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BEVEZETES

Oxidativ stressz, antioxidans rendszerek

Az oxidativ stressz kutatasa napjainkban reneszanszat éli. Vizsgalati eredmények sora
bizonyitja szerepét szamos betegségben. Az oxidativ stressz altal indukalt PARP aktivacio
szintén szadmos pathofiziologiai folyamatban szerepet jatszik. Az oxidativ stressz a
szervezetben zajlo oxidacios folyamatok és ezek megakadalyozasat végz6 un. antioxidans
rendszerek kozotti egyensuly felboruldsa az el6bbick javara. Oxidativ stresszt a fokozott
szabadgyok termel6dés mellett, a csokkent lebontas, azaz az antioxidans rendszerek koros

mukodése is okozhat.

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 szervezet ezért nem a
szabadgyokok teljes eliminalasara torekszik, hanem a megfelel6 pro- és antioxidans egyensuly
fenntartasara. Az endogén oxidansok koziil kiemelendéek a ROS-ok, melyek fiziologias
folyamatokban vesznek részt, fontos szerepet jatszanak a sejtek jelatvitelében és
homeosztazisaban, illetve a korokozok elleni nem specifikus védelemben, de nagy
mennyiségben termelédnek gyulladasban is. A legismertebb ROS a szuperoxid (O2*) és a
hidroxil gyok (OH), a hidrogén-peroxid (H202). A legismeretebb reaktiv nitrogén
szarmazékok (RNS) a nitrogén monoxid (NO<’), és a peroxinitrit (ONOO-). A nitrogén
monoxid (NO«) fontos cellularis jelatviteli molekula, de alapvetd szerepe van a neuroldgiali,
fiziologiai ¢és immunologiai folyamatokban, a keringés szabalyozasban. Gyulladasos
peroxinitrit (ONOO-) keletkezik, mely makromolekulakat karosithat, DNS toréseket hoz 1étre,
illetve jelatviteli ttvonalak miikodését befolyasolja. A tirozin nitralasa révén létrejott
nitrotirozin, az in vivo termel6dd peroxinitrit jelenlétére utal. Az endogén oxidansok mellett
szamos Kiils6, toxikus tényezé indithat be vagy fokozhat oxidativ folyamatokat (exogén
oxidansok). Ezek koziil kiemelhet6 az UV-sugarzas, 1égszennyezddés (cigarettafiist), ionizalo

sugarzasok.

A szervezetben fiziologias koriilmények kozott termelédé oxidativ molekulak
egyensulyban tartasa érdekében a szervezet sajatos védelmi, eltakarito, tn. antioxidans
rendszert hozott létre. 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 molekulastilyll antioxidansok, melyek a mar
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beindult szabadgyokos lancreakciokat allitjak le (pl.aszkorbinsav, glutation). Az antioxidans
védekezO rendszer harmadik vonala a mar kialakult sériilések eltavolitasa, a hibas részek

kijavitasa (pl.: DNS-repair enzimek, h6sokk fehérjék, chaperonok).

Ma mar szinte nincs olyan betegség, allapot, amelynek patomechanizmusaban a
szabadgyokok karositdo hatasat ne mutattak volna Ki, szerepe van pl. arteriosclerosisban,
ischaemia/reperfiizido okozta karosodasban, gyulladasokban, daganatokban, diabéteszeben. 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 reakcid soran
atalakult stabilabb molekulak, megvaltozott szerkezetii fehérjék, lipidek, DNS, vagy stabil
metabolitjaik (nitrat, nitrit) kimutatasa torténik. Az oxidativ stresszt vizsgalhatjuk az

antioxidans rendszer elemeinek kimutatasaval, mérésével is.

Poli-ADP-ribozilacio

Mara mar a legtobb betegségben jol ismert a reaktiv oxigén és nitrogén tartalmu
intermedierek pathogenetikai szerepe. A ROS/RNS indukalta szovetkarosodasi Utvonal egy
kés6i 1épése a poli(ADP-rib6éz) (PAR) metabolizmus fokozodasa, mely igy klinikai
beavatkozasra alkalmas széles terapias ablakot biztosit. A poli-ADP-ribozilacio egy Osszetett
regulacios mechanizmus. A poli(ADP-riboz) a sejtmag egyik legnagyobb mennyiségben
megtalalhat6 fehérjéje. A poli-ADP-ribozilacio soran a poli(ADP-rib6z) polimerazok (PARP)
a NAD+-ot nikotinamidra €s ADP-ribézra hasitjak, majd ezekbdl hosszu, elagazdé (ADP-
riboz)n polimereket szintetizalnak megfeleld akceptor fehérjék glutamat oldallancahoz
kapcsolva. A PAR polimerek lebontasat a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) és az ADP

ribozil protein liaz végzi.
Poli-ADP-ribozilacié biolégiai szerepe

Miutan a PARP-1 nagy mennyiségben megtalalhatdé a sejtmagban, DNS karosodas
hatasara azonnal, nagy mennyiségben tud aktivalodni. A PARP-1 elsddleges feladata a genom
integritasanak fenntartasa, a DNS karosodasok kijavitasa. Fiziologias allapotokban a poli-ADP-
ribozilacio, illetve a PARP-1 mas fehérjékkel valo interakcigja befolyasolja a kromatin
szerkezetet, szerepet jatszik a DNS repairben, a genom organizacioban és a genom stabilitas

