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Bevezetés

A bér az emberi test legnagyobb szerve, amely elsédleges védelmi vonalként funkcional a
fizikai, kémiai artalmakkal, valamint a korokozokkal szemben. A bdr integritasanak
helyreallitasa olyan esszencialis folyamat, amely a taléléshez elengedhetetlen. A regeneracios
valasz tobb sejttipus komplex, dinamikus 0sszjatéka. Ez a folyamat harom, egymast atfedo
fazisra oszthatd: gyulladas, proliferacio és remodellécio.

A sebgyogyulasi folyamat karosodasa kronikus sebek kialakulasahoz vezethet, amelyek alatt a
6 hét alatt be nem gyogyul6 ham-, és szovethianyt értjiik. A leggyakoribb tipusok a diabéteszes
fekély, a vénas vagy artérias labszarfekély és a nyomasi fekély. A kronikus sebek vilagszerte
népegészségiigyi problémat jelentenek, csak az Egyesiilt Allamokban tobb mint 6 millié embert
érintenek, ellatasi koltségiik évente koriilbeliil 9,7 milliard dollar.

A cukorbetegség a sebgyogyulds minden egyes fazisat kérositja. A diabéteszes fekélyekre a
megvaltozott neutrofil- és monocita fenotipus, a citokinek ¢és ndvekedési faktorok
expressziojanak €s aktivitdsanak rendellenességei miatt elhtizodo6 gyulladasos fazis jellemzo. A
proliferacids fazist az endothelsejtek miikddési zavara, az angiogenezis karosoddsa, a
keratinocita migracié és proliferacid csokkenése jellemzi, ami nem megfeleld granuldcios
szovet képzddéshez és a seb szakitoszilardsaganak csokkenéséhez vezet. Bar az elmult években
a sebkezeléssel foglalkozo kutatasok szdma exponencidlisan ndvekedett, a standard ellatas
soran a diabéteszes fekélyben szenvedd betegeknek még mindig csak 50%-a gyogyul meg
teljesen, és a mai napig egyetlen terapias szer sem tudta a gyogyulasi aranyt 50-60% folé
emelni.

A sériilés miatti sejtkarosodas kovetkeztében hidrogén-peroxid (H.02) szabadul fel, és Ca?*
szignalok figyelheték meg. Az intracellularis Ca?*, mint fontos masodlagos hirvivé, kiilénbozo
intracellularis jelatviteli Gitvonalakban vesz részt, pl. az excitacio-kontrakcio kapcsolasban. A
két  legnagyobb intracellularis Ca?* raktar az  endoplazmatikus  retikulum
(ER)/szarkoplazmatikus retikulum (SR) és a mitokondrium. Két 3 receptor szabalyozza a Ca?*
felszabadulasat az SR/ER-b6l, az inozitol-1,4,5-trifoszfat receptorok (IP3R) és a rianodin
receptorok (RyR). Az emldsok szdveteiben jelenleg harom RyR izoforma ismert, és szamos
sejttipus mindharmat képes expresszalni. A RyR1 (vazizom tipus) és a RyR2 (szivizom tipus)
els6sorban a véazizomban és a szivizomban fejezddik ki, és kulcsfontossagiiak az
excitacio-kontrakcio kapcsolasban, mig a RyR3 (agyi tipus) az agyi intracellularis
kalciumszabalyozasban vesz részt. Nemrégiben kimutattak, hogy a RyR az epidermalis

keratinocitakban is megtalalhato.



A keratinocitak intracellularis Ca?" jelatvitele alapveté fontossagti szamos sejtfolyamatban, pl.
keratinocita  migraci6, proliferacid, differenciaci6, barrier homeosztazis és a
proinflammatorikus citokinek felszabadulasa. Korabban igazoltdk, hogy az excitatoros
receptorok, példaul az N-metil-D-aszpartat receptor (NMDA), a nikotinos acetilkolin receptor,
a P2X purinerg receptor €s a RyR aktivalasa az intracellularis kalciumkoncentracié emelkedését
idézi eld, és késlelteti a bor barrier sériilés utani gydgyulasat. Masrészt a kalciumcsatornak,
példaul a fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna, a P2X receptor és a RyR gatlasa felgyorsitja a
azonban nem 4ll rendelkezésre informacio.

