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1. Bevezetés
1.1. A gyulladasos bélbetegségek altalanos jellemzése

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases, IBD) kozé tartozé colitis
ulcerosa (ulcerative colitis, UC) ¢és Crohn-betegség (Crohn’s disease, CD) a
gasztrointesztinalis  traktus kronikus, gyulladdsos megbetegedései. A gyulladéasos
bélbetegségek komplex, multifaktorialis korképek. Etiologiajuk maig sem teljesen tisztazott,
annyi azonban ismert, hogy genetikai és kornyezeti tényezok, a bélnyalkahartya barrier
funkcidjanak csokkenése, valamint a bélfloraval szembeni koros immunvalasz mind szerepet
jatszanak a betegség kialakulasaban.

Mivel a kivalté ok ismeretlen, igy oki terapia sem létezik. Ma az IBD kezelésének
legfébb célja az endoszképos és szdvettani remisszio elérése. Ez egy rendkiviil komplex
folyamat, melyhez nélkiilozhetetlen a gyulladas csokkentése, valamint az epitél barrier
funkciojanak javitdsa. A jelenleg alkalmazott legfontosabb gyogyszercsoportok az
aminoszalicilatok, szteroidok, immunszupresszansok, monoklonalis antitestek (bioldgiai
terapia). Bar a kezelési lehetdségek tarhaza folyamatosan boviil, a jelenlegi, illetve a
vizsgalati fazisban 1évd biologiai szerek és kismolekuldju hatdanyagok tobbsége az
immunrendszer valamely elemére kozvetleniil fejti ki a hatasat, egy-egy immunfolyamat,
gyulladasos kaszkad bizonyos pontjat célozza. Annak ellenére, hogy a terapia legfébb célja a
nyalkahértya gydgyuldsa lenne, nincs olyan engedélyezett hatéanyag, amely direkt modon az

epitél barriert célozna.

1.2. A mitokondrium szerepe a gyulladasos bélbetegségek kialakulasaban

Az intesztindlis epitél sejtek kiemelkedd energiaigénye miatt a mitokondrium
energiatermelését érintd zavarok erdteljesen befolyasoljak a sejtek életképességét,
veszélyeztetik az intesztinalis barrier épségét. Roediger mar 1980-ban leirta, hogy a colitis
ulcerosa egy sejtszintli energiahidnnyal jarod betegség. A kifejezés az akut colitis ulcerosas
betegek bélhdmsejtjeiben mért, csokkent butirdt oxidacidé miatt sziiletett, mely tdpanyag a
colonocytdk f6 energiaforrasanak tekinthet6. Mara Roediger feltételezését szamos tovéabbi
kutatas igazolta. Schneider és munkatarsai kimutattak IBD betegek vastagbél mintaiban, hogy
a légzési lanc Osszes komplexének csokkent az expresszidja. Colitis ulcerosdban szenvedd
betegek vastagbél mintdiban a Komplex II, III és IV enzimaktivitdsa is kisebb mérték,

tovabba a bélnyalkahartyat szignifikdnsan alacsonyabb ATP szint jellemzi. IBD betegeknél a



mitokondrialis elvaltozasok, mint a duzzadas, a kiilsé ¢és bels6 membran integritdsanak
elvesztése mar a gyulladés kialakulasa el6tt megfigyelhetéek, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a mitokondrialis diszfunkci6 a betegség kialakuldsanak egyik korai esemény.

Az energiatermelésen til a mitokondriumok a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) 6
forrasai is. Abban az esetben, ha a 1égzési lancban az elektronok vandorlasa zavart, azaz
valamelyik komplexrdl rogton egy oxigén molekulara kertilnek, részlegesen redukalt oxigén
szarmazékok valnak szabadda. HozzavetOlegesen a 1égzési lancban felhasznalt oxigén 1-2%-a
alakul szuperoxid-anionna. Az ecliminalast végzé szuperoxid-dizmutaz altal Kkatalizalt
reakcioban  hidrogén-peroxid  (H,O;) képzédik, ami egy membranpermeabilis
oxigénszarmazék és karositja a fehérjéket, lipideket, valamint a DNS-t. A H,O; colitis
ulcerosa patogenezisében betdltott szerepét bizonyitja, hogy mind a gyulladt, mind az ¢ép
nyalkahdrtydban szignifikdnsan magasabb a H,O; szintje az egészséges bélbdl vett mintdkhoz
képest. A vastagbélhamsejtekben keletkezett H,O, az extracellularis térbe kdnnyedén kijutva
karositja a sejtek kozotti szoros kapcsolat fenntartasat biztositod tight junction fehérjéket. Ez a

paracelluldris permeabilitas fokozddasdhoz, a luminalis baktériumok lamina propridba torténd