megorzésében, a replikacio, transzkripcio, proliferacio, differencialodas, az anyagcsere €S a


https://hu.wikipedia.org/wiki/Betegs%25C3%25A9g
https://hu.wikipedia.org/wiki/Szabadgy%25C3%25B6k%25C3%25B6k

sejthalal szabalyozasaban (nekrozis/apoptozis) is. PARP gatlasa soran karosodik a bazis
kivagasos hibajavitas (base excision repair - BER), melynek feladata a mutagén bazisok
kivagasa ¢s cseréje. A poli(ADP-riboz) metabolizmust gatlo beavatkozasokkal, a PARP enzim
gatlasaval (pl. nikotinamid, benzamid, 3-aminobenzamid), illetve PARP gén hianyos
allatmodellek vizsgalataval kimutattak, hogy a PARP talmiikddése szdmos oxidativ stressz
medialta korfolyamatban vesz rész, igy PARP gatlok hatékony terapiat jelenthetnek ezen

patholdgias allapotokban.
Poli-ADP-ribozilacié a bérben

Elséként Hinshaw és mtsai bizonyitottak, hogy a bérben is térténik PARP aktivacio
kénmustar (egy citotoxikus, DNS karositéo anyag) hatasara. Késobb Farkas és mtsai a PARP
aktivacio szerepét irtak le UV expozicio altal kivaltott égésben. Szabd és munkatarsai HaCaT
sejteken vizsgaltdk a peroxinitrit citotoxikus hatasat, illetve a késéi tipusi kontakt
hiperszenzitivitasban a peroxinitrit- DNS karosodas - PARP aktivacids Gtvonal jelenlétét. Virag
¢s munkacsoportja vizsgalta a PARilacio szerepét UV-fény keratinocitakra kifejtett hatdsaban.
A PAR jelenlétét bértumorokban is vizsgaltak. A tumorsejtekben 1évo fokozott oxidativ stressz,
illetve a tumorsejtek hypoxiaja is okozhat PARP aktivaciot, amit a tumor koriili erek intenziv
PAR festése jelez. A PAR kimutatasanak jelent6ségét az adja, hogy a PAR metabolizmus fontos
target lehet a melanoma malignum adjuvans kezelése soran. Munkacsoportunk PAR jelenlétét
tudta kimutatni melanoma malignumban is, a pozitivitas intenzitasa korrelalt a tumor invazios
mélységével (Clark stadium) és vastagsagaval (Breslow index). Mivel kiilonb6z6 tumorokban
mar klinikai kiprobalasok folynak PARP gatloszerekkel, ezért a PAR tartalom meghatarozasa
segitséget nyujthat a PARP gatlokkal végzendd daganatellenes terapia hatékonysaganak

elorejelzésében.

Sebgyégyulas folyamata fiziologias allapotban, akut sebek

A sebgyogyulas egy komplex tobbfazisu folyamat, amelynek soran a bér és a bor alatti
szovetek sériilés utan helyreallnak. Ezen komplex regulaciés folyamat felborulasa a
sebgyogyulas elhuzddasahoz vezethet. A kiilonb6z6 kronikus sebek kozos jellemz6i a hipoxia,

a perzisztalo gyulladas, a bakterialis kolonizacid €s a megvaltozott stresszvalasz.

Normal sebgyogyulas folyamata



A normal sebgyogyulas 6-7 napot vesz igénybe. A haemostasis szakaszban koagulacio
¢és vasokonstrictio torténik, melyben a thrombocytaké a f6szerep. Fibrin aktivalodas, vérrog
képzédés csokkenti a vérzést, a thrombocytak, endothel sejtek, keratinocytak altal termelt
novekedési faktorok (EGF, TGF alfa, béta, PDGF) beinditjak a sebgydgyulas kovetd szakaszat.
A masodik, 1-3 napig tarto gyulladdsos szakban kiilonbdz6 immunsejtek hatolnak be a sebbe,
a f6 szerep a neutrophil sejteké és makrofagoké, melyek eltakaritjak a szovettormeléket,
baktériumokat. Ezek mellett endothel aktivalodas, pro-inflammatorikus citokinek (pl. IL-1B,
IL-6, TNFa, IFN), novekedési faktorok (PDGF, TGFp), proteolitikus enzimek, ROS/RNS
specieszek aktivalodasa is segiti a folyamatot. A harmadik granuldcios és profilerdcios szakasz
a 3. naptol a 3. hétig tart. Ebben a szakban fibroblasztok aktivalodasa révén kotészovet
felhalmozodas, extracellularis matrix termelése torténik, tovabba neoangiogenezis,
lymphangiogenezis. A folyamatban szamos citokin, novekedési faktor vesz részt, igy
transzformalo ndvekedési faktor-p csalad, az interleukin (IL) csaléd és az angiogenezis faktorok
(pl. VEGF-vaszkularis epidermalis novekedési faktor). A sebgyodgyulas utolsd 1épése az
epithelizacios vagy remodelling fazis a 7. naptol a kb. 6. hétig tart. A keratinocitak migracioja,
granulacios szovetre jellemzé III. tipust kollagén fokozatosan lebomlik, felvaltja az

szilardsagot biztositd 1. tipust kollagén.

