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ROVIDITESEK LISTAJA

A magyarra nehezen fordithato kifejezések a roviditésekben és a dolgozatban angolul

szerepelnek.

3-AB 3-aminobenzamid

ABC avidin-biotin peroxidaz komplex

ABTS 2,2-azino-bisz(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)
AP-1 aktivator protein-1

ATP adenozin trifoszfat

DNS dezoxiribonukleinsav

G6PDH gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz

GPx glutation peroxidaz

GSR glutation-diszulfid reduktaz

GSH glutation

GSSG glutation diszulfid

H20: hidrogén-peroxid

HIF hipoxia indukal6 faktor

HOCI hipoklérossav

ICAM-1 intercellularis adhézios molekula-1

MDA malondialdehid

MMP matrix metalloproteinaz

MRC multiprotein replikacios komplex

cNOS konstitutiv nitrogén monoxid szintetaz

eNOS endothelialis nitrogén monoxid szintetaz

INOS indukalhato nitrogén monoxid szintetaz

nNOS neuralis nitrogén monoxid szintetaz

NAD+ nikotinamid-adenin dinukleotid (oxidalt forma)
NADP+ nikotinamid-adenin dinukletid foszfat (oxidalt forma)
NADPH nikotinamid-adenin dinukleotid foszfat (redukalt forma)
NADPH-oxidaz nikotinamid-adenin dinukleotid foszfat - oxidaz
NER nucleotide excision repair

NF-«xB nuclear factor kappa B



NMNAT-1 nikotinamid-mononukleotid-adenil-transzferaz-1

NO- nitroxil anion

NO-" nitrogén monoxid

NO2e nitrogén-dioxid

NOS nitrogén monoxid szintetaz

10, szinglet oxigén

Oz szuperoxid

*OH hidroxilgyok

ONOO- peroxinitrit

PAR poli(ADP-rib6z)

PARG poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz
PARP poli(ADP-rib6z) polimeraz

PARPI PARP inhibitor

PARS poli(ADP-rib6z) szintetaz

PBS phosphate buffered saline

PCNA proliferating cell nuclear antigen
PDGF platelet-derived growth factor

PJ34 N-(-0x0-5,6-dihidro-fenantridi-nin-2-yl)-N, N-dimetilacetamid)
PKC protein kinaz C

PMN polimorphonuclearis sejt

R-OONO alkil-peroxinitrit

RNI reaktiv nitrogén intermedier

ROI reaktiv oxigén intermedier

ROS reaktiv oxigén szarmazékok

RNS reaktiv nitrogén szarmazékok
SIRT-1 sirtuin-1

SOD szuperoxid-dizmutaz

SMAD suppressor of mothers against decapentaplegic
SSB single strand breaks ( DNS egyesszal torés)
TBS tris-buffered saline

TBARS thiobarbitursav reaktiv anyagok
TCA triklorecetsav

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases
VEGF vascular endothelial growth factor
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VEGFR2 vascular endothelial growth factor receptor 2



1. BEVEZETES

1.1. Oxidativ stressz fogalma, biologiai szerepe

Az életfolyamatok soran az élethez nélkiilozhetetlen oxigénbdl fiziologias koriilmények
kozott is keletkeznek szabadgyokok, melyek termel6dése patologias kortilmények kozott
megnd. A szabadgyokokre jellemzd, hogy az atomok kiilsé elektronhéjan parositatlan elektron
talalhato, ezért ezen elektronpalyak nem stabilak, a szabadgyokok igy igen reakcioképesek és
igen rovid élettartamuak. Ezen szabadgyokok oxidativ stresszt okozva megbontjak a sejtek pro-
¢s antioxidans egyensulyat, ezzel novelik a sejtek érzékenységét, illetve karositjak azokat. Az
oxidativ stressz a szervezetben zajl6 oxidacios folyamatok és ezek megakadalyozasat végzo un.
antioxidans rendszerek kozotti egyensuly felborulasa az el6bbiek javara. Oxidativ stresszt a
fokozott szabadgyok termelédés mellett, a csokkent lebontas, azaz az antioxidans rendszerek
koéros mitkodése is okozhat.

Az oxidativ stressz soran a sejtben felhalmozodnak a szabadgyokok (felsziniikon
szabad, egy- vagy tobb parositatlan elektront hordozé atomok vagy molekulak), melyek nagy
reakciokészségiik miatt konnyen kémiai reakcioba lépnek mas molekulakkal (arrol elektront
felvéve, vagy atadva), ezaltal sejtfunkciokat, biologiai rendszereket befolyasolnak.
Szabadgyokok a sejtekben fiziologias koriilmények kozott (endogén oxidansok) és kiilso,
toxikus hatasra (exogén oxidansok) is keletkezhetnek. A gyokok nem csak karosak lehetnek,
hanem bizonyos folyamatokban nélkiilozhetetlenek. A ROS és RNS specieszek szamos
biologiai folyamat (redox regulacio) mediatorai, de tobb korfolyamatban talzott mennyiségben
termelddhetnek, vagy lebontasuk elégtelensége miatt halmozodnak fel, ilyen esetben negativan
befolyasoljak a biologiai folyamatokat (ezen esetben oxidativ stresszrdl beszéliink). A szervezet
ezért nem a szabadgyokok teljes eliminalasara torekszik, hanem a megfelel6 pro- és antioxidans
egyensuly fenntartasara. Ha az egyensuly a prooxidansok iranyaba billen, oxidativ stresszrol
beszéliink. Ennek kivédésére a szervezet haromszinti antioxidans védelmet alakitott ki. Az els6
szintet az antioxidans enzimek képviselik, melyek segitik a gyok-kiolto reakciokat vagy maguk
is képesek a ROS semlegesitésére, a masodikat a kKis molekulasulya antioxidansok, melyek a
mar beindult szabadgyokos lancreakciokat allitjak le, ezek koziil a legfontosabbak az
aszkorbinsav és a glutation. Az antioxidans védekezo rendszer harmadik vonala akkor Iép
mukodésbe, ha a karosodas mar megtortént, és feladata a mar kialakult sériilések eltavolitasa

vagy a hibas részek kijavitasa (pl.: DNS-repair enzimek, hésokk fehérjék, chaperonok).



1.1.1. Endogén oxidansok

Az oxidativ stressz allapotaban a sejtekben fiziologias koriilmények kozott keletkezo
nagy reakcioképességii molekulakat eredetiik szerint két nagy csoportba sorolhatjuk: reaktiv
oxigén specieszek/szarmazékok (ROS), vagy mas néven reaktiv oxigén intermedierek (ROI) és
a reaktiv nitrogén szarmazékok (RNS) vagy mas néven reaktiv nitrogén intermedierek (RNI)
(Valko és mtsai, 2006, 2007).

Reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)

A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) az oxigén normal metabolizmusanak (sorozatos
redukcigjanak) természetes melléktermékei, kémiailag reaktiv vegyi anyagok, amelyek oxigént
tartalmaznak. Az élettani folyamatok soran ROS termel6dése elsésorban a mitokondriumokban
zajl6 oxidativ foszforilaciohoz, és a normalis cellularis aerob metabolizmushoz kotott. Szabad
gyokoket a mitokondrialis elektrontranszportlanc elemei termelnek: a xantin-oxidaz, a
NADPH-oxidaz, a citokrom p450, illetve a nitrogén-monoxid szintdz, ciklooxigenaz
izoenzimek, a lipoxigenazok és a monooxigenazok (1.dbra). A ROS-k szamos fiziologias
folyamatban vesznek részt, fontos szerepet jatszanak a sejtek jelatvitelében ¢és
homeosztazisaban, illetve a korokozok elleni nem specifikus védelemben. Koérnyezeti stressz
esetén (pl. UV, ionizal6 sugarzas) szintjilk dramaian megndhet, ami jelentds karosodast okozhat
a sejtstruktarakban. A ROS-nak fontos szerepe van a sejtek oxigén érzékelésében, befolyasolja
a hipoxia indukal6 faktor (HIF) és a transzkripcios faktorok (NF-xB, AP-1, p53) mikodését
(Sun és Oberley, 1996). Két alcsoportjuk ismert: az egyik a parositatlan elektronnal rendelkez6
szabadgyokok, melyek instabilak, reaktivak, a masik csoportba azon molekuldk tartoznak,
amelyek nem szabadgyokok, de reaktivak és reakcioik soran szabad gyok képzésére képesek.
A szabadgyokok csoportjaba a szuperoxid (O2¢) és a hidroxil gyok (¢OH), a masik csoportba a
hidrogén-peroxid (H202), a szinglet oxigén (*02) és a hipoklorossav (HOCI) tartozik
(Paravicini és Touyz, 2008). Ezeken kiviil kevésbé ismert ROS-ok a kovetkezok: peroxil,
hydroperoxil, alkoxil gyok, triplet oxigén, lipidperoxil-gyok, dioxigenil-gyok (Halliwell és
Gutteridge, 1990; Cheeseman és Slater, 1993; Gutteridge és Halliwell, 2000; Halliwell és
Whiteman, 2004).

A ROS-t az osszes sejt eldallitia a normal anyagcsere folyamatok soran. Kiilonosen nagy
mennyiségben termelédik ROS sériilt és gyulladt szovetekben NADPH-oxidaz révén, melyet a
gyulladasos sejtek kiilonosen nagy mennyiségben expresszalnak. A NADPH-oxidaz hatasara a

sejtekben nagy reakciokészségii szuperoxid-anion termelédik, amely gyorsan hidrogén-
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peroxidda, majd vizzé alakul a szuperoxid-dizmutaz révén. A hidrogén-peroxidbol vas- vagy
rézionok jelenlétében nagyon agressziv hatasa hidroxilgyok keletkezik, mely makromolekulak
oxidacidjahoz vezet, ezért a hidrogén-peroxidot gyorsan semlegesiteni kell, melyet a katalazok,
peroxidazok és peroxiredoxinok végeznek. A ROS méregtelenité enzimek mellett a ROS elleni
védelem szamos exogén és endogén kis molekulatomegt antioxidanssal érhet6 el. Ha a ROS
eliminalasa nem elegendd, vagy ha a ROS nagy mennyiségben képzddik, akkor oxidativ stressz
Iép fel, amely stlyos sejtkarosodast, ido eldtti dregedést vagy akar daganatos atalakulast is

eredményezhet.
Protein
modification
ONOO™
Peroxynitrite
NOS GSH Peroxidases
L-Arg =t NO' Superoxide Peroxiredoxins
dismutases Catalase
o, T H,0, — H,0 +0,

NAD(P)H oxidase Superoxide Hydrogen peroxide

Xanthine oxidase 1 Fe?* .

Lipoxygenases _— Fenton reaction

Cyclooxygenases .

P450 Monooxygenases ) i

Mitochondrial oxygen HO + OH

phosphorylation 0, Hydroxyl radical

Lipid - —

Peroxiredoxins | peroxidation Protein DNA modification,
Phospholipid modification including
hydroperoxide strand cleavage

GSH peroxidase

Reduced lipids

l.dbra: A kiilonbozé tipusu ROS-k és RNS-ek keletkezése és lebomldsa, illetve hatdsa a
biomolekuldkra (Schdfer és Werner. Oxidative stress in normal and impaired wound repair.
2008)
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a, Szuperoxid: Oz¢

A szuperoxid legnagyobb mennyiségben a mitokondrialis 1égzési lanc soran keletkezik nem
enzimatikus uton a szemiubikinonnal valo reakcio soran (Kovacic és mtsai, 2005).

Illetve keletkezhet enzimek (NADPH-oxidaz, xantin-oxidaz, lipoxigenazok, ciklooxigenazok,
citokrom P450) kozremiikodésével is. Szuperoxid gyok keletkezik a xantin oxidaz mitkkodése
soran koros koriilmények kozott és az arachidonsav metabolizmusban a lipoxigenazok hatasara.
A szuperoxid gyok vizes kozegben gyorsan atalakul, hidrogén-peroxid (H20) és viz keletkezik
(dizmutacios reakcid soran), amely reakciot a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim jelentOsen

felgyorsitja.

b, Hidroxil gyok: «OH

A legreaktivabb szabadgyok. Nagyon agressziv, citotoxikus, mindennel gyorsan reagal,
rekombinalodik. Erésen oxidal, lancreakciot indukal, 6nmagaval H.O»-t alkot. Szamos
makromolekulat karosithat: lipidperoxidaciot, fehérjekarosodast, DNS torést okozhat.
Neutrophil aktivacio soran szuperoxid anionbol keletkezik.

A Fenton-reakcio vagy a Haber-Weiss reakcioban alakul ki hidrogén-peroxidbol.

A Fenton-reakcioban a H,O2 atmeneti fém (Fe?* vagy Cu*) jelenlétében elhasad, és beldle
hidroxil gyok keletkezik.

Fe?* + H,0; — Fe3* + OH + «OH

A Haber-Weiss reakcioban a hidrogén-peroxid és szuperoxid reakciojaban hidroxilgyok
keletkezik (Kehrer, 2000; Liochev és Fridovich, 2002).

O2¢ + H202 — O2+ OH + «OH

¢, Hidrogén-peroxid: H20>

Szuperoxidbol keletkezik SOD, NADPH-oxidaz vagy xantin oxidaz hatasara.

2 Op¢ + 2H+ — H202 + O3

A hidrogén-peroxid eliminalasat a katalaz, peroxidazok és peroxiredoxinok végzik (Schafer and
Werner, 2008).

d, Szinglet oxigén: 102

Nagy reaktivitasi vegyiilet. Legtobbszor enzimatikusan peroxidazok, lipoxigenazok hatasara

hidrogén-peroxid és hipoklorit vagy peroxinitrit reakcioja soran keletkezik.
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e, Hipoklorossav: HOCI

Antibakterialis hatasti er6s oxidalészer, gyulladasos folyamatok soran az aktivalt PMN
sejtekben (neutrophil sejtekben) termelédik, mieloperoxidaz hatasara hidrogénperoxid és
kloridion reakcioja soran. A membranokon atjutva fémionok jelenlétében nagy reaktivitasu
hidroxilgyok képzédéshez vezet. Részt vesz a lipid peroxidacidban és a DNS karositasban

(Schraufstatter és mtsai, 1990; Cheeseman és mtsai, 1993).
f, Ezeken kiviil fontos még megemliteni a szerves alkoxi- és peroxigyokoket is, melyek a
lipidperoxidacid soran keletkezd szerves oxigén szabad gyokok. A szén-tetrakloridbol képz6dé

gyok is ebbe a csoportba tartozik.

Reaktiv nitrogén szarmazékok (RNS)

A legismertebb reaktiv nitrogén szarmazékok a nitrogén monoxid (NO<’), nitrogén-dioxid
(NO2¢#), nitroxil anion (NO"), a peroxinitrit (ONOO-) és az alkil-peroxinitritek (R-OONO).

a, nitrogén monoxid: NO«

EmlGs sejtekben az endogén NO képzodés enzimatikus folyamat. A nitrogén monoxidot a NO
szintaz (NOS) enzimcsalad tagjai szintetizaljak L-argininbél. A NOS enzimcsalad két csoportra
oszthat6: cNOS (konstitutiv NOS) és INOS (indukalhatdé NOS). A cNOS enzimek tovabb
csoportosithatok: nNOS (neuralis NOS) és eNOS (endothelialis NOS), illetve a kevésbé ismert
mMtNOS (mitokondrialis NOS). Az nNOS termeli a neurotranszmitterként miikodé NO-t, mig
az endothelialis NOS (eNOS) az értonus fenntartasaban fontos NO-t termeli. Az indukalhato
NOS-t (iNOS) szamos sejt termeli, pl. makrofagok, elsésorban gyulladasos allapotokban. A
NO-ban Iév6 kompenzalatlan spinii elektron magyarazza a NO reakcioképességét, szabad gyok
jellegét. A NO szintelen gaz, hidrofob jellege kifejezett diffuzios készséget eredményez a
biologiai rendszerekben, igy akadalytalanul jut at a membranokon. Viszonylag rovid (0,5-5 sec)
fél-¢letideje ellenére a kbzponti idegrendszerben pl. egy adott pontbol felszabadulva kb. 100um
sugaru koron beliil elhelyezkedd sejtekhez és szinapszisokhoz tud eljutni. A NO szabadgyok
jellegébol adodoan mas szabad gyokokkel (pl. szuperoxid anion), és atmeneti fémekkel (pl.
hem vas) reakcioba Iép, mely reakciok termékei maguk is biologiailag aktiv és jelentds
vegyiiletek. A NO reakcioba Iép az oxihemoglobinnal, igy methemoglobin és nitrat keletkezik,
mely nitratot a vese valasztja ki és a vizelettel iiriil. Mar a XIX. szazad elején megfigyelték,

hogy gyulladasos betegségben szenveddk vizeletében emelkedett a nitratszint.

13



A NO az emberi szervezet egyik kulcsmolekulaja, fontos cellularis jelatviteli molekula, mely
szamos fiziologiai és patologias folyamatban vesz részt. A NO intracellularisan reverzibilis
poszttranszlaciés modositasokat hoz Iétre, mellyel proteinek funkcigjat befolyasolja, illetve a
guanil-ciklaz aktivitasanak befolyasolasa révén a cGMP szintet emeli. A NO-nak alapvet6
szerepe van a neurologiai, fiziologiai és  immunologiai  folyamatokban, a
keringésszabalyozasban (a szivinfarktus, stroke, érelmeszesedés elleni folyamatokban). Erds
értagitd, kulcsszerepe van a sziv mikodésében, a vérnyomas szabalyozasaban, az egyes
¢letfontossagu  szervek vérellatottsaganak szabalyozasaban. A NO hatasara az erek
simaizomzata elernyed, intravascularisan a vérrogképzédés csokken. Az idegrendszerben a
szinaptikus plaszticitas, a memoria, a kognitiv funkciok mellett a neuroendokrin szabalyozasi
folyamat is a NO neurotranszmitter segitségével zajlik. Az immunrendszer gyulladasért felelos
sejtjei (makrofagok, neutrophilek) NO termelés révén baktericid, antiviralis és tumorellenes
hatast fejtenek Ki, igy szolgalva a gazdaszervezet védelmét. Szervatiiltetéseknél a

szervkilokodés esélyét csokkenti.

b, peroxinitrit: ONOO-

Gyulladasos folyamatok soran mind a szuperoxid anion, mind a NO taltermelddhet, ilyen
allapotban a nitrogén monoxid képes reakcioba Iépni a szuperoxiddal, melynek soran nagy
reakcioképességii peroxinitrit keletkezik (Beckman, 1996; Beckman és Koppenol, 1996).
NO+ + Oze"— ONOO-

A peroxinitritnek nincs parositatlan elektronja, igy nem szabadgyok, ennek ellenére nagyobb
reakcioképességli, mint azok a molekulak, melyekbdl 1étrejon. A peroxinitrit viszonylag stabil
vegytilet (fél-életideje kb. 1 sec). Reakcioba Iéphet szamos makromelukaval, fehérjéket
inaktivalhat oxidacio és/vagy tirozin/triptofan nitralas révén, emellett a peroxinitrit reakcioba
Iép tiolokkal, lipid peroxidaciot és DNS toréseket (SSB) hoz Iétre, illetve jelatviteli utvonalak
miukodeését befolyasolja.

