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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

HSP hésokkfehérje

HSP70/60/90 70/60/90 kDa molekulasulybokkfehérje

HSP72 indukalhaté HSP70

HSE hésokk elem

HSF hésokk faktor

ATP adenozin-trifoszfat

ADP adenozin-difoszfat

JNK c-Jun N-terminalis kinaz

APC antigénprezental6 sejt

MHC major histocompatibility complex

Ag antigén

TLR toll-like receptor

TLR-2/4 toll-like receptor-2/4

IBD gyulladasos bélbetegségek

GR glukokortikoid receptor

eHSP72 extracellularis HSP72

IFN-y interferon-gamma

IL-2/4/5/10/15 interleukin-2/4/5/10/15

AR adrenerg receptor

TCR T-sejt receptor

Th1/2 T-helper sejt 1/2 tipus

Tcl/2 citotoxikus T-sejt 1/2 tipus

COPD kronikus obtruktiv tidbetegség

WHO Egészségugyi Vilagszervezet

GOLD Global Initiative for chronic Obstructive Lung Desse

FEV1 az ebBltetett kilégzeési vitadlkapacitds élamasodpercre és
része

FVC forszirozott vitalkapacitas

DNS dexoxyribonukleinsav



B2-AR
HDAC
HAC
NF-kB
TNF-a
SCLC
NSCLC
IEL
DMEM
FBS
HPLC-MS
MRNS
RT-PCR
FACS
SiIRNS
FSC
SSC
DFK
DEX
DEX(0.1)
DEX(1)
DEX(10)
Z0
BAOS
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béta2- adrenerg receptor
hiszton-deacetilaz

hiszton-acetilaz

nuklearis faktor«B

tumornekrézis faktor alfa

kissejtes tudrak

nem kissejtes tifdak

intraepitelialis limfocita

Dulbecco’s médositott Eagle’s medium

fotalis borjuszérum

nagy nyomasu folyadékkromatografias témegspektremét

messenger ribonukleinsav

real-time (valds idéi) polimeraz lancreakcio

flowcitometric (dramlési citometer)
silencing (csendesi} ribonukleinsav
forward scatter

side scatter

dohanyfustkivonat

dexametazon

0.1 uM-os dexametazon koncentracio
1 uM-os dexametazon koncentracio
10 uM-os dexametazon koncentracio
zona occludens

tudo bronchoalveolarigssejt
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2. BEVEZETES

2.1. A hisokkfehérjek

A hésokkfehérjék minden élsejt mikddésében alapueszerepet jatszanak [1]. Olyan
konzervativ fehérjék, amelyek az evoluci0 hossz@zeedei alatt is mégiztek
szerkezetilket. Adsokkfehérjék - vagy stresszfehérjék - &ohkcioik réven alapveét
szerepet toltenek be a sejtek tulélésében. Minekutdris csaperonok — stresszhatas
nélkdl is - minden sejtben jelen vannak, expressirédk. Fontos szerepik van a sejt
egészséges fehérje haztartasaban, a sejtcikluskzan,differenciacioban, a
sejtndvekedésben, az embrionalisd@gfisben. A fehérjék szerkezetének megovasa altal
transzport folyamatokban, az apoptézis folyamat&esznek részt, enzimek (tirozin
kinazok), receptorok (glukokortikoid receptor) <8gi A célmolekulahoz valé
kotodesukkel aktivaljak a fehérjéket, melyek ez alepdsek lesznek feladatukat ellatni.
Legfébb véd funkcidjuk, hogy felismerik a sérilt, 6sszecsamtdfehérje
molekuldkat, megprobéljdk a helyes konfiguracigsgaallitani. Amennyiben a sértlés
visszafordithatatlan, a protein degradacioban degédk. KilonbdE stresszhatasra
(nem csak kérnyezeti stresszhatasok, mind,aokidans anyagok, nehézfémek, hanem
patofiziologiai hatasok, mint toxinok, bakteridlidipopoliszacharidok, stb.)
indukalédnak, mennyiséguk, expressziéjuk fokozodik.

El6szor 1962-ben Ritossa tette k6zz€, hogy Drosopbelialstressz hatdsara méguyy
molekula expresszidja. Késb, 1974-bren szintén Drosophilakban izolaltéksedr a

h6é hatasara indukalodo stresszproteint. Csak az 498@vek elején fedezték fel a
csalad tbbb tagjat, és dajkafehérje szerepuket.

A hosokkfehérjéket jellegzetes molekulattmegik alamjamtalyozzak. Legismertebb
képvisebi a 110, 90, 70 és 60 kDa molekulasulya csaladagd(l1. tablazat). Minden
csaladnak létezik tobb izoformaja, melyek a subdlis lokalizacidban kulonbdznek.
Példaul a 70 kDa molekulasulydsdokkfehérjeknek (HSP70-nek) legalabb nyolc
kilonbd®d tagja ismert a sejten bellli elhelyezkedés szeantcitoplazmaban,

sejtmagban, lizoszéméaban, mitokondriumban, illexeendoplazmatikus retikulumban.
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Az egyes csalddtagoknak létezik konstitutivan &i&jlo, valamint kilonbo&

ingerekre indukalodo forméja is.
1. Tablazat A hosokkfehérjék csaladja [2]

Eukaryota A gén
A gén jelolése | A gén neve S HSP lokalizaciéja
csalad lokalizacioja
HSP110 |HSP105A 110 kDa lésokkfehérje 13g12.3 citoszol/mag
HSP105B 110 kDa lésokkfehérje 4928
APG-1 ozmotikus stresszfehérje 94 citoszol/mag
APG-2/ HSPA4| 70 kDa tbsokkfehérje 4 5g931.1-g31.2 citoszol/mag
HSP90 HSPCA 90 kDa l$sokkfehérje 1, a 14932.3 citoszol/mag
HSPCB 90 kDa lgsokkfehérje 1, b 6p12 (4921-9g25,| citoszol/mag
15pter-q21)
TRAP1 hésokkfehérje 75 16p13.3 mitochondrium
HSP70 HSPA1A 70 kDa tbsokkfehérje 1A 6p21.3 citoszol/mag
HSPA1B 70 kDa tbsokkfehérje 1B 6p21.3 citoszol/mag
HSPALL 70 kDa tbsokkfehérje- szérl | 6p21.3 citoszol/mag
HSPA2 70 kDa bsokkfehérje 2 14924.1 citoszol/mag
HSPA3 70 kDa lgsokkfehérje 3 21 citoszol/mag
HSPAS5 70 kDa lésokkfehérje 5 9033-g34.1 endoplazmas
(glukézregulalt fehérje, - retikulum
78 kDa, grp78, BiP)
HSPAG6 70 kDa fbsokkfehérje 6 lcen-gter citoszol/mag
HSPA7 70 kDa fbsokkfehérje 7 1923.1 citoszol/mag
HSPAS8 70 kDa tbsokkfehérje 11923.3-925 citoszol/mag
(HSP70)
HSPA9A 70 kDa lisokkfehérje 9A ? citoszol/mag
(mortalin-1)
HSPA9B 70 kDa lgsokkfehérje 9B 5¢31.1 citoszol/mag
(mortalin-2)
HSP60 HSPD1 60 kDa fbsokkfehérje 12q12-13.2 mitochondrium,
(chaperonin) citoszol?

A HSP-k szintézisét a transzkripcios faktorok epgdifikus fajtaja, a ésokk faktorok
(HSF-ok) szabdlyozzak. Mig gerinctelen allatokbaakcegyféle HSF van, addig a
gerincesekben ezidaig négy tagjat ismerjik, emdgtekben 3 tagjat mutattak ki, de

csak keth szerepe tisztdzott. A HSF-ok a stresszvalasz thelleormal sejtitkodés -
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példaul sejtciklus, embrionalis fédés, differenciacié - soran is szerepet jatszanak a
HSP gének expresszidjanak szabdlyozasaban [3]. Wédleges, konstitutivan
kifejez6d6 HSF, ami a HSP expressziojat kontrollalja a HSFit a transzkripcids
faktort Hsp90/Hsp70 tartalmd csaperon komplexekjalar monomerként, inaktiv
formaban, a citoplazmaban. Stressz hataséara, et &kar ti, akar hipoxia, megha
karosodott fehérjek mennyisége, melyek miatt a afafiérjék levalnak a HSF-Biy
ami ezt koveten trimerizalodik és foszforilalodik. Az aktivalt3fF-1 ezutdn a magba
vandorol, ahol a stresszvalasz gének egy a proma@giojaban le§ specialis
szakaszdhoz, a 6bokk elemekhez (HSE-hez) kapcsolddik, mely kovetdsm
megkezddik a HSP-k transzkripcidja és szintézise [4].

HSF-2 csak a fejdés specifikus stadiumaiban aktivalodik, szerepddige csak
erythroleukémia sejtvonalban irtak le. A HSF4 sté&pecifikus modon expresszalddik,
folyamatos DNS-kdt aktivitdssal bir, és a stressz-indukalta génespiégatidjakent
mukodik. A HSF-3 csak madarakban kimutathato.

Sun és munkatarsai [5] patkany szivizomsejtekbd®B-1 szelektiv aktivalodasat irtak
le dexametazon kezelés hatasara, amely a HSP72s#&wel protektivnak bizonyult a
hipoxiat kdoved reoxigenizaciéval szemben. A vizsgalatban patksriyizomsejteket
dexametazonnal kezeltek, majd mérték a HSF-ekydla kulonbdé HSP-k szintjét.
Szteroid hatdsara csak a HSF-1 aktivalodott, a PFSlem befolyasolta a kezelést.
Ennek hatasara a HSP72 expresszioja fokozodottentevolt hatassal a tobbi HSP — a
HSP60, HSP27- expresszibjara.

A HSP-k legismertebb, és legtdbbet tanulméanyozépivisebje - melyl még mindig
intenziv kutatasok folynak -, a 70 kDa-osishkkfehérje csaladba tartozo, a
citoplazmaban konstitutivan jelen e¥SP70, valamint ennek indukalhaté formaja a
HSP72. A HSP72 az efid sejtek legjeledsebb, stresszre termidb véds molekulaja.
Mind intra-, mind extracellularis funkciéja egyremertebb. A HSP70 mindenéél
organizmusban megtalalhat6. Az intracellularis fg@jtogatas, sejthomeosztazis f
dajkamolekulgja.
Szerkezete Jfreszisl all:

1. N-termindlis ATP k&t domén: az ATP hidrolizisekor a mésik kétdoménban

konformacio6 valtozas torténik.
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2. Szubsztratk@ domén: semleges, hidroféb aminosavakho#diét

3. C-terminalis domén: alfa-helikalis szerkezetekbezdag. A szubsztratkit

domeén fedjeként” mikodik — ha a fehérje ATP-t kot, a fadyitva all, igy a
fehérjék hozza tudnak kiidni a HSP70hez, mig ADP kétés esetén & fear,
igy a HSP70-hez nem képes fehérjesiat.

F§ funkcioi: [6]

Az intracellularis proteinek az alapdet sejtfolyamatokban és azok
szabdlyozdsaban vesznek részt, ATP hasitasa résjfik ki biokémiai
hatasaikat. Megyzik, ha kell, helyredllitiak a fehérjek szerkezgetletve a
menthetetlenil kdrosodott fehérjék lebomlasat gegit

Mérséklik mind az extrinsic, mind az intrinsic apajkus utakat. A
programozott sejthalal folyamatat tébb szinten gd7; 8]. Premitokondrialis
szinten a JNK-1 kotésével a Jun-kinaz aktivaciogitoljdk, valamint
megakadalyozzak a kaszpaz-8 receptor altal tdrédivalédasat. Megétrik a
katepszinek és mas enzimek felszabadulasat a dimadbol. Mitokondrialis
szinten gatoljak a mitokondrium membranjanak dejdaidjat, azaltal, hogy
megakadalyozzak a Bax fehérje citoszolb6l a mitdkimba tortéa
athelyeddését. Megakadélyozzak a proapoptotikus  fehérjék IF)(A
felszabadulasat, gatoljak a cytokrom-C kiaramlast matokondriumbaol.
Posztmitokondrialisan az Apafl-hez &dbhek, igy megakadalyozzak az
apopteoszéma kialakulasat, ezaltal mépet a kaszpaz-aktivaciot és az
apoptozist (lasd 1. abra). Human vastagbél Cadoe2(62) sejteken kimutattak,
hogy a kaszpaz-9 aktivacidéja - ami az apoptézis kgsai kulcslépése -,
hamarabb kodvetkezik be, ha a sejt HSP72 expreasaiagsonyabb [9]. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a HSP72 sejivédtasa nemcsak a homeosztazis
fenntartasaval, és a velesziletett immunvalasz abgatasaval valosul meg,

hanem az apoptozis gatlasan keresztul is érvenjadjil

10
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Fas-L

HSP72

mitokondrium

N

Citokrém-C

Bax
HSPZZ / A
\\|
‘ kaszpaz -9
l o )

kaszpaz 3 aktivacio

HSP72

APOPTOZIS

1. &bra A HSP72 antiapoptotikus hatasa [6; 11]

A HSP72 tobb szinten géatolja az apoptozis folyam&gyrészt premitokondriélis
szinten, a JNK-1 kotésével a Jun-kinaz aktivacidjatsékli. Megeéki a katepszinek
€s mas enzimek felszabadulasat a lizoszomakbdakdmidrialis szinten gatolja a
mitokondrium membranjanak depolarizaciojat, a Baehékje gatlasaval

megakadalyozza a proapoptotikus fehérjék felszdhadt) gatolja a cytokrom-C
kiaramlast a mitokondriumbdl. Posztmitokondrialisamegakadalyozza az

apopteoszoma kialakulasat, ezaltal mégeé a kaszpaz-aktivaciot.

* Mint extracellularis-, illetve sejtfelszini moleldd szerepet jatszanak az
immunvalasz szabalyozasaban, részt vesznek aifeliafglyamatokban. Ha az
intracellularis HSP72 szint emelkedik, a HSP72 rale megjelenik a sejtek
felszinén, és a keringésben is [12]. A kedindSP72 az antigén prezentalo
sejtekhez (APC) kédik, és stimulalja a proinflammatorikus ciktokinirgézist
[13], a kemokin [14] és reaktiv oxigén gyokok felbadulaséat [15]. Fontos
szerepe lehet a tumorbdl szarmazdé antigén tulagdmpns molekuldk

immunrendszerink felé tort@prezentalasaban (2. abra).

11
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APC - dendritikus sejt érés

HSP72+Ag
T-limfocita
= citokinek \(wd
kS
kemokinek = l
reaktiv oxigén gyokok > CTL
|

pl.: Anti-tumor citotoxicitas

2. abra HSP72 és az immunitas [A szebék engedélyével, 13; 14; 15]
A HSP-k részt vesznek a kulonfée szervezet szdméara idegen anyagok, antigének

prezentaldsban - pl.: képesek az elhalt sejtekrieiéagmentjeinek kotésére, igy

azokat ,bemutatjak” az immunrendszernek, immunwalasrkentenek -, ezaltal az

immunrendszer fikodését befolyasoljak, citokinek, kemokinek, reakigengyokok

termebdését stimulaljak.

Szamos kutatas bizonyitja, hogy a HSP72 a toll-tdeeptorok (TLR-0k), és
egyéb mas mintazat felisnéereceptorok (PRR-0k) ligandja, melyek jel&nt
szerepet jatszanak a velesziletett immunitas veakechanizmusaiban [16].
A HSP72 immunregulatorként itkddik azaltal, hogy az antigénprezentald
sejtek TLR2 és TLR4 receptoraihoz &dik, és stimulalja a veleszlletett

immunvalaszt. [9; 17; 18]

A HSP-k alapvéien fontos jeleritsédiek a rosszindulatd daganatok
prognoézisanak, és a gyogyszerekre adott teraplasaénak meghatarozasaban,
ugyanakkor, mint lehetséges terapids célpontok taéga kutatasok
kozéppontjdban allnak [19]. A tumorkéu#s folyamatdban a HSP72
ellentmondasos szerepet jatszik. A magas intrdéebu HSP72 szint
ragcsalokban segiti a daganatok kialakulasat. Eésszhangban, kisérletes
modellekben a HSP72 expresszidjdnak mérséklééeerer csokkentette a
tumorképsdést. A HSP72 emelkedett expresszidjat irtdk leosradriumrak,

12
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osteosarcoma, vesesejtes rak és leukaemia eset®bESP72 nagymértdk
expresszidja emt, endometrium-, és gyomorrakban metasztazisokkelsz
prognodzissal, a kemo-, illetve radioterapiaval daem rezisztenciaval jar
egyutt. Ugyanakkor - bar a HSP72-szintek j6I ke&iredk a daganat
kiterjedésével osteosarcomaban és vesesejtes raklzariehérje kifejegdése
paradox modon meégis jobb prognézishoz térsul. EzteHentmondast a
sejtfelszini, illetve a sejth kikerilé HSP72 immunstimulalé hatasa
magyarazhatja [20].

