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1. Bevezetés
1.1. A gyulladasos bélbetegségek altalanos jellemzése

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases, IBD) kozé tartozo colitis
ulcerosa (ulcerative colitis, UC) ¢és Crohn-betegség (Crohn’s disease, CD) a
gasztrointesztinalis traktus kronikus, gyulladdsos megbetegedései (Guan, 2019). A
gyulladasos bélbetegségek komplex, multifaktorialis korképek (Loddo & Romano, 2015).
Etiologiajuk maig sem teljesen tisztazott, annyi azonban ismert, hogy genetikai és kornyezeti
tényezok, a bélnyalkahartya barrier funkciojanak csokkenése, valamint a bélfloraval szembeni
koros immunvalasz mind szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban (Ramos & Papadakis,
2019). Mindkét korképet relapszusok és remissziok jellemzik (Gajendran és mtsai., 2018,
2019).

A két betegség elkiilonitése, a pontos diagndzis felallitdsa, illetve a betegség
aktivitasanak megallapitasa a klinikai kép, az endoszkopos, hisztologiai és radiologiai
vizsgalatok egyiittes értékélése alapjan torténik. A colitis ulcerosa a rectumot €s a vastagbelet
érinti, a gyulladas diffuz, tehat egybefiiggd szakaszokon jelentkezik és a mucosara, esetleg a
submucosara korlatozodik. Ezzel szemben a Crohn-betegség a gasztorintesztinalis rendszer
barmely szakaszan kialakulhat, a betegek 25%-anal a vastagbél érintett (colitis), 25%-uknal a
vékonybélben (terminalis ileum) jelenik meg (ileitis), mig 50%-uknal a vékony- és vastagbél
egyarant érintett (ileocolitis). Megkozelitéleg a betegek egyharmadéanal fennall a perianalis
érintettség, 5-15%-uknal pedig a szajlireg €s a gyomor is érintett. Crohn-betegség esetében a
gyulladas szegmentalis kiterjedésii, azaz a bél tobb, egymastol elkiiloniilt szakaszat érinti, igy
ép ¢és gyulladt teriileteket valtjak egymast, tovabba transzmuralis jellegli, vagyis a bél dsszes
rétege érintett lehet (Gajendran és mitsai., 2018; Villanacci és mtsai., 2020). Az IBD-ben
szenvedok két leggyakoribb tiinete a hasmenés és a faradtsag (Singh és mtsai., 2011), azonban
Perler ¢s munkatarsai az egyes korképek specifikus tiineteinek tanulméanyozédsa soran azt
talaltak, hogy a colitis ulcerosa leggyakoribb tiinete a véres, illetve vizes hasmenés, a Crohn-
betegség esetében pedig a faradtsag és hasi fajdalom (Perler és mtsai., 2019).

Mindkét betegség soran szamolni kell intesztindlis ¢és extraintesztinalis
szovodményekkel. A bélrendszeri szovédmények specifikusak a két betegségre nézve, ami
eltérd etiologiat és patogenetikai hatteret feltételez. Crohn-betegek korében a transzmuralis
gyulladas intra-abdominalis talyogok, fisztulak kialakulasahoz vezethet, a colitis ulcerosa
esetében sulyos colorectdlis vérzés, perforacid, toxikus megacolon alakulhat ki. Az

extraintesztinalis manifesztaciok tobbsége nem specifikus az adott korképre és szinte
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barmelyik szervrendszert érinthetik (de Groof €s mtsai., 2014; Gajendran és mtsai., 2019;
Gasche, 2000).

Mivel a gyulladdsos bélbetegségek kivaltdo okat nem ismerjiik, igy oki terdpia sem
1étezik. Ma az IBD kezelésének legfobb célja az endoszkopos és szdvettani remisszid elérése.
Ez egy rendkiviil komplex folyamat, melyhez nélkiilozhetetlen a gyulladas csokkentése,
valamint az epitél barrier funkcidjanak javitasa (Neurath & Travis, 2012). A jelenleg
alkalmazott  legfontosabb  gydgyszercsoportok az  aminoszalicilatok,  szteroidok,
immunszupresszansok, monoklonalis antitestek (bioldgiai terapia). A kezelés soran a terapia
aktudlis célja is valtozik, ebbdl fakaddan eltérd terapias lehetdségek allnak rendelkezésre:
frissen diagnosztizalt, aktiv fazisban 1év0 betegeknél indukcids terapia sziikséges, mig a
remisszid elérését kovetden fenntartd terapiat alkalmaznak (Gajendran és mtsai., 2018). A
kezelés megvalasztasat colitis ulcerosa esetében elsdsorban a gyulladds lokalizacidja és
kiterjedése befolyasolja, ez alapjan valaszthatdo helyi vagy szisztémas kezelés. Emellett
természetesen figyelembe veszik a betegség sulyossagat, a relapszusok gyakorisagat, a beteg
¢letkorat és nemét, az extraintesztinalis manifesztaciokat (Gajendran és mtsai., 2019). A
mely szakasza érintett, tovabba a betegség sulyossaga, az extraintesztinalis szovOdmények ¢és
a betegek egyéni jellemzo6i. A kezelési protokoll tekintetében két ut all rendelkezésre: a
hagyomanyosnak tekinthetd ,,step up” stratégia, amikor a konvencionalis hatdanyagokat
Iépcsdzetesen alkalmazzak, illetve a ,,top-down” stratégia, ami stlyos aktivitds esetében egy
kezdeti, agressziv terapiat (biologiai terapia, immunszupresszansok), majd annak fokozatos
leépitését jelenti (Tsui & Huynh, 2018). Bar a kezelési lehetéségek tarhaza folyamatosan
béviil, a jelenlegi, illetve a vizsgalati fazisban 1évé biologiai szerek és kismolekulaju
hatéanyagok tobbsége az immunrendszer valamely elemére kozvetlentil fejti ki a hatasat, egy-
egy immunfolyamat, gyulladasos kaszkad bizonyos pontjat célozza. Bar a terapia legfébb
célja a nyalkahartya gyogyulasa lenne, nincs olyan engedélyezett hatdoanyag, amely direkt
modon az epitél barriert célozna (Odenwald & Turner, 2017).

1.2. Az intesztinalis epitél barrier

A gyulladdsos bélbetegségek kialakuldsdban kulcsszerepet jatszik az intesztindlis
epitélium. Kozvetlen kapcsolatban 4ll a bélbaktériumokkal, a kiilsd kornyezettel, a lamina
propria immunsejtjeivel, illetve a hajlamositd genetikai faktorok egy része is az epitéliumot
érinti (Okamoto & Watanabe, 2016).



Az epitél barrier legfelsé rétege a kehelysejtek altal termelt mucus réteg, ami
elsésorban fizikai és kémiai védelmet nyujt a patogénekkel szemben. Osszetételét tekintve,
legnagyobb mennyiségben a MUC2 gén altal kodolt glikozilalt mucin fehérjét tartalmazza,
tovabbi konstitutiv eleme a B-limfocitak altal termelt szekretoros immunglobulin A (IgA),
trefoil peptidek, a Paneth sejtek és enterocytak altal termelt antimikrobialis peptidek
(defenzinek, katelicidinek) és protedz gatlok, illetve foszfolipidek (McGuckin és mtsai.,
2009). A colitis ulcerosat elvékonyodott mucus réteg, alacsonyabb kehelysejt szam és
csokkent MUC2 expresszid jellemzi (Tytgat és mtsai., 1996). Bar Crohn-betegeknél pont a
kehelysejtek  hipertrofidja  jelentkezik, ami fokozott nyaktermeléssel jar, azonban
megfigyelhetd a Paneth sejtek és enterocytak csokkent defenzin termelése (Wehkamp és
mtsai., 2005). Ezek az elvaltozasok mind hozzajarulnak a barrier funkcio gyengiiléséhez.

A barrier kozponti elemének tekinthetd egyrétegli intesztindlis epitél sejtréteget ot
sejttipus alkotja: enterocytak, kehelysejtek, Paneth sejtek, enteroendokrin sejtek, tovabba a
Peyer-plakkok felett elhelyezkedd M-sejtek. Funkciojuk sokrétii: megakadalyozzak a
luminalis antigének, mikroorganizmusok, toxinok bélnyalkahartyan torténd atjutasat, azonban
transzcellularis és paracellularis transzport mechanizmusok segitségével biztositjak a
tapanyag-, elektrolit- és viz felszivast (Groschwitz & Hogan, 2009). Az intesztinalis epitél
sejtek a mintazatfelismerd receptorok széles skalajat expresszaljak, NOD-like receptorokat,
Toll-like receptorokat, igy a passziv védelmi funkcion til képesek detektalni a baktériumokat
patogén-asszocialt molekularis mintazatuk alapjan, ami a velesziiletett és adaptiv
immunrendszer aktivalodasahoz vezet (Shao és mtsai., 2005). IBD betegek bélhamjaban
megfigyelhetd a fokozott mértékll sejthalal (Nunes és mtsai., 2014). Az ennek kovetkeztében
kialakulo barrier karosodas ¢s az antimikrobialis funkciok csokkenése egyiitt diszbidzishoz, a
nyalkahartya tovabbi karosodasahoz vezet (Blander, 2018).

Az epitél sejtréteg alatt huzodd lamina propria elszort sejtekbdl, makrofagokbol,
dendritikus sejtekbdl, T- és B-sejtekbdl allo diffiz nyirokszovetet tartalmaz. Az adaptiv
immunrendszert tekintve a gyulladasos bélbetegségek erésen T-sejt medialta korképek,
mindkettd esetében eltérd T-sejt populaciok koros aktivalodasa figyelhetd meg. Colitis
ulcerosaban a T helper (Th) 2 tipusu interleukin (IL)-4, IL-5 és IL-13 citokineket termel6 T-
sejtek iranyaba torténik a polarizacio, mig Crohn-betegségben a tumor nekrozis faktor alfa
(TNF-a), interferon gamma (IFN-y) és IL-6 termeld Thl fenotipusu sejtek dominalnak,
tovabba a proinflammatorikus Thl7 sejtek is nagy szerepet jatszanak a betegség

patogenezisében. Emellett Crohn-betegekben megfigyelhetd az antiinflammatorikus IL-10
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termeld regulatorikus T sejtek (Treg) szamanak csokkenése is, ami a citokin egyensulyt

szintén a gyulladas iranyaba tolja (S. Brand, 2009; Yamada ¢és mtsai., 2016).

1.3. A mitokondrium szerepe a gyulladasos bélbetegségek kialakulasaban

A kettds membranrendszerrel koriilhatarolt, sajat cirkularis DNS-el rendelkez6
mitokondriumok a sejtek legfontosabb energiatermelé organelummai. Itt zajlik a glikolizis
soran képz6dd, majd mitokondriumba transzportalt piruvat acetil-koenzim-A-va (acetil-CoA)
torténd oxidacidja. A zsirsavak aktivalodasukat kovetéen a mitokondriumba jutnak, ahol a -
oxidaci6 enzimei altal szintén acetil-CoA-va, majd a citratkérben szén-dioxidda oxidalédnak.
Az oxidécios 1épések soran képzddd NADH ¢és FADH, a mitokondrialis 1égzési lancban
oxidalodik és szolgaltat elektronokat az oxidativ foszforilacion keresztiili ATP termeléshez
(Osellame és mtsai., 2012). A NADH altal szallitott elektronok a Komplex I-en (NADH-
dehidrogenaz), a citratkori FADH-rl szarmazdk a Komplex II-n (szukcinat-dehidrogenaz)
keresztiil jutnak be az elektrontranszfer-lancba. Ezutan az elektronok az ubikinonro6l a
Komplex Ill-ra (citokrom-c-oxidoreduktaz), majd citokréom-c-re, végiill a Komplex IV-re
(citokrom-oxiddz) vandorolnak, ahol megtorténik az oxigénmolekula vizzé redukalasa. A
mitokondrium matrixdbdl az intermembran térbe torténd, elektrontranszferhez kapcsolt
protonkidramléds kovetkeztében protonmotoros erd generalodik. A protonok az Fo-Fi-ATP-
szintazon keresztiil aramolnak vissza a matrixba. Ezzel az exergonikus folyamattal kapcsoltan
zajlik az oxidativ foszforilacio, vagyis az ADP foszforilacioja ATP-vé (Mukherjee & Ghosh,
2020; Nolfi-Donegan és mtsai., 2020) (1. abra).
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1. abra: A mitokondrium matrixaban zajlo lebonté folyamatok vazlatos ésszefoglaléja
Roviditések: I: Komplex I, II: Komplex II, UQ: ubikinon, III: Komplex III, Cyt c: citokrém c, IV:
Komplex IV (Forras: Adam, 2002. alapjan sajat szerkesztés).

Az intesztinalis epitél sejtek kiemelkedé energiaigénye miatt a mitokondrium
energiatermelését érintd zavarok erdteljesen befolyasoljak a sejtek ¢€letképességeét,
veszélyeztetik az intesztinalis barrier épségét (Ozsoy és mtsai., 2022). Roediger mar 1980-ban
leirta, hogy a colitis ulcerosa egy sejtszintli energiahiannyal jar6 betegség. A kifejezés az akut
colitis ulcerosas betegek bélhdmsejtjeiben mért, csokkent butirdt oxidacidé miatt sziiletett,
mely tapanyag a colonocytak f6 energiaforrasanak tekintheté (Roediger, 1980). Mara
Roediger feltételezését szamos tovabbi kutatas igazolta. Schneider és munkatarsai kimutattak
IBD betegek vastagbél mintdiban, hogy a légzési lanc Gsszes komplexének csokkent az
expresszidja. A mért elvaltozas colitis ulcerosa esetében erdteljesebbnek bizonyult és
kifejezettebb volt a felndtt koru betegek korében (Schneider és mitsai., 2022). Colitis
ulcerosaban szenvedo betegek vastagbél mintaiban a Komplex II, III és IV enzimaktivitasa is
kisebb mértékli (Sifroni és mtsai., 2010), tovabbd a bélnyalkahartyat szignifikansan
alacsonyabb ATP szint jellemzi (Kameyama ¢és mtsai.,, 1984). IBD betegeknél a
mitokondrialis elvaltozasok, mint a duzzadas, a kiilsé és bels6 membran integritdsanak
elvesztése mar a gyulladas kialakulasa el6tt megfigyelhetéek, ami arra enged kovetkeztetni,

hogy a mitokondrialis diszfunkcio a betegség kialakulasanak egyik korai eseménye (Hsieh és
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mtsai., 2006). Ezt tamasztja ala a dextran-natrium-szulfattal (DSS) kivaltott kisérletes colitis
modellben tapasztalt jelenség is, miszerint mar a kezelés kezdeti szakaszan erételjesen
lecsokken a Komplex Il és IV aktivitasa (Santhanam és mtsai., 2012). Szintén DSS altal
indukalt colitis modellben mutattak ki, hogy a kezelés korai eseményei koz¢é tartozik az epitél
sejtek mitokondriumainak duzzadédsa és a csokkent mitokondrialis ATP termelés (Xue és
mtsai., 2017), hasonldan a colitis ulcerosaban leirtakhoz.

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 komplexr6l rogton egy oxigén molekulara keriilnek, részlegesen redukalt oxigén
szarmazékok valnak szabadda. Hozzavet6legesen a 1égzési lanchan felhasznalt oxigén 1-2%-a
alakul szuperoxid-anionnd. Az eliminalast végz6 szuperoxid-dizmutaz altal katalizalt
reakcioban  hidrogén-peroxid  (H,O;) képzddik, ami egy membranpermeabilis
oxigénszarmazek és karositja a fehérjéket, lipideket, valamint a DNS-t (Ho & Theiss, 2022).
A H,0; colitis ulcerosa patogenezisében betoltott szerepét bizonyitja, hogy mind a gyulladt,
mind az ép nyalkahartyaban szignifikdnsan magasabb a H,O; szintje az egészséges bélbol vett
mintdkhoz képest (Santhanam és mtsai., 2007). A vastagbélhdmsejtekben keletkezett H,0; az
extracellularis térbe konnyedén kijutva karositja a sejtek kozotti szoros kapcsolat fenntartasat

biztositd tight junction fehérjéket. Ez a paracelluldris permeabilitds fokozodasdhoz, a

cres

crer

diagnosztikai vagy terapids célbol torténd, HyO,-dal végzett bedntés akut colitis
kialakulasahoz vezet (Almalouf és mtsai., 2008; Meyer és mtsai., 1981). Tovabba glutation-
peroxidaz knock-out egereknél, amelyek az enzim hidnydban képtelenek a H,0,

semlegesitésére, mar a korai életszakaszban spontdn colitis alakult ki (Esworthy és mtsai.,
2001).

14. A vastagbélhamsejtek metabolizmusa gyulladas soran

A vastagbélhamsejtek metabolizmusidban kiemelkedd szerepet jatszanak az élelmi
rostok bakterialis fermentacidja soran képz6dé rovid szénlancu zsirsavak. Az acetat,
propionat és butirat koziil a butirat tekintheté a colonocytdk elsddleges energiaforrasanak.
Lebontasat tekintve elsé 1épésként a mitokondrium matrixdban zajlo B-oxidacion keresztiil
acetil-CoA-ig bomlik, aminek tovabbi oxidacioja a citratkdrben zajlik, majd a terminalis

oxidaciohoz kapcsolt oxidativ foszforilacion keresztiil torténik meg az ATP termelddés
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(Bultman, 2016) (1. abra). Normal koriilmények kozott tehat a colonocytakban dontben a B-
oxidacion keresztiil torténik az energiatermelés, igy a sejteket magas oxigénfogyasztas
jellemzi. Ez fenntartja az epitélialis hipoxia allapotat, korlatozva ezzel a bél lumenbe juto
oxigén mennyiségét, ami a butirat termeléséért felelds anaerob baktériumoknak kedvez. A
colonocytak metabolizmusat tekintve a fent emlitett homeosztatikus allapotot C2 fenotipusnak
nevezziik. Proinflammatorikus szignalok hatasara azonban megtorténik a sejtek C1 iranya
polarizalodasa, vagyis energiatermelésiik az oxidativ foszforilacio fel6l az aerob glikolizis
iranyaba tolodik (Litvak ¢és mtsai., 2018) (2. abra). Az ,aerob glikolizis” kifejezést
els6sorban a daganatsejtek metabolikus valtozasaval hozzak Osszefiiggésbe. Otto Warburg
ismerte fel, hogy daganatsejtekben normoxias allapotban fokozott mértékii a
gliikozfelhasznalas és a tejsavszintézis, amit Warburg-effektusnak is neveziink (Jones &
Bianchi, 2015; Vander Heiden és mtsai., 2009). Az aerob glikolizis soran bar a sejtek szdmara
rendelkezésre 4all elegendd oxigén, nem uralkodnak anaerob koriilmények, a glilkdznak
mégsem torténik meg a teljes oxidacioja, sorsat nem az oxigénellatottsag hatdrozza meg. A
glikolizis soran képz6dd piruvat nem oxidalodik tovabb acetil-CoA-va és 1ép be a citratkorbe,
majd torténik meg az oxidativ foszforilacion keresztilli ATP termelés, hanem a laktat-
dehidrogenaz enzim altal katalizalt reakcioban laktatta redukalédik, mikézben egy NADH
NAD™-4 oxidalodik (Jones & Bianchi, 2015). Ez a Iépés biztositia a glikolitikus
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) enzim szdmira a NAD'-t és igy valik
fenntarthatova a gliikkozbol torténd energianyerés a mitokondrialis 1égzési lanc miikodése
nélkiil is. Az energiatermelést tekintve a teljes oxidacioval nyerhet6 maximalis 30-32 ATP
helyett igy minddssze 2 ATP termelddik egy glitkoz molekula lebontasabol a szubsztratszintii
foszforilacion keresztiil (Melkonian & Schury, 2019). A gyulladas hatasara bekdvetkezd
metabolikus atallas tehat a colonocytak szamara magas gliikkozfogyasztast és laktat termelést,
tovabba alacsony oxigénfogyasztast jelent. Ennek egyik kovetkezménye az epitelialis hipoxia
elvesztése, a bél lumenbe jutd oxigén mennyiségének novekedése, ami bakterialis
diszbidzishoz és a colonocytdk diszfunkcidjdhoz vezet (Litvak és mtsai., 2018). Az IBD
patogenezisében szerepet jatszd ROS elsddleges forrdsa maga a mitokondrialis 1égzési lanc
(Bourgonje és mtsai., 2020; Hadrava Vanova és mtsai., 2020). Miutan a colonocytak
gyulladds idején elsdsorban az aerob glikolizisen keresztiil termelik az ATP-t, azaz a
mitokondrialis 1égzési lanc gatolt, ez egyfajta védelmet nyujt a fokozott ROS termelédés ellen
(K. A. Brand & Hermfisse, 1997). IBD betegek colon biopsziajanak vizsgalata soran a
glikolizis enzimjei koziil az aldolaz-A, a foszfoglicerat-mutdz, az enolaz és a piruvat-kinaz

mRNS expresszidja is szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontroll csoporthoz képest,
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mig a citratkdri malat-dehidrogenaz expresszidja csokkenést mutatott, ami alatdmasztja a
vastagbélhamsejtek metabolikus eltolodasat (Vermeulen és mtsai., 2011). A fokozott aerob
glikolizist bizonyitja tovabbd, hogy IBD betegek széklet laktat szintje (Kaczmarczyk és
mtsai., 2021), valamint az aktiv fazisban 1évé Crohn-betegek szérum laktat szintje is
szignifikansan emelkedett volt (Cai és mtsai.,, 2019; Kaczmarczyk és mtsai., 2021).
Allatkisérletes bizonyitékként, egerekben Citrobacter rodentium baktérium altal okozott
bélfertozés alatt is hasonld metabolikus eltolodast tapasztaltak az intesztinalis epitél sejtek
esetében. Megnovekedett az aerob glikolizis fokozott fenntartasahoz sziikséges, bazolateralis
oldalon elhelyezked6 natrium-gliikoz-kotranszporter-4, valamint a laktat transzportért felelos
monokarboxilat transzporter-4 mennyisége, tovabba fokozodott a laktat-dehidrogenazt kédold
gén expresszidja. Ezzel parhuzamosan a citratkdr és oxidativ foszforilacio fehérjéinek

mennyisége lecsokkent (Carson és mtsai., 2020).
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2.abra: Vastagbélhamsejtek metabolizmusa normal (a) és gyulladasos (b) allapotban
(a) Egyenstlyi allapotban a colonocytak a bakterialis fermentacid soran képz6dé rovid szénlancu
zsirsavakat hasznaljak fel, igy a P-oxidacio és az oxidativ foszforilacion keresztiili energianyerés

dominal. (b) Proinflammatorikus szignalok hatasara a metabolizmus az aerob glikolizis irdnyaba
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tolodik, fokozodik tehat a gliikozfelhasznalas és a laktat termelés (Forras: Litvak és mtsai., 2018.

alapjan sajat szerkesztés).