A tirozin nitralasa révén Iétrejott nitrotirozin, az in vivo termel6d6 peroxinitrit jelenlétére utal.
(Beckman és Koppenol, 1996; Crow és Ischiropoulos, 1996).

A peroxinitrit peroxinitritsavva (ONOOH) alakul, mely nitrogén-dioxid gyokre és hidroxil
gyokre bomlik: ONOOH — NO2++ «OH. A hidroxil gyok rendkiviil reakcioképes, fél-életideje
nagyon rovid. A nitrogén-dioxid szabad gyok tovabb alakulhat dinitrogéntetroxidda (N204) és
dinitrogén-trioxidda (N203), melybdl karcinogén nitrozaminok képzédhetnek.
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A NO és a peroxinitrit biologiai hatasai

A két legtobbet vizsgalt reaktiv nitrogén intermedier, a nitrogén monoxid (NO) és a peroxinitrit
kémiai tulajdonsagaiban és sejtre gyakorolt hatasaban jelent6s kiilonbségek vannak.

A NO egyik meghatarozo biologiai Szerepe az értonus szabalyozasa vasodilatator hatasa révén,
emellett neurotranszmitter funkcioval is bir. A NO szabadgyok, de mégsem rendelkezik olyan
erés oxidans hatassal mint a peroxinitrit. A NO passziv diffuzioval jut at a sejtmembranon,
ezzel szemben a peroxinitrit anion csatornan (Virag és mtsai, 2003). A prosztaglandin szintézis
kulcsenzimének (lipoxigenaz és cikloxigenaz) miikodését a NO gatolja, mig a peroxinitrit
fokozza (Fujimoto és mtsai, 1998; Landino és mtsai, 1996). A NO-t egyes szerzok apoptdzis
inhibitorként (Liu és Stamler, 1999), masok apoptdzis indukaloként (Brune és mtsai, 1999;
Haendeler és mtsai, 1999) irtak le. A peroxinitrit egyértelmiien apoptozist indukal (Estevez és
mtsai, 1995; Virag és mtsai, 1998). Elképzelhet6, hogy azokban a kisérletekben ahol a NO
citotoxikus hatasat észlelték, ott a NO-bol képz6doé peroxinitrit citotoxikus hatasa érvényesiilt.
A lipid peroxidaciot a NO gatolja, mig a peroxinitrit fokozza (Rubbo és mtsai, 1994). A matrix
metalloproteinazok (MMP) miikodésére inkabb a peroxinitritnek van hatasa. A peroxinitrit
direkt modon is képes aktivalni a MMP-ok miikodését, mely elésegiti a fehérvérsejtek

crer

1997).

¢, nitroxil anion: NO
A nitroxil anion a NO-<" egy elektronos redukciojanak terméke, a nitrogén monoxidbol egy
elektron felvételével keletkezik.

1.1.2. Exogén oxidansok

Szamos kiilsd, toxikus tényez6 indithat be vagy fokozhat oxidativ folyamatokat. Ezek koziil
kiemelhetd az UV-sugarzas, légszennyezodés (cigarettafiist), 6zon, ionizalo sugarzasok,
hohatas, hiperoxia, a nehézfémek (vas, réz, 6lom, higany, arzén, nikkel), xenobiotikumok (a
szervezet szamara idegen anyagok, pl. gyogyszerek, mérgek), toxinok. Az UV-sugarzashoz
hasonléan hatnak a nehézfémek, az endogén fotoszenzitiv anyagokat (pl. porfirin, riboflavin)

triggerelve inditanak be oxidativ folyamatokat (Kovacs és mtsai, 2012).
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1.1.3. Antioxidans rendszerek

A szervezetben fiziologias koriilmények kozott termelédd oxidativ molekulak egyenstlyban
tartasa érdekében a szervezet sajatos védelmi, eltakaritd, an. antioxidans rendszert hozott létre,
igy biztositva a sejtalkotdo molekulak védelmét. Ezt a védelmi mechanizmust a szervezetben
termel6dott enzimek és a taplalékbol felvett nem enzimatikus antioxidans tulajdonsaga
anyagok alkotjak.

Az antioxidansok csekély mennyiségben vannak jelen a szervezetben az oxidalando
szubszrathoz képest, mégis jelentds mértékben csokkentik, vagy akar gatolni is képesek annak
oxidaciojat. Az emberi szervezetben az antioxidansok szinergizald, egymast erésitd hatassal
rendelkeznek, ezért az antioxidansok egyiitt joval hatékonyabbak a szabadgyokokkel szemben,
mint kiilon-kilon.

Az antioxidans védelemnek harom szintjét ismerjiik. Az els6 szintet az antioxidans enzimek
képviselik, melyek segitik a gyok-kioltd reakciokat vagy maguk is képesek a ROS
semlegesitésére, a masodikat a Kis molekulastlyt antioxidansok, melyek a mar beindult
szabadgyokos lancreakciokat allitjak le (ezek koziil a legfontosabbak az aszkorbinsav és a
glutation). Az antioxidans védekez6 rendszer harmadik vonala akkor 1ép miikodésbe, ha a
karosodas mar megtortént, és feladata a mar kialakult sériilések eltavolitasa vagy a hibas részek

kijavitasa (pl.: DNS-repair enzimek, hésokk fehérjék, chaperonok).

a, antioxidans enzimek:

Az antioxidans védelem elsé szintjét az antioxidans enzimek képviselik, melyek segitik a gyok-
kiolto reakciokat vagy maguk is képesek a ROS semlegesitésére.

Ezen enzimek ko6zé tartozik a szuperoxid diszmutaz (SOD), a katalaz, a glutation peroxidaz, a
glutation S-transzferaz, tioredoxin és a peroxiredoxinok (Soloviev és mtsai, 2003; Amacher,
2006; Lipinski, 2011).

A SOD a szuperoxid aniont hidrogén peroxidda és molekularis oxigénné alakitja (McCord és
Fridovich, 1969). Az emberi szervezetben 3 formaja ismert: SOD1 a citoplazmaban, SOD2 a
mitokondriumban és az extracellularis EC-SOD.

A katalaz a hidrogén-peroxid lebomlas f6 szabalyozoja, segitségével a hidrogén-peroxid vizzé

¢s molekularis oxigénné alakul.
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b, nem enzimatikus antioxidansok:

Szamos nem enzimatikus antioxidans is részt vesz a reaktiv intermedierek megkotésében,
eliminalasaban, ezek a mar beindult szabadgyokos lancreakciokat allitjak le. A Kkis
molekulastlyt antioxidansok koziil a legfontosabbak az aszkorbinsav (C-vitamin), alfa-
tokoferol (E-vitamin), a béta-karotin, a flavonoidok és a szelén.

Kiilon kiemelendé nem enzimatikus antioxidans a glutation (GSH), egy glicinbdl, ciszteinb6l
¢s glutaminsavbol allo tripeptid, ami szinte minden sejttipusban megtalalhato a szervezetben.
Fontos feladata a sejtalkotok védelme a reaktiv oxidaldé molekulaktol, amilyenek a szabad
gyokok és a hidrogén-peroxid.

Két glutation (az oxidalt fehérje-cisztein diszulfidkotéseket redukalva, annak elektront atadva)
oxidaci6 révén diszulfid-hidat alkot, glutation-diszulfid (GSSG)-ot képez. Az oxidalt glutationt
a glutation-reduktaz enzim alakitja vissza redukalt formava. A folyamathoz az elektront a
NADPH adja. (Az intracellularis NADPH a NADP+ redukcigjabol képzédik gliik6z-6-foszfat
dehidrogenaz hatasara, ami igy szintén antioxidans enzimnek szamit.)

A GSH (redukalt glutation):GSSG (oxidalt glutation) arany a human sejtekben normalisan
500:1, a redukalt és oxidalt forma aranya az adott rendszer oxidativ stressz terhelésének
mérésére alkalmazott modszer, igy a GSH a redox egyensuly felborulasanak fontos biomarkere.
A GSH antioxidans hatasat a glutation peroxidaz (GPx) aktivacidjan keresztiil is Kifejti, amely
enzim a hidrogén-peroxidot vizzé, a lipid hidroperoxidokat a megfelelé alkoholformava

redukalja, igy @ membran lipideket megvédi az oxidativ karosodastol (2. dbra).

Glucose-6-phosphate

NADP* Toxic
fl V (oxidized)

GGPDH

k NADPH /&_\ GSSG /\ Non-toxic

(reduced)

6-Phospho-gluconate

2. dbra: Glutation kérforgasa: G6PDH: Gliikoz-6-foszfat dehidrogendz, GPX: glutation
peroxidaz, GSH: glutation, GSR: glutation-diszulfid redukzdz, GSSG: glutation diszulfid
(Franco és mtsai, 2019)
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1.1.4. Oxidativ stressz biologiai hatasai

Az antioxidans - prooxidans egyensuly fenntartasa az egészség megorzésének, a betegségek
megelézésének fontos eszkoze.

Az oxidativ stressznek nevezett allapotban az oxidansok (reaktiv oxigén szarmazékok)
keletkezése és azok lebontasanak egyensulya (az antioxidans rendszeren keresztiil) megbomlik,
¢és az egyensuly eltolodik a redox allapotbol az oxidacié (reaktiv molekulak, szabadgyokok)
iranyaba. A ROS, NOS kontrollalatlan keletkezése vagy az antioxidans rendszer miikodésének
csokkenése esetén a reaktiv molekulak egy része kiszabadul az antioxidans rendszer hatasa alol,
ezaltal karositva az egyes szervek, szovetek biomolekulait, a nukleinsavakat, fehérjéket és
lipideket. Ma mar szinte nincs olyan betegség, allapot, amelynek patomechanizmusaban a
szabadgyokok karositd hatasat ne mutattak volna Ki. Kiemelendok ezek koziil az
arteriosclerosis (Harrison és mtsai, 2003), ischaemia/reperfuzié okozta karosodas (Marczin és
mtsai, 2003), tid6-és szivbetegségek (Kirkham és Barnes, 2013; Valavanidis és mtsai 2013;
Valaei és mtsai, 2021; Neri és mtsai, 2015), gyulladasos-, mozgasszervi- és neurodegenerativ
korképek (Reuter és mtsai, 2010; Garcia és mtsai, 2017; da Fonseca és mtsai, 2019; Islam,
2017; Radi és mtsai, 2014; Koutsaliaris és mtsai, 2022), daganatok (Jelic és mtsai, 2021; Gorrini
¢és mtsai, 2013; Reuter és mtsai, 2010), autoimmun betegségek (Sukkar és Rossi, 2004; Khaitan
¢s Sindhuja, 2022; Duarte-Delgado és mtsai 2022; Zhang és mtsai, 2020; Wojcik és mtsali,
2021), diabetes (Luc és mtsai, 2019; Darenskaya és mtsai, 2021; Maritim és mtsai, 2003),
virusreplikacid, HIV (lvanov és mtsai, 2016), 6regedés, ¢sziilés (Kudryavtseva és mtsai, 2016;
Cabello-Verrugio és mtsai, 2017; Triieb, 2021).

A redox diszregulaciot szamos borbetegségben is kimutattak, reaktiv oxigén és nitrogén
termékek talprodukciojaval (Prie és mtsai, 2015, 2016; Triieb, 2015; Dobrica és mtsai, 2022;
Medovic és mtsai, 2022; Péter és mtsai, 2016; He és mtsai, 2022; Baek és Lee, 2016; Lephart,
2016; Nakai ésTsuruta, 2021).

Az oxidativ stressz hatasa a DNS-re

A szabadgyokok karosithatjak magat a DNS szerkezetét, és gatolhatjak a replikaciot is (Finkel
¢s Holbrook, 2000; Sies és mtsai, 2017). A DNS szerkezetében a kovetkezé karosodasok
johetnek létre: egyes vagy dupla szalu DNS torések, baziskarosodasok, mutaciok, deléciok,
transzlokaciok, fehérjékkel torténd keresztkotések. Oxidativ karosodas hatasara koros metilacio
is létrejohet, mely DNS-metilaci6 befolyasolja a DNS repairt, szerepet jatszik a

kromatinstruktura és a transzkripcié szabalyozasaban, a rekombinacioban, a replikacioban, az
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X-kromoszoéma inaktivaciojaban, a transzpozonok szabalyozasaban és az imprinting jelenség
Iétrehozasaban (Szigeti és mtsai 2018).

A DNS guanin-citozinban gazdag transzkripcios faktort koté konszenzus szekvenciai hagyon
érzékenyek az oxidativ behatasra. Az oxidativ stressz okozta leggyakoribb DNS karosodas a 8-
hidroxiguanin képz6dés, ami a karcinogenezis biomarkereként is ismert (Valavanidis és mtsali,
2009).

Az oxidativ stressz hatasa a lipidekre

A ROS lipidekre gyakorolt legfontosabb hatasa a lipidperoxidacio, mely soran egy elektron
(H") elvétele torténik a tobbszorosen telitetlen zsirsavakrol és a lipoprotein oldallancokrél, a
lipidmolekula szabadgyok allapotba kertil, ezaltal képes reakcidba Iépni az oxigénnel és peroxi-
szabadgyok keletkezik. A membranlipidek, sejtmembran megbontasaval az ahhoz Kkotott
enzimek ¢és receptorok inaktivalodhatnak, mitokondrium membran karosodas soran az ATP
termel6 folyamatok sériilnek. A keletkezett lipid gyok igen reaktiv, mas lipid gyokok forrasa
lehet, emellett telitetlen zsirsavakkal reagalva lipidperoxidokat vagy ciklikus szerkezetii
keletkezik, mely lancreakciot indit be, mely soran lipid hidroperoxidok képz6dnek. A lipid
hidroperoxidok instabil vegyiiletek, szétesésiikkor aldehidek (malondialdehid (MDA),
akrolein, 4-hidroxinonenal, 4-oxononenal) keletkeznek. Ezek koziil a MDA a legismertebb
biologiai marker (Del Rio D és mtsai, 2005) A reaktiv aldehidek keresztkotések létrehozasaval
szamos sejtfehérjét inaktivalhatnak (Gutteridge 1995). A lipidperoxidacié soran keletkez6
lipidperoxidok, aldehidek nem szabadgyokok, mégis kisfokban reaktivak és relativ stabilitasuk
révén a keringési rendszeren keresztiil eljuthatnak a keletkezéstol tavol es6 szovetekhez is, igy

ott is stlyos karosodasokat okozhatnak (Gaschler és Stockwell, 2017).

Az oxidativ stressz hatasa a fehérjékre

A ROS a fehérjék szerkezetének megbontasaval, keresztkotések kialakitasaval, a proteolizis
fokozasaval a fehérjék funkciovesztését okozhatja, igy sériilhetnek enzimek, receptorok és
szamos létfontossagu biokémiai folyamatban résztvevo molekulak is (Wang és mtsai, 2016).
A ROS legtobbszor a fehérjék cisztein, metionon és tirozin oldallancait oxidalja, a keletkezett

karbonilok az oxidativ stressz jol ismert biomarkerei (Frijhoff és mtsai, 2015).
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Az oxidativ stressz kimutatasa

A szabadgyokok in vitro direkt vizsgalata a szovetekben, sejtekben és testfolyadékokban igen
rovid féléletidejik miatt nehézkes és igen koltséges (elektron spin rezonancia,
kemilumineszcencia), ezért rutin célbol inkabb a szabadgyokokkel torténd reakcio soran
atalakult stabilabb molekulak, megvaltozott szerkezetli fehérjék, lipidek, DNS, vagy stabil
metabolitjaik (nitrat, nitrit) kimutatasa torténik.

Az oxidativ stresszt ezek mellett vizsgalhatjuk az antioxidans rendszer elemeinek

kimutatasaval, mérésével is (Zweier és mtsai, 1987; Dalle-Donne és mtsai, 2006).

1.1.5. Reaktiv intermedierek, oxidativ stressz szerepe a bérben

A legtobb bdérben megtalalhatd sejttipus képes NO termelésére. Lipopoliszacharid vagy
gyulladasos citokin stimulus hatasara iINOS expressziot tudtak Kimutatni a keratinocitakban,
Langerhans sejtekben, dermalis fibroblasztokban és a melanocitdkban (Arany és mtsai, 1996;
Qureshi és mtsai, 1996; Wang és mtsai, 1996; Rocha és mtsai, 2001). Fokozott iNOS
expressziot mutattak ki szisztémas sclerosisban a fibroblastokban és az endothel sejtekben is
(Cotton és mtsai, 1999; Yamamoto és mtsai, 1998; Karbach és mtsai, 2014).

A NO jelenlétét szamos borbetegségben, pl. psoriasisos plakkban is leirtak (Morhenn és mtsai,
1997). Pszoriazisban az oxidativ stresszt, mint befolyasol6 tényez6t emlitik (Dobrica és mtsai,
2022).

A reaktiv oxigén és nitrogén intermediereknek ( nitrogén monoxid, peroinitrit) szerepét irtak le
mustarnitrogén altal kivaltott citotoxicitasban (Korkmaz és mtsai, 2006).

Kontakt hiperszenzitivitas allatmodelljében is leirtak kifejezett tirozin nitraciét az
epidermisben, legnagyobb intenzitast a gyulladasos gocok kornyezetében mérték (Szabo és
mtsai, 2001).

Antioxidansok szerepét is kimutattak pszoriazisszerii betegségekben (Yangmeng Zhao és mtsai
2022). Redox alapu terapiat szamos betegség modelljében alkalmaztak (Buglak és mtsai 2018;
Babbush és mtsai, 2020).
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1.2.1. Poli-ADP-ribozilacié fogalma

Mara mar a legtobb betegségben jol ismert a reaktiv oxigén és nitrogén tartalmu intermedierek
pathogenetikai szerepe. A ROS/RNS indukalta szovetkarosodasi utvonal egy késoéi Iépése a
poli(ADP-rib6z) (PAR) metabolizmus fokozodasa (Heller és mtsai, 1995), mely igy klinikali
beavatkozasra alkalmas széles terapias ablakot biztosit. A poli-ADP-ribozilacio egy 6sszetett
regulacios mechanizmus. A poli-ADP-ribozilacié soran a poli(ADP-rib6z) polimerazok
(PARP) a NAD"-ot nikotinamidra és ADP-rib6zra hasitjak, majd ezekbdl hosszl, elagazo
(ADP-rib6z)n polimereket szintetizalnak megfelelé akceptor fehérjék glutamat oldallancahoz
kapcsolva. Az adapter fehérje lehet maga a PARP-1, ezt a folyamatot auto-poli-ADP-
ribozilacionak nevezziik. Amennyiben az akceptor mas fehérje, akkor transz-poli-ADP-

ribozilaciorol beszéliink.
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3. dbra: a PARP-1 szerepe: a poli-ADP-ribozildcio soran a poli(ADP-ribdz) polimerdzok
(PARP) a - NAD"-ot nikotinamidra és ADP-ribdzra hasitjak, majd ezekbdl hosszii, eldgazo
(ADP-riboz)n polimereket szintetizalnak megfelelé akceptor fehérjék glutamat oldallancahoz

kapcsolva. (Cepeda és mtsai, 2006)
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1.2.2. Poli-ADP-ribozilacio biolégiai szerepe

Miutan a PARP-1 nagy mennyiségben megtalalhaté a sejtmagban, DNS karosodas hatasara
azonnal, nagy mennyiségben tud aktivalodni (3. dbra). A PARP-1 els6dleges feladata a genom
integritasanak fenntartasa, ezaltal a genomban tarolt informaciok karosodas nélkiili megbrzése
¢és utodsejtekbe valo atadasa, a DNS karosodasok kijavitasa (Biirkle, 2001; De Vos és mtsai,
2012; Durkacz és mtsai, 1980; Kraus és Hottiger, 2013; Schreiber és mtsai, 2002; Masson és
mtsai, 1995; Ziegler és Oei, 2001).