Kdros, elhizodo sebgyogyulas, kronikus sebek

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 torténik meg 6 héten beliil,
ilyenkor altalaban perzisztalo gyulladas all fenn, melyet altalaban perzisztaldé granulacids,
proliferacios stadium kovet. Kronikus sebek esetében az epithelizacio, remodelling is
elhuzodo, részleges vagy nem kovetkezik be. A sebgyogyulast szamos tényezé késlelteti,
leggyakoribbak a karosodott lokalis keringés, a hypoxia, vénas pangds, fesziilés a
sebszélekben, infekciok, kronikus gyulladds, tdplalkozasi problémdk, malnutricio,
immunszuppresszi6 vagy a metabolikus diszregulacio, kiilonds tekintettel a diabetesre. Szamos
tanulmany mellett sajat vizsgalataink is azt bizonyitjak, hogy az oxidativ stressznek szerepe

van anem gyogyulo sebek patogenezisében.

Oxidativ stressz a sebgyogyulasban, antioxidansok szerepe a sebgyogyulasban



Egyre tobb kutatdsi eredmény bizonyitja az oxidativ stressz szerepét a sebgyogyulasban.
A folyamatban fontos szerepe van a ROS-nak, kis mennyisége nélkiilozhetetlen mediator az
intracellularis jelatvitel szdmara. A nagy mennyiségben jelen levé ROS negativan befolyasolja
a sebgyogyulast. A legtobb vizsgalatban a sebekben 1évé ROS szintet kozvetett modon, a
lipidek, fehérjék oxidacios termékeinek elemzése révén hatarozzak meg. Leirtak a
novekedését kronikus sebekben, tovabba oxidativ stressz altal kivaltott fokozott fehérje
karbonilaciot jelenlétét. Van vizsgalati eredmény arra vonatkozdan is, hogy a peroxinitrit
jelenlétére utald nitrotirozin is fokozottan lehet jelen a sebekben. Szamos allatkisérletben
bizonyitottak, hogy az alacsony tomegii antioxidansok (pl. E-vitamin, C-vitamin, glutation)
csokkent szintje kapcsolodik a karosodott sebgyogyulashoz, igy leirtdk — diabeteszes
allatmodellben is. Az alacsony molekulatomegii antioxidansok mellett szamos ROS
antioxidans enzim (SOD, katalaz, glutation peroxidaz, peroxiredoxinok, hem oxigenazok) is
kulcsfontossagt a sejtek redox egyensulyanak szabalyozasaban.. A SOD-k sebgyogyulasban
betoltott szerepét vizsgaltak ischaemias seb allatmodellben, ahol elésegitette a gydgyulast.

Poli-ADP-ribozilacio lehetséges szerepe a sebgyogyulasban

A cukorbetegség és az ischaemia az alsé végtagok nem gyogyuld sebeinek két 6
etiologiaja. A cukorbetegségbdl szarmazo hiperglikémia és az ischaemiabdl szarmazoé oxidativ
stressz aktivalja a PARP-1-et, amelyrdl ismert, hogy a DNS-hibajavitasban betdltott szerepe
mellett szamos sejtfunkciot befolyasol. Bizonyitott, hogy mind a diabetes mellitus, mind az
ischaemia indukalja a PARP-1-et, és szamos PARIlacioval kapcsolatos reakcié (oxidativ
stresszvalasz, gyulladasos citokinek és kemokinek expresszioja, sejtproliferacio és migracio)
nagyon fontos szerepet jatszik a sebgyogyulasban. A PARP-1 diabéteszes sebekben betdltott
szerepére vonatkozoan még sok a tisztazatlan részlet. A sebgyogyulas gyulladdsos szakaszdban
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. A proliferdcios szakban a PARP gatlasa az

angiogenezis fokozasa és a granulacios szovetképzodés javitasa érdekében torténhet. Tobb adat

crer

crer

migraciojat, PARP-1 knockout sebgyogyulds modellben fokozddott az angiogenezis. A
sebgyogyulas remodelling szakaszaban a PARP gatlasaval a allatmodellen hegesedés

csokkentése érhetd el.



CELKITUZESEK



Vizsgalataink egyik f6 célja volt, hogy megnézziik a poli-ADP-ribozilacié (PARiléacio)
szerepét a bor élettani folyamatdban és a sebgyogyulasra vonatkozdéan. Munkank soran
kifejezetten az oxidativ/nitrozativ stressz altal stimulalt PARilacionak a szerepét vizsgaltuk.
Megnéztiik, hogy a peroxinitrit- DNS karosodas- PARP aktivacios utvonal jelen van-e a
sebgyogyulas folyamataban akut és kronikus sebekben. Valamint célunk volt a redox kornyezet
jellemzése a normal boérben és a sebgyogyulas folyamatdban oxidativ stresszmarkerek

segitségével valamint antioxidans kapacitas mérésével.

