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Roviditések

A nehézkesen magyarra fordithato kifejezések a jegyzékben angolul szerepelnek
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1. Bevezetés

1.1. Oxidativ stressz

Oxidativ stresszr0l akkor beszéliink, ha a szabadgyokok termelddése és lebontasa
kozotti egyensuly felborul. A szabadgyokok olyan egy vagy tobb parositatlan
elektronnal rendelkezé atomok vagy molekuldk, melyek a felsziniikon 1évé szabad
elektron(ok) miatt konnyen 1épnek kémiai rekcioba mas molekulaval, arrdl elektront
felvéve, vagy annak atadva. A szabadgyokok szamos modon keletkezhetnek a
szervezetben fiziologias koriilmények kozott, de toxikus agensek (pl. cigarettafiist, UV
sugarzas, 1égkori szennyezOdés) hatasara is. Oxidativ stresszt nem csak a fokozott
szabadgyok termelés, hanem a csokkent lebontasuk, az azokat végz4 un. antioxidans

rendszerek meghibédsodasa is okozhatja.

1.1.1. Endogén oxidansok

Az oxidativ stressz reaktiv vegyiileteit alapvetden két nagy csoportba osztjuk. Az egyik,
az oxigén eredetll reaktiv vegyiiletek a ROS (reaktiv oxigén szarmazékok) a masik a
nitrogén eredetli reaktiv nirogén szarmazékok, az RNS (reaktiv nitrogén szarmazékok)

(Valko és mtsai 2006).
1.1.1.1. Reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)

Normal sejtmetabolizmus soran molekularis oxigénbdl keletkeznek sorozatos
redukcidval. Két alcsoportjuk van: egyik csoportba tartoznak a szabad gyokok (ilyenek
a szuperoxid (O;") és a hidroxil gyok (*OH), amelyek parositatlan elektronnal
rendelkeznek, a masikba azok a molekulak, amelyek ugyan nem szabad gyokok, de
reaktivak és reakcidik soran szabad gyok képzésére képesek. Ilyenek a hidrogén-
peroxid (H,0,), a szinglet oxigén (*O5) és a hipoklorossav (HOCI). A hipoklérossav
erds oxidaloszer, fehérvérsejtek altal termelt antibakteridlis hatdsu vegylilet, de a
szervezet szamos molekulajaval reakcioba 1€p (Schraufstatter és mtsai 1990, Cheeseman

és mtsai 1993).



A legfontosabb ROS-ok:
a, Szuperoxid anion: O;”

Kialakulasa: NADPH oxidaz vagy xantin oxiddz hatasara, a mitokondrium elektron
transzport folyamataban a molekularis oxigén egy elektront vesz fel. A 1€gzési lancban
normal esetben 4 elektron redukalja az oxigén molekulat és viz keletkezik, de a lanc ép
miikodése esetén is az elektronok kb 1-3 %-a megszokve a rendszerbdl szuperoxidot

képez (Kovacic és mtsai 2005).
b, Hidrogén peroxid: H,0,

Kialakulasa: Szuperoxidbol szuperoxid-dizmutaz (SOD) vagy NADPH oxidaz vagy

xantin oxidaz hatasara keletkezik.
20,"+ 2H+ — H,0, + O,

A Hy0O; atmeneti fém jelenlétében, mint pl. Fe?* vagy Cu” elhasadhat, és belSle Fenton
reakcio soran hidroxilgyok alakul ki:

Fe?* + H,0, — Fe*" + OH + «OH

A hidrogén peroxid szuperoxiddal reagalva, az un. Haber—Weiss rekacioban hidroxil
gyokot képez (Kehrer 2000, Liochev és Fridovich 2002).

0"+ H,0, - «*OH+ OH + 0O,

¢, Hidroxil gyok: *OH: a legreaktivabb gyok, H,O,-bdl alakul ki, a fentebb vazolt
reakciokban.

Ezen tal szamos egyéb ROS ismert (pl. hipoklorsav, peroxil, hydroperoxil)
(Halliwell és Gutteridge 1990, Cheeseman ¢€s Slater 1993, Gutteridge és Halliwell 2000,
Halliwell és Whiteman 2004).

1.1.1.2. Reaktiv nitrogen szarmazékok (RNS)

A reaktiv nitrogén szarmazékok a ROS analogidjara nitrozativ stresszt okoznak. A

legismertebb RNS-ek a nitrogén-monoxid (NOe¢), nitrogén-dioxid (O;" ), és a nitrogén
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Koppenol 1996).

‘NO+0O;," — ONOO-

A NO argininbdl keletkezik NO szintetazok (NOS) hatasara. Maga a peroxinitrit ugyan
nem szabadgyok, mégis nagyon reaktiv vegyiilet. Egyik legjellemz6bb reakcidja a
fehérjék aromas oldallancainak, a tirozinnak és a triptofannak nitralasa. Az in vivo
termel6dd peroxinitrit elfogadott indikatora a nitrotirozin (Beckman és Koppenol 1996,

Crow ¢és Ischiropoulos 1996).

1.1.2. Exogén oxidansok

Az oxidativ folyamatokat szdmos kiilsé tényezd indukélhatja, fokozhatja. Ilyenek a
hiperoxia, cigaretta fiist, 6zon, ionizalé sugarzas. Az UV-A sugarzas az endogén
fotoszenzitiv anyagokat (porfirin, riboflavin stb.) triggerelve inditja be az oxidativ
folyamatokat, hasonldéan hatnak a nehézfémek: vas, réz, 6lom, higany, arzén, nikkel

(Kovacs és mtsai 2012).

1.1.3. Antioxidans rendszerek

A bioldgiai folyamatok soran termel6do oxidativ dgensek hatasat - a termelddés mellett
- az eltakarit6, antioxidans rendszerek miikodése hatarozza meg. Ezen elsésorban a
szervezet sajat védelmi rendszerét értjik, melyet enzimek, és nem enzimatikus

antioxidansok alkotnak.

Az antioxidans folyamatokban részt vevo legfontosabb enzimek: a szuperoxid dizmutaz
(SOD), katalaz és peroxidazok (pl. glutation peroxidaz; (GPx)). Ismertek még a
tioredoxin, peroxiredoxin, glutation transzferaz (Soloviev és mtsai 2003, Amacher
2006, Lipinski 2011).

A katalaz a hidrogén-peroxid metabolizmus f6 szabalyozdja, segiitségével a H,0,

oxigénné és vizz¢ hasad, vagyis neutralizalodik.
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A szuperoxid dizmutaz (SOD) a szuperoxid aniont (O,”) hidrogén peroxidda és
molekularis oxigénné alakitja (dizmutalja) (McCord és Fridovich 1969). Emlés
sejtekben 3 formaja van Cu-Zn-SOD (SOD1) a citoplazmaban, Mn-SOD (SOD2) a
mitokondriumban, és az extracellularis EC-SOD. A szem szoveteiben bar kimutathatdoak
a kiilonboz6é SOD izoenzimek, szintjiikk altalaban alacsonyabb, mint egyéb szervekben,
igy feltételezhetd, hogy itt nem a SOD képezi az antioxidan rendszer f& gerincét

(Behndig és mtsai 1998).

Kiilon kell szolni a glutationrol (GSH), ami fontos természetes antioxidans, feladata a
szervezetben keletkezett reaktiv molekuldk eltakaritdsa. Szinte mindenféle sejtben

megtalalhato, egyben a redox haztartas felboruldsanak fontos biomarkere.

A glutation az oxidalt fehérje-cisztein diszulfidkotéseket redukalja, annak elektront adva
at, ezaltal oxidalt formaba keriilve (glutation diszulfid: GSSG). Ahhoz, hogy ismét
hatékony formaba keriiljon, a glutation reduktaz NADPH-ro6l szarmazo6 elektron

felhasznalasaval redukalja vissza:

GS-SG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP".

A redukalt és oxidalt formanak az aranya az adott rendszer oxidativ stressz terhelésének
mérésére gyakran alkalmazott médszer. A GSH antioxidéns hatasat tobb mddon fejti ki.
Egyrészt a GPx aktivalasaval a hidrogén-peroxidot és lipid peroxidokat detoxifikalja.
Ennek soran a GSH elektront ad a H,O,-nak, azt H,O és O, ~ -va redukalva. A
membran lipideknek protont atadva fontos szerepe van azok oxidativ karosodas elleni
védelmében. A glutation peroxidaz a lipid hidroperoxidokat redukalja a megfeleld

alkoholformakba, €s a szabad hidrogén-peroxidot vizz¢ redukalja.
2GSH + H,0; — GS-SG + 2 H,0
A fenti enzimekben ko6zds, hogy a redukédlashoz NADPH ra van sziikségiik. Az

intracelluldris NADPH a NADP" redukci6jabol képzddik gliikkoz-6-foszfat dehidrogenaz

altal, ami igy szintén antioxidans enzimnek szamit.
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A nem enzimatikus antioxidansok legismertebb tagjai a C, E vitamin, béta-karotinoidok,

glutation, bioflavonoidok.

1.1.4. Az oxidativ stressz biolégiai hatasa

A szabadgyokok fontos szerepet jatszanak a szervezetet tamado mikroorganizmusok
eltavolitasaban, segitve az immunrendszer mitkodését. A NADPH-oxidéz jellemzden az
antibakterialis védekezésben fontos szerepet jatszo polimorfonuklearis leukocitakban,
monocitakban és makrofagokban talalhato. A benniikk termel6dott szuperoxid a
baktericid hatasért felelés. Intenziv ROS/RNS termelédés esetén azonban elsésorban
toxikus hatasuk érvényesiil, sejtdiszfunkciot, illetve sejthalalt okozva. Ennek tobb
utvonala lehetséges, mint lipidperoxidacié soran sejtmembran destrukci6, mitokondrium
karosodas soran az ATP termel6 folyamatok sériilése. A fehérjekarositdé mechanizmus
soran sériilhetnek enzimek, receptorok, szdmos létfontossaghi biokémiai folyamat
résztvevé molekuldi. A szabadgyokok karosithatjdk ugyanakkor magit a DNS
szerkezetét, gatolhatjak a replikaciot (Finkel és Holbrook 2000, Sies és mtsai 2017).

crcr

llyenek, az ateroszklerézis (Harrison és mtsai 2003), isémia/reperfuzié (Marczin és
mtsai 2003), neuroldgiai és pulmonologiai korképek. Kiilon kiemelendé a diabéteszben

¢és a daganatokban betoltott szerepe, mely jelen dolgozatunk targyat is képezi.

1.1.4.1. Az oxidativ stressz DNS-re gyakorolt hatasa

A szabadgyokok DNS-re gyakorolt hatdsa szdmos modon nyilvanulhat meg:
kialakulhatnak egyes vagy kettes DNS torések, baziskarosodas, mutacod, delécio,
transzlokacio, fehérjékkel vald keresztkotések. Az oxidativ stressz hatdsara létrejott
koros metilacid is a DNS repairt befolyasolhatja. A DNS transzkripcios faktort kotd
konszenzus szekvenciai guanin-Citozinban gazdag szekvencidk, melyek kiilonosen
érzékenyek oxidativ behatasra. A legismertebb DNS kéarosodas oxidativ stresszben a 8-
hidroxiguanin képzodés, ami egyben jol ismert biomarkere a karcinogenezisnek
(Valavanidis és mtsai, 2009).
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1.1.4.2. Az oxidativ stressz lipidekre gyakorolt hatasa

A ROS lipid peroxidaciot is indukalhat, elvéve egy elektront a tobbszorosen telitetlen
lancreakciot indukalva a tobbszorosen telitetlen zsirsavakat lipid hidroperoxidda
alakitja. A lipid hidroperoxidok instabil vegyiiletek, gyakran esnek szét masodlagos
termékekké, aldehidek alakulnak ki bel6liik: pl. 4-hidroxinonenal, 4-oxononenal
akrolein és malondialdehid (MDA). Ezek koziil a MDA az egyik legismertebb bioldgiai
marker. A lipid peroxidacio termékei az izoprosztanok is, melyek az arachidonsav
peroxidaciojaval keletkeznek. A lipidperoxidacié legfontosabb biologiai hatisa a
membranlipidek oxidacidja altal a sejtmembran integritasanak karosodasa. Megbontva a
lipidkettdsréteget, az ehhez kotott enzimeket és receptorokat inaktivalhatja. A
lipidperoxidacio soran keletkezett MDA és egyéb reaktiv aldehidek szamos sejtfehérjét
inaktivalnak keresztkotések 1étrehozasaval (Gutteridge 1995).

1.1.4.3. Az oxidativ stressz fehérjékre gyakorolt hatasa

A ROS masik fontos célcsoportja a fehérjék. A rajtuk fellelheté szamos oldallanc koziil
a cisztein, metionin és tirozin az oxidacio preferalt célpontjai. A karbonilok, melyek a
fehérje oxidacié végtermékei, egyben jol ismert oxidativ stressz biomarkerek. A ROS
hatdsara a fehérjék szerkezete felbomolhat, keresztkitések alalkulhatnak ki, a

proteolizis fokozodhat, s mindez a fehérjék funkcidvesztését eredményezi.