Fiziologias allapotokban a poli-ADP-ribozilacio, illetve a PARP-1 mas fehérjékkel valo
interakcioja befolyasolja a kromatin szerkezetet, szerepet jatszik a DNS repairben, a genom
organizacioban és a genom stabilitas megérzésében, a replikacio, transzkripcio, proliferacio,
differencialodas, az anyagcsere és a sejthalal szabalyozasaban is.

A PARP1-nek szerepe van a DNS hibajavitasban, erre utal az a megfigyelés, hogy kapcsolatban
all olyan fehérjékkel, melyek a bazis kihasitasos hibajavitas (BER) fontos szerepldi (pl. DNS
polimeraz béta, XRCC1) (Virag és mtsai, 2002). PARP gatlasa soran karosodik a bazis
kivagasos hibajavitas (base excision repair - BER), melynek feladata a mutagén bazisok
kivagasa és cseréje. A BER-nek két atvonla ismert, a short patch repair (egy bazispar cseréje
torténik) és a long patch repair (tsbb egymast koveté nukleotid cseréje torténik). PARP-17
knockout egereken a long patch és a short patch repair is csokken, igy fokozodik a sejtek
érzékenysége a DNS karosito hatasokra, igy pl. az UV sugarzasra (Dantzer és mtsai, 2000).
DNS karosodas nélkiil az enzim alternativ funkcioi, mint a transzkripcio szabalyozasa (de
Murcia és mtsai, 1986; Lindahl és mtsai, 1995), kromatinfelépités, replikacio, telomer
fenntartas (telomer elongacio elésegitése), NFkB koaktivacio keriilnek el6térbe (Hassa és
mtsai, 2001; Chang és Alvarez-Gonzalez, 2001).

A PARP-1 transzkripcios szabdlyozo mikodésében a hisztonok poli-ADP-ribozilacioja révén
fellazul a kromatin, igy a gének elérhetévé valnak a transzkripcids apparatus szamara. A
kromatin fellazitasaval a DNS hibajavitast is eldsegiti (Bergeron és mtsai, 1997; Boulikas,
1990; Nagele, 1995; Oliver és mtsai, 1999; Panzeter és mtsai,1992; Tanuma és mtsai, 1985). A
PARP transzkripcio szabalyozasaban betoltott szerepét tamasztja ala az a megfigyelés, hogy a
PARP-1" fibroblasztok csokkent iNOS expresszioval valaszoltak lipopoliszacharid és IFN-
gamma stimulusra mind protein, mind mMRNS szinten. A PARP transzkripcios faktorok

------

¢és Sala, 2000). A PARP-1-nek az NFxB medialta transzkripcio elsegitésével kozponti szerepe
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van a gyulladasos citokinek, kemokinek, adhézios molekulak (pl. ICAM-1), gyulladasos
mediatorok, INOS ¢és az MHC Il hisztokompatibilitasi antigének expressziojaban (Oliver és
mtsai, 1999).

A PARP enzimnek szerepe van ezeken kiviil a sejtproliferdcioban és a differencidlodasban is.
Az 0sztodo sejtek magjaban fokozodik a PARP metabolizmus (Tanuma és mtsai, 1978; Kanai
¢s mtsai, 1981; Leduc és mtsai, 1988; Bakondi és mtsai, 2002; Virag és mtsai, 2002), és az
MRC (multiprotein replikacios komplex) felépitésében résztvevé molekulak (DNS polimeraz,
topoizomeraz I, Il és a PCNA) poli-ADP-ribozilalodnak (Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996;
Dantzer és mtsai, 1998). A PARP differenciacioban betoltott szerepét irtak le melanoma
sejtekben és a vérképzo rendszer sejtjeiben (Chan és mtsai, 2021).

A PARP-1 szerepét a sejthalal folyamataban Berger és munkacsoportja irta le, az altaluk
megfogalmazott sejtongyilkossagi hipotézis szerint a DNS karosito hatasok miatt létrejové
intenziv PARP aktivacio kimeriti a sejtek NAD+ készletét, ami miatt ATP deplécio és sejthalal
kovetkezik be. A PARP aktivacio hatasara 1étrejovo sejthalal nekrozis formajaban zajlik, mely
soran a plazmamembran integritasa megsziinik, a sejt tartalma a kornyezetbe szivarog, ezaltal
gyulladas keletkezik. A PARP gatlas gyulladasos és reperfuzido okozta szovetkarosodasban
megfigyelt védo6 hatasa azzal magyarazhato, hogy Kiiktatja a PARP aktivacio nekrozist okozo,
illetve gyulladasos mediatorok expressziojat fokozo hatasat.

A PARP apoptezisban betoltott szerepére utal, a kaszpazokkal (az apoptozis f6 végrehajto
enzimei) valo kapcsolata. A kaszpaz 7 vagy 3 a PARP-1-et hasitja, ezaltal a PARP-1
inaktivalodik, igy az apoptozis késobbi szakaszaban létrejové DNS fragmentacio PARP
aktivalo hatasa nem jon létre, igy a sejtek megérzik energiajukat az apoptozis energiaigényes
Iépéseihez (4. dbra). Apoptozis soran gyulladas nem indukalodik, mivel a plazmamembran
integritasa megmarad, az apoptotikus sejteket a makrofagok fagocitaljak.

A poli-ADP-rib6z metabolizmust gatlo beavatkozasokkal, a PARP enzim gatlasaval (pl.
nikotinamid, benzamid, 3-aminobenzamid), illetve PARP gén hianyos allatmodellek
vizsgalataval (de Murcia és mtsai, 1997; Shieh, 1998; Heller és mtsai, 1995) kimutattak, hogy
a PARP tilmiikodése szamos oxidativ stressz medialta korfolyamatban vesz részt (amint azt
korabban emlitettiik), igy PARP gatlok alkalmazasaval kivalo terapias eredmények érhetdk el.
(Chen, 2011; Yi és mtsai, 2019; Slade 2020).
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4 .abra: PARP-1 szerepe a sejthaldlban (Cepeda és mtsai, 2006). Kiterjedt DNS kdrosité hatds

PARP aktivaciot indukadl, A PARP gatlasa a necrosistol az apoptozis iranydaba tolja el a

sejthaldl folyamatat.

1.2.3. A PAR polimerek metabolizmusa

a, a PAR polimerek felépitése: a PARP-1

A PARP enzimcsaladnak jelenleg 17 tagja ismert, melyb6l csak harom rendelkezik igazi poli-
ADP-ribozil transzferaz aktivitassal, a tobbi enzim mono ADP-ribozil transzferazként
mukodik, vagy aktivitasuk kevésbé jellemzett (Ame és mtsai, 2004; Virag és Szabo, 2002). A
kiilonb6zé PARP molekulak eltérnek sejten (sejtmag és mitokondrium) és szoveten beliili
elhelyezkedésiikben, domén szerkezetiikben és DNS-koté képességiikben. A sejtek PARP
aktivitasanak 85-95%-at a PARP-1 adja, mely egy 116 kDa méreti, folyamatosan
expresszalodo nagyon konzervativ magfehérje, mely multifunkcionalis szabalyozo enzimként
biologiai folyamatokat szabalyoz. Szerkezete harom f6 doménbdl all: az N-terminalis DNS
koté domén, a kozépsé automodifikacios domén és a C-terminalis Katalitikus domén (5. dbra).
Az N-terminalis doménen Iévé nagy affinitast cinkujjakal kapcsolodik az enzim az egyes vagy
duplaszalu DNS toréshez. A ROS/RNS, az ionizalo sugarzas és az alkilalo szerek DNS torések
létrehozasaval stimulaljak a PARP aktivaciot. Ma mar tudjuk, hogy DNS karosodas hianyaban
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is aktivalodhat a PARP enzim. Igy a kereszt, hajtii, stb. alaka DNS-ek (Lonskaya és mtsai,
2005), a partner fehérjékhez valé kapcsolodas és a PARP foszforilacioja vagy acetilacioja is
fokozhatja az enzim miikodését (Cohen-Armon és mtsai, 2007).

Az automodifikdcios domén az auto-poli-ADP-ribozilacié akceptor helyeként mikodik (Mazen
¢s mtsai 1989; de Murcia és Menissier de Murcia, 1994; de Murcia és mtsai, 1983, 1986, 1994;
Smith, 2001). A PARP aktivacio megmutatkozhat auto-PAR-ilacioban is, mikor maga a PARP-
1 a szubsztrat, ilyenkor a PARP-1 levalik a karosodott DNS-rél és igy gatlodik az
enzimaktivitasa. A PARP enzim miikodését gatlo folyamatok koziil a legjelentdsebb az auto-
PAR-ilacio (Kawaichi és mtsai, 1981). Ezek mellett kiemelendéek még a purinok (melyek
ischaemia kovetkeztében szaporodnak fel), (Virag és Szabo, 2001) a nikotinamid (mint hasitasi
termék), a protein kinaz C (foszforilalassal gatolja a PARP enzimet) (Tanaka és mtsai, 1987;
Bauer és mtsai, 1992, 1994).

A C-terminalis katalitikus doménhez kotddik a NAD+. Az aktivalt PARP a NAD+-ot
nikotinamidra és ADP-ribozra hasitja, majd poli-ADP-ribozt polimerizal a sejtmagban 1évo
fehérjékre, hisztonokra, transzkripcios faktorokra, DNS javitéo enzimekre, és magara a PARP
enzimre is (Virag and Szabog, 2002). A PAR a fehérjék glutamat oldallancaihoz kapcsolodva
azoknak negativ toltést kolcsonoz, megvaltoztatva ezaltal azok fiziko-kémiai tulajdonsagait, pl.
a hisztonokhoz kotédve a polimer altal kolesonzott negativ toltés kovetkeztében taszitjak a

DNS-t, levalnak rola, igy lazitva a kromatin szerkezetét.
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5. abra. A PARP-1 doménszerkezetének vazlata (Cepeda és mtsai, 2006)
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b, a PAR polimerek lebontasa

A poli-ADP-ribozilacio, a PAR polimerek szintetizalasa és lebontasa egy dinamikus,
osszehangolt folyamat, a polimer gyorsan lebontodik, féléletideje kevesebb mint néhany perc
(6. dbra). A PAR polimerek lebontasat a poli-(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) (Miwa és
Sugimura, 1971; Miwa és mtsai, 1974) és az ADP-ribozil-hidrolaz (ARH) végzi (Oka és mtsali,
1984).

A PARG el6szor endoglikozidazként a poli-ADP-rib6z polimerek nagyobb oligo(ADP-rib6z)
egységeit tavolitja el, majd exoglikozidaz aktivitasa révén a terminalis ADP-rib6z egységeket
hidrolizalja (Brochu és mtsai, 1994; Davidovic és mtsai, 2001; Hatekayama ¢és mtsai, 1986). A
PARG csak kis mennyiségben talalhato a sejtekben, de kompenzatorikusan magas specifikus
aktivitassal rendelkezik. Gatlasara in vivo tannin szarmazékokat hasznalnak.

Az ADP ribozil protein /iaz a fehérjékhez kozvetleniil kapcsolodd proximalis ADP-ribozt

tavolitja el.
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6. dbra: A PAR polimerek szintetizdldasa és lebontdsa: a poli(ADP-riboz) glikohidroldz (PARG)
wjraaktivalja a PARP-1-et és igy lehetivé teszi a NAD+ kérforgasat (Cepeda és mtsai, 2006)
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1.2.4. Poli-ADP-ribozilacié a bérben

Szamos kozlemény bizonyitja, hogy PARP aktivacié jelen van kiilonféle korélettani allapotban,
pl. gyulladasos betegségekben,  ischaemia-reperfuzié soran, sokkban és diabéteszes
angiopatiaban. Ezen betegségek allatmodelljeiben a PARP gatlassal javulas érhet6 el mind a
klinikai tiinetekben mind a labor paraméterekre vonatkozoan (Virag és Szabo, 2002; Liu S és
mtsai, 2022; Kim és mtsai, 2021).

Elséként Hinshaw és mtsai bizonyitottak, hogy a bérben is térténik PARP aktivacio kénmustar
(egy citotoxikus, DNS karosito anyag) hatasara (Hinshaw és mtsai, 1999). 2002-ben Farkas és
mtsai PARP aktivacio szerepét irtak le UV expozici6 altal kivaltott égésben (Farkas és mtsai,
2002).

Szab6 és munkacsoportja 2001-ben HaCaT sejteken vizsgalta a peroxinitrit citotoxikus hatasat.
Vizsgalatuk eredménye Szerint a peroxinitrit apoptozist indukal, amire kaszpaz aktivacio és
nekrozist hoz 1étre, tovabba a peroxinitrit PARP aktivaciot indukal HaCaT sejtekben (Szabo és
mtsai, 2001).

A PAR jelenlétét bortumorokban is vizsgaltdk. A PAR melanomaban torténd jelenlétét
magyarazza az a tény, hogy a mitotikus sejtekben nagyobb a PARP aktivitas (Bakondi és mtsai,
2002). A tumorsejtekben lévé fokozott oxidativ stressz (Sander és mtsai, 2003) , illetve a
tumorsejtek hypoxiaja is okozhat PARP aktivaciot, amit a tumor koriili erek intenziv PAR
festése jelez. A fokozott de novo angiogenesis soran a VEGF és HIF-1 transzkripci¢jahoz
PARP-1 aktivaci6 sziikséges (Obrosova és mtsai, 2004). Szab6 ¢s munkatarsai bizonyitottak,
hogy a tumorigenezishez sziikséges matrix metalloproteinazok (MMP-k), adhéziés molekulak,
gyulladasos mediatorok termelédéséhez PARP-1 sziikséges (Szabo és mtsai, 2001). A PAR
kimutatasanak jelentdségét az adja, hogy a PAR metabolizmus fontos target lehet a melanoma
malignum adjuvans kezelése soran (Tentori, 2003; Plummer, 2008). Munkacsoportunk PAR
jelenlétét tudta kimutatni melanoma malignumban is. A kiilonbo6z6 Klinikai tipust és stadiumu
melanomabol szarmazé melanoma sejtek PAR pozitivak voltak, és a pozitivitas intenzitasa
korrelalt a tumor invazios mélységével (Clark stadium) és vastagsagaval (Breslow index) ( Géhl
és mtsai, 2012). Mivel kiilonboz6 tumorokban mar engedélyezett PARP gatloszereket
hasznalnak, ezért a PAR tartalom meghatarozasa segitséget nyujthat a PARP gatlokkal

végzendo daganatellenes terapia hatékonysaganak eldrejelzésében.
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Szabé E és munkatarsai vizsgaltak a késéi tipusa kontakt hiperszenzitivitasban a peroxinitrit-
DNS karosodas - PARP aktivacios utvonal jelenlétét. A PARP gatlo PJ34 és a PARP-1
genetikai “kititése” (PARP-1 knockout egerekben) jelentésen csokkentette a hiperszenzitivitasi
reakcioban a gyulladas mértékét, aminek hatterében a gyulladasos mediatorok expresszidjanak
gatlasa, csokkent gyulladasos sejtes infiltracid és csokkent oxidativ stressz all (Brunyanszki és
mtsai, 2010)

Hassa és munkatarsai vizsgalatiban a PARP gatlasa és genetikai inaktivalasa nagyon hasonlo
eredményt hozott annak ellenére, hogy a PARP-1 NFkB koaktivator funkciojahoz nem

sziikséges a PARP enzimaktivitasa (Hassa és mtsai, 2001).

Virag és munkacsoportja vizsgalta a PARilacié szerepét UV-fény keratinocitakra Kifejtett
hatasaban. UVB toxikus hatasat a specifikus PARP gatloszer PJ34 nem befolyasolta jelentésen,
mig az UVA esetén érzékenyitette a sejteket a fototoxicitassal szemben. Ennek valosziniileg az
a magyarazata, hogy mig az UVB éaltal okozott DNS hibakat a NER (nukleotid excisios repair)
javitja, amiben a PARP-1 szerepe nem dominans, addig az UVA altal kivaltott dontéen oxidativ
DNS karosodasok kijavitasa a PARP-1 fliiggé BER (bazis excisios repair) feladata. A gyenge
€s nem specifikus inhibitor 3-aminobenzamid erds védo hatast fejtett ki, valosziniileg PARP
gatlastol figgetlen mechanizmussal. Ezt bizonyitja az is, hogy mas, Gj generacios PARP
gatloszerek, illetve a PARP-1 csendesitése sem nyujtottak védelmet az UVA és UVB altal

kivaltott citotoxicitassal szemben (Lakatos és mtsai, 2016).

1.3.1. Sebgyégyulas folyamata fiziologias allapotban, akut sebek

A WHO szerint a kiilonb6z6 mértéki sériilések felel6sek a globalis mortalitas 9%-aért, és els6
vagy masodik helyre teszik a korhazi felvételekben és a siirgésségi osztalyos ellatasban (Moore,
2016)

A legtobb sériilés borsériiléssel is egyiitt jar. Mig a balesetbdl szarmazé vagy mtéti bérsebek
jellemzden jol gyogyulnak, addig mas tipust bérgyogyaszati sebek, mint példaul a diabeteses
vagy nyomasi fekélyek igazi kihivast jelentenek a sikeres sebkezelésben. A nyugati
populacidban magas a diabetes el6fordulasa, ezért a diabeteses betegek helyes metabolikus
kontrollja a legnagyobb jelent6ségli a diabeteses ulcusok megel6zése szempontjabol.
Megjegyzésként elmondhato, hogy a diabeteses betegek 5%-aban fejlédik ki labszarfekély és

1%-ban lesz sziikséges az amputacio. A kronikus sebek (diabeteses lab, kronikus vénas

28



elégtelenség kovetkeztében kialakult ulcus) népbetegségnek tekinthetok, kezelésiik nehéz,
hosszadalmas és koltséges feladat.

A sebgyogyulas egy komplex tobbfazist folyamat, amelynek soran a bor és a bor alatti szovetek
sériilés utan helyreallnak. A sebgyogulas szovettanilag jol meghatarozott 1épésekbdl all, de a
minden részletre kiterjedé pathomechanizmus, a sejtekben végbemené szabalyozas pontos
biokémiai, molekularis 1épései, melyek meghatarozzak a normal és patologias sebgyogyulast,
még sok részletében tisztazatlanok.

