az aromatdz expresszidja. Ezzel 0Osszhangban, az shP2 HPV-Ker sejtek
feliiliszojaban szignifikansan magasabb 0sztradiol koncentracidét mutattunk ki, mint az sc HPV-
Ker sejtek esetében. Ezutan azt vizsgaltuk, hogy a PARP2 enzimatikus aktivitasa szerepet
jatszhat-e az Osztradiol termelés szabdlyozédsdban. Ebbdl a célbol a PARP2-t egy specifikus

novekedését idézte eld. Valamint, a PARP inhibitor talazoparib, amely a PARP1-nek és PARP2-
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nek is potens inhibitora, magasabb koncentraciéban alkalmazva, az UPF1069-hez képest
kisebb, de mégis szignifikans mértékii novekedést eredményezett a HPV-Ker sejtek dsztradiol
termelésében. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a PARP2 enzimatikus aktivitasa, bar nem
tisztazott modon, de részt vesz az aromataz aktivitasanak, €s igy az 0sztradiol szintézisének a
szabalyozasaban keratinocitakban.

Amikor a HPV-Ker sejteket az IL17A és TNFa stimuléci6 eldtt dsztradiol-t tartalmazo
médiumban tartottuk, alacsonyabb IL6 mRNS expressziot és szekréciot mértiink a kezelést
kovetden, mint 0sztradiol nélkiil, ami azt jelzi, hogy az 6sztradiol valéban gyulladascsokkentd
hatést fejthet ki az IL17A+TNFa altal kivaltott valasz ellen keratinocitakban.

Kovetkezd 1épésben immunfluoreszcens technikaval annak az IkBa-nak a jelenlétét

vizsgaltuk a keratinocitdk citoplazméjaban, amely az NF-kB-t a citoplazmaban lehorgonyozza,

crer

sejtekben, ami az shP2 sejtekben lényegesen kevésbé volt kifejezett. Amikor azonban az sc
HPV-Ker sejtek a citokin stimulus eldtt dsztradiol elékezelést kaptak, az IkBa degradacigja
kisebb mértékben ment végbe, ami megerdsiti az [kBa degradacid dsztradiol altal kozvetitett
gatlasat mutato korabbi eredményeket.

Annak érdekében, hogy az 6sztradiol altal kifejtett védo hatast funkcionalisan a PARP2
csendesités hatdsahoz kotni tudjuk, gatoltuk a HPV-Ker sejtekben az dsztradiol szintézist az
aromatdz inhibitor exemesztan (EXE) alkalmazasaval. Azt talaltuk, hogy az NF-xB p65
alegységének aktivacidja IL17A és TNFa hatasara az shP2 sejtekben exemesztan elokezeles
hatasara az sc sejtekben mért szintre emelkedett. Ezzel Osszhangban, az exemesztan
alkalmazésa csokkentette az sc és shP2 HPV-Ker sejtek kozott eredetileg mért kiilonbséget az
IL6 szekrécioban és az IL23 A fehérje expresszioban az IL17A+TNFa kezelést kovetden.

Ugy tiinik tehat, hogy az dsztradiol szintézis gatlasa felszabaditotta az NF-kB aktivéacio
PARP2 deplécid 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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Az aromataz funkcio sziikséges a PARP2 altal kozvetitett gyulladascsokkento hatashoz

egerek borében

Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a bor aromataz aktivitasanak gatldsa az IMQ altal
kivaltott borgyulladast egereinkben. A PARP2"* és PARP27 egerck egy-egy csoportjat
oldoszerrel (etanol) és IMQ-dal (WP és PP egerek) kezeltiikk. Emellett ujabb csoportokat is
alkottunk a PARP2"* és PARP2™ egerekbél, amelyek esetében az IMQ kezelést epikutan
alkalmazott exemesztan oldatos kezelés elozte meg (WPE ¢és PPE egerek).