1.5. A Crohn-betegség modellezése

A gyulladasos bélbetegségek patomechanizmusanak megértéséhez, 0j terapias szerek
hatasossaganak vizsgalatara szamos akut ¢és kronikus allatmodellt dolgoztak ki. Ezek
kiilonb6z6 csoportokba sorolhatéak: vannak kémiailag indukalt modellek, génmodositassal is
kivalthatoak a tiinetek, illetve alkalmaznak immunoldgiai modelleket is. A hagyomanyosnak
tekinthetd, kémiai agenssel kivaltott modellek kozé tartozik a dextran-natrium-szulfat (DSS),
oxazolon, vagy az altalunk is alkalmazott 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS) modell
(Pizarro és mtsai., 2003). Az immunoldgiai és hisztologiai elvaltozasok alapjan a DSS modell
inkdbb a human colitis ulcerosa modellezésére alkalmas, mig a TNBS modell a Crohn-
betegségre jellemzé megjelenési format eredményezi (Catana és mtsai., 2018). Utobbi
modszer alkalmaval a TNBS-t etanolban oldva, intrarektalisan injektaljak. A TNBS egy
haptén, mely 6nmagaban nem képes immunvalasz kivaltasara, azonban szdveti fehérjékhez
kapcsolédva immunogén tulajdonsagava valik (Morampudi és mtsai., 2014). Az etanol
kozvetleniil karositja a bélnyalkahartyat, ami lehetévé teszi, hogy a TNBS kolcsonhatasba
Iépjen a mucosa fehérjéivel. A TNBS egyszeri alkalmazasa akut gyulladast okoz, jellemzéen
egy Thl tipusu, TNF-a, IL-12 felszabadulassal jar6 immunvalaszt indit be. Fo tiinetként gyors
és drasztikus teststly csokkenés, hasmenés jelentkezik, tovabbi allapotromlasra utalo jel lehet
a piloerekcio és az allat mozgékonysaganak csokkenése. A TNBS kezelés a Crohn-betegekre
is jellemzd transzmuralis, a bélfal minden rétegét érinté gyulladast idéz el6. Az 6démas
nyalkahartya, a fekélyes sebek mar 24 draval a kezelést kovetden megfigyelhetéek (Antoniou
¢s mtsai., 2016).

1.6. Poli(ADP-ribéz)-polimeraz-1 enzim tulajdonsagai

A poli(ADP-rib6z)-polimeraz ~ enzimek  (PARP-0k)  bizonyos  célfehérjék
poszttranszlacios modositasat, poli-ADP-ribozilacidjat (PARilacid) katalizaljak. A PARP egy
17 tagbol 4llé enzimcsalad, melynek legtobbet tanulmanyozott tagja az elséként felfedezett,
egyben az eukariota sejtek PARP aktivitasanak donté részéért felelés PARP-1 izoforma (Amé
€s mtsai., 2004; Shieh és mtsai., 1998). Ez egy sejtmagban elhelyezkedd, DNS-torés altal
aktivalt, 113 kDa nagysagu fehérje. Szerkezetét tekintve 3 kitiintetett doménnel rendelkezik:

DNS-koté domén, automodifikacios domén, illetve katalitikus domén (D’Amours és mtsai.,
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1999). A fehérje N-terminalisan talalhatdé DNS-k6té domén a DNS torés felismeréséhez és
hozzako6tddéshez sziikséges két zink ujj motivumot (Mazen és mtsai.,, 1989), a nuklearis
elhelyezkedést biztositd nukledris lokalizacids szignalt (Schreiber és mtsai., 1992), tovabba
egy kaszpaz-3 hasitohelyet foglal magaba (Decker és mtsai., 2000). A centralis régidban
talalhato automodifikacios domén egy BRCA1 C terminalis domént tartalmaz, mely a fehérje-
fehérje interakciok kialakitasaért felelds (Bork és mtsai., 1997; Loeffler és mtsai., 2011). A C-
terminalis er6sen konzervalt Katalitikus doménje felel a szubsztrat, vagyis a nikotinamid-
adenin dinukleotid (NAD") megkotéséért, majd a poli-ADP-riboz (PAR) polimer szintéziséért
(D’ Amours €s mtsai., 1999).

Az enzim a NAD"-t nikotinamidra és ADP-ribozra hasitja, majd az igy felszabadult
ADP-rib6z monomerekbdl glikozidos kotéseken keresztiil kiilonbozé hosszusagu, elagazéd
lanca PAR polimerek épiilnek fel, amik a megfeleld akceptor fehérjékhez kotédnek
(Alemasova & Lavrik, 2019; Schreiber és mtsai., 2006) (3. abra). A negativ toltésii PAR
polimerek képesek megvaltoztatni a célfehérjéik szerkezetét, befolyasoljak az altaluk
kialakitott kolcsonhatasokat (Bai, 2015). A PARilacio egyik f6 célpontja maga a PARP-1
fehérje, ekkor automodifikaciorol vagy autoPARilaciorol beszéliink, ami az enzim
inaktivalodasdhoz vezet. Heteromodifikdcionak vagy transzPARildcionak nevezziik azt a
folyamatot, amikor a PAR polimer egyéb fehérjékhez, példaul hisztonokhoz, transzkripcios
faktorokhoz, DNS-hibajavitasban, sejtciklus szabalyozasban résztvevd fehérjékhez
kapcsolodik, mint példaul a DNS ligdzok, DNS topoizomeraz I és II, p53 vagy nuklearis
faktor-kappa B (NF-«B) (Krietsch és mtsai., 2013; Schreiber és mtsai., 2006). A PAR polimer
kijuthat a sejtmagbol, igy extranuklearis fehérjék modositasara is képes. Tobbek kozott a
mitokondrialis lokalizacioji apoptozist-indukaldo faktor (AIF) is rendelkezik PAR-k&t6
motivummal. Ha a PARP-1 tulzott mértékli aktivacidja miatt a PAR polimer mennyisége
toxikus szintre emelkedik, kijut a citoplazmaba és eldsegiti az AIF mitokondriumbol a
sejthalalhoz vezet, mely a parthanatos elnevezést kapta (Bai, 2015; Fatokun €és mtsai., 2014;
Y. Wang és mtsai.,, 2011). A célfehérjéket tekintve a PARP-1 szerepet jatszik a DNS
hibajavitasban, replikacioban, transzkripcioban, kromatin szervezédésben és ezeken a
cellularis mechanizmusokon keresztiil képes befolydsolni a sejtek proliferaciojat,

rrrrr

tobbek kozott a poli(ADP-riboz)-glikohidrolaz (PARG) enzim felel (3. abra). Elsésorban

exoglikozidazként funkcional és a lancvégi monomereket hasitja, azonban az akceptor
g g ja, p
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fehérjéhez észter kotéssel kapcsolddo utolsé monomer lehasitasara képtelen. Endoglikozidaz
aktivitassal is rendelkezik, melynek koszonhetéen rovidebb fragmentekre képes darabolni a
polimert. Ennek a folyamatnak elsdsorban nagymértékii stressz esetén van jelentOsége,
ilyenkor a felszaporodott PAR polimerekbdl képz6dd fragmentek apoptotikus szignalként
szolgalnak (Barkauskaite és mtsai.,, 2013; Slade és mtsai., 2011). A PAR polimerek
lebontasaban szerepet jatszik még az ADP-ribozil hidrolaz 3 (ARH3) enzim is (Mueller-
Dieckmann ¢és mtsai.,, 2006), mig a fehérjéken taldlhaté utols6 ADP-rib6z monomer
lehasitasaért az ADP-ribozil protein lidaz (Oka és mtsai., 1984), a MacroD1 és MacroD2

makrodomén enzimek felelnek (Rosenthal és mtsai., 2013).

DNS karosodas nikotinamid
e e -
O

PARP-1 PARP-1 ) NAD*

inaktiv aktiv ibd
\_/ ADP-rib6z » Poli-ADP-rib6z %rb

monomer polimer

PARG o
ARH3 l

akceptor fehérjék

3. abra: A PARilacié folyamata
A DNS torés kovetkeztében aktivaloddo PARP-1 enzim a NAD'-t nikotinamidra és ADP-ribozra

hasitja, majd az utobbibol szintetizalodott polimerek kiillonbozé célfehérjékhez kapcsolodnak. A

crcr

¢s ARH3 enzimek végzik (Forras: Sousa és mtsai., 2012. alapjan sajat szerkesztés).

1.7. PARP-1 enzim aktivacidja és akut metabolikus hatasa

A PARP-1 klasszikusan egyszalt és kétszali DNS torések hatasara aktivalodik, ami
bekovetkezhet szabadgyokok, egyéb reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékok, mint a
hidrogén-peroxid (Nosseri és mtsai., 1994) és peroxinitrit (Szabd és mtsai., 1996) hatéasara,
tovabba az ionizacios sugarzas (Collins, 1987) és a DNS alkilalo szerek is karositjak a DNS-t
(Juarez-Salinas és mtsai., 1979). PARP-1 aktivacio azonban megfigyelhet6 DNS torések
vagy hajtikanyar is kivalthat PARP-1 aktivaciot (Lonskaya és mtsai., 2005), illetve a
foszforilalt extracellularis szignal altal regulalt kinaz 2 (ERK2) és PARP-1 direkt interakcidja
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is stimulalo hatasi (Cohen-Armon, 2007). A PARP-1 aktivitisa poszttranszlacios
modositasok altal szabalyozott. A c-Jun N-terminalis kinaz (JNK1) altali foszforilacid
elésegiti a tartos PARP-1 aktivaciot HoO; kezelt sejtekben (S. Zhang és mtsai., 2007), mig a
protein-kindiz C (PKC) csokkenti a PARP-1 DNS-hez torténé kotdédését és polimeraz
aktivitasat (Bauer és mtsai., 1992). A metilacio €s acetilacié szintén befolyasolja a PARP-1
aktivitasat, példaul bizonyos lizin aminosavak acetildcidja nélkiilozhetetlen az NF-kB és
PARP-1 interakcidjahoz (P. O. Hassa és mtsai., 2005).

A PARP-1 aktivacio sejtekre gyakorolt hatasat a DNS karosodas mértéke jelentosen
befolyasolja. Egy kisebb mértékli stressz esetében a PARP-1 a kiilonb6zé6 DNS repair
mechanizmusokban betoltott szerepe révén hozzajarul a sériilt DNS kijavitasahoz és ez altal a
genom integritdsanak fenntartdsdhoz. Ezzel szemben egy joval nagyobb mértéki stressz és az
ebbdl fakado kiterjedt DNS karosodas sordn a PARP-1 enzim tulzott mértékli aktivacidja
figyelheté meg, ami a sejt NAD" és ATP készletének kimeriiléséhez, nekrozishoz vezet
(Berger, 1985; Sims és mtsai., 1983; Virag & Szabo, 2002) (4. abra).

kismeértékld DNS nagymeértékud
karosodas DNS kédrosodas

normal talzott mértékd
aktivacié aktivacié
DNS hibajavitas NAD* és ATP deplécié
tulélés sejtpusztulas

4. abra: A PARP-1 aktivacio lehetséges kovetkezményei

(Forrés: Ke és mtsai., 2019. alapjan sajat szerkesztés)
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A NAD" a katabolikus folyamatokban résztvevé dehidrogendz enzimek egyik
legfontosabb proton ¢és elektron akceptora. A glikolizisben a glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogendz (GAPDH) enzim 4ltal katalizalt reakcioban torténik a NAD™ redukcioja NADH-
va. Az altala szallitott elektronok kiilonb6z6 ingamechanizmusokkal jutnak a mitokondrium
matrixaba és érik el a 1égzési lancot. Szintén NAD" specifikus dehidrogenaz enzim a gliikoz
lebontasa soran képz6ddé piruvatot acetil-CoA-va oxidalod, mitokondridlis lokalizacioju
piruvat-dehidrogendz komplex. A mitokondriumban zajlé citratkor is rendelkezik harom
NAD" koenzimmel miikodd oxidoreduktaz enzimmel: izocitrat-dehidrogenaz, a-ketoglutarat-
dehidrogenaz komplex ¢és malat-dehidrogendz (Xie ¢és mtsai.,, 2020). A fent emlitett
reakciokban keletkezett NADH visszaoxidalasa a mitokondrium bels6 membranjaban
talalhato 1égzési lancban, a Komplex | altal torténik (Canto6 és mtsai., 2015) (1. abra). Miutan
a glikolizis és a citrat ciklus a két legfébb NAD" felhasznalé, a 1égzési lanc szamara NADH-t
szolgaltatd és ezzel az ATP szintézist biztositd tvonal, igy a PARP-1 hiperaktivacidjabol
fakadd NAD" depléci ezeknek az titvonalaknak a lassulasédhoz, az ATP szintjének drasztikus
csokkenéséhez, végiil sejthalalhoz vezet (Fouquerel és mtsai., 2014; Ying és mtsai., 2003) (4.
abra).

A PARP-1 talzott mértékii aktivaciojabol fakadd glikolitikus blokk nem pusztan a
NAD" készlet fogyasibol fakad, hanem a PARP-1 direkt szabalyozé hatéssal is rendelkezik.
Célpontja a glikolizis els6 1épését, a gliikoz foszforilacidjat katalizalo hexokinaz I (HKI)
izoforma. A HKI aktivitasa akkor a legnagyobb, ha a mitokondrium kiilsé membranjaban
lokalizal6do fesziiltségfiiggd anioncsatornaval (VDAC) kolcsonhatasba 1ép. Az N-metil-N-
nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG) altal kivaltott PARP-1 aktivacid két aton csokkenti a HKI
aktivitasat: egyrészt csokkenti a VDAC-hoz val6 affinitast, ami a HKI citoplazméba torténd
enzimet. Ez a mechanizmus a NAD® hiany mellett szintén hozzajarul a PARP-1
tulaktivalodasabol fakado mitokondridlis diszfunkcidhoz, kés6bbi sejthalalhoz (Fouquerel és

mtsai., 2014).

1.8. PARP-1 enzim szerepe a gyulladas folyamatiaban

A PARP-1 enzim tobbféle ponton szabalyozza az immunvalaszt. Jelentds
proinflammatorikus hatassal rendelkezik, melyet a gyulladasban szerepet jatszo transzkripcios
faktorok, példaul NF-xB, aktivacios fehérje-1 (AP-1) és aktivalt T-sejtek nuklearis faktora
(NFAT) aktivalasan keresztiil fejti ki. Képes fokozni a gyulladaskelt6 citokinek (TNF-a, IL-6,
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IL-1, IFN-y), kemokinek (IL-8, makrofag gyulladasos protein (MIP)-1, MIP-2) szintjét, ndveli
bizonyos adhézios molekulak (intercellularis-, vaszkularis-sejtadhézios molekula, E-szelektin,
P-szelektin), matrix metalloproteinazok (MMP-9) és az indukalhat6 nitorgén-monoxid szintaz
(iINOS) expressziojat (Bai & Virag, 2012; Rosado és mtsai., 2013). A PARP-1 célpontja
tovabba a high mobility group box protein 1 (HMGB1) fehérje, mely fokozza a
proinflammatérikus mediatorok felszabadulasat, a neutrofilek felhalmozodéasat, valamint
csokkenti az apoptotikus sejtek fagocitdzisat. Davis és munkatdrsai kimutattak, hogy a
PARIilalt HMGBI erdsebben csokkenti az apoptotikus sejtek eltakaritasat, mint a modositatlan
HMGBL1 (Davis és mtsai., 2012). A PARP-1 az NFAT aktivacion keresztiil szerepet jatszik a
T-sejtek Thl és Th2 iranyu differencialodasaban is. Egér T-sejtekben a PARP-1 gén Kkilitése
fokozta a Thl citokin IFN-y expressziojat, mig csokkentette a Th2 citokin IL-4 expressziot,
ami egy Th1 iranyu differencialodasnak kedvez (Saenz és mtsai., 2008).

A PARP-1 enzim farmakologiai gatlasa, valamint a PARP-1 gén kilitése szdmos akut
¢s kronikus gyulladasos betegség kisérletes modelljében, koztiik colitisben is protektivnek

bizonyult (Bai & Virag, 2012).

1.9. PARP, mint terapias célpont

A PARP-1 enzim DNS hibajavitasban betoltott szerepének alaposabb megismerése
vetette fel a PARP gatlas daganat ellenes terapiaban vald alkalmazasanak lehetdségét. Ez
lenditette fel az 01j generacids inhibitorok fejlesztését, ami tobb tucatnyi klinikai vizsgalatot és
mara egyre tobb PARP inhibitor torzskonyvezését hozta magdval. E folyamatok kiinduld
pontjaként szolgélt az a felfedezés, miszerint a BRCA1 ¢s BRCA2 mutaciot hordozd, azaz
homolég rekombinacié (HR)-deficiens sejtek sokkal érzékenyebbek a PARP gatloszerekkel
szemben, mint a HR-normal sejtek (Bryant és mtsai., 2005; Farmer és mtsai., 2005). A HR
defektuséval rendelkezd sejtek egyszali DNS toréseinek javitdsa a bazis excizids repair
(BER) mechanizmusaval torténne, azonban a PARP enzim gatlasaval a BER nem miikodik
kell6 hatékonysaggal. Ebbdl adodoan a PARP gatloszerrel kezelt, BRCA1/2 mutéans sejtek,
ahol sem a HR, sem a BER nem miikddik megfeleléen, a DNS kéarosodasok elégtelen javitasa
sejthaldlhoz vezet. Normal sejtekben, mitkodoképes HR mechanizmus mellett a PARP gatlés
nem okoz karosodast (5. abra). Az emlitett szintetikus letalitas jelensége hozta meg az
attorést, hiszen engedélyezték az els6é PARP inhibitor, az olaparib (Lynparza) alkalmazasat
BRCA-mutacid-pozitiv petefészekrak kezelésében (Berger és mtsai., 2018; Deeks, 2015).
Azodta tobb daganat tipus esetében is jovahagytak az alkalmazasat, tovabba jabb PARP
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inhibitorok is torzskonyvezésre kertiltek, mint a veliparib, rukaparib, niraparib és talazoparib,

melyekkel szamos klinikai vizsgalat folyik (Mateo és mtsai., 2019).
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5. abra: A BRCA mutaciot hordozo sejtek PARP inhibitorokkal szembeni érzékenysége
(Forras: Aly & Ganesan, 2011. alapjan sajat szerkesztés)

Bar a jelenlegi klinikai vizsgéalatok szinte kizardlag onkoldgiai betegségekre
fokuszalnak, a kutatokban felmeriilt az igény a nem-onkologiai indikacidkban torténd
kiprobalasra, hiszen a preklinikai kutatasok eredményei alapjan a PARP gatlas szamos olyan
betegség modellben hatékonynak bizonyult, melyek patomechanizmusaban az oxidativ
stressz, a DNS karosodas, a gyulladas szerepet jatszik. A PARP inhibitorok protektiv hatasa
osszetett: csokkentik a PARP-1 4ltali NAD" fogyasztast, ami az energiakészlet megdrzését, a
sejthalal elkeriilését eredményezi; hatdsukra csokken az AIF mitokondriumbol torténd
kijutasa, ezzel a parthanatos megelozhetd; kisebb mértéki lesz az NF-kB aktivacio, tehat
csokken a gyulladasos citokinek, adhézids molekuldk expresszidja, a sériilés-asszocialt
molekularis mintazatok felszabadulasa; illetve mérséklik a gyulladas/oxidativ stressz-
indukalta genotoxicitast is (Pazzaglia & Pioli, 2020). A rendelkezésre allo allatkisérletes

eredmények alapjan Berger ¢s munkatérsai az alabbi esetekben tartja elképzelhetének a PARP
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inhibitorok alkalmazasat: ha a betegség stlyossaga magas, ha az elérhetd kezelések
korlatozottak, ha a betegség akut fazisdban elegendd lehet a gyogyszer rovid tava alkalmazésa
(szeptikus sokk, akut pancreatitis), vagy éppen olyan kronikus betegségek esetében, ahol az
alkalmazott terapiaval nem allithaté meg az allapotromlas (Berger és mtsai., 2018).

A PARP gatloszerek nem-onkologiai betegségekben javasolt alkalmazasaval
kapcsolatban elsédlegesen felmeriild aggaly az, hogy a DNS karosodast elszenvedett,
pusztulasra itélt sejt életének megdrzése milyen hosszatdva kovetkezményekkel jar,
esetlegesen noveli-e a malignus transzformacio esélyét. A PARP-1 enzim a repair enzimek
sériilt DNS szakaszhoz valo toborzasaban, azok aktivitasanak fokozasaban vesz részt, tehat
onmagaban nem DNS hibajavitdé enzim. A PARP-1 génkiiitott egerek ¢életképesek,
szaporodoképesek, bar sejtjeikben a genotoxikus agensek fokozott genetikai instabilitast
indukalnak (Shall & de Murcia, 2000). Ito és munkatarsai altal végzett kisérletekben az
olaparib primér T sejteken, valamint tumorigén és nem-tumorigén epitél sejtvonalakon is
genotoxikus elvaltozasokat eredményezett, fokozta a testvérkromatidak kicserélodését (Ito és
mtsai., 2016). A PARP gatloszerek, illetve a PARP gén hianyanak daganatképzddésre
gyakorolt hatasaval kapcsolatos eredmények ellentmondasosak (Masutani & Fujimori, 2013).
A vastagbélben és a majban az azoximetan altal indukalt daganatképzddés fokozottabb volt a
PARP-1 gén hianyaban (Nozaki és mtsai., 2003), mig mas modellekben, példaul a nitrozamin
altal indukalt szajiiregi és nyeldcsé daganatok kialakulasat nem befolyasolta (Gunji és mtsai.,
2006). Sziilettek olyan eredmények is, ahol a PARP-1 gén hianya el6nydsnek bizonyult.
mikozben fokozta a nekrozist (Martinez-Bosch €s mtsai., 2014), mig egy masik tanulmany
szerint a 3,4-dihidro-5-(4-(1-piperidinil)butoxi)-1(2H)-izoklinolin (DPQ) PARP-1 inhibitor
alkalmazasa késleltette a bortumorok kialakuldsat és jelentdsen csokkentette azok méretét
(Martin-Oliva ¢és mtsai., 2006). Egy hosszabbtavi kisérlet soran az olaparib 18 héten
keresztiili, magas dozisban torténd alkalmazasa egerekben nem indukalt tumoros elvaltozast,
azonban fontos kiemelni, hogy ez a kutatds nem a PARP gatloszerek tumorigén hatasanak
vizsgalatara fokuszalt (Gariani és mtsai., 2017).