Ezen komplex regulacios folyamat felborulasa a sebgyogyulas elhtizodasahoz vezethet. A
kiilonbozé kronikus sebek k6zos jellemz6i a hipoxia, a perzisztald gyulladas, a bakterialis

kolonizaci6 és a megvaltozott stresszvalasz.

Normal sebgyogyulas folyamat

Testiink a boriinkon keresztiil érintkezik a kiilvilaggal. Sértetlen bor esetén az epidermis és a
dermis védogatat képez a kiils6 kornyezettel szemben. Amikor ez a gat megséril, a
sebgyogyulas soran szabalyozott biokémiai események sorozata indul el a karosodas
helyreallitasa érdekében. A sebgyogyulas folyamata szoveti szinten jol leirhato, kiilonallo, de

részben egymast atfedo fazisokat foglal magaba.

A normal sebgyogyulas 6-7 napot vesz igénybe, és a kovetkez6 négy fazisbol all: haemostasis,

gyulladas, proliferacio és remodeling, azaz \j szovet, hegszovet képzodés (7. abra).

1. Az elsd, 1-2 oraig tartdé haemostasis szakaszban koagulacié és vasokonstrictio torténik,
melyben a thrombocytaké a fészerep, a thrombocyta aktivacio és aggregacio soran az aktiv
vérzés csokken, a seb ideiglenesen lezarodik. A sériilés elsé néhany percében a bor traumaja
kapcsan sériilt kollagén és szub-epithelium aktivalja a vérlemezke aggregaciot, ami
degranulaciot, kemokinek és novekedési faktorok felszabadulasat eredményezi. Tehat a vérben
1évo vérlemezkék elkezdenek kitapadni a sériilt helyre. Ez aktivalja a vérlemezkéket, melyek
igy amorf alakava valnak, alkalmasabbak lesznek az alvadasra, és kémiai jeleket bocsatanak ki
a véralvadas elésegitésére. Ennek eredményeként a fibrin aktivalodik, amely halot képez és
"ragasztoként™ muikodik a vérlemezkék egymashoz torténd kotéséhez. Ez vérrogképzodést
eredményez, amely lelassitja / megakadalyozza a tovabbi vérzést. A thrombocytak, az érfal
sejtjei, illetve a keratinocytak altal kivalasztott novekedési faktorok (EGF, TGF alfa, béta,
PDGF) inditjak be a sebgyogyulas véralvadast kovetd szakaszat (Rodrigues és mtsai, 2019)
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2. A masodik, 1-3 napig tarté gyulladasos szakban kiilonboz6 immunsejtek hatolnak be a
sebbe. Eldszor a keringésb6l nagyszamu neutrophil granulocita mobilizalodik és érkezik a
sériilés helyére, majd a monocitak (melyek érett szoveti makrofagokka differencialodnak) és
limfocitak mobilizalédnak, aktivialodnak. A neutrophilek, az elsé sejtek, amelyek megjelennek
a sériilés helyén, megtisztitjak a tormeléktol és a baktériumoktol a teriiletet, hogy jo kornyezetet
biztositsanak a sebgyogyulashoz. A sériilés helyére érkezé makrofagok segitik a baktériumok
fagocitozisat.

Ezek mellett endothel aktivalodas és vasodilatacio jon létre. A kiilonbozo sejtekbdl felszabadult
pro-inflammatorikus citokinek (pl. IL-1pB, IL-6, TNFa, IFN), novekedési faktorok (PDGF,
TGFp), proteolitikus enzimek, ROS/RNS specieszek segitik a baktériumok ¢és
szovettormelékek eltavolitasat (Zhao és mtsai 2016; Rodrigues és mtsai, 2019; Reinke és Sorg,
2012).

3. A harmadik fazis, a granulacio és profileracio szakasza a 3. naptol a 3. hétig tart. Ezt a
szakaszt sok sejtes elem (fibroblasztok, keratinocitak, endothel sejtek) és béséges kotdszovet
felhalmozodasa jellemzi. Amig az immunsejtek aktivitasa és a proinflammatorikus citokinek
mennyisége csokken, ebben a szakaszban a keratinocytak migracioja inditja el a reepitelizaciot.
Az 1Gj szovetet, amely kezdetben helyettesiti a sériilt dermist, granulacios szovetnek nevezziik,
mely fibroblastokbol, endothelsejtekbdl és gyulladasos sejtekbdl all. A granulaciés szévetben
proliferalodé fibroblasztok myofibroblastokka differencialodnak, melyek felelosek a seb
Osszehtzodasaért, valamint uj kotészoveti rostok (kollagén, elasztikus rostok), extracellularis
matrix (proteoglikanok), hialuronsav termelésért. Ahhoz hogy az Gj szovet oxigénhez és
tapanyaghoz jusson az endohelsejtek proliferacioja, angiogenesis is torténik ebben a
szakaszban. Ezen feliil a nyirokrendszer helyreallitasa céljabol lymphangiogenezis is zajlik.
Sokféle citokin és GF vesz részt ebben a fazisban, mint példaul a transzformald novekedési
faktor-B csalad (TGF-B, beleértve a TGF-B1, TGF-B2 és TGF-B3), az interleukin (IL) csalad és
az angiogenezis faktorok (pl. VEGF-vaszkularis epidermalis novekedési faktor) (Darby és
Hewitson, 2007; Rodrigues ¢s mtsai, 2019; Reinke és Sorg, 2012).

4. A sebgyodgyulas utolso 1épése az epithelizacios vagy remodelling fazis, amelyhez pontos
egyensulyra van sziikség a meglévo sejtek apoptozisa és az 0j sejtek termelédése kozott. Az

utolso fazis a 7. naptol a kb. 6. hétig tart. A keratinocitadk migracioja, proliferacioja és

.....
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granulacios szovetben az endothel sejtek, myofibroblastok és gyulladasos sejtek apoptozison
mennek keresztiil. A fibroblast proliferacio leall, a kollagén szintézis csokken, az extracellularis
matrix bomlik, atalakul, a granulacios szovetre jellemz6 1l tipusa kollagén fokozatosan
lebomlik, folyamatosan felvaltja az 1. tipust kollagén, mely noveli a seb szakitasi szilardsagat,
bar a normal dermis eredeti szilardsaga sohasem all helyre. Végiil kialakul a végleges heg,
melyb6l hidnyoznak a borfiiggelékek.  Ebben a fazisban barmilyen eltérés koros
sebgyogyulashoz vagy kronikus sebhez vezethet. (Rousselle és mtsai, 2019; Rodrigues és
mtsai, 2019; Reinke és Sorg, 2012).
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7. abra: a normal sebgyogyulas fazisai: A: haemostasis, B: gyulladadsos, C: proliferacios, D:
remodelling szakasz (Sun BK, Siprashvili Z, Khavari PA. Science 2014; 346:941)

(PDGF: vérlemezke eredetii ndvekedési faktor, TGF:transzformalé novekedési faktor, CXCL: kemokin
ligand, CCL2:kemokin ligand 2, FGF:fibroblast novekedési faktor, HGF:hepatocita novekedési faktor,
EGF:epidermalis novekedési faktor, TNF:tumor nekrozis faktor, 1GF:inzulinszerii novekedési faktor,

IFNs: interferonok, MMPs: matrix metalloproteindzok, TIMPS:metalloproteindzok szoveti inhibitorai)
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Akut sebek esetén normal sebgyogyulas kovetkezik be, ezek a sebzések kevesebb mint 6 hét
alatt gyogyulnak. llyenek a traumas és mutéti sebek, illetve az égés kovetkeztében kialakult
sebek. (Wang és mtsai, 2018; Sorg és mtsai, 2017; Broughton és mtsai, 2006).

1.3.2. Koros, elhuz6do sebgyogyulas, kréonikus sebek

A lakossag nagy része szenved sebgyogyulasi rendellenességektol, kiilondsen az idés emberek,
cukorbetegek, illetve az immunszuppressziv gyogyszerekkel, kemo- vagy sugarterapiaval
kezelt betegek. Ennek eredményeként kronikus, nem gyogyulé sebek, fekélyek alakulnak ki,
melyek altalaban fajdalmasak és nehezen kezelhetok. A kronikus sebekben a tartos gyulladas
miatt daganatok is kialakulhatnak. A karosodott gyogyulasi valasz alapjaul szolgald
mechanizmusok még ma sem teljesen tisztazottak, de sajat kutatasaink mellett a legtijabb
tanulmanyok is erds bizonyitékot szolgaltatnak az oxidativ stressz szerepér6l a nem gyogyulé

sebek patogenezisében.

Koros sebgyogyulas

A sebgyogyulas osszetett folyamata zavart szenvedhet szamos ponton és nem gyogyulo
kronikus sebek vagy koros hegek (pl. hipertrofias hegek, keloidok) kialakulasahoz vezethet.
Kronikus sebrél akkor beszéliink, ha a komplett sebgyogyulas nem térténik meg 6 héten beliil,
ilyenkor altalaban perzisztalé gyulladas all fenn, melyet altalaban perzisztalé granulacios,
proliferacios stadium kovet. Kronikus sebek esetében az epithelizacio, remodelling is
elhiz6do, részleges vagy nem kovetkezik be.

Kronikus seb szamos ok kovetkeztében kialakulhat. Leggyakoribb okok a kronikus vénas

betegség, érsziikiilet, diabeteses ulcus és a nyomas kovetkeztében kialakult ulcus (decubitus).

Gyulladas szerepe a sebgyogyulasban

A sebgyogyulast szamos tényez6é befolyasolja, melyek koziil jelentés a gyulladasra hatod
tényezOk szerepe, igy a prosztaglandinok ¢és gatloik. A prosztaglandinok (PG-k)
lipidvegyiiletek, amelyek szamos fiziologiai és koros folyamatban vesznek részt. A
prosztaglandinok koziil a PGE2 a gyulladas f6 kozvetitéje. A ciklooxigenaz (COX) tutvonal
nélkiilézhetetlen az arachidonsav PGH2-v¢ torténd atalakulasahoz, mely kiilonféle biologiailag
aktiv mediatorok prekurzora, pl.tromboxanok (TXAZ2), prosztaglandinok (PGE2,PGD2) és
prosztaciklin (PGI2). A COX-ok két tipusat azonositottdk, a COX-1 Kkonstitutivan

expresszalodik a kiilonbozé szovetekben, és a COX-2-t (indukcids gént), melyet citokinek,
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novekedési faktorok, tumorpromoterek és egyéb szerek indukaljak. A PGE2-t és a NO-t a
gyulladast eldsegité mediatorok (pl. a tumor nekrozis faktor (TNF)-a, lipopoliszacharid és IL-
1B) szabalyozzak. Ez az indukalt gyulladasos valasz tovabbi karosodast valt ki a szomszédos
sejtekben és szovetekben, igy késlelteti a sebgyodgyulasi folyamatot. A PGE2 talzott képzddése
a gyulladast gyorsito donté fiziologiai tényez6 A prosztaglandin E2 autokrin modon
miofibroblasztok differencialodasat és kollagénszintézist, illetve befolyasolja a keratinocyta
proliferaciot, angiogenezist és a gyulladasos valaszt.

A PGE2 szintje pozitivan korrelal a sebgyogyulasi sebességgel. Toxikus stimulus hatasara a
bérben felszabadulo PGE2 helyi 6démat és fajdalomérzetet okoz.

Az aszpirin és a nem szteroid gyulladascsokkentdk (NSAID-0k) vagy szelektiv COX-2 gatlok,
amelyek fajdalomesillapitoként, lazcsillapitoként és gyulladascsokkentdként ismertek, gatoljak
a PGE2 termelést, igy hatékony fajdalomcsillapitoként hatnak. Az aszpirin és a nem szteroid
gyulladasgatlok sebgyogyulasra gyakorolt hatasa azonban erésen ellentmondasos, mivel a
tudomanyos irodalom azt sugallja, hogy a COX aszpirin vagy mas NSAID-ok altali gatlasa
karos lehet a normal sebgyogyulasi folyamatokra. Az aszpirin a sebgyogyulas elsé 1épését — a
vérzéscsillapito/gyulladasos fazist kozvetleniil befolyasolja. Az aszpirin nemcsak a
vérlemezke-aktivalas (hemosztazis) trombotikus aktivitasat befolyasolhatja, hanem szamos
gyulladast el6idéz6 hatast is gatolhat, beleértve a thrombocytakbol a matrix metalloproteinazok
(MMP-K) és elasztazok felszabadulasat, a P-szelektin felszabadulast, és ezaltal a monocitak és
neutrophilek toborzasat és aktivalasat, adhézidjat az endotéliumhoz, kemoattraktansok
(monocita kemoattraktans protein 1) és gyulladast elsegito citokinek tovabbi felszabadulasat
a gyulladasos sejtekbdl (pl. IL1 B, IL-6 , IL-8) (Zhao és mtsai, 2022).

Nagyon fontos a pro-inflammatorikus és az inflammatorikus utak kozotti egyensuly. Az akut
sebekben a gyulladasos valasz elényt jelent a sebgyogyulas korai szakaszaban, mint példaul a
tormelék eltavolitasa és a korokozokra adott valasz, de ezeknek a gyulladast elésegité
faktoroknak a kronikus aktivacidja és hosszan tartd termelddése valdszintileg folyamatos

szovetpusztulashoz, elhtizodo sebgydgyulashoz vezet (8. abra).

Hypertrophias heg és keloid patogenezise

Koros sebgyodgyulas gyakran borsériilések kovezkeztében alakul ki (pl.traumak, égési

sériillések, miitétek, oltasok, bdrpiercingek, akne, infekciok). A koros sebgyogyulas
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patogenezise nem teljesen tisztazott, az egyértelmii, hogy egy vagy tobb fazisa is zavart
szenved, jellemz6 tovabba az elhtzodo gyulladas. Az aberrans sebgyogyulas gyakran a
fibroblasztok talzott mikodésével és az ECM tulzott felhalmozoddasaval jar. A koros
sebgyogyulas soran kialakulo pathologias hegek két formajat kiilonboztethetjiik meg, a
keloidokat és a hipertrofias hegeket. Ogawa a keloidot és a hypertrofias heget ugyanazon
fibroproliferativ betegség egymast kovetd stadiumanak tekinti, eltéré mértéki gyulladassal. A
keloidot erésen gyulladt koros folyamatként hatarozta meg, a hipertrofias heget pedig egy
enyhébb koros folyamatként irja le, melyet genetikai hajlam befolyasol. Az elhtz6dd
sebgyogyulas soran gyakran pyogén gyulladas is jelen van, melynek soran a fibroblasztok

fokozott aktivitasa, fokozott ECM termelddés és akkumulacio jellemzé (Ogawa, 2017).

A hipertrofias heg a bor felszinébdl kiemelkedd heg, mely nem haladja meg az eredeti sebzés

hatarat, idével altalaban elhalvanyul, illetve a kdrnyez6 bor szintjére laposodik.

A keloidos heg ezzel szemben az eredeti seb szélein talnyulik, erételjesen kiemelkedik,
viszketést és hiperesztéziat okoz. A keloidos heg nem regredial, és kivagas utan hajlamos

kigjulni.

A keloidos heg rendezetlen I. és Ill. tipusu kollagént tartalmaz . A hipertrofias heg foként a
borfeliilettel parhuzamosan elhelyezkedd I11. tipust kollagénbdl all. Az elasztikus rost tartalom
szignifikansan kiilonbozik a normal és a koros sebgyogyulasban. A keloidos hegek tobb
elasztikus rostot tartalmaznak a bér mélyebb rétegeiben, mint a hipertro6fias hegek és a normal
bor. A feliiletes, papillaris dermiszben az elasztikus rosttartalom 51%-kal nagyobb a normal
borben, mint a keloidoknal, és 37%-kal magasabb, mint a hipertrofias hegeknél. Ezenkiviil
mindkét hegtipusban megfigyelhet a fibrillin-1 szignifikans csokkenése a dermisben, ami a
mikrofibrillumok &sszetételének torzulasat, illetve fibrozist okoz (Cohen és mtsai, 2017).

A fokozott kollagénszintézis és a koros kollagéntartalom, amelyet a matrixbontd enzimek
szabalyozasi zavara okoz, szintén hozzajarul az elhuzodo sebgyogyulashoz. A MMP és TIMP
fehérjék kombindlva szabalyozzak az ECM szintézisét és lebomlasat a sériilések helyén, az
MMP ¢és TIMP egyensulyhianya abnormalis sebgyogyulast eredményez (Keskin és mitsai,
2021; Martin és Nunan, 2015).

A sebgyogyulast szamos tényezo késlelteti, akadalyozza, melyek koziil a leggyakoribbak a

karosodott lokalis keringés, a hypoxia, vénas pangas, fesziilés a sebszélekben, infekciok,
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kronikus gyulladas, taplalkozasi problémak, malnutricido, immunszuppresszié vagy a

metabolikus diszregulacio, kiilonos tekintettel a diabetesre (Bootun, 2013; Stechmiller, 2010;

Martin és Nunan, 2015).

Chronic wound
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1.3.3. Oxidativ stressz a sebgyogyulasban

8. dbra: Kronikus sebek

A kronikus sebek gyakran fertézottek,
és tartosan gyulladast mutatnak. A re-
epithelializacio leall, a keratinocitdk
hiperproliferalnak. Koros granulacios
kepzodik
megemelkedett

szovet melyben

a matrix metallo-
proteizok (MMP-K) szintje, koros
fibrozis

neoangiogenezis,

van jelen. Kdrosodott a
emellett a fibrin
mandzsetta korldtozza a meglévé erek

crer

valik (Martin és Nunan, 2015).

Egyre t6bb kutatasi eredmény bizonyitja az oxidativ stressz szerepét a sebgyogyulasban.

A sebgyogyulasi folyamatot kiilonféle novekedési faktorok, citokinek és hormonok

szabalyozzak. (Werner és mtsai, 2003; Schifer és mtsai, 2007). Ezeken kiviil a legjabb

kutatasok bizonyitottak, hogy a nitrogén-monoxid és a ROS kritikus szabalyozoi ennek a
folyamatnak (Wlaschek és mtsai, 2005; Sen és mtsai, 2008).

A ROS sziikséges az infekciok elleni védekezéshez, illetve a ROS alacsony mennyisége

nélkiilozhetetlen mediator az intracellularis jelatvitel szamara. Egy nemrégiben végzett

tanulmany kimutatta példaul, hogy alacsony hidrogén-peroxid szint fontos a seb hatékony

angiogenezisében (Roy és mtsai, 2006). A ROS sebgyogyulasban betoltott szerepe negativ is

lehet, mivel a tal sok ROS nagy reakciokészsége miatt karos (Sen és mtsai, 2008).
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Egérkisérletekben igazoltak, hogy ha a NADPH oxidaz egyik alapveté alegysége, a rac2
hianyzik, akkor ez karosodott sebgyogyulast eredményez (Ojha és mtsai, 2008). Ezek az
eredmények is azt sugalljak, hogy a normal sebekben keletkez6 alacsony ROS szint fontos a
sebgyogyulasi folyamatokban.