--------

1.3. A vastagbélhamsejtek metabolizmusa gyulladas soran

A vastagbélhamsejtek metabolizmusaban kiemelkedd szerepet jatszanak az élelmi
rostok bakterialis fermentacidja soran képz6dd rovid szénldnci zsirsavak. Az acetat,
propionat €s butirat koziil a butirat tekintheté a colonocytak elsddleges energiaforrasanak.
Lebontasat tekintve elsé 1épésként a mitokondrium matrixdban zajlo B-oxidacion keresztiil
acetil-CoA-ig bomlik, aminek tovabbi oxidacidja a citratkorben zajlik, majd a terminalis
oxidaciohoz kapcsolt oxidativ foszforilacion keresztiil torténik meg az ATP termelddés.
Normal koriilmények kozott tehat a colonocytdkban dontden a B-oxidacion keresztiil torténik
az energiatermelés, igy a sejteket magas oxigénfogyasztas jellemzi. Ez fenntartja az epitélialis
hipoxia allapotat, korlatozva ezzel a bél lumenbe jutd oxigén mennyiségét, ami a butirat
termeléséért felelos anaerob baktériumoknak kedvez. A colonocytdk metabolizmusat tekintve
a fent emlitett homeosztatikus allapotot C2 fenotipusnak nevezziik. Proinflammatorikus
szignalok hatdsara azonban megtorténik a sejtek C1 irdnyu polarizalodasa, vagyis
energiatermelésiik az oxidativ foszforilacio feldl az aerob glikolizis iranyaba tolodik. Ennek
soran bar a sejtek szamara rendelkezésre all elegendé oxigén, nem uralkodnak anaerob

koriilmények, a glikoznak mégsem torténik meg a teljes oxidacidja, sorsat nem az



oxigénellatottsag hatdrozza meg. A glikolizis soran képzddd piruvat nem oxidalodik tovabb
acetil-CoA-va és 1ép be a citratkdrbe, majd torténik meg az oxidativ foszforilacion keresztiili
ATP termelés, hanem a laktat-dehidrogendz enzim altal katalizalt reakcidoban laktatta
redukalodik, mikozben egy NADH NAD®-4 oxidalodik. A gyulladas hatasara bekovetkezd
metabolikus atallas tehat a colonocytak szamara magas gliikozfogyasztast és laktat termelést,
tovabba alacsony oxigénfogyasztast jelent. Ennek egyik kovetkezménye az epitelidlis hipoxia
elvesztése, a bél lumenbe jutd oxigén mennyiségének ndvekedése, ami bakteridlis
diszbiozishoz €s a colonocytdk diszfunkcidjahoz vezet. Az IBD patogenezisében szerepet
jatszo6 ROS elsOdleges forrasa maga a mitokondridlis 1égzési lanc. Miutdn a colonocytak
gyulladas idején elsdsorban az aerob glikolizisen keresztiil termelik az ATP-t, azaz a
mitokondrialis 1égzési lanc gatolt, ez egyfajta védelmet nyujt a fokozott ROS termelddés
ellen. IBD betegek colon biopsziajanak vizsgalata soran a glikolizis enzimjei koziil az
aldolaz-A, a foszfoglicerat-mutdz, az enolaz és a piruvat-kindzz mRNS expresszidja is
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontroll csoporthoz képest, mig a citratkdri malat-
dehidrogenaz expresszidja csokkenést mutatott, ami alatamasztja a vastagbélhamsejtek
metabolikus eltolodasat. A fokozott aerob glikolizist bizonyitja tovabba, hogy IBD betegek
sz€klet laktat szintje, valamint az aktiv fazisban 1évé Crohn-betegek szérum laktat szintje is

szignifikansan emelkedett volt.

1.4. A poli(ADP-ribéz)-polimeraz-1 enzim

A poli(ADP-riboz)-polimeraz  enzimek (PARP-ok) bizonyos célfehérjék
poszttranszlacids modositasat, poli-ADP-ribozilaciojat (PARilacio) katalizaljak. A PARP egy
17 tagbdl allo enzimcsalad, melynek legtdbbet tanulmanyozott tagja az els6ként felfedezett,
egyben az eukaridta sejtek PARP aktivitasanak dont6 részéért felelés PARP-1 izoforma. Ez
egy sejtmagban elhelyezked6, DNS-torés altal aktivalt, 113 kDa nagysagu fehérje. Az enzim a
NAD'-t nikotinamidra és ADP-ribézra hasitja, majd az igy felszabadult ADP-riboz
monomerekbdl glikozidos kotéseken keresztiil kiilonbozé hosszlsagu, elagazd lancu PAR
polimerek épiilnek fel, amik a megfeleld akceptor fehérjékhez kotddnek. A negativ toltésii
PAR polimerek képesek megvaltoztatni a célfehérjéik szerkezetét, befolyasoljak az altaluk
kialakitott kdlcsonhatasokat. A PARilacié egyik f6 célpontja maga a PARP-1 fehérje, ekkor
automodifikaciorol beszéliink, ami az enzim inaktivalodasahoz vezet. Heteromodifikacionak
nevezziik azt a folyamatot, amikor a PAR polimer egyéb fehérjékhez, példaul hisztonokhoz,

transzkripcids faktorokhoz, DNS-hibajavitasban, sejtciklus szabdlyozasban résztvevo



fehérjékhez kapcsolodik, mint példaul a DNS ligdzok, DNS topoizomeraz I és II, p53 vagy
nuklearis faktor-kappa B (NF-kB). A célfehérjéket tekintve a PARP-1 szerepet jatszik a DNS
hibajavitasban, replikdcioban, transzkripcidban, kromatin szervezddésben ¢és ezeken a

ey

cellularis mechanizmusokon keresztiill képes befolyasolni a sejtek proliferaciojat,

A PARP-1 klasszikusan egyszali és kétszalt DNS torések hatasara aktivalodik, ami
bekovetkezhet szabadgyokok, egyéb reaktiv oxigén és nitrogén szadrmazékok hatasara,
tovabba az ionizacids sugarzas ¢és a DNS alkilalo szerek is karositjak a DNS-t. A PARP-1
aktivacié sejtekre gyakorolt hatdsat a DNS karosodas mértéke jelentésen befolyasolja. Egy
kisebb mértékii stressz esetében a PARP-1 a kiilonb6zé6 DNS repair mechanizmusokban
betoltott szerepe révén hozzajarul a sériilt DNS kijavitdsdhoz és ez altal a genom
integritdsdnak fenntartdsahoz. Ezzel szemben egy joval nagyobb mértékii stressz és az ebbdl
fakado kiterjedt DNS karosodas soran a PARP-1 enzim talzott mértékii aktivacigja figyelhetd
meg, ami a sejt NAD" és ATP készletének kimeriiléséhez, nekrézishoz vezet.