A genotoxicitasi kockazatot figyelembe véve Berger és munkatarsai kronikus, nem-
onkologiai indikaciokban is javasoljak az olaparib human felhasznalasanak kiszélesitését.
Ilyen esetekben egy alacsonyabb dozis, tovabba a kezelés bizonyos iddszakonkénti atmeneti
felfiiggesztése lenne célszerii (Berger és mtsai., 2018). A genotoxicitas tekintetében érdemes
Osszehasonlitani a PARP gatloszereket egyéb kronikus, gyulladasos betegségekben

alkalmazott gyogyszerekkel. Az IBD terdpidja soran hasznalt immunszuppresszans
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methotrexat in vitro az olaparibhoz ¢és veliparibhoz hasonldéan novelte a kromoszoma

instabilitast (Lee és mtsai., 2016).

1.10.  Uj generaciés PARP gatloszer: olaparib

Az olaparib a PARP-1, PARP-2 és PARP-3 izoformak kompetitiv inhibitora (O’Connor
és mtsai., 2016), NAD" analdg révén az aktiv centrumot blokkolva képes gatolni az enzimek
mikodését (Mateo és mtsai., 2019; Zheng és mtsai., 2020). Az elmult években az Egyesiilt
Allamok Elelmiszer és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) tobb daganat tipus esetében is
jovahagyta az olaparib (Lynparza) hasznalatdit: BRCA mutaciot hordozo petefészek-,
petevezeték-, hashartya-, emld-, hasnydlmirigy- és prosztatadaganat. A daganat tipusatol
fliggben a szajon at torténd olaparib kezelés monoterapiaként, illetve bevacizumabbal vagy
endokrin terapiaval kombinacidban torténik, javasolt napi adagja 600 mg. A monoterapiaként
alkalmazott olaparib jol toleralhatonak bizonyul, a mellékhatasai az enyhe és kozépsulyos
kategoridba sorolhatoak, ami 4altaldban nem teszi sziikségessé a terapia felfliggesztését.
Leggyakoribb mellékhatasként (> 10%) jelentkezik a faradtsag, hanyinger, hanyas, hasmenés,
fejfajas, csokkent étvagy, anémia, neutropenia, thrombocytopenia, lymphopenia (Goulooze és
mtsai., 2016). A preklinikai biztonsagossagi vizsgalatok soran, emlds sejteken in vitro az
olaparib klasztogén hatastinak bizonyult, patkanyoknal in vivo mikronukleuszokat indukalt a
csontvel6ben. Fontos megjegyezni azonban, hogy a DNS integritasra, valamint kromoszéma
stabilitasra gyakorolt hatdsat human tekintetben eddig nem vizsgaltak, a genotoxicitasi

potencialjarol tehat nem all rendelkezésre adat (Berger és mtsai., 2018).

1.11. A PARP gatlas kisérletes colitisre gyakorolt hatasa

A gyulladdsos bélbetegségek patomechanizmusiban szerepet jatszo oxidativ és
nitrozativ stressz altal indukalt DNS karosodas PARP aktivaciot eredményez, mely a sejtek
energiahianyahoz, sejthalalhoz, az intesztinalis barrier funkcidévesztéséhez vezet (Zingarelli és
mtsai.,, 2003). A PARP gatloszerek alkalmazasanak, illetve a PARP-1 gén Kkilitésének
kisérletes colitisre gyakorolt protektiv hatasat tobbféle allatkisérletes modellben bizonyitottak
(Virag & Szabd, 2002). Patkanyokon végzett 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 mieloperoxiddz aktivitast,
valamint az apoptotikus vastagbél epitél sejtek aranyat, melynek hatterében az NF-kB és AP-1

DNS-kotésének gatlasat feltételezik (Zingarelli és mtsai., 2003). Egy masik munkacsoport
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altal végzett TNBS-el kivaltott colitis kisérletben a 3-AB és 1,5-DIQ gyulladascsokkentd
hatasat a neutrofil infiltraci6 mérséklésének, illetve a ciklooxigenaz-2 és prosztaglandin E2
expresszio csOkkentésének tulajdonitjadk (Sanchez-Fidalgo és mitsai., 2007). A PJ-34 Aaltali
PARP gatlas szintén véddé hatasunak bizonyult DSS éaltal indukalt egér colitis modellben,
hiszen csokkentette a fogyas mértékét, a vastagbél megrovidiilését, valamint mérsékelte a
mortalitast (Mabley és mtsai., 2001). Az 5-aminoizokinolin (5-AIQ) PARP gatlészer DSS
modellben csokkentette az IL-1B és TNF-o expressziot, tovabba novelte a Treg ¢és
csokkentette a Th17 sejtek aranyat a lépben, ami egy hatékony stratégia lehetne a colitis
ulcerosa kezelésében (Peng és mtsai., 2021).

A fent emlitett allatkisérletekben gyakran alkalmazott inhibitorok az els6é és masodik
generaciés PARP gatloszerek csoportjaba tartoznak. Hatranyuk, hogy csak magasabb
koncentracioban hatékonyak, kevésbé specifikusak €s klinikai tesztelésiikre sem onkologiai,
sem egyéb betegségek esetében nem keriilt sor. Az intenziv fejlesztéseknek kdszonhetd
harmadik generaciés, kismolekulaja PARP gatloszerek (olaparib, veliparib, rukaparib,
niraparib, talazoparib) hatasa joval alacsonyabb, akar mar nanomolos koncentracidban is
érvényesiil, kompetitiv inhibitorok, nagy specificitdst mutatnak a PARP-1,-2,-3 izoformak
irant, kiilonbdzé daganat tipusok esetében pedig a klinikai alkalmazas fazisaba keriiltek
(Berger és mtsai., 2018; Curtin & Szabo, 2013; Southan & Szab, 2003). Bar az olaparibot in
vivo és in vitro szamos nem-onkologiai betegség modellben (szeptikus sokk, asztma, akut
veseelégtelenség, dregedés) tesztelték (Berger és mtsai., 2018), kisérletes colitisre gyakorolt

hatasat eddig nem vizsgaltak.

23



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 gyulladasos bélbetegségekben torténd hasznédlatira. Bar a PARP gatlas
kisérletes colitisre gyakorolt hatasardl rendelkezésiinkre allnak szakirodalmi adatok, ezekben
a kutatasokban kizarolag olyan PARP inhibitorokat teszteltek, melyek a klinikai vizsgélatokig
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 tlineteket a Crohn-betegség
egérmodelljében?

2. Milyen hatassal van az olaparib a vastagbélben kialakulo 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 soran kiilonds figyelmet forditottunk a Crohn-betegség kialakulasaban
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 intesztindlis 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 6 célja tehat, hogy allatkisérletes és sejtkultiras eredményekkel jaruljak

hozza az olaparib PARP gatloszer humdn terapidban torténd felhasznaldsanak

kiszélesitéséhez.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Kisérleti allatok

A Kkisérleteink soran felhasznalt 6-8 hetes, him CD-1-es egerek a Pécsi
Tudoményegyetem Klinikai Kozpont Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet SPF
allathazanak (BA05/2013) tenyészetébdl szarmaztak. A kisérleteket megel6zéen az egereket
atszallitottuk a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Biokémiai és Orvosi
Kémiai Intézet konvencionalis allathdzaba (ZOHUO0104L 15), ahol egy 2 hetes
akklimatizacios iddszakon estek at. Az allatokat standard koriilmények kozott, allandd 22°C-
on, 12 oras sotét és vilagos ciklus mellett, ad libitum viz és ragesalotap (LT/N) fogyasztast
biztositva tartottuk. Projektiink soran felmentést kaptunk az allatok csoportos tartasa aldl,
mivel korabbi kisérleteinkben az egyedek agressziv magatartasabol fakado sériilések nagyban
befolyasoltak az eredményt. A kiilon ketrecben torténd elhelyezéssel kivédhetéek voltak a
tarsas viselkedésbol fakadd eltérések, ez pedig hozzdjarult a felhasznalt allatok szamanak
minimalizalasahoz is. Kisérleteinket a Pécsi Tudomanyegyetem Allatkisérletes etikai kodex
eldirasai alapjan, a Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag és az Allatkisérletes Tudomanyos Etikai

Tanacs engedélyével végeztiik (BA02/2000-4/2017).

3.2.  TNBS-indukalta colitis modell

A kisérletes colitis indukalasa soran CD-1-es egereket izofluran narkézisban 100 pl
TNBS-sel (4 mg/100 ul 30%-0s etanol; Sigma-Aldrich) kezeltiink intracolonalisan (i.c.),
egyszeri alkalommal a kisérlet 0. napjan, 12 ora éhezést kovetden (6. abra). A kontroll
csoportot 100 pl 30%-os etanollal kezeltiik. A TNBS injektalasa soran egy gomb végll, fém
katétert helyeztiink fel 3 cm-re a vastagbélbe, majd a beadast kovetden 1 percig fejjel lefelé
megdontve tartottuk az allatokat az esetleges szivargas elkertilése végett.

A TNBS modellben az olaparib hatasat teszteltiik, igy az egereket négy csoportra
osztottuk: kontroll, TNBS, TNBS + olaparib (20 mg/kg) és TNBS + olaparib (50 mg/kg).
Olaparib (AZD2281; MedChemExpress) kezelést 4 napon keresztiil, a TNBS kezelést
megel6z6 -1. naptol, naponta egyszer, intraperitonealisan (i.p.) alkalmaztunk, 20 mg/kg és 50
mg/kg koncentraciokban (6. abra). A kontroll csoportok esetében az oldoészert és vivéanyagot
azonos mennyiségben alkalmaztuk (4% dimetil-szulfoxid + 30% polietilén-glikol 300 +
dH,0).

A TNBS kezelést kovetoen, 72 ora elteltével az allatok életének kioltasa izofluran
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narkozisban, lefejezéssel tortént. Vérmintat gylijtottiink, majd ezt kovetden az allatok hasfalat

felnyitva a teljes vastagbelet kimetszettiik. E16szor lemértiik a vastagbél hosszat és tomegeét,

majd hideg fiziologias sooldattal torténd atmosas utan, hosszirdnyban felvagtuk, el6készitve

ezzel a szovetet a tovabbi vizsgalatokhoz.

3.3. Bélnyalkahartya makroszkopos vizsgalata

olaparib kezelés
(50 mg vagy 20 mg/kg, i.p.)

>

—_— -

(4 mg/100 ul 30%-os etanol/allat,i.c.)

6. abra: TNBS modell soran alkalmazott kezelések protokollja

—_— _c - -

TNBS kezelés

!d . -

_h" g -———

3. nap

T

mintavétel

A vastagbél felvagasat és kiteritését kovetden a gyulladasos elvaltozasok mértékének

szemikvantitativ pontozasat Schicho és munkatarsai 2011-es kozleménye alapjan végeztiik

(Schicho és mtsai., 2011). A pontozasnal a fekélyek kiterjedését, a hasiiregi 6sszendvések

szamat, a vastagbél hosszénak rovidiilését, a bélfal vastagsagat, tovabbad a széklet

konzisztenciajat és vértartalmat vettiik figyelembe (1. tablazat). A hosszmérések digitalis

tolomérd segitségével torténtek.

Fekélyek - Vastaghel rowdteles Bélfal

kiteriedése Adhézio (kontroll csoport atlag vastagss + 1 pont
] bélhosszahoz képest) Bsag

0 pont = nincs adhézid 0 pont <15% Vérzés
0,5 pont = 1 pont = 1 adhézié 1 pont >15% 0,1pont = | \igres széklet

0,5cm 0,1 mm

2 t=2 tobb .

pon vagy ° 2 pont >25% Hasmeneés
adhézio

1. tablazat: Makroszképos vizsgalat pontozasi rendszere

26




3.4.  Szovettani vizsgalat

A végbéltdl szamitott 3-4 cm kozotti vastagbél szakaszokat 10%-0s semleges pufferelt
formalin oldatban fixaltuk 4°C-on. A mintdk ezt kovetden szallitdsra keriltek, tovabbi
elokészitésiik, illetve vizsgalatuk a Grazi Orvostudomanyi Egyetemen zajlott. A mintakat
dehidrataltak, paraffinba agyaztak, majd 5 um vastagsagu metszeteket készitettek. A
deparaffinalast és rehidratalast kovetéen a metszeteket hematoxilinnal festették, majd
csapvizben oblitették. A képek mikroszkdphoz kapcsolt OlympusD50 kameraval késziiltek, a

szovettani fotok elemezése CellSens szoftverrel tortént.

3.5.  Szoveti citokin szintek meghatarozasa

Az IL-1B, IL-6, TNF-a és IL-10 citokinek meghatarozdsdhoz a vastagbél mintakat
lemértiik, majd proteaz inhibitort (Sigma-Aldrich) tartalmazoé extrakcios pufferben (50 mmol/I
Tris, 10 mmol/l EDTA, 1% Triton X) kézi homogenizatorral homogenizaltuk (20 mg
colon/100 pl puffer). A mintdkat 10000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk, a pontos
fehérjekoncentraciokat Bradford reagenssel (Bio-Rad Laboratories) hataroztuk meg. A mintak
fehérjetartalmanak kiegyenlitése utan, a citokinek meghatarozasat Ready-Set-Go ELISA

kitekkel (eBioscience) végeztiik a gyarto utasitasai alapjan.

3.6. Hematologiai vizsgalat

A TNBS modell harmadik napjan, az allatok életének kioltasat kdvetéen vérmintat
gytjtottink EDTA antikoagulanst tartalmazd vérvételi csovekbe (Becton Dickinson). A
hematologiai paraméterek vizsgalata a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont
Laboratoriumi Medicina Intézetében, egy Sysmex XN-1000-V Multispecies Hematology
Analyzer (Sysmex) segitségével tortént. A vérkép vizsgalat elvégzéséig a mintakat
szobahomérsékleten taroltuk, a mérések minden esetben a mintavételtol szamitott 2 6ran beliil
elkezdddtek.

A vérkép automata altal mért neutrofil granulocita, limfocita, trombocita, monocita
szambol az alabbi paramétereket kalkulaltuk minden allat esetében: limfocita-monocita arany
(LMR), neutrofil-monocita arany (NMR), trombocita-limfocita arany (PLR) és neutrofil-
limfocita arany (NLR). Az LMR esetében az abszolut limfocita szamot osztottuk az abszolut

monocita szammal, az NMR szamitasanal az abszolut neutrofil szdmot osztottuk az abszolut
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monocita szammal, mig a PLR és NLR esetében az abszolat trombocita vagy neutrofil szamot

osztottuk az abszolut limfocita szammal.

3.7. Bélnyalkahartya permeabilitasinak vizsgalata

Az intesztinalis barrier karosodasat egy intracolonalisan alkalmazott fluoreszcens festék
vérkeringésben valdé megjelenése alapjan jellemeztiik. A TNBS kisérlet 3. napjanak reggelén,
12 o6ras ¢éhezést kovetden, izolfuran narkozisban, 100 pul 60 mg/ml-es fluoreszcein
izotiocianattal jelolt dextrannal (FITC-dextran; 4 kDa; Sigma-Aldrich) kezeltik (i.c.) az
egereket. A festék beadasanak idejét minden egyed esetében rogzitettiik, majd ettél szamitott
1 6ra mulva, az allatok életének kioltasa utan, szérum szeparalo csévekbe (Becton Dickinson)
vért vettiink. A mintakat 15 perc utan lecentrifugaltuk és a szérumok fluoreszcencia
intenzitasat 490 nm excitacios és 510-570 nm emisszids hullamhosszon Promega GloMax
plate reader-el detektaltuk. A bél permeabilitis meghatarozasa a szérum FITC-dextran

koncentracioja alapjan tortént.

3.8. Caco-2 sejtvonal

A Caco-2 human colon adenocarcinoma eredetii sejtvonalat (ATCC) 20% fotalis marha
szérumot (Corning) és 1% nem esszencialis aminosavat (Sigma-Aldrich) tartalmazo MEM
(Minimum Essential Medium; Sigma-Aldrich) médiumban tartottuk fenn, 37°C-on, 5% CO,
és 95% paratartalom mellett. Az intesztinalis epitél barrier modellezésére Caco-2

egysejtréteget hasznaltunk.

3.9.  RNSKkivonas és qPCR

A Caco-2 sejtekbdl torténd totdl RNS izolalas a NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-
Nagel) segitségével tortént a gyartd utasitasai szerint, melynek mennyiségét Nanodrop
spektrofotométerrel és Qubit 2.0 fluoriméterrel (ThermoFisher Scientific) hataroztuk meg. Ezt
kovetéen 1 pg RNS-t irtunk at cDNS-sé Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV)
eredetli reverz transzkriptdz enzimmel (Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit,
ThermoFisher Scientific). Az mRNS mennyiségével azonos cDNS mennyiségének
meghatarozasara egy CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) késziiléket
hasznaltunk. Az amplifikdcio soran Xceed qPCR SG 2x Mixet (Institute of Applied
Biotechnologies) alkalmaztunk, melynek soran a 20 pl reakcié elegy 100 ng cDNS-t

tartalmazott. 40 ciklust kovetéen a termék elvalasztasa 1,5%-0s agardz gélen, méretének
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meghatarozasa 20 bp-os molekulasuly markerrel (Lonza) tortént. Eredményeink
kiértékeléséhez a ACt-modszert hasznaltuk, referencia génnek a S-aktint valasztottuk. A PCR-

t az alabbi primerekkel végeztiik:

Gén Szekvencia

forward 5'-GCATGGGTCAGAAGGATTCC-3'

B-aktin (121 bp)
reverse 5'-CAGATTTTCTCCATGTCGTCCC-3'

forward 5'-CGAGTCGAGTACGCCAAGAG-3'

PARP-1 (109 bp)
reverse 5'-CATCAAACATGGGCGACTGC-3'

forward 5'-GCCAGCAAAAGGGTCTCTGA-3'

PARP-2 (97 bp)
reverse 5'-CATGAGCCTTCCCCACCTTG-3'

forward 5'-CCTGAGGCTCATGGAGAGTTG-3'

PARP-3 (115 bp)
reverse 5'-TGGAGCCATGGCCAAGAAAA-3'

3.10. Impedancia-alapu barrier integritas vizsgalat

Az intesztinalis epitél barrier in vitro modellezésére hasznalt Caco-2 monolayer
integritdsat egy impedancia mérésen alapuld, valds idejii xCelligence RTCA DP (ACEA
Biosciences) késziilékkel monitoroztuk. Méréseinket egy specidlis 16 lyuku E-plate-en
végeztiik, melynek alja arany mikroelektrodokkal boritott. Az elektrodok felszinéhez kitapadd
sejtek fokozodod impedancia értékeket eredményeznek, melyet a szoftver atkonvertal egy
mértékegység nélkiili Sejt Index (CI) nevii paraméterré. A CI egyenld a mérés adott
pillanataban és a nulladik idépontban mért impedancia érték kiilonbsége, és az adott méréshez
hasznalt frekvencidhoz tartozé faktor hdnyadosaval. Minél tobb sejt tapad a plate feliiletéhez,
annal jobban emelkedik az impedancia érték. A modszer nagy elénye, hogy nem invaziv,
tehat jelold molekulak alkalmazasdt nem igényli, illetve a végpontmérésen alapulod
technikdkkal szemben folyamatosan informéciot szolgaltat a sejtek aktualis allapotardl, a
hatés kinetikjarol.

Az E-plate-re 10° sejt/well siirfiségben raktunk ki Caco-2 sejteket. A teljes konfluencia
elérését kovetden a sejteket kiilonbozé H,O, koncentraciokkal (100, 200, 500, 1000 uM,;
Sigma-Aldrich) kezeltiikk 24 oran keresztiil. Tovabbi kisérleteinkben a monolayert 10 pM
olaparibbal (AZD2281; MedChemExpress) kezeltiik elé 30 percen keresztiil, amit egy 24 oras
1 mM-os H,0; kezelés kovetett. A kontroll és H,O, csoportok az olaparibbal kezelt csoporttal

megegyezO mennyiségii oldoszert (DMSO) kaptak.
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Kisérleteink sordn az impedancia valtozast 3 percenként, 24 Oran keresztiil

monitoroztuk.

3.11. FITC-dextran permeabilitasi vizsgalat

A Caco-2 monolayer permeabilitasat a FITC-dextran (4 kDa) epitél sejtrétegen vald
atjutasaval jellemeztiik, amihez egy két kamrabol allo Transwell plate-et (ThermoFisher
Scientific) hasznaltunk. A sejteket a fels6 kamrakban, 0,4 pum poérusatmérdjii polikarbonat
membranokon tenyésztettiik a teljes konfluencia eléréséig. Az als6 kamrakat 1,5 ml
médiummal toltottiik fel. A kisérlet soran 10 uM olaparibbal 30 perces elokezelést végeztiink,
majd 24 oran keresztiil 1 mM-o0s H,0; kezelés kovetkezett. A kontroll és H,0, csoportok az
olaparibbal kezelt csoporttal megegyez6 mennyiségii oldoszert (DMSO) kaptak. A kezelés
kamraba, majd 1 6ras inkubalést kovetden 100 ul mintat vettiink a sejtréteg alatt talalhato also
kamrabol. A mintdk fluoreszcencia intenzitasat 490 nm excitacids és 510-570 nm emissziods

hullamhosszon detektaltuk Promega GloMax plate reader-el.

3.12.  Sejtéletképesség vizsgalat flow citométerrel

Caco-2 sejteket 10° sejt/well denzitasban raktunk ki 6 lyuka lemezekre. A kialakult
sejtréteget 30 percen keresztiil 10 uM olaparibbal kezeltiik eld, majd ezt kovette egy 24 oras 1
mM-o0s H0, kezelés. Ennek végeztével a sejteket tripszin segitségével felvettiik,
lecentrifugaltuk, a gyarto altal kiadott protokoll szerint higitottuk, majd a sejtszuszpenziot 20
percen keresztiil inkubaltuk a Muse Annexin V & Dead Cell Reagent festékkel (annexin V, 7-
aminoaktinomicin D (7-AAD); Luminex Corporation). A festést kdvetéen az €16 (annexin V(-
)/7-AAD(-)), a korai (annexin V(+)/7-AAD(-)) és kés6i apoptotikus/nekrotikus (annexin
V(+)/7-AAD(+)), illetve a nekrotikus (annexin V(-)/7-AAD(+)) sejtek mennyiségi
meghatarozasa Muse Cell Analyzer (Merck-Millipore) flow citométer segitségével tortént. Az
annexin 'V mar az apoptozis korai fazisaban a sejtfelszinre keriilo foszfatidil-szerin
csoportokat jeloli, mig a 7-AAD a kés6i apoptotikus és nekrotikus sejtek jelolésére alkalmas,
hiszen a karosodott membrannal rendelkezé sejtek DNS-éhez kotédik. Az annexin V(+)/7-
AAD(+) festédés nem tesz kiilonbséget az apoptdzis vagy nekrdzis utjan elpusztult sejtek

kozott (Zimmermann & Meyer, 2011).