Egyre tobb az adat arra vonatkozéan, hogy a HSBKZentos szerepe lehet a
tumor ellenes valaszban [6; 11; 21], kisérleteirfak, hogy a HSP70 molekulat
felhasznaljak a rak elleni kezelésben [11] [22]][23

In vivo az extracellularis HSP72 (eHSP72) élettkariimények kozott az
immunrendszer fikddését segiti, koros esetekben viszont hozzagiruéh
gyulladasos betegségek exacerbaciojahoz (pl. Almrekdr, atherosclerosis,
gyulladasos bélbetegségek (IBD)) [24]. Ez utbblitiéfelezés azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel, mivel a kortlmeényéktfiggéen az eHSP72 anti-

inflammatorikus citokineket is stimulalhat [25; 26]

A HSP72 szukséges a glukokortikoidok fehérje exgmiés kivaltdo hatasahoz is
[27]. Ugyan a &szerep a HSP90-€, de HSP72 nélkul az interakcio joaet
létre. A glukokortikoid receptor (GR) funkcidjdhonélkilbzhetetlen a
HSP90/HSP70 csaperon heterokompldikaaése. A kezdeti interakcio a GR és
a HSP70 kozott elengedhetetlennékik a HSP90-es heterokomplex &bbi

mukddéséhez, mely sordn a GR szteroid kitsadéka megnyilik [28]

Intenziv kutatasok folynak azzal kapcsolatban, hdgygyan kerilhetnek ki a

hésokkfehérjek a sejtek belsef@bhogyan kdddhetnek vissza a sejtekhez, és mi lehet

ennek a kovetkezménye; illetve az extracellularS8PHk (eHSP-k) milyen szerepet
téltenek be ezen folyamatokban. [29; 30]. Tény,yhodnd a HSP70, mind a HSP60

jelentbs mennyiségben kimutathatok a keringésben. Szatwtlyezekrécios utat meég

egyik sejt esetében sem sikerllt igazolni. Toblkegdtelés latott napvilagot: egyrészt

13
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lehetséges, hogy egyes exocitozissal aktivan dadbdaé molekuldk ,dajkaiként”
passzivan jutnak az extracellularis térbe, masr&hzterilt, hogy a sejtek nekrdzisa,
illetve kisebb mértékben apoptozisa révén, passziweoznak a sejth. Sejtnekrozistol
fuggetlen HSP72-felszabadulast irtak le B-sejtekl#=n periférias mononuklearis
sejtekben [31]. Egyes citokinek (IFN-gamma és I)-1® HSP72 aktiv Uritését
medialjak [32]. A fizikai, kémiai és pszichés sseszimpatikus aktivacié utjan, ai-
adrenoreceptorokor(-AR) hatva, az intracellularis kalcium koncenténibvelésével
a HSP72-tartalmu exoszoOmak Urilését valthatja &lamint emeli az intracellularis
HSP72-szintet is, igy tobb HSP72 keril az exosz@a§&3].

Ranford és munkatarsai szerint é@sbkkfehérjeék, mint intracellularis stresszfelz
molekulak visszanyerilési funkcioikat, azaz szoveélrszovetre tovabbitjak a stressz

jelenlétét.

2.2. Kronikus obsruktiv tidbetegség (COPD), mint népbetegség — a
dohanyzas hatasai

A krénikus obstruktiv tidbetegség (COPD) jelleriie, hogy fennalltakor egyiden
van jelen kronikus Iéguti gyulladas és emfizémd].[2z emelked incidencia miatt, az
Egészsegugyi Vilagszervezet (WHO) 2001-ben alakitéi ebszor allaspontjat a
betegséggel kapcsolatban. A Global Initiative fanrdhic Obstructive Pulmonary
Disease (GOLD) a népbetegség diagnodzisdnak, kidksdkwak, besoroldsanak és
kezelésének leh&tégeit 6sszegzi a rendelkezésre all6 ismeretekaalamely évente
frissitésre kerdl.

A GOLD definici6 szerint a COPD olyan ftloktegség, melyet korlatozott léguti
aramlés jellemez. Az asthmaval ellentétben, egatiléikilet nem reverzibilis, hanem
progressziv jelley melyet abnormalis, kronikus Iéguti gyulladas akioegfsbb kéroki
tényed a gyulladas kialakulasaban a dohanyzas, a dohsthiii jelen le artalmas
részecskék.

A GOLD és a hazai ajanlas a betegség sulyossafpaszrozott kilégzési térfogat 1.
méasodperce (FEV1), illetve a forszirozott vitalkeipes (FVC) aranyaval és mértékével

jellemzik.
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COPD-ben egyidben tobb, kilonbdz patoldgiai elvaltozast is talalhatunk, hiszen a
harom 6 morfoldgiai forma, a kronikus obstruktiv bronchjtaz emfizéma, illetve az
obstruktiv bronchiolitis, kilonb@mértékben vesz részt a folyamatban.
COPD kialakulasadban a gyulladas kulcsfontossagtorfakle nem az egyetlen kivalto
ok. Neutrofil- és makrofag-medialta gyulladasos koédkat ,egészséges”
dohanyosokban is kimutattak mar, ennek ellenére méamden dohanyosban alakul ki a
betegség. Am a beteg, COPD Kklinikai tiineteit mumfanyosokban a gyulladasos
valasz fokozottabb a nem beteg dohanyosokhoz képedelveti a genetikai faktorok,
viralis fertbzések és egyéb, még nem ismert okok lehetségespérea betegség
kialakuldsaban.
Egyre tobb bizonyiték szo6l amellett, hogy az apmoigtiak, azaz a programozott
sejthalalnak fontos szerepe lehet a COPD patogedteam [35]. A betegek
tudoszoveteiben, illetve légutaiban tobb apoptotikugesdehet latni az egészséges
dohanyzo, illetve az egészséges nem dohanyzokébpesk Elképzelhét hogy az
alveolaris fal roncsolodas, és az emfizéma kiakdaul 6sszefligg a megndvekedett
apoptozissal. Ez részben az egyébkent jikddo apoptotikus sejt clearence karosodasa
miatt is lehetséges. A dohanyfust A&ltal indukalt ompzis részletesebb
tanulmanyozaséaval kozelebb kertlhetnénk a COPDypatzisének megértéséhez is.
Nem teljesen tisztdzott még, hogy a dohanyfustvid mas inhalalt részecskék, hogyan
karositjak a tlét. A legfontosabb ismert folyamatok a kbvetélez
* a dohanyfustben I|év szabadgyotkok altal indukdlt oxidativ folyamatok
karositjak a tuésejteket,
* a dohanyfist, valamint az oxigén szabadgytkok atgbrotedz-antiproteaz
egyensuly a proteazok felé tolédik el, igy azolokétfak a tidszovetet,
» dohanyfust hatasarad m mucosalis permeabilitas, ezzel parhuzamosankki®n
mucus-hiperszekrécio alakul ki,
* a dohanyfistben lévidegennek felismert, ,antigén” részecskeék altahtartott
kréonikus gyulladas soran fokozott citokin termel§azolhaté (lasd 3. abra!)
[36].

COPD-ben a léguti gyulladas legfontosabb effekt@aneutrofil granulocitak és a

makrofagok. Egyre tobb adat szl arrdl, hogy inkabbitotoxikus, CD8+, és kisebb
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mértékben a CD4+ helper T-sejtek aktivalédnak dgfitest hatdsara. A T-sejtek citokin
szintézisben megnyilvanuld — egyénenként valtorényultsdga (Tcl/Tc2 és Th1l/Th2)
don® jelenBsédi abban, hogy kronikus dohanyflist expozicié hataaaddmhanyosok

kozal kiben alakul ki a betegség.

Dohanyfustb &l szarmazé antigén (?)

makrofag
bronchusham
- aktivacio
I
< , ., | aktivacié
antigén prezentacié
sejtmigracio T-sejt aktivacio
1 migrélci(C)a
TCR
CXCR, IFN-y, IL2 - _
! — — apoptozis
szoveti bearamlas o > \_ sejtlizis
granzyme
) —|perforin
CD4+ T sejt CD8+ T sejt
l | i1L4, 15, 1L10
L2, IFN-Y | [ e R
Th2 Tc2
Thl Tcl

3. dbra A dohanyfist lehetséges hatasa a téiden aktivaloddé makrofagok és T-
sejtek kblcsbnhatasai [A szerdk engedélyével, 36].

COPD-ben jellegzetesen meéga bronchusnyalkahartyaban a CD8+ T-sejtek és a
makrofagok aranya. A dohanyfuéttszarmazo, leginkabb antigén (Ag) tulajdonsagu
molekulak, amelyek beinditjdk az immunfolyamatakaiakrofagok aktivacidja altal, a
CD8+ T-sejteket aktivadlva apoptdzishoz/nekréziskiezetnek. A naiv T-sejtek nem
allomasoznak sokaig a tdblen, am antigén hataséara létrej\aktivaciojukkor az
antigént prezentald sejtben akkumulalodnak. Ssiiel markereik alapjan ekkor vagy
CD4+, vagy CD8+ T-sejtek lehetnek, melyekn#i&d az altaluk termeltsf citokinjeik
alapjan kulonithetk el Tc1/Thl, illetve Tc2/Th2 sejtekre. Dohanyfisgtsara fleg a
Tc1/Thl populacio szaporodik el, melyek jellegzstd&EN+-t, IL-2-t termelnek, mely
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hatdsara a makrofag aktivacido fokozddik, ezaltalfadyamat tovabb eistdik. A
citotoxikus T-sejtek a célsejtek lizisét két modhozhatjak |étre: egyrészt porust
létrehozd molekulak (perforin, granzyme) szekréedl, masrészt az apoptozis

indukcigjaval.

A cigaretta napjaink talan legveszélyesebb és ldgtilalos aldozatot kovetelegalis
élvezeti szere [37]. A dohanyzas leggyakrabban-sgsv tidbetegségekhez vezet,
koroki szerepe vitathatatlan a COPD, valamint atéil kialakulasdban. Egyre tobb
adat sz6l amellett, hogy 6sszefliggés van a COP&eg iz emfizémas forma - és a
tudorak kozott, melynek legbb oka a kozos rizikofaktor, a dohanyzas [38; &9; 4
Jelenleg a vilagon évente o6tmillié - egy Finnorsgag ember hal meg valamilyen
dohanyzas okozta megbetegedésben. Magyarorszalgcawazed dohanyfogyasztoi
kozé tartozik, a vilhgon a harmadik.

A dohanyzas mind pszichés, mind farmakoldgiai tisgget okoz élvéinél, az egyik
legesebb pszichoaktiv szer. Friss statisztikai adarekiist Magyarorszagon a féitt
lakossag 33-34 %-a dohanyzik, meiyla férfiak aranya még nagyobb, bar az utdbbi
években a ¢k aranya folyamatosan emelkedik. Evente orszagun@8800 & halalat
lehet dsszefliggésbe hozni a dohanyzassal: 19 érdehal meg egy ember e karos
szenvedély kévetkezében. Statisztikai adatok szenmagyar fiatalok 17,9 éves korban
valnak fogyasztova. A dohanyzas nemcsak az aktwezgje szamara koltséges
szenvedély, hanem attételesen az egész gazdasagrazébblet terhet jelent, hisz a
betegségll adéddan csokken az aktiv, terihetunkaed, ugyanakkor ének az apolasi
koltségek.

A dohanyzas visszaszoritasa érdekében a vilagon, olszagosan is tobb
dohanyzasellenes program indult az elmult évtizedBz egyik ilyen nagyszabasu, a
WHO A4ltal inditott kampany a HELP program volt, yetl27 Eurdpai Unids orszagban
fogadtak el, és csatlakoztak. Eredményeképp 4at \alamelyest sikertlt csokkenteni
a dohanyzo fiatalok szamat.

A masik kezdeményezés 2007-ben indult az Eurdpairlamantll a

.Dohanyfustmentes Eurépéért” mozgalom, a DENAT paogy
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Oktatasi intézményekben, 6ts mér Ovodakban tartott d@dasokkal, jatékos
vetélkedkkel, dohdnyreklamok tiltasaval — a reklamtorvengdasitasaval, kilonbéz
0sztond kampanyokkal ( ,Hagyd abba és nyersz!”, ,dohanyfusntes osztalyok” ), a
dohanydobozok elrémigztcimkézéseivel, a nem dohanyzok fokozottabb védelme
érdekében hozott jogszabaly-valtoztatasokkal (dghds) tilalma éttermekben,
munkahelyen kijel6lt dohanyzohelyek, nagyobb tdérkegetrint helyeken, példaul
buszmegallokban a dohanyzas tiltasa) igyekeznekd naim aktiv, mind a passziv
dohanyzas mértékét csokkenteni.

Orszagosan tdbb tédydgyaszati szakrendelésen indultak a leszoktas&sgtit
programok, melyek a szakmai iranyelveknek megfelel segitik a leszokni vagyo
dohanyfliigg pacienseket.

Magyarorszagon 2012. januar elsején lépett hat@ylamdohanyzok véedelniészolo
tortvény, mely tiltja a dohanyzast a zart kozfongalhelyeken.

2.3 Szteroidok hatdsmechanizmusa — a szteroid éBF2kapcsolata

A szteroidok a tlébetegségek kezelésében gyakran alkalmazott késmiekéam
pontos, a tudl epitéliumara haté gyulladascsokkémiechanizmusuk nem ismert. Tény,
hogy amig a legtobb asztmas beteg jol reagal aocsdtkezelésre, dohanyzo6 asztmasok
és a COPD-s betegek tobbsége szteroid kezelési@bdalh nem adnak megféiel
tergpias valaszMig a léguti gyulladas szteroidokra nem reagal miegfen, addigCOPD-
ben alkalmazott inhalativ szteroidok protektiv katk tudrak kialakulasaval szemben
[41; 42].

Intenziv kutatasok folynak jelenleg is, amelyekztemidok pontos, molekularis szint
hatdsat vizsgaljdk. A légutakban a glukokortikoidokgyrészt csokkentik
nyakszekréciot, masrészt gyulladasgatld hatasuadty imatas leginkabb a GR altal
kozvetitett [43]. A GR a ligand altal regulalt neétis receptor szupercsaladba tartozik,
génje az 5. kromoszoma rovid karjan talalhato (58@j és 9 exonbdl all. A GR
receptor gén promoter régidja tobb &iklyet tartalmaz kilonbéz nukleéaris
faktoroknak (NF), mint példaul az N&B-nek is. Egy gén termékének alternativ
hasitasa soran keletkezik a két kilortb@&R alegység: a GR-és a GRB3. Ez a két
fehérje csak a karboxi-termindlis régidban kilonkéegymastdl — és ez az, ami
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meghatarozza a szteroidhoz valo digtsiket. Az elmult években Uj GR izoforméakat
fedeztek fel, melyek sejtbeni eloszlasukban kilanied.

A GR-u tulajdonképpen egy hormon szenzitiv transzkriptaésor. Szteroid hianyaban,
a citoplazmaban talalhaté csaperonokat is tartadrkamplexben, ami megakadalyozza
a magba tortéh transzlokacidjat. Amikor azonban szteroidot kégjub a magba, és
hatasa a proinflammatorikus — a gyulladasban seergszo - gének atirodasanak
gatlasa, mely nagyrészt az XB-kotésével jon létre.

A GR{$ a GRa negativ szabalyozojaként tkodik. Foleg gyulladasos sejtekben
mutathato ki, de léguti epitélsejtekben is megheitd.

A GR mikodéséhez kell a HSP apparatus (a HSP90/HSP72Zketeplex), amely
megnyitja az inaktivalt receptor ligand kohasadekat, ékészitve igy a receptort a
szteroid molekula fogadasara. Ezt k@est torténhet meg a dimerizacio, és a
komplexum intracellularisan a DNS molekula megteletlyére kaidik, igy iranyitva a
gének atirédasat [44; 45]

A GR sejtmagba torténtranszlokécidjat a GR foszforilacidja is befolyfsd46]. A
B2-AR-on keresztul $2-agonistak megvaltoztathatjdk GRikddését a foszforilaltsag
modositasa révén. Ugyanakkor a glukokortikoidok n®dositjdk a B2-AR-ok
miikodését: egyrészt az expressziojuk novelése rav@srészt a G-proteip2-AR
kapcsolat visszaallitasnak segitésével, valamint B&2AR downregulaciojanak

gatlasaval.
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2.4. A szteroid és dohanyflist kapcsolata

Asthmasoknal ismert, hogy dohanyzas hatasara csOk&e bedllitott kezelés
effektivitasa. Sok eredmény szerint a dohanyzéastd COPD-ben jellegzetes szteroid-
rezisztencia hatterében is [44; 45]. Cigarettafistasara egyrészténa mucus
szekrécidja, ezaltal cstkken a szteroid léguti pao®ja. Invernizzi és munkatarsai
[47] kimutattak, hogy a gyogyszer molekulak, és ahahyfustben l&v részecskék
interakcidja folytan megvaltozik a szteroidok aenadnikai tulajdonsaga, én a
részecskeméret, ezaltal csokken @ti@pozicio.

Ismert, hogy egészségesekbeBza agonista hatasara az AR-on kereszttilanGR
nuklearis transzlokacioja és a gyulladasos citdkitranszkripcio géatlasa. Rider és
munkacsoportja tid epitélsejteken (A549) és bronchidlis sejteken (BEZB)
kimutatta, hogy szteroid és hosszu haf@@{AR agonista kezelés egyuttes alkalmazasa
hatasos lehet a COPD-ben ismert szteroid rezisatemegszintetésében [46]. A
dohanyzas hatdsara aktivaldédott citotoxikus CD8+sejtek TGFB termebdése
fokozddik, ezaltal csokken[#-AR-ok denzitasa a limfocitakon.