A fent emlitett receptorokon kiviil a szerotoninreceptorok (SHTR-ek) és a szerotonin
visszavétel transzporterek (SERT), amelyek a szerotonin extracellularis térbdl az intracellularis
térbe torténd felvételéért feleldsek, csokkentve ezzel az extracellularis szerotonin
koncentraciot, szintén széles korben kifejezddnek szamos szovetben, beleértve a bor sejtjeit is.
A szerotonin vagy 5-hidroxitriptamin (5-HT) egy monoamin neurotranszmitter €s citokin. Bar
foként a gasztrointesztindlis nyalkahartydban, a kozponti- és periférids idegrendszerben
szintetizalodik, a szerotonin bioszintetikus utvonalait a sebgyogyulds minden fézisdban
kulcsszerepet jatszo sejtekben, példaul a gyulladésos sejtekben (neutrofil granulocitak,
makrofagok, T-limfocitdk), a human fibroblasztokban és a keratinocitdkban is kimutattak.
Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a szerotonin eldsegiti a bérsebek sebgyogyulasat. Az
5-HT fontossadga a hemosztazisban jol ismert. A gyulladasos fazisban a vérlemezkék 5-HT-t
fazisban a pro-inflammatorikus M1  makrofagok domindlnak, késébb megnd
gyulladascsokkenté M2 makrofagok aranya, ami hozzajarul a gyulladasos valaszok
megszlinésé¢hez. Az 5-HT modositja a makrofagok funkcioit azéltal, hogy a makrofagokat a
gyulladascsokkenté M2 fenotipus felé tolja el. Erdekes médon az 5-HT-rél ismert, hogy in vitro
ami a szerotoninerg utvonal fontos szerepére utal a sebgyogyulasban. Korabbi tanulmanyok
kimutattak, hogy a szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (SSRI-k), példaul a fluoxetin (FLX)
gyulladascsokkent6 hatastuak, csokkentik a T-sejtek aktivalodasat, a citokin szekréciot és a
proliferaciot. Ennek hatterében az FLX intracellularis Ca?* jelatvitelt befolyasolo hatasa allhat,
mely soran csokken az IP3- és RyR altal kdzvetitett Ca?* felszabadulas. Ezen adatok alapjan
meriilt fel az SSRI helyi hatdsainak vizsgalata az elhuz6do gyulladasos fazissal jellemezhetd

krénikus sebek kezelésében.



Célkitiizés

A 16 célunk az volt, hogy tanulmanyozzuk a helyileg alkalmazott gyogyszerek hatasat a

sebgydgyulas folyamataban. E célbol in vitro és in vivo kisérleteket terveztiink. A teljes

vizsgalatot 2 részre osztottuk (I. €s II. tanulmany).

Az 1. tanulmanyban a 6 célkitlizéseink a kdvetkezok voltak:

annak vizsgalata, hogy a RyR-ek indukcidja és gatlasa milyen hatast gyakorol SKH-1
egerek teljes vastagsagu sebeire,

a sebzarodds mértékének értékelése fotd6 dokumentacid és szovettani mintdk
elemzésével,

a 4-klor-m-krezol (4-CMC), egy RyR-agonista és a dantrolén (DA), egy
mikrocirkulacio kiilonbdzd paramétereinek nyomon kovetése a sebszéleken intravitalis
videomikroszkopia és 1ézer Doppler-aramlasmérés segitségével,

a lokalisan alkalmazott hatéanyagok (4-CMC és DA) hatasanak vizsgalata a gydgyulas
gyulladésos folyamatara,

a RyR-ek indukcidjanak és gatlasanak hatdsanak nyomon kovetése a HaCaT sejtek

sebzarddasara scratch-teszttel.

A 1I. tanulmany céljai a kovetkezok voltak:

a lokalisan alkalmazott FLX hatasanak vizsgalata a sebgyodgyulédsra db/db diabéteszes
egereknél, amely a kronikus sebek modelljeként szolgalt,

az FLX keratinocita-migraciora gyakorolt hatasanak értékelése in vitro scratch-teszt
segitségevel,

a lokalis FLX-kezelés esetleges pszichologiai hatasainak tanulmanyozasa érdekében

viselkedési kisérletek elvégzése FLX-szel kezelt diabéteszes egereken.



Anyagok és modszerek

Anyagok

Az 1. vizsgalatban a kisérleti allatok sebeire a rianodin receptor (RyR) agonistat, a
4-klor-m-krezolt (4-CMC, 0,5 mM), vagy a RyR antagonistat, a dantrolén-natriumsot (DA,
100 uM) alkalmaztuk. A scratch-teszt soran a HaCaT sejtvonalbol szarmaz6 immortalizalt
human keratinocitakat 4-CMC-vel (0,3 mM) vagy DA-val (45 uM) kezeltiik.

A 1. vizsgalatban db/db diabéteszes egerek teljes vastagsagl borkimetszéssel kialakitott sebeit
vagy 0,02% fluoxetinnel (FLX) vagy 5% w/v polietilénglikolban (5% PEG) oldott
2% szerotoninnal (5-HT) kezeltiik. A human borbdl izolalt neonatalis human keratinocitakat
(NHK) kiilonb6zé koncentracioja  5-HT-vel (1 pmol/L 5-HT, 10 umol/L 5 HT,
100 nmol/L 5-HT) kezeltiik keratinocita ndvekedési taptalajban (KGM).