1.1.5. Az oxidativ stressz kimutatasa

Miutan a szabadgyokok igen reaktivak ¢és rovid a féléletidejiik, bar specialis
modszerekkel lehetséges direkt vizsgalatuk is, rutinszeriien laborkorilmények kozott
kimutatasuk nehézségbe titkozik. Ugyanakkor az oxidativ stressz eredményeként
megvaltozott szerkezeti fehérjék, DNS-ek, és lipidek stabilabbak, in vitro koriillmények
kozott ezek az oxidalt metabolitok kdnnyen kimutathatoak. Az oxidativ stressz bioldgiai
hatasanak vizsgalatdban fontos informaciét nydjthat az antioxiddns rendszer elemeinek

kimutatasa is (Zweier és mtsai 1987, Dalle-Donne és mtsai 2006).
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1.2. A poli-ADP-ribozilacio és biolégiai jelentésége

Szamos, kiillondsen gyulladasos, degenerativ €s isémia-reperfuzion (I/R) alapulo
betegségben jol ismert a reaktiv oxigén ¢€s nitrogén tartalmu intermedierek (ROI/RNI)
patogenetikai szerepe. A ROI/RNI okozta szovetkarosodasi utvonal egy késoi, igy
klinikai beavatkozasra is elegendd id6t (széles terapias ablakot) engedd 1épése a poli
ADP-rib6éz (PAR) metabolizmus fokozddasa (Heller és mtsai 1995). A poli-ADP-
ribozilacio a poli(ADP-rib6z) polimerazok (PARP) altal katalizalt, sokrétii biologiai
funkcioval bir6 poszttranszlaciés fehérjemodositasi folyamat, melynek szerepet
tulajdonitanak a sejthaldl, a DNS hibajavitas, a replikdcid, a transzkripcid ¢és
differencidlodds  szabdlyozdsdban. A poli-ADP-rib6z  metabolizmust  gatlo
beavatkozasokkal e betegségek allatmodelljeiben kivald eredményt értek el. A ROI/
2003). Nitrogén monoxid és a peroxinitrit termelddését valamint a poli-ADP-ribozilacio
gatlasanak hatékonysagat mutattak ki kiilonféle szembetegség-modellekben (pl. a retina
isémia-reperfuzios karosodasaban, kisérletes autoimmun uveitisben, diabéteszes

retinopatiaban) (Hottiger és mtsai 2010, Virag 2013).

1.2.1. A PARP-1 szerkezete

A PARP-1 az eukariota sejtek magjaban megtalalhatdé enzim, a sejtmag egyik
legnagyobb mennyiségben megtalalhaté fehérjéje. Mérete 116 kDa, felépitése nagyfoku
konzervaltsagot mutat a kiilonboz6 eukariotakban. Harom f6 doménjébdl az egyik, az
N-termindlis végen elhelyezkedd DNS koté domén, ezt egy 6nmoddositdé domén koti
O0ssze a masik, C terminalis végen elhelyezkedd Kkatalitikus doménnel. Az
automodifikaciés domén az auto—poli-ribozilacio akceptor helyeként miikodik (Mazen
¢és mtsai 1989, de Murcia és Menissier de Murcia 1994, de Murcia és mtsai 1983, 1986,
1994, Smith 2001) (1. abra).
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Cink-ujjak Automodifikaciés  Katalitikus domén
=2 domén

NLS /

Katalitikus hely

1.abra. A PARP-1 doménszerkezetének vazlata

(NLS= nuclear localisation signal)

Sokaig a PARP-1 volt az egyetlen ismert PARP enzim. Kideriilt azonban, hogy PARP-1
deficiens sejtekben is megfigyelhetd PAR polimerképzddés (Shieh és mtsai 1998).

Ma méar a PARP enzimcsalad 17 tagja ismert, de ebbdl igazan csak 3 enzimet tartunk
igazi PARP-nak, mert a tobbi enzim valdjaban mono ADP-ribozil transzferazként
miikodik, vagy aktivitasuk kevésbé jellemzett (Ame és mtsai 2004, Virag és Szabd,
2002).

A sejtek PARP aktivitasanak 95%-at a PARP-1 adja. A kiilonbdzé PARP molekulak
eltérnek domén szerkezetiikben, sejten és szoveteken beliili elhelyezkedésiikben, DNS-

koto képességlikben.
1.2.2. A PARP-1 felépitése és miikodése, PAR metabolizmusa

A PARP-1 nagyon konzervativ magfehérje, ami folyamatosan expresszalodik. Az enzim
42-kDa —os DNS koté N-terminalis doménnel kapcsolodik az egyes vagy kett6sszala
DNS torésekhez nagy affinitdst cinkujjakkal, stimuldlva az enzimaktivitast. Ha
nincsenek DNS karosoddsok, az enzim alapaktivitdsa minimalis. Ugyanakkor, ha €16
sejteket stimulalunk DNS karositd hatasokkal, mint ionozal6 sugarzas, alkilald szerek,
oxidansok, azonnal fokozodik a PARP aktivitas.

Sokaig feltételezték, hogy a PARP csak DNS torés hatasara aktivalodik. A ROS/RNS
PARP aktivalo hatdsat ismerten DNS torések 1étrehozésa 4ltal valtja ki. Hasonléan DNS
toréseket okozva aktivaljak a PARP-ot az ionizalo sugarzas, alkilalo szerek. Ma mar
tudjuk, hogy bizonyos DNS struktarak DNS karosodas hianyaban is aktivalni tudjak az
enzimet. A PARP képes kdtddni ugyanis bizonyos nem-B struktiraju DNS-hez (kereszt,
hajtli stb. alaku) is, és ez altal aktivalodni (Lonskaya és mtsai 2005). Partner fehérjékkel
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valo kapcsolodas is aktivalodashoz vezethet. Bizonyos fehérje modositdo folyamatok,
mint egyes protein kinazok altal végzett foszforilacié is a PARP aktivitast fokozza,
ugyanakkor a PARP-1 acetilacioja is fokozhatja az enzim mitkodését (Cohen-Armon és
mtasi 2007).

Az aktivalt PARP-1 NAD+ (nikotinamid-adenin dinukleotid) molekulakbol ADP-riboz
egységeket lehasitva, azokbol egy nukleinsavszeri poli (ADP-riboz) polimert képez. A
PARP aktivacio megmutatkozhat auto-PAR-ilacioban, mikor is a PARP-1 a szubsztrat,
és a folyamat hatasara a PARP-1 levalik a karosodott DNS-r6l és gatolodik az
enzimaktivitasa. Hetero- vagy transz-PAR-ilacidban egyéb szubsztrat a polimer
akceptora.

A PARP target fehérjéihez kovalens kotéssel kapcsolodva valtoztatja meg annak
fizikokémiai tulajdonsdgait. Ebben a posttranszlacidos modifikécios folyamatban
azonban a leggyakoribb akceptor fehérje, maga a PARP-1, vagyis auto-PAR-ilacio
torténik. Megfigyelték azt is, hogy egyes szabad ADP lancok nem-kovalensen is
kotddhetnek fehérjékhez, hosszabb lancok magasabb aktivitassal.

Miutdn a PARP-1 nagy mennyiségben megtaldlhaté a sejtmagban, DNS karosodas
soran azonnal nagy mennyiségben tud aktivizalodni. Ugyanakkor DNS karosodas
hianyaban sem haszontalanul termelddik, ilyenkor alternativ funkcioi keriilnek el6térbe,
mint kromatinfelépités, replikacio, telomer fenntartas, NF«B koaktivator, ez utobbi nem
is kivanja meg a DNS kotédést, sem az enzimaktivitast (Hassa és mtsai, 2001, Chang és
Alvarez-Gonzalez, 2001).

A PAR szintézist PARP enzimek végzik, ezek a PARS: poli(ADP-rib6z)
szintetaz és poli(ADP-riboz) transzferaz néven is ismeretesek. A PARP enzimek a
NAD" molekulakbol ADP-rib6z egységeket lehasitva, azokbol egy nukleinsavszerti poli
(ADP-rib6z) polimert képeznek fehérjék glutamat oldallancaihoz kapcsolva. A
polimerek hossza néhanytdl a néhany szaz (kb. 200) monomerig terjed. A PAR a
fehérjéknek negativ toltést kolesondz, megvaltoztatva azok fiziko-kémiai tulajdonsagat.
A PARP-1 aktivitds szabalyozasa kiilonb6z6 mechanizmusokkal torténik. A miikodését
gatlo folyamatok koziil a legismertebb az auto-PAR-ilacio (Kawaichi €s mtsai, 1981). A
purinok, melyek pl. isémia kovetkeztében felszaporodhatnak, szintén a poli-ADP-
ribozilacié endogén gatldjaként miikddnek (Virag és Szabo, 2001). A nikotinamid mint

hasitasi termék szintén gatlé modon hat vissza. A protein kindz C foszforildlva a PARP
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enzimet, annak gatlasat okozza. (Tanaka és mtsai, 1987, Bauer és mtsai, 1992, 1994). A
PAR polimerek lebontast a poli(ADP-riboz) glikohidrolaz (PARG) (Miwa és Sugimura,
1971, Miwa és mtsai, 1974). és ADP ribozil protein liaz végzi (Oka és mtsai, 1984). A
polimer szintetizalasa és lebontasa egy Osszhangolt, dinamikus folyamat, a polimerek

féléletideje kevesebb, mint néhany perc (2. abra).
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2. abra. A poli(ADP-ribéz) szintézise és lebontasa.

A poli(ADP-riboz) polimerdz (PARP) enzimek a NAD-ot nikotinamidra és ADP-
ribozra hasitjak, és ez utobbibol hosszu, eldgazo (ADP-riboz)n polimereket
szintetizalnak megfelelo akceptorfehérjék glutamat oldallancahoz kapcsolva. A polimer
lebontasat a poli(ADP-riboz) glikohidroldz (PARG) végzi. Az ADP-ribozil protein lidz

szerepe a fehérjéhez kozvetleniil kapcsolodo, proximalis ADP-riboz eltavolitasa.

A PARG csak kis mennyiségeben talalhatdo meg a sejtekben, ezért nehéz izolalni
is. Mechanizmusa: poli(ADP-rib6z) polimerek terminalis ADP-rib6éz egységeit
hidrolizalja exoglikozidaz aktivitdsa révén, endoglikozidazként pedig nagyobb
oligo(ADP-riboz) egységek eltavolitasat végzi. Ky, érteke alapjan elészor endo-, majd
exoglikozidazként mikodik, mivel a PARG Km értéke a nagyobb ADP-riboz
polimerekhez sokkal alacsonyabb (Brochu és mtsai 1994, Davidovic és mtsai 2001,
Hatekayama és mtsai 1986). Magas specifikus aktivitasa van, kompenzalva a kis

mennyiségét. PARG gatlasra in vivo gyakran tannin szarmazékot hasznalnak.
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1.2.3. A PARP aktiviacio sejtszintii hatasa

A PARP hatasanak vizsgalata laboratoriumi koriilmények kozott, az enzim gatlasaval
torténik. Korabbi vizsgéalatokban a PARP gydgyszeres gatlasaval probaltak
kovetkeztetni annak hatasara. El6szor nikotinamid, benzamid illetve 3-aminobenzamid
hasznalataval gatoltdk a PARP mikodését, késébb a PARP-1 knockout egerek
megjelenése jart nagy jelentoséggel (de Murcia és mtsai 1997, Shieh 1998, Wang ¢és
mtsai 1995).

A PARP-1 egy multifunkciondlis szabdlyzd enzimként szdmos bioldgiai folyamat
szabalyozasaban vesz részt. A PARilacio, illetve a PARP-1 mas fehérjékkel valod
interakcidja szdmos sejtszintli folyamatot befolydsol, mint a genom organizécio,
transzkripcid, replikacio, DNS javitas. Ezen molekularis szabalyoz6é mechanizmusok
révén szabalyozza a proliferaciot, differencialodast, anyagcserét és a sejthalalt.

A PARP-1 elséként igazolt feladata a genom integritaisanak fenntartasa, a DNS
hibajavitasban betoltott szerepe volt (Burkle 2001, De Vos és mtsai 2012, Durkacz és
mtsai 1980, Kraus és Hottiger 2013, Schreiber és mtsai 1995, Szab6 2000, Ziegler és
Oei 2001). A genom integritasa a genomban talalhatd informaciok karosodas nélkiili
megorzéseét és utodsejtekbe vald tovabbadasat jelenti. A PARP gatlasa soran kéarosodik
a bazis kivagasos hibajavitas (BER: base excision repair). A BER feladata a mutagén
bazisok kivagasa, cseréje.

A folyamatban glikozilaz enzimek ismerik fel a hibas bazisokat, hasitjak a nukleotidok
B-N glikozidos kotését. A keletkezo rést a DNS polimeraz B foltozza be, a szalvégeket
pedig a DNS ligaz illeszti. A BER-nek két f6 utvonala ismert. Az egyik, amikor csak
egy bazispart helyettesit, ez a ,,short patch repair” a masik, a ,,long patch repair”, ahol
tobb egymas utani (10-15) nukleotid cseréje torténik. Emlésdkben elsésorban a short
patch repair jellemzd, és a long patch repair akkor aktivalodik, ha az eldbbi elakad.
PARP-1 7~ egereken mind a long patch repair és a short patch repair is csokken, és
fokozodik a sejtek érzékenysége a DNS karosito UV sugarzasra, topoizomeraz |
gatlokra, alkilalo szerekre (Dantzer és mtsai 2000).

A PARP-1 szamos fontos fehérje transzKkripcios szabalyozasaban vesz részt (de
Murcia és mtsai 1986, Lindahl és mtsai 1995). llyenek az iNOS, intercellularis adhézios
molekula-1 (ICAM-1) és az MHC II hisztokompatibilitasi antigének. E fehérjék
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szabalyozasaban az NF«B transzkripcios faktor kulcsszerepet jatszik. A PARP-1 ebben
a folyamatban az NFkB koaktivatoraként vesz részt. A PARP-1 transzkripcios
szabalyoz6 miikodésében lényeges lehet a kromatin fellazitasa is, ami a hisztonok poli-
ADP-ribozilacidja révén valdosul meg. A negativ toltésii polimerek és a DNS kozotti
elektrosztatikus taszitas lazitja a kromatin szerkezetét, midltal a gének elérhetévé valnak
a transzkripcios apparatus szamara, igy segitve a DNS hibajavitast (Bergeron és mtsai
1997, Boulikas 1990, Nagele 1995, Oliver és mtsai 1999, Panzeter 1992, Tanuma és
mtsai 1985).

