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BEVEZETES

Az oxidativ stressz a legtobb betegség pathogenezisében tetten érhetd, és a nyomaban
aktivalodo DNS torést érzékeld és javitd rendszer elemei, mint példaul a poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) szintén sok korfolyamathoz jarul hozza. A disszertacido alapjat képezd
munkakban egyrészt a melanomak poli (ADP-rib6z) (PAR) statuszat és ennek a klinikai-
szOvettani  stadiumbeosztassal megfigyelhetd 0Osszefliggéseit vizsgaltuk, madasrészt a
diabéteszes retinopatia folyamataban kerestiik a redox diszregulacié iivegtestben jelen 1évo

jeleit.

1. APAR és PARP gatlok szerepe az onkologiaban

A boér malignus melanomaja (CM) a legmalignusabb bérdaganat. T6bb tipusa ismert,
leggyakoribb a felszinesen terjed6 melanoma (SSM), viszonylag gyakori forma a nodularis
melanoma (NM) és a lentigo maligna (LM). Kezelése els6sorban sebészi eltavolitas, attétek
esetén kemoterdpia, besugarzas.

Az uvealis melanoma (UM) a legyakoribb primer intraokularis rosszindulati daganat a
felnott korosztalyban. Az atlagos ttlélési id6 alacsony, ami a metasztazisok magas aranyaval
magyarazhat6. Miutan a tumor sokaig novekedhet tiinetmentesen, a kései felismerés miatt
mérete SOkszor konzervativ kezelést nem tesz lehetévé, és a miitéti megoldas gyakran a
daganatos szemgolyo eltavolitasa.

A bér és uvealis melanomak egymastol 1ényegesen eltérd klinikai lefolyast mutatnak,
ami nem meglepd, mivel eltéré a genetikai hatteriik, és a metasztatizalasuk modja. A szem
immunprivilegizalt volta -melyet a metasztatizal6é uvealis melanoma sejtek is megtarthatnak-
szerepet jatszhat az eltérd viselkedésben. Szamos gyogyszer, mely a bérmelanomaknal
terapids hatékonysaggal bir, az uvedalis melanomak illetve annak metasztazisa esetén
hatastalan. Mig a sulyos, metasztatizdlo CM-ban a BRAF mutacioé szerepe alapjan a BRAF
inhibitorok és MEK inhibitorok hatékonyaknak mutatkoztak, addig az UM gydgyszeres
kezelése maig sok kivannivalot hagy maga utan. Sajnos napjainkban még nem ismert olyan

gyogyszer, ami megnovelné a talélés esélyét, az onkologidban hasznalt kemoterapids szerek



itt hatastalanok. Ahhoz, hogy egyéb daganatokhoz hasonldan sikeres gyogyszeres kezelési
lehetdségek valjanak elérhetdvé, elengedhetetlen az UM biologiai viselkedésének molekularis

szintll vizsgalata, ismerete.

Szamos betegségben jol ismert a reaktiv oxigén ¢€s nitrogén tartalmil Szarmazékok
(ROS/RNS) pathogenetikai szerepe. A ROS/RNS okozta szovetkarosodasi utvonal egy késoi,
igy klinikai beavatkozasra is elegendd idot (széles terapids ablakot) engedd Iépése a PAR
metabolizmus fokozodasa. A PAR polimer a PARP enzim altal képzédik, melyet a NAD”
molekuldkbol ADP-riboz egységeket lehasitva és azokat polimerizalva alakitja ki. Ennek a
sokrétli biologiai funkcidval bird poszttranszlacids fehérjemodositasi folyamatnak szerepet
tulajdonitanak a sejthalal, a DNS hibajavitas, a replikacio, a transzkripcid €s differencialodas
A PARP legismertebb feladata a genom integritasanak fenntartisa. A PARP gatlasa soran
karosodik a bazis kivagasos hibajavitas. Bar a poli-ADP-ribozilaci6 DNS hibajavitasban
betoltott szerepe alapjan a mutdciok szamdnak fokozddasara ¢és daganatképzddésre
szamithatndnk a PARP gatlasa soran, kisérletes bizonyitékok allnak rendelkezésre arra
vonatkozoan, hogy PARP gatloszerek csokkentik a tumor kialakulasat és a metasztatizalasi

folyamatot is kedvezden befolyasoljak.