Allatok

Az 1. vizsgalatban a kisérleteket 12-15 hetes him SKH-1 szdrtelen egereken (testtomeg:
36-44 g) végeztiik.

A 1II. vizsgalatban genetikailag cukorbeteg him egereket (db/db; BKS.Cgm+/+ Leprdb)

hasznaltunk a kisérletekhez.

Kiserleti terv

|. vizsgdlat.

Az egereket 3 kezelési csoportra osztottuk: (1) a sebeket steril fiziologias sdoldattal kezeltiik;
(2) a sebeket 4-CMC-vel (0,5 mM) kezeltiik; (3) a sebeket DA-val (100 uM) kezeltiik. A
sebekrdl 4 naponta fényképeket készitettiink (4, 8, 12, 16 és 20), majd az allatokat elaltattuk, és
szovettani elemzéshez szovetmintakat vettiink.

A mikrokeringést intravitalis videomikroszkopiaval (IVM) figyeltiik meg a 4., 8. és 12. napon.
Az egerek egy kiilon csoportjaban 1ézer-Doppler-aramlasmérést végeztiink a 4-CMC-vel vagy
DA-val kezelt sebeken.

A gyulladédsos fazisban az 1. és 4. napon megmértiik a xantin-oxidoreduktdz (XOR) ¢és a
mieloperoxidaz (MPO) aktivitasat. Minden vizsgalt id6pontban, minden csoportban 6 egér volt.

Vizsgalatunknak ebben a részében in vitro sebgyogyulasi vizsgélatokat is végeztiink.

1. vizsgalat.

A cukorbeteg (db/db) egereken két teljes vastagsagu, 8 mm-es, kirogzitett, korkoros sebet
alakitottunk ki. Az egereket 3 kezelési csoportra osztottuk: (1) a sebeket helyileg alkalmazott
FLX-szel kezeltiik; (2) a sebeket szerotoninnal (5-HT) kezeltiik; (3) a sebeket 5% wi/v
polietilénglikollal (PEG) kezeltiik. A kezeléseket naponta helyileg alkalmaztuk. A 9. napon



viselkedési vizsgalatokat végeztiink. Szamszerisitettiilk az egerek vildgos és sotét kamraban
eltoltott idejét; a sotét kamraban toltott id0 szazalékos aranya a szorongas mérészama. A
felfedezési hajlandosag aranyat az egerek kognitiv képességének értékelésére hasznaltuk. A 10.
napon az allatokat elaltattuk, a sebszovetet formalinban rogzitettiik, metszetet készitettiink, és
hematoxilin-eozin (H&E) vagy immunhisztokémiai festést végeztiink. Vizsgalatunk ezen

részeében in vitro sebgyodgyuldsi vizsgalatokat is végeztiink.

A sebfeliilet meérése (1. vizsgalat)
A sebekrdl fényképeket készitettiink. A seb teriiletét megmeértiik, és a 0. napon meghatarozott

tertilethez viszonyitottuk a seb zarddasi sebességének kiszamitasahoz.

Intravitalis videomikroszkopia (IVM) (1. vizsgalat)

A mikrocirkulaciét fluoreszcens intravitalis videomikroszkdppal vizualizaltuk. A kovetkezo
paramétereket vizsgaltuk: a sebszélek kapillarisaiban megmértiik a vorosvérsejtek sebességét
(RBCV, um/s). Az ératmérét (VD, um) az adott latomezdben 1évd Osszes ér mérésével

értékeltiik, kivéve a 6 pm-nél kisebbeket.

Mikrokeringési mérések lézer-Doppler-aramlasméréssel (1. vizsgdlat)

A bor mikrovaszkularis véraramlasanak értékelésére non-invaziv 1ézer-Doppler szoveti
aramldsmér6t hasznaltunk. A szonda fejének megfeleld nagysdgu kor alaka sebeket
alakitottunk ki. Egy szabvéanyos, 1ézersugarat kibocsato szondat helyeztiink a sebsz¢l felszinére.
Az 4ramlést 24 oraval a mitét utan mértiik. E16szor a kiindulasi d&ramlast mértiikk meg, majd a
sebeket lokalisan kezeltiikk. Tiz perccel késébb megismételtik a méréseket. A jelet 20

masodpercig regisztraltuk.

Szoveti xantin-oxidoreduktaz és mieloperoxidaz aktivitds (1. vizsgdlat)
Homogenizalt szovetmintadkbol megmértiik a ROS-termelés markerének tekinthetd XOR és a

szoveti leukocita-infiltraciot jelz6 MPO aktivitasat.

Rutin szévettani és immunhisztokémiai vizsgalat (1. vizsgalat)

A sebet kimetszettiik és a szovetet formalinban fixaltuk. Minden mintabol tortént hematoxilin-
eozin (H&E) festés, mig a Ki-67 pozitiv sejteket immunhisztokémiai moddszerrel tettiik
lathatova.

