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A “nitrogen monoxide-peroxinitrit-PARP utvonal” szerepe
a kronikus sebek pathogenezisében

Témavezet6: Dr. Szabo Eva, DEOEC Bérgyogyaszati Klinika

Pélyazatunk atfogd célkitlizése a poli-ADP-ribozilacionak (PARilacio) és ezen beliil
kiilonosen a oxidative/nitrozativ stressz altal stimulalt PARilacionak a bdr élettani és koros
miikddéseinek szabdlyozasaban betoltott szerepének vizsgalata. A dermatopathologian beliil
kiilondsen a sebgyogyulasi folyamatok alltak a palyazat fokuszaban. Eredményeinket
alprojektek szerint csoportositva ismertetjiik, melyek egy-egy megsziiletett vagy kozlés
alatt/elott all6 munkat fednek le. A mar publikalt vagy kozlésre elfogadott munkakat kisebb, a
kozlésre elokészités alatt 1évOket nagyobb terjedelemben, dbrakkal illusztralva mutatjuk be.

1. PARilacio normal borben és melanomakban

Vizsgalatokat végeztiink arra vonatkozdan, hogy a PAR polimer el6fordul-e normal human
bérben. A PAR kimutatdsat immunhisztokémiai modszerekkel végeztiik. PAR-t ki tudtunk
mutatni a normdl bér szamos sejtjében, igy a keratinocitdkban, szebocitdkban, haj follikulus
sejtekben, endothelilis sejtekben, szubkutan zsirsejtekben.

Vizsgaltuk a polimer jelenlétét a legagresszivabb bértumorban, melanomaban. A melanoma
sejtek PAR pozitivak voltak és a pozitivitas intenzitasa korrelaciét mutatott a tumor invazios
mélységével.

Koézlemeény: 1 db kozlésre elfogadott cikk:

G¢éhl Zs, Bai P, Bodnar E, Emri G, Remenyik E, Németh J, Gergely P, Virdg L, Szabo E
Poly(ADP-ribose) in the skin and in malignant melanomas. HISTOLOGY AND
HISTOPATHOLOGY &: p. &.(2012)

IF: 2.502

2. PARilacio CHS-ben
Vizsgalatokat végeztiink CHS (kontakt hiperszenzitivitds) egérmodelljében a PARP gatlo
PJ34 hatasanak vizsgalatara. A gyulladasgatld hatast részletesen jellemeztiik: kemokin
expresszio, metalloproteindz expresszio, sejtes infiltracid. E munkéank folytatdsaként knockout
egértorzsek alkalmazasaval kimutattuk, hogy a PARP-1 és nem a PARP-2 enzim jatszik
fontos szerepet a CHS reakcioban megfigyelhetd gyulladasban

Kozlemények: 2 db cikk az elsé szamii kisérletes dermatologiai lapban (J. Invest. Dermatol.)

Bai P, Hegediis C, Szabo E, Gyiire L, Bakondi E, Brunyanszky A, Gergely S, Szabo C, Virag
L: Poly(ADP-ribose) polymerase mediates inflammation in a mouse model of contact
hypersensitivity, J. Invest Dermatol., 129 (1): 234-8., 2009

IF: 5.543

Brunyanszki A, Hegedus C, Szant6 M, Erdélyi K, Kovacs K, Schreiber V, Gergely S, Kiss B,
Szabo E, Virag L, Bai P.: Genetic ablation of PARP-1 protects against oxazolone-induced



contact hypersensitivity by modulating oxidative stress., J. Invest Dermatol. 130(11):2629-
37.,2010
IF: 5.745

3. PARIilicio egér sebgyogyulasi modellben

Egereken excizids sebzési modellt allitottunk be, és vizsgaltuk a lokalisan alkalmazott
PARP gatloszer PJ34 hatasat. Meglep6 modon a szer hatasara a seb némileg gyorsabban
gyogyult (1. 4bra). Ugyanezt tapasztaltuk a PARP-1 hidnyos allatokon is (1. &bra). A
sebmintakbol qPCR analizissel gyulladdsos mediatorokat hataroztunk meg, melyekbdl
n¢hdnyat az 1. dbran mutatunk be. A sebekbdl szovettani vizsgélatokat is végeztink PAR
polimer és iNOS kimutatasara. In vitro ,,scratch asayben” az NO donor vegyiiletek fokoztak a