3.13. Mitokondrialis funkcié vizsgalata az oxigén fogyasztas és pH-valtozas alapjan
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Az oxigén koncentracié ¢és pH-valtozas valos idejii monitorozésa Seahorse XFp
Analyzer (Agilent Technologies) segitségével tortént. A miiszer altal mért két paraméter az
oxigénfogyasztasi rata (oxygen consumption rate, OCR) és az extracellularis savasodasi rata
(extracellular acidification rate, ECAR), melyekb6l az oxidativ foszforilacio, valamint a
glikolizis mértékére kovetkeztethetlink.

A mérést megel6z0 napon a fluorimetrids Szenzort tartalmazé Cartridge lemezt XF
kalibralo oldattal hidrataltuk, majd CO,-mentes termosztatba helyeztiikk. Caco-2 sejteket
1,5x10* sejt/well stirliségben raktunk ki 8 lyuka XFp Miniplate-re. A teljes konfluencia
elérését kovetden a sejteket 30 percen keresztiil 10 uM olaparibbal kezeltiik el6, majd 2 6ran
keresztiil 1 mM-0s H,O; kezelést végeztiink. Ezutan a sejtek médiumat szérummentes, 10 mM
gliikoz, 1 mM piruvat és 2 mM glutamin tartalmi XF médiumra (pH=7,4) cseréltiik, majd a
plate-et 1 orara CO,-mentes inkubatorba helyeztilk. A mitokondrialis funkcid vizsgalatadhoz
hasznalt XF Cell Mito Stress Test soran a Cartridge lemez injektaldé mikrotartalyait
respiracios gatloszerekkel és szétkapcsold szerekkel toltottik fel: oligomycin (I uM — A
port), karbonil-cianid-p-trifluormetoxi-fenil-hidrazon (FCCP; 1 uM — B port) és rotenon ¢és
antimycin A keveréke (1 uM — C port).
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7. abra: Az oxigén fogyasztas valtozasa alapjan szamitott, mitokondrialis funkciot jellemz6

paraméterek

A mérés elsé fazisaban a sejtek alap oxigénfogyasztasat monitoroztuk. Ezt kovette az

Fo-F1-ATP-szintaz gitld, oligomycin injektdldsa, melynek kovetkeztében a H'-ok
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felhalmozodnak a mitokondridlis intermembran térben, ami az elektrontranszport gatlasat és
az oxigénfogyasztas drasztikus csokkenését eredményezi. Kovetkezd 1épésként egy
szétkapcsold szert, FCCP-t injektaltunk, amely megsziinteti a protongradienst, segitségével a
H*-ok ATP termelés nélkiil juthatnak vissza a mitokondrium matrixdba, ami az
elektrontranszport lanc ujboli miikodésével €s a sejtek oxigénfogyasztasanak novekedésével
jar. Az utolsé 1épésként hozzaadott rotenon (Komplex I gatlo) és antimycin A (Komplex 11
gatlo) az elektrontranszport és oxigénfogyasztas gatldsdhoz vezet.

Az egyes respiracios gatloszerek és szétkapcesold szerek szakaszos injektaldsa az alabbi
mitokondrialis funkciot jellemz0 paraméterek vizsgalatat teszi lehetdvé: bazalis respiracio,
ATP termeléshez kapcsolodd respiracid, protonszivargds, nem-mitokondridlis respiracio,
maximalis respiracio, tartalék respiracios kapacitas (7. abra). Az oxidativ foszforilacio
mellett a sejtek glikolitikus kapacitasarol is informaciot nyerhetiink. Az oligomycin injektalas
hatasara gatlodik a mitokondridlis ATP termelés, ami az energiatermelést a glikolizis irdnyaba

tolja.

3.14. Fénymikroszkopos vizsgalat

Caco-2 sejteket 10° sejt/well siirliségben raktunk ki 6 lyuka plate-re, majd a teljes
konfluencia elérését kovetden az impedancia alapu integritds vizsgalatokndl ismertetett
kezelést végeztiik. 24 ora elteltével a sejtréteg morfoldgiai valtozasat az EVOS XL Core Cell

Imaging System (20x objektiv; Thermo Fisher Scientific) segitségével vizualizaltuk.

3.15. Statisztikai analizis

Eredményeink statisztikai kiértékelését a GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software)
program segitségével végeztik. A csoportok kozotti kiilonbségeket Bonferroni altal
modositott kétmintds T-probaval hatdroztuk meg, ahol p<0,05 értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikdnsnak.
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4, Eredmények

4.1. Az olaparib hatasanak vizsgalata TNBS altal indukalt colitis egérmodellben

4.1.1. 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 allatok testsulya, mig a 20
mg-0s olaparib kezelés esetében 10%-0S, az 50 mg-0s olaparib hatdsara pedig csupan 5%-0s
csokkenést tapasztaltunk, tehat az olaparib dozisfiiggéen csokkentette a fogyast, azonban a
kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak. Az abran megfigyelhetd, hogy a nagymértékii
fogyas a kisérlet 2. napjaig tart, az olddszeres kontroll csoport testsulya pedig folyamatosan

gyarapodott a kisérlet soran (8. abra).
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8. abra: Az olaparib kezelés hatasa a testsuly csokkenésre TNBS-indukalta colitisben
A testsuly napi valtozasat minden egyed esetében a sajat 0. napi értékhez viszonyitottuk. Az abran
harom fiiggetlen kisérlet koziil egynek az eredményei lathatoak (n = 4-7/csoport). Atlag + SEM; n.sz.=

nem szignifikans.

4.1.2. Makroszkopos gyulladasos paraméterek

A TNBS kezelés altal okozott makroszkoposan értékelhetd szovettani elvaltozasokat az
9. abra mutatja be. A pontozas soran figyelembe vettilk a fekélyes sebek kiterjedését, az
adhéziok szamat, a vastagbél rovidiilést és bélfal vastagodast, valamint a széklet allagat és
vértartalmat. A TNBS kezelés szignifikans mértékii karosodast okozott a kontroll csoporthoz
képest. Dontden a vastagbél kozépso szakaszan eredményezett tobb, nagy kiterjedési fekélyes
elvaltozast, emellett a bélfal 6démas megvastagodasa, valamint hiperémia volt megfigyelhetd.
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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 karosodas mértéke, hogy a kontroll csoporthoz képest
nem tapasztaltunk statisztikailag kimutathatd kiilonbséget a makroszkopos elvaltozasokban
(9. abra).
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9. dbra: Az olaparib kezelés hatasa a vastagbél makroszképos karosodasara TNBS-indukalta
colitisben
Az abran kettd fiiggetlen kisérlet eredményének atlaga lathaté (n = 9-21/csoport). Atlag + SEM; n.sz.=

nem szignifikans, *p<0,05, **p<0,01.

A pontozés soran figyelembe vett paraméterek koziil kiemelendd a fekélyek szamanak
¢s azok Kkiterjedésének valtozasa. A magasabb dozisban alkalmazott olaparib hatasara
szignifikansan csokkent az ulcerek szama (10/a abra) és mérete (10/b abra) is.

Mivel az alacsonyabb dozisu (20 mg/kg) olaparib kezelés nem eredményezett
szignifikans javulast a colitis makroszkopos tiineteit tekintve, a tovabbiakban kizardlag a

magasabb (50 mg/kg) koncentracioval végzett kisérletek eredményei keriilnek bemutatasra.
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10. abra: Az olaparib kezelés hatasa a vastagbélben kialakul6 fekélyek szamara (a) és
Kkiterjedésére (b) TNBS-indukalta colitisben

Az 4bran harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlaga lathatdé (n = 9-27/csoport). Atlag + SEM;
*p<0,05, ***p<0,001.

4.1.3. Bélnyalkahartya permeabilitas

A bélnyalkahartya barrier funkcidjanak karosodésat az intracolonalisan beadott, majd
kezelt egerek esetében a bélnyalkahartya nagyobb permeabilitast mutatott a kontroll
csoporthoz képest. Az 50 mg-os olaparib kezelés jelentdsen csokkentette a TNBS belfal
permeabilitast fokozo hatasat, tehat a bélnyalkahartya barrier funkciojat javitotta. A kontroll
¢s az olaparibbal kezelt csoport kozott a FITC-dextran koncentracid tekintetében nem

tapasztaltunk kiilonbséget (11. abra).
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11. abra: Az olaparib bélnyalkahartya barrier funkciéjara kifejtett hatasa TNBS-indukalta

colitisben
Az abran harom fiiggetlen kisérlet koziill egynek az eredményei lathatoak (n = 5-8/csoport). Atlag +

SEM; n.sz.= nem szignifikans, *p<0,05.

4.1.4. Szovettani vizsgalat

A TNBS-el kezelt allatok vastagbelének fobb hisztoldgiai jellemzdi kozé tartozik az
ulceracio, az immunsejtek intenziv infiltracioja, kiterjedt fibrézis, valamint a submucosa
0démas megvastagodasa (Antoniou €és mtsai., 2016). Az altalunk végzett szovettani vizsgalat
alapjan a TNBS kezelés hatdsdra a vastagbél submucosa rétege valoban erdteljesen

megvastagodott, melyet az 50 mg-os olaparib kezelés nagymértékben csokkentett (12. abra).
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12. abra: Az olaparib hatasa a vastaghél submucosa rétegének megvastagodasara TNBS-sel
indukalt colitis modellben

A szovettani képeken a submucosa réteget fekete nyil jeloli.

4.1.5. Gyulladasos citokinek szintje

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

Az IL-1P szintje a TNBS kezelést kdvetéen 62%-kal emelkedett a kontroll csoporthoz
képest. Az olaparib kezelés esetében csupan 11%-o0s volt az emelkedés, a kontroll csoporthoz
képest pedig nem tapasztaltunk szignifikans valtozast (13/a abra). A TNBS kezelés hatasara
az IL-6 szintje 136%-kal novekedett a kontroll csoporthoz képest. Ezt a jelentés mértékii
citokin termelést az olaparib kezelés hatékonyan, 111%-kal csokkentette (13/b abra). Ismert,
hogy a bélszovet megndvekedett TNF-o szintje 0Osszefiiggésben all a gyulladasos
bélbetegségek aktivitasaval, stlyossagaval. Ennek ellenére a TNBS kezelés hatasara nem
tapasztaltunk szignifikdns valtozast a TNF-a szintjében (13/c abra). Az altalunk vizsgalt
gyulladascsokkent6 hatast IL-10 szintje a TNBS kezelt csoportban 12%-kal csokkent a
kontroll csoporthoz viszonyitva, ezzel szemben az olaparib szignifikans emelkedést

eredményezett (13/d abra).
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13. abra: Az olaparib kezelés hatiasa a bélszovet IL-1p (a), IL-6 (b), TNF-a (c) és TL-10 (d)
citokin szintekre TNBS-indukalta colitisben

Az abran kett6 fliggetlen kisérlet eredményének atlaga lathatd (n = 9-13/csoport). Az abrazolas soran a
kontroll csoport esetében mért ODys értékek atlagat tekintettiik 100 szdzaléknak. Atlag = SEM; n.sz.=
nem szignifikans, *p<0,05, ***p<0,001.

4.1.6. Hematologiai paraméterek

A vérkép analizis soran vizsgalt husz érték koziil az altalunk alkalmazott TNBS kezelés
ketté paraméter esetében okozott szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz képest.
Lecsokkent a limfocita szam, mig az olaparib addsa mellett ez a csokkenés szignifikdnsan
kisebb mértékiinek bizonyult. A monocitak szdma megemelkedett a TNBS hatasara, amit az

olaparib kezelés hatékonyan csokkentett (2. tablazat).

38



TNBS

Hemat?légiai Mértékegység Lkl TNBS + olap (50 mg)
e Atlag SEM Atlag SEM Atlag SEM
WBC (10%/L) 4,50 +0,684 4,28 +0,518 4,71 +0,280
RBC (107/1) 8,71 +0,491 10,62 +0,470 10,03 +0,286
HGB (g/L) 147,45 +3,223 169,38 +6,793 162,40 +3,821
HCT (%) 44,84 +2,718 50,86 +2,044 49,67 +1,258
MCV (fL) 51,43 +0,810 47,97 +0,511 49,71 +0,747
MCH (pg) 16,54 +0,452 16,02 +0,167 16,26 +0,204
MCHC (g/L) 322,33 +9,521 333,75 +4,753 328,05 +5,309
PLT (10°%/L) 1242,50 | +112,356 | 1310,87 | +95,849 | 1347,42 | +82,603
RDW-SD (fL) 25,93 + 1,040 22,88 + 0,340 23,54 +0,752
RDW-CV (%) 17,28 +0,539 18,04 +0,422 17,56 +0,228
PDW {fL) 7,07 +0,318 7,74 +0,490 7,20 +0,219
MPV (fL) 6,88 +0,156 6,89 +0,174 6,73 +0,111
P-LCR (%) 6,63 £0,975 6,99 +1,258 6,05 +0,692
PCT (%) 0,75 +0,080 0,88 +0,055 0,79 +0,056
NRBC (10%/L) 0,25 +0,217 0,02 +0,003 0,02 +0,007
NEUT (107/L) 1,11 + 0,156 2,08 + 0,366 2,13 +0,259
LYMPH (10%/L) 2,09A +0,309 1,158 +0,149 1,824 +0,212
MONO (10%/L) 0,14~ +0,040 0,328 +0,073 0,22 A +0,036
EO (10%/L) 0,11 +0,026 0,04 +0,028 0,14 +0,030
BASO (10%/L) 0,01 +0,002 0,01 +0,002 0,01 +0,004

colitisben

39

A B Kezelések kozti szignifikans eltérések jelolése (p<0,05).

2. tablazat: Hematolégiai paraméterek valtozasa az olaparib kezelést kovetéen TNBS-indukalta

Az 4bran harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlaga lathat6 (n = 9-20/csoport). Atlag + SEM;

Roviditések: WBC: fehérvérsejtszam, RBC: vorosvértestszam, HGB: hemoglobin, HCT: hematocrit,
MCV: atlagos vordsvértest térfogat, MCH: vordsvértest atlagos hemoglobin tartalom, MCHC:
vorosvértest atlagos hemoglobin koncentracid, PLT: trombocitaszam, RDW-SD: vorosvértest eloszlasi
szélesség, RDW-CV: vorosvértest eloszlas térfogatszélességének relativ értéke, PDW: trombocita

eloszlasi szélesség, MPV: atlagos trombocita méret, P-LCR: vérlemezke-nagy sejt arany, PCT:




prokalcitonin, NRBC: magvas vordsvértestszam, NEUT: neutrophil granulocitak szama, LYMPH:
limfocitaszam, MONO: monocitaszam, EQO: eosinophil granulocitdk szama, BASO: bazofil
granulocitak szama.

A vérvizsgalat sordn kapott abszolit sejtszdmok alapjan négy, a gyulladasos
bélbetegségek diagnosztikdjaban és a betegségaktivitds monitorozasaban alkalmazhat6
szerologiai marker vizsgalatat végeztik. A TNBS kezelés hatasara az egyes markerek
esetében a Crohn betegekre jellemz6 eltéréseket tapasztaltunk (Feng és mtsai., 2017). A
TNBS kezelés kovetkeztében a kontroll csoporthoz képest 6-szorosdra emelkedett az NLR
(14/a abra) és 2-szeresére a PLR (14/b abra) értéke, amit az olaparib kezelés mindkét
esetben hatékonyan csokkentett. A PLR esetében az olaparib és kontroll csoport kdzott nem
tapasztaltunk kiilonbséget (14/b abra). Az LMR értékét a TNBS kezelés a kontroll szint
hatodara csokkentette, mig az olaparib kezelés képes volt enyhiteni ezt a csokkenést (14/c
abra). A TNBS kezelés hatasara bekovetkez6 NMR csokkenés nem bizonyult

szignifikansnak, azonban az olaparib javulast eredményezett az NMR értékében (14/d abra).
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14. abra: Szerolégiai markerek az olaparib kezelést kovetéen TNBS-indukalta colitisben: NLR
(a), PLR (b), LMR (c) és NMR (d)

Az abran harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlaga lathatoé (n = 9-20/csoport). Elséként minden
egyed esetében meghataroztuk az aranyokat, majd utana atlagoltuk az eredményeket. Atlag + SEM;

n.sz.= nem szignifikans, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.2. Az olaparib hatasanak vizsgalata Caco-2 sejtkultiran
4.2.1. PARP izoformak detektalasa Caco-2 sejtekben

Mivel az olaparib a PARP-1 (ICs = 5 nM), PARP-2 (IC50 = 1 nM) és PARP-3 (ICsp =
4 nM) izoformak potens gatloszere (O’Connor és mtsai., 2016), ezért elsé 1épésként
kezeletlen Caco-2 sejtekben vizsgaltuk mindharom izoforma alap mRNS expressziojat valds
idejii PCR-rel. A mintak kozotti esetleges mennyiségi eltérések kikiiszobolésére a B-aktin

génexpressziojat is mértiik, az eredményeket erre normalizaltuk. A Caco-2 sejtekben

41



mindharom PARP izoformat detektaltuk, azonban expresszidjuk mértéke lényegesen
eltérének mutatkozott. A PARP-1 mRNS mennyisége volt a legmagasabb a sejtekben, ezt
kovette a PARP-2, majd PARP-3 izoforma (15. abra).

5k %k %k
\9 4_
2 | |
a i % % %
Q
e ]
o
x
(]
)
pd
o
€
o
N\
F|| p R —
o
oc
<
o e,

PARP-1 PARP-2 PARP-3

15. abra: PARP izoformak mRNS expresszioja kezeletlen Caco-2 sejtekben

A génexpressziot B-aktinra normalizaltuk.

4.2.2. Az olaparib epitél barrier integritasra gyakorolt hatasa

Miutén az allatkisérleteink sordan az olaparib hatisara latvanyosan javult a vastagbél
makroszkdpos megjelenése, illetve a bélnyalkahartya barrier funkcidjat is megorizte, igy in
vitro kisérleteink soran eldszor az olaparib intesztinalis epitél barrierre kifejtett hatasat
vizsgaltuk. Ehhez a széles korben elfogadott és alkalmazott konfluens Caco-2 egysejtréteget
hasznaltuk (Sambuy ¢és mtsai.,, 2005). Az IBD patomechanizmusaban fontos szerepet
tulajdonitanak a fokozott bélpermeabilitasnak, melynek hatterében nagy részben az epitél
sejtek oxidativ kdrosodasa all (Tian és mtsai., 2017). A reaktiv oxigén szarmazékok, tobbek
kozott a H,O, DNS torést, ennél fogva PARP aktivaciot eredményeznek (Andreone és mtsai.,
2003; Jijon €s mtsai., 2000).

Ebbdl kiindulva, kisérleteink soran eldszor kiillonbozé H,O, koncentraciok (100, 200,
500 és 1000 pM) barrier karositdé hatasat vizsgaltuk az impedancia alapt XxCelligence
késziilékkel. Az eszkdz 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
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a Sejt Indexet, vagyis alkalmasnak bizonyult a barrier integritasanak karositasara (16. abra),

igy tovabbi kisérleteinket ezzel a koncentracidval végeztiik.

2 CTRL

100 uM H,0,
g 200 uM H,0,
0 500 uM H,0,

L 1 mM HzOz

Sejt Index (Cl)
P

-3+ * Kk

1
[e)]

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Id6 (6ra)

16. abra: A H,0, koncentraciofiiggoé hatasa a Caco-2 sejtréteg integritasara
Az abran harom fiiggetlen kisérlet kozill egynek az eredményei lathatoak (n = 4-6/csoport). Atlag +
SD; ***p<0,001.

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy az olaparib képes-e mérsékelni a H,0;
karosito hatasat. A 30 perces olaparib el6kezelés mellett joval kisebb mértékiinek bizonyult az
1 mM H,0; hatasara kialakul6d Sejt Index csokkenés, azaz mérsékelte a barrier integritdsanak

csokkenését (17. abra).
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17. abra: Az olaparib barrier integritasra gyakorolt hatasa H,O,-dal kezelt Caco-2 sejtrétegen
Az abran harom fiiggetlen kisérlet kozill egynek az eredményei lathatoak (n = 4-6/csoport). Atlag +
SD; ***p<0,001.

Az epitél barrier gatfunkciojanak vizsgalatara egy masik modszert is alkalmaztunk, ahol
a sejtréteg permeabilitasat mértik 4 kDa FITC-dextran marker segitségével. A kontroll
csoport esetében rendkiviil alacsony permeabilitast mértiink a jeloldmolekulara nézve, amit az
1 mM H,0; kezelés koriilbeliil 27-szeresére emelt. Az olaparib kezelés figyelemre méltdan,
kontroll szintre csokkentette a sejtréteg permeabilitasat, ami megerésitette az impedancia
alapti méréseink soran tapasztalt eredményt. A permeabilitasi vizsgalat soran a kontroll

csoport és az olaparibbal elokezelt csoport kzott nem tapasztaltunk kiilonbséget (18. abra).
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18. abra: Az olaparib permeabilitasra gyakorolt hatasa H,O,-dal kezelt Caco-2 sejtrétegen
Az abran kettd fiiggetlen kisérlet eredményének atlaga lathato (n = 4/csoport). Atlag + SD; n.sz.= nem
szignifikans, ***p<0,001.

Eredményeink tovabbi megerdsitésének céljabol fénymikroszkopos felvételeket
készitettliink a sejtrétegekrol 24 oras kezelést kovetden. A felvételeken (19. abra) jol lathato,
hogy az 1 mM H,0; hatasara a sejtréteg morfologidja erbteljesen 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 megorizte a sejtréteg barrier funkciojat.
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az ¢l0, a korai és kés6i apoptotikus/nekrotikus sejtek elkiilonitését.

A 24 o6rds HyO; kezelés 37%-kal csokkentette az €l sejtek aranyat, mig a total
apoptotikus sejtek mennyiségét 32%-kal novelte. Az apoptotikus sejtek aranyat tekintve korai
apoptotikus sejt populaciot alig detektaltunk, a kezelés els6sorban a késdi apoptotikus sejtek
aranyat novelte, illetve ebbe a populacioba 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 aranya csak 6%-
kal novekedett. Az olaparib 6nmagaban alkalmazva egyik sejtpopulacidra nézve sem okozott
szignifikans kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest (20/a abra).