Az exemesztan kezelés mind a PARP2™", mind a PARP2™" egerek esetében megnovelte
az IMQ altal kivaltott elvaltozdsok kumulativ vizudlis pontszamat, ami arra utal, hogy az
aromatdz aktivitdsnak védd szerepe lehet a bérben. Az exemesztan megsziintette a PARP2
delécio gyulladascsokkentd hatasat az IMQ modellben, amit j6l mutat az egerek
borlizdtumaibol mért, pikkelysomor patomechanizmusa szempontjdbdl relevans citokinek
mennyiségének novekedése a PPE egerekben a PP egerekhez képest. Az IL17C-t, a psoriasis-
os gyulladas egyik kdzponti pro-inflammatorikus citokinjét kiilon ELISA mérésben hataroztuk
meg a borlizatumokbol, és hasonldan a citokin array-hez, itt is jelentds ndvekedést talaltunk az
exemesztan kezelés hatésara.

Az egerek 1ézios borébol késziilt metszeteken immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink. A huméan keratinocitdkban talalt eredményeinkkel dsszhangban, a PARP2”" egerek

epidermalis keratinocitaiban magasabb aromataz expressziot taldltunk a PARP2"*

egerekkel
Osszehasonlitva, fiiggetleniil az alkalmazott kezeléstél (PP és PPE egerek vs. WP és WPE
egerek). Ugyancsak 0sszevag az in vitro adatokkal, hogy a WP egereknél szignifikansan tobb
foszforilalt p65-pozitiv sejtmagot talaltunk az epidermiszben, mint a PP egereknél. Az aromataz
gatlasa azonban a p65 foszforilacio ugyancsak szignifikans novekedését eredményezte a PPE
egerek borében a PP egerekhez képest, aminek hatdsara megsziint az eredetileg mért kiilonbség
a PARP2 knock-out és vadtipusu egércsoportok kozott a p65 aktivaciot illetden. Ezen kiviil, az
exemesztannal kezelt egerek epidermiszében a K10 expresszio csokkenése mutatott ki a csak
IMQ-val kezelt egerekhez képest.

Osszefoglalva, ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PARP2” egerekben

megfigyelhetd védett fenotipus az IMQ altal kivaltott dermatitisz stilyossdgaval szemben az

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

Végiil megvizsgaltuk az aromataz expresszidjat human bdrben is, ugyanazokat a
pikkelysomords ¢€s egészséges mintakat hasznadlva, amelyekben kordbban a PARP2
amely egyenletesen oszlott el az epidermisz rétegeiben, mig a pikkelysdmoros epidermiszben
az aromataz expresszidja dsszességében csokkenést mutatott, és foleg a stratum granulosumra
korlatozodott, amibdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a bor 6sztrogén bioszintézise visszaszorul
pikkelysomorben. Ez a megfigyelés a fenti eredményekkel egyiitt arra utal, hogy a PARP2
expresszio ¢és az epidermalis keratinocitak dsztrogén szintézise kdzott osszefliggés lehet, amely
hozzajarulhat a lokalis gyulladdsos folyamatok szabalyozasdhoz a pikkelysomor

patomechanizmusa soran.
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Megbeszélés

A PARP1 ¢és a PARP2 az ADP-ribozilaciot, a fehérjék poszttranszlacios modositasainak
egyik tipusat katalizal6 enzimek csalddjaba tartozik. Katalitikus funkcidjuk elsédlegesen DNS-
torések hatasara aktivalodik, és igy a PARPI és PARP2 sokdig csak a DNS-torések
hibajavitasaban betoltott kulcsfontossagu szerepérdl volt ismert.

Ahogy nétt a PARP1-gyel kapcsolatos tanulmanyok szama, ugy ismerték fel a kutatok,
hogy a PARP1 részt vesz szamos gyulladdsos folyamat szabalyozasaban is. A PARP1 tobb pro-
inflammatorikus transzkripcios faktor (pl. NF-kB) pozitiv modulétora, ¢s az eddigi adatok
alapjan ugy tiinik, hogy féként a Th2 tipusu gyulladas kialakuldséban jatszik szerepet. Ennek
megfelelden, a PARP1 genetikai delécidja vagy farmakologiai gatlasa gyulladascsokkentd
hatast eredményezett szamos Th2 tipust gyulladasos korkép kisérleti modelljeiben.