A PARP szerepet jatszik a sejtproliferacioban és differencialodasban. Erre utal, hogy
proliferalé sejtek magjaban a PARP metabolizmus fokozédik. (Tanuma és mtsai 1978,
Kanai ¢és mtsai 1981, Leduc ¢és mtsai 1988, Bakondi és mtsai 2002). Szabalyozza a
replikaciot. Részt vesz az MRC (multiprotein replikaciés komplex) kialakulasédban, az
annak felépitésében résztvevd molekuldkrol (DNS polimeraz a, topoizomeraz I és II,
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) deriilt ki, hogy poli-ADP ribozilalodik
(Simbulan-Rosenthal és mtsai 1996, Dantzer és mtsai 1998). A PARP gatlasa zavart
okozhat a differencialodas folyamataban, bar az ezirany vizsgalatok eredményei
modell specifikus eltéréseket mutatnak. Szerepet jatszik még a telomerdz aktivitads

szabalyozasaban, a telomer elongaciot segitve.
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1.3. Melanomak epidemiologiai és klinikai sajatossagai
1.3.1. Bér melanoma (CM)

A bér malignus melanomaja a legmalignusabb bérdaganat, mely a boér festékes
sejtjeib6l, a melanocytakbol alalkul ki. A teljes testen megjelend melanocités
anyajegyek szama és a kordbban eloforduld epithelidlis bortumor emeli a CM
kialalkulasanak riziko6jat (Lawson és mtsai 1994, Marghoob és mtsai 1996, Jackson és
mtsai 2000, Bakos és mtsai 2002). Az esetek kb 30%-aban a mar korabban meglévo
anyajegyek malignizalodnak. Ezt a malignus transzformaciot jelzi, ha az anyajegy
viszketni kezd, megvaltozik szine, formaja mérete, a pigmenteloszlas egyenetlenné
valik.

Incidenciaja foldrajzi teriiletenként igen eltérd lehet: 2011 ben Uj-Zélandon 50/100 000,
addig Europaban 13/100 000 volt az arany, s ez fokozatos noévekedést mutat.
Kialakulasaban rizikétényez6 a fokozott UV sugarzas, korabbi napégések, vilagos
bdrszin, sz6ke vagy vords hajszin, anyajegyek nagy szama, genetikai és hormonalis
tényezOk (Hedges és Scriven, 2008).

Leggyakoribb (50-70%) a szuperficialisan terjed6 melanoma (SSM), mely - ahogy neve
IS mutatja - felszinesen terjed, és csak tobb honap utan kezd vertikalisan ndvekedni,
ekkor kifekélyesedhet, vérezhet. Leggyakrabban 40-50 év koriil, foként férfiak hatan
alakul ki. Viszonylag gyakori forma a nodularis melanoma malignum (NM), melyre a
vertikalis terjedés a jellemzd, és késObb, 50-60 év koriil alalkul ki. Szintén gyakoribb
férfiakon, fej, nyak és mellkasi részeken alalkul ki. Ritkabb a lentigo maligna melanoma
(LM), mely idds ndébetegek arcan, kézhatan jellemzd. Az acrolentiginosus melanoma
foként a kéz vagy 1ab nagyujjanak korme kortil alalkul ki, és rossz a prognozisa. Ismert

még a nyalkahartya melanoma, illetve az amelanotikus melanoma is.

A progndzis leginkdbb attol fiigg, mely stddiumban keriilt felfedezésre. A korai
stadiumban diagnosztizalt és sebészileg eltavolitott melanomék esetében van a
legnagyobb esély a teljes gyogyulasra, mig az el nem tavolitott illetve elérehaladott
tumorok esetében rossz a prognézis (Garbe és mtsai 1995, Ahmed 1997). Ha nincs
nyirokcsomd érintettség és tavoli attét, a prognodzis jo, az 5 éves tulélés 95%, ami

metasztazis esetén rovidiilhet.
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A klinikai-anatomiai klasszifikacio (Clark’s klasszifikacd) a bér melanomakat
anatomiai elhelyzkedésiik, szovettani morfologia alapjan oszthatjuk csoportokba (I-V).
A Clark féle stadium beosztas a Breslow-féle vastagsagméréssel (I-1V) prognozis illetve
kezelés meghatarozashoz hasznalhato.

Az AJCC (American Joint Committee on Cancer) osztalyozd rendszer a ma elfogadott
komplex osztadlyozé rendszer, mely a lokalis elvaltozadsok mellett magaban foglalja a
tumor szervezeten beliili kiterjedését is, mivel 3 fontos informdaciot vesz figyelembe. Az
els6, a tumor Kkiterjedése, vagyis milyen mélyen né bele a borbe, illetve van-e rajta
kifekélyesedés. A tumor vastagsagat a Breslow modszer méri, a kifekélyesedés pedig a
melanoma bdrbe vald Dbetorését jelzi. Figyelembe veszi emellett a kornyezo

nyirokcsomok érintettség illetve tavoli metasztazis jelenlétét is.

A CM Kkezelése els6sorban sebészi eltavolitas, mely kezdetben elég lehet a teljes
gyogyulashoz, akar a kérnyezd nyirokcsomok érintettsége esetén is. Tavolabbi attétek
esetén kemoterdpia, panaszt okozo attétek esetén, kiilondsen agyi metastasisoknal,
besugarzas is szoba jon (Guerry és Schuchter 1992, Schadendorf 2002). Ujabb
lehetdség a bioldgiai szerek alkalmazasa, mely az immunrendszer modulalasaval fejti ki
hatasat, és gatolja mind a primer tumor mind pedig az attétek novekedését (Kasper
2007).

1.3.2. Uvealis melanoma (UM)

Az UM ritka megbetegedés, a malignus daganatok altal okozott halalok 0,1%-aért
felelos. Ugyanakkor ez a legyakoribb primer intraocularis rosszindulati daganat a
felnott korosztalyban. Incidencidja 4,3-7,5/1000000 (Singh és mtsai 2004, Sato és mtsai
2008). Egyes skandinav orszagokban magasabb az incidencia: 7,5/1000000 évente, amit
Osszefiiggésbe hoznak a vilagos szivarvanyhartya szinnel.

Az 4tlagos 5 éves tulélési ardny 60 %, ami kOszonhetd a metasztazisok magas
aranyanak. Metasztazissal az atlagos talélés kb. 6 honap, az egy éves tulélés esélye 15-
20 %, és 10% a kétévesé, kezeléstdl fiiggetleniil.

Kialakulasa atlagosan 55 év koriilre tehetd, de barmely életkorban eléfordulhat, nagyon

ritkdn még gyerekekben is. Nemek kozotti eléfordulasa egyenld.
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Kiindulasi helye a szemen beliil az uvea vagyis az érhartya. Az uvea barmely részébol
kialalkulhat de leggyakrabban, az esetek 85%-ban a chorioideabol indul ki, és csak 9%

corpus ciliare illetve 6% iris eredetii.

Az uvealis melanomak kialakuldsaban egyre tobb etiologiai tényez6 valik ismertté.
Vizsgalatok alapjan -szemben a bdrmelandmakkal- nem valoszinti, hogy kialakulasdban

a kornyezeti UV sugarzas szerepet jatszana (Singh és mtsai 2004).

Szovettanilag orsosejtes, epitheloid sejtes illetve kevertsejtes tumorokat kiillonboztetiink
meg. A legjobb progndzist az orsé sejtes, mig a legrosszabb az epitheloid sejtes, ebben
a sorrendben fokozodik a mitotikus aktivitas, a metasztazisra és az extraokularis
terjedésre vald hajlam. Prognozisat leginkabb a metasztatizalasi hajlama hatarozza meg,
mely hematogén tton torténik és az esetek felében fennall az esélye.

Az attétképzodés helye leggyakrabban a maj (90%), ritkabban a tiidé (24%), csont
(16%) illetve az agy és a gerincvel. Maj érintettség esetén honapokon beliil halalhoz
vezet. Kezelését neheziti, hogy sugarérzékenysége gyenge, és a hagyomanyos
kemoterapiaval szemben is ellenalld. A rossz tulélési aranyban nagy szerepe van annak
a ténynek, hogy az attétek is rezisztensek a hagyomanyos kemoterapiara. Ez a tény és a
molekuléris biologiai kutatasok eredménye arra sarkallja a kutatdkat, hogy adjuvans ¢€s
célzott terapias lehetdségek kidolgozasaval megnoveljék ezt a rossz progndzissal jard
talélési aranyt. A daganat sokaig tiinetmentesen novekszik, felismerése torténhet
véletleniil, szemfenék vizsgalat soran, illetve ha novekszik, 1atotér kiesést okozhat.

A chorioidea melanoma Klinikailag a szemfenéken domszeri eléemelkedésként jelenik
meg, szine sziirke, sotétbarna, de lehet amelanotikus is. Felszinén néha narancsszinii
pigmentacid latszik. Ritkan diffaz, laposan terjedd. Gyakran kiséri méasodlagos
latohartya levalas el6szor csak a tumor felszinén, majd a kdrnyezetében is. Szdvettani
mintavétel céljabol a daganat nehezen megkozelithetd, ezért a diagnosztika alappillére -
az alapos réslampdas vizsgdlat mellett - az ultrahang vizsgalat. Ezekkel a daganat
altalaban konnyen diagnosztizalhatd, mérete meghatarozhato, de sziikség esetén
finomtii-aspiracios biopszia végezhetd. Ebbdl a mintabol citologiai illetve genetikai
vizsgalatot lehet végezni, és 3-as kromoszoma meghatarozasa is torténhet prognosztikai

célbol. Az egyik legismertebb genetikai eltérés ugyanis a 3-as kromoszéma
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monoszoémia. Azok a tumorok, melyekbdl ez kimutathatd, szignifikdnsan nagyobb
eséllyel metasztatizalnak (Prescher és mtsai 1996).

Kezelési lehetdségek a fokalis 1ézer fotokoagulacio, sugarkezelés (plakk brachiterapia
j6d-125 vagy ruténium-106 izotoppal, protonterapia), illetve ha a tumor szemen beliili
elhelyezkedése ezt lehet6vé teszi, tumor rezekcid IS szoba jon. Sokszor azonban a
tumor mérete konzervativ kezelést nem tesz lehetdvé, és a miitéti megoldas a legtobb
esetben enukleacio, vagyis a daganatos szemgolyd miitéti eltavolitasa. Hazankban a
késdi diagnosztika miatt az enukleaciok aranya 70% (Damjanovich 2013). A
kiilonboz6 kezelési modszerekkel elérhetd sikeres tumoreltavolitds mellett a
metasztazisok aranya egyenld a kiillonbozé kezelési modszerek mellet. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy az attétek a mar korabban, még a tumor eltavolitasa eldtt kialakult

mikrometasztazisokbol jonnek 1étre (Shildkrot és Wilson 2009, Field és Harbour 2014).

1.3.3. A bor és uvealis melanomak biologiai sajtatossagai

A melanomdk a melanocytdk malignus elfajulasabdl alakulnak ki. A melanocytak
fejlédéstanilag kozos gyokeriek, s bar sejtszintli miikodésiik is hasonld a kiilonbozo
szervekben, a bor és uvealis melanomak egymastol 1ényegesen eltérd klinikai lefolyast
mutatnak. A kétféle tumornak eltér6 a genetikai hattere, metasztatizalasi modja és
progndzisa. Eppen ezért a bérmelanémak kialakulasaval és terapias lehetdségeivel

szerzett tapasztalatok az UM esetében kiilon vizsgalatot, megerdsitést igényelnek.

Szemben a bdérmelanoméak incidencidjanak drasztikus emelkedésével, az utdbbi
évtizedekben az UM incidencidja valtozatlan. Fontos kiilonbség, hogy a CM

etiologiajaban fontos tényezdének szamitdé UV sugarzds az UM esetén nem

rizikdtényezo.

Mig a CM ban a BRAF mutécié szerepe alapjan a BRAF inhibitorok (vemurafenib,
dabrafenib) és MEK inhibitorok (trametinib, cobimetinib) hatékonynak mutatkoztak a
metasztatizalo CM kezelésében, addig az UM esetében jelenleg sem ismert hatékony
szisztémas kezelés, bar egyes MEK inhibitor (selumetinib) aktualisan futd vizsgalatok

eredményei szerint igéretes kiegészités lehet. Miutan az UM hatterében s
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kimutathatdak genetikai asszociaciora utald gének (pl GNAQ, GNA11), ezen a teriileten
is igéretes lehetdségnek mutatkozik a specifikus antitestek kifejlesztése (Oliva és mtsai

2016).

Mig a boérmelanoma foként lymphatikus tton, €s tobb szervbe (tiidé, maj, csont, agy)

metasztatizal, addig az UM szinte mindig hematogén titon €s a majba ad attétet.

A metasztatizaldo UM kezelése maig sok kivannivalot hagy maga utan. Sajnos
napjainban még nem ismert olyan szer, ami megndvelné a talélés esélyét, az

onkologiaban hasznalt kemoterdpias szerek itt hatastalanok.

Ahhoz, hogy egyéb daganatokhoz hasonléan sikeres kezelési lehetéségek jelenjenek
meg, elengedhetetlen az UM biologiai viselkedésének molekularis szintli vizsgalata,
ismerete. Ugyanakkor mas teriileten mar sikerrel alkalmazott kezelés UM betegeken

valo vizsgalata is 0j lehetdségeket teremthet (Pandiani és mtsai 2017).
1.3.3.1. Az UM immunologiai vonatkozasa

A CM és UM kozotti kiilonbség adodhat abbol, hogy a szem immunprivilegizalt szerv.
Ez védi a szemet az er6s gyulladasos rekcioktol azért, hogy megakadalyozza a sulyos
latasromlast okozo destruktiv folyamatokat. Valdszinti, hogy az UM daganatsejtjei
azokat a tulajdonsagokat utanozzak, melyek a normal sejteket is immunprivilegizaltta
teszik, és e képességeit megtartja a szemet elhagyva, metasztatizalas soran is. Az
immunprivilegizalt statusz tehat kedvez a daganat progresszidjdnak. Szemben egyéb
daganatokkal, az UM limfocités infiltracidja rossz prognodzist jelez, a gyulladas fokozza
a tumorsejtek proliferacidjat és tulélését. A prognodzis vizsgalatara a klinikumban is
hasznalt 3-as monoszomia is szoros Osszefliggést mutat a limfocitas infiltracioval.
Erdekes megfigyelés, hogy a komorbiditas egyes autoimmun megbetegedésekkel noveli
a tulélés idejét UM betegeknél, alatdmasztva azt a tényt, hogy az autoimmunitas fontos
szerepet jatszik a metasztazis aktivitasanak szabalyozasaban. Ezen immunpatholdgiai
vonalbdl kiindulva feltételezhetd, hogy az immunterapia, melyben akar a NK sejtek
aktivitasat fokozza, akar a makrofagok viselkedését befolyasolja, hatékony lehet (Oliva
¢és mtsai 2016).
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Az onkoterapiadban ma mar szamos receptor és egyéb fehérje ellenes antitestet
alkalmaznak sikeresen. A metasztatikus CM melanomék kezelésében is hatékony szer
az ipilimumab, egy CTLA-4 receptor ellenes monoklonalis antitest, melynek célja az
immunrendszer aktivalasa, a talélést szignifikansan megemeli. A szerrel UM betegek
esetén kevés illetve ellentmondédsos tapasztalatok allnak rendelkezésre. A masik
gyogyszercsoport egy programozott sejthalal checkpoint fehérje, a protein 1 (PD-1)
vagy CD279 ellenes antitest (nivolumab, pembrolizumab). A metasztatizalo CM
melanoma mellett tiido és veserakban is hatékonynak talaltak. Hatdsa kombinacidéban a

CTLA-4 gatlo antitesttel fokozodik.