Vizsgalataink soran a kovetkezo kérdésekre kerestiink valaszt:
1. Kimutathato-e PAR /poli(ADP-ribdz)/ a normal bérben, ha igen akkor a bér mely sejtjeiben?

2. Kimutathat6-e a NO ¢és a szuperoxid reakcidja soran keletkezd peroxinitrit a kronikus sebek
szOvettani mintaiban, és ha igen, akkor van-e kiilonbség jelenlétében a normal borrel

dsszehasonlitva?
3. Kimutathat6-e PARP aktivacid a kronikus sebekben?

4. Ha a peroxinitrit- DNS karosodas- PARP aktivacios utvonal kimutathato a sebgyogyulas

soran, van-e szerepe a sebgyogyulas folyamataban, befolydsolja-e az elhuz6do sebgyogyulast?

5. Kimutathato-e oxidativ stresszre utald biomolekula karosodas akut és kronikus sebben

szenveddk sebfolyadékaban, ha igen, van-e kiilonbség jelenlétiikben?

6. Antioxidans kapacitasban van-e kiilonbség az akut és kronikus sebben szenveddk

sebfolyadékéaban?

7. Kimutathat6-e oxidativ stresszre utalo biomolekula kérosodés és antioxidans kapacitas akut

és kronikus sebben szenveddk szérumaban, és ha igen van-e kiilonbség jelenlétiilkben?

8. Van-e kiilonbség a gyulladdsos mediadtorok termelddésében akut és kronikus sebekben, ha

igen, a kiillonbség megnyilvanul-e a szérumban és a sebfolyadékban is?

9. A mért adatok kozott vannak-e korrelaciok, és ha igen, milyen 0sszefliggések allnak fenn?

ANYAGOK ES MODSZEREK



A munkank soran alkalmazott anyagokat ¢s moddszereket terjedelmi okok miatt a

tézisben nem ismertetem, az értekezés 3. fejezetében megtalalhato.

EREDMENYEK

1. Immunhisztokémiai vizsgalatok a normal bérben és kronikus sebekben:

1.1. A poli(ADP-rib6z) /PAR/ vizsgalata a normal bérben

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) aktivitas kimutatiasara az enzim végtermékét a
poli(ADP-rib6z) (PAR) jelenlétét vizsgaltuk normal bérben immunhisztokémiai modszerrel.
A normal bérben PAR szamos teriileten kimutathato: az epidermisben a keratinocitakban, a haj
follikulusok sejtjeiben, a dermisben az endothel sejtekben, és az érfal egyéb sejtjeiben,
sebocytakban, a sebaceus mirigyek sejtjeiben és a subcutan zsirszovet adipocytaiban. Jelen volt

PAR pozitivitas a melanocytas naevusokban is.

1.2. Nitrotirozin és PAR vizsgalata krénikus sebekben

A mintak kronikus vénas elégtelenség kovetkeztében kialakult ulcusok széli részébol
szarmaztak. Ezen szovetekb6l késziilt metszeteken immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink nitrotirozin és PAR kimutatasra. Kontrollként normal bort hasznaltunk. Mind a
nitrotirozin, mind a PAR intenzivebben Vvolt jelen a vénas sebekben a kontrollhoz képest. A
normal bérmintakban gyenge nitrotirozin és PAR festodés volt detektalhatdo vagy nem volt
festodés. A semiquantitativ analizis szignifikansan emelkedett nitrotirozin és PAR festddést

mutatott a sebalapok teriiletén és az ulcus sz€li részein a normal bérhéz képest.

2. Sebfolyadék és szérummintak vizsgalata

A sebgyogyulas folyamataban jelen 1évé redox homeosztazis jellemzésére
megvizsgaltuk a reaktiv oxigén ¢és nitrogén intermedierek (ROS/RNS) és az antioxidans
rendszerek (gyokfogo kapacitas €s glutation szint) jelenlétét. Vizsgalatainkat sebfolyadék és
szérum mintakbol végeztiik.

2.1. Biomolekulak karosodasanak és az antioxidansok szintjének mérése sebfolyadékban
akut és kronikus sebben szenvedoknél
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A két betegcsoportban, vagyis az akut és kronikus sebben szenveddk sebfolyadék
mintaiban nem volt szignifikans kiilonbség a fehérje oxidacioban és a fehérjék tirozin
szignifikansan nagyobb volt az akuthoz képest. Tovabba a gyokfogod kapacitas, valamint a f6
antioxidans, a glutation szint is szignifikansan magasabb volt, a kronikus sebek nagyobb

antioxidans kapacitassal rendelkeznek az akuthoz képest.

2.2. Biomolekulak karosodasanak meghatarozasa és az antioxidans szint mérése akut és

kronikus sebben szenvedok és egészséges kontrollok szérumaban

A sebbel rendelkez6k szérum mintaiban nem volt jelent6s kiilonbség az akut és kronikus
ulcusos betegek kozott. A protein karbonil és a lipid peroxidacié enyhén, de szignifikansan
kisebb mértékti volt a kronikus sebbel rendelkezé betegek szérumaiban az egészséges
kontrollokhoz képest. A lipid peroxidacié termékek szintjei szintén alacsonyabbak voltak az
akut sebbel rendelkez6 betegek szérumaiban, dsszehasonlitva a kontrollal.