Részben a fenti folyamatok, valamint a dohanyfistjgéen lew citotoxikus reaktiv
oxigéngyokok hatasara csokken a GR ligandlki#pessége, illetve megraz inaktiv
GR aranya. Ugyanakkor cstkken a GR ligand irafitiiédsa is.

A glukokortikoidok csak megfelélhiszton-deacetilaz (HDAC) enzintikodés mellett
képesek a funkciojuk maximalis betdltésére. A dghas jelenisen csokkenti a
HDAC-2 aktivitdsat, ami szintén hozzajarulhat a Gdkkent DNS kddéséhez, az
észlelt glukokortikoid rezisztenciahoz [45].
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4. dbra Dohanyflst hatasa a tud epitélsejtieiben — a léguti gyulladas — szteroid
rezisztencia lehetséges mechanizmusa [44; 45]

Egészséges, nem dohanyosok tludejebpg-AR-ok ko-stimulans hatasa réven a GR
aktiv, a-alegységének aranya magas, ezaltal a GR a magbanegfeled DNS
szakaszhoz kédik, ami kdvetkeztében kilonBagyulladasos gének atirodasa gatlodik,
a gyulladasos valasz mérsédik.

Dohanyflst hatasara medra szabadgyokok szama, ez csokkenti & ¢jpitélsejtjeiben

a B2-AR-ok szintjét. A GR aktiv, alfa alegységénekesspidjat csokkenti, mig az
inaktiv béta alegységét noveli. Egyuttat a NF«B szintje, mely a gyulladasos
mediatorok fokozott szintéziséhez vezet. A dohstrgfliiszton acetilaciot fokozza, ami
altal a GR kofdését is akadalyozza DNS-hez. Osszességébargyulladasos gének

aktivacidja és a gyulladasos valasz.
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2.5. A tudirak

COPD-s betegekben a tirdk ebforduldsi gyakorisaga is megn egyes irodalmi
adatok szerint 4.5-szeresére [48]. A két kéralldpaminkulasaban igazoltan a dohanyzas
a f6 kozOs patogenetikai faktor. A két betegség pattra@izmusaban azonban jelént
eltérések igazolhatdk, hisz mig a dtiék kontrollalatlan sejtszaporodas eredmeényekeént
alakul ki, a COPD-ben a gyulladas-medialta |ég@éstdukcidé és sejthalal a jellethz
Mégis kell, hogy legyen o6sszefliggés a két betedsigitt, hisz a tlérakosok
szignifikans hanyada COPD-ben is szenved, a COPRIY @etudrak fontos kockazati
tényedje. Ueda és munkatarsai felvetették, hogy a COPDQelemz kronikus
gyulladas kovetkeztében létrefbemfizéma, vagy a betegségre szintén jelteaguti
obstrukcio az, amivel a tadik rizikoja korrelal COPD-s betegekben [39]. Erédiyeik
alapjan az emfizéma (mar a legenyhébb is) emadldérdk kialakulasanak kockazatat.
Houghton és munkatarsai [40] két hipotézist dolgkzki ennek az efs latasra
Osszeférhetetlen ellentétnek a feloldasara. A dgtiah hataséra létrejévkronikus
gyulladas kovetkeztében sériilnek adtlsleolusok, megbomlik a protedz-antiproteaz
egyensuly. Emellett a gyulladas kodvetkeztében éh@d lew neutrofil granulocitak és
makrofagok novekedési és egyéb faktorokat is terekgl ami a rosszindulatd
daganatok sejtjeire is jellezA gyulladas lehetséges oki szerepét bizonyitjasaz
hogy azokban a COPD-sekben, akik inhalativ sztetemlésben részesulnek, kisebb a
tudorak kialakulasanak kockazata [42].

A masik lehetséges mechanizmus a szervezet védasiaért sérulés helyreallitasara.
Ebben az esetben a kronikus gyulladas miatt |&befokozott sejtpusztulast a téid
bronchoalveolaris 6ssejtjei igyekeznek helyredllitani. Ezek awssejtek normal
korilmények kozott felések a tid integritasanak helyredllitdsaban, a karosodott
sejtek potlasaban, kontrollalt szaporodasuk rév&nfokozott sejtpusztulas miatt
szilkséges a fokozott helyredllitas is, ami kordtatlan sejtszaporodast eredményezhet,
melynek kdvetkezménye lehet a diiék.

A kissejtes tudrak (SCLC) az 6sszes ftirk mintegy 15-20 %-at teszi ki, és évente
vildgszerte koérllbeltl 200.000 ember halalaértlésle Kemo- és radioszenzitivitasa
ellenére a tulélés mérsékelt, amely a gyors metaiskepadésnek, illetve a betegség
gyakori ismételt megjelenésének kdszothAiz atlagos tulélés a kezelés mellett is csak
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minddssze 9-20 hénap kdzoétt van, emiatt éfthbbgy az SCLC esetén is tovabbi
kutatasok sziikségesek a jobb terapias eredmérgmdséhez [49].

A HSP-k fontossagat tAmasztja ala, hogy tobb iradatlat is megésiti, hogy a tulélés
szempontjabol éhyos, ha a nem kissejtes &iidk (NSCLC) essen fesidik HSP72-vel
[20]. A HSP-k expressziojat a kdrnyezeti faktorokawiil genetikai polimorfizmusok is
befolyasoljak. Konzervativ szerkezetiiknek koszdfdret relativ alacsony foku a
polimorfizmus a HSP72 génekben. A legtobbet tanoloaott a HSP72 gén kodolo
régiojanak HSPA1B A(1267)G helye, mely igazoltadkt®ent mRNS képaléssel jar
egyutt [50].
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2.6. A coliakia - gluténérzékenyseég

A cdlidkia egy immun-medialt vékonybélbetegség, lgstieegy életre sz6lo glutén
erzekenység jellemez [51]. A bélhamsejtek nélkiddetlen feladata egy olyan
szelektiv barrier fenntartdsa, amelyen keresztitdpanyagok és az elektrolitok
atdiffundalhatnak, mikdzben a lehetséges veszédysmgok nem [52]. Colidkiaban
ennek a barriernek a strukturaja seéril, aminek neéexyeként a novényi fehérjek
felszivodnak a bélepitéliumon keresztil. A buzadjh aktivalja mind a velesziletett,
mind a szerzett immunrendszert [53-55], ami a bablstek apoptézisdhoz [56] vezet.

A gluténérzékenység patomechanizmusat az 5. abiatjebe.

I.1. gliadin dezaminacié és 1.2. antigén
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11.1. p31-43 gliadin peptid,
baktériumok, anti TG
antitestek

PRR — |.5. antiTG and anti-
|, (TLR2;4?) gliadin antitest
IL2. IL15 termel 6dés

termelés

EC matrix és

fibroblaszt — phazalmembran

degradacioja

unioNo ZuL

I1.3. CD94/NKG2D 1— kot 6dés
az enterocytak altal
expresszalt MICA-hoz és a
HLA-E-hez —sejtkarosito
funkciok — boholyatréfia

5. abra A colidkia (gluténérzékenység) patomechanimsa [53-56]

Colidkia egy immun-medialt gyulladasos betegségly me vékonybelet érinti.
Elethosszig tarté intolerancia jellemzi a gliadirs égyéb bulza, és gabonafélék
prolaminjai ellen. Altaldban genetikailag predisn@it emberekben alakul ki. A
gasztrointesztinalis immunrendszer hibagkddése jellemzi. Az antigénprezentald
sejtek felszinén a gliadin fehérjék nativ- vagwetidranszglutaminaz altal deaminalt
form4ja CD4+ T-sejtek felszinén talalhaté HLA-DQ&zhvagy HLA-DQ8-hoz kédik,
amely &ltal CD4+ T-sejtek aktivalédnak. Az aktiv@D4+ T-sejtek CD8+ T-sejteket és

fibroblasztokat aktivalnak, fokozzak a bélhamsegiedptozisat és elinditjak a B-sejtek
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differenciaciojat plazmasejtekké. Utobbiak ezaltgliadin ellenes és szdveti
transzglutaminaz elleni antitesteket termelnek.

Mas gliadin fehérjek, mint pl. a p31-43 direkt \&@életett immunvalaszt indukalnak.
Ezeket a fehérjéket az intesztinalis makrofagolkome@dritikus sejteken €V LR-ek és
mas, PRR-ok felismerik, és interleukin-15 (IL-16)edmelnek. Az IL-15 intraepitelialis
limfocita migraciot és szaporulatot eredményez |Bbhegvédi a patogén CD4+ T-

sejteket a halaltol, és az epitéliumban stressmkatl molekulak expressziojat serkenti.
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3. CELKIT UZESEINK

. Els6 vizsgalatunkban arra kerestink valaszt, hogy aamexazon (DEX),

hogyan hat a tiidalveolaris epitélsejtjeire in vitro koriilményekziit?

. A dohanyfustkivonat (DFK) hogyan befolyasolja adigpitélsejtek apoptozisat,

valamint, hogy mennyiben valtozik a DEX kezelésakatDFK mellett?.

. A sejtvédelemben kdzponti szerepet jatszé6 HSP73arogaltozik DEX, DFK

illetve kombinalt (DEX-DFK) kezelés mellett alvediepitél sejtekben?

. In vivo vizsgalatunkban lokélisan ée€haladott, illetve metasztatizalé SCLC-
ban szenvetl paciensekben kutattuk, hogy a HSP72 (HSPA1B A(JGH7
polimorfizmus valtozik-e egészségesekhez képesnask milyen hatasa van a

daganatos betegség kimenetelére?

. SCLC paciensek szovettani mintaiban véaltozik-e #H5expresszio a HSP72
(HSPA1B A(1267)G) polimorfizmus fliggvényében?

. Hogy valtozik a HSP72 expresszidja, illetve lokatibja a kezeletlen, illetve a

kezelt colidkidsokban a kontroll, egészségesekbpedt?

. A gluténmentes diéta hogy valtoztatja meg a HSKp2esszidjat?
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4. MODSZEREK

4.1. Tudy alveoléris sejtek vizsgalata

4.1.1 In vitro sejttenyésztés

A549 immortalizalt 1l. tipusa alveolaris epitélsajhalat (ECACC No: 86012804)
hasznaltunk, melyet a Sejtkultirak Eurépaitfigményebl (Sigma-Aldrich Co.,
Budapest, Magyarorszag) rendeltink. A sejteketphetd kultGrdkban, 25 cm
tenyészfellldt flaskakban [l ; Nunc, Dania), 10 % (v/v) fotalis borjuszérumoBE:
Biochrome AG., Berlin, Németorszag), 2 mmol/L L4glmint (Biochrome AG, Berlin,
Németorszag) és 1% antibiotikum/antimikotikum otda(AB; Sigma-Aldrich Co.,
Budapest, Magyarorszag) tartalmazé DMEM (Dulbeccuotdified Eagle’s medium)
médiumban (Gibco, Ausztralia) tartottuk fenn. Atskgt 37°C-on, 5% CO/ 95 %
leve@ tartalmi atmoszféraban inkubaltuk, a konfluensydsmeteket atlagosan 3
naponta passzaltuk. A konfluens tenyészetekbenjtsiriség~1,2 x 16 sejt / ml
médium volt.

A kezelésekhez az alveolaris epitélsejteket 6 lyplafie-en tenyésztettik (Sarstedt,
Nimbrecht, Németorszag) 30 x “16ejt /ml médium kiindulasi sejtsiségben. A
sejteket 10 % (v/v) fotalis borjuszérumot (FBS; &icome AG., Berlin, Németorszag),
2 mmol/L L-glutamint (Biochrome AG, Berlin, Némeszag) és 1%
antibiotikum/antimikotikum oldatot (AB; Sigma-Aldin Co., Budapest, Magyarorszag)
tartaimaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medjumédiumban (Gibco,
Ausztralia) tartottuk fenn, és a kultarakat 24 Ok&mesztil 37°C-on, 5% CGQ95 %
leve@ tartalmu atmoszférdban inkubaltuk. A kezelési gkoll szerint a kontroll
csoportot kezelés nélkul hagytuk, a tobbi csoportovekw dézisi DEX (Dexa-
ratiopharm 4mg/ml oldatos injekcio, Dexa-ratiophaBudapest, Magyarorszag)(0.1;
1.0; 10 M/l koncentracié a médiumban) kezeltiik Dkdgelés mellett, illetve a nélkil.
A sejteket vagy azonnal feldolgoztuk, vagy feldagsig lecentrifugalva, a feltiluszot
lepipettazva, -80°C-on taroltuk. A sejtek feltllgzazintén -80°C-ra helyeztiik.

Az epitélsejtek DFK +/- DEX kezelései soran a kidiat 10% FCS tartalmia DMEM
médiumban tartottuk fenn 37°C-on, €65 termosztitban. A kezelésitél utolso
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passzalas utén a sejteket 24 6ran keresztul inkikbalfenti korilmények k6zott, majd
médiumcsere utan adtuk a tenyészetekhez a DEXertlgshez is 10% szérumtartalmu
DMEM-et hasznaltunk). DFK kezelés soran a frissefkészitett DFK-ot
szupplementaltuk 10% borjuszérummal, és ezt tedtidejtekre. Ezutan a megfélel
csoportokhoz hozzaadtuk a DEX-et is. A kiindul&stsiriség 3 x10sejt/ml médium
volt. A kezelés utan 24 ora elteltével RT-PCR éanddési citometrids (FACS)
technikaval vizsgaltuk a sejtek apoptdzisat, nekéiz valamint az intracellularis
HSP72 mennyiségét. &isérleteinkben kilonbéz DFK koncentraciokat, illetve
kezelési idtartamokat hasznaltunk, ez alapjan valasztottukakiegmegfeléibb
kezelési idtartamot és a higitattan DFK-ot, amely alkalmazésaknég volt

vizsgalhato mennyiségsejt a kisérlet végére.

4.1.2 Dohanyfustkivonat készitése

A DFK-ot mindig frissen készitettik, Bernard és ikatarsainak [57] metodikajat
alapul véve (lasd 1. abra), egy, a direkt e célgdtartott vakuum-pumpas
~,dohanyzogép” segitségével (lasd 1. kép). A gyamtas a kivonathoz azonnal fotalis
borju szérumot adtunk a megszokott koncentracioban.

Roéviden: két kommersz, boltban kaphato filteresa@tfa (Marlboro; Philip Morris
Products, Magyarorszag, EU; nicotine 0.8 mg, tami) flstjét szivtuk at a pumpa
segitségével 16 mld@ke 37 oC-ra melegitett, szérummentes médiumon Xigtles

Az igy elkésziult DFK-ot 30 percen belll mindig fafiznaltuk. Ezt a metodikat
alkalmazva dizetes kisérleteink bizonyitottak, hogy a higitakamonatot hasznalva 24
oras inkubacios itlalatt szignifikansan csokken az A549 sejtek tgi&tié

A médiumot, melyben a kontroll csoportokat tenyésikehasonld korilmények kozott
tartottuk, csak cigaretta nem volt a rendszerbenkapott DFK stabilitdsat és
reprodukalhatésagat folyadékkromatografias tomddsmpméterrel  ellebriztik
(HPLC-MS/MS). Meghataroztuk a nikotin és kotinioncentraciokat, melyek az egyes
mintakban az atlaghoz képest 10 %-0s hibahatéraih \mstak.
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6. abra A DFK készit gép sematikus rajza [57].

A DFK készitéséhez két kommersz, boltban kapHededi cigarettat (1) (Marlboro;
Philip Morris Products, Hungary, EU; nicotine 0.8gmtar 10 mg) hasznaltunk. Mikor
az ikzitv bekapcsolt (7), a pumpa elindult (7) és a cigardtistjét egy kémiailag
innert csbvon (2) és Pasteur pipettan (4) at, ataza 16 ml efre 37 °C-ra melegitett,
szérummentes médiumon (5) keresztill, ami egyiziéiriivegedényben volt (3). Hogy
konstans, és meérhieszivoest tartsunk fenn, a vizpumpét egy 1 literes vizdagban
(6) keresztul mkodtettik. A szakaszos dohanyzast periodikus valaegiiségével
ertik el: azaz a pumpa az 1 literes vizespalackixdt szivott ki, ami altal vakuum

keletkezett a médiumos palackban.

1. Kép DFK készitése a gyakorlatban
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4.1.3 Kezelési csoportok

A kezelések @it 24 6raval az A549 alveolaris sejteket 3RsE)t/ml koncentraciéban
6-lyuku flaskédkba (Costar, Corning Incorporatedgn$a Aldrich Kft.,, Budapest,
Magyarorszag) tettik ki, 2 ml médiumba, mely 10%ali8 borjuszérumot (FBS;
Biochrome AG., Berlin, Németorszag), 2 mmol/L L4glmint (Biochrome AG, Berlin,
Németorszag) és 1% antibiotikum/antimikotikum otdaAB; Sigma-Aldrich Kift.,
Budapest, Magyarorszag) tartalmazott. igy mire séikéteket kezdtiik 80-90 %-ban
konfluens tenyészetet alkottak. A DFK-ba is rakt@Ro fotalis borjuszérumot (FBS;
Biochrome AG., Berlin, Németorszag) és 1% antikiati/antimikotikum oldatot (AB;
Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag), valaima dexametazont 3 kulonkitz
koncentriciéban: 0.1, 1, and M. A DEX mentes sejtek (M) szolgéaltak a szteroid
mentes kontroll csoportként (K). A kultirdkat 24drkeresztil 37°C-on, 5% G@5
% leved tartalmu atmoszféraban inkubaltuk

A transzfektalt sejtekkel a fentiekhez hasonloatujik el.