A PARP gybgyszeres gatlasa a HRR (homologous recombination repair) deficiencidval jard
BRCA mutacidval osszefliggésbe hozhatdé daganatokban mutatott effektivitast. igy BRCA
mutacioval jard ovarium karcinomak esetén mar a klinikumban is elfogadott
gyogyszercsoport. Hatdsa a ,,szintetikus letalitds” paradigman alapul. Vagyis, mig normal
sejtekben a HRR a DNS hibakat kijavitana, a homolog rekombinacié zavara és a nem
homolog DNS-repair gatlasanak egyiittes fennallasa a tumorsejtek halalat okozza. A PARP
gatloszerek egy Uj, izgalmas csoportja az onkoterapias repertoarnak, ugyanakkor a
melanomak esetében még kevés a tapasztalat ezen szerek hatékonysdgéaval kapcsolatban. A
PARP gatlok tobbféle protoonkogénnel mutatnak szintetikus letalitast, igy a BAP 1
csiravonalbeli mutacidja soran kialakuld daganatok esetében alkalmazott PARP gatld
hatasanak vizsgalatdban uvedlis melanomak esetekben is folynak klinikai tanulmanyok, mig
metasztatizalo bérmelanomak esetében PARP gatlo szert temozolomiddal kombinalva értek el
eredményt. A klinikai vizsgalatok sikeréhez, illetve tovabbi klinikai vizsgalatok megalapozott
tervezéséhez segithet hozza a PARP szerepének vizsgalata melanomak esetében. A daganatok
PAR tartalménak vizsgalata késdbbieckben a PARP gatlokra érzékeny betegcsoport

szelektalasara is lehetOséget teremt.



2. Oxidativ stressz a diabéteszes retinopatia (DRP) kialakulasaban

A hiperglikémiatol a diabéteszig, illetve a diabéteszes szovédmények, mint a DRP
kialakulasdban az oxidativ stressznek kiemelkedd szerepe van. Fiziologiasan a szénhidratok
lebontasat végzé anyagcsere folyamatokban termelédd elektrondonorok szabadgyokoket
termelnek, amit a szervezet antioxidans rendszere takarit el. Azonban a gliikoz vérszintjének
emelkedése esetén ez az egyensuly felborul, oxidativ stressz jon létre. Ebben a folyamatban
kiemelked6 szerepet jatszik az un. AGE (advanced glycation endproducts) vegyiiletcsoport.
Ezek a fehérje vagy lipid eredetli molekuldk a redukaldé cukrok, mint pl. a glikoz nem-
enzimatikus glikacidja soran alakul ki. Az AGE fontos faktora a diabétesz szovédményeinek
—kiilondsen a vaszkularis szovddmények- kialakuldsdnak. Termelddése sordn az excessziv
mennyiségben jelen levd glilkdz molekuldk és fehérjék szabad aminocsoportjaival labilis
Schiff bazis alakul ki, mely hosszabb idd alatt Amadori termékké alakul. Az Amadori
termékek tovabbi atalakulasaval jonnek létre az AGE-k hetek, honapok alatt. Az AGE illetve
prekurzorai  kovalens  keresztkotést  képeznek a  sejtmatrix,  bazadlmembranok,
érfalkomponensek fehérjéivel, azok funkcidjat megvaltoztatva. Specidlis sejtfelszini
receptorokhoz (pld. RAGEs (receptor for advanced glycation endproducts)) kapcsolédva
proinflammatorikus és prooxidans hatassal birnak, és a retinopatia kialakulasaban is szerepet
jatszanak. A diabéteszes betegek glikémias kontrollja, vagyis a vércukorszint megfeleld
beallitottsaga visszatiikrozodik a vér (és szovetek) AGE szintjében. A glikalt fehérjék-mint pl.
a glikalt hemoglobin Alc- elterjedten hasznalt a mindennapi klinikai praxisban. Informaciot
ad az elmult 6-8 hét szérum gliik6z szintjérdl. Az oxidativ stressz reaktiv molekulainak
kimutatasa ugyan nem konnyti, de az oxidativ folyamatban keletkezett stabilabb végtermékek
kimutatasa fontos informdciét adhat egy adott szerv oxidativ statuszardl. A fehérjék
oxidacigjat legjobban jellemz6 molekuldk egyike a fehérje-karbonil, elénye relativ korai
kialakulasa és stabilitasa. Az antioxidans védekezés egyik f6 enzime a redukalt glutation
(GSH), mely a glutation reduktaz segitségével alakul ki az oxidalt GSSG formabol. A