A legtobb vizsgalatban a sebekben 1évé ROS szintet kozvetett modon, a lipidek, fehérjék vagy
a DNS oxidacios termékeinek elemzése révén hatarozzak meg. A lipidperoxidacid 6 termékeli
a 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), a malondialdehid (MDA) és az izoprosztanok. A 8-
sebfolyadékaiban, ellentétben az akut sebek sebfolyadékival (Yeoh-Ellerton és mtsai, 2003).
Ezek az eredmények bizonyitékot jelentenek a kronikus sebekben fellépé oxidativ stresszre,
amely valosziniileg egy erds gyulladasos allapot fennmaradasabol szarmazik (Wlaschek és
mtsai, 2005). Ezt a hipotézist tamasztja ala az is, hogy a kronikus sebekbdl szarmazo
sebfolyadékokban az allantoin és a hugysav aranyat jelentésen emelkedettnek talaltak akut
sebekkel 6sszehasonlitva, ezt az aranyt a szerzOk az oxidativ stressz markereként irtak le
(James és mtsai, 2003). Az oxidativ stresszt az oxidalt fehérjék (karbonil csoportok) szintjének
meghatarozasaval is mérhetjikk. Vizsgalatokban a kronikus emberi sebek sebfolyadékaban
alacsonyabb fehérje-karbonil tartalmat tudtak kimutatni, mint az akut sebek esetén (Moseley és
mtsai, 2004). A fehérje oxidacié kimutatasanak masik Iehetdsége a nitrotirozin
immunhisztokémiai kimutatasa. A ROS a nitrogén-monoxiddal reagalva peroxinitrit
képzédéshez vezet, mely agressziv molekula a fehérjék tirozin oldallancaval reagalva tirozin-

nitraciot eredményez.

Antioxidansok szerepe a sebgyogyulasban

Szamos allatkisérletekben bizonyitottak, hogy az alacsony tomegii antioxidansok (E-vitamin,
C-vitamin, glutation, huagysav, lipinsav, ubikinonok, karotinoidok és fenolos vegyiiletek)
csokkent szintje kapcsolodik a karosodott sebgyoégyulashoz (Shukla és mtsai, 1997). Erdekes
modon az E-vitamin és a glutation szintje sokkal alacsonyabb volt idés patkanyok sebeiben a
fiatal patkanyokhoz hasonlitva, és ez korrelal az idds allatoknal tapasztalt késleltetett
sebgyogyulassal (Rasik és mtsai, 2000). Mas tanulmanyban az immunszuppresszalt patkanyok
normal és kiilonosen a sériilt bérén erésen csokkent glutation-, C- és E-vitamin szintet figyeltek

meg az immunkompetens allatokhoz képest (Gupta és mtsai, 2002). Csokkent glutation szint
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volt mérhet6 a diabeteszes egerek sebeiben, 6sszehasonlitva a nem diabeteszes egerek sebeivel
(Mudge és mtsai, 2002).

Kiilonboz6 antioxidansok (pl. E-vitamin, alfa-tokoferol, polifenolok, glutation) hatasanak
vizsgalataval kisérletes koriilmények kozott fokozott sebgyogyulast és angiogenezist
tapasztaltak cukorbeteg allatok esetében is (Musalmah és mtsai, 2005; Altavilla és mtsai, 2001;
Mudge és mtsai, 2002).

Az alacsony molekulatomegii antioxidansok mellett szamos ROS antioxidans enzim (SOD,
katalaz, glutation peroxidaz, peroxiredoxinok, hem oxigenazok) is kulcsfontossagu a sejtek
redox egyensulyanak szabalyozasaban. Allatkisérletekben id6s patkanyok SOD aktivitisanak
csokkenését mutattak ki a fiatal patkanyokhoz képest, amely 6sszhangban all a karosodott

sebgyogyulassal (Rasik és mtsai, 2000).

A SOD-k sebgyogyulasban betoltott szerepét vizsgaltak ischaemias patkanysebekben
rekombinans SOD-al, melynek hatasara felgyorsult a sebgyogyulas, csokkent a seb Koriili
oedema (Senel és mtsai, 1997; Schafer ¢s Wermer, 2008).

1.3.4. Poli-ADP-ribozilacio lehetséges szerepe a sebgyogyulasban

A cukorbetegség és az ischaemia az alsé végtagok nem gyogyulo sebeinek két 6 etiologiaja. A
cukorbetegségbdl szarmazoé hiperglikémia és az ischaemiabdl szarmazo oxidativ stressz
aktivalja a poliadenozin-difoszfat (ADP)-rib6z-polimeraz-1-t (PARP-1), amelynek legfébb
funkcioja a DNS-hibajavitasa.

A PARP-1 egy nuklearis enzim, amely hiperaktivalodik ischaemias / diabéteszes sebekben és
sokféle mechanizmus révén szabalyozza a sebgyogyulast. A PARP-1 sebgyogyulasban
betoltott szerepének jobb megértése bevezetheti a PARP-1-célzott terapias stratégiakat a

klinikumba.

A PARP-1 enzimatikus aktivitasanak legkorabban ismert szabalyozoja a sériilt DNS és a hajti
DNS, ezek mellett nemrégiben azonositottak a kovetkezoket is: az oxidativ-nitrozativ stressz
indukalja és a magas gliikézszint aktivdlja a PARP-1-et, a Mg®*, Ca®* és a poliaminok
alloszterikusan aktivaljak a PARP-1-et, az ATP fiziologias sejtkoncentracioi gatoljak a PARP-
1-et. A PARG lebontja a PAR-t, ezaltal Gjraaktivalja a PARP-1-et és igy lehet6vé teszi a NAD™
korforgasat. A nikotinamid-mononukleotid-adenil-transzferaz-1 (NMNAT-1), mely kézponti

enzim a NAD" bioszintézisében, a nuklearis NAD'-t széllitja a PARP-1 enzim szamara, igy
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timogatja a PARP-1 Katalitikus aktivitasait (a PARP-1 a NAD™ot hasznidlja a PAR

eléallitasahoz) (Zhang és mtsai, 2012; Banerjee és mtsai, 2019).

Annak ellenére, hogy kéztudott, hogy mind a diabetes mellitus, mind az ischaemia indukalja a
PARP- 1-et, és szamos PARilacioval kapcsolatos reakcio (oxidativ stresszvalasz, gyulladasos
citokinek és kemokinek expresszioja, sejtproliferacio és migracié) nagyon fontos szerepet
jatszik a sebgyogyulasban, a PARP-1 szerepét az ischaemias allapotokban és cukorbetegségben
kialakult sebekben nem sikeriilt teljesen tisztazni, szerepére vonatkozoan még sok a tisztazatlan

részlet.
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9. dbra.: A PARP-1 szerepe a sebgydgyulas kiilonbozé fazisaiban. A kék nyilak jelzik a
fokozott-, a piros nyilak pedig a csokkent regulaciot. Az X-tengelyen lévé nyil jelzi a
sebgyogyulas elérehaladdsat a kiilonbozé fazisokon (gyulladas, epithelizdacio és angiogenezis,

majd remodelling) (Banerjee és mtsai, 2019).
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A PARP-1 szerepe a sebgyogyulas kiilonb6z6 fazisaiban (9. dbra)

A sebgyogyulas gyulladdsos szakaszdaban: Noha a sebgyogyulas meginditasa gyulladasos
folyamattal kezdddik, a normal sebgyogyulashoz a gyulladas megsziintetésére is sziikség van.
A kronikus, nem gyogyulo sebekben a gyulladas soha nem oldodik meg, ami a reaktiv oxigén
specieszek (ROS) taltermeléséhez vezet, kovetkezményes PARP-1 hiperaktivitast idézve eld.
A PARP-1 a NAD+ tulzott elhasznalasa kovetkeztében csokkenti a cellularis ATP-ellatast, ami
a sejt halalat eredményezi. A PARP-1 hozzajarul a kiilonféle proinflammatorikus mediatorok
eléallitasahoz is. A PARP-1 3-aminobenzamid (3-AB) altali gatlasarol kimutattak, hogy
enyhiti az oxidativ / nitrozativ stresszvalaszt ¢és felgyorsitja a sebgyogyulast (EI-Hamoly T és
mtsai, 2015).

A PARP-1 gatlas egyik lehetséges kockazata a sebfertézés fokozodasa lehet, ezért minden
gyulladascsokkenté kezelési modszernél fokozottan kell figyelni a seb antiszeptikus

elokezelésére.

A sebgyogyulas proliferdcios szakaszaban: a PARP gatlasa az angiogenezis fokozasa és a

granulacios szovetképzodés javitasa érdekében torténhet.

Ezt a fazist a granulacios szovet képzodése jellemzi, amely leegyszeriisitve a keratinocytak
proliferaciojabol és migraciojabol, illetve az Gj kotészovet és a sebalapon az angiogenezis altal

Iétrehozott mikroszkopikus erek proliferaciojabol all.

A PARP-1 / PARilacioé szerepe a sejtproliferacioban és migracioban nem egyértelmi
(Simbulan-Rosenthal és mtsai, 1996). Viszont vizsgalatokban kimutattak, hogy a keratinocytak
gyorsabban szaporodnak és vandorolnak PARP-inhibitorok (3-AB vagy PJ34) jelenlétében (EI-
Hamoly és mtsai, 2014).

A PARP angiogenezisben betoltott szerepérdl ellentmondasosak az adatok. Azt talaltak, hogy
az ép, sértetlen szovetekben a PARP-gatlas blokkolja az angiogenezist, addig sebek esetén a
PARP-1 antiangiogén agensként szerepel, csokkentve sok proangiogenetikus faktor szintjét (pl.
HIF-2a, angiopoetin-like 4, eritropoetin, SIRT-1, Smad3 /4, VEGFR2). A PARP-1 inhibitor
3-AB ¢és az FDA altal jovahagyott PARP-1 inhibitor olaparib valoban felgyorsitja a
sebgyogyulast egér modellben, stimulalva az angiogenezist (Ahmad és mtsai, 2018; EI-Hamoly
¢s mtsai, 2015). Hasonloképpen, a PARP-1 knockout egerekben felgyorsult sebgyogyulast
mutattak ki a gyulladasos mediatorok csokkentésével, a keratinocyta migracio elésegitésével,

¢€s az angiogenezis javitasaval (EI-Hamoly és mtsai, 2014) Ezen feliil az FDA altal jovahagyott
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PARP-1 gatl6 olaparib felgyorsitotta a sebgyogyulast egér égési sériilésben (Ahmad és mtsai,
2018).

Az angiogenezis allatmodelljében azt talaltak, hogy a hiperglikémia rontotta az angiogenezist,
még akkor is, ha az allatok visszatérnek euglikémias allapotba. Amikor azonban a PARP-1
inhibitort hiperglikémias koriilmények kozott adtak hozza, az angiogenezis fokozodott (Sarras
¢és mtsai, 2014).

Kisérletes vizsgalatok kimutattak, hogy a PARP-1 hiperaktivitasa ischaemias / diabéteszes

s

crer

A sebgyogyulas remodelling szakaszdaban a PARP gatlasaval a hegesedés csokkentése érhetd
el. A remodelling fazisban a fibroblasztok myofibroblastokka alakulnak, az extracellularis
matrixban az I-es tipusu kollagén dominal, amely Gjbol felépiti a szovet szakitoszilardsagat.
Ebben a fazisban apoptotikus mechanizmusok (fibroblastok, myofibroblastok, endothelsejtek)

sziikségesek a gyulladas megsziinéséhez és a granulacios szovet atalakulasahoz.

A MMP-k fontos szerepet jatszanak a sebgyogyulas atalakulasi szakaszaban, és a
megnovekedett MMP-9 szint elére jelezheti a seb gyenge gyogyulasi hajlamat a diabéteszes
labszarfekélyekben. Erdekes, hogy az MMP-9 expresszioja elnyomédik a PARP-1-hianyos
egerekben, ami arra utal, hogy a PARP-1 elnémitasa fokozhatja a remodelling folyamatat és
felgyorsithatja a sebgyogyulast. Ezenkiviil a PARP-1 elnémitasa gatolja a TGF-f / Smad3

utvonalat, amelynek nagy szerepe van a hegképzédésben (Wang és mtsai, 2013).

Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PARP-1 potencialisan befolyassal van a hegképzdédésre.
Felvetédik, hogy a PARP-1 szerepet jatszhat a magzati sebek heg nélkiili gyogyulasaban is.
Allatmodellben leirtak, hogy a heg nélkiili magzati sebgyogyulds soran apoptozis
indukalodhat, melynek soran caspase7 aktivalodas és PARP hasitas, inaktivalodas van jelen.
(Carter és mtsai, 2009).
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2. CELKITUZESEK

Vizsgalataink egyik {6 célja volt, hogy megnézziik a poli-ADP-ribozilacié (PARilacio)
szerepét a bor ¢€lettani folyamatdban ¢és a sebgyogyuldsra vonatkozoan. Munkank soran
kifejezetten az oxidativ/nitrozativ stressz altal stimuldlt PARilacionak a szerepét vizsgaltuk.
Megnéztiik, hogy a peroxinitrit- DNS karosodas- PARP aktivaciés utvonal jelen van-e a
sebgydgyulas folyamataban akut és kronikus sebekben. Valamint célunk volt a redox kdrnyezet
jellemzése a normal boérben és a sebgyodgyulas folyamataban oxidativ stresszmarkerek

segitségével, valamint antioxidans kapacitas mérésével.

Vizsgélataink soran a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Kimutathato-e PAR /poli(ADP-ribdz)/ a normal bdrben, ha igen akkor a bér mely sejtjei-

ben?

2. Kimutathato-e a NO és a szuperoxid reakcioja soran keletkezd peroxinitrit a kronikus sebek
szOvettani mintdiban, és ha igen, akkor van-e kiilonbség jelenlétében a normal borrel

Osszehasonlitva?
3. Kimutathato-e PARP aktivaci6 a kronikus sebekben?

4. Ha a peroxinitrit- DNS karosodas- PARP aktivacios ttvonal kimutathatd a sebgyogyulas
soran, van-e szerepe a sebgyogyulas folyamataban, befolyasolja-e az elhuzodé

sebgydgyulast?
5. Kimutathatd-e oxidativ stresszre utald biomolekula karosodas akut és kronikus sebbel

rendelkez6 betegek sebfolyadékaban, ha igen, van-e kiilonbség jelenlétiikben?

6. Antioxidans kapacitadsban van-e kiilonbség az akut és kronikus sebbel rendelkezd betegek

sebfolyadékéaban?

7. Kimutathato6-e oxidativ stresszre utald biomolekula karosodas és antioxiddns kapacitas akut
¢s kronikus sebbel rendelkezd betegek szérumaban, és ha igen van-e kiilonbség

jelenlétiikben?

8. Van-¢ kiilonbség a gyulladasos mediatorok termelédésében akut és kronikus sebekben, ha

igen, a kiilonbség megnyilvanul-e a szérumban ¢és a sebfolyadékban is?

9. A mért adatok kozott vannak-e korrelaciok, €s ha igen, milyen dsszefiiggések allnak fenn?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Human mintak

A huméan minta vizsgalatok a Helsinki Deklaracionak megfelelden torténtek, a
vizsgalatokat a Regiondlis Kutatds FEtikai Bizottsag engedélyezte (RKEB 2695). A
vizsgalatokban résztvevo egyének eldzetesen tdjékoztatds kaptak, ezt kovetden az onkéntes

vizsgalatokhoz beleegyez0 nyilatkozatot irtak ala.
A vizsgalatba bevont betegek adatai:

30 beteg mintait vizsgaltuk. 19 betegnek volt kronikus sebe, ebbdl 16 betegnek kronikus vénas
betegség miatt alakult ki nem gyogyuld sebe, 3 betegnek diabétesz kovetkeztében. A 11 akut
sebbel rendelkez6 beteg sebe masodfokt égés kovetkeztében alakult ki. A kronikus sebbel
rendelkezd betegek kozott 9 nd és 10 férfi volt 40-85 éves kor kozott, az atlagéletkor 66,5 év
volt. Az akut sebbel 5 n6 és 6 ffi rendelkezett 17-77 éves kor kozott, atlagéletkor 45,5 év volt.
A betegek klinikai adatait (seb tipusa, nem, életkor, seb eredete, seb mérete, égés kiterjedése)

az 1. tdblazat foglalja dssze. Szovet, sebfolyadék és szérum mintékat vizsgaltunk.

Szovetmintak

Normal bérmintat olyan egészséges kontrolloktol (33-68 év, atlagéletkor 49 év) nyertiink (n=7),
akiknél joindulatu elvaltozas (pl. naevus) eltdvolitasa tortént, és az egészséges borszél keriilt

szovettani feldolgozasra.

Seb szovetmintakat kronikus sebbel rendelkez6 betegek ulcusanak széli részérdl szarmazo
biopsziaval (n=14) nyertiink, akiknél a nem gydgyuld sebben kialakuld spinocellularis
carcinoma kizarasa céljabol volt mintavétel, a maradék mintakbol torténtek vizsgalataink. A 16
labszarfekélyes beteg koziil 2 nem egyezett bele a biopszidba. Formalinban fixalt, parafinba

agyazott metszeteket vizsgaltunk. Mind a 14 minta tumormentes volt.
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seb tipusa beteg neme beteg életkora vénas (V)/ teljes sebméret seb fennallasanak
(év) ideje
(N:né, F:ffi) diabeteses (D) ulcus (cm2)
1 kronikus N 85 \ 96 3év
2. kronikus N 70 \ 378 6¢év
3. kronikus F 54 \ 656 5év
4. kronikus N 60 \ 56 4év
5. kronikus F 82 \ 327,5 3év
6. kronikus F 69 \ 750 40 év
7. kronikus N 70 \ 447 4év
8. kronikus F 83 \ 318 20 év
9. kronikus F 66 \ 18 3év
10. krénikus F 52 \% 104 9 honap
11. kronikus N 82 \ 116 2¢év
12. kronikus N 40 \ 56 4 év
13. kronikus N 70 \ 32 20 év
14. kronikus N 68 \Y 60 4¢év
15. kronikus F 65 \% 180 1,5¢év
16. kronikus F 46 \ 300 3év
17. kronikus F 52 D 80 6 honap
18. kronikus F 68 D 36 1 hénap
19. kronikus N 81 D 148 4év
20. akut (2.fokua égés) N 44 1500 <4 ora
21. akut (2.foku égés) N 61 225 <4 ora
22. akut (2.foku égés) F 42 1800 <4 ora
23. akut (2.foka égés) F 68 3000 <4 ora
24, akut (2.foku égés) F 17 1950 <4 ora
25. akut (2.foku égés) F 47 150 <4 ora
26. akut (2.foku égés) N 71 300 <4 ora
27. akut (2.foku égés) N 7 2250 <4 ora
28. akut (2.foku égés) F 31 1500 <4 ora
29. akut (2.foku égés) N 18 1500 <4 ora
30. akut (2.foku égés) F 23 3750 <4 ora

1. tdblazat: A betegek klinikai adatai (seb tipusa, nem, életkor, seb eredete, seb mérete)
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Sebfolyadékok
Sebfolyadékot az 6sszes (30) betegtdl nyertiink.