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az éaltalunk alkalmazott 1 mM-0s H,0,
kezelés nagymértékli sejtpusztulast eredményezett, ami ellen az olaparib véddé hatdsunak

bizonyult.
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20. abra: Az olaparib sejtéletképességre gyakorolt hatasa H,O,-dal kezelt Caco-2 sejtrétegen (a)

Az oszlopdiagrammon kettd fiiggetlen kisérlet eredményének atlaga lathaté (n = 4/csoport). Atlag +
SD; n.sz.= nem szignifikans, ***p<(0,001. Reprezentativ abrak az egyes kezelésekre jellemzo

sejtpopulaciokrol (b).
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4.2.4. Az olaparib metabolikus hatasai
4.2.4.1. Az olaparib glikolizisre gyakorolt hatisa

Gyulladas soran, a proinflammatérikus szignalok hatdsara a vastagbél hamsejtek
metabolizmusa megvaltozik. Az eddig foként butiratot oxidald sejtek energianyerése a laktat
termeléssel jar6d glikolizis iranyaba tolodik (Litvak és mtsai., 2018). Colitis ulcerosa-ban
szenved0 betegek colonocytdinak vizsgalata soran valoban megfigyelhetd a butirat
oxidaciojanak csokkenése, mig a sejtek glilkdzfelhaszndlasa, valamint laktattermelése
fokozotta valik (Roediger, 1980). Ebbd6l fakaddan, az extracellularis savasodas mérésén
keresztiil vizsgaltuk H,O,-dal kezelt Caco-2 sejtekben az olaparib glikolizisre gyakorolt
hatésat.

A 21/a abran lathatéak a 2 oras H,O, kezelést kovetd extracellularis savasodasi
sebesség gorbék, tovabba a mérés sordn injektalt respiracids gatloszerek €s szétkapcsolod
szerek hozzaadasanak ideje. A mérés els6 18 percében a sejtek alap extracellularis savasodasi
ratajanak mérése tortént. Lathato, hogy a H,0O, drasztikusan csokkentette az alap savasodasi
ratat, mig az olaparib szignifikans mértékii emelkedést eredményezett (21/b abra). A
glikolitikus aktivitads vizsgdlatdt az oligomycin injektalas teszi lehetévé. A mitokondrialis
ATP szintézis gatlasaval a sejtek metabolizmusa a laktat termeléssel jard anaerob glikolizis
iranyaba tolodik, mely a sejten kiviili pH csokkenésében mutatkozik meg. A 21/a abran jol
lathat6, hogy az oligomycin hatasara mind a kontroll, mind a H,O, + olaparib kezelt
csoportokban erdteljesen megnd a savasodas sebessége, vagyis a sejtek képesek voltak a
metabolikus 4tallasra. Az oligomycin hatasara bekovetkezd6 ECAR ndvekedés mindkét
csoport esetében szignifikansnak bizonyult (21/c abra). Ezzel szemben a kizarolag H,O,-dal
kezelt sejtek esetében az oligomycin hatasara a savasodas nem kovetkezett be, azaz a sejt nem

tudta glikolizissel kompenzalni a mitokondrialis energianyerés kiesését (21/a,c abra).
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21. abra: Az olaparib hatasa H,0,-dal kezelt Caco-2 sejtek glikolizisére

Caco-2 sejtek extracellularis savasodasi rataja oligomycin, FCCP ¢és rotenon-antimycin A

hozzaadésara (a). Az abran harom fiiggetlen kisérlet koziil egynek az eredményei lathatéak (n =
2/csoport). Oligomycin injektalas eldtti bazalis savasodasi rata (b), az extracellularis savasodas
valtozasa oligomycin hatasara (¢). Az abrakon kett6 fiiggetlen kisérlet eredményének atlagai lathatoak

(n = 4/csoport). Atlag + SD; n.sz.= nem szignifikans, *<p<0,05,***p<0,001.

4.2.4.2. Az olaparib mitokondrialis respiraciora gyakorolt hatasa

A colonocytédk elsddleges energiaforrasa a bakterialis fermentaci6 soran termelt butirat,
amely nélkiilozhetetlen a barrier funkcid fenntartdsdhoz (Parada Venegas és mtsai., 2019). A
butiratbol torténd ATP termeléshez a mitokondrialis 1égzési lanc és oxidativ foszforilacio

intenziv miikodésére van sziikség (Donohoe és mtsai., 2011). Ismert, hogy a tulzott mértékii
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oxidativ stressz altali PARP-1 aktivacio csokkenti a mitokondridlis membranpotencialt, a
Komplex I miikodését, a mitokondrialis oxidaciot és ATP termelést (Gallyas Jr & Sumegi,
2020), az IBD-ben szenved6 betegeknél pedig megfigyelték a mitokondrialis ROS emelkedett
szintjét, valamint az elektronszallito lanc sériilt szabalyozasat (Aviello & Knaus, 2017). Ebbél
adddoan vizsgaltuk az olaparib altali PARP gatlas mitokondridlis miikodésre gyakorolt
hatasat H,O,-dal kezelt Caco-2 sejtekben, az oxigénfogyasztas mérésén keresztiil.

A 22/a abran lathatd gorbék jelzik a kezelést kdvetden a sejtek oxigénfogyasztasat, a
mérés teljes idOtartama alatt, illetve a vizsgalat soran alkalmazott respiracids gatloszerek és
szétkapcsold szerek injektalasanak idejét, amely az egyes mitokondridlis paraméterek
(22/b,c,d,e,f,g abrak) szamitasat teszi lehetévé. A mérés els6 18 percében a sejtek alap
oxigénfogyasztasa keriilt meghatdrozasra. A H,O, kezelés 44%-ra csokkentette a sejtek
bazalis respiracidjat, amire az olaparib kezelés nem volt hatassal (22/b abra). Az oligomycin
altali Fo-F1-ATP-szintaz gatlast kovetden kalkulalhato a sejtek ATP szintézisre forditott
oxigénfogyasztasa, 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 (22/c abra). 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 kdzott nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget (22/d abra). A kovetkezd 1épés soran alkalmazott FCCP hatasara
megszlint a protonmotoros erd, a mitokondridlis oxigénfogyasztds fokozodott, ezaltal
mérhetdvé valt a sejtek maximalis oxigénfogyasztasa. H,O, kezelés hatasara ez az érték
73,5%-kal csokkent a kontroll csoporthoz képest, mig olaparib jelenlétében ez a csdkkenés
jelentésen kisebb mértékii volt (52%) (22/e abra). A mérés utolsd 1épéseként rotenon és
antimycin A keverékével gatoltuk a 1égzési lancot, ami a sejtek oxigénfogyasztisat a
minimdlisra csokkentette. Ezzel a 1épéssel nyilik lehetdség a sejtek tartalék respirdcios
kapacitasanak vizsgalatara. A H,O; kezelés esetében rendkiviil alacsony, 7%-0s volt a sejtek
tartalék 1égzési kapacitasa, mig az olaparib kezelés mellett ez az érték joval magasabb,
49,5%-0s volt (22/f abra). Ha az oligomycin altali Fo-F1-ATP-szintaz gatlas utan mért
oxigénfogyasztasbol levonjuk a rotenon és antimycin A hozzdadasat kovetden mérheté nem
mitokondrialis oxigénfogyasztast, megkapjuk a protonszivargas értékét. Kisérleteink soran a
H,0, kezelés hatasara a kontrollhoz képest kisebb mértékli protonszivargast tapasztaltunk,

amit az olaparib kezelés tovabb csokkentett (22/g abra).
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respiracio (e), tartalék respiracios kapacitds (f), protonszivargas (g). Az abrakon kettd fiiggetlen

kisérlet eredményének atlagai lathatoak (n

**n<0,01,***p<0,001.

4). Atlag + SD; n.sz.= nem szignifikans, *<p<0,05,



o. Eredmények megvitatasa
5.1. Invivo eredmények

Bér a PARP-1 enzim farmakologiai gatlasa, valamint a PARP-1 gén kititése szdmos akut
¢és kronikus gyulladasos korkép kisérletes modelljében védd hatastinak bizonyult, a PARP
inhibitorok Klinikai vizsgalata eddig nem tortént meg nem-onkoldgiai betegségek esetében.
Munkank soran kisérletes bizonyitékokkal kivantunk hozzajarulni az eddig BRCA1/2
mutaciot hordozé daganatok kezelésére hasznalt, klinikailag elérheté olaparib alkalmazasi
lehet6ségeinek kiszélesitéséhez, Crohn-betegségben torténd kiprobalasahoz. Béres és
munkatarsai ugyanis fokozott PARP-1 mRNS expressziot mértek Crohn-betegek vastagbél
nyalkahartydjanak gyulladt szakaszain (Judit Béres és mtsai., 2018), ami hangsulyozza a
PARP enzim Crohn-betegség patogenezisében betoltott fontos szerepét. A Crohn-betegség
kisérletes indukalasahoz a TNBS kezelést valasztottuk, ami jol modellezi a betegség tiineteit,
hiszen egy Th1 tipusu immunvalaszt indit be, tovabba a bélfal 6sszes rétegét érintd gyulladast
eredményez (Silva és mitsai.,, 2019). Tovabba Crespo és munkatarsai TNBS-el kezelt
patkanyok vastagbelében fokozott PARP-1 fehérje expressziot mértek (Crespo és mitsai.,
2012), ami kiilonosen alkalmassa teszi a modellt a PARP gatloszerek hatasanak
tanulmanyozasara. A kisérleteink soran alkalmazott TNBS dozis (4 mg/100 ul 30%-0s etanol)
egy kozepesen stlyos, akut gyulladast idézett eld a vastagbélben, a mortalitdas minimalis volt.
A szakirodalomban olvashato, kiilonb6z6 gyulladasos modellekben alkalmazott olaparib
dozisokat figyelembe véve, két olaparib koncentraciot teszteltiink: 20 és 50 mg/kg.

A kisérletes colitis legfobb tiinete a hasmenés és a drasztikus fogyas, ami a TNBS-
indukalta szisztémas gyulladasnak, illetve a vastagbélbe torténé direkt injektalasnak
koszonhetd (Antoniou és mtsai., 2016). Kisérleteinkben a TNBS jelent6s testsuly csokkenést
okozott, amely a 2. napon érte el a maximumot. Ezt a csdkkenést az olaparib nem befolyasolta
szignifikdns mértékben (8. abra). Hozza kell azonban tenniink, hogy az olaparib kezelés
hatasara tapasztaltunk egy dozisfiiggd, javuld tendenciat, tehat feltételezziik, hogy az
olaparibnak lehet pozitiv hatdsa a testsily csokkenésre. Patkdnyokon végzett TNBS
modellben egy masik PARP inhibitor, az 1,5-dihidroxiizokinolin (1,5-DIQ) képes volt
mérsekelni a fogyast (Sanchez-Fidalgo és mtsai., 2007). Miutan az emlitett eredményt tobb
allat (n=12) bevonasaval kaptak, az altalunk tapasztalt tendencia alapjan feltételezziik, hogy
az elemszdm novelésével esetleg olaparibbal is el lehetne érni az 1,5-DIQ hasznélataval

tapasztalt szignifikdns eredményt.
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A Crohn-betegségben és a TNBS altal eléidézett colitisben jelentés mértékii ROS
képz6dés tapasztalhatdo a bélben, amely direkt modon, illetve a PARP enzim aktivacidjan
keresztiil is karositja a szovetet (Jijon és mtsai., 2000; Tian és mtsai., 2017). A magasabb
sériilések (9. abra), ulcerek szamanak és méretének (10/a,b abrak) szignifikans csokkenését
tapasztaltuk. A vastagbélgyulladas stlyossaganak hisztopatologiai elemzése soran a TNBS
kezelés esetében a submucosa 6démas megvastagodasat és kiterjedt fibrozist talaltak
(Antoniou és mtsai., 2016), mely eredményeket mi is megerésitettiik. Szovettani vizsgalataink
soran az olaparib csOkkentette a TNBS kezelés hatasara bekdvetkezd submucosa vastagodast
(12. abra). Ez jol korreldl a makroszkopos kiértékelés soran vizsgalt bélfal vastagodas
eredményével, miszerint az olaparib csokkentette a TNBS-indukalta ©6démas bélfal
vastagodast (9. abra).

A reaktiv oxigén szarmazékok mellett a citokinek is dontd szerepet jatszanak az 1BD
kialakulasaban. Az anti- és proinflammatorikus citokinek egyensulyanak felborulasa
gyulladashoz, a bélnyalkahartya barrier funkcidjanak karosodasdhoz vezet (Dosh és mtsai.,
2019). A lamina propria immunsejtjei altal termelt TNF-a, IL-6 és IL-1p szintjének
emelkedése figyelheté meg IBD betegekben (Dosh és mtsai., 2019; Neurath, 2014), a PARP-1
enzim pedig tobbek kozott az NF-kB transzkripcios faktor koaktivatoraként részt vesz a
gyulladasos citokinek termelésében (P. Hassa & Hottiger, 2002). Modelliinkben az olaparib
altali PARP gatlas hatékonyan csokkentett a bélszovet 1L-6 és IL-1P szintjét (13/a,b abrak).
A TNF-a esetében mért csokkenés nem bizonyult szignifikansnak, azonban érdemes
megjegyezni, hogy az altalunk végzett kisérletek soran maga a TNBS kezelés sem
eredményezett szignfikdns TNF-o emelkedést (13/c abra). Santos és munkatarsai az olaparib
citokin termelésre gyakorolt hatasat vizsgaltdk egészséges paciensek periférids vér
mononuklearis sejtjein (PBMC) lipopoliszacharid (LPS) kezelést kovetden. Eredményeinkkel
ellentétben az olaparib szignifikdnsan csokkentette a TNF-o szintjét, azonban az IL-6
esetében nem tapasztaltak ilyen hatast (Santos és mtsai., 2022). Egyéb betegségekkel (égési
sériilés, akut tlidokarosodas okozta neurokognitiv zavar) kapcsolatos allatkisérletek soran az
olaparib eredményeinkhez hasonldan képes volt csokkenteni az IL-6 és IL-1B szintjét,
azonban ezek mellett a TNF-a szintjét is (Ahmad és mtsai., 2018; Sahu és mtsai., 2020). A
tapasztalt eltérések feltehetben az indukald agensek és a gyulladasos modellek kozotti
kiilonbségekbdl eredeztethetéek. A legjelentésebb gyulladascsokkentd citokinnek tekinthetd
IL-10 tobb szempontbol is dsszefliggésbe hozhaté a gyulladasos bélbetegségekkel. Egyfeldl

az IL-10 gén expressziojat szabalyoz6 promoter régidban talalhatdé polimorfizmusok miatti
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csokkent szérum IL-10 szint kapcsolatba hozhato a Crohn-betegség és colitis ulcerosa
kialakulasaval (Aithal és mtsai., 2001; A. H. Wang és mtsai., 2011). Masfeldél az IL-10 gén
kiiitése egerekben spontan colitist eredményez 2-3 hénapos korukban, igy ezek az 1L-107
allatok jol alkalmazhatoak az IBD modellezésére (H. Wang ¢€s mtsai., 2019). Kisérleteinkben
a TNBS jelentds mértékti IL-10 csokkenést eredményezett a vastagbélben, amit az olaparib
kezelés hatasara szignifikans mértékii emelkedés kovetett (13/d abra), mely szintén
hozzajarulhat a PARP gétlo gyulladascsokkentd hatdsdhoz. A kapott eredményt alatdmasztja
Chung és munkatarsainak munkéja, miszerint a 3-AB PARP inhibitor human monocitdkban
fokozta az IL-10 termel6dését (Chung és mtsai., 2007).

Az olaparib gyulladascsokkentd hatasaval kapcsolatban mar sziilettek eredmények,
azonban az IBD kialakulasaban fOszerepet jatszé intesztinalis epitél barrierre gyakorolt
hatasat in vivo nem vizsgaltak. Miutan a makroszkopos vizsgalatok soran az olaparib
figyelemre méltéan csokkentette a gyulladt sebek szamat és kiterjedését, feltételeztiik, hogy a
gyulladdscsokkenté hatdsa nem kizardlag az immunsejtek altal termelt pro- ¢és
antiinflammatorikus citokin szintek befolyasolasan keresztiil valosul meg, hanem direkt hatast
gyakorolhat az epitél sejtekre, az epitél barrier permeabilitasara is. A kisérletes colitis
indukalasat etanolban oldott TNBS-el végeztiik, ahol az etanol kozvetleniil karositja a
bélhamsejteket, rontja a barrier funkciot, ezzel lehetové téve a TNBS bélfalon torténd
atjutasat, mely a gyulladds kialakulasadért felelés (Antoniou ¢€s mtsai.,, 2016). A
bélpermeabilitas vizsgalatakor leggyakrabban nyeldcsdszonda segitségével juttatjadk be a
Allatkisérleteink sordn megfigyeltiik, hogy a TNBS-¢el kezelt egyedek vastagbelének kezdeti
szakaszan olyan nagy mennyiségli széklet halmozddik fel a kisérlet utolsd6 napjan, hogy a
gyomorba juttatott FITC-dextran nem jut el a vizsgalni kivant bélszakaszhoz. Ennek
kikiiszobolése érdekében a festék intracolondlis injektalasa mellett dontottiink (Tu és mtsai.,
2020). A TNBS altal nagymértékben megndvekedett permeabilitast az olaparib kezelés
szignifikans mértékben, kontroll kozeli allapotra csokkentette (11. abra), igy elséként sikertilt
bizonyitanunk az olaparib bélpermeabilitasra gyakorolt védd hatasat.

Az IBD diagnosztikajaban és a betegség aktivitdsanak monitorozasara alkalmazott
arany-standard endoszkopos vizsgalat mellett a vérvizsgalatokon alapulé markereket (C-
reaktiv protein, eritrocita iilepedési sebesség) is rutinszerien hasznaljdk a klinikai
gyakorlatban, azonban alacsony specificitasuk révén nehéz segitségiikkel a betegséget
nyomonkdvetni, vagy akar a relapszus valoszinliségét prognosztizalni. Az elmult években

egyre inkabb fokuszba kertilt a limfocita-monocita arany (LMR), a neutrofil-monocita arany
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(NMR), a trombocita-limfocita arany (PLR) és a neutrofil-limfocita arany (NLR) betegség
aktivitas és gyogyszeres kezelés nyomonkdvetésére torténd felhasznalasa. Mérésiik egyszerd,
gyors és olcso, hiszen egy rutin laborvizsgélat soran nyert abszolut fehérvérsejt szamok
alapjan kalkulalhatéak (He és mtsai.,, 2022). Feng ¢és munkatarsai Crohn betegeknél
szignifikansan emelkedett NLR és PLR, valamint csokkent LMR értékeket mértek a kontroll
paciensekhez képest, mig az NMR értékében nem talaltak kiilonbséget (Feng és mtsai., 2017).
Ezek az ardnyok a kisérleteink sordn elvégzett TNBS kezelés hatdsara pontosan a Crohn-
betegekhez hasonld moédon valtoztak: az NLR és PLR aranyszamok emelkedtek (14/a,b
abrak), mig az LMR szintje lecsokkent (14/¢ abra). Bar a TNBS modell soran bekodvetkezo
szovettani €s immunologiai valtozasok jol ismertek, a fent emlitett prognosztikai mérédszamok
vizsgalatat munkacsoportunk végezte eldszor, ezzel még inkdbb megerdsitve a modell
alkalmassagat. Az olaparib kezelés szignifikdnsan csokkentette az NLR és PLR szintjét
(14/a,b abrak), tovabba megndvelte az LMR szintet (14/c abra). Jol ismert tény az is, hogy a
szisztémas gyulladdsos immunvalasz soran a periférids neutrofilek szdma megnd, mig a
limfocitdk szama lecsokken, ami emelkedett NLR értéket eredményez (Langley és mtsai.,
2021). Vizsgalataink soran az abszolut sejtszamokat tekintve neutrofil emelkedést nem
tapasztaltunk, azonban a TNBS kezelés a limfocita szdmot valdban csokkentette, mig az
olaparib kezelés hatasara ez a csokkenés kisebb mértékli volt (2. tablazat), ami egy joval
alacsonyabb NLR értéket eredményezett (14/a abra). A magas NLR szint Crohn-betegekben
jol korreldl a az oxidativ sressz mértékével (Eraldemir és mtsai., 2016), tovabba Crispino és
munkatarsai altal végzett tanulmanyban a magas NLR értékkel rendelkez6 Crohn-betegek
sokkal kisebb eséllyel érték el a biologiai terapiat kovetd endoszkopos remisszidt (Crispino €s
mtsai., 2021). Vizsgalataink alapjan feltételezziik tehat, hogy az olaparib altali NLR szint
csokkenés kisebb mértékii oxidativ stresszt jelenthet a kisérleti allataink szoveteiben is. A
PLR és LMR aranyszamok ¢és a Crohn-betegség prognoézisa kozotti Osszefliggés még nem
ismert, azonban a colitis ulcerosaval kapcsolatban vannak eredmények. A PLR szintjének
emelkedését a proinflammatorikus medidtorok forrasanak is tekinthetd trombocitdk abszolut
szamanak novekedése, valamint a gyulladas kovetkeztében torténd periférids limfocita szam
csokkenés eredményezi. A PLR alkalmasnak bizonyult a colitis ulcerosa enyhe és
kozépsulyos formainak elkiilonitésére, tovabba jol tiikrozi a bélnyalkahartya allapotat (Jeong
€s mtsai., 2021). Colitis ulcerosas betegeknél a limfocitak €s monocitak abszolit szamabol
kalkulalt LMR érték alacsony szintje endoszkopos aktivitadsra utal (Ishida és mtsai., 2021).
Esetlikben a periférids monocita szdm is szignifikdnsan magasabb és korreldl a betegség

aktivitdsaval (Mee és mtsai.,, 1980). Olaparib kezelésiink szignifikansan csokkentette a

56



periférias monocita szamot (2. tablazat), novelve ezzel az LMR értékét (14/c abra). Ennek
megfelelden, az olaparib alkalmazasa mellett valoban enyhébb tiineteket és makroszkopos

elvaltozasokat tapasztaltunk a kezelt allatainkban.