A NAD" a katabolikus folyamatokban résztvevé dehidrogenaz enzimek egyik
legfontosabb proton és elektron akceptora. Miutan a glikolizis és a citrat ciklus a két legfébb
NAD" felhasznalo, a 1égzési lanc szamara NADH-t szolgaltaté és ezzel az ATP szintézist
biztositd utvonal, igy a PARP-1 hiperaktivaciojabol fakaddé NAD' deplécio ezeknek az
utvonalaknak a lassulasdhoz, az ATP szintjének drasztikus csokkenéséhez, végiil sejthalalhoz
vezet. A PARP-1 tulzott mértékii aktivaciojabol fakado glikolitikus blokk nem pusztan a
NAD" készlet fogyasabol fakad, hanem a PARP-1 direkt modon képest gatolni a glikolizis
els6 1épését, a gliikoz foszforilacigjat katalizald hexokinaz I izoformat. Ez a mechanizmus a
NAD" hiany mellett szintén hozzajarul a PARP-1 tulaktivaloddsabol fakadé mitokondridlis

diszfunkciohoz, késdbbi sejthalalhoz.

15. PARP, mint terapias célpont

A PARP-1 enzim DNS hibajavitasban betdltott szerepének alaposabb megismerése
vetette fel a PARP gatlds daganat ellenes terapiaban valo alkalmazasanak lehetéségét. Ez
lenditette fel az 0j generdciods inhibitorok fejlesztését, ami tobb tucatnyi klinikai vizsgalatot és
mara egyre tobb PARP inhibitor torzskdnyvezését hozta magéaval. E folyamatok kiinduld
pontjaként szolgalt az a felfedezés, miszerint a BRCA1 és BRCA2 mutaciot hordoz6, azaz
homolég rekombinacio (HR)-deficiens sejtek sokkal érzékenyebbek a PARP gatloszerekkel
szemben, mint a HR-normal sejtek. A HR defektusaval rendelkezé sejtek egyszala DNS



toréseinek javitasa a bazis excizids repair (BER) mechanizmusaval torténne, azonban a PARP
enzim gatldsdval a BER nem mikddik kell6 hatékonysaggal. Ebb6l adodéan a PARP
gatloszerrel kezelt, BRCA1/2 mutans sejtek, ahol sem a HR, sem a BER nem mikodik
megfeleléen, a DNS karosodasok elégtelen javitasa sejthaldlhoz vezet. Normal sejtekben,
mukodoképes HR mechanizmus mellett a PARP gatlds nem okoz karosodast. Az emlitett
szintetikus letalitds jelensége hozta meg az attorést, hiszen engedélyezték az elsé PARP
inhibitor, az olaparib (Lynparza) alkalmazisit BRCA-mutacid-pozitiv petefészekrak
kezelésében. Azbta tobb daganat tipus esetében is jovahagytak az alkalmazasat, tovabba jabb
PARP inhibitorok is torzskonyvezésre keriiltek, mint a veliparib, rukaparib, niraparib és
talazoparib, melyekkel szdmos klinikai vizsgalat folyik.

Bar a jelenlegi klinikai vizsgalatok szinte kizarolag onkologiai betegségekre
fokuszalnak, a kutatokban felmeriilt az igény a nem-onkologiai indikéciokban torténd
kiprobalasra, hiszen a preklinikai kutatdsok eredményei alapjan a PARP gatlds szdmos olyan
betegség modellben hatékonynak bizonyult, melyek patomechanizmusiaban az oxidativ

stressz, a DNS karosodas, a gyulladas szerepet jatszik.

1.6.  Uj generaciés PARP gatlészer: olaparib

Az olaparib a PARP-1, PARP-2 és PARP-3 izoformak kompetitiv inhibitora, NAD"
analog révén az aktiv centrumot blokkolva képes gatolni az enzimek miikodését. Az elmult
években az Egyesiilt Allamok Elelmiszer és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) tobb daganat
tipus esetében is jovahagyta az olaparib (Lynparza) hasznélatat: BRCA mutaciét hordozo
petefészek-, petevezeték-, hashartya-, emldé-, hasnyalmirigy- ¢és prosztatadaganat. A
monoterapiaként alkalmazott olaparib jol toleralhatonak bizonyul, a mellékhatdsai az enyhe és
kozépstulyos kategoridba sorolhatoak, ami altaldban nem teszi sziikségessé a terapia
felfliggesztését. Leggyakoribb mellékhatasként (> 10%) jelentkezik a faradtsag, hanyinger,
hanyas, hasmenés, fejfajas, csokkent étvagy, anémia, neutropenia, thrombocytopenia,
lymphopenia. A preklinikai biztonsagossagi vizsgalatok soran, emldés sejteken in vitro az
olaparib klasztogén hatastinak bizonyult, patkanyoknal in vivo mikronukleuszokat indukalt a
csontveldben. Fontos megjegyezni azonban, hogy a DNS integritdsra, valamint kromoszéma
stabilitdsra gyakorolt hatdsat human tekintetben eddig nem vizsgaltak, a genotoxicitasi

potencialjardl tehat nem all rendelkezésre adat.