El6kisérleteink soran tobb dtartamot, és DFK tobb higitasat hasznaltuk: 24 6ras
inkubacid és tomény DFK alkalmazasaval a sejtszAgnifikansan csokkent a DEX-
mentes (kontroll) csoportokban.

A kezelési csoportokat a 2. tablazatban foglaltsszé.

2. Tablazat Kezelési csoportok

K DMEM + 10% FBS + 1% AB

. K+ DEX(0.1) DMEM + 10% FBS + 1% AB + 0.1 uM daxetazon
. K+ DEX(1) DMEM + 10% FBS + 1% AB + 1 uM dexaraebn

. K+ DEX(10) DMEM + 10% FBS + 1% AB + 10 uM dexatazon
. DFK Dohanyflstkivonat + 10% FBS + 1%AB

N o A ow N e

. DFK+DEX(0.1) | Dohanyfustkivonat + 10%FBS + 1% ARB.1 uM

dexametazon

5. DFK+DEX(1) Dohanyfiustkivonat + 10%FBS + 1% ABLuM

dexametazon

8. DFK+DEX(10) Dohanyfustkivonat + 10%FBS + 1% ABL6 uM

dexametazon
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DMEM + 10% FBS + 1% AB + ,al csende$itRNS-sel

transzfektalva (mint negativ transzfekcios konjroll

9. scr-RNS

10. siRNS DMEM + 10% FBS + 1% AB + HSP72 “csent8RRNS-sel

transzfektalva

4.1.4 Sejtszam meghatarozasa

A 24 oréas inkubacios édvégeén a sejteket tripszinizalassal levalasztadgtdlaskakbal,
majd centrifugalas utan Cell-Dyn 3200 automata @bhaboratories Kft., Budapest,

Magyarorszag) segitségével hataroztuk meg a sejtaza

4.1.5 Az apoptozis és a nekrdzis meghatarozasa anasi citométerrel

Az alveolaris epitélsejteket a fent leirt médon ddk, és az apoptotikus, illetve
nekrotikus sejtek szézalékos aranyait az AnnexiRl M apoptézis detektalo kit (BD
Pharmingen, Softflow Hungary Kft., Pécs, Magyaréargzprotokollja alapjan, aramlasi
citométer segitségével hataroztuk meg. Az apoptdtizejtek jellemde, hogy a
foszfatidil-szerin (PS), ami @lsejteknél a plazmamembran lietddalan lokalizalédik,
a kil membranba transzlokalodik. Az ilyen modon felszikerib PS-hez jél kdtdik

az AnnexinV, amihez fluoreszcensen jeldlt festégdlyakrabban FITC) kapcsolhat6. A
FITC-el konjugalt AnnexinV a zdld tartomanyban atej. A vorés szintartomanyban
detektalhato propidium-jodid (Pl) az elpusztultslegt festi, ezért az apoptozis kezdeti
fazisaban |éy sejtek AnnexinV pozitivak, de Pl negativak. Az usptult sejtek
AnnexinV-re és Pl-re is pozitivak. A késen jelolt sejtek aramlasi citofluoriméterrel
meérhebtek a megfeldl tartomanyok kijelélésével (lasd 7. abra).

Mintanként 10 sejtet PBS-el mostunk (miutan tripszinizaltéket), majd 100yl
térfogatd, 5ul FITC-AnnexinV és 10ul propidium jodid tartalmd Annexin-két
pufferben vettiink fel. Ezutdn a sejteket 15 peszgbalén inkubaltuk, majd 40Ql
Annexin-kot pufferrel kiegészitve FACSAria aramlasi citomgi@eckton-Dickinson,

San Jose, USA) segitségével analizaltuk a mint#kaizsgalni kivant sejtpopulaciot
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méret (FSC - forward scatter) és granulaltsag stié8SC - side scatter) széras alapjan
hatéroltuk be. Minden kezelési csoportbol 10000tesejszamoltunk le. Az
eredményeket BD FACSDiva Software -rel (Becliokinson, San Jose, CA, USA)

értékeltik.

7. abra Aramlasi citométerrel vizsgalt sejtek.

o] A  fentiekben  részletezett  kilondoz
kezelésben részesitett sejteket FITC-szel
jelélt AnnexinV-vel, és propidium-jodiddal

(PE) festettik. Apototikus sejtek = AnnexinV

(FITC-festékkel jeldlve) pozitiv, nektrotikus
sejtek = AnnexinV (FITC-festékkel jeldlve)

— pozitiv és propidium-jodid (PE-festékkel

jelélve) ketfis pozitiv, & sejtek = nem

h.i..-.ll.llllllll L IIIIII:: | R AL
1w’ ' 'y oty
FTeA festds sejtek.

4.1.6 Az alveolaris epitélsejtek intracellularis H®72 fehérje szintjének
FACS vizsgalata

A flaskaban tenyésztett A549 sejteket tripszinigaléan lecentrifugaltuk, PBS-el
mostuk, majd megfestettik intracellularis HSP72are aldbbi protokoll szerint. A
sejteket 0.5 ml permeabilizalé oldattal (FACY Permeabilizing Solution2(10x),
tovabbiakban Perm2; BD Bioscience Co., Soft Flow ngary Kft., Pécs,
Magyarorszag) kezeltik 10 percig, szofraBrsékleten, mely segitségével azok
atjarhatok valtak a festék szamara. Ezt késeta mintakat centrifugaltuk (800 g, 7
perc, 24 °C), majd 2l specifikus primer ellenanyaggal - (rabbit Antichéan HSP72
IgG, amely Dr. L. Laszlo6tol szarmazik, E6tvos Lalahudomanyegyetem, Budapest,
Magyarorszag) inkubaltukket 30 percig, (24 °C, sotét). Ezutan a sejtekbt ral
Perm2-vel mostuk és centrifugaltuk (800 g, 5 p@r,°C). Masodlagos antitestként
Cy5 - konjugalt IgG ellenanyagot hasznaltunk (Cegbjagated AffiniPure F(aby)
Fragment Goat anti-rabbit IgG (H+L) antibody, JawkémmunoResearch Laboratories
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Inc., Izinta Kft.,, Budapest, Magyarorszag). A négdtontrollokat csak masodlagos
antitesttel inkubaltuk. Perm2-vel tortémmosés utan 50@0 PBS-ben vettik fel a

sejteket. A mérést FACSAria aramlasi citométerBedton Dickinson, San Jose, CA,
USA) végeztik, 30000 sejtet szamoltunk. Az eredraketyBD FACSDiva Software -

rel (BectorDickinson, San Jose, CA, USA) értékeltik.

4.1.7 Valos idefi (RT)-PCR vizsgalatok

RNS izolalas

Az epitélsejteket lecentrifugalva, a felllusz6 glk80°C —on taroltuk az izolalasig.
Sejtjeink telles RNS tartalmat a Qiagen protokobljapjdn az RNea§y Mini Kit
(Qiagen GmbH, Hilden,Németorszag) segitségével izolaltuk. A kinyert RNS
mennyiségét és migégeét fotometralassal hataroztuk meg. A mintdkdaagznalasig -
80°C —on téaroltuk.

cDNS szintézis

A reverz transzkripcié (RT) soranuy total RNS-t konvertaltunk cDNS-é 20reakcio
végtérfogatban, 200 U SuperScriptdll RNase H reverz transzkriptaz, 40 U
RNaseOUT] inhibitor és 0,5ug oligo dT2.1g primer jelenlétében (Gibco/BRL,
Eggenstein, Németorszag). A reakcioelegyet 20 °CHompercig, majd 42 °C-on 45
percig és vegul 99 °C-on 5 percig inkubaltuk, m&jtC-ra lelitottik és felhasznalasig
—20 °C-on taroltuk.

RT-PCR

A cDNS-t real-time PCR-el amplifikaltuk. A HSP72 ésglicerin-aldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz (GAPDH) mRNS-ek mennyiségét SYBR Gtesmgitségével hataroztuk
meg. A PCR reakcidkat Light Cycler (Roche DiagimsstMannheim, Germany) PCR
automatédn veégeztik el. A HSP72 és a GAPDH mérésekd?CR-eket 20 ul
végtérfogatu [LightCycler Fast-Start SYBR Green MgCl,, sense és antisense
primerek] reakciéelegyekben végeztikpllcDNS felhasznaldsaval. A primerek és a
probak szekvenciajat 3. tablazat tartalmazza.

A PCR-kat a kezdeti 95 °C-on végzett 8 perces deaetd utan 50 cikluson [95 °C, 5
mp (denaturacid), 61/58C 5 mp (annealing), 72 °C 20 mp (extenzid)] ker@szt
végeztik. A PCR-eket pozitiv és negativ kontrolfelhasznalasaval elléniztik. A
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specifikus primer péarokat, a HSP72 és a GAPDH (GehkB BC 087743) gének
amplifikdlasahoz, valamint a probakat a LightCyc®RrProbe Design Software 2.0
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) - szoftegitségével terveztik meg.

A termékek vart hosszait 100 bp DNS marker miaddeLoad] (Gibco/BRL,
Eggenstein, Németorszag) felhasznalasaval kortuila

Az eredmények kiértékelését a LightCycler Sofawars.3. (Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany) - szoftver segitségével végeaitiik

3. tablazat. A SYBR Green | RT-PCR-ek soran hasznalt primerek fatosabb

adatai

RT-PCR - SYBR Green |

Gér Szekvenci

Primer paro  Sense 5-TGC GAG AGG GCC AAG AGG AC-3

HSP7. termékhossz
276 bp)

Primer pAro  Sense: 5 GTC AGT GCC GGC CTC GTC TCA TAC

GAPDH (termékhossz Antisense: 5° TCG CGC TCC TGG AAG ATG GTG £

265 bp) 3

Antisense 5-GTC GCG CCC GTT GAA GAA GT-3

4.1.8 HSP72 csendesitranszfekcio

Bizonyitani akartuk, hogy eredményeink a HSP72bséjexpresszidjanak mértékével
hozhatdk 6sszeflggésbe, ezért ,HSP72—csebti@sinszfekciot (SIRNS) is végeztiink
siPORT NeoFx transzfekcids szett (Invitrogen, GseKft., Budapest, Magyarorszag)
segitségével. A transzfekcid sordn ,hamis” RNS agak jutattunk a sejtbe, mely
megakadalyozta a HSP72 sejten bellli mMRNS-sé thrééinodasat, ezaltal a HSP72

expressziot. Hasonl6 korulmeények kozott mértikjeeks@poptdzisat is.
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4.1.9 Statisztika

A statisztikai analizist Statistica 7.0 programeisinalva, Mann-Whitney U-teszttel
végeztik, miutdn Shapiro-Wilk's teszttel mefgddtink az adatok normalitdsarol.
Szignifikdnsnak tekintettiik az eltérést, ha a PD80Az adatokat mind atlag+standard

hiba formatumban adtunk meg.

4.2. SCLC-ben szenvébetegek HSP72 (HSPALB A(1267)G)

polimorfizmusanak vizsgalata

4.2.1. Betegek

A Semmelweis Egyetem Pulmonoldgiai Klinikajanak 200narciusa és 2004
szeptembere kozott megjelent beteganyagabdl kiaétlogk 43 lokalisan étehaladott,
vagy ebrehaladott, metasztatikus kissejtes dtiddkban szenveéd pacienst (TNM
osztélyozas szerint IlIA-IV. stadium). Ebben a pdtsban dsszesen 486 betegnél
diagnosztizaltak tidtakot, ebldl 72 fonél SCLC-t. Ezek kozul csak azéethaladott
allapotuakat, és azokat valasztottuk bele a viasgal akiknek szdvettani mintaja
elérheb volt. Ez tébb mint 60 %-a volt az ebben aésizhkban diagnosztizalt SCLC-s
betegeknek.

4.2.2. Demografiai adatok

Vérmintakat, a diagnozist kovien kilonbda, meghatarozott iipontban giijtottink a
betegekdl. Osszegyjjtottiik a tarsbetegségeket, dohanyzasi szokastkasetontgent,

az endobronchialis morfologiat, a felfedezéskor atlagitott TNM stadiumot, a
kemoterapids €és radioterapids kezelési ciklusokaakigy, mint a terapia
kovetkezményeként fellép fobb mellékhatdsokat, paraneoplazias jelenségeket. A
tulélést 60 hdnapig vizsgaltuk. A betegek jelléima 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.
Minden pacienssel aldirattuk a belegyezési nyilakat a Helsinki deklaracionak

megfeleben.
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4. tabldzat SCLC betegek demografiai adatai a HSP7ZHSPA1B A(1267)G)

genotipus szerint

HSPA1B A(1267)G AA AG GG Osszes

Betegek szama {f) 7 28 8 43

Feérfi / né 4/3 18/10 5/3 27/16

Eletkor a diagnozis| 57.3+3.4 62.8+1.8 58.4+3.0 61.1+1.4

felallitasakor

(atlag+SD, év) 575 (41.6-64.8 (48.9460.4  (45.7-61.1

(medidn (tartomany), | 67.7) 80.4) 69.0) (41.6-

év) 80.4)

Il A stadium (f 6) 3 (44%) 14 (50%) 2 (25%) 19 (44%)

Il B stadium (f 6) 2 (28%) 6 (21%) 1 (13%) 9 (21%)

IV stadium(f 6) 2 (28%) 8 (29%) 5 (62%) 15 (35%)

BMI (kg/m2) 21.8+1.5 24.1+0.8 27.3+x1.1* 24.3+0.6

Dohanyosok () 6 (86%) 23 (82%) 6 (75%) 35 (81%)

Dohéanyzas (doboz/év) | 26.8+4.3 40.715.4 39.545.5 37.7£3(7

Magasvérnyomas (6) | 3 (43%) 14 (50%) 4 (50%) 21 (49%)

COPD (fo) 3 (43%) 10 (36%) 2 (25%) 15 (35%)

Iszkémids szivbetegsepgO (0%) 5 (18%) 1 (13%) 6 (14%)

(fé)

Atlagos talélés (h6, Cl| 6.86 (0.034{ 12.98 (6.824 8.15 (6.37- 9.38

95%) 13.68) 19.15) 9.93)#,& (5.08-
11.97 (6.83-17.11) 13.67)

* p<0.05 vs. AA, # p<0.05 vs. AG, & p<0.05 vs. AKGA

4.2.3. Egészséges alanyok

A HSP72 (HSPA1B A(1267)G) genotipusdnak prevalgacak vizsgalatdhoz egy

random, 97 egészseéges, 6nkéntes véradobdl alleéttéggoopulaciot vizsgaltunk (atlag

életkor > 40 év, ferfi/é arany: 29/68). A populacié minden tagja a kaukaetrskumba

tartozott.
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4.2.4. Immunhisztokémia

Az elgidleges diagnozishoz szikséges tumor mintakbol HSRMunhisztokémiat
készitettiink. A mér korabban munkacsoportunk &tt@éznalt moédszer maddositott
valtozatat hasznaltuk [58]. Roviden, a szbvetekginBes szeletekre vagtuk, xylollal és
ethanollal kezeltiik. PBS-ben tortént mosas utamnodbs 3 %-0s H202-vel kezeltik 5
percig, majd alapos mosas utan 5 percre PBS-baittidzt A szovetdarabokat ezutan
2.5%-0s 16 blokkol6 szérummal (Impress Universahgent, Vector Laboratories,
Burlingame, USA) inkubdltuk szob&h 20 percen keresztil, majd ezt kdest a
primer HSP72 antitest kdvetkezett (amit Dr. Lasiz&szIlotol kaptuk, E6tvos Lorand
Tudomanyegyetem, Budapest, Magyarorszag) 1: 4Qakkgin, 30 percig, szolah
PBS-es mosas utan szekunder, peroxidaz-konjugtiegér 1gG antitesttel (Impress
Universal reagent, Vector Laboratories, Burlingatd8A) inkubaltuk a szdveteket 30
percig, szobaln. A mintakat ezek utan vakon elemeztik ki. A tusegtek relativ
HSP72 expresszidjat mértik, egy 0-4 tefjsttalan, és az azonos mintabdl szarmazé

bronchidlis epitélsejteken mért (szintén 0-4 sKaépresszio aranyaként fejeztik ki.

4.2.5. Mintak és genotipizalas:

A rendszeres rutin  vérvizsgélatoknal uggtt vérmintakat hasznaltuk a
genotipizalashoz. A kordbban leirt médon vontukakDNS-t és végeztik a PCR
reakciot [60], specifikus primer part hasznaltubkACCCTGGAGCCCGTGGAGAA-
3'/5-CACCCGCCCGCCCCGTAGG-3, illetve a kovetkezszekvenalasi profilt:
inicidlis denaturacié 94°C-on 4 percig, 40 ciklendturacié 94°C-on 30 masodpercig,
annealing, 61°C-on 30 masodpercig és extenzid,-88°G0 masodpercig, végul egy
végd extenzid 72°C-on 10 percig, majdités 4°C-ra. A 189 bazispar hosszu PCR
termékeket ezek utan 37 oC-on egy e€jszakan at fiquecirestrikcios enzimmel
emesztettik (Sigma Aldrich Kft.,, Budapest, Magyarag), majd a PCR termékeket

3%-0s agardz gélen elektroforetizaltuk, ethidiumnbiddal festettiik.