Az olaparib kezelés:

o csokkentette a vastagbél
makroszkopos elvaltozasait, az
ulcerek szamat és kiterjedését,

TNBS-indukalta colitis > « mérsékelte a submucosa
megvastagodésat,
« D ; ‘
olaparib o ; :
—_— .‘ * megodrizte a vastagbél barrier

integritasat,

) ‘} o csokkentette a bélszéveti IL-6 és
CD-1 eger IL-1B szintjét, emelte az IL-10 szintet,

e pozitiv iranyba befolyasolta az NLR,
PLR és LMR szérum biomarkerek
szintjét.

23. abra: Az olaparib TNBS-indukalta colitisre gyakorolt véd6 hatasanak osszefoglalé abraja

5.2. In vitro eredmények

Allatkisérleteink soran az olaparib kezelés jelents védelmet nyujtott a vastagbél
fokozott permeabilitasa ellen, igy a tovabbiakban in vitro vizsgaltuk az olaparib epitél sejtek
metabolizmusara és az epitél barrier funkciora gyakorolt hatasat.

A mucosat elérd aktivalt immunsejtekre fokozott ROS termelés jellemzd, igy a Crohn-
betegséget kisérd nyalkahartya karosodéas kialakuldsdban dontd szerepet jatszik az oxidativ
stressz (Beltran és mitsai., 2010). A kontrollalatlan és tartés oxidativ stressz sejthalalt,
szovetkarosodast indukal, mely az intesztinalis barrier funkcio csokkenését eredményezi
(Aviello & Knaus, 2017). Aktiv Crohn-betegek periférias immunsejtjeiben szignifikansan
magasabb a H,0, termelés (Beltran és mtsai., 2010), colitis ulcerosas betegek ép és gyulladt
nyalkahartyajaban pedig szintén magas H»O, szint mérhetd (Santhanam és mtsai., 2007). A
H,0, a vastagbél hamsejtekben DNS karosodast idéz el6 (Rosignoli és mtsai., 2001), ami a
PARP-1 enzim aktiviciojat eredményezi (Nosseri €s mtsai.,, 1994). Az intesztinalis epitél
barrier in vitro modellezésére hasznalt Caco-2 egysejtrétegben az olaparib mindharom
célenzimjének (PARP-1,-2,-3) mRNS expresszidjat megfigyeltiik, koziilik is a PARP-1
mRNS mennyisége volt a legmagasabb (15. abra). A H;0, Crohn-betegség
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patomechanizmusaban betoltott szerepe révén a Caco-2 egysejtréteg oxidativ karosodasat
magas koncentracioju (1 mM) H,O0,-dal idéztik el6. Bar a H,O, alacsonyabb
koncentraciokban (5-50 uM) is noveli a paracellularis permeabilitast, sejtkarosodas csak
millimolos koncentracioban érheté el vele (Rao, 2008). Impedancia alapi méréseink
eredménye is ezt tdmasztotta ald, hiszen az alacsonyabb koncentraciok nem kérositottdk a
sejtréteg integritasat, mig a magasabb, 1 mM-os dozis hatdsara a letapadt, életképes sejtekkel
aranyos Sejt Index érték nagymértékben lecsokkent (16. abra). Ezt a csokkenést az olaparib
szignifikansan mérsékelte, vagyis megbrizte a Caco-2 monolayer integritasat (17. abra).
Ugyanerre az eredményre jutottunk egy masik gatfunkcio vizsgalatara alkalmas modszerrel is.
A H,0; hatasara fokozodott a FITC-dextran atjutdsa a Caco-2 egysejtrétegen, mig az olaparib
kezelés esetében ez az atjutas erdteljesen mérséklodott (18. abra). Az olaparib barrier
integritasra kifejtett pozitiv hatasat vér-agy gat modell esetében mar igazoltak. Human agyi
mikrovaszkularis endotélsejtekbdl allo tenyészeten az olaparib az altalunk is alkalmazott
koncentracioban a tight junction fehérjéket kodold gének expresszidjanak fokozasan keresztiil
képes a barrier védelmére (Rom és mtsai., 2015).

Az annexin V/7-AAD jel6lésen alapuld flow citometrias méréseink alapjan
feltételezziik, hogy az altalunk tapasztalt protektiv hatas hatterében a Caco-2 sejtek
¢letképességének megdrzése all. Az 1 mM-os, 24 6rds H,0, kezelés drasztikus sejthalalt
eredményezett, mig az olaparib kezelés esetében a kontroll szinthez kozeli maradt az €16
sejtek aranya (20. abra). A sejtréteg morfologiai vizsgalata soran is megfigyeltiik az olaparib
védo hatasat (19. abra). A szakirodalmi adatok alapjan a PARP-1 enzim sejthalalban betoltott
aktiv szerepe rendkiviil sokrétli, mely nagyban fiigg a sejttipustdl, a tenye€sztési
koriilményektdl, vagy akar az indukaloszertdl. A nagymértékii oxidativ stressz a PARP-1
talzott mértékii aktivaciojat, NAD™ depléciot, ebbdl fakadéan az ATP szintjének drasztikus
csokkenését eredményezi (Biirkle & Virag, 2013). Virag és munkatarsai bizonyitottak, hogy
az igy kialakult energiahiany végs6 kimenetele a nekrozis, illetve a PARP gatlas képes
elnyomni a nekroézist, ezzel egy idében fokozni a szoveti szempontbdl elénydsebb apoptotikus
utvonalat, tehat egyfajta molekuldris kapcsoloként miikddik a két sejthaldl tipus kozott.
Annexin V/propidium-jodid jelolésen alapuld vizsgalattal kimutattak, hogy a peroxinitrit
kezelés hatasara egyarant megtorténik az apoptozis korai eseményének tekintheté foszfatidil-
szerin expozicid, valamint a nekrozis utjan elhalt sejtekre jellemzé plazmamembran
integritasanak elvesztése is. A 3-AB altali PARP gatlas a nekrotikus annexin V(+)/PI(+)
populaciét az apoptotikus annexin V(+)/PI(-) populacid iranyaba tolta el (Virag és mitsai.,

1998). Kisérleteink soran a H,O; is az annexin V(+)/7-AAD(+) sejtpopulacio novekedését
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eredményezte, azonban az olaparib kezelés hatasara nem emelkedett a korai apoptotikus
sejtek aranya, nem tortént meg az apoptozis iranyaba vald eltolodas, hanem drasztikusan nétt
az €16 sejtek aranya (20. abra). Eredményeink alapjan ugy véljiik, hogy a vastagbél epitél
sejtek az olaparib kozvetlen célpontjai lehetnek, ¢és a barrier integritas védelme
kulcsfontossagu része az allatkisérletek sordn tapasztalt antiinflammatorikus hatasnak.

Az intesztinalis epitél barrier integritdsanak fenntartasa egy rendkiviil energiaigényes
folyamat, igy a mitokondriumok elégtelen miikodése nagy kockazatot jelent a gat épségére
nézve. Ma mar egyre tobb kutatds bizonyitja, hogy a mitokondridlis diszfunkcio
kulcsfontossag tényezd az IBD kialakulasaban (Goudie és mtsai., 2022; Ozsoy és mtsai.,
2022; Rath & Haller, 2022). A barriert alkoté colonocytak els6dlegesen a bélbaktériumok
fermentacidja soran képzodott rovid szénlancu zsirsavakbol, legféképpen butiratbol nyerik
energiajukat az oxidativ foszforilacion keresztiil (Hamer H és mtsai., 2008). Crohn-betegek
vastagbelében megfigyelhet a 1égzési lanc komplexeinek csokkent expresszidja (Schneider
¢s mtsai., 2022), a glikolizis tobb enzimjének (aldolaz-A, foszfoglicerat-mutdz, enolaz,
piruvat-kinaz) fokozott expresszioja (Vermeulen és mtsai., 2011), tovabba az aktiv fazisban
1év6 Crohn-betegek szérum laktat szintje is szignifikansan magasabb (Cai és mtsai., 2019).
Mindez alatamasztja azt a tényt, miszerint a gyulladas soran az epitél sejtek az ATP-t az
oxidativ foszforilacio helyett az intenziv laktat termeléssel jaro glikolizisen keresztiil termelik
(Litvak és mtsai., 2018; Rath & Haller, 2022). Mindemellett a gyulladasos bélbetegségben
szenvedoknél fokozott ROS termel6dés figyelheté meg a mitokondrialis elektrontranszport
lanc elégtelen miikkodésébol fakadoan (Aviello & Knaus, 2017), s a fennallé oxidativ stressz
soran aktivaléddo PARP-1 sulyos mitokondridlis diszfunkciot eredményez (Virag és mitsai.,
1998). Tovabba a PARP aktivacio a hexokinaz-1l-en keresztiil gatolja a glikolizist IS
(Fouquerel és mtsai., 2014). A nagymértékiit PARP aktivacié miatt a sejtek képtelenek lesznek
metabolizmusukat atkapcsolni és a glikolizisen keresztiil energiat termelni. Ez a nyalkahartya
tovabbi sériilésé¢hez, a barrier funkcié gyengiiléséhez vezethet. A Caco-2 monolayer
metabolizmusanak vizsgélata soran egyidoben mértiik a sejtek extracellularis savasodasi
ratajat (ECAR), melybdl a glikolizisrdl (laktat képzOdés) nyerhetd informacio, illetve az
oxigénfogyasztasi ratat (OCR), ami az oxidativ foszforilacio vizsgalatat teszi lehetévé. A
kontroll sejteket egyarant erételjes glikolizis és oxidativ foszforilacio jellemezte, a bazalis
ECAR (21/b abra) és OCR (22/b abra) értékek is magasnak bizonyultak. Az 1 mM H,0,-dal
kivaltott oxidativ stressz drasztikusan csokkentette a bazalis ECAR mértékét, azaz a glikolizis
intenzitasat. Ezzel szemben az olaparib kezelés mellett mar a sejtek alap glikolitikus aktivitasa

IS szignifikdnsan magasabbnak bizonyult (21/b abra). A mérés soran elséként oligomycinnel
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gatoltuk az oxidativ foszforilaciot, ami nem okozott emelkedést a H,O,-dal kezelt sejtek
ECAR értékében (21/c abra), azaz a sejtek képtelenek voltak atallni a glikolizisen keresztiili
energianyerésre. Andrabi és munkatarsai bizonyitottdk, hogy a PARP aktivacié soran
képz6dott PAR polimer kozvetleniil gatolja a hexokinazt (Andrabi és mtsai., 2014), igy
feltételezziik, hogy eredményeink hatterében a H,O, hatisara aktivalodott PARP-1 Aaltali
hexokinaz-1 represszi6 allhat, hiszen az olaparib kezelés esetében intenziv savasodast
tapasztaltunk. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a PARP enzim gatlasaval az oxidativ
foszforilacio kiesése mellett a sejtek képesek voltak egy metabolikus atallasra, azaz dont6en a
glikolizisen keresztiili ATP termelésre. Nem zarhato ki azonban, hogy a csokkent glikolitikus
aktivitas esetlegesen a H,0, kozvetlen, a glikolizis enzimjeit karositd hatasanak is
koszonhetd. A mérés soran az oligomycin injektalas utan FCCP (mitokondrialis szétkapcsolo
szer), majd rotenon ¢és antimycin A (Komplex I és III gétlok) keverékének hozzdadasaval a
mitokondridlis energiatermelést teljesen megsziintettiik, tehat a sejtek egyetlen lehetdsége az
ATP szintézisre a glikolizis maradt. Mivel a H,O, + olaparib kezelt sejtek savasodasi rataja
kontroll kozeli értékre tudott emelkedni (21/a abra), arra kdvetkeztetiink, hogy a glikolitikus
blokk elsdsorban nem a H,0O, direkt karosité hatasanak, hanem a talzott mértékii PARP
aktivacionak koszonhetd, amit az olaparib sikeresen megakadalyozott.

Fontos kiemelni, hogy a hexokinaz altal katalizalt reakcio soran képz6dé gliikoz-6-
foszfat a szénhidrat anyagcsere egyik kulcsfontossagii intermediere. A pentoz-foszfat-ut
prekurzoraként részt vesz a nukleotidok és nukleinsavak szintéziséhez sziikséges ribdz-5-
foszfat termelésében, igy a gyorsan o0sztodd colonocytdkban ez az utvonal Kkitiintetett
jelentéseggel bir. Tovabba ezen keresztiil termelddik a legfébb antioxidans redukalt glutation
(GSH) szintjének fenntartasahoz nélkiilozhetetlen NADPH is (Butler és mtsai., 1990). MNNG
altal kivaltott PARP aktivacio hatasara a NADPH és GSH szintje is lecsokkent, amit a DPQ
PARP inhibitor hatékonyan megakadalyozott a hexokinaz aktivitasanak fokozasan keresztiil
(Andrabi és mtsai., 2014). Mivel az olaparib kezelés mellett fokozott glikolitikus aktivitast
tapasztaltunk (21. abra), feltételezziik, hogy a hexokinaz mitkdésének biztositasan keresztiil
a sejtek képesek megtermelni a pentdz-foszfat-titvonalhoz sziikséges gliik6z-6-foszfatot, ezzel
tamogatva az antioxidans védelmi rendszer fenntartasat is.

Az oxigénfogyasztasi rata alapjan torténd mitokondridlis funkcié vizsgalata soran az 1
mM-o0s H,0, drasztikus csokkenést eredményezett a sejtek bazalis respiracidjaban, mely
paraméter esetében az olaparib nem eredményezett javulast (22/b abra). A bazalis OCR ¢és
ECAR értékek egyiittes elemzése alapjan kirajzolodik a sejtek metabolikus fenotipusa. A

H,0,-dal kezelt sejtekben a mitokondridlis respiracid és a glikolizis is limitalt, mig az
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olaparib kezelt sejtekben bar az oxidativ foszforilacio szintén alacsony intenzitasu, a glikolizis
fokozott mértékli. Az olaparib kezelés két fontos paraméter esetében szignifikans javulast
eredményezett: maximalis respiracio ¢és tartalék respiracios kapacitds. Az FCCP ionofor
hatdsara a mitokondridlis bels6 membran protonateresztd képessége megnd, a
membranpotencial lecsokken, ekkor az elektrontranszfert, oxigénfogyasztast mar nem
gatolhatja a protongradiens, igy mérhetové valik a maximalis oxigénfogyasztas. A maximalis
¢és bazalis respiracid kozotti kiilonbségbdl kalkuldlhatd a tartalék 1égzési kapacitds, ami
megmutatja, hogy megnovekedett energiaigény esetén milyen mértékiit ATP termelésre képes
a sejt az oxidativ foszforilacion keresztiil (Hill és mtsai., 2012). A H,0, kezelés esetében
mind a maximalis, mind a tartalék respiracios kapacitas alacsonynak bizonyult, azonban az
olaparib kezelés mellett ez a csokkenés joval kisebb mértékii volt (22/e,f abrak). Ezt a két
paramétert elsOsorban a szubsztrat elérhetdsége, illetve a 1égzési lanc komplexeinek aktivitdsa
hatarozza meg. MNNG-vel (DNS alkilaloszer) kivaltott PARP aktivacio esetében szintén
csokkent a sejtek bazalis és maximalis respiracidja, tovabba az ATP szintézis, valamint a
glikolizis intenzitasa is, mig a DPQ (PARP inhibitor) mindegyik paraméter esetében pozitiv
valtozast eredményezett. Piruvat hozzdadasaval a PARP aktivacio 4ltali mitokondrilis
funkcido csokkenés megakadalyozhatd volt, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
mitokondrialis diszfunkci6 a glikolizis kdzvetlen gatlasa miatt alakult ki, hiszen a végtermék
piruvat hianyaban csokken a citratkdr fluxusa, limitaltta valik a NADH termelés, ami
akadalyozza a terminalis oxidaciot és oxidativ foszforilaciot (Andrabi és mtsai., 2014). Mivel
kisérleteink sordn az olaparib kezelés esetében fokozott savasodast mértiink (21. abra), ugy
véljiilk az olaparib elsdsorban a glikolizis gatlasanak feloldasan keresztiil fokozta az
energiatermelést. Az MNNG altal kivaltott PARP aktivacid esetében is csokkent a sejtek
bazalis respirdcidja, azonban eredményeinkkel ellentétben a DPQ PARP inhibitor képes volt
ezt fokozni (Andrabi és mtsai., 2014). Feltételezziik, hogy a tapasztalt ellentmondas az eltérd
PARP indukaldszereknek koszonhetd. Az MNNG kozvetleniil a DNS karositasan keresztiil
eredményez PARP aktivaciot, mig az altalunk alkalmazott H,O, a DNS-en kiviil a citratkor és
légzési lanc enzimjeit is karosithatta (Tretter & Adam-Vizi, 2000; Y. Zhang ¢és mtsai., 1990).
A bazalis savasodas nem csupdn az anaerob glikolizis sordn torténd laktat termelésbdl fakad,
(HCO;3; + H") is hozzajarul a savasodashoz (Mookerjee és mtsai., 2015). Mivel az olaparib
kezelés esetében a bazalis savasodas szignifikansan magasabbnak bizonyult, azonban nem
érte el a kontroll szintet (21/b abra), a bazalis oxigénfogyasztas pedig nem bizonyult
magasabbnak (22/b abra), feltételezhetjiik, hogy a H,O, direkt karositotta a citratkori
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enzimeket. Mindez csokkenti a 1égzési lanc szubsztratjainak elérhetéségét, ami a bazalis
oxigénfogyasztasi rata csokkenésében nyilvanulhat meg. Tretter és munkatarsai kimutattak,
hogy a magasabb koncentracioji H,O, az a-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex gatlasan
keresztiil csokkenti az elérhetd6 NADH mennyiségét a 1égzési lanc szamara (Tretter & Adam-
Vizi, 2000). Kisérleteink soran a H,O; kezelt csoportban a sejtek maximalis respiracidja és
tartalék respiracios kapacitasa is rendkiviil alacsonynak bizonyult (22/e,f abrak), amit a
légzési lanc komplexek integritasanak csokkenése eredményezhet. Kimutattak, hogy az
elektrontranszport lanc bizonyos tagjai (Komplex III és 1V, Fo-Fi-ATP-szintaz) direkt
targetjei a PARP-1 enzim altal iranyitott PARilacionak, mely karositja az elektronok
vandorlasat (Lai és mtsai., 2008). Ez alapjan az olaparib hatdsara megndvekedett maximalis
respiracio és tartalék respiracios kapacitas nem csupan a glikolizis megtartott mikddésébol
fakadhat, hanem gétolhatja a 1égzési lanc fehérjéinek poszttranszlaciés modositasat, ezzel

biztositva az elektrontranszportot.

¢ késdéi apoptotikus/nekrotikus sejtek aranya
H20, -
\ novekedett,
N « a mitokondridlis energianyerés kiesését a sejtek
Y o nem tudtak a glikolizisen keresztiil kompenzalni,
e T3 wjﬁ o"e » mitokondridlis funkciét jellemzé paraméterek
- Caco-2 monolayer romlottak.

\\ » Barrier integritas kdrosodott,
\
4

: ;'i_".i ' . . « Barrier integritdas megtartott,
\ \ \\ H,0 / « késdi apoptotikus/nekrotikus sejtek alig
N 22 ) detektalhatoak,
\ / olaparib 4 4 mitokondridlis energianyerés kiesését a sejtek
N glikolizissel kompenzaltak,
» mitokondriélis funkciot jellemz6 paraméterek

Caco-2 monolayer javultak.

24. abra: Az olaparib H,0O,-dal kezelt Caco-2 sejtrétegre gyakorolt protektiv hatasanak

osszefoglalo abraja
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6. Osszefoglalas

Munkdm soran a klinikumban elséként alkalmazott, Gj generaciés PARP inhibitornak,
az olaparibnak a hatdsat vizsgaltam TNBS-indukalta colitis modellben, tovabba a gyulladdsos
bélbetegségek kialakulasaban kulcsszerepet jatszo epitél barrier integritasra, valamint a
vastagbélhamsejtek metabolizmusara gyakorolt hatasat in vitro koriilmények kozott.

A kutatds els6 részében végzett allatkisérletek soran sikeriilt bizonyitanunk az olaparib
altali PARP gatlas védo hatasat TNBS-indukalta kisérletes colitisben. Az olaparib hatékonyan
csOkkentette a vastagbél makroszkdpos elvaltozésait, az ulcerek szamat és kiterjedését, a
submucosa megvastagodasat, valamint a vastagb¢él permeabilitdsat. Hatasara lecsokkent a
bélszoveti 1L-6 ¢és IL-1B proinflammatorikus citokinek szintje, megemelkedett az
antiinflammatorikus IL-10 szint. Tovabba pozitiv iranyba befolyasolta a Crohn-betegekre is
jellemzd eltérd NLR, PLR és LMR szérum biomarkerek szintjét.

A bélpermeabilitas vizsgalata soran tapasztalt protektiv hatast kdvetéen az olaparib
esetleges célpontjanak tekintheté 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 gyulladas soran
bekovetkezd metabolikus polarizdcid sordn a sejtek legfébb ATP forrdsa. Az olaparib
védelmet nyujt a H,O; altal indukalt sejthalal ellen és megdrzi a barrier integritasat. Mindezek
alapjan feltételezziik, hogy az olaparib a bélhamsejtek védelmén, a nyalkahartya barrier
funkcidjanak fenntartasan keresztiil volt képes csokkenteni a kisérletes colitis stilyos tiineteit.

Ezen eredményekkel kivanunk ravildgitani az olaparib altali PARP gatlds adta
lehet6ségekre a Crohn-betegség gyogyitasaban és hozzajarulni az olaparib human terapiaban

tortend felhasznalasanak feliilvizsgalatahoz.
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Crohn’s disease (CD) is an inflammatory disorder of the intestines characterized by epithelial barrier dysfunction and mucosal
damage. The activity of poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) is deeply involved in the pathomechanism of inflammation
since it leads to energy depletion and mitochondrial failure in cells. Focusing on the epithelial barrier integrity and bioenergetics
of epithelial cells, we investigated whether the clinically applied PARP inhibitor olaparib might improve experimental CD. We
used the oral PARP inhibitor olaparib in the 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid- (TNBS-) induced mouse colitis model.
Inflammatory scoring, cytokine levels, colon histology, hematological analysis, and intestinal permeability were studied. Caco-2
monolayer culture was utilized as an epithelial barrier model, on which we used qPCR and light microscopy imaging, and
measured impedance-based barrier integrity, FITC-dextran permeability, apoptosis, mitochondrial oxygen consumption rate,
and extracellular acidification rate. Olaparib reduced the inflammation score, the concentration of IL-1 and IL-6, enhanced the
level of IL-10, and decreased the intestinal permeability in TNBS-colitis. Blood cell ratios, such as lymphocyte to monocyte ratio,
platelet to lymphocyte ratio, and neutrophil to lymphocyte ratio were improved. In H,O,-treated Caco-2 monolayer, olaparib
decreased morphological changes, barrier permeability, and preserved barrier integrity. In oxidative stress, olaparib enhanced
glycolysis (extracellular acidification rate), and it improved mitochondrial function (mitochondrial coupling efficiency, maximal
respiration, and spare respiratory capacity) in epithelial cells. Olaparib, a PARP inhibitor used in human cancer therapy,
improved experimental CD and protected intestinal barrier integrity by preventing its energetic collapse; therefore, it could be
repurposed for the therapy of Crohn’s disease.