1.7. A PARP gatlas kisérletes colitisre gyakorolt hatasa

A PARP gatloszerek alkalmazasanak, illetve a PARP-1 gén kiiitésének kisérletes
colitisre gyakorolt protektiv hatasat tobbféle allatkisérletes modellben bizonyitottak.
Patkanyokon végzett 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS)-indukalta colitis modellben a 3-
aminobenzamid (3-AB) és 1,5-dihidroxiizokinolin (1,5-DIQ) PARP gatloszerek csokkentették
a sulyos tiineteket (fogyas, véres hasmenés), a szovetkarosodast, a mieloperoxidaz aktivitast,
valamint az apoptotikus vastagbél epitél sejtek aranyat, melynek hatterében az NF-«kB és az
aktivacios fehérje-1 (AP-1) DNS-kotésének gatlasat feltételezik. Egy masik munkacsoport
altal végzett TNBS-el kivaltott colitis kisérletben a 3-AB és 1,5-DIQ gyulladascsokkentd
hatasat a neutrofil infiltracid6 mérséklésének, illetve a ciklooxigendz-2 és prosztaglandin E2
expresszio csokkentésének tulajdonitjadk. A fent emlitett allatkisérletekben gyakran
alkalmazott inhibitorok az elsé és masodik generaciés PARP gatloszerek csoportjaba
tartoznak. Hatranyuk, hogy csak magasabb koncentracidban hatékonyak, kevésbé
specifikusak ¢és klinikai tesztelésiikre sem onkologiai, sem egyéb betegségek esetében nem
kertilt sor. Az intenziv fejlesztéseknek kdszonhetd harmadik generacids, kismolekulaju PARP
gatloszerek (olaparib, veliparib, rukaparib, niraparib, talazoparib) hatdsa joval alacsonyabb,
akéar mar nanomolos koncentracioban is érvényesiil, kompetitiv inhibitorok, nagy specificitast
mutatnak a PARP-1,-2,-3 izoformak irant, kiilonb6z6 daganat tipusok esetében pedig a
klinikai alkalmazas fazisaba keriiltek. Bar az olaparibot in vivo és in vitro szamos nem-
onkoldgiai betegség modellben (szeptikus sokk, asztma, akut veseelégtelenség, oregedés)

teszteltek, kisérletes colitisre gyakorolt hatasat eddig nem vizsgaltak.



2. Célkitiizések

A harmadik generacios PARP gatloszerek megjelenése, azok onkoldgiai betegségekben
torténd alkalmazasa miatt felmeriilt az igény a hatéanyagok nem-onkoldgiai betegségekben,
tobbek kozott a gyulladdsos bélbetegségekben torténd hasznélatira. Bar a PARP gatlas
kisérletes colitisre gyakorolt hatasardl rendelkezésiinkre allnak szakirodalmi adatok, ezekben
a kutatasokban kizarolag olyan PARP inhibitorokat teszteltek, melyek a klinikai vizsgalatokig
nem jutottak el. Ebbdl kifolyolag els6ként vizsgaltuk az olaparib hatasat a Crohn-betegség

allatmodelljében. Doktori munkam els6 felében a kdvetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

1.  Csokkenti-e az olaparib kezelés a TNBS altal kivaltott tiineteket a Crohn-betegség
egérmodelljében?

2. Milyen hatassal van az olaparib a vastagbélben kialakul6 fekélyes sebekre, valamint a
bélnyalkahartya integritdsara?

3. Hogyan befolyasolja az olaparib a pro- és antiinflammatérikus citokinek termelését,
tovabba a Crohn-betegség aktivitdsdnak monitorozaséara alkalmas szérum biomarkerek

szintjét?

Munkank sordan kiilonds figyelmet forditottunk a Crohn-betegség kialakuldsaban
kulcsszerepet jatszo epitél barrierre, az intesztinalis epitél sejtek energiatermelésére. In vivo
bélnyalkahartya permeabilitasi vizsgalatainkat tovabbi in vitro kisérletekkel egészitettiik ki.

Dolgozatom masodik részében az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

4.  Befolyasolja-e az olaparib direkt modon az intesztinalis barrier modellezésére hasznalt
Caco-2 egysejtréteg integritasat? Csokkenti-e az oxidativ stressz altal indukalt barrier
kéarosodast?

5. Kifejt-e protektiv hatast az olaparib a bélhamsejtek életképességére?

6. Hogyan befolyasolja oxidativ stressz soran az olaparib a bélhamsejtek

energiatermelését?

Dolgozatom f6 célja tehat, hogy allatkisérletes és sejtkultiras eredményekkel jaruljak
hozza az olaparib PARP gatloszer humdn terapidban torténd felhasznaldsanak

kiszélesitéséhez.



3. Eredmények
3.1. Az olaparib hatasanak vizsgalata TNBS altal indukalt colitis egérmodellben
3.1.1. Testsulyvaltozas

A TNBS-sel kivaltott colitis egyik f0 tiinete a hasmenés és a drasztikus fogyas. A TNBS
kezelés hatasara a kiindulasi értékhez képest 12%-kal csokkent az éllatok teststlya, mig a 20
mg-os olaparib kezelés esetében 10%-0S, az 50 mg-os olaparib hatdsara pedig csupan 5%-0S
csOkkenést tapasztaltunk, tehat az olaparib dézisfiiggden csokkentette a fogyast, azonban a

kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak.