4.2.6. Statisztikai analizis

Kiszdmoltuk a Hardy-Weinberg ekvilibriumot. Az adkét atlag+szoras formatumban
adtuk meg. Az SCLC-s betegek jellefitz Cox-regresszios analizis segitségével

elemeztik. A nem parametrikus adatokadt vagy Fisher teszttel dolgoztuk fel. A
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tulélési gorbét Kaplan-Meier analizis segitségékészitettiik el. Szignifikansnak
tekintettiik az eltérést, ha a p < 0.05.
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4.3. Duodenum biopsziak HSP72 vizsgalata

4.3.1 Betegek

16 kezeletlen (6 fia, 10 lany; atlag életkor: 6v7[8.7-13.9]) és 9 kezelt ( 4 fiu, 5 lany;
atlag életkor: 6.7 év [4.9-12.7]) coliakias gyernkodenum biopsziait vizsgaltuk (5.
tablazat). A kezeletlen mintak kozul 7 kezeletlgiliakias gyermek biopsziajat a
diagndzis feldllitAsakor, a gluténmentes étrendebetése étt vettik. A masik 9
gyermeknél biopszia tortént a kezelés megkezdéie (Ekzeletlen colidkias beteg),
majd 1.5 (range: 1.1-2.5) évvel a gluténmenteqdtbevezetése utan (kezelt coliakias).
A colidkia diagnozisa a ESPHGAN kritériumok szetittént [51]. Minden kezeletlen
colidkids gyermeknek anti-endomysium IgA pozitigaées szubtotélis bélnyalkahéartya
boholy atrofiaja volt. A kezelt paciensek esetébajes klinikai remisszio jott létre a
gluténmentes étrend mellett, és anti-endomisiuntesitét sem tudtunk detektalni naluk.
A kontroll csoportba 10 (4 fia, 6 lany; életkoré8@ [1.7-13]) olyan gyermek bioptatuma
kerilt, akik vagy fejpdésbeli elmaradas, vagy kréonikus hasmenés, vagst fel
gasztrointesztinalis vérzés miatt estek atsfelsdoszkdpian. Naluk mindannyiuknal ép
volt a bélnyalkahartya, és nem volt szignifikansokibbség sem életkorban, sem nemi
megoszlasukban a kezelt, illetve kezeletlen cémkjyermekek csoportjahoz képest
(p=NSZ). A bioptdtumokat azonnal lefagyasztottul, féldolgozasukig -80°C-on
taroltuk. A biopsziak ékt a szibkkel irdsos informalt beleegy&zyilatkozatot irattunk
ala, a vizsgalatot az etikai bizottsag engedélyené&mn inditottuk (TUKEB: 73/2003).
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5. tAblazat A vizsgélatban szeregl populacio klinikai jellemzéi

Kezeletlen Kezelt
o o Kontroll
coliakia coliakia
Fé 16 9 10
Kor (év) 8 (1.7-
] 6.7 (3.7-13.9) 6.7 (4.9-12.7
(atlag) 13)
Nemi megoszlas (Fiuk/Lanyok) 6/10 4/5 4/6
Boholy atrofia
Nincs 0 9 10
Szubtotalis 16 0 0
Teljes 0 0 0
Gluténmentes diéta hossza (év
] - 1.5(1.1-2.5) -
(atlag)

4.3.2 RT-PCR vizsgalatok

A duodenum bioptatumokat feldolgozasig -80 °C-oigispufferben taroltuk.
Szdévetmintaink teljes RNS tartalmat a Qiagen proligk alapjan az RNeasy Mini Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) segitségéveldliné. A kinyert RNS
mennyiségét és miseégét fotometralassal hataroztuk meg.

cDNS szintézis

A reverz transzkripcié (RT) soranuy total RNS-t konvertaltunk cDNS-¢é 0reakcio
véegtérfogatban, 200 U SuperScript || RNase H- mevenszkriptaz, 40 U RNaseOUT
inhibitor és 0,5ug oligo dT12-18 primer jelenlétében (Gibco/BRL, Eggtein,
Németorszag). A reakcidelegyet 20 °C—on 10 pergjd 42 °C—on 45 percig és végul
99 °C-on 5 percig inkubaltuk, majd 4 °C-ra é&dttik és felhasznélasig —20 °C-on
taroltuk.

RT-PCR

A cDNS-t RT-PCR-el amplifikaltuk. A HSP72 és a GARDnNnRNS-ek mennyiségét
SYBR Green | vagy fluorescens rezonancia energiasfer hibridizacios probék
(FRET, GAPDH-t) segitségével hataroztuk meg. A PfeRkciokat Light Cycler
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(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) PCR autamatgeztik el. A HSP72 és a
GAPDH mérésekor a PCR-eket 20 ul végtérfogatu [iGghbler Fast-Start SYBR
Green |1/ Light-Cycler FastStart DNA Master HybProl{®oche Diagnostics,
Mannheim, Germany), MgCI2, sense és antisense pknehibridizaciés prébak]
reakcioelegyekben végeztik, il cDNS felhasznalasaval. A primerek és a prébak
szekvenciajat a 2. tablazat tartalmazza.

A PCR-kat a kezdeti 95 °C-on végzett 8 perces deaetd) utan 50 cikluson [95 °C, 5
mp (denaturacid), 61/58C 5 mp (annealing), 72 °C 20 mp (extenzid)] ker@szt
végeztik. A PCR-eket pozitiv és negativ kontrolfekhasznalasaval ellénztik. Az
eredményeket Light-Cycler software version 3.5.3de Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) segitségével elemeztik. A HSP72 mRMPressziot ,bels
kontrollhoz”, a mintdak GAPDH mRNS expresszidjahiszoenyitva adtuk meg.

6. tablazat A HSP72 és GAPDH valos idéjdetektalasahoz hasznalt specifikus

primer parok és prébak nukleotid szekvenciéi

Real-time PCR - SYBR Green | / FRET proba
Gér Szekvencia (primer parok) és pro
Primer paro  Sense 5-TGC GAG AGG GCC AAG AGG AC -3
HSP7: [(termékhossz .
Antisense 5-GTC GCG CCC GTT GAA GAA GT -3
276 bp)
Primer padro  Sense: -CAC CAC CAT GGA GAA GGC TG-3'
termékhossz .
Antisense: -:GTG ATG GCA TGG ACT GTG-3'
240 bp)
GAPDH proba 1: 5'LCRed460-CCC TGG CCA AGG TCA TQC
ATG A-PH 3'
Probak
proba 2: &-TCC TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-FL
3!
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4.3.3 Fehérje izolalas és Western blot

A biopszia mintakat lizis pufferban lizaltuk, melykdvetkedket tartalmazta: leupeptin,
aprotinin, Triton X-100, Tris-HCI, Ethylene glycbils (2-aminoethylether),N,N,N’,N’-
tetraacetic-acid, NaF, Phenylmethylsulphonylfluerid and  Na-orthovanadate
(mindegyik a Sigma-Aldrich Kftél, Budapest, Magyarorszag), majd lecentrifugaltuk
6ket (10000 g, 10 min, 4°C), hogy a magokat és yaiaty sejttoredékeket levalasszuk.
A fellluszok fehérje koncentracidjat spektrofotoridest mdodszerrel, Bradford szerint
(Bio-Rad Laboratories, Hercule€A, USA) hataroztuk meg. A mintak fehérje-
koncentracidjat 1 mg/ml-re allitottuk be. A mintékelhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A 12%-os SDS-poliakrilamid gél zsebeibe denatur@d-20 ug 6sszfehérjének
megfeleb mennyiséget vittlink fel. Koncentralo gélként 4%®BS-poliakrilamidot
hasznaltunk. Mintaink mellé molekulasily markerte®hMark", Gibco/BRL,
Eggenstein, Németorszag) és pozitiv kontrollt wiktidiel. A mintdkhoz kezél puffert
[30% glicerol, 20% merkapto-etanol, 0,7 M SDS, ON5Tris-HCI| pH=6,8] adtunk,
majd a mintakat 3 perc forralassal denaturaltuk ekektroforézist 90 percen keresztl
120 V-on 40 mA-rel végeztik,itbtt rendszerben (Penguin™ Dual-Gel Water Cooled
Systems, Owl, NH, USA).

A szeparalt fehérjéket az SDS-poliakrilamid @§Elra nitrocelluloz membranra
(Hybond™ ECL™, AP Biotech, Buckinghamshire, UK) blottoltuk a0(¥, 220 mA,

80 perc), TRIS-HCI, glicin és metanol tartalmu sk@ml transzfer pufferben,itott
rendszerben (MiniTank™ electroblotter, Owl, NH, USAA fehérjetranszfer
sikeressegét 1% Ponceau S (Sigma Aldrich Kft., Bada Magyarorszag) és 25%
ecetsav (Reanal, Budapest, Magyarorszag) tartastakkel elleériztik.

A nem specifikus kdhelyek blokkoldsa érdekében a blotmembrant
szobalbmérsékleten, 2 éran keresztil blokkolé oldatban &fftmentes tejpor, 10%
PBS puffer) inkubaltuk. Blokkolas utan a membraviébbi 1 oran keresztil specifikus
ellenanyaggal, a nydl monoklonalis HSP72 antite&t®armazas: Dr. L. LaszlBptvos

L. Tudomanyegyetem, Budapest [19]) inkubaltuk, maddatban (1% zsirmentes
tejpor, 0,1% Tween™20 detergens, 10% PBS puffer)],D00 higitasban.

Mosésok utan (3 x 10 perc) a masodik, peroxidakmajugalt, nyul ellenes IgG

szekunder antitesttel (Sigma-Aldrich Kft.,, Budape$flagyarorszag) 30 percig
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inkubaltuk a blotmembrant, 1: 5000 higitassal, ntaydibbi mosasokkal (3 x 20 perc)
tavolitottuk el az ellenanyag feleslegét.

Az immunoreaktiv helyek kemilumineszcens szignayatersham Pharmacia protokoll
szerint ECLplus reagenssel, Hyperfilm ECL™-en (ABt&h, Buckinghamshire, UK)
detektaltuk. A Western blot-ok eredményeit a Ga-Rnalyzer 3.1 ™ szoftverrel
(Media Cybernetics, Inc., MD, USA) denzitometraltuk

4.3.4 Immunfluoreszcens festés

A duodenum bioptatumokat immunfluoreszcens festestznnal lefagyasztottuk, és
Shandon cryomatrixba (ThermoElectron Co, Walthar8AJagyaztuk, majd mm-es
szeletekre vagtuk. A szeleteket szabmabrsékleten, 1 6ran at a Western blotthoz is
hasznalt, nydl anti-HSP72 poliklonalis 1gG antitesinkubaltuk, 1: 1000 higitasban.
Mosas utan a szeleteket szobral30 percig szekunder antitesttel (Alexa Fluor® 488
(ab’), fragment of goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, Gdndd, California, USA) )
inkubaltuk, 1: 100 higitasban. Magfestéshez (10c,pseobalin) Hoechst 33342
festéket haszndltunk (Sigma-Aldrich Kft., Budap&éagyarorszag), 1:1000 higitasban.
Véqgul a szeleket Vectashield fluoreszcens médiumiedtik (Vector Laboratories,
Burlingame, USA). Megfelél kontrollokat hasonldképpen inkubaltunk, csak anpri
antitesttel valé inkubalast hagytuk ki, igy medmidtink a specificitasarol, és
kikiszoboltik az autofluoreszcenciat. A festett tdgat Zeiss LSM 510 Meta
konfokalis pasztazé lézer mikroszkoppal vizsgaliGlarl Zeiss, Jena, Germany), 20x
Plan Apochromat (NA=0.80) and 63x Plan Apochromlaj isnmerzios DIC (NA=1.4)
lencse segitségével.

4.3.5 Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést Statistica 7.0 programazhdlva (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
USA), Mann-Whitney U-teszttel veégeztik, miutan Shajwilk's teszttel
meggyzodtink az adatok normalitasarol. Szignifikansnaketigrést p <0.05 esetén

neveztik. Az adatokat atlagtstandard hiba formaamddtunk meg.
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5. EREDMENYEINK

5.1. Alveolaris epitélsejtek in vitro vizsgalata

5.1.1 Sejtszam

Kontroll kdrtlmények kdzott, 24 dras inkubaciét kiiden a sejtek proliferaltak, kb.
8.55+1.1x10 vég$ sejtszamot elérve. DEX kezelés hatdsara nem tayftask
szignifikans sejtszam emelkedést. Ezzel ellentétbBirK-tal kezelt sejteken a 24 éras
inkubalast koveét a sejtszam szignifikhnsan alacsonyabb volt a ktntsoportokhoz

képest. DFK és DEX kezelés egyittes alkalmazasgreszignifikAnsan, és dozis-

o kontroll B DFK

H H
© o N
1 1 |
-

X 10° sejt/edény

0 0.1 1 10
Dexametazon (uM)

figgé modon Btt a vegs sejtszam a csak DFK-tal kezelt csoporthoz képest.

8. abra Sejtszam

Az alveolaris epitélsejteket novékdozisu (0; 0.1; 1; 1&M) DEX-nal kezeltik, illetve
ugyanezeket a szteroid dbézisokat hasznalva ken&kisDFK-tal egészitettik ki. 24

ords inkubalast kovéen meértik a sejtszamot a tenyésdényekben. DEX
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dozisfiggen emelte a sejtszamot a DFK-tal kezelt csoportokbBdX(10) dozisnal a

kontroll, illetve a DFK-tal kezelt csoportokban ba$) sejtszamot lattunk.
(& p <0.05 vs. uM DEX, # p <0.05 vs. kontroll)

2. kép A549 sejtek fénymikroszkopos képe kontroll €DFK kezelés mellett (40x

nagyitas)

5.1.2 Apoptozis

DEX kezelés gyengén csokkentette az apoptotikuseksepzamat a kontroll
csoportokban, de statisztikailag is szignifikAn#hktiség csak a DEX (10) csoportban
jelentkezett. A szteroid-mentes DFK-tal kezelt csportokon az apoptdzis mértéke
megharomszorozédott a szteroid-mentes kontroll asbpz képest. DEX kezelés a
dohanyfistds csoportokban szignifikansan meérsékateapoptotikus sejtek szamét,
eltérolve ezzel a kilonbségeket a DFK-tal kezelinégfeleb kontroll csoportok kozott
a legnagyobb, DEX (10) dézisnal.
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= kontroll m DFK
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9. abra Apoptozis
Az alveolaris epitélsejteket novékdozisa (0; 0.1; 1; 1&M) DEX-nal kezeltlk, illetve
ugyanezeket a szteroid dbézisokat hasznalva ken&kisDFK-tal egészitettik ki. 24
oras inkubéalast kovéen annexin V/ propidium jodid kést jeldlést hasznalva aramlasi
citometrias mérésekkel hataroztuk meg az apoptéaisinagasabb doézisu szteroid
kezeléseknél csokkent az apoptozis mértéke korkbolllmények kozott. A DFK
azonban szignifikansan novelte a programozott akjtmértékét, mig egytttes DFK és
szteroid kezelés mérsékli az apoptozist dozisfirgglon.
Az abran a szteroid-mentes kontroll csoportban rapdptézist egynek abrazoltuk, és a
tobbi csoportban mért, ehhez viszonyitott, relaéitozasokat abrazoltuk.
(& p <0.01 vs uM DEX, # p <0.05 vs kontroll)
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5.1.3 HSP72 mRNS és fehérje expresszio

A HSP72 mRNS expresszio (10. abra) nem valtozstteroid kezelések soran. A DFK
alkalmazasa 6nmagaban alacsony HSP72 mRNS szjéttel Ezzel ellentétben a
szteroid kezelés a DFK-tal kezelt csoportokbanrstziginsan, dézisfliggen emelte a
HSP72 mRNS expresszidjat.