crer

crer

Microarray vizsgalatot is végeztlink friss sebsz¢élbdl szdrmazod kontroll, valamint sebzés
utdn egy nap elteltével vett bérmintdk génexpresszios profiljanak dsszehasonlitasara (6-6 db
parhuzamos minta). Eredményeink alapjan elmondhato, hogy 326 gén expresszios szintjében
tortént valtozas, ezek kozil 96 gén expresszidja csokkent, mig 230 gén esetében az
génkifejezddés fokozodasat tapasztaltuk. Elvégeztiik a kapott eredmények network analizisét
is, mely alapjan az eldbbiekben leirt expresszios kiilonbségek koziil 42 gén kapcsolatos
valamilyen médon gyulladasos folyamatokhoz, mig 20 gén hozhato Osszefiiggésbe a szoveti
differencidcioban szerepet jatszo jelatviteli titvonalakkal.

Kozlemények: 1db varhato kozlemény (2012-es benyujtdssal)
Tarek Hamoly, Csaba Hegediis, Petra Lakatos, Katalin Kovacs, Edina Bakondi, Laszl6 Virag
and Eva Szabd: PARP-1 regulates wound healing in mice. (elokésziiletben)

4. Oxidativ stresszmarkerek akut és kronikus human sebekben

Osszesen 37 beteg és kontroll személy mintait vizsgaltuk, akik 18-86 év kozottiek voltak
(18 n6 és 19 férfi). A betegek koziil 16 betegnek volt vénas eredetli ulcusa, 3 betegnek
diabeteses ulcusa, 11 betegnek akut II. foka égési sériilése (akut seb). Kontrollként 7
egészséges paciens mintdit hasznaltuk fel. Sebfolyadékot, szérumot gylijtottiink, illetve
szOvetmintat a seb sz€li részébodl azokban az esetekben, melyekben felmertilt spinocellularis
carcinoma gyanuja, ¢s a differencidl diagndzis miatt a mintavételre sziikség volt. A
szovetmintdk kontrolljaként normal bort hasznaltunk. A sebfolyadékokban és a szérumokban
nagyszamu oxidativ stressz-markert ¢és gyulladdsos mediatort hataroztunk meg. A
szovetmintakban poli(ADP-ribdzt) és nitrotirozint detektaltunk. A betegek klinikai adatait is
feldolgoztuk: ¢életkor, anamnézisben szerepld koros tiinetek, tarsbetegségek, ulcus
kiterjedtsége, fennalldsdnak ideje. A klinikai adatok és a laboratoriumi mérések kozott
korrelaciot kerestiink.

Eredmények

Sebfolyadeékbol és szérumbaol tortént mérések:

A kovetkezd paramétereket hataroztuk meg: gyokfogod kapacitas harom kiillonb6z6 mddon
(ABTS modszerrel, Amplex red assayben, Cuprac assayben), glutation (GSH), nitrotirozin,
LDH aktivitds (szovetszétesés), TBARS (lipid peroxidéacid), protein karbonil (fehérje



oxidacié) VEGF, IL-8, TNFa (2. és 3. abra). A citokinek/kemokinek szintje a szérumban
méréshatar alatti, de a sebfolyadékokban mérhetd volt. Az Osszes paramétert korrelaltattuk
egymassal, a seb méretével és fennallasi idejével. A korreldciot mutatd paramétereket a 4. és
5. dbran mutatjuk be.

Szovettani vizsgalatok:

e Tizenhat vénas eredeti wulcusb6l szdrmazé mintat vizsgaltunk  meg.
Intenziv nitrotirozin festddést kaptunk az infiltracio teriiletén a gyulladasos sejtekben,
ami peroxinitrit jelenlétére utal (6.4bra)

e PARP-1 expressziot detektaltunk foleg a sebek széli részénél (6. abra)

e A PARP aktivitast jelz6 PAR polimer detektdlasara végzett immunhisztokémiai
vizsgalatok intenziv festddést mutattak a sebalapon €s a sebszéleknél (6. abra).

Kozlemények:

Szabé Eva: Orvosi méz alkalmazasa postthrombotikus szindréma talajan kialakult ulcus
kezelésében, Sebkezelés, sebgyogyulds, a Magyar sebkezeld tarsasag folyodirata, 13 (1): 18-
21,2010

Virhato kozlemény (2012-es benyujtassal)

Petra Lakatos, Katalin Kovacs, Edina Bakondi, Csaba Hegedlis, Agnieszka Robaszkiewicz,
Tarek Hamoly, Ingrid Oit, Laszl6 Virdg and Eva Szabé: Oxidative stress parameters in wound
fluid and sera from patients suffering from chronic leg ulcer.