Metasztatizalo UM-ban ezzel is csak csekély tapasztalat van, az eredmény nem
egyértelmii. A Mayo Klinika nagy beteganyagon attekintve a a metasztatizalo UM
kezelésében hasznalatos szerekkel elért kezelési eredményeket azt talalta, hogy bar az
ipililmumab, kinaz inhibitorok (vemurafenib, temsirolimus, everolimus, selumetinib,
vatalanib, sorafenib, sirolimus), és a bevacizumab jotékony hatassal voltak a talélésre,

de ez a hatdsuk nem volt szignifikans (Moser és mtsai 2014).

1.3.4. PARP szerepe a melanomak kialakulasaban

Abnormalisan emelkedett PARP-1 gén és fehérje expressziot tobbféle tumorban
kimutattak mar: Ewing szarkoma, malignus limfoma, bél és colorectalis tumorok,
hepatocellularis karcinoma, endometrium hiperplazia, mell, hélyag, tiid6, pancreas és
ovarium karcinoma.

Rodrigez ¢és tarsai az PARP-1 szerepét a melanomasejtek metasztatizalasanak
folymataban vizsgaltak. A metasztatizalasban (angioinvazié ¢€s angiogenesis) a
tumorsejtek az endothel sejtek integritdsanak felbomlasa révén migralnak az érfalon
keresztiil. A PARP-1 gatlasaval a tumorspecifikus angiognesis egyik markere, a
vimentin csokkent expressziojat érték el. A PARP gitlds a metasztazis egyik
legfontosabb folyamatdba, az endothel-mesenchima 4talakuldsra hatva gatolja a
Molloy-Simard és mtsai eltéré malignitastu uvealis melanoma sejtvonalakban (T97, T98,
T108, T115) vizsgaltdk a PARP és PARG expressziot. A vizsgalatban a nagy

malignitasu sejtvonalban (T108, T115) magasabb volt a PARP-1 expresszio, szemben
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az alacsony malignitasu sejtvonalakkal. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy UM
fejlodésében is szerepet jatszik a PARP-1, és a PARG.

Ami meglep6 volt, hogy a PARG génexpresszid gatlasa a magas (T115) és alacsony
(T97) malignitasu sejtvonalban is szignifikans tumorvolumen ndvekedést okozott,
ugyanakkor a PARP-1 szupresszio megsziintette (T97) vagy majdnem teljesen
megsziintette (T115) ezen sejtek in vivo tumorokozd képességét.

A PARP-al kapcsolatos ismeretek alapjan adodik a feltételezés, ha a PARG-t gatoljuk, a
PAR fokozddas, NAD depléciot, apoptosist segitenénk, de ez itt nem igazolodott,
miutan a sejtek jol szaporodtak, nem pusztultak el apoptosisban. Miutan a PARP-1
automodifikacidja az Onmaga inaktivalasahoz vezet, elképzelhetd, hogy a csokkent
PARG expresszio fokozott PARP-1 auto-modifikaciohoz ¢és kozvetett PARP-1
gatlashoz vezet, ezaltal csokkentve az apoptosis irdnydban modosuld sejtek aranyat. Az
UM -ban tehat a PARG tumorszupresszor funkcioval birhat. A PARP-1 és PARG
illetve fokozhatja radioterdpiaval szembeni rezisztenciajat. A PARP-1 expresszio

vizsgalata igy prognosztikus marker lehet UM esetében (Molloy-Simard és mtsai 2012).

1.3.5. PARP inhibitorok (PARPi) a daganatterapiaban

Korabban a poli-ADP-ribozilaci6 DNS hibajavitasban betoltott szerepe alapjan a
mutaciok szamanak fokozddasara és daganatképzddésre szamitottak PARP gatld
kezelés kapcsan. Bar PARP-1 hianyos allatokban leirtak fokozott daganat eléfordulast
(Tsutsumi és mtsai 2001, Tong és mtsai 2003), hasonlét még nem irtak le gatloszer
kezelés esetében. S6t, kisérletes bizonyitékok allnak rendelkezésre arra vonatkozodan,
hogy PARP gatloszerek csokkentik a tumor kialakulasat és a metasztatizasi folyamatot

is kedvezden befolyasoljak.

A PARP-1 gyobgyszeres gatlasa a HRR (homologous recombination repair)
deficiencidval jar6 BRCA mutécidval Osszefliggésbe hozhaté daganatokban mutatott
effektivitast (Fathers és mtsai 2012). Hatdsat a PARP DNS kérosodas soran torténd
BER mechanizmusan keresztiil fejti ki, mialtal a toxikus DNS karosodasok a DNS
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repair hianyaban a tumorsejetek halalat okozza, mig a normal sejtekben a HRR ezeket a
DNS hibékat kijavitana (szintetikus letalitas paradigma).

A PARP inhibitorok hatasat potencirozzak HRR deficiens tumorokban a platina alapt
szerek, mint carboplatin, cisplatin, oxaliplatin. Erre az adhat magyarazatot, hogy a
platina szarmazékok a BER mellett egyéb javitdé mechanizmusokat is karositanak, mint
pl. nukleotid excizios repair (NER). Emellett feltételezhetd, hogy a PARPI
vasodilataciot okoz, mely segiti az egyéb gyogyszerek tumorba vald behatolasat. Ma
mar a PARP gatlok a klinikai vizsgalatokban illetve gyakorlatban is jelen vannak. Ilyen
tesztelt gyogyszerek az olaparib, niraparib, rucaparib, iniparib, veliparib (Curtin és
Szab6 2013, Shah és mtsai 2013).

A PARP gatloszerek egy 1j, izgalmas csoportja az onkoterdpias repertodrnak. Jelenleg
is szamos klinikai vizsgalat folyik a PARP gitloszerek hatasanak vizsgélatarol
kiilonb6z6 daganatokban (clinicaltrials.gov). Ezek sikeréhez, illetve tovabbi klinikai
vizsgalatok megalapozott tervezéséhez segithet hozza a PARP funcidjanak sejtbiologiai

ismerete (Chalmers 2009).

1.4. Diabétesz mellitusz és a diabéteszes retinopatia
1.4.1. A diabétesz mellitusz epidemiologiaja és klinikuma

A Diabétesz mellitusz (DM) kronikus anyagcserebetegség, jellemzdje az inzulin hianya,
vagy csokkent hatékonysaga kovetkeztében kialakult hiperglikémia ¢és gliikéz
intolerancia. A WHO szerint a diabétesz mellitusz az egyik vezeté halalok, jelenleg 347
millio diabéteszes beteg ¢l a f61don, és szamuk egyre novekszik. Globalis prevalencidja
9% a 18 év folotti lakossag korében (WHO 2014). A kozhiedelemmel ellentétben, a
diabétesz és az azzal jaro egészségligyi, szocialis és professzionalis problémak nem csak
a jomodu populaciot érintik. Erre utal az a tény is, hogy a diabétesz eredetii halalozas

80%-a kdzepes bevételii, gazdasagu vagy szegény orszagokban fordul elé (WHO 2014).

A diabétesz mellitusznak tobb formaja ismert. A két f6 forma: az 1. tipusu diabétesz
(DM1), melyet régebben a fiatalkori vagy inzulinfiiggé diabéteszként ismertiink,

jellemz6je a pancreas béta sejtjeinek autoimmun destrukcidja, az inzulin
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termelddésének a sulyos hianyaval jar. A masik a 2. tipusu diabétesz (DM2), melyet
korabban felndttkori, nem inzulinfiiggd diabéteszként ismertiink, jellemzdje, hogy itt
termel6dik insulin, ha nem is mindig elég, de a beteg tuléléséhez nem sziikséges kiilsé
inzulinadagolas, bar a betegség kezelése sokszor megkivanja ezt. Jellemzbje a célsejtek
inzulinrezisztenciaja. A genetikai hajlam mellett az elhizas és fizikai inaktivitas

etiologiai szerepe kiemelendd.
1.4.2. Diabéteszes retinopatia (DRP)
1.4.2.1. DRP epidemioldgiaja

A diabéteszes esetek 90-95%-a tartozik a DM2 csoportba, ugyanakkor a DM1
csoportban a szemészeti szovédmények joval gyakoribb és stulyosabbak. Aggaszto tény
ugyanakkor, hogy mig korabban a gyermekkorban csupan a DM1 volt ismert,
napjainkban novekszik az aranya a gyermekkori DM2 kialakulasanak is, mely

Osszefliggésbe hozhatd a gyermekkori elhizassal (Wang és mtsai 2017).

A szem a DM-ban egyik leggyakrabban érintett szerv. A fejlett orszdgokban, a
munkaképes korosztdlyban a szerzett vaksadg egyik leggyakoribb oka diabéteszes
retinopathia (DRP). A 40 ¢év feletti diabéteszeseknél vilagszerte 34,6% a DRP
prevalenciaja. A vaksaggal fenyegeté DRP prevalencigja 10,2% (American Academy of

Ophthalmology).

Magyarorszagon a DRP ardnya 2000-ig novekedett, majd azt kovetden enyhén
csokkent. Jelenleg a vaksag okai kozott az AMD és glaukoma utdn a 3. helyen all
13,6%-al (Kiss és mtsai 2013). A diabétesz és ezzel egyiitt a DRP prevalencidja

vilagszerte novekszik.

A DRP szamos etioldgiai tényezdje koziil kiemelendok a hypertonia, terhesség, elhizas,
hyperlipidaemia, dohanyzas, anaemia, a legfontosabb azonban a diabétesz fennallasanak
id6tartama. A DM1 ben 5 éves fennallas utan az esetek 25%-ban, 10 év utan 60%-ban
és 15 év utan 80%-ban alakul ki DRP.

A megel6zésben ¢és kezelésben a legfontosabb altalunk is befolydsolhatd tényezd a
megfeleld glikémids kontroll, vagyis a vércukor szint optimdlis szinten tartdsa.

Kiilonosen fontos ez akkor, ha mar kialakult a DRP. Fontos a vércukorszint rendszeres
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kontrollja, a HbAlc (glikalt haemoglobin) megfelelé szinten tartasa lassitja a DRP,
illetve az egyéb gyakori szovédmények, mint nefropétia és neuropatia kialakulasat
illetve progresszidjat DM1-ben. A megfelel6en beallitott szénhidrat anyagcsere mellett
csokken a microvaszkularis szovédmények, igy a stlyos retinopatia kialalakulasa.
Lassithatja a DRP progressziojat a szérum lipidek €s a vérnyomas megfeleld szinten
tartasa is. Ugyanakkor a tartésan fenndlld rossz szénhidrat anyagcsere hirtelen
rendezése egyeseknél novelheti a retinopatia progresszidjat. Mas vizsgalatokban DM2
betegeknél a szénhidrat anyagcsere drasztikus rendezése soran a kardiovaszkularis

szOvodmények magas aranyat figyelték meg (Klein és mtsai 2015).

1.4.2.2. Diabéteszes retinopatia (DRP) klinikai tiinetei, kezelése

A tartésan fennalld, és kiillonosen a kezeletlen diabéteszes esetekben a betegek
tobbségénél karosodik a szem a mikrocirkulaco zavara kovetkeztében. Az esetek 90 % -
aban a latasromlas oka a latohartya karosodasa. A DRP klinikai tiinetei, mint a
mikroaneurizma, vérzések a mikrocirkulaci6 karosodasanak kései szakaszaban jelennek
meg. Ezek a vaszkularis elvaltozasok Kapillaris nonperfiziohoz vezetnek, melynek
kovetkeztében intraretinalis vérzések, vénas eltérések, IRMA (intraretinal microvascular
abnormalities), kemény exsudatumok és ,,puha gocok” tin cotton-wool gocok alakulnak
ki. Sulyos esetben elzarodnak az arterioldk ¢és venuldk és a papillan, retinan és
szivarvanyhartyan és csarnokzugban koros érproliferacio alakul ki. Az érpermeabilitas
fokozodasa retina megvastagodast, macula oedemat okoz. A latasromlas leggyakoribb
oka a makula oedema, a makula kapillaris nonperfuzio, tivegtesti vérzés, latdhartya
trakcio, latohartya levalas. Proliferativ szakban a vazogén faktorok (mint pl. VEGF)
hatasara patologias érburjanzas (neovaszkularizacid) indul, a retina majd az iivegtesti
hatarhartya felszinén. Ezek az erek nem normalis szerkezetiiek, torékenyek, igy vérzésre

hajlamositanak, gyakran tornek az tivegtest felé (Klemen 1981).