szovetek GSH szintje fontos informacidt ad a sejteket ért toxikus hatasrol.



CELKITUZESEK

Egyre tobb vizsgalat tisztdzza a szervezet anyagcsere ¢és daganatos megbetegedéseiben a PAR
szerepét. Ugyanakkor kevés azon munkak szama, ahol a biomarkerek szerepét a szem
megbetegedéseiben vizsgalja, human szovetekben és human eredetii szemmintakban. Az
oxidativ stressz szerepe a diabétesz ¢és DRP kialakuldsdban egyarant jol ismert. A rossz
glikémias kontroll, ami a proliferativ diabéteszes retinopathia (PDR) egyik f6 etiologiai
tényez6je ROS/RNS termelddést valt ki, mely oxidativ stressz kialakitasaval a diabétesz
szemszovodményeinek egyik legfontosabb etiologiai tényezdje. A stilyos PDR-ban szenvedd
betegeknél a szénhidrat anyagcsere megfeleld beallitdsa mellett sokszor sziikség lehet miitéti
beavatkozasra is. A vitrectomia sordn eltavolitasra keriil a szem belsejét kitoltd iivegtest, mely
a diabétesz anyagcsere termékeinek rezervoarja, a benne oldott anyagok jol tiikrozik a
retindban zajlo biokémiai folyamatokat.

Célunk volt:

1. Melanoma sejttenyészeten igazolni a PAR jelenlétét.

2. Malignus bdrmelanomak esetén megvizsgalni a PAR daganatszovetben valo
megjelenését, annak Gsszefiiggését a melanomak szdvettani alcsoportjaival, elemezni,
hogy a bdrmelanomaban észlelt PAR festddés mutat-e korrelaciot a betegség
stlyossagaval illetve a PAR festddés nemek szerinti eloszlasat megvizsgalni.

3. A malignus uvealis melanoma miatt eltavolitott szembdl késziilt metszeteken igazolni,
hogy az uvedlis melanomanal sok mdas rosszindulati daganathoz hasonldan
Osszefiiggést mutat-e a PAR tartalom a tumor kialakulésaval.

4. A tumormentes szemszoveteken a PAR eloszlasadt vizsgdlni a szem hatséd
szegmentumaban.

5. A PDR-ban a lokdlisan megjelend oxidativ stressz tobbféle folyamataban szerepld
oxidativ stressz markerek: a patogenezisben fontos szerepet jatsz6 AGE, a fehérje
oxidacidt jelzd fehérje-karbonil és az antioxiddns védekezd rendszert képviseld

glutation szintjének elemzése.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. PAR Kkimutatisa bér és uveilis melanoma szovettani metszeteken hisztokémiai
modszerekkel
Vizsgalatunk soran a Debreceni Egyetem Borklinikajan 2002-2007 kozott miitétileg kezelt
bérmelanémas betegek eltavolitott daganatdbol szdrmazdé bdérmintakat dolgoztuk fel. A
formalin-fixalt, majd paraffinba &gyazott, a szOvettani archivumban tarolt mintakat
retrospektiv dolgoztuk fel. A paraffin blokkokbol rutin szovettani metszeteket készitettiink, az
immunhisztokémiai vizsgalatokat ezeken végeztiik. A vizsgalt mintak Clark -V stadiumu
(Breslow 0,06-11,00 mm, Tla-4b) melanomak és bér melanoma metasztazisok voltak.
Szovettani besorolasuk alapjan 17 felszinesen terjed6 melanoma (SSM), 17 lentigo maligna
(LM), 17 nodularis melanoma (NM) ¢és 15 bér metasztazist vizsgaltunk. Kontrollként a
melanocitds névuszt és a névusz korili ép bort hasznaltuk.
Az uvealis melanoma vizsgalatihoz a mintakat a Semmelweis Egyetem Szemészeti
Klinikajan 2005-2006 kozott tortént enukleaciok soran diagnosztikus célra elkészitett
formalin-fixalt, paraffinba agyazott anyagbdl nyertiik. A szdvettani archivumban tarolt
bedgyazott mintakat retrospektiv dolgoztuk fel. A paraffin blokkokbol rutin szdvettani
metszeteket készitettiink, az immunhisztokémiai vizsgalatokat ezeken végeztiik: Osszesen 12