A H&E-vel festett metszeteken megmértiik a seb 4&tmérdjét és a ndvekvé hamszovet kiterjedését
mindkét oldalon. A novekvd hamszovet kiterjedését a seb kezdeti &tmérdjéhez viszonyitottuk.
A Ki-67-festett metszeteken az epidermalis proliferaci6 elemzéséhez kiszamitottuk az

epidermalis proliferacids indexet; a Ki-67-et expresszald bazalis keratinocitdk mennyiségét



elosztottuk a bazalis keratinocitak teljes szamaval, hogy meghatarozzuk a proliferdlo sejtek

szazalékos aranyat a proliferativ aktivitds mutatdjaként.

Sejtkultura és scratch-teszt (1. vizsgalat)

A human HaCaT keratinocitdkat DMEM-ben tenyésztettiik. A kisérletekhez a sejteket 24 Iyuku
lemezeken inkubdltuk. Minden esetben 3 kiilonbozd kezelést alkalmaztunk 6 minta
felhasznalasaval.

A scratch-tesztet 4 mm széles sejtkapardval végeztiik. A sejteket naponta egyszer kezeltiik
4-CMC-vel (0,3 mM) vagy DA-val (45 uM), mig a kontroll csoportot nem kezeltiik. A lyuk
teljes teriiletét 24 oraval, 48 oraval és 72 oraval a sebzés utan lefényképeztiik. A karcolés

szélességének mérésére a DermAssess© szoftvert hasznaltuk.

Sejtkultura és scratch-teszt (Il. vizsgalat)

Keratinocita: A neonatalis human keratinocitakat (NHK) Gjsziil6ttkori fitymabol izolaltak.
Scratch-teszt: A  keratinocitakat harom kiilonb6z6 donorbol KGM-ben Osszeérésig
5-HT-vel (1 umol/L 5-HT, 10 umol/L 5-HT, 100 nmol/L 5-HT) kezeltik KGM-ben a 0.
idépontban. A tenyésztd edény kozepén hdrom 500um és 1 mm kozotti szélességli sebet
alakitottunk ki steril pipettahegy alkalmazasaval. A konfluens NHK-kultarakban készitett
karcolasos sebek gydgyulasi sebességét vizsgaltuk.

Kirogzitett sebmodell (11. vizsgalat)

A db/db egereken két 1,6 mm vastag szilikonlapbol késziilt gytirii alaka rogzit6 sint helyeztiink
el a haton kétoldalt a kijelolt helyeken, és cianoakrilat ragasztoval, valamint nyolc megszakitott
oltéssel rogzitettiik. Mindkét sin keriiletén beliil egy 8 mm-es steril boérbiopszids lyukasztdval
teljes vastagsagl sebet hoztunk 1étre. A sinre milanyag fedélemezt helyeztiink.

A kezeléseket naponta egyszer alkalmaztuk. A 10. napon a sebszdvetet kimetszettiik,
formalinban rogzitettiik, a metszeteken H&E festést, illetve immunhisztokémiai vizsgalatot

végeztiink.



Eredmények

1L vizsgalat.

A rianodin receptorok gatldsa felgyorsitia a sebzdarédast in vivo

A seb teriiletének digitalis képeken végzett planimetrikus elemzése a hamosodas folyamatos
novekedését mutatta, a 4. napon koriilbeliil 20%-0s, a 8. napon 50%-0s, a 12. napon pedig
80%-0s sebfedettséggel a DA-val kezelt csoportban. A kisérlet végén, a 20. napon a kalcium
antagonistaval kezelt sebek mindegyike teljes sebzarodast ért el, mig a 4-CMC-vel kezelt
allatoké nem.

A DA-val kezelt csoportban a makroszkopos elemzések alapjan igazolt fokozott sebgydgyulast
a rutin szovettani vizsgalat IS megerdsitette. A sebek széleinek ndvekvé hamnyelveit a 4. és 8.
napon szignifikansan Kiterjedtebbnek talaltuk a kontroll allatokhoz képest. A 12-20. nap kdzott
nem talaltunk Iényeges kiilonbséget a csoportok kozott.

Annak megallapitasa érdekében, hogy a gyorsabb sebzarddas a fokozott proliferdcionak
tulajdonithat6-e, az epidermisz proliferativ aktivitasat a Ki-67-tel festett metszetek elemzésével
szamszerusitettilk. A 4., 8., 12., 16. és 20. napon kiszamoltuk az epidermalis proliferacios
indexet, de eredményeink nem mutattak szignifikins iddbeli vagy térbeli kiilonbséget a

csoportok kozott.

A HaCaT sejtek in vitro sebzdrddasat dantrolén felgyorsitja

Megvizsgaltuk a DA és a 4-CMC hatasat egyrétegii HaCaT sejtek sebzarodasara. A kisérleti
eredmények azt mutattak, hogy a DA jelenlétében a kontrollhoz képest szignifikdnsan gyorsabb
iitemben tortént a zarddas, és a karcolasos teriilet 72 6ras inkubécio utan teljesen bezarddott.