A protein tirozin nitracioban nem volt jelent6s kiilonbség a sebben szenveddk szérumaban és
az egészséges kontroll csoportban, de a kronikus sebbel rendelkezé betegek szérumaban
alacsonyabb nitrotirozin szint volt mérhetd az akut sebekhez képest.

Az akut és kronikus sebben szenvedd betegek szérumaiban a gyokfogé kapacitas és az

antioxidans szintekben nem volt jelent6s kiilonbség az egészséges kontrollhoz viszonyitva.

2.3. Sebgyégyulas folyamataban jellemzé markerek vizsgalata akut és kronikus sebben

szenvedok sebfolyadékaban és szérumaban, tovabba egészséges kontroll szérumban

A szovetkarosodas mértékére utalo laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitas, a granulocita
kiaramlasra, infiltraciora utalé IL-8 szint, a gyulladas mértékére utalo TNF-alfa szint és a
vascularizacié mértékére utalo VEGF szintek a kronikus sebben szenveddknél szignifikansan
magasabbak voltak a betegek sebfolyadékaban az akut sebekhez képest. De a betegek

szérumaban ezek a biomarkerek nem voltak detektalhatok.

3. Osszefiiggések keresése a mért biokémiai paraméterek kozott
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A paronkénti korrelaciot minden mért biokémiai paraméter esetében elvégeztiik.
Szignifikans korrelaciot talaltunk a kronikus sebben szenveddk széruméaban mért protein
karbonil szint és a lipid peroxidacio értékek kozott. A kronikus sebfolyadék mintakban a VEGF
¢és a TNF-alfa szintek szintén szignifikansan korrelaltak egymassal. Tovabba az akut sebekkel
rendelkez6 betegek sebfolyadék mintaiban pozitiv korrelaciot talaltunk a lipid peroxidacio és a
glutation szintek kozott, mig a tirozin nitracido és a gyokfogé kapacitas kozott forditott

korrelaciot talaltunk.

4. 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 kiilonbozoé
¢letkori eloszlasu. A betegpopulacionk atlag é¢letkora a kronikus sebbel rendelkezé betegek
esetén 66,5, mig az akut sebbel rendelkez6k atlagéletkora 45,5 év volt. Mivel a redox kornyezet
valtozhat a korral, a korrelacios analizissel probaltuk kizarni annak a lehetéségét, hogy a két
vizsgalati csoport kozotti kiillonbségek azért voltak, mert a betegcsoportok az atlagéletkorban
kiilonboztek. Valdjaban 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.

MEGBESZELES

12



1. Poli-ADP-ribozilacio a normal bérben

Vizsgalataink soran el6szor igazoltuk a poli(ADP-rib6z) jelenlétét a normal borben. Az
epidermis f6 sejtjeiben, a keratinocitakban mar korabban leirtdk a PARP-1 expressziojat.
Ezenkiviil szamos kutatocsoport bizonyitotta a PARP-1 domindns expresszidjat a tenyésztett
primer keratinocitakban ¢s HaCaT sejtekben. A keratinocitakban a PARP-1 aktivalodasat
Osszefliggésbe hoztak gyulladasos borbetegségekkel és a napégéssel is. Azt is kimutattak, hogy
a PARP-1 szabalyozza a gyulladasos citokinek és kemokinek (IL-1, TNF- a, MIP-1a, MIP-2,
MCP-1 sth.) expressziojat és az oxidativ stressz altal kivaltott sejthalalt. Jelen vizsgalataink
soran Kimutattuk, hogy a PAR jelatviteli molekulaként is szolgalhat a keratinocitakban, mivel
a polimer kimutathato 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 PARilacio szerepet jatszik a proliferacio szabalyozasaban. A
PAR polimereket a sebocitakban és az adipocitakban is kimutattuk, ami a PAR 1j szerepére
utalhat ezekben a lipideket felhalmozo sejttipusokban. A PARP-1 adipocitakban betoltott
szerepét mar felvetették, azonban a PARP-1 ¢rett adipocitakban vald jelenlétét
munkacsoportunk irta le el6szor. Az utdbbi években tobb tudomanyos kdzlemény is beszamolt
a PARP zsiranyagcserében betoltott szerepérdl. lrodalmi adatok alapjan valdszini, hogy a
PARP-1 kotodését az aktiv sejtmag receptorokhoz a DNS-szal torés inditja el a receptor

aktivalodasa soran, igy valosziniileg ez a magyarazata a PAR jelenlétét ezekben a sejtekben.