A DRP-nak stadiumai fokoz6do stlyossag szerint, a klinikai tiinetek alapjan: 1. nincs
retinopatia 2. enyhe nem-proliferativ DRP 3. kézepes nem-proliferativ DRP 4. sulyos
nem-proliferativ DRP 5. Proliferativ DRP (PDR) (Dobree 1964, Moravski és mtsai
2000, Wilkinson és mtsai 2003).
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A betegség szemészeti diagnosztikaja réslampas vizsgalattal torténik, pupillatagitasban.
Az igy talalt elvaltozasok jellege alapjan miiszeres vizsgalatokat, mint optikai
koherencia tomografia, fluorescein angiografia, ultrahang végziink. Fontos
hangsulyozni, hogy a DRP kezelése 6nmagaban a szemész altal nem lehetséges, ehhez
elengedhetetlen a diabetologusokkal torténd egyiittmitkodés. Kiilonds figyelmet igényel
a beteggondozasban a vércukor, HbAlc, szérum lipidek, tetsuly kontrollja, a vércukor
¢s vérnyomas megfeleld bedllitasa. A vércukorszint €s vérnyomas normal értéken
tartasa csokkenti a retinopatia Kialakulasat és progressziojat is (American Academy of

Ophthalmology).

A DRP kezelése a klinikai tiinetek alapjan torténik. Miutdn a DRP eredetli latadsromlas
egyik leggyakoribb oka a makula oedema, a kezelés egyik legfontosabb teriilete ennek
az oedemanak a csokkentése, mely torténhet fokalis argon lézerkezeléssel, illetve a

centrumot érinté esetekben intraokularis szteroid vagy anti-VEGF kezeléssel.

Amennyiben a DRP proliferativ stadiumba jut (PDR), panretinalis lézer fotokoagulacios
kezelést kell végezni, melynek célja a stlyosabb stadium kialalkulasanak
megakadalyozasa, a proliferativ folyamatok regresszioja. Ezt a hatast feltehetéen a
retina oxigén felhaszndldsanak csokkentésével illetve a roncsolt sejtek altal csokkent
vazoaktiv anyag mennyiség felszabadulasaval éri el. Ez a fajta lézer kezelés, bar
hatékony, de a retina agressziv diffuz lézeres roncsolasat jelenti. Mellékhatasaként

periférias latotérsziikiilet, a sotét adaptacio zavara, livegtesti vérzés alakulhat ki.

Ha a koros erekbdl kiindulod ilivegetesti vérzés spontdn nem szivodik fel, illetve
vitreoretinalis trakcid alakul ki latohartya levaldssal vagy anélkiil, miitéti beavatkozas,
pars plana vitrectomia elvégzése sziikséges. Erthetd ezért, hogy minden olyan terapids
lehetdség, mely ennél kevésbé agressziven, a retina anatdmiai ¢€s funkciondlis
megtartasa mellett gatolja a proliferativ folyamatokat, jelentds elérelépést jelentene. Bar
ujabb vizsgalatok az intravitrealisan adott anti-VEGF kezelést a proliferativ
retinopatiaban is hatékonynak tartjak, a farmakologiai kezelés elterjedése ezen a
teriileten még varat magdra. Ehhez sziikséges a DRP patogenezisének molekuldrs

szinten torténd értelmezése, mely a jovoben Uj farmakologiai lehetdséget nyithat.
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1.4.3. Oxidativ stressz szerepe a diabétesz és DRP kialakulasaban

Ahogy sok mas betegség esetében, a diabétesznél is ismert az oxidativ stressz toxikus
hatasa. Az DM 1-ben autoimmun folyamatok eredményeképpen a gyulladasos citokin
felszabadulas ROS mediatorokon keresztiil aktivalja a B-sejtek apoptosisat. A DM 2-ben
az oxidativ stressz szerepe egyelore kevésbé meghatarozott.

Szamos, egymadassal kapcsolodd biokémiai folyamat ismert, mely tartos
hiperglikémiaban aktivalodhat. llyenek a polyol ttvonal, VEGF, IGF-1 (insulin-like
growth factor-1) fokozddas, hemodinamikai valtozasok, AGE (advanced glycation
endproducts) fokozott termelédése, oxidativ stressz és a RAAS (renin-angiotenzin-
aldoszteron rendszer) aktivalodasa, szubklinikai gyulladas és leukosztazis (Bishop
2015, Hardy és mtsai 2015, Sassa és mtsai 2016).

A polyol utvonalban két enzim jatszik kdzponti szerepet: az aldoz reduktaz (AR) altal
elészor a gliikoz szorbitolla redukalodik, majd a szorbitol dehidrogenaz (SD) altal ez
fruktozza alakul. A redukcidhoz sziikséges NADPH felhasznalas a  sejt
redoxpotencialjat is megvaltoztatja, csokken a sejtek redukalt glutation tartalma, ezaltal
az oxidativ stresszel szembeni védekezés.

Ha a polyol utvonal aktivacidja fokozodik, az excessziv mennyiségben termelddd
szorbitol nagy része nem alakul at fruktozza, hanem felszaporodva a sejtben, ozmotikus
egyensulyzavaron kersztiil sejtkarosodahoz vezet.

A folyamat nemcsak a diabétesz, de a DRP kialalkulasaban is fontos szerepet jatszik.
Erre utal, hogy az AR megtalalhat6 a retindban és szemlencsében is, a szem olyan
részeiben, amely a diabétesz soran patologiasan érintett lehet. Az alddz reduktaz
inhibitorok (ARI) klinikai jotékony hatasa diabétesz eredetli szovédményekban ismert
(Obrosova ¢és mtsai 2005).

A PKC (protein kinaz C) reverzibilis foszforilaciot katalizaldo kindz enzim. A
hiperglikémia altal fokozott ROS és diacilglicerol a PKC utvonal aktivalasahoz is vezet,
ami szamos faktor, mint VEGF, TGF, NF-kB aktivitas fokozasan keresztiil okoz
érpermeabilitas fokozodast, neovaszkularizaciot. Mindez a DRP progressziojahoz vezet.
A hiperglikémiatol a diabéteszig vezet6é folyamatban az oxidativ stressznek kiemelkedd
szerepe van. A szénhidratok lebontasat végzé anyagcsere folymatokban, mint a
citromsav ciklusban ¢és glikolizisben NADH és FADH, termelddik, melyek

elektrondonorokként szolgalnak az ATP termelés soran. Ez alatt az oxigént szuperoxid
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gyokké redukaljadk. Mig normadlisan ezt a fizioldgiasan termel6dd szabadgyokoket a
szervezet antioxidans rendszere eltakaritja, a gliikoz vérszintjének emelkedése esetén ez
az egyensuly felborul, oxidativ stressz jon létre (Behl és mtsai 2016, Giordano és mtsai
2015, Sharma és mtsai 2015, Shin és mtsai 2014). A hiperglikémia a nitrozativ stressz
altal is fokozza a DRP kalakuldsat, ami a NOS gatl6 aminoguanidinnel kisérletes

koriilmények kozott gatolhatd (Du és mtasi 2002).

1.4.4. AGE (advanced glycation endproducts)

Az AGE heterogén vegyiiletcsoport, fehérje vagy lipid eredetii molekulak, melyek a
redukalo cukrok, mint pl a gliikkoz nem-enzimatikus glikacioja soran alakul ki. Az AGE
fontos faktora a diabétesz sz6védményeinek —kiilondsen a vaszKularis szovodmények-
kialakulasanak.

Az AGE-k az embriondlis kortdl kezdve termelddnek igen lassu iitemben. Emelkedett
vércukorszint mellett, a diabéteszes betegeknél a termel6désiik felgyorsul.

Kialakul4sa soran az excessiv mennyiségben jelen levd gliikoz molekuldk és fehérjék
szabad aminocsoportjaival labilis Schiff bazis alakul ki, mely hosszabb id6 alatt
Amadori termékké alakul. Az Amadori termékek tovabbi atalakulasaval jonnek 1étre az
AGE-k hetek, honapok alatt. Az AGE illetve prekurzorai Kkovalens keresztkotést
képeznek a sejtmatrix, bazalmembranok, érfalkomponensek fehérjéivel, azok funkciojat
megvaltoztatva. Specialis sejtfelszini receptorokhoz (pld. RAGEs receptor for advanced
glycation endproducts) kapcsolodva proinflammatorikus és prooxidans hatassal birnak,
¢s a retinopathia kialakulasaban is szerepet jatszanak.

A kiilonb6zd cukrok eltéré sebességgel alalkulnak at AGE-vé. Mig a gliikéz glikalo
hatasa lassu, addig a fruktdzé gyors. Ez utdbbinak intermedier terméke a frukt6z-3-
foszfat, amit a diabéteszes patkanyok szemlencséjébdl is kimutattak, mig a normal
lencsében nem talalhatdé meg, tehét a diabéteszes szemszovodmények kialalkuldsaban
feltételezhetd szerepe.

Az AGE szinte minden diabéteszes komplikacio pathogenezisében szerepel. Kimutattak
a retina ereinek falaban, szintje korrelal a vér AGE szintjével illetve a retinopatia
stlyossagaval. Az oxidativ stresszben az Amadori reakcié soran kialakuld reaktiv

intermedierek szintén fontos szerepet kapnak. llyenek a 3-deoxiglikozon (3-DG) és a
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metilglioxal (MGO). Ezek ugyan nem oxidativ folyamatok soran termel6dnek, de végs6
soron oxidativ stresszt valthatnak ki. Az oxidativ stressz hatasara fokozodik a RAGE
aktivacioja is, fokozva annak destruktiv hatasat (Sensi és mtsai 1991, Shapiro és mtsai
1979).

Szamos AGE miikodését gatld szerrel értek el a betegség progressziojat csokkentd
eredményt. Az AGE termel6dését gatlo aminoguanidin hidroklorid megakadalyozta a
microaneurismak kialakulésat, pericitavesztést. A B6 vitamin szarmazék piridoxamin is
AGE képzdédés inhibitora, csokkenti a kapillarisvesztést, és basalmembran protein
kialakulast. Ezekbdl adodik, hogy az AGE termel6dését csokkenté anyagok
alkalmazasanak terapias konzekvenzidja lehet. Az AGE toxikus hatasanak
csokkentésére tovabbi lehetdség a keresztkotések felbontasa. Egyik ilyen hatassal bird,
in vivo is hatékony szer az ALT-711 (Alagebrium) (Thallas-Bonke és mtsai 2004).
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2. Célkitiizések

Az oxidativ stressz szerepe a diabétesz kialakulasaban jol ismert. Egyre tobb vizsgalat
tisztdzza a szervezet anyagcsere €s daganatos megbetegedéseiben a PARP szerepét.
Ugyanakkor kevés azon munkak szama, ahol a biomarkerek szerepét a szem
megbetegedéseiben vizsgalja, foként a human szovetekben ¢és humén eredetli
szemmintdkban.

A human szemgolydbol szdvettani mintavétel csak kivételes esetekben lehetséges, a
mindennapi gyogyitd rutinban sem jellemzd. A nagyméreti malignus uvealis melanoma
miatt eltavolitott szembdl illetve az eltavolitott bér malignus melanomak anyagabol
késziilt metszeteken akartuk igazolni, hogy sok mas rosszindulati daganathoz
hasonloan Osszefiiggést mutat-e a PARP expresszié a tumor kialakuldsaval, esetleg
annak szovetteni alcsoportjaival.

A diabéteszes retinopatiaban a ROS szerepe ismert. A rossz glikémias kontroll, ami a
PDR egyik f6 etiologiai tényezdje ROS termelédést okoz, mely oxidativ stressz
kialakitasaval a diabétesz szemszovOdményeinek egyik legfontosabb etiologiai
tényezdje. A sulyos proliferativ retinopatidban szenvedd betegeknél a szénhidrat
anyagcsere megfeleld beallitasa mellett sokszor sziikség lehet miitéti beavatkozasra is.
A vitrectomia soran eltavolitasra keriil a szem belsejét kitolté tivegtest, mely a diabétesz
anyagcsere termékeinek rezervodarja, a benne oldott anyagok jol tiikrozik a retindban
zajldé biokémiai folyamatokat. Vizsgalatunk célja a proliferaitv diabéteszes
retinopatiaban lokdlisan megjelend oxidativ stressz eltérd aspektusaiban szerepld

oxidativ stressz markerek elemzése.

Ennek alapjan munkank célkitiizései a kovetkezok:

Célunk volt:
1. Melanoma sejttenyészeten igazolni a PAR jelenlétét.
2. Malignus bérmelanoméak esetén megvizsgalni a PAR daganatszdvetben valo
megjelenését, annak Osszefliggését a melanomak szovettani alcsoportjaival,

elemezni, hogy a bérmelanoméban észlelt PAR festddés mutat-e korrelaciot a
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betegség sulyossagaval illetve a PAR fest6dés nemek szerinti eloszlasat
megvizsgalni.

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

4. A tumormentes szemszoveteken a PAR eloszlasat vizsgalni a szem hatso
szegmentumaban.

5. A PDR-ban a lokalisan megjelend oxidativ stressz tobbféle folyamataban
szerepld oxidativ stressz markerek: a patogenezisben fontos szerepet jatszo
AGE, a fehérje oxidaciot jelzé fehérje-karbonil és az antioxidans védekezd

rendszert képviseld glutation szintjének elemzése.
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3. Anyagok és Maédszerek

3.1. Bérmintak

A bOrmintak a Debreceni Egyetem Borklinikajan kezelt bér melanémas betegek
mitétileg eltavolitott anyagabol szarmaznak. A formalin-fixalt, majd paraffinba
agyazott, a szovettani archivumban tarolt mintakat retrospektiv dolgoztuk fel. A paraffin
blokkokbol rutin szovettani metszeteket készitettlink, az immunhisztokémiai

vizsgalatokat ezeken végeztiik.