mintat, ebbdl 5 orso, 3 epitheloid és 4 kevert sejtes uvealis melanomat vizsgaltunk.

PAR festodés melanoma sejttenyészeten

A PAR festddés specificitasanak vizsgalatdhoz WM35 human melanoma sejtvonalat
hasznaltunk. A sejteket az ATCC-t6] (Manassas, VA, USA) szereztilkk be ¢s MCDB 153
médiumban (Sigma-Aldrich) tenyésztettiik, melyet 10% FCS-sel, 20% Leibovitz médiummal
(Life Technologies), 5 ul/ml marhainzulinnal, 1,68mM kalcium kloriddal, penicillinnel
(50 U/mL) és streptomycinnel (50 pg/mL) egészitettiink ki. A sejteket a tenyésztdémédiumban
kezeltiik H,O, —al 5 percig, 400 uM-os koncentracioban. A sejtek egy részét 30 percig 10
uM-os PJ34 PARP inhibitorral is el6kezeltiik. A sejteken a PAR immunfestést az alabb leirt
modon végeztiikk a deparaffinalasi, antigénfeltarasi 1épések elhagyasaval, metanol (100%, -
20°C, 5 perc) és paraformaldehid (4%-0s oldat PBS-ben, pH 7,4, 10 perc szobah6n) fixalast

kovetden.



PAR kimutatasa

A vizsgalatokban hasznalt anti-PAR antitest (10H klon) az Alexis Biochemicalstol,
(Lausanne, Svajc) szarmazik. Az immunfestési folyamathoz a Vector Elite ABC kitet (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) hasznaltuk. A PAR kimutatidsa, lokalizacioja
immunhisztokémiai modszerekkel tortént. Deparaffinalas utan az 5 um-es metszeteket H,O-
val [3% (v/v) metanolban] kezeltiik 20 percig az endogén peroxidaz aktivitas gatlasa céljabol.
Majd 5 perc PBS-ben torténé mosas utan 5 percig kuktaban melegitettilk a metszeteket
natrium-citrat pufferben (0,01 M, pH 6,0) antigén feltaras céljabol, majd a metszeteket
desztillalt vizben oblitettiik, és 5 percig PBS-ben mostuk. Ezutdn a nem-specifikus reakciok
kikiiszobolése céljabol 1% (w/v) marha szérum albumin és 1 % (v/v) 16 szérum keverékében
inkubdltuk szobahdémérsékleten 20 percig. Ezutdn egy ¢jszakan keresztiil blokkold oldatban
(1% BSA, 16 serum) oldott anti-PAR monoklonalis antitesttel inkubaltuk 4°C-on, majd 3x10
perces PBS-el torténd mosas utan ujabb inkubacié kovetkezett biotinalt masodlagos egér IgG
ellenes 16 antitesttel (ezt a Vector kit tartalmazta ¢és a blokkolo oldatban 1:600 higitasban
alkalmaztuk) szobahdmérsékleten 45 percig. Ismét 3x10 perc PBS mosds utan a metszeteket
2%-0s avidin—biotin—peroxidaz komplex (ABC) reagenssel kezeltiik 30 percig. Ismét 3x10
perc PBS mosas utan Ni-DAB szubsztrattal (1,6 mM 3,3’-diaminobenzidin tetraklorid, 140
mM NaCl, 90 mM NiSO,4, 100 mM Na-acetat, 3 mM H,0,, pH 6,6) reagaltattuk a metszeteket
4 percig. Majd 0.1M-o0s, 7,2 pH-s TBS -ben val6 6blités utan 3 perces inkubalas kovetkezett
0,5%-0s kobalt kloridban (0,1M-0s, 7,2 pH-s TBS —ben oldva) szinel6hivas céljabol.
Desztillalt vizes 6blités utan Chromotrop 2R (Chroma, Stuttgart, Németorszag) oldattal (500
mg/l Chromotrop 2R, 0,005% (v/v) ecetsav) hattérfestést végeztiink. Minden festési ciklusban
volt egy negativ immunhisztokémia kontroll (izotipus kontroll antitest). A kezdeti
vizsgéalatokban a melanin tartalm( sejtek feltételezett zavard hatdsa miatt a melanint
eltavolitottuk a metszetekbdl, de tugy tint, a melanin nem interferdl a PAR