A PARP2-vel kapcsolatos vizsgalatok a PARPI-hez képest korlatozott szdmban
talalhatok az irodalomban, azonban az elmult évtized kutatasai alapjan egyre nyilvanvalobba
valik, hogy a PARP2 rendkiviil valtozatos fiziologiai folyamat szabalyozasaban t6lt be egyedi
funkciokat, amibe beletartozik a transzkripcid, sejt differenciacid, mitokondridlis biogenezis,
lipid és szteroid bioszintézis és a metabolikus homeosztazis szabalyozasa kiilonféle sejtekben,
szovetekben. Azonban a PARP2 gyulladasos folyamatokban bet6ltott szerepérdl kevés adat all
rendelkezésre, de az eddigi informacidk alapjan ugy tiinik, hogy a PARP1-gyel ellentétben a
PARP2 Th2 tipust gyulladas szabalyozasaban nem vesz részt.

A psoriasis (pikkelysomor) az egyik leggyakoribb kronikus gyulladésos borbetegség,
amelynek sordn a boron jellegzetes plakkok alakulnak ki az epidermalis keratinocitak tulzott
elfogadott magyarazat szerint a pikkelysomor kialakulasaért a Th sejtek bizonyos populacioi,
elsddlegesen a Th17 sejtek, altal medialt immunvalaszok feleldsek, amelynek kozvetitésében
az IL23/IL17 citokin tengelynek kozponti szerepe van a psoriasis-ra jellemzd gyulladés
kialakulasaban. A pikkelysomor patomechanizmusa azonban komplex folyamat, amelyben a
Th sejtek szerepe nem kizarolagos, valdszinii, hogy az epidermalis keratinocitdknak hasonléan
fontos szerepe van a betegség megjelenésében. Szerepiik lehet a gyulladéds iniciacidjaban,
fenntartdsaban és felerdsitésében is azaltal, hogy a T sejtek toborzasdban, megtartasaban és
aktivalasaban részt vevd molekulakat szekretalnak.

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.
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A PARP1 gatlasa felerositi 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. Igy vizsgaltuk a PARP1 gatlisdnak hatasat pikkelysomorre
jellemzd folyamatokban keratinocitakban.

Munkatarsaink azt talaltak, hogy a PARP1 genetikai delécidja egerekben sulyosbitotta
a kialakult tiineteket a pikkelysomor imikimod altal indukalt kisérleti modelljében, ami
ellentmondasban volt az eddigi ismereteinkkel a PARP1 gyulladdsban betoltott szerepét
illetden. Az ennek hatterében allo folyamatok megértéséhez elsd lépésként 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 hozzajarulhat a psoriasis-os gyulladés kialakulésédhoz.

Ezek utdn in vitro human keratinocita sejtkultirdkban, a HPV-Ker sejtekben
megmutattuk, hogy az IMQ-dal val6 kezelés PARP1 gatlassal valo kombinalasa megismételte
az in vivo egér modellben kapott eredményeket, nevezetesen, hogy a PARP inhibitorok
inflammatorikus citokinek (IL6, IL1, IL8, IL17 és IL23A) indukcidjara vonatkozoan.

Azt talaltuk, hogy a nem-szelektiv kation csatorna TRPV1 farmakologiai blokadja képes
volt felfliggeszteni a PARP inhibitorok proliferaciot stimuldlé hatasait a HPV-Ker
keratinocitakban. A TRPV1 borszdveti expresszidja relative magas, €s kifejezodik nemcsak a
keratinocitakban, de a periférias szenzoros idegrostokban és a rezidens immunsejtekben is. A
TRPV1-et exogén és endogén gyulladdsos medidtor képes aktivalni, amelynek hatasara a
tanulmanyok mar Osszefliggésbe hoztak a TRPVI1-et kronikus gyulladdsos bdrbetegségek,
koztik a pikkelysomor patomechanizmusaval, illetve a TRPV1 tultermelése psoriasis-os
1ézidkban pozitivan korrelal a betegek viszketés érzetével. Az IMQ altal indukalt psoriasis
modellben ugyancsak leirtdk mar a TRPVI moduldlé hatasat. Erdekes modon, az egyik
tanulmanyban azt talaltdk, hogy a tranziens receptor potencial ankirin (TRPA)1 kiiitott
egerekben az IMQ altal kivaltott tiinetek sulyosabb formaban jelentek meg, viszont
TRPA1/TRPV1 kettds knock-out egerekben vagy TRPA1 KO egerek TRPV1 inhibitorral vald