3.1.2. Makroszképos gyulladasos paraméterek

A TNBS kezelés altal okozott makroszkdposan értékelhetd szdvettani elvaltozasok
pontozasa soran figyelembe vettiik a fekélyes sebek kiterjedését, az adhézidok szadmat, a
vastagbél rovidiilést és bélfal vastagodast, valamint a széklet allagat és vértartalmat. A TNBS
kezelés szignifikdns mértékli karosodast okozott a kontroll csoporthoz képest. Dontden a
vastagbél kozépsé szakaszan eredményezett tobb, nagy kiterjedésti fekélyes elvaltozast,
emellett a bélfal 6démas megvastagodasa, valamint hiperémia volt megfigyelhetd. Az
olaparib dozisfiiggden csokkentette a tlinetek sulyossagat. A két alkalmazott dozis koziil a
magasabb, 50 mg-os kezelés esetében a kiilonbség szignifikansnak bizonyult. Ebben az
esetben olyan jelentdsen csokkent a kdrosodas mértéke, hogy a kontroll csoporthoz képest
nem tapasztaltunk statisztikailag kimutathatd kiilonbséget a makroszkopos elvaltozasokban.

A pontozas soran figyelembe vett paraméterek koziil kiemelendd a fekélyek szamanak
és azok Kkiterjedésének valtozdsa. A magasabb dozisban alkalmazott olaparib hatdsara

szignifikansan csokkent az ulcerek szama és mérete is.

3.1.3. Bélnyalkahartya permeabilitas

A bélnyalkahartya barrier funkcidjanak kdrosodasat az intracolonalisan beadott, majd
vérkeringésbe  jutott  fluoreszcein izotiocianattal jelolt dextran  (FITC-dextran)
koncentracidjanak mérésével vizsgaltuk. A TNBS-sel kezelt egerek esetében a
bélnyalkahartya nagyobb permeabilitdst mutatott a kontroll csoporthoz képest. Az 50 mg-0s

olaparib kezelés jelentdsen csokkentette a TNBS bélfal permeabilitast fokozo hatdsat, tehat a



crer

a FITC-dextran koncentracio tekintetében nem tapasztaltunk kiilonbséget.

3.1.4. Szovettani vizsgalat

A TNBS-el kezelt allatok vastagbelének fobb hisztologiai jellemzo6i koz¢ tartozik az
ulceracio, az immunsejtek intenziv infiltracioja, kiterjedt fibrézis, valamint a submucosa
0démas megvastagoddsa. Az altalunk végzett szovettani vizsgalat alapjan a TNBS kezelés
hatasara a vastagbél submucosa rétege valoban erdteljesen megvastagodott, melyet az 50 mg-

os olaparib kezelés nagymértékben csokkentett.

3.1.5. Gyulladasos citokinek szintje

Az olaparib esetleges gyulladascsokkentd hatdsanak megismerése céljabol pro- és
antiinflammatorikus hatasu citokinek szintjét mértiik vastagbélmintakbol.

Az interleukin-1f (IL-1B) szintje a TNBS kezelést kovetéen 62%-kal emelkedett a
kontroll csoporthoz képest. Az olaparib kezelés esetében csupan 11%-os volt az emelkedés, a
kontroll csoporthoz képest pedig nem tapasztaltunk szignifikans valtozast. A TNBS kezelés
hatasara az IL-6 szintje 136%-kal ndvekedett a kontroll csoporthoz képest. Ezt a jelentds
mértékii citokin termelést az olaparib kezelés hatékonyan, 111%-kal csdkkentette. Ismert,
hogy a bélszovet megndvekedett tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a) szintje Osszefiiggésben
all a gyulladdsos bélbetegségek aktivitasaval, sulyossadgaval. Ennek ellenére a TNBS kezelés
hatdsara nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a TNF-a szintjében. Az altalunk vizsgalt
gyulladascsokkent6 hatast IL-10 szintje a TNBS kezelt csoportban 12%-kal csokkent a
kontroll csoporthoz viszonyitva, ezzel szemben az olaparib szignifikdns emelkedést

eredményezett.

3.1.6. Hematologiai paraméterek

A vérkép analizis sordn vizsgalt hlisz értek koziil az altalunk alkalmazott TNBS kezelés
kettd paraméter esetében okozott szignifikdns eltérést a kontroll csoporthoz képest.
Lecsokkent a limfocita szdm, mig az olaparib adisa mellett ez a cs6kkenés szignifikansan
kisebb mértékiinek bizonyult. A monocitdk szdma megemelkedett a TNBS hatasara, amit az
olaparib kezelés hatékonyan csokkentett.