Ezzel szemben a 4-CMC-vel kezelt sejtkultirakban a sebszélek nem értek dssze 72 ora alatt.

A dantrolén néveli az ératmérot és a vorosveérsejtek sebességét

Az IVM-videofelvételek elemzése kimutatta, hogy az ératmérék nem mutattak valtozast a
4-CMC ¢és a kontroll csoportban a megfigyelési idészak alatt, mig a kalciumcsatorna-
antagonista a 4. napon 25%-kal novelte az ératmérdket a kontroll csoporthoz képest. Ez a
jelentds kiilonbség a 8. napon (17%) és a 12. napon (22%) is megfigyelhetd volt.

Az is kideriilt, hogy az RyR-ek gatlasa a mérések minden idépontjaban kb. 25%-kal ndvelte a
vorosvértestek sebességét a kapillarisokban, mig a 4-CMC- ¢és a kontroll csoport kozott nem
volt kiilonbség. A 1ézer-Doppler-aramlasmérés eredményei megerdsitették az IVM vizsgalat
soran nyert adatokat. Az aramlasi gorbék a véraramlas konzisztens, szignifikans novekedését
mutattadk a kezelés utan a kiinduldsi szinthez képest, mely atlagosan 15-sz6ros

aramlasnovekedést jelentett a DA-val kezelt csoportban.
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A rianodin receptorok gatlasa mérsékli a xantin-oxidoreduktdz aktivitdst, ezaltal csokkenti a
reaktiv oxigengyokok termelését, ugyanakkor nem befolydsolja a mieloperoxidaz aktivitast és
a leukocita akkumulaciot

A sebgyogyulds gyulladdsos fazisaban, a sebzés utani elso és negyedik napon megmértiik az
Eredményeink alapjan nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott. Ezzel
szemben a ROS-termelés kritikus forrasat jelenté XOR-aktivitas jelentds csokkenését figyeltiik
meg a DA-val kezelt csoportban az els6 és a negyedik napon a kontroll csoporthoz képest, mig

a 4-CMC nem valtoztatta meg az enzimaktivitast.

1. vizsgalat

Az NHK sejtek sebzarodasat szerotonin jelenlétében a fluoxetin felgyorsitja

Bar a human keratinocitakrdl kimutattak, hogy expresszaljak a triptofan-hidroxildz gént, amely
az 5-HT szintézis egyik enzime, a vizsgalt keratinocitakban nem tudtunk 5-HT termelést
kimutatni a 9,8 nmol/L-es als6 kimutatasi hatarunk felett. Igy a keratinocitak endogén 5-HT-
termelddése tal alacsony lehet ahhoz, hogy exogén 5-HT hianyaban fokozza a migracios
sebességet az FLX-kezelt keratinocitakban. Az 5-HT jelenlétében azonban az FLX javitotta a
gyogyulast a kezelt sejtkulturakban: a 10 nmol/L kezelési csoportban 60,6%, a 100 nmol/L
kezelési csoportban 62,0% (P = 0,01), az 1 umol/L FLX csoportban pedig 67,0% volt a
gyogyult sebfeliilet (P = 0,001), a kontroll sejtkultarak 52,2%-os gyogyulasahoz képest. Annak
tovabbi bizonyitasara, hogy az FLX 5-HT-fliggd utvonalon keresztiil miikodik, a
scratch-teszteket megismételtiik a HTR2A szerotonin receptor blokkold ketanserin (KET)
jelenlétében. A HTR2A-blokkoldo KET in vitro gatolta az FLX sebgyogyulasra gyakorolt
hatasat, és a sebgyodgyulds mértéke ismét a kezeletlen kontrollcsoport szintjére allt vissza
(P=0,948). Ezek az adatok nemcsak azt mutatjak, hogy az FLX in vitro noveli a keratinocita

migraciot, hanem azt is, hogy ez a HTR-en keresztiil torténd 5-HT jelatviteltdl fiigg.

A fluoxetin eldsegiti a reepitelizaciot in Vivo

Annak vizsgalatara, hogy az FLX elGsegiti-e az in vivo sebgyogyulast, teljes vastagsagu sebeket
kezeltiink a karosodott sebgydgyulds modelljének szamité6 db/db diabéteszes egerekben
helyileg alkalmazott FLX-szel, 5-HT-vel, illetve 5%-0s v/v PEG-gel. Az 5%-0s PEG-ben oldott
0,02%-0s FLX-szel vagy 2%-0s 5-HT-vel kezelt egerek sebei a sebzést koveté 10. napon
kevesebb exszudatumot mutattak, mint a PEG-gel kezelt kontroll egereké. Ezen tulmenden a
reepitelizaci6 az FLX-szel kezelt egereknél 66,2% volt, mig a PEG-kezelt egereknél ez

atlagosan 39,6% volt (P=0.01). Mivel az 5-HT lokalis alkalmazasa nem eredményezett
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statisztikailag szignifikans javulast a reepitelizacioban, valdszintileg a szerotonin rovid felezési

ideje miatt, nem vizsgaltuk tovabb a kozvetlen hatédsat.