A szteroid-mentes kontroll csoportban az egyexlsditSP72 fehérje expresszibja (4.
abra) alacsony volt, csakugy, mint a HSP72-t exgndé sejtek aranya. A kontroll
csoportokban a DEX kezelés csokkentette mind atipcszjtek aranyat, mind az egyes
sejtek HSP72 tartalmat. Mindegyik DFK-tal kezelopsrtban a HSP72 pozitiv sejtek
aranya szignifikhnsan magasabb volt, mint a melgfédentroll csoportokban. Szteroid
kezelés jeleritsen, és dozis-fuiggn emelte a HSP72-t expresszalé sejtek aranyat, a
legnagyobb mértékben a DFK+DEX (10) csoportban| alsejtek kdzel 80%-aban volt
kimutathatdo a fehérje. DFK kezelés a megtelkbntroll csoportokhoz viszonyitva
szignifikansan novelte a sejtek HSP72 tartalmat dman szteroid-mentes, mind a
szteroiddal kezelt csoportokban. A HSP72 pozititekeatlagos HSP72 intenzitasa a
DFK kezelés utdn az emelkedEX adagokkal aranyosanéth Az emelkedést a
DEX(1) és DEX(10) csoportokban talaltuk szignifishak a szteroid-mentes

csoporthoz képest.
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@ kontroll
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10. dbra HSP72 mRNS expresszi6

Az alveolaris epitélsejteket novékaozisa (0; 0.1; 1; 1&M) DEX-nal kezeltlk, illetve
ugyanezeket a szteroid dézisokat hasznalva ken&kisDFK-tal egészitettik ki. 24
oras inkubalast kévéen a HSP72 mRNS mennyiségét valosiidejr-PCR-ral
hatédroztuk meg. A HSP72 mennyiségét a hasonlé rkénylek kozoétt mért GAPDH

mennyiségeével korrigaltuk.
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DEX kezelés dnmagaban nem valtoztatta meg a HSRRRyisEgét, mig a kezelést
DFK-tal kiegészitve, DEX emelkedidézisaval az mRNS expresszid szignifikAnsan
emelkedett. Az abran a szteroid-mentes kontrolpagban mért mRNS expressziot
abrazoltuk egynek, és a tbbbi csoportban mért, zhszonyitott, relativ valtozasokat
abrazoltuk.

(& p <0.01 vs uM DEX, # p <0.05 vs kontroll; * p <0.01 vs QuM DEX)
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11. abra HSP72 fehérje expresszi6: a HSP72 poziteejtek aranya (a) és az
intracellularis HSP72 mennyisége (b)

Az alveolaris epitélsejteket novélkdozisu (0; 0.1; 1; 1&M) DEX-nal kezeltik, illetve
ugyanezeket a szteroid dézisokat hasznalva ken&kisDFK-tal egészitettik ki. 24
orads inkubalast koévéen a HSP72 fehérje expresszigjat aramlasi citorastri
mérésekkel hataroztuk meg. Ehhez nyudl anti-humd7RI$gG primer és nyul Cy5-
konjugalt szekunder antitesteket hasznaltunk. MéatiHSP72 pozitiv sejtek aranyat,
valamint az egyes sejtek intracellularis HSP72nnisat.

DEX 6nmagaban csokkentette a HSP72 fehérje expyggsa kontroll csoportokban,

mig az egyuttes DFK és szteroid kezelés emeltdhajdeexpressziojat dozisfigg
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maddon. Osszehasonlitva a megfelesoportokat, minden DFK-tal kezelt csoportban a
HSP72 fehérje expresszibja szignifikAnsan magasaib a kontroll csoportokhoz
képest. A legnagyobb kilonbség aM3os dexametazon koncentracional mertik.

(& p <0.01 vs uM DEX; # p <0.01 vs kontroll; * p <0.01 vs 0uM DEX)

5.1. 5 ,Csendesit” transzfekciot kdvetéen észlelt HSP72 expresszio,

valamint apoptozis

Transzfekcios kisérleteink sikeresek voltak mindz#éeroid-mentes kontroll, mind a
DFK-tal kezelt sejteken. Mint mar a korabbi kistslekbsl lathattuk, a legmagasabb
HSP72 expressziét a DFK+DEX (10) sejtekben méiigikezt a csoportot valasztottuk,
hogy bizonyitsuk a DFK és a szteroid kezelés eggitiatasat a sejtek HSP72
expresszidjara. Mig a negativ transzfekcidés koh{smr-RNS) nem valtoztatta meg a
HSP72 expresszibt, a csend@$iiNS-sel tortéh transzfekcid szignifikans — 60-80%-0s
- csOkkenést eredményezett a fehérjeszintézis kédré@, mind kontroll, mind DFK

esetében (12. abra). Hasonloképpen alakult a HERXRresszalo sejtek aranya is. A
HSP72 fehérje expresszidjanak csokkenésével partasem a transzfektalt sejtekben
az apoptozis minden csoportban szignifikAnsétt (13. 4bra), bizonyitva ezzel a

kozvetlen kapcsolatot a cellularis HSP72 és az taypikips sejthalal kdzott.
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12. 4bra HSP72 fehérje expresszio siRNS kezeléstwkiien: a HSP72 pozitiv sejtek
aranya (a) és az intracellularis HSP72 mennyiségb)(

A HSP72 “csendesit RNS-t (siRNS) a korabbi eredményeink alapjan lkisZtott 3
csoportnal hasznéltuk: a kontroll, a DFK-tal kezetalamint a DFK-tal és 1M DEX-

nal egyittesen kezelt csoportnal.
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Negativ transzfekcios kontrollként scrambled (sBifS-t alkalmaztunk. A transzfekciét
koveten a HSP72 expressziot aramlasi citométerrel mériedményeik alapjan a
siRNA minden csoportban hatasosan csokkentetteégjdekifejeddesét.

Az abra elg részén a szteroid-mentes — kontroll csoportokb@nt iHSP72 fehérje
expresszio mértékét 1-nek abrazoltuk, mig a toébbpartban a kontroll csoporthoz
képest mért relativ valtozasokat abrazoltuk.

( & p <0.01 vs DFK-tal kezelt csoportok, # p <0.05 szteroid-mentes kontroll

csoportok, * p <0.01 vs. kontroll ésp <0.01 vs. scr csoportok)

O kontroll E2 scr-RNS M siRNS
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g *
c .:|
'S 44
@© # &
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g27 & &
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K DFK DFK+DEX(10)

Kezelési csoportok
13. abra Apoptoézis HSP72 csendeSitranszfekcio utan
A HSP72 “csendesit RNS-t (siRNS) a korabbi eredményeink alapjan lksztott 3
csoportnal hasznéltuk: a kontroll, a DFK-tal kezethlamint a DFK-tal és 1M DEX-
nal egyuttesen kezelt csoportnal. Negativ transidskkontrollként scrambled (scr)-
RNS-t alkalmaztunk. A transzfekciot kdeetaz apoptozist annexin V / propidium jodid
ketiss jelolést alkalmazva aramlasi citométerrel mértik.
DFK mellett a HSP72 fehérje mennyiségének csok&eekEparhuzamosandtt az
apoptotikus sejtek szama. A szteroid-mentes — ddbrisoportokban meért apoptozis
mértékét 1-nek abrazoltuk, mig a tobbi csoportbakortroll csoporthoz képest mért
relativ valtozasokat abrazoltuk.
( & p <0.01 vs DFK-tal kezelt csoportok, # p <0.08 szteroid-mentes kontroll
csoportok, * p <0.01 vs. kontroll, &p <0.01 vs. scr csoportok)
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5.2. A SCLC-ben szenvékl HSP72 polimorfizmus vizsgalata

Minden sejt mutatott HSP72 fehérje expressziot,adeelativ intracellularis HSP72
expresszio kilénb6zott a tumorsejtek és az egésgsatek kozott (lasd 14. 4bral). A
SCLC sejtekben immunhisztokémian latott HSP72 fehékpresszidja, és a HSP72
(HSPA1B A(1267)G) genotipusa kozotti 6sszeflggestgalva azt talaltuk, hogy a GG
genotipusu betegekben a tumorsejtek szignifikaatsrsonyabb HSP72 fésiést, azaz
HSP72 fehérje expresszidét mutattak a normadlis Idegie képest (relativ feéglés 28%).
Az AA, illetve AG genotipusu betegek mintajaban newit kilonbség a HSP72

festdést illeten (a relativ fegtdés ezekben a csoportokban 68%, illetve 75% volt).
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14. abra HSP72 fedtdés SCLC-s betegek tudmintaibol készitett
immunhisztokémiai metszeteken
SCLC-s betegk tidehintait vizsgalva azt kaptuk, hogy a HSP72 vizggdlimorfizmusa

tekintetében a GG genotipusu betegekben a tumekssfignifikansan alacsonyabb
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HSP72 festdést, azaz HSP72 fehérje expressziot mutattak malsr sejtekhez képest
(relativ festdés 28%). Az AA, illetve AG genotipusu betegekajalrdn nem volt
kulonbség a HSP72 fésiest illeten (a relativ fegidés ezekben a csoportokban 68%,
illetve 75% volt).

A Hardy-Weinberg kritérium a HSP72 polimorfizmusmind a vizsgalt, mind az
egészséges kontroll csoportnal fennallt. Az alk&kv¥encia kismértédk csokkenést
mutatott az A allélben a SCLC betegekben a komtkblbz képest (OR: 0.88 [95% CI.
0.53-1.46]; p=0.69). Ezzel ellentétben a GG gemstipokkal gyakoribb volt SCLC
csoportban az egészségesekhez képest, de a kigjonese érte el a szignifikancia
szintjét (19% vs. 13%, 8. tablazat).

8. tdblazat A kulénbda genotipusok gyakorisdga a HSP72 (HSPA1B) A(1267)G

l6kuszon SCLC-s betegekben, illetve egsézséges mefeia populacidhoz képest

HSPA1B A(1267)G AA AG GG Ossz
SCLC beteg 7 (16%) 28 (65%) 8 (19%) 43
Egészséges kontrollok | 17 (17%) 67 (70%) 13 (13%) 97

,,,,,

csoporthoz képest (AA és AG csoport: 11.97 hénapfiéencia intervallum (ClI) (95%)
6.83-17.11 vs. GG csoport: 8.15 hénap Cl (95%)-8.38, p<0.05). Az atlagos tulélési
id6 rovidebb volt azokban a betegekben, akik az AAotjpust hordoztadk, az AG
genotipust betegekhez képest, de ez a kilonbség vadimszignifikdns. Ennek
hatterében részben az allt, hogy az AA csoporthah egy beteg, aki a diagnozis
felallitdsa utan rovid iéh belll (1.86 hd) meghalt. A tobbi, ebbe a csopotHrtozo,
beteg minimum 6 honapig talélt.

Mivel a tumorsejtek HSP72 szdveti fédése nem kulonbozoétt az A allél hordozasakor,
igy az AA és az AG HSP72 genotipusu betegeket &égil gorbén egy csoportként
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abrazoltuk. Az tulélés tekintetében, szignifikas®kkenést lattunk a GG genotipusu
SCLC-ben szenvédbetegek esetében AA+AG paciensekhez viszonyitvadlira).

100
80
60

40

Tulélési valészinliség (%)

Idé (hénap)

15.4bra Az SCLC-s betegek tulélési gorbéje

csoporthoz képest (AA és AG csoport: 11.97 héndp(9826) 6.83-17.11 vs. GG
csoport: 8.15 honap Cl (95%) 6.37-9.93, p<0.05).80agos tulélési id rovidebb volt
azokban a betegekben, akik az AA genotipust haikdoat AG genotipusu betegekhez
képest, de ez a kilonbség nem volt szignifikans.

A GG genotipusu betegeknél a éii@k ebrehaladottabb stadiumban kerlt felfedezésre,
hiszen szignifikdnsan tébb péaciensnél volt kimwagihtdvoli metasztazis (M1) a
diagndzis feldllitAsakor (62% vs. 29% az AG és 289 A csoportban, p<0.05).

A COX-regresszi6 analizis szignifikans dsszefliggagiatott a tulélés, és a HSP72 GG
genotipusa, a dohanyzas intenzitdsa (doboz/éw|edizor, valamint a testtomegindex
(BMI) kozott. A nem nem befolydsolta a végkimenigteds a TNM stadiumok
emelkedésével (TNM llIA, 1lIB, IV) semdit a betegek halalozasi rizikéja (9. tablazat).
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A BMI szignifikhnsan magasabb volt a GG genotipusétegekben, az AA
genotipustakhoz viszonyitva (p<0.05). Fontos neggifognosztikai faktornak
bizonyult a COPD egyidéj jelenléte (p=0.0125), csak ugy, mint az alkalmiazot
kemoterapias ciklusok szama (p=0.0007). Mas paexeiét mint a mellkas rontgenen
észlelt eltérések, az endobronchidlis morfolégiatapeoplazias szindréma, vagy a
kemo-, illetve radioterapia mellékhatasai tekirtbet® nem volt szignifikans killonbség a
klonbdd HSP72 genotipusu SCLC betegek kozaott.

9. tAblazat A tulélést befolyasold faktorok SCLC paciensekben.

HR 95 % Cl P
HSPA1B A(1267)G (GG genotipus) 8.432 2.633-26.996 0.0004
Dohanyzas (doboz év) 1.029 1.011-1.048 0.0016
Eletkor (év) 1.081 1.031-1.134 0.0014
BMI (kg/m2) 0.862 0.768-0.967 0.011
Nem (né) 0.469 0.212-1.041 0.064
TNM (emelkedé stadium) 0.806 0.513-1.264 0.350

A Cox regressziot vegezve igazoltuk azokat a fedkkdrokat, amik emelik a SCLC

betegek halalozasi valosziBégét.
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5.3. A duodenum mintak vizsgéalata

5.2.1 HSP72 mRNS expresszié a duodenum nyalkahartyan
A 16. abran lathaté a HSP72 mRNS expresszio vatoz& HSP72 mRNS expresszio

szignifikansan emelkedett a kezeletlen coliakias ergyekek  duodenum
nyalkahéartyajadban, mind a kezelt, mind a kontrethporthoz viszonitva (p=0.0002 és
p=0.023). A kezelt csoportban a duodenalis nydlkghaHSP72 mRNS szintje

szignifikansan csotkkent a kezeletlen csoporthoz&e(p=0.003).
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kezeletlen colidkias kezelt colidkias kontroll

16. abra Kontroll - egészséges, valamint kezelt Bem kezelt colidkias gyermekek
duodenum biopszidiban mért HSP72 mRNS expresszio

Val6s ideji RT-PCR-ral vizsgaltuk a duodenum mintak HSP72 mRNSImat. A
HSP72 mRNS expresszid szignifikansan emelkedetzedelen coliakias gyermekek
csoportjaban, mind a kezelt, mind a kontroll csapoz viszonitva (p=0.0002 és
p=0.023). A kezelt csoportban a HSP72 mRNS szs#jgnifikAnsan csdkkent a
kezeletlen csoporthoz képest (* p = 0.003 vs. kexi#lakias, ** p = 0.0002 vs.
kontroll, *p = 0.023 vs. kontroll.)
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5.2.2 HSP72 fehérje expresszié a duodenum nyalkahgéban

Szignifikhnsan magasabb HSP72 fehérje szintenli&tiind a kezelt, mind a kezeletlen
coOlidkids betegeknél a kontrollhoz viszonyitva (9801 és p=0.003). Colidkias
betegeknél a kezelés hatasara a HSP72 fehérje szighifikansan csokkent a

kezeletlen gyermekekhez képest (p=0.002) (17. abra)

A.
HSP72 st e — <4+— 72 kD
B-aCtin —— — —— <+ 43 kD
B.
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kezeletlen colidkids kezelt colidkias kontroll

17. abra Kontroll-egészséges, valamint kezelt és mekezelt colidkias gyermekek
duodenum biopszidiban mért HSP72 fehérje szint

A lizalt duodenum mintdk Western blot analiziséheti-HSP72 nyul poliklonalis
antitesttel kezeltik, melynek eredményeképperohdid savot kaptunk 72 kD-nal (A).
(* p = 0.002 vs. Kezelt coliakias, ** p = 0.0001.kontroll,”p = 0.003 vs. kontroll.)
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5.2.3 HSP72 lokalizacioja a duodenum nyalkahartyaba

A HSP72 sejtbeli elhelyezkedését immunfluoreszdestssel vizsgaltuk A kezeletlen
gyermekek duodenum bolyhaibard®HSP72 fesidést lattunk az enterocytakban és a
lamina propria immunsejtjeiben, a kontrollhoz visgitva. Mig a kezelt coliakiasok
duodenum bolyhaiban gyengébb HSP726fését lattunk az enterocytakban és a lamina
propria immunsejtieiben a kezeletlenekhez viszemyitA normal duodenumban
(kontroll) nagyon gyenge immunreakciot talaltunk.mfagban nem tudtunk HSP72-t
detektalni (18. abra).