A vérvizsgalat soran kapott abszolut sejtszamok alapjan négy, a gyulladésos



bélbetegségek diagnosztikdjadban ¢és a betegségaktivitds monitorozasaban alkalmazhato
szerologiai marker vizsgalatat végeztiik: limfocita-monocita arany (LMR), neutrofil-monocita
arany (NMR), trombocita-limfocita arany (PLR) és neutrofil-limfocita arany (NLR). A TNBS
kezelés hatasara az egyes markerek esetében a Crohn betegekre jellemzd eltéréseket
tapasztaltunk. A TNBS kezelés kovetkeztében a kontroll csoporthoz képest 6-szorosara
emelkedett az NLR ¢és 2-szeresére a PLR értéke, amit az olaparib kezelés mindkét esetben
hatékonyan csokkentett. A PLR esetében az olaparib és kontroll csoport kozott nem
tapasztaltunk kiilonbséget. Az LMR ¢értékét a TNBS kezelés a kontroll szint hatodara
csOkkentette, mig az olaparib kezelés képes volt enyhiteni ezt a csokkenést. A TNBS kezelés
hatasara bekovetkez6 NMR csokkenés nem bizonyult szignifikansnak, azonban az olaparib

javulast eredményezett az NMR értékében.

3.2. Az olaparib hatasanak vizsgalata Caco-2 sejtkultiran
3.2.1. PARP izoformak detektalasa Caco-2 sejtekben

Mivel az olaparib a PARP-1 (ICso = 5 nM), PARP-2 (IC50 = 1 nM) és PARP-3 (ICsp =
4 nM) izoformak potens gatloszere, ezért elsé 1épésként kezeletlen Caco-2 sejtekben
vizsgaltuk mindharom izoforma alap mRNS expresszidjat valds idejii PCR-rel. A mintdk
kozotti esetleges mennyiségi eltérések kikiiszobolésére a B-aktin génexpressziodjat is mértik,
az eredményeket erre normalizaltuk. A Caco-2 sejtekben mindhdrom PARP izoformat
detektaltuk, azonban expressziojuk mértéke lényegesen eltéronek mutatkozott. A PARP-1
mRNS mennyisége volt a legmagasabb a sejtekben, ezt kdvette a PARP-2, majd PARP-3

izoforma.

3.2.2. Az olaparib epitél barrier integritasra gyakorolt hatasa

Miutan az allatkisérleteink sordn az olaparib hatdsara latvanyosan javult a vastagbél
makroszkopos megjelenése, illetve a bélnyalkahartya barrier funkcidjat is megorizte, igy in
vitro kisérleteink soran el6szor az olaparib intesztinalis epitél barrierre kifejtett hatasat
vizsgaltuk. Ehhez a széles korben elfogadott és alkalmazott konfluens Caco-2 egysejtréteget
hasznaltuk. Az IBD patomechanizmusaban fontos szerepet tulajdonitanak a fokozott
bélpermeabilitdsnak, melynek hatterében nagy részben az epitél sejtek oxidativ karosodasa
all. A reaktiv oxigén szarmazékok, tobbek kozott a H,O, DNS torést, ennél fogva PARP

aktivaciot eredményeznek.
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Ebbdl kiindulva, kisérleteink soran eldszor kiilonb6zé H,O, koncentraciok (100, 200,
500 ¢és 1000 pM) barrier karositdo hatdsat vizsgaltuk az impedancia alapt xCelligence
késziilékkel. Az eszkoz altal mért Sejt Index érték jol korrelal az életképes, kitapadt sejtek
szamaval. Az alacsonyabb koncentraciok, mint a 100, 200 és 500 uM nem eredményeztek
latvanyos csokkenést a Sejt Index értékben a kezeletlen csoporthoz képest, tehat nem
befolyasoltak a sejtréteg integritasat. Ugyanakkor az 1 mM H;0, nagymértékben csokkentette
a Sejt Indexet, vagyis alkalmasnak bizonyult a barrier integritasanak karositasara, igy tovabbi
kisérleteinket ezzel a koncentracidval végeztiik.

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy az olaparib képes-e mérsékelni a Hy0,
karosito hatasat. A 30 perces olaparib elokezelés mellett joval kisebb mértékiinek bizonyult az
1 mM H,0; hatasara kialakuld Sejt Index csokkenés, azaz mérsékelte a barrier integritdsanak
csOkkenését.

Az epitél barrier gatfunkcidjanak vizsgalatdra egy masik modszert is alkalmaztunk,
ahol a sejtréteg permeabilitasat mértiik 4 kDa FITC-dextran marker segitségével. A kontroll
csoport esetében rendkiviil alacsony permeabilitast mértiink a jel6ldmolekuldra nézve, amit az
1 mM H,0; kezelés koriilbeliil 27-szeresére emelt. Az olaparib kezelés figyelemre méltoan,
kontroll szintre csokkentette a sejtréteg permeabilitasat, ami megerdsitette az impedancia
alapu méréseink sordn tapasztalt eredményt. A permeabilitasi vizsgalat soran a kontroll
csoport és az olaparibbal eldkezelt csoport k6zott nem tapasztaltunk kiilonbséget.

Eredményeink tovabbi megerdsitésének céljabol fénymikroszkopos felvételeket
készitettiink a sejtrétegekrdl 24 6ras kezelést kovetéen. Az 1 mM H,0O; hatasara a sejtréteg
morfologidja erdteljesen megvaltozott. A sejtek kozott megsziint a szoros kapcsolodas, a
sejtek lekerekedtek, nagy résziik feluszott. Ezzel szemben az olaparibbal eldkezelt sejtréteg a
kontroll tenyészettel megegyezd képet mutatott, vagyis az olaparib megdrizte a sejtréteg

barrier funkciojat.