Eredményeinket konferencidkon is eldadtuk (2009: ESDR Meeting, 2009: MDT Nagygytilés).

4. Egyéb vizsgilatok

Kollaboracidoban vizsgaltuk a poli-ADP-ribozilacié szerepét a sejthaldlban kiilonds
tekintettel a polimer katabolizmusat végzé PARG enzim szerepére. Megallapitottuk, hogya
PARG csendesitése a PARG csendesitéshez hasonlo mdédon befolyésolja az oxidativ stressz
altal kivaltott sejthalalt: enyhe stresszben érzékenyit az apoptdzissal szemben, erds oxidativ
stresszben pedig véd az onkozissal szemben Id.

Vizsgaltuk a PARilacid szerepét primer, human keratinocytdk UVB dltal kivaltott
sejthalalanak szabalyozasaban. A potens ¢és specifikus PARP gatloszerek nem befolyasoltak
jelentésen a DNS hibajavitast és a sejthalalt, mig a gyenge ¢és nem specifikus inhibitor 3-
aminobenzamid erés védohatast fejtett ki, nyilvanvaloan PARP gatlastol fliggetlen
mechanizmussal.

Kozlemények: 1 megjelent + 1 benyujtott kozlemény

Erdélyi K, Bai P, Kovacs I, Szabé E, Mocsar G, Kakuk A, Szabd C, Gergely P, Virag L.:
Dual role of poly(ADP-ribos) glycohydrolase in the regulation of cell death in oxidatively
stressed A549 cells., FASEB J. ;23(10):3553-63, 2009

Lakatos P, Szab6 E, Hegediis C, Gergely P, Bai P and Laszlo6 Virdag L: Poly(ADP-
ribosyl)ation regulates UVB-induced cell death in primary human keratinocytes. (kozlésre
bekiildve)



ABRAK

1. abra PARIilacio vizsgalata egér excizids sebzési modellben

Megvizsgaltuk a lokalisan alkalmazott PARP gétlé hatasa PJ34 (felsé panel) és a PARP-1
knockout fenotipus (masodik panel) hatasat a sebgydgyulasra. Meglepd mddon mindkét
esetben gyorsult sebgyogyuldst tapasztaltunk. A gyulladdsos citokinek (TNFa, IL6) szintje
csokkent a K.O. allatokban, mig mas mediatorok (pl. VEGF) szintje nem mutatott
kiilonbséget (als6 hasabdiagrammok).
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2. abra Oxidativ stresszparaméterek és gyulladasos mediatorok szérumban

Néhany oxidativ stresszparaméter és gyulladasos mediator szérumszintjének bemutatdsa
kronikus (vu= vénas ulcus), akut (égés) és diabeteses (diab) sebek esetén. (CTL= kontroll)
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3. abra Oxidativ stresszparaméterek és gyulladasos mediatorok sebfolyadékokban

Néhany oxidativ stresszparaméter €s gyulladdsos mediator sebfolyadékban mért szintjének
bemutatasa kronikus (vu= vénas ulcus), akut (¢gés) és diabeteses (diab) sebek esetén.
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4. abra Laboratoriumi mérések korrelacio-analizise

A mért oxidativ stresszparamétereket egymassal korrelaltattuk és a lent bemutatott parok
esetén talaltunk szignifikdns korrelaciot.
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5. abra Laboratoriumi mérések és a seb klinikai paramétereinek (méret, fennallas ideje)
korrelacio-analizise.
Korreléciot talaltunk égési sebek estén a cuprac assayvel mért antioxiddns kapacitas ¢€s az
¢gés teriilete kozott. A kronikus sebek (ulcus) mérete a fehérjeoxidacidval (karbonil) és a lipid
peroxidacioval (TBARS) mutatott korrelacidt, mig az ulcus fennallasi idejével a fehérje-
oxidécio korrelalt.
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5. Ulcus fennallasanak ideje (honap) vs. Szérum Carbonyls (Ax1000/ul)
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6. abra Nitrotirozin, PARP-1 és PAR kimutatasa human sebekben.
Nitrotirozin, PARP-1 és PAR polimer kimutatdsa immunhisztokémiai eljardssal human
sebekben.

Nitrotirozin poz. sejtek a sebalapon

T g3 datoc o __‘& == 4 .
PAR polimer a sebalapon és a sebszélen