1. Introduction IBD exhibits two main forms, namely, ulcerative colitis

(UC) and Crohn’s disease (CD), and it appears in flare-up
Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic and remitting ~ and remission phases [2]. Although UC and CD are two dis-
inflammatory disease of the gut. More than 1 million inhab-  tinct forms of IBD, they share the phenomenon of epithelial
itants in the USA and approximately 2.5 million in Europe  barrier dysfunction. Barrier failure often results in increased
suffer from IBD, and its incidence is permanently rising [1].  intestinal permeability, a condition called “leaky gut” [3]. In
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this disorder, the gut microbiota can directly enter the
colonic tissue and induce the activation of immune cells
causing chronic inflammation [4, 5]. The initiators of
increased gut permeability are not clearly elucidated, but it
is often suggested that increased permeability is a conse-
quence of altered energy metabolism and mitochondrial dys-
function of intestinal epithelial cells (IEC) [6]. For example,
investigations with conplastic mouse strains, which share
the same nuclear genome but have different mitochondrial
genomes, demonstrated that those mice with high mucosal
respiratory chain activity and elevated concentration of
ATP develop less intense colitis than those that produce a
smaller amount of mucosal ATP [7]. In CD patients,
increased mucosal permeability in the ileum was accompa-
nied by mitochondrial swelling and decreased ATP concen-
tration [8]. In addition, the activity of complex II (CII), a
part of the mitochondrial electron transport chain (ETC),
was found to be abolished in the colon of UC patients [9].
Another group found lower levels of CI and CIV in IBD
patients compared to control subjects and also measured
lower ATP concentrations [10]. Furthermore, enhanced lac-
tate levels were found in CD patients in comparison with
healthy individuals, which correlated with the disease activity
[11]. All these results suggest mitochondrial dysfunction, dis-
turbed oxidative phosphorylation, and enhanced glycolytic
activity in the mucosa of IBD patients.

Under physiological conditions, IECs use butyrate as a
primary energy source [12]. Butyrate is produced by several
species of the microbiota, and it is catabolized in IECs via f3-
oxidation and citric acid cycle (CAC) [13-15]. In addition,
dehydrogenases of these catabolic pathways reduce NAD"
and FAD to NADH+H" and FADH, which promote the
reduction of the mitochondrial respiratory chain CI and
CII [16]. Thereafter, CI, CIIL and CIV pump protons across
the inner membrane from the matrix to the intermembrane
space raising a proton gradient [16]. At the end of ETC, CIV
consumes O, and reduces it to H,O. Finally, the proton gra-
dient drives FoF,-ATPase, which produces ATP from ADP
and P, [16].

However, in inflammation, mitochondrial dysfunction
and mitochondria-derived ROS increase. Under these cir-
cumstances, IECs switch their metabolism from oxidative
phosphorylation (OXPHOS) to aerobic glycolysis [13, 17].
In aerobic glycolysis, glucose transforms to lactate without
oxygen consumption, although sufficient amount of oxygen
is present in the cells [18]. In this situation, glycolysis pro-
duces ATP and, as a by-product, lactate is synthesized from
pyruvate by lactate dehydrogenase [17]. Since the mitochon-
dria are a major source of ROS [19], the catabolic pathway
via glycolysis and lactate dehydrogenase bypasses the mito-
chondria and do not feed mitochondrial ROS generation
[20]. Thus, the cell shuts down the mitochondria to protect
itself from mitochondrial ROS [21]. This concept is
strengthened by the findings that proinflammatory cyto-
kines (TNF-a, IL-1f3, and IFN-y) increased the rate of gly-
colysis in rat enterocytes and also triggered ATP turnover
[22]. Also C. rodentium infection in mice induced aerobic
glycolysis and enhanced the level of sodium-glucose trans-
porter 4 and lactate dehydrogenase A. At the same time,
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enzymes of CAC and OXPHOS were downregulated [23].
Most importantly, a strong expression of glycolytic enzymes
was found in the colon of IBD patients [24]. In active CD,
lactate levels were significantly higher compared to the con-
trol subjects [11]. Therefore, in colitis, aerobic glycolysis
becomes the main source of ATP. Nevertheless, in severe
inflammation, activation of the enzyme poly(ADP-ribose)-
polymerase-1 (PARP-1) blocks glycolysis [25], i.e., it termi-
nates the “last safe way” of energy production and forces
the cells along the death pathway causing strong mucosal
damage with severe ulceration and compromised barrier
function.

PARP-1 has been long involved in cancer development
and inflammation. Accordingly, PARP-17" mice were pro-
tected in 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid- (TNBS-)
induced colitis [26] and pharmacological inhibitors of
PARP-1 improved dextran sodium sulfate-induced [27]
and TNBS-induced colitis [28] in rodents. PARP-1 is acti-
vated by DNA damage and catalyzes polyADP-ribosylation
(PARylation) of numerous nuclear proteins using NAD™ as
a substrate [29]. This process is a part of the DNA damage
response leading to activation of the DNA repair enzymes
[30]. However, excessive PARP activation can totally deplete
NAD" pools, which makes cellular energy metabolism
impossible [31]. Several lines of evidence demonstrate that
PARP activation not only depletes NAD™ pools but also
inhibits the enzyme hexokinase, which catalyzes the first step
of glycolysis [25]. As a result, repressed glycolysis cannot
feed CAC with Acetyl-CoA (produced by pyruvate dehydro-
genase from the glycolytic end-product pyruvate), and CAC
is not able to reduce NAD" and FAD to feed mitochondrial
ETC and OXPHOS [32], so PARP-induced mitochondrial
dysfunction originates, at least partially, from the decreased
substrate flow from glycolysis to CAC and ETC [25]. Since,
in severe colitis, glycolysis is the main source of ATP
(because of mitochondrial shutdown) [21] and also glycoly-
sis is inhibited by PARP [25], IECs have to face with ener-
getic collapse and they lose the ability to form a strong and
continuous barrier [7].

In the present study, we investigated whether olaparib, a
PARP inhibitor used in human cancer therapy, has a benefi-
cial effect in a CD mouse model and, accordingly, whether it
could be repurposed for CD treatment. To answer this ques-
tion, we applied olaparib during a TNBS-induced experi-
mental colitis model. Additionally, since IECs are the first
line of defence in the colon and barrier interruption is a hall-
mark of IBD, we used Caco-2 colonic epithelial cells and
investigated barrier function and energy production in vitro.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and Experimental Colitis. Male CD1 mice
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) were bred and
maintained at the SPF animal facility of the Department of
Immunology and Biotechnology, Medical School, University
of Pécs. At the age of 6-8 weeks, they were transported to our
animal house facility and acclimatized for 2 weeks under
standardized circumstances. Standard laboratory chow and
water were available ad libitum. Experimental procedures
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were approved by the Animal Research Review Committee
of the University of Pécs, Medical School (Permit number:
BA02/2000-4/2017). For the colitis experiments, we used
the vehicle (VEH), TNBS, and TNBS+olaparib (TNBS+olap)
treatment groups. In total, 72 animals were used; 1 mouse
died during the experiments before evaluation. In our exper-
imental setting, every group contained 3-9 animals. We per-
formed 3 independent experiments including in total 9
VEH, 26 TNBS, 9 TNBS+20mg olaparib, and 27 TNBS
+50mg olaparib). The age-matched (8-10 weeks), sex-
matched (male), and bodyweight-matched (30-40 g) animals
were randomly divided into groups by a technician. During
the experiments, mice were individually housed to avoid
aggressive behavior. Individual housing was approved by
the Animal Research Review Committee of the University
of Pécs. The experimental period lasted in total for 4 days
(Figure 1(a)). On day 1, olaparib treatment started (pretreat-
ment), and thereafter, we administered it daily once for 3
times (thus, in total, we performed 4 olaparib treatments).
On day 0, animals were treated with TNBS (1 bolus), and
on day 3, mice were anesthetized and euthanized. Olaparib
(AZD2281, MedChemExpress, New Jersey, USA) was
administered intraperitoneally (single injection) on the day
before TNBS challenge, followed by daily administration
for 3 days at the dose of 20 or 50 mg/kg bodyweight. The
applied dose of olaparib was selected based on literature data
[33]. The vehicle group received sterile distilled water con-
taining 4% DMSO and 30% PEG300. After 12hrs fasting,
mice were anesthetized with 5% isoflurane (Baxter Hungary
Ltd., Budapest, Hungary) in 100% oxygen in an anaesthetic
chamber. Colitis was induced by a single intracolonic injec-
tion of TNBS (4 mg in 100 ul of 30% ethanol; Sigma-Aldrich,
Missouri, USA) through a catheter inserted 3 cm into the
colon. The VEH group received an equal volume of 30% eth-
anol. Animals were weighed daily during the experiment
and sacrificed 72 hrs after TNBS administration. Mice were
anesthetized with 5% isoflurane and decapitated gently by
a dedicated surgical scissor to collect the highest possible
amounts of trunk blood. This technique was approved by
the Animal Research Review Committee of the University
of Pécs. Trunk blood was collected; the colons were
removed, measured, weighted, and opened longitudinally
to detect the macroscopic colon damage. Tissue samples
were processed for further analyses. Treatments and macro-
scopical scoring were carried out blind.

2.2. Intestinal Permeability Measurement. Intestinal perme-
ability was determined by measuring the concentration of
fluorescein isothiocyanate (FITC)-dextran (40kDa; Sigma-
Aldrich Missouri, USA) in serum. 3 days after TNBS treat-
ment, FITC-dextran solution (100 ul of a 60 mg/ml solution)
was administered intrarectally. Serum was collected 1 hour
after the administration, and fluorescence intensities were
detected by a Promega GloMax plate reader (excitation,
490 nm; emission, 510-570 nm). A standard curve was gen-
erated from a serial dilution of FITC-dextran in PBS.

2.3. Hematological Analysis. At the endpoint of the TNBS
model, mice were anesthetized with 5% isoflurane and

decapitated gently by a dedicated surgical scissor, and trunk
blood was collected directly into microtainer tubes (Becton
Dickinson, Hungary) containing EDTA as an anticoagulant.
Hematological parameters were determined by a Sysmex
XN-1000-V Multispecies Hematology Analyzer (Sysmex
America Inc., USA) within 2 hours of sampling. Lymphocyte
to monocyte ratio (LMR), platelet to lymphocyte ratio
(PLR), neutrophil to lymphocyte ratio (NLR), and neutro-
phil to monocyte ratio (NMR) were calculated from the
absolute cell counts for each animal separately.

2.4. Macroscopic Scoring. Colonic tissue damage score was
assessed by a macroscopic scoring system described previ-
ously [34]. Briefly, individual points were added for ulcers
(0.5 points for each 0.5cm), adhesions (0 points = absent,
1 point = 1 adhesion, and 2 points = 2 or more adhesions
or adhesions to organs), colon shortening, based on a mean
length of a healthy colon (1 point = >15%, 2 points = >25%),
wall thickness (measured in mm), consistency of the stool,
and the presence of blood in the stool (hemorrhage, fecal
blood, or diarrhea increase the total points by 1).

2.5. Histology of Colon Tissue. Segments of the distal colon
were stapled flat onto a cardboard with the mucosal side
up and fixed for at least 24 hrs in 10% neutral-buffered for-
malin. Tissue was then dehydrated and embedded in paraf-
fin, and standard hematoxylin staining was performed on
5 um thick sections. To this end, slides were deparaffinized,
cleared in xylol, rehydrated in a descending ethanol series,
stained with hematoxylin solution according to Gill II, and
cleared in tap water. Images were taken with an Olympus
DP50 camera and processed with cellSens imaging software
(Olympus, Vienna, Austria).

2.6. Cytokine Levels of Colon Tissue. Levels of inflammatory
cytokines IL-1p, IL-6, TNF-qa, and IL-10 were measured in
colon tissues. Tissue was homogenized mechanically in an
extraction buffer supplemented with protease inhibitor
cocktail (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Bradford assay
(Bio-Rad Laboratories, California, USA) was used to mea-
sure the concentration of total protein. Subsequently, nor-
malization of protein concentrations was performed and
cytokine levels were determined by Ready-Set-Go ELISA kits
(eBioscience, California, USA) according to the manufac-
turer’s instructions.

2.7. Epithelial Cell Culture. The Caco-2 human colon carci-
noma epithelial cell line was purchased from the American
Type Culture Collection (ATCC, Virginia, USA) and cul-
tured in Eagle’s minimum essential medium (Biosera,
France) supplemented with 20% fetal bovine serum (Corn-
ing, New York, USA) and 1% nonessential amino acid solu-
tion (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Cells were maintained
in a humidified incubator containing 5% CO, at 37° C.

2.8. RNA Isolation and qPCR. Total RNA was extracted from
the Caco-2 monolayer using NucleoSpin RNA Plus kit
(Macherey-Nagel, Germany) according to the manufac-
turer’s protocol. It was quantified using a Nanodrop spectro-
photometer and Qubit 2.0 fluorometer (Thermo Fisher
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FIGURE 1: Olaparib treatment attenuated TNBS-induced colitis in mice. (a) Experimental protocol of TNBS-induced colitis and olaparib
treatment. (b) Bodyweight changes (percentage of the initial bodyweight of each animal) in every experimental group. Data from one of
three independent experiments are expressed as mean + SEM (n =4-7). (c) Representative images of hematoxylin staining of colon cross-
sections from the TNBS- and TNBS+olap (50)-treated mice. Arrows indicate the most affected part of the colon tissue, the submucosa.
(d) Macroscopic score in every experimental group. Data combined from 2 separate experiments (n=9-21). (e) Ulcer number and (f)
ulcer length in the VEH, TNBS, and TNBS+olap (50) groups. Data combined from 3 separate experiments (n =9-27). (g) Intestinal
permeability based on the measurement of FITC-dextran in blood samples 3 days after TNBS treatment. Data from one of three
independent experiments are expressed as mean + SEM (n=5-8); ns: not significant; *P <0.05, **P <0.01, and ***P <0.001. VEH:
vehicle; TNBS: 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid; olap (50): 50 mg/kg olaparib; olap (20): 20 mg/kg olaparib.

Scientific, USA). 1 ug of total RNA was reverse-transcribed
with M-MuLV RT (Maxima First-Strand cDNA Synthesis
Kit, Thermo Fisher Scientific, USA). 100 ng cDNA was used
in 20 yl reactions for real-time PCR using the Xceed qPCR
SG 2x Mix (Institute of Applied Biotechnologies, Praha-
Stragnice, Czech Republic) and a CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad, USA). After 40 cycles of
PCR reaction, products were run on a 1.5% agarose gel using
20bp DNA Ladder (Lonza, Basel, Switzerland). Data were
analyzed by ACt method. As a reference for gene expression,
we used f-actin expression. Primers for the investigated
gene expression were as follows: (i) $-actin (121 bp): forward
5'-GCATGGGTCAGAAGGATTCC-3', reverse 5'-CAGA
TTTTCTCCATGTCGTCCC-3'; (ii) PARP-1 (109 bp): for-
ward 5'-CGAGTCGAGTACGCCAAGAG-3', reverse 5'-
CATCAAACATGGGCGACTGC-3'; (iii) PARP-2 (97bp):
forward 5'-GCCAGCAAAAGGGTCTCTGA-3', reverse 5'
-CATGAGCCTTCCCCACCTTG-3"; and (iv) PARP-3
(115bp): forward 5'-CCTGAGGCTCATGGAGAGTTG-3',
reverse 5 -TGGAGCCATGGCCAAGAAAA-3'. The effi-
ciency of the reactions was in all cases near 100%.

2.9. Impedance-Based Barrier Integrity Measurements. First,
the epithelial barrier integrity was determined by measuring
electrical impedance using xCELLigence RTCA DP Real-
Time Cell Analyzer (ACEA Biosciences, California, USA).
Caco-2 cells were seeded on RTCA E-plates (E-plate 16) at
a density of 10° cells/well. We applied the control (CTRL)
and H,O, or H,O,+olaparib treatment groups. After attain-
ing confluency, the monolayers were treated with different
concentrations of H,0, (100, 200, 500, and 1000 M) or
with olaparib (10uM) as a pretreatment, 30 min before
H,0,. The CTRL and H,0, treatment groups received the
same amount of DMSO as the olaparib-treated cells. The cell
index (CI) was continuously monitored by the equipment
for 24 hours.

2.10. FITC-Dextran Epithelial Permeability Assay. Perme-
ability was assessed by measuring the flux of FITC-dextran
from the upper compartment to the lower compartment in
Transwell plates (pore size 0.4 um; polyester membrane,
Corning, New York, USA). Caco-2 cells were grown until
tull confluency in 12 well Transwell plates. Here, we applied
the same treatment groups as described in the impedance-
based technique. Cells were treated with 1000 uM H,O, or
pretreated with 10 yuM olaparib for 30 minutes. After 24
hours, FITC-dextran solution (1 mg/ml) was added to the
upper chamber. 1 hour later, a medium from the lower
chamber was collected and the fluorescence intensities were
detected by a Promega GloMax plate reader (Promega, USA)
at  490-nm excitation and 510-570nm emission
wavelengths.

2.11. Determination of Apoptosis. Mouse Annexin V & Dead
Cell Kit (Merck Millipore, Massachusetts, USA) was used for
the quantitative analysis of live, early, and late apoptotic and
necrotic cells. Caco-2 cells were seeded onto 6-well plates at
a density of 10° cells/well. Treatments and treatment groups
were exactly the same as described above at the FITC-
dextran assay. 24 hrs after treatment, cells were trypsinized
and collected; sample preparation was performed as sug-
gested by the manufacturer. Briefly, 100 uL of cell suspen-
sion was incubated with 100yl of Muse Annexin V &
Dead Cell reagent for 20 minutes, in the dark at room tem-
perature. After staining, the assay was performed with a
Muse Cell Analyzer (flow cytometer).

2.12. Seahorse XFp Cell Mito Stress Test. Measurement of the
oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidifica-
tion rate (ECAR) in Caco-2 monolayers was performed by a
Seahorse XFp Extracellular Flux Analyzer (Agilent Technol-
ogies, California, USA). The day before the assay, the Sea-
horse XFp Sensor Cartridge was hydrated with XF
Calibrant Solution and was kept at 37°C in a CO,-free incu-
bator overnight. Caco-2 cells were seeded on XFp Miniplates



at a density of 1.5 x 10* cells/well. After reaching 100% con-
fluence, cells were treated exactly as described at the FITC-
dextran assay. After the treatment, a complete growth
medium was replaced with an unbuffered, serum-free Agi-
lent XF Base assay medium, pH7.4. XFp Mito Stress Test
Kit was used to test mitochondrial function. Injection of oli-
gomycin, carbonyl cyanide-4 (trifluoromethoxy) phenylhy-
drazone (FCCP), and the mix of rotenone and antimycin
A allows determining the key bioenergetic parameters: basal
respiration, ATP production-linked respiration (ATP pro-
duction), maximal respiration, spare respiratory capacity,
nonmitochondrial respiration, proton leak, and coupling
efficiency. Oligomycin inhibits the F, subunit of the FF,-
ATP synthase, thereby indicating ATP-linked OCR, i..,
level of ATP synthesis. ATP-linked respiration is calculated
by the difference between baseline OCR and OCR after oli-
gomycin injection. Distracting nonmitochondrial respira-
tion from the OCR after FCCP injection represents
maximal respiration. FCCP is a mitochondrial uncoupler,
which separates the activity of phosphorylation and oxida-
tion. Under these circumstances, ETC might work with its
maximum rate and consumes higher amounts of O, without
developing membrane potential between the two sides of the
mitochondrial inner membrane. Spare respiratory capacity
is defined by the difference between maximal and basal res-
piration. The mixture of rotenone and antimycin A inhibits
CI and CIII, respectively; thus, mitochondrial ETC and O,
consumption are blocked. The final concentrations of the
modulators were 1 yM. OCR after rotenone/antimycin A
injection represents nonmitochondrial respiration. ATP-
linked respiration divided by basal respiration reveals cou-
pling efficiency.

2.13. Light Microscopy Imaging. Caco-2 cells were seeded at a
density of 10° cells/well on 6-well plates. After reaching con-
fluency, the monolayers were treated exactly as described at
the FITC-dextran assay. 24 hours later, monolayers were
visualized by EVOS XL Core Cell Imaging System (Thermo
Fisher Scientific, USA) using a 20x objective.

2.14. Statistical Analysis. Experimental data were analyzed
by using GraphPad Prism Software (GraphPad Software
Inc., California, USA). Statistical difference between groups
was established by Student’s t-test, with Bonferroni correc-
tion; P values less than 0.05 were considered statistically
significant.

3. Results

3.1. Olaparib Improved TNBS-Colitis in Mice. To evaluate
the effect of olaparib in experimental colitis, we used the
TNBS-colitis model (Figure 1(a)), a mouse model of CD
[35]. Olaparib was used as a pretreatment in 20 and
50 mg/kg bodyweight dose. On the one hand, olaparib failed
to significantly ameliorate weight loss in TNBS-challenged
animals (Figure 1(b)). But on the other hand, it decreased
inflammation scores by more than ~50% in 50 mg/kg
(n=21), but not in 20mg/kg dosage (n=9) (Figure 1(d)).
Hence, we used 50 mg/kg dose in the further experiments.
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Olaparib impeded histological injury in the colon
(Figure 1(c)), reduced the number of ulcers (n=27)
(Figure 1(e)) and their lengths (n=27) (Figure 1(f)), and
most importantly, diminished FITC-dextran permeability
(n=8) (Figure 1(g)) compared to the CTRL group (n =5).
Levels of inflammatory cytokines were also modulated. Ola-
parib diminished IL-1f (Figure 2(a)) and IL-6 (Figure 2(b))
proinflammatory cytokine levels, but enhanced anti-
inflammatory IL-10 production (Figure 2(c)) in the colon
(n=13). Interestingly, we could not find statistically signifi-
cant alteration in the TNF-« level (Figure 2(a)). We also
evaluated numerous hematological parameters in colitic
mice (Figure 3(a)). We found only 2 parameters, namely,
the amounts of lymphocytes and monocytes, which were sig-
nificantly modulated by the treatments. In agreement with
others’ findings on colitis models, TNBS substantially
reduced lymphocyte number in mice (n =9), while olaparib
counteracted this effect (n=20). In contrast, monocyte
number was higher in the TNBS group (n=9), whereas it
was significantly less elevated in the TNBS+olaparib group
(Figure 3(a)) (n=20). We calculated specific blood cell
ratios, which were previously shown to be changed in CD
[36] based upon the individual blood cell counts. Similarly
to CD, neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) (Figure 3(e))
and platelet to lymphocyte ratio (PLR) (Figure 3(c)) were
both increased in TNBS-colitis and they were markedly
reduced by olaparib treatment. Again, as in CD, lymphocyte
to monocyte ratio (LMR) (Figure 3(b)) was reduced in
experimental colitis, and it was amended by the PARP inhib-
itor. Unfortunately, TNBS-induced changes in the neutro-
phil to monocyte ratio (NMR) (Figure 3(d)) did not reach
statistical significance compared to the vehicle. However,
olaparib improved NMR related to the TNBS-treated group.