A helyileg alkalmazott fluoxetin szisztémds hatasa nem szignifikans

Egy helyileg alkalmazott gyogyszer esetén a szisztémas felszivodast minimalizalni kell a
mellékhatasprofil csokkentése érdekében. A helyileg alkalmazott 0,2%-0s FLX 10 napos napi
adagolasa utan az FLX szintje a plazmdban 23 és 64 ng/ml kdz6tt mozgott, a plazma szerotonin
dézisban szajon at szedett FLX-szel kezelt betegek plazmaszintjei, €s jelentdsen alacsonyabbak
a neurologiailag terapias dozisban szajon at vagy intraperitonealisan beadott FLX-szel kezelt
egerek szintjeinél is. Annak tovabbi vizsgalata c€ljabol, hogy a helyileg alkalmazott FLX-
kezelésiink kivalt-e pszichologiai hatdsokat, viselkedési kisérleteket végeztiink sebzett
diabéteszes egereken, amelyeket helyileg alkalmazott FLX-szel kezeltiink, és azt talaltuk, hogy
a kezelt allatok viselkedése nem mutatott szignifikdns valtozasokat a fény/sotét kamras
tesztben, amely a szorongéds mutatojaként alkalmazott vizsgalé moddszer, vagy az 0j targyak
felismerésének tesztjében, amely a kognitiv funkciot jellemzé vizsgaldo modszer. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a helyileg alkalmazott FLX, minimalis szisztémas hatas mellett,

eldsegiti a sebgyogyulast.
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Diszkusszio

A kiilonboz6 eredetii sebek jelentdsen ronthatjdk az életmindséget, és nagy terhet ronak az
egészségligyi rendszerre. Ezért sziikség van a gyogyulasi folyamatot felgyorsitd 0j terapias
megkozelitésekre. Vizsgalatainkban mar forgalomban 1évo gyodgyszerek - DA, egy izomlazitd
¢s FLX, egy antidepresszans - hatasat vizsgaltuk a sebgyogyuldsra. Vizsgalatunk kimutatta,
hogy a DA, a RyR-ek gatloszere eldsegiti a makroszkopikus sebzarodast in vivo, és a szovettani
vizsgalat megerdsitette, hogy hozzdjarul a hamosodas folyamatdhoz. Tovabba az in vitro
kisérletek azt igazoltak, hogy DA kezelés hatasara a keratinocita réteg gyorsabban zarodik. A
ham regeneracioja a proliferacid, a migracio és a differenciacid térben €és idében Szorosan
szabalyozott folyamatat igényli. Ugy tiinik, hogy a kalcium szignalok szerepet jatszanak
ezekben a folyamatokban. Az epidermisz jellegzetes kalciumgradienst mutat, alacsony
kalciumszintet az also, bazalis és spindlis epidermiszrétegekben, és novekvd kalciumszintet a
stratum granulosum felé, amely hozzdjarul a keratinocitak differencidloddsahoz. Azt is leirtdk,
hogy az extracellularis kalcium az intracellularis szabad kalcium szintjének novekedését valtja
ki, ami eldsegiti a sejtdifferencidlodast. Mivel az epidermalis sériilések megzavarjak a
kalciumgradienst, és a RyR-ekrdl ismert, hogy a kalcium altal kivaltott kalciumfelszabadulas
f6 kozvetitéi, feltételezhetonek tiint, hogy e receptorok miikodése hatassal lehet a
sebgyogyulasra. Denda és munkatarsai kimutattadk, hogy a RyR-ek aktivalasa késlelteti a
hambarrier regeneralodasat, mig a RyR-ek gatlasa helyileg alkalmazott DA-val felgyorsitja a
hambarrier helyreallitasat. Az emlitett vizsgélatban a sériilés a bor legfelsd rétegére
korlatozodott. Vizsgalatunk ujdonsaga a DA hatékonysaganak kimutatésa a teljes vastagsagu
dermalis sebekben. Eredményeink szerint a RyR gatlasa kiilonb6z6 utakon keresztiil jarul hozza
a gyogyulasi folyamathoz. A Ki-67 immunfestés segitségével nem taldltunk szignifikdnsan
magasabb proliferacios aranyt a DA alkalmazasat kovetden. Igy feltételezhetd, hogy a sebek
gyorsabb zarodasaért a fokozott sejtmigracid lehet a felelés. A migraciot kalciumfiiggd
folyamatok szabalyozhatjak, de ez a feltételezés tovabbi vizsgalatokat igényel. In vivo
kisérleteink azonban egy masik fontos, a regeneracidban szerepet jatszo tényezdt is
azonositottak.