Akut sebek esetén masodfokt égést szenvedett egyének bullafolyadékat hasznaltuk. Steril tiivel

és fecskendvel tortént a bullafolyadék leszivasa. Osszesen 11 egyéntdl gytijtottiink mintat.

Kronikus sebbel 16 vénas eredetll ulcusban szenvedd és 3 diabéteszes ulcusban szenvedd
egyént vizsgaltunk. A sebeket filmkotszerrel fedtiik és 12 ora eltelte utan a filmkotszer alatt

Osszegyult sebvaladékot steril tiivel és fecskendvel leszivtuk.

Az akut sebek bullafolyadékat és a kronikus sebekbdl nyert sebvaladék mintakat
lecentrifugaltuk (2000xg, 30 perc) és a feliiliszokat -70 C-on taroltuk.

Szérumok

A szérum mintékat periférias vérbol nyertiik a 30 beteg és 7 egészséges kontrolltol rutin
technikaval. (Az egészséges kontrollok kis sebészeti beavatkozadson mentek keresztiil, benignus

bortumor kimetszése tortént.)

A vérmintakat lecentrifugaltuk (2000xg, 30 perc), a feliiliszokat -70 C-on taroltuk.

3.2. Nitrotirozin kimutatasa szovetmintakbol

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat formaldehidben fixalt és paraffinba agyazott 5 um
vastagsdgu metszeteken végeztiik. A metszeteket 3x10 percig xilolban, majd csokkend
etanol) rehidraltuk. Ezt kdvetéen PBS-ben (pH 7.2) mostuk 5 percen at, majd az endogén
peroxidaz aktivitas blokkolasahoz 15 percig 3%-o0s hidrogén peroxiddal kezeltiik a metszeteket,
majd ismét PBS-ben mostuk. Ezutdn a metszeteket 2%-os kecskeszérumban 1 Ordn at
inkubaltuk ezaltal blokkolva a nem specifikus kotddéseket. A nitrotirozin kimutatasara a
metszeteket nyul poliklonalis anti-nitrotirozin antitesttel (Upstate Biotechnology, Lake Placid,
NY) inkubaltuk 2 6ran at 1: 1000 higitdsban szobahdémérsékleten. (A kontroll metszeteket vagy
normdl nyul szérummal vagy a primer ellenanyaggal 10 mM nitrotirozin jelenlétében
inkubaltuk.) Ezutdn PBS-ben mostuk a metszeteket 5x5 percen at, majd kecskében termelt

biotinilalt anti nyal-IgG masodlagos ellenanyaggal és avidin-biotin-peroxidaz komplex-szel

44



(ABC) detektaltuk az immunreaktivitast, Vector Elite Kit (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) felhasznalasaval. Az ABC reagens eld volt készitve és a gyarto ajanlasa alapjan hasznaltuk.
A szinreakcidhoz nikkel erdsitett-DAB szubsztratot hasznaltunk, majd kromotrop festékkel
ellenfestést végeztiikk. Ezt kdvetéen 2 perces dehidralast kovetden Permount médiummal
rogzitettiik és targylemezzel fedtilk a metszeteket. A vizsgalatok-hoz Zeiss mikroszkopot

hasznaltunk, a mikroszkdpos felvételeket kameraval rogzitettiik.

3.3. Poli(ADP-ribéz) /PAR/ kimutatasa szovetekben

A szoveti PARP /(poly(ADP-rib6z) polimeraz/ enzim aktivaciot az enzim végtermékének a
poli(ADP-rib6z) polimernek a kimutatasaval végeztik immunhisztokémiai modszerrel. Az 5
um vastag paraffinba agyazott metszeteket a nitrotirozin festésnél leirtak szerint
deparaffinaltuk, majd blokkoltuk az endogén peroxidédz aktivitast. A nem specifikus kotéseket
2%-o0s 16szérumban 2 d6ran at 1: 600 koncentracidban szobahdmérsékleten torténd inkubalassal
blokkoltuk. A PAR kimutatasa egér monoklonalis anti-poli(ADP-riboz) (Alexis, San Diego,
CA) alkalmazasaval tortént. Masodlagos ellenanyagként 16ban termelt biotinilalt anti-egér Ig-

G-t alkalmaztunk. A modszer tovabbi 1épései megegyeznek a nitrotirozin festésnél leirtakkal.

3.4. Az immunhisztokémiai vizsgalatok értékelése

A nitrotirozin és PAR festés szemiquantitativan volt értékelve €s minden egyes festéshez

vizualis score (0-3 pontszam) lett hozzarendelve az aldbbiak szerint:

0: negativ,

1: a sejtek kevesebb mint 1/4-e mutatott gyenge pozitivitast,

2: a sejtek 25-50%-a mutatott valtozo intenzitasu pozitivitast,

3: a sejtek dontd tobbsége kdzepes erdsségii vagy erds pozitivitast mutatott.

Az értékelést két kutatd egymastol fiiggetleniil végezte el.
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3.5 Szérumbdl és sebfolyadékbdl végzett vizsgalatok

3.5.1. Gyokfogo kapacitas meghatarozasa

Az antioxidans kapacitast haromféle modszerrel értékeltik (ABTS-, Amplex red-, Cuprac

assay) a szérumbol és sebfolyadékbdl az alabbiak szerint.

3.5.1.1. Gyokfogo kapacitas mérése ABTS dekolorizacios modszerrel

A mobdszer soran az ABTS (2,2’-azi-nobisz-3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav) szintelen
vegyliletbdl oxidacidval (kalium-perszulfittal) eldallithatd az ABTS* kationgyoke, egy zold
szinl vegyiilet, amelyet az antioxidansok képesek elfogni, hatdstalanitani. Az ABTS gyok
létrehozasa szobahdmérsékleten egy ¢éjszakan at torténik sotétszobaban egy nappal a kisérlet
elott. A kovetkezd napon, roviddel a kisérlet el6tt az ABTS+ oldat alap abszobancidjat 405 nm-
en Gly-HCI pufferrel 1,2-re allitottuk be. A mintakat kétszeresére higitottuk PBS-sel, majd 30
percig inkubaltuk ABTS+ oldattal 96 Iyuku plate-ben 3 példanyban. Az abszorbanciat Viktor
V  multilabel mikroplate olvasoval hataroztuk meg 405 nm-en. A dekolorizaciot,
elszintelenedést (vagyis az antioxidans kapacitast) a kontroll szazalékos ardnyédban fejeztiik ki.
Pozitiv kontrollként a 3mM NAC (N-acetil- cisztein)-t és a 10 uM aszkorbinsavat hasznaltuk,

melyeknek 100% az antioxidans kapacitasa.

3.5.1.2. Antioxidans kapacitas mérése rézion redukalo képessége alapjan CUPRAC-assay-

vel

A modszer soran a réz( IT)ion réz(I) ionné redukalddik antioxiddnsokkal torténd reakcidja soran.
A folyamat szinreakcioval jar. A képzddott réz(I)ion mennyisége kolorimetrids modszerrel
hatarozhaté meg. A modszert Apak és mtsai irtdk le 2007-ben. Mi a vizsgélatot ezen modszer
szerint végeztik a kovetkez6 modositassal: pozitiv kontrollként 12 pM Trolox oldatot
hasznaltunk, a végsd térfogatot 100 pL-re csOkkentettilk, ¢s a mérések soran 96 lyuku

mikroplate-ket hasznaltunk.
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3.5.1.3. Hidrogén-peroxid mennyiségének meghatarozasa Amplex Red assay-vel

A hidrogén peroxid meghatarozasa soran Amplex Red reagenst (Thermo Fisher Scientific)
hasznaltunk. A rekcidé sordn a szintelen Amplex Red reagens H2Oz-vel reakcioba lépve
fluorescens termékké alakul. A képz6dott H2O2 mennyisége fluoriméterrel meghatarozhato. A
vizsgalatunk sordn a szérum ¢és sebfolyadék/bullafolyadék mintdkat 1000x higitasban
inkubaltuk 1 pM H202-vel (Sigma-Aldrich), 50 uM Amplex Red reagenssel és 0,1 U/ml torma
peroxidazzal (Sigma-Aldrich) foszfat pufferes soéoldatban 30 percig szobahOmérsékleten.
Minden mintahoz negativ (vak) szérum mintat is alkalmaztunk. A torma peroxidaz jelenlétében
a H:0: sztochiometrikusan reagal az Amplex Red reagenssel (10-acetil-3,7-
dihidroxiphenoxazin), mely reakcié soran piros fluorescens oxidacids termék, resorufin
keletkezik. A fluoreszenciat 530 nm-es excitdcios hullamhosszon, az emissziot 590 nm-en
meértiik, melyhez Fluoroskan Ascent FL plate reader (Labsystems, Vantaa, Finnorszag) eszkozt

hasznaltunk.

3.5.2. Glutathion (GSH) meghatarozasa

A szérum mintakat jéghideg 10% -0s RQB-TCA oldatban 15 percig precipitaltuk, kicsapattuk.
Centrifugalas utan (5000g, 15 perc, 4 °C) a feliiliszot 0sszegytijtottiik tovabbi analizalés
céljabol. Glutation meghatarozashoz a feliiluszobol 5 pL-t 96 lyuku plate-be tettiink, melyhez
40 uL 1M-os kélium-foszfat puffert adtunk. Razést, majd 5 percig szobahdmérsékleten torténd
inkubalasat kovetden 140 pl kalium-foszfat puffert adtunk a rendszerhez, majd 25 pL 0,5%-0s
o-ftalaldehidet. A mintakat Gsszeraztuk, majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
fluoreszenciat 390 nm excitacios hullamhosszon, az emissziot 460 nm-en olvastuk le. Az egyes
mintak hattereként megfeleld kontrollokat hasznaltunk: a feliilliszot és a puffert 4 uL 7,5 mM
N-ethilmaleimiddel szobahdémérsékleten 30 percig inkubaltuk. A standard gorbéket
glutationnal készitettiik. A fehérjekoncentraciét a bicinkoninin sav (BCA) modszerrel

hataroztuk meg.

3.5.3. Fehérje oxidacio mértékének meghatarozasa

A fehérje oxidacio mértékét a fehérje-karbonilacio mennyiségének meghatarozasaval végeztiik.
Minden mintabol 20 pL-t desztillalt vizzel 200 pL-re higitottunk. Majd 50 uL 80%-0s TCA

oldat hozzaadésa utan minden mintat vortexeltiink és 5 percig jégen inkubaltunk. Ezt kdvetden
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13.000 g fordulatszamon 2 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot eltavolitottuk, a pelleteket
500 pL jéghideg acetonban ujra feloldottunk (reszuszpendaltunk). Az 5 perces —20°C-on
torténd inkubalast egy ujabb 13 000 g fordulatszdmu 2 perces centrifugalas kdvetett. Az acetont
eltavolitottuk, azutan a pelleteket 20 puL desztillalt vizben Gjra feloldottuk, majd a mintakbol 15
uL-t hasznaltunk a tovabbi fehérje-karbonil analizishez, melyhez OxyBlot Protein Oxidation
Kitet (Millipore) hasznaltunk a gyarté utasitisa szerint. A derivalasi 1épés befejezése utan a
kapott DNP termék mennyiségét spektrofotometridval hataroztuk meg, a 405nm-en mért

abszorbancia mérésével szamszerusitettik.

3.5.4. Lipid peroxidacié mérése

A lipid peroxidacid mértékét a lipid peroxidacid termékeinek, a tiobarbitursav reaktiv
anyagoknak (TBARS) mennyiségi meghatdrozdsaval végeztik. A mintakat (10 pL)
mikrocentrifugacsovekbe helyeztiik, melyhez 10 pL 8,1% SDS-t, 75 ul 20%-0s ecetsavat, 75
uL TBA-t (tiobarbitursav) ¢€s 30 uL desztillalt vizet adtunk. Majd a reakcidelegyet 95°C-on 45
percig inkubaltuk, ezutdin minden reakci6 elegybol 100 uL-t egy 96 lyuka plate egyes

mélyedéseibe pipettaztunk. Az abszorbanciat 532 nm-en olvastuk le.

3.5.5. Fehérje tirozin nitracio meghatarozasa

A mintdk fehérjetartalmdt BCA reagenssel becsiiltik meg. Minden minta fehérje
mM TRIS, 0.5M NaCl, 0.05% Tween 20, pH7.4) 20 percig szobahdmérsékleten aktivaltuk. A
mintakat (1 pL) 3 kiilonb6z6 higitasban (100x, 500x, and 1000x) vittiik fel a membranra. A
membrant 5%-os zsirszegény tejporban, TBST-ben blokkoltuk 1 6ran at szobahdmérsékleten.
Majd a membrant anti-nitrotirozin primer antitesttel (Merck Millipore) inkubaltuk, melyet 1%-
0s tejpor-TBST-ben higitottunk 4°C-on egy éjszakan at. Haromszori TBST-ben torténé mosast
kovetden a membrant peroxiddz-konjugélt masodlagos antitesttel (kecske antinytl IgG, Cell
Signaling  Technology) inkubaltuk 1%-0s tejpor-TBST-ben 1 o6ran  keresztiil
szobahdmérsékleten. Az antitestreakcid vizualizalasahoz kemiluminescens szubsztratot adtunk,
é¢s a kemiluminescens jeleket FluorChem FC2 Imager segitségével detektaltuk. A

denzitometriai elemzést az Imagel software segitségével végeztiik. A nitrotirozin mennyiségét
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mol/pg fehérjében fejeztiik ki, a pozitiv kontrollként hasznalt, peroxinitrittel kezelt BSA

értékeibdl szamitva.

3.5.6. Laktat dehidrogenaz aktivitas meghatarozasa

A kérosodott sejtekbdl felszabadulo laktat dehidrogenaz felszabadulast a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 kit segitségével (Roche Applied Science, Mannheim, Németorszag)
mértiilk. A mintakat (100 pL) 96 lyuku lapos alju platebe tettiik. Detektald reagens (100 pL)
hozzaadésaval inkubaltuk a lemezeket 30 percen at, majd a mintak abszorbcids képességét 490

nm-en mértuk.

3.5.7. Citokinek meghatarozasa

A gyulladasos citokinek mennyiségének meghatarozasa a sebfolyadékokbdl szendvics ELISA
technikaval tortént a megfeleld6 Human Mini TMB ELISA Development Kit (PeproTech, USA)

segitségével a gyarto utasitasait kovetve.

3.6. Statisztikai analizis

Az elsédleges adatokat doboz- és whisker diagramokon 4brazoltuk, melyeken a kozépérték, az
also és felsd kvartilisek, valamint a minimum €és maximum értékek szerepelnek. A statisztikai
szignifikanciat t-teszttel hataroztuk meg. A valtozok kozotti kapcsolat szignifikancidjat és a
megfeleld korrelacids egylitthatokat a SigmaPlot szoftverrel végzett Spearman-féle kétfarka
korrelacidelemzési teszttel hataroztuk meg. A 0,05-nél kisebb P-értékeket szignifikdnsnak

tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

Immunhisztokémiai vizsgalatok a normal borben és kronikus sebekben:

4.1. A poli(ADP) ribéz /PAR/ vizsgalata a normal bérben

A poli (ADP)rib6éz polimeraz (PARP) aktivitds kimutatasara az enzim végtermékét a

poli(ADP) riboz (PAR) jelenlétét vizsgaltuk normal bérben immunhisztokémiai modszerrel. A

normal bérben PAR szamos teriileten kimutathato volt (10. abra A-G). PAR pozitivitas volt

lathat6 az epidermisben a keratinocitakban (A), a haj follikulusok sejtjeiben (B), a dermisben

az endothel sejtekben, és az érfal egyéb sejtjeiben (C, D), sebocytakban, a sebaceus mirigyek

sejtjeiben (E), a subcutan zsirszovet adipocytaiban (F). Jelen volt PAR pozitivitas a

melanocytas naevusokban (G) is.
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10. dbra: Poli(ADP) ribéz /PAR/
kimutatdsa immunhisztokemiai

modszerrel.

PAR pozitivitas detektalhato az
epidermisben a keratinocitakban (A), a haj
follikulusok sejtjeiben (B), a dermisben az
endothel sejtekben, ¢és az érfal egyéb
sejtjeiben (C,D), sebocytdikban, a sebaceus
mirigyek sejtjeiben (E), a subcutan
zsirszovet adipocytaiban (F), melanocytas
naevusokban (G).

A skdla savok 50 um-t jelentenek.




4.2. Nitrotirozin és PAR vizsgalata kronikus sebekben

A mintak kronikus vénas elégtelenség kovetkeztében kialakult ulcusok széli részébol
szarmaztak. A betegeknél a labszarfekély tobb mint 6 hete fennallt. A kronikus seb talajan
spinocellularis carcinoma alakulhat ki, ezért sziikséges volt biopsia elvégzése, és szovettani
vizsgalat daganat kizarasa céljabol. A vizsgalt szovetmintakban malignitas nem volt lathato.
Miutan a daganat kizarasa megtortént, a maradék mintakbol torténtek alabbi vizsgalataink.
Megnéztiik, hogy peroxinitrit illetve PARP aktivacido kimutathato-e a szovettani mintakban.
Ezen szovetekbdl késziilt metszeteken immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink nitrotirozin
¢s PAR kimutatasra. Mivel a peroxinitrit tirozin nitraciét okoz, a nitrotirozin az in vivo
polimernek a kimutatasaval végeztiik. Kontrollként normal bért hasznaltunk. A kontroll
bérmintak olyan paciensektél szarmaztak, akiknek anyajegy eltavolitas tortént, és az
egészséges borszélek keriiltek feldolgozasra vizsgalatunk soran. Mind a nitrotirozin (11.D
abra), mind a PAR (11.C abra) intenzivebben volt jelen a vénas sebekben a kontrollhoz képest.
A normal bérmintakban gyenge nitrotirozin (11.B abra) és PAR (11.A ébra) festédés volt
detektalhaté vagy nem volt festédés. A PAR és a nitrotirozin festédés is intenzivebb volt a
sebagy teriiletén és az ulcus széli részein (12.abra). A semiquantitativ analizis szignifikansan
emelkedett nitrotirozin és PAR festédést mutatott a sebalapok teriiletén és a sebek Koriili

szovetekben a normal bérhoz képest.

11. abra: a nitrotirozin és a
poli(ADP-ribéz)
immunhisztokémiai kimutatdsa a
fekély biopsziakbol

Az egészséges borbol vett
szovetmintak  (AB) és a
kronikus vénds ulcusokbol vett
biopsziak (C,D) poli(ADP-
riboz) (A,C) és nitrotirozin
(B,D) festése. A skdla savok

125 200 um-t  jelent. Az
immunfestés szemikvantitative

0.5 Ty -y
0 vizualis score-ral lett értékelve

PAR Nitrotyrosine (*** p < 0.001).
O Control mVenous ulcer

Visual score
—
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12. abra: a poli(ADP-riboz) polimerdz végtermékének, a poli-(ADP-riboz)nak (PAR) a
detektalasa immunhisztokémiai modszerrel a fekély biopsziakbol

A vénas fekélyekbol szarmazo szévetmintakban a sebszélek intenziv PAR immunpozitivitast
mutattak, a sebtdl tavolabbi, kizel egészséges bor gyengébb PAR expressziot mutatott. A skdla
savok 200 um-t jelentenek.