3.2.3. Az olaparib sejtéletképességre gyakorolt hatasa

Annak megallapitdsara, hogy a barrier integritds €és permeabilitas vizsgalatok soran
alkalmazott kezelés hatassal van-e a monolayert alkotdo Caco-2 sejtek életképességére, flow
citometrias vizsgalatot végeztiink annexin V/7-aminoaktinomicin D (7-AAD) jeldléssel. E
kettds jelolés lehetové teszi az ¢€él6, a korai és késOi apoptotikus/nekrotikus sejtek
elkiilonitését.

A 24 orads HyO, kezelés 37%-kal csokkentette az €16 sejtek ardnyat, mig a total
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apoptotikus sejtek mennyiségét 32%-kal novelte. Az apoptotikus sejtek ardnyat tekintve korai
apoptotikus sejt populaciot alig detektaltunk, a kezelés elssorban a késéi apoptotikus sejtek
aranyat novelte, illetve ebbe a populacidba tartoznak a nekrozison atesett sejtek is, hiszen az
annexin V/7-AAD festés nem teszi lehetévé a kés6i apoptotikus és nekrotikus sejtek
elkiilonitését. Az olaparib el6kezeléssel kombinalt H,O, kezelés esetében csupan 11%-kal
csokkent az €16 sejtek mennyisége és a késoi apoptotikus/nekrotikus sejtek ardnya csak 6%-
kal novekedett. Az olaparib dnmagéaban alkalmazva egyik sejtpopulacidra nézve sem okozott
szignifikéans kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az éaltalunk alkalmazott 1 mM-o0s H,O,
kezelés nagymértékli sejtpusztulast eredményezett, ami ellen az olaparib védd hatastnak

bizonyult.

3.2.4. Az olaparib metabolikus hatasai
3.2.4.1. Az olaparib glikolizisre gyakorolt hatasa

Gyulladas soran, a proinflammatorikus szignalok hatisara a vastagbél hamsejtek
metabolizmusa megvaltozik. Az eddig foként butiratot oxidalo sejtek energianyerése a laktat
termeléssel jar6 glikolizis iranyaba tolodik. Colitis ulcerosa-ban szenvedd betegek
colonocytainak vizsgélata soran valéban megfigyelhetd a butirat oxidacidjanak csokkenése,
mig a sejtek gliikdzfelhasznéldsa, valamint laktattermelése fokozottd valik. Ebbdl fakadodan,
az extracellularis savasodas mérésén keresztiil vizsgaltuk H,O,-dal kezelt Caco-2 sejtekben az
olaparib glikolizisre gyakorolt hatasat.

A H,0, drasztikusan csokkentette az alap savasodasi ratat, mig az olaparib
szignifikans mértékli emelkedést eredményezett. A glikolitikus aktivitds vizsgalatit az
oligomycin injektalas teszi lehetévé. A mitokondridlis ATP szintézis géatlasaval a sejtek
metabolizmusa a laktat termeléssel jar6 anaerob glikolizis iranyaba tolddik, mely a sejten
kiviili pH csokkenésében mutatkozik meg. Az oligomycin hatdsara mind a kontroll, mind a
H,0, + olaparib kezelt csoportokban erdteljesen megnétt a savasodas sebessége, vagyis a
sejtek képesek voltak a metabolikus 4tallasra. Az oligomycin hatasara bekovetkezd
extracellularis savasodasi rata ndvekedés mindkét csoport esetében szignifikdnsnak bizonyult.
Ezzel szemben a kizardlag H,0O,-dal kezelt sejtek esetében az oligomycin hatdsara a
savasodds nem kovetkezett be, azaz a sejt nem tudta glikolizissel kompenzalni a

mitokondrialis energianyerés kiesését.
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3.2.4.2. Az olaparib mitokondrialis respiraciora gyakorolt hatasa

A colonocytéak elsddleges energiaforrasa a bakterialis fermentacio soran termelt butirat,
amely nélkiilozhetetlen a barrier funkcié fenntartasdhoz. A butiratbol torténé ATP
termeléshez a mitokondrilis 1égzési lanc és oxidativ foszforilacio intenziv miikodésére van
sziikség. Ismert, hogy a tulzott mértékii oxidativ stressz altali PARP-1 aktivacioé csokkenti a
mitokondrialis membranpotencialt, a Komplex I miikodését, a mitokondridlis oxidaciot és
ATP termelést, az IBD-ben szenvedd betegeknél pedig megfigyelték a mitokondridlis ROS
emelkedett szintjét, valamint az elektronszallité lanc sériilt szabdlyozasat. Ebbdl adodoan
vizsgaltuk az olaparib altali PARP gatlas mitokondrialis mikodésre gyakorolt hatasat H,O,-
dal kezelt Caco-2 sejtekben, az oxigénfogyasztas mérésén keresztiil.