2. Oxidativ-, nitrozativ stressz akut és kronikus sebekben

A sebgydgyulas Osszehangolt biokémiai torténések sorozata. A ROS/RNS speciesek
alapvetd szignalizaciés Szerepet jatszanak a gyogyulasi folyamatban példaul a
sejtproliferacioban és az angiogenezisben, tovabba hozzajarulnak a patogének elleni
védelemben. Ugyanakkor a fokozottan termel6do reaktiv intermedierek a redox homeosztazis
egyensuly felborulasahoz vezethetnek, ami elhtiz6dé sebgyogyulashoz vezethet példaul
diabéteszben, kemoterapia, sugarkezelés, illetve steroid kezelés soran. Nem teljesen tisztazott,
hogy a redox kornyezet hogyan valtozik akut és kronikus sebekben, kiilonboznek-e egymastol.

Tovabba az sem ismert hogyan valtozik a redox kornyezet a sériilt szovetekben, és hogy
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tikrozodik ez a szérumban. A folyamat jobb megértéséhez célunk a redox kornyezet jellemzése
volt akut és kronikus sebekben.

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 jelenlétiikkben a 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, de az akut és kronikus sebek kozott nem volt szignifikans intenzitas
kiilonbség. A lipid peroxidacio egy Kicsit intenzivebb volt a kronikus sebfolyadékokban, mig a
tirozin nitralasban nem volt kiilonbség az akut és kronikus sebbdl szarmazo sebfolyadékok
kozott. Az akut és kronikus sebek antioxidans profilja azonban szignifikansan eltér egymastol:
a kronikus sebeknek nagyobb gyokfogo aktivitasuk volt és nagyobb a GSH tartalom

Osszehasonlitva az akut sebekkel.

3. A sebgyogyulas soran kulcsfontossagu biomolekulak akut és kronikus sebekben

A szovetkarosodas mértékére utalo LDH aktivitas, a vascularizacié kulcsmediatoranak
a VEGF-nek a szintje, valamint a f6 granulocyta toborzé faktor és inflammatorikus citokin, az
IL8 szint, illetve TNFa szintek magasabbak voltak a kronikus sebek sebfolyadékaban
osszehasonlitva az akut sebekkel. Ezek az adatok egyiittesen erdsebb gyulladasos kdrnyezetet
sugallnak a kronikus sebekben, amely valosziniileg velejaréja a magasabb ROS/RNS species
termelédésnek. Az antioxidansok kompenzatorikus talprodukcidja magyarazhatja, hogy a
megndvekedett ROS/RNS termelddés miért nem okoz fokozott biomolekularis karosodast. A
kismértékben, de szignifikansan magasabb lipid peroxid szintek a kronikus sebfolyadékokban
valosziniileg azt jelzik, hogy a lipidek sériilékenyebb targetek mint a fehérjék.

Az érintett szovetekben zajlo molekularis torténések hatasai gyakran a vérkeringésben
is megmutatkoznak. Ezért megnéztiik, hogy a sebgyodgyulas soran kimutathat6 redox kornyezet
valtozasok kimutathatoak-e a betegek szérumaban. Nem talaltunk jelentds kiilonbséget az akut
¢és kronikus sebben szenvedd betegek és a kontroll csoport szérum mintainak biomolekula
karosodas marker szintjeiben, igy a gyokfogd aktivitasban, glutation szintben, fehérje
oxidacioban ¢és a lipid peroxidacioban sem. Ez az eredmény magyarazhat6 azzal a ténnyel,
hogy a redox modosulasok lokalizalva maradnak a seb teriiletén és a seb kornyezetében, de

szisztémasan nem okoznak jelentds kiilonbséget. Megjegyzendd, hogy a lipid peroxidacios
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termékek alacsonyabb értékekkel jelennek meg mind az akut, mind a kronikus sebbel
rendelkez6 betegek szérumaiban, Osszehasonlitva a kontrollokkal, mig a sebfolyadék
mintakban szignifikans kiilonbséget talaltunk a két sebcsoportban. Valoészini, hogy a
sebfolyadékok kozvetleniil tiikr6zik a szovetekben zajlo biokémiai folyamatok szintjét, mig a

szérum szinteket jobban érinti a clearance mechanizmus.

4. Osszefiiggések a mért paraméterek kozott, korrelaciés vizsgalatok

Megnéztiik, hogy van-e osszefiiggés a mért biokémiai paraméterek kozott. A vizsgalat
a mért biokémiai paraméterek paros korrelacios analizise soran szignifikans korrelaciot fedett
fel néhany parban. Megjegyzendd, hogy a pozitiv korrelacio két biomolekularis marker kozott,
nevezetesen a lipid peroxidok és a protein carbonilok k6zott arra utalhat, hogy ugyanaz a fajta
oxidativ redox kornyezet valtja ki ezt a két modosulast vénas ulcusban szenvedd betegek
szérumaiban. EQy inverz korrelacio a gyokfogo aktivitas és a nitrotirozin képzédés kozott jelzi
hogy a gyokfogok gatolhatjak a tirozin nitralast az akut sebbel rendelkez6 betegek szérumaiban.
A pozitiv 6sszefiiggés a lipid peroxidacio és a glutation szint k6zott az akut sebbel rendelkez6
betegek szérumaiban némileg meglepd. Szamos oxidativ stresszhez kapcsolodd allapotban
kimutattak, hogy a lipid peroxidacio tipikusan novekszik, mig a glutation szintek leesnek a
gyulladasos szovetekben. Mas vizsgalatok arr6l szamoltak be, hogy nem tapasztaltak paralell
valtozast a glutathion és a lipid peroxid szintek kozott, ami arra utalhat, hogy valdszinti sokkal
komplexebb kapcsolat van ezen paraméterek kozott.