Az IVM segitségével kapott eredmények azt mutattak, hogy a DA helyi alkalmazasa a sebszélek
kapillarisaiban az RBCV jelentds ndvekedéséhez vezetett. Ez az emelkedés az arterioldk
igazolta a vazodilataciot, és a 1ézer-Doppler aramlasmérés is megerdsitette a RyR gatlasat

kovetd emelkedett véraramlast. Ismert, hogy a RyR-ek szamos szerv kiilonb6zd kaliberti
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ereiben expresszalddnak, példaul a vese rezisztencia arteriolaiban, a mezenterialis artériakban,
a kremaszter arteriolakban, a nagy agyi artériakban és az agyi mikrocirkulacioban is. A RyR-ek
kulcsszerepet jatszanak az érrendszeri tonus szabalyozdsdban, de hatasuk a kiilonbozo
szervekben eltérd lehet. Eredményeink azt mutattdk, hogy a DA jelentésen megnoveli az
ismert. A sebteriilet fokozott perfizidja jobb oxigén- és tadpanyagellatast eredményezhet, ezéltal
hozzajarulva a gyorsabb regeneraciohoz.

A jelen tanulmany azt is megmutatta, hogy a DA hatassal van a sebzést kisér6 gyulladasra. A
gyulladasrol ismert, hogy a sebgydgyulas elso fazisa, és fontos szerepet jatszik a gyogyulasban.
A talzott gyulladasos reakcié azonban kronikus seb kialakuldsdhoz vezethet, és hozzajarulhat a
hegképzddéshez. A gyulladas kiillonb6z6 tényezokkel jellemezhetd, pl. a gyulladasos sejtek
felhalmozodasaval és a reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) termelésével. Az MPO — egy
lizoszomalis fehérje —, amely nagymértékben expresszalodik a neutrofil granulocitdkban és
makrofagokban, a granulocitdk oxigénfliggd antimikrobialis rendszerének kritikus eleme, és a
gyulladésos sejtek felhalmozodasanak markereként hasznalhatd. A makrofagokban a XOR a
ROS egyik f6 forrasa, tovabba kimutathatdo a keratinocitdkban is, és fontos Osszetevdje a
velesziiletett immunfolyamatoknak. A normal gyogyulasi folyamat soran a XOR expresszidja
roviddel a sebzés utan fokozodik. Bar a DA helyi alkalmazasa nem befolyasolta a leukocitak
felhalmozodasat, jelentdsen mérsékelte a ROS-termelést. Az irodalmi adatok alapjan, Ggy
tlinik, hogy a kalcium szerepet jatszik a ROS-képz6 mechanizmusok szabédlyozdsdban. A
barrier sériilését kiilonbozd neurotranszmitterek, pl. ATP, dopamin és glutamat (Glut)
felszabadulasa koveti az epidermiszbdl. Sebzés utan a Glut magas koncentraciot ér el a bérben.
A Glut felhalmozddasa stimulélja az NMDA-receptorokat, amelyek ndvelik az intracellularis
kalciumszintet, ami  kivaltia az ER-b6l a rianodin-receptorokon  keresztiili
kalciumfelszabadulast. Megjegyzend6, hogy az NMDA-receptorok vagy a RyR-ek gatlasa
csokkenti a ROS-termelést az asztrocitakban. A kalcium bedramlasa mitokondrialis kalcium-
tulterheléshez is vezethet, ami fokozhatja a mitokondriélis szuperoxid-termelddést. Az emlitett
folyamatok dngerjesztdnek tlinnek, mivel a mitokondriumokban a ROS éltal kivaltott kdrosodas
XO-aktivaciohoz és tovabbi ROS-termeléshez vezet. Tovabba a ROS-expozicio a RyR-eket is
aktivalja. Feltételezhetd, hogy az intracellularis kalciumfelszabadulas csokkentése a RyR-ek
gatlasaval a ROS-képzddés csokkenését eredményezi.

A DA potencidlis gyulladdscsokkentdé hatdsat mar korabbi tanulmanyok is felvetették.
Allatkisérletekben azt talaltik, hogy a DA csokkenti a pro-inflammatorikus citokinek (TNF-a,

IL-12 és IFN-y) termelését, noveli a gyulladasgatlo citokinek (IL-10) mennyiségét, mérsékli a



14

mitokondrialis diszfunkciot és javitja a talélést az endotoxémia egérmodelljében. Ezzel
szemben a RyR-ek 4-CMC-vel torténé aktivalasa nem befolyasolta a vizsgalt paramétereket,
igy gy tiinik, hogy a RyR aktivalasa nem segiti el a sebgyodgyulast.