A vizsgalatban részt vett betegek ¢letkora 10-92 év kozott, a mutétek 2002-2007 kozott
torténtek. A vizsgalt mintak Clark I-V stadiuma (Breslow 0,06-11,00 mm, Tla-4b)
melanomak és bér melanoma metasztazisok voltak. Szdvettani besorolasuk alapjan 17
felszinesen terjedé melanoma, 17 lentigo melanoma, 17 nodularis melanoma, és 15 bor
metasztazist vizsgaltunk. Kontrollként a melanocitds nevust €s a nevus koriili ép bort

hasznaltuk.
3.2. Szemmintak

Az uvealis melanoma mintdkat a Semmelweis Egyetem Szemészeti Klinikajan tortént
enukleacié soran diagnosztikus célra elkészitett formalin-fixalt, paraffinba agyazott
anyagb6l szarmaznak, az egyetem etikai szabalyzatdnak figyelembevételével. A
szdvettani archivumban tarolt beagyazott mintakat retrospektiv dolgoztuk fel. A paraffin
blokkokbol rutin szovettani metszeteket készitettiink, az immunhisztokémiai

vizsgalatokat ezeken végeztiik.

A mitétek 2005 és 2006 kozott torténtek, a betegek életkora 39-81 év volt. 12 db
parafinba agyazott blokkbdl készitettiink hagyomdnyos technikdval metszeteket.
Szovettani besorolasuk alapjan 5 orso, 3 epitheloid és 4 kevert sejtes uvealis melanomat

vizsgaltunk.

3.3. PAR kimutatas hisztokémiai médszerekkel

A vizsgalatokban hasznalt anti-PAR antitest (10H klon) az Alexis Biochemicalstdl,
(Lausanne, Svajc)-tdl szarmazik. Az immunfestési folyamathoz a Vector Elite ABC
kitet (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) hasznaltuk. Az anyagok a Sigma-

Aldrich cég termékei voltak.
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A PAR kimutatdsa, lokalizacidja immunhisztokémiai moddszerekkel 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 torténd
mosas utan 5 percig kuktaban 100°C-on melegitettiik 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. Ezutan a nem-specifikus reakciok
kikiiszobolése céljabol 1% (w/v) marha szérum albumin és 1 % (v/v) 16 szérum
keverékében inkubaltuk szobahdémérsékleten 20 percig. Ezutan egy ¢éjszakan keresztiil
blokkolo oldatban (1% BSA, 16 serum) oldott anti-PAR monoklonaris antitesttel
inkubaltuk 4°C-on, majd 3x10 perces PBS-el torténdé mosas utan wjabb inkubacio
kovetkezett biotinalt masodlagos egér IgG ellenes 16 antitesttel (ezt a Vector kit
tartalmazta és a blokkol6 oldatban 1:600 higitdsban alkalmaztuk) szobahdmérsékleten
45 percig. Ismét 3x10 perc PBS mosas utan a metszeteket 2%-os 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 NacCl, 90
mM NiSO4, 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 vald 6blités utan 3 perces inkubalas
kovetkezett 0,5%-0s kobalt kloridban (0,1M-o0s, 7,2 pH-s TBS —ben oldva) szinel6hivas
céljabol. Desztillalt vizes oblités 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 vizsgalatokban a melanin tartalmu sejtek feltételezett zavar6 hatasa
miatt a melanint eltavolitottuk a metszetekbdl, de ugy tiint, a melanin nem interferal a
PAR immunhisztokémiai kimutatdsaval, ezért ezt a Iépést a végsd procedurabol

kihagytuk.

3.4. A PAR festodés vizsgalata human melanoma sejtvonalon

A PAR festddés specificitasanak vizsgalatdhoz WM35 human melanoma sejtvonalat
hasznaltunk. A sejteket az ATCC-t6l (Manassas, VA, USA) szereztiik be ¢s MCDB 153
médiumban (Sigma-Aldrich) tenyésztettilk, melyet 10% FCS-sel, 20% Leibovitz
médiummal (Life Technologies), 5 pul/ml marhainzulinnal, 1,68mM kalcium kloriddal,

penicillinnel (50 U/ml) és streptomycinnel (50 pg/ml) egészitettiink ki. A sejteket a
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tenyésztémédiumban kezeltiik H,O, —al 5 percig, 400 uM-os koncentracioban. A sejtek
egy részét 30 percig 10 pM-os PJ34 PARP inhibitorral is el0kezeltiik. A sejteken a PAR
immunfestést a 3.3. fejezetben leirt médon végeztiik a deparaffinalasi, antigénfeltarasi
1épések elhagyasaval, metanol (100%, -20°C, 5 perc) és paraformaldehid (4%-0s oldat
PBS-ben, pH 7,4, 10 perc szobahon) fixalast kovetden.

3.5. A vizsgalatba bevont diabéteszes betegpopulacio

A vizsgalathoz proliferativ DRP miatt mitétre keriild diabéteszes betegek iivegtesti
mintait hasznaltuk fel. Az {ivegtesti mintakat vitrectomia soran nyertiik: a mutét elején
higitatlan mintat vettiink eppendorf csovekbe, ezeket -80 °C-on taroltuk feldolgozasig.
Megvizsgaltuk 10 diabéteszes beteg livegtesti mintajat (6 férfi, 4 nd) atlagéletkor 54 év
(34-69 év) és a kontroll csoport mintait (8 beteg, 2 férfi, 6 nd), akiknél epiretinalis
membran miatt tortént vitrectomia. A kontroll betegek atlagéletkora 72 év volt (67-80
év). A diabétesz csoportban 7 beteg volt DM2 és 3 beteg volt DM1, akik egy kivétellel
inzulin kezelést kaptak.

A betegség atlagosan 17,7 éve allt fenn (2-34 év), a miitét a PDR komplikécioi (vérzés,
latohartya levalds, proliferacidos kotegek) miatt tortént. Miutan a kontroll csoport
atlagéletkora eltért a diabéteszes csoportétdl, fontos hangstilyozni, a beteg életkoranak
nincs hatasa a PDR klinikai képére (Kumagai és mtsai 2007). Az is ismert, hogy a
totalis protein karbonil szint nem korreldl a korral és a DR szemészeti tiinetei

fiiggetlenek attol, hogy DM1 vagy DM2-r61 van-e sz6 (Varma és mtsai 2004).

3.6. 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) hasznaltunk a

gyari instrukcioknak megfelelden.
3.7. Fehérje karbonilacié meghatarozas

A ROS és RNS molekulak a fehérjék aminosav oldalldncait karbonilla (aldehid vagy

keton) tudjak oxidalni. A fehérje karbonil meghatarozashoz minden mintat desztillalt
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vizzel higitottunk a 20 pg/200 pl koncentracioig. Ehhez 50 pl 80% os triklorecetsavat
(TCA) adtunk, ezt centrifugaltuk, majd jégen inkubaltuk 5 percig.

Ezutan 13000g-n 2 percig torténd centrifigalds utan a feliiluszot eltavolitottuk, majd az
iiledéket Ujraiilepitettiik 500 pl jéghideg acetonban. Ezt -20°C —on inkubaltuk 5 percig,
majd ismét centrifugaltuk 13000g-n 2 percig. Az aceton eltavolitasa utan az tiledéket 20
ul desztillalt vizben oldottuk, majd a fehérje karbonil kimutatasahoz az OxyBlot Protein
Oxidation Kitet (Merck Millipore, Budapest, Magyarorszag) hasznaltuk a gyari
instrukcidok alapjan. A derivatizacié befejezése utan, a kinyert dinitrofenol (DNP)

terméket spekrofotometriaval hataroztuk meg 405 nm-en.

3.8. Glutation meghatarozas

A mintakat 10 percig jéghideg 10%-os TCA oldatban precipitaltuk. Majd 5000 g, 4 °C-
on torténd centrifugalds utan a feliiluszot hasznaltuk tovabbi vizsgalatokhoz.

A glutation esszét (GSH essz¢€) 96 lyuku lemezen végeztiik. A mintahoz natrium-foszfat
puffert (1 M) és oftalaldehidet (0,5%) adtunk, és 30 perces szobahdmérsékleten torténd
inkubacié utan 390/ 460 nm-en fluorescenciat mértiink. A feliiluszot N-etilmaleimiddel
keverve hasznaltunk vakként minden mintdhoz. A GSH-val standard gorbét

készitettiink. A fehérje koncentraciot BCA kolorimetrias modszerrel hataroztuk meg.

3.9. Statisztikai médszerek

A bOr és uvea melanoma metszeteken a magfestddést szemikvantitativ modszerrel
mértiik egy szubjektiv skalan két egymastol fliggetlen gyakorlott vizsgalo altal. A skala
pontjai: 0 (negativ), 1 (alacsony), 2 (kozepes), 3 (er6s), 4 (nagyon erds). Az
immunfestett lemezeket a H&E festett parjukkal vetettiik 6ssze a melanocita eredeti
festddés felmérése céljabol. A két fiiggetlen 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 korrelacios
koefficiensel vizsgaltuk, a szignifikanciat p<0,05 hataroztuk meg. A diabéteszes és
nem diabéteszes mintak eredményeit Statisticall,0 szoftver segitségével végeztik. A
szamitasokhoz a Mann-Whitney U Tesztet hasznaltuk. A kiilonbséget p<0,05 esetén

tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. Eredmények

4.1. Melanoma sejtek PAR festodése

Humén melanoma sejttenyészeten 10H (PAR ellenes) antitesttel demonstraltuk a PAR
jelenlétét, a PAR festés specificitasat. A H,O»-al kezelt sejteken a H,O, altal provokalt
DNS sériilés miatt a kovetkezményes PAR termelddésnek megfelelden Kkifejezett
festddést talaltunk (3 B), szemben a PARP inhibitor PJ34 elékezelt sejtekkel, ahol mar
csak minimalisan észleltiink festédést (3 C). A festddést a teljesen kezeletlen kontroll
sejtvonalhoz (3 A) viszonyitva értékeltiik.

3. abra. PAR festodés melanoma sejttenyészeten

A 10H antitesttel tortéeno specifikus PAR festés demonstraldasa. Kezeletlen kontroll (4),
és HyOp-vel kezelt (5 perc, 400 uM) melanoma sejteket anti-PAR specifikus 10H
antitesttel megfestve (B). A H,O,-vel kezelt sejtcsoportban PARP inhibitor PJ34 (30
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min, 10 uM) eldkezelés utan nem volt PARP festodés a melanoma sejteken (C). Skala:
30 um

4.2. PAR képzodés bormelanomaban

A bérmelanomaknal a PAR magi festédését figyeltiik meg a tumorsejtekben.

Bar a festddés intenzitasa meglehetdsen eltérd volt (1. Téablazat és 4. abra A, B, C), a
fest6dés intenziven korreldlt a Breslow indexel, Clark stadiumbeosztassal és az AJCC
score-ral. (5. abra).

A PAR festddés és Breslow index, Clark stadium és AJCC score kozotti korrelacio
vizsgalatara a Spearman koefficienst hasznaltuk, ami rendre r=0,4125 (p=0,0025), r=
0,3257 (p=0,0197) és r=0,3657 (p=0,0083) volt.

Erdekes megfigyelés, hogy ez a korrelacié ndbetegeknél sokkal kifejezettebb volt. A
Spearman korrelacios koefficiens és szignifikanciaja nébetegek esetében a fentiekhez
hasonlé 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).
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Eletkor Nem

62 M 0,45
33 M 0,24
69 M 1,12
44 F 0,48
44 F 6
38 F 0,12
73 F 1,75
63 F 11
40 F 7
69 F 2
58 M 0,61
44 M 0,88
63 M 0,25
51 M 0,65
38 M 0,55
50 M 0,31
45 M 1,12
67 M 0,12
71 M 0,06
79 F 0,42
66 F 0,2
81 F 0,07
80 F 0,18
85 F 0,3
73 F 0,22
65 F 0,28
45 F 0,2
69 M 0
82 M 0
70 M 0,85
7 M 14
75 M 0,3
71 M 0,43
68 M 0,56
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1. tablazat. PAR expresszio bérmelanomas betegeknél

A bormelanomas

eseteket

a kiilonbozo

szovettani

osztalyoknak megfeleloen

csoportositottuk: (SSM: felszinesen terjedé melanoma, LM: lentigo maligna, NM:

nodularis melanoma, MET: metasztazis). Eletkor, nem, Clark stadium, Breslow index,

AJCC score és a PAR festodeés intenzitasa keriilt feltiintetésre.
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4. abra. PAR fest6dés a b6r melanoma mintiakban

Az A, B, C paneleken reprezentativ PAR festddés lathato SSM, lentigo melanoma,
noduldris melanoma metszeteken. D: A negativ (izotipus) kontroll festédés (noduldsi
melanoma mintadn késziilt. A mérévonal skdla 40 um (A-D).
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5. abra. A PAR festodés statisztikai analizise bor melanomakban.
A PAR festodés mértéke korrelalt a Clark, Breslow és AJCC besorolas értékeivel. A
korrelacio szamitasahoz Spearman korreldcios koefficienst hasznaltunk, mellyel

statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk (p érték az abran).
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4.3. PAR expresszié uvealis melanomaban

A szem tumormentes részein PAR magfestédést észleltiink a retina nuklearis rétegeiben
(6. abra) és az érhartya ereinek falaban (6 A abra). A daganatos szoveten belilli PAR
festddés valtozo volt (6 B és 6 C abra). Tobb esetben is megfigyelhetd volt az intenziv
erek koriili festédés a tumorszovetben (6 D abra). Bar az egyes tumor tipusok kozott
nyilvanvaléan eltér6 PAR festddést észleltiink, az esetek alacsony szama miatt
egyértelmil korrelaciot nem tudtunk megfigyelni a kiilonbozd szdvettani tipusok és a

PAR immunpozitivitas kozott (2. tablazat).

6. abra: A retina és uvealis melanoma PAR festédése

A PAR kimutathato volt a retina nukledlis rétegeiben (A *), és kifejezett
immunpozitivitdas volt észlelheté a chorioidea erei koriil (A, nyil). Az uvealis melanoma
teriiletén a PAR festddés intenzitdsa valtozo volt (B, C), de a perivascularis teriiletek
altalaban kifejezettebben festodtek, mint az egyéb tumorteriiletek. (D). Skala: A: 100
um, B, C: 15 um, D: 200 um
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Kor Szévettani forma Extraocularis PAR fest6dés
terjedés intenzitdsa
(év)
(1-4)
64 orsdsejtes nincs 1
81 orsosejtes sclera infiltracié 3
39 orsosejtes nincs 3
76 orsodsejtes nincs 4
46 orsosejtes nincs 4
55 epitheloid sejtes sclera infiltracié 2
71 epitheloid sejtes opticus infiltracio 2
56 epitheloid sejtes nincs 3
54 kevert sejtes nincs 2
55 kevert sejtes nincs 2
46 kevert sejtes vortex véna 3
infiltracié
53 kevert sejtes sclera infiltracio 3

2. tablazat. PAR expresszi6 uveailis melanomaban

Az wuvedlis melanomds betegeket szovettani tipus (2. oszlop) illetve az alapjan

rendszereztiik, hogy a daganat attorte-e a szemgolyo falat (3. oszlop). A PAR festodés

aktivitasat 1-4 skalan jeloltiik.