A H,0; kezelés 44%-ra csokkentette a sejtek bazalis respiraciojat, amire az olaparib
kezelés nem volt hatdssal. Az oligomycin altali Fo-F;-ATP-szintaz gatlast kovetden
kalkulalhato a sejtek ATP szintézisre forditott oxigénfogyasztisa, mely a H,O, kezelés
hatasara 61%-kal csokkent a kontroll csoporthoz képest. Az olaparib kezelés esetében ez a
csOkkenés 54%-o0s volt, azonban a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak. H,O, hatasara
13,5%-kal romlott a mitokondriumok kapcsoltsagi hatékonysaga, olaparib kezelés esetében ez
a csokkenés alacsonyabb, csupan 2,5%-o0s volt. A kontroll és a H,O, + olaparib kezelt csoport
kozott nem tapasztaltunk szignifikans kiillonbséget. A kovetkezd 1€pés sordn alkalmazott
karbonil-cianid-p-trifluormetoxi-fenil-hidrazon (FCCP) hatasara megsziint a protonmotoros
erd, a mitokondrialis oxigénfogyasztas fokozodott, ezaltal mérhetdvé valt a sejtek maximalis
oxigénfogyasztasa. HyO, kezelés hatdsara ez az érték 73,5%-kal csokkent a kontroll
csoporthoz képest, mig olaparib jelenlétében ez a csokkenés jelentdsen kisebb mértékii volt
(52%). A mérés utolsod 1épéseként rotenon és antimycin A keverékével gatoltuk a 1égzési
lancot, ami a sejtek oxigénfogyasztasat a minimalisra csokkentette. Ezzel a 1épéssel nyilik
lehetdség a sejtek tartalék respiracids kapacitdsanak vizsgalatara. A H,0; kezelés esetében
rendkiviil alacsony, 7%-o0s volt a sejtek tartaléek 1égzési kapacitdsa, mig az olaparib kezelés
mellett ez az érték joval magasabb, 49,5%-0s volt. Ha az oligomycin altali Fo-F1-ATP-szintaz
gatlas utdn mért oxigénfogyasztasbol levonjuk a rotenon ¢€s antimycin A hozziadasat
kovetden mérhetd nem mitokondridlis oxigénfogyasztast, megkapjuk a protonszivargas
értékét. Kisérleteink sordan a HyO;, kezelés hatdsara a kontrollhoz képest kisebb mértékii

protonszivargast tapasztaltunk, amit az olaparib kezelés tovabb csokkentett.

13



4. Osszefoglalas

Munkém soran a klinikumban elséként alkalmazott, ) generacios PARP inhibitornak,
az olaparibnak a hatdsat vizsgaltam TNBS-indukalta colitis modellben, tovabba a gyulladasos
bélbetegségek kialakulasdban kulcsszerepet jatszo epitél barrier integritisra, valamint a
vastagbélhamsejtek metabolizmusara gyakorolt hatasat in vitro koriilmények kozott.

A kutatas elsO részében végzett allatkisérletek soran sikeriilt bizonyitanunk az olaparib
altali PARP gatlas védo hatasat TNBS-indukalta kisérletes colitisben. Az olaparib hatékonyan
csOkkentette a vastagbél makroszkdopos elvaltozasait, az ulcerek szamat és kiterjedését, a
submucosa megvastagodasat, valamint a vastagbél permeabilitasat. Hatasara lecsokkent a
bélszoveti IL-6 ¢és IL-1B proinflammatoérikus citokinek szintje, megemelkedett az
antiinflammatorikus IL-10 szint. Tovabba pozitiv iranyba befolyasolta a Crohn-betegekre is
jellemzd eltéré NLR, PLR ¢s LMR szérum biomarkerek szintjét.

A bélpermeabilitas vizsgalata soran tapasztalt protektiv hatdst kdvetden az olaparib
esetleges célpontjanak tekinthet6 intesztinalis barrierre fokuszalva végeztiink in vitro
vizsgalatokat Caco-2 egysejtrétegen. Megallapitottuk, hogy az olaparib oxidativ stressz soran
fenntartja az intesztinalis epitél sejtek glikolitikus energiatermelését, ami a gyulladds soran
bekovetkezd metabolikus polarizdcid sordn a sejtek legfébb ATP forrdsa. Az olaparib
védelmet nyujt a HyO, altal indukalt sejthalal ellen és megdrzi a barrier integritasat. Mindezek
alapjan feltételezziik, hogy az olaparib a bélhamsejtek védelmén, a nyéalkahartya barrier
funkcidjanak fenntartasan keresztiil volt képes csokkenteni a kisérletes colitis sulyos tiineteit.

Ezen eredményekkel kivanunk révilagitani az olaparib altali PARP gatlas adta
lehetdségekre a Crohn-betegség gyogyitasaban és hozzdjarulni az olaparib human terapiaban

torténd felhasznalasanak feliilvizsgélatahoz.
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6. Koszonetnyilvanitas

Eziton szeretném megkoszonni Dr. Gallyas Ferenc Professzor Urnak, hogy az
intézetlink vezetdjeként lehetévé tette szdmomra a doktori képzésben vald részvételt és
biztositotta a kutatashoz sziikséges feltételeket. Dr. Radnai Baldzs témavezetomnek
koszonom, hogy az IBD team tagjaként elsajatithattam az allatkisérletes ¢€s sejtkultras
modszereket, kdszondm a szakmai irdnyitdsat, valamint a publikdciok és disszertaciom
elkészitésében nyujtott segitségét. Halas koszonettel tartozom Bagoné Dr. Vantus Violanak az
allatkisérletekben vald segitségéért és aktiv részvételéért, a szakmai meglatasaiért ¢&s
baratsagaért. Koszonet illeti a Laboratoriumi Medicina Intézet munkatarsait a vérkép vizsgalat
elvégzéséért. Koszondm Dr. Kalman Nikolettdnak a génexpresszids vizsgalatok soran végzett
munkajat, valamint koszonetet szeretnék mondani minden munkatarsamnak, aki barmilyen
modon segitette a munkamat.

Itt is szeretném sziileimnek megkdszonni a tdmogatasukat, segitségiiket, s azt, hogy
barmiben szamithatok rajuk. Végiil pedig a férjemnek ¢és kisfiamnak koszonok mindent,

kiilondsen a motivalast.
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