Ismert, hogy a VEGF expressziot elsésorban a hypoxia szabalyozza, azonban van
irodalmi adat arra vonatkozoan, hogy gyulladasos citokinek mint pl. a TNFa és az IL-1p és az
oxidansok mint pl. a H20; szintén fokozhatjak a VEGF expressziot. Korabban kimutattak H20>
altal indukalt VEGF expressziot a bdrben, és leirtdk sebgyodgyulast eldsegitd hatasat. A VEGF
H20, altali indukcidja ugy tiinik hogy fliggetlen a hypoxia utvonaltol, de gatolhaté a thiol
antioxidans N-acetylciszteinnel. A kronikus sebfolyadék mintainkban a TNFa szintek
korrelaltak a VEGF szintekkel. Igy feltételezhetd az a hipotézis, hogy a gyulladasos és oxidativ
szignal indukalja a VEGF expressziot a kronikus sebekben.

Mig az akut és kronikus sebek redox kornyezete kozotti kiilonbséget vizsgaljuk, nem
szabad figyelmen kiviil hagyni azt a tényt, hogy a mi vizsgalati populacionk eltéré életkori
eloszlast. A mi betegpopulacionk atlag életkora a kronikus sebbel rendelkezé betegek esetén
66,5 év, mig az akut sebbel rendelkezok atlagéletkora 45,5 év volt. A redox kdrnyezet valtozhat

a korral, igy felvetddik a lehetdség, hogy néhany kiilonbség a két vizsgalati csoport kozott azért
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volt, mert az atlagéletkorban kiilonboztek. Azonban tobb paraméter esetén ki tudjuk zarni, hogy
a mért kiillonbség az atlagéletkor kiilonboz6ség miatt lenne. Valojaban néhany, a vizsgalatban
mért redox és gyulladasos paraméter koziil (a szérum gyokfogo kapacitas /ABTS scavenger
aktivitas/ és a sebfolyadék TNFa, IL-8 és VEGF szintek) korrelaltak az életkorral az Gsszes
betegcsoportban. Ezekb6l a paraméterekbdl a szérum ABTS aktivitas nem mutatott kiilonbséget
a vizsgalati csoportok kozott. Mivel a tobbi oxidativ karosodasi paraméter nem mutatott életkor
fliggdséget, ezért azt gondoljuk, hogy nem valoszinii, hogy a redox stressz vizsgalt szignaljai a
sebfolyadékokban az életkori tényez6 kovetkezményei. Masrészrél a TNFa, IL-8 és VEGF
szintek pozitivan korrelaltak az életkorral és magasabb értékeket mutattak a kronikus sebek
sebfolyadék mintaiban, dsszehasonlitva az akut sebekkel. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
hasonlo koru betegcsoportokkal hogy megerésitsék vagy megcafoljak az életkor szerepét a
magasabb TNFa, IL-8 és VEGF szintek esetén a kronikus sebfolyadékokban sszehasonlitva

az akut esetekkel.

5. A vizsgalatok korlatai

A kétféle sebfolyadék kozotti kiilonbségek értelmezésénél fontos figyelembe venni a
kovetkezoket. Mig a kronikus sebek, amelyekbdl sebfolyadékot gyiijtottiink, 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.

6. Peroxinitrit- PARP aktivacié kronikus sebekben szévettani szinten

Immunhisztokémidval a kronikus sebekben fokozott tirozin nitracié mutathaté ki az
egészséges borrel Osszehasonlitva, ami valdsziniileg az indukalhatd nitrogén oxid szintetaz
fokozott expresszidjanak kdszonhetd a fokozott szuperoxid termelddéssel egyiitt. Ismert, hogy
a peroxinitrit s a hidroxil gyokok DNS torést okoznak, ami PARP-1 aktivacidhoz vezet. A
PARP aktivaciét a human kronikus sebekben az enzim végtermékének a poli(ADP-riboz)
immundetektalasaval igazoltuk. Fokozott PARP-1 expressziot tudtunk kimutatni a sebekben,
kiilonosen a sebszéleken. A fokozott PARilacid jelezheti a DNS-javitast oxidativ DNS-

karosodast kovetden, de fokozott oxidativ stresszben hozzajarulhat a sejtkarosodashoz is.

KONKLUZIO
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Vizsgalataink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik, valaszolva célkitizésiink soran

feltett kérdésekre:

1. Vizsgalatainkban demonstraltuk a PAR jelenlétét keratinocitakban, sebocitakban, haj
folliculusokban, endothel sejtekben és a subcutan adipocitikban a normal boérben,

jelezve azt, hogy a PAR fiziologias funkciokat szabalyozhat ezekben a sejtekben.