47




4.4. Diabétesz indukalta oxidativ stresszmarkerek vizsgalata az iivegtestben

a, Uvegtesti glikacios termékek

A diabéteszes betegek glikémias kontrollja, vagyis a vércukorszint megfeleld
beallitottsaga visszatiikrozodik a vér (és szovetek) AGE szintjében. Az AGE-K a
redukalé cukrok, mint a gliikoz, és fehérjék (vagy lipidek) amino csoportjai kdzott nem
enzimatikus reakcioban kialakul6 stabil végtermékek. Az ebben a reakcioban keletkezo
Schiff bazis késobb kémiailag atrendezddve stabil Amadori termékké alakulhat. A
glikalt fehérjék-mint pl. a glikalt hemoglobin Alc- eltrjedten hasznalt a mindennapi
Klinikai praxisban. Informaciot ad az elmult 6-8 hét szérum gliikoz szintjérdl (Shapiro
¢s mtsai 1979).

Kivancsiak voltunk, vajon a diabéteszes betegek iivegtestjében megfigyelhet-e a
fokozott glikaci6. Vizsgalataink sordn a kontroll csoporttal dsszevetve emelkedett AGE
szintet talaltunk a DRP betegek iivegtestjében: 812,10 vs 491,69 ng/mg protein
(p=0,058) (7 A abra). Az eredmények arra utaltak, hogy az iivegtesti cukorszint,

hasonloan valtozik, mint a szérumban vagy mas szerveben.

b, Oxidativ stressz az iivegtestben

Az oxidativ stressz a ROS és RNS keletkezése €s eliminacioja kozotti egyensuly
felborulasakor alakul ki. Ha a ROS/RNS eliminaci6ja csokken az antioxidans kapacitas
elégtelen mitkddése miatt, fehérje oxidacio és nitralas, lipid és DNS karosodasok jonnek
létre (Coleman és mtsai 1989, Flynn és mtsai 1983, McCay ¢és mtsai 1981). A szamos
ROS és RNS molekula altal triggerelt oxidativ fehérjekarosodast jelzik az aminosav
oldallancokon (proline, lizin, arginin és treonin) megjelend karbonil csoportok. A
fehérje-karbonil szamos oxidativ stresszallapot vizsgalatanak fontos biomarkere, és tobb
betegséghen, igy a diabéteszben is sejtdiszfunkciot okoz (Dalle-Donne és mtsai 2003,
Frohnert és Bernlohr 2013, Teodoro és mtsai 2013, Turkcu et al 2016). Vizsgalatunkban
meghataroztuk a DRP betegek tivegtesti fehérje-karbonil szintjét. A DRP betegek
tivegtestjében szignifikansan emelkedett szintet talaltunk (2,08 vs 0,67 Ass/100 pg
protein; p=0,017) a kontroll csoporthoz viszonyitva (7 B abra).

Az eredmény ramutat, hogy az oxidativ stressz a diabéteszes folyamatokban szerepet

jatszik és a ROS/RNS molekuldk a szem fehérjéivel reakcioba 1épnek.
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c, Antioxidans kapacitas az iivegtestben

A ROS/RNS termelddése mellett az antioxidans repertoar allapota és Osszetétele is
kulcsszerepet jatszik a szerv illetve szovet redox statuszaban. Ezért elemeztiik a DRP
betegek iivegtestjének antioxidans haztartasat. Meghataroztuk az egyik legfontosabb
endogén antioxidans, a glutation (GSH) szintjét. A redukalt glutation szintet is
szignifikansan magasabbnak talaltuk a kontroll csoporthoz képest. (4,53 vs 2,34
umol/pg protein; p=0,019). (p<0,05) (7 C abra).
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7. abra. Diabéteszes és kontroll betegekt6l gyiijtott iivegtesti mintak.

AGE (advanced glycation endproducts (AGE) (A), redukalt glutation (GSH)
tartalom (B) és fehérje karbonildcio (C) meghatarozdasa. A csillagok a csoportok
kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik (*p< 0.05, Mann- Whitney U-Teszt).
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5. Megbeszélés

Az oxidativ stressz a legtobb betegség pathogenezisében tetten érhetd, és a nyomaban
aktivalodo DNS torést érzékeld €s javitd rendszer elemei, mint példaul a PARP-1
szintén sok korfolyamathoz jarul hozza. A disszertacid alapjat képezd munkakban
egyrészt a melanomak PAR statuszat €s ennek a klinikai-szovettani stddiumbeosztassal
megfigyelhetd Osszefliggéseit vizsgaltuk, masrészt a diabéteszes retinopatia

folyamatéban kerestiik a redox diszregulacié livegtestben jelen 1€vo jeleit.

5.1. PAR szerepe melanomakban

Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a poli(ADP-rib6z) mind a bérmelanomakban,
mind pedig az uvedlis melanomaban képzddik. Kordbban a PARP-1 expresszidjat
mutattdk ki human melanomaban és korrelaciot allapitottak meg az expressziod
intenzitasa és a tumor klinikai stadiuma ko6zott (Staibano és mtsai 2005). Ugyanakkor a
sejtek PAR tartalma jobban tiikrozi a PAR metabolizmusat, mint a PARP-1 expresszio.
Ezért eredményeink, melyek szerint a PAR tartalom korrelal a tumor Breslow
indexével, Clark stadiuméval és az AJCC score-al, terapias jelentdséggel birhat azoknal
a betegeknél, ahol a kemoterapia mellett PARP gatlo kezelés is szoba jon.

A kérdés az, hogy mi lehet az oka a melanoma sejtek PAR felhalmozodasanak.
A melanoma sejteknek osztoddsi ratdja magasabb a kornyez6 normal sejteknél.
Korabban Bakondi és mtsai kimutattdk, hogy a mitotikus sejtek fokozott PARP
aktivitassal birnak (Bakondi és mtsai 2002). Ez az eredmény segit megmagyarazni a
melanoma sejtek PAR szintézisét i1s. Ugyanakkor a bdérmelanoma mintdkban a
melanoma sejtekben egyenletes PAR festddését talaltuk, és miutan nyilvan nem
egyszerre volt az Gssszes sejt mitotikus fazisban, azt gondoljuk, hogy a PAR szintézis
nem annyira mitdzis fliggd ezekben a tumorokban. Az oxidativ stressz fokozddasanak
szerepe ismert bérmelanomédban (Sander ¢és mtsai 2003) és uvedlis melanomakban
(Blasi és mtsai 1999) egyarant. A melanoméakban jellemzd oxidativ stressz DNS
toréseken keresztiil szintén vezethet PARP aktivaciohoz.

Az uvealis melanoma metszetekben intenziv PAR festddés volt jellemzd a tumor
ereinek sejtjeiben, illetve az erek koriili tumorszévetben. Ez utalhat arra, hogy a PAR

szintézis a tumor oxigenizacioval fligg Ossze. A daganat sajat ereinek kialakulésa,
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vérellatasa fontos a tumorszovet megfeleld oxigén ¢és tapanyagelldtdsdhoz. Az
angiogenezishez sziikséges a fokozott VEGF ¢és HIF-1 expresszi6. Ezek transzkripcioja
viszont a PARP-1 kontrollja alatt all. (Obrosova és mtsai 2004, Martin-Oliva és mtsai
2006). Megfigyeltiik, hogy a PAR festddés és a klinikai stadium kozotti osszefliggés
joval kifejezettebb volt a ndknél. Korabban mar megfigyelték, hogy a nemek szerepe
szdmos borbetegségben, igy bor melanomédban is etioldgiai és prognosztikus
tényezoéként szerepel (Dao és Kazin 2007). Ezental a PAR-ilacidban is kimutattak a
nemek szerepét stroke és endotoxin sokk allatmodelljein (Hagberg ¢és mtsai 2004,
McCullough 2005, Mabley és mtsai 2005). A nemek kozott kiilonbséget okozhatja az
Osztrogén véddhatasa és a kiilonb6zé nemhez kapcsolt sejthalal programok (Mabley és
mtsai 2005, Szab6 és mtsai 2006, Yuan és mtsai 2009).

Mivel a melanoméban észlelt fokozott PAR termelddéshez vezetd utvonalak és a PAR-
ilacio sejthaldlban betoltott szerepe a melanomakban nem teljesen tisztazottak, az
eredményeink jelentdsége, és az abbol levonhatd kovetkeztetések korlatozottak és még
tovabbi vizsgalatokat igényelnek. Mivel a melanoma eltérd stddiumaiban egyénenként
eltérd PAR festddést talaltunk a bdrmelandémas esetekben, sziikséges lehet a PARP

gatlo kezelésre valo kivalasztasban a betegek gondos szelektalasa.

Melanémaval kapcsolatos eredményeink terapias vonatkozasai

A PARP-1 gybogyszeres gatlaisa a HRR deficienciaval jar6 BRCA mutécioval
Osszefiiggésben hozhat6 daganatokban hatékonynak mutatkozott. A PARP 1 gatlok
alkalmazasa kettéslanc torések kialakulasdhoz vezethet, igy a BRCAI, 2 4ltal eleve
DNS karosodasra itélt tumor sejtekben sulyosan karosodik a hibajavitds, ami a
tumorsejtek haldldhoz vezet, mig a normal sejtekben a HRR a DNS hibékat kijavitana.
Ez a kettés defektus eredménye a szintetikus letalitas, vagyis szinergizmus két, kiilon
nem letalis torténés kozott. A PARP gatlok enzim milkodés gatlo hatasa mellett
feltételezik, hogy a PARP molekulat csapdaba ejti a DNS torésnél, egy specialis,
daganatsejtek szamara toxikus komplexet képezve gatolja a DNS replikéaciot
Valoszintileg ez a funkcid felelés a kiillonbozé PARP gatloszerek eltéré klinikai

hatasaért.

PARPi az onkolégiaban
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A PARP gatloszerek klinikumban is hasznosithato terapias hatékonysagat szdmos
betegségcsoportban vizsgaljak (Pacher és Szabd 2007, Rajesh és mtsai 2006, Soriano és
mtsai 2001). Mivel a PARP-1 gatlasa a BER gyengiilésével jar, a PAR metabolizmus
befolyasolasa a daganatok esetében is terapas lehetdséggel birhat (Tentori és mtsai

2003, 2005, Plummer és mtsai 2008, Fong és mtsai 2009, Sisay és Edessa 2017).

A PARP gatlok napjainkban az onkologiai gyakorlat elfogadott gyogyszereivé valtak.
Az elséként engedélyezett oliparib, a recidiv, platinaérzékeny, eldrehaladott serosus
epithelilis ovarium karcinoméban engedélyezett gyogyszer, mellyel jelenleg is szamos
klinikai tanulmany folyik, kiilonb6z6 daganatos betegségekben. Az olaparib, rucaparib,
¢és niraparib PARP1 megjelenése nagy reményeket kelt a BRCA mutacioval illetve a
homolog rekombinacio zavaraval jaro négyogyaszati tumorok kezelésében, de
vizsgalatok folynak tovabbi PARPi szerekkel (veliparib és niraparib) is. A kiilonb6z6
PARPi készitmények az ovarium mellett egyéb szervek daganataiban, mint tiido,

prostata, gyermekkori glioma, astrocytoma is hatékonynak mutatkozik.

Melanomak esetén is vizsgaltdk a PARP illetve a PARP gatlas hatdsat. Rodrigez és
tarsai szerint a PARP1 csokkenti a metasztatizalasi hajlamot melanomaban, amit részben
a vimentin expresszi6 csokkentésével ér el. Melanomaban PARPi —ral jelenleg is
folynak tanulményok: a niraparib hatasat vizsgaljak BAP1 DNS karosodassal jaro
tumorokban. A BAP1 egy ubiquitin ligdz, melynek a sejtciklusban, sejthalalban és DNS
kettostorések javitasaban van fontos szerepe. A BAP 1 csiravonalbeli mutacidja
hajlamosit velesziiletett daganatok kialakulasara, ezen beliil is fokozza a hajlamot
uvealis melanoma kialakulasara. A PARPI igy a szintetikus letalitds mechanizmusaval e
tumorokban hatékony tumorgatlast okozhat. Kiilonosen figyelemre mélto ez annak
ismeretében, hogy szamos, a bérmelanoméaknal mar hatékonynak mutatkozo gydgyszer
az uvealis melanomadk esetében nem mutatott kedvezd hatast. Melanomas betegeknél
figyelték meg, hogy ha az MMR gének mutalodtak, a PARPi addsédval a temozolomide
érzékenység megorizhetd volt. Egyéb tanulmanyok is folynak jelenleg PARPI szerekkel
melanomékban, mint rucaparib, veliparib. A PARP1 tehat tobbféle protoonkogén
defektusaval vezethet szintetikus letalitashoz, lehetévé téve a daganatok kezelését. Mig

tobb mas daganat estén mar bizonyitottan hatékony, €s engedélyezett gyogyszer
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formaban elérhetd, melandmak esetén még vizsgalat targyat képezi, hogy az onkologiai

kezelés részét képezhetik-e a PARP gatloszerek.

5.2. Oxidativ stressz DRP-ban

A DRP klinikai tiinetei koziil a retina ereinek stlyos elfajulasa az egyik legfontosabb
pathologiai tényezd. Diabétesz sordn az erek bazdlmembranja megvastagodik,
permeabilitas fokozodik, angiogén faktorok szabadulnak fel. A ROS ¢és RNS
termelddése ismert a diabéteszes szovetekben, igy a retinaban is. A ROS-nak szerepe
van a diabétesz talajan kialakulo retina értjdonképzodésben ¢és a retinopatia
kialakulasanak egyik f6 résztvevoje. Az oxidativ stressz tehat kulcsszerepet jatszik
nemcsak a diabétesz hanem a diabétesz szo6védmények, igy a DRP kialakulasaban is.