Az FLX gyulladascsokkentd ¢és immunszuppressziv hatasat is kimutattdk korabban. A
lipopoliszachariddal (LPS) indukalt szeptikus sokk egérmodelljében az FLX csokkentette a
ROS/RNS képzddést mikroglia sejtekben €s a hepatitis C virussal stimulalt Huh7.5 sejtekben.
Erdekes médon egy human T-limfocitdkon végzett kutatas igazolta, hogy az FLX befolyasolja
a Ca®* jelatvitelt azaltal, hogy kimeriti a Ca-raktarakat, igy kevesebb Ca?* tud felszabadulni az
IP3R vagy RyR aktivalasat kovetéen; ez a mechanizmus a FLX gyulladascsokkentd hatasanak
egy lehetséges magyarazata. Az emlitett vizsgalat azt is leirta, hogy a Ca-raktarak kimeriilése
nem 5-HT-medialt. A korabbi tanulméanyokkal 6sszhangban a sebagyak kvantitativ RT-PCR-
rel végzett elemzése a TNF, IFN-y ¢és IL-6 transzkriptum csokkenését mutatta a
kontrollcsoporthoz képest, ami azt jelzi, hogy az FLX csokkentette a gyulladast a sebagyban.
Ezenkiviil vizsgalatunk kimutatta, hogy in vivo az FLX a kevésbé gyulladasos fenotipus felé
tolta el a helyi immunmiliét azaltal, hogy eldsegitette a pro-reparativ. M2 makrofagok
képzbddését a sebkornyezetben. Ezek az eredmények dsszhangban vannak F. Su és munkatarsai
tanulmanyaval, amely szerint az FLX képes gatolni az M1 aktivaciot és javitani a mikroglia
sejtek, az agyspecifikus makrofagok M2 aktivacigjat.

A jelen tanulmany azt is feltarta, hogy a szerotonin ttvonalakon keresztiil az 5-HT FLX-szel
kombinalva javitotta a keratinocita migracidt in vitro. Tovabbd az in vivo karosodott
sebgyogyulasi modellben az FLX alkalmazasa fokozott reepitelizaciot eredményezett.
Eredményeink szerint a helyileg alkalmazott FLX tobb a sebgyogyulasban szerepet jatszo
jelatviteli itvonalat is befolyasolhat.

Osszefoglalva, eredményeink megmutattdk, hogy a kalcium-indukalt kalcium-felszabadulas
gatlasa lokalisan alkalmazott DA segitségével felgyorsitja a sebzarddast in vivo és in vitro.
Emellett a DA fokozza a bér vérellatasat. Azt is igazoltuk, hogy a RyR-ek gatlasa csokkenti a
XOR-aktivitast, ezaltal mérsékli a ROS-termelést. Bar a sebkezeléshez szamos olyan hatdéanyag
all rendelkezésre, amely a fibroblasztok proliferaciojanak fokozasaval és/vagy a
reepitelializacio  felgyorsitasaval eldsegithetik a sebgyogyulast (pl. dexpanthenol,
natrium-hialuronat, cink-hialuronat), tudomasunk szerint nincs olyan helyileg alkalmazhato
A karosodott sebgydgyulds diabéteszes egérmodelljében kimutattuk, hogy a lokalisan

alkalmazott FLX tobb kiilonb6z6 sejttipusra gyakorolt hatasa révén javitja a sebgyogyulast.
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Ugy tiinik, hogy a vizsgalatunkban az FLX kedvezé hatasai nem befolyasoljék a pszichologiai
statuszt.

Munkank bebizonyitotta, hogy a RyR-antagonista DA, valamint az SSRI csoportba tartozo
FLX, biztonsagos ¢€s igéretes terapias hatdoanyagok a dermalis sebgyogyuléds kiillonbozo

utvonalakon keresztiil torténo eldsegitésére.

Osszefoglalas

In vivo és in vitro kisérleteink a RyR-ek és az SHTR-ek sebgyodgyulasban betoltott szerepének
feltarasara iranyultak.
Kimutattuk, hogy a RyR-ek gatlasa tobb célponton keresztiil jotékony hatassal van a
sebgydgyulasra:

e aDAinvivo fokozza a sebzarodast

e a DA felgyorsitja HaCaT sejtek sebzarodasat

e a DA noveli az ératmérét és a vorosvérsejtek sebességét

e aRyR-ek gatlasa csokkenti a XOR-aktivitast, ezaltal csokkenti a ROS-termelddést

Kimutattuk, hogy az FLX, mint helyileg alkalmazott gyogyszer:
o felgyorsitja az NHK sejtek sebzarodasat 5-HT jelenlétében
o az FLX eldsegiti az reepitelizaciot in vivo
e a helyileg alkalmazott FLX-nek korlatozott szisztémas hatasa van
Ezért ezek a helyileg alkalmazott gyogyszerek biztonsagos alternativat jelentenek a kronikus,

nem gyogyulo sebek problémajara.
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