3.2. Caco-2 Colonic Epithelial Cells Expressed PARP-1,
PARP-2 and PARP-3. Olaparib has been shown to inhibit
three members of the PARP enzyme family, namely,
PARP-1 (ICy, =5nM), PARP-2 (IC;; = 1nM), and PARP-
3 (ICs5, =4nM) [37]. Thus, we investigated the basal expres-
sion profile of the three target isoforms in untreated Caco-2
cells forming a confluent monolayer. We detected continu-
ous PARP-1, PARP-2, and PARP-3 mRNA expressions
(Figures 4(a)-4(c) ), but with different expression rates
(PARP-1>PARP-2 > PARP-3) (Figure 4(c)). In Caco-2 cells,
PARP-1 was the most highly expressed isoform. PARP-2
and PARP-3 mRNA expressions were at about ~9-fold
and~335-fold weaker compared to PARP-1 (Figure 4(c)).

3.3. Olaparib Improved Barrier Function of Epithelial
Monolayer in Oxidative Stress. Caco-2 monolayers are
widely used as a model for intestinal epithelial barrier [38].
Since the activity of PARP-1, PARP-2, and PARP-3 isoforms
can be induced by DNA-damage [39], and as oxidative stress
induces mucosal injury in IBD [40, 41], we tested different
H,0, concentrations (100-1000 4M) on Caco-2 monolayers.
We assessed barrier integrity by an impedance-based tech-
nique (Figure 4(d)). Lower concentrations of H,O, (100-
500 uM) did not considerably modify cell index (CI; calcu-
lated from TEER impedance values) meaning they did not
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F1GURE 2: Olaparib decreased colonic proinflammatory cytokine (IL-1f3 and IL-6) and increased anti-inflammatory IL-10 cytokine levels.
Cytokine levels of (a) IL-183, (b) IL-6, (c) IL-10, and (d) TNF-a. Data combined from 2 separate experiments (n = 9-13) and expressed as
mean + SEM; ns: not significant; *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. VEH: vehicle; TNBS: 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid; olap

(50): 50 mg/kg olaparib.

impair barrier integrity. However, 1 mM H,O, rapidly and
permanently decreased CI. After 24hrs, 1mM H,0,
strongly eroded the epithelial monolayer (Figure 4(d)). Con-
sequently, in the further experiments, we applied 1 mM con-
centration of H,0, to challenge the barrier. Olaparib
pretreatment, 30 min before H,O, exposure, improved CI
compared to H,O,-treated cells and protected monolayer
integrity (Figure 5(b)). To confirm these findings, we also
performed FITC-dextran trans-epithelial permeability assay
in the same model at the endpoint of the impedance-based
measurement, after 24hrs incubation (Figure 5(a)). We
detected about ~20-fold increase in FITC-dextran fluores-
cent intensity after H,O, treatment (i.e., FITC-dextran could
pass the monolayer) in relation to CTRL. In contrast, ola-
parib reduced H,O,-induced FITC-dextran permeability
near to the level of control (Figure 5(a)). To even further
refine our results, we performed microscopic imaging and
observed morphological changes in the structure of epithe-
lial monolayer after H,0, treatment. We realized compro-
mised, in some places broken monolayer, with presumably
dying cells, which lost their connection to neighbors in the
monolayer. Olaparib prevented these morphological changes
and kept the cells as an integral part of the barrier in their
normal, epithelial phenotype (Figure 5(c)).

3.4. Olaparib Protected against Oxidative Stress-Induced Cell
Death in Epithelial Barrier. To assess whether oxidative
stress-induced barrier dysfunction involves epithelial cell
death we performed flow cytometry analysis using Annexin
V/7-AAD labeling (Figure 5(d)). H,0, (1mM) induced a

marked increase in the amount of 7-AAD positive dead,
basically necrotic cells (5.87% of total cells; 4.89-fold
increase) compared to CTRL. In addition, it enhanced the
annexin V/7-AAD double-positive, late apoptotic cell num-
ber (31.9% of total cells; 6.86-fold increase). In our hands,
H,0, had no significant effect on early apoptosis. Olaparib
protected against H,O,-induced cell death, i.e., it reduced
necrotic cell death (1.25% of total cells; 4.70-fold decrease)
and late apoptosis (5.73%; 5.17-fold decrease) almost to the
level of CTRL (Figure 5(d)).

3.5. PARP Inhibition Recovered Glycolytic Activity
Compromised by H,O, Treatment. In inflammation, colono-
cytes switch their oxidative metabolism (butyrate consump-
tion) to aerobic glycolysis and produce lactate [13, 17]
(Figure 6(a)). Thus, we investigated the glycolytic activity
by measuring extracellular acidification rate (ECAR), ie.,
lactate production (Figure 6(b)), two hours after H,O, treat-
ment in the early phase of oxidative stress. H,O, caused a
dramatic collapse in basal ECAR (w/o oligomycin) com-
pared to CTRL, which was markedly enhanced by olaparib
(Figure 6(b) (1-3 points of the measurement) and
Figure 6(c)). Oligomycin treatment increased ECAR both
in the CTRL and H,O,+olaparib-treated cells compared to
the untreated (w/o oligomycin) group but failed to stimulate
acidification in the H,0,-damaged monolayer (Figure 6(b)
(4-6 points of measurement) and Figure 6(d)). FCCP, rote-
none, and antimycin A did not influence ECAR significantly
in either treatment groups (Figure 6(b) (7-12 points of
measurement)).



8 Oxidative Medicine and Cellular Longevity

TNBS
Hematological . CTRL TNBS .
Unit + olaparib
parameters
mean SEM mean SEM mean SEM
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F1GURE 3: Olaparib modified hematological parameters and improved blood cell ratios in TNBS-treated mice. (a) Hematological parameters
in the VEH, TNBS, and TNBS+olap (50) groups. Mean values + SEM are shown in the table. A, B = different letters in each row indicate
significant differences between groups (P < 0.05). Data combined from 3 separate experiments (n =9-20). (b) Lymphocyte to monocyte
ratio (LMR), (c) platelet to lymphocyte ratio (PLR), (d) neutrophil to monocyte ratio (NMR) (e), and neutrophil to lymphocyte ratio
(NLR) values were calculated for each mouse individually before the averages were determined. Mean + SEM is shown; ns: not
significant; *P < 0.05, **P <0.01, and ***P <0.001. Data are combined from 3 separate experiments (n =9-20). Abbreviations: WBC:
white blood cell number; RBC: red blood cell number; HGB: hemoglobin; HCT: hematocrit; MCV: mean corpuscular volume; MCH:
mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration; PLT: platelet count; RDW-SD: red cell distribution
width-standard deviation; RDW-CV: red cell distribution width-coefficient of variation; PDW: platelet distribution width; MPV: mean
platelet volume; P-LCR: platelet large cell ratio; PCT: procalcitonin; NRBC: nucleated red blood cells; NEUT: neutrophil count; LYMPH:
lymphocyte count; MONO: monocyte count; EO: eosinophil count; BASO: basophil count.
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(n=4-6).

3.6. PARP Inhibitor Olaparib Preserved Mitochondrial
Respiration in H,0,-Induced Stress. Under physiologic con-
ditions, butyrate is the main source of ATP in colonocytes
[12], and butyrate metabolism involves dynamic mitochon-
drial ETC activity and continuous OXPHOS [42]. Therefore,
we investigated the activity of ETC and OXPHOS by mea-
suring the oxygen consumption rate in our epithelial barrier
model (Figure 7(a)). First, the basal respiration (OCR w/o
oligomycin, green field on Figure 7(a)) was determined.
H,0, reduced basal respiration in epithelial cells compared
to CTRL, and olaparib did not modulate this effect
(Figure 7(b) (1-3 points of measurement and Figure 7(c))
indicating that olaparib had no effect on basal respiration.
After oligomycin treatment, the ATP production-linked
OCR (OCR with oligomycin, yellow field on Figure 7(a))
can be measured that reflects the activity of OXPHOS and
ATP generation. Oligomycin reduced OCR and OXPHOS

xoverall in all three experimental groups (Figure 7(b) (4-6
points of measurement]) and Figure 7(d)), but H,O,-treated
cells consumed O, even to a lesser extent than CTRL, which
suggested a reduced ATP production. Olaparib had no sig-
nificant effect on the ATP-linked OCR in H,O,-treated cells
(Figure 7(d)). Furthermore, olaparib ameliorated the H,O,-
induced decline in coupling efficiency (Figure 7(e)). In con-
trast, FCCP, an uncoupling agent that induces maximal res-
piration in the mitochondria (OCR with FCCP, beige field
on Figure 7(a)), enhanced OCR in all three groups in differ-
ent extents (Figure 7(b) (7-10 points of measurement)). We
detected the highest OCR in CTRL, the lowest in the H,O,-
induced cells while olaparib counteracted the effect of H,O,
(Figure 7(b) (7-10 points of measurement) and Figure 7(f)).
FCCP application also determined spare respiratory capacity
(blue field on Figure 7(a)). Spare respiratory capacity was
intensely reduced by H,0, compared to CTRL, but olaparib
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attenuated this reduction (Figure 7(g)). H,0, reduced pro-
ton leak (orange field on Figure 7(a)) compared to CTRL,
and it was further reduced by olaparib in Caco-2 cells
(Figure 7(h)).

4. Discussion

The anti-inflammatory role of PARP inhibition is thor-
oughly established; however, introduction of PARP inhibi-
tors into clinical therapy of anti-inflammatory diseases has
not been initiated yet because of the potential risk in long-
term use of the drugs [33]. In this study, we intended to pro-
vide experimental support for repositioning the PARP inhib-
itors (which are successfully applied in human cancer
therapy) for the clinical management of the acute flare-up
periods of CD. For that purpose, we used a TNBS-induced
experimental colitis model in mice, which is widely accepted
for studying CD, since they share many pathological (clini-
cal, histological, and biochemical) characteristics [35]. Fur-
thermore, enhanced PARP-1 expression was found in the
colon of rodents [43, 44] in experimental colitis models, as

well as in IBD patients [45], which makes the model more
valuable for studying PARP inhibitors. In this report, we
explicitly focused on the epithelial barrier function, cell sur-
vival, and bioenergetics; hence, we used a Caco-2 monolayer
as an in vitro model of intestinal epithelial barrier [46]. We
demonstrate that olaparib improves inflammation in
TNBS-colitic mice and that it protects Caco-2 epithelial bar-
rier in oxidative stress by rescuing glycolytic activity and by
protecting some aspects of mitochondrial function.

In a recent review about repurposing PARP inhibitors
for the therapy of nononcological diseases [33], Berger
et al. did not consider IBD among those chronic diseases,
in which the assumed benefits vs. the risks justify first prior-
ity of repurposing. However, the available preclinical data on
IBD models successfully utilized outdated PARP inhibitors
such as 3-aminobenzamide [47]. Our findings of in vivo
anti-inflammatory effects of olaparib, a PARP inhibitor
approved for human cancer therapy, may justify initiation
of clinical trials for repurposing this drug for IBD therapy.
We hypothesize that PARP inhibition might be beneficial
in the acute flare-ups of severe CD, where detrimental
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ulceration and tissue damage are caused by the energetic col-
lapse of mucosal cells. It could be especially true in the severe
cases of drug nonresponders, e.g., those one-third of IBD
patients who primarily do not respond to infliximab (anti-
TNF-a mAb; commonly prescribed drug in IBD) [48] or
to other pharmacological therapies.

We demonstrated that olaparib improved TNBS-
induced colitis in mice, reduced histological damage of the
colon, diminished the number and length of the ulcers,
inhibited proinflammatory cytokine production (IL-1f, IL-
6), but it enhanced the level of anti-inflammatory cytokine
IL-10. Inflammatory cytokines participating in the genera-
tion of colon damage are predominantly produced by acti-
vated leukocytes [49]. The fact that PARP inhibition
reduces leukocyte infiltration into the colon in experimental
colitis is well characterized [50-52]. Accordingly, we investi-
gated hematological parameters from peripheral blood in
our TNBS-colitis model. Several types of blood cell ratios
were recently highlighted as possible diagnostic parameters
in IBD [36, 53]. Specifically in CD, NLR and PLR were sug-
gested to be valuable diagnostic factors [36]. Moreover, NLR
might predict disease severity [54]; however, this notion is
debated [55]. In detail, elevated NLR, PLR, and reduced
LMR were found in CD patients compared to control sub-
jects, while NMR was not modified [36]. In our experiments,
alterations in NLR, PLR, LMR ,and NMR in TNBS-treated
mice followed the observed changes in CD patients. In addi-
tion, olaparib effectively reversed CD-specific alterations in
PLR and LMR, and most importantly, it reduced NLR.
NLR was found to be a significant predictor of infliximab
drug response in CD patients [56]. That is, the anti-
inflammatory efficacy of infliximab correlated with
decreased NLR in CD. Olaparib’s identical anti-
inflammatory effect in our TNBS-colitis model underlines
the drug’s potential in CD therapy.

Elevated NLR can also refer to oxidative stress in CD
patients [57], which is an important inducer of PARP activa-
tion [58]. In active CD, excessive amounts of ROS are pro-
duced by the immune cells. The main source of ROS in
immune cells is the H,0, production [59], and H,O, causes
DNA damage in colonocytes [60] that triggers PARP activa-
tion. High concentrations of ROS result in apoptosis of IECs
leading to disruption of epithelial barrier integrity in the
colon, which is a definite hallmark of IBD. Accordingly, we
treated Caco-2 monolayer with high concentration of
H,0, (1mM) to imitate a strong oxidative stress-injured
barrier, in vitro. We demonstrated that Caco-2 monolayer
cells expressed PARP-1 mRNA in a high extent similarly
to colonic mucosa [45]. In addition, we detected PARP-2
and PARP-3 expressions, however, in a decreasingly lower
extent. That is, Caco-2 cells express the mRNA of olaparib’s
target enzymes (PARP-1, PARP-2, and PARP-3); further-
more, in the monolayer, these cells mimic the intestinal bar-
rier [46]. Therefore, the Caco-2 monolayer seemed to be an
appropriate model to investigate the effect of PARP-
inhibition on barrier integrity, in vitro. Our results showed
that olaparib preserved the Caco-2 monolayer integrity in
oxidative stress and protected the epithelial cells from apo-
ptosis. These findings indicated that colonic epithelial cells
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might be direct targets of olaparib in TNBS-colitis, and bar-
rier protection might be one of the key components of its
anti-inflammatory action.

Reduced barrier integrity and increased gut permeability
are typical signs of IBD. They have been recently associated
with epithelial cell death, mitochondrial dysfunction, and
depleted energy metabolism in IECs. IECs produce ATP pre-
dominantly by aerobic glycolysis in colitis. However, overac-
tivation of PARP might fully block glycolysis [25]. To study
the metabolic effect of olaparib in epithelial cell death, we
induced powerful oxidative stress (1mM H,O,, 2hrs) in
Caco-2 monolayer and determined various parameters of
the energy metabolism (Figure 8). The H,O, stress dramat-
ically decreased basal ECAR (basal glycolysis) and induced



14

energetic collapse in Caco-2 cells. Lower proton leak rate in
H,0,-treated cells compared to control also reflected this
metabolic failure, because ATP demand reduces proton
motive force and diminish proton leakage [61, 62]. In con-
trast, olaparib significantly enhanced ECAR in H,O,-treated
cells. Our results are strongly supported by the finding that
poly(ADP-ribose) (PAR) binds to the PAR-binding motif
in hexokinase and inhibits it thereby reducing glycolysis
[25]. These data indicate that olaparib exerted its effect by
inhibiting PAR production, thereby preventing PAR-
mediated inhibition of hexokinase and the blockade of aero-
bic glycolysis (Figure 8).

Oligomycin is a FyF,-ATPase inhibitor, which blocks
OXPHOS. As expected, oligomycin had no effect on ECAR
in the H,0, treatment group; however, it intensely increased
ECAR in H,O,+olaparib-treated cells. An explanation for
this finding might be that oligomycin blocked ATP synthesis
and cells could not compensate for the lack of ATP by boost-
ing glycolysis in H,O, treatment group because of the strong
PARP-mediated repression of hexokinase. Olaparib, how-
ever, prevented PARP activation and glycolytic collapse in
H,O,+olaparib-treated cells (Figure 8) even in the presence
of oligomycin. One may say that oxidative stress per se
might affect glycolytic enzymes and not only PARP activa-
tion regulates glycolytic activity. By using FCCP (mitochon-
drial uncoupler), rotenone, and antimycin A (inhibitors of
ETC) mitochondrial energy production is totally abrogated.
Under these circumstances, glycolysis remains the ultimate
source of ATP (Figure 8). The fact that ECAR could reach
the level of CTRL cells in the H,0,+olaparib group after
FCCP, rotenone and antimycin A treatment clearly indi-
cated that glycolytic enzymes were not significantly affected
by the oxidative stress in our system, and glycolytic energy
production was controlled by PARP activation. Thus, ola-
parib protected from PARP-induced energetic collapse by
improving aerobic glycolysis in oxidative stress (Figure 8).

Previous studies indicated that the mitochondria are the
primary source of ROS in IECs during inflammation [63]
and PARP-1 activation in oxidative stress causes mitochon-
drial dysfunction [25]. Accordingly, we wanted to know
whether olaparib can prevent mitochondrial failure in our
model. We found that basal respiration, mitochondrial ATP
production, and nonmitochondrial oxygen consumption were
strongly impeded in oxidative stress, and olaparib could not
reverse these changes. However, it increased maximal respira-
tion, spare respiratory capacity, and coupling efficiency and
reduced proton leak. For understanding these results, we
should consider the direct and indirect effects of H,O, on
CAC enzymes, ETC complexes, and F,F,-ATPase and the
effects of PARP activation on glycolysis and ETC complexes.

Previous studies using the DNA-alkylating agent N-
methyl-N-nitroso-N-nitroguanidine (MNNG) for PARP
activation reported mitochondrial dysfunction [25]. MNNG
treatment resulted in decreased basal OCR, maximal OCR,
ATP synthesis, and ECAR, while PARP inhibition signifi-
cantly reversed these changes. Most importantly, they found
that administration of pyruvate completely prevented
MNNG-induced mitochondrial failure [25]. That is, the
mitochondrial dysfunction was a direct consequence of
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downregulated glycolysis, i.e., it compromised fuel supply
for the CAC and ETC. Our results led to the same conclu-
sion, namely, PARP activation reduced glycolysis and caused
mitochondrial dysfunction (Figure 8).

In contrast to MNNG-induced PARP activation, we
found that inhibition of the enzyme did not prevent the
H,0,-induced reduction of basal respiration and mitochon-
drial ATP production. On the other hand, olaparib
enhanced ECAR, i.e., it effectively prevented glycolytic col-
lapse (Figure 8). Additionally, it increased maximal respira-
tion, spare respiratory capacity, coupling efficiency, and
reduced proton leak, i.e., it increased efficacy of OXPHOS.
The discrepancy between our results and the previous ones
[25] can be resolved by considering that MNNG alkylates
the DNA leading to DNA breaks and PARP activation.
H,0,, however, induces oxidative DNA damage-mediated
PARP activation but can cause direct structural impairment
to CAC, ETC, and FoF,-ATPase components as collateral
damage. It is well established that H,0, deteriorates CAC
activity and reduces proton motive force, which is a prereq-
uisite for mitochondrial pyruvate transport [64]. Also, FF-
ATPase was reported to be susceptible to oxidative stress
[65, 66]. In addition, ROS and especially H,O, can directly
block many components of the respiratory chain, such as
NADH dehydrogenase or cytochrome ¢ oxidase [65]. Our
findings that maximal OCR of the H,0,+olaparib treatment
group could not reach the maximum OCR level of control
cells are in line with the notion that ETC is sensitive toward
oxidative stress (Figure 8). The observed difference between
maximal OCRs of the two groups could be the result of oxi-
dative damage to CAC, ETC, and F,F,-ATPase components
in the H,0,+olaparib group. Because the glycolytic fuel sup-
ply pathway was unimpeded in both groups, thanks to ola-
parib’s inhibitory effect on PARP in the H,O,+olaparib
group. Furthermore, the observed increase of maximal
OCR in the H,O,+olaparib group vs. the H,0, group could
result from direct control of the ETC by PARylation. Studies
found excessively PARylated mitochondrial proteins, includ-
ing components of ETC. In addition, PARP-inhibitors such
as 3-aminobenzamide and nicotinamide prevented the
H,0,-induced electron transport blockade on CIV in iso-
lated mitochondria [67]. These results suggest that PARP
could regulate ETC activity on CIV, and it also proposed a
mitochondrial target for PARP inhibitors. Another study
suggested a pivotal role for PARP-1 in mitochondrial energy
homeostasis and demonstrated CI as a mitochondrial target
of PARP-1 activation [68]. However, it should be noted that
the existence of PARP-1 or other PARP isoforms in the
mitochondria is debated. But whether present or not in the
mitochondria, PARP has a clear effect on mitochondrial
function [69].

5. Conclusion

In conclusion, olaparib, a PARP inhibitor used in human
oncotherapy, restored bioenergetics by glycolytic reactiva-
tion of colonic epithelial cells, and it decreased cell death.
Epithelial cell protection might be a cause of improved bar-
rier function that eventually resulted in reduced incidence
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and severity of CD-like symptoms in an experimental rodent
IBD model. However these findings provide experimental
evidence for repurposing olaparib for IBD treatment and
highlight its potential in the therapy of CD; clinical applica-
tion of the drug in IBD needs further investigations.
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