immunhisztokémiai kimutatasaval, ezért ezt a 1épést a végsd procedurabol kihagytuk.

Oxidativ stressz markerek kimutatasa proilferativ diabéteszes retinopatiaban (PDR)

szenvedo betegek tivegtesti mintajabol

A vizsgalathoz PDR miatt muitétre keriild diabéteszes betegek iivegtesti mintait hasznaltuk fel.
Az livegtesti mintdkat vitrectomia soran nyertiik: a mitét elején higitatlan mintat vettiink

eppendorf csovekbe, ezeket -80 °C-on taroltuk feldolgozasig. 10 beteg livegtesti mintajat



vizsgaltuk meg kontroll csoporttal Osszevetve, amihez 8 epiretinalis membran miatt
vitrectomian atesett beteg tivegtesti mintait hasznaltuk.
A mintdkbol az aldbbi markereket vizsgaltuk meg, melyek a szemben zajlo oxidativ

stresszben érintett biokémiai folyamatokroél adnak informaciot.

2.a. Advanced Glycation End Products (AGE) meghatarozas
A glikalt proteinek mennyiségének meghatarozasahoz Oxi-Select Advanced Glycation End
Product Competitive ELISA Kitet (Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA) hasznaltunk a gyari

instrukcidknak megfelelden.

2.b. Fehérje karbonilacié meghatarozas

A ROS ¢és RNS molekulak képesek a fehérjék aminosav oldalldncait karbonillad oxidalni. A
fehérje-karbonil meghatarozashoz minden mintat desztillalt vizzel higitottunk a 20 pg/200 ul
koncentracioig. Ehhez 50 pl 80% os triklorecetsavat (TCA) adtunk, ezt centrifugaltuk, majd
jégen inkubaltuk 5 percig. Ezutdn 13000g-n 2 percig torténd centrifigdlds utdn a feliiluszot
eltavolitottuk, majd az tledéket Ujraiilepitettiik 500 pl jéghideg acetonban. Ezt -20°C—on
inkubaltuk 5 percig, majd ismét centrifugaltuk 13000g-n 2 percig. Az aceton eltavolitasa
utdna az lledéket 20 pl desztillalt vizben oldottuk, majd a fehérje karbonil kimutatasahoz az
OxyBlot Protein Oxidation Kitet (Merck Millipore, Budapest, Magyarorszag) hasznaltuk a
gyari instrukciok alapjan. A derivatizacio befejezése utan, a kinyert dinitrofenol terméket

spekrofotometriaval hataroztuk meg 405 nm-en.

2.c.  Glutation meghatarozas

A mintékat 10 percig jéghideg 10%-os TCA oldatban precipitaltuk. Majd 5000 g, 4 °C-on
torténd centrifugalas utan a feliiluszot hasznaltuk tovabbi vizsgalatokhoz. A glutation esszét
(GSH esszé) 96 lyuka lemezen végeztik. A mintdhoz natrium-foszfat puffert (1M) és
oftalaldehidet (0.5%) adtunk, €s 30 perces szobahdmérsekleten torténd inkubacid utan 390/
460 nm-en fluorescencidt mértiink. A feliiluszot N-etilmaleimiddel keverve hasznaltunk
vakként minden mintdhoz. A GSH-val standard gorbét készitettiink. A fehérje koncentraciot

BCA kolorimetrias modszerrel hataroztuk meg.