kezelése utan az IMQ-indukalt dermatitisz sulyossaga jelentdsen lecsokkent, ami a TRPA1 és
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TRPV1 kozotti antagonisztikus kolcsonhatasra utal az IMQ modellben. Ugy gondoljuk, hogy
hasonlé antagonizmus lehet a PARP1 és a TRPV1 kozott is, bar ennek a kolcsonhatasnak a
jellemzése tovabbi kutatasok targyat kell, hogy képezze. A TRPVI1 egyik jellegzetes
modulétora, a PKC, a PARPI aktivitasat is befolyasolja, ezért megvizsgaltuk azt a lehetoséget,
hogy esetleg a PKC aktivitas is része lehet ennek a potencialis funkcionalis kdlcsonhatasnak a
PARP1 és a TRPV1 kozott. Azonban a PKC inhibitor alkalmazasa nem befolyasolta a PARP
inhibitorok keratinocita proliferaciot stimulalé hatasat modelliinkben.

Osszefoglalva, eredményeink alapjan gy tiinik, hogy a PARPI1 ellentétes szerepet
tolthet be a Thl7 tipusu gyulladasban, példaul pikkelysomorben, mint a Th2-medialt
folyamatokban, és javasoljuk ennek a mechanizmusnak a mélyebb vizsgdlatat a jovobeli

kutatasokban.

A PARP2 részt vesz a gyulladas kialakulasaban psoriasis-ban a Keratinocitak dsztradiol

bioszintézisének modulalasa révén

A PARP2 a PARPI1 utin a masodik legnagyobb PARP aktivitiassal biro6 PARP a
sejtekben. Mivel elézetes eredményeinkben azt lattuk, hogy a PARP1-nek lehet szerepe
psoriasis-ban, ezért kutatdsunkban célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk, hogy a PARP2-nek
lehet-e szerepe pikkelysomorben.

Lattuk, hogy a PARP2 expresszioja megemelkedett a pikkelysomoros betegek 16zids
bérében. Az imikimod (IMQ) altal indukalt dermatitisz a PARP17~ 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 Aaltal kivaltott pikkelysomor
modell nem az elsé Thl17-medialt folyamat, ahol a PARP17~ és PARP2”" egerek ellentétes
fenotipust mutattak. Kisérletes autoimmun enkephalomielitiszben (EAE), a szklerozis
multiplex egérmodelljében a PARP1 delécigja stlyosbitotta, mig a PARP2 delécioja
csokkentette az EAE-re jellemz6 idegrendszeri gyulladast, azonban ennek hatterében allo
folyamatok még tisztazasra szorulnak.

A PARP2-t egyediilallé mdodon a koleszterol és szteroid szintézis szdmos aspektusaval
hoztak dsszefiiggésbe, féként az intenziv lipid metabolizmust folytatd szovetekben.A PARP2”
egerek vazizomzatdban a 17B-dehidrogenéz-11 (HSD17B11), az androszteron bioszintézisében
részt vevo enzim, valamint a tesztoszteron még erdsebb androgén hatasu dihidrotesztoszteronna
(DHT) torténd atalakuldsat katalizald Sa-reduktdzok (SRDS5AI, 2) emelkedett expresszidjat

taldltak. Ennek kovetkeztében, a PARP2™" egerek vazizomzatdban megnétt a DHT szintje,
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anélkiil, hogy a DHT szisztémas szintje megvaltozott volna. Valamint, a PARP2 része az
androgén receptor jelatviteli utvonalanak a prosztatdban. Jelen eredményeinkkel
demonstraljuk, hogy a PARP2 genetikai delécidja vagy deplécioja altal eredményezett
védohatas pikkelysomor-szerii gyulladassal szemben az epidermalis keratinocitdk aromataz
kozvetitett gatlasatol fligg.