4.3. Sebfolyadék és szérummintak vizsgalata

A sebgyogyulas folyamataban redox homeosztazis jellemzésére megvizsgaltuk a reaktiv oxigén
¢és nitrogén intermedierek (ROS/RNS) jelenlétét, amit reakcioik soran keletkez6 jellegzetes
termékek kimutatasaval tudtunk detektalni. Tovabba megnéztilk, hogy az antioxidans
rendszerek hogyan vannak jelen a folyamatban. Vizsgalatainkat sebfolyadék és szérum
mintakbol végeztiik. A ROS és RNS molekulak szamos kiilonboz6 valtozast hoznak létre
biomolekulakon. A legtobb reaktiv oxigén-, és nitrogén species fehérjéket képes oxidalni
protein karbonilaciot eredményezve, a lipidek oxidativ modositasa pedig lipid peroxidaciot
erdeményez. Az antioxidans homeosztazist gyokfogo aktivitas mérésével detektalhatjuk,

valamint a 6 antioxidans molekula, a glutation szint mérésével.
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4.3.1. Biomolekulak Kkarosodasanak és az antioxidansok szintjének mérése

sebfolyadékban akut és kronikus sebbel rendelkezé betegeknél

A biomolekula karosodas szintje mérhet6 volt a vénas ulcusok sebfolyadékaban (13.4bra). A
két betegcsoportban, vagyis az akut és kronikus sebbel rendelkez6é betegek sebfolyadék
mintaiban nem volt szignifikans kiilonbség a fehérje oxidacioban és a fehérjék tirozin
mintakban szignifikdnsan nagyobb volt az akuthoz képest (13.C abra). Tovabba a gyokfogo
kapacitas, valamint a f6 antioxidans, a glutation szint is szignifikdinsan magasabb volt, a

kronikus sebek nagyobb antioxidans kapacitassal rendelkeznek az akuthoz képest (13.D, 13.E).
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13. dbra: Biomolekula kdarosodds és az antioxidans szintek a sebfolyadékokban

A kronikus és akut sebbel rendelkezd betegek sebfolyadék mintdinak dsszehasonlitisa a
protein oxidacio (A), protein tirozin nitracio (B) ¢és a lipid peroxidacio (C) tekinteteben. Az
antioxidans aktivitas meghatarozdsa a gyokfogo kapacitias mérésével ABTS dekolorizdcios
modszerrel (D) és a fé antioxidans glutation szintek (E) mérésével tortént . (* p < 0.05; ** -p
<0.01; ***p<0.001)
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4.3.2. Biomolekulak karosodasanak meghatarozasa és az antioxidans szint mérése akut és

kronikus sebbel rendelkezé betegek és egészséges kontrollok szérumaban

A sebbel rendelkezék szérum mintaiban nem volt jelentds kiilonbség az akut és kronikus
ulcusos betegek kozott. A protein karbonil és a lipid peroxidacio szignifikansan Kisebb mértékii
volt a kronikus sebbel rendelkezé betegek szérumaiban az egészséges kontrollokhoz képest
(14.A,C abra). A lipid peroxidacio termékek szintjei szintén alacsonyabbak voltak az akut
sebbel rendelkez6 betegek szérumaiban, 6sszehasonlitva a kontrollal (14.C abra).

A protein tirozin nitraciéban nem volt jelent6s kiilonbség a sebbel rendelkezék szérumaban és
az egészséges kontroll csoportban, de a kronikus sebbel rendelkezé betegek szérumaban

alacsonyabb nitrotirozin szint volt mérhet6 az akut sebekhez képest (14.B éabra).
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14. dabra: biomolekula kdrosodas markerei a betegek szérumdaban

A kronikus és akut sebbel rendelkezé betegek szérumait az egészséges kontrollokhoz
hasonlitottuk a protein oxidacio (A), protein tirozin nitralas (B) és a lipid peroxiddcio (C)
tekintetében.

(* p<0.05; **-p < 0.01; ***p<0.001)

Az akut és kronikus sebtdl szenvedd betegek szérumainak antioxidans szinjeit is
Osszehasonlitottuk gyokfogd kapacitas mérésével, ABTS dekolorizacios (15.A), Amplex red
(15.B), Cuprac (15.C) modszereket és glutation szint meghatarozast alkalmazva (15.D). A

54



gyokfogo kapacitas (15.A,B,C) és az antioxidans szintekben (15.D) nem volt jelentds

kiilonbség az egészséges kontrollhoz viszonyitva (15.abra).
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15. dbra: A betegek szérumadnak antioxiddans szintje egészséges kontrollokhoz hasonlitva

A kronikus és akut sebbel rendelkezé betegek szérumait az egeészséges egyenek szérumainak
antioxidans szintjeivel hasonlitottuk dssze. Az antioxiddns aktivitast ABTS dekolorizdcios
assayvel (A), Amplex red assayvel (B) ¢s Cuprac assayvel (C) értekeltiik. A fg thiol antioxiddns
glutation szinteket szintén meghataroztuk (D). Nem volt szignifikans kiilonbség a vizsgalt

csoportok kozott.
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4.3.3. Sebgyégyulas folyamataban jellemzé markerek vizsgalata akut és kronikus sebbel

rendelkezé betegek sebfolyadékaban és szérumaban, tovabba egészséges kontroll

szérumban

A szovetkarosodas mértékére utald laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitas, a granulocita
kiaramlasra, infiltraciora utalé IL-8 szint, a gyulladas mértékére utalo TNF-alfa szint és a
vascularizacid6 mértékére utalo VEGF szintek a kronikus sebtdl szenvedéknél szignifikansan
magasabbak voltak a betegek sebfolyadékaban az akut sebekhez képest (16. abra ). De a betegek
szérumaban ezek a biomarkerek nem voltak detektalhatoak.

Figure 4
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16.dbra: a szévetkdrosodasra, vascularizdciora, gyulladasra és a granulocita kidaramlasra,
infiltraciora utalo markerek a sebfolyadékokban

A kronikus és akut sebbel rendelkezd (égett) betegek sebfolyadékait elemeztiik a
szovetkarosoddas (LDH), vaszkularizacio (VEGF), granulocyta kemoattrakcio- (IL-8) és a
gyulladas (TNFa) markereire vonatkozoan. (** p < 0.01; *** p < 0.001).
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4.4. Osszefiiggések keresése a mért biokémiai paraméterek kozott

A paronkeénti kolcsonosségi viszonyt (korrelaciot) minden mért biokémiai paraméter esetében
elvégeztiik. Szignifikans korrelaciot talaltunk a kronikus sebbel rendelkezé betegek
szérumaban mért protein karbonil szint és a lipid peroxidacio értékek kozott (17.A ébra).
Tovabba a kronikus sebfolyadék mintakban a VEGF ¢és a TNF-alfa szintek szintén
szignifikansan Kkorrelaltak egymassal (17.B abra). Tovabba az akut sebekkel rendelkezo
betegek szérum mintaiban pozitiv korrelaciot talaltunk a lipid peroxidacio és a glutation szintek
kozott (17.C abra), mig a tirozin nitracio és a gyokfogo kapacitas kozott forditott korrelaciot
(17.D abra) talaltunk.
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17. abra: Sebfolyadek és szerum biomarkerek korrelacios analizise
Pdronkeénti  korreldciot minden paraméteren elvégeztiik a vizsgalatban. A négy

paraméterparbol 3 szignifikansan pozitiv (A, B, C), és 1 negativ (D) korrelaciét mutatott.
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4.5. Korrelacios analizis a sebfolyadék/szérum biomarkerek és a paciensek életkora

kozott

Az akut és kronikus sebek redox kornyezete kozotti kiilonbség vizsgalata soran nem szabad
figyelmen kiviil hagyni azt a tényt, hogy az altalunk vizsgalt betegpopulacio kiilonb6z6 életkori
eloszlasu. A betegpopulacionk atlag életkora a kronikus sebbel rendelkezé betegek esetén 66,5,
mig az akut sebbel rendelkezdk atlagéletkora 45,5 év volt. Mivel a redox kornyezet valtozhat a
korral, a korrelacios analizissel probaltuk kizarni annak a lehet6ségét, hogy a két vizsgalati
csoport kozotti kiilonbségek azért voltak, mert a betegcsoportok az atlagéletkorban
kiilonboztek. Valojaban néhany azon redox és gyulladasos paraméter koziil, amit mértiink (
szérum ABTS scavenger aktivitasa és a TNFa, IL-8 és VEGF szintek a sebfolyadékban) pozitiv

korrelaciot talaltunk az életkorral az 6sszes betegcsoportban (18. abra).
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18. abra: korreldcios analizis a sebfolyadék/szérum biomarkerek és a pdciensek kora kézott

A Dbetegek életkora és a mért biokémiai paraméterek kozotti korrelaciot elemeztiik a
vizsgalatban. Négy par paraméter kozétt Volt pozitiv szignifikans dsszefiiggés: szérum gyokfogo
kapacitads és életkor, sebfolyadék VEGF szint és életkor, sebfolyadék 1L-8 szint és életkor,
sebfolyadék TNF-a szint és életkor.
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5. MEGBESZELES

5.1. Poli-ADP-ribozilacié a normal bérben

Vizsgalataink soran el6szor megnéztiik, hogy a poli-(ADP-rib6z) kimutathato-e a
normal bérben. Eredményeink egyértelmiien igazoltak, hogy a poli-(ADP-ribéz) polimeraz
végterméke a poli-(ADP-rib6z) jelen van a normal bérben. A normal bérben PAR-pozitiv sejtek
kimutathatdak az epidermisben. Az epidermis f6 sejtjeiben, a keratinocitdkban mar korabban
leirtak a PARP-1 expressziojat (Ross és mtsai, 1998; Szabo és mtsai, 2001). Ezenkiviil szamos
kutatocsoport bizonyitotta a PARP-1 domindns expressziojat a tenyésztett primer
keratinocitakban és HaCaT sejtekben (Malanga és Althaus, 1994; Szabd és mtsai, 2001;
Bakondi ¢s mtsai, 2002, 2003, 2004; Pachernik és mtsai, 2002; Cals-Grierson és Ormerod,
2004). A keratinocitikban a PARP-1 aktivalodasat Osszefiiggésbe hoztak gyulladasos
borbetegségekkel és a napégéssel is (Szabo és mtsai, 2001; Farkas és mtsai, 2002; Bakondi és
mtsai, 2004; Bai és mtsai, 2009). Azt is kimutattak, hogy a PARP-1 szabalyozza a gyulladasos
citokinek és kemokinek (IL-1, TNF- a, MIP-1a, MIP-2, MCP-1 sth.) expresszigjat (Szabo és
mtsai, 2001; Bakondi és mtsai, 2003; Cals-Grierson és Ormerod, 2004; Bai és mtsai, 2009) és
az oxidativ stressz altal kivaltott sejthalalt (Bakondi és mtsai, 2003, 2004). Jelen vizsgalataink
soran Kimutattuk, hogy a PAR jelatviteli molekulaként is szolgalhat a keratinocitakban, mivel
a polimer kimutathat6 az egészséges bor keratinocitaiban. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatokat
igényel annak kimutatasa, hogy a keratinocitakban zajlé PAR szintézist a DNS-torések vagy a
DNS-toréstol figgetlen folyamatok indukaljak-e.

Intenziv PAR festddés volt jelen a szortiiszok sejtjeiben. Ennek oka lehet a gyors sejtciklus,
amit alatamaszt az a tény, hogy a PARilacié szerepet jatszik a proliferacio szabalyozasaban
(Virag és Szabo, 2002). A PAR polimereket a sebocitakban és az adipocitakban is Kimutattuk,
ami a PAR uj szerepére utalhat ezekben a lipideket felhalmozé sejttipusokban. A PARP-1
adipocitakban betoltott szerepét mar felvetették (Janssen és Hilz, 1989; Hsu és Yen, 2006),
azonban a PARP-1 érett adipocitakban valo jelenlétét munkacsoportunk irta le elészor. Az
utobbi években tobb tudomanyos kdzlemény is beszamolt a PARP zsiranyagcserében betdltott
szerepérdl ( Szanto és Bal, 2020). Kimutattak, hogy a PARP-1 kdlcsonhatasba Iép a retinoid X-
receptorokkal (RXR) az RXR - peroxiszoéma proliferator aktivalt receptor y (PPARy) nuklearis
receptor heterodimerben (Miyamoto és mtsai, 1999), amely a sebocita lipid akkumulaciot
szabalyozza a sebocita differencialodas soran (Rosenfield és mtsai, 1999; Kim és mtsai, 2001).

Irodalmi adatok alapjan valészinti, hogy a PARP-1 kotddését az aktiv sejtmag receptorokhoz
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a DNS-szal torés inditja el a receptor aktivalodasa soran (Ju és mtsai, 2006), igy valosziniileg

ez magyarazza a PAR jelenlétét ezekben a sejtekben.

5.2 Oxidativ-, nitrozativ stressz akut és kréonikus sebekben

A sebgyogyulas Osszehangolt biokémiai torténések sorozata, mely szamos sejt koordinalt
milkodése révén valosul meg. Irodalmi adatok sora bizonyitja a reaktiv oxigén és nitrogén
intermedierek szerepét a folyamatban. A sebgyodgyulas soran mind a gyogyulast elésegito,
mind gatl6 hatasait leirtak (Sen és Roy, 2008). A ROS/RNS speciesek alapvetd szignalizacios
szerepet jatszanak a gyogyulasi folyamatban  példaul a sejtproliferacioban és az
angiogenezisben, tovabba hozzajarulnak a patogének elleni védelemben. Ugyanakkor a
fokozottan termeldd6 reaktiv intermedierek a redox homeosztazis egyensuly felborulasahoz
vezethetnek, ami elhtizod6 sebgyodgyulashoz vezethet példaul diabéteszben, kemoterapia,
sugarkezelés, illetve steroid kezelés soran. Nem teljesen tisztazott, hogy a redox kdrnyezet
hogyan valtozik akut és kronikus sebekben, kiilonboznek-e egymastol. Tovabba az sem ismert
hogyan valtozik a redox kornyezet a sériilt szovetekben, és hogy tiikrozédik ez a szérumban. A
folyamat jobb megértéséhez célunk a redox kornyezet jellemzése volt akut és kronikus
sebekben. Ismert, hogy ROS/RNS speciesek érinthetnek fontos biologiai targeteket , igy
proteineket, lipideket, nukleinsavakat, a szovetekben biomolekulak strukturalis valtozasait
idézhetik el6. Szamos ROS/RNS species oxidans igy a szovetekben a fehérjék oxidacidjat
okozhatja.

Vizsgalataink soran megnéztiik, hogy oxidativ stresszmarkerek, igy protein karbonilacio, lipid
peroxidacio, tirozin nitracio jelen van-e akut és kronikus sebekben, és van-e kiilonbség a
jelenlétiikben szérumban és a szovetekben, sebfolyadékban, valamint megnéztiik az antioxidans
szinteket is. Tovabba megnéztiik, hogy a sebgyogyulas fontos kulcsmolekulai hogyan vannak
jelen a kiilonb6z6 sebekben, és hogyan alakulnak a szérumban.

Mind az akut, mind a kronikus sebekbdl szarmazo sebfolyadékban ki tudtunk mutatni protein
karbonilaciot (egy protein oxidacios markert), de az akut és kronikus sebek kozott nem volt
szignifikans intenzitas kiilonbség. A lipid peroxidacié egy Kicsit intenzivebb volt a kronikus
sebfolyadékokban, mig a tirozin nitralasban (peroxinitrit-indukalt protein moédosulas) nem volt
kiilonbség az akut és kronikus sebbdl szarmazod sebfolyadékok kozott. Az akut és kronikus

sebek antioxidans profilja azonban szignifikansan eltér egymastol: a kronikus sebeknek
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nagyobb gyokfogd aktivitasuk volt és nagyobb a GSH tartalom &sszehasonlitva az akut
sebekkel (13. abra).

5.3. A sebgyogyulas soran kulcsfontossagi biomolekulak akut és kronikus sebekben

A szovetkarosodas mértékére utald laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitas, a vascularizacio
kulcsmediatoranak a VEGF-nek a szintje, valamint a f6 granulocyta toborzo faktor és
inflammatorikus citokin, az IL8 szint, illetve TNFa szintek magasabbak voltak a krénikus
sebek sebfolyadékaban 6sszehasonlitva az akut sebekkel (16. abra). Ezek az adatok egyiittesen
erdsebb gyulladasos kornyezetet sugallnak a kronikus sebekben, amely valosziniileg velejaroja
a magasabb ROS/RNS species termelédésnek. Az antioxidansok kompenzatorikus
talprodukcidja (13. D, E abra) magyarazhatja, hogy a megnovekedett ROS/RNS termel6dés
miért nem okoz fokozott biomolekularis karosodast (13. A, B, C abra). A kismértékben, de
szignifikansan magasabb lipid peroxid szintek a kronikus sebfolyadékokban valdsziniileg azt
jelzik, hogy a lipidek sériilékenyebb targetek mint a fehérjék.

Az ¢rintett szOvetekben zajlo molekularis torténések hatasai gyakran a vérkeringésben is
megmutatkoznak, vérvizsgalati tesztekkel detektalhatoak. Ezért megnéztik, hogy a
sebgyogyulas soran kimutathaté redox kornyezet valtozasok kimutathatdak-e a betegek
szérumaban. Nem talaltunk jelentds kiilonbséget az akut és kronikus sebbel rendelkez6 betegek
¢és a kontroll csoport szérum mintainak biomolekula karosodas marker szintekben (14. abra),
igy a gyokfogo aktivitasban, glutation szintben, fehérje oxidacioban és a lipid peroxidacioban
sem (15. abra). Ez az eredmény magyarazhato azzal a ténnyel, hogy a redox modosulasok
lokalizalva maradnak a seb teriiletén és a seb kornyezetében, de szisztémasan nem okoznak
jelentds kiilonbséget az akut és kronikus sebbel rendelkez6 betegekben. Megjegyzendd, hogy
a lipid peroxidacios termékek alacsonyabb értékekkel jelennek meg mind az akut, mind a
kronikus sebbel rendelkez6 betegek szérumaiban, dsszehasonlitva a kontrollokkal, mig a
sebfolyadék mintakban szignifikans kiilonbséget talaltunk a két sebcsoportban. Valdszindi,
hogy a sebfolyadékok kozveteniil tiikkrozik a szovetekben zajlo biokémiai folyamatok szintjét,

mig a szérum szinteket jobban érinti a clearance mechanizmus.
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5.4, Osszefiiggések a mért paraméterek kozott, korrelaciés vizsgalatok

Megnéztiik, hogy van-e Gsszefiiggés a mért biokémiai paraméterek kozott. A vizsgalat a mért
biokémiai paraméterck paros korrelacios analizise soran szignifikans korrelaciot fedett fel
néhany parban (17. abra). Megjegyzendd, hogy a pozitiv korrelacio két biomolekularis marker
kozott, nevezetesen a lipid peroxidok és a protein carbonilok kozott arra utalhat, hogy ugyanaz
a fajta oxidativ redox kornyezet valtja ki ezt a két modosulast vénas ulcusban szenved6 betegek
szérumaiban (17. A abra). Egy inverz korrelacio a gyokfogo aktivitas és a nitrotirozin képz6dés
kozott jelzi hogy a gyokfogok gatolhatjak a tirozin nitralast az akut sebbel rendelkez6 betegek
szérumaiban (17. D abra). A pozitiv dsszefliggés a lipid peroxidacio és a glutation kozott az
akut sebbel rendelkez6 betegek szérumaiban (17.C abra) némileg meglepd. Szamos oxidativ
stresszhez kapcsolodo allapotban kimutattak, hogy a lipid peroxidacio tipikusan novekszik, mig
a glutation szintek leesnek a gyulladasos szévetekben (Liaudet és mtsai, 2002). Mas vizsgalatok
arr6l szamoltak be, hogy nem tapasztaltak paralell valtozast a glutathion és a lipid peroxid
szintek kozott (Pemberton és mtsai, 2006) ami arra utalhat, hogy valoszinti sokkal komplexebb
kapcsolat van ezen paraméterek kozott. Tovabba a glutathion fragmentek ciszteinil-glicin és
cisztein redukald hatasa bizonyitottan hozzajarul a vasion-kelat altal kivaltott lipid
peroxidaciohoz. (Spear és Aust, 1994). Ha ezen tiolok szintje hasonl6 valtozast jelez mint a
glutation, ez magyarazhatja miért valtozik egymassal parhuzamban a GSH és a lipid peroxidok
szintje akut sebbel rendelkezé betegek szérumaban. Azoban az sem zarhato ki, hogy nincs ok-
okozati kapcsolat a két paraméter kozott.