Statisztikai modszerek
A bor és uvea melanoma metszeteken a magfestddést szemikvantitativ modszerrel mértiik

egy szubjektiv skalan, két egymastol fiiggetlen gyakorlott vizsgéld altal. A skala pontjai: 0
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(negativ), 1 (alacsony), 2 (kdzepes), 3 (erds), 4 (nagyon erds). Az immunfestett lemezeket a
H&E festett parjukkal vetettiik 6ssze a melanocita eredetli festddés felmérése céljabol. A két
fliggetlen vizsgald altal értékelt festddési értéket atlagoltuk, majd korrelaltattuk a Breslow
index-el, Clark stadiummal és AJCC score-al a Graphpad és SPSS17 softverek segitségével.
A korrelaciot Spearman féle korrelacidos koefficiensel vizsgaltuk, a szignifikanciat p<0.05
hataroztuk meg.

A diabeteses és nem diabeteses mintak eredményeit Statisticall.0 szoftver segitségével
végeztik. A szamitdsokhoz a Mann-Whitney U Tesztet hasznaltuk. A kiilonbséget p<0.05

esetén tekintettiik szignifikansnak.



EREDMENYEK

1. PAR képzodés bor és uvealis melanomaban

l.a. Human melanoma sejttenyészeten 10H (PAR ellenes) antitesttel igazolhat6 a PAR

jelenléte H,O, kezelést kovetéen, mely a PARPi kezelt sejtekben nem észlelhetd.

1.b. A bérmelanomaknal a PAR magi fest6dését figyeltiik meg a tumorsejtekben. Bar a
festddés intenzitdsa meglehetdsen kiilonbozd volt, a festédés intenziven korrelalt a Breslow
indexel, Clark stadium beosztassal és az AJCC score-ral. Megfigyeltiik ugyanakkor, hogy ez a
korrelacio nébetegeknél sokkal kifejezettebb volt. A Spearman Kkorrelacios koefficiens és
szignifikancigja nobetegek esetében a fentiekhez hasonld sorrendben: r=0,6678 (p=0,0004),
r=0,5584 (p=0,0046), r=0,5486 (p=0,0055), mig a férfi betegek esetében az értékek r=0,3227
(p= 0,1006), r=0,2283 (p=0,2520) és r=0,3575 (p=0,067). A bérmelanémak esetében tehat a
PAR tartalom egyenes Osszefliggését talaltuk a klinikai stadium stlyossagaval, ami foként a

noknél volt kifejezett.

l1.c. A uvedlis melanomaknal vizsgéltuk a szem tumormentes részein a mag PAR
festodését, vagyis a szemgolyd hatsoé szegmentumanak azon részeit ahol a PAR fiziologiasan
is termelédik. A szemgolyo rétegei koziil a retinaban PAR festddést észleltiink a nuklearis
rétegek sejtmagjaiban illetve az érhartya ereinek a falaban.

A daganatos szoveten beliili PAR festddés valtozo volt. Tobb esetben is megfigyelhetd
volt az intenziv erek koriili festddése a tumorszovetnek. Az esetek alacsony szama miatt a
festddés intenzitasat nem korrelaltuk a tumor szdvettani tipusaval, bar jellemzden eltérd volt a

festddés intenzitasa az egyes tumor tipusok kozott.

2. Oxidativ stressz markerek proliferativ diabéteszes retinopatiaban (PDR)

szenvedo betegek iivegtestében

2.a. AGE szint az iivegtestben
Kivancsiak voltunk, vajon a diabéteszes betegek iivegtestében megfigyelheté-e a szérum
glikalt hemoglobin szint véltozasahoz hasonld fokozott glikacio. Vizsgélataink sordn a

kontroll csoporttal dsszevetve emelkedett AGE szintet talaltunk a PDR betegek iivegtestében:
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812.10 vs 491.69 ng/mg protein (p=0.058). Az eredmények arra utaltak, hogy az iivegtesti

cukorszint hasonléan valtozik, mint a szérumban vagy mas szervben.