Az Osztrogének terapias potencidlja mar felmeriilt pikkelysomorben, de egy hosszi
tavu, szisztémas Osztrogén terapia kedvezotlen mellékhatasokkal jarhat, és igy szisztémas
Osztrogén kezelést még nem kiséreltek meg pikkelysomorben. Eredményeink alapjan
javasoljuk a keratinocitak sajat 6sztrogén bioszintézisének fokozasat a PARP2 gatlasa ttjan,

Az 6sztrogéneknek komplex szerepe van az immunmodulacidban. Bér a pikkelysomor
altalaban javulni szokott terhességkor, és romlik a menopauza idején, a betegek kisebb része a
tiinetek sulyosbodésat tapasztalta terhesség alatt. Az Osztrogének pozitiv hatdsa a
pikkelysomorre az Osztrogéneknek azzal a latszolagos képességével magyardzhatd, hogy
eltolodast tudnak létrehozni Th1/Th17 tipusti immunités fel6l Th2-mediélt immunités iranyaba.
Mindazonaltal, az 6sztrogén receptorok (ER) aktivitasa jelentds fiiggést mutat az Osztrogén
dozisatol és a modell rendszertdl, amiben tanulméanyoztak, és ennél fogva az ER aktivacid az
alkalmazott Osztrogén koncentraciojatol fiiggden a pro-inflammatdrikus citokin termelés
novekedését vagy csokkenését is eredményezheti. Az NF-kB aktivacio hatékony gatlasdhoz, és
ezaltal gyulladascsokkentd hatas eléréséhez sziikséges minimalis 0sztradiol koncentracio egy
tanulmany szerint a 107 M tartomanyban van, ami megkdzelitéleg megfelel annak a
koncentracionak, amelyet az sc és shP2 HPV-Ker sejtek feliiluszoiban mértiink. Ezek alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy a bdr dsztradiol szintjének kismértékii novekedése is elegendd
lehet a gyulladascsokkenté mechanizmusok beinditdsdhoz, mint ahogy a PARP2-csendesitett
keratinocitakban lattuk. Valdszinii azonban, hogy a bor 6sztradiol szintjében jelentds intra- €s
megallapitasa pikkelysoémorben tovabbi vizsgalatokat igényel. Erdekes adat, hogy az EAE
modellben, ahol ugyancsak a PARP2 delécido kedvezd hatasat irtdk le, tobb tanulmany is
beszamol az Osztrogének hasonld idegrendszeri anti-inflammatorikus hatasardl, ami jol
illeszkedik a mi adatainkhoz. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a pikkelysomor
progresszidja soran Thl és Thl7 eredetii citokinek (mint példaul a TNFo és IL17A)
indukalhatjak a PARP2-t a keratinocitdkban, amely azutdn gatolhatja az aromataz aktivitast és

az Osztrogén szintézist, és ezzel hozzajarul az NF-xB aktivaloddsdhoz. Azonban, egy ilyen
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szabalyozasi kaszkad mechanikus részleteinek meghatarozasa tovabbi vizsgalatok targyat kell
képezze.

Jelenleg a legsikeresebb terapidk a pikkelysomor ellen a bioldgiai dgensek, amelyek az
IL17A-t vagy a TNFa-t célozzék, azonban a bioldgiai terapiaknak szamos kockazata lehet a
betegekre nézve, ezért folyamatos az igény a jobban toleralhaté megoldasok irant. Ma mar tobb
PARP inhibitort hasznalnak klinikai gyakorlatban, szisztémds alkalmazas mellett egyes
rucaparib  (Pfizer/Clovis), olaparib (KuDOS/AstraZeneca), niraparib (Merck/Tesaro),
talazoparib (Lead/Biomarin/Medivation/Pfizer), valamint a kinai NMPA altal engedélyezett
fluzoparib és pamibarib. Ezek un. pan-PARP inhibitorok, amelyek egyarant célozzak a PARP1-
et, a PARP2-t és valosziniileg még mas PARP izoformaékat is. Ezért a PARP2 szelektiv célzésa
nem hajthatd végre a jelenleg alkalmazott PARP inhibitorokkal. Azonban jelen
eredményeinkkel megmutatjuk, hogy a pan-PARP inhibitor talazoparib ugyantugy képes a
keratinocitak 6sztradiol termelését fokozni, mint a PARP2 csendesitése vagy specifikus gatlasa
UPF1069-cel. Azt figyelembe véve, hogy eredményeink alapjan a PARP2 hidnyéanak kedvezd
hatasa pikkelysomorben valosziniileg a keratinocitdk megnovekedett dsztradiol szintézisének
kovetkezménye, adataink felvetik a PARP inhibitorok hasznédlatdnak lehetdségét a
pikkelysomor kezelésében. Természetesen, a PARP inhibitorok ilyen irdnyu alkalmazhatosagat
késdbbi tanulméanyok soran kell megvizsgalni és értékelni.