2. Adataink bizonyitjak, hogy keletkezik peroxinitrit a human sebekben.
Immunhisztokémiaval a kronikus sebekben fokozott tirozin nitracié mutathatdé ki az

egészséges borrel 0sszehasonlitva.

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

ribdz) immundetektalasaval igazoltuk.

4. Fokozott PARP aktivaciot tudtunk kimutatni a sebekben a normal bérhoz képest, a PAR
expresszio a sebszéleken még kifejezettebb volt. A fokozott PARil4cio jelezheti a DNS-
javitast oxidativ DNS-karosodast kovetéen, de fokozott oxidativ stresszben
hozzajarulhat a sejtkarosodashoz is a kronikus sebekben. A fokozott PARilacionak

szerepe lehet az elhuzddo sebgyogyulasban.

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

akuthoz képest, a tobbi paraméterben nem volt jelentds 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
egymastol: a kronikus sebeknek nagyobb gyokfogod aktivitasuk volt és nagyobb a GSH
tartalom Osszehasonlitva az akut sebekkel. Az antioxidansok kompenzatorikus
tulprodukcidja magyarazhatja, hogy a megnovekedett ROS/RNS termelddés miért nem

okoz fokozott biomolekularis karosodast.

7. A szérumvizsgalatok sordn nem taldltunk jelentds kiilonbséget az akut €s kronikus
sebben szenvedd betegek és a kontroll csoport szérum mintainak biomolekula karosodas

marker szintjeiben, és a gyokfog6 aktivitasban, glutation szintben, fehérje oxidacioban

17



¢s a lipid peroxidacioban sem. 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 kiillonbséget az akut és kronikus sebbel rendelkezd

betegekben.

8. Az LDH aktivitas, a VEGF, az IL-8, illetve a TNFa szintek magasabbak voltak a
kronikus sebek sebfolyadékaban 6sszehasonlitva az akut sebekkel. Mindez gyulladasos

kornyezetet sugall a kronikus sebekben, amely valoszintlileg velejaréja a magasabb

ROS/RNS species termelddésnek.

9. A paronkénti kolcsonosségi viszonyt minden mért biokémiai paraméter esetében
elvégeztiik. Szignifikans korrelaciot talaltunk a kronikus sebben szenveddk szérumaban
mért protein karbonil szint és a lipid peroxidacié 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 szigndl indukalja a VEGF
expressziot a kronikus sebekben. Tovabba az akut sebekkel rendelkezd betegek
sebfolyadék mintaiban pozitiv korrelaciot talaltunk a lipid peroxidacio és a glutation
szintek kozott. Az altalunk mért redox és gyulladasos paraméter koziil ( szérum ABTS
scavenger aktivitdsa és a TNFa, IL-8 és VEGF szintek a sebfolyadékban) pozitiv

korrelaciot taldltunk az életkorral az §sszes betegecsoportban.

OSSZEFOGLALAS
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Az oxidativ stressz kutatasa napjainkban reneszanszat ¢li. Vizsgalati eredmények sora
bizonyitja szerepét szamos betegségben. Az oxidativ stressz altal indukalt PARP aktivacio

szintén szdmos pathofizioldgiai folyamatban szerepet jatszik.

Vizsgalataink egyik f6 célja az volt, hogy megnézziik a PARilacio szerepét a bor élettani
folyamataiban ¢és a sebgyogyulasra vonatkozoéan. Munkank sordn kifejezetten az
oxidativ/nitrozativ stressz altal stimulalt PARilaciénak a szerepét vizsgaltuk. Megnéztiik, hogy
a peroxinitrit- DNS karosodas- PARP aktivacios utvonal jelen van-e a sebgyogyulas
folyamatdban akut és kronikus sebekben. Valamint célunk volt a redox kornyezet jellemzése a

normal bdérben €s a sebgydgyulds folyamatdban oxidativ stresszmarkerek segitségével.

Vizsgalatainkban demonstraltuk a PAR jelenlétét keratinocitakban, sebocitakban, haj
folliculusokban, endothel sejtekben és a subcutan adipocitikban a normal bérben, jelezve azt,

hogy a PARP fiziologias funkciokat szabalyozhat ezekben a sejtekben.

Ismert, hogy az oxidativ stressznek szerepe van a sebgydgyulas 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 sebekt6l, amit az intenziv gyulladas és a magasabb
antioxidans szintek tiikroznek. Az egyes ROS speciesek valamint a redox szignal
mechanizmusok szerepének tovabbi elemzése célzott terapias lehetoségeket is jelenthet a

jovoben a késleltett sebgyodgyulas kezelésére.

Felvetddik a kérdés, hogy vajon a sebfolyadékok vagy szérumok részletes redox- és
gyulladdasos biomarker-profilja képes lesz-e prediktiv biomarkereket szolgaltatni a nem
gyogyuld sebek azonositasara. A peroxinitrit-termelés és a PARilacio is jelen van a kronikus
sebekben, és valosziniileg hozzdjarul a szovetkdrosodashoz. Ezen folyamatok szerepének
pontosabb tisztdzasa normalis és patologids sebekben tovabbi vizsgalatokat igényel, melyekre

vonatkozdan mar elkezdtiik vizsgalatainkat.
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