2.b.  Oxidativ stressz az iivegtestben

Az oxidativ stressz a ROS ¢és RNS keletkezése ¢és elimindcidja kozotti egyensuly
felboruldsakor alakul ki. Ha a ROS/RNS eliminacidja csokken az antioxidans kapacitas
elégtelen mikodése miatt, fehérje oxidacio €s nitralés, lipid és DNS karosodasok jonnek 1étre.
A ROS ¢és RNS altal triggerelt oxidativ fehérjekarosodast jelzik az aminosav oldallancokon
megjelend karbonil csoportok. A fehérje-karbonil szamos oxidativ  stresszallapot
vizsgalatanak fontos biomarkere, és tObb betegségben, igy a diabéteszben is sejtdiszfunkciot
okoz. Vizsgalatunkban meghataroztuk a DRP betegek iivegtesti fehérje-karbonil szintjét. A
DRP betegek tivegtestében szignifikansan emelkedett szintet talaltunk (2.08 vs 0.67 As/100
pg protein; p=0.017) a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az eredmény ramutat, hogy az
oxidativ stressz a diabéteszes folyamatokban szerepet jatszik és a ROS/RNS molekuldk a

szem fehérjéivel reakcidba 1épnek.

2.c.  Antioxidans kapacitas az iivegtestben

A ROS/RNS termelddése mellett az antioxidans repertoar allapota ¢€s Osszetétele is
kulcsszerepet jatszik a szerv illetve szovet redox statuszaban. Ezért elemeztiilk a PDR betegek
tivegtestének antioxidans haztartdsat. Meghataroztuk az egyik legfontosabb endogén
antioxidans, a redukalt glutation (GSH) szintjét. A GSH szintet is szignifikdnsan
magasabbnak talaltuk a kontroll csoporthoz képest. (4.53 vs 2.34 umol/pg protein; p=0.019).
(p<0.05).
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KOVETKEZTETESEK

1. PAR képzodés bor és uvealis melanomaban

l.a.  Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a PAR mind a bér melanomakban (CM), mind
pedig az uvealis melanomaban (UM) képzddik.
1.b. Korabban a PARP-1 enzim expresszidjat kimutattdk human CM-ban és korrelaciot
allapitottak meg az expresszid intenzitasa és a tumor klinikai stddiuma kozott. Elsoként
publikaltuk ugyanakkor kiilonb6zé melanomak PAR tartalmat, ami jobban tiikrozi a sejtek
PAR metabolizmusat, mint a PARP-1 expresszio.
1.c. Eredményeink, melyek szerint a CM-ban a PAR tartalom korrelal a tumor Breslow
indexével, Clark stadiumaval és az AJCC score-al, terapias jelentéséggel birhatnak azoknal a
betegeknél, ahol a kemoterapia mellett PARP gatld kezelés is szdba jon. A bér melanoma
mintakban a melanoma sejtekben egyenletes PAR festddését talaltuk, ami arra utalt, hogy a
PAR szintézis nem annyira mit6zis fiiggd ezekben a tumorokban.
1.d. Megfigyeltiik, hogy CM-ban a PAR festddés és a klinikai stadium kozotti Gsszefiiggés
joval kifejezettebb volt a néknél. Kordbban mar ismert volt a nemek szerepe szamos
borbetegségben, igy CM-ban is, ugyanakkor a PAR-ilacio kiilonboz6 betegségekben betoltott
szerepének vizsgalata soran is talaltak nemi kiilonbséget.
l.e. Kimutattuk, hogy a PAR a tumormentes szemgoly6 bizonyos sejtjeiben: igy a retina
nukledris rétegében és az érhartya ereinek falaban is kimutathato.
1.f.  Els6ként vizsgaltuk a PAR megjelenését UM-ban. Az UM metszetekben intenziv PAR
festddeés volt jellemzd a tumor ereinek sejtjeiben illetve az erek koriili tumorszdvetben. Ez
utalhat arra, hogy a PAR szintézis a tumor oxigenizacioval fiigg Ossze. A daganat sajat
ereinek  kialakuldsa, vérellataisa fontos a tumorszévet megfeleld oxigén ¢és
tapanyagellatasdhoz.