A retina - felépitésének koszonhetéen - nagyon érzékeny az oxidativ stressz karosito
hatdsaira. Ennek hatterében allhat a neurdlis szovet nagy lipidtartalma, de a retina
fokozott oxigén anyagcseréje is szerepet jatszhat.

Az oxidativ stressznek a DRP progresszidjaban is fontos szerepe van. Feltételezheto,
hogy a vércukorszint rendezése utan is progredialo retinopatia hatterében is az oxidativ
stressz all (Kowluru és mtsai 2003). A ROS a retina endothel sejtek apoptosis altali
pusztulasat okozza, ezaltal olyan gyulladasos folyamatot kivaltva, amely az
érpermeabilitds és érproliferacio fokozasaval oedema képzddéshez, érijdonképzddéshez
és tivegtesti vérzéshez vezet. A macula pigmentepithel sejtjeiben talalhat6 karotinoidok
(pl. lutein, zeaxantin) karosodott antioxidans funkcidja is hozzajarul a pigmentepithel
sejtek hyperglikémia eredetli, oxidativ mechanizmusu apoptotikus destrukcidjahoz,
ezaltal a diabéteszes makulopatia kialakulasahoz.

Az enzimatikus €s nem enzimatikus folyamatok részben egymdas melletti, részben
szinergista folyamatként vesznek részt a DRP kialakulasaban. Feltételezhet6, hogy a
megvaltozott mitokondrialis funkcid oxidativ stresszt okozva sulyosbithatja az AGE
termelddést illetve szovetkarositast. Az oxidativ stressz tehat mind a diabétesz mind a

DRP kialakitasaban szamos karosito patofiziologiai ut kozos folyamata lehet. Eziranya
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vizsgalatainknak az ad kiemelt jelentoséget, hogy a redoxhdztartas felborulasat a

nehezen hozzaférhetd iivegtesti mintakban is sikeriilt igazolnunk.

Oxidativ stresszmarkerek vizsgalata diabétesz eredetii retinopatiaban

A diabéteszes Dbetegeknél optimalis szénhidrat anyagcsere beallitas mellett is
el6fordulhat a vércukor szint olyan ingadozédsa, mely hatdsara a vér és kiilonb6zo
szovetek fehérje glikacioja fokozodhat (Saisho 2014). Szamos vizsgalat igazolta, hogy
diabéteszben AGE-k keletkeznek a szemben, kozremikodve a diabétesz
komplikacioinak kialakulasaban (Ma és mtsai 2014). Ez a folyamat legkifejezettebb a
retindban, ahol az antioxidans enzimek, transzkripcids faktorok, mitokondrialis fehérjék
miikodése csokkenhet a glikacidjuk altal (Milne és Brownstein 2013, Ola és mtsai
2012). Ez a fehérje glikacios folyamat a diabéteszes szemben oxidativ stresszhez vezet
(Kandarakis ¢s mtsai 2014). Az iivegtesti térben talalt emelkedett AGE szint utalhat a
szemen beliili gliikoéz szint emelkedésére. Miutan a szisztémas keringés és tivegtest
kozotti metabolikus equilibrium kialakulasa lassu, ezért az livegtestben mért magas
AGE szint a hiperglikémia tartos fenndllasara utal betegeink esetében (Moseley és mtsai
1984).

Choudhuri és mtsai az tlivegtesti AGE szintet magasabbnak talaltdk PDR betegek
iivegtestjében, mint a nem proliferativ DRP betegeknél, mig a szérum AGE szintje
mindkét csoportban magasabb volt a nem diabéteszes szemekhez viszonyitva
(Choudhuri és mtsai 2013). A szdveti kiegyenelitddés lasst kialakulasa mellett ez
jelentheti az AGE szerepét a sulyosabb, proliferativ stadiumba valdo atmenet
kialakitasaban, amit vizsgélataink mellett mas szerzok tapasztalatai is alatdmasztanak. A
kozelmultban (cikkiink megjelenése utan) nem proliferativ DRP betegek iivegtesti
mint4jabol tobbféle AGE-t meghatarozva egyes AGE, mint pentozidin, 3-
deoxyglucosone szintjét magasabbnak mérték, mig mas fehérjéhez kapcsolt illetve
szabad AGE-k ¢és a-dikarbonilok szintje nem tért el lényegesen a nem diabéteszes
mintaktol (Fokkens ¢és mtsai 2017). A retindban zajlé oxidativ stressz
mechanizmusénak ismeretében kovetkeztethetliink arra, hogy az iivegtestben zajlo
fehérje glikacio szintén szerepet jatszhat az iivegtesti oxidativ stresszben (Puertas és

mtsai 1993).
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A szoveti oxidativ stressz jellemzdje az oxidativ fehérje, DNS és lipid modositas
(Videla és Fernandez 1988). A fehérjeoxidacid markereként megmértiik az tivegtest
fehérje-karbonil tartalmat. A diabéteszes betegek emelkedett tivegtesti fehérje-karbonil
szintje alatamasztja azt a feltételezést, hogy az iivegtest is része a szem diabétesz
eredetii oxidativ kornyezetének. Az livegtest fehérjékben, kiilonosen albuminban és 11
tipust kollagénben gazdag (Sebag 2008). igy a reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékok
nagy valoszintiséggel talalnak fehérje célpontot. Loukovaara és mtsai a fehérje-karbonil
szintet szintén magsabbnak taladlta PDR betegek livegtestjében, ugyanakkor nem volt
magasabb a szintén diabéteszes, de csak az enyhébb, nem PDR-ban szenvedd betegek
livegtestjében, vagyis a fehérje-karbonil szint emelkedését egy stlyosabb oxidativ
hatasnak tulajdonitottak (Loukovaara és mtsai 2014). Mas fehérjeoxidacos termékekkel
szemben a fehérje-karbonil nehezen indukalodik, ugyanakkor irreverzibilis oxidativ
karososdast jelez, ami alatamasztja azt a feltételezést, hogy az oxidativ stressz nem csak
a diabétesz, illetve a diabétesz eredetli retinopatia kialakulasaban jatszik szerepet,
hanem a szovédmények progresszidjat, sulyossadgat is meghatarozhatja. Mindez okot

adhat a karbonilacié gatlok jovobeli klinikai alkalmazasara is.
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8. abra. Grafikus abra: Diabétesz eredetii oxidativ stressz szerepe a diabéteszes
retinopathia kialalkulasaban.
Olyan kornyezetben, ahol az oxidativ stressz aktivan jelen van, gyakran

megfigyelhetd az antioxidans rendszer alkotoinak csokkenése is az allando igénybevétel
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miatt (Hegedlis és Virag 2014). Ezért azt feltételeztik, hogy a diabéteszes betegek
livegtestjében az antioxidans kapacitas is csokkenni fog. A redukalt glutation az egyik
fo antioxidans enzim. Kordbban tobb szerz6 is a PDR betegek iivegtesti mintajaban a
teljes antioxiddns kapacitas csokkenését irta le. A kiilonbozé oxidativ pufferek
vizsgalatarol az egyes enzimek kiilon vizsgalata arnyaltabb képet mutathat, mivel a
kiilonb6z6 enzimek eltérd iranyitas alatt allhatnak illetve a retinopatia kialakulasa soran
is annak stadiumatol fliggd eltérést mutathatnak. Ezekkel az eredményekkel szemben mi
azt talaltuk, hogy a redukalt glutation szintje magasabb volt, mint a kontroll szemekben.
Ezt a megnovekedett terhelésre kialakult adaptiv valasznak tekinthetjiik, hasonldan,
mint ahogyan azt korabban PDR betegeknél megfigyelték az extracellularis SOD
esetében (Izuta és mtsai 2009). A glutamat cisztein ligaz, a glutation szintézis
kulcsenzime a Nrf2 altal szabalyozott antioxidans rendszer kontrollja alatt all. Az Nrf2 a
redox homeosztazis f6 (mester) regulatora (Lu 2013). A tartésan fennalld oxidativ
stressz  hosszatavon indukalhatja az Nrf2-medialt GSH szintézis fokozodast.
Vizsgalataink alapjan a redox homeosztazis jelentds atrendezddése figyelheté meg a
diabeteses  betegek  iivegtestjében, mely magyardzatot adhat a  DRP

patomechanizmusanak egyes lépéseire.

5.3. A fébb tudomanyos eredményeink:

1. A human melanoma sejttenyészeten 10H (PAR ellenes) antitesttel igazolhat6 a
PAR jelenléte H,0O, kezelést kovetden, mely a PARPi kezelt sejtekben nem
észlelhetd.

2. Elsoként irtuk le, hogy a bérmelanoméak esetén PAR magfestddés figyelhetd
meg, melynek intenzitdsa korrelal a Breslow és Clark stadiumbeosztassal,
valamint az AJCC score értékével. Az Osszefiiggés ndbetegek esetén
kifejezettebb.

3. Elséként vizsgaltuk uvedlis melanomdban a PAR eloszlast. Uvealis
melanomaban a daganatszovetben PAR magfestddést tapasztaltunk. A
szovettani tipusok kozotti eltérés a kapott eredmények alapjan felvetddik, de az

alacsony esetszam miatt egyértelmiien nem igazolhato.
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Ep szemterilleteken a PAR magfestddés a retina nukleéris rétegeiben és az
¢érhartya ereinek falaban kimutathato.

Diabéteszes retinopatids betegek livegtesti mintadiban emelkedett szintii AGE
mutathat6 ki, mely a fokozott glikaciora utal.

A diabéteszes retinopatias betegek {ivegtesti mintdiban az oxidativ stressz
mértékét jellemzo fehérje-karbonil szintje szignifikansan emelkedett.

Elséként irtuk le, hogy a redukalt glutation szint szignifikansan emelkedett a
diabéteszes retinopatias betegek iivegtesti mintaiban, mely az endogén

antioxidans rendszer adaptiv valasza lehet a fokozott oxidativ stresszre.
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6. Osszefoglalas

Az oxidativ stressz szerepe szamos betegségben jol ismert. Az altala okozott
DNS karosodas altal indukalt utvonalak egyike a PARP aktivacids utvonal. A PARP
fiziologas szerepérdl szerzett tapasztalatok alapjan lehetévé valt a PARP éltal
szabalyozott folyamatok befolyasolasanak klinikai alkalmazasa. A PARP gatld
gyogyszerek jelenleg az onkologiai terapias repertoar részét képezik tobbféle tumor
esetében. Munkank soran a melanomak, azon belil is a bér melanoma illetve a
leggyakoribb primer felnéttkori malignus szemdaganat, az uvedlis melanoma esetén
vizsgaltuk a tumorok PAR expresszidjat. A sejtek PAR tartalma a PARP-1
expresszional is jobban tiikkrozi a szovetek PAR metabolizmusat. A bdérmelanomak
esetében a PAR tartalom egyenes Osszefliggését talaltuk a klinikai stadium
sulyossagaval, ami foként a noknél volt kifejezett. Kifejezett PAR festodést talaltunk
uvedlis melanomaknal az erek mentén, mely Osszefiiggésben allhat a daganat
vaszkularis rendszerének progressziv képzddésével. Mindezek alapjan feltételezheto,
hogy eldrehaladott melanomék esetén a PARP gatld kezelés ezen onkoldgiai
betegcsoportban is szerepet kaphat.
Az oxidativ stressz hatdsara kialakuld redox egyenstlyzavar szerepet jatszik a diabétesz
eredetli retinopatia kialakitasdban. Ennek az atrendez6désenek a biomarkerei nemcsak a
vérbdl, hanem a szem belsejébdl vett livegtesti mintabdl is kimutathatd, ami jelzi a
lokalisan zajlé oxidativ folyamatok szerepét a retionpatia kialakitasaban. A PDR
eredetll mintdban szignifikdnsan emelkedett mind a fehérje oxidéaciora utald protein
karbonil, mind a glikalasi termékek szintje. Az oxidativ kdrosodéas mellett vizsgaltuk az
antioxidans védelmet is. Ezt az egyik antioxidans, a glutation szintjének mérésével
végeztiik, s ezt vizsgalatunkban szintén emelkedettnek mértiik, amit a védelmi rendszer
adaptiv valaszanak tekintettiink. Az oxidativ stressz szerepének tisztazasa a diabétesz
szovOdményeiben lehetOséget teremthet ezen folyamatokat megcélzo gyodgyszeres

kezelések kidolgozasaban.
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7. Summary

The role of oxidative stress is well established in many diseases. One of the pathways
induced by oxidative stress causes DNA damage and activation of PARP1. Results of
experimental PARP research paved the way for clinical applications of PARP inhibitors
which are currently part of the oncological therapeutic repertoire for several tumors. In
our study, tumor PAR expression was investigated in melanomas, including skin
melanoma and in the most common primary adult malignant ocular tumor, uveal
melanoma. PAR level of cells reflects the PAR metabolism of the tissues more
accurately, than PARP expression. In case of skin melanomas we found direct
correlation of PAR level with the severity of the clinical stage. A pronounced PAR
staining was found in uveal melanoma along the vessels, which may be related to the

progressive formation of the tumor's vascular system.

Redox imbalance due to oxidative stress plays a role in the development of diabetic
retinopathy. Biomarkers of this imbalance can be detected not only from the blood, but
also from the vitreous sample, from the inside of the eye, indicating the role of locally
occurring oxidative processes in the development of retinopathy. In the PDR-derived
samples, both protein carbonyl and glycated product levels were significantly increased.
In addition to oxidative damage, antioxidant protection was also investigated. This was
done by measuring one levels of the key antioxidant glutathione, which we found to be
elevated as an adaptive response of the defense system. Clarifying the role of oxidative
stress in diabetic complications can provide an opportunity to develop drugs targeted at

these processes.
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