Osszefoglalva, egy eddig ismeretlen mechanizmust talaltunk, amellyel a PARP2 részt
vehet a gyulladasi folyamatok szabéalyozasdban, és egyuttal azonositottunk egy potencidlis
terapias targetet pikkelysomorben. Tanulméanyunk elésegitheti a PARP2-specifikus inhibitorok
fejlesztésére tett erdfeszitéseket, €és javasoljuk tovabbi vizsgalatok elvégzését a PARP2

gyulladasban és immunszabalyozasban betoltott pontos szerepének tisztazadsanak érdekében.
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Osszefoglalas

A poli(ADP-rib6z) polimeraz enzimcsalad tagjaiként a PARP1 és a PARP2 a sejtek
PARP-aktivitasanak tobbségéért felelds, €s aktivitasukat eldszor a DNS hibajavitdsa soran irtdk
le. Az elmult évtizedek kutatdsai azonban a PARP1 és PARP2 olyan valtozatos biologiai
funkci6it azonositottak, mint a sejthalal, sejt differenciacié, a lipid homeosztazis, a
sejtenergetika és a gyulladas szabdlyozasa. PARP aktivaciot leirtak szamos Th2-medialt
gyulladasos folyamatban, de a vizsgalatok foként a PARP1 szerepére koncentraltak, mig a
PARP2 gyulladdsban betoltott szerepérdl kevés informacidval rendelkeziink. Munkéank soran
ezuttal egy Th17-medialt gyulladasos borbetegségben, a pikkelysomorben vizsgaltuk meg a
PARP1 ¢s PARP2 szerepét.

Elsdként tarsszerzOink segitségével megallapitottuk, hogy az eddigi ismereteinkkel
szemben, a PARP1 egy gyulladascsokkentd faktor lehet pikkelysdmdrben, mivel a betegség
imikimod altal indukalt egér modelljében a PARP1 genetikai delécidja a tiinetek stilyosbodasat
eredményezte. Human mintakban megmutattuk, hogy a PARP1 expresszidja csokken a
pikkelysomords 1ézidkban a kontroll egyének bérmintaihoz képest. Az imikimoddal kezelt
HPV-Ker keratinocitdkban a PARP gatlas az in vivo eredményekkel 6sszhangban fokozta a
indukcigjat. Valamint azt is megmutattuk, hogy a PARP-gétlés el6bbi hatdsai a keratinocitadkban
a TRPV1 aktivitasanak fiiggvénye volt. Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a PARP1
szerepe eltérd lehet a Thl7 tipusu gyulladds szabdlyozasdban attol, amit a Th2 tipusa
folyamatokban l4thattuk.Ezzel szemben, a PARP2 mRNS expressziojanak novekedését talaltuk
imikimod 4altal indukalt psoriasis tlinetei egerekben. A PARP2 csendesitése humén
keratinocitakban megakadalyozta proliferaciojuk fokozddasat, megtartotta termindlis
differencialodasukat €s csokkentette a gyulladdsos mediatorok termelését az IL17A és TNFa
kombinéciodjaval torténd kezelést kovetden. Ezen megfigyelések hatterében azt talaltuk, hogy a
PARP27" egerek epidermiszében és a PARP2-hidnyos humén keratinocitdkban az aromatéz
expresszio indukalodott, és az ebbdl eredd emelkedett Osztradiol termelés gatolta az NF-kB
aktivaciot, és ezaltal a gyulladast a keratinocitadkban. Szteroidogén valtozasokat leirtak mar
pikkelysomorben, mi ezeket a megfigyeléseket egészitjiik ki azzal, hogy megmutatjuk az
aromatdz expressziojanak csokkenését is pikkelysomords 1ézidkban.

Osszefoglalva, adataink a PARP2-t az epidermélis keratinocitdk Osztrogén

bioszintézisének modulatoraként azonositjak, amely relevans lehet a Th17 tipusu gyulladasban.
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