A PARP gatlok napjainkban az onkoldgiai gyakorlat elfogadott gydgyszereivé valtak.
A PARP gatlok megjelenése nagy reményeket kelt a BRCA mutacioval illetve a homolog
rekombinacié zavaraval jaré tumorok kezelésében. Miutdn a boér és uvedlis melanomak
klinikai viselkedése egymadstol eltérd, melynek hatterében tobbek kozott az eltérd
protoonkogén spektrum is allhat, fontos lehet annak ismerete, hogy egy esetleges PARP gatlo
kezelés a melanoma altal involvalt szerv mely részeit éri el, amire a PAR eloszlas alapjan

kovetkeztethetlink. Mivel a melanoma eltérd stddiumaiban egyénenként eltéré PAR festddést
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talaltunk a CM esetekben, sziikséges lehet a PARP gatlo kezelésre valod kivalasztasban a

betegek gondos szelektalésa.

2. Oxidativ stressz markerek vizsgalata diabétesz eredetii retinopatiaban
Uvegtesti mintakban vizsgaltuk a PDR-al dsszefiiggésbe hozhat6 oxidativ stresszhez vezetd
folyamatok markereit. Mar korabban ismert volt, hogy a fehérje glikaci6 markere az AGE
szintje emelkedik diabéteszes betegeknél. Akar kozel optimalis szénhidrat anyagcsere
beallitas mellett is eléfordulhat a vércukor szint olyan ingadozasa, mely hatdsara a vér és
kiilonb6z6 szovetek fehérje glikacioja fokozodhat. Diabéteszben AGE-k keletkeznek a
szemben, kdozremiikodve a diabétesz komplikacidinak kialakulasaban.

2.a. A PDR-s betegek iivegtestében emelkedett AGE szintet talaltunk, ami utalhat a
szemen beliili gliikéz szint emelkedésére. Miutdn a szisztémas keringés €s iivegtest kozotti
metabolikus equilibrium kialakulasa lasst, ezért az iivegtestben mért magas AGE szint a
hiperglikémia tartds fennallasara utal betegeink esetében, masrészt a proliferativ stddiumba
val6 atmenet kialakitdsaban is szerepet jatszhat.

2.b. A szoveti oxidativ stressz jellemzdéje az oxidativ protein, DNS és lipid médositas. A
fehérjeoxidacio markereként megmeértiik az livegtest fehérje-karbonil tartalmat. A diabéteszes
betegek emelkedett iivegtesti fehérje-karbonil szintje alatamasztja azt a feltételezést, hogy az
livegtest is része a szem diabéteszes eredetii oxidativ kornyezetének. Az iivegtest fehérjékben,
kiilonosen albuminban és 11 tipusu kollagénben gazdag, igy a RON/RNS szarmazékok nagy
valosziniiséggel talalnak fehérje célpontot. Ugyanakkor korabbi vizsgalatok alapjan az
emelkedett fehérje-karbonil szintet egy sulyosabb oxidativ hatasnak tulajdonitjuk, ami
szerepet jatszhat a szovédmények kialakulasaban. Igy felveti lehetdségét karbonilacio gatlok
jovobeli klinikai alkalmazéasanak is.

2.c. Oxidativ stressz jelenléte mellett értelemszeriien az antioxidans rendszer is
miikddésben 1ép. Korabbi vizsgalatok alapjan azt vartuk, hogy a fokozott igénybevétel miatt a
diabéteszes betegek tivegtestében az antioxidans kapacitas is csokken. Munkankban az egyik
f6 antioxidans enzim, a redukalt glutation (GSH) szintjét vizsgaltuk tivegtestben. Els6ként
irtuk le, hogy a PDR betegek iivegtestében emelkedik a GSH szintje a kontroll szemekhez
viszonyitva. Ezt a megnovekedett terhelésre kialakult adaptiv valasznak tekintettiik,
hasonléan ahhoz, ahogyan azt korabban PDR betegeknél megfigyelték az extracellularis
szuperoxid-dizmutaz esetében. Vizsgalataink alapjan a redox homeosztazis jelentds
atrendezddése figyelhetd meg a diabéteszes betegek iivegtestében, mely magyarazatot adhat a

DRP patomechanizmusanak egyes 1épéseire.
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