Ismert, hogy a VEGF expressziot els6sorban a hypoxia szabalyozza, azonban van irodami adat
arra vonatkozoan, hogy gyulladasos citokinek mint pl. a TNFa és az IL-1 és az oxidansok
mint pl. a H20: szintén fokozhatjak a VEGF expressziot (Obrosova és mtsai, 2004). Korabban
kimutattak HO: altal indukalt VEGF expressziot a borben, és leirtak sebgyogyulast elésegitd
hatasat (Tonnesen és mtsai, 2000). A VEGF H20: 4ltali indukcidja ugy tinik hogy fiiggetlen a
hypoxia ttvonaltol, de gatolhatéd a thiol antioxidans N-acetylciszteinnel (Redondo és mtsali,
2000). A kronikus sebfolyadék mintainkban a TNFa szintek korrelaltak a VEGF szintekkel (17.
B abra). Igy feltételezhet az a hipotézis, hogy a gyulladasos és oxidativ szignal indukélja a
VEGF expressziot a kronikus sebekben. Ennek ellenére a redox szignal é¢s a VEGF expresszio
kozotti kapcsolat még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mig az akut és kronikus sebek redox kornyezete kozotti kiillonbséget vizsgaljuk, nem szabad
figyelmen kiviil hagyni azt a tényt, hogy a mi vizsgalati populacionk eltérd életkori eloszlasu.

A mi betegpopulacionk atlag életkora a kronikus sebbel rendelkezo betegek esetén 66,5 év, mig
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az akut sebbel rendelkezok atlagéletkora 45,5 év volt. A redox kérnyezet valtozhat a korral, igy
felvetodik a lehet6ség, hogy néhany kiilonbség a két vizsgalati csoport kozott azért volt, mert
az atlagéletkorban kiilonboztek. Azonban tobb paraméter esetén Ki tudjuk zarni, hogy a mért
kiilonbség az atlagéletkor kiillonbozOség miatt lenne. Valdjaban néhany, a vizsgalatban mért
redox és gyulladasos paraméter koziil (a szérum gyokfogd kapacitis /ABTS scavenger
aktivitas/ és a sebfolyadék TNFa, IL-8 és VEGF szintek) korrelaltak az életkorral az dsszes
betegcsoportban (18. abra). Ezekbdl a paraméterekbdl a szérum ABTS aktivitas nem mutatott
kiilonbséget a vizsgalati csoportok kozott (18. A abra). Mivel a tobbi oxidativ karosodasi
paraméter nem mutatott életkor fliggéséget, ezért azt gondoljuk, hogy nem valdszinii, hogy a
redox stressz vizsgalt szignaljai a sebfolyadékokban az életkori tényezd kovetkezményei.
Masrészr6l a TNFa, IL-8 és VEGF szintek pozitivan korrelaltak az életkorral és magasabb
értékeket mutattak a kronikus sebek sebfolyadék mintaiban, 6sszehasonlitva az akut sebekkel.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek hasonlo kora betegcsoportokkal hogy megerdsitsék vagy
megcafoljak az életkor szerepét a magasabb TNFa, IL-8 ¢s VEGF szintek esetén a kronikus

sebfolyadékokban 6sszehasonlitva az akut esetekkel.

5.5. A vizsgalatok korlatai

Munkanknak ebben a részében tehat a human akut és kronikus sebek redox jellemzését
végeztiik. A kétféle sebfolyadék kozotti kiilonbségek értelmezésénél fontos figyelembe venni
a kovetkezoket. Mig a kronikus sebek, amelyekbdl sebfolyadékot gytijtottiink, ki voltak téve

a kiils6 kornyezetnek (a fedokotéstol eltekintve) és a sajat mikrobiomjuk is jelen volt, addig az
akut sebek holyagfolyadékai holyagtetvel boritottak és sterilek voltak. Mivel az égési
betegeink jellemzben egy oran beliil érkeztek az égési osztalyra és a holyagfolyadékukat négy
oran belill eltavolitottuk, ezeknek a sebfolyadékoknak az osszetétele valosziniileg kiilonbozott
azokétol, amelyeket késébbi idépontokban nyertek. Tovabba a sériilést kovetd korai idészakban
még nem mindig lehet egyértelmiien elkiiloniteni a feliiletes és mélyebb szoveteket IS érintd
masodfoku égést. A szakirodalom szerint a két kategoriaba tartozo sebfolyadék osszetétele nem
feltétleniil azonos (Pan és mtsai, 2010). Mindazonaltal az akut sebekbdl mért redox paraméterek
viszonylag kevés eltérést mutattak egymashoz viszonyitva, ami arra utal, hogy a kivalasztott
¢gési  betegpopulacié  valoszinlileg meglehetésen  homogén. Egyéb  lehetséges
sebfolyadékforrasok (mitéti sebek vagy bératiltetések donor teriiletei) altalaban nem

biztositanak elegendé mennyiség volument a sokféle vizsgalathoz, amit a munkank soran
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alkalmaztunk. Felvetodott az a lehet6ség is, hogy borsebészeti beavatkozasok utan

masodlagosan gyogyulo sebek sebfolyadékat hasznaljuk, de ezek tobbnyire fert6zott sebek.

5.6. Peroxinitrit- PARP aktivacié kronikus sebekben szovettani szinten

Ismert, hogy a gyulladas szamos forméjaban termelddik peroxinitrit (Virag és mtsai, 2002).
Adataink is bizonyitjak, hogy keletkezik peroxinitrit a human sebekben, amit a peroxinitrit
elfogadott indikatoranak, a nitrotirozinnak a dektalasaval mutattunk ki. Immunhisztokémiaval
a kronikus sebekben fokozott tirozin nitracié mutathato ki az egészséges borrel 6sszehasonlitva
(8. &bra), ami val6sziniileg az indukalhatd nitrogén oxid szintetdz fokozott expresszidjanak
koszonhetd (Abd-El-Aleem és mtsai, 2000) a fokozott szuperoxid termel6déssel egyiitt
(Vorauer-Uhl K és mtsai, 2002). Ismert, hogy a peroxinitrit és a hidroxil gyokok DNS torést
okoznak, ami PARP-1 aktivaciohoz vezet (Virag és mtsai, 2002). A PARP aktivaciot a human
kronikus sebekben az enzim végtermékének a poli(ADP-rib6z) immundetektalasaval igazoltuk.
A megnovekedett PAR polimer leginkabb az expresszalddé PARP-1-nek kdszonhetd. Fokozott
PARP-1 expressziot tudtunk kimutatni a sebekben, kiilondsen a sebszéleken (12. abra), ami
hozzajarul a szovet PARilacié kapacitashoz. A fokozott PARiléci6 jelezheti a DNS-javitast
oxidativ DNS-karosodast kovetden, de fokozott oxidativ stresszben hozzajarulhat a
sejtkarosodashoz is. A PARil4cid pontos szerepe a human sebekben tovabbi vizsgélatokat

igényel.

5.7. PARP inhibitorok klinikai jelentésége

Irodalmi adatok tamasztjak ala a PARP inhibitorok hatékonysagat szamos betegségben. Ma mar
FDA engedéllyel rendelkezé PARP inhibitorokat (olaparib, talazoparib, niraparib, rucaparib)
hasznalnak daganatok (BRCA-pozitiv petefészekrak, BRCA-pozitiv metastatikus emlorak)

crer

El-Hamoly és mtsai egész testet ért gamma-sugarzas utani sebgyogyulas vizsgalata soran azt
talaltak egerekben, hogy a PARP-1 enzim gatlasa (3-AB krémmel) felgyorsitja a késleltetett
sebgyogyulast az oxidativ stressz és a gyulladasos valasz korai modositasa révén. 2018-ban
Akbar Ahmad és mtsai kimutattak, hogy a klinikailag engedélyezett PARP-gatlé olaparib

javitja a szervfunkciokat, elnyomja a gyulladasos reakciokat és felgyorsitja a sebgyogyulast
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egér égési sériilésekben. Az adatok felvetik az olaparib potencialis hasznossagat stulyos égési

sériilések esetén, illetve nem gydgyulo sebek esetén is.
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6. KONKLUZIO

Vizsgalataink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik valaszolva célkilizésiink soran

feltett kérdésekre.

1. Vizsgalatainkban demonstraltuk a PAR jelenlétét keratinocitakban, sebocitakban, haj
folliculusokban, endothel sejtekben, a sebocitakban és a subcutan adipocitakban,
illetve a melanocytas naevusokban a normal bdrben, jelezve azt, hogy a PAR

fiziologias funkciokat szabalyozhat ezekben a sejtekben.

2. Adataink bizonyitjak, hogy keletkezik peroxinitrit a human sebekben, amit a
peroxinitrit elfogadott indikatoranak, a nitrotirozinnak a dektalasaval mutattunk ki.
Immunhisztokémiaval a kronikus sebekben fokozott tirozin nitracié mutathat6 ki az

egészséges borrel 6sszehasonlitva.

3. A PARP aktivéciot a human kronikus sebekben az enzim végtermékének a poli(ADP-

rib6z) immundetektalasaval igazoltuk.

4. Fokozott PARP aktivaciot tudtunk kimutatni a sebekben a normal bérhoz képest, a
PAR expresszi6 a sebszéleken még kifejezettebb volt. A fokozott PARilacio jelezheti
a DNS-javitast oxidativ DNS-karosodast kdvetden, de fokozott oxidativ stresszben
hozzajarulhat a sejtkadrosodashoz is a kronikus sebekben. A fokozott PARilacionak

szerepe lehet az elhuz6do sebgyogyuldsban.

5. Biomolekula karosodast oxidativ stressz markerek vizsgalataval mértiik, protein
karbonilaciot, lipid peroxidaciot, tirozin nitraciot vizsgaltunk, mely jelen volt akut és
kronikus sebfolyadékokban. A lipid peroxidacio mértékében talaltunk kiilonbséget, a
kronikus ulcus sebfolyadék mintakban szignifikdnsan nagyobb volt az aktivitas az

akuthoz képest, a tobbi paraméterben nem volt jelent6s kiilonbség a két csoport kozott.

6. A gyokfogo kapacitas, valamint a f6 antioxidans, a glutation szint is szignifikansan
magasabb volt, a kronikus sebek nagyobb antioxidans kapacitassal rendelkeznek az

akuthoz képest. Az antioxidans profil az akut és kronikus sebekben szignifikansan eltér
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egymastol: a kronikus sebeknek nagyobb gyokfogo aktivitasuk volt és nagyobb a GSH
tartalom Osszehasonlitva az akut sebekkel. Az antioxidansok kompenzatorikus
tulprodukcidja magyarazhatja, hogy a megnovekedett ROS/RNS termelédés miért nem

okoz fokozott biomolekularis kiarosodast.

. A szérumvizsgalatok soran nem talaltunk jelentOs kiilonbséget az akut és kronikus
sebbel rendelkezé betegek és a kontroll csoport szérum mintainak biomolekula
karosodas marker szintjeiben, es a gyokfogo aktivitasban, glutation szintben, fehérje
oxidacioban ¢és a lipid peroxidacioban sem. Ez az eredmény magyarazhato azzal a
ténnyel, hogy a redox moddosulasok lokalizalva maradnak a seb teriiletén és a seb
kornyezetében, de szisztémasan nem okoznak jelentds kiilonbséget az akut és kronikus

sebbel rendelkez6 betegekben.

. A szovetkarosodas mértékére utaldo laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitas, a
vascularizacio kulcsmediatoranak a VEGF-nek a szintje, valamint a f6 granulocyta
toborzo faktor és inflammatorikus citokin, az IL-8 szint, illetve TNFa szintek
magasabbak voltak a kronikus sebek sebfolyadékaban 6sszehasonlitva az akut sebekkel.
Mindez gyulladasos kornyezetet sugall a kronikus sebekben, amely valoszintileg

velejardja a magasabb ROS/RNS species termelddésnek.

. A paronkénti kolcsonosségi viszonyt minden mért biokémiai paraméter esetében
elvégeztiik. Szignifikans korrelaciot talaltunk a kronikus sebbel rendelkez6 betegek
szérumaban mért protein karbonil szint és a lipid peroxidacio értékek kozott. Tovabba
a kronikus sebfolyadék mintakban a VEGF és a TNF-alfa szintek szintén szignifikansan
korrelaltak egymassal, ami arra utalhat, hogy a gyulladasos és oxidativ szignal indukalja
a VEGF expressziot a kronikus sebekben. Tovabba az akut sebekkel rendelkezo
betegek sebfolyadék mintaiban pozitiv korrelaciot talaltunk a lipid peroxidacio és a
glutation szintek kozott. Az altalunk mért redox és gyulladasos paraméter kozil (
szérum ABTS scavenger aktivitasa és a TNFa, IL-8 és VEGF szintek a sebfolyadékban)

pozitiv korrelaciot talaltunk az életkorral az Gsszes betegcsoportban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az oxidativ stressz kutatasa napjainkban reneszanszat éli. Vizsgalati eredmények sora
bizonyitja szerepét szamos betegségben. Az oxidativ stressz altal indukalt PARP aktivacio
szintén szamos pathofiziologiai folyamatban szerepet jatszik.

Vizsgalataink egyik f6 célja az volt, hogy megnézziik a PARilacio szerepét a bor élettani
folyamataiban ¢és a sebgyodgyulasra vonatkozéan. Munkank soran Kifejezetten az oxi-
dativ/nitrozativ stressz altal stimulalt PARilacionak a szerepét vizsgaltuk. Megnéztiik, hogy a
peroxinitrit-DNS karosodas- PARP aktivacio utvonal jelen van-e a sebgydgyulas folyamataban
akut és kronikus sebekben. Valamint célunk volt a redox kdrnyezet jellemzése a normal bérben
¢és a sebgyogyulas folyamataban oxidativ stresszmarkerek segitségével.

Vizsgalatainkban demonstraltuk a PAR jelenlétét keratinocitakban, sebocitakban, haj
folliculusokban, endothel sejtekben és a subcutan adipocitakban a normal bérben, jelezve azt,
hogy a PARP fiziologias funkciokat szabalyozhat ezekben a sejtekben.

Ismert, hogy az oxidativ stressznek szerepe van a sebgyogyulas bonyolult folyamataban, de
még sok a feltaratlan részlet. Vizsgalataink soran jellemeztiik az akut és kronikus sebek redox
kornyezetét. Eredményeink alapjan egyértelmi, hogy a redox kornyezet a kronikus emberi
sebekben kiilonbozik az akut sebektdl, amit az intenziv gyulladas és a magasabb antioxidans
szintek tiikkroznek. Az egyes ROS speciesek valamint a redox szignal mechanizmusok
szerepének tovabbi elemzése (follow-up vizsgalatok) célzott terapias lehet6ségeket is jelenthet
a jovoben az elhuzodo sebgyogyulas kezelésére.

Felvet6dik a kérdés, hogy vajon a sebfolyadékok vagy szérumok részletes redox- és
gyulladasos biomarker-profilja képes lesz-e prediktiv biomarkereket szolgaltatni a nem
gyogyuld sebek azonositasara. A peroxinitrit-termelés és a PARilaci6 is jelen van a kronikus
sebekben, és valosziniileg hozzajarul a szovetkarosodashoz. Ezen folyamatok szerepének
pontosabb tisztazasa normalis és patologias sebekben tovabbi vizsgalatokat igényel, melyekre
vonatkozoan mar elkezdtiik vizsgalatainkat.

Irodalmi adatok tamasztjak ala a PARP inhibitorok hatékonysagat szamos betegségben.
Kisérletes adatok felvetik az olaparib potencialis hasznossagat stlyos égési sériilések esetén,

illetve nem gyogyulo sebek esetén is.
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8. SUMMARY

Research on oxidative stress is experiencing a renaissance. A wealth of research has
demonstrated its role in many diseases. Oxidative stress-induced PARP activation is also
implicated in many pathophysiological processes.

One of the main aims of our studies was to investigate the role of PARylation in skin
physiological processes and wound healing. In our work, we specifically investigated the role
of PARylation stimulated by oxidative/nitrosative stress. We examined whether the
peroxynitrite-DNA damage- PARP activation pathway is present in the wound healing process
in acute and chronic wounds. We also aimed to characterize the redox environment in normal
skin and the wound healing process using oxidative stress markers.

In our studies, we demonstrated the presence of PAR in keratinocytes, sebocytes, hair follicles,
endothelial cells and subcutaneous adipocytes in normal skin, indicating that PARP may
regulate physiological functions in these cells.

Oxidative stress is known to play a role in the complex process of wound healing, but many
details remain unexplored. We have characterised the redox environment of acute and chronic
wounds. Based on our results, it is clear that the redox environment in chronic human wounds
is clearly different from that in acute wounds, as reflected by intense inflammation and higher
antioxidant levels. Further analysis of the role of specific ROS species and redox signalling
mechanisms (follow-up studies) may provide targeted therapeutic options for the treatment of
delayed wound healing in the future.

The question arises whether a detailed redox and inflammatory biomarker profile of
wound fluids or sera will be able to provide predictive biomarkers for the identification of non-
healing wounds. Peroxynitrite production and PARYylation are also present in chronic wounds
and are likely to contribute to tissue damage. Further studies are needed to clarify the role of
these processes in normal and pathological wounds, and we have already begun our
investigations.

Literature supports the effectiveness of PARP inhibitors in a number of diseases. Today,
FDA-approved PARP inhibitors are used in the therapy of tumours. Experimental data also

raise the potential utility of olaparib in severe burns and non-healing wounds.
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