Kezeletlen célidkias

—
20pm

Kezelt colidkias
HSP72 E MERGE

-
20 pm

Kontroll

18. abra A HSP72 lokalizacioja kontroll-egészségegalamint kezelt és nem kezelt
coliakias gyermekek duodenum biopsziaiban
Fagyasztott duodenum bolyhokat fixaltunk, és immardscens technikaval festettlink

nyul poliklonalis anti-HSP72 (piros) antitestet kaalva. A nyilak a HSP72 pozitiv

60



DOI: 10.14753/SE.2013.1838

bélhamsejteket (E) és a lamina propria immunsgjtiePC) jeldlik. Eos HSP72
festdést lattunk a nem kezelt gyermekek boholy bélhfeisen és a lamina propria
gyulladasos sejtjeiben. Az immunfluoreszcens fedéggan a kezelt colidkias betegek
lamina propria immunsejtieiben a HSP72 pozitivitaésokkent, mig a boholy
bélhamsejtekben nem detektaltunk fluorescens j&lgtenge HSP72 pozitivitast
taldltunk a kontrollok mintgjanak lamina propria imunsejtjeiben. DIC képek hosszanti
(kezeletlen és kontroll gyermek) vagy vizszintege(k colidkias gyermek) metszetét
mutatjak a duodenum bolyhainak. Konfokalis lézekrosizkopot hasznaltunk (Zeiss
Axiovert LSM510, 63x /1.40 Qil DIC).
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6. MEGBESZELES

6.1. A dohanyfust és szteroid hatasa adiapitélsejtjeire

A dohényfust szignifikhnsan csokkentette az alwioléepitélsejtek tulélését és
proliferaciojat. Eredményeink szerint a DFK sulysejtsérilést okoz, mely a sejtek
megndvekedett apoptdzisahoz vezet. Kaushik és nnsieinak korabbi adatai alapjan,
a DFK magas koncentracioban megnoveli a reaktivgémgyokok kepidéesét a
sejtekben, valamint az apoptézist, ezaltal pusztttidsejteket [60] A mérgezés altal
indukalt sejtpusztitas mellett, a DFK a sejtprofifadt is gatolja [61]. Liu és
munkatarsai bebizonyitottdk, hogy a dohanyfist bé&sz Ugy csokkenti a
sejtproliferaciot, hogy gyulladasos citokinek tetéugsét serkenti, mely gyulladas ezt
koveten alveolaris sejtkarosodashoz vezet [62]. Ezedlkehtétes megfigyelés, hogy a
DFK alacsony koncentraciéban sejtproliferaciét éslSDszintézist indukdl a p38
mitogén aktivalt kinaz segitségével [60].

Kisérleteinkben immortalizalt alveolaris epitéls&gt hasznaltunk, mely a légb
sejttipus az alveolusokban. Az A549 human sejtairatalaban akkor hasznéljak, ha
az ATIl-es tipusu sejtek fiziologias szerepét aMaxjizsgalni [63]. Ez a sejttipus alkotja
az alveolaris epitélsejtek kb. 60 %-at, és a&padenchyma sejtjeinek kb. 15 %-at, egy
felnétt ember tidejének kortlbelll 5%-at boritva. Tolikitids szerepet jatszanak az
alveolaris egyensuly fenntartasdban azaltal, holygokris védgatat formalnak,
fellletaktiv anyagokat termelnek, szaporodnak és AT tipusu sejtekké
differencialédnak a javito folyamatok soran. A doyféist azaltal, hogy karositja a tud
epitélsejteket, fontos szerepet jatszik az emfizkimlakulasaban [64].

Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy az A549 sejtvoiraimortalizalt sejtekbl all,
melyek a rakos sejtek karakterisztikajat is magukaselik. Toébb vizsgalat
bebizonyitotta a COPD és a tidk kockazatanak kapcsolatat [38; 39]. COPD-re
jellemz a gyulladas és az alveolaris szeptumok pusztulasg,a tidrak a sejtek
kontrollalatlan szaporodasanak kévetkezménye. Hmunges munkatarsai - délyben
részesitve a parenchyma pusztulas fontossagéat uthtay hogy mar akér kezdeti

emfizéma is jelerdsen novelheti a rak kialakulasanak lélségét [40].
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Kontroll kérilmények kodzott a szteroid kezelés nbsfolydsolta sem az alveolaris
epitélsejtek apoptdzisat, sem a cellularis HSPf#tessziot. Ezzel ellentétben, amikor
DFK-ban tenyészettiikket, a DEX kezelés szignifikhnsan emelte a sejiéését és
szaporodasat, dozisfuggnodon mérsekelte az apoptdzist. Dohanyfiist expoatédn a
programozott sejthalal vezethet a d&djtek elvesztéséhez és szdveti sériléshez, bar
szerepe a COPD patogenezisében még tisztazatlaf [E®PD-s betegek
tudészovetében tobb apoptotikus sejtet talaltak minchean dohanyzé, mind a
dohanyzo, de egészséges emberek tiidejéhez vismoiii. A legtbbb COPD-s beteg
dohanyzott vagy jelenleg is dohanyzik. Egyre tokbomyiték utal arra, hogy a
dohanyzas okozta tdbetegségekre valé hajlam, vagy az azzal szembeisiztencia
genetikusan meghatarozott [67].

Klinikailag, a COPD-s emberek altalaban (szemberasthmasokkal) nem reagalnak
olyan jol a szteroid kezelésre, bar a betegségosabb formaiban és gyakori
exacerbaciok esetén a szteroid adasa javasolt@kphok szerint [68]. A kdlcsonhatast
a szteroidok és a dohanyfust kozott még nem teljesdjik. A terapias valasz
elmaradasat okozhatja a szer csokkenidéde a sejten bellli receptorahoz, a csokkent
receptor expresszid, a gyulladasos utak fokozdiviaklodasa, vagy a ko-represszor
aktivitds hianya. Ezeket a torténéseket befolyad@haz oxidativ stressz, a CD8+—
limfocitak, neutrofilek és a gyulladdsos mediatorolagas szintje, mind-mind a
klinikailag rosszabb kimeneteltéslegitve [43; 46].

Ellentmondasosak az adatok arra vonatkozéan, hoggteaoid miként hat az emberi
sejtekre. A glukokortikoidok serkentik az apoptbézia gyulladasos sejtekben,
ugyanakkor az epitelialis sejtekben apoptézist ogdthtasuk feltételezett [69; 70].
Dorscheid és munkatarsai kimutattak, hogy légutn kdnyészetben a kortikoszteroidok
apoptozist indukalnak [71], mig mas kutatasok adaterint a szteroidok meggatoljak a

programozott sejthalélt az epitélsejtekben azaitayy Fas-t kdtnek [72].

6.2. A tudy alveolaris epitélsejtjeinek HSP72 szintje a noxak
kovetkeztében, lehetséges szerepei

Adataink bizonyitjak, hogy a DFK-tal kezelt sejtekba HSP72 szintje emelkedik. Mig

az mRNS szintben nem lattunk kilonbséget, addejtaksHSP72 fehérje tartalma és a
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HSP72 pozitiv sejtek aranya szignifikAnsait DFK kezelés mellett. Egy lehetséges
magyarazat lehet az adatokra az, hogy a DFK kezeltssara aktivalodtak a sejtek
védelmi folyamatai: nevezetesen csokken a HSP72adagioja. A KBsokkfehérjék
apoptozist gatld, sejtvédszerepe intenziven kutatott tertlet. A HSP72 évgejteket
mind az apoptézistol, mind a nekrozistol [58; 78t irodalomban sok adat taldlhato
arrol, hogy kilénbog artalmak, mint példaul a dimetilarzénsav emelikrdacellularis
HSP72 szintet, megvaltoztatjak a molekula sejtlodializaciojat, csokkentve ezzel az
emberi epitélsejtben a programozott sejthalal rkétt§74]. Szivizomsejteken végzett
kordbbi tanulméanyokban kimutattak, hogy a DEX diigigé mdédon képes emelni a
HSP72 szintet, melyet a HSF aktivalédasan keregrtél [5].

A DEX kezelés disegitette az epitélsejtek tulélesét DFK kezelédeathtelAmikor a
sejteket HSP72 ,csendesitRNS-sel transzfektaltuk, a sejtekben a kezeldsslsara
nem emelkedett sem az mRNS, sem a fehérje szinjarzel parhuzamosarth az
apoptozis mértéke, kevesebb sejt élt tul. Ezekradmneényeink ramutatnak a HSP72
sejtvédelemben jatszott kulcsfontossagu szerepekelezelés esetén.

Az emelkedett HSP szint stresszvalaszkeérikadik. Kulonbds stressz hatasara a
HSF-1 trimerizalodik és a sejtmagba kerll, ¢kik a DNS HSE-éhez, ezéltal
megkezddik a HSP gének atiréddsa. A sejtbeli HSP szintlledése sejtvéid
indukalja a sejt apoptozis ellenes folyamatait, kketiti a gének expressziojat,
megvaltoztatja a sejtciklust, és gyulladascsokkematasa is ismert [13; 14; 15].
Masrészél az intracellularis HSP szekretalodhat a sejteviilkitérbe, ahol stressz
allapotokban az immunrendszer vészjeimolekulajaként fontos szerepet jatszhat. A
sejten kivili HSP gyulladasos citokinek szintézga¥kenti, és a tumor ellenes védelmet
is thmogatja [13; 18].

A HSP72 felszini expressziéjat mindeddig csak tusgteken irtak le. A velesziletett
immunitas sejtjei: a makrofagok, dendritikus sejtblK-sejtek szerepet jatszanak a
tumor ellenes grjaratban”. Munkajukat segiti, hogy a HSP72 spkagi C-terminalis
részét felismerve azonositani tudjak az abnormséjieket [75]. Ezek alapjan aginik,
hogy a HSP72 kifejéalése a sejtfelszinen, valamint a keringésbe torszekrécidja
fontos lehet az immunrendszer aktivitasdnak noebks, a dohanyflst hataséara
létrejove  tidokarosodasban. Tovabbi Allatkisérletek és paciensekegzett

megfigyelések kellenek azonban ennek a kérdéstisktazasahoz.
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Eredményeink alapjdn a szteroid csak egyidBFK kezelés mellett novelte az
epitélsejtek tulélését és proliferaciojat. Csakdseirodalmi adat all rendelkezésre arra
vonatkozoan, hogy a hosszu tava inhalacios korzilevsid kezelés hatasos-e dohanyzo
COPD-s vagy tugrakos betegekben. Shaker és munkatarsai bizoraktottogy a
hosszu tavu inhalaciés budesonid kezelés csokkentet emfizéma progressziodjat
dohanyz6 COPD-s betegekben [42]. Az a tény, hogk az inhalacidés szteroiddal
kezelt COPD-s betegek, akik abbahagyjak a dohahykasbb eséllyel betegszenek és
halnak meg tigrdkban is azt sugallja, hogy az alveolaris sejigbpsozisanak és azt
kove® gyulladasnak a gatldsaval csokkentheetumor kialakulasanak esélye [41].

A GR funkciojahoz nélkilézhetetlen a HSP90/HSP7@peson heterokomplex
miikodése. A kezdeti interakcié a GR és a HSP70 kddétigedhetetlennekirtik a
HSP90-es heterokomplex Kébi mikdodéséhez, mely soran a GR szteroid6kot
hasadéka megnyilik [28]. Kisérleteink alapjan DFkpeazicié utdn az indukalhat6
forma, a HSP72 jelenléte nélkilozhetetlen a DEXahdetrejottében, bar tovabbi
tanulmanyok sziikségesek annak meghatarozasaraahdgyanyfust hogyan hat a GR

szintjére és iiikodesére.
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6.3. A SCLC-ben szenvégkl HSP72 polimorfizmus vizsgalata
Eredményeink etsként bizonyitottak, hogy a SCLC-ben szerfiledsetében a betegség
kimenetele 6sszefliggésbe hozhat6 a tumorsejtek H&RFesszidjaval. A rakos sejtek
csokkent HSP72 expresszidja fuggott - legaldbbszben -, a HSP72 (HSPA1B
A(1267)G) gén polimorfizmusétél, vagyis a GG geposii SCLC pacienseknél a
HSP72 fehérje expressziojat alacsonyabbnak laNlig. az A allél hordozasa esetén
semmilyen kilonbséget nem talaltunk, az A allélnjigd a paciensek tulélésének
szignifikans cstkkenését eredményezte vizsgalaamkb

Korabbi tanulméanyok mar kimutattdk, hogy a kulorbogén polimorfizmusok
befolyasolhatjak a tidak kialakulasat [76; 77; 78]. A HSP72 polimorfizenu
jelensegeét kulonbdz rosszindulatid daganatokban mar vizsgaltak, am SkarC
fontossaga ezidaig még ismeretlen volt. Wang éskatarsainak tanulmanyaban a
HSPA1B A(1267)G polimorfizmus nem befolydsolta aszindulatl daganatok iranti
erzékenységet, dék ebben a kutatdsukban nem vizsgaltak a SCLC-t. [R4]
elemeztik diszor az 6sszefliggést a HSP72 (HSPA1B A(1267)G)pgémorfizmusa
és a SCLC péciensek tuléléese kozott. A két G ahétdozoknal szignifikansan
révidebb volt a betegek tulélése a diagndzis fieddlhatol az A alélt hordozdkhoz képest.
Immunhisztokémiat hasznalva adataink mégiették, hogy a GG genotipusu
betegekben a tumorsejtek HSP72 expresszidja csbkien ugyanazon betegek
mintaiban lathaté nem malignus sejtekhez viszoayitv

HSP72 (HSPA1B A(1267)G) gén GG genotipuséat korahisikkent HSP72 mRNS
expresszioval kotottek ossze. Kbvetkezmenyeses@tgabb lehet a sejtekben mééhet
HSP72 fehérje szintje is. Az intracellularis HSR&®kkenése fogékonyabba teheti a
sejteket  kulonbdz stressz  kovetkeztében feltép kdrosoddsok irant, ami
karcinogenezishez vezet. [50]. Masrészt a tumeidgijt felszabadul6 HSP72 serkenti
a gazdaszervezet immunrendszerét, ezaltal fokonattor ellenes immunitast
eredményez [25]. Feltételezhethogy a HSP72 (HSPA1B A(1267)G) géenen GG
genotipust SCLC-ben szenw&dalacsony HSP72 szintje emeli a rak kialakulasanak
kockézatat, és/vagy hozzajarul a sokkal gyorsabmtyprogressziohoz.

Korabbi kisérletekben a HSP-k fokozott expresszijavitro transzfekciéval, vagy in
vivo transzgenomikus A&llatokat hasznalva) a sejigkioros atalakulashoz, tumor

kialakulasdhoz vezetett [80]. Maig intenziven kottatkérdés, hogy az emelkedett
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intracellularis HSP szint, hogyan befolyasolja geke mikodését, hogyan vezethet
fokozott malignus atalakulashoz. Ismert a p53 twngppresszor génre gyakorolt
hatasa [81;82;83]. Sherman és munkatarsai kimutatzgy a HSP72 mérseékli a Ras
indukalta 6regedési folyamatot, ezaltal sejtnévékedserkent [84]. Ismert, hogy a
magas HSP72 szint megvédte a sejteket a dN#Rd TNFB indukalt programozott
sejthalaltél [85]. Immortalizalt epitelialis sejtwalon (A549) végzett in vitro
kisérleteinkben a DFK szintén emelte a sejtek HS#X{Resszidjat, ezaltal biztositva a
sejtek tuléléset.

Az in vitro adatok birtokdban sziikségesnek lathdgy 6sszevessiik a daganatos egyén
HSP72 genotipuséat, és a tumorsejtek HSP72 expbgszézaltal az els adatokat
szolgéltattuk a lehetséges kapcsolatrol. Mig azlledett intracellularis HSP72 szint
noveli a tulélést és megvédi az egyedi tumorsejtetelularis stresszt kouetn a
HSP72-fehérje komplexek az extracellularis térbwguserkentik a gazdaszervezet
immunrendszerét, tumor ellenes immunvalaszt kiealfxdataink szerint SCLC-ben a
daganatsejtek HSP72 altali védelme kisebb jés&ginek tinik, mint az extracellularis
HSP72 altal kivaltott tumor ellenes immunvalaszszha GG genotipusu betegekben
észlelt alacsonyabb HSP72 szint gyorsabb dagammgssrioval, valamint révidebb
tulélési idsvel volt 6sszefliggésben.

Az irodalomban ismert, hogy NSCLC-ben szerdketél a tumorsejtekben fokozott a
HSP72 expresszio, de sem a tulélesh, idem a daganat kiterjedése nem allt
0sszefliggésben a HSP72 szintekkel [86]. Hasonl@epp SCLC sejtvonalban
tapasztalt kemoszenzitivitast sem befolyasolta & F2Sszint [87]. Ezek a vizsgalatok
azonban genetikai vizsgalat nem tortént, igy isttesrea megvaltozott HSP72 szint
hattere, elképzelh&t hogy emdgott is a HSP72 (HSPA1B A(1267)G) GG tjpnsa
allhatott.

Eredményeink alapjan a HSP72 (HSPA1B A(1267)G) G&hotjpusu betegekben
tapasztalt csokkent HSP72 expresszido a SCLC betkdélésének egy szignifikans
negativ prediktora. Fontos megjegyeznink, hogy aall& hordozasa nem jelentett
szignifikans kulonbséget a HSP72 szintekben, iggtagek tulélésében sem. A HSP72
mérése a betegek mintdinak immunhisztokémiai vias@éal idigényes és csak
szemikvantitativ. Ugyanakkor a HSP72 gén polimarfiza befolyasolja a fehérje
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expresszidjat, igy ez egy lehetséges eszkoz lelzeti8P72 fehérje szint becslésére,
valamint a SCLC betegek varhat6 tulélésénékegtlzésére.

A HSP72 (HSPA1B A(1267)G) GG genotipusu SCLC-beangedk esetén a tiidak
gyorsabb progresszioja mellett, szignifikansditt @ tavoli metasztazisok szama is.
Hasonlo eredményeket irtak le mellrakos betegekéber, ahol a HSP72 (HSPA1B
A(1267)G) G allél hordozasa hasonl6képpen sokkalsabb tumornévekedéssel volt
0sszefliggésbe hozhato [88].

A testtbmegindexet vizsgalva azt talaltuk, hogy &PHM2 (HSPA1B A(1267)G) GG
genotipust egyénekben magasabb volt a BMI , amiegyegik korabban publikalt
adatokkal, mely szerint ez a genotipus 0sszefluggésiil a kovérségre és a
cukorbetegségre valé nagyobb hajlammal [89]. Gedigi és munkatarsai korabban
kimutattak, hogy SCLC-ben szenvedgyének obezitdsa nem hozhatd 6sszefliggésbe a
kezelés toxicitasaval, sem a révidebb tulélési yolkal [90]. Ugyanakkor a mi
pacienseinkben a GG genotipus 0sszefliggést mutatothgasabb BMI értékkel, és
negativan befolyasolta a betegek tulélését. A diaiktorokat illeben, a dohanyzas
mértéke negativan korrelalt a SCLC betegek tulelsé@amint azt mar korabban is
kimutattak [91]. Ugyanakkor a dohanyzasi szokdsok ¢é1SP72 (HSPA1B A(1267)G)
polimorfizmus k6z6tt nem tudtunk 6sszefliggést kit
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6.4. A colidkias gyermekek duodenum mintdjanak HSP&xpresszidja

Vizsgalatunkban ékzor mutattuk ki a coliakias gyermekek duodenum
nyalkahartyajanak emelkedett HSP72 expressziojat.

Colidkia egy komplex bélrendellenesség, mely aatlakom 1 %-at érinti, és glutén
intoleranciat okoz [92]. A szabalyozatlan immunealaés az epitélium zavart barrier
funkcidja a lamina propria gyulladasahoz vezet [98]. A bélnyalkahartya HSP72
expressziojat eddig alig vizsgéaltak. Csak néhargt addl a HSP72 IBD-ben bet6ltott
fontos szerepél. Cuzzocrea és munkatarsai kimutattdk, hogy dib#&nzen
szulfosavval indukalt colitises patkanymodellben aatraperitonedlisan adott
cyclopentenon prostaglandin [15-deoxy-delta (12R@)(2)] stimuladlja a gyulladt
vastagbélben a HSP72 aktivaciot, ezaltal csokkangyulladt vastagbél seérilésének
mértekét [94].

Jelen vizsgalatunkban megmutattuk, hogy a kezalatldiakias gyermekek boholy
bélhamsejtjeiben, illetve a lamina propria immutjedjen a HSP72 expresszioja
szignifikansan emelkedett. A gluténmentes étrenddptatd coliakias gyermekek
duodenum nyélkahartyaban a HSP72 expresszio ¢slemt csokkent a kezeletlen
betegekhez képest, ugyanakkor még mindig magas®®Pa?2 szintje az egészséges,
nem coliakias, kontrollokhoz viszonyitva.

A HSP72 szamtalan mechanizmussal védheti a duodeyatkahartya integritasat [6].
Tao és munkatarsai azt talédltdk, hogy ha a bélapitét a probiotikus Lactobacillus
GG-vel (LGG-CM) kezelték, a HSP72 expresszio enudkie ami a citoszkeletalis
integritas megovasaval hozzgjarult a probiotikunékony klinikai hatasahoz [95]. A
HSP72 hozzakétik a citoszkeleton kulcsfontossagu fehérjéihezy, ugint az a-
actininhez, vagy a tight junction-asszociélt feénez, példaul a zonula occludenshez
(Z20O), ezaltal stabilizéljéket [96]. A tobbi probiotikumnak hasonlé hatasa.varCaco-

2 sejtek Bifidobacterium lactis kezelése megvéedigtd junction-oket a gliadin toxikus
hatasatol, amit a ZO-1 expresszio mintazata tawt€i§d7].

A vizsgalt fehérje egy masik lehetséges hatasa@kondrium funkcidéjanak megovasa;
a HSP72 stabilizalja a mitokondrium membranjat,awaht a sejtek integritdsahoz,
funkciojahoz szikséges fehérjéket. Tovabba humdataghél sejteken- Caco-2/bbe
(C2)- kimutattak, hogy alacsony HSP72 szint mekbekiaszpaz-9 aktivacioja korabban
megtorténik [10], ami arra utal, hogy a HSP72 aqrtjeotikus hatasa réveén is véd [6].
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6.5. HSP72 és toll-like receptorok (TLR) 6sszefluggée

Egyes gliadin fehérjék képesek velesziletett imralaszt kivaltani TLR-k és mas
PRR-0k segitségével [98-99]. Korabban kutatécsopérkimutatta, hogy a céliakias
gyermekek duodenum nyalkahartyajdban a TLR2 és TERgresszioja emelkedett
[100]. Ismert, hogy a 70 kDa molekulasulyd HSP-KL#&R-ok ligandjai [16]. A HSP72
képes mind a TLR2, mind a TLR4 molekulat specifédusaktivalni [9]. Korabbi
kozleményekben bebizonyitottak, hogy a TLR2 és TLR4ind a boholy
bélhamsejtekben, mind a lamina propria immunségjei kimutathaték [100; 101].
Jelen publikacionkban mi a HSP72 hasonl6 lokaligatimutattuk ki colidkiasokban.
Osszegezve az adatok arra utalnak, hogy a HSP72/TLR4 szignal képes
megvaltoztatni az bélhamsejtek integritasat esigegltoxicitas elleni immunreakciot is.
Cario és munkatarsai kimutattak, hogy a TLR2 és A lRjat ligandjaikkal tortén
serkentése képes niggni az intesztinalis epitélium barrier ZO-1 assatt integritasat
[101; 102]. Emellett Galloway és tarsai azt talglfdogy a velesziletett immunrendszer
sejtjeiben (pl.: monocitdkban) a HSP72 TLR2-n éRZlen keresztll indukalta a
proinflammatorikus citokin szintézist [18; 103], malatdmasztja a protein potencialis
szerepét, mint endogén jémolekula [104; 105], ami immunvalaszt serkent éseaxiti

a hazigazda védekezését.
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7. KOVETKEZTETESEK

. Alveoléris epitélsejteket in vitro vizsgalva kortrkorilmények kozoétt a szteroid

kezelés (DEX) nem befolyasolta sem az alveolantekspjtek apoptozisat, sem a

cellularis HSP72-expressziot.

A DFK szignifikhnsan csOkkentette az alveolaris tédpejtek tulélését és
apoptozisdhoz vezetett. DFK mellett DEX-t is alkabva, a kezelés
szignifikansan emelte a sejtek tulélését és szadsal, dozisfuggen meérsékelte
az apoptozist. A legmagasabb, iM-os DEX kezelésnél azt kaptuk, hogy a
DFK-tal kezelt csoportban az apoptozis a ,kiindtiléazaz a kontroll, szteroid-
mentes csoportban mért sejthalallal azonos szietpedialt.

Kontroll kérilmények kozott a szteroid kezelés neefolyasolta szignifikAnsan
az alveolaris epitélsejtek HSP72-expresszidjat. Dfggelés hatadsara, mig az
MRNS-szintben nem lattunk kulénbséget, addig aHs8R 72-fehérje-tartalma és a
HSP72-pozitiv sejtek aranya is szignifikansdit.nAz egyittes DFK és szteroid
kezelés dozisfudggen tovabb emelte a HSP72 fehérje expresszidjat.
Osszehasonlitva a megféetsoportokat, minden DFK-tal kezelt csoportban a
HSP72 fehérje expresszibja szignifikansan magasalbta kontroll csoportokhoz
képest. A legnagyobb kilénbséget a dMl-os dexametazon koncentracional
mertik. HSP72 csende$imRNS hasznalataval igazoltuk, hogy a DEX sejived
hatasa DFK-tal kezelt sejteken jelémtmértékben a HSP72 altal létrehozott

sejtvéd mechanizmus eredménye.

4. A HSP72 (HSPA1B A(1267)G) polimorfizmusat vizsgaB&LC-s és kontroll,
egészséges emberek mintajaban azt talaltuk, hogitéddrekvencia kismérték
csokkenést mutatott az A allélben a SCLC betegelkbkantrollokhoz képest.
Ezzel ellentétben a GG genotipus sokkal gyakoriblb SCLC csoportban az

egészségesekhez képest, de a kulonbség nem érszighifikancia szintjét. A
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tulélést vizsgalva kimutattuk, hogy az A allélt dozd betegek (AA és AG
képest. Az tulélés tekintetében tehat, szignifikésékkeneést lattunk a GG
genotipusi SCLC-ben szenvedetegek esetében AA+AG paciensekhez
viszonyitva. GG genotipusu betegeknél astéll ebrehaladottabb stadiumban
kerult felfedezésre, hiszen szignifikAnsan tobkigrénél volt kimutathaté tavoli
metasztazis a diagnozis felallitasakor.

Eredményeink szerint a HSP72 (HSPA1B A(1267)G) mpoifizmusa fontos,
szignifikans prognosztikai faktor SCLC-s betegekbend a tumorprogressziot,

mind a tulélést vizsgalva.

. A SCLC sejtekben immunhisztokémian latott HSP7Z2fghexpresszioja, és a
HSP72 (HSPA1B A(1267)G) genotipusa kozotti Osszgddy vizsgalva
eredményeink szerint a GG genotipusu betegekbemarsejtek szignifikansan
alacsonyabb HSP72 fehérje expresszidét mutattakna adeganatos sejtekhez
képest. Az AA, illetve AG genotipusu betegek mialéggn nem volt kilonbség a
HSP72 festdést illeten.

. A duodenum bioptatumokat vizsgalva szignifikansaagasabb HSP72 mRNS
és fehérje szintet lattunk mind a kezelt, mind zeketlen coliakias betegeknél a
kontrollhoz viszonyitva. Coéliakias betegeknél a édégz hatasara a HSP72
MRNS és fehérje szint szignifikansan csokkent aeleden gyermekekhez
képest.

A kezeletlen gyermekek duodenum bolyhaibaésedSP72 fesdést lattunk
mind a bélhamsejtekben, mind a lamina propria insejijeiben, a kontrollhoz
viszonyitva. Mig a kezelt colidkidsok mintdjabareggébb HSP72 fasdést
észleltiink a kezeletlenekhez viszonyitva. A normé@denumban (kontroll)

nagyon gyenge immunreakciot talaltunk.

. A gluténmentes diéta szignifikAnsan csokkenti a2 H5 expressziot mind a

bélhamsejtekben, mind a lamina propria immunsegjei
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8. OSSZEFOGLALAS

Eredményeink megésitették, hogy a DFK apoptozist indukdl az alvaslar
epitélsejtekben. DEX csokkenti az apoptozist, eréihérsékli a DFK indukalta
sejtkarosodast. Kisérleteinkben bizonyitottuk a HSHRKulcsfontossagu szerepét az
epitélsejtek tuléléesében DEX - DFK egyittes kezetsetén. A transzfekcios
kisérleteink igazoltak, hogy a dohanyflst expozicién latott szteroid sejtvéd
hatdsdban az emelkedett HSP72 szint elengedhetétldtiSP72 lehet az egyik Uj
kulcsfontossagt molekula és potenciadlis terapiaponé a dohanyfistnek kitett
tudosejtekben. Mivel dohanyosok millidi részesllnekesaid kezelésben, tovabbi
adatok szikségesek a cigarettaflist és a glukokattik kdlcsonhatasarél. Tovabbi
vizsgalatok segithetnek annak eldontésére, hogy suerepe a HSP72-nek a dohanyos,
illetve a nem dohanyos COPD-s betegekben, kilon@senaz alveolusfal pusztulasat,

emfizéma kialakulasat illeti.

In vivo vizsgalatunk eredményei a HSP72 (HSPA1B 28(@)G polimorfizmusanak
szignifikans prognosztikai szerepét mutattak SCLG&gekben. SCLC-ben a HSP72
(HSPA1B A(1267)G) GG variansa a tumorsejtekben ksiok HSP72 fehérje
expresszioval tarsult. A cstkkent sejtéddnkciok és gyengult tumorellenes immunitas
hozzajarulhat a rosszindulati daganat gyorsabbrgsegiojahoz, azaz a metsztazisok

képadéséhez és a rovidebb tuléléshez.

A colidkias gyermekek duodenum nyalkahartydjabaneliemdett HSP72 szintet
meértiink, mely a molekula lehetséges &é&derepét mutatja a gliadin toxicitas ellen.
Antiapoptotikus hatasa miatt 6skegitheti az epitelidlis sejtek tulélését, és segit
visszaallitani az integritasukat, az intesztinéigsrier funkcioit, ezaltal csokkentve a
boholy atréfiat, ami a betegség flinete. A HSP72 TLR-2 és TLR-4-en keresztil a
velesziletett immunrendszer sejtjei szamara ve&sk@ht mikodhet, mely altal
felerssiti hatasukat a sérulés ellen. Tovabbi vizsgalamikségesek annak tisztazasara,
hogy mi a pontos szerepe a HSP72-nek coliakiabadSR72 protektiv szerepe miatt
késibbiekben potencialis terdpias célpont lehet a gaistesztinalis betegség

kezelésében.
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SUMMARY

In conclusion, our data confirmed that CSE indumesptosis and necrosis in alveolar
epithelial cells. DEX reduces CSE-induced cellldamage, by decreasing apoptosis.
This is the first evidence of DEX-CSE interactidmowing a key role of Hsp72 in
alveolar epithelial cell survival. Our siRNA expaents confirmed that elevated Hsp72
is essential in the observed anti-apoptotic andeptive effects of DEX following CSE
exposure. Hsp72 might represent a new key moleanudlea potential therapeutic target
in smoke exposed lung cells. As millions of smokans treated with glucocorticoids
new data on cigarette smoke and glucocorticoidracteon are needed. Future
experiments are necessary to evaluate the rolespi72in smoker and non-smoker
COPD patients, especially assessing the effecédvaolar destruction.

Our results demonstrated that HSP#2SPA1B A(1267)G polymorphism is a
significant prognostic factor of SCLC outcome. TH8P72(HSPA1B A(1267)G GG
variant in SCLC patients was associated with deg@ddSP72 protein expression in
tumor cells. Impaired cytoprotective functions atetreased anti-tumor immunity of
HSP72 might be a contributing factor to more rapior progression as noted in these
patients by metastasis formation and shorter sahwvas we could see it in our
patients, even if the sample size was small. Thppsrts the assumption that altered
expression of HSP72 might influence protection @agjastress factors and thereby
decrease anti-tumor immunity.

The elevated level of HSP72 in the duodenal muocbshildren with CD found in our
study indicates that this molecule may have a rile defense against the
gliadinmediated cytotoxicity. Because of its antiptic effects it may foster
surveillance of the epithelial cells and helps &tain their integrity, potentially
diminishing villous atrophy, which is a major symapt of the disease. HSP72 as a
cellular chaperone activated due to stressors reexesas a “danger signal” for the
cells of the innate immune system to promote thitection against injury. Additional
studies are needed to clarify the precise role P2 in CD. Furthermore, due to the
protective effects of HSP72 it could be regarded pstential therapeutic target to treat

this gastrointestinal disease.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekebtt szeretném koszonetemet kifejezir. Losonczy Gyorgy
ProfesszorUrnak, hogy az &ltala vezetett PhD program részijeevehettem. Halas
vagyok a szakmai és az anyagi hattér biztositasaéty folyamatosan leh@&te tette,
hogy PhD munkam éveit egy nemzetkozi szinten svadit laboratériumban télthettem,
az |. Sz. Gyermekklinika kutatélaboratoriumaban.

Halaval tartozom témaves@nnek, Dr. Muller Veronikanak és Prof. Magyar
Palnak, hogy tudomanyos palyamon elinditottak. Kdszdndrkiknehogy munkam
soran tadmogatasukra barmikor szamithattam, és lodgutatbmunka szakmai és
technikai feltételeit megteremtettéek szamomra. Kikdszonettel tartozom Dr. Szabd
Attilanak a munkatervem kidolgozasaban nyduijtottitségért, €és hogy megteremtette
szamomra annak letésggét is, hogy szamos szakmai konferencian rébesgek.

Koszonoém Dr. Vannay Adamnak a munkatervem kidolgozasaban és a
kutatdmunkam soran nyujtott folyamatos metodikajitsegéts Dr. Szebeni Beanak,
és Dr. Rusai Krisztinanak, hogy megtanitottak a kutatdmunka lépéseire a mtdeku
biol6giai metodikak alkalmazasatol egészen az eéegek publikalasaig.

Kdszonettel tartozonDr. Szab6 Attilanak, a biztatd szavakért, az onzetlen
szakmai és emberi segitségéért.

KoszondémDr. Takacs Zoltannak, Dr. Szalay Balazsnak, Dr. Gsh Aronnak és
Dr. Sziksz Ernanak, hogy a tudomanyos kisérletek elvégzésében, valamin
kozlemények publikalasdban segitségemre voltak.

Koszonom az . Sz. Gyermekklinika kutatéindk, Prokai Agnesnek, Dr. Kis
Evanak, Dr. Szalay Balazsnak, Dr. Cseh Aronnak, DrSziksz Ernanak és Dr.
Cseprekal Orsolyanak hogy barati, sedittarsasagukban, mindenkori j6 hangulatban
végezhettem PhD munkamat.

KdszénbémBernath Marianak a kitiing technikai asszisztenciat és hogy onzetlen
segitségére mindig szamithattam.

Végezetll nagyon nagy halaval tartozom szeretétesa és parom felé a mindenkori

megértésikért és turelmukért, és hogy segitségikmig szamithattam.

87



